HOLO(BIC® AccuProbe

Mycobacterium Tuberculosis Complex Culture Identification Kit

(Hologic artikkelnummer 102860)
Kun for eksport.

Beregnet bruk

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST eren
hurtig “DNA probe test” der det benyttes nukleinsyrehybridisering for a identifisere Mycobacterium
tuberculosis (TB kompleks) isolert fra kultur (dyrking). TB-komplekset bestar av fglgende arter:
M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, og M. canetti (8, 11).

Sammendrag og beskrivelse av testen

Organismene som utgjer TB-komplekset er ansvarlige for betydelig sykelighet og dedelighet hos
mennesker. Av de patogene organismene i TB-komplekset som isoleres fra mennesker, er M. tuberculosis
er den mest vanlige. 21 244 nye tuberkulosetilfeller ble meldt i 1988 (2). M. bovis BCG kan overfgres fra
infiserte dyr til mennesker (6). M. africanum forarsaker pulmonal tuberkulose i tropiske deler av Afrika (9),
mens M. microti primaert infiserer dyr.

Tuberkulose er sveert smittsomt, og derfor er rask diagnose viktig. For de fleste kliniske laboratorier er det
tilstrekkelig & fastsla at et gitt isolat tilh@rer TB-komplekset fordi sannsynligheten for at det skulle dreie seg
om en annen art enn M. tuberculosis er sveert liten (5, 6, 10). Det finnes et antall biokjemiske tester som
anbefales for nzermere artsbestemmelse av bakterier tilhgrende TB-komplekset i tilfelle ytterligere
differensiering er ngdvendig.

Klassiske metoder for identifisering av mycobakterier stotter seg til farging av syrefaste staver, etterfulgt av
dyrking og biokjemisk testing. Det kan ta opptil to maneder a artsbestemme et gitt isolat ved bruk av disse
standardmetodene (3).

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
identifiserer TB-kompleks, isolert ved dyrkning, pa under en time.

Prinsipper som prosedyren bygger pa

Tester som bygger pa nukleinsyrehybridisering benytter seg av evnen komplementaere nukleinsyretrader
har til & spesifikt feste seg til hverandre slik at stabile dobbelttrddete komplekser dannes (4).
AccuProbe system gjer bruk av en kjemiluminescensmerket enkeltradet DNA-probe som er komplementaer
til malorganismens ribosomale RNA. Etter at ribosomalt RNA er frigjort fra organismen, vil den merkede
DNA-proben bindes til malorganismens ribosomale RNA og danne et stabilt DNA:RNA-hybrid. Reagent 3
(Selection Reagent) gjer det mulig & skille mellom ikke-hybridiserte og hybridiserte prober. De merkede
DNA:RNA-hybridene males i et Hologic luminometer. En luminometermaling lik eller stgrre enn cut-off
regnes som positivt resultat, mens verdier under cut-off er negative.

Reagenser

Merknad: For informasjon om eventuelle fare- og sikkerhetssetninger som kan veere forbundet med
reagenser, se Safety Data Sheet Library (HMS-biblioteket) pa www.hologic.com/sds.

Reagenser for ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST kommer i tre separate reagenskit:

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX PROBE KIT

Probe Reagent (P) (4 x5 rar)
Mycobacterium tuberculosis-kompleks.
Lysing Tubes (LT) (1x20 rar)

Glasskuler og buffer.
ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

Reagent 1 (Lysis Reagent) (1) 1x10 ml
bufret Igsning inneholdende 0,04 % natriumazid.
Reagent 2 (Hybridization Buffer) (2) 1x10 ml

bufret Igsning.
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Advarsler og forholdsregler AccuProbe

Reagent 3 (Selection Reagent) (3) 1x60 ml
bufret l@sning.

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT

Detection Reagent | (RI) 1x240 ml
0,1 % hydrogenperoksid i 0,001 N. salpetersyre
Detection Reagent Il (RIl) 1x240 ml

1 N natriumhydroksid.

Advarsler og forholdsregler
A. Bare for in vitro diagnostisk bruk.
Falg allment aksepterte forholdsregler under utfgring av dette assayet (1).

Kun til bruk til identifisering av TB-kompleks fra dyrkningsisolat.
Benytt bare utstyr som medfalger eller spesifisert engangsutstyr for laboratoriebruk.

moo w

Handtering av dyrkingskulturer og alle prosedyretrinn til og med varmeinaktiveringstrinnet skal utfgres i
sikkerhetskabinett (Biologisk sikkerhetskabinett klasse II).

m

Reagenser i dette kitet inneholder natriumazid, som kan reagere med bly- eller kopperrgr og utvikle
potensielt eksplosive metallazider. Nar disse reagensene avhendes, ma stoffet alltid fortynnes med
store mengder vann for a hindre utvikling av azid i rgrsystemet.

G. Unngéa at Detection Reagent | og Detection Reagent Il kommer i kontakt med hud, gyne eller
slimhinner. ADVARSEL: PRODUKTET ER ETSENDE. Dersom en far disse reagensene pa seg ma det
vaskes bort med vann. Ved sgl ma en fortynne med vann fer det tarkes opp.

Hensyn ved lagring og handtering

Probe Reagent Tubes ma lagres i folieposene ved 2 °C - 8 °C. Probe Reagent Tubes er stabile i uapnede
poser inntil den angitte utlepsdatoen. Etter at en pose har blitt apnet bar den gjenforsegles, og rarene bar
brukes innen to maneder, og fer utlgpsdatoen.

Qvrige reagenser brukt i ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST kan lagres ved 2 °C — 25 °C og vil vaere stabile frem til den oppgitte utlgpsdatoen.

REAGENSENE MA IKKE FRYSES.

Provetaking og -klargjering

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
benyttes for a identifisere TB-kompleks isolert ved dyrkning.

A. Faste medier. Vekst fra fast medium, som for eksempel Léwenstein-Jensen skraagar eller
Middlebrook 7H10 eller 7H11 skaler, som viser tegn pa TB-kompleks skal testes. Testen kan
utfgres sa snart vekst vises, og i lgpet av den 60 dager lange inkubasjonstiden.

1. Koloniene plukkes ved bruk av en 1 pl engangsgse, en podenal ("wire loop”) eller tilsvarende.
Fordi bakteriecellene etterpd skal resuspenderes i et mindre veeskevolum, bgr en ikke bruke
prevetakingspinner.

Unngéa a fa med noe av det faste mediet.

3. Man kan pa dette stadiet velge a rendyrke isolatet for & kontrollere at man har benyttet
renkultur.

B. Flytende medier. Vekst i Middlebrook 7H9 buljong med turbiditet lik eller hgyere enn 1 McFarland
(McFarland 1 Nephelometer Standard), kan testes med bruk av ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. Pipetter 100 pl fra den godt
blandede buljongsuspensjonen til Lysing Reagent Tube som beskrevet nedenfor.
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AccuProbe Materialer som medfelger

Materialer som medfalger

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
Hologic artikkelnummer 102860

20 tester
Probe Reagent (P) 4 x5rgr
Lysing Tubes (LT) 1x 20 ror

Nodvendige materialer og utstyr som ikke medfalger
1. 1 pl sterile engangsgser, podenaler ("wire loop”) eller tilsvarende for & plukke kolonier.
Kontrollstammer (referansestammer)
Vannbad eller tarrvarmebad* (59,5 °C — 61 °C)
Vannbad eller tgrrvarmebad * (95 °C £ 5 °C)
Mikropipetter (100 pl, 300 pl)
Repeat pipettor (100 pl, 300 pl)
Vortexmikser
McFarland 1 Nephelometer Standard

* Varmeblokkene i tgrrvarmebadet (Dry Heat Bath) ma ha brgnner som passer til 12 x 75 mm rar.
Hologic Dry Heat Bath anbefales.

N RAON

Utstyr tilgjengelig hos Hologic sin norske distributor

Hologic Leader 50i Luminometer
(Hologic artikkelnummer 103100i)

Hologic Ultrasonic Water Bath
(Hologic Cat. No. 901104)

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT
(Hologic Cat. No. 102800)

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT
(Hologic artikkelnummer 201791)

Dry Heat Bath (59,5 °C — 61 °C)
Dry Heat Bath (95 °C + 1 °C)
Dry Heat Bath (59,5 °C- 61 °C/95 °C £ 1 °C)

Hologic Ultrasonic Water Bath Rack
(Hologic artikkelnummer 104027)

Testprosedyre
A. KLARGJZRING AV UTSTYR

1. For optimal overfgring av ultralyd (sonic energi), ma vannet ha vaert grundig avgasset ved bruk av
falgende prosedyre:

a. Tilsett nok vann slik at ultralydbadet fylles opp til en halv tomme fra toppen av beholderen.
b. Soniker i 15 minutter slik at vannet avgasses grundig.

2. Still en varmeblokk eller et vannbad pa 59,5 °C — 61 °C, og en annen varmeblokk eller et annet
vannbad pa 95 °C = 5 °C.

3. Klargjer Hologic luminometeret for bruk. Kontroller at det er tilstrekkelig mengde Detection Reagent
| og Detection Reagent Il til & kunne utfare testene.
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Merknader til prosedyren AccuProbe

B. KONTROLLER

| hvert laboratorium bgr positive and negative kontrollstammer rutinemessig testes i henhold til gjeldende
bestemmelser. En Mycobacterium tuberculosis kultur (f.eks. American Type Culture Collection,
ATCC 25177) kan benyttes som positiv kontroll, mens en Mycobacterium avium kultur (f.eks. ATCC 25291)
kan benyttes som negativ kontroll.

KLARGJQZRING AV PRGVER

C.

1.

Merk et tilstrekkelig antall Lysing Reagent Tubes for testing av isolatene og/eller kontrollene. Fjern,
men behold korkene.

2. Pipetter 100 pl Reagent | (Lysis Reagent) og 100 ul Reagent 2 (Hybridization Buffer) til alle Lysing
Reagent Tubes. Dersom det er kultur fra flytende medium som skal testes, skal ikke Reagent
1 tilsettes Lysing Reagent Tubes.

3. Overfer prave fra fast medium, eller 100 pl av godt blandet buljongkultur, til de merkede Lysing
Reagent Tubes slik det er beskrevet i avsnittet "Pravetaking og —klargjgring”. Ved testing av vekst
fra fast medium, snurres gsen eller podenalen i de fortynnede blandingene av Reagent 1 og
Reagent 2 for & lgsrive celler

4. Kork Lysing Reagent Tubes og vortex kort.

LYSERING AV PRGVE

1. Senk Lysing Reagent Tubes ned i stativet (Ultrasonic Water Bath Rack) slik at reaksjonsblandingen
i bunnen av regrene holdes under vaeskeflaten mens korkene er over vannet. Senk stativet i
ultralydbadet. RGRENE MA IKKE KOMME NZR BUNNEN AV ULTRALYDBADET ELLER DETS
SIDER.

2. Soniker i 15 minutter.

3. Sett Lysing Reagent Tubes, som inneholder de sonikerte organismene, i en varmeblokk eller et
varmebad i 10 minutter ved 95 °C £ 5 °C.

4. Ta Lysing Reagent Tubes forsiktig ut av varmeblokken eller vannbadet.

HYBRIDISERING

1.

Apne folieposen ved & skjeere av toppen pa posen. Ta ut tilstrekkelig antall Probe Reagent Tubes
for a teste isolatene og/eller kontrollene. Lukk posen igjen ved a brette den apne enden flere ganger
og bruk tape eller en klemme for & sikre lukkingen. La terremidlet forbli i posen.

2. Merk et tilstrekkelig antall Probe Reagent Tubes for & teste isolatene og/eller kontrollene. Fjern,
men behold korkene.

3. Pipetter 100 pl lysert prove fra Lysing Reagent Tubes til korresponderende Probe Reagent Tubes.

4. Kork Probe Reagent Tubes pa nytt, og inkuber i 15 minutter ved 59,5 °C — 61 °C (7) i et vannbad
eller pa en varmeblokk.

SELEKSJON

1. Fjern Probe Reagent Tubes fra vannbadet eller varmeblokken. Ta av, men behold korkene.
Pipetter 300 pl Reagent 3 (Selection Reagent) til hvert rar. Sett korkene pa rgrene igjen og vortex
for a blande godt.

2. Inkuber Probe Reagent Tubes i 10 minutter ved 59,5 °C — 61 °C i et vannbad eller pa en
varmeblokk.

3. Ta Probe Reagent Tubes ut av vannbadet eller varmeblokken og la dem sta ved romtemperatur i

minst 5 minutter. Fjern korkene og kast dem. Les av resultatene innen 1 time ved bruk av
luminometeret.

DETEKSJON/PAVISNING

1.
2.

3.

Velg riktig protokoll fra luminometer-softwarens meny.

Terk utsiden av hvert rar ved hjelp av et fuktig papirhandkle eller lignende, for & fierne eventuelle
urenheter, og sett rgrene deretter inn i luminometeret slik det beskrives i instrumentmanualen.

Nar malingen er fullfart fiernes rerene fra luminometeret.

Merknader til prosedyren

A. REAGENSER: Reagent 2 (Hybridization Buffer) kan presipitere. Oppvarming og blanding av lgsningen
ved 35 °C - 60 °C vil Igse opp det utfelte stoffet.
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AccuProbe Resultater

B. TEMPERATUR: Hybridiserings- og seleksjonsreaksjonene er temperaturavhengige. Det er derfor helt
ngdvendig a holde vannbadet eller varmeblokken innenfor det spesifiserte temperaturomradet.

C. TID: Hybridiserings- og seleksjonsreaksjonene er tidsavhengige. Hybridiser i minst 15 minutter, men
ikke i mer enn 20 minutter. Inkuber Probe Reagent Tubes under SELEKSJONS-trinnet i minst 10
minutter, men ikke i mer enn 11 minutter.

D. VANNBAD: Vannstanden i vannbadet ma holdes pa samme niva gjennom hele prosessen for a sikre at
Lysing Reagent Tubes er neddykket opp til, men ikke over forseglingsringen. Det ma ogsa sikres at hele
volumet av flytende reagens i Probe Reaction Tubes er under vann.

E. VORTEX: Det er avgjgrende at man har en homogen blanding under trinnene KLARGJZRING AV
PROJVER og SELEKSJON, spesielt etter at celler er tilsatt Reagent 1 og 2, og etter tilsetting av Reagent
3.

F. FEILSGKING

1. Forhgyede negative kontrollverdier (Mycobacterium avium ATCC 25291) pa mer enn 10 000 RLU
(Relative Light Units) med Leader luminometeret eller 300 PLU (Photometric Light Units) med
AccuLDR (tidligere PAL) luminometeret, kan skyldes utilstrekkelig blanding etter tilsetting av
Reagent 3 (Selection Reagent), eller at man utfgrer testen pa blandingskulturer. Fordi
blandingskulturer forekommer, kan man kontrollere for multiple kolonityper ved & rendyrke pa et
egnet medium og inkubere.

2. Lave positive kontrollverdier (M. tuberculosis ATCC 25177) pa mindre enn 30 000 RLU med Leader
luminometeret eller 900 PLU med AccuLDR (tidligere PAL) luminometeret kan skyldes utilstrekkelig
celleantall, uriktig sonikering, eller at en tester blandingskulturer eller gamle kulturer. Fordi
blandingskulturer forekommer, kan man kontrollere for multiple kolonityper ved a rendyrke pa et
egnet medium og inkubere.

Resultater
A. TOLKING AV RESULTATER

Tolking av ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION
TEST baseres pa cut-off verdiene nedenfor. Prgver som gir signaler hgyere eller lik disse cut-off verdiene
regnes som positive. Signaler svakere enn cut-off verdiene regnes som negative. Resultater som ligger i
omradet "Repeat Range” bar gjentas.

AcculLDR Leader
(tidligere PAL)
Cut-off verdi 900 PLU 30 000 RLU
Repeat Range 600 - 899 PLU 20 000 - 29 999 RLU

B. KVALITETSKONTROLL OG RESULTATENES TROVERDIGHET

Negativ kontroll (f.eks. M. avium, ATCC 25291) og positiv kontroll (f.eks. M. tuberculosis, ATCC 25177) bar
oppna felgende verdier:

AccuLDR Leader
(tidligere PAL)
Negativ kontroll <300 PLU <10 000 RLU
Positiv kontroll > 900 PLU > 30 000 RLU

Begrensninger

Metoden har veert utprgvd pé ferske kulturer fra faste medier, og buljonger angitt under avsnittet
"Prgvetaking og —klargjgring”. Testens egnethet har ikke vaert prgvet pa direkte klinisk prgvemateriale
(f.eks. urin, avfgringsprgver eller respiratoriske praver).

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
skiller ikke mellom arter inen TB-komplekset, dvs. M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum,
M. microti, og M. canetti. Probe Reagent reagerer ikke med atypiske mykobakterier (MOTT, mycobacteria
other tha tubercle bacilli).

Resultater fra ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST bar tolkes og vurderes i sammenheng med andre laboratorie- og kliniske funn som
er tilgjengelig for klinikeren.
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Forventede verdier AccuProbe

Forventede verdier

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST ble
pa to forskjellige lokaliteter sammenliknet med standardmetoder for dyrking og -biokjemiske metoder med
henblikk pa identifikasjon. Man benyttet ialt 612 isolater av TB-komplekset, 748 isolater fra 28 andre
Mycobacterium-arter, og 7 andre mikrobielle isolater fra én annen slekt. Standardmetode for identifikasjon
er basert pa vekstrate, kolonienes morfologi, mikroskopi, og en rekke biokjemiske reaksjoner. Isolatene ble
beskrevet som enten positive (= 30 000 RLU) eller negative (< 30 000 RLU). Verdiene for negative kulturer
varierte fra 226 til 33 343 RLU, og variasjonen var mellom 4 163 og 646 053 RLU for positive kulturer. En
sammenlikning av disse resultatene med resultater fra standardmetoder for identifisering vises nedenfor.

ACCUPROBE / Identifikasjon fra dyrkning

AccuProbe Pos Pos Neg Neg Sensitivitet/ Prosent

Dyrkning Pos Neg Pos Neg Spesifisitet overensstemmelse
Lokalitet 1 422 1 1 541 99,8 %/99,1 % 99,8 %

Lokalitet 2 185 0 4 213 98,9 %/100 % 99,0 %

Totalt 607 1 5 754 99,2 %/99,9 % 99,6 %

Da de avvikende prgvene ble testet om igjen oppnadde man korrekte resultater i alle tilfeller unntatt ett. Dette
isolatet var fra lokalitet 2, og kulturen hadde dedd ut.

Ytelseskarakteristikk
A. PRESISJON INNEN DEN ENKELTE KJ@RING

Presisjon innen den enkelte kjgring (’Intra-assay-presisjon”) med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST ble beregnet ved & teste to
konsentrasjoner av ribosomalt RNA isolert fra Mycobacterium tuberculosis, med 10 replikater i hvert
oppsett.

Prove A B

Antall replikater 10 10
Gjennomsnittlig respons 51939 126 563
Standardavvik 1980 5 869
Variasjonskoeffisient 3,8 % 4,6 %

B. PRESISJON MELLOM ULIKE KJZRINGER

Presisjon fra en kjgring til en annen ("inter-assay-presisjon”) ble beregnet ved a teste enkeltpraver av de to
samme konsentrasjonene av ribosomalt RNA fra Mycobacterium tuberculosis i 12 pafglgende kjgringer.

Prove A B

Antall replikater 12 12
Gjennomesnittlig respons 51 522 126 227
Standardavvik 1952 4 575
Variasjonskoeffisient 3,8 % 3,6 %

C. SPESIFISITET

94 ATCC-isolater ble undersgkt med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX
CULTURE IDENTIFICATION TEST. Disse isolatene representerte i alt 92 arter fra 40 slekter. Seks isolater
av TB-komplekset (M. africanum, M. bovis, M. microti, and M. tuberculosis), 25 isolater fra 25 andre
Mycobacterium-arter, og 63 isolater fra 39 andre slekter som representerte en fylogenetisk blanding av
organismer. Alle TB-kompleksisolatene som ble testet ga positivt resultat ved bruk av ACCUPROBE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. De g@vrige
Mycobacterium-artene som ble testet, og den representative fylogenetiske blandingen av isolater, reagerte
ikke i testen.

D. GJENKJENNELSE

Ribosomalt RNA fra Mycobacterium tuberculosis i konsentrasjoner varierende fra 5 x 10™ Mg til 1 x 10" Mg
pr. preve ble testet i naerveer av 30 millioner celler fra enten M. avium, M. kansasii, eller Nocardia
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AccuProbe Litteratur

asteroides. Det ble ikke observert noen interferens med M. tuberculosis-signaler, og de andre
tilstedevaerende organismene reagerte ikke med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST.
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