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USO PREVISTO

Il sistema BD BBL™ MGIT™ AST SIRE € una procedura manuale rapida di tipo qualitativo, per la prova di sensiblita
di Mycobacterium tuberculosis a streptomicina, isoniazide, rifampicina ed etambutolo, a partire da coltura.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

La prova di sensibilita antimicobatterica € necessaria per la terapia specifica dei pazienti con tubercolosi. La terapia della tubercolosi viene
di solito effettuata per mezzo di molteplici farmaci tra cui le sostanze antimicobatteriche di tipo primario: la streptomicina, 'isoniazide,

la rifampicina e/o 'etambutolo. E essenziale che i farmaci antimicobatterici utilizzati mostrino attivita specifica verso Mycobacterium
tuberculosis, dovuta a sensibilita.

Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB) ha recentemente assunto le dimensioni di un problema di igiene pubblica. La resistenza a
uno dei quattro farmaci primari, streptomicina (STR), isoniazide (INH), rifampicina (RIF) e etambutolo (EMB), rende ancora piu seria
la malattia e piu costosa la guarigione. L'individuazione rapida di questi ceppi & di importanza critica ai fini della somministrazione di
una terapia efficace.

Due sono i metodi pit comunemente usati per il test di sensibilita agli antimicobatteri. Il primo, conosciuto come Metodo della
Proporzione,2 usa I'’Agar Middlebrook e Cohn 7H10 o 7H11. Esso mette a confronto il numero di colonie presenti in terreni
contenenti farmaci rispetto ad altri che ne sono privi. Viene determinata la resistenza ad un farmaco allorché I'1% o piu della
popolazione € resistente alla concentrazione del farmaco testato. Risultati attendibili vengono in genere ottenuti dopo 21 giorni di
incubazione. Il secondo metodo € basato sulla crescita da coltura su terreno liquido e richiede di solito da 3 a 14 giorni.

Il sistema BD BBL MGIT AST consente di ottenere il risultato della sensibilita entro 14 giorni e di iniziare la terapia antibiotica piu
rapidamente rispetto al metodo delle proporzioni.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

La provetta BD BBL MGIT, indicatore di crescita dei Micobatteri, € una provetta contenente Brodo modificato Middlebrook 7H9
che, quando addizionato con il supplemento OADC BD BBL MGIT, favorisce la crescita e il rilevamento dei Micobatteri (vedere il
foglietto illustrativo dei prodotti BD BBL MGIT). La provetta MGIT contiene un composto fluorescente incapsulato nel silicone posto
sul fondo di una provetta circolare da 16 x 100 mm. Il composto fluorescente € sensibile alla presenza dell’'ossigeno dissolto nel
brodo. All'inizio, I'alta concentrazione di ossigeno contenuto nel terreno riduce le emissioni del composto e si nota solo una debole
fluorescenza. In un secondo tempo, i microrganismi che respirano attivamente consumano I'ossigeno e permettono di osservare la
fluorescenza usando un transilluminatore UV da 365 nm o una lampada UV ad onde lunghe.

Il sistema BD BBL MGIT AST ¢ un test qualitativo che richiede da tre a quattordici giorni. Il test & basato sulla crescita del ceppo
Mycobacterium tuberculosis in una provetta contenente antibiotico rispetto a una provetta che ne & priva. Le provette MGIT vengono
controllate quotidianamente a partire dal terzo giorno d’inoculo. L'assenza di fluorescenza in una provetta col farmaco al secondo
giorno dall’apparizione della fluorescenza nella provetta di Controllo Crescita, indica la sensibilita dell’'organismo a tale farmaco. La
fluorescenza in una provetta col farmaco durante o entro il secondo giorno di fluorescenza nella provetta di Controllo Crescita, &
indicazione di resistenza dell’organismo a tale farmaco.

REAGENTI

Ogni kit BD BBL MGIT AST SIRE contiene due fiale liofilizzate di streptomicina, due di isoniazide, due di rifampicina e due di
etambutolo.

Formula approssimata* per fiala di streptomicina liofilizzata: Streptomicina.............cccoociiiiiiiiiiiiiienes 160 ug
Formula approssimata* per fiala di isoniazide liofilizzata: Isoniazide .............ccccccooiiiiiiiiiiicceen 20 ug
Formula approssimata* per fiala di rifampicina liofilizzata: Rifampicina..........ccccccoeiiviiiiii i 200 pg
Formula approssimata* per fiala di etambutolo liofilizzato: Etambutolo ..............cccveeiiiiiiiiiiieeeeeceees 700 ug

*Controllata e/o corretta per soddisfare i criteri di rendimento.

DETERIORAMENTO DEL PRODOTTO

A causa del processo di liofilizzazione, puo verificarsi una variazione dell'aspetto dei farmaci SIRE liofilizzati, che non altera le
prestazioni dei prodotti.

Istruzioni per I'uso: Ricostituire ogni fiala liofilizzata di streptomicina BD BBL MGIT con 4 mL di acqua distillata/deionizzata sterile
per ottenere uno stock di soluzione di 40 pg/mL.

Ricostituire ogni fiala liofilizzata di isoniazide BD BBL MGIT con 4 mL di acqua distillata/deionizzata sterile per ottenere uno stock di
soluzione di 5 pg/mL.

Ricostituire ogni fiala liofilizzata di rifampicina BD BBL MGIT con 4 mL di acqua distillata/deionizzata sterile per ottenere uno stock di
soluzione di 50 pg/mL.

Ricostituire ogni fiala liofilizzata di etambutolo BD BBL MGIT con 4 mL di acqua distillata/deionizzata sterile per ottenere uno stock
di soluzione di 175 pg/mL.



Avvertenze e precauzioni:
Per uso diagnostico in vitro.

| procedimenti di laboratorio che riguardano i Micobatteri richiedono tecniche e attrezzature idonee a ridurre al minimo
il rischio biologico.3 Per le manipolazioni di campioni clinici (es. preparazione di strisci acido-resistenti) che non
comportano produzione di aerosol, si richiede I'impiego di apparecchiature e strutture di contenimento e I’adozione
delle norme di sicurezza biologica di livello 2. Tutte le procedure che comportano la generazione di aerosol devono
essere eseguite sotto cappa di sicurezza biologica di Classe | o Il. Per le attivita di laboratorio che comportano la
propagazione e manipolazione di colture di M. tuberculosis e M. bovis, si richiede I'impiego di apparecchiature e
strutture di contenimento e I’adozione delle norme di sicurezza biologica di livello 3. Anche gli studi su animali
richiedono procedure speciali.4

BD BBL MGIT AST SIRE — Numero di catalogo 245119
BD BBL MGIT AST SIRE-Etambutolo, liofilizzato

Pericolo

%

H360 Puo nuocere alla fertilita o al feto.

P201 Procurarsi istruzioni specifiche prima dell'uso. P202 Non manipolare prima di avere letto e compreso tutte le avvertenze. P280
Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso. P308+P313 IN CASO di esposizione o di possibile esposizione:
consultare un medico. P405 Conservare sotto chiave. P501 Smaltire il prodotto/recipiente in conformita alle normative locali/
regionali/nazionali/internazionali.

BD BBL MGIT AST SIRE-Rifampin, liofilizzato

Avvertenza

H302+H332 Nocivo se ingerito o inalato

P261 Evitare di respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbiali vapori/gli aerosol. P264 Lavarsi accuratamente dopo I'uso. P270 Non
mangiare, né bere, né fumare durante I'uso. P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato. P301+P312 IN CASO DI
INGESTIONE: in caso di malessere, contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico. P330 Sciacquare la bocca. P304+P340

IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato all'aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che favorisca la respirazione.
P312 In caso di malessere, contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico. P501 Smaltire il prodotto/recipiente in conformita alle
normative locali/regionali/nazionali/internazionali.

Leggere e seguire le istruzioni contenute nei relativi foglietti illustrativi, compreso quello per le provette BD BBL MGIT, indicatore di
crescita dei Micobatteri (vedere “Disponibilita”).

Portare occhiali protettivi UV quando si osserva la fluorescenza e usare solamente luce ad onde lunghe (365 nm). NON USARE
LAMPADE UV AD ONDE CORTE.

Prima dell’'uso, esaminare ogni provetta, per assicurarsi che non vi sia traccia di contaminazione o danneggiamento. Eliminare tutte
le provettte non intatte o che presentano fluorescenza prima dell’'uso. Esaminare con attenzione le provette cadute ed eliminarle se
risultano danneggiate.

E necessario usare un nefelometro per la preparazione delle sospensioni di isolati a partire da terreni solidi (per es., il Terreno
Lowenstein-Jensen).

Sterilizzare in autoclave tutte le provette MGIT inoculate prima di eliminarle.

Istruzioni per la conservazione: Al ricevimento, conservare le fiale liofilizzate a 2—8 °C. Una volta ricostituite, le soluzioni di antibiotico
possono essere congelate e conservate a -20 °C per un massimo di 6 mesi, ma non oltre la data di scadenza originaria. Una volta
scongelate, usare immediatamente. Eliminare le porzioni non utilizzate.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Ogni preparato specificato sotto proviene da colture di Mycobacterium tuberculosis. Deve essere data conferma da laboratorio, mediante
tecniche di identificazione idonee, che l'isolato da testare € una coltura pura.

Preparazione dell’isolato a partire da terreno solido:

1. Aggiungere 4 mL di Brodo Middlebrook 7H9 BD BBL in una provetta sterile da 16,5 x 128 mm con tappo, contenente 8—10 perline
di vetro.

2. Usando un’ansa sterile, prelevare quante piu colonie possibile da una coltura in crescita dell’eta di 14 giorni al massimo,
facendo attenzione a non levar via terreno solido. Sospendere le colonie nel Brodo Middlebrook 7H9. La sospensione dovrebbe
avere una torbidita superiore allo standard McFarland 1.0.

3. \Vortexare la sospensione per 2—3 min per rompere i granuli piu grossi.
4. Lasciar riposare la sospensione per 20 min senza toccarla.



5. Trasferire il fluido supernatante in un’altra provetta sterile da 16,5 x 128 mm con tappo (evitare di trasferire il sedimento) e
lasciar riposare per altri 15 min.

6. Trasferire il fluido supernatante (dovrebbe essere omogeneo, privo di grumi) in una terza provetta sterile da 16,5 x 128 mm.
Col nefelometro regolare la torbidita della sospensione allo standard McFarland 0.5.

8. Diluire 1,0 mL della sospensione regolata al McFarland 0.5 in 4 mL di soluzione salina sterile (diluizione 1:5). L'inoculo & ora
pronto. Proseguire con “Procedura d’inoculo per il test di sensibilita”.

N

Preparazione a partire da una provetta MGIT positiva:

1. Per la preparazione dell'inoculo per il test, va usata una provetta MGIT positiva, a partire dal primo dopo la comparsa della
positivita, fino al terzo giorno dopo. Una provetta positiva da piu di quattro giorni deve essere sottoposta a subcoltura in una
provetta MGIT fresca e usata entro uno—tre giorni dalla positivita della stessa provetta MGIT. Vortexare la provetta MGIT per 10 s.

2. Con una pipetta, trasferire 1,0 mL di sospensione dalla provetta MGIT in 4 mL di soluzione salina sterile (diluizione 1:5).
L'inoculo & ora pronto. Proseguire con “Procedura d’inoculo per il test di sensibilita.”

PROCEDURA

Materiali forniti: kit BD BBL MGIT AST SIRE contenente due fiale liofilizzate di streptomicina, due di isoniazide, due di rifampicina
e due di etambutolo.

Materiali richiesti ma non forniti: provette BD BBL MGIT indicatori di crescita dei Micobatteri, OADC BD BBL MGIT e, terreni di
coltura ausiliari, reagenti, organismi di controllo qualita e attrezzature da laboratorio necessarie per questa procedura.

Controllo Negativo: Per il Controllo Negativo viene usata una provetta MGIT chiusa e non inoculata.
Preparazione del Controllo Positivo:

1. Eliminare il brodo di coltura da una provetta MGIT non inoculata.

2. Etichettare la provetta come Controllo Positivo e registrare la data.

3. Preparare una soluzione di solfito di sodio allo 0,4% (0,4 g in 100 mL di acqua distillata o deionizzata sterile).
4

Versare 5 mL di soluzione di solfito di sodio nella provetta MGIT vuota. Riavvitare bene il tappo e lasciare a temperatura
ambiente per 1 h. Non incubare.

5. Le provette del Controllo Positivo possono essere usate piu volte. Ogni provetta del Controllo Positivo puo essere usata per un
periodo massimo di 4 settimane se conservata a temperatura ambiente.

Procedura d’inoculo per il test di sensibilita MGIT:

1. Etichettare cinque provette MGIT per ogni isolato da saggiare. Etichettarne una come CC (Controllo Crescita) MGIT, una come
STR MGIT, una come INH MGIT, una come RIF MGIT e l'ultima come EMB MGIT.

2. Aggiungere in modo sterile 0,5 mL di OADC BD BBL MGIT in ogni provetta.

3. Usando una micropipetta, trasferire in modo sterile100 pL di soluzione STR MGIT da 40 pg/mL nella provetta MGIT apposita.
Trasferire in modo sterile 100 pL di soluzione INH MGIT da 5 pg/mL nella provetta MGIT apposita. Trasferire in modo sterile
100 pL di soluzione RIF MGIT da 50 pg/mL nella provetta MGIT apposita. Trasferire in modo sterile 100 pL di soluzione
EMB MGIT da 175 pg/mL nella provetta MGIT apposita. Non va versato alcun antibiotico nella provetta CC MGIT.

Farmaco Concentrazione di farmaco dopo la Volume aggiunto alle provette MGIT  Concentrazione finale nelle provette MGIT
ricostituzione per il test

STR MGIT 40 pg/mL 100 pL 0,8* ug/mL

INH MGIT 5 pg/mL 100 pL 0,1* ug/mL

RIF MGIT 50 pg/mL 100 pL 1,0* pg/mL

EMB MGIT 175 pg/mL 100 uL 3,5* ug/mL

*Equivalente all'esatta concentrazione di farmaco raccomandata dai CDC.3

4. Usando una pipetta, inoculare 0,5 mL di sospensione batterica 1:5 (vedere “Preparazione dei campioni”) in ognuna delle cinque
provette MGIT. Pulire le provette con disinfettante tubercolicida. Riavvitare bene le provette e mescolare accuratamente.

5. Incubare a 37 °C le provette MGIT etichettate.

6. Inoculare 0,1 mL di sospensione batterica 1:5 su una piastra di Agar soia BD BBL™ Trypticase™ con sangue di montone al 5%
(TSAIl). Mettere in un contenitore di plastica. Incubare a 35-37 °C.

7. Verificare la contaminazione batterica sull’agar sangue dopo 48 h.
8. Se non si nota alcuna crescita sulla piastra di agar sangue, procedere a “Lettura dei risultati dalle provette MGIT".
9. Se si nota qualche crescita sull'agar sangue, eliminare le provette MGIT e ripetere il test con colture pure.

Lettura dei risultati dalle provette MGIT:

1. Togliere le provette MGIT dallincubatore al terzo giorno a partire dall'inoculo e leggere con un transilluminatore UV da 365 nm o
una lampada UV ad onde lunghe.
NOTA: E importante leggere dalle provette AST ogni giorno, a partire dal Giorno 3, fino a quando & possibile I'interpretazione
dei risultati.

2. Confrontare la provetta CC MGIT con le provette del Controllo Positivo e Negativo. Il Controllo Positivo dovrebbe esibire una
forte fluorescenza (color arancione vivo alla base della provetta e riflesso arancione sul menisco). La provetta del Controllo
Negativo dovrebbe presentare una fluorescenza molto debole.



3. Se la fluorescenza prodotta nella provetta CC MGIT €& piu simile a quella del Controllo Positivo che non al Negativo, la provetta
e positiva. Una volta che la provetta CC MGIT viene definita positiva, essa viene usata per interpretare le provette con farmaco.
Le provette con farmaco vengono lette lo stesso giorno in cui la CC MGIT & positiva e per altri due giorni, come indicato nella
sezione “Interpretazione dei risultati del test”, fino e non oltre il quattordicesimo giorno.

4. Se la provetta CC non presenta alcuna fluorescenza ed € piu simile al Controllo Negativo, incubare le provette nuovamente
e continuare a leggere quotidianamente fino a dodici giorni dall'inoculo di tutte le provette. Se il risultato del CC & equivoco
(difficile determinare se sia presente una fluorescenza di color arancione), bisogna considerare la provetta negativa e incubarla
di nuovo.

5. Se la provetta CC non ¢ positiva entro il dodicesimo giorno del test, il test stesso non & valido.

Interpretazione dei risultati del test: Interpretare il risultato MGIT come Sensibile se la provetta contenente antibiotico NON
esibisce fluorescenza entro due giorni dall’apparire della fluorescenza nella provetta CC. Interpretare il risultato MGIT come
Resistente se la provetta contenente antibiotico esibisce fluorescenza durante o entro il secondo giorno dall’apparire della
fluorescenza nella provetta CC. Nella determinazione della resistenza, ultimare il risultato non appena la provetta CC MGIT e quelle
contenenti antibiotico esibiscono fluorescenza.

Controllo di qualita per I'utilizzatore: Al ricevimento di una nuova consegna o di un nuovo numero di lotto di provette

BD BBL MGIT AST SIRE, si consiglia di inoculare I'organismo di controllo, indicato sotto, in provette contenenti farmaco (vedere
“Procedura d’inoculo per il test di sensibilita”). Una volta ottenuti i risultati richiesti, come indicato nella tabella sotto, i farmaci

BD BBL MGIT AST SIRE sono pronti per essere usati per testare campioni clinici. Ripetere il test se non si ottengono i risultati

appropriati. Se non si € in grado di pervenire ai risultati appropriati, pur ripetendo il test, non usare i terreni finché non si € contattato
il rappresentante di zona della BD.

Ceppi cC STR MGIT INH MGIT RIF MGIT EMB MGIT
M. tuberculosis Fluorescenza entro Nessuna fluorescenza  Nessuna fluorescenza Nessuna fluorescenza Nessuna fluorescenza
ATCC® 27294 3-7 giorni entro 2 giorni dal CC entro 2 giorni dal CC  entro 2 giorni dal CC entro 2 giorni dal CC

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in conformita alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione
e alla prassi di controllo di qualita del laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di controllo di qualita appropriata, si consiglia di
consultare le norme CLIA e la documentazione CLSI in merito.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Le sospensioni provenienti da terreni solidi devono essere lasciate decantare per il numero di volte prescritto, prima della taratura.
Gli inoculi preparati da terreni solidi senza far uso di un nefelometro possono dare risultati non attendibili a causa della biomassa
non corretta.

Il test non & interpretabile se il Controllo di Crescita non esibisce fluorescenza entro dodici giorni dall'inoculo.

Usare solo colture pure di M. tuberculosis. Le colture contaminate o contenenti ceppi multipli di micobatteri possono dare risultati
errati.

CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE

La performance del sistema BD BBL MGIT AST SIRE é stata stabilita mediante due valutazioni cliniche condotte presso centri di
riferimento regionale per la prova di sensibilita antimicobatterica e presso laboratori di cliniche universitarie situate in zone ad alta
prevalenza di M. tuberculosis resistente all'isoniazide e/o alla rifampicina. Il sistema BD BBL MGIT AST é stato messo a confronto
col Metodo della Proporzione. Per la valutazione clinica, derivata dal confronto operato in quattro sedi tra i risultati di INH e RIF
col sistema BD BBL MGIT AST e col Metodo della Proporzione, sono stati usati Terreni di coltura 7H10 (INH a 0,2 pg/mL, RIF a

1,0 yg/mL) e sono stati studiati 259 isolati clinici. La valutazione clinica che ha messo a confronto i risultati di STR e EMB col sistema
BD BBL MGIT AST e col Metodo della Proporzione, si € basata sull’esame di 138 isolati clinici: 103 isolati provenienti da due sedi
che utilizzavano Terreni 7H10 (STR a 2,0 pg/mL, EMB a 5,0 pg/mL) e 35 isolati provenienti da una sede che usava Terreni LJ (STR
a 4,0 yg/mL, EMB a 1,0 pg/mL).

| dati sono stati analizzati e interpretati qualitativamente ai fini della concordanza di categoria (S/S oppure R/R) e si € rilevata una
concordanza globale (sedi combinate) nelle seguenti percentuali: STR = 94,9%, INH = 93,1%, RIF = 98,5% e EMB = 93,5%.5

Le Tabelle 1 e 2 mostrano la performance comparata tra il sistema BD BBL MGIT AST SIRE e il Metodo della Proporzione.
Tabella 1 | risultati delle prove sul sistema BD BBL MGIT

AST SIRE per la riproducibilita sono stati
comparati ai risultati attesi per una batteria

Numero di isolati con indicazione dei risultati di sensibilita

MGIT e MdP S MdP R MGIT e Totale isolati di 5 ceppi ATCC e 16 ceppi campione tra
Farmaco MdP R MGIT R MGIT S MdP S testati cui parecchi ceppi resistenti a ognuno dei
STR 24 5 2 107 138 farmaci. | risultati di riproducibilita sono stati:
INH 70 13 5 171 259 97% per STR, 94% per INH, 98% per RIF e
RIF 61 1 3 194 259 94% per EMB. | risultati di riproducibilita nei
EMB 12 5 4 117 138 singoli centri hanno avuto un range di valori
S = Sensible R = Resistente tra il 92% e il 100% per quanto riguarda i

farmaci combinati.



Tabella 2

Caratteristiche di performance (%)

Farmaco Sensibilita Specificita Valore predittivo di sensibilita Valore predittivo di resistenza Concordanza de categoria
STR 92,3 95,5 98,2 82,8 94,9

INH 93,3 92,9 97,2 84,3 93,1

RIF 95,3 99,5 98,5 98,4 98,5

EMB 75,0 95,9 96,7 70,0 93,5
DISPONIBILITA

N° di cat. Descrizione

245119 Kit BD BBL™ MGIT™ AST SIRE, confezione da 8 fiale liofilizzate.

245111 Provette BD BBL™ MGIT™ indicatori di crescita dei Micobatteri, 4 mL, confezione da 25 provette.
245113 Provette BD BBL™ MGIT™ indicatori di crescita dei Micobatteri, 4 mL, confezione da 100 provette.
245116 OADC BD BBL™ MGIT™, 15 mL, confezione da 6 fiale.

221818 Soluzione salina normale BD BBL™ MGIT™, 5 mL, confezione da 10.

221819 Soluzione salina normale BD BBL™ MGIT™, 5 mL, confezione da 100.

295939 Brodo BD BBL™ MGIT™ Middlebrook 7H9, 8 mL, confezione da 10.

297345 Acqua BD BBL™ MGIT™, 5 mL, confezione da 100.
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Assistenza e supporto tecnico: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il sito www.bd.com.

Cronologia delle modifiche

Revisione Riassunto delle modifiche

(05) 2019-09 Istruzioni stampate convertite per I'uso in formato elettronico e ulteriori informazioni per I'accesso per
ottenere il documento da BD.com/e-labeling.
In base alla Scheda dati di sicurezza, per il numero di catalogo 245119 & stato aggiunto il pitogramma
di rischio per la salute, la parola segnaletica “Pericolo” e tutti i codici e le dichiarazioni di pericolo e
precauzione per BD BBL MGIT AST SIRE-Etambutolo, liofilizzato.

Codici e dichiarazioni di precauzione esistenti aggiornati per BD BBL MGIT AST SIRE-Rifampin,
liofilizzato.
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