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Avsedd anvandning

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

MycAssay™ Pneumocystis har validerats for anvandning med Roche LightCycler® 2.0.

Sammanfattning och férklaring

Pneumoni frdn Pneumocystis jirovecii (tidigare carinii) (PCP) ar en vanlig opportunistisk pneumoni his patienter med
nedsatt immunforsvar, sarkilt vid avancerade HIV-infektioner och AIDS'. Den &r typiskt samhallsférvarvad och subakut,
samt leder till fortskridande andningssvikt och déd 2 om den inte behandlas. Profylax med trimetoprim-sulfamethoxazol
(Bactrim eller Septrin) ges rutinmassigt till manga riskpatienter, en metod som avsevart minskat incidensen av PCP, men
genombrott intréffar och de som inte vet att de ar HIV-positiva kan ha AIDS med PCP?®. PCP férekommer dven hos andra
patienter med nedsatt immunforsvar, som vid transplantation av fasta organ, hypogammaglobulinemi och kronisk leukemi.

For narvarande forlitar sig diagnosticering av PCP pa mikroskopiska metoder, eftersom P. jirovecii inte kan odlas i
mikrobiologiska rutinlaboratorier. Bronkiallavage (BAL) ar den metod som foredras for erhallande av prover. Vanliga
diagnosmetoder r immunfluorescens (IF) eller direkt fluorescens och histologisk fargning av prover*.

MycAssayT"’I Pneumocystis ar ett kit for molekylar diagnosticering for upptackt av P. jirovecii baserat pa Molecular
Beacon’-PCR-metodik. Hela testproceduren, inbegripet extrahering av DNA fran det kliniska provet, kan genomforas
inom 4 timmar, eller endast 2 timmar om extraherat DNA redan finns tillgangligt. Den har analysen ger den direkta
fordelen av Okad laboratorieeffektivitet och ett snabbt test som bér leda till kliniska fordelar. Testets diagnostiska
noggrannhet beror till stor del av provets kvalitet.

Analysens principer

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

De amplifierade DNA-malen detekteras med Molecular Beacons, enstrangiga oligonukleotidhybridiseringssonder som
bildar en stem-loop-struktur. Loopen innehaller en sondsekvens som ar komplementar till en malsekvens, och stammen
formas genom annealing av komplementara armsekvenser som finns pa vardera sidan av sondsekvensen. 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 ande. Molecular Beacons fluorescerar inte nar de ar fria i 16sning. Nar de daremot hybridiserar till en
nukleinsyrastrang som innehaller en malsekvens, genomgar de en konformationsandring sa att de kan fluorescera.
Mangden fluorescens vid en given cykel, eller efter cykling, beror av mangden specifika amplikoner vid det tillfallet. Roche
LightCycler® 2.0 mater samtidigt den fluorescens som emitteras av varje beacon.

Forsiktighetsmatt
= Kitet ar avsett for in vitro-diagnostik.

" Morris A, Lundgren JD, Masur H, Walzer PD, Hanson DL, Frederick T, Huang L, Beard CB, Kaplan JE. (2004). Current epidemiology of Pneumocystis pneumonia. Emerg
Infect Dis: 10: 1713-20.
2 Miller RF, Allen E, Copas A, Singer M, Edwards SG. Improved survival for HIV infected patients with severe Pneumocystis jirovecii. pneumonia is independent of highly
active antiretroviral therapy. Thorax 2006; 61:716-21.
% Kovacs JA, Gill VJ, Meshnick S, Masur H. (2001). New insights into transmission, diagnosis, and drug treatment of Pneumocystis carinii pneumonia. JAMA: 286: 2450-60.
4 Huang L, Morris A, Limper AH, Beck JM; ATS Pneumocystis Workshop Participants. An Official ATS Workshop Summary: Recent advances and future directions in
Eneumocystis pneumonia (PCP). Proc Am Thorac Soc 2006;3:655-64.

Tyagi S, Kramer FR. (1996). Molecular beacons: Probes that fluoresce upon hybridization. Nature Biotechnology: 14: 303-308.
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= Kitet ar avsett att anvandas enbart av utbildad laboratoriepersonal. Procedurer behdvs for att hantera prover utan
aerosolbildning. Vid all provhantering ska normala forsiktighetsmatt och arbetsplatsens riktlinjer foljas. Ett
sakerhetsdatablad kan rekvireras fran Myconostica Ltd.

Detta test ar endast avsett att anvandas med Roche LightCycIer® 2.0.

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

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

Sla aldrig samman reagens eller kontroller fran olika rér aven om de har samma lotnummer.

Anvand aldrig reagens eller kontroller efter deras utgangsdatum.

Reagenser och kontroller ska inte frysas om eller ateranvandas 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 Pneumocystis eller IAC-amplikoner ska reaktionsréren inte 6ppnas efter amplifiering.
At, drick och rék inte i lokaler dar prover eller kitreagens hanteras. .
Lagkoncentrerat DNA kan vara instabilt om det inte forvaras ratt. DNA-extrakt bor forvaras vid -80 C for att inte
forfaras. Undvik sa langt majligt att upprepat tina och frysa om.

Kitinnehall

Beskrivning
Kitet innehaller fem férseglade foliepasar med tre fack, som kan anvandas separat. Varje pase innehaller tillrackligt med

reagens for 8 reaktioner.

Volym

Ror 1 dNTPs 66 pL
(Orange propp) MgCl,

Buffrad 16sning av DNA-polymeraskomplex
Ror 2 <0,01 % primers 66 uL
(Bla propp) <0,01 % Molecular Beacons

<0,0001 % Internal Amplification Control (IAC)

IAC ar en rekombinant DNA-plasmid som innehaller en

icke infektios sekvens som inte ar relaterad till

malsekvensen (Pneumocystis)

Tris-HCI-buffert
Roér 3 Negativ kontroll 25 uL
(Genomskinlig Vatten
propp)
Roér 4 Positiv kontroll 25 L

(Svart propp)  <0,0001 % positivt kontroll-DNA
Den positiva kontrollmolelylen &r en rekombinant plasmid
som innehaller Pneumocystis-malsekvensen
Tris-HClI-buffert

Kitet innehaller aven foljande:

= CD-ROM-skivan MycAssay " Pneumocystis Myconostica Protocol
= Bruksanvisning

= Analyscertifikat

Forvaring

Kitet ska forvaras nedfryst (—15 till =25 °C) fram till det utgadngsdatum som anges pa kitladans etikett. Efter detta datum
ska kitet kastas enligt gallande bestdmmelser.

Nar en pase 6ppnats, maste innehallet anvandas omedelbart. Det far inte frysas om eller anvandas vid ett senare tillfalle.

Utrustning och materiel som behdvs men inte ingar
= Roche LightCycIer® 2.0 realtids-PCR-system (inklusive bruksanvisning, tillhérande dator och LightCycIer®
programversion v4.1)
= LC 2.0 karusellcentrifug (valfria kapillarrérsadaptorer for minicentrifug)
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= Provkarusell for kapillarror pa 20 yL

= LC 2.0 20 yL kapillarrér med proppar
= Kapillarrérshallare

= Frig6ringsverktyg for kapillarror

= Proppningsverktyg

= Mikrocentrifug

= Vortexblandare

»  Mikropipetter (volymer 7,5 yL — 20 pL)
» Sterila filterspetsar med lag retention

» Engangshandskar, puderfria

= Ldsning for DNA-dekontaminering (handelsvara)
= Kit for DNA-isolering (se nedan)

= MycAssay™ CC-kit (se nedan)

Provet

Provet for bestamning med MycAssayTM Pneumocystis ar totalt DNA extraherat fran kliniska BAL-prover. Nedanstaende
kit for isolering samt utrustning fran Myconostica Ltd. rekommenderas till detta andamal och anvandes under valideringen.

- MycXtra® Fungal DNA Extraction kit (referensnr. 080-005 fran Myconostica)
- Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., New York, USA)

- Adapterplatta till vortexblandare (referensnr. 080-015, fran Myconostica)

MycAssay ™ Colour Compensation (CC) kit

Exakt analys av data som genererats med MycAssay™ Pneumocystis-analysen kraver att en fargkompensationsfil,
skapad med Myconostica MycAssayTM CC-kit [referensnr. 080-080], anvands. Nar filen val skapats kan den anvandas till
flera kbrningar pa samma apparat. Du kan fa detaljerad information fran din leverantor.

Anmarkningar till proceduren

= Las hela protokollet innan du borjar.

= Hela MycAssay™ Pneumocystis-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® som regelbundet rengérs med DNA-
dekontaminerande reagens.

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

= Anvand mikropipetter vid 6verforing av vatskor. Sarskilda mikropipetter bér anvandas vid uppstéllningen, och dessa
bdr regelbundet dekontamineras.

» Virekommenderar filterspetsar med Iag retention for att sakerstalla att inget DNA forloras under uppstallningen.

= Var forsiktig vid hantering av Ror 4. Det innehaller DNA-mallmaterial och kontaminering kan leda till falskt
positiva testresultat.

* Anvand alltid handskar.

= Alla kapillarrér maste tillslutas efter anvandning och innan de kastas.

= GOr exakta anteckningar i forsoksplanen om placeringen av alla kapillarrér som innehaller relevanta prover i 32-
positionskarusellen.

= Exakt analys av data kraver att en fargkompensationsfil, skapad med hjalp av Myconostica MycAssayT'vI CC-kitet,
anvands.

® Se till exempel 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. Uppstélining av realtids-PCR

1.1 Borja med att starta LightCycIer® 2.0 realtids-PCR-systemet (instrument, tillhérande dator och centrifug) och det
aktuella programmet. Ange anvandarnamn och lésenord och vélj databasen Diagnostic. Om det ar forsta
kérningen for dagen ska du gora ett sjalvtest pa instrumentet innan du stéller in en kérning.

1.2 Kom ihag: en fargkompensationskdrning maste avslutas fére analys av resultat for MycAssayTM Pneumocystis pa
LightCycIer® 2.0. Denna behdéver dock inte utféras fére anvandningen av denna produkt och kan géras och
anvandas pa kérningsfilerna i efterhand.

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

1.4 En pase innehaller ett vardera av Roren 1 till 4. Det finns tillrackligt med reagens i en pase for att kora 8
reaktioner. Minst en positiv och en negativ kontrollreaktion maste genomféras per kérning med reagens fran
samma kitlot. Med en pase kan man alltsa analysera 6 patientprover. Om fler &n 6 patientprover ska testas, kan
fler &an en pase anvandas om pasarna ar fran samma kitlot. LightCycIer® 2.0 har dock endast plats for upp till 32
prover per koérning. Darfér kan hogst 30 patientprover kéras samtidigt (4 pasar).

1.5 Berakna antalet reaktioner som behdvs med hjalp av tabellen nedan.

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

1.6 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.

1.7 Riv upp sa manga pasar som behdvs och ta ut réren. Om fler an en pase anvands, men bara en uppsattning
positiva och negativa kontroller ska koras, 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.

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

1.9 Satt sa manga 20 uL kapillarrér i kapillarrérshallaren som behdvs. Take care not to leave any marks on the glass.

1.10 Stall alltid upp den negativa kontrollen forst, och sedan patientproverna. Den positiva kontrollen ska alltid stéllas
upp sist.

1.11  Reagens- och DNA-volymer visas i tabellen nedan.

Reagens Reaktion
Negativ kontroll Patientprov Positiv kontroll

Rér 1 (orange propp) 7,5 UL 7,5 UL 7,5 UL
Ror 2 (bla propp) 7,5 L 7,5 L 7,5 L
Ro6r 3 (genomskinlig propp) 10 L - -
Patientprov - 10 L -
Ror 4 (svart propp) - - 10 L

Totalvolym 25 uL 25 uL 25 uL

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

1.13 Anvand en ny pipett till varje dverforing av vatska. Forslut varje reagensror efter anvandningen, och kasta det
omedelbart tilsammans med eventuellt aterstdende innehall i en behallare for kliniskt avfall som kan forslutas.
Oanvant reagens kan inte sparas till senare anvandning.
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1.14  Var extra noga vid pipettering fran Ror 4 (positivt kontroll-DNA) sa att det inte kontaminerar nagon annan reaktion.
Du kan minska risken for korskontaminering om du proppar de 6vriga kapillarroren innan du 6éppnar Ror 4.

1.15 Med hjalp proppningsverktyget forsluter du kapillarréren med de proppar som finns i kapillarrérsladan. Kontrollera
att propparna sitter ordentligt i kapillarréren. Om du vill kan du proppa kapillarroren efter att mallen har tillsatts till
reaktionen, for att minska risken for kors-/omgivningskontaminering.

1.16  Om karusellcentrifugen inte ar tillganglig centrifugerar du proverna i en minicentrifug med de medfdljande
adaptorerna och en hallare. | annat fall, fortsatt till 1.17.

1.17  Flytta mycket forsiktigt alla kapillarror till karusellen i precis samma ordning som de star i hallaren. Borja med det
forsta kapillarréret pa plats 1 och fortsatt i stigande foljd utan att lamna nagra luckor. Tryck varje kapillarrér hela
vagen ned tills det sitter ordentligt pa plats.

1.18 Om proverna inte redan centrifugerats enligt punkt 1.16, centrifugerar du proverna i karusellcentrifugen LC 2.0.

1.19 Fortsatt omedelbart till Avsnitt 2. MycAssayT'\’I Pneumocystis-reaktioner ar stabila pa banken i upp till 60 minuter.

1.20 Kontrollera efter uppstéliningen (PCR set-up) att arbetsomradet ar noggrant rengjort med DNA-dekontaminerande
reagens.

2. Utfdra kdrningen

2.1 Satt in CD-ROM-skivan MycAssay Pneumocystis Myconostica Protocol.

2.2 Ga till Import via katalogen File och valj Object .ixo files. Importera filen Macro MAP v1.2.ixo fran CD:n till din
databas.

File Edit View Tools Window Help
Ly Mew.. oM Run.  &XAnsic. | £
£3 open... 40 r
Close
&ooe s
= B
Logout. ..
Expark,.. COF Std, Curve Files
Eatch impart. .. Obiject .ixo files
Eatch export. ..
@t i
Brimt Windaws
Exit »
2.3 Ga till Save via katalogen File och spara makro pa onskad plats i din databas.
2.4 Valj alternativet Run Macro i verktygsfaltet.
DI Mew.  i@Run. [ Aeabsi. | £3 Open. 3 Repott ) Template.
2.5 Valj mallfilen Macro MAP v1.2 och tryck pa Open.
2.6 Folj snabbguidens anvisningar. Markera rutan Perform Self-Test om detta &r dagens forsta kdrning.
E| i
the provided kit. The first step is to create the new experiment. ILE_1 E937: LC 1.3 05 on COMT [LC_16937) j
oot e o crese 2w ey o e, gk seach | 7 Eellanselled
Cancel
< Back Cancel | <Back | Mews | Cancel |
2.7 Ge korningsfilen ett namn och spara den pa 6nskad plats.
2.8 Ga till avsnittet Samples genom att klicka pa fliken till vanster pa skarmen. Redigera antalet prover i rutan

Samples Count och namnen under fliken Capillary view. Namnge proverna som i din forsdksplan och enligt
positionerna i karusellen.

Svenska-5 030-170 Version 1.2 18NOV10



MycAssay™ Pneumocystis
Roche LightCycler® 2.0

Sample data

Analpsis Twoe

Sample Caunt |16 2
Dsay Cal_ No

2 | Repl of Negative Control
3 | Repl of Negative Cantral
4 | Asp 10e3 copies
5 Repl of dsp 103 copies
E [Repl of Asp 10e3 copies
7 |Asp 10ed copies
8 |Repl of Asp 1064 copies
9 |Repl of Asp 10ed copies
10 | Asp 1065 capies
11 Repl of sp 108 copies
12 |Repl of Asp 1065 copies
13 | Asp 10ef copies
14 |Repl of Asp 10e6 copies
15 |Repl of Asp 1086 copies
16 | Positive Cantiol

4L (860)

Lo >
» 1 [Negamerenmm

LC Canousel ID
Assay Lot No

1
1

Selected Channels | 590/ 560/610 640 670 706 pvo o0

MPLC Batch ID

Colo Comp 1D

Repl 0f| Sample Note:

For in vitro-diagnostik
Respiratoriska Prover

Satt den centrifugerade karusellen i LC 2.0-instrumentet. Kontrollera att skdran under provplats 1 pa karusellen

29
laser sig med stiftet pa varmekammaren. Kontrollera att karusellen ar ordentligt insatt i kammaren och stang
locket.
2.10  Nar du ar klar trycker du pa Start-knappen. Kontrollera att instrumentet har hittat alla kapillarrér i karusellen och
att programmet har startat.
£
The experiment is ready to run. Before starting. edit the
sample infi ion and run p I as Y.
< Back Canicel
3. Dataanalys och tolkning
3.1 Kom ihag: ett fargkompensationsobjekt maste anvandas fore analys av resultat for MycAssayT'\’I Pneumocystis pa
LightCycIer® 2.0. Om du inte redan har skapat ett s& goér du det nu, innan du fortsatter med dataanalysen och
tolkningen.
3.2 Nar koérningen ar klar kontrollerar du innehallet i den rapport som 6ppnar sig och skriver ut den om du vill.
3.3 Pneumocystis-resultaten kan ses i PNE (530)-analyssektionen och IAC-resultaten i IAC (560)-analyssektionen.
SuRsG)
y =
L)
3.4 | bada sektionerna, PNE (530) och IAC (560), valjer du ratt fargkompensationsfil (MycAssay CC file) att anvanda
for forsodket.
3.5

Channel (530~

Include | Color| Pos

Color Compengation (On] ~

Select Color Compensation, .,

 file [530, 560]

Sample 2
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3.6
under schemat).

Analysera varje prov. Borja med kontrollerna enligt flddesschemat nedan (mer information finns aven i tabellen

Kontrollera den negativa kontrollen

Ar PNE Cp 39,0 eller rapporterat som No Cp?

Kérningen ar kontaminerad

ATGARD: Gér om kdrningen

Korningsfel

ATGARD: Gér om kérningen

NEJ

[
I

Kontrollera den negativa kontrollen

Ar IAC Cp 29,9-33,6?

Korningsfel

ATGARD: Gér om kérningen

I

A

NEJ
L — |

A

Kontrollera den positiva kontrollen

Ar PNE Cp 20,0-25,0?

Positivt for Pneumocystis

Negativt for Pneumocystis-DNA

A

I

Kontrollera patientprovet

Ar PNE Cp <39,0

NEJ

Kontrollera patientprovet

Ar IAC Cp 29,9-33,67

NEJ

IAC-fel

ATGARD: Upprepa provet. Om du far samma
resultat igen: kan det finnas en hammare i provet?

Prov

PNE (530) Cp

IAC (560) Cp

Tolkning

Atgéard

Negativ kontroll

239,0 eller No Cp

Inom 29,9-33,6

Acceptabel negativ
kontroll

Patientresultat
tillforlitliga

Negativ kontroll

239,0 eller No Cp

<29,9 eller >33,6

Fel for negativ

Upprepa hela

kontroll kérningen
Negativ kontroll <39,0 Inom 29,9-33,6 Kontamination Upprepa hela
kérningen
Positiv kontroll Inom 20,0-25,0 Ej tillampligt Acceptabel positiv Patientresultat
kontroll tillforlitliga
Positiv kontroll <20,0 eller >25,0 Ej tillampligt Fel for positiv kontroll | Upprepa hela
korningen
Patientprov 239,0 eller No Cp Inom 29,9-33,6 Negativt for Rapportera resultat:
Pneumocystis Resultat 1
Patientprov <39,0 Ej tillampligt Positivt for Rapportera resultat:
Pneumocystis Resultat 2

Patientprov

239,0 eller No Cp

<29,9 eller >33,6

IAC-fel i provet

Upprepa provet:
Resultat 3

Se Klinisk rapportering (Resultat 1, 2 eller 3)

Svenska-7
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4. Felsdkning
4.1 Den negativa kontrollen har givit en positiv signal i 530-kanalen:

>

>

>

Kontaminering under uppstalliningen (set up). Inget resultat fran kérningen 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 éverforing av material undviks.

Se noga till att arbetsomradet och instrumenten ar ordentligt dekontaminerade fére och efter anvandning.
Den negativa kontrollen var felplacerad i instrumentet.
Kontrollera att anteckningarna om kapillarréren ar korrekta i programmet.

4.2 Cp-vardet for den negativa IAC-kontrollen ligger inte inom tilldtet omrade:

>

>

>

>

PCR har inhiberats.

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

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

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

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

Go6r om kérningen och var noga med uppstallningen. Sadana fel kan upptackas genom att man ser for hdga eller
for laga vatskenivaer i ett reaktionsror jamfért med andra.

Fel CC-fil anvandes till data.

Skapa en CC-fil med hjalp av Myconostica MycAssay CC-kitet och anvand denna till resultaten och gér om
analysen. Du kan fa detaljerad information om detta kit fran leverantoren i ditt omrade.

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 uppstallningen och den positiva kontrollens mall (Rér 4) placerades i fel reaktionsror.

Upprepa koérningen och var mycket noggrann under uppstaliningen. 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.

Gor om koérningen och var noga med uppstallningen. Sadana fel kan upptdckas genom att man ser lagre
vatskenivaer i detta reaktionsrér jamfort med de andra.

Den positiva kontrollen var felplacerad i instrumentet.
Kontrollera att anteckningarna om kapillarréren ar korrekta i programmet.

4.4 Patientprovet(-proverna) ar negativa och IAC ligger utanfor tillatet omrade (Resultat 3):

>

Det ar troligt att ett eller patientprover innehaller PCR-hammare.
Vi rekommenderar att DNA fran prover extraheras med kitet MycXtra™ Fungal DNA Extraction kit.
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4.5 Patientprovet ar negativt i PNE (530)-sektionen och IAC (560)-kurvan avviker anmarkningsvart fran den

normala baslinjen (som i nedanstaende bildexempel; pilarna visar onormala kurvor):

Amplification Curves

=  PCR-reaktionen hAmmades.

- Kontrollera noga att arbetsomradet och instrumenten &r helt torra efter dekontamineringen fére PCR-
uppstallningen.

- Kor patientprovet en gang till. Om problemet upprepas finns det PCR-hammare i provet. Rapportera provet som
Undetermined.

4.6 Resultaten i IAC (560)-sektionen ar nastan exakt likadana som resultaten i PNE (530)-sektionen.
» Ingen eller fel fargkompensationsfil anvandes till férsdksresultaten.

- | bada analyssektionerna ska du markera om fargkompensationen ar ON (pa) och att samma MycAssay CC-fil
anvands for bada kanalerna.

4.7 Baslinjen for vissa prover ar densamma som for den negativa kontrollen, vilket tyder pa att ingen
amplifiering har skett. Programmet har dock rapporterat ett positivt Cp-varde (som i nedanstaende figur):

= Ett positivt Cp-varde fér en negativ amplifieringskurva observerades endast tva ganger pa 154 negativa
reaktioner utférda under valideringsstudierna.
- Om detta intraffar upprepar du provet/proverna for att bekrafta resultatet Negative.

= Sviiewien o
=374
.2 = no Cp reported
~3=33.2
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4.8 N&r jag anvander mitt CC-objekt bildas en sénkning foér vissa data i 560 IAC-kanalen, vilket leder till Cp-
varden utanfor det godkanda omradet:

Amplification Curves

= Detta ar helt normalt for reaktioner som innehaller héga koncentrationer av mal-DNA och stor inte tolkningen av
patientresultaten.

- Folj den normala analysen; du upptacker att for prover som ar positiva for Pneumocystis, kravs inget IAC-resultat
for ett resultatbeslut fér patienten.

4.9 Det finns inga resultat for nAgon kanal med prover eller kontroller:
= Kitet har inte férvarats som angivet i avsnittet Férvaring, eller utgangsdatum har passerats.

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

= Utrustningen fungerar inte optimailt.

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

= Ett felaktigt protokoll anvandes under programmets set-up.

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

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 for LightCycler® 2.0

Kitet validerades ursprunghgen med Cepheid SmartCycIer Vissa pastaenden om analysens prestanda omvaliderades
pa Roche LightCycler® 2.0-plattformen med 20 uL kapillarrér av glas (Roche, artikelnr. 04929292001 eller 11909339001),
och rapporteras nedan. Dar skillnaderna mellan plattformarna inte forvantades paverka analysens prestanda och darmed
vad som havdas upprepades inte studien. Sadana resultat fran SmartCycIer anses oOverforbara till plattformen
LightCycler® 2.0.

Analytisk sensitivitet

Med det ovan beskrivna protokollet och en rekombinant Pneumocystis-DNA-molekyl framtagen av Myconostica,
bestamdes detekeringsgransen (Limit of Detection, LoD) fér Pneumocystis till <30 kopior. Vardet bestdmdes med
anvandning av en rekombinant DNA-plasmid som inneholl malsekvensen. Pneumocystis-malsekvensen ar mitokondriell,
och det finns manga kopior per cell, men det ar inte kant hur manga.

Analytisk selektivitet

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

Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus, 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 apiospermum, S.
prolificans, Sporothrix schenkii, Trichosporon capitatum. Fdéljande bakteriearter gav inte positivt resultat: Bordetella
pertussis, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Lactobacillus plantarum, Legionella
pneumophila, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, S. salivarius.

Foljande pastdenden om prestanda bekraftades med Cepheid SmartCycler®

Storande amnen (kontraindikationer mot anvandning)
Foljande substanser testades vid kliniskt relevanta koncentrationer och befanns inte inhibera analysen: acetylcystein,

amfotericin, beklometasondipropionat, budesonid, colistimetatnatrium, flutikasonpropionat, formoterolfumaratdehydrat,
ipratropiumbromid, lidokain, mannitol, salbutamolsulfat, salmerterol, Septrin (trimetoprim-sulfametoxazol), natriumklorid,
natriumkromoglikat, terbutalin och tobramycin.

Humant genomiskt DNA ger inte positivt resultat i denna analys.

Prestandautvardering

Troskeln Ct=39,0 faststalldes efter genomgang av en uppséattning prover fran olika patientpopulationer.

Prover fran luftvagar BALR/I som insamlats fran 2 sjukhus, extraherats med kitet MycXtra™ och férvarats, anvandes for att
utvardera kitet MycAssay Pneumocystis. 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 1: Diagnostisk specificitet och sensitivitet for kitet MycAssayTM Pneumocystis jamfort med
immunfluorescensmikroskopi.
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Tabell 1 visar data fran patienter med diagnosticerad HIV, patienter som inte varit infekterade med HIV samt patienter
med obestamd 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 Overlappningen ar avsevard.
Punktdiagrammet i figur 1 visar 6verlappningen. For fullstandighetens skull ar punktdiagrammet fér patienter med okant
HIV-status medtaget i figur 1 (kolumn 3), eftersom denna grupp ingar i tabell 1.
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Category
1 = HIV+/ Microscopy+ ; 2 = HIV- / Microscopy+ ;
3 = HIV Unknown / Microscopy+ ; 4 = All Microscopy-

Figur 1: Punktdiagram for Ct-varden erhallna fran DNA extraherat fran patienters luftvagar. Fyra grupper beskrivs.

Klinisk rapportering

Kitet MycAssay™ Pneumocystis ar avsett som en hjalp vid diagnosticering av Pneumocystis-pneumoni. Resultaten maste
beddmas tillsammans med patientens kliniska tillstdnd och andra diagnostiska testresultat.

Foljande rapportering rekommenderas, beroende av tolkningen av resultaten.

Resultat 1
"Pneumocystis jirovecii detekterades inte.”

Resultat 2
"Pneumocystis jirovecii detekterades. Positivt resultat. Ange Ct-varde.”

Resultat 3
"Testet misslyckades. Inhibitorer eller andra okdnda amnen narvarande.”

Ju lagre Ct-varde, desto hdgre sannolikhet for sjukdomen. Ct-varden nara troskelvardet 39,0 pekar troligare pa
kolonisering an infektion, men vissa patienter kan ha sjukdomen med mycket litet P. jirovecii narvarande, pa grund av ett
daligt prov, foregaende behandling eller arten av svampbelastning for just den patienten.
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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.

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

» Proceduren har inte utvarderats fullt med sputum, och har inte utvarderats med saltskdljningar eller prover fran barn.
» Falskt positiva resultat kan uppkomma genom extern kontaminering av primarprovet eller testet. Sadan kontaminering

kan harréra fran P. jirovecii-kontaminerad luft, daligt utférande betraffande den positiva kontrollen eller extern
kontaminering (sarskilt vid pipettering) med P. jirovecii-DNA.

= Ett sant positivt resultat kan erhallas fran patienter som ar dvergaende eller permanent koloniserade med P. jirovecii.
Kliniskt omdodme kravs darfor vid tolkning av testresultaten.

LICENSER

TopTaqT"’I Hot Start tillhandahalls av QIAGEN. QIAGEN® ar ett registrerat varumarke som tillhér Qiagen GmbH, Hilden,
Tyskland.

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

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.

LightCycIer® ar ett registrerat varumarke som tillhér Roche Diagnostics, GmbH.

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

e-post: mycotech@myconostica.co.uk
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