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(bioMérieux ref. 39001 / Gen-Probe Cat. No. 2845)

PREDPOKLADANE POUZITIE

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je rychly test s DNA
sondou vyuzivajuci techniku hybridizacie nukleovych kyselin na identifikaciu komplexu Mycobacterium avium
(M. avium komplex) izolovaného z kultivacie.

SUHRN A VYSVETLENIE TESTU

Infekcie spdsobené Elenmi komplexu M. avium su najcastejSimi mykobakterialnymi infekciami spojenymi s AIDS
a vyskytujucimi sa u inych pacientov s oslabenou imunitou (7, 15). Incidencia M. avium komplexu ako klinicky
vyznamného patogénneho organizmu v pripadoch chronického plicneho ochorenia taktiez narasta (8, 17).
V poslednom Case viaceré laboratéria hlasia, Zze vyskyt izolovaného M. avium komplexu je rovnaky, alebo vyssi,
ako vyskyt izolovanej M. tuberculosis (17). Lie€ba tychto infekcii je zloZitéd a zavaznost tychto infekcii vyzaduje
rychlu diagnostiku.

M. avium komplex pozostava z pomaly rastiucich mykobaktérii, ktoré produkuju malo alebo Ziadny pigment,
nehydrolyzujd TWEEN 80 ani mocovinu, nedegraduju dusi¢nany, produkuji menej ako 45 mm peny pri
semikvantitativnom katalazovom teste a maju pozitivhu reakciu pre nikotinamidazu a pyrazinamidazu. Komplex
sa obvykle sklada z dvoch druhov: M. avium a M. intracellulare (19). Fenotypicky su M. avium a M. intracellulare
takmer nerozliSitelné a ani biochemické testy nie st schopné ich rozlisit.

Bezne pouzivanymi metdédami na identifikaciu izolatov ako &lenov M. avium komplexu su kultivacné a
biochemické postupy, urcenie sérotypu, plynova a kvapalinova chromatografia, kvapalinova chromatografia
s vysokym rozliSenim (HPLC) a izotopmi znacené sondy DNA, ktoré reaguju s ribozomalnou RNA (rychly
diagnosticky systém GEN-PROBE na MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX) (1, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 16,
18). NavySe mozno vacsinu kmenov M. avium komplexu identifikovat bud ako M. avium alebo M. intracellulare
pomocou sérotypizacie s adsorbovanym sérom obsahujiucim Specifické protilatky proti povrchovym bunkovym
antigénom. Nedavne $tudie T-katalazy, polymorfizmov dizky restrikénych fragmentov a DNA-DNA hybridizacie
ukazali, Ze niektoré sérotypy kedysi povazované za M. intracellulare v skuto¢nosti patria k druhu M. avium (1,
14, 21).

Existuje ale malé mnoZstvo biochemicky uréenych izolatov M. avium komplexu, ktoré nemozno spolahlivo uréit
ako M. avium alebo M. intracellulare pomocou Ziadnej z hore uvedenych metdd. Presny taxonomicky status
tychto kmerov je v sucéasnosti nejasny. ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST je uréeny na detekciu M. avium, M. intracellulare ainych izolatov nedavno
identifikovanych ako patriacich k M. avium komplexu. NerozliSuje medzi jednotlivymi druhmi v ramci komplexu
(20, 22, 23). Vynimoc&ne nemusia izolaty M. avium komplexu poskytovat v tomto teste pozitivnu reakciu.

PRINCIPY POSTUPU

Testy hybridizacie nukleovych kyselin su zaloZzené na schopnosti komplementérnych vlaken nukleovych kyselin
Specificky sa usporiadat a vytvarat stabilné dvojvldknové komplexy (4). Systém ACCUPROBE pouZiva
jednovlaknovua sondu DNA s chemiluminiscenénym znaéenim, ktora je komplementarna k ribozomalnej RNA
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cielového organizmu. Potom, ako sa ribozomalna RNA uvolni z organizmu, spoji sa znatena sonda DNA s
ribozomalnou RNA cielového organizmu a vytvori sa stabilny DNA:RNA hybrid. Selekéné c¢inidlo umoznuje
rozliSenie nehybridizovanej a hybridizovanej sondy. Znacené hybridy DNA:RNA sa meraju v GEN-PROBE
luminometri. Pozitivny vysledok je, ked sa pomocou luminometra od¢ita hodnota rovnaka alebo vysSia ako
hrani¢na hodnota. Hodnota nizSia ako hraniéna hodnota predstavuje negativny vysledok.

CINIDLA

Cinidla pre ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST sa
dodavaju v troch samostatnych supravach:

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX PROBE KIT

Cinidlo so sondou (P) (4 x 5 skimaviek)
Mycobacterium avium komplex.
Lyzujuce skumavky (LT) (1 x 20 skumaviek)

Sklenené guldcky a timivy roztok.

ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION REAGENT KIT

Cinidlo 1 (Lyzujuce &inidlo) (1) 1x10 ml
timivy roztok obsahujuci 0,04 % azidu sodného

Cinidlo 2 (Hybridizagny timivy roztok) (2) 1x10 ml
timivy roztok

Cinidlo 3 (Seleké&né &inidlo) (3) 1 x60 ml

timivy roztok

GEN-PROBE DETECTION REAGENT KIT

Detekéné Cinidlo | (RI) 1 x 240 ml
0,1% peroxid vodika v 0,001 N kyseline dusi¢ne;
Deteké&né Cinidlo 11 (RII) 1 x240 ml

1 N hydroxid sodny

UPOZORNENIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

A. Na diagnostické pouzitie in vitro.
Pri uskutoénovani tohto testu zachovavajte vSeobecné bezpecnostné opatrenia (2).
PouZivajte len na identifikaciu M. avium komplexu izolovaného z kultury.

Pouzivajte len dodavané alebo predpisané jednorazové laboratérne pomdbcky.

m©oow

Narabanie s kulturami a vSetky kroky postupu az po krok inaktivacie ohrievanim by sa mali vykonavat v
laboratériu s 2. stupfiom biologickej bezpeé&nosti.

F. Cinidla stpravy obsahuju azid sodny, ktory méze reagovat s olovenym alebo medenym potrubim za vzniku
vybusnych azidov kovov. Pri likvidacii tychto &inidiel, vZdy rozriedte material s velkym objemom vody, aby sa
zabranilo hromadeniu azidu v potrubi.

G. Vyhybajte sa kontaktu pokozky, a sliznic s detekénym ¢&inidlom | a Il. Ak tieto ¢inidla pridu do kontaktu
s pokozZkou, oplachnite ju vodou. Ak dojde k rozliatiu tychto Cinidiel, rozriedte ich vodou pred utretim
dosucha.

PODMIENKY SKLADOVANIA A ZAOBCHADZANIA

Skumavky s &inidlom so sondou sa musia skladovat' vo féliovom puzdre pri teplote 2 az 8 °C. Skumavky
s €inidlom so sondou su v uzatvorenom puzdre stabilné az do datumu exspiracie vyznateného na obale. Po
otvoreni musi byt puzdro opatovne zatvorené a a skumavky by mali byt pouZité v priebehu dvoch mesiacov
a pred datumom exspiracie.
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Dalsie &inidla pouzit¢é v ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION
TEST mézu byt skladované pri teplote 2 az 25 °C, pri€om su stabilné az do uvedeného datumu exspiracie.

CINIDLA NEZMRAZUJTE.

ODBER A PRIPRAVA VZORKY

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je uréeny na

identifikaciu

Mycobacterium avium komplexu z kultdry.

A. Metdéda kultivacie na tuhom médiu. Testovany mdze byt narast pripominajuci M. avium komplex na
vhodnom tuhom médiu, ako su Lowenstein-Jensenov Sikmy agar alebo platne Middlebrook 7H10 alebo
7H11. Vzorky mozno testovat, hned ako je viditelny narast a po€as nasledujucich Sestdesiatich dni
inkubacie.

1. Narast mdze byt odobraty 1 ul jednorazovou plastovou kfuckou, drétenou klu¢kou alebo jednorazovou
plastovou ihlou. Tampény by sa nemali pouzivat, pretoZze bunky sa nasledne resuspenduji v malom
objeme kvapaliny.

2. Nenaberte s bunkami tuhé médium.

3. Pracovnik sa m6ze rozhodnut su€asne naockovat inu kultivaénu platfiu, aby sa potvrdila istota izolatu.

B. Metoda kultivacie v bujone. Pomocou testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX

CULTURE IDENTIFICATION TEST mozno testovat rast v bujone Middlebrook 7H9 s turbiditou rovnou
alebo vacSou ako McFarland 1nefelometricky Standard. Pipetujte 100 pl vzorky z dobre premieSanej
suspenzie bujénu do skumavky s lyzujucim ¢inidlom, podla dole uvedeného popisu.

DODAVANE MATERIALY

ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
bioMérieux ref. 39001 / Gen-Probe Cat. No. 2845

. 20 testov
Cinidlo so sondou (P) 4 x 5 skiumaviek
Lyzujace skumavky (LT) 1 x 20 skumaviek

POZADOVANE ALE NEDODAVANE MATERIALY

1 pl plastové sterilné oCkovacie klucky, drétené klu€ky alebo plastové ihly na vyber koldnii

Kontrolné kultivaéné kmene

Vodny kupel, alebo kupel so suchym teplom* (60 £ 1 °C)

Vodny kupel, alebo kupel so suchym teplom * (95 + 5 °C)

Mikropipety (100 ul, 300 pl)

re-pipetor (100 pl, 300 wl)

Vortexové mieSadlo

McFarland 1 nefelometricky $tandard

*Vyhrievacie telesa v kupeli so suchym teplom musia mat jamky odpovedajice velkostou skumavkam
s rozmermi 12 x 75 mm. Odporuca sa pouzitie GEN-PROBE kupelov so suchym teplom.

DOSTUPNE U VASHO GEN-PROBE DISTRIBUTORA
Luminometer GEN-PROBE LEADER 50i

(bioMérieux ref. 39400 / Gen-Probe kat. ¢. 3100i)

Sonikator GEN-PROBE

(bioMérieux ref. 39409 / Gen-Probe kat. €. T460)

Suprava Cinidel ACCUPROBE CULTURE IDENTIFICATION

(bioMérieux ref. 39305 / Gen-Probe kat. €. 2800)

Suprava Cinidel GEN-PROBE DETECTION

(bioMérieux ref. 39300 / Gen-Probe kat. €. 1791)

Kupel so suchym teplom (60 £ 1 °C)

(bioMérieux ref. 39406 / Gen-Probe kat. €. 3397)

Kuapel so suchym teplom (95 £ 1 °C)
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(bioMérieux ref. 39407 / Gen-Probe kat. €. 3398)
Kupefl so suchym teplom Twin (60/95 £ 1 °C)

(bioMérieux réf. 39408 / Gen-Probe kat. €. 3399)
Stojan sonikatora GEN-PROBE

(bioMérieux ref. 39313 / Gen-Probe kat. ¢. 4027)

POSTUP TESTU

A. PRIPRAVA VYBAVENIA

1.

Pre optimalny prenos zvukovej energie sa musi voda starostlivo zbavit plynov nasledujucim postupom:

a. Pridajte dostatoné mnozstvo horucej vody, aby sa kupel sonikatora naplnil asi ¥z palca pod vrch
nadoby.

b. Nechajte sonikator bezat 15 minut, aby sa z vody Uplne odstranili plyny.

2. Upravte teplotu jedného vyhrievacieho telesa alebo vodného kupela na 60 £ 1 °C a teplotu druhého
vyhrievacieho telesa alebo vodného kupela na 95 £ 5 °C.
3. Pripravte luminometer GEN-PROBE LEADER k ¢&innosti. Ubezpecte sa, €i mate dostatoCny objem
detekénych &inidiel | a Il na dokon&enie testov.
B. KONTROLY

Pozitivhe a negativne kontrolni kmene sa musia rutinne testovat v kazdom laboratériu podfa miestnych
predpisov. Ako pozitivha kontrola sa méze pouzit’ kultdra M. avium (napr. American Type Culture Collection,
ATCC ¢&. 25291) alebo M. intracellulare (napr. ATCC €. 13950) a ako negativna kontrola sa mbze pouzit
kultira Mycobacterium tuberculosis (napr. ATCC ¢&. 25177).

C. PRIPRAVA VZORKY

1.

4.

Oznacte dostatocny pocet skumaviek s lyzujucim &inidlom na testovanie izolatov kultury a/alebo kontrol.
Odstrarite vieCka a odlozte ich.

Napipetujte 100 pl €inidla 1 (lyzujuce Cinidlo) a 100 pl ¢inidla 2 (hybridizacny timivy roztok) do vSetkych
skimaviek s lyzujucim €inidlom. Ak sa maju testovat’ bujénové kultury, nepridavajte do skiumaviek
s lyzujucim ¢inidlom ¢inidlo 1.

Preneste vzorku z tuhého media alebo 100 pl dobre premieSanej bujonovej kultury do oznacenych
skumaviek s lyzujucim c&inidlom, podfa popisu v Casti ODBER A PRIPRAVA VZORKY. Ak testujete

narast na tuhom médiu, zato¢te kfuCkou alebo ihlou v zmesi rozpustadiel Cinidla 1 a €inidla 2, kvéli
odstraneniu buniek.

Uzatvorte skimavky s lyzujucim €inidlom a kratko premiesajte na vortexe.

D. LYZA VZORKY

1.

4.

ZatlaCte skumavky s lyzujucim €inidlom do stojana sonikatora tak, aby reakéna zmes na dne skumavky
bola ponorena, ale viecka boli nad vodou. Umiestnite stojan sonikatora do vodného kupela sonikatora.
NEPRIPUSTITE, ABY SA SKUMAVKY DOTYKALI DNA ALEBO STIEN SONIKATORA.

Pdsobte ultrazvukom po dobu 15 minut.

Umiestnite skimavky s lyzujicim &inidlom, obsahujice organizmy podrobené pdsobeniu ultrazvuku do
vyhrievacieho telesa alebo do vodného kupela na 10 minut pri teplote 95 + 5 °C.

Opatrne vyberte skimavky s lyzujucim €inidlom z vyhrievacieho telesa alebo z vodného kupefa.

E. HYBRIDIZACIA

1.

Otvorte foliové puzdro rovnomernym rozrezanim vrchu puzdra. Vyberte dostatoéné mnoZstvo
skumaviek s Cinidlom obsahujucim sondu na testovanie izolatov kultury a/alebo kontrol. Uzatvorte
puzdro niekolkonasobnym zahnutim otvoreného okraja a zabezpecte prilnavou paskou alebo svorkou.
V puzdre nechajte vankusik desikanta.

Oznacte dostatoény pocet skimaviek s Cinidlom so sondou na testovanie izolatov kultury a/alebo
kontrol. Odstrante a uchovaijte viecka.
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Pipetujte 100 pl lyzovanych vzoriek zo skumaviek s lyzujucim ¢inidlom do prisludnych skumaviek
s €inidlom so sondou.

Uzatvorte skumavky s €inidlom so sondou a inkubujte ich vo vodnom kupeli alebo vo vyhrievacom telese
po dobu 15 minut pri teplote 60 + 1 °C.
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F.

SELEKCIA

1. Vyberte skiumavky s €inidlom so sondou z vodného kupela alebo z vyhrievacieho telesa. Odstrante
a uchovajte viecka. Do kazdej skumavky napipetujte 300 ul cCinidla 3 (selekéné c¢inidlo). Skumavky
opatovne uzatvorte a premie3ajte na vortexe, aby sa Uplne premiesali.

2. Inkubujte skumavky s €inidlom so sondou po dobu 5 minut pri teplote 60 + 1 °C vo vodnom kupeli alebo
vo vyhrievacom telese.

3. Vyberte skumavky s €inidlom so sondou z vodného kupela alebo z vyhrievacieho telesa a nechajte ich
pri izbovej teplote najmenej 5 minut. Odstrarte a znicte vieCka. Od¢itajte vysledky v luminometri do 1
hodiny.

G. DETEKCIA

1. Z menu v softwari luminometra si vyberte vhodny protokol.

2. Navlh¢enou tkaninou alebo papierovym uteracikom utrite kazdud skiimavku, aby sa zabezpecilo, ze na jej
povrchu nie su Ziadne zvySky a vloZte skimavku do luminometra podla pokynov dodavanych k pristroju.

3. Po ukon&eni analyzy vyberte skimavku(y) z luminometra.

POZNAMKY K POSTUPU

A. CINIDLA: Cinidlo 2 (hybridiza&ny timivy roztok) sa méze vyzrazat Zahrievanim a mie$anim roztoku pri
teplote od 35 do 60 °C sa zrazenina rozpusti.

B. TEPLOTA: Hybridizacna a selekéna reakcia su zavislé na teplote. Preto je nevyhnutné udrziavat' teplotu
vodného kupefla alebo vyhrievacieho telesa v medziach stanoveného teplotného rozpéatia.

C. DOBA: Hybridizaéna a selekéna reakcia su zavislé na ¢ase. Hybridizujte najmenej 15 minut, ale najviac 20
minut. Inkubujte skimavky s Cinidlom so sondou poc€as kroku SELEKCIE najmenej 5 minudt, ale najviac 6
minut.

D. VODNY KUPEL: Hladina vody vo vodnom kupeli by sa mala udrziavat tak, aby sa zabezpegilo, Ze skiimavky
s lyzujacim ¢Cinidlom budu ponorené po kruzok vie€ka, ale nie nad nim. Taktiez treba zabezpedit, aby bol
ponoreny cely tekuty objem €inidla v skimavkach s inidlom so sondou.

E. MIESANIE NA VORTEXE: pogas PRIPRAVY VZORKY a SELEKCIE ma podstatny vyznam udrzZiavanie
zmesi v homogénnom stave, obzvlast po pridani buniek do €inidiel 1 a 2 a po pridani Cinidla 3.

F. HLADANIE CHYB:

1. ZvySené hodnoty negativnej kontroly (M. tuberculosis ATCC ¢&. 25177) vysSie ako 10 000 RLU (Relative
Light Units) v LEADER luminometri alebo 300 PLU (Photometric Light Units) v ACCULDR (predtym
PAL), mdézu byt zapri¢inené nedostatonym mieSanim po pridani Cinidla 3 (selekéné cinidlo) alebo
testovanim zmieSanych kultur. Pretoze sa mézu vyskytnut zmieSané kultury, Cast narastu sa mdze
naniest’ na vhodné agarové médium a inkubovat, aby sa posudili rozmanité typy kolénii.

2. Nizke hodnoty pozitivnej kontroly (M. avium ATCC ¢. 25291 alebo Mycobacterium intracellulare ATCC ¢.
13950) nizSie ako 30,000 RLU v LEADER alebo 900 PLU v ACCULDR (predtym PAL), mézu byt
zapri¢inené nedostatoénym mnozstvom buniek, nespravnou sonikaciou alebo testovanim zmieSanych &i
prezretych kultar. Pretoze sa mdzu vyskytnut zmieSané kultury, €ast narastu sa mdze naniest na
vhodné agarové médium a inkubovat, aby sa posudili rozmanité typy kolénii.

VYSLEDKY

A.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Vysledky testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST su
zalozené na nasledujucich hrani€nych hodnotach. Vzorky, ktoré davaju signaly vacsie alebo rovné tymto
hraniénym hodnotam sa povazuju za pozitivne. Vzorky, ktoré davaju signaly nizSie ako hrani¢né hodnoty sa
povazuju za negativne. Vysledky v rozpati opakovania testu treba zopakovat. Ak opakované testovanie
poskytuje neurcité vysledky, treba izolat subkultivovat, kvoli overeniu jeho Cistoty.
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AccuLDR LEADER
(predtym PAL)
Kriticka hodnota 900 PLU 30 000 RLU
Rozpétie opakovania 600 - 899 PLU 20 000-29 999 RLU

B. KONTROLA KVALITY A PRIJATELNOST VYSLEDKOV

Negativna kontrola (napr. M. tuberculosis, ATCC €. 25177) a pozitivna kontrola (napr. M. avium, ATCC €. 25291,
¢i z bujoénu alebo z tuhého média, musia zodpovedat nasledujucim hodnotam:

AcculLDR LEADER
(predtym PAL)
Negativna kontrola <300 PLU <10 000 RLU
Pozitivna kontrola > 900 PLU > 30 000 RLU

Ak hodnoty pozitivnej alebo negativnej kontroly nie si v poZadovanom rozpati, vysledky testov nemozno hlasit.

OBMEDZENIA

Tato metoda bola testovana na Cerstvom naraste na tuhom médiu a v bujone, uvedenych v Casti ODBER A
PRIPRAVA VZORIEK. U¢innost tohto testu nebola dokazana priamo na klinickych vzorkach (napr. mo¢, stolica,
alebo vzorky z dychacich ciest).

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST nerozliSuje
jednotlivych ¢lenov M. avium komplexu. Izolaty oboch druhov budu identifikované ako M. avium komplex.

Existuje malé mnozstvo biochemicky zistenych izolatov M. avium komplexu, ktoré nemozno sérologickymi alebo
HPLC metédami urdit ako M. avium alebo M. intracellulare. Niektoré z tychto kmefiov nemozno detekovat’ ani
pomocou testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST.
Presny taxonomicky status tychto kmerfiov je v sulasnosti nejasny. Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST identifikuje kmene M. avium komplexu, ako patriace do
tohto komplexu na zaklade postupov tradi€nych biochemickych metéd HPLC alebo GLC. Test ACCUPROBE
MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST méze detegovat neobvyklé kmene
M. avium komplexu, ktorych klinicky vyznam nebol stanoveny.

Vysledky z testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST je
potrebné interpretovat v spojeni s inymi laboratérnymi a klinickymi udajmi, ktoré ma klinicky lekar k dispozicii.

OCAKAVANE HODNOTY

Test ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST bol
porovnavany so Standardnymi kultivaGnymi biochemickymi identifikacnymi metédami na troch pracoviskach.
Pracoviskom 1 bola firma Gen-Probe Incorporated, pracoviskami 2 a 3 boli referenéné laboratéria. Bolo
testovanych sedemstosedemnast’ izolatov Mycobacterium avium komplexu (51 M. avium, 42 M. intracellulare a
624 M. avium komplex) a 235 izolatov inych mykobakteriadlnych kmefov, reprezentujucich 22 druhov. 1zolaty boli
kategorizované ako bud pozitivhe (= 30 000 RLU) alebo negativnhe (< 30 000 RLU). Rozpétie zdznamov pre
negativne kultury bolo 1 353 az 14 675 RLU a pre pozitivne kultury 30 829 az 2 742 691 RLU. Porovnanie tychto
vysledkov so Standardnymi kultivaénymi identifikaCnymi metdédami je uvedené nizSie.

ACCUPROBE/STANDARDNE BIOCHEMICKE POSTUPY

ACCUPROBE Poz Poz Neg Neg Citlivost’ / Percento
Kultivacia Poz Neg Poz Neg Specificita Zhoda
Miesto 1 44 0 0 47 100 %/100 % 100 %
Miesto 2 146 0 1 102 99,3 %/100% 99,6 %
Miesto 3 526 0 17 74 96,9 %/100%  97,2%
Celkove 716 0 18 223 97,6 %/100% 98,1 %

Po objasneni diskrepancii
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ACCUPROBE/ STANDARDNE BIOCHEMICKE POSTUPY

ACCUPROBE Poz Poz Neg Neg Citlivost’ / Percento
Kultivacia Poz Neg Poz Neg Specificita Zhoda
Miesto 1 44 0 0 47 100 %/100 % 100 %
Miesto 2 146 0 1 102 99,3 %/100 % 99,6 %
Miesto 3 526 0 1 86 100 %/100 % 100 %
Celkove 716 0 2 235 99,9 %/M100% 99,9 %

Jedna vzorka s odliSnymi vysledkami v mieste 2 (2416) bola analyzovana pomocou CDC, Atlanta, Georgia a
bola identifikovana ako M. avium komplex analyzou HPLC. Model citlivosti tohto organizmu na lie€iva bol
netypicky pre ¢lena M. avium komplexu a netypické boli aj biochemické vysledky.

Na pracovisku 3 bolo 17 pévodnych odliSnych vysledkov. Dva z nich (7755, 5113) boli chybne identifikované a
boli opatovne identifikované pomocou HPLC a GLC ako M. nonchromogenicum. Tri kultiry boli zo Studie
vyradené, pretoZe dve z nich boli zmie$ané (4750, 8168) a jedna kultura uz nebola Zivotaschopna (0601). Dalsie
dve kultury boli vyradené zo Studie, pretoze ich nebolo mozné definitivne identifikovat ako patriace k MAC: 2344
a 5124 su identifikované ako “najviac podobné MAC.” Vysledky HPLC u siedmich dalSich odliSnych vysledkov
boli ziskané z CDC, Atlanta, Georgia. Kmene PEQ09 a 6458 boli identifikované ako M. xenopi 2, kym 9714 a 8310
boli identifikované ako M. terrae komplex. OdliSné vysledky 1264 a 3634 boli identifikované ako M. scrofulaceum
pomocou CDC zalozenej na modeloch HPLC. Kmen 1264 vykazoval model SC007 kym kmen 3634 vykazoval
model EM002.

Kmen 0214 bol identifikovany ako M. simiae, kym 8153 bol potvrdeny ako MAIS HPLC model EM005. Izolaty
2888 a 2971 boli identifikované ako “neidentifikovatelny skotochromogén.” Clenovia M. avium komplexu nie su
skotochromogénni.

Po objasneni je teda celkova citlivost 99,9 %, Specificita 100 %, a percento zhody je 99,9 %.

V samostatnom hodnoteni 148 neobvyklych izolatov MAC, poskytnutych referenénymi laboratériami z dévodu
tazkosti s identifikaciou, reagovalo 120 so sondou M. avium komplexu pozitivhe. Dvadsatosem izolatov poskytlo
so sondou negativne vysledky. Tieto izolaty dalej skima CDC. Taxonomicky status neobvyklych kmeriov M.
avium komplexu je tiez posudzovany Medzinarodnou pracovnou skupinou pre taxondmiu mykobaktérii
(International Working Group in Mycobacterial Taxonomy).

CHARAKTERISTIKY STANOVENIA

A. PRESNOST POCAS PRIEBEHU

Presnost pocas priebehu testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST bola vypocitana testovanim dvoch koncentracii ribozomalnej RNA izolovanej z M.
avium, M. intracellulare alebo non-M. avium, non-M. intracellulare M. avium komplexu s pouzitim 12 opakovani v
jedinom teste.

Mycobacterium avium

Vzorka A B
Pocet opakovani 12 12
Priemerna hodnota odpovede 67 574 112 246
Standardna odchylka 2900 3429
Koeficient variacie 4,3 % 3,1%
Mycobacterium intracellulare
Vzorka A B
Pocet opakovani 12 12
Priemerna hodnota odpovede 61 758 100 736
Standardna odchylka 3 941 3275
Koeficient variacie 6,4 % 3,3%
M. avium komplex
Vzorka A B
Pocet opakovani 12 12
Priemerna hodnota odpovede 64 148 113 049
Standardna odchylka 3 384 3249
Koeficient variacie 53 % 29 %
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B. PRESNOST MEDZ| PRIEBEHMI

Presnost medzi priebehmi bola vypocitana testovanim dvoch rovnakych koncentracii ribozomalnej RNA z M.
avium, M.

intracellulare non-M. avium, non-M. intracellulare M. avium komplexu s pouzitim jediného stanovenia v 10 po
sebe iducich priebehoch.

Mycobacterium avium

Vzorka A B
Pocet opakovani 10 10
Priemerna hodnota odpovede 65 790 125 506
Standardna odchylka 4535 9115
Koeficient variacie 6,9 % 7,3 %
Mycobacterium intracellulare
Vzorka A B
Pocet opakovani 10 10
Priemerna hodnota odpovede 60 175 104 203
Standardna odchylka 6 339 9239
Koeficient variacie 10,5 % 8,9 %
M. avium complex
Vzorka A B
Pocet opakovani 10 10
Priemerna hodnota odpovede 64 187 111197
Standardna odchylka 4 659 10 011
Koeficient variacie 7,3 % 9,0 %

C. SPECIFICITA

Celkove bolo zhodnotenych 122 izolatov ATCC kultdr s pouzitim testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM
AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST. Tieto izolaty reprezentovali celkove 93 druhov a 37
rodov. Pouzitim testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE IDENTIFICATION TEST
boli hodnotené tri izolaty M. avium komplexu, 60 izolatov 55 inych mykobakterialnych druhov a 59 izolatov 36
inych rodov reprezentujucich fylogeneticky prierez organizmov. Iba testované izolaty M. avium komplexu poskytli
pozitivny vysledok pomocou testu ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST. Iné mykobakterialne druhy a izolaty predstavitelov fylogenetického prierezu v tomto
teste nereagovali.

D. VYTAZNOST

Ribozomalna RNA M. avium, M. intracellulare a M. avium komplexu v koncentraciach v rozpéti od 2,5 x 10° mg
do 4,0 x 107 mg na test bola testovana v pritomnosti 15 miliénov buniek bud’ Mycobacterium terrae, M. simiae
alebo Nocardia asteroides. Nebola pozorovana Ziadna interferencia signalu M. avium komplexu a iné pritomné

organizmy nereagovali v teste ACCUPROBE MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX CULTURE
IDENTIFICATION TEST.
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