For in vitro-diagnostik: MycXtra® myconos)ﬁca

MycXtra®
Fungal DNA Extraction Kit

REF 080-005

Avsedd anvandning

MycXtra®FungaI DNA Extraction Kit ar avsett till isolering och rening av fungalt DNA i humant bronkoalveolart lavage
(BAL), sputum och andra prover fran de nedre luftvagarna.

Sammanfattning och férklaring

Kitet ar utformat for isolering av fungalt DNA fran nedre luftvagarna hos patienter med misstankt svampinfektion.
Extraktion av fungalt DNA ar ett kritiskt forsta steg vid analys av ett prov med avseende pa svampspecifikt DNA. Eftersom
svampcellvaggar ar svara att bryta ned, krdvs en kombination av processer for att optimera utbytet: direkta mekaniska
krafter i bufferten, foljt av flera reningssteg for att avlagsna PR-inhiberande amnen, cellvdggar och humana
matriskomponenter, foljt av eluering i buffert. Kvaliteten pa renat DNA ’r [amplig fér PCR-analys i realtid.

Procedurens principer

Svampsporer och hyfer i provet koncentreras genom centrifugering och atersuspenderas i en liten volym. Provet tillsatts
sedan till ett rér med kulor, lyserande 16sning, 16sning fér kulorna och en 16sning for avldgsnande av inhibitorer. Principen
ar att lysera mikroorganismerna i provet genom en kombination av detergent och mekanism kraft mot speciella kulor.
Cellkomponenterna lyseras med mekanisk pa verkan med hjalp av en vortexblandare. Fran de lyserade cellerna binds
frisatt DNA till ett kiselsyra-centrifudfilter. Filtret tvattas, och DNA &atervinns i en buffrad I6sning och kan nu anvandas till
en féljande PCR-analys.

Kitinnehall
= Tillrackligt for 10 patientprover

Beskrivning Volym (mL)
10 x 2 mL Bead Solution-ror 0.55
(kulor i I16sning)

Loésning S1 0,65
IRS-I6sning 2,2
Lésning S2 2,75
Loésning S3 14,5
Loésning S4 3,3
Loésning S5 1.1

= 10 x centrifudfilterenheter i 2 mL rér
= 40 x mikrocentrifugrér (2 mL)
= Bruksanvisning

Forvaring

Kitet ska forvaras vid rumstemperatur (15 till 30 °C) fram till det utgangsdatum som anges pa kitladans etikett. Efter detta
datum ska kitet kastas enligt géllande bestammelser.

Varningar och forsiktighetsatgarder

Kitet ar avsett att anvandas enbart av utbildad laboratoriepersonal. For att undvika aerosolbildning vid hantering av
kliniska prover maste metoder och procedurer samt utrustning och lokaler uppfylla Biosafety level 2 (biosakerhetsniva 2).
Alla aerosolproducerande aktiviteter maste utféras i ett biologiskt sakerhetsskap klass | eller Il. Patogena
mikroorganismer som exempelvis hepatitvirus och HIV-virus kan foérekomma i kliniska prover. Accepterade
forsiktighetsatgarder och lokala riktlinjer ska féljas vid hantering av alla féremal som foérorenats av blod eller andra
kroppsvatskor. Kitet innehaller sma mangder av etanol, natriumdodecylsulfat, guanidinehydroklorid och
guanidinisotiocyanat. Ett sdkerhetsdatablad (Material Safety Data Sheet, MSDS) kan rekvireras fran Myconostica Ltd.
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For in vitro-diagnostik MycXtra®

Utrustning som behovs

= Mikrocentrifug (10 000 x g)

= Standardcentrifug

» Mikropipetter med sterila filterspetsar (volym 40 uL—1 000 pL),

= Blandare Vortex Genie 2 (Scientific Industries, men tillganglig fran lokala leverantorer)
» Vortex-adapterplatta (fran Myconostica, REF 080-015) for att fasta réren pa blandaren.

Anmarkningar till proceduren

Processen tar ungefar 1,5 timmar. Om provet ar sputum eller om ett BAL-prov ser viskdst ut behovs ytterligare
forbehandling. Detta beskrivs i avsnittet "Procedur for sputum eller andra viskdsa prover fran luftvagarna” nedan.

Las hela protokollet innan du borjar arbeta. Anvand alltid handskar. Alla rér maste vara tillslutna under
vortexblandning. Anvand mikropipetter vid 6verforing av vatskor. Var noga med att marka réren pa lampligt satt
om flera patientprover bearbetas.

Procedur for klara, lattflytande BAL-prover

Anm.: Om extraherat DNA senare ska anvandas med en Myconostica MycAssayTM-produkt, rekommenderar vi att
starta med 22 mL BAL.

1. Centrifugera BAL-provet i 20 min vid 3 000 x g. Dekantera supernatanten och behall den.

2. Aterfor 800 yL av den behdlina supernatanten till pelleten, atersuspendera och &verfor till mikrocentrifugror
(medfoljer).

3. Centrifugera i 2min vid 10 000 x g och avlagsna all supernatant. Atersuspendera pelleten i den aterstaende

I6sningen i roret och for éver hela mangden till ett 2 mL Bead Solution-ror.

Vand forsiktigt pa roret for att blanda.

Kontrollésning S1. Om Iésningen S1 har en fallning, varmer du roret i handerna och vortexblandar tills allt ar 16st.

Tillsatt 60 yL S1 till Bead Solution-réret och vand flera ganger eller vortexblanda kort.

Tillsatt 200 pL Solution IRS (16sning fér avlagsnande av inhibitorer) till Bead Solution-roret.

Fixera Bead Solution-réret (eller réren) horisontellt pa en vortex-adapterplatta (kan bestallas frin Myconostica, REF
080-015). Vortexblanda vid maximal hastighet i 10 min.

9. Centrifugera Bead Solution-réren vid 10 000 x g i 30 s. OBS! Var noga med att inte éverskrida 10 000 x g. Réren kan
ga sonder vid hogre varden. Kontrollera att 2 mL-réren roterar fritt i centrifugen utan gnidning.

10. Overfér 450 pL supernatant till ett rent mikrocentrifugrér (medféljer). Var noga med att inte rubba kulorna. Kasta Bead
Solution-roret.

11. Tillsatt 250 yL Solution S2 till supernatanten och vortexblanda i 5 s. Inkubera vid 4—8 °C i 5 min.

12. Centrifugera roren i 1 min vid 10 000 x g.

13. Overfér hela supernatantvolymen till ett rent mikrocentrifugrér (medféljer) utan att rubba pelleten.

14. Tillsatt 1,1 mL (2 x 550 pL) Solution S3 till supernatanten (var forsiktig, eftersom roret ar nastan fullt). Blanda genom
att vanda pa roret.

15. Overfér ungefar 650 pL till ett centrifugfilter och centrifugera vid 10 000 x g i 30 s. Kasta genomflddet, tillsatt
ytterligare 650 pL supernatant till filtret och centrifugera vid 10 000 x g i 30 s. Upprepa tills all supernatant har

passerat genom centrifugfiltret. Anm.: Totalt tre dverféringar behdvs for varje prov. Centrifugera vid 10 000 x g i 1 min
vid den sista centrifugeringen. Kasta genomflédet.

16. Tillsatt 300 yL Solution S4 till centrifugfiliret och centrifugera i 30 s vid 10 000 x g.

17. Kasta genomflodet.

18. Centrifugera igen i 1 min for att avlagsna de sista sparen av S4, som annars skulle inhibera PCR-reaktionen.

19. Placera forsiktigt centrifudfiltret i ett nytt, rent mikrocentrifugrér (medféljer) Undvik carryover av S4 till centrifugdfiltret.
20. Tillsatt forsiktigt 40 uL Solution S5 till mitten av det vita centrifugfiltermembranet. Lat sta vid rumstemperatur i 2 min.
21. Centrifugera i 30 s vid 10 000 x g.

22. Kasta centrifugfiliret. DNA i réret ar nu klart fér anvandning i en PCR-procedur. Férvara vid 2-8 °C i hogst 5 dagar,
eller spara DNA nedfruset vid —20 °C.

23. Upp till 10 BAL-prover kan behandlas. Om inte alla komponenter anvands vid ett tillfalle ska det oanvanda laggas
tillbaka i originalladan. Blanda inte olika loter.

24. Nar arbetet ar klart ska anvanda kitkomponenter kastas enligt gallande regler for halsa, sakerhet och miljé.

N O A
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For in vitro-diagnostik MycXtra®

Procedur for sputum eller andra viskdsa prover fran luftvagarna

Kitet BD BBL™ MycoPrep™ Specimen Digestion/ Decontamination Kit for Processing of Mycobacterial Specimens (Kat.
nr. 240862) boér anvandas tillsammans med MycXtra®—protokoIIet vid férbehandling av sputumprover. Proceduren nedan
ar modifierad for att passa MycXtra®-kitets krav pa material.

Forsiktighetsmatt:

NALC-NaOH-reagenset i BD BBL™ MycoPrep™ Specimen Digestion/ Decontamination Kit for Processing of
Mycobacterial Specimens innehaller starka alkalier som kan orsaka svara kemiska brannskador. Ta omedelbart av alla
fororenade klader vid spill. Handskar och ansikisskydd maste alltid anvandas. NaOH irriterar 6gon och hud. Vid égon-
eller hudkontakt, skolj omedelbart med égondusch eller kranvatten i minst 15 min och radfraga lakare. Vid nedsvaljning,
drick mjolk, aggvita eller stora mangder vatten och radfraga lakare.

Forsiktighet: Bryt ampullen ndra dess centrum och endast en gang. Hantera inte ampullen ytterligarem eftersom
plastflaskan kan punkteras sa att skador uppstar.

Forvaring: Forvaras efter mottagandet vid 15-30 °C. Far inte frysas. Oppna inte férpackningar innan de &r klara att
anvandas.

Produktférsamring: Anvand inte reagenser om ampullerna ar brutna eller om det finns synliga tecken pa férsamring.
Anvand inte fosfatbufferten om férpackningarna ar upprivna eller utan férsegling.

Procedur

1. Forbered BBL™ MycoPrep™ Phosphate Buffer Solution. Hall innehallet i en fosfatbuffertpase i en glasbehallare med
skruvlock och fyll till 500 mL-strecket med vatten av molekylarbiologikvalitet. Sterilisera med lossat lock i autoklav vid
121 °C i 15 min. Kyl till rumstemperatur och dra fast locket.

2. Lossa forsiktigt skruvlocket pa BBL™ MycoPrep™ Reagent-flaskan. Lokalisera ampullen i flaskan, krama ut 6verskott
av luft ur flaskan och dra at locket. Hall flaskan uppréatt och krama den tills ampullen bryts. Skaka forsiktigt for att I6sa
upp NALC. Skaka inte for mycket. NAR AMPULLEN BRUTITS SKA REAGENSET ANVANDAS INOM 24 TIMMAR.

3. Arbeta i ett biologiskt sédkerhetsskap (minst klass 2). Till ett graderat 50 mL centrifugrér med skruvlock satts provet
och dubbla mangden aktiverad NALC-NaOH-I6sning genom att uppskatta mangden sputum. Exempel: tillsatt 4 mL
aktiverad NALC-NaOH-I6sning till ungefar 2 mL prov.

4. Tillslut centrifugréret och blanda pa en vortexblandare tills provet solubiliserats. Om provet ar mycket viskost tillsatter
du mer NALC-NaOH-16sning och upprepar blandningen.

Lat blandningen sta vid rumstemperatur i 15 min. Skaka forsiktigt da och da.

Tillsatt den forberedda fosfatbufferten till centrifugrérets 35 mL-marke och blanda. Centrifugera i 20 min vid 3 000 x g.
Dekantera forsiktigt av all supernatant. Avlagsna forsiktigt eventuellt icke dekanterad supernatant med en mikropipett.

Tillsatt 800 uL av den féreberedda fosfatbufferten och atersuspendera sedimentet. Overfor hela mangden till ett
mikrocentrifugror.

9. Folj BAL-proceduren fran steg 3.

®© N oo
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Egenskaper och begransningar

Analytisk selektivitet

Med anvandning av ett MycXtra® kit extraherades DNA frankliniskt BAL, sputum och andra prover fran luftvagarna, fran
vilka féljande organismer identifierats genom odling eller mikroskopi: Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Aspe &lllus flavus, Penicillium spp. och Pneumocystis jirovecii. DNA detekterades med anvandning av Myconostica
FXG™: RESP (Asp +) kit for snabb realtids-PCR av Aspergillus- och Pneumocystis-DNA i kliniska prover fran luftvagarna.

Avlagsnande av stérande d&mnen

Vanliga lakemedel som anvands vid behandling av sjukdomar i andnignsorganenn ar tobramycin, kolistinsulfat, Dornase
(DNAs), salmeterol samt andra material som t.ex. fysiologisk koksaltlosnlng (0,9 %), heparin och garvsyra kan inhibera
PCR-analyser i realtid. De avlagsnas fullstandigt av MycXtra -extraktionsprocessen. Utvarderingstester med kliniska
prover tyder pa att det i prover fran luftvagarna finns vissa PCR-inhibitorer, oklart hurdana, som inte avlagsnas under
extraktionsprocessen.

Detektionsgranser och repeterbarhet

Alla data: Sporkoncentration mot Ct-vérde DNA som extraherats med
MycXtra® kit fran prover som
innehdll sa fa som 10 sporer.
45.00 Extraktioner av  Aspergillus
fumigatus-sporer | saltlésning
i 3 X utférdes av 2 operatérer under 5
35.00 - - dagar. DNA detekterades med
Ct-vérde ¢ anvandning av  Myconostica
3000 . - FXG™: RESP (Asp +) kit som
2500 har detektionsgrénsen ungefar 1
- . A. fumigatus-genom. Resultaten
2000 & visas i figur 1. totala
variationskoefficienten
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 |  DEréknades till 2,4 %.
Antal sporer i extraktet Medelvardet for extraktionens
effektivitet bestdmdes till 8 %.
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Figur 1. Aspergillus fumigatus-sporkoncentration mot Ct-varde fran realtids-PCR

Reproducerbarhet

Tjugofyra separata extraktioner utférdes med

anvandning av samtliga tre satser i MycXtra®
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Between batch extraction comparison
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G 2o e mellan och inom satser for extraktion av
200 Aspergillus fumigatus-DNA. Resultaten visas i
20 figur 2.
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Extractions

Figur 2. Extraktionens variation mellan och inom satser

Prestandautvéardering

Detektering av Aspergillus-arter
BAL-prover fran luftvdgarna som msamlats fran 2 sjukhus och extraherats med MycXtra -kitet och forvarats, anvandes till
att utvardera prestanda for MycAssay Aspergillus-kitet med kliniska prover. Jamférelser gjordes med klinisk diagnos.

Troskelvardet for ett Ct-varde av 36,0 faststalldes efter en genomgang av en datauppsattning fran prover som tagits fran

olika platser och olika patientpopulationer. Olika troskelvarden utvarderades med avseende pa sannolikheten for att skilja
mellan sjukdomstillstdnd och tillstand utan sjukdom.

PCR jamfort med klinisk diagnos

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

Av de testade prover innehdll 0,8 % PCR-hammare som rapporterat av IAC, efter extraktion med anvandning av
MycXtra®-kitet.
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Pneumocystis jirovecii-detektering
Prover fran luftvagar (BAL) som insamlats fran 2 sjukhus, extraherats med kitet MycXtra® och foérvarats, anvandes for att
utvardera MycAssayT Pneumocystis kit. PCR-resultaten jamférdes med immunfluorescensmikroskopi.

PCR jamfort med mikroskopidiagnos

Mikroskopi positiv | Mikroskopi negativ
PCR positivt 45 8 0,85 PPV
PCR negativt 2 33 0,94 NPV
0,96 0,80
Sensitivitet Specificitet

Tabell 3 visar data fran patienter med diagnosticerad HIV, patienter som inte varit infekterade med HIV samt patienter
med obestdmd HIV-status. Patienter med Pneumocystis-pneumoni har hégre detekterbara organismhalter; ju lagre Ct-
varde, desto hogre sannolikhet for sjukdom. Patienter med HIV och Pneumocystis-pneumoni tenderar att ha ett storre
antal detekterbara organismer an patienter som inte ar infekterade av viruset, men éverlappningen ar avsevard.
Punktdiagrammet i figur 3 nedan visar dverlappningen. For fullstdndighetens skull &r punktdiagrammet for patienter med
okant HIV-status medtaget i figur 3 (kolumn 3), eftersom denna grupp ingar i tabellen.
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Kategori
1 = HIV+ / mikroskopi+ ; 2 = HIV—/ mikroskopi+ ;
3 = HIV nkant / mikrnskoni+ - 4 = All mikroskoni —

Figur 3: Punktdiagram for Ct-varden erhallna fran DNA extraherat fran patienters luftvagar. Fyra grupper beskrivs.

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

e-post: mycotech@myconostica.co.uk
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