HOLOGIC
AccuProber

MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST

POUZE PRO EXPORT
(bioMérieux ref. 39001 / Hologic Cat. No. 102845)

PREDPOKLADANE POUZITI

The ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST TEST je rychla testovaci
sonda DNA vyuzivajici techniku hybridizace nukleovych kyselin pro identifikaci komplexu Mycobacterium avium (M. avium
komplex) z kultury.

SOUHRN A VYSVETLENI TESTU

Infekce zplsobené ¢leny komplexu M. avium jsou nej¢astéjSimi mykobakterialnimi infekcemi spojenymi s AIDS a
vyskytujicimi se u jinych imunokomprimovanych pacientd (7, 15). Incidence M. avium komplex jako klinicky vyznamného
patogenniho agens v pfipadech chronické pulmonalni nemoci rovnéz vzrista (8, 17). V posledni dobé je v nékterych
laboratofich incidence M. avium komplex stejna nebo vyssi nez incidence M. tuberculosis (17). LéEba téchto infekci je
obtizna a navic pro svoji zavaznost tyto infekce vyzaduiji rychlou diagnostiku.

M. avium komplex sestava z pomalu rostoucich mykobakterii, které produkuji malo pigmentu nebo neprodukuji pigment
zadny, nehydrolyzuji TWEEN 80 nebo mocovinu, neredukuji dusi¢nany, produkuji méné nez 45 mm pény v
semikvantitativnim katalazovém testu a maji pozitivni nikotinamidazu a pyrazinamidazu. Obecné se ma za to, Zze M. avium
komplex se sklada ze dvou druhl: M. avium a M. intracellulare (19). Fenotypicky jsou M. avium a M. intracellulare t¢émér
nerozliSiteIné a ani biochemické testy nejsou schopny je rozlisit.

Bézné pouzivanymi metodami pro identifikaci izolatl jako ¢lent M. avium komplex jsou kultivaéni a biochemické postupy,
uréeni sérotypu, plynova kapalinova chromatografie, vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a izotopové znacené
sondy DNA, které reaguji s ribozomalni RNA (rychly diagnosticky systém Hologic pro MYCOBACTERIUM AVIUM
COMPLEX) (1, 3,4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 16, 18). Kromé toho Ize vétSinu kmend M. avium komplex identifikovat bud jako M.
avium nebo M. intracellulare sérotypizaci s adsorbovanym sérem obsahujicim protilatky specifické viéi povrchoym
buné&nym antigendm. Nedavné studie s T-katalazou, polymorfismu restrikénich délkovych fragmentl a hybridizaci DNA-
DNA ukazaly, ze nékteré sérotypy dfive povazované za M. intracellulare ve skuteCnosti patfi k druhu M. avium (1, 14, 21).

Existuje vS§ak malé mnozstvi biochemicky uréenych izolatll M. avium komplex, které nelze spolehlivé urcit jako M. avium
nebo M. intracellulare Zadnou z vy$e uvedenych metod. Pfesny taxonomicky status téchto kmen( je v sou€asnosti nejasny.
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je ur€en k detekci M. avium, M.
intracellulare a jinych izolatd nedavno identifikovanych jako M. avium komplex. NerozliSuje mezi jednotlivymi druhy v rdmci
komplexu (20, 22, 23). Vzacné nemusi nékteré izolaty M. avium komplex poskytovat v tomto testu pozitivni reakci.

PRINCIPY POSTUPU

Testy hybridizace nukleovych kyselin jsou zalozeny na schopnosti komplementarnich viaken nukleovych kyselin se
specificky fadit a vytvaret stabilni dvouvliaknové komplexy (4). Systém AccuProbe pouziva jednovliaknovou sondu DNA s
chemiluminiscenénim znacenim, ktera je komplementarni ribosomalni RNA cilového organismu. Poté, co se ribosomalni
RNA uvolni z organismu, spoji se znatena sonda DNA s ribosomalni RNA cilového organismu a vytvofi se stabilni hybrid
DNA:RNA . Volba ¢inidla umoZzhuje rozliSeni nehybridizované a hybridizované sondy. Znacené hybridy DNA:RNA se méfi v
luminometru Hologic. Pozitivni vysledek je takovy, kdy je pomoci luminometru ode¢tena hodnota stejna nebo vysSi nez
mezni hodnota. Hodnota nizZ$i nez mezni hodnota pfedstavuje negativni vysledek.

CINIDLA

Poznamka: Informace o H-vétach a P-vétach, které mohou byt spojeny s reagenciemi, naleznete v knihovné bezpecnostnich
listt (Safety Data Sheet Library) na adrese www.hologic.com/sds.
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Cinidla pro ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST se dodavaiji ve tfech
samostatnych kitech:

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX PROBE KIT

Cinidlo pro sondu (P) (4 x 5 zkumavek)
Mycobacterium avium komplex.
Lyzujici zkumavky (LT) (1 x 20 zkumavek)

Sklenéné kulicky a pufr.

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

Cinidlo 1 (Lyzujici &inidlo) (1) 1x10 ml
pufrovany roztok obsahujici 0,04 % azidu sodného
Cinidlo 2 (Hybridiza&ni pufr) (2) 1x10 ml
pufrovany roztok

Cinidlo 3 (Selekéni ¢ginidlo) (3) 1 x 60 ml

pufrovany roztok

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT

Detekéni €inidlo | (RI) 1x240 ml
0,1% peroxid vodiku v 0,001N kyseliné dusi¢né

Detekéni €inidlo 11 (RII) 1x240 ml
1N hydroxid sodny

VAROVANI A OPATRENI

A.
B.
C.
D
E

F.

Pro diagnostické pouziti in vitro.

P¥i provadéni této zkousky zachovavejte obecna opatreni (2).

Pouzivejte pouze k identifikaci M. avium komplex izolovaného z kultury.
Pouzivejte pouze dodavané nebo specifikované jednorazové laboratorni pom(cky.

Zachazeni s kulturami a vSechny kroky postupu az do kroku inaktivace zahfivanim je nutno provadét v laboratofi
vybavené na 2. stupen biologické bezpecnosti.

Cinidla kitu obsahuji azid sodny, ktery mizZe reagovat s olovénym nebo mé&dénym potrubim za vzniku vybusnych azid
kovl. Pokud se likviduje jakakoli kapalina obsahujici azid sodny do vylevky, je nutno ji proplachnout vodou, aby se
zabranilo jejimu hromadéni.

Nevystavujte pokozku, o€i a sliznice styku s detekénim Cinidlem | a Il. V pfipadé styku s témito Cinidly omyjte pfislusné
misto vodou. Pokud dojde k rozliti téchto €inidel, rozfedte je vodou predtim, nez misto otfete dosucha.

PODMINKY SKLADOVANIi A ZACHAZENI

Zkumavky s €inidly sondy se musi skladovat ve foliovém pouzdru pfi teploté 2 az 8 °C. Zkumavky s €inidly sondy jsou
stabilni v uzavienych pouzdrech az do data expirace vyznaceného na obalu. Po otevreni je nutno pouzdro opét uzavfit a
zkumavky je tfeba pouzit do dvou mésicl, nejpozdéji do data expirace vyznaceného na obalu.

Dalsi €inidla pfitomna v ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST Ize
skladovat pfi teploté 2 az 25 °C, ve které jsou stabilni az do data expirace vyznaceného na obalu.
CINIDLA NEZMRAZUJTE.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je uréen k identifikaci
Mycobacterium avium komplex z kultury.

A

Metoda kultivace na pevném médiu. Pfedpokladany rdst M. avium komplex Ize testovat na vhodném pevném médiu,
jako jsou Lowenstein-Jensentv Sikmy agar nebo plotny Middlebrook 7H10 nebo 7H11. VVzorky Ize testovat jakmile je rlist
viditelny a béhem nasledujicich Sedesati dnu inkubace.

1. Vyrostlé kultury Ize nabrat plastovou jednorazovou klickou o objemu 1 pl, draténou klickou nebo jednorazovou
plastovou jehlou. Tampony nelze pouzivat, protoZze se buriky nasledné resuspenduji v malém objemu kapaliny.

2. Nenaberte s burfikami pevné médium.
3. Soucasné je mozné inokulovat jinou kultivacni plotnu, aby se potvrdila Cistota izolatu.

Metoda kultivace v bujénu. Pomoci testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST lze testovat rast v bujonu Middlebrook 7H9 se zakalem rovnym nebo vétSim nez
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nefelometricky standard 1 McFarlanda. Pipetujte 100 ul vzorku z dobfe promichané suspenze bujonu do zkumavky s
lyzujicim €inidlem, jak je popsano dale.
DODAVANE MATERIALY

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
bioMérieux ref. 39001 / Hologic Cat. No. 102845

. 20 testl
Cinidlo pro sondu (P) 4 x 5 zkumavek
Lyzujici zkumavky (LT) 1 x 20 zkumavek

POTREBNE ALE NEDODAVANE MATERIALY

plastové sterilni inokulaéni klicky o objemu 1 pl, draténé klicky nebo plastové jehly pro selekci kolonii

kmeny pro kontrolu kultivace

vodni lazef nebo lazen se suchym teplem* (60 + 1 °C)

vodni lazef nebo lazen se suchym teplem * (95 £ 5 °C)

mikropipety (100 pl, 300 pl)

re-pipetor (100 pl, 300 ul)

misidlo typu Vortex

nefelometricky standard 1 McFarlanda

*Zahfivaci télesa u lazné se suchym teplem musi mit jamky s velikosti odpovidajici zkumavkam o rozmérech 12 x 75 mm.
Doporuduje se pouziti Iazné se suchym teplem Hologic.

DODAVA VAS DISTRIBUTOR HOLOGIC

Luminometr Hologic Leader 50i
(bioMérieux ref. 39400 / Hologic kat. €. 103100i)
Sonikator Hologic
(bioMérieux ref. 39409 / Hologic kat. €. 901104)
Kit ¢inidel ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION
(bioMérieux ref. 39305 / Hologic kat. €. 102800)
Kit €¢inidel HOLOGIC DETECTION (1200 testl)
(bioMérieux ref. 39300 / Hologic kat. €. 201791)
Lazen se suchym teplem (60 = 1 °C)
(bioMérieux ref. 39406)
Lazen se suchym teplem (95 + 1 °C)
(bioMérieux ref. 39407)
Lazen se suchym teplem Twin (60/95 £ 1 °C)
(bioMérieux réf. 39408)
Drzak sonikatoru Hologic
(bioMérieux ref. 39313 / Hologic kat. €. 104027)

POSTUP TESTU

A. PRIPRAVA VYBAVENI
1. Pro optimalni pfenos zvukové energie se musi voda peclivé zbavit plyn nasledujicim postupem:

a. Pridejte dostatecné mnozstvi horké vody, aby se lazeri sonikatoru naplnila asi 'z palce pod horni okraj nadoby.

b. Nechte sonikator bézZet 15 minut aby se z vody UpIné& odstranily plyny.

2. Upravte teplotu jednoho vyhfivaciho bloku nebo vodni 1azné na 60 + 1 °C a teplotu druhého vyhfivaciho bloku nebo

vodni lazné na 95 £ 5 °C.
3. Pripravte k ¢innosti luminometr Hologic Leader. Ujistéte se, Ze je k dispozici dostate¢ny objem detekénich Cinidel |
a Il k dokongeni testu.
B. KONTROLY

Pozitivni a negativni kontrolni kmeny se musi rutinné testovat v kazdé laboratofi v souladu s mistnimi pfedpisy. Jako
pozitivni kontrolu Ize pouzit kulturu M. avium (napf. American Type Culture Collection, ATCC &. 25291) nebo M.
intracellulare (napf. ATCC &. 13950) a jako negativni kontrolu Ize pouzit kulturu Mycobacterium tuberculosis (napf.
ATCC €. 25177).

C. PRIPRAVA VZORKU
1. Oznacte dostate€ny pocet zkumavek s lyzujicim €inidlem pro testovani izolatd kultury a/nebo kontrol. Sejméte
vi¢ka a uschoveijte je.
2. Napipetujte 100 pl €inidla 1 (lyzujici €inidlo) a 100 pl €inidla 2 (hybridizaéni pufr) do v§ech zkumavek s lyzujicim
¢inidlem. Pokud se maji testovat bujonové kultury, nepridavejte do zkumavek s lyzujicim ¢inidlem €inidlo 1.
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3. Preneste vzorek z pevného média nebo 100 pl dobfe promichaneé bujénove kultury do oznac¢enych zkumavek s
lyzujicim ¢inidlem, jak je popsano v ¢asti ODBER A PRIPRAVA VZORKU. Pokud testujete rdst na pevném médiu,
ponofte kli€ku nebo jehlu do smési rozpoustédel Einidla 1 a Cinidla 2, aby se z ni odstranily buriky.

4. Opét prikryjte zkumavky s lyzujicim ¢inidlem vi¢kem a kratce je promichejte misidlem typu Vortex.
LYZA VZORKU

1. ZatlaCte zkumavky s lyzujicim Cinidlem do drzaku sonikatoru tak, aby reakéni smés na dné zkumavky byla
ponofena, ale vicka byly nad vodou. Umistéte drzak sonikatoru do vodni lazné sonikatoru. DEJTE POZOR, ABY SE
ZKUMAVKY NEDOTYKALY DNA NEBO STEN SONIKATORU.

2. Podrobte plsobeni ultrazvuku po dobu 15 minut.

3.  Umistéte zkumavky s lyzujicim ¢inidlem, obsahujici organismy podrobené pusobeni ultrazvuku do zahtivaciho
bloku nebo vodni lazné po dobu 10 minut pfi teploté 95 + 5 °C.

4. Opatrné vyjméte zkumavky s lyzujicim €inidlem ze zahfivaciho bloku nebo vodni lazné.
HYBRIDIZACE

1. Otevrete pouzdro z folie rozfiznutim horni ¢asti pouzdra. Vyjméte dostatecné mnozstvi zkumavek s ¢inidlem pro
sondu pro testovani izolatu kultury a/nebo kontrol. Uzavfete pouzdro nékolikerym pfehnutim otevieného konce a
zabezpecte jej pfilnavou paskou nebo svorkou. V pouzdie ponechte desikant.

2. Oznacte dostate¢ny pocet zkumavek s €inidlem pro sondu pro testovani izolatd kultury a/nebo kontrol. Sejméte
vi¢ka a uschoveijte je.

3. Pipetujte 100 pl lyzovanych vzork( ze zkumavek s lyzujicim €inidlem do pfislusnych zkumavek s €inidlem pro
sondu.

4. Zkumavky s Cinidlem pro sondu opét uzaviete a inkubujte je ve vodni I1azni nebo zahfivacim bloku po dobu 15 minut
pfi teploté 60 £ 1 °C.

SELEKCE

1. Vyjméte zkumavky s Cinidlem pro sondu z vodni 14zné& nebo zahfivaciho bloku. Sejméte vitka a uschovejte je. Do
kazdé zkumavky napipetujte 300 ul &inidla 3 (selekéni €inidlo). Zkumavky opét uzavrete a jejich obsah Upiné
promichejte misidlem typu Vortex.

2. Inkubujte zkumavky s ¢inidlem pro sondu po dobu 5 minut pfi teploté 60 + 1 °C ve vodni lazni nebo zahfivacim
bloku.

3. Vyjméte zkumavky s ¢inidlem pro sondu z vodni lazné nebo zahtivaciho bloku a ponechte je pfi teploté mistnosti po
dobu alesporn 5 minut. Sejméte vicka a odlozte je. Béhem 1 hodiny od vyjmuti z vodni lazné nebo zahfivaciho
bloku odectéte vysledky v luminometru.

DETEKCE
1. Z menu obsazeného v software luminometru zvolte vhodny protokol.

2. Navlhéenou tkaninou nebo papirovym kapesni¢kem utfete kazdou zkumavku, aby se zajistilo, Ze na jejim povrchu
neni pfitomno zadné reziduum a vlozte zkumavku do luminometru podle pokynt dodavanych s pristrojem.

3. Po dokonceni analyzy vyjméte zkumavku (zkumavky) z luminometru.

POZNAMKY K POSTUPU

A

B.

E.

CINIDLA: Cinidlo 2 (hybridizadni pufr) se miZe vysrazet. Zahfivanim a promichavanim roztoku pii teploté 35 - 60 °C se
srazenina rozpusti.

TEPLOTA: Hybridizacni a selekéni reakce jsou zavislé na teploté. Proto je dllezité udrzovat teplotu vodni 1azné nebo
zahfivaciho bloku ve vymezeném rozmezi.

DOBA: Hybridiza¢ni a selekéni reakce jsou zavislé na €ase. Hybridizujte alespon 15 minut, ne vSak déle nez 20 minut.
Inkubujte zkumavky s €inidlem pro sondu béhem kroku SELEKCE alespori 5 minut, ne v8ak déle nez 6 minut.

VODNI LAZEN: Hiadinu vody ve vodni lazni je nutno udrzovat tak vysoko, aby zkumavky s lyzujicim &inidlem byly
ponofeny do Urovné krouzku pro vicko, nikoli nad né&j. Rovnéz je nutno zajistit, aby objem vlastniho reakéniho €inidla ve
zkumavkach s Cinidlem pro sondu byl ponofen.

MICHANI: b&hem krokd PRIPRAVY VZORKU a SELEKCE ma zasadni vyznam udrZovat smés homogenni, zejména po
pfidani bunék do &inidel 1 a 2 a po pfidani €inidla 3.

F. ODSTRANOVANI PORUCH:

1. ZvySené hodnoty negativni kontroly (M tuberculosis ATCC €. 25177) vySSi nez 10 000 RLU (Relative Light Units) v
Leader nebo 300 PLU (Photometric Light Units) v AccuLDR (dFive PAL) mohou byt zplisobeny nedostateénym
michanim po pfidani ¢inidla 3 (selekéni €inidlo) nebo testovanim smiSenych kultur. Protoze se mohou vyskytnout
smiSené kultury, je tfeba ¢ast vyrostlé kultury naockovat na vhodné agarové médium a inkubovat, aby se provedia
kontrola Cistoty kolonii.

2. Nizké hodnoty pozitivni kontroly (M. avium ATCC €. 25291 nebo Mycobacterium intracellulare ATCC €. 13950)
niz8i nez 30,000 RLU v Leader nebo 900 PLU v AccuLDR (dfive PAL) mohou byt zplisobeny nedostatenym
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mnozstvim bunék, nedostate€nou sonikaci nebo starymi kulturami. ProtoZze se mohou vyskytnout smiSené kultury,
je tfeba &ast vyrostlé kultury naoCkovat na vhodné agarové médium a inkubovat, aby se provedla kontrola &istoty
kolonii.

VYSLEDKY

A. INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST jsou zaloZzeny na
nasledujicich kritickych hodnotach. Vzorky vytvarejici signal vétsi nebo rovny témto kritickym hodnotam se povazuji za
pozitivni. Vzorky vytvarejici signal nizSi nez kritické hodnoty se povazuji za negativni. Vysledky v rozmezi, ve kterém je
tfeba zkousku provést znovu, je tfeba opakovat. Pokud i opakované testovani poskytuje neurcité vysledky, je tfeba izolat
subkultivovat, aby se ovéfila jeho Cistota.

AcculLDR Leader

(dfive PAL)
Kriticka hodnota 900 PLU 30 000 RLU
Rozmezi pro opakovani 600 - 899 PLU 20 000-29 999 RLU

B. KONTROLA KVALITY A PRIJATELNOST VYSLEDKU

Negativni kontrola (nap¥. M. tuberculosis, ATCC ¢&. 25177) a pozitivni kontrola (napf. M. avium, ATCC ¢&. 25291), at'jiz z
bujonu nebo z pevného média, musi mit nasledujici hodnoty:

AcculLDR Leader
(dfive PAL)
Negativni kontrola <300 PLU <10 000 RLU
Pozitivni kontrola >900 PLU > 30 000 RLU

Pokud nejsou hodnoty pozitivni kontroly nebo negativni kontroly v pozadovaném rozmezi, nelze vysledky hiasit.

OMEZENi METODY

Tato metoda byla testovana na kulturach &erstvé vyrostlych na pevném médiu a v bujénu uvedenych v &asti ODBER A
PRIPRAVA VZORKU. Tento test nebyl pouZit pfimo na klinickych vzorcich (napf. mog, stolice nebo vzorky z dychacich
cest).

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST nerozliSuje jednotlivé ¢leny
M. avium komplex. Izolaty obou druht je nutno identifikovat jako M. avium komplex.

Existuje malé mnozZstvi biochemicky uréenych izolatll M. avium komplex, které nelze sérologickymi metodami nebo HPLC
spolehlivé uréit jako M. avium nebo M. intracellulare. Nékteré z téchto kmen( rovnéz nelze detekovat pomoci testu
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. Pfesny taxonomicky status
téchto kmenu je v sou€asnosti nejasny. Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST identifikuje kmeny M. avium komplex, které patfi do tohoto komplexu na zakladé postupt tradinich
biochemickych metod HPLC nebo GLC. Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST muze detekovat neobvyklé kmeny M. avium komplex, jejichz klinicky vyznam nebyl zjistén.
Vysledky z testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je tfeba
interpretovat ve spojeni s jinymi dostupnymi laboratornimi a klinickymi udaiji, které ma klinik k dispozici.

OCEKAVANE HODNOTY

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST byl porovnavan se
standardnimi kultivacénimi biochemickymi identifikaénimi metodami na tfech pracovistich. Pracovistém 1 byla firma Hologic
Incorporated, pracovisti 2 a 3 byly referenéni laboratofe. Bylo testovano 717 izolatd Mycobacterium avium komplex (51 M.
avium, 42 M. intracellulare a 624 M. avium komplex) 235 izolat( 22 jinych druhl mykobakterii. |zolaty se kategorizovaly jako
bud pozitivni (> 30 000 RLU) nebo negativni (< 30 000 RLU). Rozmezi hodnot u negativnich kultur bylo 1 353 az 14 675
RLU a u pozitivnich kultur 30 829 az 2 742 691 RLU. Porovnani téchto vysledkl se standardnimi kultivaénimi identifikacnimi
metodami je uvedeno déle.

ACCUPROBE / STANDARDNI BIOCHEMICKE POSTUPY

AccuProbe Poz Poz Neg Neg Citlivost / Procento
Kultivace Poz Neg Poz Neg Specificita Shoda
Misto 1 44 0 0 47 100 %/100 % 100 %
Misto 2 146 0 1 102 99,3 %/100 % 99,6 %
Misto 3 526 0 17 74 96,9 %/100 % 97,2 %
Celkem 716 0 18 223 97,6 %/100 % 98,1 %

Po rozliseni odli§nych vysledku
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ACCUPROBE / STANDARDNI BIOCHEMICKE POSTUPY

AccuProbe Poz Poz Neg Neg Citlivost / Procento
Kultivace Poz Neg Poz Neg Specificita Shoda
Misto 1 44 0 0 47 100 %/100 % 100 %
Misto 2 146 0 1 102 99,3 %/100 % 99,6 %
Misto 3 526 0 1 86 100 %/100 % 100 %
Celkem 716 0 2 235 99,9 %/100 % 99,9 %

Jeden vzorek s odlisnymi vysledky v misté 2 (2416) byl analyzovan CDC, Atlanta, Georgia a byl identifikovan jako M. avium
komplex analyzou HPLC. Vzor citlivosti na IéCiva byl pro M. avium komplex netypicky a stejné tak byly netypické i
biochemické vysledky.

Na pracovisti 3 bylo 17 plvodnich odliSnych vysledkud. Dva z nich (7755, 5113) byly chybné identifikovany a byly nové
identifikovany pomoci HPLC a GLC jako M. nonchromogenicum. Tfi kultury byly ze studie vylou¢eny, protoze dvé byly
smiSené (4750, 8168) a jedna kultura nebyla Zivotaschopna (0601). Dal$i dvé byly ze studie vylou€eny, protoze je nebylo
mozno s jistotou identifikovat jako nalezejici do MAC: 2344 a 5124 jsou identifikovany jako “nejvice podobné MAC.” Vysledky
HPLC u sedmi zbyvajicich odlisnych vysledkd byly ziskany od CDC, Atlanta, Georgia. Kmeny PEQ9 a 6458 byly
identifikovany jako M. xenopi 2, zatimco 9714 a 8310 byly identifikovany jako M. terrae komplex. OdliSné vysledky 1264 a
3634 byly identifikovany jako M. scrofulaceum pomoci CDC zaloZzené na vzorech HPLC. Kmen 1264 ukazal vzor SC007
zatimco kmen 3634 ukazal vzor EM002.

Kmen 0214 byl identifikovan jako M. simiae, zatimco 8153 byl potvrzen jako MAIS HPLC vzorek EMO005. Izolaty 2888 a 2971
byly identifikovany jako “neidentifikovany skotochromogen.” PFislusnici M. avium komplex nejsou skotochromogenni.

Po rozliseni je tedy celkova cilivost 99,9 %, specificita 100 %, a procento shody je 99,9 %.

V samostaném hodnoceni 148 neobvyklych kment MAC poskytnutych referenénim laboratofim z divodu obtizi pfi
identifikaci reagovalo 120 se sondou M. avium komplex pozitivné. 28 kmenu poskytlo se sondou negativni vysledek. Tyto
izolaty dale studuje CDC. Taxonomicky statut neobvyklych kmen( M. avium komplex je rovnéz studovan Mezinarodni
pracovni skupinou pro taxonomii mykobakterii (International Working Group in Mycobacterial Taxonomy).

CHARAKTERISTIKY STANOVENI

A. PRESNOST UVNITR BEHU

Presnost uvnitf béhu testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST byla vypoctena zkouSenim dvou koncentraci ribosomalni RNA izolované z M. avium, M.
intracellulare nebo non-M. avium, non-M. intracellulare M. avium komplex s pouzitim 12 replikata v jedné zkousce.

Mycobacterium avium

Vzorek A B
Pocet replikatl 12 12
Stfedni hodnota odpovédi 67 574 112 246
Standardni odchylka 2900 3429
Koeficient variace 4,3 % 3,1 %
Mycobacterium intracellulare
Vzorek A B
Pocet replikati 12 12
Stfedni hodnota odpovédi 61 758 100 736
Standardni odchylka 3 941 3275
Koeficient variace 6,4 % 3,3 %
M. avium complex
Vzorek A B
Pocet replikath 12 12
Stfedni hodnota odpovédi 64 148 113 049
Standardni odchylka 3384 3249
Koeficient variace 5,3 % 2,9 %

B. PRESNOST MEZI BEHY

Pfesnost mezi béhy byla vypoctena zkouSenim stejnych dvou koncentraci ribosomalni RNA izolované z M. avium, M.
intracellulare non-M. avium, non-M. intracellulare M. avium komplex s pouzitim jednoho stanoveni v 10 po sobé jdoucich
bézich.
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C. SPECIFICITA

Mycobacterium avium

A B

10 10

65 790 125 506
4 535 9115
6,9 % 7,3 %
Mycobacterium intracellulare
A B

10 10

60 175 104 203
6 339 9239
10,5 % 8,9 %
M. avium complex

A B

10 10

64 187 111197
4 659 10 011
73 % 9,0 %

Bylo hodnoceno celkem 122 izolatd ATCC kultur s pouzitim ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX
CULTURE IDENTIFICATION TEST. Tyto izolaty predstavovaly celkem 93 druht 37 rod(l. Pouzitim testu ACCUPROBE
MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST byly hodnoceny tfi izolaty M. avium komplex, 60
izolata 55 jinych druhG mykobakterii a 59 izolatd 36 jinych rodl predstavujicich fylogeneticky zkFizené organismy. Pouze
izolaty M. avium komplex poskytly v této studii pozitivni vysledky pomoci ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM
COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. Jiné druhy mykobakterii a jiné fylogeneticky zkfizené druhy s timto kitem

nereagovaly.
D. ZACHYT

Ribosomalni RNA M. avium, M. intracellulare a M. avium komplex v koncentracich v rozmezi od 2,5 x 10° mg do 4,0 x 10
mg na test se zkousela v pfitomnosti 15 miliont bunék bud’ Mycobacterium terrae, M. simiae nebo Nocardia asteroides.
Nebyl pozorovan zadny interferujici signal vici M. avium komplex a jiné pfitomné organismy nereagovaly v testu

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST.
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