HOLOGIC Amplified MTD"

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFIKALASAN
ALAPULO KOZVETLEN TESZT

In Vitro diagnosztikai alkalmazasra (50 db tesztkészlet)
i (bioMérieux hiv. 39006/Hologic Kat. Sz. 301001)
ALKALMAZASI JAVALLAT30

A Hologic Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test MTD, (Mycobacterium tuberculosis amplifikdlasan alapul6
koszvetlen teszt) egy adott célszekvencia amplifikalasaval végzett nukleinsav-teszt a Mycobactérium tuberculosis-komplex RNS-
ének indukalt vagy felkohogott kopetbdl, bronchialis mintakbal (példaul, bronchoalveolaris nedvek vagy broncialis aspiratumok)
vagy trachealis aspiratumokbdl torténd in vitro diagnosztikai kimutatasara.

FIGYELMEZTETESEK

E teszt hatékonysagat eddig még nem demonstraltak az M. tuberculosis mas klinikai mintakbél (példaul, vér, vizelet vagy széklet)
torténd kozvetlen kimutatasaban. Az MTD teszt hatékonysaga nincs igazolva a csomagolashoz mellékelt leirastdl elter6 médon
feldolgozott Uledékek, vagy a leirasban meghatarozottaktol eltérd ideig vagy hémérsékleten torténd tarolas esetén.

A pozitivnak bizonyult Gledékekbél tenyészetet kell |étesiteni a tuberculosis-komplexben (MOTT) az M. tuberculosis-komplex
mellett jelenlévé mas Mycobacteriumok meghatarozasra és az antimikobakterialis fogékonyséagi teszt elvégzésére. tenyészetet
kell létesiteni az AFB-re is annak meghatarozasara, hogy az M. tuberculosis-komplexben-milyen alfajok (példaul, M. bovis)
vannak jelen.

Bar a klinikai értékelés soran gyermekgyogyaszati betegektél, HIV-pozitiv betegektél, és MOTT fertézéses betegektdl szarmazéd
mintak tesztelésére egyarant sor kerilt, az 6sszes elvégzett tesztek szama nem elegend® annak egyértelm{ eldontésére, hogy
van-e statisztikai kiilonbség e specifikus betegpopulaciokban mért teljesitményekben.

A bakterioldgiai kezelés meghatarozasa vagy az ilyen terapia monitorozasa céljabol az MTD tesztet még nem vizsgaltak
tuberculosis elleni agensekkel kezelt betegekbél szarmazoé mintakon.

Nagy vértartalmd mintdkat nem szabad az MTD teszttel vizsgalni.
OVINTEZKEDESEK
a.  InVitro diagnosztikai alkalmazasra.

b.  Béar az MTD teszt specifikus, de nem tud killénbséget tenni az M. tuberculosis-komplex tagjai, azaz az M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum, M. microti és M. canetti, kdzott (13). Az M. celatum- és M. terrae-szer(i szervezetek kereszreakciot adnak, ha tesztenként
30 telepképzs-egységnél (colony forming units (CFU)) magasabb koncentraciokban vannak jelen. Azonban, klinikai izolatumokban csak
ritkan talalhatok M. celatum- és M. terrae-szerii szervezetek.

C. Egy negativ teszt még nem zarja ki annak lehetéségét, hogy a mintabdl az M. tuberculosis-komplexbe tartozé szervezetet lehessen izolalni.
A teszteredményeket befolyasolhatja a mintagyijtés és -szallitas, az eltéré mintagydijtés- és a laboratériumi feldolgozas soran bekdvetkez6
hibak, a téves mintaazonositas, illetve a transzkripcié hibai.

d. Csak az M. tuberculosis-komplex dsszetevéinek kimutatasara lehet alkalmazni a Betegségellenérzé Kézpontok (Centers for Disease Control
(CDC)) altal javasolt NALC-NaOH vagy NaOH eljarasok kdvetésével el6készitett liledékek alkalmazasaval’. Ezt a tesztet csak (indukalt vagy
felkbhogott) kdpetbdl, trachealis aspiratumokbdl vagy bronchialis mintakbdl (példaul, bronchoalveolaris nedvek vagy broncialis aspiratumok)
készitett koncentralt tledékekkel lehet alkalmazni. Oda kell figyelni arra, hogy az uledék foszfatpufferben val6 felszuszpendélasa soran a
foszfat koncentracioja 67 mM legyen’.

e. Azl. és Il. kimutaté reagens (Detection Reagents | és Il) lehetéleg ne ne jusson a bdrre, szembe vagy nyalkahartyara. Ha
ez mégis bekdvetkezne, akkor a kérdéses reagenst mossa le vizzel. Ha a reagens netalan lecseppenne, feltorlés el6tt elébb
vizzel kell higitani.

f. A teszt végrehajtasara az altalanos el6vigyazatossagi szabalyok vonatkoznak?. Emésztett és dekontaminalt Uledékek
kezelését és az MTD eljarasokat 2. fokozatu bioldgiai biztonsagi (Biosafety Level 2) gyakorlat szerint kell végezni®.

Csak a mellékelt vagy meghatarozott eldobhat6 laboratériumi felszerelés alkalmazhat6.

Az RNS amplikonnal szennyezett munkafeliileteket, pipettorokat és felszerelést 1:1 aranyban higitott haztartasi
fehéritészerrel (1 rész fehérité és 1 rész viz) dekontaminali kell a TESZTELJARAS cimi részben leirtak szerint. Tizen6t
perc eltelte utan a munkafellletet vizzel at kell t6rdlni a fehéritészer eltavolitdsa végett.

i.  Ateszt elvégzéséhez hidrofob filterrel ellatott heggyel felszerelt pozitiv térfogatkiszoritasos pipettorokat vagy Iégkiszoritasos
pipettorokat kell alkalmazni. A lizatum lizis cs6bdl az amplifikacios cs6be torténé transzferéhez hidroféb filterrel ellatott,
hosszaban megnytjtott hegyeket kell alkalmazni. Minden egyes reakciocséhoz kilon-kilon eldobhaté hegyet kell
alkalmazni. A mintat tartalmazo pipettahegyet nem szabad a csévekkel megrakott allvany felett I6balni. Az elhasznalt hegyet
azonnal ki kell dobni egy megfeleld, biolégiai szennyezddéseket tartalmazo biztonsagi tartalyba.

j- Amennyiben reagensek hozzdadasara ismétlé pipettor alkalmazasara kerll sor, az egyik csébél a masikra val6 atvitel
esélyének minimalizalasa érdekében a lizatum csébe vald pipettazasa utan véletlenul se érintse meg a csovet a pipetta
hegyével. A reagensek kifolyatasakor a pipetta hegyét tesztcso belsé falanak iranyitsa a szétfrocskolédes elkerulése végett.
Az atviteli kontaminacio elkeriilése céljabol a gondos pipettazas rendkiviil fontos.

k. Az amplifikaciot megel6z6 és az azt kdvetd |épésekhez kiilon pipettorokat kell alkalmazni.

I.  Miutdn a reakciocsoveket leolvastatta a luminométerben, a cséveket a TESZTELJARAS és a ELJARASSAL
KAPCSOLATOS MEGJEGYZESEK cimU részkeben leirtak szerint kontaminalja és helyezze a hulladék kdzé a laborat6riumi
kornyezet amplikonnal valé szennyezésének elkeriilése céljabdl.

m. A légmentesen zar6 kartyakat vagy visszapattinthaté sapkakat a reakciocsovekrél valo eltavolitas utan kozvetlentl el kell
helyezni a megfeleld, bioldgiai hulladékokat tartalmazé tartalyba. Friss légmentesen zard kartyakat vagy visszapattinthatd
sapkakat kell mindig alkalmazni a keresztkontaminacié elkertlésére. Ezeket az anyagokat SOHASEM szabad ismételten
felhasznalni. A légmentesen zard kartyakat gondosan rogziteni kell a reakciécsovek tetején.

n. Ne fedje be a vizflirdét az inkubalas soran, klléndsen a visszapattinthatd sapkakat alkalmazasa esetén. (A fedén
felgyllemlé kondenzatum egy esetleges kontaminacié forrasa lehet).

0. A szelekciés reagens (Selection Reagent) hozzaadasa utan megfelelé vortexelés sziikséges a pontos vizsgalati
eredmények eléréséhez.

p. A hibridizaciés védévizsgalati (Hybridization Protection Assay (HPA)) lépéshez egy elkiilondlt teriilet kijeldlése javallott, a
vizsgalat soran esetleg fellépd amplikon-kontaminacié minimalizalasa céljabol. Ezt a kijeldlt terlletet a minta- és reagens-
elokészitési, illetve az amplifikacios teriletektdl el kell kiiloniteni.

@
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g. A laboratériumi teruletek amplikonnal valé kontaminalédasanak elkeriilése céljabol, a laboratériumi terlletetre egyiranyd
munkafolyamatot kell szervezni. Példaul, a minta- és reagens-el6készitéstol kiindulva az amplifikacios, majd a HPA
teriiletek iranyaba. Nem szabad mintakat, felszerelést és reagenseket visszavinni az el6z6 |épés elvégzésének terliletére.
Tovabba, a személyzet a megfelelé antikontaminacids biztonsagi intézkedések nélkil ne mozogjon vissza a megel6z6
munkateriletekre. Hatarozottan javallott, hogy a minta-feldolgozasra alkalmazott biolégiai biztonsagi fiilkét ne alkalmazzak
az MTD teszt végzésére.

A TESZT OSSZEFOGLALASA ES MAGYARAZATA

Az MTD teszt transzkripcié altal kozvetitett amplifikaciét (Transcription-Mediated Amplification (TMA)) és hibridizaciés
védovizsgalatot (Hybridization Protection Assay (HPA?)) alkalmaz az M. tuberculosis-komplex riboszémalis ribonukleinsavanak
(rRNS) minéségi kimutatasara. Az MTD teszt a tenyésztheté és nem tenyészthet® szervezetekbdl egyarant képes kimutatni az
rRNS-t. Az M. tuberculosis-komplexet alkot6 szervezetek kozé tartozik az M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum,
M. microti és az M. canetti (12,13). Az MTD minden szerevzetet kimutat az M. tuberculosis-komplexen belil. Azonban, az M.
microti csak az allatokat fert6zi, az M. bovis ritkan kerl at fert6zott allatokrél emberre, az M. africanum pedig a tropusi Afrikaban
okoz tid6betegséget embereken'?. A komplex messze legelterjedtebb tagja az M. tuberculosis, amely vilagszerte felelés az
emberi megbetegedésekért. A CDC nemrégiben jelentette, hogy az AIDS-sal kapcsolatos tuberculosis el6fordulasaban,
idegeneredetli esetekben és a magasabb kockazatu csoportba sorolt populacidban tapasztalhatd atfert6zésben névekvé
tendenciat tapasztaltak®®. Hasonloképpen emelkedik az egy vagy tobb, tuberculosis elleni gydgyszerekre rezisztens M.
tuberculosis torzsek szamat. E tények szammottevs kdzegészségligyi problémaval jarnak.

A tuberculosis kimutatasara szolgalé hagyomanyos tenyészeljarasok mar 1 hét alatt is hozhatnak eredményt, de az eljaras akar
8 hétig is eltarthat”°. Osszehasonlitasul, az MTD teszt biztositja az M. tuberculosis-komplex rRNS-ének kimutatasat 2,5-3,5
oraval a teszteljaras megkezdése utan. Igy, annak ellenére, hogy az MTD teszt nem ad informéaciét a gyoégyszerrel szembeni
érzékenyseégrdl, az M. tuberculosis gyors és biztos kimutatasat eredményezheti, ami az elkuloniték jobb kihasznaltsagahoz, a
terapia megfelel6bb elkezdéséhez és a fertézott kapcsolatok korabbi kimutatasahoz és elszigeteléséhez vezethet®.

AZ ELJARAS ALAPELVEI

Az MTD teszt két részbdl allé teszt, amelyben az amplifikalas és kimutatas egyetlen cs6ben torténik. El6szor, a nukleinsavakat
ultrahangos kezeléssel (szonikalassal) kiszabaditjuk a mikobakteridlis sejtekbdl. A nukleinsavakat hédenaturacionak vetjik ala
és roncsoljuk az rRNS mésodlagos szerkezetét. Ezutan, az &llandé 42°C-on torténd Transcription-Mediated Amplification
(Transzkripciéval kozvetitett amplifikacio, TMA) eljaras alkalmazasaval specifikus mikobakteridlis rRNS célszekvenciat
amplifikalunk DNS-intermedierek transzkripciéjaval, aminek eredményeként a mycobacteridlis RNS-amplikon szamos
masolatahoz jutunk.

Ezt kdvetben, a Hybridization Protection Assay (Hibridizacios véddesszé, HPA) eljaras alkalmazésaval M. tuberculosis-
komplexre specifikus szekvenciakat mutatunk ki az RNS-amplikonban?. A Mycobacterium tuberculosis hibridizaciés reagens
(Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent) kemiluminscens jelzéssel ellatott egyszali DNS-prébat tartalmaz. Ez a
proba az M. tuberculosis-komplexre specifikus szekvenciakkal komplementer. Amikor a préba és a specifikus szekvenciak kdzott
stabil RNS:DNS hibridek alakulnak ki, kiszelektaljuk a hibridizalt prébat és Leader® luminométerben megmérjik a
lumineszcenciat.

REAGENSEK (50 DB. TESZTKESZLET)
Az MTD teszthez alabbi reagenseket biztositjuk:

Megjegyzés: A reagensekkel 6sszefiiggésbe hozhaté figyelmeztetd és évintézkedésre vonatkozé mondatokkal kapcsolatban
lasd a Biztonsagi adatlap konyvtarat (Safety Data Sheet Library) a www.hologic.com/sds lapon.

A reagens neve térfogata
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFIKACIOS TALCA (MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS AMPLIFICATION TRAY)

Mycobacterium-minta higité puffere (Mycobacterium Specimen Dilution Buffer (SDB)) 1x25mL
< 3% detergenst tartalmazo, Trissel pufferelt oldat

Mycobacterium tuberculosis amplifikaciés reagens 1x3mL

(Mycobacterium Tuberculosis Amplification Reagent (A))

5% térfogatnével6t tartalmazo, Trissel pufferelt oldatban liofilizalt nukleinsavak (feloldas esetén)

Mycobacterium amplifikécios puffer (Mycobacterium Amplification Buffer (AB)) 1x3mL
Tartositoszereket tartalmaz6 vizes oldat

Mycobacterium olajos reagens (Mycobacterium Oil Reagent (O)) 1x10mL
Szilikonolaj

Mycobacterium enzimreagens (Mycobacterium Enzyme Reagent (E)) 1x15mL

<10% terfogatnéveld agenst és 215 mM N-acetil-L-ciszteint tartalmaz6, HEPES-sel
pufferelt oldatban liofilizalt reverz transzkriptaz és RNS-polimeraz
Mycobacterium enzimhigito-puffer (Mycobacterium Enzyme Dilution Buffer (EDB)) 1x1,5mL
Felletaktiv anyagot és glicerint tartalmazo, Trissel pufferelt oldat
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS HIBRIDIZACIOS TALCA (MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS HYBRIDIZATION TRAY)
Mycobacterium tuberculosis hibridizacids reagens
(Mycobacterium Tuberculosis Hybridization Reagent (H))

térfogatndveld agenst és detergenst tartalmazo, szukcinattal pufferelt oldatban liofilizalt,
kemiluminescens jelzéssel ellatott, < 100 ng/fiola mennyiség(i nem fert6z6 DNS-préba

(feloldas esetén)

1x6mL

(feloldas esetén)

Mycobacterium Hibridizaciés Puffer (Mycobacterium Hybridization Buffer (HB)) 1x6mL
< 4% detergenst tartalmazo, szukcinattal pufferelt oldat

Mycobacterium szelekciés reagens (Mycobacterium Selection Reagent (S)) 1x15mL
Feluletaktiv anyagot tartalmazo, borattal pufferelt oldat

Mycobacterium Lizal6 Csévek (Mycobacterium Lysing Tubes (LT)) 2 x 25 Cs6

Uveggydngyék, Térfogatnévels agens
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TAROLASI ES KEZELESI ELOIRASOK
Az alabbi folyékony vagy feloldott komponenseket 2°C -8°C-on kell tarolni, és ezek a jelzett lejarati datumig stabilak
maradnak:

Mycobacterium mintahigit6-puffer (SDB)
Mycobacterium tuberculosis amplifikaciés reagens (A)
Mycobacterium amplifikacids puffer (AB)
Mycobacterium enzimreagens (E)

Mycobacterium enzimhigité-reagens (EDB)
Mycobacterium tuberculosis hibridizaciés reagens (H)

A feloldott Mycobacterium tuberculosis amplifikaciés reagens (A) 2°C és 8°C kozotti hémérsékleten tarolva 2 hdnapig stabil. A
Mycobacterium tuberculosis hibridizaciés reagens (H) és a Mycobacterium enzimreagens (E) a feloldas utan 2°C -8°C-on 1
honapig, -20°C-on vagy annal alacsonyabb hémérsékelten, lefagyasztott adagokként tarolva az feloldas napjatdl szamitott 2
hénapig stabil marad. A lefagyasztott adagokat a kiolvasztas napjan fel kell hasznalni. Dérmentes (frost-free) fagyasztét tilos
alkalmazni.

B. A készlet alabbi alkotéi 2°C -25°C-on val6 tarolas esetén a feltlintetett lejarati napig stabilak.
Mycobacterium olajos reagens (O)
Mycobacterium hibridizaciés puffer (HB)
Mycobacterium szelekcios reagens (S)
Mycobacterium lizal6é csovek (LT)

MINTAGYUJTES, -TAROLAS, -SZALLITAS ES -FELDOLGOZAS

Mintagydijtés és -tarolas:

A mintékat steril mGanyag tartalyokba kell gydjteni, és szallitasig vagy feldolgozasig 2°C -8°C-on kell tarolni. A klinikai vizsgalatba
bevett mintak a feldolgozas el6tt maximum 4 napig (altalaban 24 6ranal rovidebb ideig) voltak tarolva.

Szallitas:

A mintakat a lehetd legrévidebb id6 alatt a laboratériumba kell szallitani a vonatkozé szabalyok szerint.

Feldolgozas (dekontamin&cid és tdményités):

Nagy vértartalmd mintakat nem szabad az MTD teszttel vizsgalni. Az MTD teszt a M. tuberculosis-komplex tagjaib6l szarmazé
rRNS kimutatasara lett tervezve a CDC Altal leirt NALC-NaOH vagy NaOH dekontamin&cios protokolok &ltalanosan elfogadott
adaptacidjaval (1%-1,5% NaOH 15-20 percig, majd centrifugalds >3.000 x g) készitett Uledékek alkalmazasaval’.

Feldolgozott Uledékek Tarolasa:
Az lledékeket a tesztelés el6tt maximum 3 napig lehet tarolni 2°C-8°C-on. Az lledékeket -20°C vagy
-70°C-on fagyasztva akar 6 hénapig is lehet tarolni. Dérmentes (frost-free) fagyasztdkat tilos alkalmazni.

ANYAGOK

A. A készlet képez6 anyagok

(bioMérieux hiv. No. 39006/Hologic Kat. Sz. 301001)

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFIKACIOS TALCA

50 Teszthez

Mycobacterium minta higit6 puffere (SDB) 1x25mL

Mycobacterium tuberculosis amplifikacios reagens (A) 1 x 3 mL (feloldas esetén)
Mycobacterium amplifikacids puffer (AB) 1x3mL

Mycobacterium olajos reagens (O) 1x10mL

Mycobacterium enzimreagens (E) 1 x 1,5 mL (feloldas esetén)
Mycobacterium enzimhigité-puffer (EDB) 1x15mL

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS HIBRIDIZACIOS TALCA

Mycobacterium tuberculosis hibridizaciés reagens (H)

1 x 6 mL (feloldas esetén)

Mycobacterium hibridizacios puffer (HB) 1x6mL
Mycobacterium szelekcios reagens (S) 1x15mL
Mycobacterium lizalé csévek (LT) 2 x25Csb
Légmentessen zard kartyak 1 csomag

B. Sziikséges, de a készlet részét nem képz6 anyagok

. 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL, 300 pL, és 450 pL kimérésére alkalmas mikropipettak

e  Vortex keverd

e  Steril viz (szlrt vagy autoklavozott)
e  Tenyésztd csdvek

. Steril, 3 mm-es Uveggydngyok

. Csavaros kupakkal ellatott mikrocentrifuga-csévek

. Pozitiv kontrol sejtek az Amplifikaciéhoz (példaul, M. tuberculosis, ATCC 25177 vagy ATCC 27294)

. Negativ kontrol sejtek az Amplifikacidhoz (példaul, M. gordonae, ATCC 14470, vagy M. terrae, ATCC 15755)
e Haztartasi fehérit6 (5,25% hipoklorit-oldat)

. MUianyag hatlapos, laboratériumi fellilettakard

e  Hidrofdb filterrel ellatott 1000 pL-es pipettahegyek
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C. Az On Hologic Képviseleténél beszerezhet tovabbi anyagok
Leader 50i Luminométer (bioMérieux hiv. 39400 / Hologic Kat. Sz. 103100i)
Szonikator (bioMérieux hiv. 39409 / Hologic Kat. Sz. 901104)
Kimutatasi Reagenskészlet (bioMérieux hiv. 39300 / Hologic Kat. Sz. 201791)
MTD Amplifikaciés Kontrolok (bioMérieux hiv. 39223/Hologic Kat. Sz. 301043F)

Blokktermosztat* (42° + 1°C, 60° + 1°C, és 95° + 5°C) (bioMérieux hiv. 39405, 39406, 39407 / Hologic Kat. Sz. 105524,
105524F, 105524J)

Szonikatorallvany (bioMérieux hiv. 39313 / Hologic Kat. Sz. 104027)

Tesztcsé-tartok (bioMérieux hiv. 39311 / Hologic Kat. Sz. 104769)

Hidrofob filterrel ellatott, nydjtott hosszisagu pipettacsucsok (1250 uL) (bioMérieux hiv. 39315 / Hologic Kat. Sz. 104316)
Polipropilén csovek, 12 x 75 mm (bioMérieux hiv. 39308 / Hologic Kat. Sz. 102440)

Réapattinthat6 sapkak 12 x 75 mm-es polipropilén csévekhez (bioMérieux hiv. 39320 / Hologic Kat. Sz. 400713)

TESZTELJARAS

Kontrolok

Az Amplifikacidban pozitiv kontrol sejtként alkalmazott sejteknek az M. tuberculosis-komplexet alkoté sejtek kozil kell kikerdlnie,
azaz lehet példaul avirulens H37Ra (ATCC 25177) vagy virulens H37Rv (ATCC 27294). Az amplifikaciéban negativ kontrolnak
alkalmazott sejteknek MOTT sejteknek, példaul M. gordonae (ATCC 14470) vagy M. terrae (ATCC 15755) sejteknek kell lenniuk.
A kontrolokat a minta tesztelése el6tt kell elkésziteni.

50 pL sejtkontrolnak  25-150 CFU-t kell tartalmaznia, azaz vizsgalatonként a végsé koncentracionak
1-10 CFU-nak kell lennie. Ezt a koncentraciot tenyésztéssel kell ellendrizni. Ezeket a sejtkontrolokat a minta-el6készitéshez
szilkséges kontrolok elkészitésében alkalmazzuk. (Ld. Mintakészités).

1. A sejtkontrolok készitésének javasolt modja
a. Tegyen 3-5 steril 3 mm-es Uveggydngyot egy tiszta tenyészcsébe.

Mérjen a csébe 1-2 mL steril vizet. A megfelel6 tenyészetbdl adjon ehhez néhany oltdkacsnyi szaporulatot. Zarja le a
csovet és tébbszor vortexelje nagy sebességen.

Hagyja a szuszpenziét 15 percig lepedni.

d. Transzferdlja a felliluszot egy tiszta tenyészcsébe. McFarland referencia alkalmazéasaval allitsa be a turbiditast #1
McFarland zavarossagmérd standarddal egyenlé turbiditasra.

e. Készitsen a szuszpenziébol 1:100 higitast gy, hogy 10 mL steril vizbe bemér 100 pL #1 McFarland szuszpenzi6t.
Zarja le és vortexelje. Ez az 1. higités.

f.  Készitsen egy méasodik 1:100 higitast ugy, hogy 10 mL steril vizbe bemér az 1. higitasbol
100 pL-t. Zarja le és vortexelje. Ez a 2. higitas. Az oldat 50 pL-ének koértlbelul 25 - 150 CFU-t kell tartalmaznia.

Sejtkontrolok Szétosztasa és Tarolasa

a. A higitasokat tiszta 1,5 mL-es, csavarosteteji mikrocentrifuga-csévekbe, egyszerhasznéalatos adagokba (500 pL) kell
szétosztani és az adagokat -20°C-on 6 hénapig, vagy -70°C-on 1 évig lehet tarolni. Dérmentes (frost-free) fagyasztokat
tilos alkalmazni.

A javasolt M. tuberculosis pozitiv sejtkontrol tesztelése csak a reagensekkel kapcsolatos lIényeges problémak monitorozaséara
szolgdl. A pozitiv kontrol az el6készitésben alkalmazott reagensek, feleslegben jelenlévé NaOH és foszfatpuffer okozta
interferenciabdl eredd, hatasainak monitorozasara szolgal. A javasolt sejtkontrolokkal nem lehet kimutatni az eljarasban az
amplifikacié hatékonysagat vagy szelekciés id6 megfelel6ségét befolyasolod idézitést vagy hémérsékleteket érinté valtozasokat.
Az utmutatok vagy specialis el6irasok szerint, tovabbi kontrolok is tesztelhetdk.

2. Mintagatl6é Kontrolok

Negativ MTD teszt esetén, illetve ha az orvos hatarozottan gyanitja, hogy a beteg tuberculosistél szenved, az alabbi eljaras
alkalmazéasaval lehet tesztelni a minta gatlasat:

a. Tegyen 50-50 uL Mintahigito-puffert 2 Mycobacterium liziscs6be (LT) (oltott és oltatlan).

b.  Adjon 50 pL, Amplifikaciéban pozitiv kontrolnak alkalmazott sejtszuszpenziét és 450 pL liledéket az 1. csébe (oltott).
Adjon 450 pL Uledéket a masodik csébe (oltatlan). Végezze el a tesztet a szokasos modon.
Ertékelés
Amennyiben az oltott csé RLU-értéke >30.000, akkor a minta nem gatolja az amplifikaciot és egyértelmiien nincs elérhetd
cél az amplifikaciéhoz. Amennyiben az "oltott” csé RLU-értéke 30.000 alatt van, a minta gatolja az amplifikaciot és egy masik
mintat kell értékelni. Amennyiben a "nem oltott" minta megismételt tesztje is pozitiv, az MTD teszt eredményét pozitivnak
lehet tekinteni. Az ilyen tipusu legvalosziniibb oka a véletlenszerii mintagyUjtés valtozékonysaga, azaz az els6 adag nem

tartalmaz amplifikaciora alkalmas célszekvenciat, viszont a masodik adagban van ilyen szekvencia. A "nem oltott" csé RLU
értéke egyarant lehet pozitiv és negativ, mivel az liledékadag tartalmaz vagy nem tartalmaz M. tuberculosis rRNS-t.

3. Laboratériumi kontaminacié monitoringja
Amplikon vagy M. tuberculosis sejtek okozta laboratériumi kontaminacié monitorozaséara az alabbi eljarast lehet elvégezni:
a. Tegyen 1 mL steril vizet egy tiszta cs6be. Nedvesitsen be steril vizzel egy poliészter vagy dacron tampont.
b. Tordlje le a tesztelni kivant munkaasztal egy részét vagy a kérdéses berendezést.

c. Helyezze a tampont a vizbe és dvatosan keverjuk fel. Nyomkodja a tampont a cs6 egyik oldalahoz, majd vegye ki.
Dobja ki a tampont egy 1:1 aranyban higitott haztartasi fehéritét tartalimazo tartalyba.
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d. A tamponbdl kinyomkodott anyagot tartalmazé vizbél adjon 25 pL-t egy 50 pL amplifik&ciés reagenst és 200 pL olajos
reagenst tartalmazo6 amplifikacios Csébe.

e. Az amplifikéciot és a kimutatast a TESZTELJARAS-ban leirtak szerint végezze.
Ertékelés
Amennyiben az eredmény > 30.000 RLU, a felszin kontaminalddott és azt fehéritével végzett kezeléssel dekontaminalni kell
a TESZTELJARAS, Felszerelés eldkészitése cimii részében javasoltak szerint. Amennyiben feltételezhetd, hogy a vizfurd6

kontaminalédott, vegyen 25 pL mintat a vizfidébdl és azt amplifikalja a tamponbdl kinyomkodott anyagra vonatkozéan leirtak
szerint. Az eljaras csak akkor mikaodik, ha a vizfird6ben nem hasznaltak antimikrobialis agenst.

A berendezések el6készitése

1. Az ultrahang energidjanak optimalis tovabbitasa céljabdl a szonikatorban Iévé vizet az egyes futtatasok el6tt gondosan
gazmentesiteni kell az alabbi eljaras szerint:

a. Szobahémérsékletli csapvizzel toltse fel a szonikator viztartalyat a tartaly szélétél mért 1 cm-en belili magassagig.
b. Korulbelll 15 percig mikddtesse a szonikatort a viz alapos gazmentesitése céljabdl.

2. Allitsa be az 1 blokktermosztat hdmérsékletét 95°C-ra, az 1. blokktermosztatét vagy vizfiirdsét 60°C-ra és egy maésik
blokktermosztatét vagy vizfiurd6ét pedig 42° + 1°C-ra.

3. Kezdés elétt tortdlje le a munkafellleteket, felszerelést és pipettorokat 1:1 aranyban higitott haztartasi fehéritészerrel. A
fehéritének legalabb 15 percig érintkeznie kell a felszinnel. A fehérit eltavolitasara a munkafellleteket vizzel at lehet tortoini.
A teszt elvégzésére biztositott fellletet fedje le mlanyag hatlapos laboratériumi feddpapirral.

4. Készitse el6 mikodtetésre a Leader Luminométert. Gy6z8djon meg arrdl, hogy van a teszt futtatasahoz elegendd
mennyiségi |-es és ll-es kimutatasi reagens és gy6z&6djon meg arrol is, hogy a reagenscsévek meg vannak-e toltve. A
kimutatasi reagensek betoltésére vonatkoz6 tovabbi informaciokért Id. a berendezés kezelési kézikdnyvét. (a kimutatasi
reagenseket kulon kell beszerezni).

Reagens-eldkészités

A liofilizalt, Mycobacterium tuberculosis amplifikacios reagenst (A) tartalmazoé fiola (50 tesztre elegendd) tartalmahoz adjon 3,0
mL Mycobacterium amplifikacios puffert (AB). Vortexelje addig, amig az oldat 6ssze nem keveredik. A feloldott reagenst inkubalja
szobah&mérsékleten kitisztulasig. A feloldott Mycobacterium tuberculosis amplifikacids reagens 2°C-8°C-on 2 hdnapig tarolhato.
Felhasznalas el6tt varni kell addig, amig a Mycobacterium tuberculosis amplifikacios reagens szobahémérsékletre fel nem
melegszik.

Minta-el6készités

1. Lasson el felirattal elegendd szamu Mycobacterium liziscsévet (LT) a mintak teszteléséhez, egy tovabbi csévet az
Amplifikaciéban alkalmazott pozitiv vagy negativ kontrolnak, illetve a minta-el6készitésben pozitiv vagy negativ kontrolnak.
Vegye le és tegye vissza a kupakokat.

2. Pipettdzzon 50 puL Mycobacterium mintahigito-puffert (SBD) az 0sszes Mycobacterium liziscs6be(LT). Kovesse a kontrolokra
vonatkozé "A" vagy "B", illetve a mintékra vonatkozé "C" utasitasokat.
a. Kontrolok a mintak feldolgozasahoz:
Minden kontrolnal, mérjen be 1 mL NALC/NaOH oldatot, a kdpet feldolgozasara szolgalo foszfatpufferbdl 3 mL-t és 1
mL steril vizet egy mintafeldolgoz4-cs6be.
i. Vortexelje Ossze.

ii. A NALC/NaOH/foszfatpuffer oldathdl pipettazzon at 450 pL-t a megfeleld jelzéssel ellatott Mycobacterium
Liziscsébe (LT) és adjon ehhez 50 pL sejtkontrol-oldatot.

b. Amplifikacidés kontrolsejtek alkalmazasa esetén, az amplifikacioban kontrolként szolgald sejtek szuszpenzidjat
tartalmazd tarolélivegbdl mérjen at 450 pL szuszpenziét a megfeleld jelzéssel ellatott Mycobacterium liziscs6be (LT).

c. Minta: Transzferaljon 450 pL dekontaminalt, joI 6sszekevert mintat a tarolélivegébdl a megfeleld jelzéssel ellatott
Mycobacterium liziscsébe (LT).

3. Az egyes mintak hozzaadasa utan pattintsa vissza a kupakot a Mycobacterium liziscsére (LT).

4. Vortexelje 3 masodpecig.

Mintalizalas

1. Nyomja be a Mycobacterium liziscsOveket (LT) a szonikator csétartdjaba ugy, hogy a csé aljan 1évé reakciokeverék

alameriljion ugyan, de a kupak a viz felett legyen. Tegye a szonikator csétartojat a szonikatorfirdébe. A CSOVEK
VELETLENUL SEM ERINTKEZHETNEK A SZONIKATOR ALJAVAL VAGY OLDALAVAL.

2. Szomkaljon 15 percen éat, de 20 percnél mindenképpen rovidebb ideig. Az igy szonikalt mintadkat és kontrolokat tekintjik
"lizatumoknak". TILOS A LIZATUMOKAT VORTEXELNI.

Amplifikacio
1. Jeldljon meg néhany amplifikacios csévet (12 x 75 mm-es polipropilén csdvek) a Mycobacterium liziscséveknél (LT) hasznalt
kédszamoknak megfelelé szamokkal a cs6 tetejéhez kdzel. Hasonl6képpen lassa el jelzéssel az amplifikaciéban pozitiv és

negativ kontroloknak szant cséveket. RNS-kontrol alkalmazésa esetén lassa el jelzéssel a negativ és pozitiv kontroloknak
megfelel6 amplifikacios csdveket.

2. Ismétld pipettor alkalmazasaval mérjen be 50-50 pL Mycobacterium tuberculosis amplifikaciés reagensoldatot az egyes
amplifikaciés csovek aljara. Ismétlé pipettor alkalmazasaval adjon 200-200 puL Mycobacterium olajos reagenst (O) az egyes
amplifikacios csévekhez.

3. TILOS A LIZATUMOKAT VORTEXELNI. Mérjen be 25 L lizatumot a megfeleld jelzéssel ellatott amplifikacids csé aljara ugy,
hogy minden egyes transzfer utan egy masik nyujtott végi, hidroféb filterrrel ellatott pipettahegyet alkalmaz. A fennmaradt
lizatum 2°C-8°C-on akar 7 napig, -20°C vagy az ala fagyasztva pedig maximum 1 hénapig eléll. Dérmentes (frost-free)
fagyasztokat tilos alkalmazni. Amennyiben a kérdéses betegtdl szarmazé mintan tovabbi tesztelésre van sziikség, a tarolt
lizatumot hagyni kell szobahémérsékletiire felmelegedni. TILOS A LIZATUMOT VORTEXELNI.

4. Inkubédlja a csdveket blokktermosztatban 95°C-on 15 percig, de 20 percnél ne tovabb.

5. Keszitse el az enzimkeveréket gy, hogy a liofilizalt Mycobacterium enzimreagenshez (E) hozzamér 1,5 mL Mycobacterium
enzimhigité-puffert (EDB). Keverje 6ssze de nehogy vortexelje. A feloldott enzimreagens adagonkentB tarolva 2°C-8°C-on a
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feloldast kovetéen 1 hdnapig, -20°C vagy az ala fagyasztva pedig 2 hdnapig stabil marad. Amennyiben a tesztelés fagyasztott
adagokkal torténik, el6szor hagyni kell az fagyasztott adagot szobahémérsékletre felmelegedni. Az adagokat nem szabad
megemelt hémérsékleten kiolvasztani. Kiolvadas utan az adagot ugy kell 6sszekeverni, hogy az amplifikaciés cs6hoz valo
hozzaadas el6tt a keveréket az ismétlé pipetorral 6vatosan szivja fel és nyomja vissza.

6. Tegye a csoveket a 42° + 1°C-os blokktermosztatba vagy vizfurdébe, és 5 percig hagyja hiilni. NE HAGYJA, HOGY A
CSOVEK SZOBAHOMERSEKLETURE LEHULJENEK. NE FEDJE LE A ViZFURDOT.

7. IsmétlS pipettorral mérjen be 25-25 uL enzimkevereket minden egyes, 42° + 1°C-on tartott amplifikacios csébe. Razassal
keverje Gssze. Inkubalja a csoveket 42°C-on 30 percig, de 60 percnél semmiképpen se tovabb. Az inkubacios |épés alatt
szigetel6 kartyakat kell alkalmazni, vagy a csovek tetejére vissza kell pattintani a kupakot. NE FEDJE LE A ViZFURDOT.

8. A 30 perces inkubdlas utan a csoveket le lehet fedni és 2°C-8°C-on maximum 2 6éran at, -20°C-on 12 6ran at lehet lehet
tarolni. Amennyiben a csévek -20°C-on 12 6ran at lettek tarolva, a hibridizaciés lépés utan hagyni kell, hogy a csovek tartalma
szobah&mérsékleten vagy 60°C-nal nem magasabb hémérsékleten teljesen felolvadjon. 12 éran at val6 tarolas esetén a
szigetel6 kartyak helyett inkabb a lepattinthaté sapkakat kell alkalmazni.

Hibridizacio

1. Oldja fel aliofilizalt Mycobacterium tuberculosis hibridizacios reagenst (H) 6 mL Mycobacterium hibridizacids pufferben (HB).
A feloldas el6tt a Tuberculosis hibridizaciéos reagensnek (H) és a Mycobacterium hibridizaciés puffernek (HB)
szobah&mérsékletiinek kell lennie. Amennyiben a Mycobacterium hibridizaciés puffert (HB) el6zéleg lefagyasztotta, enyhe
kevergetés mellett 60°C-on olvassza ki. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az ésszes komponens feloldodott-e. Vortexelje az oldatot
addig, amig az ki nem tisztul (ez akar 1 percig is eltarthat). Ez mutatja azt, hogy minden dsszetevé feloldodott. A feloldott
hibridizacios reagens adagonként® tarolva 2°C-8°C-on a feloldast kévetéen 1 honapig, -20°C vagy az ala fagyasztva pedig
2 hoénapig stabil marad. Amennyiben a hibridizacids reagenst elézéleg lehiitotte vagy lefagyasztotta, enyhe kevergetés
mellett 60°C-on olvassza ki. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az 6sszes komponens feloldédott-e.

2. Az egyes csOvekbe mérjen be 100-100 pL oldott hibridizaciés reagenst az ismétlé pipettor alkalmazasaval. Fedje le a
csoveket szigetel6kartyaval vagy lepattinthatd kupakkal. A csdveket maximalis sebessegen vortexelje haromszor, esetenként
legalabb egy telies masodpercigP. A reakciocsé(vek)ben a megfelel6 keveredés gy lehet elérni, hogy a vortexelés alatt a
csoveket fliggblegesen kell tartani és hagyni kell, hogy a reakcidkeverék elérje a cséfal felsé felét. (A lehetséges kontaminacio
elkeriilése vegett ne hagyja, hogy a reakciokeverék érintkezzen a szigetel6kartyaval vagy kupakkal. Megfelelé vortexelés
utan, a reakcikeveréknek egységes sarga szininek kell lennie.

3. Inkubalja a csdveket blokktermosztatban vagy vizflird6ben 60°C-on 15 percig, de 20 percnél ne tovabb.
Szelekcié

1. A teszt kezdete el6tt a Mycobacterium szelekcios reagensnek (S) szobahémérsékletlinek kell lennie. Vegye ki a csdveket a
60°C-os vizflirdébdl vagy blokktermosztatbdl, és ismétlé pipettorral mérjen be 300 yL Mycobacterium szelekcids reagenst
(S). Fedje le a csoveket smgetelokartyaval vagy lepattinthaté kupakkal. A csOveket kbzepes sebessegen vortexelje
haromszor, esetenként legaldbb egy teljes masodpermgD A reakciocsd(vek)ben a megfeleld keveredés ugy lehet elérni,
hogy a vortexelés alatt a csoveket fejjel lefelé kell tartani és hagyni kell, hogy a reakcikeverék elérje a cséfal felsé felét. (A
lehetséges kontaminacio elkerilése vegett ne hagyja, hogy a reakciokeverék érintkezzen a szigetel6kartyaval vagy kupakkal.
Megfeleld vortexelés utan, a reakcikeveréknek egységes rézsasziniinek szinlinek kell lennie.

2. Inkubdlja a cs6veket blokktermosztatban vagy vizfirdében 60°C-on 15 percig, de 16 percnél ne tovabb.

3. Vegye ki a csoveket a vizfiirdébél vagy blokktermosztatbél. Hitse a cséveket szobahémérsékleten legalabb 5 percig, de 1
6ranal ne tovabb. Kozvetlenil a kimutatas el6tt vegye le a szigetel6kartyakat vagy kupakokat.

Kimutatas

1. A luminométer szoftverének menijébdl valassza ki a megfelel6 protokolt. Hasznaljon 2 perces leolvasasi id6t.

2. Nedves papirzsebkenddvel vagy foszlasmentes papirtorilkdzével t6roljon le minden csdvet azért, hogy a cs6 kiilsd részén
ne legyen semmilyen maradvany, és illessze a csovet a luminométerbe a berendezéshez adott utasitasok szerint. A csoveket
a 3. szelekcibs Iépés 1 6rajan belill le kell olvasni.

3. Az analizis végén vegye ki a csove(ke)t a luminométerbdl.

4. Leolvasas utan, spriccflaskabdl évatosan toltse tele a reakciécsoveket 1:9 aranyban higitott haztartasi fehéritével. Varjon
minimum egy orat miel6tt kiontené a folyadékot a csévekbdl. Ez segit megelézni, hogy a laboratoriumi kérnyezet amplikonnal
kontaminalddjon.

5. A tesztcsétartokat, igy a mintakra és a tesztekre hasznalt tartokat, a dekontaminalashoz minimum 15 percre teljesen el kell
meriteni vizzel 1:1 aranyban higitott haztartasi fehéritében. Ezutan a fehéritét vizzel le kell dbliteni és az allvanyokat szarazra
kell tértéIni vagy hagyni kell a levegén megszaradni.

6. Ne felejtse el 1:1 aranyban higitott haztartasi fehéritével dekontaminalni a laboratératoriumi fellileteket és a felszerelést.
Tesztismétlés

1. Amennyiben a kérdéses betegtdl szarmazd minta lizatuman tovabbi tesztelésre van szlikség, az el6készitett lizatumot hagyni
kell szobahémérsékletiire felmelegedni. TILOS A LIZATUMOT VORTEXELNI.

2. Kovesse a TESZTELJARAS prokoljat az amplifikacios 1épéstél kezdve.

AZ ELJARASSAL KAPCSOLATOS MEGJEGYZESEK

A. Reagensek
1. Az enzimreagenst feloldas utan nem szabad 15 percnél tovabb szobah6mérsékleten tartani.

2. Mycobacterium hibridizaciés puffer (HB) kicsapddhat. A Mycobacterium hibridizaciés puffer (HB) vagy a feloldott
hibridizaciés reagens 60°C-ra valo felmelegitésével és keverésével a csapadék feloldhato.

B. H&mérséklet

1. Az amplifikacios, hibridizacios és szelekcios reakciok fliggenek a hdmérséklettdl; gy6z&djon meg arrdl, hogy a vizfirdd
vagy blokktermosztat hémérséklete a meghatarozott hdmersékleti tartomanyba esik.

2. Az amplifikacié optimalis teljesitményéhez a csOveket az enzimkeverék hozzaadasa el6tt 5 percre le kell hiteni
42°C-ra.

3. Az hémérséklet kritikus fontossagu az amplifikaciohoz (42° + 1°C).
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C. Idé
Rendkiviil fontos, hogy betartsa a TESZTELJARAS-ban meghatarozott idékereteket.
D. Vizfirdé

1. A vizfurdében a viz szintjét olyan magasan kell tartani, hogy a reakciécsévekben lévé folyékony reagensek szintje
teljesen viz alatt legyen, viszont a vizszint nem lehet olyan magas, hogy viz keriilhessen a csovekbe.

2. Az amplifikaciés Iépés soran, a vizflird6t nem szabad lefedni, mivel a fedén képz&dott kondenzatum be- vagy
racsepeghet a csovekre.

E. Vortexelés

A hibridizaciés és szelekciés |épések soran fontos, hogy a keverékek homogének legyenek, kiléndsen az oldott
Mycobacterium tuberculosis hibridizacios reagens (H) (a reakciokeverék egységesen sarga szin(i) és a Mycobacterium
szelekcios reagens hozzaadasa utan (a reakciokeverék egységesen rozsaszin().

A vortexeléssel egy adott oldatbol egységes szuszpenziot allithatd elé. Ha a reagenseket egy tesztcsébe helyezzik és a
csovet egy bizonyos kiilsé energiaforrassal latjuk el, az oldat gyors rotacidba kezd a cs6 tengelye mentén. E gyors rotacioé
egységes tesztszuszpenziét eredményez. A megfelel6 vortexelés eléréséhez, vortexelés soran a csovet egyenesen,
fuggbleges allasban kell tartani és a csé végét meg kell tdmasztani. Amikor elérte a meglelé vortexel6 mozgast, a
szuszpenzio olyan erdsségl korkorés mozgassal rotal, hogy a mozgas a csé felsé felének magassagaig képes megemelni
az oldatot. A hibridizacios és szelekcios lépések soran, ezt manipulaciét egymas utan haromszor alkalmazzuk és a vortexet
minden egyes esetben legalabb 1 teljes masodpercig tartjuk fenn.

TESZTERTEKELES

A Mycobacterium tuberculosis amplifikadlasan alapul6 kdzvetlen (MTD) teszttel vizsgalt mintak soran kapott eredmények
értékelése egy elsd negativ eredményen (< 30.000 RLU), els pozitiv eredményen (>500.000 RLU), vagy els6, nem egyértelmi
eredményen (30.000 - 499.999 RLU) alapul. Az MTD tesztet meg kell ismételni az eredeti félretett lizatumbdl, ha az elsé
eredmény nem egyértelmi. A lizatummal vegzett megismétel vizsgalat eredménye > 30.000 RLU esetében tekintheté pozitivnak.

A. Min6ségellenérzési eredmények és elfogadhat6sag
A kontrolokkal az alabbi értékeket kell kapni:
o  Amplifikaciéban negativ kontrolnak alkalmazott sejtek: < 20.000 RLU
e  Amplifikaciéban pozitiv kontrolnak alkalmazott sejtek: > 500.000 RLU
e A mintafeldolgozas negativ kontrolja: < 20.000 RLU
e A mintafeldolgozéas pozitiv kontrolja: > 1.000.000 RLU
Tilos a beteg teszteredményeit jelentésbe foglalni, ha az MTD teszt eredményei nem felelnek meg a fenti kritériumoknak.
Tovabbi informaciok a HIBAELHARITAS cimi részben talalhatok.
Minden egyes adag elkészitett kontrollal kapott teszteredmények alapjan célértékeket kell meghatarozni a kontrolokra
minden laboratériumban.
B. A betegekkel kapott teszteredmények
Amennyiben a kontrolok nem adjak az elvart eredményt, a betegtél gyjtétt mintarél a kontrolokkal azonos futtatasban kapott
teszteredményeket tilos a jelentésbe foglalni.
Eredmények:
e  >500.000 RLU az M. tuberculosis-komplex rRNS-ére pozitiv
e < 30.000 RLU az M. tuberculosis-komplex rRNS-ére negativ

e 30.000 és 499.999 kozotti RLU esetén az M. tuberculosis-komplex rRNS-ére feltehetéen pozitiv; az eredmények
ellen6rzésére a tesztet meg kell ismételni:

Ismétlés > 30.000 RLU az M. tuberculosis-komplex rRNS-re pozitiv
Ismétlés < 30.000 RLU az M. tuberculosis-komplex rRNS-ére negativ

AZ EREDMENYEK JELENTESBE FOGLALASA
Az MTD tesztbdl szarmazé eredményeket az orvos rendelkezésére all6 mas laboratériumi és klinikai adatokkal egydtt kell
jelenteni. A klinikai feltételezés fokan alapulva, tovabbi minta tesztelését is fegyelembe kell venni.

Amennyiben az elsé MTD eredmény pozitiv (> 500.000 RLU), vagy a megismételt MTD teszt eredménye pozitiv (> 30.000 RLU),
az aldbbiak szerepeljenek a jelentésben:

Jelentés: Mycobacterium tuberculosis-komplex rRNS-e kimutatva. AFB kenet (pozitiv vagy negativ).

Tovabbi informéciok: AFB tenyészet folyamatban. A minta tartalmazhat MOTT-ot és M. tuberculosis-t, vagy csak M. tuberculosis-t. A
tuberculosis diagnézisa nem alapulhat kizarélag ezen a teszten. A kenetre negativ betegre vonatkoz6 pozitiv
eldrejelzett érték alacsonyabb, mint egy kenetre pozitiv betegé. Ez kiilondsen fontos az olyan tesztpopulacié
esetén, ahol a tuberculosis el6fordulasa alacsony és a diagnosztikai eljarasok pozitiv elérejelzési értékei ennek
megfeleléen csdkkentek.
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Amennyiben az els6é vagy a megismételt MTD teszt eredménye negativ (<30.000 RLU), a jelentésben az aldbbiak szerepeljenek:

Jelentés: Mycobacterium tuberculosis-komplex rRNS-e nincs kimutatva.
AFB kenet (pozitiv vagy negativ).
Tovabbi informéciok: Mycobacterium tuberculosis-komplex rRNS-e nincs kimutatva. AFB tenyészet folyamatban. A minta

tartalmazhat M. tuberculosis-t, az eredmény esetleg tévesen negativ a MOTT jelenlétében vagy hianyaban
alacsony szamu M. tuberculosis miatt, vagy az eredmény tévesen negativ a mintaban 1évé és a vizsgalatot
zavard inhibitorok miatt. Amennyiben klinikailag felmerdl a tuberculosis gyanuja vagy az inhibitorok jelenléte a
mintaban, a beteget6l szarmazoé tovabbi minta tesztelését javasoljuk.

KORLATOZASOK

Csak az M. tuberculosis complex tagjainak kimutatasara lehet alkalmazni a CDC &ltal javasolt NALC-NaOH vagy NaOH eljarasok
kovetésével elSkészitett Uledékek alkalmazasaval’. Ezt a tesztet csak (indukalt vagy felkohégott) kopetbdl, trachealis
aspiratumokbdl vagy bronchidlis mintakbal (példaul, bronchoalveolaris nedvek vagy broncialis aspiratumok) készitett tledékekkel
lehet alkalmazni.

Az MTD teszt ugyan specifikus, de nem tud kiilénbséget tenni az M. tuberculosis-komplex tagjai, azaz az M. tuberculosis, M.
bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti és M. canetti, kbzott, és az M. terrae-szer(l szervezetek keresztreakciot adnak, ha
mintanként 30 CFU-nal magasabb koncentraciokban vannak jelen.. Azonban, az M. celatum- és M. terrae-szer(i szervezetek
klinikai izolatumokban csak ritkan vannak jelen.

A teszteredményeket befolyasolhatja a mintagy(ijtés és -szallitas, az eltér6 mintagydjtés, a laboratériumi feldolgozas soran
bekovetkezd hibak, a téves mintaazonositas, és a transzkripcié hibai. Egy negativ teszt még nem zarja ki annak lehet6ségét,
hogy a mintabél az M. tuberculosis-komplexbe tartozé szervezetet lehessen izolalni.

VART ERTEKEK

A. A kontrol értékek klinikai vizsgalatokban megfigyelt tartomanya
Egy 7 helyen végzett klinikai vizsgalatban a kontrolok RLU tartoméanya az aldbbinak adodott:

RLU (N=704)
Tartoméany Atlag
Amplifikaciéban pozitiv kontrolsejtek 556.245-t61 >2.000.000-ig >2.000.000
Amplifikaciéban negativ kontrolsejtek 904-t6l 18.754-ig 3.041

B. Klinikai mintak RLU értéktartomanya

A 127, MTD tesztre pozitiv minta RLU-értékeinek tartoméanya 35.777 és >2.000.000 RLU k&zé esett.
Az 577, MTD tesztre negativ minta RLU-értékeinek tartomanya 573 és 19.176 RLU kozé esett

Az e mintdk RLU értékeinek, diszkrepancia felbontds utani gyakorisag-eloszlasat az alabbi grafikon abrazolja: A
diszkrepancia-felbontas az ugyanattol a betegtél szarmazé mas, tenyésztésre pozitiv mintak meglétén és/vagy a kezeléorvos
végs6 diagndzisan alapul.

Kezeletlen mintakbdl szarmaz6 eredmények eloszlasa (7 hely)
N=704
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TELJESITMENYJELLEMZOK

A. Klinikai értékelés
Az eredeti MTD tesztet 6 helyen végzett vizsgalatban értékelték 2.609 betegtél vett 6.079 minta esetén az AFB kenetek
eredményeinek és a mycobacterialis tenyészetek eredményeinek dsszevetésével. Ezek koziil 4.000 mintat gydjtottek 1.898,
tuberculosis elleni terapiaban nem részesul6 betegtdl. A 6 vizsgalati helyet kulonféle foldrajzi teriiletekrdl valasztottak. Ezek
kozul 5, nagy, tuberculosis kezel6 kdzponttal ellatott, vilagvarosi kérhazi kdzpont, a hatodik vizsgalati hely pedig egy megyei
kozegészsegugyi laboratérium volt.
Az MTD teszt jelenlegi forméajat egy masik, 7 helyen végzett vizsgalatban értékelték az MTD teszt eredményeinek és a
mycobacterialis tenyésztés eredményeinek dsszehasonlitasaval. A 7, kiilonféle foldrajzi teriiletekrél valasztott vizsgalati hely
kozul 6 hely nagy, tuberculosis kezel6 kdzponttal ellatott, vilagvarosi korhazi kdzpont, a hetedik vizsgélati hely pedig szintén
egy nemzeti mycobacterialis laboratérium volt.
A hetedik hely egy megyei kdzegészségugyi laboratorium volt. Terapiaban nem részesllé betegektdl szarmazo mintakat
vizsgaltak. Ezek koziil 132 volt tenyészetre pozitiv az M. tuberculosis-komplexre nézve. E tenyésztésre pozitiv mintakbél az
MTD 119-et kimutatott; 7 minta az M. tuberculosis mellett MOTT-t& alakult.

KEZETLEN BETEGEKTOL SZARMAZO MINTAK
MTD vs. tenyésztés (N=704)

BETEGEK SZERINT BETEGEK SZERINT
A a felbontasi tenyésztés el6tt A afelbontasi tenyésztés utan
+ - b -
+ 54 4 +| 56 [ 2 |
M 4 221 RN 4 [ o |
MINTAK SZERINT MINTAK SZERINT )
A a felbontasi tenyésztés el6tt A afelbontési tenyésztés UTAN
+ - + -
w19 [ ‘ T [ 2 |
MTD
- 13 [ e | .| T 5 |

Ebben a vizsgalatban aktiv tidétuberculosis-gyanus, de kezelésben nem részesul6 betegek vettek részt. A tenyésztre pozitiv
M. tuberculosisos betegek atlagos eléforduldsa 20,5% volt.

A tenyésztésben kapott eredményekkel 6sszehasonlitva, a betegeken az MTD teszt altalanos érzékenysége 93,3%-0s,
specificitasa pedig 99,1%-0s volt. A tenyésztésben kapott eredményekkel 6sszehasonlitva, a mintak esetében az MTD teszt
altalanos érzékenysége 90,6%-0s, specificitasa pedig 99,6%-o0s volt. A 7 helyrél szarmazo, érzékenységi- és specifictasi
értékeket, pozitiv el6rejelzési értéket (Positive Predictive Value (PPV)) és negativ el6rejelzési értéket (Negative Predictive
Value (PPV)) az alabbi tablazat tartalmazza. A tablazatban a teljesitmény becslésekre vonatkozé 95%-os konfidencia-
intervallumokat is feltiintettiik. A diszkrepancia-felbontast kéveté minden bemutatott adat ugyanattdl a betegtél szarmazo
mas, tenyésztésre pozitiv mintak megléten és/vagy a kezel6orvos végsé diagndzisan alapul.

Betegek szerint:

95%
Teljes szazalék Szam vs. 6sszes szam konfidencia intervallum
Erzékenység 93,3% 56/60 83,8-98,2%
Specificitas 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%
Minték szerint:
95%
Teljes szazalék Szam vs. 6sszes szam konfidencia intervallum
Erzékenység 90,6% 125/138 84,4-94,9%
Specificitas 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%

Az M. tuberculosis-komplexre tenyésztésben és MTD tesztben negativ 564 minta koziil, 114 minta tenyészetben MOTT-ot
képzett, 64 szarmazott méas tenyészetekben MOTT-ra pozitiv betegtdl, és 169 pedig mycobacteridlis tenyészetekben
negativnak bizonyult betegtél.

B. Pontosségi vizsgalatok

2 negativ mintabdl, 2 gyengén pozitiv mintabol (2 100 CFU/teszt) és kdzepesen magas pozitivitasi mintabél (2 1000
CFUl/teszt) all6 pontossagi panelt tesztelésére keriilt sor 3 helyen. A pozitiv mintakat ugy készitettiik, hogy ismert mennyiség(
M. tuberculosissal k6zepesen gatlo tledéket fertéztiink. A mintékat a 3 vizsgéalati helyen haromszoros ismétlésben, 3 napon
at naponta kétszer teszteltiik. Minden futtatasban volt pozitiv és negativ amplifikaciés kontrol.
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Miutan nem talaltunk jelentds variabilitast a vizsgalati helyek vagy napok kézott, ezért kombinaltuk a harom helyrél szarmazo
adatokat (Id. alabb). Mivel a mért RLU értékeket korlatozza a luminométer fotonsokszorozé-csove, ezért a 2.000.000 RLU-
nél nagyobb értékeket levagtuk. Standard eltérés vagy %-os CV értékek nincsenek megadva.

Pontossagi vozsgalatok

Megfigyelések szama % Korrekt Tartomany (RLU) Atlag (RLU)
1. minta 108 100% 154.1083- >2.000.000
erésen pozitiv >2.000.000
2. minta 108 99,1% 16.324->2.000.000 >2.000.000
gyengén pozitiv
3. minta 108 100% 2.004-5.693 2.689
negativ
Pozitiv 54 100% >2.000.000 >2.000.000
sejtkontrol
Negativ 54 100% 2.272-4.241 2.944
sejtkontrol

*egy megfigyelés negayiv volt

C. Megismételhetéség

A megismételhetéségi panel 25 mintadbdl és mintanként egy-egy, amplifikaciéra negativ kontrolbdl, azaz 6sszesen 50
mintabol allt. A megismételhetésegi panelt 4 helyen teszteltik. Osszeségében, minden negativ minta (120/120) a vart
eredményt hozta, és a pozitiv mintak 98,8%-a (79/80) is hozta a vart eredményt.

D. Analitikai Specificitas

Az MTD teszt specificitasat baktériumokon, gombakon és virusokon vizsgaltuk. Baktériumok és gombak esetében, a
specificitasi tesztben 160, a mycobacteriumokkal kozeli rokonsagban allé térzs (151 faj 62 génuszbdl), légzbészervi
megbetegedést okozé mas szervezetek, és a légzbszerv normalis flérajat alkotd szervezetek, illetve a tdrzsfejlédés
keresztmetszetét add szervezetek szerepeltek.  Tipustdrzsekhez az American Type Culture Collection (ATCC)
gyljteménybél, 5 izolatumhoz pedig klinikai laboratériumokbdl jutottunk. Aktivan szaporodd tenyészetekbdl készitett
lizatumokat (vagy 3 esetben rRNS-t) értékeltiink az MTD tesztben a TESZTELJARAS-ban leirtak szerint. Reakcionként
korilbeldl 5 x 10" CFU-t teszteltiink. Az M. celatum és M. terrae-szer( torzsek kivételével, csak az M. tuberculosis-komplex
térzsei adtak pozitiv eredményt.

Tesztenként 30 CFU-nal magasabb koncentracidban az M. celatum and néhany M. terrae-szer(i toérzs pozitiv MTD
teszteredmenyeket ad. Tesztenként 30 CFU-szint esetén, az M. celatum 26.772 RLU az M. terrae-szer{i organizmusok pedig
19.470 és 49.976 kozotti RLU értéket eredményeztek.

E. Kimutatasi hatarérték

A vilag kilonb6zé helyeirél szarmazd, harminc (30) M. tuberculosis torzset - igy reprezentativ gyégyszerrezisztens- és
gyogyszerrre érzékeny térzset - mutattunk ki az MTD teszttel. Az MTD mind a 30 t6rzsnél tesztenként 1 CFU-t mar képes
volt kimutatni.

F. Visszanyerés

Huszonét (25) fg Mycobacterium tuberculosis rRNS-t (ami tesztenként 5 CFU-val egyenértékil) teszteltiink az alabbi relevans,
nem célzott organizmusok jelenlétében (tesztenként korilbelil 540.000 CFU (450 pL)): 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, és Rhodococcus bronchialis. A fenti, nem célzott organizmusok jelenlétében, mindegyik teszt az M. tuberculosis rRNS-
re pozitiv volt.
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HIBAELHARITAS

MEGFIGYELES

LEHETSEGES OKOK

JAVASOLT TEENDOK

Az amplifikaciéban alkalmazott
negativ sejtkontrol vagy a
mintafeldolgozéasban
alkalmazott negativ kontrol
értéke tul magas (>20.000
RLU)

Az amplifikaciéban alkalmazott
pozitiv sejtkontrol vagy a
mintafeldolgozéasban
alkalmazott pozitiv kontrol
értéke alacsony (<500.000
RLU)

» Elégtelen keverés vagy a Mycobacterium
szelekcios reagens (S) hozzdadasa utan nem
elegendd mennyiség lett hozzadadva

o Nem megfelelé mértéku gondossag a reakcio
Osszedllitdsa soran és a kontaminalé anyag
amplifikdlasa soran kapott termékek lettek
felhasznalva.

e Az 5 perces leh(tési |épés kimaradt.

« Kontaminal6dott laboratériumi fellletek vagy
reagensek.

o A csdvek nem lettek megfelel6éen megtortdlve a

luminométerben térténd leolvasas elétt.

o Az amplifikacios l1épés az ajanlott
hémérséklettartomanytol eltéré hémérsékleten
tortént.

o Az amplifikacios reagens nem a cs@aljara, hanem

az oldalara volt pipettazva.
» Elégtelen keverés a feloldott Mycobacterium

Tuberculosis hibridizaciés reagens hozzaadasa

utan.
o Tul sok szelekcids reagens lett hozzadva.
o A szelekcios 1épés id6tartama meghaladta a

javasolt idétartomanyt.

e A 95°C-os inkubalas utan a csdvek 42°C ala
hiltek le.

* A kimutatasi reagens cs6vezetéke eldugult.

Tokéletes keverésre van sziikség. Gy6z6djon
meg arrél. hogy helyes mennyiséget adott
hozza. Vizudlisan ellendrizze, hogy
vortexelés utan a keverék egységesen
rézsaszini-e.

A pipettazasra kiléndsen oda kell figyelni. A
hasznalt reakciécsoveket 1:9 aranyban
higitott haztartasi fehéritészerrel
dekontaminali kell a TESZTELJARAS cim(i
részben lefrtak szerint. A laboratériumi
munkafellleteket, blokktermosztatot,
viflirdéket és pipettorokat 1:1 aranyban
higitott haztartasi fehéritészerrel
dekontaminali kell a TESZTELJARAS cim(i
részben leirtak szerint.

Nedves papirzsebkendével vagy
foszlasmentes papirtoriilkdzével le kell torolni
a csoveket a luminométerben térténé
leolvasas el6tt.

Ellenérizze a vizfiirdd és/vagy
blokktermosztat hémérsékletét és ha
sziikséges, llitsa be az eljarasban specifikalt
hémérséklettartomany elérésére.

Figyelmesen vortexeljen a megadottak
szerint (Ld. Hibridizacio, 2. [épés) Vizualisan
ellenérizze, hogy a vortexelés utan az oldat
séarga szini-e.

Ellenérizze a pipettor térfogat-beallitasat.
Figyeljen oda arra, hogy a szelekcios
Iépésben a 60°C-os inkubéacié 15 perces
legyen.

Transzferélja a cséveket a 95°C-0s
blokktermosztatbdl kdzvetlenil a 42°C-os
vizfirdébe / blokktermosztatba.

Végezzen melegvizes oblitést a berendezés
mikodési kézikdnyvében leirtak szerint.

MEGJEGYZESEK

A. A futéblokkokban olyan méretli lyukaknak kell lennie, amelyekbe a 12 x 75 mm-es cs6vek pontosan beleillenek. A
blokktermosztéat alkalmazasa javallott.

B. Alefagyasztott adagok tarolasara a csavaros teteji mikrocentrifuga-cséveket javasoljuk. Egyedileg lefagyasztott adag
az alkalmazashoz csak egyszer fagyaszthato le és olvaszthaté ki. Dérmentes (frost-free) fagyasztoét tilos alkalmazni.

C. A fagyasztott adagok tarolasara az 5 mL-es kriofiolak alkalmazasa javallott. Egyedileg lefagyasztott adag az
alkalmazashoz csak egyszer fagyaszthato6 le és olvaszthat6 ki. Dérmentes (frost-free) fagyasztét tilos alkalmazni.

D. A vortex-berendezések kozotti kiildnbségek és az eltéré sebesség-beallitAsok miatt, az aktualis vortex-berendezéstél

figgéen hosszabb ideig tartd vortexelésre lehet sziikség. A vortexer sebessegenek beallitdsanal kdvesse a vortex
"ELJARASI MEGJEGYZESEK", "E" részében leirt kezelését. Vortexelés soran a reakciokeveréknek el kell érnie a cs6
fels6 felének magassagat és azon belil is kell maradnia. A pontos vizsgalati eredmények eléréshez a leirtaknak
megfeleld vortexelésre van szikség. A vortexelés ideje 6sszesen maximum 15 masodpercig névelhetd a vizsgalat
eredményeinek befolyasolasa nélkal.
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