HOLOGIC Amplified MTD"

AMPLIFIED MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
DIRECT TEST

Pro diagnostické pouZziti in vitro (Kit na 50 testu)
(bioMérieux ref. 39006 / Hologic kat. ¢. 301001)

URCENE POUZITI

Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) Test firmy Hologic je test pomoci sondy nukleové kyseliny
s apmlifikaci cilové sekvence pro in vitro diagnostickou detekci rRNA komplexu Mycobacterium tuberculosis v
sedimentech pfipravenych ze sputa (indukovaného nebo vykaslavaného), bronchialnich vzork{ (napf.
bronchoalveolarnich vyplachl nebo bronchialnich aspiratl) nebo trachealnich aspirata.

VAROVANI

Uginnost tohoto testu nebyla prokazana pfi pfimé detekci rRNA M. tuberculosis z jinych klinickych vzork( (napf.
krve, mocCi nebo stolice). Charakteristiky testu MTD nebyly stanoveny pro sedimenty zpracované jinym nez
popsanym zplsobem nebo uchovavané po riizna ¢asova obdobi nebo pfi jinych teplotach, nez jsou uvedeny

v tomto pfibalovém letaku.

Pozitivni sedimenty se musi kultivovat pokud se ma urcit, zda vedle komplexu M. tuberculosis je pfitomen i
komplex jinych mykobakterii nez tuberkul6znich (Mycobacteria other than tuberculosis- MOTT), a k provedeni
citlivosti na antimykobakterialni latky. Kultivace na acido rezistentni bacily se také musi provést, pokud se ma
stanovit, ktery podtyp komplexu M. tuberculosis (napf. M. bovis) je pfitomen.

Ackoliv pfi klinickych hodnocenich byly testovany vzorky od pediatrickych pacientd, HIV pozitivnich pacientll a
pacientl s infekci MOTT, celkové pocty nebyly dostacujici k vyvozeni definitivniho zavéru, ze u téchto
specifickych populaci pacient nebyly Zadné vyznamné rozdily v charakteristikach stanoveni.

Test MTD nebyl pouzit u vzorkd od pacientl Ié¢enych antituberkulotiky k uréeni bakteriologického vylééeni nebo
k monitorovani odpovédi na takovou Iécbu.

Vzorky s krvi se pomoci testu MTD nesméji zkouSet.

UPOZORNENI

A. Pro diagnostické pouziti in vitro.

B. Test MTD je specificky pro ¢leny komplexu M. tuberculosis, ale neni zpusobily mezi nimi, tj. mezi M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti a M. canetti (13), rozliSovat. M. celatum a
organismy podobné M. terrae budou zkfizené reagovat pokud jsou pfitomny v koncentraci vysSi nez 30 CFU
(colony forming units -CFU) na test. M. celatum a organismy podobné M. terrae jsou vSak vzacnymi
klinickymi izolaty.

C. Negativni test nevyluCuje moznost izolace organismu komplexu M. tuberculosis ze vzroku. Vysledek testu
muZe byt ovlivnén odbérem vzorku a jeho transportem, variabilitou odbéru vzorku, chybami laboratornich
postupu, chybnymi identifikacemi vzorku a chybami transkripce.

D. Pouzivejte pouze k detekci ¢lend komplexu M. tuberculosis ze sedimentl pfipravenych podle postupt
NALC-NaOH nebo NaOH, které doporucily Centers for Disease Control (CDC)’. Tento test Ize pouzit pouze
na koncentrovanych sedimentech pfipravenych ze sputa (indukovaného nebo vykaslavaného), trachealnich
aspiratli nebo bronchialnich vzorkt (napf. bronchoalveolarnich vyplachli nebo bronchialnich aspiratd). Pfi
resuspendovani sedimentu ve fosfatovém pufru se musi postupovat peclivé, aby se zajistilo, Ze koncentrace
fosfatu bude 67 mM’.

E. Zamezte kontaktu detek&nich Cinidel | a Il s kiizi, oima a sliznicemi. Pokud ke kontaktu dojde, oplachnéte
postizené misto vodou. Pokud dojde k rozliti t&chto Cinidel, nafedte je pfed utfenim do sucha vodou.

F. P¥i provadéni tohoto testu dodrzujte obvykla opatieni*. Pfiprava natravenych a dekontaminovanych
sedimentl a postupy MTD se musi provadét s ohledem na postupy biologické urovné bezpecénosti 2
(Biosafety Level 2)°.

Pouzivejte pouze dodavané nebo doporuc¢ené jednorazové laboratorni vybaveni.

H. Pracovni povrchy, pipetovaci zafizeni a vybaveni se musi dekontaminovat od amplikond RNA pomoci
domaciho bélidla v fedéni 1:1 (1 dil bélidla a 1 dil vody) podle popisu v oddilu POSTUP TESTU. Pracovni
povrch se smi k odstranéni bélidla setfit vodou po 15 minutach.

I.  Pfi provadéni tohoto testu se museji pouZzivat ,positive displacement* nebo ,.air displacement” davkovaci
pipety s hydrofébné uzavienymi Spickami. PFi pfenaseni lyzatu z lyzovaci zkumavky do amplifikagni
zkumavky se musi pouzit prodlouzené hydrofébné uzaviené $picky. Na kazdou reakéni zkumavku se musi
pouzit zvlastni jednorazova $picka. Je nutno zamezit tomu, aby se nad stojankem se zkumavkami
manipulovalo s pipetovaci $pic¢kou obsahujici vzorek. Pouzité pipetovaci $picky se musi ihned zlikvidovat do
pfihodné nadoby na biologicky nebezpeény odpad.

®
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J. Po pfidani lyzatu do zkumavky davkovaci pipetou zamezte dotyku zkumavky s pipetovaci Spi¢kou, aby se
minimalizovala moznost pfenosu z jedné zkumavky do druhé. Proud &inidla musi sméfovat proti vnitfni sténé
zkumavky, aby se zabranilo rozstfiknuti obsahu. Pro omezeni kontaminace pfenosem je dllezité peclivé
pipetovani.

K. Pfikrocich, které pfedchazeji amplifikaci a v krocich po amplifikaci se musi pouzivat oddélena pipetovaci
zafizeni.

L. Po odecteni reakénich zkumavek v luminometru, zkumavky dekontaminujte a peclivé je zlikvidujte podle
popisu v oddilech POSTUP TESTU a POZNAMKY K POSTUPU, aby se zamezilo kontaminaci laboratorniho
prostfedi amplikony.

M. Uzaviraci karty nebo patentni uzavéry se musi ihned po sejmuti z reakénich zkumavek zlikvidovat do
pfihodné nadoby na biologicky nebezpeény material. K zamezeni zkfizené kontaminace se vzdy museji
pouzivat Cerstvé karty nebo patentni uzavéry. Tyto materialy se NIKDY nesméji pouzit opakované poté, co
byly pouzity v pfedchozim kroku. Uzaviraci karty se musi na vr§ky vSech reakénich zkumavek pevné
pfipevnit.

N. Vodni lazen béhem inkubace nezakryvejte, zvlasté pfi pouziti patentnich uzavért. (Voda sraZzena na krytu

muze byt moznym zdrojem kontaminace.)

Pro dosazeni spravnych vysledkl testu je nezbytné adekvatni vortexovani po pfidani selekéniho €inidla.

P. Doporucuje se vytvofit oddélenou oblast pro €ast hybridizaéniho ochranného stanoveni (Hybridization
Protection Assay - HPA) k minimalizaci kontaminace stanoveni amplikonem. Tato uréend oblast by méla byt
oddélena od oblasti pfipravy vzorku a €inidla a od amplifikacnich oblasti.

Q. Zabranéni kontaminace prostredi laboratofe amplikony napom(ize, pokud bude prostfedi laboratofe
usporadano do jednosmeérného pracovniho toku. Napfiklad postupujte od pfipravy vzorku a Cinidla k
amplifikaci a poté k oblastem HPA. Vzorky, vybaveni a ¢inidla se nesméji vracet do oblasti, kde byl proveden
predchozi krok. Rovnéz personal se nesmi vracet do pfedchozich pracovnich oblasti bez provedeni fadnych
dekontaminaénich opatfeni. Zvlasté se doporucuje, aby biologicky bezpecny box pouzivany ke zpracovani
vzorkl nebyl pouzivan k provadéni testu MTD.

o

SOUHRN A VYSVETLENI TESTU

Test MTD vyuziva amplifikaci zprostfedkovanou transkripci (Transcription-Mediated Amplification - TMA) a
hybridizaéni ochranné stanoveni (Hybridization Protection Assay - HPA?) ke kvalitativni detekci ribozomalni
ribonukleové kyseliny (rRNA) komplexu M. tuberculosis. Test MTD bude detekovat rRNA jak z kultivovatelnych,
tak z nekultivovatelnych organismi. Organismy komplexu M. Tuberculosis zahrnuji M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis BCG, M. africanum, M. microti a M. canetti (12,13). Test MTD bude detekovat vSechny organismy spadajici
do komplexu M. tuberculosis. M. microti vSak infikuje pouze zvifata, M. bovis se z infikovanych zvifat na ¢lovéka
pfenasi jen vzacné a M. africanum zpUsobuje v tropické Africe u lidi plicni chorobu®?. M. tuberculosis je zdaleka
nejbéznéjsim ¢lenem komplexu, ktery je v celém svété odpovédny za onemocnéni lidi. Centers for Disease
Control nyni hlasi narast incidence tuberkulézy doprovazejici AIDS, cizorodych pfipadl a zvySeni pfenostl u
vysoce rizikovych populaci®®. Do$lo rovnéz k nartstu poétu kmen( M. tuberculosis, které jsou rezistentni na jedno
nebo vice antituberkulotik!!. Dopady téchto skute¢nosti na vefejné zdravi jsou vazné.

Konvenéni kultivaéni postupy mohou detekovat riist tuberkuldzy jiz za 1 tyden, ale mohou trvat az 8 tydna”1°. Pro
srovnani test MTD umozniuje detekovat rRNA komplex M. tuberculosis béhem 2,5 az 3,5 hodin po zapoceti testu.
Zatimco tedy test MTD nemuze zjistit citlivost na I1é€iva, muze vést k rychlé a spolehlivé detekci M. tuberculosis.
To by mohlo vést k pfihodnéjSimu vyuziti izolacnich zafizeni, pfihodnéjSi pocatecni terpaii a Casnéjsi detekci a
zachyceni infikovanych kontakt(s.

PRINCIPY STANOVENI

Test MTD je dvoudilnym testem, pfi kterém amplifikace a detekce probihaji v jediné zkumavce. Na poc¢atku se
nukleové kyseliny uvolni z bakterialnich bunék ptsobenim ultrazvuku. K denaturaci nukleovych kyselin a

k rozruSeni sekundarni struktury rRNA se pouzije teplo. Metoda transkripce zprostfedkované amplifikaci
(Transcription-Mediated Amplification - TMA) firmy s vyuZzitim konstantni teploty 42 °C poté specificky amplifikuje
mykobakterialni cilovou rRNA transkripci intermediatli DNA, coZ vede ke vzniku mnohocetnych kopii amplikonu
mykobakterialni RNA.

Sekvence specifické pro komplex M. tuberculosis se poté v RNA amplikonu detekuji pomoci metody
hybridizagniho ochranného stanoveni (Hybridization Protection Assay - HPA) firmy 2. Cinidlo Mycobacterium
Tuberculosis Hybridization Reagent obsahuje jednofetézcovou DNA sondu s chemiluminescenéni znackou. Tato
sonda je komplementarni k sekvencim specifickych pro komplex M. tuberculosis. Pokud se mezi sondou a
specifickymi sekvencemi vytvofi stabilni hybridy RNA:DNA, vybere se hybridizovana sonda a zméfi se

v luminometru Leader™.

CINIDLA (KIT NA 50 TESTU)

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

Cinidla pro test MTD jsou poskytnuta nasledovné:
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Nazev €inidla a jeho objem
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFICATION TRAY

Mycobacterium Specimen Dilution Buffer (SDB) 1x25ml
Roztok pufrovany Tris obsahujici < 3 % detergentu

Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A) 1x3ml
Nukleové kyseliny lyofilizované v roztoku pufrovaném tris (je-li v rekonstituovaném stavu)
obsahujicim 5 % zbytriovaciho &inidla

Mycobacterium Amplification Buffer (AB) 1x3ml
Vodny roztok s obsahem konzervancii

Mycobacterium Oil Reagent (O) 1x10ml
Silikonovy olejl

Mycobacterium Enzyme Reagent (E) 1x15ml
Reverzni transkriptaza a RNApolymeraza lyofilizované v HEPES (je-li v rekonstituovaném stavu)

pufrovaném roztoku obsahujicim

< 10% zbytriovaciho ¢&inidla a = 15 mM N-acetyl-L-cysteinu
Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer (EDB) 1x15ml
Roztok pufrovany Tris obsahujici surfaktant a glycerol

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS HYBRIDIZATION TRAY

Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) 1x6ml
< 100 ng/lahvi¢kul neinfekéni DNA sondy s chemiluminescenéni znackou (je-li v rekonstituovaném stavu)
lyofilizované v jantaranem pufrovaném roztoku obsahujici zbytriovaci ¢inidla a detergent

Mycobacterium Hybridization Buffer (HB) 1x6ml
Jantaranem pufrovany roztok obsahujici < 4 % detergentu

Mycobacterium Selection Reagent (S) 1x15ml
Boratem pufrovany roztok obsahujici surfactant

Mycobacterium Lysing Tubes (LT) 2 x 25 Tubes

Sklenéné kulicky, zbytriovaci ¢inidlo

POZADAVKY NA SKLADOVANI A NAKLADANI S PRIPRAVKEM

A. Nasledujici kapalné nebo nerekonstituované slozky museji byt skladovany pfi teploté 2 °C az 8 °C, pfi¢emz
jsou stabilni do vyznaceného data expirace:

Mycobacterium Specimen Dilution Buffer (SDB)
Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A)
Mycobacterium Amplification Buffer (AB)
Mycobacterium Enzyme Reagent (E)

Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer (EDB)
Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H)

Rekonstituované Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A) je stabilni pfi teploté 2 °C az 8 °C 2
mésice. Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) a Mycobacterium Enzyme Reagent (E) jsou pfi
teploté 2 °C az 8 °C po rekonstituci stabilni 1 mésic nebo 2 mésice pfi teploté —20 °C nebo nizSi pokud se
uchovaji jako zmrazené alikvoty v den pocatecni rekonstituce. Zmrazené alikvoty se musi pouzit v den
rozmrazeni. Nesméji se pouzivaz bezzamrazové mrazaky.

B. Nasledujici slozky kitu jsou stabilni pfi teploté 2 °C az 25 °C do vyznaceného data expirace.
Mycobacterium Oil Reagent (O)
Mycobacterium Hybridization Buffer (HB)
Mycobacterium Selection Reagent (S)
Mycobacterium Lysing Tubes (LT)

ODBER VZORKU, JEHO UCHOVAVANI, TRANSPORT A ZPRACOVANI

Odbér a uchovavani vzorku:

Vzorky museji byt odebrany do sterilnich plastovych nadob a uchovavany pfi teploté 2 °C az 8 °C do té doby, nez
budou transportovany nebo zpracovany. Vzorky zahrnuté do klinického hodnoceni nebyly pfed zpracovanim
uchovavany déle nez 4 dny (obvykle méné nez 24 hodin).

Transport:
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Vzorky transportujte do laboratofe co nejdfive podle pfisluSnych nafizeni.

Zpracovani (dekontaminace a koncentrace):

Vzorky silné znecisténé krvi se pomoci testu MTD nesméji testovat. Test MTD je uréen k detekci rRNA ¢lent
komplexu M. tuberculosis ze sedimentu pfipravenych z obecné pfijimanych sou¢asnych adaptaci
dekontaminaénich protokold NALC-NaOH nebo NaOH popsanych CDC pomoci 1% az 1,5% roztoku NaOH po
dobu 15 az 20 minut a odstiedéni pfi =2 3,000 xg 7.

Uchovavani zpracovaného sedimentu:

Sedimenty mohou byt pfed testovanim uchovavany pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 3 dni. Sedimenty mohou
byt také uchovavany ve zmrazeném stavu pfi teploté —20 °C nebo —70 °C po dobu az 6 mésicu. Nesméji se
pouZzivat bezzamrazové mrazaky.

MATERIALY
A. Poskytnuté materialy
(bioMérieux Ref. No. 39006 / Hologic kat. ¢. 301001) 50 testu
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFICATION TRAY
Mycobacterium Specimen Dilution Buffer (SDB) 1x25ml
Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A) 1 x 3 ml (je-li v rekonstituovaném stavu)
Mycobacterium Amplification Buffer (AB) 1x3ml
Mycobacterium Oil Reagent (O) 1x10ml
Mycobacterium Enzyme Reagent (E) 1 x 1,5 ml (je-li v rekonstituovaném stavu)
Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer (EDB) 1x1,5mil
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS HYBRIDIZATION TRAY
Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) 1 x 6 ml (je-li v rekonstituovaném stavu)
Mycobacterium Hybridization Buffer (HB) 1x6ml
Mycobacterium Selection Reagent (S) 1x15ml
Mycobacterium Lysing Tubes (LT) 2 x 25 zkumavek
Uzaviraci karty 1 baliCek

B. Potrebny, ale nedodavany material
Micropipety schopné podat 25 pl, 50 ul, 100 pl, 200 pl, 300 pl a 450 pl
Vortexové misidlo
Sterilni voda (filtrovana nebo autoklavovana)
Kultivaéni zkumavky
Sterilni 3mm sklenéné kulicky
Mikrocentrifugové zkumavky se Sroubovym uzavérem
Amplifikacni pozitivni buné&né kontroly (napf. M. tuberculosis, ATCC 25177 nebo ATCC 27294)
Amplifika€ni negativni bunécné kontroly (napf. M. gordonae, ATCC 14470, nebo M. terrae, ATCC 15755)
Domaci bélidlo (5,25% roztok chlornanu)
Plastové pokryvky laboratornich stold
1000 pl pipetovaci $picky s hydrofébnimu zatkami

C. DalSi materiadly dosptupné u vaSeho distributora firmy Hologic:
LEADER 50i Luminometer (bioMérieux ref. 39400 / Hologic kat. ¢. 103100i)
Sonicator (bioMérieux ref. 39409 / Hologic kat. ¢. 901104)

Detection Reagent Kit (bioMérieux ref. 39300 / Hologic kat. . 201791)
MTD Amplification Controls (bioMérieux ref. 39223/Hologic kat. ¢. 301043F)

Dry Heat Bath # (42° + 1°C, 60° + 1°C, and 95° + 5°C) (bioMérieux ref. 39405, 39406, 39407 /
Hologic kat. €. 105524, 105524F, 105524J)

Sonicator Rack (bioMérieux ref. 39313 / Hologic kat. €. 104027)

Test tube racks (bioMérieux ref. 39311 / Hologic kat. ¢. 104769)

Extended length pipette tips with hydrophobic plugs (1250 uL) (bioMérieux ref. 39315 / Hologic kat. €. 104316)
Tubes, polypropylene, 12 x 75 mm (bioMérieux ref. 39308 / Hologic kat. €. 102440)

Snap top polypropylene caps for 12 x 75 mm tubes (bioMérieux ref. 39320 / Hologic kat. ¢. 400713)

POSTUP TESTU

Kontroly

Buriky pouzité pro amplifikacni pozitivni buné€nou kontrolu museji byt €lenem komplexu M. tuberculosis, jako je
avirulentni H37Ra (ATCC 25177) nebo virulentni H37Rv (ATCC 27294). Buriky pouzité pro negativni bunéénou
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kontrolu museji byt MOTT, jako je M. gordonae (ATCC 14470) nebo M. terrae (ATCC 15755). Kontroly nuseji byt
pfipraveny pfed testovanim vzorku.

Bunécéné kontrly museji obsahovat 25 az 150 CFU na 50 ul, aby se dosahlo kone¢né koncentrace 1 az 10 CFU
na stanoveni. Tato koncentrace se musi ovéfit kultivaci. Tyto bunééné kontroly budou pouzity pfi pfipravé kontrol
zpracovani vzorku. (viz Pfiprava vzorku.)

1. Doporucena pfiprava bunéénych kontrol

a. Do cisté kultivani zkumavky viozte 3 az 5 sterilnich 3mm sklené&nych kulicek.

b. Pridejte 1 az 2 ml sterilni vody. Pfidejte nékolik 1 pl klicek rostoucich bakterii z pfihodné kultury.
Zkumavku uzavrete a opakované pfi vysoké rychlosti vortexuijte.

c. Suspenzi nechejte 15 minut stat.

d. Supernatant pfeneste do Cisté kultivacni zkumavky. Pomoci stupnice McFarlanda upravte zakal na
stupen 1.

e. Pripravte fedéni suspenze v poméru 1:100 tak, Ze pfidate 100 pl McFarlandovy suspenze €. 1 do 10 ml
sterilni vody. Uzavrete a vortexujte. Toto je fedéni 1.

f.  PFipravte druhé fedéni v poméru 1:100 tak, Ze pfidate 100 pl fedéni 1 do 10 ml sterilni vody. Uzaviete a
vortexuijte. Toto je Fedéni 2. Toto Fedéni by mélo obsahovat pfiblizné 25 az 150 CFU na 50 ul.

Alikvotovani a uchovavani bunéénych kontrol
a. Redé&ni se musi alikvotovat do &istych mikrocentrifugaénich zkumavek se roubovym uzavérem o
objemu 1,5 ml jako alikvoty na jedno pouziti (500 pl) a uchovavat zmrazené na teplotu —20 °C 6 mésicu
nebo na teplotu —70 °C 1 rok. Nesméji se pouzivat bezzamrazové mrazaky.
Testovani doporu¢enych kontrol pozitivnich na buriky M. tuberculosis bude monitorovat pouze podstatné selhani
¢inidel. Pozitivni kontrola je uréena k monitorovani G€inku ¢inidel pouzitych pfi zpracovani na interference z
nadbytku NaOH a fosfatového pufru. Zmény postupu pokud jde o ¢asovani a teploty, které mohou ovlivnit
ucinnost amplifikace nebo adekvatnost selekéniho ¢asu nemusi byt pomoci doporu¢enych kontrol detekovany.
Lze testovat dalSi kontroly podle pokynl nebo zvlastnich pozadavku.

2. Kontroly inhibice vzorku

Pokud je test MTD negativni a IékaF ma silné podezfeni na to, Ze pacient trpi tuberkul6zou, je mozné

zkontrolovat inhibici vzorku pomoci nasledujiciho postupu:

a. Do 2 Mycobacterium Lysing Tubes (LT) (naockovana a nenaockovana) dejte 50 ul Specimen Dilution
Buffer.

b. Do jedné zkumavky (naockované) pridejte 50 ul Amplification Positive Cell Control a 450 pl sedimentu.
Do druhé zkumavky (nenaockované) pfidejte 450 ul sedimentu. Test provedte obvyklym postupem.

Interpretace

Pokud je hodnota RLU nao¢kované zkumavky = 30 000, pak vzorek neinhibuje amplifikaci a zjevné v ném
nebyl pfitomen zadny cil amplifikace. Pokud je hodnota RLU nao¢kované zkumavky pod 30 000, pak vzorek
amplifikaci inhibuje a musi se vyhodnotit dal$i vzorek. Pokud je opakované testovani nenaockovaného
vzorku pozitivni, vysledek testu MTD muze byt hlasen jako pozitivni. NejpravdépodobnéjSim vysvétlenim
tohoto typu vysledku je nahodna variability vzorku; tj. Ze prvni alikvot neobsahoval cil amplifikace zatimco
druhy alikvot ano. Hodnota RLU nenaockované zkumavky mize byt bud pozitivni nebo negativni v dusledku
toho, Ze alikvot sedimentu mGze a nemusi obsahovat rRNA M. tuberculosis.

3. Monitorovaci kontrola laboratorni kontaminace
K monitorovani kontaminace laboratofe amplikonem nebo bufikami M. tuberculosis Ize provést nasledujici

postup:
a. Do cisté zkumavky dejte 1 ml sterilni vody. Sterilni vodou navih¢ete sterilni polyesterovy nebo dakronovy
tampon.

Setfete plochu testovaného pracovniho stolu nebo zafizeni.

c. Tampon viozte do vody a mirné jim otacejte. Tampon vyjméte, pfiCemz jej tlacte proti sténé zkumavky.
Tampon zlikvidujte do nddoby obsahujici fedéni domaciho bélidla v poméru 1:1.

d. Pridejte 25 pl vody obsahujici materiél vytlaceny z tampdnu do amplifikaéni zkumavky obsahujici 50 pl
Amplification Reagent a 200 pl Oil Reagent.

e. Pri amplifikaci a detekci postupujte podle POSTUPU TESTU.

Interpretace

Pokud jsou vysledky = 30 000 RLU, je povrch kontaminovan a musi se dekontaminovat o$etfenim bélidlem

podle doporuceni uvedeného v POSTUPU TESTU, pfiprava zafizeni. Pokud je podezfeni na kontaminaci

vodni lazné, Ize 25 ul vody z vodni lazné amplifikovat podle postupu popsaného pro material z tampénu za
predpokladu, Ze ve vodni lazni nejsou pouzity zadné antimikrobialni latky.

Priprava vybaveni

1. Pro optimalni pfenos energie ultrzvuku v sonikatoru musi byt voda pfed kazdym b&hem dukladné zbavena
plynu podle néasledujiciho postupu:
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a. K naplnéni sonikacni Iazné po uroven 1,27 cm pod okraj nadrze do ni napustte dostatek vody
z vodovodu o teploté mistnosti.

b. Sonikator nechejte 15 minut bézet, ¢imz se voda dikladné zbavi plynu.

2. 1 lazen se suchym teplem nastavte na teplotu 95 °C, 1 lazen se suchym teplem nebo vodni lazeri na teplotu
60 °C a dalsi lazen se suchym teplem nebo vodni lazen na teplotu 42 + 1 °C.

3. Prfed zapocetim otfete pracovni povrchy, zafizeni a pipetovaci zafizeni fedénim domaciho bélidla v poméru
1:1. Bélidlo musi byt v kontaktu s povrchem po dobu alespori 15 minut. Pracovni povrchy mohou byt
k odstranéni bélidla otfeny vodou. Povrch, na kterém se bude provadét test zakryjte plastovymi pokryvkami
laboratornich stolu (laboratory bench covers).

4. Pripravte Leader Luminometer k provozu. Ujistéte se, zda v ném jsou dostatecné objemy detek&niho €inidla |

detek&nich &inidle jsou v provoznim manualu k pfistroji. (Detekéni €inidla se prodavaji zvlast).
Priprava cinidel
Rekonstituujte lahvi¢ku (50 testl) lyofilizovaného Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A) pomoci
3,0 ml Mycobacterium Amplification Buffer (AB). Vortexujte dokud se roztok nepromisi. Rekonstituované ¢inidlo
nechejte stat pfi teploté mistnosti dokud se nevycefi. Rekonstituované Mycobacterium Tuberculosis Amplification

Reagent se mlize skladovat pfi teploté 2 °C az 8 °C 2 mésice. Rekonstituované Mycobacterium Tuberculosis
Amplification Reagent se musi nechat pfed pouzitim ohfat na teplotu mistnosti.

Priprava vzorku

1. K testovani vzorkd a 1 kazdé z kontrol pozitivnich & negativnich na bunéénou amplifikaci (Amplification Cell
Positive a Amplification Cell Negative) nebo z kontrol pozitivnich a negativnich na zpracovani vzorku
(Specimen Processing Positive and Negative Control) oznacte dostateCny pocet Mycobacterium Lysing
Tubes (LT). Sundejte uzavéry a ulozte je stranou.

2. Napipetujte 50 pl Mycobacterium Specimen Dilution Buffer (SDB) do vSech Mycobacterium Lysing Tubes
(LT). Postupuijte podle pokynl v A nebo B uvedenych dale u kontrol a v C u vzorkd.

A. Kontroly zpracovani vzorkU:

U kazdé kontroly pFidejte 1 ml roztoku NALC/NaOH a 3 ml fosfatového pufru pouzitého ke zpracovani
sputa s 1 ml sterilni vody do zkumavky na zpracovani vzorku.

i. Vortexujte.

ii. Pfeneste 450 pl roztoku NALC/NaOH/fosfatovy pufr a 50 pl fedéni Cell Control do odpovidajicim
zplGsobem oznacené Mycobacterium Lysing Tube (LT).

B. Pokud se pouzivaji Amplification Cell Controls, pfeneste 450 yl Amplification Cell Control z jeji nddoby
do odpovidajicm zplsobem ozna&ené Mycobacterium Lysing Tube (LT).

C. \Vzorek: preneste 450 ul dekontaminovaného dobfe promichaného vzotrku z jeho nadoby do
odpovidajicim zplisobem oznacené Mycobacterium Lysing Tube (LT).

3. Mycobacterium Lysing Tubes (LT) po pfidani kazdého vzorku uzavrete.
4. 3 sekundy vortexujte.
Lyza vzorku

1. Mycobacterium Lysing Tubes (LT) vtlacte do Sonicator Rack tak, aby reakéni smés na dné zkumavek byla
ponofena, ale uzavéry aby byly nad vodou. Sonicator Rack vloZte do sonikatoru vodni lazné. ZKUMAVKY SE
NESMEJI DOTYKAT DNA ANI STEN SONIKATORU.

2. 15 minut sonikujte, nikoli vSak déle nez 20 minut. Sonikované vzorky a kontroly se nyni oznacuji jako “lyzaty”.
LYZATY NEVORTEXUJTE.

Amplifikace

1.  Amplifikaéni zkumavky (12 x 75mm polypropylenové zkumavky) oznacte pobliz vrchni ¢asti zkumavky Cisly,
ktera odpovidaji ¢islim pouZzitym na Mycobacterium Lysing Tubes (LT). Rovnéz oznaéte amplifikacni
zkumavky pro kazdou amplifikaéni pozitivni a negativni kontrolu (Amplification Cell Positive Control a
Amplification Cell Negative Control). Pokud se pouzivaji RNA kontroly, oznacte amplifikaéni zkumavky tak,
aby odpovidaly negativni a pozitivni kontrole.

2. Na dno kazdé amplifikacni zkumavky pomoci davkovaci pipety pfidejte 50 pl rekonstituovaného
Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent. Pomoci davkovaci pipety pfidejte do kazdé amplifikaéni
zkumavky 200 ul Mycobacterium Oil Reagent (O).

3. LYZAT NEVORTEXUJTE. P¥i kazdém pfenosu preneste na dno kaZdé fadné oznadené amplifika&ni
zkumavky 25 pl lyzatu pomoci oddélené prodlouzené pipetovaci Spicky s hydrofébnim uzavérem. Zbyvajici
lyzat se mGze uchovavat pfi teploté 2 °C az 8 °C az po dobu 7 dninebo se muze uchovavat pfi teploté —20
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°C nebo nizsi po dobu az 1 mésice. Bezzamrazoveé mrazaky se nesméji pouzivat. Pokud se s lyzaty
pacientova vzorku maji provést dalSi testy, nechejte lyzat ohfat na teplotu mistnosti. LYZAT
NEVORTEXUJTE.

Zkumavky inkubujte 15, ne vSak vice nez 20 minut pfi teploté 95 °C v lazni se suchym teplem.

Pfipravte enzymovou smés pfidanim 1,5 ml Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer (EDB) do lyofilizovaného
Mycobacterium Enzyme Reagent (E). Promichejte otacenim. Nevortexujte. Rekonstituované Enzyme
Reagent je pfi teploté 2 °C az 8 °C stabilni 1 mésic a 2 mésice pfi teploté —20 °C nebo nizsi pokud se v den
pocatecni rekonstituce skladuji jako zmrazené alikvoty.B Pokud se maji se zmrazenymi alikvoty provadét
testy, nechejte napfed zmrazeny alikvot ohfat na teplotu mistnosti; alikvoty nerozmrazujte pfi zvySené teploté.
K promiseni alikvotl po rozmrazeni pfed pfidanim do amplifikaénich zkumavek smés opatrné nasajte a

vystfiknéte pomoci davkovaci pipety zafizeni.

Zkumavky preneste do lazné se suchym teplem nebo do vodni lazné s teplotou 42 + 1 °C a 5 minutje
nechejte chladnout. ZKUMAVKY NENECHAVEJTE VYCHLADNOUT PRI TEPLOTE MISTNOSTI. VODNI
LAZEN NEZAKRYVEJTE.

Do kazdé amplifikacni zkumavky pfidejte 25 pl enzymové smési davkovaci pipetou, pficemz zkumavky jsou
uchovavany pfi teploté 42 + 1°C. Promichejte protfepanim. Inkubujte 30, ale ne vice nez 60 minut pfi teploté
42 °C. B&hem tohoto inkubagniho kroku se musi pouzit uzaviraci karty nebo patentni uzavéry. VODNI
LAZEN NEZAKRYVEJTE.

Zkumavky Ize po 30 minutach inkubace zakryt a vlozit do prostiedi s teplotou 2 °C az 8 °C na dobu az 2
hodin nebo do prostfedi s teplotou -20 °C prfes noc. Pokud se uchovavaiji pres noc pfi teploté —20 °C, musi
se zkumavky pred hybridizaénim krokem zcela rozmrazit pfi teploté mistnosti nebo pfi teploté ne vy$si nez
60 °C. Pokud se uchovavaji pfes noc, je lepSi pouzit spiSe patentni uzavéry nez uzaviraci karty.

Hybridizace

1.

3.

Lyofilizované Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) rekonstituujte pomoci 6 ml
Mycobacterium Hybridization Buffer (HB). Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) a
Mycobacterium Hybridization Buffer (HB) musi mit pfed rekonstituci teplotu mistnosti. Pokud byl
Mycobacterium Hybridization Buffer (HB) ochlazen, ohfivejte jej na teplotu 60 °C za mirného otaceni, aby se
zajistilo, Ze se rozpusti vSechny slozky. Vortexujte do té doby, nez se roztok vycefi (to maze trvat az 1
minutu), aby se zajistilo, Ze se vSechny slozky rozpusti. Rekonstituovany Hybridization Reagent je pfi teploté
2 °C az 8 °C stabilni 1 mésic nebo 2 mésice pfi tepoté —20 °C nebo nizsi, pokud se uchova jako zmrazené
alikvoty© v den pocatecni rekonstituce. Pokud bylo rekonstituované Hybridization Reagent ochlazeno nebo
zmrazeno, ohfivejte jej na teplotu 60 °C za mirného otaceni, aby se zajistilo, Ze se rozpusti vSechny slozky.

Do kazdé zkumavky pfidejte 100 ul rekonstituovaného Hybridization Reagent davkovaci pipetou. Zkumavky
zakryjte vicky nebo patentnimi uzavéry. 3-krat vortexujte alespon jednu celou sekundu pokazdéP pfi stiedni
rychlosti. K dosazeni fadného promiseni obsahu reakéni zkumavky (reakénich zkumavek), zkumavky
uchovavejte ve vzpfimené poloze a reakéni smés nechejte pfi vortexovani dosahnout horni poloviny stény
zkumavky. (K zamezeni mozné kontaminace nenechejte reakéni smés pfijit do kontaktu s vi¢ky nebo
uzavéry.) Po odpovidajicim vortexovani musi byt reakéni smés jednolité Zluta.

Inkubujte 15, ne vice nez 20 minut pfi teploté 60 °C v lazni se suchym teplem nebo na vodni lazni.

Selekce

1.

Mycobacterium Selection Reagent (S) musi mit pfed zapocetim testu teplotu mistnosti. Zkumavky

vyjmétez vodni nebo suché 14zné o teploté 60 °C a davkovaci pipetou pfidejte 300 pl Mycobacterium
Selection Reagent (S). Zkumavky zakryjte uzaviracimi kartami nebo patentnimi uzavéry. 3-krat vortexujte
alespon jednu celou sekundu pokazdeé pfi stfedni rychlosti. K dosazeni fadného promiseni obsahu reakéni
zkumavky (reakénich zkumavek), zkumavky uchovavejte ve vzpfimené poloze a reakéni smés nechejte pfi
vortexovani dosahnout horni poloviny stény zkumavky. (K zamezeni mozné kontaminace nenechejte reakéni
smés pfijit do kontaktu s uzaviracimi kartami nebo uzavéry.) Po odpovidajicim vortexovani musi byt reakéni
smés jednolité rizova.

Inkubujte 15, ne vice nez 16 minut pfi teploté 60 °C v lazni se suchym teplem nebo na vodni lazni.

Zkumavky vyjméte z vodni nebo suché lazné. Alespon 5 minut, ne v8ak vice nez hodinu, zkumavky nechejte
vychladat pfi teploté mistnosti. Tésné pfed detekci odstrante uzaviraci karty nebo patentni uzavéry.

Detekce

V menu softwaru luminometru zvolte pfislusny protokol. PokuzZijte odecitaci €as 2 sekundy.

Pomoci navih&ené buniciny nebo papirového ru¢niku nepoustgjiciho vlidkna kazdou zkumavku otfete, aby se
zajistilo, Ze na vnéjsi strané zkumavky nezlstane zadny zbytek a zkumavku vlozte do luminometru podle
pokynU pro obsluhu pfistroje. Zkumavky se musi odecist béhem 1 hodiny selekéniho kroku 3.

Po dokonc&eni analyzy zkumavku (zkumavky) z luminometru vyjméte.
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4. Po odecteni reakénich zkumavek je opatrnén napliite az po vrSek fedénim domaciho bélidla v poméru
1:9s vyuzitim stiikaci lahve. Pfed likvidaci nechejte zkumavky s bélidlem stat alespori 1 hodinu. To
napomUze zabranit kontaminaci prostfedi laboratofe amplikony.

5. Stojanky na zkumavky, v€etné stojank( pouzitych na vzorky a testy, se musi dekontaminovat Gplnym
ponofenim do fedéni domaciho bélidla s vodou v poméru 1:1 minimalné na 15 minut. Bélidlo se poté musi
vyplachnout vodou a stojanky se musi osusit a nechat vyschnout na vzduchu.

6. Dekontaminujte laboratorni povrchy a zafizeni pomoci domaciho bélidla nafredéného v poméru 1:1.
Opakované testovani

1. Pokud se na lyzatech vzorki od pacienta provadi dal$i testovani, nechejte pfipraveny lyzat ohfat na teplotu
mistnosti. LYZAT NEVORTEXUJTE.

2. Postupujte podle protokolu POSTUP TESTU, pfic¢emz zaénéte s krokem amplifikace.

POZNAMKY K POSTUPU
A C
1. Enzyme Reagent se po rekonstituci nesmi vystavit teploté mistnosti na dobu delSi nez 15 minut.
2

Mycobacterium Hybridization Buffer (HB) se mlze vysrazet. Ohfati a promiseni Mycobacterium
Hybridization Buffer (HB) nebo rekonstituovaného Hybridization Reagent na teplotu 60 °C sraZeninu
rozpusti.

B. Teplota

1. Amplifikaéni, hybridiza¢ni a selekéni reakce jsou zavislé na teploté; zajistéte, aby se teplota vodni nebo
suché lazné udrzovala ve specifikovaném rozmezi.

2. Zkumavky se musi k dosazeni optimalniho chodu amplifikace pfed pfidanim smési enyzmud 5 minut
chladit na teplotu 42 °C.

3. Pri amplifikaci je teplota rozhodujici (42 £ 1 °C).

C. Cas
Je rozhoduijici, aby se dodrzovaly ¢asové limity specifikované v POSTUPU TESTU.

D. Vodni lazen

1. Hladina vody ve vodni lazni se musi udrZovat takova, aby se zajistilo, Ze cely objem kapalného
Cinidlav reakénich zkumavkach bude pod hladinou, ale hladina nesmi byt tak vysoka, aby se voda
dostala do zkumavek.

2. Béhem amplifikaéniho kroku se nesméji pouzivat kryty vodni lazné, aby srazena voda nemohla nakapat
do zkumavek nebo na né.

E. Vortexovani
Je dulezité pfi hybridizacnich a selekénich krocich mit homogenni smés, zejména po pridani
rekonstituovaného Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H) (reakéni smés bude jednolité
Zlutd) a Mycobacterium Selection Reagent (S) (reakéni smés bude jednolité rizova).

Vortexovani je manipulace roztoku s cilem vytvofit jednolitou suspenzi. Pokud jsou ¢inidla vloZzena do
zkumavky a je do nich zvenci dodavana energie, navodi se rychla rotace roztoku kolem osy zkumavky.
Vysledkem této rychlé rotace je vznik jednolité testovaci suspenze. Béhem vortexovani se zkumavky musi
drZet ve vzpfimené, vertikalni poloze a drzet v horni €asti zkumavky, aby se zajistilo dosazeni odpovidajiciho
vortexovani. Pokud se dosahne odpovidajiciho vortexovaciho pohybu, suspenze rotuje kruhovym pohybem
v rychlosti schopné zdvihnout roztok do vyse dosahujici horni poloviny zkumavky. BEhem hybridiza¢nich a
selekénich krokl se tato manipulace aplikuje postupné 3-krat, pfi¢emz vortexovani se udrZuje pokazdé
alespon 1 celou sekundu.

INTERPRETACE TESTU

Vysledek testu vzorku pfi testovani pomoci Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) Test se
interpretuje na zakladé pocate¢niho negativniho vysledku (< 30 000 RLU), po&ate¢niho pozitivniho vysledku (=
500 000 RLU) nebo pocate¢niho neurcitého vysledku (30 000 az 499 999 RLU). Test MTD se musi opakovat
s vyuzitim uloZeného lyzatu pokud je pocateéni vysledek neurcity. Opakovany vysledke ziskany na lyzatu > 30
000 se povaZuje za pozitivni.

A. Vysledky kontroly kvality a pfijatelnost

Kontroly musi dat nasledujici hodnoty:

o Amplification Cell Negative Control < 20 000 RLU
e  Amplification Cell Positive Control = 500 000 RLU
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e  Specimen Processing Negative Control < 20 000 RLU
e Specimen Processing Positive Control = 1 000 000 RLU

Vyskedky testu vzork( od pacienta se nesmi hlasit pokud kontrolni hodnoty testu MTD nevyhovuji vyse
uvedenym kritériim. Dal$i informace viz oddil RESENI PROBLEMU.

Cilové hodnoty kontrol se musi stanovit v kazdé laboratofi pomoci vysledku testu pro kazdou $arzi
pfipravenych kontrol.

B. Vysledky testu vzorku od pacienta
Pokud kontroly nedavaji oCekavané vysledky, vysledky testu vzorkd od pacienta ve stejném béhu se nesméji
hlasit.
Vysledky:
=500 000 RLU pozitivni na rRNA komplexu M. tuberculosis
< 30 000 RLU negativni na rRNA komplexu M. tuberculosis
30 000 az 499 999 RLU pravdépodobné pozitivni na rRNA komplexu M. tuberculosis; pro verifikaci
vysledkd opakujte:
Opakujte = 30 000 RLU pozitive na rRNA komplexu M. tuberculosis
Opakujte < 30 000 RLU negativni na rRNA komplexu M. tuberculosis

HLASENI VYSLEDKU
Vysledky testu MTD se musi interpretovat ve spojeni s dalSimi laboratornimi a klinickymi Gdaji, které ma klinik
k dispozici. Na zakladé klinického podezfeni se musi uvazit testovani dalSiho vzorku.

Pokud je po¢atecni vysledek testu MTD pozitivni s hodnotou = 500 000 RLU nebo vysledek opakovaného testu
MTD pozitivni s hodnotou = 30 000 RLU, pak se hlasi nasledujici:

HlaSeni: detekovana rRNA komplexu Mycobacterium tuberculosis. Mikroskopie na
acidorezistentni ty¢ky (pozitivni nebo negativni).
DalSi informace: kultivace na acidorezistentni tycky probiha. Vzorek mize obsahovat jak MOTT, tak

M. tuberculosis nebo M. tuberculosis samotny. Tento test nesmi byt jedinym
zakladem diagnozy tuberkuldzy. Pozitivni prediktivni hodnota u pacienta s negativni
mikroskopii je niz§i nez u pacienta s pozitivni mikroskopii. To je obzvlasté dulezité u
testované populace, kde je prevalence tuberkulézy nizka a pozitivni prediktivni
hodnoty diagnostickych metod jsou tomu odpovidajicim zplsobem snizeny.

Pokud je pocate¢ni nebo opakovany vysledek testu MTD negativni s hodnotou <30 000 RLU, pak se hlasi
nasledujici:

HlaSeni: Nebyla detekovana zadna rRNA komplexu M. tuberculosis.
Mikroskopie na acidorezistentni ty¢ky (pozitivni nebo negativni).
DalSi informace: Nebyla detekovana zadna rRNA komplexu M. tuberculosis.

Mikroskopie na acidorezistentni ty¢ky probiha. Vzorek nemuize obsahovat M.
tuberculosis, vysledek mGze byt fale$né negativni v dusledku nizkého poctu M.
tuberculosis za pfitomnosti nebo nepfitomnosti MOTT, nebo vysledek muze byt
fale$né negativni v dusledku interference stanoveni s inhibitory vzorku. Jestlize
existuje klinické podezieni na tuberkulézu nebo podezieni na inhibici vzorku,
doporucuje se testovani jiného vzorku od pacienta.

OMEZENI

Pouzivejte pouze k detekci ¢lenli komplexu M. tuberculosis s vyuzitim sediment pfipravenych podle NALC-
NaOH nebo NaOH postupt doporu¢enych CDC’. Tento test se miZe pouzit pouze na sedimentech pfipravenych
ze sputa (indukovaného nebo vykaslavaného), trachedlnich aspiratl nebo bronchialnich vzorku (napft.
bronchoalveolarnich vyplachd bronchialnich aspirata).

Test MTD je specificky pro ¢leny komplexu M. tuberculosis, ale neni zpUsobily mezi nimi tj. mezi M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti a M. canetti (13) rozliSovat. M. Celatum a organismy podobné

M. terrae budou zkfizené reagovat pokud jsou pfitomny v koncentraci vy$Si nez 30 CFU (colony forming units )
na test. M. celatum a organismy podobné M. terrae jsou vSak vzacnymi klinickymi izolaty.

Vysledek testu muze byt ovlivnén odbérem vzorku a jeho transportem, variabilitou odbéru vzorku, chybami

laboratornich postupu, chybnymi identifikacemi vzorku a chybami transkripce. Negativni vysledek nevylucuje
moznost izolace organismu komplexu M. tuberculosis ze vzorku.
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OCEKAVANE HODNOTY

A. Rozmezi kontrolnich hodnot pozorovanych v klinickych hodnocenich
Rozmezi RLU u kontrol pozorovana pfi klinickém hodnoceni na 7 pracovistich bylo:

RLU (N=704)
Rozmezi Stfedni hodnota
I . 556 245 az
Amplification Celle Positive Control >2 000 000 >2 000 000
Amplification Cell Negative Control 904 az 3041
18 754

B. Rozmezi hodnot RLU u klinickych vzork
Rozmezi hodnot RLU u 127 vzork(, které byly pozitivni pfi testu MTD bylo 35 777 az > 2 000 000 RLU.
U 577 vzorkl negativnich pfi testu MTD bylo rozmezi hodnot 573 az 19 176 RLU.
Frekvenéni distribuce hodnot RLU u vS§ech téchto vzork(l po vyreSeni diskrepanci je ukazana dale:

VyreSeni diskrepanci je zaloZzeno na pfitomnosti dalSich kultivacné pozitivnich vzork( od stejného pacienta
a/nebo konecné diagndze osetfujiciho Iékare.

Distribuce vysledku z neléenych vzorku
(7 pracovist)
N=704
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Vysledky kultivace
M. Tuberculosis NEG {554 {10 0 1 0 0 1
M. Tuberculosis POS ;13 0 0 4 {7 6 108

CHARAKTERISTIKY STANOVENI

A. Klinické hodnoceni

Pudvodni test MTD byl vyhodnocen ve studiich na 6 pracovistich porovnavajicich vysledky mikroskopie na
acidorezistentni tycky s vysledky kultivace mykobakterii na 6 079 vzorcich od 2 609 pacient(l. Z nich bylo

4 000 vzorku odebrano od 1 898 pacient(, ktefi nebyli na antituberkuldézni terapii. 6 pracovist zahrnutych do
studie bylo geograficky rozliénych: 5 byla velka méstska nemocniéni stfediska s centry IéCeni tuberkulozy a
jedno bylo statni laboratof vefejného zdravotnictvi.

Formét sou€asného testu MTD byl vyhodnocen v oddélené studii na 7 pracovistich porovnavajicich vysledky
testu MTD svysledky kultivace mykobakterii. 7 pracovist zahrnutych do studie bylo geograficky rozli¢nych: 6
bylo velkymi méstskymi nemocni¢nimi stfedisky s centry IéCeni tuberkuldzy pficemz jedno bylo také narodni
mykobakteriologickou laboratofi.

Sedmym pracovis$tém byla laboratof vefejného zdravotnictvi. Byly testovany vzorky od pacientl bez terapie.
Z nich bylo 132 kultivaéné pozitivnich na komplex M. tuberculosis. MTD detekovalall9 z téchto kultivacné
pozitivnich vzorkl; u 7 vzorkd vedle M. tuberculosis vyrostlo MOTT.
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VZORKY OD NELECENYCH PACIENTU
MTD vs. kultivace (N=704)

PODLE PACIENTA
(po rozliseni)

PODLE PACIENTA
(pfed rozliSenim)

Kultivace Kultivace
+ - + -
+ 54 4 + 56 2
MTD MTD
- 4 221 - 4 221
PODLE VZORKU PODLE VZORKU
(pfed rozliSenim) (po rozliseni)
Kultivace Kultivace
+ - + -
+ 119 8 + 125 2
MTD MTD
- 13 564 - 13 564

Do této studie byli zahrnuti pacienti s podezfenim na aktivni plicni tuberkulézu bez terapie. Celkova
prevalence pacientl s pozitivni kultivaci na M. tuberculosis byla 20,5 %.

Celkova citlivost testu MTD na pacienta byla 93,3 % a specificita na pacienta byla 99,1 % ve srovnani s
kultivacnimi vysledky. Celkova citlivost testu MTD na vzorek byla 90,6 % a specificita na vzorek byla 99,6 %
ve srovnani s kultivaénimi vysledky. Vysledky ze 7 pracovist na citlivost, specificitu, pozitivni predikéni
hodnotu (Positive Predictive Value - PPV) a negativni predikéni hodnotu (Negative Predictive Value - NPV)
jsou uvedeny v nasledujici tabulce spolu s 95% intervaly spolehlivosti pro odhady charakteristik stanoveni.
VSechna data jsou ukazana po vyfeSeni diskrepanci zalozeném na pfitomnosti dalSich kultivacné pozitivnich
vzorku od stejného pacienta a/nebo kone¢né diagnéze oSetfujiciho lékare.

Z 564 vzork(, které byly kultivaéné a MTD negativni na komplex M. tuberculosis, 114 vzork( vyrostio MOTT

Podle:
pacienta:

Celkové Pocet/celkem | 95%

procento interval spolehlivosti
Citlivost 93,3% 56/60 83,8%-98,2%
Specificita 99,1% 221/223 96,8%-99,9%
PPV 96,6% 56/58 88,1%-99,6%
NPV 98,2% 221/225 95,5%-99,5%
Podle:
vzorku:

Celkové Pocet/celkem | 95%

procento interval spolehlivosti
Citlivost 90,6% 125/138 84,4%-94,9%
Specificita 99,6% 564/566 98,7%-100%
PPV 98,4% 125/127 94,4%-99,8%
NPV 97, 7% 564/577 96,2%-98,8%

pfi kultivaci, 64 bylo od pacientd s jinymi kultivacemi pozitivnimi na MOTT a 169 bylo od pacientu
s negativnimi kultivacemi mykobakterii.
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B. Studie presnosti

Na tfech pracovistich byly testovany prfesnostni panely, sestavajici ze 2 negativnich vzorkd, 2 slabé
pozitivnich vzorkd (2 100 CFU/test) a 2 stfedné silné pozitivnich vzorkd (? 1000 CFU/test). Pozitivni vzorky
byly pfipraveny doplnénim nastavenych stfedné inhibi¢nich slitych sedimentl se znamymi mnozstvimi M.
tuberculosis. Vzorky byl testovany dvakrat za den v triplikatu na 3 pracovistich. V kazdém béhu byly zahrnuty
pozitivni a negativni amplifikani kontroly.

ProtoZe nebyla pozorovana Zadna vyznamna variabilita mezi pracovisti ani mezi dny, byla zkombinovana
data ze vSech 3 pracovist a ta jsou uvedena déle. Naméfené hodnoty RLU jsou omezeny luminometrovou
fotomultiplikatorovou zkumavkou. Proto hodnoty vysSi nez 2 000 000 RLU jsou zkraceny. Nejsou uvedeny
Zadné hodnoty standardni odchylky nebo hodnoty % CV.

Studie presnosti:

Pocet % . Stfedni hodnota
pozorovani spravnych Rozmezi (RLU) (RLU)
Vzorek 1 . 154 103 —
Silné pozitivni 108 100% >2 000 000 >2000 000
Vzorek 2 o 16 324 —
Slabé pozitivni 108 99.1% 135000 000* >2 000 000
Vzorek 3 108 100 % 2004 -5 693 2689
Negativni
Pozitivni bunécna 54 100 % >2 000 000 >2 000 000
kontrola
Negativni bunécna 54 100 % 2272-4241  |2944
kontrola
* Jedno pozorovani negativni

C. Reprodukovatelnost

Panel reprodukovatelnosti sestaval z 25 vzorki Amplification Negative Controls rozmisténymi mezi kazdy
vzorek na celkem 50 vzorkd. Panel reprodukovatelnosti byl testovan na 4 pracovistich. Celkem 100 %
(120/120) negativnich vzork( dosahlo ocekavanych vysledkl a 98,8 % (79/80) pozitivnich vzorkl dosahlo
ocekavanych vysledka.

D. Analyticka specificita
Specificita testu MTD tbyla vyhodnocena pomoci bakterii, hub a virG. U bakterii a hub zahrnovalo testovani
specificity 160 kmenu (151 druhl ze 62 rodu) blizce pfibuznych mykobakterii, dalSich organismu
zpusobujicich choroby dychacich cest normailni respiraéni fléry nebo organism pfedstavujicich prafez
fylogenem. Typové kmeny byly ziskany od American Type Culture Collection (ATCC) a 5 izolat(i bylo ziskano
z klinickych laboratofi. Lyzaty pfipravené z aktivné rostoucich kultur (nebo rRNA ve 3 pfipadech) byly
vyhodnoceny testem MTD podle POSTUPU TESTU. Bylo testovano pfiblizné 5 x 107 CFU na reakci. Pouze
kmeny komplexu M. tuberculosis poskytly pozitivni vysledky s vyjimkou M. celatum a kmen0 podobnych M.
terrae.
V koncentracich vySSich nez 30 CFU na test poskytnou M. celatum a nékteré kmeny podobné M. terrae
pozitivni vysledky testu MTD. PFi hladiné 30 CFU na test M. celatum poskytlo 26 772 RLU a kmeny podobné
M. terrae daly vysledky v rozemi od 19 470 do 49 976 RLU.

E. Limity detekce
Tricet (30) kmenu M. tuberculosis z Siroké geografické palety, v€etné reprezentativnich na léciva
rezistentnich a na lécCiva citlivych kmenu, bylo detekovano testem MTD. Test MTD detekoval 1 CFU na test u
vSech 30 kmend.

F. Vytézek
Dvacet pét (25) rRNA fg Mycobacterium tuberculosis (ekvivalent 5 CFU na test) bylo testovano za
pfitomnosti priblizné 540 000 CFU na test (450 ul) nasledujicich relevantnich necilovych organism:
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 a Rhodococcus bronchialis. VSechny
vysledky testu byly pozitivni na rRNA M. tuberculosis v pfitomnosti téchto necilovych organisma.
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RESENi PROBLEMU

POZOROVANI

MOZNE PRICINY

DOPORUCENA OPATRENI

ZvysSena amplifikace

nebo negativni kontroly
zpracovani vzorku
(=20 000 RLU)

« Vynechani kroku 5 minut chlazeni.
» Kontaminace laboratornich povrchi

nebo &inidel.

» Nedostate¢né otfeni zkumavek pred
odectem v luminometru.

Nizka amplifikace kontroly ~ « Provedeni kroku amplifikace mimo
doporucené teplotni rozmezi.

pozitivni na buriky nebo
pozitivni kontroly
zpracovani vzorku

(< 500 000 RLU)

* Nedostate¢né promiseni po pfidani
rekonstituovaného Mycobacterium
Tuberculosis Hybridization Reagent.

* PFidano pfili§ mnoho Selection

Reagent.

* Selekéni krok bézel pfes doporuéeny

Casovy limit.

* Po inkubaci pfi 95 °C se zkumavky
ochladily pod 42 °C.

« Ucpané hadice s detekénim &inidlem.

» Nedostatecné promiseni nebo objem
kontroly negativni na buriky  pfidany po pfidani Mycobacterium
Selection Reagent (S).

* Nedostate¢né peclivé nastaveni reakci
a vysledna amplifikace kontaminujicich
materialu pfitom zavedenych.

» Amplification Reagent pfidano na sténu
misto na dno zkumavky.

Kompletné promichejte.

Zajistéte pfidani spravného objemu. Po
vortexovani vizualné ovéfte vznik jednolité
rizového roztoku.

Pfi pipetovani postupujte mimofadné
peclivé. Pouzité reakéni zkumavky se musi
dekontaminovat pomoci fedéni domaciho
bélidla v poméru 1:9 podle popisu v oddilu
POSTUP TESTU.

Povrchy laboratornich stoll, suchych lazni,
vodnich lazni a pipetovacich zafizeni se
musi dekontaminovat pomoci fedéni
domaciho bélidla v poméru 1:1 podle popisu
v oddilu POSTUP TESTU.

Zkumavky musi byt pfed odectem
v luminometru otfeny vlhkou buni¢inou nebo
papirovym ruénikem nepoustéjicim viakna.

Zkontrolujte teplotu vodni 1azné a/nebo
suché lazné podle potfeby k dosazeni
teplotnich rozemzi uvedenych v postupu

Vortexujte peclivé podle popisu.
(Viz hybridizace, krok 2.)

Po vortexovani vizualné zkontrolujte, zda je
roztok zluty.

Zkontrolujte nastaveni objemu pipetovacich
zarizeni.

Peclivé nacasujte dobu inkubace pfi 60 °C v
selekénim kroku na 15 minut.

Zkumavky prenasejte pfimo ze suché lazné
o teploté 95 °C do vodni lazné/suché 14zné o
teploté 42 °C.

Oplachovani teplou vodou provadéjte podle
popisu v provoznim manualu pfistroje.

Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test
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POZNAMKY

A.

Zahfivaci blok musi mit jamky s fadnymi velikostmi vhodnymi pro zkumavky o rozmérech 12 x 75 mm.
Doporucuje se pouzivat suchou lazer firmy Hologic.

Ke skladovani zmrazenych alikvotd se doporuéuji mikrocentrifugaéni zkumavky se Sroubovym uzavérem.
Jednotlivé zmrazené alikvoty nelze pro pouziti zmrazit a rozmrazit vice nez jednou. Nesméji se pouzivat
bezzamrazové mrazaky.

Ke skladovani zmrazenych alikvot se doporucuji 5 ml kryobanky . Jednotlivé zmrazené alikvoty nelze pro
pouziti zmrazit a rozmrazit vice nez jednou. Nesméji se pouzivat bezzamrazové mrazaky.

V duasledku rozdilG ve vybaveni vortexovacim zafizenim s variacemi v nastaveni rychlosti, mdze byt potrebny
delSi ¢as vortexovani. Upravte rychlost a postupujte p odle pokyn(l k vortexovani popsanych

v POZNAMKACH K POSTUPU, oddil E, &mZ se umozni, aby reakéni smés dosahla a udrzela vy$ku v horni
poloviné zkumavky. K dosaZeni spravnych vysledkd stanoveni je nezbytné adekvatni vortexovani podle
popisu. Casy mohou byt prodiouzeny aZ na celkem 15 sekund aniz by doslo k ovlivnéni vysledku testu.
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Hologic, Inc.
10210 Genetic Center Drive
San Diego, CA 92121 USA

Podpora zakaznik(: +1 844 Hologic (+1 844 465 6442)
customersupport@hologic.com

Technicka podpora: +1 888 484 4747
molecularsupport@hologic.com

Dalsi kontaktni informace naleznete na www.hologic.com.
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spole¢nosti Hologic, Inc. nebo jejich dcefinych spole¢nosti ve Spojenych statech americkych nebo v
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VSechny ostatni ochranné znamky, které se mohou objevit v tomto nadvodu, jsou majetkem jejich
pfislusnych viastnikd.
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