HOLOGIC Amplified MTD"

TYRIMU RINKINYS TIESIOGINIAM
AMPLIFIKUOTU TUBERKULIOZES
MIKOBAKTERIJU APTIKIMUI

In Vitro diagnostiniam naudojimui (50 tyrimy rinkinys)
(bioMérieux Kat.Nr. 39006 / Hologic Kat.Nr. 301001)

NAUDOJIMAS

Hologic amplifikuoty tuberkuliozés mikobakterijy tiesioginio aptikimo rinkinys (MTD) yra taikinio nukleino ragst;
nustatantis tyrimas, skirtas Mycobacterium tuberculosis komplekso rRNR in vitro diagnostiniam nustatymui
sedimentuose, paruostuose i§ skrepliy (surinkty priverstinai ar natdraliai atsikosint), bronchy meéginiy (pvz.
bronchoalveolinis lavazas ar bronchy aspiratai) ar trachéjos aspiraty.

ISPEJIMAL

Sio tyrimo veiksmingumas nebuvo jrodytas tiesioginiam M. tuberculosis rRNR aptikimui, naudojant kitus klinikinius
méginius (pvz. kraujg, Slapimg ar iSmatas). MTD tyrimo poveikis néra nustatytas sedimentams, gautiems kitu, nei
Cia aprasytu badu ar laikomiems kitokj laiko tarpg ar kitoje temperatiroje, nei nurodyta Siame pakuotés apraSyme.

Teigiami sedimentai turi bati kultivuojami, norint nustatyti ar mikobakterijos, kitokios nei tuberkuliozés kompleksas
(MOTT), yra kartu su M. tuberculosis kompleksu bei tam, kad atlikti antimikobakterinio jautrumo tyrimg. Norint
nustatyti, kurie M. tuberculosis komplekso poraSiai (pvz. M. bovis) yra meéginyje, turi bati atliktas AFB
kultivavimas.

Nors klinikinio jvertinimo metu buvo atliktas tyrimas su pediatriniais pacientais, ZIV teigiamais pacientais bei
pacientais su MOTT infekcijomis, bendras pacienty skai€ius buvo nepakankamas aiSkiai nustatyti, jog néra jokiy
statistinio atlikimo skirtumy tarp Siy specifiniy pacienty populiacijy.

MTD tyrimas néra iStirtas dél naudojimo su meéginiais, paimtais i$ pacienty, kurie buvo gydomi antituberkuliozés
agentais, bakteriologinio gydymo nustatymui ar reakcijos j terapijg stebéjimui.
Kraujingi méginiai negali bati naudojami MTD tyrimui.

ATSARGUMO PRIEMONES
A. Tik in vitro diagnostiniam naudojimui.

B. MTD tyrimas yra specifiSkas M. tuberculosis kompleksui, taciau komplekso nariy (M. tuberculosis, M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. microti ir M. canetti) nediferencijuoja (13). | M. celatum ir M.terrae pana8is
organizmai kryZzmiskai reaguos esant koncentracijoms daugiau nei 30 kolonijas formuojanciy vienety (KFV).

C. Neigiamas tyrimas neatmeta galimybés izoliuoti M. tuberculosis komplekso organizmo i§ méginio. Tyrimo
rezultatus gali jtakoti méginio surinkimas ir transportavimas, méginiy surinkimo kintamumas, laboratorijos
procedirinés klaidos, klaidingas méginio identifikavimas bei nuorasy klaidos.

D. M. tuberculosis komplekso nariy identifikavimui naudokite sedimentus, tik paruoStus laikantis NALC-NaOH ar
NaOH procediry, rekomenduojamy Ligy Kontrolés Centro (angl.k. Centers for Disease Control) (CDC)7.
Tyrimui gali bati naudojamas tik koncentruoti sedimentai, paruosti i skrepliy (surinkty priverstinai ar
natdraliai atsikosint), bronchy méginiy (pvz. bronchoalveolinis lavazas ar bronchy aspiratai) ar trachéjos
aspiraty. Bikite atidis resuspenduojant sedimentg fosfato buferyje, nes fosfato koncentracija turi bati 67
mM’.

E. Venkite aptikimo reagenty | ir Il kontakto su oda, akimis bei gleivine. Jvykus kontaktui su Siais reagentais,
kontakto vietg gausiai praplaukite vandeniu. Jvykus Siy reagenty iSsiliejimui, prie$ iSSluostant, praskieskite
juos vandeniu.

F. Atliekant tyrima, laikykités universaliy atsargumo priemoniy4. Apdoroty ir nukenksminty nuosédy paruosimas
ir MTD proceddros turi biti atliekamos laikantis Antro lygio Biologinio Saugumo nuostaty.

G. Naudokite tik pateikiamg ar specifine vienkartine laboratorijos jranga.
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H. Darbo vietos pavirSiai, dozatoriai bei jranga turi bati nukenksminti nuo RNR amplikono balikliu, praskiedZiant
santykiu 1:1 (1 dalis baliklio ir viena dalis vandens), kaip aprasyta TYRIMO PROCEDUROJE. Po 15 minugiy
nuo darbo vietos pavirSiaus nuvalykite baliklj.

I.  Atliekant §j tyrimg turi bGti naudojamos teigiamo iSstimimo dozatoriai arba org iSstimiantys dozatoriai su
hidrofobiniais antgaliais. Pernesant lizatg i$ lizavimo (Lysis) mégintuvélio j amplifikacijos mégintuvélj, turi bati
naudojami prailginti hidrofobiSkai uzkimsti antgaliai. Kiekvienam reakcijos mégintuvéliui naudokite naujg
vienkartinj antgalj. Nemojuokite dozatoriaus antgaliu su méginiu vir§ mégintuvéliy stovo. Panaudoti
dozatoriaus antgaliai turi bati nedelsiant iSmetami j atitinkama biologiSkai saugy atlieky konteiner;j.

J. Pakartotinai pridedant reagentus po to, kai lizatas jdétas | mégintuvélj, stenkités nepaliesti mégintuvélio
dozatoriaus antgaliu, taip sumazindami medziagos perneSimg iS vieno megintuvélio | kitg galimybe.
Reagento srové turi bati nukreipta j mégintuvélio vidine sienele, taip iSvengiant taskymosi. Atsargus
dozavimas yra labai svarbus norint iSvengti uzter§imo perneSimo.

K. Ankstesnei ir vélesnei amplifikacijai turi bati naudojami atskiri dozatoriai.

L. Po reakcijos megintuvéliy nuskaitymo liuminometre, juos nukenksminkite ir utilizuokite laikydamiesi
nurodymy, aprasyty TYRIMO PROCEDUROJE ir PROCEDUROS PASTABOSE tam, kad idvengti
laboratorijos aplinkos uzter§imo.

M. Sandarinimo juostelés ir uzspaudziami kamsteliai turi bati iSmetami | atitinkamg biologiSkai saugy atlieky
konteinerj, iSkart juos nuémus nuo reakcijy meégintuvéliy. Naujos sandarinimo juostelés ir uzspaudziami
kamételiai turi bati visada naudojami tam, kad i§vengti kryZminio uzter§tumo. Siy medZiagy NEGALIMA
naudoti pakartotinai po ankstesnio etapo. Sandarinimo juostelés turi bati tvirtai fiksuotos ant visy reakcijy
mégintuvéliy.

N. Inkubacijos metu neuzdenkite vandens voneliy, ypa¢ jei naudojate uzspaudziamus kamstelius.
(Kondensacija yra galimas uzter§tumo Saltinis.)

O. Tiksliems tyrimo rezultatams po Pasirinkimo Reagento (Selection Reagent) jdéjimo bdtinas adekvatus
vortekso tipo puktyklés naudojimas.

P. Hibridizacijos apsaugos tyrimo (HPA) etapg rekomenduojama atlikti atskiroje patalpoje, norint sumazinti
tyrimo uzter$tumo rizika. Si vieta turi bati atskirta nuo méginio ir reagenty paruosimo bei amplifikacijos viety.

Q. Norint iSvengti laboratorijos uZterSimo amplikonu, laboratorijoje turi vykti vienos krypties darbas. PavyzdZiui,
pradéti nuo méginiy ir reagenty paruoSimo amplifikacijai, tada pereiti prie HPA viety. Méginiai, jranga ir
reagentai turi bati grazinti | tg vietg, kur buvo atliekamas ankstesnis etapas. Be to, personalas neturéti
vaik&cioti j ankstesne darbo vietg be tinkamy antikontaminaciniy apsaugos priemoniy. Atliekant MTD tyrima,
grieztai rekomenduojama nenaudoti biologiSkai saugaus kabineto, naudojamo méginiy paruosimui.

Tyrimo santrauka ir paaiSkinimas

MTD tyrimas naudoja TranskripciSkai tarpininkaujanios amplifikacijos (angl. Transcription-Mediated
Amplification) (TMA) ir Hibridizacijos apsaugos metodg (Hybridization Protection Assay) (HPAZ) kokybiskam M.
tuberculosis komplekso ribosominés ribonukleininés ragsties (rRNR) aptikimui. MTD tyrimas aptinka rRNR i$
kultivuojamy ir nekultivuojamy organizmy. M. tuberculosis kompleksui priklauso M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis BCG, M. africanum, M. microti ir M. canetti (12,13). MTD tyrimas skirtas aptikti organizmus, esancius M.
tuberculosis komplekse. Nors M. microti infekuoja tik gyviinus, M. bovis yra perneSamas nuo infekuoty gyviny
zmonéms, o M. africanum sukelia plau€iy ligas Zzmonéms tropinéje Afrikoje12. M. tuberculosis yra dazniausiai
pasitaikantis komplekso narys, sukeliantis Zmoniy susirgimus visame pasaulyje. PraneSama, kad pastaruoju metu
yra pastebétas didelis tuberkuliozés, susijusios su AIDS, paplitimas uzZsieninés kilmés atvejuose ir padidéjes
perneSamumas aukstesnés rizikos populiacijoseﬁ'g. Taip pat pastebétas pakilimas daugelyje M. tuberculosis
padermiy, kurios yra atsparios vienam ar daugiau antituberkulioziniy vaistq”.

Tradiciniai metodai gali aptikti tuberkuliozés augimg ne anksciau kaip po 1 savaités, taiau gali uZsitesti iki 8
savaiéiq7’10. Palyginimui MTD tyrimas M. tuberculosis komplekso rRNR aptikimg atlieka per 2.5 - 3.5 valandos po
tyrimo proceddros pradzios. Nors MTD tyrimas negali nustatyti jautrumo vaistams, jis gali greitai ir patikimai atlikti
M. tuberculosis aptikimg. Tai paskatina imtis tinkamy izoliavimo priemoniy, tinkamo terapijos taikymo ir ankstyvo
susirgimo aptikimo bei sulaikymo nuo tolimesnio plitimo®.
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Procediiros principas

MTD yra dviejy daliy tyrimas, kuriame amplifikacija ir aptikimas vyksta viename mégintuvélyje. IS pradziy
nukleininés rugstys yra iSleidziamos i mikobakteriniy lgsteliy suardymo ultragarsu Karstis yra naudojamas
nukleininiy rdgs¢iy denatdravimui ir rRNR antrinés struktiros suardymui. TranskripciSkai tarpininkaujancios
amplifikacijos (TMA) metodas naudoja pastoviag 42°C temperatirg, po to amplifikuojamas specifinis
mikobakterinés rRNR taikinys transktibuojant tarpines DNR, ko pasekoje pasigamina daugybé mikobakterijy RNR
amplikono kopijy.

M. tuberculosis komplekso specifinés sekos yra aptinkamos RNR amplikone, naudojant (HPA) metodaz.
Mycobacterium Tuberkuliozés hibridizacijos reagento (Tuberculosis Hybridization Reagent) sudétyje viengrandés
DNR zondas, pazymétg chemiliuminescentine medziaga. Sis zondas yra komplementarus M. tuberculosis
komplekso specifinei sekai. Kai suformuojami stabilis RNR:DNR hibridai tarp zondo ir specifines sekos,
hibridizuoti zondai yra aptinkami ir matuojami Leader™ luminometru.

Reagentai (50 tyrimy rinkinys)

Pastaba: Informacijos apie su reagentais susijusj pavojy ir atsargumo priemones ieskokite saugos duomeny
lapy bibliotekoje (Safety Data Sheet Library), adresu www.hologic.com/sds.

Reagentai MTD tyrimui:

TUBERKULIOZES MIKOBAKTERIJU AMPLIFIKAVIMO RINKINYS

Mikobakterijy méginio skiedimo buferis (SDB) 1x2.5mL
Tris buferio tirpalas, turintis < 3% detergento

Tuberkuliozés mikobakterijy amplifikacijos reagentas (A) 1x3mL
Nukleininés ragStys, liofilizuotos tris buferio tirpale, turin¢iame 5% tdrio (atskiestas)
agento (angl. bulking agent)

Mikobakterijy amplifikacijos buferis (AB) 1x3mL
Vandens tirpalas su konservantais

Mikobakterijy aliejinis reagentas (O) 1x10mL
Siloksano aligjus

Mikobakterijy fermenty reagentas (E) 1x1.5mL
Atvirkstiné transkriptazé ir RNR polimerazeé, liofilizuota HEPES (atskiestas)

buferiniame trpale, turin¢iame

< 10% tdrio agento ir > 15 mM N-acetil-L-cisteino

Mikobakterijy fermenty skiedimo buferis (EDB) 1x1.5mL
Tris buferio tirpalas, turintis surfaktanta ir glicerolio

TUBERKULIOZES MIKOBAKTERIJY HIBRIDIZACIJOS RINKINYS

Tuberkuliozés mikobakterijy hibridizacijos reagentas (H) 1x6mL

< 100 ng/buteliukas neinfekuotas DNR zondas su chemiliuminescentine (atskiestas) liofilizuotas
medZiaga, liofilizuota suksinato buferio tirpale, turin¢iame tdrio agento ir

detergento

Mikobakterijy hibridizavimo buferis (HB) 1x6 mL
Suksinato buferio tirpalas, turintis < 4% detergento

Mikobakterijy zyméjimo reagentas (S) 1x15mL
Borato buferio tirpalas, turintis surfaktantg

Mikobakterijas lizuojantys megintuvéliai (LT) 2 x 25 mégintuvéliai

Stiklo rutuliukai, tdrio agentas

Laikymas ir reikalavimai dirbant
A. Zemiau nurodyti skysti ar neatskiesti komponentai turi bati laikomi prie 2°C - 8°C ir yra stabiliis
iki nurodytos galiojimo datos pabaigos.
e  Mikobakterijy méginio skiedimo buferis (SDB), (Mycobacterium Specimen Dilution Buffer)

o Tuberkuliozés mikobakterijy amplifikacijos reagentas (A), (Mycobacterium Tuberculosis
Amplification Reagent)

o  Mikobakterijy amplifikacijos buferis (AB), (Mycobacterium Amplification Buffer)
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o  Mikobakterijy fermenty reagentas (E), (Mycobacterium Enzyme Reagent)
e Mikobakterijy fermenty skiedimo buferis (EDB), (Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer)

e Tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo reagentas (H), (Mycobacterium Tuberculosis
Hybridization Reagent)

Atskiestas Tuberkuliozés mikobakterijy amplifikacijos reagentas (A) (Mycobacterium Tuberculosis
Amplification Reagent) yra stabilus 2 ménesius prie 2°C - 8°C. Tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo
reagentas (H) (Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent) ir mikobakterijy fermenty reagentas
(E) (Mycobacterium Enzyme Reagent) yra stabilus 1 ménesj prie 2°C - 8°C po praskiedimo arba 2
ménesius prie -20°C ar Zzemesnéje temperatiroje, jei laikomas uzSalytas méginio pirmojo praskiedimo
diena. UZSaldyti méginiai turi bati naudojami tg pacig dieng po atSildymo. BeSerkSniai Saldytuvai neturéty
bati naudojami.

B. Zemiau nurodyti komponentai yra stabilis iki galiojimo datos pabaigos, jei yra laikomi prie 2°C - 25°C.
o Mikobakterijy aliejinis reagentas (O), (Mycobacterium Oil Reagent)
e  Mikobakterijy hibridizavimo buferis (HB), (Mycobacterium Hybridization Buffer)
e Mikobakterijy zyméjimo reagentas (S), (Mycobacterium Selection Reagent)
e  Mikobakterijas lizuojantys mégintuvéliai (LT), (Mycobacterium Lysing Tubes)

MEGINIO SURINKIMAS, LAIKYMAS, TRANSPORTAVIMAS IR APDOROJIMAS

Méainio surinkimas ir laikvmas

Méginiai, surinkti | sterilius plastikinius konteinerius, turi bati laikomi prie 2°C - 8°C iki transportavimo ar
apdorojimo. Méginiai, skirti klinikiniam iStyrimui, turi bati laikomi ne daugiau kaip 4 dienos (paprastai maziau nei
24 valandas) prie$ apdorojima.

Transportavimas:

Transportuokite méginius j laboratorijg kaip jmanoma greiciau, laikantis atitinkamy reikalavimy.

: " (Nukenksminimas r | imas)

Kraujingi méginiai negali bdti naauddojami MTD tyrimu. MTD tyrimas yra sukurtas rRNR aptikimui M. tuberculosis
komplekse, panaudojant sedimentus, paruo$tus pagal bendrai priimtinas dabartines NALC-NaOH ar NaOH
nukenksminimo protokoly adaptacijas, aprasytas CDC, naudojant 1% - 1.5% NaOH 15 - 20 minuciy ir
centrifuguojant prie > 3,000 x g 7

Apdor imento laikym
Sedimentai gali bati laikomi prie 2°C - 8°C iki 3 dieny prie$ tyrimo atlikimg. Sedimentai gali bati uzSaldomi prie -
20°C ar -70°C ir laikomi iki 6 ménesiy. Nenaudokite beSerksniy Saldytuvy.
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MEDZIAGOS

A. Pateikiamos medziagos

(bioMérieux Kat.Nr. 39006 / Hologic Kat.Nr. 301001) 50 tyrimy
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFIKAVIMO RINKINYS

Mikobakterijy méginio skiedimo buferis (SDB) 1x25mL
(Mycobacterium Specimen Dilution Buffer)

Tuberkuliozés mikobakterijy amplifikavimo reagentas (A) 1x3mL
(Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent) (atskiestas)
Mikobakterijy amplifikavimo buferis (AB) 1x3 mL
(Mycobacterium Amplification Buffer)

Mikobakterijy aliejinis reagentas (O) 1x10mL
(Mycobacterium Oil Reagent)

Mikobakterijy fermenty reagentas (E) 1x1.5mL
(Mycobacterium Enzyme Reagent) (atskiestas)
Mikobakterijy fermenty skiedimo buferis (EDB) 1x1.5mL

(Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer)

TUBERKULIOZES MIKOBAKTERIJY HIBRIDIZAVIMO RINKINYS

Tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo reagentas (H) (Mycobacterium 1x6mL
Tuberculosis Hybridization Reagent) (atskiestas)
Mikobakterijy hibridizavimo buferis (HB) (Mycobacterium Hybridization Buffer) 1x6 mL
Mikobakterijy zyméjimo reagentas (S) (Mycobacterium Selection Reagent) 1x15mL
Mikobakterijy lizavimo mégintuvéliai (LT) (Mycobacterium Lysing Tubes) 2 x 25 mégintuvéliai
Sandarinimo juostelés 1 pakuoté

B. Reikalingos, bet nepateikiamos medziagos

e  Mikrodozatoriai, dozuojantys po 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL, 300 pL, ir 450 pL

e Vortex tipo purtyklé

e  Sterilus vanduo (filtruotas arba autoklavuotas)

e  Kultdry mégintuvéliai

e  Sterilds 3 mm stiklo rutuliukai

e  Mikrocentrifuginiai mégintuvéliai uzsukamais kamsteliais

o Amplifikacijos teigiamos Igsteliy kontrolés (pvz., M. tuberculosis, ATCC 25177 ar ATCC 27294)
o Amplifikacijos neigiamos Igsteliy kontrolés (pvz., M. gordonae, ATCC 14470, ar M. terrae, ATCC 15755)
e  Buitinis baliklis (5.25% hipochlorito tirpalas)

e Plastikiniai laboratorijos darbastaliy dangalai

e 1000 pL dozatoriaus antgaliai su hidrofobiniais kam&tukais

Papildomos medziagos, kurias galite jsigyti per savo Hologic atstova:

Leader 50i Liuminometras (bioMérieux Kat.Nr. 39400 / Hologic Kat.Nr. 103100i)

Sonikatorius (bioMérieux Kat.Nr. 39409 / Hologic Kat.Nr. 901104)

Aptikimo reagenty rinkinys (bioMérieux Kat.Nr. 39300 / Hologic Kat.Nr. 201791)

MTD Amplifikacijos kontrolés (bioMérieux Kat.Nr. 39223/Hologic Kat.Nr. 301043F)

Sauso kardgio vonele” (42° + 1°C, 60° + 1°C, ir 95° + 5°C) (bioMérieux Kat.Nr. 39405, 39406, 39407 /
Hologic Kat.Nr. 105524, 105524F, 105524J)

Sonikatoriaus stovas (bioMérieux Kat.Nr. 39313 / Hologic Kat.Nr. 104027)

Tyrimo mégintuvéliy stovai (bioMérieux Kat.Nr. 39311 / Hologic Kat.Nr. 104769)

Prailginti dozatoriy antgaliai su hidrofobiniais kamstukais (1250 pL) (bioMérieux Kat.Nr. 39315 / Hologic
Kat.Nr. 104316)

Mégintuvéliai, polipropilenas, 12 x 75 mm (bioMérieux Kat.Nr. 39308 / Hologic Kat.Nr. 102440)

UzZspaudziami polipropileno kamsteliai, skirti 12 x 75 mm mégintuvéliams (bioMérieux Kat.Nr. 39320 / Hologic
Kat.Nr. 400713)
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TYRIMO PROCEDURA
Kontrolés

Lastelés, naudojamos amplifikacijos teigiamai lIgsteliy kontrolei, turi bati M. tuberculosis komplekso narés,
tokios kaip avirulentiné H37Ra (ATCC 25177) ar virulentiné H37Rv (ATCC 27294). Lastelés, naudojamos
neigiamai lIgsteliy kontrolei, turi bati MOTT, pvz. tokios kaip M. gordonae (ATCC 14470) ar M. terrae (ATCC
15755). Kontrolés turi bati ruoSiamos prie$ méginio tyrima.

Lasteliy kontrolés privalo turéti 25 - 150 KFV 50 uL, kad galutiné koncentracija baty 1 - 10 KFV vienam
tyrimui. Si koncentracija turi biti patvirtinta kultivuojant. Sios Igsteliy kontrolés bus utilizuojamos méginio
apdorojimo kontroliy paruosimo metu (zr.méginio paruo$ima).

Rekomenduojamas Igsteliy kontroliy paruosimas

a. Jdékite 3 - 5 sterilius 3 mm stiklo rutuliukus j Svary kultGros mégintuvélj.

b. JlaSinkite 1-2 mL sterilaus vandens. Pridékite keletg 1 pL dydZio augimo kilpu€iy i$ atitinkamos kultaros.
Uzkims$kite mégintuvél ir pakartotinai purtykite vortex tipo purtykléje dideliu greiciu.

c. Leiskite suspensijai nusistovéti 15 minuciu.

d. Perneskite supernatantg j Svary kultGros mégintuvélj. Nustatykite drumstumg, ekvivalentiSkg #1
McFarland nefelometro standartui, naudodamiesi McFarland referencija.

e. Suspensijg atskieskite santykiu 1:100, pridedant 100 yL #1 McFarland suspensijos j 10 mL sterilaus
vandens. Uzkim8&kite ir purtykite vortex tipo purtykléje. Tai yra 1 skiedimas.

f.  Atlikite antrg skiedimg santykiu 1:100, pridedant 100 pL 1 skiedimo j 10 mL sterilaus vandens.
Uzkimékite ir purtykite vortex tipo purtykléje. Tai yra2 skiedimas. Sis tirpalas turi turéti apie 25 - 150 CFU
j 50 pL.

ISpilstymas ir Igsteliy kontroliy laikymas

a. Atskiestos medziagos turi bati iSpilstytos j Svarius 1.5 mL mikrocentrifuginius mégintuvélius uzsukamais
kamsteliais, kaip vienkartinio naudojimo kiekiai (500 pL) ir laikomi uz$aldyti prie -20°C 6 ménesius arba
prie -70°C 1 metus. BeSerks$niai Saldytuvai negali bati naudojami.

Tyrimas, atliekamas rekomenduojama M. tuberculosis lasteliy teigiama kontrole, aptinka tik reagenty netinkamag
veikimg. Teigiama kontrolé yra sukurta stebéti reagenty veikla apdorojimo metu dél aOH ir fosfato buferio
pertekliaus. Procedirinés laiko ar temperatlry variacijos, kurios gali jtakoti amplifikacijos efektyvumag ar
pasirinkimo laiko adekvatiSskuma, gali bati neaptinkamos naudojant rekomenduojamas lasteliy kontroles. Pagal
gaires ar specialius nurodymus galite naudoti papildomas kontroles.

2.

Méginiy inhibicijos kontrolés

Jei MTD tyrimas yra neigiamas, o terapeutas jtaria, kad pacientas serga tuberkulioze, méginio inhibicijg

galima patikrinti naudojant Sig procedira:

a. |laSinkite 50 pL méginio skiedimo buferio j 2 Mycobacterium lizavimo meégintuvélius (LT) (uzsétus ir
neuzsétus).

b. |laSinkite 50 pL amplifikacijos teigiamos lgsteliy kontrolés ir 450 pyL sedimento j 1 mégintuvélj (uzséta).
Pridékite 450 pyL sedimento j antrg mégintuvélj (neuzséta). Teskite tyrimg kaip jprasta.

Interpretavimas

Jei uzséto mégintuvélio RLU verté yra > 30,000, méginys neinhibuoja amplifikacijos, o tai reiSkia, kad nebuvo

jokio galimo taikinio amplifikacijai. Jei uzséto mégintuvélio RLU verté yra Zemesné nei 30,000, méginys

inhibuoja amplifikacijg, taigi, galite vertinti kitg méginj. Jei pakartotinis neuzséto méginio tyrimo rezultatas yra

teigiamas, MTD tyrimo rezultatg galima interpretuoti kaip teigiamg. DazZniausias Sio tipo rezultaty

paaiSkinimas yra atsitiktinis méginiy surinkimo kintamumas (angl. random sampling variability), t.y. pirmas

kiekis neturi amplifikacijos taikinio, o antras méginio kiekis turi jj. NeuZzséto mégintuvélio RLU verté gali bati

teigiama arba neigiama, nes sedimento kiekis turi arba neturi M. tuberculosis rRNR.

Laboratorijos uzterStumo stebéjimo kontrolé
Laboratorijos uzter§tumo dél amplikono ar M. tuberculosis lgsteliy stebéjimo, galite atlikti Sig procedira:

a. JlaSinkite 1 mL sterilaus vandens | Svary mégintuvélj. Sudrékinkite sterily poliesterio ar dakrono tampong
steriliu vandeniu.

b. Nuvalykite stalg ar jranga, kurig norite tirti.
Panardinkite tampong | vandenj ir lengvai pasukiokite. ISimkite tampong grezdami jj j mégintuvélio
sienele. ISmeskite tampong j konteinerj, kuriame yra baliklio, praskiesto santykiu 1:1.
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d. Jlasinkite 25 pL vandens su iSgrezta tampono medziaga j amplifikacijos mégintuvélj, kuriame yra 50 yL
amplifikacijos reagento ir 200 pL aliejinio reagento.
e. Laikykités TYRIMO PROCEDUROS nurodymy, atliekant amplifikacijg ir aptikima.

Interpretavimas
Jei rezultatai yra > 30,000 RLU, pavirSius yra uzterStas ir turi bdati nukenksmintas balikliu, kaip

rekomenduojama TYRIMO PROCEDUROJE, jrangos paruodimo skiltyje. Jei yra jtariamas vandens vonelés
uzterStumas, amplifikuokite 25 pL vandens vonelés vandens, naudodami tg pacig procedirg kaip ir

greziamam tamponui, nejne$ant antimikrobiniy priemoniy, naudojamy vandens voneléje.

Jrangos paruosSimas

1.

Optimaliam garsinés energijos pernesSimui j sonikatoriy, vanduo turi bdti visiSkai degazuotas pagal Zemiau
nurodytg procediirg pries kiekvieng paleidima:

a. |pilkite pakankamai aplinkos temperatiros vandens i$ ¢iaupo, kad pripildytuméte sonikatoriaus vonele iki
1/2 colio iki rezervuaro virSaus.
b. Jjunkite sonikatoriy 15 minuciy, kad vanduo bty visiSkai degazuotas.

Nustatykite 1 sauso karscio vonele ties 95°C, 1 sauso karscio vonele ties 60°C, o trecig sauso karscio vonele
ar vandens vonele ties 42° + 1°C.

NuSluostykite darbastaliy pavirSius, jrangg ir dozatorius, naudodami buitinj baliklj, praskiesta santykiu 1:1
prie$ kiekvieng procedira. Baliklis turi kontaktuoti su pavirS§iumi maziausia 15 minuciy. Darbo vietos pavirSius
nuvalykite vandeniu, kad paSalintuméte baliklj. PavirSiy, ant kurio bus atliekamas darbas, uzdenkite
plastikiniu laboratorijos apdangalu.

Paruoskite Leader liuminometrg darbui. Jsitikinkite, kad jame yra pakankami kiekiai | ir Il aptikimo reagento.
Zidrékite instrumento naudojimo instrukcijg dél tolimesniy nurodymy jkeliant aptikimo reagentus (aptikimo
reagentai yra parduodami atskirai).

Reagenty paruosimas

Atskiesite liofilizuoto tuberkuliozés mikobakterijy amplifikavimo reagento (Mycobacterium Tuberculosis
Amplification Reagent) buteliukg (A) (50 tyrimy) su 3.0 mL mikobakterijy amplifikavimo buferiu (AB)
(Mycobacterium Amplification Buffer). Purtykite Vortex tipo purtykléje, kol tirpalas gerai susimaisys. Leiskite
atskiestam reagentui pablti kambario temperatiroje, kol jis taps skaidrus. Atskiestas tuberkuliozes
mikobakterijy amplifikavimo reagentas turi bati laikomas prie 2° - 8°C iki 2 ménesiy. Prie§ naudojimag
atskiestam tuberkuliozés mikobakterijy amplifikavimo reagentui leiskite susilti iki kambario temperatiros.

Méginio paruosimas

1.

Pazymékite reikiamg kiekj mikobakterijy lizavimo mégintuvéliy (LT) méginiy tyrimui ir po 1 amplifikavimo
Igsteliy teigiamg ir neigiamg arba méginio apdorojimo teigiama ir neigiamg kontroles. Nuimkite kamstelius,
bet jy neiSmeskite.

Dozuokite po 50 uL mikobakterijy méginio skiedimo buferio (SDB) (Mycobacterium Specimen Dilution Buffer)
j visus mikobakterijy lizavimo mégintuvélius (LT) (Mycobacterium Lysing Tubes). Laikykités zemiau pateikty
nurodymy A arba B dél kontroliy ir C dél méginiy.

a. Méginiy apdorojimo kontrolés:

| kiekvieng kontrole jlaSinkite 1 mL NALC/NaOH tirpalo ir 3 mL fosfato buferio, naudojamo seiliy
apdorojimui su 1 mL sterilaus vandens | méginio apdorojimo mégintuvél].

i. SumaiSykite naudodami Vortex tipo purtykle.

ii. JlaSinkite 450 pL NALC/NaOH/fosfato buferio ir 50 pL Igsteliy kontrolés skiedinio | atitinkamai
pazymeétg mikobakterijas lizuojantj mégintuveélj (LT).

b. Jei yra naudojamos amplifikacijos Igsteliy kontrolés, perneskite 450 uL amplifikavimo Igsteliy kontrolés iS
konteinerio j atitinkamai pazymeéta mikobakterijy lizavimo meégintuvelj (LT).
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3.
4.

c. Meéginys: \ perneskite 450 pyL nukenksminto, gerai sumaiSyto méginio i§ konteinerio j atitinkamai
pazymetg mikobakterijy lizavimo mégintuvélj (LT).

Po méginiy jdéjimo uzkimskite mikobakterijy lizavimo mégintuvélius (LT).

Purtykite 3 sekundes, naudodami Vortex tipo purtykle.

Méginio lizavimas

1.

|statykite mikobakterijy lizavimo mégintuvélius (LT) | sonikatoriaus stovg taip, kad reakcijos miSinys
mégintuvéliy dugne baty panires, taCiau meégintuvéliy kamsteliai baty vir§ vandens. Pastatykite sonikatoriaus
stova ant vandens vonelés sonikatoriaus. MEGINTUVELIAI NEGALI LIESTIS SU SONIKATORIAUS DUGNU
AR SONAIS.

Sonikatoriuje laikykite 15 minuciy ( ne daugiau 20 minuciy). Sonikuoti méginiai ir kontrolés dabar yra “lizatai”.
LIZATY NEPURTYKITE.

Amplifikavimas

1.

Pazymeékite amplifikavimo mégintuvélius (12 x 75 mm polipropileno megintuvéliai) ant mégintuvélio virSaus
skaiciais, kurie atitinka skaiCius, pazymétus ant mikobakterijy lizavimo mégintuvéliy (LT). Taipogi pazymékite
amplifikavimo mégintuvélius kiekvienai amplifikavimo Igsteliy teigiamai ir neigiamai kontroléms. Jei RNR
kontrolés yra naudojamos, pazymékite amplifikavimo mégintuvélius atitinkamai neigiamai ir teigiamai
kontroléms.

Tuo paciu dozatoriumi jlaSinkite 50 uL atskiesto tuberkuliozés mikobakterijy amplifikavimo reagento |
kiekvieno amplifikavimo mégintuvélio dugng. Tuo paciu dozatoriumi jlaSinkite 200 pL mikobakterijy aliejinio
reagento (O) (Mycobacterium Oil Reagent) j kiekvieng amplifikavimo mégintuvél;.

NEPURTYKITE LIZATO. Perneskite 25 pL lizato | tinkamai pazyméto amplifikavimo meégintuvélio dugng
naudodami dozatoriy su vis nauju prailgintu hidrofobiSkai uzkim$tu antgaliu kiekvienam perneSimui. Likes
lizatas gali bdti laikomas prie 2°C - 8°C iki 7 dieny arba jei yra laikomas prie -20°C — iki 1 ménesio.
Nenaudokite beSerkSniy Saldytuvy. Jei reikia atlikti papildomg paciento méginio lizato tyrima, suSildykite
laikomg lizatg iki kambario temperatiros. LIZATO NEPURTYKITE.

Mégintuvélius inkubuokite prie 95°C 15 minuciy, bet ne daugiau nei 20 minuciy sauso kars¢io voneléje.

Paruoskite fermenty misinj, pridédami 1.5 mL mikobakterijy fermenty skiedimo buferio (EDB)
(Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer) j liofilizuotg mikobakterijy fermenty reagentg (E) (Mycobacterium
Enzyme Reagent). Sumaisykite, bet nepurtykite. Atskiestas fermento reagentas yra stabilus 1 ménesj, jei yra
laikomas prie 2°C - 8°C arba 2 meénesius prie -20°C, jei yra laikomas kaip uzSaldytas kiekis® pirminio
skiedimo dieng. Jei tiriate su uz3saldytais fermenty kiekiais, pirmiausia jneskite juos j kambario temperatira;
neatSildykite jy aukStoje temperatdroje. AtSilusius fermenty kiekius sumaiSykite Svelniai aspiruodami ir
iSstumdami miSinj tuo paciu dozatoriumi prie$ dedant | amplifikavimo meégintuvélius.

Perneskite mégintuvélius j 42° + 1°C sauso kar§¢io vonele ar vandens vonele ir leiskite atvésti 5 minutes.
NEVESINKITE MEGINTUVELIY KAMBARIO TEMPERATUROJE. NEUZDENKITE VANDENS VONELES.

JlasSinkite 25 pL fermenty miSinio j kiekvieng amplifikavimo mégintuvélj, naudodami tg patj dozatoriy, kol
mégintuvéliai yra 42° + 1°C. Papurtykite, kad gerai susimai$yty. Inkubuokite prie 42°C 30 minuciy, bet ne
daugiau nei 60 minugiy. Siame inkubavimo etape naudokite sandarinimo juosteles arba uZspaudZiamus
kamételius. NEUZDENKITE VANDENS VONELES.

Mégintuvéliai gali bati uzdengti ir laikomi prie 2°C - 8°C iki 2 valandy arba prie -20°C nakciai po 30 minuciy
inkubacijos. Jei mégintuvéliai yra laikomi prie -20°C per naktj, jie turi bati visiS8kai atSildomi kambario
temperatiroje (arba ne didesnéje nei 60°C) prie$ hibridizacijos etapa. Jei laikote per naktj, geriau naudokite
uzspaudziamus kamstelius.
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Hibridizavimas

1.

3.

Atskieskite liofilizuotg tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo reagentg (H) (Mycobacterium Tuberculosis
Hybridization Reagent) su 6 mL mikobakterijy hibridizavimo buferiu (HB) (Mycobacterium Hybridization
Buffer). Tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo reagentas (H) ir mikobakterijy hibridizavimo buferis (HB)
prie§ atskiedimg turi bati laikomi kambario temperatiroje. Jei mikobakterijy hibridizavimo buferis (HB) buvo
laikomas Saldytuve, susildykite jj prie 60°C lengvai pamaiSydami, kad uZztikrinti, jog visi komponentai yra
tirpale. Purtykite naudodami Vortex tipo purtykle, kol tirpalas taps skaidrus (apie 1 minute). Atskiestas
hibridizavimo reagentas yra stabilus 1 ménesj, jei yra laikomas prie 2°C - 8°C arba du ménesius, jei yra
laikomas prie -20°C ir yra uzSaldytas kaip mazas kiekis® pradinio skiedimo dieng. Jei atskiestas hibridizavimo
reagentas buvo laikomas Saldytuve arba buvo uzSaldytas, susildykite jj prie 60°C lengvai pamaiSydami, kad
uztikrinti, jog visi komponentai yra tirpale.

Pridékite 100 uL atskiesto hibridizavimo reagento j kiekvieng mégintuvélj, naudodami tg patj dozatoriy.
UZsandarinkite meégintuvélius sandarinimo juostelémis arba uZspaudZiamais kamsteliais. Purtykite
naudodami Vortex tipo purtykle 3 kartus maziausiai 1 pilng sekundeD kaskart vidutiniu greiciu. Tam, kad
pasiekti tinkamg susimaiSymg reakcijy megintuvéliuose, laikykite mégintuvélius staciai ir leiskite reakcijos
misiniui pasiekti virSutine mégintuvélio sienelés puse purtymo procediros metu. (Neleiskite reakcijos miSiniui
kontaktuoti su sandarinimo juostele ar kamsteliu, taip iSvengiant uzter§imo pavojaus). Po adekvataus
purtymo, reakcijos miSinys turi bati vienodai geltonai.

Inkubuokite prie 60°C 15 minuciy (ne daugiau 20 minuciy) sauso karscio voneléje arba vandens voneléje.

Atranka

1.

Prie$ pradedant tyrimg, mikobakterijy Zyméjimo reagentas (S) (Mycobacterium Selection Reagent) turi bati
laikomas kambario temperatiroje. 1Simkite megintuvélius i§ 60°C vandens vonelés ar sauso kars¢io vonelés
ir pridékite 300 pL mikobakterijy pasirinkimo reagento (S), naudodami tg patj dozatoriy. UZsandarinkite
mégintuveélius sandarinimo juostelémis arba uzspaudziamais kamsteliais. Purtykite naudodami Vortex tipo
purtykle 3 kartus maziausiai 1 pilng sekund(f,D kaskart vidutiniu grei¢iu Tam, kad pasiekti tinkamg
susimaiSyma reakcijy mégintuvéliuose, laikykite mégintuvélius staciai ir leiskite reakcijos miSiniui pasiekti
virSutine mégintuvélio sienelés puse purtymo procedidros metu. (Neleiskite reakcijos miSiniui kontaktuoti su
sandarinimo juostele ar kamsteliu, taip iSvengiant uzterS§imo pavojaus). Po adekvataus purtymo, reakcijos
misinys turi bati vienodai rozinis.

Mégintuvélius inkubuokite prie 60°C 15 minuciy (ne daugiau 16 minuciy) sauso kars¢io voneléje arba
vandens voneléje.

ISimkite mégintuvélius i§ sauso karsCio vonelés arba vandens vonelés. Atvésinkite mégintuvélius kambario
temperatiroje laikydami juos maziausiai 5 minutes, bet ne daugiau nei 1 valanda. Prie$ atrankos procediira,
nuimkite sandarinimo juosteles arba kamstukus.

Detekcija

1.

Pasirinkite tinkamg protokolg i$ liuminometro programinés jrangos meniu. Naudokite 2 sekundziy nuskaitymo
laikg.

Naudodami drégng audeklg ar nemedvilninj popierinj ranksluostj, nusluostykite kiekvieng mégintuvélj, kad ant
jo iSorés nelikty nuosédy. Jdékite megintuvélj j liuminometrg laikydamiesi instrumento instrukcijoje esanciy
nurodymy. Mégintuvéliai yra nuskaitomi per 1 valandg 3 pasirinkimo etape.

Pasibaigus analizei, iSimkite mégintuveélius i$ liuminometro.

Po reakcijy mégintuvéliy nuskaitymo, atsargiai pripildykite juos iki virSaus buitiniu balikliu, atskiestu santykiu
1:9. Leiskite nusistovéti maziausiai 1 valandg prieS iSmetimg. Tai padés iSvengti laboratorijos jrangos
uzterStumo apmlikonu.

Tyrimo mégintuvéliy stovai, jskaitant stovus, naudojamus meéginiams ir tyrimui, turi bati nukenksminti visiSkai
juos panardinant j buitinj baliklj, atskiestg santykiu 1:1ir palaikant jame maziausiai 15 minuciy. Po to baliklis
turi bati nuplaunamas vandeniu, o stovai — nusluostomi arba paliekami isdziGti.

Laboratorijos pavirSius ir jrangg nukenksminkite naudodami buitinj baliklj, praskiestg santykiu 1:1.
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Pakartotinis tyrimas

1. Jei reikia atlikti pakartotinj paciento méginio lizato tyrimag, jneskite paruosta lizatg | kambario temperatira.
NEPURTYKITE LIZATO.

2. Laikykités TYRIMO PROCEDUROS protokolo, pradedant nuo amplifikacijos etapo.

Proceduros pastabos
A. Reagentai
1. Fermenty reagentas turi bati laikomas kambario temperatiroje daugiau nei 15 minu€iy po atskiedimo.

2. Mikobakterijy hibridizavimo buferyje (HB) (Mycobacterium Hybridization Buffer) gali atsirasti nuosédy.
Susildymas ir maiSymas ar atskiesto hibridizavimo reagento atSildymas prie 60°C iStirpdys nuosédas.

B. Temperatira

1. Aplifikacijos, hibridizavimo ir atrankos reakcijos priklauso nuo temperatdros; jsitikinkite, kad vandens
vonelé ar sauso karscio vonelé yra nurodytos temperataros ribose.

2. Meégintuvéliai turi bdti atvésinti prie 42°C 5 minutes prie§ fermenty misinio jdéjimg optimaliam
aplifikacijos atlikimui.

3. Aplifikacijai temperatdra yra labai svarbi (42° + 1°C).
C. Laikas
Labai svarbu, kad baty laikomasi laiko nurodymy, pateikty TYRIMO PROCEDUROQJE.

D. Vandens vonelé

1. 1. Vandens lygis voneléje turi bati iSlaikytas, kad uztikrinti meégintuvélyje esancio viso skys€io panirimag
vandenyje, taciau vanduo neturi patekti j mégintuvélius.

2. Aplifikacijos etape vandens vonelés negalima uzdengti, nes kondensatas gali kristi ant mégintuveéliy.
E. Purtymas

Labai svarbu, kad miSinys blty homogeniskas hibridizavimo ir pasirinkimo etapuose, ypatingai po atskiesto
tuberkuliozés mikobakterijy hibridizavimo reagento (H) (Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent)
jdéjimo (reakcijos misinys bus vienodai geltonas) ir po mikobakterijy Zyméjimo reagento (S) (Mycobacterium
Selection Reagent) jdéjimo (reakcijos miSinys bus vienodai rozinis).

Purtymas yra tirpalo manipuliacija, kurios metu yra iSgaunama vienoda suspensija. Kai reagentai yra tyrimo
mégintuvéliuose, iSorinés energijos Saltinio poveikio metu aplink mégintuvélio asj vyksta greitas tirpalo
sukimasis. Sio proceso i§davoje yra gaunama vienoda tyrimo suspensija. Purtymo proceso metu
mégintuvéliai turi bati vertikalioje pozicijoje, su atrama j virSutine dal;j. Jei yra atliekamas adekvatus purtymas,
suspensija sukasi ratu, o tirpalas pakyla iki virSutinés megintuvélio dalies. Hibridizavimo ir pasirinkimo etapy
metu S$i manipuliacija yra taikoma 3 kartus i$ eilés, o purtymas yra kaskart atliekamas maziausiai 1 pilng
sekunde.

TYRIMO INTERPRETAVIMAS

Jei yra atliekamas tyrimas, naudojant Hologic Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) tyrimg, tyrimo
rezultato interpretacija yra grindziama pradiniu neigiamu rezultatu (< 30,000 RLU), pradiniu teigiamu rezultatu (>
500,000 RLU), arba pirminiu abejotinu rezultatu (nuo 30,000 iki 499,999 RLU). MTD tyrimas turi bati kartojamas
su saugomu lizatu, kai pirminis tyrimo rezultatas yra abejotinas. Jei pakartotinio tyrimo su lizatu rezultatas yra >
30,000, rezultatas yra laikomas teigiamu.

A. Kokybés kontrolés rezultatai ir priimtinumas
Kontrolés turi duoti zemiau nurodytas vertes:
o Amplifikacijos lgsteliy neigiama kontrolé < 20,000 RLU
* Amplifikacijos Igsteliy teigiama kontrolé > 500,000 RLU

e Méginio apdorojimo neigiama kontrolé < 20,000 RLU
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e Meéginio apdorojimo teigiama kontrolé > 1,000,000 RLU

Paciento tyrimo rezultatai turi bati nepateikiami, jei MTD tyrimo kontroliy vertés neatitinka aukS&iau nurodyty
kriterijy. Zidrékite KLAIDY APTIKIMA dél i§samesnés informacijos.

Kontroliy taikinio vertés turi bati nustatomos kiekvienoje laboratorijoje naudojant kiekvienos serijos paruosty
kontroliy tyrimo rezultatus.

B. Paciento tyrimo rezultatai

Jei kontrolés neatitinka tikétiny rezultaty, pacienty méginiy rezultatai neturi bati uzskaitomi to paties tyrimo
serijoje.
Rezultatai:

e >500,000 RLU teigiamas dél M. tuberculosis komplekso rRNR

e < 30,000 RLU neigiamas dél M. tuberculosis komplekso rRNR

e 30,000 to 499,999 RLU tikétina, kad M. tuberculosis komplekso rRNR yra teigiamas; pakartokite
tyrimg rezultaty uztikrinimui:

Pakartokite > 30,000 RLU teigiamo dél M. tuberculosis komplekso rRNR
Pakartokite < 30,000 RLU neigiamo dél M. tuberculosis komplekso rRNR

REZULTATY PRANESIMAS

MTD tyrimo rezultatai turi bati interpretuojami atsizvelgiant j kitus laboratorinius ir klinikinius duomenis. Jei yra
klinikinis jtarimas, apsvarstykite papildomo meéginio tyrimo galimybe.

Jei pirminis MTD tyrimo rezultatas yra teigiamas prie > 500,000 RLU, ar pakartotinio MTD tyrimo rezultatas yra
teigiamas prie > 30,000 RLU, praneskite:

Ataskaita: tuberkuliozés mikobakterijy komplekso rRNR aptiktas. AFB
tepinélis (teigiamas arba neigiamas).

Papildoma informacija : AFB kultira neaiSki. Méginys gali turéti ir MOTT, ir
M.tuberculosis ar vien tik M.tuberculosis. Sis tyrimas negali bati
vienintelis pagrindas, diagnozuojant tuberkulioze. Teigiama
numanoma verté paciento neigiamam tepinéliui yra Zemesné nei
teigiamo tepinélio. Tai yra labai svarbu tyrimo populiacijoms,
kuriose tuberkuliozés vyravimas yra Zemas, o teigiamos
numanomos diagnostiniy metody vertés yra atitinkamai
sumazintos.

Jei pirminis ar pakartotinis MTD tyrimo rezultatas yra neigiamas prie <30,000 RLU, praneskite:

Ataskaita: tuberkuliozés mikobakterijy komplekso rRNR aptiktas. AFB
tepinélis (teigiamas arba neigiamas).

Papildoma informacija: tuberkuliozés mikobakterijy komplekso rRNR néra aptiktas. AFB
kultdra neai8ki. Méginys gali neturéti M.tuberculosis, rezultatas
gali bati klaidingai neigiamas dél mazo M.tuberculosis skaiciaus
ar MOTT nebuvimo arba dél tyrimo interferencijos méginiy
inhibitoriais. Rekomenduojamas kito paciento méginio tyrimas,
jei yra jtariama aktyvi tuberkuliozés forma arba méginio
inhibitorius.

Apribojimai

Naudokite tik M. tuberculosis komplekso nariy aptikimui, panaudojant sedimentus, paruostus pagal NALC-NaOH
ar NaOH proceddras, rekomenduojamas cDC’. Sis tyrimas gali bati naudojamas tik su sedimentais, paruostais i$
skrepliy (surinkty priverstinai ar natdraliai atsikosint), bronchy méginiy (pvz. bronchoalveolinis lavazas ar bronchy
aspiratai) ar trachéjos aspiraty.
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MTD tyrimas yra specifinis, taciau nediferencijuoja M. tuberculosis komplekso nariy, t.y. M. tuberculosis, M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. microti ir M. canetti , o | M. terrae panaSis organizmai kryzmiSkai reaguos prie

izoliatai.

Tyrimo rezultatus gali jtakoti méginio surinkimas ir transportavimas, méginiy surinkimo kintamumas, laboratorijos
procediriniy klaidos, klaidingas méginio identifikavimas bei nuorasy klaidos.
Neigiamas tyrimas neatmeta galimybés izoliuoti M. tuberculosis komplekso organizmg i§ méginio.

Tikétinos vertés

A. Kilinikiniuose tyrimuose stebétos kontroliniy ver€iy ribos
RLU ribos kontroléms stebétos 7 vietose:

RLU (N=704)
Ribos Vidutiné
Amplifikacijos lasteliy teigiama Nuo >2,000,000
kontrolé 556,245 iki
>2,000,000
Amplifikacijos lasteliy neigiama Nuo 904 iki 3,041
kontrolé 18,754

B. Kilinikiniy meéginiy RLU vertés
127 méginiy, kurie buvo MTD tyrime teigiami, RLU ver€iy ribos buvo nuo 35,777 iki > 2,000,000 RLU.

577 méginiy, kurie buvo MTD tyrime neigiami, verciy ribos buvo nuo 573 iki 19,176 RLU.

Visy 8iy méginiy RLU ver€iy daznumo pasiskirstymas yra pavaizduotas Zemiau: skirtingas i8siskaidymas yra
del kity teigiamy k
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Negydyty pacienty rezultaty pasiskirstymas (tirta 7 vietose)

N=704
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ATLIKIMO CHARAKTERISTIKA

A. Kilinikinis jvertinimas
MTD tyrimas buvo jvertintas 6 vietose lyginant AFB tepinéliy rezultatus su mikobakterijy kultdry rezultatais
(6,079 méginiai i§ 2,609 pacienty). IS jy 4,000 méginiy buvo surinkti i§ 1,898 pacienty, kuriems
antituberkuliozés terapija nebuvo taikoma. 6 tyrimy vietos buvo geografiSkai skirtingos: 5 dideli didmiesciy
ligoniniy centrai su tuberkuliozés gydymo centrais ir viena vieSoji laboratorija.

MTD tyrimo formatas buvo jvertintas atskirame tyrime 7 vietose lyginant MTD tyrimo rezultatus su mikobakterijy
kultdry rezultatais. 7 tyrimo vietos buvo geografiSkai skirtingos; 6 vietos buvo dideli didmiesciy ligoniniy centrai
su tuberkuliozés gydymo centrais, i$ kuriy viena buvo nacionaliné mikobakteriologijos laboratorija.

Septintoji vieta buvo vie$oji laboratorija. Buvo tiriami méginiai, surinkti i§ pacienty, kuriems terapija nebuvo
taikoma. IS jy 132 buvo kultdrai teigiami dél M. tuberculosis komplekso. MTD aptiko 119 kultdrai teigiamus
meéginius; 7 méginiuose buvo MOTT $alia M. tuberculosis.

Méginiai i$ negydyty pacienty
MTD ir kultaros palyginimas (n=704)

PAGAL PACIENTUS PAGAL PACIENTUS
(pries iSskyrima) (po iSskyrimo)
kultara kultara
* - + -
wp * 54 4 * 5
- 4 221 W 4 221
PAGAL MEGINIUS PAGAL MEGINIUS
(pries iSskyrima) (po iSskyrimo)
kultura kultura
+ - + -
* 119 8 um * 125 2
pl 1 Bs : 1 Bed

] §j tyrimg buvo jtraukti pacientai, kuriems buvo jtariama aktyvi plauciy tuberkuliozé ir kuriems terapija nebuvo
taikoma. Visas kultdrai teigiamy dél M. tuberculosis pacienty paplitimas buvo 20.5%.

MTD tyrimo jautrumas buvo 93.3%, o specifiSkumas - 99.1%, palyginus su kultdry rezultatais. MTD tyrimo
jautrumas meginiui buvo 90.6%, o specifiSkumas - 99.6%, palyginus su kultdry rezultatais. Rezultatai, gauti i$
7 viety dél jautrumo, specifiSkumo, teigiamos numanomos vertés (PPV) ir neigiamos numanomos vertés
(NPV), yra pateikiami Zemiau esancioje lenteléje su 95% pasikliauties intervalais dél atlikimo jvertinimo. Visi
duomenys yra pateikiami po priestaringos rezoliucijos, grindziamos kitai kultdrai teigiamy méginiy i$ to paties
paciento buvimu ir/ar remiantis terapeuto galutine diagnoze.
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Pagal pacientus

Bendras procentas

Skaicius i5 VISO

95% pasikliovimo intervalas

93.3% 56/60 §38-982%
—— 09.1% 2211223 06.8 - 99.9%
rogrosin o 96.6% 56/58 88.1 - 99.6%

prognostiné verté)

98.2%

221/225

95.5-99.5%

Pagal méginius

Bendras procentas

Skaicius i$ VISO

95% pasikliovimo intervalas

o 906% 125138 | 844-94.%
- 00.6% 564/566 98.7 - 100%
ot | 98.4% 1951197 94 4-00.8%
NPV (neigiama 977% 564 1577 9 6 2 - g 88%

prognostiné verté)

IS 564 méginiy, kurie buvo kultdra ir MTD neigiamy dél M. tuberculosis komplekso, 114 méginiy augo MOTT
ant kultdros, 64 buvo i$ pacienty su kitomis kultGromis, teigiamomis dél MOTT ir 169 buvo i§ pacienty su
neigiamomis mikobakterijy kultdromis.

PreciziSkumo tyrimas

PreciziSkumo paneliai, susidedantys i$§ 2 neigiamy méginiy, 2 mazai teigiamy méginiy (# 100 KFV/tyrimui) ir 2
gana aukstai teigiamy méginiy (¢ 1000 KFV/tyrimui) buvo tiriami 3 vietose. Teigiami méginiai buvo paruosti
pridéjus dirbtinj inhibicinj sedimento pulg su Zinomu kiekiu M. tuberculosis. Méginiai buvo tirti trigubu
pakartojimu du kartus per dieng tris dienas i$ eilés trijose vietose. Kiekvienam tyrimui buvo naudojamos
teigiamos ir neigiamos amplifikacijos kontrolés.

Kadangi nebuvo pastebéta jokio kintamumo tarp viety ar dienuy, visy trijy viety duomenys buvo sujungti ir yra
pateikiami Zzemiau. ISmatuotos RLU vertés yra ribojamos liuminometro fotomultiplikatoriaus. Todél, vertés,

didesnés nei 2,000,000 RLU yra sutrumpintos. Standartiné deviacija ar % CV vertés néra pateikiamos.

PreciziSkumo tyrimas

Stebéjimy skai€ius | Tikslumas % Ribos (RLU) Vidurkis (RLU)
Méginys 1
Aukstas teigiamas 108 100% 125361] 030'0 >2,000,000
> 1 r
Méginys 2
Zemas teigiamas 108 99.1% >21 &]3[‘1235”* >2,000,000
Méginys 3 ' '
Neigiamas
108 100% 2,004 - 5,683 2,689
Teigiama Igsteliy
kontrolé
Neigiama Igsteliy 54 1 00% >2’000’000 >2'm0'0m
kontrolé
54 100% 2272 -4241 2,844
;ZZ’:;;{527;‘;’;}’:4’7;’5553;%2’1?ZZ(%QZ’:UOt‘! 15 AW-12601-3001 Rev 003 (LT)
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C. Atkartojamumas
Atkartojamumo panelis buvo sudarytas i§ 25 méginiy su amplifikacijos neigiamomis kontrolémis, jterptomis
tarp kiekvieno méginio (i§ viso 50 méginiy). Atkartojamumo panelis buvo tirtas 4 vietose. 18 viso, 100%
(120/120) neigiamy méginiy atitiko tikétinus rezultatus ir 98.8 % (79/80) teigiamy meéginiy atitiko tikétinus
rezultatus.

D. Analitinis specifiSkumas

MTD tyrimo specifiSkumas buvo jvertintas naudojant bakterijas, grybelius ir virusus. Bakterijoms ir grybeliui
specifiSkumo tyrimas apémé 160 padermiy (151 rdGSis i§ 62 genciy), artimai susijusiy mikobakterijy, kity
organizmy, sukelian€iy kvépavimo susirgimus ir normalig respiracine florg ar kryzminio pasirinkimo
filogenetikos organizmus. Tipinés padermés buvo gautos i§ “American Type Culture Collection” (ATCC), 0 5
izoliatai buvo gauti i$ klinikiniy laboratorijy. Lizatai, paruosti i§ aktyviai auganc€iy kultdry (ar rRNR trijuose
atvejuose) buvo jvertinti MTD tyrime pagal nurodymus, pateikiamus TYRIMO PROCEDUROJE. Buvo istirta
apytikriai 5 x 10’ CFU vienoje reakcijoje. Tik M. tuberculosis komplekso padermés atitiko teigiamus
rezultatus, iSskyrus M. celatum ir M. terrae-like.

Prie koncentracijy, didesniy nei 30 CFU tyrime, M. celatum ir kai kurios j M. terrae panasios padermés atitiks
teigiamus MTD tyrimo rezultatus. Prie 30 CFU tyrime, M. celatum atitiko 26,772 RLU, o j M. terrae panaSios
padermés iSsidesté nuo 19,470 iki 49,976 RLU.

E. Aptikimo ribos
MTD tyrimu buvo aptikta trisdeSimt (30) M. tuberculosis padermiy i§ plataus geografinio pasiskirstymo,
jskaitant tipines vaistams atsparias ir vaistams jautrias padermes. MTD tyrimas aptiko 1 KFV tyrimui i$ visy
30 padermiy.

F. Atstatymas
DvideSimt penkios (25) fg Mycobacterium tuberculosis rRNR (ekvivalentas 5 CFU tyrime) buvo tirti prie
540,000 KFV tyrimui (450 pL) dél Siy relevantiniy organizmy: Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium gordonae, M. avium, M.
kansasii, M. terrae, Nocardia asteroides, N. otitidis-caviarum, Corynebacterium pseudotuberculosis, C.
diphtheriae, Gordona sputi, ir Rhodococcus bronchialis. Visi tyrimo rezultatai buvo teigiami dél M.
tuberculosis rRNA esant Siems ne taikinio organizmams.
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KLAIDY APTIKIMAS

PASTEBEJIMAS

GALIMA PRIEZASTIS

REKOMENDUOJAMI VEIKSMAI

Pakilusi amplifikacijos Igsteliy
neigiama kontrolé ar méginio
apdorojimo neigiama kontrolé

(> 20.000 RLU)

Zema amplifikacijos Igsteliy
teigiama kontrolé ar méginio
apdorojimo teigiama kontrolé(<
500.000 RLU)

Nepakankamas maiSymas ar
nepakankamas tdris po
mikobakterijy pasirinkimo
reagento (S) jdéjimo.

Neapdairiai atliktos reakcijos,
kuriy metu buvo jnestas
uzterStumas.

Praleistas 5 minuciy
atvésinimo etapas.

Laboratorijos pavirsiy ar
reagenty uzterStumas.

Prie$ nuskaitymg liuminometre
mégintuvéliai nebuvo
nusluostyti.

Amplifikacija buvo atlikta vir$
nurodyty temperatdros riby.

Amplifikacijos reagentas buvo
jlasintas ant mégintuvélio
sienelés, o ne j dugna.

Buvo atliktas nepakankamas
maiSymas po tuberkuliozés
mikobakterijy hibridizavimo
reagento jdéjimo.

Per daug jdéta pasirinkimo
reagento.

Pasirinkimo etapas uZsitesé
ilgiau nei rekomenduojama.

Mégintuvéliai buvo vésinami
prie Zemesnés nei 42°C
temperatiros po inkubavimo
prie 95°C.

Aptikimo reagento linijos yra
uzterstos.

Atlikite tinkamg maiSyma. Jsitikinkite,
kad yra pridétas reikiamas taris.
Vizualiai jvertinkite, ar tirpalas yra
vienodai rozinis po purtymo.

Labai atsargiai ir kruopsciai
dozuokite. Panaudoti reakcijy
mégintuvéliai turi bati nukenksminti
buitiniu balikliu, atskiestu santykiu
1:9, kaip aprasyta TYRIMO
PROCEDUROJE. Laboratorijos
darbastaliai, sauso karSc¢io vonelés,
vandens vonelés ir dozatoriai turi
bati nukenksminti buitiniu balikliu,
atskiestu santykiu 1:1, kaip aprasyta
TYRIMO PROCEDUROJE.

Mégintuvéliai turi bati nusluostomi
drégnu audeklu ar ne medvilniniu
popieriniu ranks$luosciu prie
nuskaityma liuminometre.

Patikrinkite vandens vonelés ir/ar
sauso karscio vonelés temperatirg
ir, jei reikia, nustatykite temperatirg,
nurodytg procediroje.

Purtykite kaip nurodyta.
(zr.Hibridizacijg, 2 etapa) Vizualiai
jvertinkite, ar tirpalas yra vienodai
geltonas po purtymo.

Patikrinkite dozatoriaus tdrio
nustatyma.

Stebékite, kad pasirinkimo etape
inkubacijos prie 60°C laikas baty 15
minudiy.

Perneskite mégintuvélius tiesiai i$
95°C sauso karscio vonelés j 42°C
vandens vonele/sauso kars¢io
vonele.

Atlikite Silto vandens uzpylimus, kaip
nurodyta instrumento naudojimo
instrukcijoje.
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PASTABOS

A. Kaitinimo blokai turi turéti Sulinélius, tinkamus 12 x 75 mm mégintuvéliams. Rekomenduojame naudoti
Hologic sauso kars¢io voneles.

B. Mikrocentrifuginiai meégintuvéliai uzsukamais kamsteliais yra rekomenduojami uzSaldyty kiekiy laikymui.
Individualiai uz3aldyti kiekiai gali bati uzSaldomi ir atSildomi tik vieng karta, nenaudokite beSerkSniy Saldytuvy.

C. UzSaldyty kiekiy laikymui yra rekomenduojami krio-buteliukai. Individualiai uzSaldyti kiekiai gali bati
uzSaldomi ir atSildomi tik vieng karta, nenaudokite beSerksniy Saldytuvy.

D. Dél purtymo jrangos skirtumy ir grei¢io variacijy, gali prireikti ilgesnio purtymo laiko. Nustatykite purtyklés
greitj ir laikykités nurodymy, pateikty PROCEDUROS PASTABOSE, E skyriuje. Adekvatus purtymas yra
batinas norint gauti tikslius tyrimo rezultatus. Laikas, pratestas iki 15 sekundziy, nejtakos tyrimo rezultaty.
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