HOLO(EIC® AccuProbe

Mycobacterium Avium Culture Identification Test

(Hologic artikkelnummer 102835)

Kun for eksport.

Beregnet bruk

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST er en hurtig
DNA-probebasert test der en benytter nukleinsyrehybridiseringsteknikk for a identifisere Mycobacterium
avium isolert fra kultur (dyrking).

Sammendrag og beskrivelse av testen

Mycobacterium avium (M. avium) tilh@rer Mycobacterium avium-komplekset (M. avium kompleks), som
bestar av et antall organismer hvis taksonomiske slektskapsforhold er bade uklare og kontroversielle, men
der patogeniteten er utvisom (16). M. avium har vist seg a fere til signifikant sykelighet hos
immunsupprimerte pasienter (12). Infeksjonene er vanskelige & behandle, og alvorligheten av infeksjonen
krever at diagnose stilles raskt. | tillegg kommer at forekomsten av M. avium-komplekset ved noen
laboratorier er like stor eller endog starre enn forekomsten av M. tuberculosis.

Klassiske metoder for pavisning av mykobakterier statter seg til farging av syrefaste staver etterfulgt av
dyrking og biokjemisk testing. Det kan ta opptil to maneder & artsbestemme et Mycobacterium-isolat ved
bruk av disse standardmetodene (8).

M. avium-komplekset omfatter to arter: M. avium og M. intracellulare. M. avium og M. intracellulare er
nesten umulig a skille fenotypisk, og biokjemiske tester klarer heller ikke a skille mellom dem.

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) har vist seg nyttig for a identifisere M. avium og
M. intracellulare (3). Imidlertid er dette tidkrevende og lite tilgjengelig for de fleste kliniske laboratorier.

Serologi, der en benytter «<-antigensera har ogsa veert brukt for & skille mellom stammer av M. avium og M.
intracellulare, og kan vaere nyttig i epidemiologiske undersgkelser. Serotyping er imidlertid ikke allment
tilgjengelig, og er av begrenset nytteverdi i pasientbehandling. For tiden er 28 serovarer innen M.
avium-komplekset anerkjent, og pa ulike tidspunkter har forskjellige serotyper blitt henfart til en og samme
art av M. avium og M. intracellulare. Historisk ble serovarene 1 til 3 betegnet som M. avium, mens
serovarene 4 til og med 28 var regnet som M. intracellulare (15).

Baess har i flere studier benyttet DNA:DNA-hybridisering for & klargjere de taksonomiske forhold mellom
disse to artene. Basert pa sine analyser, konkluderte hun at serovarene 4, 5, 6, og 8, som inntil da hadde
veert klassifisert som M. intracellulare, faktisk tilhgrte arten M. avium. Status til serovar 9 var uklar (1, 2).

Saito, et al, brukte ogsd DNA-probe-teknologi, og har foreslatt falgende omplassering av de 28 serovarene:
serovar 1 til og med 6, 8 til og med 11, samt 21 er M. avium; serovar 7, 12 til og med 20, og 25 er M.
intracellure, mens serovar 22 til og med 28 (unntatt serovar 25) ble vurdert som heterogene, og kunne
derfor ikke bli klassifisert under noen av de to artene (13). | tillegg kommer at enkelte stammer ikke lot seg
serotype, og at noen fa agglutinerte i mer enn ett antiserum.

Andre rapporter der DNA-prober har veert benyttet for artsbestemmelse innen Mycobacterium
avium-komplekset har ogsa veert publisert. Dette inkluderer bruk av DNA-prober i epidemiologiske
undersgakelser og kartlegging av geografisk distribusjon av M. avium og M. intracellulare (5-7, 9, 11, 14).

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST identifserer M. avium isolert
fra kultur. Dette tar mindre enn en time fra prgven er forbehandlet. Identifiseringen er basert pa pavisning av
spesifikke ribosomale RNA-sekvenser som er unike for M. avium. ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST er en rask, ikke-subjektiv og ngyaktig metode for pavising av M.
avium isolert fra kultur.
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Prinsipper som prosedyren bygger pa

Tester som bygger pa nukleinsyrehybridisering benytter seg av evnen komplementeere nukleinsyretrader
har til & spesifikt feste seg til hverandre slik at stabile dobbelttradete komplekser dannes (10). AccuProbe
system gjar bruk av en enkeltradet kjemiluminescensmerket DNA-probe som er komplementeer til
malorganismens ribosomale RNA. Etter at ribosomalt RNA er frigjort fra organismen, vil den merkede
DNA-proben bindes til malorganismens ribosomale RNA og danne et stabilt DNA:RNA-hybrid. En spesiell
Selection Reagent gjgr det mulig a skille mellom ikke-hybridiserte og hybridiserte prober. De merkede
DNA:RNA-hybridene males i et Hologic luminometer. En luminometer-maling lik eller stgrre enn cut-off
regnes som positivt resultat, mens verdier under cut-off er negative.

Reagenser

Merknad: For informasjon om eventuelle fare- og sikkerhetssetninger som kan veere forbundet med
reagenser, se Safety Data Sheet Library (HMS-biblioteket) pa www.hologic.com/sds.

Reagenser for bruk i ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST
leveres i tre separate reagenskit:

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM PROBE KIT
Probe Reagent (P) (4 x5 rar)
Mycobacterium avium.

Lysing Tubes (LT) (1x 20 rar)
Glasskuler og buffer.

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT
Reagent 1 (Lysis Reagent) (1) 1x10 ml
bufret Igsning inneholdende 0,04 % natriumazid.

Reagent 2 (Hybridization Buffer) (2) 1x10 ml
bufret Igsning.

Reagent 3 (Selection Reagent) (3) 1 x 60 ml
bufret lgsning.

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT
Detection Reagent | (RI) 1x240 ml
0,1 % hydrogenperoksid i 0,001 N salpetersyre.

Detection Reagent Il (RIl) 1x240 ml
1 N natriumhydroksid.

Advarsler og forholdsregler

A. Kun for in vitro diagnostisk bruk.
Folg allment aksepterte forholdsregler under utfering av dette assayet (4).
Kun for bruk til identifisering av M. avium isolert fra kultur (dyrking).

Benytt bare utstyr som medfglger eller engangsutstyr spesifisert i dette dokumentet.

moow

Handtering av dyrkningskulturer og alle prosedyretrinn til og med varmeinaktiveringstrinnet, skal utfgres
i et sikkerhetskabinett (Biologisk sikkerhetskabinett klasse II).

F. Reagenser i dette kitet inneholder natriumazid, som kan reagere med bly- eller kopperrgr og utvikle
potensielt eksplosive metallazider. Nar disse reagensene avhendes, ma stoffet alltid fortynnes med
store mengder vann for & hindre utvikling av azid i rgrsystemene.

G. Unngéa at Detection Reagent | og Detection Reagent Il kommer i kontakt med hud, gyne eller
slimhinner. Dersom en far disse reagensene pa seg ma det vaskes bort med vann. Ved sgl ma en
fortynne med vann fgr det terkes opp.
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Hensyn ved lagring og handtering

Probe Reagent Tubes ma lagres i folieposene ved 2 °C - 8 °C. Prove Reagent Tubes er stabile i udpnede
poser inntil den angitte utlgpsdatoen. Etter at en pose har blitt &pnet bar den gjenforsegles, og ra@rene ber
brukes innen to maneder, men innen utlgpsdatoen.

@vrige reagenser brukt i ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST
kan lagres ved 2 °C - 25 °C, og vil da veere stabile frem til den oppgitte utlgpsdatoen.

REAGENSENE MA IKKE FRYSES.

Provetaking og -klargjering

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST benyttes for & identifisere
Mycobacterium avium isolert fra kultur (dyrking).

A. Faste medier. Kultur dyrket frem pa fast medium, for eksempel Lowenstein-Jensen skraagar eller
Middlebrook 7H10 eller 7H11 skaler, som viser tegn pa M. avium skal testes. Testen kan utfgres sa
snart vekst vises, og i lapet av den 60 dager lange inkubasjonstiden.

1. Koloniene plukkes med en 1 ul engangsese, en podenal ("wire loop”) eller tilsvarende. Fordi
cellene etterpd skal resuspenderes i et mindre vaeskevolum, bgr en ikke bruke
prgvetakingspinner.

2. Unnga a fa med noe av det faste mediet.

Man kan pa dette stadiet velge a rendyrke isolatet for & kontrollere at man benytter renkultur.

B. Flytende medier. Vekst i Middlebrook 7H9 buljong med turbiditet er lik eller hayere enn 1 McFarland
(McFarland 1 Nephelometer Standard), kan testes med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM
CULTURE IDENTIFICATION TEST. Pipetter 100 pl fra den godt blandede buljongsuspensjonen til
Lysing Reagent Tube som beskrevet nedenfor.

Materialer som medfoelger

The ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST
Hologic artikkelnummer 102835

20 tester
Probe Reagent (P) 4 x5ror
Lysing Tubes (LT) 1x 20 rer

Materialer og utstyr som ikke medfoelger
o 1yl sterile engangsegser, podenaler ("wire loop”), eller tilsvarende for & plukke kolonier.
Kontrollstammer (referansestammer)
Vannbad eller tgrrvarmebad* (60 °C + 1 °C)
Vannbad eller tgarrvarmebad* (95 °C £ 5 °C)
Mikropipetter (100 pl, 300 pl)
Repeate pipettor (100 pl, 300 pl)
o Vortex mixer
McFarland 1 Nephelometer Standard

* Varmeblokkene i tgrrvarmebadet (Dry Heat Bath) ma ha brenner som passer for 12 x 75 mm rgr.
Hologic Dry Heat Bath anbefales.
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Utstyr tilgjengelig hos Hologic sin norske distributer

Hologic Leader 50i Luminometer
(Hologic artikkelnummer 103100i)

Hologic Ultrasonic Water Bath
(Hologic artikkelnummer 901104)

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT
(Hologic artikkelnummer 102800)

HOLOGIC DETECTION REAGENT KIT (1200 tests)
(Hologic artikkelnummer 201791)

Dry Heat Bath (60 °C £ 1 °C)

Dry Heat Bath (95 °C £ 1 °C)

Dry Heat Bath (60 °C/95 °C % 1 °C)

Hologic Ultrasonic Water Bath Rack
(Hologic artikkelnummer 104027)

Testprosedyre
A. KLARGJZRING AV UTSTYR

1.

For optimal overfgring av ultralyd (sonic energy), ma vannet ha veert grundig avgasset ved bruk av
faglgende prosedyre:

a. Tilsett nok vann slik at ultralydbadet fylles opp til 1 cm fra toppen av beholderen.
b. Soniker i 15 minutter slik at vannet avgasses grundig.

Still en varmeblokk eller et vannbad pa 60 °C + 1 °C, og en annen varmeblokk eller et annet
vannbad pa 95 °C £ 5 °C.

Klargjer Hologic luminometeret for bruk. Kontroller at det er tilstrekkelig mengde av Detection
Reagent | og Detection Reagent Il til & kunne fullfgre testene.

B. KONTROLLER

| hvert laboratorium bgr positive and negative referansestammer rutinemessig testes i henhold til gjeldende
bestemmelser. M. avium-kultur (f.eks. American Type Culture Collection, ATCC 25291) kan benyttes som
positiv kontroll mens en M. intracellulare-kultur (f.eks. ATCC 13950) kan benyttes som negativ kontroll.

C. KLARGJQRING AV PRGVER

1.

Merk tilstrekkelig antall Lysing Reagent Tubes for testing av isolatene og/eller kontrollene. Fjern,
men behold korkene.

Pipetter 100 pl Reagent 1 (Lysis Reagent) og 100 pl Reagent 2 (Hybridization Buffer) til alle Lysing
Reagent Tubes. Dersom det er kultur fra flytende medium som skal testes, skal ikke Reagent
1 tilsettes Lysing Reagent Tubes.

Overfegr materiale fra fast medium, eller 100 pl av godt blandet buljongkultur, til de merkede Lysing
Reagent Tubes som beskrevet i avsnittet "Prgvetaking og —klargjering”. Ved testing av vekst fra fast
medium, snurres gsen eller podenalen i de fortynnede blandingene av Reagent 1 og Reagent 2 for
a lgsrive celler.

4. Kork Lysing Reagent Tubes og vortex kort.
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D.

LYSERING AV PRGVE

1. Senk rgrene med Lysing Reagent Tubes ned i stativet (Ultrasonic Water Bath Rack) slik at
vaeskeblandingen pa bunnen av rgrene holdes under-, mens korkene er over vannet. Senk stativet
i ultralydbadet. RGRENE MA IKKE KOMME NZR BUNNEN AV ULTRALYDBADET ELLER DENS
SIDER.

2. Soniker i 15 minutter.

3. Sett Lysing Reagent Tubes, som inneholder de sonikerte organismene, i en varmeblokk eller et
varmebad i 10 minutter ved 95 °C £ 5 °C.

4. Ta Lysing Reagent Tubes forsiktig ut av varmeblokken eller vannbadet.

HYBRIDISERING

1. Apne folieposen ved & skjeere av toppen pa posen. Ta ut tilstrekkelig antall Probe Reagent Tubes
for a teste isolatene og/eller kontrollene. Lukk posen igjen ved a brette den apnede enden flere
ganger og bruk tape eller en klemme for & sikre lukkingen. La terremidlet forbli i posen.

2. Merk et tilstrekkelig antall Probe Reagent Tubes for & kunne teste isolatene og/eller kontrollene.
Fjern, men behold korkene.

3. Pipetter 100 pl lysert prgve fra Lysing Reagent Tubes til korresponderende Probe Reagent Tubes.

4. Kork Probe Reagent Tubes pa nytt, og inkuber i 15 minutter ved 60 °C £ 1 °C i et vannbad eller pa
en varmeblokk.

SELEKSJON

1. Fjern Probe Reagent Tubes fra vannbadet eller varmeblokken. Ta av, men behold korkene. Pipetter
300 pl Reagent 3 (Selection Reagent) til hvert rgr. Sett korkene pa rgrene igjen og vortex for &
blande godt.

2. Inkuber Probe Reagent Tubes i 5 minutter ved 60 °C + 1 °C i et vannbad eller pa en varmeblokk.

3. Ta Probe Reagent Tubes ut av vannbadet eller varmeblokken og la dem sta ved romtemperatur i
minst 5 minutter. Ta av korkene og kast dem. Les av resultatene innen en time ved bruk av
luminometeret.

DETEKSJON

1. Velg riktig protokoll fra luminometer-softwarens meny.

2. Tark utsiden av hvert rar ved hjelp av et fuktig papirhandkle eller lignende, for a fijerne eventuelle
urenheter, og sett rgrene deretter inn i luminometeret slik det beskrives i instrumentmanualen.

3. Nar analysen er fullfgrt fiernes rgrene fra luminometeret.

Merknader til prosedyren

A

D.

REAGENSER: Reagent 2 (Hybridization Buffer) kan presipitere. Oppvarming og blanding av Igsningen
ved 35 °C - 60 °C vil Igse opp det utfelte stoffet.

TEMPERATUR: Hybridiserings- og seleksjonsreaksjonene er temperaturavhengige. Det er derfor helt
ngdvendig & holde temperaturen i vannbadet eller varmeblokken innenfor det spesifiserte omradet.

TID: Hybridiserings- og seleksjonsreaksjonene er tidsavhengige. Hybridiser i minst 15 minutter, men
ikke i mer enn 20 minutter. Inkuber Probe Reagent Tubes under SELEKSJON-trinnet i minst 5 minutter,
men ikke i mer enn 6 minutter.

VANNBAD: Vaskenivaet i vannbadet ma holdes gjennom hele prosessen for a sikre at Lysing Reagent
Tubes er senket opp til, men ikke over forseglingsringen. Det ma ogsa sikres at hele volumet av flytende
reagens i Probe Reaction Tubes er under vann.
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E. VORTEX: Det er avgjgrende at man har en homogen blanding under trinnene KLARGJZRING AV
PROJVER og SELEKSJON, spesielt etter at celler er tilsatt Reagent 1 og 2, og etter tilsetting av Reagent
3.

F. FEILS@KING

1. Forhgyede negative kontrollverdier (M. intracellulare, ATCC 13950) pa mer enn 10 000 RLU
(Relative Light Units) med Leader luminometeret eller 300 PLU (Photometric Light Units) med
AcculLDR (tidligere PAL) luminometeret, kan skyldes utilstrekkelig antall celler, uriktig sonikering,
eller dersom en tester blandingskulturer eller gamle kulturer. Fordi blandingskulturer forekommer,
kan man kontrollere for multiple kolonityper ved a rendyrke pa et egnet medium og inkubere.

2. Lave positive kontrollverdier (M. avium, ATCC 25291) pa mindre enn 30 000 RLU med Leader
luminometeret eller 900 PLU med AcculLDR (tidligere PAL) luminometeret kan skyldes utilstrekkelig
antall celler, uriktig sonikering, eller at en tester blandingskulturer eller gamle kulturer. Fordi
blandingskulturer forekommer, kan man kontrollere for multiple kolonityper ved & rendyrke pa et
egnet medium og inkubere.

Resultater
A. TOLKING AV RESULTATER

Tolking av ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST baseres pa
cut-off verdiene nedenfor. Prgver som gir signaler hayere eller lik disse cut-off verdiene regnes som
positive. Signaler svakere enn disse cut-off verdiene regnes som negative. Resultater som ligger i omradet
Repeat Range bgr gjentas.

AcculLDR Leader
(tidligere PAL)
Cut-off verdi 900 PLU 30 000 RLU
Repeat Range 600 - 899 PLU 20 000 - 29 999 RLU

B. KVALITETSKONTROLL OG RESULTATENES TROVERDIGHET

Negativ kontroll (f.eks. M. intracellulare, ATCC 13950) og positiv kontroll (f.eks. M. avium ATCC 25291) ber
holde fglgende verdier:

AcculLDR Leader
(tidligere PAL)
Negativ kontroll <300 PLU <10 000 RLU
Positiv kontroll > 900 PLU > 30 000 RLU

Begrensninger

Metoden har veert utprgvd pa ferske kulturer fra faste medier, og fra buljongkulturer angitt i avsnittet
“Pragvetaking og —klargjgring”. Testens egnethet har ikke veert prgvet pa direkte klinisk prgvemateriale
(f.eks. urin, avferingsprgver eller respiratoriske pragver).

Resultater ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST ber tolkes og
vurderes sammenheng med gvrige laboratorie- og kliniske funn som er tilgjengelig for klinikeren.

Forventede verdier

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST ble pa tre forskjellige
lokaliteter sammenliknet med standardmetoder for dyrking og biokjemiske metoder med henblikk pa
identifikasjon. Pa lokalitet 1, 2 og 3 testet man 120 isolater av Mycobacterium avium og 220 isolater fra 25
andre Mycobacterium-arter. Pa lokalitet 1 ble gass-veeskekromatografi (GLC) benyttet i tillegg il
standardmetodene for identifikasjon. Standardmetode for identifikasjon inkluderer vekstrate, kolonienes
morfologi, mikroskopi, og en rekke biokjemiske reaksjoner. | tillegg ble ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST sammenliknet med HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) pa lokalitet 4, der en benyttet 97 Mycobacterium-stammer. 30 isolater ble identifisert som
Mycobacterium avium, 31 som Mycobacterium intracellulare, og 36 som tilhgrende 12 andre
Mycobacterium-arter, ved hjelp av HPLC. Alle isolatene ble kategorisert som enten positive (= 30 000 RLU)
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eller negative (< 30 000 RLU) med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE
IDENTIFICATION TEST. Variasjonsbredden for negative kulturer var fra 206 til 11 434 RLU o den var
52 151 til 739 861 RLU for positive kulturer. En sammenlikning av disse resultatene med standardmetoder
for identifisering, GLC (lokalitet 1) og HPLC (lokalitet 4), er vist nedenfor.

ACCUPROBE / IDENTIFISERING VED DYRKING, GLC, og HPLC

AccuProbe Pos Pos Neg Neg Sensitivitet/ Prosent

Dyrkning Pos Neg Pos Neg Spesifisitet overenstemmelse
Lokalitet 1 64 0 0 57 100 %/100 % 100 %

Lokalitet 2 5 0 0 116 100 %/100 % 100 %

Lokalitet 3 51 0 0 47 100 %/100 % 100 %

Lokalitet 4 29 0 1 67 96,7 %/100 % 99,0 %

Totalt 149 0 1 287 99,3 %/100 % 99,8 %

Ett AccuProbe-negativt, HPLC-positivt M. avium-isolat var sterkt positivt ved gjentatt testing med
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST.

Ytelseskarakteristikk
A. PRESISJON INNEN DEN ENKELTE KJ@RING

Presisjon innen den enkelte kjgring (“intra-assay-presisjon”) med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST ble beregnet ved a teste to konsentrasjoner av ribosomalt RNA
isolert fra M. avium, med 10 replikater i hvert oppsett.

Mycobacterium avium

Prove A B
Antall replikater 10 10
Gjennomsnittlig respons 25738 47 730
Standardavvik 445 668
Variasjonskoeffisient 1,7 % 1,4 %

B. PRESISJON MELLOM ULIKE KJIGRINGER

Presisjon fra en kjering til en annen ("inter-assay-presisjon”) ble beregnet ved a teste enkeltprgver av de to
samme konsentrasjonene med ribosomalt RNA fra M. avium under 12 pafelgende kjaringer.

Mycobacterium avium

Prove A B
Antall replikater 12 12
Gjennomesnittlig respons 27 929 50 418
Standardavvik 1465 2 833
Variasjonskoeffesient 52 % 5,6 %

C. SPESIFISITET

114 ATCC-isolater ble undersgkt med ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE
IDENTIFICATION TEST. Disse isolatene representerte i alt 92 arter fra 41 slekter. Seksten isolater av
M. avium, 49 isolater av 28 andre Mycobacterium-arter, og 65 isolater fra 40 andre slekter som representerte
fylogenetisk forskjellige organismer, ble evaluert ved hjelp av ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM
CULTURE IDENTIFICATION TEST. Bare M. avium-isolatene ga positivt resultat med ACCUPROBE
MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST. Andre Mycobacterium-arter, samt de andre
fylogenetisk ulike artene, reagerte ikke nar dette kitet ble benyttet.
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D. GJENKJENNELSE

Ribosomalt RNA fra M. avium i konsentrasjoner varierende fra 5 x 10 pg til 1 x 10" ug pr. preve ble testet i
neervaer av 30 millioner celler fra enten M. intracellulare, M. tuberculosis eller Nocardia asteroides. Det ble ikke
observert noen interferens med M. avium-signaler, og de andre tilstedevaerende organismene reagerte ikke i
ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM CULTURE IDENTIFICATION TEST.
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