HOLOGIC
AccuProbe

TEST DO IDENTYFIKACJI MYCOBACTERIUM AVIUM
Z KULTURY BAKTERYJNEJ

TYLKO DO UZYTKU NA EKSPORT
(bioMérieux ref. 39002 / Hologic Cat. No. 102835)

ZASTOSOWANIE

TEST DO IDENTYFIKACJI MYCOBACTERIUM AVIUM Z KULTURY BAKTERYJNEJ ACCUPROBE jest szybkim testem
zawierajgcym sonde DNA, ktory wykorzystuje technike hybrydyzaciji kwaséw nukleinowych do identyfikacji Mycobacterium
intracellulare wyizolowanego z kultury bakteryjnej.

OPIS | WYJASNIENIE ZASADY TESTU

Mycobacterium avium (M. avium) jest przedstawicielem Mycobacterium avium complex (M. avium complex) sktadajacego sie
z grupy organizmoéw, ktérych zwigzek taksonomiczny jest niejasny i kontrowersyjny, ale ktoérych patogennosc¢ dla cziowieka
jest niezaprzeczalna (16). M. avium zostat opisany jako istotny czynnik chorobowy majgcy szczegdlne znaczenie u
pacjentéw z obnizong odpornoscig (12). Leczenie tych zakazen jest trudne, a ciezki przebieg infekcji wymaga szybkiej
diagnostyki. W dodatku w niektérych laboratoriach zachorowalno$¢ z powodu M. avium complex jest rozpoznawana réwnie
czesto jak z powodu M. tuberculosis.

Klasyczne metody identyfikacji mykobakterii sg wykonywane w oparciu o barwienie preparatéw sporzgdzonych z probek od
pacjentéw w kierunku obecnosci pateczek kwasoopornych, nastepnie sporzgdzenie hodowli i przeprowadzenie testow
biochemicznych. Okres$lenie gatunku wyizolowanego Mycobacterium przy uzyciu tych standardowych metod hodowlanych
moze trwac diugo, nawet do dwéch miesiecy (8).

Ogolnie przyjmuje sie, ze M. avium complex sktada sie z dwoch gatunkow: M. avium i M. intracellulare.
Fenotypowo M. avium i M. intracellulare sa wtasciwie nie do odroznienia, rowniez testy biochemiczne nie sg w stanie
wykazaé réznic miedzy nimi.

Do identyfikacji M. avium i M. intracellulare okazata sie uzyteczna Wysokocisnieniowa Chromatografia Gazowa (HPLC)
(3), jednakze, jest ona czasochtonna i nie jest tatwo dostepna dla wiekszosci laboratoriow.

Metody serologiczne moga by¢ réwniez stosowane do réznicowania szczepow M. intracellulare i M. avium , stosujac -
antygen i surowice , znalazty one zastosowanie w badaniach epidemiologicznych. Jednakze, serotypowanie nie jest ogdinie
dostepne co limituje postepowanie z pacjentem. Aktualnie jest 28 ogdlnie akceptowanych serotypow w obrebie M. avium
complex i w réznych okresach czasu réznymi serotypami oznaczano indywidualne szczepy M. avium i M. intracellulare.
Historycznie przyjmuje sie, ze serotypy od 1 do 3 nalezg do M. avium, podczas gdy serotypy od 4 do 28 nalezg do M.
intracellulare (15).

W kilku badaniach, Baess wykorzystata hybrydyzacje DNA:DNA do wyjasnienia taksonomicznego zwigzku miedzy tymi
dwoma gatunkami. Na podstawie swoich analiz Baess doszta do wniosku, ze serotypy 4,5,6 i 8, ktére wczesniej zostaty
zaklasyfikowane jako M. intracellulare, obecnie zostaty przypisane gatunkowi M. avium. Przynaleznos¢ serotypu 9 jest
niejasna (1, 2).

Saito wraz z wspétpracownikami rowniez wykorzystali sonde DNA i zaproponowali usystematyzowanie tych 28 serotypow
w nastepujgcy sposéb: serotypy 1 do 6, 8 do 11, i 21 jako przynalezne do M. avium; serotypy 7, 12 do 20, i 25 jako
przynalezne do M. intracellulare, serotypy 22 do 28 (z wyjatkiem serotypu 25) wykazywaty wtasciwosci heterogenetyczne i
nie mozna byto ich zaliczy¢ do konkretnego gatunku (13). W dodatku, niektérych szczepéw nie udato sie wytypowaé
serologicznie, a kilka aglutynowato wiecej anizeli z jednym przeciwciatem.

Inne opublikowane wyniki badan dotyczgce wykorzystania sondy DNA do réznicowania gatunkowego w obrebie
Mycobacterium avium complex dotyczg rowniez zastosowania sondy DNA do badan epidemiologicznych i w celu
geograficznego rozmieszczenia M. avium i

M. intracellulare (5-7, 9, 11, 14).

TEST DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE identyfikuje M. avium izolowane z

hodowli z przygotowanej probki w czasie krotszym niz jedna godzina. Identyfikacja jest oparta o wykrywanie sekwenciji
specyficznego rybosomalnego RNA, ktory jest typowy dla M. avium. TEST DO IDENTYFIKACJI KULTURY
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MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE oferuje szybka, obiektywng i doktadng identyfikacje M. avium wyizolowanego z
hodowli.

ZASADY TESTU

Testy hybrydyzacji kwaséw nukleinowych sg oparte na zdolnosci specyficznego tgczenia sie komplementarnej nici kwasu
nukleinowego w stabilne dwuniciowe kompleksy (10). System AccuProbe wykorzystuje jednoniciowg sonde DNA
znakowang chemiluminescencyjnie, ktéra jest komplementarna do rybosomalnego RNA docelowego organizmu. Po
uwolnieniu rybosomalnego RNA z organizmu, znakowana sonda DNA tgczy sie z docelowym rybosomalnym RNA organizmu
w stabilng DNA:RNA hybryde. Odczynnik do Selekcji pozwala na zréznicowanie niezhybrydyzowanej i zhybrydyzowanej
sondy. Znakowane hybrydy DNA:RNA s3g oznaczane w luminometrze Hologic. Pozytywny wynik jest odczytywany w
luminometrze jako rowny lub wyzszy anizeli punkt odciecia. Warto$é ponizej tego punktu odciecia daje wynik negatywny.

ODCZYNNIKI

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

Odczynniki do TESTU ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM DO IDENTYFIKACJI KULTURY sg dostarczone w trzech
oddzielnych zestawach:

ZESTAW ZAWIERAJACY SONDE MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE

Odczynnik Zawierajacy Sonde (P) (4 x 5 probowek)
Mycobacterium avium
Probowki do Lizy (LT) (1 x 20 probowki)

Peretki szklane i bufor

ODCZYNNIKI DO IDENTYFIKACJI KULTURY ACCUPROBE

Odczynnik 1 (Odczynnik do Lizy) (1) 1x10mL
Zbuforowany roztwor zawierajgcy 0.04% azydku sodu

Odczynnikt 2 (Bufor do Hybrydyzacji) (2) 1x10 mL
Zbuforowany Roztwor

Odczynnik 3 (Odczynnik do Selekcji) (3) 1 x 60 mL

Zbuforowany Roztwor

ODCZYNNIKI HOLOGIC DO DETEKCJI

Odczynnik do Detekcji | (RI) 1x240 mL
0.1% woda utleniona w 0.001 N. kwasie azotowym
Odczynnik do Detekcji Il (RII) 1x240 mL

1 N wodorotlenek sodu

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI
A. Do stosowania w diagnostyce in vitro.

B. Stosowa¢ powszechnie uzywane srodki ostroznosci w trakcie wykonywania tego testu (4).
C. Stosowac¢ wylgcznie do identyfikacji M.avium wyizolowanego z kultury.
D. Uzywac¢ wytacznie dostarczonych lub specyficznych dla pracy laboratorium wyrobéw jednorazowych.

E. Przesiewy z hodowli i wszystkie kroki zwigzane z postepowaniem z hodowlg tgcznie z inaktywacjg przez podgrzewanie
powinny by¢ wykonywane w Laboratorium |l Klasy Zabezpieczenia Biologicznego.

F. Odczynniki w tym tescie zawierajg azydek sodu, ktéry moze sie tgczy¢ z otowiem lub miedzig w potencjalnie wybuchowe
zwigzki metalu. Przed usunieciem tych odczynnikéw, zawsze nalezy rozcienczy¢é materiat duzg iloscig wody aby zapobiec
niepozgdanej reakcji.

G. Unika¢ kontaktu Odczynnikéw do Odczytu | i Il ze skéra, oczami i blonami sluzowymi. Jezeli doszto do kontaktu skory z

odczynnikami, przemy¢ to miejsce obficie wodg. Jezeli odczynniki rozlaty sie, nalezy rozcienczy¢ je woda przed
osuszeniem powierzchni.
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PRZECHOWYWANIE TESTU | WYMAGANIA HANDLOWE

Probowki zawierajgce Odczynnik z Sondg muszg by¢ przechowywane w foliowych saszetkach w temp. 2°do 8°C.
Probowki z Odczynnikiem zawierajgcym Sonde, jezeli saszetka nie byta otwierana, zachowujg stabilnos¢ zgodnie z datg
waznosci. Raz otwarta saszetka powinna by¢ ponownie szczelnie zamknieta, probéwki powinny byé zuzyte w ciggu dwoch
miesiecy i przed uptywem daty waznosci.

Inne Odczynniki uzywane w Tescie DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE mogag by¢
przetrzymywane w temp. miedzy 2° a 25°C i zachowuijg stabilno$¢ zgodnie z datg waznosci.
NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW

POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK
TEST DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE jest przeznaczony do identyfikacji M.avium
izolowanego z kultury.

A. Hodowla na Podtozu Statym. Uzyskany wzrost na podtozach statych takich jak: skosy Lowensteina-Jensena,
Middlebrooka 7H10 lub na ptytkach 7H11, wizualnie przypominajgcy M. avium nalezy poddac badaniu. Probki mogg byc¢
badane bezposrednio po zaobserwowaniu wzrostu oraz podczas nastepnych szescdziesieciu dni inkubac;ji.

1. Wzrost nalezy zebra¢ 1 ul jednorazowg plastikowg lub metalowg ezg albo plastikowg igta. Nie nalezy uzywac
wymazowek, z uwagi na zbyt matg objetos¢ cieczy, w ktorej znajdujg sie komorki.

2. Unika¢ pobrania statego podtoza razem z komoérkami.

3. Osoba prowadzgca badanie w tym czasie moze wybra¢ kolonie z innej ptytki w celu potwierdzenia czystosci izolatu.

B. Hodowla bulionowa. Wzrost na podtozu bulionowym Middlebrooka 7H9 o gestosci rownej lub wiekszej od 1° Standardu
Nefelometrycznego McFarlanda moze by¢ badany Testem DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM
ACCUPROBE . Nalezy pobra¢ pipetg 100ul prébki z dobrze wymieszanej zawiesiny bulionowe;j i przenies¢ do Probéwek
z Odczynnikiem do Lizy, jak opisano ponize;.

DOSTARCZONE MATERIALY
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST
bioMérieux ref. 39002 (Hologic Cat. No. 102835)

20 testow
Odczynnik Zawierajgcy Sonde (P) 4 x 5 probowek
Probéwki do Lizy (LT) 1 x 20 probéwek

MATERIALY WYMAGANE LECZ NIE DOSTARCZONE W ZESTAWIE

1 ul plastikowe jatowe ezy do posiewow, ezy metalowe lub plastikowe igty do selekcji kolonii
Szczepy do Kontroli Hodowli

taznia wodna lub sucha faznia* (60° + 1°C)

taznia wodna lub sucha faznia* (95° + 5°C)

Mikropipety (100 ul, 300 pl)

Repipetor (100 ul, 300 ul)

Mieszadto Vortex

McFarland 1 standard nefelometryczny

*Bloki grzejne w suchej tazni powinny mie¢ otwory dostosowane do ogrzewania probéwek o rozmiarach 12 x 75 mm. Zaleca
si uzywanie suchej tazni Hologic.

PRODUKTY DOSTEPNE U DYSTRYBUTORA HOLOGIC
Luminometr Hologic Leader 50i

(bioMérieux ref. 39400 / Hologic Cat. No. 103100i)
ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

(bioMérieux ref. 39305 / Hologic Cat. No. 102800)
HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT

(bioMérieux ref. 39300 / Hologic Cat. No. 201791)
Sucha faznia (60° £ 1°C)

(bioMérieux ref. 39406)
Sucha taznia (95° £ 1°C)

(bioMérieux ref. 39407)
Sucha taznia podwojna (60°/95° + 1°C)

(bioMérieux ref. 39408)
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Sonikator Hologic

(bioMérieux ref. 39409 / Hologic Cat. No. 901104)
Statyw do Sonikatora Hologic

(bioMérieux ref. 39313 / Hologic Cat. No. 104027)

WYKONANIE TESTU
A. PRZYGOTOWANIE SPRZETU

1.

W celu swobodnego przeptywu ultradzwiekéw, woda musi by¢ doktadnie odgazowana zgodnie z nastgpujgcym
postepowaniem:

a. Napehié¢ sonikator gorgca woda, tak aby do gérnej krawedzi pozostat 1 cm.

b. Uruchomié¢ sonikator na 15 min. w celu doktadnego odgazowania wody.

2. Dostosowac jeden blok grzejny lub taznie wodng do temp. 60° + 1°C i nastepny blok grzejny lub ftaznie wodng do temp.

3.

95° + 5°C.

Przygotowaé luminometr Hologic Leader do pracy. Upewni¢ sie, Zze jest wystarczajgca ilos¢ Odczynnikéw do Odczytu | i
Il do wykonania testu.

B. SZCZEPY KONTROLNE

Szczepy uzywane do kontroli pozytywnej i negatywnej powinny by¢ zbadane rutynowo w kazdym laboratorium
zgodnie z miejscowymi przepisami. Hodowla M. avium (np., American Type Culture Collection, ATCC #25291)
moze by¢ uzywana jako kontrola pozytywna, natomiast hodowla M. intracellulare (np., ATCC # 13950) moze by¢
uzywana jako kontrola negatywna.

C. PRZYGOTOWANIE PROBEK

1

2.

4.

. Oznaczy¢ odpowiednim numerem Probowki z Odczynnikiem Lizujagcym przeznaczone do badania wyizolowanych

hodowli i/lub kontroli. Zdjg¢ i zatrzymac koreczki.

Odpipetowac¢ 100 pl Odczynnika 1 (Odczynnika do Lizy) i 100 pl Odczynnika 2 (Buforu do Hybrydyzacji) do wszystkich
probéwek z Odczynnikiem Lizujgcym. Jezeli bedzie badana hodowla bulionowa, nie nalezy dodawa¢ Odczynnika
1 do Probéwek z Odczynnikiem Lizujacym.

. Przenies$¢ probke szczepu ze statego podtoza lub 100 ul dobrze wymieszanej hodowli bulionowej do oznaczonych

Probéwek z Odczynnikiem Lizujgcym tak, jak opisano w dziale POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK.
Ruchem wirowym zamieszaé ezg lub igtg mieszanine Odczynnika 1 i Odczynnika 2 przygotowujgc w ten sposob
zawiesine z uwolnionych komorek, jezeli badany wzrost pochodzi ze statego podtoza.

Zamkng¢ Probowki z Odczynnikiem Lizujgcym i krotko wymiesza¢ mieszadiem Vortex.

D. LIZA PROBEK

1

4.

. Wcisng¢ Probowki z Odczynnikiem Lizujgcym do Statywu Sonikatora w ten sposdb aby mieszanina reakcyjna byta

zanurzona w wodzie, a nakretki probdwek znajdowaty sie powyzej poziomu wody. Umiesci¢ Statyw w tazni wodnej
sonikatora. NIE POZWALAC ABY PROBOWKI DOTYKALY DNA LUB SCIANEK SONIKATORA.

. Sonikowa¢ przez 15 minut.
3.

Umiesci¢ Probowki z Odczynnikiem do Lizy zawierajgce zsonikowane organizmy w bloku grzejnym lub tazni wodnej na
10 minut w temp. 95° £ 5°C.

Ostroznie wyjg¢ Probéwki z Odczynnikiem do Lizy z bloku grzejnego lub tazni wodnej.

E. HYBRYDYZACJA

1

. Otworzy¢ foliowg saszetke przecinajac jg réwnolegle do goérnej krawedzi. Wyjgé odpowiednig liczbe Probowek z Sondg

(Probe Reagent Tubes) do zbadania izolatéw z hodowli i/lub kontroli. Zamkng¢ ponownie saszetke przez zagiecie
kilkakrotne otwartej krawedzi saszetki i zabezpieczyé tasma samoprzylepna lub klipsem. Pozostawi¢ torebke z
substancja osuszajaca wewnatrz saszetki.

. Ponumerowa¢ odpowiednig liczbe Probéwek z Odczynnikiem zawierajgcym Sonde przeznaczonych do zbadania

izolatéw z hodowili i/lub kontroli. Zdjg¢ i zachowaé koreczki.

. Odpipetowa¢ 100 pl zlizowanych probek z Probéwek z Odczynnikiem Lizujgcym do odpowiednich Probéwek z

Odczynnikiem zawierajgcym Sonde.

. Zamkna¢ Probowki z Odczynnikiem z Sondg i inkubowac¢ przez 15 minut w temp. 60° £ 1°C w fazni wodne;j lub bloku

grzejnym.
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F. SELEKCJA

1. Wyja¢ Proboéwki z Odczynnikiem z Sondg z tazni wodnej lub z bloku grzejnego. Zdjaé i zachowac koreczki.
Odpipetowac po 300 pl Odczynnika 3 (Odczynnik do Selekcji) do kazdej probdwki. Zamkna¢ probowki i bardzo
doktadnie je wymiesza¢ mieszadtem Vortex.

2. Inkubowac probéwki z Odczynnikiem z Sondg przez 5 minut w temp. 60° £ 1°C w tazni wodnej lub bloku grzejnym.

3. Wyja¢ probéwki z Odczynnikiem z Sondg z fazni wodnej lub bloku grzejnego i pozostawi¢ je w temperaturze pokojowej
przez nastepne 5 minut. Zdjg¢ i wyrzuci¢ koreczki. Odczyta¢ wyniki w luminometrze w ciagu jednej godziny.

G. ODCZYTYWANIE WYNIKOW

1. Nalezy wybra¢ wiasciwy program z oprogramowania luminometru.

2. Uzywajgc wilgotnej chusteczki lub papierowego recznika, wytrze¢ kazdg probowke w celu usuniecia pozostatosci z
zewnetrznej $cianki probowek i wstawi¢ probéwke do luminometru zgodnie z instrukcjg obstugi aparatu.

3. Po zakonczeniu odczytu, wyjgc¢ probowke(i) z luminometru.

UWAGI PRAKTYCZNE
A. ODCZYNNIKI: Odczynnik 2 (Bufor do Hybrydyzacji) moze sie wytrgci¢. Podgrzewanie i mieszanie roztworu w temp. od
35°C do 60°C pozwoli na rozpuszczenia precypitatu.

B. TEMPERATURA: Reakcja Hybrydyzacjii Selekcji sg zalezne od temperatury. Dlatego konieczne jest aby temperatura
tazni wodnej lub bloku grzejnego byta utrzymywana w odpowiednim zakresie.

C. CZAS: Reakcja Hybrydyzacji i Selekcji sg zalezne od czasu. Hybrydyzacja trwa co najmniej 15 minut ale nie dtuzej niz 20
minut. Inkubacja Probowek z Odczynnikiem zawierajgcym Sonde podczas SELEKCJI trwa co najmniej 5 minut ale nie
dtuzej niz 6 minut.

D. LAZNIA WODNA: Poziom wody w tazni wodnej powinien byé utrzymywany, tak aby zapewnié zanurzenie Probéwek z
Odczynnikiem Lizujgcym , jednak nie powinien siega¢ powyzej zaznaczonego pierscienia. Nalezy réwniez zapewni¢
catkowite zanurzenie w wodzie ptynnej czesci reakcyjnej Probéwek z Odczynnikiem zwierajgcym Sonde.

E. WYTRZASANIE: Bardzo istotne jest uzyskanie homogennej mieszaniny podczas PRZYGOTOWYWANIA PROBEK oraz
podczas etapow SELEKCJI, zwtaszcza po dodaniu komoérek do Odczynnika 1 i 2 oraz po dodaniu Odczynnika 3.

F. ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

1. Podwyzszone wartosci kontroli negatywnej (M intracellulare ATCC # 13950) powyzej 10,000 RLU (Wzgledne jednostki
Swiatta) w luminometrze Leader lub 300 PLU (Fotometryczne jednostki $wiatta) w aparacie AccuLDR (poprzednio
PAL) mogg by¢ spowodowane niewystarczajgcym wymieszaniem probki po dodaniu odczynnika 3 (Odczynnik do
Selekcji) lub na skutek badania mieszanych hodowli. Ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania mieszanych hodowili,
czes¢ wzrostu nale y przesia¢ na odpowiednie podtoze agarowe i inkubowac w celu sprawdzenia namnozonych typéw
kolonii.

2. Niskie wartosci kontroli pozytywnej (M. avium ATCC # 25291) nizsze od 30,000 RLU w luminometrze Leader lub 900
PLU w AcculLDR (poprzednio PAL) mogg by¢ spowodowane niewystarczajgca liczbg komorek, niewtasciwg sonikacjg
lub badaniem mieszanych albo starych hodowli. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania mieszanych hodowli, czes¢
wzrostu nalezy przesia¢ na odpowiednie podtoze agarowe i inkubowaé w celu sprawdzenia typéw namnozonych
kolonii.

WYNIKI

A. INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki TESTU ACCUPROBE DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM opieraja sie na nastepujgcych
wartosciach punktow odciecia /cut-off/. Prébki emitujgce sygnaty wyzsze lub réwne tym warto$ciom, sg uznawane jako
dodatnie. Prébki emityjace sygnaty nizsze anizeli warto$¢ tego punktu odciecia sg uznawane jako ujemne. Wyniki w
powtarzajgcych sie zakresach powinny by¢ powtérzone.

AccuLDR Leader
(poprzednio PAL)
Warto$¢ punktu odciecia 900 PLU 30,000 RLU
Zakres do powtdrzenia 600 - 899 PLU 20,000-29,999 RLU
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B. KONTROLA JAKOSCI | AKCEPTOWANIE WYNIKOW

Kontrola ujemna (np., M. intracellulare ATCC # 13950) i kontrola dodatnia (np., M.avium ATCC # 25291), powinny
wykazywac¢ nastepujgce wartosci:

AcculLDR Leader
(poprzednio PAL)
Kontrola ujemna <300 PLU <10,000 RLU
Kontrola dodatnia > 900 PLU > 30,000 RLU

OGRANICZENIA

Metoda zostata przetestowana przy uzyciu mtodej kultury wyhodowanej na statym lub ptynnym podtozu jak opisano w czesci
pt. POBIERANIE | OPRACOWYWANIE PROBEK. Skutecznosci testu nie badano przy uzyciu bezposrednich materiatéw
klinicznych takich jak: (np., mocz, stolec, wydzielina z uktadu oddechowego).

Wyniki Testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM DO IDENTYFIKACJI KULTURY powinny by¢ interpretowane w
zestawieniu z innymi laboratoryjnymi i klinicznymi wynikami dostepnymi dla lekarza klinicysty.

OCZEKIWANE WARTOSCI

TEST ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM DO IDENTYFIKACJI KULTURY byt poréwnywany w trzech osrodkach do
standardowych hodowlanych i biochemicznych metod stosowanych do identyfikacji kultury. Osrodek 1, 2 i 3 przebadaty 120
izolatdw Mycobacteruim avium i 220 izolatéw sposréd 25 innych gatunkéw Mycobacterium. W Osrodku 1 oprécz
standardowej metody identyfikacji kultury dodatkowo uzyto Chromatografii Gazowo Cieczowej (GLC). Standardowe metody
identyfikacji kultury sg uzaleznione od intensywnosci wzrostu, morfologii kolonii , badania mikroskopowego i serii reakc;ji
biochemicznych. Dodatkowo wyniki Testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM DO IDENTYFIKACJI KULTURY byty
poréwnywane z wynikami Wysokocisnieniowej Chromatografii Cieczowej (HPLC) w Osrodku 4 przy uzyciu 97 szczepéw
Mycobacterium. Metodg HPLC zidentyfikowano 30 izolatow jako M. avium, 31 izolatéw jako M. intracellulare i 36 szczepow
reprezentujgcych 12 innych gatunkéw Mycobacterium. W badaniu Testem ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM DO
IDENTYFIKACJI KULTURY wszystkie izolaty byly jednoznacznie pozytywne (> 30,000 RLU) lub negatywne (< 30,000 RLU).
Zakres wynikéw dla kultur negatywnych wynosit od 206 do 11,434 RLU i od 52,151 do 739,861 RLU dla kultur pozytywnych.
Poréwnanie uzyskanych wynikéw do identyfikacji standardowg metodg hodowlang, metodg GLC ( Osrodek 1) i HPLC
(Osrodek 4) sg pokazana ponizej.

POROWNANIE METODY IDENTYFIKACJI ACCUPROBE Z HODOWLA, GLC, | HPLC

Poz Poz Neg Neg Czulos¢ Procent

Poz Neg Poz Neg Specyficznosé Zgodnosci
Osrodek 1 64 0 0 57 100%/100% 100%
Osrodek 2 5 0 0 116 100%/100% 100%
Osrodek 3 51 0 0 47 100%/100% 100%
Osrodek 4 29 0 1 67 96,7%/100% 99,0%
Ogoétem 149 0 1 287 99,3%/100% 99,8%

Jeden izolat M. avium badany testem AccuProbe dat wynik negatywny, podczas gdy badanie metodg HPLC dato wynik
pozytywny. W powtérnym badaniu tego samego szczepu TESTEM DO IDENTYFIKACJI KULTURY ACCUPROBE uzyskano
wynik pozytywny.

CHARAKTERYSTYKA PROCESOW

A. POWTARZALNOSC

Powtarzalno$¢ przebiegu TESTU DO IDENTYFIKACJI HODOWLI MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE obliczano na
podstawie ANALIZY dwdch stezeh rybosomalnego RNA wyizolowanego z M. avium stosujgc 10 powtoérzen dla
pojedynczego oznaczenia.

Mycobacterium avium

Probka A B
Liczba powtorzen 10 10
Srednia warto$é impulsu 25,738 47,730
Odchylenie standardowe 445 668
Wspétczynnik zmiennosci 1.7% 1.4%

B. ODTWARZALNOSC

Odtwarzalno$¢ oceniano na podstawie analizy takich samych dwdch stezen rybosomalnego RNA M.avium stosujac
12 kolejnych powtérzen dla jednej proby.
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Mycobacterium avium

Probka A B

Liczba powtérzen 12 12

Srednia warto$é impulsu 27,929 50,418

Odchylenie standardowe 1.465 2.833

Wspétczynnik zmiennosci 5.2% 5.6%
C. SWOISTOSC

Ogo6 em oceniono 114 ATCC izolatéw hodowlanych przy uzyciu TESTU DO IDENTYFIKACJI KULTURY
MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPRPBE. Te izolaty reprezentowaty 92 gatunki z 41 rodzajéw.

Przy pomocy tego testu oznaczono szesnascie izolatdéw M. avium, 49 izolatéw z 28 innych gatunkéw Mycobacterium i 65
izolatéw z 40 innych rodzajow reprezentujgcych przekroéj filogenetyczny organizmow. Jedynie izolaty Mycobacterium avium
badane przy uzyciu TESTU DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM ACCUPROBE dawaty pozytywny
wynik. Inne gatunki Mycobacterium oraz izolaty spokrewnione filogenetycznie nie reagowaty w tym tescie.

D. ODZYSKIWANIE

Rybosomalne RNA M. avium w stezeniu od 5 x 10 pgi 1x 10'1pg na jeden test byto analizowane w obecnosci 30 min.
komérek M. intracellulare, M. tuberculosis, lub Nocardia asteroides. Nie zaobserwowano interferencji miedzy sygnatem M.
avium i innymi badanymi organizmami w TESCIE DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM
ACCUPROBE.
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