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USO PREVISTO

Il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA & un procedimento qualitativo rapido per analizzare la sensibilita alla pirazinamide (PZA) del
Mycobacterium tuberculosis da coltura. Il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA viene usato con il sistema BD BACTEC MGIT.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Il test di sensibilita antimicobatterica € importante per stabilire la terapia corretta dei pazienti affetti da tubercolosi. La terapia

della tubercolosi si basa generalmente su un regime a piu farmaci che includa la pirazinamide. E importante che i farmaci
antimicobatterici prescritti manifestino attivita specifica contro il Mycobacterium tuberculosis, ossia che il ceppo isolato sia sensibile
al farmaco.

L'incidenza di ceppi multiresistenti di Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB) & diventata recentemente un serio problema di sanita
pubblica.! La possibile resistenza a uno dei quattro farmaci primari, inclusa la pirazinamide, rende la malattia ancora pit difficile e
costosa da curare; pertanto la rilevazione rapida di questi ceppi € essenziale ai fini di un trattamento efficace dei pazienti.

| metodi pilt comunemente usati per il test di sensibilita agli agenti antimicobatterici sono due. Il primo, conosciuto come metodo
delle proporzioni,? utilizza Agar Middlebrook e Cohn 7H10 e confronta i conteggi delle colonie presenti su terreni contenenti e su
terreni senza farmaci. Il test di sensibilita alla pirazinamide richiede alcune modifiche rispetto ai metodi convenzionali in quanto il
farmaco & attivo in vitro solo ai valori inferiori di pH.3 Una modifica del metodo delle proporzioni & stata realizzata utilizzando un
terreno agar 7H10 a pH 5,5, con una concentrazione di farmaco di 25-50 pg/mL.4 Questo metodo presenta tuttavia una limitazione
in quanto ad un pH di 5,5 molti isolati di M. tuberculosis non crescono o esibiscono una crescita inadeguata. | metodi su base agar,
come il metodo delle proporzioni, non sono risultati soddisfacenti per il test della sensibilita alla PZA in quanto la crescita di molti
isolati € venuta meno quando I'agar € stato acidificato per il test PZA.

Il secondo metodo, noto come metodo della sensibilita radiometrica BD BACTEC 460TB,5 & basato sulla produzione di anidride
carbonica radioattiva marcata con 4C da parte dei micobatteri in crescita. Tale produzione & evidenziata da un aumento dell'indice
di crescita nel sistema. Una modifica del metodo della sensibilita BD BACTEC 460TB é stata realizzata utilizzando un terreno
radiometrico 7H12 modificato, il terreno per test BD BACTEC PZA, con un pH ridotto pari a 6,0.6 A tale pH, & possibile determinare
I'attivita antimicobatterica della PZA senza inibire la crescita della maggior parte degli isolati di M. tuberculosis. Il test di sensibilita
BD BACTEC 460TB PZA utilizza una concentrazione di pirazinamide di 100 pg/mL. Il test della sensibilita eseguito nel sistema

BD BACTEC 460TB é risultato soddisfacente e viene attualmente considerato come il metodo di riferimento per le prove di
sensibilita alla PZA. Il Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) consiglia tuttora di impiegare, nella procedura di analisi con
il metodo delle proporzioni, due concentrazioni di farmaci primari, eccetto la rifampicina.?

L'uso dello strumento BD BACTEC MGIT in combinazione con il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA costituisce un metodo non
radiometrico per la determinazione della sensibilita antimicobatterica alla pirazinamide. Il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA &
stato sviluppato per consentire la determinazione della sensibilita a concentrazioni di pirazinamide pari a 100 pg/mL. Questa
concentrazione si correla con quella utilizzata nel sistema BD BACTEC 460TB.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

La provetta di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA contiene un brodo Middlebrook 7H9 modificato che favorisce la crescita e
l'individuazione dei micobatteri. La provetta di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA contiene un composto fluorescente fissato

in silicone sul fondo di una provetta a base circolare da 16 x 100 mm. Il composto fluorescente & sensibile all'ossigeno dissolto

nel brodo. La concentrazione iniziale di ossigeno dissolto attenua I'emissione dal composto e limita I'intensita della fluorescenza
rilevabile. Successivamente, i microrganismi in crescita attiva consumano I'ossigeno permettendo cosi una maggiore fluorescenza
del composto.

Il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA & un test qualitativo di 4-21 giorni. Il test & basato sul confronto tra la crescita di un isolato

di M. tuberculosis in una provetta contenente farmaco e in una provetta senza farmaco (Controllo di crescita). Lo strumento

BD BACTEC MGIT controlla 'aumento della fluorescenza nelle provette. Per determinare i risultati di sensibilita, lo strumento rileva
la fluorescenza nella provetta con il farmaco e la confronta con la fluorescenza nella provetta del Controllo di crescita.

Lo strumento BD BACTEC MGIT interpreta automaticamente i risultati ottenuti e riporta un risultato di sensibilita o di resistenza.



REAGENTI

La provetta di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA contiene 110 uL di indicatore fluorescente e 7 mL di brodo di PZA. Lindicatore
contiene cloruro di rutenio pentaidrato tri 4,7-difenil-1,10 fenantrolina in una base di gomma siliconica. Le provette sono chiuse con
un tappo di polipropilene.

Formula riveduta® per L di acqua purificata

Brodo Middlebrook 7H9 MOdIfiCato ...........couiiiiiiiiiiiie e e 59 g
PepPtoNe di CASEING .....cooiiiiiiiiie ettt es 1,25 g
Il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA contiene due flaconi di polvere liofilizzata di pirazinamide e sei flaconi di supplemento PZA.
Formula riveduta® per flacone di farmaco liofilizzato. Pirazinamide ............ccccciiiiiiiiiiiiiiceieee 20.000 Mg

Il supplemento BD BACTEC MGIT 960 PZA contiene 15 mL di terreno di arricchimento.
Formula riveduta® per L di acqua purificata

Albumina bovina .........cccveeiiiiiiie e 50,0 g Catalasi......ccoeeieeiieiiii 0,03 g
Destrosio ......ccooceeeiiiiieiiiie e ...20,0 g ACIO Ol ICO ....eeeiiieiiiee e 01 g
Stearato di poliossietilene (POES) .........ccccocvvinenne. 1149

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

Conservazione e ricostituzione dei reagenti

Terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA — Alla consegna, conservare a 2—25 °C. NON CONGELARE. Il brodo deve essere limpido e
incolore. Non usarlo se & torbido. Ridurre al minimo 'esposizione alla luce. Le provette non ancora utilizzate e conservate come
indicato sull’etichetta, possono essere inoculate fino alla data di scadenza.

Flaconi di farmaci BD BACTEC MGIT 960 PZA — Alla consegna, conservare i flaconi dei farmaci liofilizzati a 2—8 °C. Una volta
ricostituita, la soluzione di antibiotico pud essere congelata e conservata a temperatura di -20 °C o inferiore fino a sei mesi, ma non
oltre la data di scadenza originaria. Una volta scongelata la soluzione, usarla immediatamente. Eliminare le aliquote non utilizzate.
Supplemento BD BACTEC MGIT PZA — Alla consegna, conservare il prodotto al buio a 2-8 °C. Non congelare o riscaldare
eccessivamente. Aprire ed usare prima della data di scadenza. Ridurre al minimo I'esposizione alla luce.

Istruzioni per 'uso

Ricostituire ogni flacone di polvere liofilizzata di streptomicina del kit BD BACTEC MGIT 960 PZA con 2,5 mL di acqua
distillata/deionizzata sterile, per ottenere una soluzione stock di 8.000 pyg/mL.

CAMPIONI DI ANALISI POTENZIALMENTE INFETTI - | campioni clinici possono contenere microrganismi patogeni, inclusi i
virus dell’epatite e il virus dellimmunodeficienza umana. Nel maneggiare qualsiasi oggetto contaminato con sangue o altri liquidi
biologici, occorre attenersi alle direttive del presidio locale e alle “precauzioni standard”.7-10

AVVERTENZE E PRECAUZIONI - Per uso diagnostico in vitro.

Quando si lavora con una coltura in crescita di M. tuberculosis, & necessario attenersi alle procedure di sicurezza biologica (BSL) di
livello 3 e disporre di attrezzature e recipienti conformi alle misure di contenimento.

Leggere e seguire le istruzioni contenute nei fogli illustrativi contenuti nelle rispettive confezioni, compreso quello della provetta di
indicatore di crescita dei micobatteri BD BBL MGIT da 7 mL.

Prima dell’'uso, esaminare le provette e i flaconi per accertarsi che non siano contaminati o danneggiati. Eliminare le provette e i
flaconi che risultano non idonei. Esaminare con attenzione le provette cadute ed eliminarle se risultano danneggiate.

In caso di rottura di una provetta: 1) chiudere i cassetti dello strumento; 2) spegnere lo strumento; 3) sgombrare immediatamente
la zona; 4) consultare i regolamenti del laboratorio utilizzato o dei CDC . Una provetta inoculata rotta o che perde puo produrre un
aerosol di micobatteri e pertanto deve essere trattata in modo opportuno.

Prima di eliminare tutte le provette MGIT inoculate, sterilizzarle in autoclave.

PREPARAZIONE DELL’INOCULO

Le modalita di preparazione illustrate qui di seguito si riferiscono a colture pure di M. tuberculosis. Il laboratorio deve confermare,

mediante tecniche di identificazione appropriate, che l'isolato da testare & una coltura pura di M. tuberculosis.

L'inoculo puo essere preparato a partire da terreno solido o da una provetta BD BACTEC MGIT 7 mL. Le colture cresciute su

terreno liquido e solido possono anche essere utilizzate per preparare una provetta MGIT di semina, a sua volta usata per preparare

l'inoculo. Ognuna di queste opzioni & descritta qui di seguito.

Preparazione dell’inoculo da terreno solido:

NOTA - Al fine di ottenere la concentrazione appropriata di organismi per il test di sensibilita, &€ importante preparare I'inoculo in

osservanza delle seguenti istruzioni.

1. Aggiungere 4 mL di brodo BD BBL Middlebrook 7H9 (o brodo BD BBL MGIT) in una provetta sterile da 16,5 x 128 mm con
tappo e contenente 8—10 microsfere di vetro.

2. Con un’ansa sterile, prelevare quante piu colonie possibile da una crescita di non oltre quattordici giorni, cercando di non
rimuovere terreno solido. Sospendere le colonie nel brodo Middlebrook 7H9.

3. Agitare con vortex per 2—3 minuti la sospensione per frammentare i grumi piu grossi. La torbidita della sospensione deve essere
superiore allo standard 1,0 McFarland.

4. Lasciar riposare la sospensione per 20 minuti senza disturbarla.



5. Trasferire il 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 minuti.

6. Trasferire il supernatante (dovrebbe essere omogeneo e privo di grumi) in una terza provetta sterile da 16,5 x 128 mm.
NOTA - Durante questo passaggio, la torbidita della sospensione di organismi deve essere superiore allo standard
0,5 McFarland.

7. Regolare la torbidita della sospensione sullo standard 0,5 McFarland confrontandola visivamente con lo stesso standard.
Non regolare ad una torbidita inferiore allo standard 0,5 McFarland.

8. Diluire 1 mL della sospensione cosi regolata in 4 mL di soluzione fisiologica sterile (diluizione 1:5). Usare questa soluzione
come inoculo AST e passare alla “Procedura di inoculo per il test di sensibilita con il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

Preparazione dell’inoculo da una provetta BD BACTEC MGIT 7 mL positiva

1. Viene considerato Giorno 0 il primo giorno in cui si ottiene sullo strumento una provetta BD BACTEC MGIT positiva.

2. Per la preparazione dell'inoculo da testare, usare una provetta positiva MGIT da 7 mL a partire dal giorno successivo alla
comparsa di positivita (Giorno 1) sullo strumento BD BACTEC MGIT, fino al quinto giorno compreso di positivita (Giorno
5). Una provetta positiva da oltre cinque giorni deve essere sottoposta a subcoltura in una nuova provetta MGIT da 7 mL
contenente supplemento di crescita BD BACTEC MGIT, testata sullo strumento BD BACTEC MGIT fino alla comparsa di
positivita e quindi usata tra il primo e il quinto giorno dalla positivita. Vedere “Preparazione di una provetta MGIT di semina a
partire da terreno liquido”.

3. Se la provetta € positiva nel Giorno 1 o0 Giorno 2, non & necessaria alcuna diluizione. Usare questa soluzione come inoculo AST
e passare alla “Procedura di inoculo per il test di sensibilita con il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

4. Se la provetta & positiva nel Giorno 3, Giorno 4 o Giorno 5, diluire 1 mL di brodo positivo in 4 mL di soluzione fisiologica sterile
(diluizione 1:5). Mescolare accuratamente. Usare questa soluzione come inoculo AST e passare alla “Procedura di inoculo per il
test di sensibilita con il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA”.

Preparazione di una provetta MGIT di semina a partire da terreno liquido

1. Miscelare capovolgendo o vortexando la provetta.

2. Fare una diluizione 1:100 aggiungendo 0,1 mL di coltura a 10 mL di Brodo BD BBL Middlebrook 7H9 o Brodo BD BBL MGIT.
Mescolare accuratamente.

3. Aggiungere 0,5 mL della sospensione ottenuta in una provetta MGIT 7 mL addizionata di 0,8 mL di supplemento di crescita
BD BACTEC MGIT.

4. Tappare ermeticamente e miscelare accuratamente capovolgendo la provetta 2—3 volte.

5. Introdurre la provetta nello strumento BD BACTEC MGIT e analizzare fino al raggiungimento della positivita.

NOTA: La durata fino a positivita deve essere di = 4 giorni ai fini del test AST. Se la provetta raggiunge la positivita in < 4 giorni,
ritornare al punto 1 e preparare una nuova provetta di semina.

6. Dal momento di positivita, la provetta pud essere usata entro uno - cinque giorni. Procedere a “Preparazione dell'inoculo da una
provetta BD BACTEC MGIT 7 mL positiva” (sopra).

Preparazione di una provetta MGIT di semina a partire da terreno solido

1. Con un’ansa sterile, rimuovere la crescita da uno slant e aggiungerla in una provetta MGIT 7 mL addizionata di 0,8 mL di
supplemento di crescita BD BACTEC MGIT.

2. Tappare ermeticamente e miscelare accuratamente capovolgendo la provetta 2-3 volte.

3. Introdurre la provetta nello strumento BD BACTEC MGIT e testare fino al raggiungimento della positivita.

NOTA: La durata fino a positivita deve essere di = 4 giorni ai fini del test AST. Se la provetta raggiunge la positivita in < 4 giorni,
ritornare al punto 1 e preparare una nuova provetta di semina.

4. Dal momento di positivita, la provetta puo essere usata entro uno - cinque giorni. Procedere a “Preparazione dell'inoculo da una
provetta BD BACTEC MGIT 7 mL positiva” (sopra).

PROCEDURA

Materiali forniti - Kit BD BACTEC MGIT 960 PZA contenente due flaconi di ciascun farmaco liofilizzato e sei flaconi di supplemento

PZA (circa 50 test per kit).

Materiali richiesti ma non forniti - Terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA (25 provette per scatola), terreni di coltura ausiliari,

reagenti, organismi per il controllo di qualita e attrezzatura di laboratorio necessaria per questa procedura.

Procedura di inoculo per il test di sensibilita con il kit BD BACTEC MGIT 960 PZA

Durante la preparazione del set AST PZA, € importante accertare la corretta ricostituzione del farmaco liofilizzato, I'uso di coltura

pura e la corretta diluizione dell'organismo sia per il Controllo di crescita che per la provetta PZA. E importante dispensare

il farmaco solo nella provetta MGIT corrispondente con etichetta “PZA”. Durante I'esecuzione del set AST PZA, usare solo il

supplemento BD BACTEC MGIT 960 PZA fornito con il kit e le provette di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA.

1. Etichettare due provette di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA da 7 mL per ogni isolato da testare. Contrassegnarne una come
GC (Growth Control o Controllo di crescita) e una come PZA. Disporre le provette secondo la sequenza corretta nel carrello per
set AST per due provette (vedi il Manuale d’uso dello strumento BD BACTEC MGIT).

2. In ogni provetta, dispensare in asepsi 0,8 mL di supplemento BD BACTEC MGIT 960 PZA.



3. Con una micropipetta, dispensare in asepsi 100 L della soluzione 8.000 pug/mL di farmaco BD BACTEC MGIT 960 PZA nella
provetta MGIT con I'etichetta appropriata. Non aggiungere la soluzione di PZA nella provetta MGIT GC debitamente etichettata.

Farmaco Concentrazione del farmaco dopo Volume dispensato nelle provette Concentrazione finale nelle
la ricostituzione* MGIT per il test provette MGIT
BD BACTEC MGIT PZA 8.000 pg/mL 100 pL 100 pg/mL*

*Per ottenere la concentrazione indicata, ricostituire la PZA con 2,5 mL di acqua sterile/deionizzata.

4. Preparazione ed inoculo della provetta del Controllo di crescita - Per preparare la sospensione 1:10 del Controllo di
crescita, pipettare in asepsi 0,5 mL di inoculo AST (vedi “PREPARAZIONE DELL'INOCULQ”) in 4,5 mL di soluzione fisiologica
sterile. Mescolare accuratamente la sospensione di Controllo di crescita. Inoculare 0,5 mL della sospensione 1:10 di Controllo
di crescita in una provetta MGIT con etichetta “GC”.

NOTA - Per garantire I'accuratezza dei risultati AST ed evitare gli errori del set AST PZA, & importante usare una diluizione 1:10
correttamente preparata per la provetta “GC”.

5. Inoculo delle provette contenenti farmaco - Pipettare in asepsi 0,5 mL di inoculo AST (vedi “PREPARAZIONE
DELL'INOCULQ?”) nella provetta MGIT con etichetta “PZA”.

6. Chiudere bene le provette con il tappo. Mescolare accuratamente capovolgendo con attenzione le provette tre o quattro volte.

7. Introdurre il set PZA nello strumento BD BACTEC MGIT usando la funzione di ingresso del set AST (vedi il Manuale d’uso dello
strumento BD BACTEC MGIT). Assicurarsi che la provetta Controllo di crescita si trovi nella prima posizione di sinistra. Quando
si attiva la funzione di ingresso del set AST, selezionare PZA come farmaco nella definizione del carrello AST a 2 provette.

8. Seminare 0,1 mL di sospensione dell’organismo su una piastra di Agar soia BD Trypticase con 5% di sangue di montone
(TSA). Inserire in una busta di plastica e incubare a 35-37 °C.

9. Controllare la piastra di agar sangue dopo 48 ore per verificare 'eventuale presenza di contaminazione batterica. Se non si
nota alcuna crescita sulla piastra, continuare il test PZA. Se si notano segni di crescita sulla piastra, eliminare il set PZA (vedi il
Manuale d’uso dello strumento BD BACTEC MGIT) e ripetere il test con una coltura pura di Mycobacterium tuberculosis.

Controllo di qualita a cura dell’operatore - Per ogni nuova partita 0 nuovo numero di lotto di flaconi del kit BD BACTEC MGIT
960 PZA o di terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA, si raccomanda di testare I'organismo di controllo indicato di seguito. L'organismo
di controllo deve provenire da una coltura pura preparata secondo le istruzioni contenute in “PREPARAZIONE DELL'INOCULO”.

Il set AST per il controllo di qualita (CQ) deve essere preparato in osservanza delle istruzioni contenute in “Procedura di inoculo
per il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA*. Durante la preparazione del set AST CQ, € importante accertare la corretta
ricostituzione del farmaco liofilizzato, I'uso di coltura pura e la corretta diluizione dell’organismo di Controllo di qualita sia per il
Controllo di crescita che per le provette PZA. E importante dispensare il farmaco solo nella provetta MGIT corrispondente con
etichetta “PZA”.

Lo stesso organismo di controllo deve essere testato come controllo di qualita in batch una volta alla settimana, quando si esegue

il test di sensibilita. Se entro 4-20 giorni si ottengono risultati conformi a quelli della tabella seguente, i reagenti BD BACTEC MGIT
960 PZA sono pronti per il test degli isolati di pazienti.

Se non si ottengono i risultati appropriati, non riportare i risultati dei pazienti. Ripetere il controllo di qualita per gli isolati di pazienti

associati al fallimento iniziale del controllo di qualita. Se la replica del controllo di qualita non fornisce i risultati attesi, non riportare i
risultati dei pazienti. Non usare il prodotto finché non si sia contattato il rappresentante locale BD.

Ceppo GC BD BACTEC MGIT PZA
M. tuberculosis ATCC 27294 Positivo Sensibile

Durante la valutazione esterna del kit BD BACTEC MGIT 960 PZA, il risultato per I'organismo di controllo & stato ottenuto in media in
sette giorni, con un range da quattro a undici giorni. Le cause piu comuni di fallimento del controllo di qualita durante la valutazione
esterna sono da attribuire alla eccessiva inoculo dei set PZA e alla contaminazione delle colture di controllo di qualita.

RISULTATI

Lo strumento BD BACTEC MGIT esegue il monitoraggio dei set AST fino a quando viene determinata una sensibilita o una
resistenza. Una volta completato il test del set, lo strumento BD BACTEC MGIT riporta i risultati (vedi il Manuale d’uso dello
strumento BD BACTEC MGIT). In presenza di condizioni che potrebbero influire sui risultati del test, lo strumento BD BACTEC MGIT
riportera il risultato del set AST come Errore (“X”), nessuna interpretazione di sensibilita. Le condizioni che possono dar luogo ad un
risultato di Errore (“X”) sono descritte nel Manuale d’uso dello strumento BD BACTEC MGIT, Sezione 7 — Risoluzione dei problemi.
Nella compilazione dei rapporti dei risultati, & importante includere il metodo di analisi, il nome e la concentrazione del farmaco. Per
quanto riguarda il regime terapeutico appropriato e le dosi, occorre consultare uno specialista di malattie polmonari e/o infettive
esperto di tubercolosi.

La monoresistenza alla pirazinamide € poco comune e quindi nel caso di risultati imprevisti di resistenza, verificare che
l'identificazione dell'isolato testato corrisponda a M. tuberculosis. Le direttive per le verifiche della purezza micobatterica sono
reperibili nello standard CLSI M24.2



Compilazione dei rapporti dei risultati del BD BACTEC MGIT 960 PZA

Farmaco Risultati sistema Rapporto consigliato Intervento
(concentrazione) BD BACTEC MGIT
Sensibile Lisolato € stato testato con il sistema BD BACTEC MGIT | Nessun intervento.
[PZA/100 pg/mL] ed e risultato sensibile.
PZA (100 pg/mL) Resistente L’isolato & stato testato con il sistema BD BACTEC MGIT | S e l'isolato & monoresistente alla PZA,
Mg [PZA/100 pg/mL] ed é risultato resistente. confermare che l'isolato analizzato sia una

coltura pura di Mycobacterium tuberculosis.

Errore “X” Nessun rapporto. Ripetere il test.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA non interpreta il grado di sensibilita dell'isolato analizzato. | risultati vengono riportati
come sensibile o resistente.

Il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA puo essere eseguito solo con uno strumento BD BACTEC MGIT. Non & possibile
leggere manualmente i set PZA.

Usare solo colture pure di M. tuberculosis, in quanto le colture contaminate o contenenti ceppi multipli di micobatteri possono dare
luogo ad artefatti e di conseguenza non devono essere analizzate. Non si consiglia I'analisi diretta da campioni clinici.

Prima di standardizzare le sospensioni preparate da terreni solidi, lasciarle riposare per il tempo stabilito. Le preparazioni per
inoculo provenienti da terreni solidi devono essere confrontate visivamente ad uno standard di torbidita 0,5 McFarland, in quanto
altrimenti potrebbero dar luogo a risultati non accurati o causare un errore del set AST.

Qualora si ometta di eseguire la diluizione 1:5 della sospensione di batteri, se indicata, per inoculare le provette di farmaco, &
possibile incorrere in risultati non accurati.

Qualora si ometta di eseguire la diluizione 1:10 della sospensione di batteri per inoculare la provetta del Controllo di crescita, &
possibile incorrere in risultati non accurati o causare un errore del set AST.

La mancata ricostituzione della pirazinamide con il volume corretto di acqua distillata/deionizzata sterile pu6 dar luogo a risultati
non accurati.

E importante che il contenuto delle provette inoculate venga mescolato bene, in quanto una miscelazione inadeguata pud dar luogo
a falsi risultati di resistenza.

Il mancato caricamento delle provette del set AST nel carrello secondo 'ordine appropriato puo6 dar luogo a risultati non accurati. La
selezione di una definizione errata di farmaci nel carrello del set pud dar luogo a risultati non validi o non accurati.

Il caricamento sbagliato del set AST nello strumento pud dar luogo ad una condizione sconosciuta che deve essere risolta entro otto
ore. Se la condizione non viene risolta entro otto ore, il set AST deve essere scartato e predisposto nuovamente.

Il mancato impiego del supplemento BD BACTEC MGIT 960 PZA nel set AST PZA pud dar luogo ad artefatti. NON aggiungere il
supplemento BD BACTEC MGIT 960 SIRE o il supplemento di crescita BD BACTEC MGIT nel set AST PZA.

Il mancato impiego del terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA nel set AST PZA pu6 dar luogo ad artefatti. NON sostituire il terreno
BD BACTEC MGIT 960 PZA con le provette di indicatore di crescita dei micobatteri BD BBL MGIT da 7 mL.

VALORI ATTESI

Con il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA sono stati analizzati in tutto 118 isolati clinici di M. tuberculosis presso quattro
centri in diverse aree geografiche. Nell’analisi sono stati inclusi isolati clinici freschi e isolati di subcolture da terreni di coltura liquidi
e solidi. Sono stati eseguiti in tutto 228 test di sensibilita alla PZA (su terreno liquido e solido).

Durante la valutazione esterna del kit BD BACTEC MGIT 960 PZA, é stato necessario ripetere la prova per nove test PZA da isolati
clinici, a causa di contaminazione (sei isolati) o di eccessiva inoculo/errori di procedura (tre isolati).

Il tempo medio complessivo per raggiungere i risultati del test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA é di sette giorni, con un
range da quattro a diciassette giorni. | dati sono illustrati nella Figura 1 (alla fine del foglietto illustrativo).

PRESTAZIONI METODOLOGICHE
Studi analitici

Range per inoculi AST su terreni liquidi e solidi

Terreni liquidi — Per preparare un set PZA da una provetta MGIT da 7 mL positiva, la procedura consigliata prevede I'impiego di un
inoculo diretto nel Giorno 1 e nel Giorno 2 post-positivita e di un inoculo diluito (1:5) dal Giorno 3 al Giorno 5 post-positivita. Gli studi
interni indicano che gli inoculi preparati dal Giorno 1 al giorno 5 da una provetta MGIT da 7 mL positiva rientrano in un range tra
2,0x 104 e 7,5 x 106 CFU/mL.

Terreni solidi — Per preparare un set PZA da una crescita di terreni solidi (fino a 14 giorni dalla prima crescita osservata), la
procedura consigliata prevede I'impiego di una diluizione 1:5 di una sospensione di batteri equivalente ad uno standard 0,5
McFarland. Gli studi interni indicano che gli inoculi preparati da coltura su terreno solido sono compresi in un range tra 2,1 x 105 e

3,9 x 106 CFU/mL.



Riproducibilita tra i lotti

La riproducibilita tra i lotti € stata valutata usando venticinque ceppi di M. tuberculosis (inclusi tre ceppi ATCC). Ogni ceppo é stato
testato in triplicato con il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA. Ogni replicato ha rappresentato una condizione di analisi
separata, differenziata in base al lotto di farmaco PZA, al supplemento PZA e al terreno PZA utilizzati (tre lotti di ciascuno).

| risultati osservati sono stati confrontati con i risultati attesi. La riproducibilita complessiva del test di sensibilita BD BACTEC MGIT
960 PZA & del 96,8%.

Valutazione con pannello di provocazione CDC

Le prestazioni del test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA sono state valutate utilizzando un pannello di ceppi di provocazione
ottenuto dai Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, GA, USA. Il pannello era costituito da nove ceppi di

M. tuberculosis con pattern di sensibilita accertati (con il BD BACTEC 460TB). Il pannello ¢ stato testato in triplicato con il test di
sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA. | risultati dei test BD BACTEC MGIT 960 PZA sono stati confrontati con i risultati attesi dei
CDC. La concordanza complessiva con i risultati attesi dei CDC per il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA é del 98,7%.

Valutazione clinica

Il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA é stato valutato presso quattro centri in diverse aree geografiche, tra cui centri
regionali di riferimento, laboratori di ospedali universitari, inclusi due centri fuori dagli USA. Il test di sensibilita BD BACTEC MGIT
960 PZA é stato confrontato con il test di sensibilita eseguito con il metodo BD BACTEC 460TB PZA.

Riproducibilita del test

La riproducibilita del test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA ¢ stata valutata presso i centri clinici utilizzando un pannello di
cinque isolati qualificati. | risultati dei test BD BACTEC MGIT 960 PZA sono stati confrontati con i risultati attesi. La riproducibilita
complessiva del test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA & del 94%.

Valutazione con pannello di provocazione CDC

Le prestazioni del test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA sono state valutate presso ciascuno dei quattro centri clinici
utilizzando un pannello di ceppi di provocazione ottenuto dai Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, GA,
USA. Il pannello era costituito da nove ceppi di M. tuberculosis con pattern di sensibilita accertati (con il BD BACTEC 460TB). Dei
trentasei risultati PZA ottenuti con il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA, trentatre sono stati concordi con i risultati attesi
dei CDC. La concordanza percentuale calcolata con i risultati attesi dei CDC per il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA &
del 91,7%.

Test di isolati clinici

Con il test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA e con il test di sensibilita BD BACTEC 460TB PZA sono stati analizzati in tutto
118 isolati clinici di M. tuberculosis. Nell’analisi sono stati inclusi isolati clinici freschi e isolati di subcolture da terreni di coltura liquidi
e solidi, L'analisi ha generato un totale di 228 risultati.

La Tabella 1 presenta i risultati ottenuti dai test di isolati clinici per la PZA alla concentrazione di 100 pg/mL provenienti dai terreni di
coltura liquidi, da colture su terreno solido e da una combinazione di entrambe le colture.

Tabella 1 - Risultati di isolati clinici - Test di sensibilita BD BACTEC MGIT 960 PZA rispetto al test BD BACTEC 460TB
di sensibilita

Sistema BD BACTEC 460TB Sistema BD BACTEC MGIT 960
Risultati PZA previsti Risultati di sensibilita Risultati di resistenza
Terreno di N. di test s R N. di risultati % di accordo della N. di risultati % di accordo della
provenienza ' concordi categoria (95 %-Cl) concordi categoria (95 %-Cl)
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)
TUTTI 225 179 46 176 98,3 % 42 91,3 %
(95,2-99,7) (79,2-97,6)

*Tre risultati BD BACTEC 460TB “borderline” non sono inclusi in questa tabella.

Tutti gli isolati con risultati del test BD BACTEC MGIT 960 PZA discordi sono stati testati con il test di sensibilita metodo

BD BACTEC 460TB PZA presso due centri indipendenti. | ceppi con risultati discordi sono stati quelli in cui il risultato del test

BD BACTEC MGIT 960 PZA era diverso dal risultato del test BD BACTEC 460TB PZA. | risultati “borderline” non sono stati inclusi
nei calcoli delle prestazioni del kit BD BACTEC MGIT 960 PZA.

Dei quattro isolati discordi PZA sensibili (S-BACTEC MGIT 960, R-BACTEC 460TB), uno ¢ risultato sensibile presso entrambi

i centri indipendenti e gli altri tre sono risultati resistenti presso entrambi i centri indipendenti. | tre isolati PZA resistenti discordi
(R-BACTEC MGIT 960, S-BACTEC 460TB) sono risultati sensibili presso entrambi i centri indipendenti.

Due dei tre risultati PZA “borderline” BD BACTEC 460TB (S-BACTEC MGIT 960, B-BACTEC 460TB) sono risultati sensibili presso
entrambi i centri indipendenti. Uno dei tre risultati PZA “borderline” BD BACTEC 460TB (R-BACTEC MGIT 960, B-BACTEC 460TB)
¢ risultato sensibile presso un centro indipendente. L'altro centro indipendente ha ottenuto un risultato “borderline”.



DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione
245128 Kit BD BACTEC MGIT 960 PZA.
245115 Terreno BD BACTEC MGIT 960 PZA, 25 test.
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Assistenza e supporto tecnico: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il sito bd.com.

Figura 1 - Distribuzione del tempo per ottenere il risultato con il BD BACTEC MGIT 960 PZA AST
Frequenza di distribuzione della durata del protocollo PZA (TIP)
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