& BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor
Supplementerad Middlebrook 7H9 oth hjart-hjérninfusionsbuljong

FOR ANVANDNING MED BD BACTEC 9000MB C€ )

Svenska

ANVANDNINGSOMRADE

BD BACTEC Myco/F Lytic (en modifierad Middlebrook 7H9-buljong) anvands tillsammans med BD BACTEC instrument 9000MB
och ar ett oselektivt odlingsmedium for kvalitativ odling och pavisning av mykobakterier i blod.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Sedan mitten av 1980-talet och spridningen av AIDS-epidemin, har incidensen av sepsis orsakad av opportunistiska mykobakterier 6kat.
Mycobacterium tuberculosis (MTB) och andra mykobakterier an M. tuberculosis (MOTT), i synnerhet Mycobacterium avium-komplex
(MAC), ar ater pa frammarsch. Fran 1985 till 1992 6kade antalet rapporterade MTB-fall med 18 %. Mellan 1981 och 1987 hade 5,5 %

av AIDS-patienterna disseminerade, icke-tuberkulésa mykobakterieinfektioner sasom MAC, enligt AIDS-fallrapportering. Vid 1990 hade
okningen av fallen med disseminerade icke-tuberkuldsa mykobakterieinfektioner resulterat i en kumulativ incidens pa 7,6 %.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) rekommenderar alla laboratorier att géra varje anstrangning att anvanda de
snabbaste metoder som finns tillgangliga for diagnostisk mykobakterietestning. Dessa rekommendationer innefattar anvandning av
ett flytande medium for odling av mykobakterier..2,3

BD BACTEC 9000MB-systemet ar konstruerat for snabb detektion av mykobakterier i kliniska prover. BD BACTEC Myco/F Lytic
odlingsmedium &r en Middlebrook 7H9- och hjart-hjarninfusionsbuljong, avsedd for pavisning av mykobakterier i blodprover.
Sarskilda modifieringar har gjorts for att framja tillvaxt och majlighet till pavisning av mykobakterier. Dessa modifieringar innefattar
tillsats av jarnammoniumcitrat i syfte att forse vissa mykobakteriestammar med en jarnkalla, tillsats av saponin som hemolyserande
agens och tillsats av specifika proteiner och sockerarter som extra naringstillsats. | varje flaska finns en sensor som kan detektera
minskningar i koncentrationen 16st oxygen i flaskan, som resultat av mikroorganismernas metabolism och tillvaxt. BD BACTEC
9000MB-systemet kontrollerar om sensorn uppvisar nagon fluorescensokning, vilken i sa fall ar proportionell mot minskningen av
halten 10st oxygen. En positiv avlasning indikerar att flaskan kan innehalla viabla mikroorganismer.

FUNKTIONSPRINCIPER

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaska ar framtagen for snabb detektion av mykobakterier i blod. Blodprover ympas pa

BD BACTEC Myco/F Lytic-flaskan antingen med hjalp av en injektionsspruta eller genom direkt dragning av prov med hjalp av

nal och slang. Flaskan satts in i BD BACTEC 9000MB-systemet, inkuberas kontinuerligt vid 37 °C och skakas var tionde minut,
for maximal pavisningsmdjlighet. | varje flaska finns en sensor som kan detektera minskningar i koncentrationen I0st oxygen i
flaskan, som resultat av mikroorganismernas metabolism och tillvaxt. Sensorn avlases av BD BACTEC 9000MB-systemet var
tionde minut. Via analys av graden av minskad oxygenhalt, matt sdsom en fluorescensékning, kan BD BACTEC-instrumentet ur
fluorescensserien faststélla om flaskan ar positiv. En positiv avlasning indikerar att flaskan kan innehalla viabla mikroorganismer.
Detektionsmdjligheten begransas till sddana mikroorganismer som kan vaxa i mediet, vid 37 °C. Detta medium ar oselektivt varfor
andra aeroba organismer, inklusive jastsvampar, andra svamparter och bakterier, kan vaxa i mediet och i sa fall kan interferera
med mojligheten for pavisning av mykobakterier. Odlingsflaskor som fortfarande ar negativa efter minst 42 dagar och som inte visar
nagra tecken pa positiv odling vid okularbesiktning, aviagsnas fran instrumentet och steriliseras innan de bortskaffas.

REAGENSER

Varje BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaska innehaller foljande aktiva bestandsdelar fére anvandning:
BESTANDSDELAR

Behandlat vatten....... ... 40 mL g.s.

7H9 Middlebrook-buljongbas utan fosfatsalter..............ccccciiiiinninene 0,12 % vikt/vol
Hjart-hjArninfuSioNn ...........ccooiiiiiii e 0,5 % vikt/vol

KaseinhydrolySat .............ccooiiiiiiiiiiiii e 0,10 % vikt/vol

SUPPIEMENE H..oooii s 0,10 % vikt/vol

INOSIEON ...t 0,05 % vikt/vol
GIYCEION ... 0,10 % vikt/vol
Natriumpolyanetolsulfonat.............cccoeeiiiiiiiie e 0,025 % vikt/vol
TWEEN B0 ...ttt e e e e e e e e e 0,0025 % vikt/vol
PYridOXal-HCL. ... 0,0001 % vikt/vol
JArnammoniumCItrat..........oooeiii 0,006 % vikt/vol
KaliumfosTat.......cooiiiei 0,024 % vikt/vol
SAPONIN <. e 0,24 % vikt/vol
SKUMAEMPATE ... e 0,01 % vikt/vol

Detta BD BACTEC-medium dispenseras med tillsats av CO, och O,.
Sammansattningen kan ha justerats for att uppfylla specifika funktionskrav.

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsmedium kraver ingen ytterligare supplementering. Varje BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaska,
40 mL, ar klar att anvandas vid leverans. Vid leveransen skall mediet ha ett klart och latt barnstensfargat utseende.



VARNINGAR
Forsiktighetsbeaktanden: For in vitro-diagnostik.
Denna produkt innehaller torrt naturgummi.

POTENTIELLT INFEKTIOST PROV. lakttag “Generella forsiktighetsbeaktanden”45 och institutionens riktlinjer vid hantering
och bortskaffning av infektiost material.

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor kan harbargera mer an den rekommenderade maximala provvolymen pa 5 mL, varfor
provvolymens storlek skall kontrolleras vid ympning.

Forfaranden, spridningsskyddande utrustning och anlaggningar enligt biosékerhetsniva 2 rekommenderas vid beredning av
fargade preparat for syrafasta stavar och odling av kliniska prover. For aktiviteter som innefattar propagation och hantering av
Mycobacterium tuberculosis eller Mycobacterium bovis som odlats pa medium rekommenderas forfaranden, spridningsskyddande
utrustning och anlaggningar enligt biosakerhetsniva. 56.7

Fore anvandning skall varje flaska undersdkas for tecken pa kontamination sdsom grumlighet, buktande eller indraget membran
eller lackage. Flaskor med tecken pa kontamination, lackage eller skador FAR EJ anvandas. Flaskkontamination &r inte sakert
tydligt synlig. | en kontaminerad flaska kan det vara évertryck. Om en kontaminerad flaska anvands for direkt provtagning, kan gas
eller kontaminerat odlingsmedium rinna tillbaka in i patientens ven. | sallsynta fall kan sprickor ha uppstatt i flaskhalsen av glas
och halsen kan ga sénder nar locket dras av eller under hantering. Det kan ocksa i sallsynta tillféllen forekomma att flaskan inte ar
fullstandigt forseglad. | bada fallen kan flaskans innehall lacka eller spillas ut, speciellt om man vander upp och ned pa flaskan.

For att minimera risken for Iackage vid ympning av prover pa odlingsflaskor med hjélp av spruta, skall sprutor med BD Luer-Lok-kona
anvandas. For att undvika accidentella nalstick bér enhandsteknik och 1amplig flaskhallare anvandas vid inokulationen.

Innan de kasseras skall alla inokulerade BD BACTEC Myco/F Lytic-flaskor steriliseras i autoklav.

Fore provtagning fran positiva odlingsflaskor for fortsatt odling eller fargning, etc.: Gas som ofta ansamlas pa grund av
den mikrobiella metabolismen maste slappas ut. Provtagning maste utféras i biologiskt sékerhetsskap och lamplig skyddskladsel,
inklusive handskar och munskydd, skall baras. Se avsnittet Férfarande for ytterligare information om fortsatt odling.

LACKANDE ELLER SKADADE FLASKOR
OBS! Ett inokulerat ror som lacker eller har gatt sonder kan astadkomma en aerosol av mykobakterier inklusive
M. tuberculosis eller andra bakterier; hantera darfér sadant ror pa lampligt satt.

Om en inokulerad flaska lacker eller gar sonder vid provtagning eller transport, skall pa institutionen vedertagna atgarder vid spill
av mykobakterier vidtagas. De i “Generella forsiktighetsbeaktanden” beskrivna atgarderna ar minimikrav. Odlingsflaskorna skall
bortskaffas pa forsvarligt satt.

Om det mot all férmodan intraffar att innehallet i en flaska lackt ut i sjalva instrumentet eller en flaska gatt sonder skall instrumentet
omedelbart stangas av. Utrym det berérda omradet. Kontakta sakerhets- och infektionskontrollansvariga pa din arbetsplats. Avgor
om det ar nédvandigt att sla av eller modifiera installningarna pa den ventilationsutrustning som forsorjer det berérda omradet.
Atervand ej till omradet forran all eventuell aerosol har sjunkit eller avliagsnats genom lamplig ventilation. Lokal BD-representant
bor informeras. CDC har utfardat riktlinjer for adekvata atgarder vid accidentell mykobakteriekontamination orsakad av skadade
odlingsflaskor eller buljongsuspensioner.5.6.7

FORVARINGSANVISNINGAR
Forvaras vid 2—-25 °C, pa torr plats och skyddade fran direkt ljus.

PROVTAGNING

OBS! Det rekommenderas att detta forfarande genomgas med berérd personal innan mediet tas i bruk, sa att korrekt
provtagningsteknik enligt beskrivning i detta avsnitt sdkerstélles.

Provtagning maste ske med steril teknik for att minska risken for kontamination. Blodvolymer mellan 1,0 och 5,0 mL kan odlas.
Det rekommenderas att provet ympas pa odlingsflaskorna vid séangkanten. Oftast anvands en spruta med en BD Luer-Lok-kona
for provtagning. Om lampligt kan en BD Vacutainer nalhallare och BD Vacutainer blodprovstagningsset, BD Vacutainer Safety-Lok
blodprovstagningsset eller annan typ av “butterfly’-set anvandas. Vid anvandning av nal- och slangset (provet dras direkt), skall
blodflédets riktning noga observeras i starten av provtagningen. Fore inokulering skall mediets volym markeras pa etiketten med
en penna eller tuschpenna sa att man kan se var provvolymen kommer att starta. Undertrycket i flaskan dverstiger vanligen 5 mL,
varfér anvandaren bor kontrollera den insamlade volymen med hjalp av 5 mL-graderingen pa flaskans etikett. Nar de 6nskade
1-5 mL prov har dragits, stoppas flédet genom att slangen klams av och nalen avlagsnas fran BD BACTEC-flaskan.

BD BACTEC-flaskan bor sa snabbt som mdjligt transporteras till laboratoriet och sattas in i BD BACTEC-instrumentet. Ett

BD Vacutainer-ror med gult lock och SPS-tillsats kan ocksa anvandas for provtagning pa patienten. Réret skall i sa fall sa snabbt
som mojligt transporteras till laboratoriet for éverforing till en BD BACTEC odlingsflaska.

FORFARANDE

Tillhandahallna material: BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor.

Material som kravs men ej medféljer: Biologiskt sakerhetsskap, autoklav; ventilationsenhet, mykobakteriedédande
desinfektionsmedel; 70 %-ig isopropylalkohol; organismer for kvalitetskontroll (Mycobacterium intracellulare, ATCC 13950;
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478; och Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841); mikroskop och material fér fargning av preparat och
fortsatt odling fran odlingsflaskorna.



OBS! BD BACTEC MycolF Lytic odlingsflaskor maste anvandas med instrument med programvaruversion 3.6 eller hogre.

Inokulation av BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor

1. Dra av locket pa BD BACTEC-flaskan och kontrollera att flaskan inte uppvisar sprickor, kontamination, kraftig grumling eller
buktande eller indragen propp. Flaskan FAR EJ anvandas om nagon defekt noteras.

2. Mark odlingsflaskan med provdata och mark ut mediets niva pa flaskans etikett.

3. Fore inokulation skall membranet torkas av med alkohol. Injicera aseptiskt med en spruta eller anvand graderingarna pa

flasketiketten som hjalp och drag direkt 1-5 mL prov per flaska (se avsnittet Metodens begrénsningar). Inokulerade flaskor
bor sa snart som méjligt sattas in i BD BACTEC 9000MB-instrumentet for inkubering och avlasning.
4. De flaskor som satts in i instrumentet testas automatiskt under hela testprotokollperioden. Positiva flaskor identifieras av
BD BACTEC fluorescenssystemet (se anvandarhandledningen fér BD BACTEC, MA-0092). Sensorerna i positiva respektive
negativa flaskor uppvisar inte sakert nagra synliga skillnader; en skillnad i fluorescens kan dock detekteras av BD BACTEC
fluorescenssystem.
5. Positiva flaskor bor genomga fortsatt odling och ett [ampligt utstryk beredas. Alla positiva flaskor skall hanteras i enlighet med
metoder och spridningshindrande faciliteter enligt biosakerhetsniva Ill.
Behandling av en instrumentpositiv flaska:
a) Ta utflaskan ur instrumentet och 6verfor det till ett omrade som uppfyller kraven enligt biosékerhetsniva 3 med avseende
pa metoder och spridningshindrande faciliteter.
b) Vand upp och ned pa flaskan sa att innehallet blandas.
c) Lufta flaskan i ett biologiskt sakerhetsskap sa att trycket i flaskan ekvilibreras med atmosfarstrycket.
d) Ta en alikvot ur flaskan (cirka 0,1 mL) fér beredning av fargade preparat (fargning for syrafasta stavar och Gram-fargning).
e) Inspektera utstryket men lamna inte preliminarsvar forran utstrykspreparatet har hunnit beddomas.
Om en instrumentnegativ flaska vid okularbesiktning efter sex veckors inkubering forefaller positiv (dvs. buktande membran,
kraftigt morkfargat blod), bor flaskan genomga fortsatt odling och fargning for syrafasta stavar, samt behandlas som presumptivt positiv,
forutsatt att det fargade utstryket ar positivt.
Fortsatt odling fran flaska: Fortsatt odling skall utfras i biologiskt sékerhetsskap och lamplig skyddskladsel, inklusive handskar
och munskydd, skall baras. Innan fortsatt odling utfors skall flaskan stallas uppratt och en alkoholtork laggas éver membranet. For
att avlasta eventuellt dvertryck i flaskan, vilket kan orsakas av vaxt av eventuella kontaminanter, skall en steril nal, 25 G
(eller finare), forsedd med lampligt filter eller kompress stickas genom alkoholtorken och membranet. Nalen bor avlagsnas efter
att trycket har avlastats och innan prov tas fran flaskan for fortsatt odling. Nalen bor féras in och dras ut rakt; undvik vridrorelser
eftersom detta kan skada membranet permanent. Satt inte pa nalskyddet pa nalen igen. Kasta nalar och sprutor i en sticksaker
behallare for biologiskt riskavfall.

KVALITETSKONTROLL

Kvalitetskontrollbevis medféljer varje lada odlingsmedier.

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

Organism Tidsrymd for upptéackt (dagar)
Mycobacterium intracellulare, ATCC 13950 8 till 16
Mycobacterium kansasii, ATCC 12478 3till13
Mycobacterium fortuitum, ATCC 6841 11l 3

De positiva flaskorna bér inokuleras med en 1:100-spadning av en McFarland nr. 1 suspension odlad pa fast medium. Inokulera
flaskan med 0,1 mL av den spadda kulturen. Flaskorna och en oinokulerad kontrollflaska bér skannas in i instrumentet och testas.
Den inokulerade flaskan bor av instrumentet detekteras sasom positiv inom testprotokollperioden. Den negativa kontrollen bor forbli
negativ. Om kvalitetskontrollen inte ger forvantat resultat, far odlingsmedierna ej anvéndas. Kontakta i sa fall lokal BD-representant
for assistans.

For information om kvalitetskontroll av BD BACTEC-systemet hanvisas till anvandarhandledningen (MA- 0092).

RAPPORTERING AV RESULTAT

En instrumentpositiv flaska kan verifieras via ett utstryk for syrafasta stavar eller Gramférgat preparat. Ett positivt resultat indikerar
att flaskan kan innehalla viabla mikroorganismer.

Om utstryket for syrafasta stavar ar positivt, utfors fortsatt odling pa fasta medier och resultatet rapporteras som:
instrumentpositivt, syrafast utstryk positivt, identifiering pagar.

Om andra mikroorganismer an syrafasta bakterier foreligger, utfors fortsatt odling pa fasta medier och resultatet rapporteras
som: instrumentpositivt, syrafast utstryk negativt, identifiering pagar.

Om inga mikroorganismer upptacks i utstryken, utfors fortsatt odling pa fasta medier, flaskan satts in igen i instrumentet som en
pagaende negativ flaska och testprotokollet fullfores. Inga rapporterbara resultat.

Utfor fortsatt odling fran BD BACTEC Myco/F Lytic-flaskan, for identifiering och resistensbestamning.



METODENS BEGRANSNINGAR

Detektion av mykobakteriearter i kliniska prover &r beroende av antalet organismer i provet, provtagningsmetod, och sadana
patientfaktorer som symtom och tidigare behandling.

Mykobakterier kan variera i syrafasthet beroende pa stam, odlingens alder och andra variabler.

Forsiktighet skall iakttagas sa att kontamination av provet under provtagning och ympning pa BD BACTEC-flaskan férhindras. En
kontaminerad flaska kan ge en positiv instrumentavlasning men detta innebar inte att resultatet ar kliniskt relevant. Det kommer an
pa anvandaren att avgora huruvida provet ar kontaminerat eller ej, med ledning av sadana faktorer som fynd i fargade preparat, typ
av pavisade organismer, upptradande av samma organism i flera odlingar, patientens anamnes, etc.

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor ar oselektiva, varfor aven andra aeroba organismer an mykobakterier kan vaxa i mediet.
Positiva odlingsflaskor kan innehalla en eller flera arter mykobakterier och/eller andra icke-mykobakterie species. Snabbt vaxande
organismer kan om de forefinnes, maskera detektion av langsammare vaxande mykobakterier. Fortsatt odling och ytterligare
forfaranden kravs. Permanensen i den mikroskopiska morfologin i BD BACTEC Myco/F Lytic har ej faststallts.

Optimal pavisning av isolat uppnas genom ympning av 1-5 mL blod per odlingsflaska. Anvandning av mindre eller stérre
volymer kan forsamra mojligheten till pavisning, forlanga detektionstiden och/eller minska specificiteten. Falskt positiva
avlasningar intraffar troligen oftare vid blodprovsvolym éver 5 mL.

Blod kan innehalla antimikrobiella substanser eller andra inhibitorer som kan férlangsamma och férhindra vaxt av mikroorganismer.
BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor inkuberas vid 37 °C, vilket méjligen kan férhindra pavisning av mykobakterier som kraver
andra inkubationstemperaturer (exempelvis M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum). For pavisning av sddana organismer kravs
ytterligare odlingsmetoder. Féljande isolat detekterades som positiva av BD BACTEC 9000MB-instrumentet vid anvandning av

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsmedium, i bade interna studier och/eller kliniska prévningar: M. tuberculosis, M. kansasii,

M. fortuitum, M. avium, M. intracellulare, M. bovis, M. terrae, M. simiae, M. gordonae, M. celatum, M. abscessus, M. malmoense.
Vid interna studier noterades otillfredsstallande pavisning av M. xenopi och M. szulgai vid anvandning av BD BACTEC Myco/F Lytic
odlingsmedium.

FORVANTADE RESULTAT

Frekvensdistributionen for detektionstider (TTD) for positiva kliniska blodprover vid anvandning av BD BACTEC Myco/F Lytic
odlingsmedium illustreras i nedanstaende figur.
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FUNKTIONSEGENSKAPER

BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsmedium utvarderades med BD BACTEC 9000MB instrument pa tva kliniska platser, vilka
utgjordes av stora undervisningssjukhus péa geografiskt skilda orter. Patientpopulationerna pa de olika platserna innefattade
patienter med misstankt mykobakterieinfektion, immunkomprometterade patienter och transplantationspatienter. BD BACTEC
Myco/F Lytic odlingsmedium jamférdes med BD BACTEC 13A odlingsmedium med avseende pa pavisning och detektion av
mykobakterier i blodprover. Totalt 284 giltiga blodprover testades under studien. Totalt pavisades 39 patogena mykobakterieisolat
(se tabell 1). Av dessa positiva prover pavisades fem (13 %) i enbart BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsmedium och tva (5 %) i
enbart BD BACTEC 13A odlingsmedium. Totalt 28 st. BD BACTEC Myco/F Lytic odlingsflaskor hade fyllts pa med for stor provvolym
(mellan 6 och 20 mL) vid den kliniska utvarderingen och inkluderades ej i studien, eftersom den maximala fyllnadsvolymen
overskridits (ogiltiga prover). Av dessa 28 BD BACTEC Myco/F Lytic-flaskor bedémdes 16 (57 %) sasom falskt positiva.

Av de 284 prover som testades i denna Kliniska studie, bedémdes en (0,4 %) BD BACTEC Myco/F Lytic-flaska vara falsk positiv
(instrumentpositiv, men utstryk och/eller fortsatt odling negativ). Av de 38 instrumentpositiva Myco/F Lytic-flaskorna, beddémdes 1 (2,6 %)
sasom falskt positiv. Frekvensen falskt negativa resultat (instrumentnegativ, men utstryk och/eller fortsatt odling positiv) var 0 %, baserat pa
fortsatta odlingar av = 50 % av negativa flaskor, efter avslutad testprotokollperiod. Kontaminationsfrekvensen under denna studie var 0,9 %.



TABELL 1: OVERSIKT OVER ISOLAT PAVISADE | MYCO/F LYTIC ODLINGSMEDIUM VID KLINISKA STUDIER

Organism Totala Isolat Bara Myco/F Lytic Medelk Bara 13A medel Bada

Alla Patogeniska Mykobakterier:

Mycobacterium avium 30 3 1 26

Mycobacterium tuberculosis 0 0 6

Mycobacterium kansasii 2 1 0
Totalt 39 5 2 32

TILLGANGLIGHET

Kat. nr. Beskrivning
442288 BD BACTEC™ Myco/F Lytic Culture Vials (odlingsflaskor), lada a 50 flaskor
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