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TEST DO IDENTYFIKACJI MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX
Z KULTURY BAKTERYJNEJ

TYLKO DO UZYTKU NA EXPORT
(bioMérieux ref. 39001 / Hologic Cat. No. 102845)

ZASTOSOWANIE

TEST DO IDENTYFIKACJI MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX Z KULTURY BAKTERYJNEJ ACCUPROBE jest szybkim
testem zawierajgcym sonde DNA, ktéry wykorzystuje technike hybrydyzacji kwaséw nukleinowych do identyfikac;ji
Mycobacterium avium complex (M. avium complex) wyizolowanego z kultury bakteryjne;.

OPIS | WYJASNIENIE ZASADY TESTU

Zakazenia wywotane przez mykobakterie z grupy M. avium complex najczesciej wystepujg u pacjentow z obnizong
odpornoscig lub chorych na AIDS (7, 15). Obserwuje sie wzrost klinicznego znaczenia M. avium complex w wywotywaniu
przewlektych choréb ptuc (8, 17). Aktualnie, liczne laboratoria informuja, ze czestotliwos¢ izolacji M. avium complex
doréwnuje lub nawet przewyzsza izolacje M. tuberculosis (17). Leczenie tych zakazen jest trudne, a niebezpieczna w
skutkach infekcja wymaga szybkiej diagnostyki.

M. avium complex nalezy do mykobakterii wolnorosngcych, ktére moga w nieznacznym stopniu wytwarzaé barwnik lub go
nie wytwarzajg, nie hydrolizujg TWENU 80 ani nie rozktadajg mocznika, nie redukujg azotanow, wytwarzajg mniej niz 45 mm
piany w potilosciowym tescie katalazowym, dajg pozytywng reakcje na nikotynamidaze i pyrazynamidaze. Do M. avium
complex nalezg dwa gatunki mykobakterii M. avium i M. intracellulare (19). Fenotypowo te organizmy sg nie do odréznienia,
rowniez testami biochemicznymi nie mozna ich zréznicowac.

Sposrdéd ogdlnie stosowanych metod réznicowania izolowanych mykobakterii do grupy M. avium complex nalezy wymieni¢:
hodowle i testy biochemiczne, serotypowanie, chromatografie gazowo-cieczowg, wysokocisnieniowg chromatografie
cieczowg (HPLC) oraz sondy DNA znakowane izotopami, ktére reagujg z rybosomalnym RNA (Hologic Rapid Diagnostic
System for the MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX) (1, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 16, 18). Ponadto wiekszo$¢ szczepow
M. avium complex moze by¢ identyfikowana jako jeden z dwéch M.avium lub M. intracellulare metodg serotypowania
poprzez adsorbcje specyficznych przeciwciat zawartych w surowicy na powierzchni antygenowej komérek. Jednakze,
aktualne badania nad T-katalaza, analiza polimorfizmu diugosci fragmentow restrykcyjnych, hybrydyzacja DNA-DNA
pokazuja, ze niektdre serotypy mimo, ze poprzednio byly okreslone jako M.intracellulare,obecnie nalezg do gatunku M.
avium (1, 14, 21).

Jest to niewielka liczba biochemicznie okreslonych izolatéw M. avium complex, ktére nie moga byé wiarygodnie okreslone
gatunkowo przez ktdrgs z wyzej wymienionych metod jako jeden z dwdch M. avium lub M. intracellulare. Doktadny
taksonomiczny status takich szczepdw jest aktualnie niepewny. TEST DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM
AVIUM COMPLEX ACCUPROBE jest przeznaczony do wykrywania M. avium, M. intracellulare oraz innych izolatow
czesciej obecnie identyfikowanych jako przynalezne do M. avium complex. Nie jest to jednak ré6znicowanie pomiedzy
gatunkami przynaleznymi do kompleksu (20, 22, 23). Rzadko izolaty M. avium complex nie dajg reakcji pozytywnej w tym
tescie.

ZASADY TESTU

Testy hybrydyzacji kwaséw nukleinowych sg oparte na zdolnosci specyficznego tgczenia sie komplementarnej nici kwasu
nukleinowego w stabilne dwuniciowe kompleksy (4). System AccuProbe wykorzystuje jednoniciowg sonde DNA znakowang
chemiluminescencyjnie, ktoéra 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 s3 oznaczane w luminometrze Hologic. Pozytywny wynik jest odczytywany w luminometrze
jako réwny lub wyzszy anizeli punkt odciecia. Warto$¢ ponizej tego punktu odciecia daje wynik negatywny.

ODCZYNNIKI

Uwaga: Aby uzyskac informacje dotyczgce zagrozen oraz o$wiadczenia o Srodkach ostroznosci w postepowaniu z
odczynnikami, nalezy skorzystac z Safety Data Sheet Library [Biblioteki Kart Charakterystyki Bezpieczenstwa Substancji]
pod adresem www.hologic.com/sds.
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Odczynniki do TESTU ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO IDENTYFIKACJI KULTURY sg
dostarczone w trzech oddzielnych zestawach:

ZESTAW ZAWIERAJACY SONDE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE

Odczynnik Zawierajacy Sonde (P) (4 x 5 probowek)
Mycobacterium avium complex
Probéwki 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 Selekgiji) (3) 1x60 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. Stosowac¢ powszechnie uzywane srodki ostroznosci w trakcie wykonywania tego testu (2).
C. Stosowaé wylgcznie do identyfikacji M.avium complex wyizolowanego z kultury.
D. Uzywac¢ wytgcznie dostarczonych lub specyficznych dla pracy laboratorium wyrobdéw jednorazowych.

E. Przesiewy z hodowli i wszystkie kroki zwigzane z postepowaniem z hodowlg tacznie 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 olowiem lub miedzig w potencjalnie wybuchowe
zwigzki metalu. Przed usunieciem tych odczynnikéw, zawsze nalezy rozcienczyé materiat duzg iloscig wody aby
zapobiec niepozadanej reakc;ji.

G. Unika¢ kontaktu Odczynnikdéw do Odczytu | i Il ze skorg i btonami sluzowymi. Jezeli doszto do kontaktu skory z
odczynnikami, przemy¢ to miejsce obficie wodg. Jezeli odczynniki rozlaty sig, nalezy rozcienczyc¢ je wodg przed
wytarciem powierzchni.

PRZECHOWYWANIE TESTU | WYMAGANIA HANDLOWE

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

Inne Odczynniki uzywana w Tescie DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE
mogg byc¢ przetrzymywane w temp. miedzy 2° a 25°C i zachowujg stabilno$¢ zgodnie z datg waznosci.

NIE ZAMRAZAC ODCZYNNIKOW

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

A. Hodowla na Podtozu Statym. Uzyskany wzrost na poditozach statych takich jak: skosy Lowensteina-Jensena,
Middlebrooka 7H10 lub na ptytkach 7H11, wizualnie przypominajgcy M. avium complex nalezy podda¢ badaniu. Prébki
mogg by¢ badane bezposrednio po zaobserwowaniu wzrostu oraz podczas nastepnych szesédziesieciu dni inkubaciji.

1. Wzrost nalezy zebra¢ 1 uL jednorazowg plastikowg lub metalowg ezg albo plastikowg igtg. Nie nalezy uzywac
wymazowek, z uwagi na zbyt malg objetos¢ cieczy, w ktdrej znajdujg sie komorki.
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2. Unika¢ pobrania statego podioza razem z komdrkami.

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 wigekszej od 10
Standardu Nefelometrycznego McFarlanda moze by¢ badany Testem DO IDENTYFIKACJI KULTURY
MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE . Nalezy pobra¢ pipetg 100ul probki z dobrze wymieszanej
zawiesiny bulionowej i przenies¢ do Probowek z Odczynnikiem do Lizy, jak opisano ponizej.

DOSTARCZONE MATERIALY
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST

bioMérieux ref. 39001 / Hologic Cat. No. 102845 20 testow
Odczynnik Zawierajgcy Sonde (P) 4 x 5 probowek
Probowki do Lizy (LT) 1 x 20 probowek

MATERIALY WYMAGANE LECZ NIE DOSTARCZONE W ZESTAWIE

1 L plastikowe sterylne ezy do posiewéw, 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 uL)

Repipetor (100 pL, 300 pL)

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
sie uzywanie suchej fazni Hologic.

PRODUKTY DOSTEPNE U DYSTRYBUTORA HOLOGIC
Luminometr Hologic Leader 50i

(bioMérieux ref. 39400 / Hologic Cat. No. 103100i)
Sonikator Hologic

(bioMérieux ref. 39409 / Hologic Cat. No. 901104)
ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

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

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

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

(bioMérieux ref. 39407)
Sucha faznia podwdjna (60°/95° £ 1°C)

(bioMérieux ref. 39408)
Statyw do Sonikatora Hologic

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

WYKONANIE TESTU
A. PRZYGOTOWANIE SPRZETU

1. W celu swobodnego przeptywu ultradzwiekéw, woda musi byé doktadnie odgazowana zgodnie z nastepujgcym
postepowaniem:

a. Napehic sonikator gorgcg wodg, tak aby do gornej krawedzi pozostato V2 cala /okoto 1,20 cm/
b.  Uruchomic 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 taznie wodng do
temp. 95° £ 5°C.

3.  Przygotowac luminometr Hologic Leader do pracy. Upewnic¢ sie, ze jest wystarczajgca ilos¢ Odczynnikéw do
Odczytu | i Il do wykonania testu.
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B. SZCZEPY KONTROLNE

Szczepy uzywane do kontroli pozytywnej i negatywnej powinny by¢ zbadane rutynowo w kazdym laboratorium zgodnie z
miejscowymi przepisami. Hodowla Mycobacterium avium (np., American Type Culture Collection, ATCC #25291) lub
Mycobacterium intracellulare (np., ATCC #13950) moga by¢ uzywane jako kontrola pozytywna, natomiast hodowla
Mycobacterium tuberculosis (np., ATCC #25177) moze by¢ uzywana jako kontrola negatywna.

C. PRZYGOTOWANIE PROBEK

1.

4.

Oznaczy¢ odpowiednim numerem Probéwki z Odczynnikiem do Lizy (Lysing Reagent Tubes) przeznaczone do
badania wyizolowanych hodowli i/lub kontroli. Zdjg¢ i zatrzymac koreczki.

Odpipetowac 100 pL Odczynnika 1 (Odczynnika do Lizy) i 100 yL Odczynnika 2 (Buforu do Hybrydyzacji) do
wszystkich probéwek z Odczynnikiem do Lizy. Jezeli bedzie badana hodowla bulionowa, nie nalezy dodawa¢
Odczynnika 1 do Proboéwek z Odczynnikiem do Lizy .

Przenies¢ probke szczepu ze statego podioza lub 100 uL dobrze wymieszanej hodowli bulionowej do oznaczonych
Probéwek z Odczynnikiem do Lizy tak, jak opisano w dziale POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK.
Ruchem wirowym zamieszaé ezg lub igtg mieszanine Odczynnika 1 i Odczynnika 2 przygotowujac w ten sposob
zawiesine z uwolnionych komoérek, jezeli badany wzrost pochodzi ze statego podtoza.

Zamkng¢ Probowki z Odczynnikiem do Lizy i krotko wymiesza¢ mieszadiem Vortex.

D. LIZA PROBEK

1.

4.

Wcisnaé Probowki z Odczynnikiem do Lizy do Statywu Sonikatora w ten sposdb aby mieszanina reakcyjna byta
zanurzona w wodzie, a nakretki probdwek znajdowaty sie powyzej poziomu wody. Umiesci¢ Statyw w fazni wodnej
sonikatora. NIE POZWALAC ABY PROBOWKI DOTYKALY DNA LUB SCIANEK SONIKATORA.

Sonikowaé przez 15 minut.

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

Ostroznie wyjg¢ Probowki z Odczynnikiem do Lizy z bloku grzejnego lub tazni wodne;j.

E. HYBRYDYZACJA

1.

Otworzyé¢ foliowg saszetke przecinajgc jg rownolegle do gornej krawedzi. Wyjaé odpowiednig liczbe Probowek z
Sonda (Probe Reagent Tubes) do zbadania izolatéw z hodowili i/lub kontroli. Zamkng¢ ponownie saszetke przez
zagiecie kilkakrotne otwartej krawedzi saszetki i zabezpieczy¢ tasmg samoprzylepng lub klipsem. Pozostawié
torebke z substancjg osuszajgcg wewnatrz saszetki.

2.  Ponumerowa¢ odpowiednig liczbe Probowek z Odczynnikiem zawierajgcym Sonde przeznaczonych do zbadania
izolatow z hodowili i/lub kontroli. Zdjg¢ i zachowac koreczki.
3. Odpipetowa¢ 100 pL zlizowanych prébek z Probéwek z Odczynnikiem Lizujgcym do odpowiednich Probowek z
Odczynnikiem zawierajgcym Sonde.
4. Zamkna¢ Probowki z Odczynnikiem z Sondg i inkubowaé¢ przez 15 minut w temp. 60° £ 1°C w fazni wodne;j lub
bloku grzejnym.
F. SELEKCJA
1. Wyjac Probdéwki z Odczynnikiem z Sondg z tazni wodnej lub z bloku grzejnego. Zdjg¢ i zachowac koreczki.
Odpipetowac po 300 uL Odczynnika 3 (Odczynnik do Selekcji) do kazdej proboéwki. Zamknaé probéwki i bardzo
doktadnie je wymiesza¢ mieszadtem Vortex.
2.  Inkubowac¢ probéwki z Odczynnikiem z Sonda przez 5 minut w temp. 60° = 1°C w fazni wodnej lub bloku grzejnym.

Wyja¢ probéwki z Odczynnikiem z Sonda z tazni wodnej lub bloku grzejnego i pozostawi¢ je w temperaturze
pokojowej przez nastepne 5 minut. Zdjg¢ i wyrzuci¢ koreczki. Odczyta¢ wyniki w luminometrze w ciggu jednej
godziny.
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G. ODCZYTYWANIE WYNIKOW

1. Nalezy wybraé wtasciwy program z oprogramowania luminometru.

2. Uzywajgc wilgotnej chusteczki lub papierowego recznika, nalezy wytrze¢ kazdag probéwke w celu usuniecia
pozostatosci z zewnetrznej Scianki probowek i wstawi¢ proboéwke do luminometru zgodnie z instrukcjg obstugi
aparatu.

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

UWAGI PRAKTYCZNE
A. ODCZYNNIKI: Odczynnik 2 (Hybridization Buffer) 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
faznii 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 Probéwek z Odczynnikiem zawierajgcym Sonde podczas SELEKCJI trwa co najmniej 5 minut ale
nie diuzej niz 6 minut.

D. tAZNIA WODNA: Poziom wody w tazni wodnej powinien byé utrzymywany, tak aby zapewnié zanurzenie Probéwek z
Odczynnikiem Lizujgcym (Lysing reagent Tubes), jednak nie powinien siega¢ powyzej zaznaczonego poziomu. Nalezy
rowniez zapewni¢ catkowite zanurzenie w wodzie ptynnej cze$ci reakcyjnej Probdwek z Odczynnikiem zwierajgcym
Sonde.

E. WYTRZASANIE: Bardzo istotnym elementem jest uzyskanie homogennej mieszaniny podczas PRZYGOTOWYWANIA
PROBEK oraz podczas etapéw SELEKCJI, zwtaszcza po dodaniu komérek do Odczynnika 1 i 2 oraz po dodaniu
Odczynnika 3.

F. ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW
1.  Podwyzszone wartosci kontroli negatywnej (M tuberculosis ATCC #25177) powyzej 10,000 RLU (Wzgledne
jednostki $wiatta) w LUMINOMETRZE Leader lub 300 PLU (Fotometryczne jednostki $wiatta) w aparacie
AccuLDR (poprzednio PAL) mogg by¢ spowodowane niewystarczajgcym wymieszaniem prébki po dodaniu
Odczynnika 3 (Odczynnik do Selekcji) lub na skutek badania mieszanych hodowli. Ze wzgledu na mozliwos$¢
wystepowania mieszanych hodowli, czes¢ wzrostu nalezy przesia¢ na odpowiednie podtoze agarowe i inkubowac
w celu sprawdzenia namnozonych typéw kolonii.

2. Niskie warto$ci kontroli pozytywnej (M. avium ATCC #25291 lub Mycobacterium intracellulare ATCC #13950)
nizsze od 30,000 RLU w LUMINOMETRZE Leader lub 900 PLU w AcculLDR (poprzednio PAL) moga by¢
spowodowane niewystarczajgca liczbg komorek, niewtasciwg sonikacjg lub badaniem mieszanych albo starych
hodowli. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania mieszanych hodowli, cze$¢ wzrostu nalezy przesia¢ na
odpowiednie podtoze agarowe i inkubowac w celu sprawdzenia namnozonych typéw kolonii.

WYNIKI

A. INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki TESTU ACCUPROBE DO IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX

opierajg sie na nastepujacych wartosciach punktéw odciecia /cut-off/. Probki emitujgce sygnaty wyzsze lub réwne tym
wartosciom, sg uznawane jako dodatnie. Probki emitujgce sygnaly nizsze anizeli wartos¢ tego punktu odciecia /cut-off/ sg
uznawane jako ujemne. Wyniki w powtarzajacych sie zakresach powinny by¢ powtérzone. Jezeli w powtérnym badaniu
wystgpi podejrzany wynik, wéwczas ta hodowla powinna by¢ przesiana w celu sprawdzenia jej czystosci.

AcculLDR Leader
(poprzednio PAL)
Warto$¢ punktu odciecia 900 PLU 30,000 RLU

Zakres do powtdrzenia 600 - 899 PLU 20,000-29,999 RLU
B. KONTROLA JAKOSCI | AKCEPTOWANIE WYNIKOW

Kontrola ujemna (np., M. tuberculosis, ATCC #25177) i kontrola dodatnia (np., M. avium, ATCC #25291), zaréwno z bulionu
jak i ze statego podtoza powinny wykazywac¢ nastepujgce wartosci:
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AcculLDR

(poprzednio PAL)

Kontrola uiemna <300 PLU
Kontrola dodatnia > 900 PLU

OGRANICZENIA

Leader

< 10,000 RLU
> 30,000 RLU

Jezeli wartosci kontroli dodatniej lub ujemnej nie wykazujg wymaganego zakresu, wyniki testu nie mogg by¢ wydane.

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 ukladu oddechowego).

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO IDENTYFIKACJI KULTURY nie posiada zdolnosci
réznicowania gatunkéw w obrebie M. avium complex. Izolaty ktéregokolwiek z gatunkéw bedg identyfikowane jako M.avium

complex.

Jest mata liczba biochemicznie okreslonych izolatéw M.avium complex, ktérych nie da sie zréznicowa¢ metodami
serologicznymi lub metodg HPLC na M.avium lub M intracellulare. Niektore z tych szczepdw rowniez nie mogg by¢ wykryte
Testem ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO IDENTYFIKACJI KULTURY. Dokfadny taksonomiczny
status tych szczepdw do chwili obecnej jest niepewny. Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO
IDENTYFIKACJI KULTURY identyfikuje szczepy M. avium complex, ktére zaklasyfikowano do tego kompleksu w oparciu o
tradycyjne metody HPLC lub GLC. Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO IDENTYFIKACJI
KULTURY moze wykrywac¢ rzadko wystepujgce szczepy M. avium complex, ktérych kliniczne znaczenie nie zostato dobrze

udokumentowane.

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

OCZEKIWANE WARTOSCI

TEST ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX DO IDENTYFIKACJI KULTURY byt poréwnywany w trzech
osrodkach do standardowych biochemicznych metod stosowanych do identyfikacji kultury. Osrodek 1 stanowit korporacje
Hologic; Osrodki 2 i 3 byty Laboratoriami Referencyjnymi. Zbadano 717 izolatéw M. avium complex (51 M.avium, 42 M.
intracellulare, i 624 M. avium complex) oraz 235 innych szczepéw Mycobacterium reprezentowanych przez 22 gatunki.
Izolaty byty zaklasyfikowane jako pozytywne (= 30,000 RLU) lub negatywne (< 30,000 RLU). Zakres wynikéw dla kultur
negatywnych wynosit od 1,353 do 14,675 RLU i od 30,829 do 2,742,691 RLU dla kultur pozytywnych. Poréwnanie
uzyskanych wynikéw do standardowej metody hodowlanej jest pokazana ponize;.

ACCUPROBE / STANDARDOWE PROCEDURY BIOCHEMICZNE

AccuProbe Poz
Hodowla Poz
Osrodek 1 44

Osrodek 2 146
Osrodek 3 526
Ogotem 716

Analiza rozbieznosci

Poz
Neg
0

0
0
0

Neg
Poz
0

1

17
18

Neg
Neg
47
102
74
223

Czulos¢/
Specyficznosé
100%/100%
99.3%/100%
96.9%/100%
97.6%/100%

Procent
Zgodnosci
100%
99.6%
97.2%
98.1%

ACCUPROBE /STANDARDOWE PROCEDURY BIOCHEMICZNE

AccuProbe Poz
Hodowla Poz
Osrodek 1 44

Osrodek 2 146
Osrodek 3 526
Ogoétem 716

Poz
Neg

o

0
0
0

Neg
Poz
0

1
1
2

Neg
Neg
47
102
86
235

Czutosc¢/
Specyficznosé
100%/100%
99.3%/100%
100%/100%
99.9%/100%

Procent
Zgodnos¢
100%
99.6%
100%
99.9%

Jedna rozbieznos$¢ dotyczyta prébki w osrodku 2 (2416), ktéra byta analizowana przez CDC, w Atlancie w stanie Georgia, i
byta zidentyfikowana jako M. avium complex metodg HPLC. Wzér lekowrazliwos$ci tych organizméw byt nietypowy dla
przedstawiciela z grupy M. avium complex, wyniki badan biochemicznych byty réwniez atypowe.

Osrodek 3 miat poczgtkowo 17 rozbieznosci. Dwie z tych rozbieznosci (7755, 5113) dotyczyty btednej identyfikacji, szczepy
zostaty zbadane ponownie metodg HPLC oraz GLC i zidentyfikowane jako M. nonchromogenicum. Trzy hodowle usunieto z
dalszych badan, poniewaz dwie z nich byty mieszane (4750, 8168), a jedna hodowla nie pasazowata si¢ (0601). Dwie inne
hodowle byty wykluczone z oceny, poniewaz nie udato si¢ zdefiniowac ich ostatecznie jako MAC: 2344 i 5124 zostaty
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zidentyfikowane jako ,najbardziej przypominajgce MAC.” Wyniki HPLC siedmiu z dziesieciu pozostatych rozbieznosci
otrzymano z CDC, Atlanta, Georgia. Szczepy PEQ9 oraz 6458 zostaty zidentyfikowane jako M. xenopi 2, podczas gdy 9714 i
8310 zidentyfikowano jako M. terrae complex. Rozbieznosci dotyczgce szczepdw 1264 i 3634 zostaty wyjasnione badaniem
w CDC, szczepy zidentyfikowano jako M. scrofulaceum w oparciu o wzorce HPLC. Szczep 1264 przedstawiat wzorzec
SCO007 podczas gdy szczep 3634 byt zgodny ze wzorcem EMO002. Szczep 0214 zidentyfikowano jako M. simiae, natomiast
8153 zostat potwierdzony jako MAIS wzorcem HPLC EMO005.

Izolaty 2888 i 2971 okreslono jako “nie zidentyfikowane skotochromogeny.” Przedstawiciele M. avium complex nie nalezg
do grupy mykobakterii skotochromogennych.

Podsumowujgc, ogdlnie czutosé wyniosta 99.9%, i specyficznosé 100%, a procent zgodnosci jest 99.9%.

W oddzielnej ocenie 148 szczepdw MAC rzadko izolowanych, wystano do referencyjnych laboratoriéw, w zwigzku z
trudnosciami w identyfikacji, 120 zareagowato poytywnie z sondg M. avium complex. Dwadziescia dziewie¢ izolatow dato
wynik negatywny z sondg. Te izolaty byty nastepnie przebadane przez CDC. Status taksonomiczny rzadko izolowanych
szczepow M. avium complex byt rowniez sprawdzany przez International Working Group in Mycobacterial Taxonomy.

CHARAKTERYSTYKA PROCESOW

A. POWTARZALNOSC
Powtarzalnos¢ przebiegu TESTU DO IDENTYFIKACJI HODOWLI MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE
obliczano na podstawie ANALIZY dwdch stezen rybosomalnego RNA wyizolowanego z M. avium
i M. intracellulare lub rRNA M. avium complex nie pochodzacego z M. avium i nie pochodzgcego z M. intracellulareani,
stosujgc 12 powtdrzen dla pojedynczego oznaczenia.

Mycobacterium avium

Probka A B
Liczba powtorzen 12 12
Srednia warto$é impulsu 67,574 112,246
Odchylenie standardowe 2,900 3,429
Wspdtczynnik zmiennosci 4.3% 3.1%

Mycobacterium intracellulare

Probka A B
Liczba powtorzen 12 12
Srednia warto$é impulsu 61,758 100,736
Odchylenie standardowe 3,941 3,275
Wspotczynnik zmiennosci 6.4% 3.3%

M. avium complex

Probka A B
Liczba powtorzen 12 12
Srednia warto$é impulsu 64,148 113,049
Odchylenie standardowe 3,384 3,249
Wspotczynnik zmiennosci 5.3% 2.9%

B. ODTWARZALNOSC

Odtwarzalnos$¢ oceniano na podstawie analizy takich samych dwdch stezen rybosomalnego RNA M. avium, M.intracellulare

bez - M. avium, bez- M. intracellulare M. avium complex stosujgc 10 kolejnych powtérzen dla jednej proby.
Mycobacterium avium

Probka A B
Liczba powtdrzen 10 10
Srednia warto$é impulsu 65,790 125,506
Odchylenie standardowe 4,535 9,115
Wspotczynnik zmiennosci 6.9% 7.3%

Mycobacterium intracellulare

Probka A B
Liczba powtdrzen 10 10
Srednia warto$é impulsu 60,175 104,203
Odchylenie standardowe 6,339 9,239
Wspétczynnik zmiennosci 10.5% 8.9%
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M. avium complex

Probka A B
Liczba powtorzen 10 10
Srednia warto$é impulsu 64,187 111,197
Odchylenie standardowe 4,659 10,011
Wspotczynnik zmiennosci 7.3% 9.0%

C. SWOISTOSC

Wszystkie izolowane hodowle szczepu 122 ATCC byly oceniane przy uzyciu TESTU DO IDENTYFIKACJI HODOWLI
MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE. Te izolaty reprezentowaty 93 gatunki z 37 rodzajéw.

Przy pomocy tego testu oznaczono rowniez trzy izolaty M. avium complex, 60 izolatéw z 55 innych gatunkéw
Mycobacterium, i 59 izolatéw z 36 innych rodzajow reprezentujgcych przekrdj filogenetyczny organizméw. Jedynie izolaty
Mycobacterium avium complex badane przy uzyciu TESTU DO IDENTYFIKACJI MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX
ACCUPROBE dawaty pozytywna wynik. Inne gatunki Mycobacterium oraz izolaty spokrewnione filogenetycznie nie
reagowaty w tym tescie.

D. ODZYSKIWANIE

Ribosomalne RNA M. avium, M. intracellulare i M. avium complex, kazde w stezeniu od 2.5 x 10° mg to 4.0 x 10'2mg

na jeden test byto analizowane w obecnosci 15 min. komérek Mycobacterium terrae, M. simiae, lub Nocardia asteroides. Nie
zaobserwowano interferencji miedzy sygnatem M. avium complex i innymi badanymi organizmami w TESCIE DO
IDENTYFIKACJI KULTURY MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX ACCUPROBE.
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