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INTENDED USE

BACTEC™ MYCO/F-Sputa culture media (modified Middlebrook 7H9 broth with CO,) with the addition of BACTEC™ Supplement/F and BACTEC™ PANTA™/F
antibiotic mixture, when appropriate, is used with the BACTEC™ Brand 9000MB flourescent series instrument as a qualitative procedure for the in vitro culture
and recovery of mycobacteria. Acceptable specimens to be used are digested decontaminated clinical specimens and sterile body fluids other than blood.

SUMMARY AND EXPLANATION

Since the mid-1980s and spread of the AIDS epidemic, Mycobacterium tuberculosis (MTB) and Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT), especially
Mycobacterium avium complex (MAC), have become resurgent. From 1985 to 1992, the number of MTB cases reported increased 18%. Tuberculosis still kills

an estimated 3 million persons a year worldwide, making it the leading infectious disease cause of death. Between 1981 and 1987, AIDS case surveillances
indicated that 5.5% of the patients with AIDS had disseminated nontuberculous mycobacterial infections, e.g., MAC. By 1990, the increased cases of disseminated
nontuberculous mycobacterial infections had resulted in a cumulative incidence of 7.6%.2 In addition to the resurgence of MTB, multidrug-resistant MTB (MDR-TB)
has become an increasing concern. Laboratory delays in the growth, identification and reporting of these MDR-TB cases contributed at least in part to the spread of
the disease.

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) have recommended that every effort must be made for laboratories to use the most rapid methods
available for diagnostic mycobacteria testing. These recommendations include the use of both a liquid and a solid medium for mycobacterial culture.3

The BACTEC 9000MB System is designed for the rapid detection of mycobacteria in clinical specimens other than blood. The system includes a liquid culture
medium (MYCO/F-Sputa Culture Vial), a growth supplement (Supplement/F) and an antibiotic supplement (BACTEC PANTA/F). BACTEC Supplement/F
contains growth enhancers for mycobacteria, and is also used to reconstitute BACTEC PANTA/F. BACTEC PANTA/F contains antimicrobial agents used to
suppress the growth of contaminating or normal flora microorganisms which may survive the decontamination process and is recommended as an addition
with all non-sterile specimens. Each vial contains a sensor which can detect decreases in the dissolved oxygen in the medium resulting from microorganism
metabolism and growth. The sensor is monitored by the instrument for increasing fluorescence which is proportional to decreasing dissolved oxygen content.
A positive reading indicates the presumptive presence of viable mycobacteria in the vial. Detection is limited to microorganisms that will grow in the medium.

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

Clinical specimens other than blood are collected and processed according to standard procedures for the recovery of mycobacteria. Processed specimens
are inoculated with a needle and syringe into a BACTEC MYCO/F-Sputa culture vial which has been supplemented with BACTEC Supplement/F and/or

BACTEC PANTA/F depending on the specimen type (refer to Procedure section). Patient information is entered into the system computer, and the vial is
assigned a station through the bar code menu on the instrument. The vial is placed into the BACTEC 9000MB System, and is continuously incubated at 37 °C,
with agitation once every ten minutes for maximum recovery. Respiration by viable aerobic microorganisms present in a MYCO/F-Sputa vial results in a net
decrease of oxygen within that vial. An increase in the fluorescence of the vial sensor is caused by the depletion of dissolved oxygen. Each culture vial is
monitored by the BACTEC 9000MB System every ten minutes for increasing fluorescence. Analysis of the rate of dissolved oxygen is used to determine if the
vial is culture positive, i.e., the test sample contains viable organisms. Culture vials which remain negative for a minimum of 42 days (up to 56 days), and which
show no visible signs of positivity are removed from the instrument and sterilized prior to discarding.

REAGENTS
The BACTEC MYCO/F-Sputa culture vials contain the following active ingredients prior to processing:
List of Ingredients

Processed Water. . ......... 40 mL Ammonium Sulfate. . ............ .. 0.05% wiv
7H9 Middlebrook Broth Base. . .0.47% w/v Ferric Ammonium Citrate . . ......... 0.006% wiv
Casein Hydrolysate . ......... 0.10% wiv Polysorbate 80 . .................. 0.0025% wiv
SupplementH . ... ... ... 0.30% wiv Hemin.... ... ... ... ... ... ... 0.0005% w/v
Glycerol ................... 0.10% wiv

All BACTEC media are dispensed with added CO,. Composition may have been adjusted to meet specific performance requirements.

Prior to inoculation of respiratory and non-sterile specimens, each 40 mL vial of BACTEC MYCO/F-Sputa medium requires the addition of 2.0 mL of
BACTEC PANTA/F Antibiotic Supplement solution as reconstituted with BACTEC Supplement/F. Prior to inoculation of sterile body fluids other than blood,
each 40 mL vial of BACTEC MYCO/F-Sputa medium must be supplemented with 2.0 mL of BACTEC Supplement/F. Please see the Package Inserts for
BACTEC PANTA/F (PP-102) and BACTEC Supplement/F (PP-103) for additional information.

WARNINGS

Precautions: For in vitro diagnostic use.

This Product Contains Dry Natural Rubber.

POTENTIALLY INFECTIOUS TEST SPECIMEN. Observe “Universal Precautions”45 and institutional guidelines when handling and disposing of
infectious materials.

Biosafety Level 2 practice, containment equipment, and facilities are recommended for preparing acid-fast stains and for culturing clinical specimens. For
activities involving the propagation and manipulation of Mycobacterium tuberculosis or Mycobacterium species grown in culture, Biosafety Level 3 practice,
containment equipment, and facilities are required as recommended by the CDC.6

Prior to use, each vial should be examined for evidence of contamination such as cloudiness, bulging or depressed septum, or leakage. On rare occasions, the
glass bottle neck may be cracked and the neck may break during removal of the flip-off cap or in handling. Also, a vial may exhibit incomplete crimping of the
cap, as indicated when the metal edge at the bottom of the cap is not uniformly rolled under the neck finish of the bottle. In both cases the contents of the vials
may leak or spill, especially if the vial is inverted. DO NOT USE any vial showing evidence of contamination, damage or incomplete crimping.



To minimize the potential of leakage during inoculation of specimen into culture vials, use a tuberculin syringe with a 25-gauge permanently attached needle. A one-
handed inoculation technique and a suitable vial holder should be employed to prevent accidental needle stick injury. Needles larger than 20-gauge must NOT be
used. For supplement addition, pressure release or subculturing, use of larger needles may permanently damage the vial septum, and may cause leakage.
Positive culture vials for subculturing or staining, etc.: Before sampling it is necessary to release gas which often builds up due to microbial metabolism.
Sampling must be performed in a biological safety cabinet, and appropriate protective clothing, including gloves and masks, should be worn. See “PROCEDURE”
section for more information on subculturing.

A contaminated vial could contain positive pressure. If a contaminated vial is sampled, gas and/or contaminated culture medium could escape from the vial,
creating an aerosol hazard. Vial contamination may not be readily apparent.

Before discarding, sterilize all inoculated MYCO/F-Sputa vials by autoclaving.

LEAKING OR BROKEN VIALS

If an inoculated vial is found to be leaking or is accidentally broken, use the established procedure in your laboratory for dealing with mycobacterial spills. As a
minimum, “Universal Precautions” should be employed. An approved form of respiratory protection is recommended. Any vial found to have minimal leakage
confined to the septum and cap of the vial may be topically disinfected using a mycobactericidal disinfectant, followed by 70% isopropyl alcohol. If this should occur
within the instrument, a potential for an aerosol exposure exists. Turn off the instrument and close the doors immediately. Vacate the affected area. Contact your
facility’s Safety or Infection Control Officer(s). Determine the necessity of turning off or modifying the settings of the air handling units serving the affected area.

Do not return to the area until any potential aerosols have settled or have been removed by appropriate ventilation. Becton Dickinson should be notified by calling
1-800-544-7434 in the U.S.A. Guidelines for proper handling of accidental mycobacterial contamination due to breakage of culture tubes or broth suspensions have
been issued by the CDC.6

STORAGE INSTRUCTIONS
MYCO/F-Sputa culture vials: Store at 2° — 25 °C, in a dry location out of direct light.
DO NOT use after expiration date.

BACTEC PANTA/F Antibiotic Supplement: Store unreconstituted BACTEC PANTA/F at 2 — 8 °C. Once reconstituted, it should be used immediately or stored
frozen at -20 to -70 °C for up to six months. DO NOT thaw and refreeze. Protect from light. Overheating must be avoided.

DO NOT use after expiration date.

SPECIMEN PROCESSING

Sputum or other respiratory specimens must be digested, decontaminated and concentrated prior to inoculation into MYCO/F-Sputa culture vials. The
N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide method is recommended.6.7:8 Alternatively, the BBL™ MycoPrep™ Kit may be used for processing the specimen. Other
decontamination methods have not been tested in conjunction with MYCO/F-Sputa medium. After centrifugation (= 3,000 x g, 15 min) the sediment should be
re-suspended in sterile phosphate buffer, pH 6.8.

Processing of non-respiratory specimens other than blood should be conducted according to the Clinical Microbiology Handbook,® CDC Manual, or as defined in
your individual laboratory procedure manual.

PROCEDURE
MYCO/F-Sputa medium must be used with a BACTEC 9000MB fluorescent series instrument.
Materials Provided: BACTEC MYCO/F-Sputa culture vials, BACTEC PANTA/F Antibiotic Supplement and BACTEC Supplement/F Media Supplement.

Materials Required but Not Provided: Centrifuge; Biological Safety Cabinet; Autoclave; CO, incubator at 37 °C, Falcon™ brand 50 mL centrifuge tubes;

4% sodium hydroxide; 2.9% sodium citrate solution; N-acetyl-L-cysteine powder; phosphate buffer, pH 6.8 vortex mixer; sterile transfer pipettes; sterile tuberculin
syringe with 25-gauge needle; mycobactericidal disinfectant; 70% isopropyl alcohol; mycobacterial agar or egg-based medium; 7H9 broth, sterile saline; Quality
Control organisms (Mycobacterium tuberculosis, ATCC™ 27294; Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841; and Mycobacterium kansasii, ATCC 12478); microscope
and materials for staining slides.

INOCULATION OF MYCO/F-SPUTA CULTURE VIALS

1. Remove the flip-off cap from the BACTEC vial top and inspect the vial for cracks, contamination, excessive cloudiness, and bulging or indented septum.
DO NOT USE if any defect is noted.

2. Label culture vial with specimen identification.

3. Reconstitute the lyophilized BACTEC PANTAJF vial with 10 mL of BACTEC Supplement/F using a syringe with a Luer-Lok™ brand tip fitted with a
25-gauge needle. Needles larger than 20-gauge MUST NOT be used. Larger needles may permanently damage the vial septum. Mix the contents well.
Visually inspect the vial contents to insure dissolution of the BACTEC PANTA/F Antibiotic Supplement.

4.  For respiratory and non-sterile specimens, MYCO/F-Sputa medium vials to be inoculated must be supplemented with 2.0 mL of the reconstituted
BACTEC PANTAJ/F solution. Supplemented vials should be inoculated within two hours of the BACTEC PANTA/F solution addition. Before inoculating
with BACTEC PANTA/F solution, swab the septum with 70% isopropyl alcohol. A tuberculin syringe equipped with a 25-gauge, non-removable needle is
recommended. A one-handed inoculation technique and a suitable vial holder should be employed to prevent accidental needle stick injury. For tissue or other
particulate specimens, it is recommended to use a larger needle (20 — 22 gauge) and a syringe with a Luer-Lok brand or similar type tip.

For sterile body fluids other than blood (e.g. synovial fluid, peritoneal), BACTEC MYCO/F-Sputa medium vials must be supplemented with 2.0 mL of BACTEC
Supplement/F prior to inoculation. Before inoculating with BACTEC Supplement/F, swab the septum with 70% isopropyl alcohol. A tuberculin syringe
equipped with a 25-gauge, non-removable needle is recommended. A one-handed inoculation technique and a suitable vial holder should be employed to
prevent accidental needle stick injury.

5. Aseptically inject 0.5 mL of processed specimen per vial using a tuberculin syringe with a 25-gauge needle. The insertion and withdrawal of the needle should
be done in a straight-line motion, avoiding any side-to-side motions which could permanently damage the septum. Swab the septum with mycobactericidal
disinfectant, followed by 70% isopropyl alcohol. Inoculated vials should be placed in the BACTEC 9000MB System as soon as possible, but certainly within
the same day as the specimen is decontaminated, processed, and inoculated into BACTEC MYCO/F-Sputa culture vials.

At this time, conventional media such as Lowenstein-Jensen or 7H10/7H11 should be inoculated.

6. Vials entered into the instrument will be automatically tested for the duration of the testing protocol. Positive vials will be identified by the BACTEC 9000MB
System (see the BACTEC 9000MB User’s Manual, MA-0092). The sensor inside the vial may not appear visibly different in positive or negative vials;
however, the BACTEC 9000MB System can determine a difference in sensor fluorescence.

7. Positive vials should be subcultured and an acid-fast smear prepared.

Processing an instrument-positive vial:

a) Remove the vial from the instrument.

b) In biological safety cabinet, vent the vial to equilibrate vial pressure with atmosphere.

c) Invert vial to mix contents.

d) Remove aliquot from vial ( app. 0.1 mL) for stain preparations (AFB and Gram stains).

e) Inspect smear and preparations. Report preliminary results only after acid fast stain evaluation.
If AFB positive, subculture to solid media and report as: instrument-positive, AFB positive, ID pending.
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If microorganisms other than acid-fast bacilli are present, report as: instrument positive, AFB Negative, Contaminated.

If no microorganisms are present on the smears, re-enter the vial into the instrument as an ongoing negative vial and allow to complete test protocol. No
reportable result.

Subcultures for identification and drug susceptibility testing may be performed using fluid from the BACTEC MYCO/F-Sputa culture vials.

Subculturing and Vial Re-Entry: Subculturing must be performed in a biological safety cabinet, and appropriate clothing, including gloves and masks, should
be worn. Prior to subculturing, place the vial in an upright position, and place an alcohol wipe over the septum. To release any positive pressure in the vial
which could be caused by growth of contaminants, insert a sterile 25-gauge (or smaller) needle equipped with an appropriate filter or pledget through the alcohol
wipe and septum. The needle should be removed after any pressure is released and before sampling the vial for subculture. The insertion and withdrawal of

the needle should be done in a straight-line motion, avoiding any side-to-side motions which could permanently damage the septum. To subculture the vented
vial, invert to mix contents well and insert a new syringe, with a 25-gauge needle, to remove culture medium for further processing. Do not re-cap the needle.
Discard needles and syringes in a puncture-resistant biohazard container.

The user may wish to return a vial with a negative smear result to the instrument for continued monitoring through the testing protocol.

At the end of six weeks incubation, perform a visual check of all instrument-negative vials. If the vial appears visually positive (i.e., turbid, with possible clumps of
mycobacteria) it should be subcultured, acid-fast stained, and treated as a presumptive positive, provided the acid-fast stain result is positive. If the vial shows no
signs of positivity it should be sterilized prior to discarding.

QUALITY CONTROL

Quality Control Certificates are provided with each carton of media.
It is recommended that each new shipment or lot of BACTEC MYCO/F-Sputa culture media be tested with the ATCC control organisms identified in the chart
below as a positive control and an uninoculated vial as a negative control.

Organism Range of Time-to-detection (days)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8to 12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1t03
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6to12

To prepare the positive control vial:

1. Grow the organism in 7H9 broth.

2. Prepare a #1 McFarland (= 107 CFU/mL) suspension of the organism using sterile saline.

3. Dilute the suspension to 104 CFU/mL using sterile saline.

4. Inoculate 1 mL of this suspension into a BACTEC MYCO/F-Sputa culture vial which has been supplemented with 2.0 mL of reconstituted BACTEC PANTA/F.
Inoculum of 1 mL is to be used for Quality Control organisms only.

The positive and negative control vials should be scanned into the instrument and tested. The positive control vial should be detected as instrument positive
within the range given in the above chart. The negative control should remain negative. If either of these vials do not give the expected results, do not use the
media until you have contacted Technical Services at 1-800-638-8663 (United States only).

For information on quality control for the BACTEC 9000MB System, refer to the BACTEC 9000MB User's Manual (MA-0092).

RESULTS

A culture-positive sample is determined by the BACTEC 9000MB System and confirmed by an acid-fast smear. A positive result indicates the presumptive
presence of viable microorganisms in the vial.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
Contamination

Care must be taken to prevent external contamination of the sample during collection, digestion, decontamination, and inoculation into the BACTEC vial. Due to
the richness of the medium and the non-selective nature of fluorescent detection of oxygen consumption, breakthrough contamination may occur. Digestion and

decontamination procedures must be carefully performed to reduce breakthrough contamination by non-mycobacterial organisms. Test only indicated specimen

types. A contaminated vial will give a positive instrument reading, but will not indicate a relevant clinical result. Such a determination must be made by the user,

based on such factors as acid-fast smear result, type of organism recovered, occurrence of the same organism in multiple cultures, patient history, etc. (Refer to
the BACTEC 9000MB User’s Manual, MA-0092, for vial re-decontamination procedure.)

Decontamination with the N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide (NALC-NaOH) method is recommended. Other decontamination methods have not been tested

in conjunction with BACTEC MYCO/F-Sputa medium. Digestant-decontaminants may have harmful effects on mycobacteria.

Specimen Type

BACTEC MYCO/F-Sputa culture vials with the addition of BACTEC Supplement/F and BACTEC PANTA/F, when appropriate, are to be used for the culture and
recovery of digested decontaminated clinical specimens and sterile body fluids other than blood. The minimum detection level of this test may vary according to

the mycobacterial species present.

DO NOT USE BACTEC MYCO/F-Sputa medium culture vials for the recovery of mycobacteria from blood.

Pleural fluids can contain red and white blood cells® which have a high rate of oxidative metabolism which can result in false positivity.

General Considerations

Detection of mycobacterial species in clinical specimens is dependent on the number of organisms present in the specimen, specimen collection methods, patient
factors such as presence of symptoms, prior treatment, and the method of processing. Adherence to procedural instructions is critical for optimum recovery of
mycobacteria. Contamination with saprophytic mycobacteria in tap water or other laboratory reagents and equipment may cause false positive results.

Optimum recovery of isolates will be achieved by adding 0.5 mL of processed and re-suspended specimen inoculum to each vial. The severity of the digestion
and decontamination protocol used to process the specimen can also affect recovery and time-to-detection.

Mycobacteria may vary in acid-fastness depending on strain, age of culture and other variables. All positive vials as indicated by the instrument or appearing
turbid at end of testing protocol should be subcultured to both selective and non-selective mycobacterial media. Non-mycobacterial species may overgrow
mycobacteria present. These culture vials should be re-decontaminated and re-cultured. (Refer to the BACTEC 9000MB User’s Manual, MA-0092, for vial
re-decontamination procedure.)

Colonial morphology and pigmentation characteristics can only be determined on solid media. Further identification tests may be performed to determine
mycobacterial speciation from a positive BACTEC MYCO/F-Sputa vial.

BACTEC MYCO/F-Sputa vials which appear positive may contain one or more species of mycobacteria and/or other non-mycobacterial species. Identification of
mycobacteria present requires subculture to a solid medium and additional procedures to identify organisms present. The consistency of microscopic morphology
in BACTEC MYCO/F-Sputa has not been established.



BACTEC MYCO/F-Sputa vials are incubated at 37 °C potentially precluding the recovery of mycobacteria requiring other incubation temperatures (e.g.,

M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). Recovery of such organisms requires additional culture methods. Organisms with special growth requirements
(e.g., M. haemophilum) may not be recovered in BACTEC MYCO/F-Sputa when incubated at the appropriate temperature. The following isolates were detected
as positive in the BACTEC 9000MB System using BACTEC MYCO/F-Sputa during both internal studies and/or clinical trials: Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium xenopi.

The use of BACTEC PANTAI/F Antibiotic Supplement, although necessary for all non-sterile specimens, may have inhibitory effects on some mycobacteria.

Terminal subcultures were not routinely performed during clinical studies. Therefore, an actual false negative rate, defined as a MYCO/F-Sputa culture vial that
remained negative throughout the six-week incubation period was subcultured and grew a mycobacterial organism, cannot be determined at this time.

EXPECTED RESULTS
Frequency distribution of recovery times for clinical trial respiratory specimens positive in the BACTEC 9000MB System is illustrated in the following figure.
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Respiratory Specimens

The BACTEC 9000MB System was evaluated at four clinical sites which included public health laboratories as well as large acute care hospitals in geographically diverse
areas. The site populations included patients infected with HIV, immunocompromised patients, and transplant patients. The BACTEC 9000MB System was compared

to both the BACTEC 460TB radiometric system as well as conventional solid growth media for the recovery and detection of mycobacteria from respiratory specimens.

A total of 3135 respiratory specimens were tested during the trials. The total number of pathogenic mycobacteria positive isolates recovered in the study was 348. Of
these positives, 292 (84%) were recovered in the BACTEC 9000MB System, 260 (75%) were recovered in the BACTEC 460TB radiometric system and 178 (51%)

were recovered using solid media (Lowenstein-Jensen). The BACTEC 9000MB System and solid media combined recovered 89.6% of the total pathogenic isolates. For
non-pathogenic MOTT* (Mycobacteria Other Than Tuberculosis), the total number of positive isolates recovered in the study was 40. Of these positives, 16 (40%) were
recovered in the BACTEC 9000MB System, 24 (60%) were recovered in the BACTEC 460TB radiometric system, and five (13%) were recovered in the solid media. The
BACTEC 9000MB System and solid media combined recovered 50% of the total non-pathogen MOTT.

(*Non-pathogenic MOTT included M. gordonae, M. abscessus, M. terrae.)

The BACTEC 9000MB System failed to recover 1.8% of the pathogenic isolates which were recovered in one or more of the reference systems (BACTEC 460TB
or conventional solid media). While this percentage represents a potential loss of recovery, it is not indicative of an actual false negative determination (refer to
Limitations Section). Use of a second medium, as recommended, will increase the probability of recovery of mycobacterial organisms. The BACTEC 9000MB
System demonstrated a 1.5% false positive rate (instrument-positive, smear and/or subculture negative). The overall breakthrough contamination rate for the
BACTEC 9000MB System was 6.5%.

Summary of BACTEC 9000MB System Respiratory isolate recovery during clinical trials

Species Isolated Total TOTAL 9000MB TOTAL  460TB  TOTAL LJ
Isolates ~ 9000MB ONLY 460TB ONLY LJ ONLY
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
M. avium Complex 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1" 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
M. species (other) 5 5 2 1 0 3 0
ALL ISOLATES 388 308 76 284 56 183 15
Non-Respiratory Speci 1S

In a separate study at a large teaching hospital, 803 non-respiratory specimens were tested with the BACTEC MYCO/F-Sputa culture medium, BACTEC

12B culture medium, and conventional medium (Lowenstein-Jensen). The total number of pathogenic mycobacteria positive isolates recovered in the study
was 38. Of these positive isolates, the BACTEC 9000MB System recovered 29 (76.3%), 30 (78.9%) were recovered in the BACTEC 460TB System, and

24 (63.2%) were recovered by conventional medium (Lowenstein-Jensen). The BACTEC 9000MB System and solid media combined recovered 89.5% of the
total pathogenic isolates. Total positive specimens (pathogenic and non-pathogenic mycobacteria) were distributed among the following sources: gastric (5.1%),
sterile body fluids other than blood (17.9%), stool (10.3%), superficial skin/wound drainage (5.1%), tissue (53.8%), and urine (7.7%). The following isolates
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were detected as positive in the BACTEC 9000MB System using MYCO/F-Sputa during this clinical trial: M. tuberculosis, M. avium complex, M. chelonae,

M. fortuitum, and M. bovis. The overall false positive rate (instrument-positive, smear and/or subculture negative) was 5.0%. Due to the variety of specimens
collected and tested, the false positive rate varied significantly from the rate previously reported for respiratory specimens. The breakthrough contamination rate
for normally sterile specimens (i.e. tissue and sterile body fluids other than blood) ranged from 4.7% — 18.9%; non-sterile specimens (i.e., gastric, stool, urine,
superficial skin/wound drainage) ranged from 8.2% — 73.9%. Overall breakthrough contamination rate was 14.9%.
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& BD Flacons de culture BACTEC MYCO/F-Sputa
Bouillon Middlebrook 7H9 enrichi

Francais
APPLICATION

Les milieux de culture BACTEC MYCO/F-Sputa (bouillon Middlebrook 7H9 modifié, avec CO,), enrichis avec le BACTEC Supplément/F et le mélange
d’antibiotiques BACTEC PANTA/F comme nécessaire lorsqu'ils sont utilisés avec I'appareil BACTEC 9000MB de la série a fluorescence constituent une
méthode qualitative de culture in vitro et de mise en évidence des mycobactéries. Les échantillons appropriés a utiliser correspondent aux échantillons cliniques
décontaminés et digérés et aux liquides physiologiques a I'exception du sang.

RESUME ET EXPLICATION

Depuis le milieu des années 1980 et depuis la propagation de I'épidémie du SIDA, on assiste a une recrudescence de Mycobacterium tuberculosis (MTB) ainsi
que d’autres mycobactéries (MOTT), en particulier le complexe Mycobacterium avium (MAC). De 1985 a 1992, le nombre de cas de tuberculose confirmés a
augmenté de 18 %. La tuberculose tue encore actuellement un nombre estimé & environ 3 millions de personnes par an a I'échelle mondiale, ce qui en fait la
principale maladie infectieuse mortelle.! Entre 1981 et 1987, I'étude des cas de SIDA indiquait que 5,5 % des malades du SIDA avaient contracté des infections
mycobactériennes non tuberculeuses, comme MAC. Dés 1990 I'augmentation des cas de dissémination des infections mycobactériennes non tuberculeuses se
traduisait par une incidence cumulée de 7,6 %.2 En plus de la recrudescence de MTB, des souches de MTB résistantes a divers antibiotiques (MDR-TB) sont
devenues un probléme de plus en plus pressant. Les retards pris au niveau des laboratoires pour cultiver, identifier et rapporter les cas de MDR-TB ont contribué
au moins en partie a I'extension de cette maladie.

Les U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ont recommandé que les laboratoires fassent tous les efforts possibles pour utiliser les méthodes les
plus rapides actuellement disponibles pour établir un diagnostic des mycobactéries. Ces recommandations mentionnent I'utilisation conjointe d’'un milieu liquide
et d’'un milieu solide pour la culture des mycobactéries.3

Le Systtme BACTEC 9000MB a été congu de fagon a assurer une détection rapide des mycobactéries dans des échantillons cliniques autres que

sanguins. Le systéme comprend un milieu de culture liquide (flacon de culture MYCO/F-Sputa), un supplément de culture (Supplément/F) et un supplément
antibiotique (BACTEC PANTA/F). Le BACTEC Supplément/F contient des facteurs favorisant la croissance des mycobactéries et sert aussi a reconstituer

le BACTEC PANTA/F. Le BACTEC PANTA/F contient des agents antibactériens servant a supprimer la croissance des microorganismes contaminateurs

ou normaux de la flore qui auraient pu survivre au processus de décontamination et son addition est conseillée avec tous les échantillons non-stériles.

Chaque flacon contient un senseur qui peut détecter une réduction de la concentration d’'oxygene dissous dans le milieu suite a I'activité métabolique des
microorganismes et leur croissance. Le senseur est lu par I'appareil pour rechercher une augmentation de la fluorescence qui est proportionnelle a la diminution
de la teneur en oxygene du milieu. Une lecture positive indique une présence possible de microorganismes viables dans le flacon. La détection se limite aux
microorganismes pouvant se développer dans le milieu.

PRINCIPES DE LA METHODE

Des échantillons cliniques autres que sanguins sont prélevés et traités suivant les procédures standard en application pour la récupération des mycobactéries.

Les échantillons traités sont inoculés a I'aide d’une aiguille et d’'une seringue dans le flacon de culture BACTEC MYCO/F-Sputa auquel a été ajouté le BACTEC
Supplément/F et/ou BACTEC PANTAJF selon le type de I'échantillon (se référer a la section Méthode). L'information concernant le malade est entré dans
I'ordinateur du systéme, et une position est assignée au flacon par I'intermédiaire de la barre de menu sur I'appareil. Le flacon est placé dans le Systeme BACTEC
9000MB et est incubé a 37 °C de fagon continue et agité a intervalles de 10 minutes pour maximiser la récupération. La respiration des microorganismes aérobies
viables présents dans le flacon de milieu MYCO/F-Sputa enrichi provoque une diminution nette de la quantité d’oxygéne présent dans le flacon. La réduction de

la quantité d’'oxygéne dissous dans le milieu provoque une augmentation de la fluorescence du senseur présent dans le flacon. Toutes les 10 minutes le Systeme
BACTEC 9000MB analyse chaque flacon quant a 'augmentation de la fluorescence. L’analyse du taux de réduction de I'oxygéne dissous permet a I'appareil

de déterminer si le flacon est une culture positive, c’est-a-dire que I'échantillon contient des organismes viables. Les flacons de culture qui demeurent négatifs
pendant au moins 42 jours (au plus 56 jours) et qui ne montrent aucun signe visible d’étre positif sont 6tés de I'instrument et stérilisés avant d'étre jetés.

REACTIFS

Avant analyse, les flacons de culture BACTEC MYCO/F-Sputa contiennent les réactifs suivants :
Liste des composants
(Les pourcentages correspondent au poids par rapport au volume)

Eautraitée ....................... 40 mL Sulfate d'ammonium . ............. 0,05 %
Base de bouillon Middlebrook 7H9 . . . . . 0,47 % Citrate d’'ammonium ferrique . ....... 0,006 %
Hydrolysat de caséine .............. 0,10 % Polysorbate 80 .................. 0,0025 %
Supplément H .... 0,30 % Hémine ........................ 0,0005 %
Glycérol .......................... 0,10 %



Tous les milieux BACTEC sont fournis avec I'addition de CO,. La composition peut avoir ét¢ modifiée pour se conformer a des exigences spécifiques

de fonctionnement.

Avant I'introduction d’échantillons respiratoires non-stériles, chaque flacon de 40 mL de milieu BACTEC MYCO/F-Sputa requiert I'addition de 2,0 mL de la
solution BACTEC PANTAJ/F préalablement reconstituée avec le BACTEC Supplément /F. Avant d’étre inoculé par des liquides physiologiques autres que

le sang, chaque flacon de 40 mL de milieu BACTEC MYCO/F-Sputa requiert I'addition de 2,0 mL de BACTEC Supplément/F. S.V.P. se référer a la notice
accompagnant le produit BACTEC PANTA/F (PP-102) et celle du BACTEC Supplément/F (PP-103) pour des informations supplémentaires.

PRECAUTIONS A PRENDRE

Précautions : pour le diagnostic in vitro.

Ce produit contient du caoutchouc naturel séché.

ECHANTILLONS POTENTIELLEMENT INFECTIEUX. Observer toutes les “Précautions Universelles”45 et les directives de votre institution lors de la
manipulation et I’élimination des matériaux infectieux.

On recommande les pratiques de sécurité biologique de niveau 2, des équipements et des installations de contention pour préparer les colorations acido-
résistantes et pour la culture des échantillons cliniques. Pour les activités comprenant la manipulation et la propagation de Mycobacterium tuberculosis ou
d’especes de Mycobacterium mises en cultures, les pratiques de sécurité biologique de niveau 3, des équipements et des installations de contention telles que
recommandés par les CDC sont nécessaires.®

Avant utilisation, il convient d’'examiner les flacons pour vérifier 'absence de contamination, de turbidité, de bouchon protubérant ou en dépression ou de fuite.
Occasionnellement, le goulot du flacon en verre peut étre félé et donc se briser quand la capsule de protection est enlevée ou pendant les manipulations.

De plus, un flacon peut de temps a autre ne pas étre suffisamment bien bouché, ce qui se fait voir si le bord inférieur métallique du capuchon ne pince pas
intégralement le goulot du flacon. Dans les deux cas, le contenu du flacon risque de fuir ou de se répandre, en particulier si le flacon est retourné. NE PAS
UTILISER un flacon présentant des signes de contamination, d’étre abimé ou d’avoir un mauvais pas de vis.

Afin de minimiser les risques de fuite pendant 'ensemencement de I'échantillon dans les flacons de culture, utiliser une seringue a tuberculine avec une aiguille
non-amovible de calibre 25. Une technique d'inoculation utilisant une seule main et un support a flacons adéquat devrait étre employée afin de réduire les
risques de piglres accidentelles. Les aiguilles de calibre supérieur a 20 ne doivent pas étre utilisées. L'utilisation d’aiguilles de fort calibre pour I'addition de
supplément, le relachement de pression ou pour faire des repiquages, peut endommager le septum du flacon de maniére permanente et causer une fuite.

Les flacons de culture positifs pour les repiquages ou les colorations, etc. : Avant d’effectuer un prélévement, il est nécessaire de relacher les gaz qui se
sont accumulés du fait du métabolisme microbien. Les prélévements doivent étre effectués dans une hotte biologique de sécurité et il convient de porter des
vétements protecteurs appropriés y compris masque et gants. Voir la section METHODE pour plus d’informations sur le repiquage.

Un flacon contaminé peut étre sous pression. Si un flacon contaminé est prélevé, des gaz et/ou le milieu de culture contaminé peuvent s’échapper du flacon et
créer ainsi un risque biologique sous forme d'aérosol. La contamination des flacons peut ne pas étre facilement décelable.

Avant de les jeter, stériliser a I'autoclave tous les flacons MYCO/F-Sputa inoculés.

FLACONS BRISES OU AYANT UNE FUITE

Si un flacon inoculé présente une fuite ou est accidentellement brisé, suivre les protocoles en vigueur dans votre laboratoire pour traiter les déversements de
liquide contenant des mycobactéries. Au minimum, les « Précautions Universelles » devraient étre suivies. Un équipement approuvé de protection respiratoire
est recommandé. Tout flacon présentant une fuite minime, située seulement au niveau de son septum et de son capuchon, peut étre désinfecté de maniére
topique a l'aide d’un désinfectant mycobactéricide suivi d’alcool isopropylique a 70 %. Si cela devait arriver dans 'instrument, il existerait alors un risque potentiel
d’exposition & un aérosol. Arréter 'appareil et fermer les portes tout de suite. Quitter les lieux. Communiquer avec le responsable de la sécurité ou du controle
des infections de votre établissement. Etablir la nécessité d’arréter ou de modifier le fonctionnement des unités de ventilation déservant les lieux affectés. Ne pas
retourner sur les lieux avant que tout aérosol potentiel ne se soit déposé ou n’ait été éliminé a I'aide d’une ventilation appropriée. Il faut informer BD Diagnostics
en contactant le représentant local de BD approprié. Des recommandations pour le traitement adéquat d’'une contamination accidentelle avec des mycobactéries
suite au bris d’un tube de culture ou de bouillon ont été émises par les CDC.6

CONSEILS DE STOCKAGE
FLACONS DE CULTURE MYCO/F-SPUTA : conserver entre 2 et 25 °C, dans un endroit sec a I’abri de la lumiére directe.
NE PAS utiliser aprés la date de péremption.

SUPPLEMENT ANTIBIOTIQUE BACTEC PANTAJF : conserver le BACTEC PANTA/F non reconstitué a 2 — 8 °C. Une fois reconstitué il doit étre utilisé
immédiatement ou conservé entre -20 et -70 °C pendant au plus six mois. NE PAS décongeler et recongeler. Le conserver a 'abri de la lumiére. Toute
surchauffe doit étre évitée.

NE PAS utiliser aprés la date de péremption.

TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Les crachats et autres échantillons respiratoires doivent étre digérés, décontaminés et concentrés avant d’étre inoculés dans les flacons de milieu
MYCO/F-Sputa. La méthode basée sur I'utilisation de la combinaison N-acétyle-L-cystéine-hydroxyde de sodium est recommandée.6.7.8 Comme alternative, il est
possible d'utiliser le kit BBL MycoPrep pour traiter I'échantillon. Les autres méthodes de décontamination n'ont pas été testées en combinaison avec le milieu
MYCO/F-Sputa. Apres centrifugation (= 3.000 x g, 15 min) le culot devrait étre resuspendu dans un tampon phosphate stérile, pH 6,8.

L'analyse des échantillons non respiratoires autres que le sang doit étre effectuée conformément au Clinical Microbiology Handbook,® au manuel des CDC, ou
aux directives propres a votre institution.

METHODE
Le milieu MYCO/F-Sputa doit étre utilisé avec un appareil BACTEC 9000MB de la série a fluorescence.
Matériels fournis : les flacons de culture BACTEC MYCO/F-Sputa, le supplément antibiotique BACTEC PANTAJF et le supplément de culture BACTEC Supplément/F.

Matériels requis, mais non fournis : centrifuge ; hotte biologique de sécurité ; autoclave ; incubateur sous CO, a 37 °C ; tubes Falcon 50 mL pour
centrifugation ; hydroxyde de sodium & 4 % ; solution de citrate de sodium & 2,9 %. Poudre de N-acétyle-L-cystéine ; tampon phosphate, pH 6,8 ; appareil
d’agitation au vortex ; pipettes de transfert stériles ; seringue a tuberculine avec une aiguille de calibre 25 ; désinfectant mycobactéricide ; alcool isopropylique a
70 % ; gélose mycobactérienne ou milieu a base d’'oeuf ; bouillon 7H9 Solution saline physidogique stérile ; organismes de contréle de la qualité (Mycobacterium
tuberculosis, ATCC 27294 ; Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 ; Mycobacterium kansasii, ATCC 12478) ; microscope et équipement de coloration des lames.

INOCULATION DES FLACONS DE CULTURE MYCO/F-SPUTA

1. Retirer le capuchon du flacon BACTEC et vérifier 'absence de fissure, de contamination, de turbidité excessive, de bouchon protubérant ou en dépression.
NE PAS UTILISER si on note un défaut.

2. Etiqueter le flacon de culture avec le numéro d'identification de I'échantillon.

3. Alaide d’'une seringue avec un embout Luer-Lok pourvu d’une aiguille de calibre 25, reconstituer le flacon lyophilisé de BACTEC PANTA/F, avec 10 mL de
BACTEC Supplément/F. Des aiguilles de calibre supérieur a 20 ne doivent pas étre utilisées. Les aiguilles de fort calibre peuvent endommager le septum
du flacon de maniére permanente. Bien mélanger le contenu. Examiner visuellement le contenu du flacon pour s’assurer que le supplément antibiotique
BACTEC PANTA/F est complétement dissous.

4. Les flacons de milieu MYCO/F-Sputa a inoculer doivent étre additionnés de 2,0 mL de la solution reconstituée de BACTEC PANTA/F pour les échantillons
respiratoires et non stériles. Les flacons devraient étre inoculés moins de deux heures aprés I'addition de la solution de BACTEC PANTA/F. Avant d'inoculer
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avec la solution de BACTEC PANTAI/F, essuyer le septum avec de I'alcool isopropylique a 70 %. Une seringue & tuberculine avec une aiguille non-amovible
de calibre 25 est recommandée. Une technique d'inoculation utilisant une seule main et un support a flacons adéquat devrait étre employée afin de réduire
les risques de pigdres accidentelles. Pour des échantillons de tissus ou d’autres échantillons particulaires, il est conseillé d'utiliser une aiguille plus large
(calibre de 20 — 22) et une seringue de la marque Luer-Lok ou a embout du méme type.

Pour les liquides physiologiques autres que le sang (par exemple, liquide synovial, péritonéal), les flacons de milieu BACTEC MYCO/F-Sputa requiérent
I'addition de 2,0 mL de BACTEC Supplément/F avant d’étre inoculés. Avant I'inoculation avec le BACTEC Supplément/F, essuyer le septum avec de I'alcool
isopropylique & 70 %. Une seringue a tuberculine équipée d’'une aiguille non amovible de calibre 25 est conseillée. Une technique d'inoculation utilisant une
seule main et un support a flacons adéquat devrait étre employée afin de réduire les risques de piqlre accidentelle.

5. De maniére aseptique, injecter 0,5 mL de I'échantillon pré-traité dans chaque flacon au moyen d’'une seringue a tuberculine pourvue d’une aiguille de calibre
25. L'insertion et le retrait de I'aiguille doivent étre faits avec un mouvement rectiligne, en évitant tout mouvement de torsion qui pourrait endommager le
septum de maniére permanente. Essuyer le septum avec un désinfectant mycobactéricide puis avec de I'alcool isopropylique & 70 %. Les flacons inoculés
devraient étre placés le plus tét possible dans le Systeme BACTEC 9000MB. A tout le moins, ils doivent étre placés dans I'appareil le jour méme ou
I'échantillon a été décontaminé, traité et inoculé dans le milieu BACTEC MYCO/F-Sputa.

A ce moment, des milieux conventionnels tels que le Lowenstein-Jensen ou le 7H10/7H11 peuvent aussi étre inoculés.

6. Les flacons introduits dans I'appareil seront automatiquement analysés pour toute la durée du protocole d’analyse. L'identification des flacons positifs sera
effectuée par le Systtme BACTEC 9000MB (voir le manuel d'utilisation du Systéme BACTEC 9000MB, MA-0092). Le senseur a l'intérieur du flacon peut ne
pas présenter de différence d'aspect visible entre un flacon positif et un négatif, cependant le Systéme BACTEC 9000MB peut détecter une différence dans
la fluorescence du senseur.

7. Les flacons positifs devraient faire I'objet d’un repiquage et un frottis destiné & une coloration pour bactéries acido-résistantes devrait étre préparé.
Traitement d’un flacon identifi€ comme positif par I'appareil :

a) Sortir le flacon de I'appareil.

b) Aérer le flacon dans une hotte biologique de sécurité pour mettre le contenu du flacon a la pression atmosphérique.

c) Retourner le flacon pour mélanger son contenu.

d) Prélever un aliquot du flacon (environ 0,1 mL) pour préparer les colorations (colorations AFB et de Gram).

e) Inspecter le frottis et les préparations. Faire un rapport des résultats préliminaires seulement aprés avoir évalué la coloration acido-résistante.

Si 'AFB est positive, faire un repiquage sur un milieu solide et noter ce flacon comme : positif pour I'appareil, positif pour AFB, ID en cours.

Si des microorganismes autres que des bacilles acido-résistants sont présents, noter : positif pour I'appareil, négatif pour AFB, contaminé.

Si aucun microorganisme n’est présent sur les frottis, remettre le flacon dans l'instrument en tant que flacon négatif et finir le processus d’analyse. Aucun rtant

gésultat n'est a noter.

Les repiquages pour les tests d'identification et de susceptibilité aux antibiotiques peuvent étre effectués en se servant du liquide des flacons de culture

BACTEC MYCO/F-Sputa.

Repiquage et retour du flacon dans I'appareil : Les repiquages doivent étre effectués a l'intérieur d’'une hotte de sécurité biologique et il convient de porter

des vétements appropriés, dont des gants et un masque. Avant le repiquage, poser le flacon debout et placer un coton imbibé d’alcool sur le bouchon. Pour

relacher la pression a l'intérieur d’un flacon suite a la croissance de contaminants, insérer une aiguille stérile de calibre 25 (ou plus petit), munie d’un filtre
adéquat, a travers le coton imbibé d'alcool et le bouchon. L’aiguille doit étre retirée aprés relachement de la pression et avant de faire un prélévement pour
repiquage. L’insertion et le retrait de I'aiguille doivent étre faits avec un mouvement rectiligne, en évitant tout mouvement de torsion qui pourrait endommager
le septum de maniére permanente. Pour effectuer un repiquage du flacon aéré, retourner le flacon afin de bien mélanger le contenu, et insérer une nouvelle
seringue avec aiguille de calibre 25 pour enlever du milieu de culture pour un traitement supplémentaire. Ne pas recapuchonner I'aiguille. Jeter les aiguilles
et les seringues dans un contenant pour matériel présentant un risque biologique, résistant aux perforations.

L'utilisateur peut désirer remettre dans I'appareil un flacon ayant donné un frottis négatif pour en continuer le suivi au moyen du protocole d’analyse.

A la fin de six semaines d'incubation, effectuer un examen visuel de tous les flacons reconnus comme négatifs par I'appareil. Si un flacon apparait comme

visiblement positif (c-a-d., turbide, avec une possibilité d’agrégats de mycobactéries), un repiquage et une coloration pour bactéries acido-résistantes devraient

étre faits. Ce flacon devrait étre traité comme un résultat positif présomptif advenant un résultat de coloration positif. En absence de toute indication positive, il

devrait étre stérilisé et jeté.

CONTROLE DE QUALITE

Des certificats de contréle de qualité sont fournis avec chaque carton de flacons.

Il est recommandé de tester chaque nouvelle livraison ou nouveau lot de milieu culture BACTEC MYCO/F-Sputa avec les organismes de controle ATCC
qualifiés de contrdles positifs dans la liste ci-dessous et avec un flacon non-inoculé comme témoin négatif.

Organisme Délai en jours pour la détection
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8a12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1a3
Mpycobacterium kansasii, ATCC 12478 6a12

Pour préparer le flacon de contrdle positif :

1. Cultiver 'organisme dans le bouillon 7H9.

2. Préparer une suspension du #1 de McFarland (= 107 UFC/mL) de I'organisme considéré dans un sérum physiologique stérile.

3. Diluer la suspension a 104 UFC/mL a I'aide du sérum physiologique.

4. Inoculer 1 mL de cette solution dans un flacon de milieu de culture MYCO/F-Sputa auquel a été ajouté 2,0 mL de la solution reconstituée BACTEC PANTA/F.
Seulement les organismes de contréle de la qualité ont un volume d’inoculum de 1 mL.

Les flacons des contrdle positifs et négatifs doivent étre scannés par I'appareil et testés. Les controles positifs doivent étre identifiés comme positifs par

I'appareil dans les délais indiqués dans le tableau ci-dessus. Le controle négatif doit rester négatif. Si 'un quelconque de ces flacons ne donne pas les résultats

escomptés, n'utilisez pas les milieux tant que vous n'avez pas contacté le représentant local de BD approprié.

Pour toute information concernant le controle de la qualité pour le Systtme BACTEC 9000MB, voir le guide d’utilisateur du BACTEC 9000MB (MA-0092).

RESULTATS

Un échantillon donnant une culture positive est identifié¢ par le Systtme BACTEC 9000MB et confirmé par un frottis pour bactéries acido-résistantes. Un résultat
positif indique la présence possible de microorganismes dans le flacon.

LIMITES DE LA METHODE

Contamination

Il convient de veiller a ne pas contaminer I'échantillon au cours du prélévement, de la digestion, de la décontamination et de 'ensemencement dans le flacon
BACTEC. En raison de la richesse du milieu et de la nature non sélective de la méthode de détection par fluorescence de la consommation d’oxygéne, des
contaminations de novo peuvent se produire. Les méthodes de digestion et de décontamination doivent étre effectuées avec soin afin de réduire le risque
de contamination incidente par des organismes autres que des mycobactéries. Ne tester que les types d’échantillons indiqués. Un flacon contaminé donnera
un résultat positif mais n'indiquera pas un résultat clinique significatif. Ceci peut étre déterminé par I'utilisateur en fonction de facteurs tels que le résultat du
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frottis pour coloration de bactéries acido-résistantes, le type de microorganisme recueilli, la présence du méme microorganisme dans plusieurs cultures, les
antécédents du patient, etc. (Pour la méthode de décontamination répétée du flacon, voir le guide d'utilisateur du BACTEC 9000MB, MA-0092.)

La méthode de décontamination avec la combinaison N-acétyle-L-cystéine-hydroxyde de sodium (NALC-NaOH) est recommandée. Les autres méthodes de
décontamination n'ont pas été testées en combinaison avec le milieu BACTEC MYCO/F-Sputa. Les décontaminants par digestion peuvent avoir des effets
néfastes sur les mycobactéries.

Type de I’échantillon

Les flacons de culture BACTEC MYCO/F-Sputa enrichis avec le BACTEC Supplément/F et le BACTEC PANTA/F comme nécessaire, doivent servir a la
culture et la mise en évidence d’échantillons cliniques décontaminés et digérés et de liquides physiologiques stériles autres que le sang. Le niveau minimum de
détection de ce test peut varier en fonction des espéces de mycobactéries présentes.

NE PAS UTILISER les flacons de milieu de culture MYCO/F-Sputa pour la mise en évidence de mycobactéries a partir du sang.

Le liquide pleural peut contenir des globules rouges et blancs sanguins'0 lesquels possédent un taux élevé de métabolisme oxydatif qui peut donner des
résultats faussement positifs.

Considérations générales

La détection des especes de mycobactéries dans des échantillons cliniques dépend du nombre d’'organismes présents dans I'échantillon, de la méthode
d’obtention de I'échantillon, de facteurs propres au malade tels que la présence de symptomes et les traitements antérieurs, et la méthode de traitement

de I'échantillon. Une adhésion aux instructions protocolaires est essentielle a une récupération optimale des mycobactéries. Des contaminations par des
mycobactéries saprophytes provenant de I'eau du robinet ou d'autres réactifs et équipements courants dans un laboratoire peuvent donner des résultats
faussement positifs.

Une mise en évidence optimale des isolats peut étre accomplie en ajoutant 0,5 mL d’échantillon pré-traité et resuspendu dans chaque flacon. La rigueur des
protocoles de digestion et de décontamination utilisés pour traiter les échantillons peut aussi affecter la mise en évidence et le temps de détection.

La coloration des mycobactéries acido-résistantes peut varier en fonction de la souche, de I'age de la culture et de diverses autres variables. Tous les flacons positifs
reconnus comme tels par I'appareil ou apparaissant turbides a la fin du protocole d’analyse doivent étre repiqués et sur des milieux sélectifs et sur des milieux non
sélectifs des mycobactéries. Les espéces n'appartenant pas aux mycobactéries peuvent croitre plus vite que celles de mycobactéries présentes. Ces flacons de
culture doivent étre redécontaminés et repiqués (se référer au guide d'utilisateur BACTEC 9000MB, MA-0092 pour le protocole de redécontamination des flacons).
Les caractéristiques de pigmentation et morphologiques des colonies peuvent seulement étre déterminées sur un milieu solide. D’autres tests d'identification
peuvent étre effectués pour déterminer I'espéce mycobactérienne a partir d’'un flacon MYCO/F-Sputa positif.

Les flacons BACTEC MYCO/F-Sputa qui apparaissent positifs peuvent contenir une ou plusieurs espéces de mycobactéries et/ou d’espéces n'appartenant pas
aux mycobactéries. L’identification des mycobactéries présentes nécessite le repiquage sur des milieux solides et des analyses supplémentaires pour identifier
les organismes présents. La cohérence de la morphologie microscopique dans BACTEC MYCO/F-Sputa n'a pas été établie.

Les flacons BACTEC MYCO/F-Sputa sont incubés a 37 °C ce qui exclut potentiellement la récupération de mycobactéries nécessitant des températures d’incubation
différentes (soit M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). L’obtention de ces organismes demande des méthodes de culture supplémentaires. Des organismes
avec des besoins de croissance spécifiques (tel que M. haemophilum) peuvent ne pas étre récupérés dans BACTEC MYCO/F-Sputa lorsqu'ils sont incubés a

la température appropriée. Les isolats suivants ont été identifiés comme positifs par le Systéme BACTEC 9000MB en combinaison avec des flacons de culture
BACTEC MYCO/F-Sputa aussi bien au cours d’analyses internes que d’essais cliniques : Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae, Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium xenopi.
L’utilisation du supplément antibiotique BACTEC PANTA/F, quoique nécessaire pour tous les échantillons non-stériles, peut avoir des effets inhibiteurs sur
certaines mycobactéries.

Des repiquages finaux n'ont pas été effectués de maniére systématique pendant les études cliniques. Par conséquent, le taux réel de faux négatifs défini
comme étant le flacon MYCO/F-Sputa qui reste négatif pendant la totalité des six semaines d’incubation mais qui aprés repiquage développe un organisme
mycobactérien, n'a pas pu étre déterminé.

RESULTATS ATTENDUS

La distribution de la fréquence des délais de récupération pour les échantillons d’essais cliniques établis comme positifs par le Systeme
BACTEC 9000MB est présentée dans la figure ci-dessous :
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Echantillons respiratoires

Le Systtme BACTEC 9000MB a été testé dans quatre sites cliniques différents comprenant des laboratoires de santé publique et des grands hopitaux
spécialisés en divers lieux géographiques. Les populations du site comprenaient les malades infectés par le virus VIH, les malades dont le systéme immunitaire
est compromis et les malades ayant subi des transplantations. Le Systtme BACTEC 9000MB a été comparé au systéme radiométrique BACTEC 460TB et aux
milieux de culture solides conventionnels pour la récupération et la détection des mycobactéries dans les échantillons respiratoires. Un total de 3135 échantillons
respiratoires ont été analysés pendant ces essais. Le nombre total d'isolats positifs de mycobactéries pathogénes récupérés pendant cette étude était de 348.
De ceux-ci, 292 (84 %) ont été obtenus a partir du Systéme BACTEC 9000MB, 260 (75 %) ont été récupérés avec le systéme radiométrique BACTEC 460TB et
178 (51 %) par milieux solides (Lowenstein-Jensen). Le Systéme le BACTEC 9000MB et les milieux solides pris ensemble ont récupéré 89,6 % de la totalité des
isolats pathogeénes. Pour les isolats MOTT" (Mycobactéries autres que celle de la tuberculose) non pathogénes, le nombre total des isolats positifs récupérés au
cours de I'étude était de 40. De ceux-ci, 16 (40 %) avait été récupérés par le Systeme BACTEC 9000MB, 24 (60 %) I'avaient été par le systéme radiométrique
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BACTEC 460TB, et cing (13 %) provenaient des milieux solides. Le Systtme BACTEC 9000MB et les milieux solides combinés comptaient pour 50 % du total
de MOTT non pathogénes récupérées.

(*Les MOTT non pathogénes comprennent M. gordonae, M. abscessus, M. terrae.)

Le Systtme BACTEC 9000MB n’a pas réussi a récupérer 1,8 % des isolats pathogénes qui I'avaient été par un ou plusieurs des autres systemes de référence
(BACTEC 460TB ou milieux solides traditionnels). Tandis que ce pourcentage représente un manque réel de matériel récupéré, il ne correspond pas a un faux
négatif (se référer a la section « Limites de la méthode »). L'utilisation d’'un second milieu, comme il est recommandé, augmentera la probabilité de récupération
des organismes mycobactériens. Le Systéme BACTEC 9000MB a donné 1,5 % de faux positifs (identifiés comme positifs par I'appareil mais donnant un frottis et
un repiquage négatifs). Le taux de contamination de novo pour le Systéeme BACTEC 9000MB était de 6,5 %.

RESUME DE LA RECUPERATION DES ISOLATS RESPIRATOIRES PAR LE SYSTEME BACTEC 9000MB LORS DES ESSAIS CLINIQUES

Espéces Isolées Total TOTAL 9000MB TOTAL 460TB TOTAL L.
des Isolats 9000MB SEULEMENT 460TB SEULEMENT LJ SEULEMENT

M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
Complexe M. avium 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1" 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
Espéeces de M. (autres) 5 5 2 1 0 3 0
ISOLATS TOTAL 388 308 76 284 56 183 15

Les échantillons non-respiratoires

Dans une étude indépendante dans un grand hépital d’enseignement des soins tertiaires, 803 échantillons non respiratoires ont été analysés avec le milieu de
culture BACTEC MYCO/F-Sputa, le milieu de culture BACTEC 12B et un milieu traditionnel (Lowenstein-Jensen). Le nombre total d’isolats positifs de mycobactéries
pathogénes décelés au cours de I'étude était de 38. De ces isolats positifs, 29 (76,3 %) ont été décelés par le systtme BACTEC 9000MB, 30 (78,9 %) par le
systéme BACTEC 460TB et 24 (63,2 %) par le milieu traditionnel (Lowenstein-Jensen). Le systéme BACTEC 9000MB et le milieu solide pris ensemble ont récupéré
89,5 % des isolats pathogénes totaux. L'ensemble des échantillons positifs (pathogénes et non-pathogénes) se répartissait suivant les origines suivantes : gastrique
(5,1 %), liquides physiologiques autres que le sang (17,9 %), feces (10,3 %), exsudat de blessure/cutané superficiel (5,1 %), tissus (53,8 %) et urine (7,7 %). Les
isolats suivants ont été identifiés comme positifs par le systtme BACTEC 9000MB utilisant MYCO/F-Sputa dans cet essai clinique : M. tuberculosis, le complexe

M. avium, M. chelonae, M. fortuitum et M. bovis. Le taux global de faux positifs (positif d’aprés I'instrument mais donnant un frottis et/ou un repiquage négatif)
était de 5,0 %. En raison de la diversité des échantillons prélevés et analysés, le taux de faux positifs différe significativement du taux rapporté précédemment
pour les échantillons respiratoires. Le taux de contamination de novo pour les échantillons normalement stériles (soit, tissus et liquides physiologiques autres que
le sang) variait de 4,7 % a 18,9 % ; les échantillons non-stériles (soit, gastriques, féces, urine, exsudat de blessure/cutané superficiel) avaient un taux compris
entre 8,2 % et 73,9 %. Le taux global de contamination de novo était de 14,9 %.

REFERENCES: voir la rubrique “References” du texte anglais
Service et assistance technique de BD Diagnostics : contacter votre représentant local de BD.

& BD BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflischchen
Angereicherte Middlebrook 7H9-Bouillon

VERWENDUNGSZWECK

Gegebenenfalls mit BACTEC Supplement/F- und BACTEC PANTA/F-Antibiotikamischung angereicherte BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturmedien (modifizierte
Middlebrook 7H9-Bouillon mit CO,), werden in Verbindung mit dem BACTEC 9000MB-Gerat der Fluoreszenz-Serie als qualitatives Verfahren fiir die in-vitro
Kultivierung und Isolierung von Mykobakterien verwendet. Akzeptable Proben hierzu sind digerierte, dekontaminierte, klinische Proben sowie andere sterile
Korperfliissigkeiten als Blut.

Deutsch

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Seit Mitte der achtziger Jahre und der Ausbreitung der AIDS-Epidemie ist es zu einem Wiederanstieg des Bakteriums Mycobacterium tuberculosis (MTB) und
der nichttuberkuldsen Mykobakterien (MOTT), insbesondere des Mycobacterium avium-Komplexes (MAC), gekommen. Zwischen 1985 und 1992 stieg die

Zahl der mitgeteilten MTB-Falle um 18 %. Tuberkulose ist weltweit immer noch fiir mehr als 3 Millionen Todesfalle pro Jahr verantwortlich und ist somit die
Infektionskrankheit mit der haufigsten Todesursache. Die zwischen 1981 und 1987 durchgefiihrten Untersuchungen von AIDS-Fallen zeigten, da 5,5 % der
Patienten mit AIDS disseminierte, nichttuberkuldse mykobakterielle Infektionen aufwiesen, wie z.B. MAC. Im Jahre 1990 war das kumulative Vorkommen durch
die gestiegene Zahl der Félle disseminierter nichttuberkuldser Infektionen mit Mykobakterien bereits auf 7,6 % angestiegen.? Zusatzlich zu diesem Wiederanstieg
von MTB ist MTB mit multipler Arzneimittelresistenz (MDR-TB) zu einem zunehmenden Problem geworden. Laborbedingte Verzégerungen des Wachstums, der
Identifizierung und der Befundmitteilung dieser MDR-TB-Félle haben wenigstens teilweise zur Ausbreitung der Erkrankung beigetragen.

Die U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) empfehlen, daR Labors alle Anstrengungen unternehmen, um die schnellsten verfiigharen Methoden
zum diagnostischen Testen auf Mykobakterien einzusetzen. Diese Empfehlungen umfassen die Verwendung eines fliissigen sowie eines festen Mediums zur
Kultivierung der Mykobakterien.3

Das BACTEC 9000MB-System dient zum schnellen Nachweis von Mykobakterien in anderen klinischen Proben als Blut. Das System besteht aus einem flissigen
Kulturmedium (MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen), einem Wachstumssupplement (Supplement/F) und einem Antibiotika-Supplement (BACTEC PANTA/F).

BACTEC Supplement/F enthalt wachstumsférdernde Substanzen fiir Mykobakterien und wird auch zur Rekonstitution von BACTEC PANTA/F verwendet.

BACTEC PANTA/F enthalt antimikrobielle Substanzen zur Unterdriickung des Wachstums der normalen Begleitflora oder kontaminierender Mikroorganismen, die
das Dekontaminierungsverfahren tiberleben und wird als Zusatz zu allen nichtsterilen Proben empfohlen. Jedes Flaschchen enthélt einen Sensor, der die durch
Metabolismus und Wachstum von Mikroorganismen hervorgerufene Abnahme des gelésten Sauerstoffs im Medium nachweist. Das System Uberprift den Sensor auf
eine Zunahme der Fluoreszenz, die in einem proportionalen Verhaltnis zum abnehmenden Gehalt des geldsten Sauerstoffs steht. Eine positive Messung deutet auf
die vermutliche Anwesenheit lebensfahiger Mykobakterien im Flaschchen hin. Der Test ist auf die im Medium zum Wachstum fahigen Mikroorganismen beschrankt.



VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Andere klinische Proben als Blut werden gemaR Standardverfahren fiir die Isolierung von Mykobakterien entnommen und verarbeitet. Verarbeitete Proben
werden mit einer Nadel und Spritze in ein BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen inokuliert, das, je nach Probentyp (s. ,Verfahren“), mit BACTEC
Supplement/F und/oder BACTEC PANTA/F angereichert wurde. Patienteninformationen werden in den Systemcomputer eingegeben und das Flaschchen wird
mit Hilfe des Barcode-Mentis auf dem System einer Station zugeordnet. Das Flaschchen wird in das BACTEC 9000MB-System geladen und kontinuierlich

bei 37 °C inkubiert, wobei das Flaschchen in zehn-Minuten-Abstanden geschiittelt wird, um eine maximale Ausbeute zu erzielen. Die Respiration der in einem
MYCO/F-Sputa-Flaschchen vorhandenen lebensfahigen aeroben Mikroorganismen fiihrt zu einer Abnahme des Sauerstoffgehalts in diesem Flaschchen.
Aufgrund der Abnahme des geldsten Sauerstoffs kommt es zu einer Intensivierung der Fluoreszenz im Flaschchensensor. Jedes Kulturflaschchen wird vom
BACTEC 9000MB-System in zehn-Minuten-Abstanden auf zunehmende Fluoreszenz Uberpriift. Durch Analyse der Abnahmegeschwindigkeit des gelésten
Sauerstoffs wird bestimmt, ob das Flaschchen positiv ist, d.h., ob die Probe lebensfahige Organismen enthélt. Kulturflaschchen, die mindestens 42 Tage (und bis
zu 56 Tagen) negativ bleiben und keine sichtbaren Anzeichen von Positivitat aufweisen, werden aus dem Geréat entnommen und vor der Entsorgung sterilisiert.
REAGENZIEN

Die BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen enthalten vor der Verarbeitung die folgenden aktiven Bestanditeile:

Liste der Bestandteile:

% wlv = Gewichtsprozent (weight per volume)

Demineralisiertes Wasser . . ..... 40 mL Ammoniumsulfat . ............. ... 0,05 % wiv

7H9 Middlebrook Bouillonbasis ... 0,47 % wiv Ammoniumeisen(lil)-citrat .......... 0,006 % wiv

Casein-Hydrolysat . .. 0,10 % wiv Polysorbat 80 0,0025 % wiv

SupplementH .......... ... 0,30 % w/v Hamin .......... ... ... ... .... 0,0005 % w/v

Glycerol ............ ... ... 0,10 % wiv
Alle BACTEC-Medien werden mit CO,-Zusatz abgefiillt. Die Zusammensetzung kann gemaR speziellen Leistungsanforderungen abgeéandert worden sein.
Vor der Inokulation von Proben aus dem Respirationstrakt und nichtsterilen Proben muR jedes 40-mL-Flaschchen BACTEC MYCO/F-Sputa-Medium mit
2,0 mL BACTEC PANTA/F Antibiotika-Supplement-Lésung, die mit Supplement/F rekonstituiert wurde, angereichert werden. Jedem 40-mL-Flaschchen
BACTEC MYCO/F-Sputa-Medium missen vor der Inokulation von sterilen Kérperflissigkeiten auBer Blut 2,0 mL BACTEC Supplement/F zugesetzt werden.
Zusatzliche Anweisungen dazu enthalten die Packungsbeilagen fir BACTEC PANTA/F (PP-102) und BACTEC Supplement/F (PP-103).
WARNUNG
Sicherheitshinweise: zur in-vitro-Diagnostik.
Dieses Produkt enthalt trockenen Naturkautschuk.

POTENTIELL INFEKTIOSE TESTPROBE. Bei der Handhabung und Entsorgung von infektidsen Materialien “All ine Vorsich Rnah “4.5 und
institutsinterne Richtlinien beachten.

Die Anfertigung von saurefesten Farbungen und die Kultivierung klinischer Proben sollten nach den Richtlinien und unter Anwendung der physikalischen
Sicherheitsvorkehrungen der Biologischen Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt werden. Verfahren, die die Fortpflanzung und Handhabung von Mycobacterium
tuberculosis oder anderen in Kultur geziichteter Mykobakterien einschlieRen, missen laut Empfehlungen der CDC nach den Richtlinien und unter Anwendung
der physikalischen Sicherheitsvorkehrungen der Biologischen Sicherheitsstufe 3 durchgefiihrt werden.®

Vor Gebrauch muB jedes Flaschchen auf Anzeichen von Kontamination, wie z.B. Triibung, Wolbung oder Einbeulung des Septums, oder undichte Stellen,
untersucht werden. In seltenen Fallen kann der gldserne Flaschchenhals einen Sprung haben und beim Entfernen des AbriRdeckels oder wahrend der
Handhabung des Flaschchens brechen. AuRerdem kann ein Flaschchen unvollstéandiges Crimpen des Deckels aufweisen, was daran zu erkennen ist, dafd der
Metallrand am unteren Ende des Deckels nicht gleichméaRig unter den Flaschenhals gerollt ist. In beiden Fallen ist es mdglich, dal der Fldschcheninhalt auslauft
oder verschiittet wird, besonders wenn das Flaschchen umgedreht wird. Flaschchen, die Anzeichen von Kontamination, Beschadigung oder unvollstandigem
Crimpen aufweisen, NICHT VERWENDEN.

Um potentielle Sickerverluste bei der Inokulation von Proben in die Kulturflaschchen so weit wie mdéglich auszuschlieRen, sollten Tuberkulinspritzen mit fest
eingesetzten Nadeln der Starke 25 (US) verwendet werden. Bei der Inokulation sollte mit einer Hand gearbeitet und ein geeigneter Flaschchenhalter verwendet
werden, um eine versehentliche Nadelstichverletzung zu vermeiden. Nadeln mit einer Stérke von iiber 20 (US) diirfen NICHT verwendet werden. Bei der
Zugabe von Supplement, bei DruckablaR® oder bei der Anlage von Subkulturen kdnnen stérkere Nadeln das Flaschchenseptum permanent schadigen und zu
Sickerverlust fiihren.

Positive Kulturflaschchen zur Anlage von Subkulturen oder fiir Farbungen usw.: Vor der Probenentnahme mufl Gas abgelassen werden, das sich

haufig als Folge mikrobiellen Stoffwechsels ansammelt. Die Probenentnahme sollte in einer biologischen Sicherheitswerkbank durchgefiihrt werden, und
Schutzkleidung, einschlieRlich Handschuhen und Gesichtsmaske, sollte getragen werden. Der Abschnitt VERFAHREN enthalt weitere Informationen zur
Subkultivierung.

Kontaminierte Flaschchen kénnen Uberdruck erzeugen. Wird zur Probenentnahme ein kontaminiertes Flaschchen verwendet, kann Gas und/oder kontaminiertes
Kulturmedium aus dem Flaschchen entweichen und zu Gefahrdung durch Aerosole filhren. Die Kontamination eines Flaschchens ist nicht unbedingt evident.

Vor der Entsorgung miissen alle inokulierten MYCO/F-Sputa-Flaschchen autoklaviert werden.

UNDICHTE ODER ZERBROCHENE FLASCHCHEN

Wenn ein inokuliertes Flaschchen auslauft oder versehentlich zerbrochen wird, die in lhrem Labor geltenden Verfahrensrichtlinien fir den Umgang mit
verschittetem mykobakteriellen Material anwenden. Es sollten jedoch zumindest die ,allgemeinen Vorsichtsmanahmen*” beachtet werden. Eine genehmigte
Methode des Atemschutzes wird empfohlen. Fldschchen mit nur minimalem Sickerverlust, der sich auf das Septum und den Deckel beschrankt, kénnen an den
betroffenen Stellen mit mykobakterizidem Desinfektionsmittel und danach mit 70%igem Isopropylalkohol desinfiziert werden. Falls dies im Innern des Gerates
geschieht, besteht die Mdglichkeit einer Gefahreneinwirkung durch Aerosole. Geréat sofort abschalten, Tiiren schlieRen und den betroffenen Arbeitsbereich
raumen. Verstandigen Sie den (die) fir Ihr Labor zusténdigen Sicherheits- oder Infektionskontrollbeauftragte(n). Entscheiden Sie, ob es notwendig ist, die
Einstellung der raumlufttechnischen Anlage, die diesen Bereich mit Luft versorgt, zu verandern oder diese abzuschalten. Bleiben Sie diesem Bereich fern, bis
die moglicherweise durch die Aerosole entstandene Gefahr voriiber ist. Verstandigen Sie einen Vertreter von Becton Dickinson. Die CDC haben Richtlinien
zum richtigen Vorgehen im Falle einer versehentlichen mykobakteriellen Kontamination auf Grund eines zerbrochenen Flaschchens mit Kulturmedium oder
Bouillonsuspension veréffentlicht.6

LAGERUNG
MYCO/F-SPUTA-KULTURFLASCHCHEN: Die Flaschchen miissen trocken bei 2 — 25 °C und vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt gelagert werden.
NICHT nach dem Verfallsdatum verwenden.

BACTEC PANTA/F ANTIBIOTIKA-SUPPLEMENT: Nicht rekonstituiertes BACTEC PANTA/F bei 2 — 8 °C lagern. Nach der Rekonstitution ist das Supplement
sofort zu verwenden; andernfalls kann es bei -20 bis -70 °C bis zu 6 Monaten gefroren gelagert werden. NICHT auftauen und erneut einfrieren. Vor Licht
geschiitzt aufbewahren. UberméRige Warmeeinwirkung ist zu vermeiden.

NICHT nach dem Verfallsdatum verwenden.



PROBENVERARBEITUNG

Sputum oder andere Proben aus dem Respirationstrakt miissen vor der Inokulation in die MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen digeriert, dekontaminiert und
konzentriert werden. Die Anwendung der N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid-Methode wird empfohlen.6.7.8 Als Alternative kann das BBL MycoPrep-Kit zur
Probenverarbeitung verwendet werden. Andere Dekontaminierungsmethoden wurden in Verbindung mit MYCO/F-Sputa-Medium nicht getestet. Nach der
Zentrifugation (2 3.000 x g, 15 min) sollte das Sediment in sterilem Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,8 resuspendiert werden.

Bei der Verarbeitung von anderen Proben als Blut, die nicht aus dem Respirationstrakt stammen, sind die im Clinical Microbiology Handbook,® CDC Manual oder
im Verfahrenshandbuch des jeweiligen Labors definierten Verfahren zu befolgen.

VERFAHREN
MYCO/F-Sputa-Medium muB mit dem BACTEC 9000MB-Gerat der Fluoreszenz-Serie verwendet werden.

Mitgelieferte Materialien: BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen, BACTEC PANTA/F-Antibiotika-Supplement und BACTEC Supplement/F

zur Medienanreicherung.

Zusaétzlich benétigte, jedoch nicht mitgelieferte Materialien: Zentrifuge; Biologische Sicherheitswerkbank; Autoklav; CO,-Inkubator bei 37 °C; 50-mL-Falcon-
Zentrifugenrohrchen ; 4%ige Natriumhydroxidlosung; 2,9%ige Natriumcitratiosung, N-Acetyl-L-Cystein-Pulver; Phosphatpuffer, pH 6,8; Vortexmixer; sterile
Transferpipetten; sterile Tuberkulinspritze mit Nadel der Starke 25 (US); mykobakterizides Desinfektionsmittel; 70%iger Isopropylalkohol; Mykobakterien-Agar
oder Medium auf Eibasis; 7H9-Bouillon, sterile NaCl-Lésung; Qualitatskontrollorganismen (Mycobacterium tuberculosis, ATCC 27294; Mycobacterium fortuitum,
ATCC 6841; und Mycobacterium kansasii, ATCC 12478); Mikroskop und Materialien zur Farbung von Objekttragern.

INOKULATION VON MYCO/F-SPUTA-KULTURFLASCHCHEN

1. Den AbriRdeckel auf dem BACTEC-Flaschchen entfernen und das Flaschchen auf Spriinge, Kontamination, starke Triibung, und Wélbung oder Einbeulung
des Septums berprifen. Beschadigte Flaschchen NICHT VERWENDEN.

2. Kulturflaschchen mit Probenidentifizierung beschriften.

3. Mit Hilfe einer Spritze mit Luer-Lok-Kegel und einer Nadel der Stérke 25 das lyophilisierte BACTEC PANTA/F-Flaschchen mit 10 mL BACTEC Supplement/F
rekonstituieren. Nadeln mit einer Starke von mehr als 20 diirfen nicht verwendet werden. Starkere Nadeln kénnen das Flaschchenseptum permanent
schadigen. Den Inhalt gut mischen. Den Flaschcheninhalt visuell untersuchen, um sicherzugehen, daR sich das BACTEC PANTA/F-Antibiotika-Supplement
aufgelost hat.

4. Fir Proben aus dem Respirationstrakt oder nichtsterile Proben miissen die zu inokulierenden Flaschchen mit MYCO/F-Sputa-Medium mit 2,0 mL
rekonstituierter BACTEC PANTA/F-L6sung angereichert werden. Die angereicherten Flaschchen sollten innerhalb von 2 Stunden nach der Zugabe der
BACTEC PANTA/F-Lésung inokuliert werden. Vor der Inokulation mit BACTEC PANTA/F-Losung das Septum mit 70%igem Isopropylalkohol abwischen.
Eine Tuberkulinspritze mit einer fest eingesetzten Nadel der Starke 25 wird empfohlen. Bei der Inokulation sollte mit einer Hand gearbeitet und ein
geeigneter Flaschchenhalter verwendet werden, um eine versehentliche Nadelstichverletzung zu vermeiden. Es wird empfohlen, bei Gewebe- oder anderen
Partikulatproben eine groRere Nadel (Starke 20 — 22) und eine Spritze mit einem Luer-Lok- oder ahnlichem Kegel zu verwenden.

Bei anderen sterilen Korperfliissigkeiten aufer Blut (z.B. Synovial- oder Peritonealflissigkeit) sind die BACTEC MYCO/F-Sputa-Medienflaschchen vor der
Inokulation mit 2,0 mL BACTEC Supplement/F anzureichern. Vor der Inokulation mit BACTEC Supplement/F das Septum mit 70%igem Isopropylalkohol
abwischen. Es wird eine Tuberkulinspritze mit einer fest eingesetzten Nadel der Starke 25 empfohlen. Zur Vermeidung einer versehentlichen
Nadelstichverletzung ist eine einhandige Inokulationsmethode und ein geeigneter Flaschchenhalter einzusetzen.

5. Mit Hilfe einer Tuberkulinspritze mit fest eingesetzter Nadel der Starke 25 pro Flaschchen 0,5 mL der behandelten Probe aseptisch injizieren. Das Einstechen
und Zurlickziehen der Nadel sollte mit einer geradlinigen Bewegung ohne Drehungen geschehen, da diese das Septum permanent schadigen kénnen.
Das Septum mit mykobakterizidem Desinfektionsmittel und danach mit 70%igem Isopropylalkohol abwischen. Inokulierte Flaschchen sollten so rasch
wie maglich in das BACTEC 9000MB-System gestellt werden, auf jeden Fall aber an dem Tag, an dem die Probe dekontaminiert, behandelt und in die
BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen inokuliert wurde.

Zu diesem Zeitpunkt sollten herkémmliche Medien, wie z.B. Léwenstein-Jensen oder 7H10/7H11 ebenfalls inokuliert werden.

6. Im System befindliche Flaschchen werden fiir die Gesamtdauer der Testprotokollaufnahme automatisch getestet. Positive Flaschchen werden vom BACTEC
9000MB-System als solche identifiziert (sieche Bedienungsanleitung des BACTEC 9000MB-Systems, MA-0092). Der Sensor wird sich zwar in positiven und
negativen Flaschchen nicht sichtbar verandern, doch das BACTEC 9000MB-System kann Fluoreszenzveranderungen im Sensor feststellen.

7. Von positiven Flaschchen sollte eine Subkultur angelegt und ein Ausstrich fir séurefeste Bakterien angefertigt werden.

Verarbeitung eines auf dem Gerat positiv erscheinenden Flaschchens:

a) Flaschchen aus dem Gerat nehmen.

b) Flaschchen in einer biologischen Sicherheitswerkbank belliften, um den Druck im Flaschchen dem Atmosphérendruck anzugleichen.

c) Flaschchen umdrehen, um den Inhalt zu mischen.

d) Aliquot (ca. 0,1 mL) aus dem Flaschchen zur Anfertigung von Farbungen entnehmen (Farbung fiir Saurefestigkeit und Gram-Farbung).

e) Ausstrich und Préparate untersuchen. Vorlaufige Ergebnisse erst nach Auswertung der Saurefestigkeit mitteilen.
Bei Vorliegen von Saurefestigkeit eine Subkultur auf festem Medium anlegen und Ergebnis berichten als: Gerate-positiv, Saurefestigkeit positiv, ID anstehend.
Liegen Mikroorganismen vor, die nicht sdurefest sind, Ergebnis berichten als: Gerate-positiv, Saurefestigkeit negativ, Kontaminiert.

Liegen keine Mikroorganismen auf den Ausstrichen vor, Flaschchen als zur Zeit negatives Flaschchen wieder in das Gerét einsetzen und Abschluf des
Testprotokolls abwarten. Keine mitteilbaren Ergebnisse.

Mit Flissigkeit aus den BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen kdnnen Subkulturen zur Identifizierung angelegt und Empfindlichkeitstests vorgenommen werden.

Subkultivierung und Riickgabe des Flaschchens: Das Anlegen von Subkulturen muB in einer biologischen Sicherheitswerkbank durchgefiihrt werden,

und Schutzkleidung, einschlieRBlich Handschuhen und Gesichtsmaske, sollte getragen werden. Die Flaschchen vor der Subkultivierung aufrecht stellen und

das Septum dabei mit einem Alkoholtupfer abdecken. Um Uberdruck im Flaschchen abzulassen, der sich als Folge des Wachstums der kontaminierenden
Mikroorganismen bilden kann, Alkoholtupfer und Septum mit einer sterilen Nadel der Starke 25 (oder diinner) mit einem passenden Filter oder kleiner
Kompresse durchstechen. Nach Entweichen des Uberdrucks und vor der Probenentnahme fiir Subkulturen sollte die Nadel entfernt werden. Das Einstechen und
Zuriickziehen der Nadel sollte mit einer geradlinigen Bewegung ohne Drehungen ausgefiihrt werden, da diese das Septum permanent schadigen kénnen. Zur
Anlegung einer Subkultur das beliiftete Flaschchen umdrehen, um den Inhalt zu mischen und eine neue Spritze mit einer Nadel der Stérke 25 einstechen, um
Kulturmedium zur weiteren Verarbeitung zu entnehmen. Die Nadel nicht wieder mit der Kappe versehen. Nadeln und Spritzen in einen punktionssicheren
Behalter fiir gefahrliche Bioabfélle verwerfen.

Falls gewiinscht, kann der Anwender ein Flaschchen mit negativem Ausstrich zur weiteren Uberwachung bis zum Abschluf des Testprotokolls wieder in das
Gerét einsetzen.

Nach Ablauf der sechswéchigen Inkubationsdauer wird eine visuelle Uberpriifung aller im Gerat negativen Flaschchen vorgenommen. Falls ein Flaschchen
visuell positiv erscheint (d.h. triib, méglicherweise mit Klumpen von Mykobakterien), sollte eine Subkultur angelegt und eine Farbung auf saurefeste Bakterien
gemacht werden, und bei einem positiven Ergebnis der Farbung ist das Flaschchen als vermutlich positiv zu behandeln. Zeigt das Flaschchen keine Anzeichen
von Positivitat, ist es vor der Entsorgung zu sterilisieren.



QUALITATSKONTROLLE
Qualitatskontrollzertifikate sind jedem Karton mit Medien beigefiigt.

Es wird empfohlen, jede neue Sendung oder Charge des BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturmediums mit den in der nachstehenden Tabelle aufgefiihrten ATCC-
Kontrollorganismen als positive Kontrolle und mit einem nichtinokulierten Fldschchen als negative Kontrolle zu testen.

Organismus Bereich der Nachweiszeit (Tage)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8 bis 12
Mpycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1 bis 3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6 bis 12

Vorbereitung des positiven Kontrollfldschchens:

1. Organismus in 7H9-Bouillon anziichten.

2. Mit Hilfe von steriler NaCl-Lésung wird eine Suspension des Organismus auf McFarland-Standard Nr. 1 (= 107 KBE/mL) eingestellt.
3. Die Suspension wird mit steriler NaCl-Lésung auf 104 KBE/mL) verdinnt.
4.

1 mL dieser Suspension wird in ein MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen inokuliert, das mit 2,0 mL rekonstituierter BACTEC PANTA/F-Losung angereichert
wurde. Ein Inokulum von 1,0 mL wird nur bei den Qualitatskontrollorganismen verwendet.
Die Flaschchen mit den positiven und negativen Kontrollen sollten in das Gerat eingelesen und getestet werden. Das positive Kontrollflaischchen muR als Gerate-
positiv innerhalb des in der vorstehenden Tabelle angegebenen Bereichs nachgewiesen werden. Die negative Kontrolle mufy negativ bleiben. Gibt eines dieser
Flaschchen nicht die erwarteten Ergebnisse, benachrichtigen Sie bitte vor Verwendung der Medien unseren Technischen Kundendienst.

Informationen zur Qualitatskontrolle des BACTEC 9000MB-System entnehmen Sie bitte der Bedienungsanleitung fiir das BACTEC 9000MB-System (MA-0092).

ERGEBNISSE

Eine Wachstums-positive Probe wird vom BACTEC 9000MB-System bestimmt und durch einen Ausstrich auf saurefeste Bakterien bestétigt. Ein positives
Ergebnis weist auf die vermutliche Anwesenheit von lebensfahigen Mikroorganismen im Flaschchen hin.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN
Kontamination

Die externe Kontamination der Proben wahrend der Entnahme, Digestion, Dekontamination und Inokulation in die BACTEC-Flaschchen muR sorgféltig vermieden
werden. Aufgrund der Nahrhaftigkeit des Mediums und der nicht-selektiven Natur des Fluoreszenznachweises des Sauerstoffverbrauchs kann es zu einer
Durchbruchskontamination kommen. AuBerdem muf bei der Digestion und Dekontamination vorsichtig vorgegangen werden, um eine Durchbruchskontamination
von nicht mykobakteriellen Organismen zu vermeiden. Es diirfen nur die angegebenen Probentypen getestet werden. Eine kontaminierte Probe ergibt einen
positiven Wert ohne klinische Relevanz. Eine entsprechende Beurteilung mu® vom Anwender auf der Basis von Faktoren wie z.B. Ergebnis des Ausstrichs auf
saurefeste Bakterien, Art des isolierten Organismus, Vorkommen desselben Organismus in mehreren Kulturen, Patientenanamnese usw. vorgenommen werden.
(Siehe Bedienungsanleitung fir das BACTEC 9000MB-System, MA-0092, fiir Verfahren zur erneuten Dekontamination von Flaschchen.)

Es wird die Dekontamination mit Hilfe der N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid-(NALC-NaOH)-Methode empfohlen. Andere Dekontaminationsmethoden sind im
Zusammenhang mit BACTEC MYCO/F-Sputa-Medien nicht untersucht worden. Derartige zur Digestion und Dekontamination verwendete Substanzen haben
mdglicherweise schadliche Wirkungen auf Mykobakterien.

Probentyp

Gegebenenfalls mit BACTEC Supplement/F und BACTEC PANTA/F angereicherte MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen sind zur Kultivierung und Isolierung von
digerierten, dekontaminierten, klinischen Proben sowie anderen sterilen Kérperfliissigkeiten als Blut vorgesehen. Die untere Nachweisgrenze dieses Tests kann
je nach Art der vorliegenden Mykobakterien-Spezies variieren.

Kulturflaschchen mit MYCO/F-Sputa-Medium NICHT zur Isolierung von Mykobakterien aus Blut VERWENDEN.

Pleuralfltissigkeiten kénnen rote und weifle Blutkdrperchen? enthalten, die eine hohe oxidative Stoffwechselrate aufweisen und daher falsche positive
Ergebnisse liefern kénnen.

Allgemeine Erwagungen

Der Nachweis mykobakterieller Spezies in klinischen Proben ist abhangig von der Zahl der in der Probe vorliegenden Organismen, der Methode der
Probenentnahme, von Patientenfaktoren wie z.B. dem Vorliegen von Symptomen, friiherer Therapie und der Verarbeitungsmethode. Die Einhaltung der
Verfahrensvorschriften ist von entscheidender Bedeutung, um eine optimale Ausbeute der Mykobakterien zu erhalten. Kontamination mit saprophytischen
Mykobakterien im Leitungswasser oder anderen Laborreagenzien und -geraten kann zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren.

Eine optimale Ausbeute an Isolaten wird durch die Zugabe von 0,5 mL verarbeitetem und resuspendiertem Probeninokulum pro Flaschchen erzielt. Die Intensitat
des Digestions- und Dekontaminationsprotokolls bei der Verarbeitung der Proben kann die Isolierung und die Zeit bis zum Nachweis ebenfalls beeinflussen.

Mykobakterien kénnen sich in Abhéngigkeit vom jeweiligen Stamm, dem Alter der Kultur und anderen Variablen in bezug auf die Saurefestigkeit unterscheiden.
Alle Flaschchen, die vom Gerat als positiv ausgewiesen werden oder nach Ablauf des Testprotokolls triib erscheinen, miissen sowohl auf selektiven als auch
auf nicht-selektiven Mykobakterien-Medien subkultiviert werden. Nicht-mykobakterielle Spezies kénnen eventuell vorliegende Mykobakterien tiberwachsen. Diese
Kulturflaschchen miissen erneut dekontaminiert und angeziichtet werden. (Verfahren zur erneuten Dekontamination von Flaschchen entnehmen Sie bitte der
Bedienungsanleitung fiir das BACTEC 9000MB-System, MA-0092).

Koloniemorphologie und Pigmentierungseigenschaften kénnen nur auf festen Medien bestimmt werden. Weitere Identifizierungstests kénnen durchgefiihrt
werden, um die mykobakterielle Spezies eines positiven MYCO/F-Sputa-Kulturfldschchens zu bestimmen.

BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen, die positiv erscheinen, kénnen eine oder mehrere Mykobakterien-Spezies und/oder andere nicht-mykobakterielle
Spezies enthalten. Die Identifizierung der vorliegenden Mykobakterien erfordert die Anlage einer Subkultur auf einem festem Medium und zusétzliche Verfahren
zur Identifizierung anderer, eventuell vorliegender Organismen. Die Bestandigkeit der mikroskopischen Morphologie im BACTEC MYCO/F-Sputa-Medium wurde
noch nicht festgelegt.

BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen werden bei 37 °C inkubiert, so da die Isolierung von Mykobakterien, die andere Inkubationstemperaturen

erfordern, mdéglicherweise verhindert wird (z.B. M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). Die Isolierung derartiger Organismen erfordert zuséatzliche
Kulturverfahren. Organismen mit besonderen Wachstumsanforderungen (z.B. M. haemophilum) werden méglicherweise mit Hilfe des BACTEC MYCO/F-Sputa-
Mediums nach Inkubation bei der entsprechenden Temperatur nicht isoliert. Bei internen bzw. klinischen Untersuchungen wurden die folgenden Isolate vom
BACTEC 9000MB-System unter Verwendung der BACTEC MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen als positiv bestimmt: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae, Mycobacterium tuberculosis und
Mycobacterium xenopi.

Die Verwendung von BACTEC PANTA/F-Antibiotika-Supplement, die bei allen nichtsterilen Proben erforderlich ist, kann eine hemmende Wirkung auf bestimmte
Mykobakterien austiben.

AbschlieRende Subkulturen wurden im Rahmen der klinischen Untersuchungen nicht routinemaRig durchgefiihrt. Eine tatsachliche Haufigkeit falsch-negativer
Ergebnisse, definiert als ein MYCO/F-Sputa-Kulturflaschchen, das wahrend der sechswochigen Inkubationsdauer negativ blieb, subkultiviert wurde und einen
mykobakteriellen Organismus ergab, kann zur Zeit nicht bestimmt werden.
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ZU ERWARTENDE WERTE

Die Haufigkei teilung der Isolati iten bei im BACTEC 9000MB-System positiven Proben aus klinischen Untersuch ist in der folgend
Abbildung dargestelit.
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LEISTUNGSMERKMALE

Proben aus dem Respirationstrakt

Das BACTEC 9000MB-System wurde an vier klinischen Untersuchungsorten ausgewertet, darunter Laboratorien des 6ffentlichen Gesundheitsdienstes sowie
groRe Krankenh&user mit Intensivpflegestationen in geographisch unterschiedlichen Gebieten. Die Studienkohorten umfafiten Patienten mit HIV-Infektion,
immungeschwéchte Patienten und Transplantationspatienten. Das BACTEC 9000MB-System wurde mit dem radiometrischen BACTEC 460TB-System sowie
mit herkdmmlichen festen Wachstumsmedien zur Isolierung und zum Nachweis von Mykobakterien aus Proben des Respirationstrakts vergleichen. Insgesamt
3135 Proben aus dem Respirationstrakt wurden im Rahmen der Studien getestet. Die Gesamtzahl der in der Studie isolierten, fiir pathogene Mykobakterien
positiven Isolate betrug 348. Von diesen positiven Proben wurden 292 (84 %) mit Hilfe des BACTEC 9000MB-Systems isoliert, 260 (75 %) mit dem
radiometrischen BACTEC 460TB-System, und 178 (51 %) wurden auf Festmedium (Lowenstein-Jensen) isoliert. Das BACTEC 9000MB-System in Verbindung
mit Festmedien konnte 89,6 % aller pathogenen Isolate wiederfinden. Bei nicht-pathogenen MOTT* (nichttuberkulése Mykobakterien) betrug die Gesamtzahl der
in der Studie isolierten positiven Isolate 40. Von diesen positiven Proben wurden 16 (40 %) mit Hilfe des BACTEC 9000MB-Systems isoliert, 24 (60 %) mit dem
radiometrischen BACTEC 460TB-System, und 5 (13 %) wurden auf Festmedien isoliert. Das BACTEC 9000MB-System in Verbindung mit Festmedien konnte
50 % aller nicht-pathogenen MOTT wiederfinden.

*Zu den nichttuberkuldsen (Mykobakterien gehérten) M. gordonae, M. abcessus, M. terrae.

Das BACTEC 9000MB-System war nicht in der Lage, 1,8 % der pathogenen Isolate zu isolieren, die in einem oder mehreren Referenzsystemen (BACTEC 460TB
oder herkémmliche Festmedien) isoliert wurden. Dieser prozentuale Anteil stellt zwar einen méglichen Wiederfindungsverlust dar, ist jedoch kein Anzeichen einer
tatséchlichen falsch-negativen Bestimmung (Siehe Abschnitt “Verfahrensbeschrankungen®). Wie empfohlen, erhéht die Verwendung eines zweiten Mediums die
Wahrscheinlichkeit der Isolierung von mykobakteriellen Organismen. Das BACTEC 9000MB-System zeigte eine Haufigkeit falsch-positiver Ergebnisse von 1,5 %
(Gerate-positiv, Ausstrich und/oder Subkultur negativ). Die Gesamtdurchbruchskontamination fiir das BACTEC 9000MB-System betrug 6,5 %.

UBERSICHT UBER DIE WIEDERFINDUNG VON ISOLATEN MIT HILFE DES BACTEC 9000MB-SYSTEMS IM RAHMEN KLINISCHER UNTERSUCHUNGEN

Isoliertes Spezies Gesamtisolate 9000MB NUR 460TB NUR LJ NUR
GESAMT  9000MB  GESAMT 460TB GESAMT LJ
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
M. avium-Komplex 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 11 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
andere M.-Spezies 5 5 2 1 0 3 0
ALLE ISOLATE 388 308 76 284 56 183 15

Nicht aus dem Respirationstrakt stammende Proben:

In einer getrennten Studie an einem groRen Universitatskrankenhaus wurden 803 nicht aus dem Respirationstrakt stammende Proben mit BACTEC MYCO/F-
Sputa-Kulturmedium, BACTEC 12B-Kulturmedium und einem konventionellen Medium (Léwenstein-Jensen) getestet. Insgesamt wurden in der Studie 38 Isolate
isoliert, die positive Ergebnisse fiir pathogene Mykobakterien aufwiesen. Von diesen positiven Isolaten wurden 29 (76,3 %) mit dem BACTEC 9000MB-System,
30 (78,9 %) im BACTEC 460TB-System und 24 (63,2 %) mit konventionellem Medium (Léwenstein-Jensen) isoliert. Das BACTEC 9000MB-System isolierte
zusammen mit Festmedien 89,5 % aller pathogenen Isolate. Die Gesamtanzahl von positiven Proben (pathogene und nichtpathogene Mykobakterien) stammten
vom: Magen (5,1 %), anderen sterilen Kérperfliissigkeiten als Blut (17,9 %), Stuhl (10,3 %), oberflachlichen Haut-/Wundendrénagen (5,1 %), Geweben (53,8 %) und
Harn (7,7 %). Die folgenden Isolate wurden wéhrend dieser klinischen Studie im BACTEC 9000MB-System unter Verwendung von MYCO/F-Sputa als positiv
festgestellt: M. tuberculosis, M. avium complex, M. chelonae, M. fortuitum und M. bovis. Die Gesamtrate falscher Positive (instrumentenpositiv, Ausstrich und/
oder Subkultur negativ) war 5,0 %. Aufgrund der verschiedenen Arten der gesammelten und getesteten Proben wich die falschpositive Rate deutlich von der
friher fiir Proben aus dem Respirationstrakt berichteten Rate ab. Die Durchbruchskontaminationsrate fiir normalerweise sterile Proben (d.h. Gewebe und andere
sterile Korperflissigkeiten als Blut) betrug von 4,7 % — 18,9 %, die flir nichtsterile Proben (d.h. Magen-, Stuhl- und Harnproben sowie oberflachliche Haut-/
Wundendranage) betrug von 8,2 % — 73,9 %. Die Durchbruchskontaminationsrate betrug insgesamt 14,9 %.

LITERATUR: S. “References” im englischen Text.

BD Diagnostics Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit lhrer zustandigen BD-Vertretung.
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& BD Flaconi di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa
Brodo Middlebrook 7H9 arricchito

Italiano
USO PREVISTO

Il terreno di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa (brodo Middlebrook 7H9 modificato, con CO,) con I'aggiunta del Supplemento/F BACTEC e della miscela di
antibiotici BACTEC PANTAJ/F, quando necessario, viene usato con lo strumento della serie fluorescente BACTEC 9000MB come procedura qualitativa per la
coltura in vitro e I'isolamento dei micobatteri. Campioni clinici digeriti e decontaminati e fluidi biologici sterili diversi dal sangue sono campioni accettabili per I'uso.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

A partire dalla meta degli anni 80 e in seguito al diffondersi dell'epidemia dell’AIDS, si & assistito a una nuova insorgenza del Mycobacterium tuberculosis (MTB)
e dei micobatteri diversi da tubercolosi (MOTT), specialmente il complesso Mycobacterium avium (MAC). Tra il 1985 e il 1992 il numero dei casi di MTB accertati
€ aumentato del 18%. Si ritiene che, a livello mondiale, a tutt'oggi la tubercolosi uccida circa 3 milioni di persone all'anno, statistica che pone questa malattia
infettiva al primo posto tra le cause di morte." Tra il 1981 e il 1987, gli studi sui casi di AIDS indicavano che il 5,5% dei pazienti affetti da AIDS avevano contratto
infezioni micobatteriche non tubercolari, come il MAC. Col 1990, i casi accertati di infezione micobatterica non tubercolare erano aumentati fino ad avere
un’incidenza complessiva del 7,6%.2 Oltre alla recrudescenza del’lMTB, una crescente preoccupazione & stata destata dai ceppi di MTB resistenti agli antibiotici
(MDR-TB). La mancanza di tempestivita, da parte dei laboratori, nel coltivare, identificare ed attestare i casi di MDR-TB incontrati, ha contribuito, almeno in parte,
alla diffusione di questa malattia.

Gli U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) hanno esteso ai laboratori la raccomandazione di compiere ogni sforzo affinché vengano utilizzati dei
metodi di analisi pit rapidi possibile nella diagnosi dei micobatteri. Queste raccomandazioni includono, fra I'altro, I'utilizzo di un terreno solido e di uno liquido, per
la coltura dei micobatteri.3

Il sistema BACTEC 9000MB é stato creato appositamente per il rilevamento rapido dei micobatteri nei campioni clinici diversi dal sangue. Il sistema conprende
un terreno di coltura liquido (flacone di coltura MYCO/F-Sputa), un supplemento di crescita (Supplemento/F) e un supplemento antibiotico (BACTEC PANTA/F).
Il Supplemento/F BACTEC contiene degli stimolatori di crescita per micobatteri ed & usato anche per ricostituire il BACTEC PANTA/F. || BACTEC PANTA/F
contiene degli agenti antibiotici che hanno lo scopo di sopprimere la crescita di microrganismi della flora contaminante o normale eventualmente sopravvissuti
al processo di decontaminazione ed & raccomandato come supplemento per tutti i campioni non sterili. Ogni flacone contiene un sensore capace di rilevare

il calo dell’ossigeno sciolto nel terreno, fenomeno dovuto al metabolismo e alla crescita dei microrganismi. Lo strumento tiene sotto controllo 'aumento della
fluorescenza del sensore, che & direttamente proporzionale al calo del contenuto di ossigeno sciolto. Valori di lettura positivi indicano la presuntiva presenza di
micobatteri vivi nel flacone. L’analisi trattata qui si limita al rilevamento di microrganismi che possono crescere in questo particolare tipo di terreno.

PRINCIPI DEL PROCEDIMENTO

| campioni clinici diversi dal sangue vengono prelevati e trattati seguendo le procedure standard per il rilevamento dei micobatteri. | campioni trattati vengono poi
inoculati mediante ago e siringa in un flacone di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa, il quale & stato arricchito con il Supplemento/F BACTEC e/o BACTEC PANTA/F,
a seconda del tipo di campione (vedere la sezione Procedimento). L'informazione riguardante il paziente viene immessa nel computer del sistema e viene
assegnata al flacone una posizione, facendo uso della barra del menu situata sullo strumento. Il flacone viene posto nel sistema BACTEC 9000MB e viene
incubato in modo continuato a 37 °C e agitato ogni dieci minuti per ottenere un isolamento ottimale. La respirazione da parte dei microrganismi aerobi vivi
presenti in un flacone di coltura MYCO/F-Sputa da luogo a una netta diminuzione dell'ossigeno contenuto nel flacone. L'aumento di fluorescenza del sensore
dentro al flacone & causato dal consumo dell'ossigeno dissolto. Ogni flacone viene controllato dal sistema BACTEC 9000MB ogni dieci minuti, per quanto
riguarda 'aumento di fluorescenza. L'analisi del tasso di ossigeno sciolto permette di determinare se il flacone & positivo in coltura, cioé se il campione sotto
test contiene organismi vivi. | flaconi di coltura che rimangono negativi per un minimo di 42 giorni (fino a 56 giorni) e che non mostrano alcun segno visibile di
positivita, vengono tolti dallo strumento ed eliminati, previa sterilizzazione.

REAGENTI

Prima di essere impiegati, i flaconi di coltura per espettorati BACTEC MYCO/F-Sputa contengono i seguenti reagenti:
Ingredienti
wl/v = peso/volume (weight per volume)
Acqua purificata ........... 40 mL Solfato di ammonio ............... 0,05% wiv
Brodo base Middlebrook 7H9 . . 0,47% wiv Citrato ferrico di ammonio .......... 0,006% wiv
Idrolizzato di caseina ........ 0,10% wiv Polisorbato 80 . .................. 0,0025% w/v

Supplemento H 0,30% wiv Emina ........ ... ... ... ... ... 0,0005% wiv
Glicerolo .................. 0,10% wiv

Tutti i terreni di coltura BACTEC forniti sono addizionati con CO,. La composizione pud essere stata modificata per adeguarsi ai requisiti di performance
desiderati.

Prima di inoculare i campioni respiratori e quelli non sterili, ad ogni flacone contenente 40 mL di terreno BACTEC MYCO/F-Sputa si devono aggiungere 2,0 mL
di soluzione del supplemento antibiotico BACTEC PANTAJF ricostituito col Supplemento/F BACTEC. Prima di inoculare i fluidi biologici sterili diversi dal
sangue, ad ogni flacone contenente 40 mL di terreno BACTEC MYCO/F-Sputa si devono aggiungere 2,0 mL di Supplemento/F BACTEC. Consultare il foglietto
illustrativo del BACTEC PANTA/F (PP-102) e del Supplemento/F BACTEC (PP-103) per ulteriori informazioni.

PRECAUZIONI

Precauzioni: per uso diagnostico in vitro.

Questo prodotto contiene gomma naturale allo stato secco.

CAMPIONI D’ANALISI POTENZIALMENTE INFETTI. Osservare le precauzioni accettate universalmente45 e le norme interne di laboratorio relative alla

ione e all inazione di materiali infetti.

Si raccomandano le pratiche di sicurezza biologica di Livello 2 e I'utilizzo di tutte le apparecchiature specifiche, quando si preparano le colorazioni acido-resistenti
e si esegue la coltura dei campioni clinici. Per procedure che comportano la possibilita di propagazione e di manipolazione di Mycobacterium tuberculosis o di altri
membri della specie Mycobacterium messi in coltura, si richiedono le pratiche di sicurezza biologica di Livello 3 e le apparecchiature raccomandate dai CDC.6

| flaconi vanno esaminati prima dell’'uso, per assicurarsi che non siano contaminati o torbidi, che i tappi non siano rigonfi o incavati, o che non ci siano perdite. In
rare occasioni, il collo di vetro del flacone potrebbe essere incrinato, rompendosi al momento di rimuovere il tappo o durante il maneggio. Pud anche succedere
che il tappo di un flacone non sia sigillato in modo perfetto, come avviene quando il bordo metallico alla base del tappo non si ripiega tutt’intorno in modo
uniforme al di sotto del collo del flacone. In entrambi i casi esiste la possibilita che il contenuto del flacone possa gocciolare o fuoriuscire, specialmente se il
flacone viene capovolto. NON USARE flaconi che presentano segni di contaminazione, danneggiamento o sigillatura imperfetta.

Per ridurre al minimo il rischio di perdite durante I'inoculo del campione nei flaconi di coltura, usare una siringa per tubercolina con ago fisso, calibro 25. Usare
una tecnica di inoculo ad una mano ed un supporto per il flacone sicuro, in modo da ridurre il rischio di punture d’ago accidentali. NON usare aghi di calibro
maggiore di 20. Aghi pit grossi usati per I'aggiunta del supplemento, la ventilazione del flacone o la subcoltura, possono danneggiare irreparabilmente il setto
del flacone e causare fuoriuscite.



Flaconi positivi usati per subcolture, colorazioni, ecc.: Prima di effettuare il dosaggio, & necessario dar sfogo al gas accumulatosi a causa del metabolismo
microbico. | prelievi devono essere eseguiti in una cappa di sicurezza biologica, indossando appropriati indumenti protettivi, maschere e guanti. Per ulteriori
informazioni sulla procedura di subcoltura, vedere la sezione PROCEDIMENTO.

Un flacone contaminato pud contenere pressione positiva. Se si effettua il prelievo da un flacone contaminato, dei gas e/o il terreno di coltura contaminato
possono fuoriuscire dal flacone creando un rischio biologico in forma di aerosol. La contaminazione del flacone pud non essere immediatamente visibile.

Sterilizzare in autoclave tutti i flaconi MYCO/F-Sputa inoculati, prima di eliminarli.

FLACONI CON PERDITE O ROTTURE

Se un flacone inoculato ha perdite o viene accidentalmente rotto, usare la normale prassi di laboratorio per le fuoriuscite micobatteriche. Come minimo,
osservare le precauzioni accettate universalmente. Si raccomanda un tipo di protezione approvato per le vie respiratorie. | flaconi che abbiano fuoriuscite minime,
limitate all'area del setto e del tappo, possono essere disinfettati localmente con un disinfettante micobattericida, seguito da una soluzione di alcool isopropilico
al 70%. Se il contenuto di un flacone dovesse fuoriuscire nello strumento, si verifica il rischio potenziale di esposizione ad aerosol. Spegnere lo strumento e
chiudere le porte immediatamente. Sgomberare la zona contaminata. Contattare il responsabile (o responsabili) per la sicurezza o il controllo delle infezioni.
Determinare la necessita di spegnere o modificare le impostazioni delle unita per la gestione dell’aria che servono la zona contaminata. Non ritornare nella

zona fino a quando tutti gli eventuali aerosol non si siano depositati o siano stati eliminati da un’adeguata ventilazione. Notificare BD contattando, o contattare

il rappresentante locale. Il CDC ha pubblicato linee guida da seguire in caso di contaminazione micobatterica accidentale dovuta alla rottura delle provette di
coltura o delle sospensioni di brodo.®

ISTRUZIONI PER LA CONSERVAZIONE
FLACONI DI COLTURA PER ESPETTORATI MYCO/F-SPUTA: Conservare a 2° — 25 °C, in luogo asciutto e al riparo da luce diretta.
NON usare oltre la data di scadenza.

SUPPLEMENTO ANTIBIOTICO BACTEC PANTA/F: Conservare il BACTEC PANTA/F non ricostituito a 2 — 8 °C. Una volta ricostituito, esso deve venir usato
immediatamente o congelato tra -20 e -70 °C fino a sei mesi. NON scongelare e ricongelare. Proteggere dalla luce. Evitare il surriscaldamento.

NON usare oltre la data di scadenza.

TRATTAMENTO DEL CAMPIONE

L’espettorato o altri campioni delle vie respiratorie devono essere digeriti, decontaminati e concentrati prima dell'inoculo nei flaconi di coltura per espettorati
MYCO/F-Sputa. Si raccomanda il metodo che utilizza N-acetil-L-cisteina-idrossido di sodio.6.7.8 Come alternativa, si puo usare il kit BBL MycoPrep per

il trattamento dei campioni. Non sono stati provati altri metodi di decontaminazione con il terreno per espettorati MYCO/F-Sputa. Dopo la centrifugazione
(23000 x g, 15 min) il sedimento deve essere risospeso in un tampone fosfato sterile, pH 6,8.

E necessario preparare i campioni non respiratori diversi dal sangue attenendosi al Clinical Microbiology Handbook,? al Manuale CDC, o alle regole specificate
nel manuale del vostro laboratorio individuale.

PROCEDIMENTO

Il terreno per espettorati MYCO/F-Sputa deve essere usato con uno strumento BACTEC 9000MB della serie fluorescente.

Materiali forniti: Flaconi di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa, Supplemento antibiotico BACTEC PANTA/F e Supplemento per terreni BACTEC Supplemento/F.
Materiali richiesti ma non forniti: Centrifuga, cella di sicurezza biologica, autoclave, incubatore sotto CO, a 37 °C, provette per centrifuga Falcon da 50 mL,
idrossido di sodio al 4%, soluzione di citrato di sodio al 2,9%, polvere di N-acetil-L-cisteina, tampone fosfato pH 6,8, vortex, pipette da trasferimento sterili,
siringa per tubercolina sterile con ago di calibro 25, disinfettante micobattericida, alcool isopropilico al 70%, agar micobatterico o terreno a base d’uovo, brodo
7H9, soluzione fisiologica sterile, organismi per il controllo di qualita (Mycobacterium tuberculosis, ATCC 27294; Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 e
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478), microscopio e materiali per la colorazione dei vetrini.

INOCULO DEI FLACONI DI COLTURA PER ESPETTORATI MYCO/F-SPUTA

1. Togliere il tappo dal flacone BACTEC e assicurarsi che il flacone non sia incrinato, contaminato o troppo torbido. Controllare anche che il setto non sia
rigonfio o incavato. NON USARE il flacone se viene notato qualsiasi difetto.

2. Contrassegnare il flacone di coltura col numero d’'identificazione del campione.

3. Ricostituire il flacone BACTEC PANTAJ/F liofilizzato con 10 mL di BACTEC Supplemento/F usando una siringa con puntale Luer-Lok munito di ago calibro
25. NON USARE aghi di calibro maggiore di 20. Aghi piu grossi possono danneggiare irreparabilmente il setto del flacone. Mescolare bene il contenuto.
Ispezionare ad occhio nudo il contenuto del flacone per verificare che il supplemento antibiotico BACTEC PANTA/F si sia sciolto completamente.

4. Pericampioni delle vie respiratorie e quelli non sterili, i flaconi di terreno per espettorati MYCO/F-Sputa da inoculare devono essere arricchiti con 2,0 mL
della soluzione BACTEC PANTAVJF ricostituita. | flaconi cosi arricchiti devono essere inoculati entro due ore dall’aggiunta della soluzione BACTEC PANTA/F.
Prima dell'inoculo con la soluzione BACTEC PANTAJF, pulire il setto con alcool isopropilico al 70%. Si raccomanda una siringa per tubercolina con ago fisso
di calibro 25. Usare una tecnica di inoculo ad una mano e un sicuro supporto per il flacone, in modo da ridurre il rischio di punture d’ago accidentali. Per i
tessuti o gli altri campioni solidi si raccomanda di usare un ago piti largo (calibro 20 — 22) e una siringa con puntale Luer-Lok o simile.

Per i fluidi biologici sterili diversi dal sangue (es. il liquido sinoviale e quello peritoneale), & necessario aggiungere 2,0 mL di Supplemento/F BACTEC ai
flaconi di terreno BACTEC MYCO/F-Sputa prima dell'inoculo. Prima di inoculare con il Supplemento/F BACTEC, pulire il setto con alcol isopropilico al 70%.
Si raccomanda I'uso di una siringa per tubercolina provvista di ago fisso, calibro 25. Usare una tecnica di inoculo ad una mano ed un supporto sicuro per il
flacone, in modo da ridurre il rischio di punture d’ago accidentali.

5. Iniettare in modo sterile 0,5 mL di campione trattato per flacone, usando una siringa per tubercolina con ago fisso di calibro 25. L'inserimento ed il ritiro
dell'ago devono essere eseguiti con un movimento lineare, senza alcuna torsione che potrebbe danneggiare permanentemente il setto. Pulire il setto con un
disinfettante micobattericida, seguito da alcool isopropilico al 70%. | flaconi inoculati devono essere collocati nel sistema BACTEC 9000MB appena possibile,
e comunque lo stesso giorno in cui il campione viene decontaminato, trattato e inoculato nei flaconi di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa.

A questo punto, devono essere inoculati anche terreni tradizionali come il Lowenstein-Jensen o il 7H10/7H11.

6. | flaconi inseriti nello strumento saranno analizzati automaticamente per 'intera durata del protocollo del test. Il sistema BACTEC 9000MB determinera i
flaconi positivi e li identifichera (vedere il manuale d’'uso del sistema BACTEC 9000MB, MA-0092). Il sensore dentro il flacone pud non apparire visibilmente
diverso nei flaconi positivi o negativi, ma il sistema BACTEC 9000MB potra determinare un’eventuale differenza nella fluorescenza del sensore.

7. I flaconi positivi vanno subcolturati e si deve preparare un vetrino acido-resistente.
Trattamento di un flacone identificato come positivo dallo strumento:

a) Togliere il flacone dallo strumento.

b) In una cella di sicurezza biologica, ventilare il flacone per portare il suo contenuto alla pressione atmosferica.

c) Invertire il flacone per mescolarne il contenuto.

d) Prelevare un‘aliquota dal flacone (0,1 mL ca.) per preparare le colorazioni (AFB e di Gram).

e) Ispezionare il vetrino e le colorazioni. Stendere un referto preliminare solo dopo aver compiuto una valutazione della colorazione acido-resistente.
Se I’AFB é positivo, eseguire una subcoltura su terreno solido e refertare come: positivo per lo strumento, positivo per AFB, identificazione in corso.
Se sono presenti dei microrganismi diversi dai bacilli acido-resistenti, refertare come: positivo per lo strumento, negativo per AFB, contaminato.
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Se non & pl alcun micror i sul vetrino, rimettere il flacone nello strumento come flacone negativo e lasciar ultimare il periodo d'analisi. Non
viene steso alcun referto. Le subcolture per I'identificazione e le prove di sensibilita ai farmaci possono essere effettuate utilizzando il liquido contenuto nei flaconi
di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa.

Subcoltura e rientro del flacone: La subcoltura deve essere eseguita in una camera di sicurezza biologica, indossando appropriati indumenti protettivi, maschere
e guanti compresi. Prima di effettuare la subcoltura, porre i flaconi in posizione verticale e collocare un tampone imbevuto d’alcool sul setto. Per liberare I'eventuale
pressione positiva nel flacone, causata dalla crescita di contaminanti, inserire un ago di calibro 25 (o piu piccolo), munito di un appropriato filtro o compressa,
attraverso il tampone d'alcool e il setto. L’ago va rimosso non appena la pressione diminuisce e prima di effettuare il prelievo del flacone per subcolture.
L’inserimento e la rimozione dell’ago devono essere eseguiti con un movimento lineare, senza alcuna torsione che potrebbe danneggiare permanentemente il
setto. Per subcolturare il flacone ventilato, capovolgere per mescolare bene il contenuto, poi inserire una nuova siringa con un ago da 25 e prelevare del terreno di
coltura per ulteriori prove. Non ritappare I’ago. Eliminare aghi e siringhe in un contenitore per rifiuti a rischio biologico, adatto per oggetti appuntiti.

Se si desidera, si pud rimettere nello strumento un flacone che abbia dato uno striscio negativo, e tenerlo sotto controllo fino al termine del procedimento d’analisi.
Al termine delle sei settimane d'incubazione, esaminare ad occhio nudo tutti i flaconi riconosciuti come negativi dallo strumento. Se il flacone appare visibilmente positivo

(cioé torbido, con possibili grumi di micobatteri) si devono eseguire una subcoltura, una colorazione acido-resistente e, qualora il risultato della colorazione acido-resistente sia
positivo, lo si deve trattare come presuntivamente positivo. Se il flacone non mostra alcun segno di positivita, esso va sterilizzato, quindi eliminato.

CONTROLLO DI QUALITA
Certificati di controllo qualita vengono forniti con ciascuna confezione di terreno.

Si raccomanda che ogni nuova confezione o nuovo lotto di terreno di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa ricevuto venga testato con gli organismi ATCC di controllo
elencati qui sotto, qualificati come controllo positivo, e con un flacone non inoculato, come controllo negativo.

Organismo Margine di tempo per il rilevamento (giorni)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8a12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1a3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6a12

Per preparare il flacone del controllo positivo:

1. Coltivare I'organismo in brodo 7H9.

2. Preparare una sospensione dell'organismo al McFarland N° 1 (= 107 UFC/mL), utilizzando soluzione fisiologica sterile.

3. Diluire la sospensione al 104 UFC/mL, per mezzo di soluzione fisiologica sterile.

4. Inoculare 1 mL della sospensione ottenuta in un flacone di coltura MYCO/F-Sputa, il quale ¢ stato arricchito con 2,0 mL di BACTEC PANTAJ/F ricostituito.
Solamente gli organismi di controllo qualita hanno un volume d’inoculo di 1 mL.

Il flacone del controllo positivo e quello negativo devono essere fatti passare dentro allo strumento e testati. Il flacone del controllo positivo deve venir identificato

come positivo dallo strumento, con valori compresi nella gamma presentata alla tabella sopra. Il controllo negativo deve rimanere invariato. Se uno di questi flaconi

non da i risultati attesi, non si devono usare i terreni finché non si sia contattato il rappresentante locale di BD, al numero riportato alla fine di questo foglietto.

Per informazioni sul controllo qualita del sistema BACTEC 9000MB, vedere il manuale d’'uso del sistema BACTEC 9000MB (MA-0092).

RISULTATI

La positivita in coltura di un campione viene determinata dal sistema BACTEC 9000MB e confermata da un vetrino acido-resistente. Un risultato positivo indica
la presuntiva presenza di microrganismi vivi nel flacone.

LIMITI DEL PROCEDIMENTO
Contaminazione

Fare attenzione a non contaminare il campione in fase di prelievo, digestione, decontaminazione ed inoculo nel flacone BACTEC. A causa della ricchezza

del terreno e della natura non selettiva del metodo di rilevamento del consumo d’ossigeno tramite fluorescenza, si puo verificare della contaminazione. Le
procedure di digestione e decontaminazione devono essere effettuate accuratamente, per ridurre la contaminazione da parte di organismi non micobatterici.
Usare per il test solamente i tipi di campioni indicati. Un flacone contaminato produrra una lettura positiva senza significato clinico. Tale determinazione deve
essere effettuata dall’analista sulla base di fattori quali: il risultato dello striscio acido-resistente, il tipo di organismo isolato, la presenza dello stesso organismo
in diverse colture, la cartella clinica del paziente, ecc. (per il procedimento di ridecontaminazione del flacone, consultare il manuale d’uso del sistema BACTEC
9000MB, MA-0092).

Per la decontaminazione, si raccomanda di usare il metodo con la combinazione N-acetil-L-cisteina-idrossido di sodio (NALC-NaOH). Non sono stati testati
altri metodi di decontaminazione in combinazione col terreno BACTEC MYCO/F-Sputa. | decontaminanti per digestione possono avere degli effetti dannosi

sui micobatteri.

Tipo di campione

| flaconi di coltura BACTEC MYCO/F-Sputa con I'aggiunta di Supplemento/F BACTEC e di BACTEC PANTA/F, quando necessario, vanno usati per la coltura
e lisolamento a partire da campioni clinici digeriti e decontaminati e fluidi biologici sterili diversi dal sangue. Il livello di rilevamento minimo di questo test puo
variare a seconda della specie di micobatteri presente.

NON USARE i flaconi di coltura contenenti il terreno MYCO/F-Sputa per I'isolamento di micobatteri dal sangue.

1 liquidi pleurici possono contenere globuli rossi e bianchi’® con un alto tasso di metabolismo ossidativo che pud dare risultati falsi positivi.

Considerazioni di carattere generale

I rilevamento delle specie di micobatteri nei campioni clinici dipende dal numero di organismi presenti nel campione, dal metodo di prelievo del campione, da
fattori dipendenti dal malato come la presenza di sintomi o la terapia precedente, e dal metodo di trattamento del campione. La conformita alle istruzioni sulla
procedura & d'importanza cruciale per il recupero ottimale dei micobatteri. La contaminazione dovuta a micobatteri saprofiti provenienti dall’acqua di rubinetto o
ad altri reagenti ed attrezzature di laboratorio, pud essere la causa di risultati falsi positivi.

Per ottenere la massima quantita di isolati, aggiungere ad ogni flacone 0,5 mL di inoculo trattato e risospeso. La rigorosita del protocollo di digestione e
decontaminazione usato per trattare il campione puo inoltre influire sullisolamento e sul tempo necessario al rilevamento.

La colorazione dei micobatteri acido-resistenti puo variare in funzione del ceppo, I'eta della coltura e altre variabili. Tutti i flaconi positivi riconosciuti come tali
dallo strumento, o di aspetto torbido al termine della procedura d’analisi, devono essere subcolturati in terreni micobatterici sia selettivi che non selettivi. Le
specie non micobatteriche possono crescere piu in fretta di quelle dei micobatteri presenti. Questi flaconi di coltura devono venir ridecontaminati e rimessi in
coltura (consultare il manuale d’'uso del sistema BACTEC 9000MB, MA-0092, relativamente alla procedura di ridecontaminazione del flacone).

Le caratteristiche di morfologia e pigmentazione delle colonie possono essere determinate solamente su terreni solidi. Si possono eseguire altre analisi di
identificazione per determinare le specie di micobatteri in un flacone positivo di terreno per espettorati MYCO/F-Sputa.

| flaconi BACTEC MYCO/F-Sputa che appaiono positivi possono contenere una o piti specie di micobatteri e/o altre specie che non appartengono ai micobatteri.
L'identificazione dei micobatteri presenti richiede la subcoltura su terreni solidi e delle analisi supplementari per identificare gli organismi presenti. La coerenza
della morfologia microscopica nel BACTEC MYCO/F-Sputa non & stata stabilita.
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| flaconi BACTEC MYCO/F-Sputa vengono incubati a 37 °C, il che esclude di fatto il recupero di micobatteri che necessitano di temperature d'incubazione
diverse (es.: M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). Il recupero di tali organismi richiede metodi di coltura supplementari. Gli organismi con esigenze di
crescita specifiche (es. M. haemophilum) possono non venir isolati nel BACTEC MYCO/F-Sputa, anche quando incubati alla temperatura adeguata. Gli isolati
seguenti sono stati rilevati come positivi dal sistema BACTEC 9000MB in combinazione con I'utilizzo dei flaconi di coltura per espettorati BACTEC MYCO/F-
Sputa, sia nel corso di studi interni che di prove cliniche: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum,
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium xenopi.

L’uso del supplemento antibiotico BACTEC PANTA/F, sebbene necessario per tutti i campioni non sterili, pud avere effetti inibitori su certi micobatteri.
Durante gli studi clinici non sono state eseguite subcolture finali in modo sistematico; percio il tasso reale dei falsi negativi, definito come il flacone MYCO/F-
Sputa che rimane negativo lungo l'intero periodo di incubazione (sei settimane), ma che dopo la subcoltura ha evidenziato la crescita di un organismo
micobatterico, non ha potuto essere determinato.

VALORI PREVISTI

La distribuzi della freq dei tempi di recupero per i campioni delle vie respiratorie sottoposti a prove cliniche, determinati come positivi dal
sistema BACTEC 9000MB, é presentata nell’illustrazione che segue.
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CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE

Campioni delle vie respiratorie:

Il sistema BACTEC 9000MB ¢ stato valutato in quattro sedi cliniche diverse, comprendenti dei laboratori di igiene pubblica e dei grossi ospedali specializzati
in diverse localita geografiche. La popolazione delle sedi comprendeva pazienti affetti da AIDS, pazienti con sistema immunitario compromesso e pazienti che
avevano subito trapianti. Il sistema BACTEC 9000MB é stato messo a confronto con il sistema radiometrico BACTEC 460TB e con terreni di coltura solidi
convenzionali per il recupero e I'isolamento di micobatteri da campioni delle vie respiratorie. Nel corso delle prove sono stati testati in totale 3135 campioni
delle vie respiratorie. Il numero totale degli isolati positivi di micobatteri patogeni recuperati durante questo studio & stato 348. Di questi, 292 (84%) sono stati
ottenuti col sistema BACTEC 9000MB, 260 (75%) provenivano dall'analisi col sistema radiometrico BACTEC 460TB e 178 (51%) provenivano da terreni solidi
(Lowenstein-Jensen). Il sistema BACTEC 9000MB e i terreni solidi insieme hanno recuperato 1'89,6% della totalita degli isolati patogeni. Per quanto riguarda i
MOTT* (Micobatteri diversi da tubercolosi) non patogeni, il numero totale degli isolati positivi recuperati nel corso dello studio & stato 40. Di questi positivi, 16
(40%) sono stati rilevati col sistema BACTEC 9000MB, 24 (60%) sono stati recuperati col sistema radiometrico BACTEC 460TB e cinque (13%) provenivano da
terreni solidi. Il sistema BACTEC 9000MB e i terreni solidi, insieme, hanno recuperato il 50% del totale dei MOTT non patogeni.

*( MOTT non patogeni comprendevano M. gordonae, M. abscessus, M. terrae.)

Il sistema BACTEC 9000MB non ¢ riuscito a recuperare I'1,8% degli isolati patogeni che erano stati rilevati da uno o piu degli altri sistemi di riferimento
(BACTEC 460TB o terreni solidi convenzionali). Anche se questa percentuale rappresenta una perdita potenziale di recupero, essa non corrisponde
effettivamente a un falso negativo (vedere la sezione «Limiti del procedimento»). L'utilizzo di un secondo terreno, come raccomandato, aumenta la probabilita
di recupero dei micobatteri. Il sistema BACTEC 9000MB ha dato un tasso di falsi positivi dell'1,5% (identificati come positivi dallo strumento, ma negativi allo
striscio e/o alla subcoltura). Il tasso di contaminazione globale per il sistema BACTEC 9000MB é stato del 6,5%.

PROSPETTO RIASSUNTIVO DEL RECUPERO DI ISOLATI DA CAMPIONI RESPIRATORI, OTTENUTO CON L’UTILIZZO DEL SISTEMA BACTEC 9000MB,
NEL CORSO DELLE PROVE CLINICHE

Specie isolate Totale TOTALE  9000MB  TOTALE 460TB TOTALE LJ
isolati 9000MB SOLO 460TB SOLO LJ SOLO
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
Complesso M. avium 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 11 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
M. specie (altri) 5 5 2 1 0 3 0
TOTALE ISOLATI 388 308 76 284 56 183 15

Campioni non delle vie respiratorie:

In uno studio individuale presso una grande clinica universitaria ospedaliera, si sono esaminati 803 campioni non delle vie respiratorie con il terreno di coltura
BACTEC MYCO/F-Sputa, con il terreno di coltura BACTEC 12B e con un terreno convenzionale (Lowenstein-Jensen). Il numero totale di isolati positivi per
micobatteri patogeni ottenuti dallo studio & stato 38. Il sistema BACTEC 9000MB ha isolato 29 (76,3%) di questi isolati positivi, 30 (78,9%) sono stati isolati con il
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sistema BACTEC 460TB, e 24 (63,2%) sono stati isolati con il terreno convenzionale (Lowenstein-Jensen). Il sistema BACTEC 9000MB combinato con i terreni
solidi ha isolato '89,5% del totale degli isolati patogeni. Il totale dei campioni positivi (micobatteri patogeni e non patogeni) proveniva dalle seguenti fonti: gastrica
(5,1%), fluidi biologici sterili diversi dal sangue (17,9%), feci (10,3%), pelle di superficie/drenaggio da ferita (5,1%), tessuto (53,8%) e urine (7,7%). Durante questo
saggio clinico, i seguenti isolati sono stati identificati come positivi con il sistema BACTEC 9000MB usando MYCO/F-Sputa: M. tuberculosis, il complesso M.
avium, M. chelonae, M. fortuitum e M. bovis. |l tasso generale di falsi positivi (positivi per lo strumento, negativi per striscio e/o subcoltura) & stato del 5,0%. Il tasso
di falsi positivi & differito in modo significativo da quello riportato in passato per i campioni delle vie respiratorie, in conseguenza della varieta di campioni raccolti
ed esaminati. Il tasso di contaminazione invasiva per campioni normalmente sterili (ossia tessuto e fluidi biologici sterili diversi dal sangue) & variato dal 4,7% al
18,9%,; per i campioni non sterili (ossia drenaggio gastrico, feci, urina, pelle di superficie/drenaggio da ferita) & variato dall'8,2% al 73,9%. In generale il tasso di
contaminazione invasiva é stato del 14,9%.

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

Assistenza e supporto tecnico BD Diagnostics: rivolgersi al rappresentante locale BD.

& BD Frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa
Caldo Middlebrook 7H9 suplementado

Espariol
USO PREVISTO

Los medios de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa (caldo Middlebrook 7H9 modificado con CO,) con BACTEC Suplemento/F y mezcla antibidtica

BACTEC PANTA/F afadidos, cuando sea necesario, se utilizan con el instrumento BACTEC 9000MB de la serie fluorescente como un procedimiento cualitativo
para el cultivo in vitro y recuperacion de micobacterias. Las muestras que pueden ser utilizadas son las muestras clinicas descontaminadas y digeridas y los
fluidos corporales estériles no sanguineos.

RESUMEN Y EXPLICACION

Desde mediados de 1980 con la diseminacion de la epidemia del SIDA, Mycobacterium tuberculosis (MTB) y otras micobacterias ademas de tuberculosis
(MOTT), especialmente el complejo Mycobacterium avium (MAC), han venido resurgiendo. Desde 1985 hasta 1992, el nimero de casos informados de MTB
aumento en 18%. La tuberculosis contina siendo la causa de muerte de aproximadamente 3 millones de personas al afio en todo el mundo, constituyendo
asi, la primera causa de muerte entre las enfermedades infecciosas.! Entre 1981 y 1987, las encuestas de casos de SIDA indicaron que 5,5% de los pacientes
con SIDA tenian infecciones micobacterianas diseminadas de tipo no tuberculoso, como por ejemplo, MAC. En 1990, el aumento de casos de infecciones
micobacterianas diseminadas no tuberculosas resulté en una incidencia acumulada de 7,6%.2 Ademas de la reaparicion de MTB, las cepas de MTB resistentes
a multiples antibiéticos (MDR-TB) constituyen una gran preocupacion. Retrasos en los andlisis de laboratorio para el crecimiento, identificacion e informe de
casos relacionados a MDR-TB contribuyeron, al menos en parte, a la diseminacién de la enfermedad.

Los U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) han recomendado que los laboratorios deben hacer todos los esfuerzos para utilizar los métodos
mas rapidos disponibles para el diagndstico y anélisis de micobacterias. Estas recomendaciones incluyen el uso de medios liquidos y sélidos para el
cultivo micobacteriano.3

El sistema BACTEC 9000MB esta disefiado para la deteccion rapida de micobacterias en muestras clinicas no sanguineas. El sistema incluye un medio de
cultivo liquido (frasco de cultivo MYCO/F para esputos), un suplemento de crecimiento (Suplemento/F) y un suplemento antibiético (BACTEC PANTA/F).

ElI BACTEC Suplemento/F contiene intensificadores de crecimiento para micobacterias, y es utilizado también para reconstituir el BACTEC PANTA/F. EI
BACTEC PANTAJ/F contiene agentes antimicrobianos utilizados para suprimir el crecimiento de microorganismos infecciosos o presentes normalmente en la
flora que puedan haber sobrevivido el proceso de descontaminacion y se recomienda como un aditivo con todas las muestras no estériles. Cada frasco contiene
un indicador que puede detectar descensos en el nivel de oxigeno disuelto en el medio como resultado del metabolismo y crecimiento de microorganismos. El
instrumento verifica el aumento de la fluorescencia del indicador, que es proporcional al descenso en el contenido de oxigeno disuelto. Un resultado positivo
indica la presencia presunta de micobacterias viables dentro del frasco. La deteccion se limita a los microorganismos capaces de crecer en el medio de cultivo.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras clinicas no sanguineas son colectadas y procesadas segtn los procedimientos normales para la recuperacion de micobacterias. Las muestras
procesadas son inoculadas con una jeringa y aguja en el frasco de cultivo BACTEC MYCO/F para esputos que ha sido suplementado con BACTEC
Suplemento/F y/o BACTEC PANTA/F, segun el tipo de muestra (refiérase a la seccion de procedimientos). La informacién sobre el paciente es registrada en

el sistema computarizado, y se le asigna una estacion al frasco que contiene la muestra conforme al codigo del menu del instrumento. El frasco es colocado en
el sistema BACTEC 9000MB y es incubado continuamente a 37 °C agitando cada 10 minutos para asegurar una recuperaciéon maxima. La respiracion de los
microorganismos aerobios viables presentes en un frasco suplementado de medio MYCO/F para esputos ocasiona un descenso neto del nivel de oxigeno en
ese frasco. La disminucion del oxigeno disuelto da lugar a un aumento en la fluorescencia del indicador del frasco que detecta el sistema BACTEC 9000MB en
la verificacion que hace cada diez minutos. El analisis de velocidad de descenso del nivel del oxigeno disuelto permite determinar si el frasco es positivo, o sea,
que la muestra analizada contiene organismos viables. Los frascos de cultivo que permanecen negativos por un minimo de 42 dias (hasta 56 dias), y que no
muestran sefiales visibles de positividad, son retirados del instrumento y esterilizados antes de desecharse.

REACTIVOS

Antes de realizar el procedimiento, los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa contienen los siguientes reactivos:
Componentes
Agua desmineralizada . ......... 40 mL Sulfato de amonio ................ 0,05% plv
Base de caldo Middlebrook 7H9 .. .0,47% p/v Citrato férrico de amonio . .......... 0,006% p/v
Hidrolizado de caseina . . . ..0,10% p/v Polisorbato 80. 0,0025% p/v
SuplementoH ................. 0,30% p/v Hemina.......... ... ... ... ... 0,0005% p/v
Glicerol. . ... 0,10% p/v

Todos los medios BACTEC se suministran con CO, afiadido. La composicién puede haberse modificado de acuerdo con las necesidades especificas de
rendimiento.

Antes de inocular muestras del aparato respiratorio y muestras no estériles, es necesario afiadir 2,0 mL de la solucién del suplemento antibidtico

BACTEC PANTA/F, reconstituida con BACTEC Suplemento/F, a cada frasco de 40 mL de medio BACTEC MYCO/F para esputos. Antes de inocular fluidos
corporales estériles no sanguineos, cada frasco de 40 mL de medio BACTEC MYCO/F para esputos debe ser suplementado con 2,0 mL de BACTEC
Suplemento/F. Por favor, consulte los prospectos de BACTEC PANTA/F (PP-102) y BACTEC Suplemento/F (PP-103) para mas informacion.
ADVERTENCIAS

Precauciones: Para uso diagndstico in vitro.

Este producto contiene goma natural seca.

PRUEBA PARA MUESTRAS POTENCIALMENTE INFECCIOSAS. Deben seguirse las precauciones universales4’ y normas institucionales en el manejo
y desecho de cualquier material contaminado.



Son recomendados los niveles de bioseguridad tipo 2, laboratorios y equipos de prevencion, para la preparacion de tincion acido-resistente y para el cultivo

de muestras clinicas. Para actividades que involucren la propagacion y manipulacién de Mycobacterium tuberculosis o especies micobacterianas en cultivo, se
requieren practicas de bioseguridad nivel 3, laboratorios y equipo de prevencién conforme a las recomendaciones del CDC.6

Se debe examinar cada frasco antes de usarlo para ver si se presentan indicios de contaminacién, por ejemplo, turbidez, membrana de goma hinchada o
hundida, o fugas. En raras ocasiones, el cuello del frasco de vidrio puede estar rajado y puede romperse al quitar el tapon a presion o durante su manipulacion.
También, es posible que un frasco presente un sellado incompleto del tapén, como por ejemplo, cuando el borde de metal en la superficie inferior del tapon no
esta uniformemente extendido debajo del final del cuello del frasco. En ambos casos, el contenido de los frascos puede gotear o derramarse, especialmente si
se invierte el frasco. NO SE DEBE USAR ningun frasco que presente indicios de contaminacion, dafio o sellado incompleto.

Para reducir a un minimo la posibilidad de pérdidas durante la inoculacién de las muestras en los frascos de cultivo, use jeringas de tuberculina con aguja fija de
calibre 25. Se debe utilizar la técnica de inoculacién con una sola mano y un soporte adecuado para el frasco para evitar el riesgo de pincharse accidentalmente
con la aguja. NO deben utilizarse agujas que tengan un calibre mayor de 20. El uso de agujas mas grandes durante la adicién del suplemento, liberacion de
la presion o preparacion de subcultivos puede dafiar permanentemente la membrana de goma del frasco y causar fugas.

Frascos de cultivo positivos para subcultivos o para teiiir, etc.: Antes de tomar una muestra, es necesario liberar el gas que frecuentemente se acumula
debido al metabolismo de los microorganismos. De ser posible, la toma de muestras debe efectuarse en una camara de seguridad biolégica. El operario debe
llevar puesta ropa de proteccion, incluyendo guantes y mascarilla. Vea la seccién titulada PROCEDIMIENTO para obtener mas informacién sobre subcultivos.
Un frasco contaminado puede contener presion positiva. Si se analiza un frasco contaminado, gas y/o medio de cultivo contaminado puede escaparse del
frasco, creando un aerosol peligroso. Es posible que la contaminacion del frasco no se vea faciimente.

Todos los frascos inoculados con MYCO/F para esputos deben esterilizarse en el autoclave antes de desecharse.

FRASCOS ROTOS O MAL SELLADOS

Si se observa que un frasco inoculado pierde liquido o si se rompiera accidentalmente, siga el procedimiento establecido en su laboratorio para el manejo de
derrames de micobacterias. Como minimo, se deberan seguir las precauciones universales. Se recomienda el uso de alguna forma aprobada de proteccion
respiratoria. Cualquier frasco que tuviera pérdidas minimas limitadas a la membrana de goma o al tapon del frasco puede desinfectarse localmente con un
desinfectante micobactericida, seguido de alcohol isopropilico al 70%. Si esto ocurriera dentro del instrumento, existe un riesgo potencial de exposicién al
aerosol. Apague el instrumento y cierre las puertas inmediatamente. Desaloje el area afectada. Péngase en contacto con el(los) Oficial(es) de Seguridad o de
Control de Infecciones de su departamento. Determine la necesidad de apagar o modificar el ajuste de las unidades de control de aire de la zona afectada.
No vuelva a esa zona hasta que todos los posibles aerosoles se hayan asentado o hayan sido eliminados mediante la ventilacién adecuada. Debera notificarse
a BD Diagnostics contactando al su representante local. Los CDC han publicado una guia para el manejo adecuado de contaminaciones por micobacterias
debidas a la rotura de frascos de cultivo o suspensiones de caldo de cultivo.®

INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

Frascos de cultivo MYCO/F-Sputa: Aimacenar en un lugar seco entre 2 y 25 °C y fuera de la luz directa.

NO usar después de la fecha de caducidad.

Suplemento antibiotico BACTEC PANTA/F: Almacene el BACTEC PANTA/F sin reconstituir entre 2 y 8 °C. Una vez reconstituido, debe usarse
inmediatamente o almacenarse congelado entre -20° y -70 °C por un periodo de hasta seis meses. NO descongele y vuelva a congelar. Proteja de la luz. Debe
evitarse el calentamiento excesivo.

NO usar después de la fecha de caducidad.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Los esputos u otras muestras respiratorias deben digerirse, descontaminarse y concentrarse antes de su inoculacién en los frascos de medio de cultivo MYCO/F
para esputos. Se recomienda el uso del método del hidréxido sédico de N-acetil-L-cisteina.6.7.8 Alternativamente, el equipo BBL MycoPrep puede usarse

para el procesamiento de la muestra. Otros métodos de descontaminacién no han sido probados en conjuncién con el medio MYCO/F-Sputa. Después de la
centrifugacion (= 3.000 x g, 15 min), el sedimento debera resuspenderse en un tampon de fosfato estéril, pH 6,8.

El procesamiento de las muestras procedentes de fuera del aparato respiratorio, no sanguineas, debe realizarse segun el Clinical Microbiology Handbook,® CDC
Manual, o como define el manual de procedimientos correspondiente a su laboratorio.

PROCEDIMIENTO
El medio MYCO/F-Sputa debe utilizarse con el instrumento BACTEC 9000MB de la serie fluorescente.

Materiales suministrados: Frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa, suplemento antibiético BACTEC PANTA/F y suplemento para medios
BACTEC Suplemento/F.

Materiales necesarios pero no suministrados: Centrifuga; cdmara de seguridad biolégica; autoclave; incubador con CO, a 37 °C; tubos de centrifuga de 50 mL
de la serie Falcon; hidréxido de sodio al 4%; solucion de citrato de sodio al 2,9%; N-acetil-L-cisteina en polvo; tampon de fosfato, pH 6,8; vortex; pipetas de
transferencia estériles; jeringas de tuberculina estériles con aguja de calibre 25; desinfectante micobactericida; alcohol isopropilico al 70%; agar micobactericida
o medio que contenga huevo; caldo 7H9; solucién salina estéril; organismos para el control de calidad (Mycobacterium tuberculosis, ATCC 27294;
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841; y Mycobacterium kansasii, ATCC 12478); microscopio y materiales para la tincién de portaobjetos.

Inoculacioén de los frascos de cultivo MYCO/F-Sputa

1. Desprenda el tapon a presion del frasco BACTEC e inspeccione el frasco para ver si hay roturas, contaminacion, turbidez excesiva o membrana de goma
hinchada o hundida. NO LO UTILICE si observa cualquier defecto.

2. Marque el frasco de cultivo con la identificacién de la muestra.

3. Reconstituya el frasco BACTEC PANTAJF liofilizado con 10 mL del BACTEC Suplemento/F utilizando una jeringa con punta de tipo Luer-Lok adaptada con
una aguja de calibre 25. No deben utilizarse agujas que tengan un calibre mayor de 20. Las agujas mayores pueden dafiar permanentemente la membrana
de goma del frasco. Mezcle bien el contenido. Inspeccione visualmente el contenido del frasco para asegurarse de la disolucién completa del suplemento
antibiético BACTEC PANTA/F.

4. Para muestras del aparato respiratorio y muestras no estériles, los frascos de medio MYCO/F para esputos que vayan a ser inoculados deben
suplementarse con 2,0 mL de la solucién BACTEC PANTA/F reconstituida. Los frascos suplementados deben ser inoculados en el plazo de dos horas
después de la adicion de la solucion BACTEC PANTA/F. Antes de inocularlos con la solucion BACTEC PANTA/F, limpie la membrana de goma con alcohol
isopropilico al 70%. Se recomienda utilizar una jeringa de tuberculina con una aguja fija de calibre 25. Se debera utilizar la técnica de inoculacion con una
sola mano y un soporte adecuado para el frasco para evitar el riesgo de pincharse accidentalmente con la aguja. Para muestras de tejido u otras muestras
de particulas, se recomienda utilizar una aguja de mayor tamafio (calibre 20 — 22) y una jeringa con una punta de la marca Luer-Lok o de tipo similar.

Para fluidos corporales estériles no sanguineos (por €j. fluido sinovial, peritoneal), los frascos de medio BACTEC MYCO/F-Sputa deben ser suplementados
con 2,0 mL de BACTEC Suplemento/F antes de la inoculacién. Antes de inocular el BACTEC Suplemento/F, limpie la membrana con una torunda
impregnada en 70% de alcohol isopropilico. Se recomienda utilizar una jeringa de tuberculina con aguja fija de calibre 25. Debe emplearse una técnica de
inoculacién utilizando una sola mano y un portafrascos apropiado para prevenir las lesiones accidentales de puncion por aguja.

5. De forma aséptica, inyecte 0,5 mL de la muestra procesada en cada frasco utilizando una jeringa de tuberculina con aguja de calibre 25. La insercién y
extraccion de la aguja debera hacerse de forma vertical, evitando movimientos laterales que pudieran dafiar permanentemente la membrana de goma.
Limpie la membrana de goma con un desinfectante micobactericida, seguido de alcohol isopropilico al 70%. Los frascos inoculados deberan ser colocados
en el sistema BACTEC 9000MB de la serie fluorescente tan pronto como sea posible, pero ante todo el mismo dia en que la muestra fue descontaminada,
procesada e inoculada en los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa.
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En este momento, también deben inocularse los medios convencionales como Lowenstein-Jensen 7H10/7H11.

6. Los frascos que se ponen en el instrumento seran analizados automaticamente durante el periodo del protocolo de la prueba. El sistema BACTEC 9000MB
identificara los frascos positivos (consulte el Manual del usuario del instrumento BACTEC 9000MB, MA-0092). Es posible que no haya una diferencia visible en
el indicador entre frascos positivos o negativos. Sin embargo, el sistema BACTEC 9000MB puede determinar una diferencia en la fluorescencia del indicador.

7. Los frascos positivos deben ser subcultivados y utilizados para preparar una citologia &cido-rapida.

Procesamiento de un frasco identificado como positivo por el instrumento:

a) Remueva el frasco del instrumento.

b) En una camara de seguridad bioldgica, ventile el frasco para equilibrar la presion del frasco con la atmdésfera.

c) Invierta el frasco para mezclar el contenido.

d) Colecte una alicuota del frasco (aproximadamente 0,1 mL) para preparaciones de tincién (bacilos &cido-resistentes y tinciones de Gram).

e) Inspeccione el frotis y el resto de las preparaciones. Informe los resultados preliminares solamente después de la evaluacién de la tincion acido-resistente.

Si es positivo a bacilos acido-resistentes, subcultive en medio sélido e informe como: deteccion positiva por el instrumento, positivo a bacilos &cido-
resistentes, identificacion pendiente.

Si otros microor i > deb
acido-resistentes, contaminado.

Si no se detectan microorganismos en los frotis, vuelva a introducir el frasco en el instrumento como un frasco negativo y continle la prueba hasta finalizar
el protocolo. Sin resultado para el informe.

Los liquidos de los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa pueden utilizarse para subcultivos para la identificacion y andlisis de sensibilidad a antibioticos.

Subcultivos y reapertura de los frascos: Los subcultivos deben efectuarse en una cdmara de seguridad biolégica. El operario debe llevar puesta ropa de
proteccion, incluyendo guantes y mascarilla. Antes de hacer el subcultivo, colocar el frasco en posicion vertical y colocar un trozo de algodén empapado en
alcohol sobre la membrana de goma. A fin de dejar escapar cualquier presion positiva que se haya podido producir en el interior del frasco debido al crecimiento
de contaminantes, introduzca una aguja estéril de calibre 25 (o menor), equipada con un filtro o tapén adecuado, a través del trozo de algodén empapado en
alcohol y la membrana de goma. La aguja debe retirarse una vez reducida la presién y antes de tomar la muestra para efectuar el subcultivo. La insercion y
retirada de la aguja debera hacerse en linea recta, evitando movimientos laterales que pueden dafar la membrana de goma. Para subcultivar el frasco al que se
le ha liberado la presion, inviértalo para mezclar bien el contenido e inserte una jeringa nueva, con una aguja de calibre 25, para retirar el medio de cultivo para
el procesamiento posterior. No vuelva a poner el capuchén a la aguja. Deseche las agujas y jeringas en un contenedor para material biolégicamente
peligroso resistente a pinchazos.

El usuario puede volver a poner en el instrumento cualquier frasco que haya dado una citologia negativa para el control continuado durante el protocolo de la prueba.
Al cabo de seis semanas de incubacion, evalle visualmente todos los frascos que el instrumento haya detectado como negativos. Si al final del protocolo de la
prueba, un frasco aparece visualmente positivo (es decir, con turbidez, con posibles agregados de micobacterias), éste debera ser subcultivado, tefiido con la
técnica acido-rapida y tratado como posible positivo, siempre y cuando el resultado de la tincién acido-rapida sea positivo. Si el frasco no muestra sefiales de
positividad, éste debe esterilizarse antes de desecharse.

ilos acid i son

informe como: deteccioén positiva por el instrumento, negativo a bacilos

CONTROL DE CALIDAD
Los certificados de control de calidad se incluyen en cada caja de medios.

Se recomienda que después de recibir cada lote nuevo de medios de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa, éste sea evaluado con los microorganismos de prueba
de la ATCC identificados en la siguiente tabla como controles positivos y con un frasco sin inocular como control negativo.

Organismo Margen de tiempo de deteccion (dias)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8a1l2
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1a3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6a12

Para preparar el frasco de control positivo:

1. Cultive el organismo en caldo 7H9.

2. Prepare una suspension McFarland N° 1 (= 107 UFC/mL) del organismo utilizando solucion salina estéril.

3. Diluir la suspension a una concentracion de 104 UFC/mL con solucién salina estéril.

4. Inocular 1 mL de esta suspensién en un frasco de cultivo MYCO/F para esputos que ha sido suplementado con 2,0 mL de BACTEC PANTA/F reconstituido.
Inéculos de 1 mL deben utilizarse para los organismos de control de calidad Unicamente.

Los frascos de control positivo y negativo deben ser ubicados en el instrumento y analizados. El frasco de control positivo debe ser detectado como positivo por

el instrumento dentro del margen de tiempo especificado en la tabla anterior. El control negativo debe permanecer negativo. Si cualquiera de estos frascos no

muestra los resultados esperados, no utilice los medios hasta que se haya comunicado con su representante local de BD.

Para obtener informacioén acerca del control de calidad para el sistema BACTEC 9000MB, consulte el Manual del usuario del instrumento BACTEC 9000MB

(MA-0092).

RESULTADOS

El sistema BACTEC 9000MB determina que una muestra de cultivo sea positiva y luego ésta se confirma mediante la citologia acido-rapida. Un resultado
positivo indica la presencia presunta de microorganismos viables dentro del frasco.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Contaminacién

Se debe procurar evitar la contaminacion externa de la muestra durante la recoleccion, digestion, descontaminacion e inoculacion en el frasco BACTEC. Debido
a la riqueza nutritiva del medio y a la naturaleza no selectiva de la deteccién fluorescente del consumo de oxigeno, es posible que aumenten las posibilidades
de contaminacién. Ademas, los procedimientos de digestion y descontaminacion deberén llevarse a cabo cuidadosamente para disminuir la contaminacion
ocasionada por organismos que no sean micobacterias. Analice solamente los tipos de muestra indicados. Un frasco contaminado dara una lectura positiva pero
no indicara un resultado clinico pertinente. El usuario debe tomar esta determinacion en base a factores tales como el resultado de la citologia acido-rapida,

el tipo de organismo recuperado, la presencia del mismo organismo en varios cultivos, la historia clinica del paciente, etc. (Consulte el Manual del usuario del
instrumento BACTEC 9000MB, MA-0092, para el procedimiento de redescontaminacion de los frascos).

Se recomienda la descontaminacion con el método de hidréxido de sodio N-acetil-L-cisteina (NALC-NaOH). Otros métodos de descontaminacién no han sido
probados en conjuncién con el medio BACTEC MYCO/F-Sputa. Los descontaminantes por digestién pueden causar efectos dafiinos en micobacterias.

Tipo de muestra

Los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa, con BACTEC Suplemento/F y mezcla antibiética BACTEC PANTA/F afadidos, cuando sea necesario, se
utilizan para el cultivo y recuperacion de muestras clinicas descontaminadas y digeridas y fluidos corporales estériles no sanguineos. El nivel de deteccién
minimo de esta prueba puede variar segun las especies micobacterianas presentes.

NO UTILIZAR los frascos de cultivo con medio MYCO/F para esputos para la recuperacion de micobacterias a partir de sangre.
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Los fluidos pleurales pueden contener eritrocitos y leucocitos’? que tienen una répida velocidad de metabolismo oxidativo que puede originar una falsa positividad.

Consideraciones generales

La deteccion de especies micobacterianas en muestras clinicas depende del nimero de organismos presentes en la muestra, de los métodos de coleccion,
factores del paciente como la presencia de sintomas, tratamientos previos, y el método de procesamiento. El seguimiento de las instrucciones en el
procedimiento es critico para la recuperacién éptima de micobacterias. La contaminaciéon con micobacterias saprofiticas en agua corriente o en otros reactivos y
equipos de laboratorio puede ocasionar resultados falso positivos.

La recuperacion éptima se obtiene cuando se afiaden a cada frasco 0,5 mL del inéculo de la muestra procesada y resuspendida. El grado de digestion y
descontaminacién usado para procesar la muestra también puede afectar la recuperacion y el tiempo necesario para la deteccion.

Las micobacterias pueden variar en su acido-resistencia dependiendo de la cepa, tiempo de cultivo y otras variables. Todos los frascos detectados como
positivos por el instrumento o que aparezcan turbios al final del protocolo de prueba deben ser subcultivados tanto en medios selectivos para micobacterias
como en medios no selectivos. Las especies no micobacterianas pueden sobrepasar el crecimiento de las micobacterias presentes. Estos frascos de

cultivo se deben volver a descontaminar y cultivar. (Refiérase al Manual del usuario del sistema BACTEC 9000MB, MA-0092, para el procedimiento de
redescontaminacion).

Las caracteristicas de morfologia y pigmentacion pueden ser determinadas solamente en medios sdlidos. Se deben llevar a cabo pruebas adicionales de
identificacion para determinar la especie de micobacterias a partir de un frasco de cultivo MYCO/F para esputos que resulte positivo.

Los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa que parecen ser positivos pueden contener una o mas especies de micobacterias y/u otras especies que no
son micobacterias. La identificacion de las micobacterias presentes requiere el subcultivo en medios sélidos y procedimientos adicionales para identificar los
organismos presentes. Todavia no se ha establecido la coherencia de la morfologia microscopica en el BACTEC MYCO/F-Sputa.

Los frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa son incubados a 37 °C para excluir potencialmente la recuperaciéon de micobacterias que requieran de

otras temperaturas de incubacién (como por ejemplo, M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). La recuperacion de dichos organismos requiere métodos
de cultivo adicionales. Los organismos con requerimientos de crecimiento especiales (como por ejemplo, M. haemophilum) pueden no recuperarse

en BACTEC MYCO/F-Sputa cuando se incuban a la temperatura adecuada. Los siguientes aislados fueron detectados como positivos en el sistema
BACTEC 9000MB utilizando frascos de cultivo BACTEC MYCO/F-Sputa durante estudios internos y/o estudios clinicos: Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium xenopi.

El uso del suplemento antibiético BACTEC PANTA/F, aunque necesario para todas las muestras no estériles, puede causar efectos inhibitorios en

algunas micobacterias.

Los subcultivos terminales no fueron realizados rutinariamente durante los estudios clinicos. En consecuencia, una tasa actual de falsos positivos, definida como
un frasco de cultivo MYCO/F para esputos que permanece negativo a lo largo de las seis semanas del periodo de incubacién, fue subcultivada y no se han
podido detectar organismos micobacterianos hasta el momento.

RESULTADOS PREVISTOS

La frecuencia de distribucion del tiempo de recuperaciéon para muestras del aparato respiratorio en los di lini en el si BACTEC
9000MB es ilustrada en la siguiente figura.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Muestras del aparato respiratorio

El sistema BACTEC 9000MB fue evaluado en cuatro sitios clinicos incluyendo tanto laboratorios como grandes hospitales de cuidado intensivo en areas
geograficas diversas. La poblacion en el sitio de estudio incluyo pacientes infectados con VIH, pacientes inmunocomprometidos y pacientes de transplante.

El sistema BACTEC 9000MB fue comparado con el sistema radiométrico BACTEC 460TB y con el sistema convencional de cultivo en medio sélido para la
recuperacion y deteccion de micobacterias en muestras del aparato respiratorio. Un total de 3135 muestras del aparato respiratorio fueron analizadas durante el
estudio y se recuperé un total de 348 aislados positivos para micobacterias patégenas. De estos positivos, 292 (84%) fueron recuperados en el sistema BACTEC
9000MB, 260 (75%) fueron recuperados en el sistema radiométrico BACTEC 460TB y 178 (51%) fueron recuperados en medio sélido (Lowenstein-Jensen). El
sistema BACTEC 9000MB combinado con el medio sélido recuperaron 89,6% del total de los aislados patégenos. Para organismos no patégenos MOTT* (otras
micobacterias ademas de tuberculosis), el nimero total de aislados positivos recuperados en el estudio fue 40. De estos positivos, 16 (40%) fueron recuperados
en el sistema BACTEC 9000MB, 24 (60%) fueron recuperados en el sistema radiométrico BACTEC 460TB y cinco (13%) fueron recuperados en el medio sdlido.
El sistema BACTEC 9000MB combinado con los medios sélidos recupero el 50% del total de micobacterias no patégenas MOTT.

(*No patégenos MOTT incluidos M. gordonae, M. abscessus, M. terrae)

El sistema BACTEC 9000MB fallé en la recuperacion de 1,8% de los aislados patégenos que fueron recuperados con uno o mas de los sistemas de referencia
(BACTEC 460TB o medios solidos convencionales). Aun cuando este porcentaje representa una pérdida potencial en la recuperacién, no es indicativo de una
determinacién actual de falsos negativos (refiérase a la seccion de limitaciones). El uso de un segundo medio, como es recomendado, ayudara a incrementar
las probabilidades de recuperacion de organismos micobacterianos. El sistema BACTEC 9000MB demostré una tasa de falsos positivos del 1,5% (detectado
positivo por el instrumento, negativo por subcultivo o citologia). La tasa de control de contaminacién general con el sistema BACTEC 9000MB fue del 6,5%.
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R delaR peracion de Aislados Del si: Respiratorio con el Sistema BACTEC 9000MB durante los Estudios Clinicos
Especies aisladas Total TOTAL 9000MB TOTAL 460TB TOTAL
aislados 9000MB SOLAMENTE 460TB SOLAMENTE LJ SOLAMENTE

M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
Complejo M. avium 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1" 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
otras especies de M. 5 5 2 1 0 3 0
TOTAL AISLADOS 388 308 76 284 56 183 15

Muestras de fuera del aparato respiratorio:

En un estudio independiente realizado en un gran hospital universitario, 803 muestras de fuera del aparato respiratorio fueron analizadas con el medio de cultivo
BACTEC MYCO/F-Sputa, medio de cultivo BACTEC 12B y medio convencional (Lowenstein-Jensen). EI nimero total de aislados positivos para micobacterias
patégenas recuperado por el estudio fue 38. De estos aislados positivos, el sistema BACTEC 9000MB recuperé 29 (76,3%), 30 (78,9%) fueron recuperados
por el sistema BACTEC 460TB y 24 (63,2%) fueron recuperados por el medio convencional (Lowenstein-Jensen). El sistema BACTEC 9000MB combinado con
los medios sdlidos recuperaron el 89,5% del total de los aislados patégenos. El total de las muestras positivas (micobacterias patégenas y no patégenas) fue
distribuido entre las fuentes siguientes: aparato gastrico (5,1%), fluidos corporales estériles no sanguineos (17,9%), heces (10,3%), superficie cutanea/fluido de
drenaje de heridas (5,1%), tejido (53,8%) y orina (7,7%). Los siguientes aislados fueron detectados como positivos por el sistema BACTEC 9000MB utilizando
MYCO/F para esputos en este estudio clinico: M. tuberculosis, M. avium complex, M. chelonae, M. fortuitum y M. bovis. El porcentaje global de falsos positivos
(positivo por el instrumento, negativo por el frotis y/o subcultivo) fue del 5,0%. Debido a la variedad de muestras recogidas y analizadas, el porcentaje de

falsos positivos difirié significativamente del porcentaje que ha sido comunicado anteriormente para muestras del aparato respiratorio. La frecuencia de niveles
detectables minimos de contaminacion de las muestras habitualmente estériles (es decir, tejido y fluidos corporales no sanguineos estériles) varié entre 4,7%

y 18,9%; para las muestras no estériles (es decir, gastricas, fecales, urinarias, superficie cutanea/fluido de drenaje de heridas) varié entre 8,2% y 73,9%. La
frecuencia global de niveles detectables minimos de contaminacion fue del 14,9%.

REFERENCIAS: Ver “References” en el texto en inglés.
Servicio técnico de BD Diagnostics: péngase en contacto con el representante local de BD.

& BD BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas
Supplementeret Middlebrook 7H9 bouillon

Dansk
TILSIGTET BRUG

BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsmediet (modificeret Middlebrook 7H9 bouillon med CO,) med tilfersel af BACTEC Supplement/F og BACTEC PANTA/F-
antibiotisk blanding bruges sammen med BACTEC 9000MB flourescent serie-instrumentet som en kvalitativ procedure til in vitro-dyrkning og opsamling af
mycobakterier. De prever, der accepteres, er afkogte, dekontaminerede, kliniske prever og andre sterile kropsvaesker end blod.

RESUME OG FORKLARING

Siden midten af firserne og spredningen af AIDS-epidemien er Mycobacterium tuberculosis (MTB) og andre mycobakterier end tuberkulose (MOTT) — iseer
Mycobacterium avium complex (MAC) — genopblomstret. Fra 1985 til 1992 steg antallet af rapporterede tilfaelde af MTB-tilfeelde med 18%. Det anslas, at
tuberkulose pa verdensplan stadig dreeber 3 millioner mennesker arligt, hvilket ger den til den ferende, dedelige infektionssygdom.” Mellem 1981 og 1987 viste
undersggelser af AIDS-tilfelde, at 5,5% af AIDS-patienterne havde disseminerede, ikke-tuberkulgse, mycobakterieinfektioner som f.eks. MAC. | 1990 havde de
ogede tilfeelde af disseminerede, ikke-tuberkulgse, mycobakterieinfektioner resulteret i en kumulativ forekomst pa 7,6%.2 Ud over genopblomstringen af MTB er
multiresistent MTB (MDR-TB) blevet et stigende problem. Forsinkelse af dyrkningen, identifikationen og rapporteringen af disse MDR-TB-tilfzelde i laboratoriet
bidrog delvist til spredningen af sygdommen.

Centrene for sygdomskontrol og —forebyggelse (CDC) har anbefalet, at der skal geres alt for, at laboratorierne kan benytte de hurtigste metoder til at
diagnosticere mycobakterier. Disse anbefalinger inkluderer brugen af bade flydende og faste medier til dyrkning af mycobakterier.3

BACTEC 9000MB-systemet er udviklet til hurtig detektering af mycobakterier i kliniske prover, der ikke bestar af blod. Systemet indeholder et flydende
dyrkningsmedium (MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas), et vaekstsupplement (Supplement/F) og et antibiotisk supplement (BACTEC PANTA/F). BACTEC
Supplement/F indeholder veekstfremmere til mycobakterier og kan ogsa bruges til at rekonstituere BACTEC PANTA/F. BACTEC PANTA/F indeholder
antimikrobielle stoffer, der bruges til at undertrykke vaeksten af kontaminerende eller normalflora-mikroorganismer, der kan overleve dekontamineringsprocessen,
og det anbefales som tilszetning til alle ikke-sterile praver. Hvert dyrkningsglas indeholder en sensor, der kan detektere faldet i den ilt, der er oplgst i mediet, der
skyldes mikroorganismers stofskifte og vaekst. Instrumentet overvager stigningen af sensorens fluorescens, der er proportionel med faldet i den opleste ilt. En
positiv afleesning angiver den formodede tilstedeveerelse af levedygtige mycobakterier i dyrkningsglasset. Detektionen er begreenset til de mikroorganismer, der
kan vokse i det pageeldende medium.

PROCEDURENS PRINCIPPER

Kliniske prever, der ikke er blod, indsamles og behandles ifelge standardprocedurerne for opsamling af mycobakterier. Behandlede pregver inokuleres med en
kanyle og sprejte i et BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas, der er tilsat BACTEC Supplement/F og/eller BACTEC PANTA/F alt afhaengig af prevetypen

(se procedureafsnittet). Patientoplysninger indtastes i systemets computer, og dyrkningsglasset tildeles via stregkodemenuen en plads i instrumentet.
Dyrkningsglasset placeres i BACTEC 9000MB-systemet og inkuberes kontinuerligt ved 37 °C med bevaegelse hvert 10. minut for at fa den maksimale opsamling.
Anding af levedygtige, aerobe mikroorganismer i et MYCO/F-Sputa-glas resulterer i en nettoformindskelse af ilt i det pagaeldende glas. En @gning af sensorens
fluorescens i glasset skyldes forbrug af den oplgste ilt. Hvert dyrkningsglas overvages hvert 10. minut af BACTEC 9000MB-systemet for at se @gningen af
fluorescensen. En analyse af eendringen af iltindholdet bruges til at bestemme, om glasset er positivt, dvs. om preven indeholder levedygtige organismer.
Dyrkningsglas, der forbliver negative i mindst 42 dage (op til 56 dage), og som ikke viser synlige tegn pa at veere positive, skal fiernes fra instrumentet og
steriliseres, inden de smides ud.
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REAGENSER
BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglassene indeholder fglgende aktive ingredienser (inden behandling):
Ingrediensoversigt

Behandletvand ............ 40 mL Ammoniumsulfat. . . ........ ... L. 0,05% wiv
7H9 Middlebrook bouillon . . . . . 0,47% wiv Ferroammoniumcitrat. . ............ 0,006% wiv
Kasein-hydrolysat. . . ......... 0,10% w/iv Polysorbat80 . ................... 0,0025% wiv
SupplementH .............. 0,30% wiv Heemin ...... ... .. .. ... ... .... 0,0005% w/v
Glycerol ................... 0,10% wiv

Alle BACTEC-medier leveres med tilsat CO,. Sammensaetningen kan vaere blevet justeret for at leve op til bestemte ydelseskrav.

Inden inokulering af luftvejs- og ikke-sterile prgver skal hvert 40 mL-glas med BACTEC MYCO/F-Sputa medium tilsaettes 2,0 mL BACTEC PANTA/F
antibiotisk supplement som rekonstitueret med BACTEC Supplement/F. Inden inokulering af andre sterile kropsveesker end blod skal hvert 40 mL glas med
BACTEC MYCO/F-Sputa medium tilseettes 2,0 mL BACTEC Supplement/F. Se indleegssedlen til BACTEC PANTA/F (PP-102) og BACTEC Supplement/F
(PP-103) for at fa yderligere oplysninger.

ADVARSLER

Forholdsregler: Til in vitro-diagnostik brug.

Dette produkt indeholder tert naturgummi.

POTENTIELT SMITSOMME PRGVER. Overhold de “universelle forholdsregler”45 og institutionelle retningslinier ved handtering og bortskaffelse af
smitsomt materiale.

Biosikkerhedsniveau 2-praksis samt opbevaringsudstyr og -faciliteter anbefales til klargering af syrefaste farvninger og dyrkning af kliniske prever. Ved aktiviteter,
der involverer dyrkning og handtering af Mycobacterium tuberculosis eller Mycobacterium-arter, der er dyrket i kultur, anbefales biosikkerhedsniveau 3-praksis
samt opbevaringsudstyr og -faciliteter ifelge CDC.8

Hvert dyrkningsglas skal inden brug undersgges for tegn pa kontaminering sdsom uklarheder, bulnende eller indsunken membran eller laekage. | sjeeldne tilfelde
kan halsen pa dyrkningsglasset veere revnet, sa halsen knaekker ved fiernelse af heaetten eller ved handtering. Der kan ogséa veere utilstraekkelig sammenklemning
af heetten pa et glas. Dette ses ved, at metalkanten i bunden af heetten ikke er jeevnt rullet ind under kanten pa glassets hals. | begge tilfeelde kan glassets
indhold Igbe ud — iszer hvis det vendes pa hovedet. MA IKKE BRUGES, hvis et dyrkningsglas udviser tegn pa kontaminering, beskadigelse eller utilstraekkelig
sammenklemning.

For at minimere risikoen for lzekage under inokulering af preven i dyrkningsglassene skal man bruge en tuberkulinkanyle med fast nal sterrelse 25. Der skal bruges en
et-handsinokuleringsteknik og en passende glasholder for at forhindre, at man risikerer at stikke sig pa kanylen. Man ma IKKE bruge kanyler, der er sterre end 20 G.
Brug af tykkere kanyler ved tilszetning af supplement, trykudligning eller videredyrkning kan beskadige membranen permanent og forarsage lzekage.

Positive dyrkningsglas til videredyrkning eller farvning etc.: Inden preveudtagning er det nedvendigt at frigere de luftarter, der ofte dannes ved
mikroorganismernes stofskifte. Prgveudtagning skal foretages i et biologisk sikkerhedsskab, og man skal baere passende beskyttelsestgj inkl. handsker og
maske. Se PROCEDUREAFSNITTET for at f& mere at vide om videredyrkning.

Et kontamineret glas kan indeholde et overtryk. Hvis der udtages prever i et kontamineret glas, kan Iuft og/eller kontamineret medium slippe ud af glasset og
udgere en luftformig sundhedsrisiko. Kontaminering af dyrkningsglas er ikke nadvendigvis umiddelbart synlig.

Sterilisér alle inokulerede MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas vha. autoklavering, inden de smides ud.

L/EKKENDE ELLER SKAREDE GLAS

Hvis et inokuleret dyrkningsglas leekker eller gar i stykker ved et uheld, skal man benytte den procedure, der er etableret i dit laboratorium, ved spild af
mycobakterier. Man skal som et minimum benytte sig af de “universelle forholdsregler.” Det anbefales at bruge et godkendt &ndedreetsveern. Et glas, der har
en minimal laekage, der begreenser sig til membranen og haetten, kan desinficeres lokalt vha. et mycobakteriedraebende desinfektionsmiddel efterfulgt af 70%
isopropylalkohol. Hvis dette skulle ske inde i instrumentet, er der en potentiel risiko for at blive udsat for aerosoler. Sluk for instrumentet, og luk straks dgrene.
Evakuér det berarte omrade. Kontakt sikkerhedschefen. Afger nedvendigheden af at slukke for eller foretage aendringer af indstillingerne af de enheder, der
behandler Iuften i det berarte omrade. Vend ikke tilbage til omradet, for alle potentielt skadelige aerosoler har lagt sig eller er blevet fiernet vha. passende
ventilation. BD Diagnostics ber underrettes ved at kontakte den lokale BD-repraesentant. CDC har udsendt retningslinier for korrekt handtering af mycobakteriel
kontaminering pga. brud pa dyrkningsglas eller bouillonoplgsninger.6

OPBEVARINGSINSTRUKTIONER
MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas: Opbevares tort ved 2 — 25 °C og ikke i direkte lys.
MA IKKE bruges efter udlgbsdatoen.

BACTEC PANTA/F antibiotikasupplement: Opbevar ikke-rekonstitueret BACTEC PANTA/F ved 2 — 8 °C. Nar det er rekonstitueret, skal det straks bruges eller
fryses ved -20 til -70 °C i op til seks maneder. MA IKKE genindfryses efter optening. Beskyttes mod lys. Undgé overophedning.

MA IKKE BRUGES efter udlgbsdatoen.

BEHANDLING AF PRGVER

Spyt eller andre luftvejspraver skal afkoges, dekontamineres og koncentreres, inden de inokuleres i MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas. N-acetyl-L-
cystein-natriumhydroxid-metoden anbefales.6.7.8 Man kan ogsa bruge BBL MycoPrep-sasttet til behandling af preven. Man har ikke undersggt andre
dekontamineringsmetoder sammen med MYCO/F-Sputa-mediet. Efter centrifugering (= 3.000 x g i 15 min.) skal sedimentet genoplgses i steril fosfatbuffer, pH 6,8.
Behandling af prever, der ikke kommer fra luftvejene, og som ikke er blod, skal udfares ifglge Clinical Microbiology Handbook,® CDC-manualen eller som
defineret i din individuelle laboratorieproceduremanual.

PROCEDURE

MYCO/F-Sputa-medium skal bruges sammen med BACTEC 9000MB fluorescent serie-instrumentet.

Medfglgende materialer: BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas, BACTEC PANTA/F antibiotisk supplement og BACTEC Supplement/F-mediesupplement.
Ngdvendige materialer, der ikke medfalger: Centrifuge; biologisk sikkerhedsskab; autoklave; CO,-inkubator ved 37 °C; 50 mL Falcon-centrifugeglas; 4%
natriumhydroxid; 2,9% natriumcitratoplesning; N-acetyl-L-cysteinpulver; fosfatbuffer pH 6,8; vortexmixer; sterile pipetter til overfgring; steril tuberculinsprejte med
en kanylel stgrrelse 25 G; mycobakteriedreebende desinfektionsmiddel; 70% isopropylalkohol; mycobakteriel agar eller seggebaseret medium; 7H9 bouillon; sterilt
saltvand; kvalitetskontrolorganismer (Mycobacterium tuberculosis - ATCC 27294; Mycobacterium fortuitum - ATCC 6841; og Mycobacterium kansasii -

ATCC 12478); mikroskop og materialer til farvning af objektglas.

INOKULERING AF MYCO/F-SPUTA-DYRKNINGSGLAS

1. Fjern heetten pa BACTEC-glasset, og kontrollér dyrkningsglasset for revner, kontaminering, uklarheder og bulnende eller indsunken membran. MA IKKE
BRUGES, hvis der observeres nogen defekter.

2. Meerk dyrkningsglasset, sa prgven kan identificeres.

3. Rekonstituér det fryseterrede BACTEC PANTA/F-glas med 10 mL BACTEC Supplement/F ved brug af en sprejte med en Luer-Lok-spids, hvor der er
pasat en kanyle starrelse 25 G. Man ma IKKE bruge kanyler, der er starre end 20 G. Tykkere kanyler kan skade membranen permanent. Bland indholdet
omhyggeligt. Kontrollér glassets indhold visuelt for at sikre at det BACTEC PANTA/F-antibiotiske supplement er oplgst.
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4. Til luftvejs- og ikke-sterile prover skal de MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas, der skal inokuleres, tilsaettes 2,0 mL af den rekonstituerede BACTEC PANTA/F-
oplasning. Dyrkningsglas med supplement skal inokuleres inden for 2 timer efter tilsaetningen af BACTEC PANTA/F-oplgsningen. Ter membranen af med
70% isopropylalkohol, inden inokulering med BACTEC PANTA/F-oplasningen. Det anbefales at bruge en tuberkulinsprgjte med en fastmonteret nal storrelse
25 G. Der skal bruges en et-handsinokuleringsteknik og en passende glasholder for at forhindre, at man stikker sig pa kanylen. Til vaevsprover eller andre
partikelprever anbefales det at bruge en tykkere kanyle (storrelse 20 — 22 G) og en sprgjte med en Luer-Lok-spids eller en lignende spids.
| forbindelse med andre sterile kropsveesker end blod (f.eks. ledvaeske eller peritonealvaeske) skal der tilseettes 2,0 mL BACTEC Supplement/F til BACTEC
MY CO/F-Sputa-glas inden inokulering. Ter membranen af med 70% isopropylalkohol, inden inokulering med BACTEC Supplement/F. En tuberkulinsprajte
med en fastmonteret kanyle storrelse 25 G anbefales. Der skal bruges en et-handsinokuleringsteknik og en passende glasholder for at forhindre, at man
risikerer at stikke sig pa kanylen.

5. Injicér sterilt 0,5 mL behandlet prave pr. glas vha. en tuberkulinsprejte med en kanyle sterrelse 25 G. Indsaetningen og fiernelsen af kanylen skal
foretages med en lige bevaegelse uden drejende bevaegelser, der vil kunne beskadige membranen. Tar membranen af med et mycobakteriedraebende
desinfektionsmiddel efterfulgt af 70% isopropylalkohol. Inokulerede glas skal placeres i BACTEC 9000MB-systemet sa hurtigt som muligt — i hvert fald
samme dag som praven er dekontamineret, behandlet og inokuleret i BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglassene.

Pa dette tidspunkt skal konventionelle medier sasom Lowenstein-Jensen eller 7H10/7H11 veere blevet inokuleret.

6. Dyrkningsglas, der er sat i instrumentet, testes automatisk, sa laenge testen varer. Positive dyrkningsglas identificeres af BACTEC 9000MB-systemet (se
brugsanvisningen til BACTEC 9000MB, MA-0092). Sensoren i glasset ser ikke anderledes ud i positive i forhold til negative dyrkningsglas, men BACTEC
9000MB-systemet kan detektere en forskel i fluorescensen.

7. Positive glas skal videredyrkes, og der skal klargeres et syrefast udstrygningspreeparat.

Behandling af et glas som instrumentet har identificeret som positivt:

a) Fjern glasset fra instrumentet.

b) Udlign trykket i glasset i et biologisk sikkerhedsskab.

c) Vend glasset for at blande indholdet.

d) Udtag en prove fra glasset (ca. 0,1 mL) til farvning af preeparater (syrefaste bakterier og Gram-farvninger).

e) Inspicér udstrygningen og preeparater. Rapportér farst de praeliminzere resultater efter evaluering af syrefastheden.

Hvis bakterierne er syrefaste, skal de videredyrkes pa fast medium og rapporteres som: Instrument-positive, syrefast-positive, afventer identifikation.

Hvis der er andre mikroorganismer end syrefaste bakterier til stede, skal disse rapporteres som: Instrument-positive, syrefast-negative, kontaminerede.

Hvis der ikke er mikroorganismer i udstrygningerne, skal man szette glasset tilbage i instrumentet som et igangvaerende negativt glas og lade det gennemfere

undersggelsesprotokollen. Intet rapportérbart resultat.

Subkulturer til identificering og undersogelse af medikamentfalsomhed kan udferes med vaeske fra BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglassene.

Videredyrkning og genoverforsel til glasset. Videredyrkning skal foretages i et biologisk sikkerhedsskab, og man skal baere passende bekleedning, inkl.

handsker og maske. Inden videredyrkning skal glasset placeres lodret og en serviet med alkohol placeres over membranen. For at udligne et overtryk i glasset,

der kan skyldes vaekst af kontaminanter, skal man stikke en steril kanyle sterrelse 25 G eller mindre, der er forsynet med et passende filter eller tampon,
gennem den alkoholvaedede serviet og membranen. Kanylen skal fiernes, nar trykket er udlignet, og inden der udtages prgver til videredyrkning. Indszetningen
og fiernelsen af kanylen skal foretages med en lige beveegelse uden drejende bevaegelser, der vil kunne beskadige membranen. For at videredyrke det
trykudlignede glas skal man vende det for at blande indholdet godt og indszette en ny sprajte med en kanyle sterrelse 25 G for at udtage dyrkningsmedium til
videre behandling. Szet ikke haetten pa kanylen igen. Bortskaf kanyler og sprgjter i en beholder til bioaffald, som nalene ikke kan stikke igennem.

Brugeren kan nzere gnske om at szette et glas med et negativt udstrygningsresultat tilbage i instrumentet til fortsat overvagning.

Efter seks ugers inkubering skal man udfgre en visuel kontrol af alle instrumentnegative glas. Hvis glassene ser positive ud (dvs. er uklare med mulige klumper

af mycobakterier) skal de videredyrkes, farves for syrefasthed og behandles som formodet positive, forudsat at de viser sig positive i undersegelsen for

syrefasthed. Hvis glasset ikke viser tegn pa positivitet, skal det steriliseres inden bortskaffelse.

KVALITETSKONTROL

Kvalitetskontrolcertifikater falger med hver pakke med medium.

Det anbefales, at hver ny levering eller parti BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsmedium testes med ATCC-kontrolorganismerne, der er identificeret herunder,
som positiv kontrol og et ikke-inokuleret glas som negativ kontrol.

Organisme Tidsforlgb inden detektion (dage)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8 til 12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1til3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6 til 12

For at klargere det positive kontrolglas:

1. Dyrk organismen i 7H9-bouillon.

2. Klarger en #1 McFarland (= 107 CFU/mL)-suspension med organismen vha. sterilt saltvand.
3. Fortynd oplgsningen til 104 CFU/mL med sterilt saltvand.
4

Inokulér 1 mL af denne oplesning i et MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas, der er tilsat 2,0 mL rekonstitueret BACTEC PANTA/F. Inokulering med 1 mL ma kun
bruges i forbindelse med kvalitetskontrolorganismer.
Det positive og det negative kontrolglas skal scannes af instrumentet og underseges. Instrumentet skal identificere det positive kontrolglas som positivt inden for
de rammer, der er angivet herover. Den negative kontrol skal forblive negativ. Hvis et af glassene ikke giver de gnskede resultater, skal du ikke bruge medierne,
fer den lokale BD repraesentant er blevet kontaktet.

Se brugsanvisningen til BACTEC 9000MB (MA-0092) for at fa oplysninger om kvalitetskontrol af BACTEC 9000MB-systemet.

RESULTATER

En positiv preve idenrificeres af BACTEC 9000MB-systemet og bekraeftes ved et syrefast opstreg. En positiv aflaesning angiver den formodede tilstedevaerelse
af levedygtige mikroorganismer i dyrkningsglasset.

BEGRANSNINGER AF PROCEDUREN

Kontaminering

Man skal veere omhyggelig med at forhindre ekstern kontaminering af praven under prevetagning, afkogningen, dekontamineringen og inokuleringen i BACTEC-
glasset. Pga. mediets nzeringsrigdom og fluorescensdetektionen af iltforbrugets ikke-selektive natur kan en kontaminering bryde igennem. Afkogning og
dekontamineringsprocedurer skal udferes omhyggeligt for at reducere risikoen for, at en kontaminering med ikke-mycobakterielle organismer bryder igennem.
Undersgg kun de angivne prevetyper. Et kontamineret glas vil give en positiv afleesning pa instrumentet, men vil ikke angive et klinisk relevant resultat.

En sadan afgerelse skal treeffes af brugeren og baseres pa faktorer sdsom resultatet af syrefaste udstrygninger, hvilken type organisme, der er isoleret,
tilstedevaerelsen af den samme organisme i flere kulturer, sygdomsforlgbet etc. (Se brugsanvisningen til BACTEC 9000MB, MA-0092, for at fa oplysninger om
dekontamineringsprocedurer for glas.)

24



Det anbefales at dekontaminere med N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid (NALC-NaOH). Man har ikke undersggt andre dekontamineringsmetoder sammen med
BACTEC MYCO/F-Sputa-mediet. Afkogningsdekontaminanter kan have skadelige virkninger p4 mycobakterier.

Provetype

BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas tilsat BACTEC Supplement/F og BACTEC PANTA/F bruges til dyrkning og opsamling af afkogte og dekontaminerede
kliniske prgver og andre sterile kropsvaesker end blod. Minimumsdetektionsniveauet afhaenger af, hvilke mycobakteriearter, der er til stede.

BRUG IKKE MYCO/F-Sputa-dyrkningsglas til opsamling af mycobakterier fra blod.

Pleuralveeske kan indeholde rede og hvide blodlegemer, der kan have et hgjt oxiderende stofskifte, der kan resultere i falske positiver.

Generelle betragtninger

Detektionen af mycobakteriearter i kliniske prever afhaenger af antallet af organismer i preven, de anvendte metoder til indsamling af preverne og patientfaktorer
sasom symptomer, tidligere behandling og behandlingsmetode. Overholdelse af instruktionerne angaende procedurer er afgerende for optimal opsamling af
mycobakterier. Kontaminering af postevand eller andre laboratoriereagenser og —udstyr med saprofytte mycobakterier kan give falske postitive resultater.

Man opnar den optimale opsamling af isolater ved at tilszette hvert glas 0,5 mL behandlet og genoplgst praveinokulat. Graden af afkogning og dekontaminering
af proven kan ogsa pavirke opsamlingstiden og den tid, der gar, inden detektering.

Mycobakteriers syrefasthed kan variere alt afhaengig af arten, kulturens alder og andre variabler. Alle glas, der er positive ifalge instrumentet, eller som ser uklare
ud ved undersggelsens afslutning, skal videredyrkes i bade selektive og ikke-selektive mycobakteriemedier. Arter, der ikke er mycobakterier, kan udkonkurrere
de tilstedevaerende mycobakterier. Disse kulturglas skal dekontamineres og videredyrkes igen. (Se brugsanvisningen til BACTEC 9000MB, MA-0092, for
proceduren til gen-dekontaminering.)

Kolonimorfologi og pigmenteringskarakteristika kan kun bestemmes pa faste medier. Yderligere identifikationstests kan udferes for at bestemme mycobakteriel
artsdannelse fra et positivt MYCO/F-Sputa-glas.

BACTEC MYCO/F-Sputa-glas, der synes positive, kan indeholde en eller flere mycobakteriearter og/eller andre ikke-mycobakteriearter. Identifikation af de
tilstedeveerende mycobakteriearter kraever videredyrkning pa et fast medium og yderligere procedurer til at identificere organismerne. Der er ikke eftervist
konsistent, mikroskopisk morfologi i BACTEC MYCO/F-Sputa.

BACTEC MYCO/F-Sputa-glas inkuberes ved 37 °C, hvilket potentielt udelukker opsamlingen af mycobakterier, der kreever andre inkuberingstemperaturer
(f.eks., M. marinum, M. ulcerans og M. haemophilum). Opsamlingen af sadanne organismer kraever yderligere dyrkningsmetoder. Organismer med saerlige
vaekstkrav (f.eks. M. haemophilum) kan ikke isoleres i BACTEC MYCO/F-Sputa, nar de inkuberes ved den rette temperatur. Fglgende isolater blev demt
positive af BACTEC 9000MB-systemet ved brug af BACTEC MYCO/F-Sputa ved bade de interne og/eller kliniske undersggelser. Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium tuberculosis og Mycobacterium xenopi.

Selv om det er nadvendigt at bruge BACTEC PANTA/F antibiotisk supplement til alle ikke-sterile praver, kan det have en heemmende effekt pa visse
mycobakterier.

Der blev ikke rutinemaessigt udfert terminale videredyrkninger under de kliniske undersggelser. Derfor kan en falsk negativ defineret som et MYCO/F-
Sputa-dyrkningsglas, der forblev negativt i hele den seks uger lange inkuberingsperiode, men som blev videredyrket og viste sig at indeholde en
mycobakterieorganisme, ikke bestemmes pa dette tidspunkt.

FORVENTEDE RESULTATER
Hyppigheden af li ider for luftvejsprover i kliniske forseg med BACTEC 9000MB-systemet er illustreret i folgende figur.
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Luftvejsprover

BACTEC 9000MB-systemet blev afpravet pa fire kliniske lokaliteter, der indbefattede offentlige sundhedslaboratorier savel som store akutsygehuse i

forskellige geografiske omrader. Blandt de undersggte var HIV-patienter, inmunsvaekkede patienter og transplantationspatienter. BACTEC 9000MB-systemet
blev sammenlignet med bade BACTEC 460TB-radiometrisystemet og konventionelle, faste dyrkningsmedier til opsamling og detektion af mycobakterier fra
luftvejsprover. Der blev undersegt i alt 3135 luftvejsprover i labet af forsegene. Det samlede antal positive isolater af patogene mycobakterier i undersggelsen
var 348. Ud af disse positive isolater blev 292 (84%) isoleret i BACTEC 9000MB-systemet, 260 (75%) blev isoleret i BACTEC 460TB-radiometrisystemet og
178 (51%) blev isoleret vha. faste dyrkningsmedier (Lowenstein-Jensen). BACTEC 9000MB-systemet og faste medier isolerede tilsammen 89,6% af det samlede
antal patogene isolater. For ikke-patogene MOTT* (Mycobakterier, der ikke er tuberkulose) blev der isoleret 40 positive isolater. Ud af disse positive isolater blev
16 (40%) isoleret i BACTEC 9000MB-systemer, 24 (60%) i BACTEC 460TB-radiometrisystemet og 5 (13%) pa fast medium. BACTEC 9000MB-systemet og
faste medier isolerede tilsammen 50% af det samlede antal ikke-patogene MOTT.

(*Ikke-patogene MOTT indbefatter M. gordonae, M. abscessus og M. terrae.)

BACTEC 9000MB-systemet isolerede ikke 1,8% af de patogene isolater, der blev isoleret i et eller flere af referencesystemerne (BACTEC 460TB eller
konventionelle faste medier). Selv om denne procentdel repreesenterer et potentielt tab af isolater, angiver den ikke, at der er blevet detekteret falske negativer
(se afsnittet om begraensninger af proceduren). Som anbefalet vil brug af et andet medium @ge sandsynligheden for opsamling af mycobakterieorganismer.
BACTEC 9000MB-systemet viste 1,5% falske positive (instrument-positive, udstrygnings- og/eller videredyrkningsnegative). Den samlede
gennembrudskontaminering for BACTEC 9000MB-systemet var pa 6,5%.
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Resumé af BACTEC 9000MB-sy isol ling under kliniske forseg.

Isolerede prover Samlet SAMLET 9000MB SAMLET 460TB SAMLET LJ
Isolates 9000MB KUN 460TB KUN LJ KUN
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
M. avium-kompleks 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1" 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
M.-arter (andre) 5 5 2 1 0 3 0
ALLE ISOLATER 388 308 76 284 56 183 15

Ikke-luftvejsprever

| en separat undersegelse pa et stort undervisningshospital blev 803 ikke-luftvejspraver undersegt med BACTEC MYCO/F-Sputa-dyrkningsmediet, BACTEC
12B-dyrkningsmediet og konventionelt medium (Lowenstein-Jensen). Det samlede antal positive isolater af patogene mycobakterier i undersggelsen var 38. Ud
af disse positive isolater blev 29 (76,3 %) isoleret i BACTEC 9000MB-systemet, 30 (78,9%) blev isoleret i BACTEC 460TB-systemet og 24 (63,2%) blev isoleret
vha. konventionelle faste dyrkningsmedier (Lowenstein-Jensen). BACTEC 9000MB-systemet og faste medier isolerede tiisammen 89,5% af det samlede antal
patogene isolater. Det samlede antal prgver (patogene og ikke-patogene mycobakterier) fordelte sig pa felgende kilder: Mave (5,1%), andre sterile kropsvaesker
end blod (17,9%), affering (10,3%), hud/sardreen (5,1%), veev (53,8%) og urin (7,7%). Fglgende isolater blev demt positive af BACTEC 9000MB-systemet

ved brug af BACTEC MYCO/F-Sputa i denne kliniske undersggelse. M. tuberculosis, M. avium complex, M. chelonae, M. fortuitum og M. bovis. Den samlede
forekomst af falske positiver (instrumentpositive, udstrygnings- og/eller videredyrkningsnegative) var 5,0%. Pga. variationen blandt de indsamlede og undersagte
prover er der en signifikant forskel mellem den malte og den tidligere forekomst af falske positiver i luftvejsprever. Forekomsten af gennembrudskontaminering
for normale, sterile prover (dvs. vaev og andre sterile kropsvaesker end blod) 1& mellem 4,7% og 18,9%. Ikke-sterile praver (dvs. maveprever, affering, urin,
hudoverflade/sardraen 1& mellem 8,2% og 73,9%. Den samlede gennembrudskontaminering |a pa 14,9%.

REFERENCER: Se afsnittet “References” i den engelske tekst.
BD Diagnostics Teknisk service og support: skal De kontakte den lokale BD repraesentant.

& BD Frascos de Cultura BACTEC MYCO/F-Sputa
Caldo de Carne de Middlebrook 7H9 Suplementado

Portugués

UTILIZAGAO PRETENDIDA

Os meios de cultura BACTEC MYCO/F-Sputa (meio liquido Middlebrook 7H9 modificado com CO,), suplementados com o Suplemento/F BACTEC e com

a mistura de antibiéticos PANTA/F BACTEC quando for apropriado, s&o utilizados com o instrumento BACTEC da série fluorescente 9000MB como um
procedimento qualitativo para a cultura in vitro e para o isolamento de micobactérias. As amostras admitidas para a utilizagdo neste teste sdo: amostras clinicas
descontaminadas e digeridas, bem como liquidos corporais estéreis, excepto o sangue.

RESUMO E EXPLICAGAO

Desde os meados dos anos 80 e da disseminagdo da epidemia de SIDA, o Mycobacterium tuberculosis (MTB) e outras micobactérias para além da tuberculose
(MOTT), especialmente o complexo do Mycobacterium avium (MAC), tém vindo a ressurgir. De 1985 para 1992, o nimero de casos de MTB notificados
aumentou 18%. A tuberculose ainda mata cerca de 3 milhdes de pessoas por ano em todo o mundo, o que a torna a principal causa de morte entre as doengas
infecciosas.! Entre 1981 e 1987, a vigilancia dos casos de SIDA indicou que 5,5% dos doentes com SIDA apresentavam infecgdes micobacterianas nao
tuberculosas disseminadas, por exemplo, o0 MAC. Em 1990, o aumento dos casos de infecgdes micobacterianas nédo tuberculosas disseminadas resultou numa
incidéncia cumulativa de 7,6%.2 Além do ressurgimento do MTB, o MTB resistente a mdltiplos farmacos (MDR-TB) tem constituido uma preocupagéo crescente.
Os atrasos laboratoriais no crescimento, identificagéo e notificagéo destes casos de MDR-TB contribuiu, pelo menos em parte, para a disseminagédo da doenga.
O Centro de Controlo e Prevencgéo de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention) (CDC) recomendou aos laboratérios que fossem efectuados
todos os esforgos no sentido de utilizarem os métodos mais rapidos disponiveis para o teste de diagnéstico de micobactérias. Estas recomendagdes incluem a
utilizagdo de um meio liquido e de um meio sélido para a cultura de micobactérias.3

O Sistema 9000MB BACTEC foi concebido para a detecgao rapida de micobactérias em amostras clinicas, excepto sangue. O sistema inclui um meio de
cultura liquido (Frasco de Cultura MYCO/F-Sputa), um suplemento de crescimento (Suplemento/F) e um suplemento de antibiéticos (PANTA/F BACTEC).

O Suplemento/F BACTEC contém promotores do crescimento para as micobactérias e é igualmente utilizado para reconstituir o PANTA/F BACTEC. O
PANTA/F BACTEC contém agentes antimicrobianos utilizados para suprimir o crescimento de microorganismos contaminantes ou da flora normal que possam
ter sobrevivido ao processo de descontaminagéo, e € recomendado como suplemento em todas as amostras nao estéreis. Cada frasco contém um sensor
capaz de detectar diminui¢des no oxigénio dissolvido no meio, resultantes do metabolismo e do crescimento dos microorganismos. O sensor € monitorizado
pelo instrumento relativamente ao aumento da fluorescéncia, o qual é proporcional a diminuigdo do contetdo de oxigénio dissolvido. Uma leitura positiva indica
a presenca presuntiva de micobactérias viaveis no frasco. A detecgéo estéa limitada aos microorganismos que crescerdo no meio.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

As amostras clinicas, excepto o sangue, sé@o colhidas e processadas de acordo com os procedimentos padréo para o isolamento de micobactérias. As amostras
processadas s&o inoculadas com uma agulha e seringa dentro de um frasco de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC, o qual foi previamente suplementado com

o Suplemento/F BACTEC e/ou o PANTA/F BACTEC, dependendo do tipo de amostra (consulte a sec¢do do Procedimento). As informagdes do doente sdo
introduzidas no computador do sistema, sendo atribuida uma posigéo ao frasco através do menu do cédigo de barras no instrumento. O frasco é colocado dentro
do Sistema 9000MB BACTEC e ¢ submetido a uma incubagdo continua a 37 °C, sendo o frasco agitado a cada dez minutos para obter um isolamento éptimo.

A respiragdo dos microorganismos aerébios viaveis existentes no frasco MYCO/F-Sputa origina uma diminui¢édo detectavel do oxigénio dentro desse frasco. A
deplecgdo do oxigénio dissolvido provoca um aumento na fluorescéncia do sensor do frasco. A cada dez minutos, cada um dos frascos de cultura € monitorizado
pelo Sistema 9000MB BACTEC relativamente ao aumento da fluorescéncia. A analise da velocidade de diminuigdo do oxigénio dissolvido ¢ utilizada para determinar
se a cultura do frasco é positiva; ou seja, se a amostra testada contém organismos vidveis. Os frascos de cultura que se mantenham negativos durante um periodo
minimo de 42 dias (até 56 dias) e que ndo apresentem sinais visiveis de positividade sao retirados do instrumento e esterilizados antes de serem eliminados.
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REAGENTES
Antes do processamento, os frascos de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC contém os seguintes ingredientes activos:
Lista de Ingredientes

Agua Processada. . .................. 40 mL Sulfato de Aménia ................ 0,05% plv
Base de Meio Liquido Middlebrook 7H9 .. .0,47% p/v Citrato de Amoénia Férrico .......... 0,006% p/v
Hidrolisado de Caseina 0,10% p/v....... 0,10% p/v Polisorbato 80 0,0025% p/v

Suplemento H . A 0,30% p/v Hemina......................... 0,0005% p/v
Glicerol......... 0,10% p/v
Todos os meios BACTEC sé&o distribuidos com CO, adicionado. A composigéo pode ter sido ajustada para cumprir exigéncias de desempenho especificas.

Antes da inoculagdo de amostras do aparelho respiratério e de amostras néo estéreis, devera adicionar a cada frasco de 40 mL de meio MYCO/F-Sputa
BACTEC, 2,0 mL de solugéo de Suplemento de Antibiéticos PANTA/F BACTEC reconstituida com o Suplemento/F BACTEC. Antes da inoculagéo de liquidos
corporais estéreis, excepto o sangue, cada frasco de 40 mL de meio MYCO/F-Sputa BACTEC devera ser suplementado com 2,0 mL de Suplemento/F
BACTEC. Para obter mais informagdes, consulte, os Folhetos Informativos do PANTA/F BACTEC (PP-102) e do Suplemento/F BACTEC (PP-103).

ADVERTENCIAS
Precaugdes: Para uso diagndstico in vitro.
Este Produto Contém Borracha Natural Desidratada.

AMOSTRA DE TESTE POTENCIALMENTE INFECCIOSA. Cumpra as “Precaugdes Universais”45 e as linhas de orientagdo da instituigdo, durante a
manipulagéo e eliminagdo de materiais infecciosos.

Para a preparagéo de coloragdes acidas rapidas e para a cultura de amostras clinicas, é recomendada a adopgéo de praticas, bem como a utilizagédo

de equipamentos de contengéo e instalagdes de Nivel 2 de Seguranga Bioldgica. Para as actividades que envolvam a propagacéo e a manipulagéo do
Mycobacterium tuberculosis ou de espécies de Mycobacterium que tenham crescido em cultura, é exigida a adopgao de praticas, bem como a utilizagéo de
equipamentos de contengao e instalagdes do Nivel 3 de Seguranga Bioldgica, conforme € recomendado pelo CDC.6.

Antes de ser utilizado, cada frasco deve ser examinado relativamente a sinais de contaminagéo, tais como turvagéo, abaulamento ou depressao do septo, ou
fugas. Em rarasocasides, o gargalo do frasco de vidro podera estar rachado e partir-se durante a remogéo da tampa de encaixe, ou durante a manipulagéo. De
igual forma, um frasco podera apresentar um enrolamento incompleto da tampa, conforme é visivel quando o bordo na parte inferior da tampa nao se encontra
uniformemente enrolado por baixo do gargalo do frasco. Em ambos os casos, podera ocorrer uma fuga ou o derrame do contetido do frasco, especialmente se
o frasco for invertido. NAO UTILIZE um frasco que apresente sinais de contaminagao, danos ou enrolamento incompleto.

Para minimizar a possibilidade de fugas durante a inoculagédo da amostra dentro dos frascos de cultura, utilize uma seringa de tuberculina com uma agulha
fixa de 25 gauge. Para evitar picadas de agulha acidentais, devera utilizar uma técnica de inoculagdo com uma mao e um suporte de frasco apropriado. NAO
devem ser utilizadas agulhas com um diametro superior a 20 gauge. A utilizagdo de agulhas com um diametro superior para a adi¢do do suplemento,
libertagdo da presséo ou para a realizagdo de uma repicagem, podera danificar permanentemente o septo do frasco e dar origem a fugas.

Frascos de cultura positivos para repicagem ou coloragéo, etc.: Antes da colheita de amostras, € necessario libertar o gas frequentemente produzido
devido ao metabolismo microbiano. A colheita de amostras devera ser efectuada numa camara de seguranga bioldgica e utilizando vestuario protector, incluindo
luvas e mascaras. Consulte a secgdo do PROCEDIMENTO para obter mais informagées sobre a repicagem.

Um frasco contaminado pode conter uma presséo positiva. Se for retirada uma amostra de um frasco contaminado, podera ocorrer uma fuga de gas e/ou de
meio de cultura contaminado, produzindo aerossoéis perigosos. A contaminagéo do frasco pode nao ser imediatamente aparente.

Antes de eliminar, esterilize todos os frascos MYCO/F-Sputa inoculados em autoclave.

FRASCOS COM FUGAS OU PARTIDOS

Se ocorrerem fugas de um frasco inoculado, ou se este se partir acidentalmente, utilize o procedimento estabelecido no seu laboratério para lidar com derrames
de micobactérias. No minimo, devem ser utilizadas as “Precaugdes Universais”. Recomenda-se a utilizagdo de uma protecgao respiratoria aprovada. Qualquer
frasco que apresente fugas minimas confinadas ao septo e a tampa do frasco pode ser desinfectado topicamente utilizando um desinfectante micobactericida,
seguido de alcool isopropilico a 70%. Se isto ocorrer dentro do instrumento, existe a possibilidade de exposigao a aerossois. Desligue o instrumento e feche
imediatamente as portas. Esvazie a area afectada. Contacte a(s) Autoridade(s) de Seguranca ou de Controlo de Infecgdes. Determine se é necessario desligar
ou modificar os parametros das unidades de tratamento do ar na area afectada. Nao regresse & area afactada até os potenciais aerossois terem assentado

ou sido removidos através de ventilagdo apropriada. A BD Diagnostics devera ser notificada através do representante apropriado da BD na sua area. Foram
publicadas pelo CDC® linhas orientadoras para o tratamento adequado de contaminagées acidentais por micobactérias, resultantes da quebra de tubos de
cultura ou de suspensdes de meio liquido.

INSTRUGOES DE ARMAZENAMENTO
Frascos de cultura MYCO/F-Sputa: Armazene entre 2° e 25 °C, num local seco e sem luz directa.
NAO utilize apés o fim do prazo de validade.

Supl 1ito de Antibioti PANTA/F BACTEC: Armazene o PANTA/F BACTEC néo reconstituido entre 2 e 8 °C. Logo ap6s a reconstituicdo, devera ser
utilizado imediatamente ou congelado entre -20 a -70 °C durante um periodo de até 6 meses. Depois de descongelar, NAO volte a congelar. Protejer da luz.
Evite o sobreaquecimento.

NAO utilize ap6s o fim do prazo de validade.

PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

A expectoragéo ou outras amostras do aparelho respiratério devem ser digeridas, descontaminadas e concentradas, antes da inoculagéo dentro dos frascos
de cultura MYCO/F-Sputa. E recomendado o método da N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sdio.6.7.8 Como alternativa para o processamento da amostra, pode
ser utilizado o Kit MycoPrep BBL. Nao foram testados outros métodos de descontaminagédo em conjunto com o meio MYCO/F-Sputa. Ap6s a centrifugagéo
(23.000 x g, 15 min.), o sedimento devera ser novamente suspenso em tampao fosfato estéril, pH 6,8.

O processamento de amostras que nao tenham origem no aparelho respiratério, excepto o sangue, devera ser efectuado de acordo com o Manual de
Microbiologia Clinica,® CDC ou de acordo com o manual de procedimentos do seu laboratério.

PROCEDIMENTO
O meio MYCO/F-Sputa deve ser utilizado com um instrumento da série fluorescente 9000MB BACTEC.

Materiais Fornecidos: Frascos de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC, Suplemento de antibiéticos PANTA/F BACTEC e Suplemento de Meios Suplemento/F
BACTEC.

Materiais N arios mas Nao For : Centrifuga; Camara de Seguranca Bioldgica; Autoclave; incubadora de CO, a 37 °C, tubos de centrifuga de 50 mL
da marca Falcon; hidroxido de sodio a 4%; solugéo de citrato de sddio a 2,9%; N-acetil-L-cisteina em pd; tampéo fosfato, pH 6,8; misturador vortex; pipetas de
distribuicdo estéreis; seringa de tuberculina estéril com agulha de 25 gauge; desinfectante micobactericida; alcool propilico a 70%; agér para micobactérias ou meio
a base de ovo; meio liquido 7H9, soro fisioldgico estéril; organismos de Controlo da Qualidade (Mycobacterium tuberculosis, ATCC 27294; Mycobacterium fortuitum,
ATCC 6841 e Mycobacterium kansasii, ATCC 12478); microscopio e materiais para a coloragdo de laminas.
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INOCULAGAO DOS FRASCOS DE CULTURA MYCO/F-SPUTA

1. Retire a tampa de encaixe do topo do frasco BACTEC e inspeccione-o relativamente a existéncia de rachas, contaminagéo, turvagéo excessiva e
abaulamento ou irregularidades do septo. Se for detectado algum defeito, NAO UTILIZAR.

2. Rotule o frasco de cultura com a identificacdo da amostra.

3. Reconstitua o frasco PANTA/F B:ACTEC liofilizado com 10 mL de Suplemento/F BACTEC, utilizando uma seringa com uma ponta da marca Luer-Lok,
com uma agulha de 25 gauge. NAO DEVEM ser utilizadas agulhas com um diametro superior a 20 gauge. As agulhas com diametros superiores poderao
danificar permanentemente o septo do frasco. Misture bem o contetido. Inspeccione visualmente o contetido do frasco para confirmar dissolugéo do
Suplemento de Antibioticos PANTA/F BACTEC.

4. Para as amostras do aparelho respiratério e para as amostras néo estéreis, os frascos com o meio MYCO/F-Sputa que vao ser inoculados dever&o ser
suplementados com 2,0 mL de solugdo PANTA/F BACTEC reconstituida. Os frascos com o suplemento deveréo ser inoculados num periodo de duas horas
depois de a solugdo PANTA/F BACTEC ter sido adicionada. Antes de inocular com a solugéo, limpe o septo com alcool isopropilico a 70%. Recomenda-se
a utilizagado de uma seringa de tuberculina equipada com uma agulha de 25 gauge fixa. Para evitar picadas de agulha acidentais, devera utilizar uma técnica
de inoculagdo com uma mao e um suporte de frasco apropriado. Para as amostras de tecido ou outras amostras com particulas, é recomendada a utilizagéo
de uma agulha de diametro superior (20 a 22 gauge) e uma seringa com uma ponta da marca Luer-Lok ou semelhante.

Para os liquidos corporais estéreis, excepto o sangue (por ex., liquido sinovial ou peritoneal), os frascos com o meio MYCO/F-Sputa deveréo ser
suplementados com 2,0 mL de Suplemento/F BACTEC antes de serem inoculados. Antes de inocular com o Suplemento/F BACTEC, limpe o septo com
alcool isopropilico a 70%. Recomenda-se a utilizagdo de uma seringa de tuberculina equipada com uma agulha de 25 gauge fixa. Para evitar picadas de
agulha acidentais, devera utilizar uma técnica de inoculagdo com uma mao e um suporte de frasco apropriado.

5. Injecte, de forma asséptica, 0,5 mL de amostra processada em cada frasco, utilizando uma seringa de tuberculina com uma agulha de 25 gauge. A
introdugéo e a remogao da agulha devem ser efectuadas com um movimento em linha recta, evitando quaisquer movimentos de lateralidade que possam
danificar permanentemente o septo. Limpe o septo com um desinfectante micobactericida, seguido de alcool isopropilico a 70%. Os frascos inoculados
devem ser colocados o mais rapidamente possivel no Sistema 9000MB BACTEC, impreterivelmente no mesmo dia em que a amostra é descontaminada,
processada e inoculada dentro dos frascos de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC.

Nesta fase, devera ser inoculado um meio convencional, tal como o Lowenstein-Jensen ou o 7H10/7H11.

6. Os frascos introduzidos dentro do instrumento serdo automaticamente testados durante o periodo de duragéo do protocolo do teste. Os frascos positivos
serdo identificados pelo Sistema 9000MB BACTEC (consulte o Manual do Utilizador do 9000MB BACTEC, MA-0092). O sensor no interior do frasco
podera nédo apresentar diferengas visiveis entre os frascos positivos e negativos; no entanto, o Sistema 9000MB BACTEC consegue detectar diferengas na
fluorescéncia do sensor.

7. Devera ser efectuada uma repicagem, seguida de um esfregago com coloragéo acida rapida, a partir dos frascos positivos.

Processamento de um frasco positivo detectado pelo instrumento:

a) Retire o frasco do instrumento.

b) Numa camara de seguranga bioldgica, ventile o frasco para equilibrar a pressao do frasco com a pressdo atmosférica.

c) Inverta o frasco para misturar o contetido.

d) Retire uma aliquota do frasco (aprox. 0,1 mL) para as preparagdes coradas (coloragdes AFB e Gram).

e) Inspeccione o esfregaco e as preparagdes. Efectue o relatério dos resultados preliminares apenas apés a avaliagdo da coloragéo acida rapida.

Se for AFB positivo, efectue uma repicagem para um meio sélido e descreva como:positivo no instrumento, AFB positivo, ID pendente.

Se existirem outros microorganismos além de bacilos corados pela coloragéo &cida rapida, descreva como: positivo no instrumento, AFB Negativo,
Contaminado.

Se nao existirem microorganismos nos esfregacos, volte a introduzir o frasco dentro do instrumento, como fosse um frasco negativo pendente, e deixe
terminar o protocolo do teste. Nenhum resultado disponivel.

As repicagens para os testes de identificagéo e de susceptibilidade a farmacos podem ser efectuadas utilizando liquido proveniente dos frascos de cultura
MYCO/F-Sputa BACTEC.

Repicagem e Re-i ducao dos Frascos: A repicagem devera ser efectuada numa estante de seguranca biolégica e utilizando vestuario apropriado, incluindo
luvas e mascaras. Antes de efectuar a repicagem, coloque o frasco em posigéo vertical e coloque uma compressa com alcool sobre o septo. Para libertar a
presséo positiva que possa existir no frasco, a qual pode ser provocada pelo crescimento de contaminantes, introduza uma agulha estéril de 25 gauge (ou
com diametro inferior), equipada com um filtro ou um tampéo apropriado, através da compressa com élcool e do septo. A agulha devera ser retirada apds a
libertagdo da presséo existente no frasco e antes da recolha da amostra do frasco para efectuar a repicagem. A introdugdo e a remogédo da agulha devem ser
efectuadas com um movimento em linha recta, evitando quaisquer movimentos de lateralidade que possam danificar permanentemente o septo. Para efectuar
uma repicagem do frasco ventilado, inverta-o para misturar bem o contetido e introduza uma seringa nova, com uma agulha de 25 gauge, para retirar o meio
de cultura para o processamento subsequente. Ndo volte a colocar a tampa na agulha. Elimine as agulhas e as seringas para um recipiente de residuos
contaminados resistente a objectos cortantes.

O utilizador podera desejar que um frasco com um esfregago negativo seja novamente colocado no instrumento para que continue a ser monitorizado pelo
protocolo do teste.

No fim do periodo de seis semanas de incubagéo, inspeccione visualmente todos os frascos negativos existentes no instrumento. Se o frasco apresentar sinais
de positividade (isto &, se estiver turvo com possiveis coldnias de micobactérias), devera ser efectuada uma repicagem, uma coloragéo acida rapida e o frasco
devera ser tratado como sendo presuntivamente positivo, desde que o resultado da coloragédo &cida rapida seja positivo. Se o frasco ndo apresentar sinais de
positividade, devera ser esterilizado antes de ser eliminado.

CONTROLO DE QUALIDADE

Em cada caixa de meios de cultura, s&o fornecidos Certificados do Controlo de Qualidade.

Recomenda-se que cada nova remessa ou lote de meios de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC seja testada com os organismos de controlo ATCC, identificados
na tabela em baixo, como controlo positivo, € um frasco nao inoculado como controlo negativo.

Organismo Intervalo de Tempo até a Detecgao (dias)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8a12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1a3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6a12
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Para preparar o frasco de controlo positivo:

1. Cultive o organismo no meio liquido 7H9.

2. Utilizando soro fisiolégico estéril, prepare uma suspenséo McFarland #1 (= 107 UFC/mL) do organismo.

3. Dilua a suspenséo para 104 UFC/mL, utilizando soro fisiolégico estéril.

4. Inocule 1 mL desta suspenséo dentro de um frasco de cultura MYCO/F-Sputa previamente suplementado com 2,0 mL de PANTA/F BACTEC reconstituido.
O inéculo de 1 mL destina-se a ser utilizado apenas para os organismos do Controlo de Qualidade.

Os frascos de controlo positivo e negativo deverdo ser passados pelo scanner e introduzidos dentro do instrumento, e em seguida testados. O frasco de

controlo positivo devera ser detectado pelo instrumento como positivo no intervalo de tempo referido na tabela anterior. O controlo negativo devera permanecer

negativo. Se, qualquer um destes frascos ndo utilize os meios até entrar em contacto com o representante local da BD.

Para obter informagdes sobre o controlo de qualidade para o Sistema 9000MB BACTEC, consulte o Manual do Utilizador do 9000MB BACTEC (MA-0092).

RESULTADOS

A determinagéo da positividade da cultura de uma amostra é efectuada pelo Sistema 9000MB BACTEC, sendo confirmada por um esfregago com coloragé@o
4cida rapida. Um resultado positivo indica a presenca presuntiva de microorganismos viaveis no frasco.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Contaminagao

Devera ter cuidado de forma a evitar a contaminagédo externa da amostra durante a colheita, digestéo, descontaminagéo e inoculagéo dentro do frasco
BACTEC. Devido a riqueza do meio e & natureza nédo selectiva da detecgédo do consumo de oxigénio pela fluorescéncia, podera haver contaminagéo por
sobreposi¢éo de crescimento.

Os procedimentos de digestao e de descontaminagédo deveréo ser efectuados com cuidado, de forma a diminuir a contaminagéo pela sobreposicdo de
crescimento de outros organismos além das micobactérias. Teste apenas os tipos de amostras indicados. Um frasco contaminado apresentara uma

leitura positiva no instrumento, mas n&o indicard um resultado clinicamente relevante. Tal determinagéo devera ser efectuada pelo utilizador com base em
determinados factores tais como, o resultado do esfregago com coloragéo &cida rapida, o tipo de organismo isolado, a ocorréncia do mesmo organismo em
multiplas culturas, a histéria do doente, etc. (Consulte o Manual do Utilizador do 9000MB BACTEC, MA-0092 relativamente ao procedimento de repeticdo da
descontaminagéo do frasco).

E recomendada a descontaminagdo com o método da N-acetil-L-cistena-hidroxido de sédio (NALC-NaOH). N&o foram testados outros métodos de
descontaminagdo em conjunto com o meio MYCO/F-Sputa BACTEC. As substancias utilizadas para a digestdo-descontaminagéo podem exercer efeitos
prejudiciais sobre as micobactérias.

Tipo de Amostra

Quando for apropriado, os frascos de cultura MYCO/F-Sputa BACTEC suplementados com o Suplemento/F BACTEC e com o PANTA/F BACTEC devem
ser utilizados para a cultura e isolamento de amostras clinicas e de liquidos corporais estéreis, excepto o sangue, digeridos e descontaminados. O nivel de
detecg@o minimo deste teste pode variar de acordo com as espécies de micobactérias presentes.

NAO UTILIZE os frascos do meio de cultura MYCO/F-Sputa para o isolamento de micobactérias a partir de sangue.

Os liquidos pleurais podem conter glébulos vermelhos e glébulos brancos10, os quais possuem uma elevada taxa de metabolismo oxidativo, podendo provocar
falsos positivos.

Consideragoes Gerais

A detecgédo de espécies de micobactérias em amostras clinicas depende do niumero de organismos presentes na amostra, dos métodos de colheita da amostra,
de factores relacionados com o doente, tais como a presenga de sintomas e tratamentos anteriores, e do método de processamento. O cumprimento das
instrugdes do procedimento é primordial para a optimizagdo do isolamento de micobactérias. A contaminagdo com micobactérias saprofitas presentes na agua
corrente ou em outros reagentes e equipamento de laboratério pode dar origem a resultados falsos positivos.

A detecgéo dptima de isolados sera obtida adicionando 0,5 mL de inéculo da amostra processada e ressuspendida a cada frasco. O rigor do protocolo de
digestdo e de descontaminagao utilizado para processar a amostra também pode afectar o isolamento e periodo de tempo até & detecgéo.

As micobactérias podem variar na rapidez com que adquirem a coloragéo acida, dependendo da estirpe, da idade da cultura e de outras variaveis. Todos os
frascos positivos, seja por indicagdo do instrumento, seja por se apresentarem turvos no fim do protocolo do teste, devem ser submetidos a uma repicagem em
meio selectivo e em meio néo selectivo para micobactérias. O crescimento de outras espécies que ndo a das micobactérias podera sobrepor-se ao crescimento
das micobactérias presentes. Estes frascos de cultura devem ser novamente descontaminados e cultivados. (Consulte o Manual do Utilizador do 9000MB
BACTEC, MA-0092, relativamente ao procedimento de repeticdo da descontaminagéo do frasco.)

A morfologia e pigmentagéo caracteristicas das colénias podem ser determinadas apenas em meios sélidos. A partir de um frasco de MYCO/F-Sputa positivo,
poder@o ser efectuados outros testes de identificagcdo para determinar a espécie da micobactéria.

Os frascos MYCO/F-Sputa BACTEC que paregam positivos, podem conter uma ou mais espécies de micobactérias e/ou outras espécies além das
micobactérias. Para identificar as micobactérias presentes é necessaria uma repicagem em meio sélido, bem como a realizagéo de procedimentos
suplementares para identificar os organismos presentes. A consisténcia da morfologia microscopica no MYCO/F-Sputa BACTEC ainda nao foi estabelecida.
Os frascos MYCO/F-Sputa BACTEC sao incubados a 37 °C, o que exclui, em principio, o isolamento de micobactérias que necessitem de outras temperaturas
de incubagéo (por ex., M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). O isolamento desses organismos necessita de métodos de cultura suplementares. Os
organismos com exigéncias de crescimento especiais (por ex., M. haemophilum) poderdo néo ser isolados no MYCO/F-Sputa BACTEC quando forem
incubados & temperatura apropriada. Durante os estudos internos e/ou ensaios clinicos efectuados no Sistema 9000MB BACTEC com o MYCO/F-Sputa
BACTEC, foram detectados como positivos os seguintes isolados: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium xenopi.

A utilizagao do Suplemento de Antibiéticos PANTA/F BACTEC, apesar de ser necessaria para todas as amostras néo estéreis, pode exercer efeitos inibidores
sobre algumas micobactérias.

Durante os estudos clinicos, ndo foram efectuadas repicagens terminais como rotina. Portanto, nesta fase nao é possivel determinar uma taxa real de falsos
negativos, definidos como frascos de cultura MYCO/F-Sputa que permaneceram negativos ao longo do periodo de incubacao de seis semanas, tendo
posteriormente ocorrido o crescimento de uma micobactéria nas repicagens efectuadas.
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RESULTADOS ESPERADOS

Em lini a distribuigdo da frequéncia dos tempos de isolamento para as amostras do aparelho respiratério positivas no Sistema 9000MB
BACTEC, encontra-se ilustrada na figura seguinte.
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CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Amostras do Aparelho Respiratério

O Sistema 9000MB BACTEC foi avaliado em quatro locais clinicos, incluindo laboratérios de satde publica, assim como hospitais de grandes dimensoes

com servigo de urgéncia, em diversas areas geograficas. As populagdes locais incluiram doentes infectados com o VIH, doentes imunodeprimidos e

doentes transplantados. O Sistema 9000MB BACTEC foi comparado com o sistema radiométrico 460TB BACTEC, assim como com meios de crescimento
sélidos convencionais, para o isolamento e detecgdo de micobactérias em amostras do aparelho respiratério. Durante os ensaios, foram testadas um total

de 3135 amostras do aparelho respiratério. O nimero total de isolados positivos para micobactérias patogénicas detectados no estudo foi de 348. Destes
resultados positivos, 292 (84%) foram isolados no Sistema 9000MB BACTEC, 260 (75%) foram isolados no sistema radiométrico 460TB BACTEC e 178 (51%)
foram isolados utilizando meios sélidos (Lowenstein-Jensen). Em conjunto, o Sistema 9000MB BACTEC e os meios sdlidos isolaram 89,6% do total de isolados
patogénicos. Para as MOTT* (“Mycobacteria Other Than Tuberculosis” - Outras Micobactérias além da Tuberculose) ndo patogénicas, o numero total de
isolados positivos detectados no estudo foi de 40. Destes resultados positivos, 16 (40%) foram isolados no Sistema 9000MB BACTEC, 24 (60%) foram isolados
no sistema radiométrico 460TB BACTEC e cinco (13%) foram isolados em meios sélidos. Em conjunto, o Sistema 9000MB BACTEC e os meios sélidos
isolaram 50% do total das MOTT néo patogénicas.

(*As MOTT nao patogénicas incluiram a M. gordonae, M. abscessus, M. terrae.)

O Sistema 9000MB BACTEC néo detectou 1,8% dos isolados patogénicos que haviam sido detectados em um ou mais sistemas de referéncia (460TB
BACTEC ou meios sélidos convencionais). Apesar de esta percentagem representar uma potencial perda de isolamentos, ela ndo ¢ indicativa da taxa real

de falsos negativos (consulte a Secgéo Limitagdes). A utilizagdo de um segundo meio, conforme recomendado, aumentara a probabilidade de isolamento

de micobactérias. O Sistema 9000MB BACTEC demonstrou uma taxa de falsos positivos de 1,5% (positivo no instrumento, negativo no esfregago e/ou na
repicagem). A taxa global de contaminag&o por sobreposi¢éo de crescimento para o Sistema 9000MB BACTEC foi de 6,5%.

R da d ¢ao de isolados do Aparelho Respiratério no Sistema 9000MB BACTEC, durante os ensaios clinicos
Espécies Isoladas Samlet SAMLET 9000MB SAMLET 460TB SAMLET LJ
Isolado 9000MB APENAS 460TB APENAS LJ APENAS
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
Complexo M. avium 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
género M. (outras) 5 5 2 1 0 3 0
TOTAL DE ISOLADOS 388 308 76 284 56 183 15

Amostras nao Provenientes do Aparelho Respiratério

Num estudo separado, efectuado num grande hospital universitario, 803 amostras nao provenientes do aparelho respiratério foram testadas com o meio de cultura
MYCO/F-Sputa BACTEC, com o meio de cultura 12B BACTEC e com um meio convencional (Lowenstein-Jensen). O nimero total de isolados positivos de
micobactérias patogénicas detectados no estudo foi de 38. Destes isolados positivos, 29 (76,3%) foram isolados no Sistema 9000MB BACTEC, 30 (78,9%) foram
isolados no sistema radiométrico 460TB BACTEC e 24 (63,2%) foram isolados com o meio convencional (Lowenstein-Jensen). Em conjunto, o Sistema 9000MB
BACTEC e os meios sdlidos isolaram 89,5% do total de isolados patogénicos. O total de amostras positivas (micobactérias patogénias e nao patogénicas) foi
distribuido entre as seguintes origens: gastrica (5,1%), liquidos corporais estéreis, excepto sangue (17,9%), fezes (10,3%), pele superficial/exsudado de feridas
(5,1%), tecido (53,8%) e urina (7,7%). Durante este ensaio clinico efectuado no Sistema 9000MB BACTEC com o MYCO/F-Sputa, foram detectados como
positivos os seguintes isolados: M. tuberculosis, M. avium complex, M. chelonae, M. fortuitum e M. bovis. A taxa global de falsos positivos (positivos no instrumento,
negativos no esfregago e/ou repicagem) foi de 5,0%. Devido a variedade das amostras colhidas e testadas, a taxa de falsos positivos diferiu significativamente da
taxa anteriormente referida para as amostras do aparelho respiratorio. A taxa de contaminagao por sobreposi¢éo de crescimento para as amostras normalmente
estéreis (ou seja, tecidos e liquidos corporais estéreis, excepto sangue) variou entre 4,7% e 18,9%; para as amostras nao estéreis (ou seja, gastrica, fezes, urina,
pele superficial/exsudado de feridas) variou entre 8,2% e 73,9%. A taxa global de contaminagéo por sobreposigéo de crescimento foi de 14,9%.

BIBLIOGRAFIA: Consulte “References” no texto em Inglés.

Assisténcia Técnica e Suporte da BD Diagnostics: contacte o representante local da BD.
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& BD MYCO/F-Sputa odlingsflaskor
Middlebrook 7H9 tillaggs buljong

Svenska
ANVANDNINGSOMRADE

BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsmedier (modifierad Middlebrook 7H9-buljong med CO,) med tillsats av BACTEC Supplement/F och BACTEC PANTA/F
antibiotikablandning anvénds nér sa ar lampligt tillsammans med BACTEC instrument ur fluorescensinstrumentserien 9000MB, for kvalitativ in vitro-odling och
pavisning av mykobakterier. Prover som kan anvandas utgdrs av enzymbehandlade, dekontaminerade kliniska prover och sterila kroppsvétskor férutom blod.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Sedan mitten av 1980-talet och spridningen av AIDS-epidemin, & Mycobacterium tuberculosis (MTB) och andra mykobakterier &n tuberculosis (MOTT),

i synnerhet Mycobacterium avium-komplex (MAC), ater pa frammarsch. Fran 1985 till 1992 6kade antalet rapporterade MTB-fall med 18%. Tuberkulos

dédar fortfarande cirka 3 miljoner manniskor per ar varlden éver, och leder darmed som dédsorsakande infektionssjukdom.! Mellan 1981 och 1987 hade

5,5% av AlDS-patienterna disseminerade, icke-tuberkuldsa mykobakterieinfektioner sasom MAC, enligt AIDS-fallrapportering. Vid 1990 hade ékningen av
fallen med disseminerade icke-tuberkulésa mykobakterieinfektioner resulterat i en kumulativ incidens pa 7,6%.2 Férutom aterkomsten av MTB, har dven
multildkemedelsresistent MTB (MDR-TB), givit anledning till 6kad oro. Laboratoriebetingade férseningar vad géller odling, identifiering och rapportering av dessa
MDR-TB-fall har atminstone delvis bidragit till sjukdomens spridning.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) rekommenderar alla laboratorier att gora varje anstrangning att anvanda de snabbaste metoder som

finns tillgéngliga for diagnostisk mykobakterietestning. Dessa rekommendationer innefattar anvandning av bade vatskemedium och fast medium vid odling av
mykobakterier.3

BACTEC 9000MB-systemet ar konstruerat for snabb detektion av mykobakterier i kliniska prover forutom blod. Systemet inkluderar ett odlingsmedium i
vatskeform (MYCO/F-Sputa odlingsflaska), en tillvaxtstillsats (Supplement/F) och en antibiotikatillsats (BACTEC PANTA/F). BACTEC Supplement/F innehaller
tillvaxtframjande faktorer for mykobakterier och anvéands aven for rekonstituering av BACTEC PANTA/F. BACTEC PANTA/F innehaller antimikrobiella
substanser som anvénds for att undertrycka véxt av kontaminerande mikroorganismer eller normalflora som kan éverleva dekontamineringsbehandlingen, och
rekommenderas som tillagg till alla osterila prover. Varje flaska innehaller en sensor som kan detektera minskningar i koncentrationen 16st oxygen i mediet som
resultat av mikroorganismernas metabolism och tillvéxt. Sensorn kontrolleras av instrumentet fér 6kad fluorescens, vilken ar proportionell mot minskningen av
halten 16st oxygen. En positiv avlasning indikerar att flaskan kan innehalla viabla mykobakterier. Detektionsméjligheten begransas till sadana mikroorganismer
som kan vaxa i ett visst slags medium.

FUNKTIONSPRINCIPER

Kliniska prover férutom blod tas och behandlas enligt standardiserat férfarande for pavisning av mykobakterier. Behandlade prover ympas med en nal

och spruta pa en BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaska som har tillsatts BACTEC Supplement/F och/eller BACTEC PANTA/F beroende pa typ av prov

(se Forfarande). Patientdata skrivs in i systemets dator och flaskan tilldelas en station med hjalp av streckkodsmenyn pa instrumentet. Flaskan satts in i
BACTEC 9000MB-systemet, inkuberas kontinuerligt vid 37 °C och skakas var tionde minut, for maximal pavisningsmajlighet. Cellandning hos viabla aeroba
mikroorganismer i en MYCO/F-Sputa-flaska resulterar i en nettominskning av oxygenet i flaskan. En 6kning av flasksensorns fluorescens orsakas av minskat [6st
oxygen. Varje odlingsflaska kontrolleras av BACTEC 9000MB-systemet var tionde minut for 6kad fluorescens. Analys av halten I6st oxygen gérs for faststéllande
av om flaskan ar odlingspositiv, dvs. om provet innehaller viabla organismer. Odlingsflaskor som fortfarande &r negativa efter minst 42 dagar (upp till 56 dagar)
och som inte visar nagra tecken pa positiv odling vid okularbesiktning, avidgsnas fran instrumentet och steriliseras innan de bortskaffas.

REAGENSER
BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaska innehaller féljande aktiva bestandsdelar fére anvandning:
Ingredienser

Behandlat vatten .. ......... 40 mL 0,05% viv
7H9 Middlebrook-buljongbas . . .0,47% viv 0,006% v/iv
Kaseinhydrolysat 0,10% viv 0,0025% viv
SupplementH . ........ ... 0,30% v/v 0,0005% viv
Glycerol ................... 0,10% viv

Alla BACTEC-medier dispenseras med tillsats av CO,. Sammanséttningen kan ha justerats for att uppfylla specifika funktionskrav.

Fore ympning av luftvagsprover och andra osterila prover maste 2,0 mL BACTEC PANTA/F-antibiotikatillsats som rekonstituerats med BACTEC Supplement/F
tillsattas till varje 40 mL BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaska. Fére ympning av steril kroppsvatska forutom blod maste 2,0 mL BACTEC Supplement/F
tillsattas till varje 40 mL BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaska. Se forpackningsinlagorna for BACTEC PANTA/F (PP-102) och BACTEC Supplement/F
(PP-103) for ytterligare information.

VARNINGAR

Forsiktighetsbeaktanden: For in vitro-diagnostik.

Denna produkt innehaller torrt naturgummi.

POTENTIELLT INFEKTIOST PROV. lakttag “G lla forsiktighetsbeak den”45 och institutionens riktlinjer avseende hantering och bortskaffning av
infektiost material.

Forfaranden enligt biosakerhetsniva 2 och spridningsskyddande utrustning och anlaggningar rekommenderas for beredning av fargning fér syrafasta stavar och
odling av kliniska prover. For aktiviteter som innefattar propagation och hantering av Mycobacterium tuberculosis eller Mycobacteriumarter som odlats pa medium
kravs enligt CDC:s rekommendationer forfaranden enligt biosékerhetsniva 3 och spridningsskyddande utrustning och anlaggningar.®

Fore anvandning skall varje flaska undersokas for tecken pa kontamination sasom grumlighet, buktande eller indraget membran eller lackage. | séllsynta fall
kan sprickor ha uppstatt i flaskhalsen av glas och halsen kan ga sonder nar locket dras av eller under hantering. Dessutom kan det intraffa att flaskans kapsyl
inte ar ordentligt hopklamd, vilket ses av att metallkanten l&dngst ned pa kapsylen inte &r jamnt inrullad under flaskhalsen. | bada fallen kan flaskans innehall
lacka eller spillas ut, speciellt om man vander upp och ned pa flaskan. En flaska som uppvisar tecken pa kontamination, skada eller ofullstandigt hopklamd
kapsyl FAR EJ anvéndas.

For att minimera risken for lackage vid ympning av prov pa odlingsflaskan skall en tuberkulinspruta med en permanent fastsatt nal, 25 G, anvéandas. For att
undvika accidentella nalstick bér enhandsteknik och lamplig flaskhallare anvandas vid inokulation. Nalar grévre dn 20 G FAR EJ anvéndas. Vid tillséttning av
tillsatser, tryckavlastning eller fortsatt odling kan anvéndning av grévre nalar medféra permanent skada pa flaskmembranet och orsaka lackage.

Positiva odlingsflaskor for fortsatt odling eller fargning, etc.: Fore provtagning &r det nddvandigt att slappa ut gas som ofta ansamlas pa grund av den
mikrobiella metabolismen. Provtagning maste utféras i biologiskt sakerhetsskap och lamplig skyddskladsel, inklusive handskar och munskydd, skall béras. Se
avsnittet FORFARANDE fér ytterligare information om fortsatt odling.

| en kontaminerad flaska kan det finnas évertryck. Vid provtagning fran en kontaminerad flaska, kan gas och/eller kontaminerat odlingsmedium frigéras fran
flaskan med farlig aerosolbildning som foljd. Flaskkontamination ar inte sékert tydligt synlig.

Innan de kasseras skall alla inokulerade MYCO/F-Sputa-flaskor steriliseras i autoklav.
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LACKANDE ELLER SKADADE FLASKOR

Om en inokulerad flaska lacker eller gar sénder, skall pa laboratoriet vedertagna atgarder for spill av mykobakterier vidtas. De i “Generella
forsiktighetsbeaktanden” beskrivna atgarderna ar minimikrav. Det rekommenderas att anvénda nagot godkant andningsskydd. En flaska som uppvisar ett
minimalt lackage begransat till membranet och kapsylen, kan ytdesinficeras med anvéndning av mykobakteriedédande desinfektionsmedel, efterfoljt av 70%-ig
isopropylalkolhol. Om lackage sker inuti instrumentet foreligger risk for exponering for aerosol. Sla av instrumentet och stang dérrarna omedelbart. Utrym det
berérda omradet. Kontakta sékerhets- och infektionskontrollpersonalen pa din arbetsplats. Avgér om det ar nédvandigt att sla av eller modifiera instéllningarna
péa den ventilationsutrustning som férsérjer det berérda omradet. Atervénd ej till omradet férran all eventuell aerosol har sjunkit eller aviagsnats genom lamplig
ventilation. BD Diagnostics skall informeras genom uppringning av nédrmaste BD-representant. CDC har utfardat riktlinjer for korrekta atgarder vid accidentell
mykobakteriekontamination orsakad av skadade odlingsflaskor eller buljongsuspensioner.6

FORVARINGSANVISNINGAR
MYCO/F-Sputa odlingsflaskor: Forvaras vid 2° — 25 °C, pa torr plats och skyddade fran direkt ljus.
FAR EJ anvéndas efter utgangsdatum.

BACTEC PANTA/F-antibiotikatillsats: Icke rekonstituerad BACTEC PANTA/F skall forvaras vid 2 — 8 °C. Efter rekonstituering skall produkten anvandas
omedelbart eller férvaras fryst vid -20 till -70 °C i upp till sex manader. FAR EJ aterfrysas efter upptining. Skyddas mot ljus. Overhettning skall undvikas.

FAR EJ anvéndas efter utgangsdatum.

PROVBEHANDLING

Sputum och andra prover fran luftvdgarna maste enzymbehandlas, dekontamineras och koncentreras innan de ympas pa MYCO/F-Sputa odlingsflaskor.
Anvéanding av N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid-metoden rekommenderas.6.7.8 Alternativt kan BBL MycoPrep-sats anvandas for behandling av provet.
Andra dekontamineringsmetoder har inte testats tillsammans med MYCO/F-Sputa odlingsmedium. Efter centrifugering (1= 3 000 x g, 15 min) skall sedimentet
resuspenderas i steril fosfatbuffert, pH 6,8.

Behandling av icke-luftvagsprover forutom blod bor utféras i enlighet med Clinical Microbiology Handbook,® CDC Manual, eller enligt foreskrifter i det enskilda
laboratoriets metodbok.

FORFARANDE

MYCO/F-Sputa odlingsmedium maste anvéndas tillsammans med fluorescensinstrument ur BACTEC 9000MB-serien.

Tillhandahallna material: BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskor, BACTEC PANTA/F-antibiotikatillsats och BACTEC Supplement/F mediumtillsats.

Material som krévs men ej medféljer: Centrifug; biologiskt sakerhetsskap; autoklav; CO,-inkubator, 37 °C, Falcon 50 mL centrifugeringsrér; 4%-ig
natriumhydroxid; 2,9%-ig natriumcitratiésning; N-acetyl-L-cystein-pulver; fosfatbuffert pH 6,8, vortexblandare; sterila 6verféringspipetter; steril tuberkulinspruta
med nal 25 G; mykobakteriedédande desinfektionsmedel; 70%-ig isopropylalkohol; mykobakterieagar eller aggbaserat medium; 7H9-buljong, steril fysiologisk
koksaltlésning; organismer for kvalitetskontroll (Mycobacterium tuberculosis, ATCC 27294; Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841; och Mycobacterium kansasii,
ATCC 12478); mikroskop och material for fargning av preparat.

INOKULATION AV MYCO/F-SPUTA ODLINGSFLASKOR

1. Dra av locket fran BACTEC-flaskan och inspektera flaskan for sprickor, kontamination, uttalad grumlighet och buktande eller indraget membran. Flaskan FAR EJ
anvandas om nagon defekt noteras.

2. Mark odlingsflaskan med provdata.

3. Anvand en spruta med en Luer-Lok-kona och en 25 G nal och rekonstituera den lyofiliserade BACTEC PANTA/F-flaskan med 10 mL BACTEC
Supplement/F. Nalar grévre dn 20 G FAR EJ anvéndas. Grévre nalar kan orsaka permanent skada pa flaskans membran. Blanda innehallet vél. Inspektera
flaskans innehall och séakerstall att BACTEC PANTA/F-antibiotikatillsatsen ar fullstandigt upplost.

4.  For luftvagsprover och osterila prover maste 2,0 mL av den rekonstituerade BACTEC PANTA/F-I6sningen tillsattas till de MYCO-F-Sputa odlingsflaskor
som skall inokuleras. Flaskor med tillsats skall inokuleras inom tva timmar efter tillsattningen av BACTEC PANTA/F-I6sningen. Fore tillsattningen av
BACTEC PANTA/F-I6sning skall membranet torkas av med 70%-ig isopropylalkohol. Det rekommenderas att anvanda en tuberkulinspruta med ej avtagbar
nal, 25 G. For att undvika accidentella nalstick bor enhandsteknik och Iamplig flaskhallare anvandas vid inokulation. For vévnadsprover eller andra fasta
prover rekommenderas anvandning av en grévre nal, (20 — 22 G) och en spruta med Luer-Lok- eller motsvarande typ av kona.

For sterila kroppsvatskor forutom blod (sdsom synovial- och peritonealvétska), maste 2,0 mL BACTEC Supplement/F tillsattas till flaskorna med BACTEC
MYCO/F-Sputa odlingsmedium fore inokulation. Fore tillsattningen av BACTEC Supplement/F skall membranet torkas av med 70%-ig isopropylalkohol. Det
rekommenderas att anvénda en tuberkulinspruta med ej avtagbar nal, 25 G. For att undvika accidentella nalstick bér enhandsteknik och Iamplig flaskhallare
anvéandas vid inokulationen.

5. Injicera aseptiskt 0,5 mL behandlat prov per flaska med anvandning av en tuberkulinspruta med en 25 G nal. Nalen bor féras in och dras ut rakt;
undvik rorelser i sidled eftersom detta kan skada membranet. Torka av membranet med mykobakteriedddande desinfektionsmedel, efterfoljt av 70%-ig
isopropylalkohol. Inokulerade flaskor bor sattas in i BACTEC 9000MB-system sa snart som mgjligt, och atminstone samma dag som provet dekontamineras,
behandlas och ympas pa BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskorna.

Vid denna tidpunkt bor konventionella medier sasom Lowenstein-Jensen eller 7H10/7H11 inokuleras.

6. De flaskor som sétts in i instrumentet testas automatiskt under hela testprotokollperioden. Positiva flaskor identifieras av BACTEC 9000MB-systemet (se
bruksanvisningen for BACTEC 9000MB, MA-0092). Sensorerna i positiva respektive negativa flaskor uppvisar inte sékert nagra synliga skillnader; en skillnad
i fluorescens kan dock detekteras av BACTEC 9000MB-systemet.

7. Positiva flaskor bér genomga fortsatt odling och ett utstryk for syrafasta stavar beredas.

Behandling av en instrumentpositiv flaska:

a) Avlagsna flaskan fran instrumentet.

b) Lufta flaskan i ett biologiskt sékerhetsskap sa att trycket i flaskan ekvilibreras med atmosfarstrycket.

c) Vand upp och ned pa flaskan sa att innehallet blandas.

d) Ta ut en alikvot ur flaskan (ca 0,1 mL) fér beredning av fargade preparat (AFB- och Gram-fargning).

e) Inspektera utstryket och preparaten. Ldmna inte preliminarsvar forran preparatet med fargning for syrafasta stavar har bedémts.
Om AFB ér positiv, utfors fortsatt odling pa fasta medier och resultatet rapporteras som: instrumentpositiv, AFB-positiv, identifiering pagar.
Om andra mikroorganismer &n syrafasta bakterier foreligger rapporteras resultatet som: instrumentpositiv, AFB-negativ, kontaminerad.

Om inga mikroorganismer upptécks i utstryken, satts flaskan in igen i instrumentet som en pagaende negativ flaska och testprotokollet fullféres. Inga
rapporterbara resultat.

Fortsatta odlingar for identifiering samt resistensbestdmning kan utféras med anvéandning av vatska fran BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskor.

Fortsatt odling och aterinsattning av flaska: Fortsatt odling maste utforas i biologiskt sékerhetsskap och lamplig skyddskladsel, inklusive handskar och
munskydd, skall baras. Innan fortsatt odling utférs skall flaskan stéllas uppratt och en alkoholtork laggas éver membranet. For att avlasta eventuellt Gvertryck i
flaskan, vilket kan orsakas av vaxt av kontaminanter, skall en steril nal, 25 G (eller finare), forsedd med Iampligt filter eller kompress stickas genom alkoholtorken
och membranet. Nalen bor avlagsnas efter att trycket har avlastats och innan prov tas fran flaskan for fortsatt odling. Nalen bor foras in och dras ut rakt;

undvik vridrorelser eftersom detta kan skada membranet. For fortsatt odling av den luftade flaskan vands flaskan forst sa att innehallet blandas vél, och en ny
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injektionsspruta med en 25 G nal sticks in och odlingsmedium tas for fortsatt behandling. Satt inte pa nalskyddet pa nalen igen. Kasta nalar och sprutor i en
icksa b e for biologiskt riskavfall.

Anvandaren kan om sa onskas sétta tillbaka en flaska med negativt utstryk i instrumentet for fortsatta kontroller under testprotokollperioden.

Efter sex veckors inkubering skall samtliga instrumentnegativa flaskor okularbesiktigas. Om flaskan foérefaller positiv vid inspektion (dvs. grumlig med méjliga
mykobakterieklumpar) skall den genomga fortsatt odling och fargning for syrafasta stavar samt behandlas som presumtivt positiv under forutsattning att den
syrafasta fargningen ar positiv. Om flaskan inte uppvisar nagra tecken pa att den ar positiv skall den steriliseras fore bortskaffning.

KVALITETSKONTROLL

Kvalitetskontrollbevis medfljer varje lada odlingsmedier.

Det rekommenderas att varje ny forsandelse eller nytt parti BACTEC MYCO-F-Sputa odlingsmedier testas med de ATCC-kontrollorganismer som anges i
nedanstaende tabell som positiv kontroll och en oinokulerad flaska som negativ kontroll.

Organism Intervall for tid-till-detektion (dygn)
Mycobacterium tuberculosis, H37Rv, ATCC 27294 8 till 12
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 1till 3
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 6 till 12

Beredning av positiv kontrollflaska:

1. Odla organismen i 7H9-buljong.

2. Bered en McFarland nr. 1-suspension (= 107 cfu/mL) av organismen med steril fysiologisk koksaltlésning.

3. Spad suspensionen med steril fysiologisk koksaltiésning till 104 cfu/mL.

4. Ympa 1 mL av denna suspension pa en MYCO/F-Sputa odlingsflaska som tillsatts 2,0 mL rekonstituerad BACTEC PANTA/F. Inokulat pa 1 mL skall endast

for organi: for kvali ontroll.

De positiva och negativa kontrollflaskorna skannas in i instrumentet och testas. Den positiva kontrollflaskan bor aviasas som instrumentpositiv inom
det tidsintervall som anges i ovanstaende tabell. Den negativa kontrollen bor forbli negativ. Om nagon av dessa flaskor inte ger forvantat resultat, far
odlingsmedierna ej anvandas forran nédrmaste BD-representant kontaktats.

For information om kvalitetskontroll av BACTEC 9000MB-systemet hanvisas till bruksanvisningen for BACTEC 9000MB (MA-0092).

RESULTAT

Ett odlingspositivt prov detekteras av BACTEC 9000MB-systemet och bekraftas via ett utstryk for syrafasta stavar. Ett positivt resultat indikerar att flaskan kan
innehalla viabla mikroorganismer.

METODENS BEGRANSNINGAR

Kontamination

Forsiktighet skall iakttagas sa att extern kontamination av provet under provtagning, enzymbehandling och ympning pa BACTEC-flaskan férhindras. Pa

grund av det naringsrika mediet och oselektiviteten hos fluorescensdetektion av oxygenkonsumtion, kan kontamination sla igenom. Enzymbehandling och
dekontamineringsforfaranden maste utféras noggrant sa att genomslag av icke-mykobakteriella organismer reduceras. Testa endast indicerade provtyper. En
kontaminerad flaska kan ge en positiv instrumentavlasning men detta indikerar inte ett kliniskt relevant resultat. Anvandaren maste avgdra huruvida provet ar
kontaminerat eller ej, pa grundval av sadana faktorer som resultatet fran utstryket for syrafasta stavar, typ av pavisad organism, upptradande av samma organism i
flera odlingar, patientens anamnes, etc. (Se bruksanvisningen for BACTEC 9000MB, MA-0092, for beskrivning av forfarandet vid dekontaminering av flaskor.)
Dekontaminering med N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid (NALC-NaOH)-metoden rekommenderas. Andra dekontamineringsmetoder har inte testats for
BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsmedium. Enzymer-dekontaminanter kan utéva skadliga effekter pa mykobakterier.

Provtyp

BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskor med tillsats av BACTEC Supplement/F och BACTEC PANTA/F, ar avsedda att anvandas for odling och pavisning
av bakterier i enzymbehandlade och dekontaminerade kliniska prover och sterila kroppsvéatskor med undantag av blod, nar s& &r Iampligt. Detta tests lagsta
detektionsniva kan variera beroende pa de befintliga mykobakteriearterna.

Odlingsflaskor med MYCO/F-Sputa odlingsmedium SKALL EJ anvéndas for pavisning av mykobakterier i blod.

Pleuravatska kan innehalla réda och vita blodkroppar10 som har hdg oxidativ metabolism, vilket kan resultera i falskt positiva varden.

Allménna kommentarer

Detektion av mykobakteriearter i kliniska prover &r beroende av antalet organismer i provet, provtagningsmetod, och séddana patientfaktorer som symtom, tidigare
behandling och provbehandling. For optimala méjligheter till pavisning av mykobakterier ar det av avgérande betydelse att alla anvisningar foljs. Kontamination
av saprofytiska mykobakterier i ledningsvatten eller andra laboratoriereagenser och -utrustning kan ge upphov till falskt positiva resultat.

Optimal pavisning av isolat uppnas genom tillsats av 0,5 mL behandlat och resuspenderat provinokulat till varje flaska. Enzymbehandlingens och
dekontamineringsforfarandets omfattning vid provbehandling kan ocksa paverka pavisningsmojligheten och tid-till-detektion.

Mykobakterier kan variera i syrafasthet beroende pa stam, odlingens alder och andra variabler. Alla flaskor som klassas som positiva, antingen genom
instrumentdetektion eller pa grundval av grumligt utseende i slutet av testprotokollperioden, bér genomga fortsatt odling i bade selektiva och icke-selektiva
mykobakteriemedier. Overvaxt av icke-mykobakteriella arter 6ver befintliga mykobakterier kan forekomma. Dessa odlingsflaskor bér dekontamineras pa nytt och
omodlas. (Se bruksanvisningen for BACTEC 9000MB, MA-0092, fér beskrivning av férnyad dekontaminering av flaskan.)

Kolonimorfologi och pigmenteringsegenskaper kan endast bestdmmas pa fasta medier. Ytterligare tester for identifiering kan utforas for att bestamma
mykobakteriearten i en positiv MYCO/F-Sputa-flaska.

BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskor som forefaller positiva kan innehalla en eller flera arter mykobakterier och/eller andra icke-mykobakteriearter. For
identifiering av befintliga mykobakterier kravs fortsatt odling pa fast medium och ytterligare forfaranden fér identifiering av befintliga organismer. Permanensen i
den mikroskopiska morfologin i BACTEC MYCO/F-Sputa har ej faststéllts.

BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsflaskor inkuberas vid 37 °C vilket mdjligen kan forhindra pavisning av mykobakterier som kraver andra inkubationstemperaturer
(exempelvis M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). Fér pavisning av sadana organismer kravs ytterligare odlingsmetoder. Organismer med speciella
tillvaxtkrav (t. ex. M. haemophilum) &r inte sakert pavisbara i BACTEC MYCO/F-Sputa vid inkubation vid 1amplig temperatur. Féljande isolat detekterades

som positiva av BACTEC 9000MB-systemet, i bade interna studier och/eller kliniska prévningar, vid anvandning av BACTEC MYCO/F-Sputa: Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium tuberculosis samt Mycobacterium xenopi.

Anvandning av BACTEC PANTA/F-antibiotikatillsats kan, &ven om det &r nédvandigt for alla osterila prover, ha en hammande effekt pa vissa mykobakterier.
Avslutande fortsatta odlingar utférdes inte rutinmassing under de kliniska studierna. Darfér kan for narvarande ej faststallas den faktiska frekvensen falskt
negativa resultat, definierad som MYCO/F-Sputa odlingsflaskor som férblivit negativa under hela inkubationsperioden pa 6 veckor och som genomgatt fortsatt
odling med pavisad vaxt av mykobakteriella organismer.
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FORVANTADE RESULTAT

Frek istributionen for d 1stider for enligt BACTEC 9000MB-systemet positiva luftvidgsprover i kliniska forsok illustreras i nedanstaende figur.
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Prover fran luftvagarna

BACTEC 9000MB-systemet utvarderades pa fyra kliniska platser, vilka innefattade allménna halsovardslaboratorier och stora akutvardssjukhus pa

geografiskt skilda orter. Patientpopulationerna pa de olika platserna innefattade patienter infekterade med HIV, immunkomprometterade patienter och
transplantationspatienter. BACTEC 9000MB-systemet jamfordes bade med BACTEC 460TB-radiometrisystem och konventionella fasta odlingsmedier

for detektion och pavisning av mykobakterier i luftvagsprover. Totalt 3135 luftvagsprover testades under prévningarna. Det totala antalet patogena
mykobakteriepositiva isolat var 348. Av dessa positiva isolat pavisades 292 (84%) via BACTEC 9000MB-systemet, 260 (75%) pavisades via BACTEC
460TB-radiometrisystemet och 178 (51%) pavisades med anvandning av fasta medier (Lowenstein-Jensen). BACTEC 9000MB-systemet i kombination med fasta
medier pavisade 89,6% av alla patogena isolat. For icke-patogena MOTT* (mykobakterier férutom M. tuberculosis) var totalantalet positiva isolat som pavisades
under studien 40. Av dessa positiva isolat pavisades 16 (40%) via BACTEC 9000MB-systemet, 24 (60%) pavisades via 460TB-radiometrisystemet och fem

(13 %) pavisades med anvandning av fasta medier. BACTEC 9000MB-systemet i kombination med fasta medier pavisade 50% av alla icke-patogena MOTT.
(*Icke-patogena MOTT inkluderade M. gordonae, M. abscessus och M. terrae.)

BACTEC 9000MB-systemet misslyckades med att pavisa 1,8% av de patogena isolat som pavisades i ett eller flera av referenssystemen (BACTEC 460TB eller
konventionella fasta medier). Aven om denna procentsats representerar potentiellt misslyckad pavisning, anger det inte faktisk falskt negativ bestdmning (se
avsnittet om begransningar). Anvandning av ett ytterligare medium, sdsom rekommenderas, ékar sannolikheten fér pavisning av mykobakteriella organismer.
BACTEC 9000MB-systemet uppvisade en falskt positiv frekvens pa 1,5% (instrumentpositiv, men utstryk och/eller fortsatt odling negativ(a)). Den totala
frekvensen fér vaxt av kontaminerande organismer fér BACTEC 9000MB-systemet var 6,5%.

Sammanfattning av BACTEC 9000MB-systemets pavisning av isolat i luftvadgsprover i de kliniska prévningarna

Isolerade arter Summa TOTALT 9000MB TOTALT 460TB TOTALT LJ
Isolat 9000MB ENDAST 460TB ENDAST LJ ONLY
M. tuberculosis 146 123 14 126 13 93 3
M. avium complex 162 138 38 114 18 65 4
M. kansasii 10 10 0 9 0 9 0
M. fortuitum 18 1" 7 6 3 7 4
M. chelonae 5 4 2 3 1 1 0
M. simiae 1 1 1 0 0 0 0
M. malmoense 1 0 0 1 1 0 0
M. gordonae 34 14 10 23 19 2 1
M. abscessus 3 2 2 1 1 0 0
M. terrae 1 0 0 0 0 1 1
M. phlei 1 0 0 0 0 1 1
M. vaccae 1 0 0 0 0 1 1
M. arter (andra) 5 5 2 1 0 3 0
SAMTLIGA ISOLAT 388 308 76 284 56 183 15

Icke-luftvagsprover

| en separat studie vid ett stort universitetssjukhus testades 803 icke-luftvéagsprover med BACTEC MYCO/F-Sputa odlingsmedium, BACTEC 12B odlingsmedium
och konventionellt medium (Lowenstein-Jensen). Det totala antalet patogena mykobakteriepositiva isolat i studien var 38. Av dessa positiva isolat pavisades

29 (76,3%) via BACTEC 9000MB-systemet, 30 (78,9%) pavisades via BACTEC 460TB-systemet och 24 (63,2%) pavisades med anvandning av konventionellt
medium (Lowenstein-Jensen). BACTEC 9000MB-systemet i kombination med fasta medier pavisade 89,5% av alla patogena isolat. Det totala antalet positiva
prover (patogena och icke-patogena mykobakterier) var distribuerade &ver féljande kéllor: gastriska (5,1%), sterila kroppsvatskor férutom blod (17,9%), faeces
(10,3%), hudyta/sarvatska (5,1%), vévnad (53,8%) och urin (7,7%). Foljande isolat detekterades som positiva i BACTEC 9000MB-systemet vid anvandning av
MYCO/F-Sputa under denna kliniska prévning: M. tuberculosis, M. avium-komplex, M. chelonae, M. fortuitum och M. bovis. Den totala frekvensen falskt positiva
resultat (instrumentpositiv, men utstryk och/eller fortsatt odling negativa) var 5,0%. Pa grund av de varierande prover som togs och testades, avvek frekvensen
falskt positiva resultat signifikant fran den tidigare rapporterade frekvensen for luftvagsprover. Frekvensen for vaxt av kontaminerande organismer i normalt
sterila prover (dvs. vavnad och sterila kroppsvatskor forutom blod) varierade mellan 4,7% och 18,9%; och varierade i osterila prover (dvs. gastriska, faeces, urin,
hudyta/sarvatska) mellan 8,2% och 73,9%. Den totala frekvensen for vaxt av kontaminerande organismer var 14,9%.

REFERENSER: Se avsnittet “References” i den engelska texten.
BD Diagnostics teknisk service: Kontakta narmaste BD-representant.
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