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UTILIZAGCAO PRETENDIDA

O BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit (conjunto BD BACTEC MGIT 960 PZA) é um procedimento qualitativo rapido para o teste da
susceptibilidade do Mycobacterium tuberculosis em cultura, a pirazinamida (PZA). O BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit é utilizado
com o sistema BD BACTEC MGIT.

SUMARIO E EXPLICAGAO

O teste da sensibilidade anti-micobacteriana é importante para o tratamento adequado de doentes com tuberculose. O tratamento
da tuberculose faz-se habitualmente recorrendo a um regime farmacolégico multiplo, que inclui o farmaco anti-micobacteriano
pirazinamida. E importante que os farmacos anti-micobacterianos prescritos demonstrem uma actividade apropriada contra o
Mycobacterium tuberculosis, ou seja, que exista susceptibilidade do isolado ao farmaco.

O Mycobacterium tuberculosis multi-resistente a farmacos (MDR-TB) tornou-se recentemente num grave problema de saude
publica.! A resisténcia a qualquer dos principais farmacos, incluindo a pirazinamida, tornou o tratamento desta doenga mais dificil e
mais caro. A rapida detecgéo destes isolados resistentes é essencial para um tratamento eficaz do doente.

Existem dois métodos que tém sido amplamente usados no teste da sensibilidade anti-micobacteriana. O primeiro método,
conhecido como o Método de Proporgao,? utiliza Middlebrook and Cohn 7H10 Agar (Agar de Middlebrook e Cohn 7H10). Compara
a contagem de coldnias entre meios contendo farmaco e meios isentos de farmaco. O teste da pirazinamida exige que se

fagcam algumas modificagdes aos métodos genéricos, porque este farmaco soé € activo in vitro com valores de pH inferiores.3 Foi
desenvolvida uma modificagdo do método de propor¢éo usando um meio de agar de 7H10 com um pH de 5,5 e uma concentragéo
de farmaco de 25-50 pg/mL.4 Uma das limitagbes deste método reside no facto de a um pH de 5,5 muitos dos isolados de M.
tuberculosis ndo se desenvolvem ou apresentam um desenvolvimento fraco. Os métodos baseados em Agar, como o método de
proporgdo em agar, ndo se revelaram adequados para o teste da sensibilidade a PZA, dada a incapacidade que muitos isolados
apresentam para se desenvolver quando o agar é acidificado para o teste da PZA.

O segundo método, conhecido como o método de sensibilidade radiométrica BD BACTEC 460TB,5 baseia-se na produgéo de
dioxido de carbono radioactivo marcado com 14C por parte das micobactérias em desenvolvimento, o que se manifesta por um
aumento do indice de crescimento no sistema. Foi desenvolvida uma modificagdo do método de sensibilidade BD BACTEC 460TB
recorrendo a um meio radiométrico de 7H12 modificado, o BD BACTEC PZA Test Medium (Meio de Teste BD BACTEC PZA), que
apresenta um pH reduzido, de 6,0.6 Com este valor de pH, é possivel determinar a actividade da PZA contra as micobactérias
sem inibir o crescimento da maioria dos isolados de M. tuberculosis. O teste de sensibilidade BD BACTEC 460TB PZA utiliza

uma concentragao do farmaco pirazinamida de 100 pg/mL. O teste da sensibilidade no sistema BD BACTEC 460TB revelou-se
adequado, considerando-se actualmente este método como o padrao de referéncia para teste da sensibilidade a PZA. O Instituto
de Normas Laboratoriais e Clinicas (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) continua a recomendar que o procedimento
MOP inclua duas concentragbes dos farmacos primarios para teste, excepto a rifampina.2

A utilizagdo do BD BACTEC MGIT System em combinagado com o BD BACTEC MGIT 960 PZA kit consiste num método nao
radiométrico para determinar a sensibilidade anti-micobacteriana a PZA. O BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit foi desenvolvido para
permitir o teste da sensibilidade com uma concentragéo de pirazinamida de 100 ug/mL. Esta concentragao correlaciona-se com a
concentragao usada no BD BACTEC 460TB System.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium (Meio BD BACTEC MGIT 960 PZA) consiste num tubo contendo um Middlebrook 7H9 Broth
(Caldo de Carne de Middlebrook 7H9) modificado, que suporta o crescimento e detecgdo de micobactérias. O BD BACTEC MGIT
960 PZA Medium tube (tubo do Meio BD BACTEC MGIT 960 PZA) contém um composto fluorescente embebido em silicone, no
fundo de um tubo de 16 x 100 mm com base redonda. O composto fluorescente é sensivel a presenca de oxigénio dissolvido no
caldo. A concentragéo inicial de oxigénio dissolvido atenua a emisséo proveniente do composto, tornando possivel detectar um
reduzido grau de fluorescéncia. Subsequentemente, microrganismos com proliferagéo e respiragéo activa consomem o oxigénio, o
que permite que o composto desenvolva fluorescéncia.

O BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit & um teste qualitativo de 4 a 21 dias. O teste baseia-se no crescimento de isolados de

M. tuberculosis num tubo contendo farmaco, que é comparado com um tubo isento de farmaco (Controlo do Crescimento). O
instrumento BD BACTEC MGIT monitoriza os tubos relativamente a um aumento da fluorescéncia. A andlise da fluorescéncia

no tubo contendo farmaco, comparativamente com a fluorescéncia presente no tubo de Controlo de Crescimento, é usada pelo
instrumento para determinar os resultados da sensibilidade.

O instrumento BD BACTEC MGIT interpreta estes resultados automaticamente e reporta um resultado de sensivel ou resistente.



REAGENTES

O BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium tube contém 110 yL de indicador fluorescente e 7 mL de caldo de carne com PZA. O
indicador contém Tris 4,7-difenil-1, 10 fenantrolina ruténio cloreto pentahidrato numa base de borracha de silicone. Os tubos sédo
tapados com uma tampa de polipropileno.

Férmula Aproximada* Por Litro de Agua Purificada

Caldo de Carne de Middlebrook 7H9 ModIfiCado ............eeeeiiiiiiiiiiieee e 59 g
[d=T0] (ol g b= I [l o= 1T=T1 o = PP USRS 1,25 g
O BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit contém dois frascos de pirazinamida liofilizada e seis frascos de Suplemento de PZA.
Formula Aproximada* Por Frasco de Farmaco Liofilizado: Pirazinamida ...........cccoeeiiiiiiiieeiiiiees 20 000 Mg

O BD BACTEC MGIT 960 PZA Supplement (Suplemento BD BACTEC MGIT 960 PZA) contém 15 mL de enriquecimento
Férmula Aproximada* Por Litro de Agua Purificada

Albumina bovina .........coceeiiiiiiie e 50,0 g Catalase ......ccoceeiiiiiiiiie e 0,03 g
DEXIrOSE ....oeoeceieeeeeeeeeeeeeeeereenean ..200 g Acido Ol ICO ....ovvoveveeeeeeeeeeeeeee 01 g
Estearato de polioxietileno (POES) ........c.ccccevieenee. 1149

*Ajustado e/ou suplementado conforme necessario para cumprir os critérios de desempenho.

Conservagao e reconstituicdo dos reagentes:

BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium - Apds recepgao, conservar entre 2 e 25 °C. NAO CONGELAR. O caldo de carne devera

ter um aspecto transparente e incolor. Nao usar se estiver turvo. Minimizar a exposigéo a luz. Os tubos conservados conforme
rotulados antes de usar, podem ser inoculados até ao final prazo de validade.

BD BACTEC MGIT 960 PZA Drug vials (Frascos de Farmaco BD BACTEC MGIT 960 PZA) - Apés recepgao, conservar os frascos
de farmaco liofilizado entre 2 e 8 °C. Ap6s reconstituicdo, a solugéo antibiética pode ser congelada e conservada a -20 °C ou
menos durante um periodo maximo de seis meses, ndo excedendo o prazo de validade original. Depois de descongelar, usar de
imediato. Descartar o que n&o se utilizar.

BD BACTEC MGIT 960 PZA Supplement - Apos recepgéo, conservar no escuro entre 2 e 8 °C. Evitar congelar ou aquecer
demasiado. Abrir e usar antes do final do prazo de validade. Minimizar a exposic¢ao a luz.

Instrugoes de Utilizagao:

Reconstitua cada BD BACTEC MGIT 960 PZA lyophilized drug vial (frasco de farmaco liofilizado de BD BACTEC MGIT 960 PZA)
com 2,5 mL de agua destilada/desionizada estéril para produzir uma solugéo stock de 8000 pg/mL.

AMOSTRA DE TESTE POTENCIALMENTE INFECCIOSA: Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo
os virus das hepatites e o virus da imunodeficiéncia humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e

outros fluidos corporais, devem ser seguidas as “Precaugbes padrdo”7-10 e as linhas de orientagdo da instituigao.

ADVERTENCIAS E PRECAUGOES: Para uso em Diagnéstico in-vitro.

O trabalho com crescimento de M. tuberculosis em cultura requer praticas de Biossegurancga de Nivel 3 (BSL), equipamento e
instalagdes de contengéo.

Leia e siga as instrugdes contidas em todos os folhetos informativos apropriados, incluindo o do BD BBL MGIT 7 mL Mycobacteria
Growth Indicator Tube (Tubo Indicador do Crescimento de Micobactérias BD BBL MGIT de 7 mL).

Antes usar, o utilizador devera examinar os tubos e frascos relativamente a sinais de contaminagéo ou danos. Rejeitar qualquer
tubo ou frasco que pareca inadequado. Tubos que caiam deverao ser analisados cuidadosamente. Se forem observados danos, o
tubo devera ser descartado.

Em caso de quebra do tubo: 1) Fechar as gavetas do instrumento; 2) Desligar o instrumento; 3) Desocupar a area de imediato;

4) Consultar as normas da instituicdo/CDC. Um tubo inoculado que apresente fugas ou se encontre partido pode produzir aerossois
de micobactérias; o frasco devera ser manipulado de forma apropriada.

Submeter todos os tubos MGIT inoculados ao autoclave antes de proceder ao seu descarte.

PREPARAGAO DO INOCULO

Todas as preparagdes que se descrevem em baixo devem ser provenientes de culturas puras de M. tuberculosis. O laboratério
devera confirmar, através de técnicas de identificagcdo adequadas, que o isolado a testar consiste numa cultura pura de

M. tuberculosis.

O indculo pode ser preparado a partir de meio solido ou de um tubo positivo BD BACTEC MGIT de 7 mL. Para além disso, as
culturas desenvolvidas em meios liquidos e em meios sélidos podem ser utilizadas para preparar um tubo de sementeira MGIT, o
qual podera ser utilizado para preparar o inéculo. Cada uma destas opgdes € descrita em seguida.

Preparacgao do Inéculo a partir de Meios Sélidos:

NOTA: E importante preparar o inéculo de acordo com as instrugdes que se seguem, para obter a concentragdo de microrganismos

adequada para o teste de sensibilidade.

1. Adicionar 4 mL de BD BBL Middlebrook 7H9 Broth (ou BD BBL MGIT broth) a um tubo estéril de 16,5 x 128 mm com tampa,
contendo 8 a 10 esferas de vidro.

2. Raspar, usando uma ansa estéril, 0 maximo numero de colénias possivel, com um periodo de crescimento inferior a 14 dias,
tentando néo retirar o meio soélido. Suspender as coldnias em Caldo de Middlebrook 7H9 Broth.



3. Levar a suspensao ao misturador automatico durante 2 a 3 minutos para desintegrar os aglomerados de maior dimensao. A
turvagéo da suspensao devera ser superior a de um padrao 1,0 de McFarland.

4. Deixar a suspensao repousar durante 20 minutos, sem perturbacao.

5. Transferir o liquido do sobrenadante para outro tubo estéril de 16,5 x 128 mm com tampa (evitar transferir qualquer parte do
sedimento) e deixar assentar mais 15 minutos.

6. Transferir o liquido sobrenadante (devera ter um aspecto homogéneo, isento de aglomerados) para um terceiro tubo estéril de
16,5 x 128 mm. NOTA: Neste passo, a suspensao de microrganismos devera ser superior a de um padréo 0,5 de McFarland.

7. Ajustar a suspensao para um padrao 0,5 de McFarland, recorrendo a comparacao com um padrao de turvagéo 0,5 de
McFarland. N&o ajuste abaixo de um padrao 0,5 de McFarland.

8. Diluir 1 mL da suspenséo ajustada em 4 mL de solugao salina estéril (diluicao a 1:5). Utilizar isto como o indculo AST e
prosseguir para “Procedimento de Inoculagao para o Teste de Sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

Preparacgao do Inéculo a partir de um Tubo Positivo BD BACTEC MGIT de 7 mL:

1. O primeiro dia de um tubo BD BACTEC MGIT positivo no instrumento é considerado como Dia 0.

2. Para a preparacéo do indculo de teste, devera usar-se um tubo positivo MGIT de 7 mL desde o dia seguinte ao primeiro dia de
resultado positivo no instrumento BD BACTEC MGIT (Dia 1) e até ao quinto dia (Dia 5), inclusivé, apoés o instrumento revelar
positividade. Um tubo que seja positivo ha mais de cinco dias deve ser submetido a uma repicagem para um tubo MGIT de
7 mL novo contendo BD BACTEC MGIT Growth Supplement (Suplemento de Crescimento BD BACTEC MGIT), e testado no
instrumento BD BACTEC MGIT até ser positivo, devendo ser utilizado do primeiro ao quinto dia ap6s o inicio da positividade.
Consulte “Preparagéo de um Tubo de Sementeira MGIT a partir de Meio Liquido”.

3. Se o tubo for positivo no Dia 1 ou Dia 2, ndo é necessaria diluigdo. Utilizar isto como o indculo AST e prosseguir para
“Procedimento de Inoculagdo para o Teste de Sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

4. Se o tubo for positivo do Dia 3, Dia 4 ou Dia 5, diluir 1 mL do caldo positivo em 4 mL de solugéo salina estéril (diluicdo a 1:5).
Homogeneizar bem o tubo. Utilizar isto como o in6culo AST e prosseguir para “Procedimento de Inoculagao para o Teste de
Sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

Preparagao de um Tubo de Sementeira MGIT a partir de Meio Liquido

1. Homogeneizar o tubo através de inversdo ou com vortex.

2. Diluira 1:100 com adigao de 0,1 mL de cultura a 10 mL de Meio Liquido BD BBL Middlebrook 7H9 ou Meio Liquido
BD BBL MGIT. Homogeneizar bem.

3. Adicionar 0,5 mL desta suspensado a um tubo MGIT de 7 mL suplementado com 0,8 mL de Suplemento de Crescimento
BD BACTEC MGIT.

4. Tapar firmemente e homogeneizar suavemente com 2 a 3 inversoes.
5. Introduzir o tubo num instrumento BD BACTEC MGIT e efectuar o teste até obter um positivo.

NOTA: O tempo até a positividade deve ser = 4 dias para a utilizagdo como indculo AST. Se o tubo ficar positivo em < 4 dias,
regressar ao passo 1 e preparar um novo tubo de sementeira.

6. Este tubo podera entdo ser utilizado dentro de 1 a 5 dias apds obter a positividade. Consulte “Preparagéo do Inéculo a partir de
um Tubo Positivo BD BACTEC MGIT de 7 mL” acima.
Preparagao de um Tubo de Sementeira MGIT a partir de Meio Sélido

1. Raspar o crescimento de um tubo inclinado com uma ansa estéril e adicionar a um tubo MGIT de 7 mL suplementado com
0,8 mL de Suplemento de Crescimento BD BACTEC MGIT.

2. Tapar firmemente e homogeneizar suavemente com 2 a 3 inversodes.
3. Introduzir o tubo num aparelho BD BACTEC MGIT e efectuar o teste até obter um positivo.

NOTA: O tempo até a positividade deve ser = 4 dias para a utilizagdo como indculo AST. Se o tubo ficar positivo em < 4 dias,
regressar ao passo 1 e preparar um novo tubo de sementeira.

4. Este tubo podera entdo ser utilizado dentro de 1 a 5 dias apos obter a positividade. Consulte “Preparagéo do Inéculo a partir de
um Tubo Positivo BD BACTEC MGIT de 7 mL” acima.

PROCEDIMENTO

Material Fornecido: BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit contendo dois frascos de cada farmaco liofilizado e seis frascos de
Suplemento PZA (aproximadamente 50 testes por conjunto).

Material Necessario mas Nao Fornecido: BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium (25 tubos por caixa), meios de cultura auxiliares,
reagentes, organismos de controlo da qualidade e equipamento de laboratdrio necessario para este procedimento.
Procedimento de Inoculagao para o Teste de Sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA:

As consideragdes importantes quando se prepara o Conjunto PZA AST consistem na reconstituicdo adequada do farmaco
liofilizado, utilizagdo de uma cultura pura e diluigdo adequada do microrganismo para o tubo de Controlo do Crescimento e
PZA. E importante adicionar o farmaco apenas ao MGIT tube (tubo MGIT) correspondente, rotulado “PZA.” Utilizar apenas o
BD BACTEC MGIT 960 PZA Supplement fornecido com o conjunto e os tubos de BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium quando se
efectuar o conjunto PZA AST.
1. Rotular dois tubos de 7 mL BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium de 7 mL para cada isolado de teste. Rotular um como
CC (Controlo de Crescimento) e um como PZA. Colocar os tubos na sequéncia correcta no conjunto de transporte de dois
tubos AST (consultar o Manual do Utilizador do Instrumento BD BACTEC MGIT).

2. Em condicdes assépticas, juntar 0,8 mL de BD BACTEC MGIT 960 PZA Supplement a cada tubo.
3



3. Em condigbes assépticas e utilizando uma micropipeta, pipetar 100 pL da solugdo de farmaco de 8.000 ug/mL de
BD BACTEC MGIT 960 PZA para o tubo MGIT PZA adequadamente rotulado. Nao se devera juntar qualquer solugéo de
farmaco PZA ao tubo rotulado MGIT GC.

Medicamento Concentragao do Farmaco apés Volume Adicionado aos Concentragao Final
Reconstituicao* Tubos MGIT para Teste nos Tubos MGIT
BD BACTEC MGIT PZA 8.000 pg/mL 100 pL 100 pg/mL*

*PZA devem ser reconstituida utilizando 2,5 mL de agua estéril/desionizada para atingir a concentracgao indicada.

4. Preparagao e inoculagao do tubo de Controlo do Crescimento: Em condi¢cdes assépticas, pipetar 0,5 mL do in6culo AST
(consultar “PREPARACAO DO INOCULOQ?”) para 4,5 mL de solugao salina estéril para preparar a suspensao de Controlo de
Crescimento a 1:10. Homogeneizar a suspenséo de Controlo do Crescimento por completo. Inocular 0,5 mL da suspensao de
Controlo do Crescimento a 1:10 no tubo MGIT rotulado “GC.”

NOTA: é importante utilizar uma diluicdo a 1:10 preparada adequadamente para o tubo “GC”, visando garantir resultados de
AST rigorosos e evitar erros no conjunto AST PZA.

5. Inoculagéo do tubo contendo farmaco: Em condicdes assépticas, pipetar 0,5 mL do indculo AST (consultar “PREPARACAO
DO INOCULQ?”) para o tubo MGIT rotulado “PZA”.

6. Voltar a tapar os tubos firmemente. Homogeneizar os tubos por completo através de inversédo suave, trés a quatro vezes.

7. Colocar o conjunto PZA no instrumento BD BACTEC MGIT usando a caracteristica de entrada do conjunto AST (consultar o
Manual do Utilizador do Instrumento BD BACTEC MGIT). Assegurar-se de que o tubo de Controlo de Crescimento se encontra
na primeira posigao do tubo a esquerda. Seleccionar PZA como o farmaco na definigdo de transportador do conjunto de tubos
AST 2 quando se efectuar a entrada do conjunto AST.

8. Espalhar 0,1 mL da suspenséo do organismo num placa de BD Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Agar de Soja
BD Trypticase com Sangue Ovino a 5%) (TSA Il). Fechar num saco de plastico. Incubar entre 35 e 37 °C.

9. Analisar a placa de agar de sangue decorridas 48 horas relativamente a presenca de contaminagao bacteriana. Se o agar
do sangue ndo apresentar crescimento, prosseguir com o teste PZA. Se a placa de agar de sangue apresentar crescimento,
descartar o conjunto PZA (consultar o Manual do Utilizador do Instrumento BD BACTEC MGIT) e repetir o teste com uma
cultura pura de Mycobacterium tuberculosis.

Controlo de Qualidade do Utilizador: Apds a recepgédo de uma nova remessa ou numero de lote de frascos do

BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit ou do BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium, recomenda-se o teste dos microrganismos de controlo
que se enumeram de seguida. O microrganismo de controlo deve ser uma cultura pura, e a cultura deve ser preparada de acordo
com as instrugdes de “PREPARACAO DO INOCULO’.

O Conjunto AST de controlo de qualidade (CQ) deve ser preparado de acordo com as instrugdes do “Procedimento de Inoculagédo
para o BD BACTEC MGIT 960 PZA Susceptiblity Test (Teste de Sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA)". As consideragoes
importantes quando se prepara o Conjunto de CQ AST consistem na reconstituigdo adequada do farmaco liofilizado, utilizagéo de
uma cultura pura e diluigdo adequada do microrganismo de CQ para os tubos de Controlo do Crescimento e PZA. E importante
adicionar o farmaco apenas ao tubo MGIT correspondente, rotulado “PZA.”

Devera usar-se 0 mesmo microrganismo de controlo como grupo de CQ semanalmente, quando se efectuar o teste de
sensibilidade. A observagéo de resultados adequados, conforme se mostrado de seguida, decorridos 4 a 20 dias, indica que os
reagentes do BD BACTEC MGIT 960 PZA estéo prontos a ser usados no teste do isolado do doente.

Se nado se observarem resultados adequados, ndo reportar os resultados do doente. Repetir o CQ e quaisquer isolados do doente
afectados pela falha inicial do CQ. Se a repeticdo do CQ nao apresentar o desempenho previsto, ndo participar os resultados do
doente. Nao utilizar o produto até ter entrado em contacto com o representante local da BD.

Estirpes cC BD BACTEC MGIT PZA
M. tuberculosis ATCC 27294 Positivo Sensivel

Durante a avaliagéo externa do BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit, o periodo de tempo médio até a obtengao do resultado para o
microrganismo de controlo foi de sete dias, com um intervalo de quatro a onze dias. As causas mais frequentes para falhas do CQ
durante a avaliagé@o externa consistiram em Conjuntos PZA excessivamente inoculados e culturas de CQ contaminadas.

RESULTADOS

O instrumento BD BACTEC MGIT ira monitorizar os conjuntos de AST até que seja feita uma determinagéo de sensivel ou
resistente. Depois do teste do conjunto se concluir, os resultados serdo participados pelo instrumento BD BACTEC MGIT (consultar
o0 Manual do Utilizador do Instrumento BD BACTEC MGIT). O instrumento BD BACTEC MGIT ira reportar um resultado do
Conjunto AST como um Erro (“X”), auséncia de interpretagao de sensibilidade, quando ocorrerem determinadas condi¢cdes que
possam afectar os resultados do teste. As condigdes que poderéo dar origem a um resultado de Erro (“X”) estdo descritas na
Secgao 7 - Resolugdo de Problemas do Manual do Utilizador do Instrumento BD BACTEC MGIT.

E importante incluir o método de teste, nome do farmaco e sua concentragdo quando se reportarem os resultados. O especialista
em Doencas Infecciosas e/ou Pulmonares a cargo do controlo da TB deve ser consultado relativamente ao regime e posologias
terapéuticas adequadas.

A mono-resisténcia a pirazinamida € rara, pelo que no caso de serem obtidos resultados de resisténcia inesperados, devera
confirmar-se a pureza e identificagao do isolado testado como M. tuberculosis. As normas para as verificagdes da pureza
micobacteriana podem ser encontradas no padrdo M24 do CLSI.2



Relatério de resultados do BD BACTEC MGIT 960 PZA

Farmaco Resultado no sistema | Relatério Recomendado Acgao
(concentragao) BD BACTEC MGIT
Sensivel O isolado foi testado com o sistema Nenhuma acgéo.

BD BACTEC MGIT [PZA/100 pg/mL] e o
resultado é sensivel.

PZA (100 pg/mL) Resistente O isolado foi testado com o sistema Se o isolado for mono-resistente a PZA onfirme
BD BACTEC MGIT [PZA/100 pg/mL] e o que o isolado testado consiste numa cultura
resultado é resistente. pura de Mycobacterium tuberculosis.

Erro “X” Nenhum relatério. Repita o teste.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA nao interpreta o grau de sensibilidade do isolado que esta a ser testado. Os
resultados sado reportados como sensivel ou resistente.

O teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA s6 pode ser efectuado utilizando um instrumento BD BACTEC MGIT. Os
Conjuntos PZA nao podem ser lidos manualmente.

Utilizar exclusivamente culturas puras de M. tuberculosis. Culturas contaminadas ou contendo estirpes multiplas de micobactérias
podem dar origem a resultados errados e ndo devem ser testadas. Nao se recomendam testes directos a partir de amostras clinicas.

Devera permitir-se que suspensdes feitas a partir de meios sélidos assentem durante os periodos de tempo prescritos antes

da padronizagdo. Preparagées de indculo feitas a partir de meios soélidos devem ser comparadas visualmente com um padrao

de turvagéo de 0,5 de McFarland; se tal ndo for realizado, podem obter-se resultados imprecisos ou provocar-se um erro de
Conjunto AST.

A néo utilizagao de uma diluicdo de 1:5 da suspensao do microrganismo, quando indicado, para a inoculagdo dos tubos contendo o
farmaco podera fornecer resultados incorrectos.

Aincapacidade de utilizagdo de uma diluicdo a 1:10 da suspenséao do microrganismo para inoculagéo do tubo de Controlo de
Crescimento pode dar origem a resultados imprecisos ou a um erro do Conjunto AST.

Aincapacidade de reconstituicdo do farmaco PZA com o volume adequado de agua destilada/desionizada estéril pode dar origem a
resultados imprecisos.

A homogeneizagéo total dos tubos inoculados é importante. A ndo homogeneizagéo adequada pode dar origem a resultados de
falsa resisténcia.

Aincapacidade de carregar os tubos do conjunto AST no Transportador do Conjunto AST na sequéncia adequado pode dar origem
a resultados imprecisos. A incapacidade de seleccionar a definicdo adequada do farmaco no transportador do conjunto pode dar
origem a resultados invalidos ou imprecisos.

Aincapacidade de carregar correctamente os tubos do conjunto AST no instrumento ira dar origem a uma situagdo anénima que
tem que ser resolvida no prazo de oito horas. Se esta situagdo nao for resolvida no prazo de oito horas, o Conjunto AST tem que
ser eliminado e criado novamente.

Aincapacidade de usar o BD BACTEC MGIT 960 PZA Supplement no conjunto PZA AST pode dar origem a resultados inexactos.
NAO adicionar BD BACTEC MGIT 960 SIRE Supplement (Suplemento BD BACTEC MGIT 960 SIRE) ou BD BACTEC MGIT
Growth Supplement ao conjunto AST PZA.

Aincapacidade de usar o Meio BD BACTEC MGIT 960 PZA no conjunto PZA AST pode dar origem a resultados inexactos. NAO
substituir os BD BBL MGIT 7 mL Mycobacteria Growth Indicator Tubes (Tubos Indicadores do Crescimento de Micobactérias

BD BBL MGIT de 7 mL) por BD BACTEC MGIT 960 PZA Medium.

VALORES ESPERADOS

Testou-se um total de 118 isolados clinicos de M. tuberculosis com o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA em quatro
locais clinicos com localizagdes geogaficas diversas. Os testes incluiram isolados clinicos frescos e em repicagem, provenientes de
culturas liquidas e solidas. Foi efectuado um total de 228 testes de sensibilidade PZA (liquidos e soélidos).

Durante a avaliagdo externa do BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit, registaram-se nove testes PZA de isolados clinicos que
necessitaram de repeti¢cao do teste devido a contaminagéo (seis isolados) ou inoculagéo excessiva/erros de procedimento

(trés isolados).

O periodo médio de tempo até a obtencéo do resultado para o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA é de sete dias,
com um intervalo de quatro a dezassete dias. Os dados estdo apresentados na Figura 1, no fim do folheto informativo.



CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Estudos Analiticos

Intervalos de Inéculo AST em Meio Liquido e Sélido:

Meio liquido - O procedimento recomendado para a preparagéo de um Conjunto PZA de um tubo MGIT de 7 mL positivo utiliza
um indculo directo no Dia 1 e Dia 2 pés-positividade e um indculo diluido (1:5) no Dia 3 a Dia 5 pds-positividade. Estudos
internos mostram que indculos preparados a partir de um tubo MGIT de 7 mL positivo do Dia 1 a Dia 5 variam entre 2,0 x 104 e
7,5 x 106 UFC/mL.

Meio sélido - O procedimento recomendado para a preparagao de um Conjunto PZA a partir de crescimento em meio sélido
(até 14 dias depois da observagéo do primeiro crescimento visivel) utiliza uma diluigdo a 1:5 de suspenséo de microrganismos
equivalente a um padrado 0,5 de McFarland. Estudos internos mostram que inéculos preparados a partir de um meio de cultura
solido variam entre 2,1 x 105 e 3,9 x 106 UFC/mL.

Reprodutibilidade de Lote:

A reprodutibilidade de lote foi avaliada utilizando 25 estirpes de M. tuberculosis (incluindo trés estirpes ATCC). Cada estirpe foi
testada em triplicado com o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA. Cada réplica representou uma condigéo de teste
separada, diferenciada por lote de farmaco PZA, suplemento PZA e meio PZA utilizado (trés lotes cada).

Os resultados observados foram comparados com os resultados esperados. A reprodutibilidade global para o teste de sensibilidade
BD BACTEC MGIT 960 PZA é de 96,8%.

Teste do Painel de Provocagéao do CDC:

O desempenho do teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA foi avaliado utilizando um painel de estirpes de provocagao,
obtidas junto do Centers for Disease Control and Prevention - CDC (Centro de Controlo e Prevengado das Doencas dos EUA) em
Atlanta, GA, EUA. O painel foi constituido por 9 estirpes de M. tuberculosis com padrdes de sensibilidade conhecidos (utilizando o
BD BACTEC 460TB). O painel foi testado em triplicado com o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA. Os resultados
do teste BD BACTEC MGIT 960 PZA foram comparados com os resultados esperados pelo CDC. A concordancia global com os
resultados esperados pelo CDC para o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA é de 98,7%.

Avaliacao Clinica
O teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA foi avaliado em quatro locais clinicos com localizagbes geogaficas diversas, visando

incluir centros regionais de referéncia e laboratérios baseados em hospitais universitarios, incluindo dois locais ex-EUA. O teste de
sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA foi comparado com o método de teste de sensibilidade BD BACTEC 460TB PZA.

Teste de Reprodutibilidade:

A reprodutibilidade do teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA foi avaliada nos locais clinicos utilizando um painel de
cinco estripes qualificadas. Os resultados do teste BD BACTEC MGIT 960 PZA foram comparados com os resultados esperados.
A reprodutibilidade global para o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA é de 94%.

Teste do Painel de Provocagao do CDC:

O desempenho do teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA foi avaliado em cada um dos quatro locais clinicos utilizando
um painel de estirpes de provocagao, obtidas junto do Centers for Disease Control and Prevention - CDC (Centro de Controlo e
Prevencéo das Doengas dos EUA) em Atlanta, GA, EUA. The painel foi constituido por 9 estirpes de M. tuberculosis com padroes
de sensibilidade conhecidos (utilizando o BD BACTEC 460TB). Dos 36 resultados de PZA reunidos com o teste de sensibilidade
BD BACTEC MGIT 960 PZA, 33 apresentaram concordancia com os resultados esperados pelo CDC. A concordancia percentual
calculada com os resultados esperados pelo CDC para o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA é de 91,7%.

Teste de Isolados Clinicos:

Testou-se um total de 118 isolados clinicos de M. tuberculosis com o teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA e com o
teste de sensibilidade BD BACTEC 460TB PZA. Os testes incluiram isolados clinicos frescos e em repicagem, provenientes de
culturas liquidas e sélidas. Foi obtido um total de 228 resultados de teste.

No Quadro 1 apresentam-se os resultados dos testes dos isolados clinicos para o farmaco PZA a 100 pg/mL proveniente de
culturas liquidas, culturas solidas e combinacgéao dos dois tipos de culturas.

Quadro 1: Resultados dos Isolados Clinicos - teste de sensibilidade BD BACTEC MGIT 960 PZA comparado com o teste de
sensibilidade BD BACTEC 460TB PZA.

BD BACTEC 460TB System BD BACTEC MGIT 960-System
Resultados Esperados de PZA Resultados de Sensivel Resultados de Resistente
o # concordantes o # concordantes
Origem # Testes S R Concorodéncia na Categoria Concorndéncia na Categoria
(IC 95%) (IC 95%)
LiQuIDo 112 89 23 88 98,9% 22 95,7%
(93,9-100) (78,1-99,9)
SOLIDO 113* 90 23 88 97,8% 20 87,0%
(92,2-99,7) (66,4-97,2)
TODOS 225* 179 46 176 98,3% 42 91,3%
(95,2-99,7) (79,2-97,6)

*Neste quadro, ndo se incluem trés resultados limiares no BD BACTEC 460TB.



Todos os isolados com resultados discordantes no teste BD BACTEC MGIT 960 PZA foram testados utilizando o teste de
sensibilidade BD BACTEC 460TB PZA em dois locais independentes. Os resultados discordantes foram referentes as estirpes
onde o resultado do teste BD BACTEC MGIT 960 PZA diferiu do resultado do teste BD BACTEC 460TB PZA. Os resultados

limiares nado estao incluidos nos calculos de desempenho para o BD BACTEC MGIT 960 PZA Kit.

Dos quatro isolados sensiveis a PZA discordantes (S- BD BACTEC MGIT 960, R- BD BACTEC 460TB), um apresentou resultados
de sensivel nos dois locais independentes e os outros trés apresentaram resultados de resistente nos dois locais independentes.
Dos trés isolados resistentes a PZA discordantes (R- BD BACTEC MGIT 960, S- BD BACTEC 460TB), todos apresentaram
resultados de sensivel nos dois locais independentes.

Dois dos trés resultados limiares a PZA no BD BACTEC 460TB (S- BD BACTEC MGIT 960, L- BD BACTEC 460TB) apresentaram
resultados de sensivel nos dois locais independentes. Um dos trés resultados limiares a PZA no BD BACTEC 460TB

(R- BD BACTEC MGIT 960, B- BD BACTEC 460TB) teve um local independente a determinar um resultado de sensivel. O outro
local independente determinou um resultado limiar.

DISPONIBILIDADE

N.°de Cat. Descrigao
245128 Conjunto BD BACTEC MGIT 960 PZA.
245115 Meio BD BACTEC MGIT 960 PZA, 25 testes.
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Figura 1: Distribuigdo do periodo de tempo até a obtencao do resultado do AST com o sistema BD BACTEC MGIT 960 PZA
Distribuicao da frequéncia do Tempo de Permanéncia no Protocolo (TIP) do PZA
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Histérico de Alteracoes

Revisao | Data | Resumo das alteragoes

(04) 2019-09 Conversao das instrugdes de utilizagdo impressas para formato eletronico e adicdo
das informagdes para obtencdo do documento a partir de bd.com/e-labeling.

(05) 2019-10 Adicao do grafico de distribuigao da frequéncia do Tempo de Permanéncia no
Protocolo (TIP) do PZA, inadvertidamente omitido da versao anterior ndo distribuida.
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Laagste temperatuurlimiet / Nedre temperaturgrense / Dolna granica temperatury / Limite minimo de temperatura / Limitd minima de temperatura / HwxHuit npegen
Temneparypsl / Spodna hranica teploty / Donja granica temperature / Nedre temperaturgréans / Sicaklik alt sinirt / MivimansHa Temneparypa / i & iR

Control / KoxTponHo / Kontrola / Kontrol / Kontrolle / Maptupag / Kontroll / Contrdle / Controllo / Bakeinay / 71 E& / Kontrolé / Kontrole / Controle / Controlo /
KoHTponb / kontroll / KoHtporb / X #E

Positive control / Monoxutenen koHTpon / Pozitivni kontrola / Positiv kontrol / Positive Kontrolle / ©¢Tik6g pdptupag / Control positivo / Positiivne kontroll / Contréle
positif / Pozitivna kontrola / Pozitiv kontroll / Controllo positivo / OH 6akbinay / 44 71 E & / Teigiama kontrolé / Pozitiva kontrole / Positieve controle / Kontrola
dodatnia / Controlo positivo / Control pozitiv / MonoxuTenbHbin koHTponb / Pozitif kontrol / MoautusHwin koHTponb / PR X HE 5
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e Keep away from heat / Masete ot TonnuHa / Nevystavuijte pfiliSnému teplu / Ma ikke udseettes for varme / Vor Warme schiitzen / KpatioTe 1o pakpid oo
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alejado de la luz / Hoida eemal valgusest / Conserver a I'abri de la lumiére / Drzati dalje od svjetla / Fény nem érheti / Tenere al riparo dalla luce / KapaHhfbinanraH
xeppae ycra / 912 7] &) oF g/ Laikyti atokiau nuo Silumos $altiniy / Sargat no gaismas / Niet blootstellen aan zonlicht / Mé ikke utsettes for lys / Przechowywaé z
dala od zrédet $wiatta / Manter ao abrigo da luz / Feriti de lumina / XpanuTb B TemHoTe / Uchovavajte mimo dosahu svetla / Drzite dalje od svetlosti / Far ej utsattas
for ljus / Igiktan uzak tutun / BeperTu Big Aii ceitna / it B2k

Hydrogen gas generated / O6pasysaH e Bogopoz ra3 / Moznost tniku plynného vodiku / Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anpioupyia agpiou
udpoydvou / Produccion de gas de hidrégeno / Vesinikgaasi tekitatud / Produit de I'nydrogéne gazeux / Sadrzi hydrogen vodik / Hidrogén gazt fejleszt / Produzione
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Patient ID number / U[] Homep Ha nauueHTa / ID pacienta / Patientens ID-nummer / Patienten-ID / ApiBuég avayvwpiong acBevols / Nimero de ID del paciente /
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Fragile, Handle with Care / YynnuBo, PaGoTeTe ¢ HeobxoanmoTo BHMMaHue. / Kiehké. PFi manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich,
vorsichtig handhaben. / EGBpauaTo. XeipioTeite 1o e Tpocoxn. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution.
/ Lomljivo, rukujte paZljivo. / Térékeny! Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / CbiHfbiw, abaitnan naiiaanambiHeia. / =41 7% 71 418 2] / Trapu,
elkités atsargiai. / Trausls; rikoties uzmanigi / Breekbaar, voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawarto$¢, przenosi¢ ostroznie. / Fragil,
Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati cu atentie. / Xpynkoe! O6paLuatbcsi ¢ ocTopoxHocTbio. / Krehké, vyZaduje sa opatrna manipulacia. / Lomljivo - rukujte
pazljivo. / Brackligt. Hantera férsiktigt. / Kolay Kirilir, Dikkatli Taslyin. / TeHaitHa, 38epTatics 3 06epexHicTio / i, /N
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