HOLOGIC Amplified MTD"

AMPLIFIKACJA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
TEST BEZPOSREDNI

DO STOSOWANIA W DIAGNISTYCE IN VITRO (Opakowanie 50 Testow)
(bioMerieux ref. 39006 / Hologic Cat. No. 301001)

ZASTOSOWANIE

Test Hologic Bezposredniej Amplifikacji Mycobacterium Tuberculosis (MTD) stuzy do diagnostycznego wykrywania
in vitro przy uzyciu sondy genetycznej zamplifikowanych fragmentow rRNA Mycobacterium tuberculosis complex w
osadach uzyskanym z plwociny (indukowanej lub odkrztuszonej), aspiratach oskrzelowych (n.p., poptuczynach
pecherzykowo-oskrzelowych, poptuczynach oskrzelowych) lub aspiratach tchawiczych.

OSTRZEZENIA

Nie wykazano skutecznosci tego testu do bezposredniego wykrywania rRNA M. tuberculosis z innych materiatéw
klinicznych (np. z krwi, moczu lub stolca). Nie nalezy wykonywac¢ testu MTD z prébkami osadéw opracowanymi
niezgodnie z zalecong procedurg lub przechowywanymi przez inny okres czasu lub w innej temperaturze anizeli
przewiduje to zatgczona do testu instrukcja.

Z pozytywnych osadéw muszg by¢ zaktadane hodowle w celu stwierdzenia, czy znajduje sie w nich Mycobacterium
inne niz z kompleksu tuberculosis (MOTT), ktére moze by¢ obecne jako dodatek do M.tuberculosis complex oraz w
celu wykonania testu lekowrazliwosci. Ponadto hodowla AFB powinna by¢ prowadzona w celu okreslenia jaki
znaleziono podgatunek M. tuberculosis complex (np. M. bovis).

Wprawdzie podczas badan klinicznych byty wykonywane badania prébek pobranych od dzieci, pacjentéw HIV
pozytywnych oraz pacjentéw z infekcjg MOTT, to jednak ogdina ich liczba byta niewystarczajgca do wyciggniecia
ostatecznego wniosku dotyczgcego wystepowania réznic statystycznych w tych specyficznych populacjach
pacjentow.

Test MTD nie byt badany pod wzgledem przydatnosci diagnostycznej do oceny probek pochodzacych od pacjentéw
w trakcie leczenia tuberkulostatykami dla okreslenia ich skutecznosci, ani do monitorowania wynikéw leczenia w
trakcie terapii.

Probki, ktére sg mocno skrwawione nie powinny by¢ badane testem MTD.

RODKI OSTROZNOSCI

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

@ >

Test MTD jest specyficzny dla M. tuberculosis complex, jednak nie réznicuje jego przedstawicieli na: M.tuberculosis, M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. microti i M. canetti (13). M. celatum i M. terrae-like beda dawaty bezposrednig reakcje jezeli ich
koncentracja bedzie wigksza anizeli 30 aktywnych jednostek (CFU) przypadajgcych na test. Jednakze, M. celatum i M. terrae-
like sg rzadko izolowane z przypadkéw klinicznych.

C. Negatywny wynik testu nie wyklucza mozliwosci izolowania M. tuberculosis complex z badanej probki. Na wyniki
testu moze mie¢ wptyw sposéb przechowywania prébek, transport, zmienno$¢é w pobieraniu probek, btedy w
procedurze laboratoryjnej, zamiana probek oraz btedy w zapisywaniu.

D. Test nalezy uzywac¢ jedynie do wykrywania M. tuberculosis complex w osadach opracowywanych przy pomocy
NALC- NaOH Ilub NaOH zgodnie z procedurg zalecang przez Centers for Disease Control (CDC)”.Ten test
moze by¢ stosowany jedynie do badania skoncentrowanego osadu plwociny (indukowanej lub odkrztuszonej),
aspiratow tchawiczych lub aspiratéw oskrzelowych (np. poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych, lub aspiratéw
oskrzelowych). Musi by¢é zachowana ostrozno$¢ przy rozcienczaniu osadu w buforze fosforanowym, dla
zapewnienia stezenia fosforanu 67 mM?.

E. Nalezy unika¢ kontaktu Odczynnikéw do Detekcji | i Il ze skérg, oczami, i btonami sluzowymi. Obficie zmy¢ wodg
miejsce zetkniecia z odczynnikami, jezeli takie miato miejsce. Jezeli odczynniki rozlaty sie, rozcienczy¢ je wodg przed
osuszeniem powierzchni.

F. Nalezy uzywac ogdlnie stosowanych srodkow ostroznosci w trakcie wykonywania testu®. Przygotowywanie
uptynniania i dekontaminacji osadu oraz procedura MTD powinny byé wykonywane w pomieszczeniach
zapewniajgcych 2 stopien bezpieczenstwa biologicznego®.

G. Nalezy uzywac wytgcznie jednorazowego sprzetu dostarczonego lub przeznaczonego do celéw laboratoryjnych.

H. Powierzchnie przeznaczone do pracy, pipety i wyposazenie musza by¢ poddane dekontaminacji zamplikou RNA podchlorynem
wapnia rozcienczonym 1:1 wodg, pomieszczenia nalezy przemy¢ wodg wapienng (1 czes$¢ podchlorynu wapniai 1 cze$¢ wody) tak
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jak to opisano w PROCEDURZE TESTU. Powierzchnie do pracy musza by¢ przetarte wodg po 15 min. od usunigcia podchlorynu
wapnia.

I. Do wykonania testu musza by¢ uzywane pipety zaopatrzone w koricowki z hydrofobowymi filtrami. W trakcie przenoszenia lizatu z
Probéwki do Lizy do Probowki do Amplifikacji musza by¢ uzywane wydtuzone koncdwki z hydrofobowymi filtrami. Do kazdej probowki
w frakcie wykonywania badan nalezy uzywac¢ oddzielnej jednorazowej koncowki. Nalezy unikaé wymachiwania pipetg z
koncowka napetniong probka nad statywem z probéwkami. Zuzyte koncowki nalezy natychmiast usung¢ do
pojemnika na odpadki odpowiednio zabezpieczonego przed mozliwoscig wywotania skazenia biologicznego.

J. Przy uzywaniu pipet automatycznych najpierw doda¢ odczynniki, a nastepnie lizat, nalezy unika¢ dotykania
probowek kohcéwkami pipet dla zminimalizowania mozliwosci przeniesienia jakichkolwiek pozostatosci z jednej
probowki do nastepnej. Strumien odczynnika powinien by¢ skierowany na wewnetrzng Scianke probdwki, tak aby
zapobiec rozpryskiwaniu. Wazne jest zachowanie ostroznosci w trakcie pipetowania dla unikniecia kontaminacji.

K. Oddzielne pipety muszg by¢ uzywane do etapéw poprzedzajgcych amplifikacje i do tych po amplifikac;ji.

Po odczytaniu probéwek reakcyjnych w luminometrze, nalezy je zdekontaminowac i ostroznie usung¢ zgodnie z
PROCEDURA TESTU | UWAGAMI NA TEMAT POSTEPOWANIA dotyczgcymi unikania kontaminaciji
srodowiska laboratoryjnego amplikonem.

M. Samoprzylepne karty lub nakretki powinny by¢ usuwane natychmiast po zdjeciu ich z reakcyjnych probéwek
do specjalnego pojemnika zabezpieczajgcego przed skazeniem biologicznym. Zawsze nalezy uzywaé
czystych kart i korkéw, aby uniknaé bezposredniej kontaminacji. Nigdy nie nalezy powtérnie uzywac tych
materiatdw. Samoprzylepne karty powinny byé dobrze przyklejone na brzegu reakcyjnej probdwki

N. Nie nalezy przykrywaé fazni wodnej podczas inkubacji, szczegdlnie wéwczas, gdy sg uzywane zatrzaskowe
korki. (Skraplanie oparéw na wewnetrznej stronie pokrywy moze by¢ zrédtem kontaminaciji).

0. Wiasciwe zworteksowanie probek po dodaniu Odczynnika do Selekciji jest niezbedne do uzyskania prawidtowych
wynikow.

P. Zaleca sie wydzielenie osobnej powierzchni do wykonywania hybrydyzacji, Hybridization Protection Assay (HPA)
dla zminimalizowania kontaminacji testu amplikonem. Ta wydzielona powierzchnia powinna by¢ odizolowana od
prébek, od powierzchni stuzacej do przygotowywania odczynnikéw oraz od wykonywania amplifikacji.

Q. Aby zapobiec kontaminacji laboratorium amplikonem, powierzchnia laboratorium powinna by¢ rozplanowana
zgodnie z jednokierunkowym systemem pracy. Przyktadowo, powinno sie przechodzi¢ od prébek i
przygotowywania odczynnikdéw do amplifikacji, nastepnie do pomieszczenia do hybrydyzacji (HPA). Probki,
wyposazenie i odczynniki nie powinny wracaé z powrotem do miejsca z poprzedniego etapu badan. Réwniez
personel nie powinien wracaé¢ do pomieszczen poprzednich bez odpowiedniego zabezpieczenia przed
kontaminacjg. Mocno podkresla sie, ze pomieszczenia zabezpieczajgcego przed skazeniem biologicznym
uzywanego do opracowywania prébek nie nalezy uzywa¢ do wykonywania testu MTD.

OPIS | WYJASNIENIE ZASADY TESTU

Test MTD wykorzystuje Transcription-Mediated Amplification (TMA) | Hybridization Protection Assay (HPA?) do
jakosciowego wykrywania rybosomalnego kwasu nukleinowego (rRNA) M. tuberculosis complex. Test MTD bedzie
wykrywat rRNA z organizmoéw, ktére mozna wyhodowac i takich, ktére sie nie dajg wyhodowac¢. Do M. tuberculosis
complex nalezg nastepujace organizmy: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti and M.
canetti (12,13). Test MTD bedzie wykrywat wszystkie organizmy nalezace do M. tuberculosis complex. Jednakze M.
microti wywotuje infekcje jedynie u zwierzat, M. bovis jest rzadko przenoszony z zakazonych zwierzat na ludzi, a
przypadki ptucne choroby wywotane M. africanum u ludzi wystepujg w tropikalnej Afryce'?. M. tuberculosis jest
najwazniejszym organizmem z kompleksu, ktory jest odpowiedzialny za zachorowania ludzi na Swiecie. Ostatnie
doniesienia CDC wskazujg na wzrost liczby przypadkow gruzlicy zwigzanych z AIDS, z ludno$cig pochodzenia
zagranicznego oraz w populacji preferujgcej zachowania o wysokim stopniu ryzyka®°. Obserwuje sie rowniez wzrost
liczby szczepow M. tuberculosis opornych na jeden lub kilka tuberkulostatykéw?!?, Implikacje tych faktow dla zdrowia
publicznego sg znaczne.

Konwencjonalne metody hodowli wykrywajg wzrost pratkéw gruzlicy najwczesniej po 1 tygodniu, ale moga go wykrywac
do 8 tygodni”°. Dla poréwnania, testem MTD wykrywa sie rRNA M. tuberculosis complex w 2.5 do 3.5 godziny od
momentu rozpoczecia badania. Dotychczas wprawdzie testem MTD nie mozna okresli¢ lekowrazliwosci ale uzyskujemy
szybkie i niezawodne wykrywanie M. tuberculosis. Dzieki temu mozna szybko odizolowac¢ pacjentéw zakazonych, w
wiekszosci przypadkow rozpoczgé odpowiednig terapie oraz wczesniej wykry¢ i zapobiec kontaktom z osobami
zakazonymi®.

ZASADA TESTU

Test MTD jest dwuetapowy, w ktérym amplifikacja i detekcja zachodzg w jednej probdéwce. W poczatkowym etapie
komorki mykobakterii sg poddawane sonikacji w celu uwolnienia kwaséw nukleinowych. Podgrzewanie kwasoéw
nukleinowych ma na celu ich denaturacje i rozerwanie drugorzedowej struktury rRNA. Metoda Transcription-Mediated
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Amplification (TMA), wykorzystuje statg temperature 42°C, w ktérej dokonuje sie amplifikacja specyficznego
mykobakteryjnego docelowego rRNA w drodze posredniej transkrypcji DNA, w wyniku ktérej powielane sg wielokrotnie
kopie mykobakteryjnego amplikonu RNA.

Specyficzne sekwencje M. tuberculosis complex sg wykrywane w amplikonie RNA przy uzyciu metody Hybridization
Protection Assay (HPA)?. Odczynnik do Hybrydyzacji zawiera sonde z pojedynczej nici DNA znakowang
chemiluminescencyjnie. Ta sonda jest komplementarna do specyficznych sekwencji M. tuberculosis complex. Po
utworzeniu pomiedzy sondg i specyficznymi sekwencjami stabilnej hybrydy RNA:DNA, zhybrydyzowana sonda jest
oddzielana i oznaczana w luminometrze Leader™.

ODCZYNNIKI ( OPAKOWANIE 50 TESTOW )

Uwaga: Aby uzyskac informacje dotyczgce zagrozen oraz o$wiadczenia o Srodkach ostrozno$ci w postepowaniu z odczynnikami,
nalezy skorzystac z Safety Data Sheet Library [Biblioteki Kart Charakterystyki Bezpieczenstwa Substancji] pod adresem
www.hologic.com/sds.

Test MTD zawiera nastepujgce odczynniki:

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AMPLIFICATION

Nazwa odczynnika llosé

Bufor do Rozcienczania Prébki dla Mycobacterium (SDB) 1x25mL
Zbuforowany roztwér Tris zawirajgcy < 3% detergentu

Odczynnik do Amplifikacji Mycobacterium (A) 1 x3mL
Liofilizowane kwasy nukleinowe stanowigce 5% masy w zbuforowanym roztworze trisu (po rekonstytuciji)

Bufor do Amplifikacji Mycobacterium (AB) 1x3mL
Wodny roztwér ze Srodkiem konserwujgcym

Odczynnik zawierajacy Olej dla Mycobacterium (O) 1x10 mL
Olej silikonowy

Odczynnik zawierajacy Enzym dla Mycobacterium (E) 1x15mL
Odwrotna transkryptaza i polimeraza RNA liofilizowana w HEPES zawierajgca (po rekonstytucji)

zbuforowany roztwér < 10% masy enzymu i >15 mM N-acetylo-L-cysteiny

Bufor do Rozcienczania Enzymu dla Mycobacterium (EDB) 1x15mL
Zbuforowany roztwér trisu zawierajgcy substancje powierzchniowo czynng i glicerol

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS HYBRIDIZATION

Nazwa odczynnika llosé

Odczynnik do Hybrydyzacji dla Mycobacterium Tuberculosis (H) 1x6 mL
< 100 ngf/fiolke nie-infekcyjnej sondy DNA znakowanej chemiluminescencyjnie (po rekonstytuciji)
zliofilizowanej w zbuforowanym roztworze bursztynianu zawierajgcej skoncentrowany czynnik i detergent

Bufor do Hybrydyzacji dla Mycobacterium (HB) 1x6mL
Zbuforowany roztwor bursztynianu zawierajgcy < 4% detergentu

Odczynnik do Selekcji dla Mycobacterium (S) 1x15 mL

Roztwér zbuforowanego boranu zawierajgcy substancje powierzchniowo czynng

Probowki do Lizy dla Mycobacterium (LT) 2 x 25 Probowek
Szklane peretki, czynnik zwiekszajgcy objeto$é
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PRZECHOWYWANIE TESTU | WYMAGANIA HANDLOWE

A. Wymienione komponenty ptynne i nie zrekonstytuowane muszg by¢ przechowywane w temp. od 2°C do 8° Ci
wowczas zachowujg stabilnosé zgodnie z oznaczong datg waznosci:

e Bufor do Rozciehczania Probek dla Mycobacterium (SDB)

e  Odczynnik do Amplifikacji dla Mycobacterium Tuberculosis (A)

e  Bufor do Amplifikacji dla Mycobacterium (AB)

e  Odczynnik zawierajgcy Enzym dla Mycobacterium (E)

e  Bufor do Rozciehczania dla Mycobacterium (EDB)

e Odczynnik do Hybrydyzacji dla Mycobacterium Tuberculosis (H)
Zrekonstytuowany Odczynnik do Amplifikacji (A) Mycobacterium Tuberculosis zachowuje stabilno$¢ przez 2
miesigce w temperaturze od 2°C do 8° C. Odczynnik do Hybrydyzacji (H) dla Mycobacterium Tuberculosis oraz
Odczynnik zawierajgcy Enzym (E) dla Mycobacterium pozostajg stabilne przez 1 miesiac w temp. od 2°C do 8° C od
momentu rekonstytucji lub przez 2 miesigce do dnia rekonstytucji w temp. od -20° C lub nizszej jezeli sg
przechowywane w matych porcjach. Zamrozone porcje musza by¢ uzyte w dniu rozmrozenia. Nie wolno uzywaé
zamrazarek rozmrazajgcych sie automatycznie.

B. Nastepujgce komponenty zachowujg stabilno$¢ zgodnie z oznaczong datg waznosci, jezeli sg przechowywane w
temp. od 2°C do 25° C.
e  Odczynnik zawierajgcy Olej dla Mycobacterium (O)
e Bufor do Hybrydyzacji dla Mycobacterium (HB)
e Odczynnik do selekcji dla Mycobacterium (S)
e  Probowki do Lizy dla Mycobacterium (LT)

POBIERANIE PROBEK, PRZECHOWYWANIE, TRANSPORT | OPRACOWYWANIE

Pobieranie i przechowywanie probek

Prébki muszg by¢ pobierane do jatowych plastikowych pojemnikéw i przechowywane w temp. od 2°C do 8° C do
momentu transportu lub zbadania. Prébki tgcznie z prébkami klinicznymi nie powinny by¢ przechowywane dtuzej jak 4
dni (generalnie mniej niz 24 godziny) do momentu zbadania

Transport:
Prébki nalezy przetransportowaé do laboratorium w jak najkrétszym czasie zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

Opracowywanie (dekontaminacja i zageszczanie):

Prébki, ktére sg mocno skrwawione nie powinny by¢ badane testem MTD. Test MTD jest przeznaczony do wykrywania
rRNA z komoérek M. tuberculosis complex pochodzacego z osadéw probek opracowanych ogolnie przyjeta,
powszechnie stosowang metodg z uzyciem NALC-NaOH lub NaOH, zgodnie z protokotem dekontaminacji opisanym
przez CDC z uzyciem 1% do 1.5% NaOH przez 15 do 20 minut i wirowaniem w = 3,000 x g .

Przechowywanie opracowanego osadu:
Osady moga by¢ przechowywane w temp. od 2°C do 8° C do 3 dni przed wykonaniem testu lub do 6 miesiecy
zamrozone do temp. -20°C lub -70° C. Zamrazarki rozmrazajgce sie automatycznie nie mogg by¢ uzywane.
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MATERIALY

A. Materiaty dostarczone

(bioMerieux Ref. No. 39006 / Hologic Cat. No. 301001 50 testéw
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS — ZESTAW DO AMPLIFIKACJI

Bufor do Rozcienczania Prébek (SDB) 1x25mL

Odczynnik do Amplifikacji (A) 1 x 3 mL (po rekonstytucji)
Bufor do Amplifikacji (AB) 1x3mL

Odczynnik zawierajgcy Olej (O) 1 x10mL

Odczynnik zawierajgcy Enzym (E) 1 x 1.5 mL (po rekonstytucji)
Bufor do Rozcienczania Enzymu (EDB) 1x1.5mL

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS — ZESTAW DO HYBRYDYZACJI

Odczynnik do Hybrydyzacji (H) 1 x 6 mL (po rekonstytuciji)
Bufor do Hybrydyzacji (HB) 1x6mL

Odczynnik do Selekcji (S) 1x 15 mL

Probéwki do Lizy (LT) 2 x 25 Probowek

Karty Samoprzylepne 1 opakowanie

B. MATERIALY WYMAGANE ALE NIE DOSTARCZONE
Mikropipety o pojemnosci 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL, 300 pl, i 450uL
Mieszadto typu Vortex
Jatowa woda (filtrowana lub autoklawowana)
Probowki do Hodowli
Jatowe 3 mm peretki szklane
Zakrecane probéwki do mikrowirowki
Kontrola Pozytywna Amplifikacji Komorek (M. tuberculosis, ATCC 25177 lub ATCC 27294)
Kontrola Negatywna Amplifikacji Komérek (M. gordonae, ATCC 14470, lub M. terrae, ATCC 15755)
Bielinka (5.25% roztwor podchlorynu)
Plastikowy laboratoryjny pojemnik z przykrywa
1000 pL koncéwki do pipet z hydrofobowym filtrem

C. MATERIALY DODATKOWE, DOSTEPNE U DYSTRYBUTORA HOLOGIC:
Leader 50i Luminometr (bioMerieux ref. 39400 / Cat. N0.103100i)
Sonikator (bioMerieux ref. 39409 / Cat. No. 901104)
Odczynniki do Detekcji (bioMerieux ref. 39300 / Cat. No. 201791)
MTD Kontrole do Amplifikacji (bioMerieux ref. 39223/ Cat. No. 301043F)
Sucha taznia Wodna # (42° + 1° C, 60° £ 1° C, i 95° + 5° C) (bioMerieux ref. 39405, 39406, 39407 / Cat. No.
105524, 105524F, 105524J)
Statyw do Sonikatora (bioMerieux ref. 39313 / Cat. No. 104027)
Statywy do probéwek (bioMerieux ref. 39311/ Cat. No. 104769)
Wydtuzone koncéwki z hydrofobowym filtrem (1250 pL) (bioMerieux ref. 39315/ Cat. No. 104316)
Probéwki polipropylenowe 12 x 75 mm (bioMerieux ref. 39308 / Cat. No. 102440)
Polipropylenowe koreczki do 12 x 75 mm do probdwek (bioMerieux ref. 39320 / Cat. No. 400713)
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PROCEDURA TESTU

Kontrole

Komoérki uzywane jako Kontrola Pozytywna Amplifikacji powinny naleze¢ do kompleksu M. tuberculosis tak, jak
awirulentny H37Ra (ATCC 25177) lub wirulentny szczep H37Rv (ATCC 27294). Komérki uzywane do Negatywnej
Kontroli powinny naleze¢ do grupy MOTT jak np. M. gordonae (ATCC 14470) lub M. terrae (ATCC 15755). Kontrole
muszg by¢ przygotowane przed badaniem prébek

Kontrole muszg zawiera¢ 25 - 150 CFU w 50 ul tak aby stezenie koricowe wynosito 1-10 CFU na prdbke. To stezenie
powinno by¢ weryfikowane hodowlg. Takie kontrole komdrkowe bedg wykorzystana do przygotowania Kontroli w
procesie Badania Prébek. (Zobacz Przygotowanie Prébek).

1. Spos6b Przygotowania Kontroli komérkowe;.
a. Umiesci¢ 3 do 5 jatowych 3 mm peretek szklanych w czystej probéwce hodowlanej.

b. Doda¢ 1-2 mL jatowej wody. Dodac kilka 1 uL petnych oczek ezy z odpowiednich hodowli. Zamkna¢ probowki i
wymieszaé mieszadtem Vortex z duzg predkoscia, kilkakrotnie powtarzajac.

Pozostawi¢ zawiesine w spokoju przez 15 min.

d. Przenies¢ supernatant do czystej probéwki hodowlanej. Dostosowac zmetnienie do stezenia 1 w skali Mc
Farlanda przy uzyciu referencyjnego standardu nefelometrycznego Mc Farlanda.

e. Przygotowac rozcienczenie zawiesiny 1:100 przez przeniesienie 100 uL zawiesiny w skali 1 Mc Farlanda do 10
mL jatowej wody. Zamkng¢ i wymiesza¢ mieszadtem Vortex. To jest Rozcienczenie 1.

f.  Przygotowac rozcienczenie drugie 1:100 przez przeniesienie 100 uL Rozcienczenia 1 do 10 mL jatowej wody.
Zamkna¢ i wymiesza¢ mieszadtem Vortex.
To jest Rozcienczenie 2. To rozcienczenie powinno zawiera¢ okoto 25-150 CFU w 50 pl.

Porcjowanie i Przechowywanie Kontroli Komoérkowe;.

a. Zawiesiny muszg by¢ podzielone do czystych 1.5 mL zakrecanych probéwek mikrowiréwkowych na pojedyncze
porcje (500 pL) i przechowywane w stanie zamrozenia w temp. -20° C przez 6 miesiecy lub -70° C przez 1 rok.
Nie nalezy uzywa¢ zamrazarki z automatycznym rozmrazaniem.

Testowanie rekomendowanej kontroli pozytywnej M. tuberculosis wykonuje sie jedynie w przypadku istotnych
nieprawidtowosci w jej dziataniu jako odczynnika. Kontrola pozytywna jest przeznaczona do sprawdzenia negatywnego
wplywu odczynnikéw NaOH i buforu fosforanowego uzytych w nadmiarze do opracowywania prébek. Odchylenia
proceduralne dotyczgce czasu lub temperatury, ktére mogg mie¢ wptyw na wydajno$¢ amplifikacji lub stwierdzenia
nieodpowiedniego czas selekcji, nie mogg by¢ wykrywane przy uzyciu rekomendowanej kontroli komérkowej. Dodatkowe
kontrole mogg by¢ testowane zgodnie z instrukcjg lub specjalnymi wymaganiami.

2. Kontrole Inhibicji Prébki

Jezeli test MTD jest negatywny, a lekarz ma duze podejrzenie gruzlicy u pacjenta, istnieje mozliwo$¢ sprawdzenia
inhibicji prébki, w nastepujacy sposob:

a. Doda¢ 50 pL Buforu do Rozcienczania Prébek do 2 Mycobacterium Lysing Tubes (LT) (posianej i nie posianej).

b. Dodac¢ 50 uL Kontroli Pozytywnej komorek do Amplifikacji i 450 uL osadu do 1 probéwki (posiana). Dodac 450 uL
osadu do drugiej proboéwki (nie posiana). Wykona¢ dalej badanie jak zazwyczaj.

Interpretacja

Jezeli warto$¢ RLU w posianej prébce jest > 30,000, wowczas probka nie hamuje amplifikacji i jest oczywiste, ze to
nie prébka stanowi przeszkode dla amplifikacji. Jezeli warto$¢ RLU w posianej prébce jest ponizej 30,000, wéwczas
to prébka hamuje amplifikacje i nalezy oceni¢ nastepne probki. Jezeli powtdrne badanie nie posianych prébek okaze
sie pozytywne, wynik testu MTD nalezy okresli¢ jako pozytywny. Najprawdopodobniej wyjasnieniem tego rodzaju
wyniku jest zmiennos¢ losowa prébki; np. pierwsza porcja nie zawiera komorek do amplifikacji, podczas, gdy
nastepna porcja te komorki zawiera. Wartos¢ RLU nie posianych probéwek moze by¢ albo pozytywna albo
negatywna poniewaz probka moze zawiera¢ lub nie zawiera M. tuberculosis rRNA.

3. Monitorowanie Kontroli Kontaminacji Laboratorium
Monitorowanie kontaminacji laboratorium amplikonem lub komérkami M. tuberculosis, przedstawia sie nastepujgco.

a. Nala¢ 1 mL jatowej wody do czystej probdéwki. Zwilzy¢ jatowy polistyrenowy lub dakronowy wacik w jatowej
wodzie.

b. Wytrze¢ powierzchnig i sprzet przeznaczony do badan.
c. Umiesci¢ wacik w wodzie i energicznie wytrzgsna¢. Usung¢ wacik po wycisnieciu go o $cianke probowki. Wacik
umiesci¢ w pojemniku z podchlorynem wapnia rozcienczonym w stosunku 1:1.

d. Dodac¢ 25 uL wody wycisnietej z wacika do Probowki do Amplifikacji zawierajgcej 50 uL Odczynnika do Amplifikacji
i 200 pL Oleju.
e. Nastepnie stosowa¢ PROCEDURE TESTU dla amplifikaciji i detekcji.
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Interpretacja

Jezeli wynik wynosi > 30,000 RLU, woéwczas powierzchnia jest skontaminowana i powinna by¢ poddana
dekontaminacji przez oczyszczenie podchlorynem wapnia, tak jak zaleca PROCEDURA TESTU, Przygotowanie
Sprzetu. Jezeli podejrzewamy kontaminacje tazni wodnej, nalezy zamplifikowa¢ 25 uL wody z tazni wodnej bez
stosowania czynnikéw antybakteryjnych tak, jak to opisano dla materiatu z wycisnietego wymazu.

Przygotowanie Sprzetu

1. W celu uzyskania optymalnego przemieszczania sie energii ultradzwiekowej w sonikatorze, nalezy doktadnie
odgazowac¢ wode przed kazdym uzyciem sonikatora zgodnie z nastepujgcym postepowaniem:

a. Wypehic¢ sonikator wodg o temp. otoczenia, tak aby odstep od gérnego brzegu wynosit 1,27 cm (odpowiada 1/2
inch)

b. Wigczy¢ sonikator na 15 minut w celu doktadnego odgazowania wody.

2. Ustawi¢ jedng suchg taznie na 95° C, drugg sucha taznie lub taznie wodng na 60° C i nastepng sucha taznie lub
taznie wodng na 42° + 1° C.

3. Przetrze¢ miejsce pracy, sprzet i pipety podchlorynem wapnia rozcienczonym woda 1:1 przed rozpoczeciem pracy.
Podchloryn wapnia musi by¢ w kontakcie z powierzchnig nie krécej niz 15 minut. Miejsce pracy nalezy przetrze¢
wodg aby usunac podchloryn wapnia. Przykry¢ powierzchnie, na ktérej bedg wykonywane badania plastikowg taca
laboratoryjng zakrywajgcg blat.

4. Przygotowaé do pracy Luminometr Leader. Nalezy zwrdci¢ uwage na to, czy sg wystarczajgce ilosci Odczynnikéw
do Detekgji li Il do odczytania testow i zapewni¢ jak najlepszg jakos$¢ odczynnikéw. Zapozna¢ sie z Instrukcjag
Obstugi Luminometru w celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczgcych Odczynnikéw do Detekcji. (Odczynniki
do detekcji sg sprzedawane oddzielnie).

Przygotowanie Odczynnikow

Zrekonstytuowac zliofilizowang fiolke (50 testéw) Odczynnika do Amplifikacji Mycobacterium Tuberculosis (A) przez
dodanie 3.0 mL Buforu do Amplifikacji (AB). Wymiesza¢ mieszadiem Vortex do catkowitego rozpuszczenia. Pozostawié
rekonstytuowany odczynnik w temperaturze pokojowej dopoki nie bedzie klarowny. Zrekonstytuowany Odczynnik do
Amplifikacji moze by¢ przechowywany w temp. od 2° C do 8° C przez 2 miesigce. Przed uzyciem do badan nalezy
zrekonstytuowany Odczynnik do Amplifikacji pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;.

Przygotowanie Probek

1. Oznakowa¢ odpowiednim numerem Probdéwki do Lizy Mycobacterium (LT) przygotowane do badania prébek oraz
kazda z dwoch Kontroli Pozytywng i Negatywng Kontrole Amplifikacji Komoérek i Kontrole Pozytywnag i Negatywng
Badanych Prébek. Zdja¢ i zachowaé koreczki.

2. Odpipetowac 50 pL Buforu do Rozcienczania Probki (SDB) do wszystkich Probowek do Lizy (LT).

Nastepnie do kontroli oznakowanych A i B oraz C dla probek.

A. Kontrola Opracowywania Probek:

Do kazdej kontroli doda¢ 1mL roztworu NALC/NaOH i 3 mL buforu fosforanowego uzywanych do opracowywania
plwociny z 1mL jatowej wody do probéwki dla opracowania prébki.

i. Wymieszaé mieszadtem Vortex.

ii. Przenies¢ 450 uL NALC/NaOH/ z roztworem buforu fosforanowego i 50 pL rozcienczonej kontroli komorek do
odpowiednio oznakowanych probowek do Lizy (LT).

B. Po przygotowaniu Kontroli Amplifikacji Komorek, przenies¢ 450 uL Kontroli Amplifikacji Komérek z tego pojemnika
do odpowiednio oznakowanej Probowki do Lizy (LT).

C. Prébka: Przenies¢ 450 pL probki zdekontaminowanej i dobrze wymieszanej mieszadtem Vortex z tego pojemnika
do odpowiednio oznakowanej Probowki do Lizy (LT).
3. Przykry¢ Probowki do Lizy (LT) po dodaniu kazdej prébki.
4. Wymieszaé mieszadtem Vortex przez 3 sekundy.

Lizowanie Préobek

1. Wcisnaé Probéwki do Lizy Mycobacterium (LT) do statywu sonikatora, tak aby reakcja mieszania zachodzita w dolnej
zanurzonej w wodzie czesci probdwki, podczas gdy gorna przykryta czes¢ probdwki pozostaje nad woda. Umiescic
Statyw Sonikatora na fazni wodnej sonikatora. PROBOWKI NIE MOGA DOTYKAC DO DNA ANI DO SCIANEK
SONIKATORA.

2. Sonikowac przez 15 minut ale nie dtuzej niz 20 minut. Zsonikowane probki i kontrole sg okreslane mianem, lizatu”
LIZATOW NIE NALEZY MIESZAC MIESZADLEM VORTEX.
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Amplifikacja

1

Oznaczy¢ probowki do amplifikacji (12 x 75 mm probéwki polipropylenowe) blisko gérnego brzegu takim samym
numerem, jak Probéwkom do Lizy (LT). Réwniez opisa¢ probowki do amplifikacji dla kazdej kontroli amplifikaciji,
Pozytywnej i Negatywnej. JeZeli beda uzyte kontrole RNA, oznaczyé probéwki do amplifikacji numerami
odpowiadajgcymi Negatywnej i Pozytywnej Kontroli.

Dodac 50 uL zrekonstytuowanego Odczynnika do Ampilifikacji na dno kazdej probéwki do amplifikacji, przy uzyciu
pipety automatycznej. Doda¢ 200 uL Oleju (O) do kazdej probowki do amplifikacji przy uzyciu pipety automatyczne;j.

NIE NALEZY LIZATU MIESZAC MIESZADLEM VORTEX. Przenie$é 25 plL lizatu na dno odpowiednio oznakowanych
probowek do amplifikacji uzywajac do kazdej probéwki oddzielnej wydituzonej jednorazowej koncowki z
hydrofobowym filtrem. Pozostaty lizat moze by¢ przechowywany w temp. 2° C do 8° C przez 7 dni lub zamrozony w
-20° C ponizej do 1 miesigca. Nie nalezy uzywa¢ automatycznie rozmrazajgcej sie zamrazarki. W razie koniecznosci
wykonania dodatkowych testéw z przygotowanego wczesniej lizatu z probki pacjenta, nalezy przeniesé
przechowywany lizat do temperatury pokojowej. NIE NALEZY MIESZAC LIZATU MIESZADLEM VORTEX.

4. Inkubowa¢ probdéwki w temp. 95° C przez 15 minut w suchej tazni, ale nie dtuzej niz 20 minut.

Przygotowa¢ enzym dodajac 1.5 mL Buforu do Rozcienczania Enzymu (EDB) do liofilizatu Odczynnika z Enzymem (E).
Wymieszac¢ ruchem wirowym. Nie uzywa¢ mieszadta Vortex. Zrekonstytuowany Odczynnik zawierajgcy Enzymem
zachowuje stabilno$¢ przez 1 miesigc przechowywany w temp. od 2° C to 8° C lub 2 miesigce w temp.-20° C lub
nizszej, jezeli zostat podzielony na porcje i zamrozony w dniu rekonstytucji.2 Uzywane do badan porcje enzymu,
najpierw nalezy przenies¢ do temperatury pokojowej: nie uzywaé podwyzszonej temperatury do rozpuszczania
enzymu. Wymieszac¢ porcje enzymu po rozmrozeniu, przez kilkakrotne energiczne wcigganie i wypuszczanie z
pipety przed dodaniem do probéwek do amplifikacji.

Przenies¢ probdwki do suchej tazni lub fazni wodnej o temp. 42° + 1° C i pozostawi¢ do ostygnigcia na 5 minut. NIE
ZOSTAWIAC PROBOWEK DO OSTYGNIECIA W TEMPERATURZE POKOJOWEJ. NIE PRZYKRYWAC tAZNI
WODNEJ.

Doda¢ 25 pulL mieszaniny enzymu do kazdej probowki do amplifikacji uzywajac pipety automatycznej nie wyjmujgc
probowek z tazni o temp. 42° + 1° C. Wymieszac¢ probowki lekko wstrzgsajac. Inkubowaé w temp. 42° C przez.30
minut, lecz nie wiecej niz 60 minut. Podczas tego etapu inkubacji nalezy uzy¢é samoprzylepnych kart lub korkéw do
zamkniecia probéwek. NIE PRZYKRYWAC tAZNI WODNEJ.

Przykryte probéwki mogg by¢ pozostawione w temp. od 2° C do 8° C do 2 godzin lub w temp. -20° C przez catg noc
po 30 minutach inkubacji. Jezeli probowki sg przetrzymane w temp. -20° C przez catg noc, wowczas nalezy je
doktadnie rozmrozi¢ w temp. pokojowej lub w temp. nie wiekszej niz 60° C przed etapem Hybrydyzacji. Jezeli
probowki sg przetrzymywane catg noc nalezy uzy¢ korkow zamiast samoprzylepnych kart.

Hybrydyzacja

1

Zrekonstytuowac zliofilizowany Odczynnik do Hybrydyzacji (H) dodajac 6 mL Buforu do Hybrydyzacji(HB). Przed
przystapieniem do rekonstytucji nalezy Odczynnik do Hybrydyzaciji (H) i Bufor do Hybrydyzacji (HB) doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej. Jezeli Bufor do Hybrydyzacji bedzie oziebiony, nalezy podgrza¢ go do 60° C energicznie
obracajac fiolkg tak, aby wszystkie sktadniki zostaty dokfadnie rozpuszczone. Aby zapewni¢ doktadne wymieszanie
wszystkich sktadnikéw, uzy¢ mieszadta Vortex (nie dtuzej niz 1 minute). Zrekonstytuowany Odczynnik do
Hybrydyzacji zachowuje stabilno$¢ przez 1 miesigc w temp. 2° C do 8° C lub przez 2 miesigce w temp. -20° C lub
nizszej jezeli jest zamrozony w porcjach w dniu rekonstytuciji.© Jezeli zrekonstytuowany Odczynnik do Hybrydyzaciji
bedzie oziebiony lub zamrozony, nalezy go podgrza¢ do temp. 60° C energicznie obracajgc w celu doktadnego
wymieszania sktadnikow.

Doda¢ 100 pL zrekonstytuowanego Odczynnika do Hybrydyzacji do wszystkich probowek uzywajgc automatyczne;j
pipety. Przykry¢ probowki kartami samoprzylepnymi lub korkami. Wymiesza¢ mieszadtem Vortex 3 razy ze $rednig
predkoscig co najmniej 1 petng sekunde za kazdym razem.P W trakcie procesu mieszania utrzymac probdwki w
pionowej pozyciji, tak aby mieszanina w probdwce siegata tylko do potowy jej wysokosci. (To zapobiegnie mozliwosci
kontaminacji, jezeli nie pozwolimy na styczno$¢ mieszaniny reakcyjnej z kartami samoprzylepnymi ani z korkami). Po
doktadnym wymieszaniu mieszanina reakcyjna powinna osiggna¢ jednolitg z6ttg barwe.

. Inkubowa¢ w temp. 60° C przez 15 minut, ale nie dtuzej niz 20 minut, w suchej tazni lub w fazni wodne;.

Selekcja

1

Odczynnik do Selekcji (S) musi osiggng¢ temperature pokojowg przed rozpoczeciem badan. Wyja¢ probowki z tazni
wodnej lub suchej fazni z temp. 60° C i doda¢ 300 uL Odczynnika do Selekcji (S) uzywajgc automatycznej pipety.
Przykry¢ probéwki samoprzylepnymi kartami lub korkami. Wymiesza¢ mieszadiem Vortex 3 razy ze srednig
predkoscig co najmniej 1 petng sekunde za kazdym razem.P W trakcie procesu mieszania utrzymac probowki w
pionowej pozyciji, tak aby mieszanina w probéwce siegata tylko do potowy jej wysokosci. (To zapobiegnie mozliwosci
kontaminacji, jezeli nie pozwolimy na styczno$¢ mieszaniny reakcyjnej z kartami samoprzylepnymi ani z korkami).Po
doktadnym wymieszaniu mieszanina reakcyjna powinna osiggna¢ jednolitg rézowg barwe.
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2. Inkubowa¢ probdéwki w temp. 60° C przez 15 minut, ale nie diuzej niz 16 minut, w suchej fazni lub tazni wodne;j.

3. Wyja¢ probéwki z tazni wodnej lub suchej tazni. Oziebi¢ probowki do temperatury pokojowej przez nastepne 5 minut
ale nie diuzej niz przez 1 godzine. Zdjg¢ samoprzylepne karty lub korki tuz przed odczytem.

Odczyt wyniku

1. Wybraé odpowiedni protokét z oprogramowania luminometru. Czas odczytu wynosi 2 sekundy.

2. Uzy¢ wilgotnej tkaniny lub wilgotnego recznika papierowego, wytrze¢ kazdg probéwke zabezpieczajac przed
pozostatosciami na zewnetrznych Sciankach probowek i wstawi¢ probéwke do luminometru zgodnie z instrukcjg
aparatu. Probowki muszg byé¢ odczytane do 1 godziny od wykonania 3 etapu selekc;ji.

3. Po odczytaniu wyniku, wyja¢ probowke(i) z luminometru.

4. Po odczytaniu probdéwek reakcyjnych ostroznie napetni¢ je po sam wierzch 1:9 rozciennczonym podchlorynem
wapnia, uzywajgc tryskawki. Pozostawi¢ probowki z podchlorynem wapnia przez minimum 1 godzine zanim nie
zostanie zniszczony materiat genetyczny. Takie postepowanie jest konieczne dla zapobiegania kontaminacji
amplikonem $rodowiska laboratoryjnego.

5. Statywy do probéwek, w ktérych wykonywane jest badania fgcznie ze statywami stuzgcymi dla prébek i testéw
powinny by¢ dekontaminowane przez catkowite zanurzenie na minimum 15 minut w podchlorynie wapnia
rozcienczonym 1:1 wodg. Nastepnie podchloryn wapnia nalezy zmy¢ wodg i statywy wytrzeé¢ lub pozostawi¢ do
wyschnigcia na powietrzu.

6. Powierzchnie laboratoryjng i sprzet zdekontaminowa¢ 1:1 rozciericzonym podchlorynem wapnia.

Powtarzanie badan

1. Jezeli bedzie potrzeba wykonania dodatkowych badan z lizatu probki pacjenta, przenies¢ przygotowany lizat
do temperatury pokojowej. NIE MIESZAC LIZATU MIESZADLEM VORTEX.

2. Zastosowa¢ PROCEDURE TESTU zgodnie z przedstawionym protokotem, zaczynajgc od Amplifikacji.

UWAGI PRAKTYCZNE

A. Odczynniki
1. Odczynnik zawierajgcy Enzym nie powinien by¢ trzymany w temperaturze pokojowej dtuzej niz 15 minut
po zrekonstytuowaniu.
2. Bufor do Hybrydyzacji (HB) moze sie wytrgcaé. Podgrzanie i wymieszanie Buforu do Hybrydyzacji (HB) lub
zrekonstytuowanie Odczynnika do Hybrydyzacji w 60° C bedzie rozpuszczato precypitat.

B. Temperatura

1. Reakcja amplifikacji, hybrydyzacji i selekcji sg temperaturo zalezne; taznia wodna lub sucha faznia utrzymuja
odpowiedni zakres temperatur.

2. Probdwki muszg by¢ ochtadzane do temp. 42° C przez 5 minut przed dodaniem mieszaniny enzymatycznej w celu
zapewnienia optymalnych warunkéw dla amplifikaciji.

3. Krytyczng temperaturg dla amplifikacji jest (42° +1°C).

C. Czas
Czas limituje specyficznosci w stosowanej PROCEDURZE TESTU.

D. taznia wodna

1. Poziom wody w tazni wodnej powinien zabezpieczy¢ catkowite zanurzenie czesci z ptynnymi odczynnikami w
proboéwce, jednak poziom wody nie moze byé zbyt wysoki aby woda nie dostata sie do wnetrza probowek.

2. Podczas Amplifikacji, nie nalezy przykrywac tazni wodnej aby unikng¢ skondensowania kropelek wewnatrz i na
zewnatrz probéwek.

E. Mieszanie mieszadtem typu Vortex.

Wazne jest aby mieszanina podczas Hybrydyzaciji i Selekcji byta homogenna, specyficzna po dodaniu
zrekonstytuowanego Odczynnika do Hybrydyzacji (H) (reakcjg na wymieszanie bedzie jednolity zétty kolor) po
dodaniu Odczynnika do Selekc;ji (S) (reakcjg na wymieszanie bedzie kolor rozowy).

Worteksowanie jest zabiegiem stuzgcym do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Woéwczas, gdy odczynniki sg w
proboéwkach i sg zrédiem dostarczajgcym zewnetrznej energii, szybka rotacja roztworu wytwarza w probéwce 0$
obrotu. Moc tych szybkich obrotéw powoduje, ze badana zawiesina jest jednorodna. Podczas worteksowania
probowki powinny by¢ w pozycji pionowej, pionowa pozycja i podtrzymanie odpowiedniego poziomu w probéwce
zapewnia osiggniecie prawidlowego wymieszania.
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Jezeli jest osiggnieta wtasciwa predkos¢ worteksowania, wirowo obracajgca sie zawiesina podnosi sie do potowy
wysokos$ci probowki. Podczas Hybrydyzacji i Selekcji takie postepowanie jest stosowane kolejno 3 razy po sobie i
podtrzymywane jest worteksowanie co najmniej przez 1 petng sekunde za kazdym razem.

INTERPRETACJA TESTU

Wynik badania prébek oznaczanych testem Bezposredniej Amplifikacji Mycobacterium Tuberculosis (MTD) jest
interpretowany na podstawie poczatkowych wynikéw kontroli negatywnej (< 30,000 RLU) oraz kontroli pozytywnej (=
500,000 RLU) lub poczgtkowego niejednoznacznego wyniku (30,000 do 499,999 RLU). Test MTD powinien by¢
powtdrzony z zachowanego lizatu, jezeli wynik jest watpliwy. Powtérzony wynik z lizatu > 30,000 RLU jest uwazany
za pozytywny.

A. Jakos¢ Wynikow Kontroli i Potwierdzajgcych
Kontrole powinny dawa¢ nastepujace wartosci:
e Kontrola Negatywna Amplifikacji komérek < 20,000 RLU
e Kontrola Pozytywna Amplifikacji komérek = 500,000 RLU
e Kontrola Negatywna Badanej Probki < 20,000 RLU
e Kontrola Pozytywna Badanej Prébki = 1,000,000 RLU

Wyniki testu pacjenta nie mogg by¢ przyjete, jezeli wyzej wymienione wartosci kontroli testu MTD nie sg wtasciwe. W
celu uzyskania dalszych informacji nalezy zapozna¢ sie z dziatem dotyczgcym trudnosci.

Docelowe wartosci kontroli powinny by¢ okreslone w kazdym laboratorium postugujgc sie wynikami testu dla kazdej
partii przygotowywanych kontroli.

B. Wyniki badan pacjenta

Jezeli kontrole nie dajg oczekiwanych wynikow, wyniki uzyskane w tej samej serii badarn dotyczace prébek pacjenta
nie mogg by¢ akceptowane.
Wyniki:
e >500,000 RLU dodatni dla M. tuberculosis complex rRNA
e < 30,000 RLU ujemny dla M. tuberculosis complex rRNA
e 30,000 do 499,999 RLU prawdopodobnie M. tuberculosis complex rRNA pozytywny; powtérzyé w celu
weryfikacji wyniku:

Powtérzenie = 30,000 RLU dodatni dla M. tuberculosis complex rRNA
Powtérzenie < 30,000 RLU negatywny dla M. tuberculosis complex rRNA

FORMULOWANIE WYNIKOW

Wyniki testu MTD powinny by¢ interpretowane razem z innymi wynikami laboratoryjnymi i klinicznymi dostepnymi dla
lekarza. Podstawg dla potwierdzenia klinicznego podejrzenia gruzlicy powinno by¢ rozwazenie zbadania dodatkowych
prébek.

Jezeli otrzymane wyniki testu MTD sg pozytywne =500,000 RLU, lub powtérzony wynik testu MTD jest pozytywny
= 30,000 RLU, woéwczas wynik jest nastepujacy:

Wynik: Stwierdzono Mycobacterium tuberculosis complex rRNA W preparacie bezposrednim
stwierdzono (lub nie stwierdzono) pratki kwasooporne.

Informacja Hodowla pratkéw w trakcie inkubacji. W prébce moga by¢ obecne MOTT i M. tuberculosis

dodatkowa lub tylko M. tuberculosis. To badanie nie powinno by¢ jedyng podstawg diagnozowania
gruzlicy. Pozytywne prognozowanie u pacjentéw z wynikiem negatywnym preparatu
bezposredniego jest mniej korzystne anizeli u pacjentéw z pozytywnym wynikiem preparatu
bezposredniego. To jest szczegdlnie istotne przy badaniu populacji, w ktérej zapadalnosé na
gruzlice jest niska i wéwczas pozytywne prognozowanie oceny metod diagnostycznych
obniza sie.
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Jezeli poczatkowy lub powtdrzony wynik testu MTD jest negatywny przy <30,000 RLU, wowczas wynik jest
nastepujgcy:

Wynik: Nie stwierdzono Mycobacterium tuberculosis complex rRNA. W preparacie bezposrednim
(stwierdzono lub nie stwierdzono) pratki kwasoodporne

Informacje Nie stwierdzono Mycobacterium tuberculosis complex rRNA. Hodowla pratkow jest w trakcie
dodatkowe inkubacji. Probka moze nie zawieraé¢ M. tuberculosis, wynik moze by¢ fatszywie negatywny
z chwilg obnizenia liczby komérek M. tuberculosis w obecnosci lub nieobecnosci MOTT,
lub wynik moze by¢ fatszywie ujemny, kiedy odczyn koliduje z inhibitorami probki. W takim
przypadku zaleca sie badanie nastepnych préobek od pacjenta, jezeli podejrzewana jest
aktywna postaé gruzlicy lub moze wystepowac inhibicja probki.

OGRANICZENIA

Stosowac wytgcznie do wykrywania M. tuberculosis complex uzywajgc osadéw opracowanych NALC-NaOH lub NaOH
metodami zalecanymi przez CDC’. Ten test ma zastosowanie jedynie do badania osadéw z plwociny (indukowanej lub
odkrztuszonej, aspiratéw tchawiczych, lub aspiratow oskrzelowych (np. poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych i
poptuczyn oskrzelowych).

Test MTD jest specyficzny dla M. tuberculosis complex ale nie réznicuje przedstawicieli w obrebie kompleksu na: M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. canetti, a M. celatum, i M. terrae-like mogg dawac¢
pozytywng reakcje bezposrednig jezeli na test przypadnie wiecej niz 30 jednostek CFU. Jednakze M. celatum i M.
ferrae-like sg rzadko izolowane z przypadkéw klinicznych.

Na wynik testu mogg mie¢ wptyw sposéb pobierania probek, transport, zmienno$¢ pobieranych prébek, btedy
laboratoryjne, btedna identyfikacja i bledy w zapisywaniu. Negatywny wynik testu nie wyklucza mozliwosci izolacji z prébki
M. tuberculosis complex.

OCZEKIWANE WARTOSCI

A. Zakres Wartosci Kontroli Obserwowanych w Badaniach Klinicznych.

Wartosci kontroli wyrazone w jednostkach RLU obserwowane w 7 osrodkach klinicznych byty nastepujgce:

RLU (N=704)
Zakres Srednia
Kontrola Pozytywna Amplifikacji Komérek 556,245 do >2,000,000 >2,000,000
Kontrola Negatywna Amplifikacji Komorek 904 do 18,754 3041

Amplifikacja Mycobacterium
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B. Zakres Wartosci RLU dla Prébek Klinicznych

Wartosci RLU dla 127 prébek, ktore byty pozytywne w teScie MTD wynosity od 35,777 do > 2,000,000 RLU. Dla 577prébek,
ktore byty negatywne w tescie MTD, wartosci wynosity od 573 do19,176 RLU.

Czestosc¢ rozkladu wartosci RLU dla wszystkich tych probek po analizie rozbieznosci jest pokazana ponizej. Analiza

rozbieznosci jest podstawg do wyjasnienia obecnosci innych hodowli pozytywnych z prébek tego samego pacjenta
i/lub dla lekarza, ktory stawia ostateczng diagnoze.

Rozktad Wynikow z Prébek Pacjentéw Nie Leczonych

(7 Osrodkow)
N=704
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Untreated Specimens (7 Sites)
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Charakterystyka

A. OcenaKliniczna

Oryginalny test MTD byt oceniany przy pomocy badan prowadzonych w 6 osrodkach przez poréwnanie wynikow
preparatéw do wynikéw hodowli 6,079 prébek od 2,609 pacjentéw. Z tego 4,000 prébek zostato pobranych od
1,898 pacjentéw nie leczonych lekami przeciwgruzliczymi. Tych 6 osrodkéw prowadzacych badania byto réznie
rozmieszczonych pod wzgledem geograficznym: z czego 5 byto duzymi miejskimi centrami szpitalnymi, z
oddziatami leczacymi gruzlice i jeden byt urzedowym laboratorium zdrowia publicznego.

Bedacy w uzyciu test MTD oceniano w oddzielnych 7 osrodkach przez poréwnanie wynikow testu MTD do wynikow
hodowli mykobakterii. Tych 7 osrodkéw byto réznie rozmieszczonych pod wzgledem geograficznym; z czego 6
osrodkdw byto duzymi miejskimi centrami szpitalnymi z oddziatami leczgcymi gruzlice i jeden panstwowym
laboratorium mykobakteriologicznym.

Siedem osrodkéw byto laboratoriami zdrowia publicznego. Prébki do badan pochodzity od pacjentéw nie leczonych,
z ktérych 132 hodowle byly pozytywne dla M. tuberculosis complex. Badanie testem MTD wykazato 119 prébek
dodatnich, sposréd tych, kidre byty pozytywne w hodowli; z 7 probek wyhodowano MOTT oprécz M. tuberculosis.

Amplifikacja Mycobacterium
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PROBKI OD PACJENTOW NIELECZONYCH
MTD vs. Hodowla (N=704)

DLA PACJENTA DLA PACJENTA
(PRZED ANALIZA) (PO ANALIZIE)
Hodowla Hodowla
+ - + -
MT + 54 4 + 56 2
D - 4 221 - 4 221
DLA PROBKI DLA PROBKI
(PRZED ANALIZA) (PO ANALIZIE)
Hodowla Hodowla
+ - + -
MT + 119 8 + 125 2
D - 13 564 - 13 564

Do tych badan byli wybierani pacjenci z podejrzeniem aktywnej postaci gruzlicy i nie poddani zadnej terapii.
Zachorowalnos$¢ pacjentow, u ktérych hodowla M. tuberculosis byta pozytywna wynosita 20.5%.

Czuto$¢ powyzszego testu MTD dla pacjenta byta 93.3% i specyficzno$¢ dla pacjenta byta 99.1% w poréwnaniu do
wynikéw hodowli. Czuto$¢ powyzszego testu MTD dla probki wynosita 90.6% i specyficznos¢ dla probki wynosita 99.6%
w poréwnaniu do wynikow hodowli. Wyniki z 7 osrodkéw dotyczgce czutosci, specyficznosci, Pozytywna Przewidywana
Wartos¢ (PPV) i Negatywna Przewidywana Wartos¢ (NPV) sg pokazane w nastepnych tabelach, wzdtuz z 95%
przedziatem ufnosci dla oznaczen szacunkowych. Wszystkie dane pokazujg analize rozbieznosci, ktéra jest podstawag
do wyjasnienia obecnoéci innych hodowli pozytywnych uzyskanych z prébek tego samego pacjenta i/lub dla lekarza,
ktéry stawia ostateczna diagnoze.

Dla Pacjenta:
Ogolny Procent  llosci przeciwne Ogoétem 95% Przedziat Ufnosci
Czutos¢ 93.3% 56/60 83.8-98.2%
Specyficznossé 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%
Dla Prébki:
Ogélny Procent llosci przeciwne Ogétem 95% Przedziat Ufnosci
Czutosc 90.6% 125/138 84.4-94.9%
Specyficznosé 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%

Sposrod 564 probek, ktére poddano hodowli i w ktérych nie wykryto M. tuberculosis complex testem MTD, ze 114 prébek
wyhodowano MOTT, 64 pochodzity od pacjentdow, u ktérych wczesniej wyhodowano MOTT i 169 pochodzito od
pacjentéw, u ktérych hodowle byty negatywne.

B. Badanie doktadnosci
Panel doktadnosci, sktadajgcy sie z 2 negatywnych probek, 2 stabo pozytywnych prébek (2 100 CFU/test) i 2
umiarkowanie pozytywnych prébkek (2 1000 CFU/test) byt badany w 3 osrodkach. Pozytywne prébki byty
przygotowywane ostro zakohczong ezg aby znalez¢ hamujgce inhibitory ptynnego osadu w znanej ilosci M.
Tuberculosis. Pozytywne i negatywne kontrole amplifikacji byty wigczone do kazdego badania.

Poniewaz nie zaobserwowano wyraznej zmiennosci w poszczegoélnych osrodkach, ani w badaniach z poszczegdinych
dni, wyniki z 3 osrodkéw zostaty potgczone i przedstawione ponizej. Mierzone wartosci RLU sg limitowane przez
tube fotopowielacza luminometru. Jednakze wartosci wigksze od 2,000,000 RLU sa skrécone. Nie podano
odchylenia standardowego i wartosci % CV.

Amplifikacja Mycobacterium
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Badanie doktadnosci

# Badane Probki % Poprawny Zakres (RLU) Srednia (RLU)
Probka 1 Wysoko o 154,103 -
Poz na 108 100% 2,000,000 >2,000,000
Prébka 2 Nisko o 16,324 -
Poz na 108 99.1% >2.000,000' >2,000,000
Prébki Negatywne 108 100% 2,004 - 5,693 2,689
Kontrola Pozytywna 54 100% 2,000,000 2,000,000
Komokomore4k Control
Kontrola Negatywna 54 100% 2,272 - 4,241 2,944

+Jedna prébka negatywna.

C. Powtarzalnos¢
Panel powtarzalnosci sktadat sie z 25 prébek z Kontroli Negatywnych Ampilifikacji porozrzucanych pomiedzy
wszystkimi 50 prébkami. Panel powtarzalnosci byt badany w 4 o$rodkach. Ogdlnie 100% (120/120) probek
negatywnych dato spodziewane wyniki i 98,8% (79/80) pozytywnych prébek rowniez dato spodziewane wyniki.

D. Analiza Specyficznosci
Specyficznos¢ testu MTD byta oceniana przy pomocy bakterii, grzybéw, i wiruséw. Do badania specyficznosci
bakterii i grzybdw wtgczono 160 szczepdw (151 szczepdw z 62 rodzajow) Scisle zwigzanych z mykobakteriami,
inne organizmy wywotujgce choroby ptuc, i flore fizjologiczng uktadu oddechowego lub organizmy reprezentujgce
krzyzéwki filogenetyczne. Szczepy byty typowane przez American Type Culture Collection (ATCC) a 5 izolatéw
pochodzito z klinicznych laboratoridéw. Lizaty przygotowano z zywych hodowli (lub rRNA w 3 przypadkach) byty
oceniane testem MTD zgodnie z PROCEDURA TESTU. Koncentracja CFU/ na reakcje wynosita okoto 5 x 107.
Jedynie szczepy M. tuberculosis complex wytwarzaty pozytywna reakcje, za wyjgtkiem szczepdéw M. celatum i M.
terrae-like.

Stezenie ponad 30 CFU na test, M. celatum i niektérych szczepéw M. terrae-like moze dawac pozytywny wynik testu
MTD. Poziom 30 CFU natest, M. celatum dawat 26,772 RLU i M. terrae-like byt w zakresie od 19,470 do 49,976
RLU.

E. Ograniczenia w Wykrywaniu
Testem MTD zbadano trzydziesci (30) szczepow M. tuberculosis geograficznie szeroko rozprzestrzenionych,
tacznie z przedstawicielami szczepdw lekoopornych i wrazliwych na leki. Testem MTD wykrywano 1 CFU
przypadajgca na test we wszystkich 30 szczepach.

F. Odzyskiwanie
Dwadziescia pie¢ (25) fg Mycobacterium tuberculosis rRNA (odpowiednik 5 CFU na test) zbadano w obecnosci
okofo 540,000 CFU na test (450 pL) nastepujgcych wybranych organizméw.: Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium gordonae, M.avium,
M.kansasii, M.terrae, Nocardia asteriodes, N. otitidis — caviarum, Corynebacterium pseudotuberculosis, C. diphtheriae,
Gordona sputi,i Rhodococcus bronchialis. Wszystkie wyniki badan byly pozytywne dla M. tuberculosis rRNA w
obecnosci tych wybranych lecz nie bedacych celem oznaczania organizmoéw.
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ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

OBSERWOWANE PRZYCZYNY

ZALECENIA

Podwyzszenie wartosci wynikow » Niewystarczajgco wymieszana lub zbyt
Amplification Kontroli Negatywnej mata objetos¢ dodawanego odczynnika
Mycobacterium Selection Reagent (S).

Komorek, lub Kontroli
Negatywnej Badanej Probki (=2

20.000 RLU) e Brak zachowania wystarczajgcej
ostroznosci w trakcie wykonywania
badania, wynikiem czego moze by¢
amplifikacja skontaminowanego w tym
momencie materiatu.

e Pominigcie 5-min.etapu chtodzenia

probek.

e Kontaminacja powierzchni lab.,lub

odczynnikéw.

» Nieprawidtowe wytarcie probowek przed
odczytem w luminometrze.

Obnizenie wynikéw amplifikacji o Przeprowadzenie etapu amplifikacii
Kontroli Pozytywnej Komérek lub niezgodnie z zalecanym zakresem
Kontroli Pozytywnej badanej temperatur.

prébki (< 500.000 RLU)

e Dodawanie Odczynnika do Amplifikacji
po $ciance zamiast na dno probowki.

¢ Niedoktadne wymieszanie po dodaniu
Odczynnika do Hybrydyzaciji

M.tuberculosis.

e Dodawanie zbyt duzej ilosci Odczynnika

doSelekcji.

e Przedtuzenie etapu Selekcji ponad limit
wymaganego czasu.

¢ Ozigbienie probéwek ponizej 42° C po
inkubacji w 95°C.

e Zanieczyszczenie Odczynnikéw do

Detekciji.

Uzyskaé homogenno$¢ mieszaniny. Zapewnic
dodanie odpowiedniej objetosci tej mieszaniny.
Wizualnie sprawdzi¢ ujednolicenie rézowego
zabarwienia po wymieszaniu na worteksie.

Zachowac wyjatkowg ostroznos$¢ w trakcie
pipetowania. Przed wyrzuceniem probéwek
reakcyjnych nalezy je zdekontaminowa¢ woda
wapienng w stezeniu1:9 tak, jak opisano w czgsci
PROCEDURA TESTU. Powierzchnie blatéw
laboratoryjnych, suche taznie, taznie wodne, pipety
automatyczne, muszg byé zdekontaminowane w
roztworze wody wapiennej o stezeniu 1:1 jak opisano
w czesci PROCEDURA TESTU.

Probéwki doktadnie wytrze¢ wilgotng chusteczkg lub
recznikiem papierowym przed odczytaniem w
luminometrze.

Sprawdzi¢ temperature w tazni wodnej/ lub bloku
grzejnym i dostosowaé do wymagan zgodnych z
procedura.

Doktadnie zworteksowacé, jak to opisano w etapie 2 (
zobacz Hybrydyzacja). Sprawdzi¢ barwe roztworu po
zworteksowaniu, powinna byc¢ zotta.

Sprawdzi¢ pojemnos¢ pipety automatyczne;.
Przestrzegac¢ czasu inkubacji15 min. w trakcie
Selekcji w temp. 60° C.

Przenies¢ probowki z bloku grzejnego o temp. 95° C
do tazni wodnej lub bloku grzejnego o temp.42° C.

Przygotowac¢ poziom wody w fazni wodnej zgodnie z
opisem w instrukcji aparatu

Amplifikacja Mycobacterium
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UWAGI

A. Blok grzejny musi mie¢ otwory dostosowane do rozmiaréw probéwek 12 X 17 mm. Zalecane jest stosowanie bloku
grzejnego .

B. Do przechowywania zamrozonego podzielonego na porcje roztworu zaleca sie stosowanie zakrecanych
mikroprobowek wiréwkowych. Indywidualnie zamrozone pojemnosci mogg byé uzywane po zamrozeniu i
rozmrozeniu nie wiecej niz jeden raz. Samo-rozmrazajace sie lodéwki nie mogg by¢ uzywane.

C. Do przechowywania zamrozonych pojemnosci zaleca si¢ stosowanie 5 mL krioproboéwek. Indywidualnie zamrozone
pojemnosci mogg by¢ uzywane po zamrozeniu i rozmrozeniu nie wiecej niz jeden raz. Samo-rozmrazajace sie
lodéwki nie mogg by¢ uzywane

D. Z powodu réznic wynikajacych z porametrow sprzetu uzywanego do mieszania, moze by¢ wymagane wydtuzenie

czasu mieszania w zalezno$ci od indywidualnych wiasciwo$ci aparatu. Nalezy dostosowac szybko$c¢
worteksowania, nastepnie ustawi¢ worteks zgodnie z procedurg opisang w czesci UWAGI PRAKTYCZNE pkt. E,
nastepnie pozwoli¢ aby mieszanina reakcyjna osiggneta wysokos¢ do potowy probdwki i tak jg utrzymywaé
podczas mieszania. Wiadciwe wymieszanie, jak opisano, jest niezbedne do uzyskania prawidtowego wyniku testu.
Czas mieszania moze wzrosng¢ do 15 sek. bez wptywu na wynik testu.
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Hologic, Inc.
10210 Genetic Center Drive
San Diego, CA 92121 USA

Pomoc techniczna dla klienta: +1 844 Hologic (+1 844 465 6442)
customersupport@hologic.com

Serwis techniczny: +1 888 484 4747
molecularsupport@hologic.com

Aby uzyskac¢ wiecej informacji, nalezy odwiedzi¢ www.hologic.com.

Hologic, Amplified MTD, i Leader sg znakami towarowymi i/lub zastrzezony znak towarowy firmy Hologic,
Inc. i/lub jej spétek zaleznych w Stanach Zjednoczonych i/lub w innych krajach.

Wszelkie inne znaki towarowe znajdujgce sie w niniejszym dokumencie nalezg do ich odpowiednich
wihascicieli.
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