HOLOGIC

AccuProbe’

TEST PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
POUZE PRO EXPORT
(bioMérieux ref. 39000 / Hologic €. kat. 102860)

URCENE POUZITi

Test ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS je rychly
test za pouziti DNA sondy vyuzivajici hybridizace molekul nukleovych kyselin ke zji§téni Mycobacterium
tuberculosis (TB komplex) izolovanych v kultufe. TB komplex sestava z téchto druhl: M. tuberculosis, M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. microti a M. canetti (8, 11).

SOUHRN A VYSVETLENI TESTU

Organismy TB komplexu jsou pfi¢inou znaéné nemocnosti a umrtnosti u ¢lovéka. M. tuberculosis je nejbéznéjSim
patogenem TB komplexu izolovanym u ¢lovéka. V roce 1988 bylo hlaSeno 21.244 novych pfipadll tuberkulézy (2).
M. bovis BCG mohou nakazena zvitata prenaset na ¢lovéka (6). M. africanum zplsobuje plicni tuberkulozu v
tropické Africe (9) a M. microti primarné infikuje zvifata.

Tuberkul6za je vysoce nakazliva, tudiz je dulezité v€asné zjisténi choroby. Mnoha klinickym laboratofim staci
pfifazeni izolatu k TB komplexu, protoZe pravdépodobnost, Ze izolat je jiny druh nez M. tuberculosis, je extrémné
nizka (5, 6, 10). Pokud se poZaduje jesté dalsi rozliSeni druhl, doporucuje se fada biochemickych test(, které
specifikuji zastupce TB komplexu.

Klasické metody k identifikaci mykobakterii spoléhaji na zbarveni acidorezistentnich bacilt a poté testovani
kultury a biochemické testy. Uréeni izolatu témito standardnimi metodami muaze trvat dva mésice. (3).

Test ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS zjistuje TB
komplex izolovany z kultury za méné nez hodinu.

PRINCIPY POSTUPU

Testy hybridizace molekul nukleovych kyselin jsou zaloZeny na schopnosti komplementarnich fetézcu nukleovych
kyselin specificky se orientovat a spojovat, aby se vytvofily stabilni komplexy se dvéma fetézci (4). AccuProbe
system pouziva jednovlaknovou DNA sondu s chemiluminiscenénim Stitkem, ktera je komplementarni k
ribozomalni RNA cilovych organisma. Poté, co je ribozomalni RNA uvolnéna z organismu, ozna¢ena DNA sonda
se spoji s ribozomalni RNA cilového organismu a vytvofi stabilni hybrid DNA:RNA Selektivni €inidlo umozriuje
diferenciaci nehybridizované a hybridizované sondy. Oznacené hybridy DNA:RNA se méfi luminometrem Hologic.
Pozitivni vysledek je, pokud odecet luminometru se rovna nebo je vétsi nez prahova hodnota. Hodnota pod témito
prahovymi hodnotami je negativnim vysledkem.

CINIDLA

Poznamka: Informace o H-vétach a P-vétach, které mohou byt spojeny s reagenciemi, naleznete v knihovné
bezpecénostnich listl (Safety Data Sheet Library) na adrese www.hologic.com/sds.

Cinidla pro test ACCUPROBE K IDENTIFIKACI KULTURY KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
jsou k dispozici ve tfech samostatnych sadach s Cinidly:

SADA SE SONDOU ACCUPROBE PRO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEX

Reagencéni sonda (P) (4 x 5 zkumavek)
Mycobacterium tuberculosis komplex.
Lyzaéni zkumavky (LT) (1 x 20 zkumavek)

Sklenéné kulicky a pufr.
SADA CINIDEL ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTURY

Cinidlo 1 (Lyzaéni ginidlo) (1) 1x10ml
pufrovany roztok obsahujici 0,04% azidu sodného.
Cinidlo 2 (Cinidlo pro hybridizaci) (2) 1x10 ml

pufrovany roztok.
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Cinidlo 3 (Selektivni &inidlo) (3) 1x60ml
pufrovany roztok.

SADA DETEKCNICH CINIDEL HOLOGIC

Detekeni €inidlo I (RI) 1 x 240 ml
0,1% peroxid vodiku v 0,001 N. kyselina dusiéna.
Detekéni €inidlo 1l (RII) 1x240 ml

1 N hydroxid sodny.

VAROVANI a OPATRENI

A

B.
C.
D
E

F.

Urceno pro diagnostiku in vitro.

PFi provadeéni této analyzy dodrzujte vSeobecna preventivni opatieni (1).
Pouzivejte pouze ke zjisténi TB komplexu izolovaného z kultury.
PouZivejte pouze dodavané nebo urené jednorazové laboratorni zboZzi.

Manipulace s kulturou a vSechny postupy této procedury az ke kroku inaktivace tepla by se mély provadét v
biologickém boxu tfidy Il.

Cinidla v této soupravé obsahuji azid sodny, ktery miZe reagovat s olov&nym & mé&d&nym potrubim za
vytvareni vysoce vybusnych azidl kovu. Pfi likvidaci téchto ¢inidel vzdy material rozfedte velkym mnoZstvim
vody, aby nedoS$lo k hromadéni azidu v potrubi.

Zamezte styku detekénich ginidel | a Il s kG2i, zasaZeni o&i a sliznic. VAROVANI: ZIRAVY PRODUKT.
Mista, ktera se dostanou do styku s témito Cinidly, oplachnéte vodou. Pokud dojde k uniku téchto €inidel,
nejprve je rozfedte a poté dosucha vytrete.

POZADAVKY NA UCHOVANi A MANIPULACI

Zkumavky s reagenéni sondou je nutno uchovavat ve féliovych pouzdrech pfi teploté 2° az 8°C. Jsou stabilni v
neotevienych pouzdrech az do vyznaceného data uplynuti doby pouzitelnosti. Jakmile se pouzdro otevre, je
nutno je znovu uzavrit a zkumavky by se mély pouzit do dvou mésicu a pred datem uplynuti doby pouZitelnosti.

Ostatni ¢inidla pouzivana v TESTU ACCUPROBE K IDENTIFIKACI KULTURY KOMPLEXU MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS Ize uchovavat pfi teploté 2° az 25°C jsou stabilni az do vyznaceného data uplynuti doby
pouzitelnosti.

CINIDLA NEZMRAZUJTE.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

TEST ACCUPROBE K IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOQOSIS je uréen ke
stanoveni identity TB komplexu izolovaného z kultury.

A

Metoda pevné pudy. Lze testovat rlist na pfislusnych pevnych plidach, jako jsou Lowenstein-Jensen nebo
Middlebrook 7H10 nebo 7H11, ukazujici na TB komplex. Vzorky se mohou testovat, jakmile je rust viditelny a
b&hem naslednych Sedesati dnl od inkubace.

1. RUst Ize odebrat pomoci 1 ul jednorazové plastové klicky, draténé klicky nebo jednorazovou plastovou
jehlou. Tampony by se nemély pouzit z ddvodu malého objemu kapaliny, v niz jsou buriky nasledné
rozptyleny.

2. S burikami by se nemélo odebrat Zadné mnozZstvi pevné puady.

3. Uzivatel se mGze v této dobé rozhodnout inokulovat dal$i kultivaéni plotnu, aby se potvrdila istota
izolatu.

Metoda kultivace na ptdé. Pomoci testu ACCUPROBE K IDENTIFIKACI KULTURY KOMPLEXU

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS Ize testovat rist v pidé Middlebrook 7H9 se zakalem rovnajicim se

nebo vétsSim nez standard McFarland 1 Nephelometer. Naneste pipetou 100 pl vzorku z dobfe zamichané

suspense pudy do lyzaéni reagenéni zkumavky dle niZze uvedené specifikace.

DODAVANY MATERIAL

Test ACCUPROBE K IDENTIFIKACI KULTURY KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
bioMérieux ref. 39000 / Hologic ¢. kat. 102860

20 Testh
Reagenc¢ni sonda (P) 4 x 5 zkumavek
Lyza&ni zkumavky (LT) 1 x 20 zkumavek
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MATERIALY, KTERE SE VYZADUJi, AVSAK NEDODAVAJI

1 ul plastové sterilni inokulacéni klicky, draténé klicky nebo plastové jehly pro vybér kolonii.
Kontrolni kultivani kmeny

Vodni lazen nebo horkovzdu$na lazen* (59,5° - 61°C)

Vodni lazen nebo horkovzdu$na lazef* (95° + 5°C)

Mikropipety (100 pl, 300 pl)

Re-pipettor (100 pl, 300 pl)

Mixér typu vortex

McFarland 1 Nephelometer Standard

*Topné bloky v horkovzdu$né lazni by mély mit jamky s pfesnymi rozméry pro zkumavky 12 x 75 mm. Doporucuje
se pouziti horkovzdudnych 14zni Hologic

K DISPOZICI U VASEHO DISTRIBUTORA HOLOGIC

Luminometr Hologic Leader 50i

(bioMérieux ref. 39400 / Hologic ¢. kat. 103100i)

Sonikator Hologic

(bioMérieux ref. 39409 / Hologic €. kat. 901104)

SADA CINIDEL ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTURY

(bioMérieux ref. 39305 / Hologic ¢&. kat. 102800)

SADA DETEKCNICH CINIDEL HOLOGIC

(bioMérieux ref. 39300 / Hologic ¢&. kat. 201791)

Horkovzdus$na lazen (59,5° az 61°C)

(bioMérieux ref. 39406)

Horkovzdusna lazen (95° + 1°C)

(bioMérieux ref. 39407)

Horkovzdusna lazen (59,5°- 61°/95° + 1°C)

(bioMérieux ref. 39408)

Stojan sonikatoru Hologic

(bioMérieux ref. 39313 / Hologic ¢&. kat. 104027)

POSTUP TESTOVANI

A

PRIPRAVA ZARIZENI

1. K zajisténi optimalniho prenosu energie zvuku musi byt voda dlkladné odplynéna timto postupem:
a. Pridejte dostatek vody, aby se naplnila Iazer sonikatoru do pul palce od horniho okraje nadrze.
b. Spustte sonikator po dobu 15 minut, aby se voda fadné odplynovala.

2. Nastavte jeden topny blok nebo vodni lazen na teplotu 59,5° az 61°C a dalSi topny blok nebo vodni
lazen na teplotu 95° + 5°C.

3. Pfipravte luminometr Hologic pro provoz. Ujistéte se, Ze mate dostateény objem detek&niho €inidla | a Il
k provedeni testq.

KONTROLY

Pozitivni a negativni kontrolni kmeny by se mély testovat rutinné v kazdé laboratofi podle mistnich predpisu.
Kulturu Mycobacterium tuberculosis (napf. American Type Culture Collection, ATCC #25177) Ize pouzit jako
pozitivni kontrolu a kulturu Mycobacterium avium (napf. ATCC #25291) jako negativni kulturu.

PRIPRAVA VZORKU
1. Oznacte dostateény pocet lyzaénich reagencénich zkumavek k testovani izolatd kultur a/nebo kontrol.
Sejméte vicka a ponechejte si je.

2. Naneste pipetou 100 pl €inidla 1 (lyza¢ni €inidlo) a 100 pl €inidla 2 (hybdridiza¢ni pufr) do vSech
lyzaénich reagencnich zkumavek. Pokud budou testovany kultury z tekuté pudy, nepridavejte do
lyzaénich reagenénich zkumavek ¢inidlo 1.

3. Preneste vzorek z pevné pudy nebo 100 ul dobie promichané kultury z tekuté pidy do oznacenych
lyzaénich reagenénich zkumavek dle postupu v oddile ODBER A PRIPRAVA VZORKU. Zamichejte
klickou nebo jehlou v rozpusténé smési Cinidla 1 a Cinidla 2, aby se odstranily buriky, pokud se testuje
rdst z pevné pudy.

4. Nasadte znovu vicka lyzacnich reagencnich zkumavek a kratce vortexujte.
LYZE VZORKU

1. Zasunte lyza¢ni reagencni zkumavky do stojanu sonikatoru tak, aby reakéni smés na dné zkumavky byla
ponofena, ale vicka budou nad vodou. Vlogte stojan sonik'étoru do sonikatoru vodni lazné. ZAMEZTE
STYKU ZKUMAVEK SE DNEM NEBO STENAMI SONIKATORU.
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2. Provedte sonikaci po dobu 15 minut.

3. Vlozte lyza¢ni reagencni zkumavky obsahujici sonikované organismy do topného bloku nebo vodni
lazné na 10 minut pfi teploté 95° + 5°C.
4. Opatrné vyjméte lyza¢ni reagencni zkumavky z topného bloku nebo vodni [azné.

E. HYBRIDIZACE

1. Otevrete foliové pouzdro rovhomérnym odfiznutim podél vr§ku pouzdra. Vyjméte dostatek zkumavek s
reagenc¢ni sondou k testovani kultivacnich izolatli a/nebo kontrol. Uzaviete znovu pouzdro nékolikerym
stoGenim otevieného okraje a zajistéte tento ohyb lepici paskou nebo svorkou. Predtim vliozte do
pouzdra vysouseci prostiedek.

2. Oznacte dostatecny pocet zkumavek s reagenéni sondou k testovani izolatd kultur a/nebo kontrol.

3. Sejméte vicka a ponecheijte si je. Nadavkujte pipetou 100 pl lyzovaného vzorku z lyza€nich reagenénich
zkumavek do pfislusnych zkumavek s reagenéni sondou.

4. Znovu zkumavky s reagencni sondou uzavrete a inkubujte po dobu 15 minut pfi teploté 59,5° az 61°C (7)
ve vodni lazni nebo v topném bloku.
F. SELEKCE
1. Opatrné vyjméte zkumavky s reagenéni sondou z topného bloku nebo vodni 1dzné. Sejméte vicka a
ponechejte si je. Nadavkujte pipetou 300 pl €inidla 3 (Selekéni €inidlo) do kazdé zkumavky. Znovu
zkumavky uzavrete a vortexujte je, dokud nejsou smési zcela rozmichany.

2. Zkumavky s reagencni sondou inkubujte po dobu 10 minut pfi teploté& 59,5° az 61°C ve vodni lazni nebo
v topném bloku.

3. Vyjméte zkumavky s reagencni sondou z vodni |azné nebo topného bloku a ponechejte je alespori 5
minut pfi pokojové teploté. Sejméte a zlikvidujte vicka. Do 1 hodiny odectéte vysledky v luminometru.

G. DETEKCE
1. Z nabidky aplikace luminometru vyberte pfislusny protokol.

2. Otrete kazdou zkumavku navihéenym nebo papirovym ubrouskem, aby na vnéjSku zkumavky nezlistaly
zadna rezidua, a vlozte zkumavku do luminometru podle pokynu pfistroje.
3. Po ukonceni analyzy vyjméte zkumavkul/y z luminometru.

POZNAMKY K POSTUPUM

A. CINIDLA: Cinidlo 2 (hybridiza&ni pufr) se miiZe sraZet. Ohfivani a michani roztoku pfi teploté 35° az 60°C
srazeniny rozpusti.

B. TEPLOTA: Hybridiza¢ni a selekéni reakce jsou zavislé na teploté. Tudiz je zasadné dllezité, aby se ve vodni
lazni ¢i topném bloku udrzovala teplota v uréeném rozmezi.

C. CAS: Hybridizagni a selekéni reakce jsou zavislé na ase. Hybridizujte minimainé 15 minut, avak
neprekrocte 20 minut. Inkubujte zkumavky s reagenc¢ni sondou béhem faze SELEKCE alespon 10 minut,
avSak nepfekrocte 11 minut.

D. VODNI LAZEN: Hladina vody ve vodni lazni by méla byt udrzovana v takové vysi, aby zkumavky s reagenéni
sondou byly ponofeny az po linii uzaviraciho krouzku, avSak nikoliv hloubg&ji. Rovnéz by se mélo zajistit, aby
byl ponofen cely tekuty reakéni objem ve zkumavkach s reagenéni sondou.

E. PROMICHANI VE VORTEXU: Je dileZité, aby b&hem PRIPRAVY VZORKU a SELEKCE byla smés
homogenni, zvlasté po pfidani bunék k ¢inidlim 1 a 2 a po pfidani ¢inidla 3.

F. RESENi PROBLEMU

1. ZvySené negativni kontrolni hodnoty (Mycobacterium avium ATCC #25291) vétSi nez 10.000 RLU
(relativni svételné jednotky) v luminometru Leader nebo 300 PLU (fotometrické svételné jednotky) v
luminometru AccuLDR (dfive PAL) mohou byt disledkem nedostateéného promichani po pfidani ¢inidla
3 (Selekeni ¢inidlo) nebo pfi testovani smisenych kultur. ProtoZe se mohou objevit smiSené kultury, ¢ast
rdstu mize byt inokulovana na pfisluSnou agarovou padu a inkubovana ke zjisténi vice€etnych typl
kolonii.

2. Nizké pozitivni kontrolni hodnoty (M. tuberculosis ATCC #25177) menS$i nez 30.000 RLU v luminometru
Leader nebo 900 PLU v luminometru AccuLDR (dfive PAL) mohou byt dusledkem nedostate¢ného poctu
bunék, nespravné sonizace nebo pfi testovani smiSenych €i pfestarlych kultur. ProtoZe se mohou objevit
smiSené kultury, ¢ast ristu mize byt inokulovana na pfislusnou agarovou plidu a inkubovana ke zjisténi
vice€etnych typl kolonii.
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VYSLEDKY
A. INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky testu ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
jsou zaloZeny na nize uvedenych prahovych hodnotach. Vzorky vyvolavajici signaly, které jsou vy3Si nebo
rovnajici se témto prahovym hodnotam, jsou povazovany za pozitivni. Signaly niz8i nez tyto prahové hodnoty se
povazuji za negativni.

Vysledky v rozmezi pro opakovani je nutno opakovat.

AccuLDR Leader

(dfive PAL)
Prahova hodnota 900 PLU 30.000 RLU
Rozmezi pro opakovani 600 - 899 PLU 20.000-29.999 RLU

B. KONTROLA KVALITY A AKCEPTOVATELNOSTI VYSLEDKU

Negativni kontrola (napf. M. avium, ATCC #25291) a pozitivni kontrola (napf. M. tuberculosis, ATCC #25177)
by mély dosahnout téchto hodnot:

AccuLDR Leader

(drive PAL)
Negativni kontrola <300 PLU < 10,000 RLU
Pozitivni kontrola > 900 PLU > 30 000 RLU

OMEZENI

Tato metoda byla te§toyéna pomoci &erstvého ristu z pevné pdy a z ptidy uvedené v oddile ODBER A
PRIPRAVA VZORKU. Ucinnost tohoto testu nebyla pfedvedena na pfimych klinickych vzorcich (napf. vzorky
moc¢i, stolice nebo respiracni vzorky).

Test ACCUPROBE PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULQOSIS nedini
rozdil mezi zastupci TB komplexu, tj. M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, a M.
canetti. Reagencni sonda nereaguje s zadnou jinou mykobakterii, nez s tuberkuléznim bacilem (MOTT).

Vysledky testu PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS by se mély
interpretovat ve spojeni s dalSimi laboratornimi a klinickymi tdaiji, které ma klinicky pracovnik k dispozici.

OCEKAVANE HODNOTY

Test PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS byl porovnan se
standardnimi metodami biochemické identifikace kultur na dvou pracovistich za pouZziti celkem 612 izolatl TB
komplexu, 748 izolatu z 28 jinych druhd mykobakterii a 7 dalSich mikrobialnich izolatd predstavujicich jeden
genus. Standardni identifikace kultur zavisi na rychlosti ristu, morfologii kolonie, mikroskopickém vySetfeni a
fadé biochemickych reakci. I1zolaty byly zafazeny budto jako pozitivni (= 30.000 RLU) nebo negativni (< 30.000
RLU). Rozmezi pozorovani u negativnich kultur bylo 226 az 33.343 RLU a u pozitivnich kultur 4.163 az 646.053
RLU. Porovnani téchto vysledk( se standardnimi metodami identifikace kultur viz nize.

ACCUPROBE/ IDENTIFIKACE KULTUR

AccuProbe Poz. Poz. Neg. Neg. Citlivost/ Procentualni
Kultura Poz. Neg. Poz. Neg. Specificita dohoda
Pracovisté 1 422 1 1 541 99,8% /99,1% 99,8%
Pracovisté 2 | 185 0 4 213 99,9% /100% 99,0%
Celkem 607 1 5 754 99,2%/99,9% 99,6%

KdyzZ byly znovu testovany nesouladné vzorky, byly ziskany spravné vysledky s vyjimkou jednoho izolatu na
pracovisti 2, ktery nebyl Zivotaschopny.

CHARAKTERISTIKY VYKONU
A. PRESNOST V RAMCI JEDNOHO CYKLU
Piesnost testu PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS v ramci jednoho

cyklu byla vypoctena analyzou dvou koncentraci ribozomalnich RNA izolovanych z Mycobacterium tuberculosis
pomoci 10 replikatd v jednom testu.

5 102896F-01-CS Rev. 003



Vzorek A B

Pocet replikatt 10 10
Primérna odezva 51.939 126.563
Standardni odchylka  1.980 5.869
Koeficient odchylky 3,8% 4,6%

B. PRESNOST V RAMCI NEKOLIKA CYKLU

Presnost v ramci nékolika cykll byla vypoétena analyzou tychz dvou koncentraci ribozomalnich RNA
Mycobacterium tuberculosis pomoci jednoduchych stanoveni v 12 po sobé jdoucich cyklech.

Vzorek A B

Pocet replikati 10 10
Primérna odezva 51.522 126.227
Standardni odchylka  1.952 4.575
Koeficient odchylky 3,8% 3,6%

C. SPECIFICITA

Pomoci testu PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS bylo hodnoceno
celkem 94 izolatu kultur ATCC. Tyto izolaty predstavovaly celkem 92 druhud ze 40 rodd. Pomoci testu PRO
IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS bylo hodnoceno Sest izolatd TB
komplexu (M. africanum, M. bovis, M. microti a M. tuberculosis), 25 izolatt z 25 jinych druht Mycobacterium a 63
izolath z 39 jinych rodl zastupujicich fylogenetické kfizeni organismid. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. V8echny izolaty TB komplexu vykézaly pozitivni vysledek v testu
PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS. Jiné druhy Mycobacterium a
zastupci izolatd z fylogenetickych kfizeni v tomto testu nereagovaly.

D. OBNOVA

Ribozomalni RNA Mycobacterium tuberculosis pfi koncentracich od 5 x 10 pug do 1 x 10™ ug na jeden test byla
zkoumana za ptFitomnosti 30 milion bunék budto M. avium, M. kansasii nebo Nocardia asteroides. Za pouziti
testu PRO IDENTIFIKACI KULTUR KOMPLEXU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS nedoslo k zadnému
naruseni do signalu M. tuberculosis a ostatni pfitomné organismy nereagovaly.
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