Til in-vitro-diagnostisk brug: MycXtra® myconos)ﬁca

MycXtra®
Fungal DNA ekstraktionssaet

REF 080-005

Tilsigtet anvendelse

MycXtra® Fungal DNA ekstraktionssaettet er beregnet til isolering rensning af fungal DNA tilstedevaerende i human
bronkoalveolzer lavage (BAL), opspyt og andre praver fra de nedre luftveje.

Resumé og forklaring

Seettet er beregnet til at isolere DNA af fungal oprindelse i prever fra de nedre luftveje fra patienter med mistaenkt
svampeinfektion. Fungal DNA-ekstraktion er et kritisk farste trin ved analysering af praver for svampespecifik DNA. Da
svampecellers vaegge er vanskelige at nedbryde, kraeves der en kombination af processer for at optimere udbyttet;
direkte mekaniske kraefter i bufferen fulgt af flere rensningstrin for at fierne PCR-haammende substanser, cellevaegge og
humane matrix-komponenter, efterfulgt af eluering i bufferen Kvaliteten af renset DNA er egnet til realtids PCR-analyse.

Procedurens principper

Svampesporer og hyfer, der er til stede i en prave, koncentreres ved centrifugering og suspenderes igen i et lille volumen.
Derefter tilseettes prgven til et bead beating-rer, der indeholder kugler, lysisoplgsning, kugle-opl@gsning og inhibitor-
fierneroplasning. Princippet er at lysere mikroorganismerne i prgven ved en kombination af rensemiddel og mekanisk
kraft imod specialiserede kugler. Celledelene lyseres ved mekanisk pavirkning pa en Vortex-mixer. Fra de lyserede celler
bindes det udvundne DNA til et silica-centrifugeringsfilter. Filteret vaskes og DNA'en genindvindes i en bufferet oplgsning
og er nu egnet til efterfglgende PCR-anlyse.

Seettets indhold
= Tilstraekkelig til 10 patientpraver

Beskrivelse Volumen (ml
10 x 2 ml Bead Solution-ragr 0,55
Solution S1 0,65

IRS solution 2,2

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

Solution S5 1,1

= 10 x centrifugeringsfilterenheder i 2 ml rer
= 40 x mikrocentrifugerer (2 ml)
= Brugsanvisning

Opbevaring

Saettet skal opbevares ved sturetemperatur (15 til 30 °C) indtil udigbsdatoen, der er angivet pa etiketten pa seettets boks.
Derefter skal det kasseres og bortskaffes ifglge lokale forskrifter.

Advarsler og forholdsregler

Seettet er udelukkende beregnet til at blive anvendt af professionelle laboratoriemedarbejdere. Der kraeves biosikkerhed
niveau 2-prakis og -procedurer, indeslutningsudstyr og -faciliteter til ikke-aerosolproducerende manipulationer af kliniske
prover. Alle aerosol-genererende aktiviteter skal udfgres i et Klasse Il eller Il biologisk sikkert kabinet. Patogene
mikroorganismer inklusive, men ikke begreenset til, hepatitis vira og human immundefekt virus, kan veere til stede i
kliniske prever. Standardforholdsregler og institutionsretningslinjer skal falges ved enhver handtering af alle emner, der er
kontamineret blod og andre kropsvaesker Seettet indeholder sma maengder af: etanol, sodium dodecyl sulphate,
guanidine hydrochloride og guanidine isothiocyanate. Et materialesikkerhedsdatablad (MSDS) kan fas hos Myconostica
Ltd.
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Til in-vitro-diagnostisk brug MycXtra®

Ngdvendigt udstyr

= Mikrocentrifuge (10.000 x g)

= Centrifuge til generel anvendelse

= Mikro-pipetter med sterile filter-tips (n@gdvendigt volumen 40 pl-1000 pl),

» Vortex Genie 2 (Scientific Industries, men kan erhverves hos lokale leverandarer)

» Vortex adaptor plate (kan erhverves hos Myconostica REF 080-015) til at fastgere rar til vortex.

Bemaerkninger til proceduren

Processen tager ca. 1,5 timer. Hvis prgven er opspyt eller BAL-praven forekommer viskgs, kraeves der yderligere
forbehandling som beskrevet i afsnittet "Procedure for opspyt eller andre viskgse respirationsprgver" nedenfor.

Lees hele protokollen inden arbejdet pabegyndes. Beer altid handsker. Alle rar skal veere forsynet med haette, nar
der udfgres vortex-mixing. Brug mikropipetter til overfgring af veesker. Veer forsigtig med at identificere rgrene
korrekt, nar der behandles flere patientprgver ad gangen.

Procedure for klare, frit-flydende, BAL-prgver

Bemaerk: Hvis den ekstraherede DNA efterfglgende skal bruges med et Myconostica MycAssayT'\’I produkt, anbefaler
vi at starte med = 2 ml BAL

1. Centrifuger BAL-pragven i 20 minutter ved 3000 x g. Heeld supernatanten fra og bevar den.
2. Returnér 800 pl af den bevarede supernatant til pillen, suspender igen og overfer til et mikrocentrifugerar
(medleveres).

3. Centrifuger i 2 minutter ved 10.000 x g og fjern derefter al supernatant. Suspender pillen igen i den oplagsning, der er
tilbage i raret og overfar hele maengden til et 2 ml Bead Solution-rar.

4. Vend forsigtigt reret om for at blande.

5. Kontrollér Solution S1. Hvis Solution S1 er bundfeeldet, skal rgret opvarmes i handen og vortex-mixes for at oplase
den.

6. Tilseet 60 pl af Solution S1 til Bead Solution-rgret og vend de tom adskillige gange eller vortex-mix kort..
7. Tilsaet 200 ul af Solution IRS (Inhibitor Removal Solution = inhibitor-fierneroplgsning) til Bead Solution-rgret.

8. Fastger Bead Solution-rgr vandret pa en vortex adapterplade (kan erhverves hos Myconostica REF 080-015). Vortex-
mix ved maks. hastighed i 10 min.

9. Centrifuger Bead Solution-rgret(rgrene) ved 10.000 x g i 30 sek. FORSIGTIG: Sgrg for ikke at overskride 10.000 x g,
ellers kan rgrene ga | stykker. Kontrollér at 2 ml-rgrene roterer frit i centrifugen uden at gnide imod hinanden.

10. Overfgr 450 pl supernatant til et rent mikrocentrifugerer (medleveret), idet der sgrges for ikke at forstyrre kuglerne.
Kassér Bead Solution-rgret.

11. Tilszet 250 yl af Solution S2 til supernatanten og vortex-mix i 5 sek. Inkubér ved 4-8 °C i 5 min.

12. Centrifuger rgrene i 1 minut ved 10.000 x g.

13. Undga pillen og overfagr hele voluminet til supernatanten til et rent mikrocentrifugerar (medleveret).

14. Tilseet 1,1 ml (2 x 550 pl) af Solution S3 til supernatanten (gagres med forsigtighed, da reret naesten er fuldt). Bland
ved at vende rgret om.

15. Heeld ca. 650 ul pa et centrifugeringsfilter og centrifuge ved 10.000 x g i 30 sek. Kassér den gennemstremmede
vaeske, tilsaet pa ny 650 ul supernatant til centrifugeringsfilteret og centrifuger ved 10.000 x g i 30 sek. Gentag, indtil
al supernatant har passeret igennem centrifugeringsfilteret. Bemeerk: Der kraeves i alt tre pahaeldninger for hver
preve. Ved den endelige centrifugering centrifugeres ved 10.000 x g i 1 min. Kassér den gennemstremmede veeske.

16. Tilszet 300 ul af Solution S4 til centrifugeringsfilteret og centrifuger i 30 sek. ved 10.000 x g.

17. Kassér den gennemstrammede vaeske.

18. Centrifuger igen i 1 minut og fjern de sidste rester af S4, som vil haemme PCR-reaktionen.

19. Anbring forsigtigt centrifugeringsfilteret i et nyt, rent mikrocentrifugergr (medleveret). Undgé enhver medoverfersel af
S4 til centrifugeringsfilteret.

20. Tilseet forsigtigt 40 ul af Solution S5 til midten af den hvide centrifugeringsfilter membran. Lad det sta i stuetemperatur
i 2 min.

21. Centrifuger i 30 sek. ved 10.000 x g.

22. Kassér centrifugeringsfilteret. DNA'en i rgret er nu klar til anvendelse i et PCR-program. Kan opbevares ved 2-8 °C i
op til 5 dage, ellers skal DNA'en opbevares i frossen tilstand ved -20 °C.

23. Der kan behandles op til 10 BAL-praver. Hvis ikke alle dele anvendes ved ét tilfeelde, laegges seettets dele tilbage i
den originale boks. Forskellige partier ma ikke blandes.

24. Nar behandlingen er gennemfgrt, skal brugte saet-dele bortskaffes i henhold til lokale sundheds-, sikkerheds-, og
miljgbestemmelser.
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Procedure for opspyt eller andre viskgse respirationsprgver

Det anbefales at anvende BD BBL™ MycoPrep™ Specimen Digestion/ Decontamination Kit for Processing of
Mycobacterial Specimens (Kat.nr. 240862) sammen med MycXtra® protokollen til forberedelse af opspyt-prgver.
Nedenstaende procedure er modificeret og tilpasset il MycXtra®-saattets preve-inputkrav.

Forholdsregler

NALC-NaOH-reagensen i BD BBL™ MycoPrep™ Specimen Digestion/ Decontamination Kit for Processing of
Mycobacterial Specimens indeholder steerke alkaliske stoffer og kan forarsage alvorlige forbreendinger. Tag straks alt
forurenet tgj af. Der skal bruges handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. NaOH irriterer gjne og hud. | tilfeelde af kontakt
med gjne eller hud skal der omgaende skylles med et gjenskyllesystem eller postevand i mindst 15 minutter og seges
leegehjeelp. Ved indtagelse skal der indgives meelk, aeggehvide eller store maengder vand og sgges laegehjaelp.

Forsigtig: Bryd kun ampullen én gang teet pa midten. Manipuler ikke ampullen yderligere, da plastikflasken kan ga i
stykker og der kan opsta kvaestelse.

Opbevaringsanvisninger: Opbevar efter modtagelse ved 15-30 °C. M4 ikke fryses. Ma ikke abnes, fgr man er klar til at
bruge det.

Produktforringelse: Brug ikke reagenser, hvis ampuller er brudt/gaet i stykker eller der er synlige tegn pa forringelse.
Brug ikke fosfatbufferen, hvis emballagen er revet i stykker eller uforseglet.

Fremgangsmade

1. Forbered BBL™ MycoPrep™ fosfatbufferoplasningen. Haeld indholdet af én fosfatbuffer-portionspakning i en
glasbeholder med skruelag og fyld op til 500 mi-linjen med "molecular biology grade".-vand Sterilisér med laget Igsnet
| en autoklave ved 121 °C i 15 minutter. Kal ned til stuetemperatur og skru laget fast.

2. Lasn forsigtigt skruelaget pa BBL™ MycoPrep™ reagensflasken. Anbring ampullen i flasken, pres overskydende luft
ud af flasken og skru laget fast. Hold flasken i opretstaende position og tryk flasken sammen, indtil ampullen gar i
stykker. Ryst forsigtigt for at oplase den indeholdte NALC. Undgé at ryste overdrevent. NAR AMPULLEN ER GAET |
STYKKER, SKAL REAGENSEN BRUGES INDEN FOR 24 TIMER.

3. Brug et gradueret 50 ml centrifugergr med skrueldg og tilseet, i et biologisk sikkert kabinet (minimum Klasse 2),
prgven og den dobbelte maengde af aktiveret NALC-NaOH-oplgsning ved at estimere opspyttets volumen. For
eksempel: Tilseet 4 ml aktiveret NALC-NaOHoplgsning til ca. 2 ml af prgven.

4. Seet laget pa centrifugergret og mix pa en Vortex-type mixer, indtil preven er gjort oplgselig. Hvis prgven er seerlig
viskgs, tilseettes mere NALC-NaOH-oplgsning og der mixes igen.

5. Lad blandingen sta ved stuetemperatur i 15 minutter, mens den rystes forsigtigt af og til.

6. Tilseet den forberedte fosfatbuffer til 35 ml-maerket pa centrifugergret og mix det. Centrifugér i 20 minutter ved 3.000 x
g.

7. Heeld forsigtigt al supernatant vaeske fra. Brug en mikropipette og fjern forsigtigt al resterende supernatant, som ikke
er heeldt fra.

8. Tilseet 800 pL af den forberedte fosfatbuffer og suspender sedimentet igen. Overfor hele maengden til et
mikrocentrifugergar.

9. Fglg BAL-proceduren fra trin 3.
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Preestationskarakteristika og -begraensninger

Analytisk selektivitet

Ved hjeelp af et MycXtra®—saet blev DNA ekstraheret fra klinisk BAL, opspyt og andre respirationsprgver, fra hvilke de
falgende organismer var blevet identificeret ved hjeelp af podning eller mikroskopi. Aspergillus fumigatus, Aspergillus
terreus, Aspergillus flavus, Penicillium spp. og Pneumocystis jirovecii. DNA blev pavist ved hjzelp af Myconostica FXG™ :
RESP (Asp +) seet til for hurtig realtids PCR-pavisning af Aspergillus and Pneumocystis DNA i kliniske respirationspraver.

Fjernelse af pavirkende substanser

Almindelige lzegemidler, der bruges til behandling af luftvejssygdom, f.eks. Tobramicin, colistin sulphate, Dornase
(DNAse), Salmeterol og andre materialer, f.eks. normalt saltvand (0.9%), heparin og garvesyre kan haemme realtids
PCR-analyser. Disse fjernes fuldsteendigt ned MycXtra® ekstrationsprocessen. Praestationsevaluerings undersggelser
med kliniske prever indikerede, at der eksisterer nogle PCR-inhibitorer i respirationsprgver, hvilke typer er uklart, som
ikke fijernes under ekstraktionsprocessen.

Begraensninger i pavisning og repeterbarhed

Alle data: Sporekoncentration vs CT-veerdi MycXtra® seettet  ekstraherede
DNA fra prgver, der indeholdt sa
fa som 10 sporer. Ekstraktioner
45.00 af Aspergillus fumigatus sporer i
saltvand blev udfert af 2
i ‘ X operatgrer i lgbet af 5 dage.
35,00 - - DNA blev pavist ved hjeelp af
Ctvaerdi P Myconostica FXG™ : RESP
3000 * : (Asp+) szt som har en
2500 Y pavisningsgreense pa ca. 1 A.
" . fumigatus genom. Resultaterne
20.00 & er vist i Figur 1. Den generelle
variationskoefficient blev
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 beregnet ved 2,4%. Ekstrations
Antal sporer i ekstraktionen middelvirkningsgraden blev

bestemt til at vaere 8%.
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Figur 1. Aspergillus fumigatus sporekoncentration versus realtids PCR-Ct-vaerdi

Reproducerbarhed
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Figur 2. Ekstraktionsvariation mellem og inden for de enkelte batch
Preestationsevaluering

Pavisning af Aspergillus-arter

Respirationspragver (BAL), der var blevet indsamlet fra 2 hospitaler, ekstraheret ved hjeelp af MycXtra® saettet og
opbevaret, blev brugt til at evaluere praestationen af MycAssayT'VI Aspergillus saettet med kliniske praver. Der blev
foretaget sammenligninger af klinisk diagnose.

Cut-off-veerdien med en Ct-veerdi pa 36,0 blev fastslaet efter en gennemgang af et dataszet fra praver, der var indhentet

fra forskellige steder og forskellige patientpopulationer. Forskellige cut-off-veerdier blev evalueret for sandsynligheden for
differentiering mellem sygdomstilstand og ikke-sygdomstilstand.

PCR v klinisk diagnose

Klinisk Klinisk
positiv negativ
PCR positiv 31 1 0,97 PPV (positiv praediktiv veerdi )
PCR negativ 2 10 0,83 NPV (negativ praediktiv veerdi )
0,94 0,91

Felsomhed Specificitet
Af de testede prever indeholdt 0,8% PCR-haemmere som rappoteret af IAC, efter ekstraktion ved hjaelp af MycXtra®
saettet.
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Pavisning af Pneumocystis jirovecii

Kliniske praver indsamlet ved Bronkoalveolzer lavage (BAL), der var blevet indsamlet fra 2 hospitaler, ekstraheret ved
hjeelp af MycXtra® saettet og opbevaret, blev brugt til at evaluere praestationen af MycAssayT'\’I Pneumocystis seettet.
Resultaterne fra PCR-metoden blev sammenlignet med immunofluorescent mikroskopi.

PCR v mikroskopi-diagnose

Mikroskopi Mikroskopi
positiv negativ
PCR positiv 45 8 0,85 PPV
(positiv praediktiv veerdi )
PCR negativ 2 33 0,94 NPV (negativ preediktiv
veerdi )
0,96 0,80
Folsomhed Specificitet

Tabellen repraesenterer data indhentet fra patienter med diagnosticeret HIV, patienter der ikke er inficeret med HIV og
patienter med ubestemt HIV-status. Patienter med Pneumocystis-lungebetaendelse har meget varierende maengder af
paviselige organismer; jo lavere Ct-veerdi desto hgjere sandsynlighed for sygdom. Patienter med HIV og Pneumocystis-
lungebetaendelse har tendens til at have sterre antal af paviselige organismer end patienter, der ikke er inficeret med
virussen, men der er en betydelig overlapning. Spredningsdiagrammet i Figur 3 viser denne overlapning. For
fuldkommenhedens skyld, da dataszettet i tabellen omfattede patienter, hvis HIV-status var ukendt, er
spredningsdiagrammet for denne gruppe inkluderet i Figur 3 (sgjle 3):
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Figur 3: Spredningsdiagram med Ct-veerdier fra DNA ekstraheret fra patientrespirationsprgver. Der er beskrevet fire
grupper.

Myconostica Limited, South Court, Sharston Road, Sharston, Manchester, 1
M22 4SN, United Kingdom. | IVD
Telefon: +44 (0) 161 998 7239 Fax: +44 (0) 161 902 2496

E-mail: mycotech@myconostica.co.uk
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