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Abrevieri

ABG: antibiograma

ADS: Apa Distilata Sterila

Ag: antigen

AS: supliment antibiotic BAAR: bacili acido-alcoolo-rezistenti
CAP: Capreomicina

CC: controlul cresterii

CIC-M: control intern al calitatii pentru examenul microscopic
CPM: Cabinet de Protectie Microbiologica

EDTA: Etilen-Diamina Tetra-Acetica

EMB: Etambutol

ENC: Extraction Negative Control

FRC: forta relativa de centrifugare

GS: supliment de crestere IL: instructiune de lucru

INH: izoniazida

LBS3: laborator cu nivel 3de biosiguranta

LBS2: laborator cu nivel 2 de biosiguranta

LJ: mediul de culturda Lowenstein Jensen

LPA: (Line Probe Assay), metoda de hibridizare pe suport de nitroceluloza
MGIT: Mycobacterium Growth Indicator Tube

MOX: Moxifloxacina

MTB: Mycobacterium tuberculosis

NTM: micobacterii netuberculoase

OADC: Oleic acid, Albumina, Dextroza, Catalaza

OFL: Ofloxacina

PANTA: Polymixin B, Amphotericin B, Nalidixic Acid, Trimethoprim, Azlocillin
PCR: (Polimerase Chain Reaction) reactie de polimerizare in lant
PNPSCT: Programul National de Prevenire, Supraveghere si Control al Tuberculozei
RIE: RMP, INH, EMB

RMP: rifampicind

RT-PCR: (Real Time PCR) reactie de polimerizare in lant in timp real
SFS: Ser Fiziologic Steril

SIRE: SM, INH, RMP, EMB

TB: tuberculoza

TB-MDR: tuberculoza multidrog rezistenta

TDD: timp de detectie

UC: unitati de crestere

UFC: unitati formatoare de colonii

U.V.: ultra-violet

VT:VersaTREK

VTM: VersaTREK Myco

ZN: coloratia Ziehl Neelsen



1. Recoltarea, pastrarea si transportul probelor la laborator

Se pot obtine rezultate de laborator de calitate bund doar dacd probele de la pacienti sunt de
calitate bund, recoltate de personal instruit, iar pacientii au fost instruiti asupra recoltarii
corecte. Probele trebuie sa fie corect identificate si etichetate, pdstrate si apoi transportate la
laborator in conditii corespunzatoare'? 2,

Recoltarea sputei de la persoanele suspecte de tuberculoza (TB) se face Tnainte de inceperea
tratamentului specific antituberculos. In cazul terapiei intermitente din faza de continuare a
tratamentului, cand medicatia anti-TB se administreazd de 2 sau 3 ori pe sdptdmana, se va
recolta sputa in dimineata dinaintea administririi medicatiei anti-tuberculoase >#°,

Se recolteazd cate doud esantioane de sputd de la pacientii suspecti de TB atat pentru
diagnostic, cat si pentru monitorizarea tratamentului, la intervale de timp stabilite pentru
fiecare categorie de bolnavi®. Pentru recoltare vor fi respectate recomandirile din Ghidul
metodologic de implementare a PNPSCT?®, prezentate in continuare.

1. Recoltarea si manuirea produselor patologice se fac astfel incat sa fie evitata:
e contaminarea cu bacterii si fungi a produsului patologic;
e diseminarea germenilor in mediul ambiant;
e infectarea personalului medical implicat.

2. Recoltarea si manuirea produselor patologice se face sub supravegherea unui cadru
medical instruit pentru practicile referitoare la Controlul infectiei, care trebuie sa se asigure
ca produsul recoltat provine de la un pacient corect identificat si corespunde recomandarilor
nationale si internationale.

3. Respectarea normelor generale de recoltare si anume:

e 1n cazul persoanelor suspecte de TB, produsele se recolteaza inainte de inceperea
tratamentului antituberculos.

e repetarea examenului bacteriologic in zile succesive. La suspectii de TB pulmonara,
daca primele doud examinari au fost negative iar suspiciunea de TB se mentine, se
poate solicita recoltare si examinare pentru incd 2 esantioane de sputd (dar pand la
maxim 4 spute suplimentare).

e caracteristicile recipientelor pentru recoltarea sputei:

o confectionate din material plastic, incasabil, transparent - pentru a putea aprecia cantitatea
si calitatea produsului patologic fara a deschide recipientul;

o cudeschidere larga (minim 35 mm diametru) - pentru evitarea contaminarii peretilor
exteriori ai recipientului in timpul recoltarii;

o capacitate de 30-50 ml pentru sputa si adaptata pentru fiecare tip de produs patologic;

o cu capac cu filet care inchide etans recipientul;

o cu posibilitatea de a fi marcate cu usurinta pe corpul recipientului.

Laboratorul poate sa primeasca spre prelucrare pentru examen bacteriologic o varietate de

produse biologice. Acestea se pot imparti In 2 categorii:

e Produse biologice polimicrobiene care contin flord normala de colonizare (sputd, urina,
secretii din leziuni cutanate, sau produse care nu au fost recoltate aseptic).

e Material biologic steril, de obicei fara microorganisme de contaminare, provenit din
colectii inchise.

Factorii care pot influenta viabilitatea micobacteriilor trebuie cunoscuti si evitati, indiferent
de categoria de produs care va fi recoltat:



administrarea de antibiotice cu efect antituberculos: rifampicind, streptomicind,
kanamicind, amikacina, ciprofloxacind, ofloxacind, levofloxacina, moxifloxacina,
claritromicind, amoxicilind + acid clavulanic, azitromicina, imipenem, clofazimina,
tetracicline, sulfonamide, minociclina.

conservarea in formol sau recoltarea pe EDTA;

contactul prelungit cu sucul gastric (peste 3-4 ore);

pastrarea probelor la caldura sau lumina;

intarzierea prelucrarii produselor patologice (peste 5 zile);

congelarea prelevatelor.

Recoltarea sputei expectorate spontan

se efectueaza ori de cate ori se suspecteaza TB pulmonara;

se efectueaza in spatiu special amenajat, “camera de recoltare”;

se face dupa instruirea prealabila a pacientului;

se face sub supravegherea unui cadru medical (geam/vizor la camera de recoltare);

se respectd masurile de control al infectiilor si conditiile optime de pastrare a
produselor patologice: ventilatie corespunzatore (fereastrd), lampi U.V., masti,
frigider pentru pastrarea probelor (pand la maximum 4 zile), usd cu geam pentru
supravegherea recoltarii.

Pacientul trebuie instruit cu privire la etapele recoltarii, inaintea acesteia:

clatirea gurii cu apd pentru Indepdrtarea resturilor alimentare si a bacteriilor
contaminante;

efectuarea a 2 inspiratii profunde urmate de retinerea respiratiei dupa fiecare dintre ele
timp de cateva secunde, apoi o a treia inspiratie profundd, urmata de un expir fortat
vor declansa tusea care va usura expectoratia;

depunerea sputei in recipientul/flaconul care se tine sub buza inferioara.

spalarea mainilor dupa recoltare

Cadrul mediu sau persoana instruita care asista recoltarea:

instruieste pacientul asupra modului de recoltare a sputei, deschiderea si inchiderea
flaconului;

inmaneaza pacientului flacon etichetat cu numele acestuia, scris clar (pe corp, nu pe
capac);

daca sputa recoltatd este insuficientd cantitativ, pacientul trebuie Incurajat sa
expectoreze din nou panad la obtinerea rezultatului dorit (la unii pacienti este nevoie
de timp mai indelungat pentru aceasta manevra);

dacd nu se obtine o expectoratie de calitate, ci saliva, recipientul folosit va fi
considerat deseu infectios si trebuie indepartat ca atare;

daca s-a recoltat corect, asigurati-va ca recipientul este bine inchis.

spdlati-va mainile cu apa si sapun;

dati un alt recipient etichetat pacientului si asigurati-va cd acesta a inteles ca a doua zi
va recolta un nou produs imediat dupd trezirea de dimineata (in caz de recoltare
nesupravegheata, la domiciliu);

ardtati pacientului cum se inchide etans recipientul.

se recolteazda 2 probe pentru fiecare examinare bacteriologicad, ambele sub
supraveghere medicala sau una dintre ele emisa spontan in dimineata zilei urmatoare,
dupa instruirea pacientului suspect de TB asupra recoltirii corecte.5’



Sputa de bunai calitate este: in cantitate de 3-5 ml, cu particule purulente; este frecvent
vascoasa si mucoida; poate fi fluida, dar sa contina fragmente de tesut necrozat; poate fi
stratificata in culori de la alb mat la verde®.

Metode speciale de recoltare in caz de suspiciune de tuberculoza pulmonara
In cazul pacientilor care nu expectoreaza, dar sunt suspecti de TB pulmonara activa se
folosesc alte metode de recoltare:

e sputa indusa cu aerosoli expectoranti;

e lavajul laringo-traheal cu ser fiziologic steril (SFS);

e aspiratul gastric;

e aspiratul bronsic sau lavajul bronho-alveolar prin bronhoscopie.

Pe buletinul de solicitare se mentioneaza metoda de recoltare/produsul biologic.

Sputa indusa

Inhalarea de aerosoli calzi salini-hipertoni (solutie de NaCl 5-10%) iritd caile respiratorii si
determind tuse cu expectorarea unui produs apos, cu aspect asemanator salivei, dar provenit
din profunzimea arborelui bronsic.

Recoltarea:
e seincepe cu o prima sedinta de aerosoli cu durata de 10 minute;
e daca nu este provocata tusea, se recomanda bolnavului sa faca efort de tuse voluntara
in urméatoarele 10 minute.

e in caz de insucces, se reia aerosolizarea cu durata de inca 10-20 minute sau se recurge
la alta procedura de recoltare.

Lavajul laringo-traheal
e pacientul face gargara cu xilina 1%, repetat de 2 ori;
e cu o seringd cu canuld curba, sub controlul oglinzii laringiene se introduc 5-10 ml ser
fiziologic steril;
e tusea productiva apare In cursul manevrei sau dupd disparitia anesteziei;
e serecolteaza proba, se verifica volumul si calitatea ei (aspect grunjos, tulbure);
e se varecolta si sputa eliminatd spontan In urmatoarele 24 ore.

Aspiratul brongsic si lavajul bronho-alveolar
Se efectueza numai in unitatile care au instrumentarul necesar (bronhoscop) si personal cu
competentd in acest domeniu. Produsul se recolteaza direct in recipiente sterile, in timpul

manevrei de lavaj, prin bronhoscop. Se va recolta si sputa eliminata spontan in urmatoarele
24 de ore.

Lavajul laringo-traheal (spilatura bronsicd), lavajul bronho-alveolar si aspiratul
bronsic au avantajul ca ulterior acestora este posibil sd se elimine spontan sputa de
buna calitate, care se colecteaza pentru examinare de laborator.

Lavajul gastric/aspiratul gastric este recomandat atunci cand niciuna dintre metodele
mentionate anterior nu este posibila, pentru urmatoarele categorii de pacienti suspecti de TB:
e pacienti necooperanti sau care isi inghit sputa;
e pacienfi care nu expectoreazd din cauza unor conditii coexistente: coma, boli
neurologice etc.;
e copiii mici care nu stiu sa expectoreze.




Recoltarea se face dimineata la trezire, dupa repaus alimentar de 8-10 ore, Tnainte ca
pacientul sa manance, de catre personal instruit pentru aceasta procedura.

e se aspird confinutul stomacului dimineata la trezirea din somn (aspirat gastric) cu
sonda de unica folosinta adaptata la seringa (sonda Nelaton la copii sau sonda Einhorn
la adulti);

e daca volumul de lichid recoltat este redus, se introduc pe sonda 5-10 ml SFS la copii,
respectiv 20-30 ml la adulti;

e se aspird continutul gastric cu o seringa sterila de 50 ml;

e lichidul aspirat se colecteaza in recipient steril, cu capac filetat, cu capacitate
adecvata.

Proba trebuie prelucrata cat mai curind dupa recoltare deoarece micobacteriile sunt distruse
rapid datorita aciditatii gastrice. Daca nu se poate prelucra in primele 4 ore, se ajusteaza pH-
ul fluidului la valori neutre cu bicarbonat de sodiu sau fosfat disodic. Neutralizarea se face
prin amestec in parti egale de aspirat gastric i fosfat disodic 15 % steril sau bicarbonat de
sodiu 10%, steril, In prezenta unui indicator de pH. Sensibilitatea metodei scade cu cresterea
varstei.

Combinarea inducerii sputei prin folosirea de aerosoli urmata in 30 de minute de lavaj/aspirat
gastric creste procentul de culturi pozitive, comparativ cu utilizarea fiecdreia dintre cele doua
metode separat.®

Recoltarea de produse biologice pentru diagnosticul tuberculozei extrapulmonare

Colectiile inchise

Fluidele (cefalorahidian, pleural, pericardic, sinovial, ascitic, sange), precum si alte produse
(puroi, maduva osoasd), sunt recoltate de catre medic, utilizdnd tehnici de aspiratie sau
proceduri chirurgicale.

In majoritatea cazurilor de TB extrapulmonari numirul micobacteriilor din leziuni este mic,
dar insamantarea pe medii de cultura cu calitati nutritive diferite poate creste sansa izolarii
acestora. Se folosesc mediul solid Lowenstein - Jensen si, in functie de dotarea laboratorului,
mediul lichid Middlebrook 7H9 in sistem automat de cultivare.

Daca produsele patologice cu consistenta lichida nu pot fi insdmantate imediat pe medii de
cultura, pentru a preveni formarea flocoanelor de fibrina, la 10 ml lichid biologic se va
adiuga o piciturd de citrat de sodiu 20% steril sau 0,2 mg/ml heparini?. Nu se va folosi
EDTA, care inhiba cresterea micobacteriilor.

Transportul la laborator trebuie facut cat mai repede.

Daca nu se poate asigura transportul imediat catre laborator sau se Intarzie prelucrarea, se vor
pastra la frigider la 4-8° C, dar nu se vor congela.

Hemocultura, maduva osoasd

Izolarea micobacteriilor din sange sau maduva osooasd, in mod particular la cazurile cu
infectie HIV, la care sansa infectiei diseminate cu micobacterii este mare, se face prin
prelucrare speciala, folosind sisteme de recoltare si cultivare dedicate. Este vorba de sistem
de centrifugare —liza, in care se realizeaza liza celulelor sanguine, urmata de centrifugare si
insdmantarea pe medii de culturd, preferabil lichide tip Middlebrook 7H9 (dar nu in sistem
MGIT 960).



Fragmente tisulare (piese de biopsie)

Produsul recoltat trebuie pus dupa recoltare in recipient steril, fard solutie de fixare sau
conservare. Pentru a preveni deshidratarea in cazul fragmentelor mici, se admite adaugarea
unei cantitati de 0,5 ml ser fiziologic steril, cu mentinerea la temperatura sub +10° C 22°,

Urina
Examinarea mai multor esantioane (3-4) creste sansa izolarii micobacteriilor.
Recoltarea urinei pentru suspiciunea de TB uro-genitala trebuie sa fie precedata de:

e cxcluderea unei infectii urinare netuberculoase prin efectuarea de uroculturi pentru
microbii cu crestere rapida.

e CU 24-48 ore inaintea recoltarii se recomanda regim hiposodat, reducerea cantitatii de
lichide ingerate si suspendarea administrarii de produse care acidifiazd urina si
influenteaza viabilitatea MTB (vitamina C, aspirind, streptomicind, amikacina,
kanamicina, chinolone, rifampicina, claritromicind, amoxicilina-clavulanat,
imipenem).

Recoltarea urinei:

e se face toaleta riguroasa a organelor genitale externe prin spalare cu apa si sdpun;

e serecolteaza prima urind de dimineata, in 2-4 zile succesive;

e se arunca primul jet de urind, apoi se colecteaza intr-un recipient steril de 120 ml
restul urinii eliminate;

e se transportd imediat la laborator pentru a fi prelucrat;

e daci nu se poate prelucra imediat se admite pastrarea urinei la frigider (+4 -8° C) cel
mult 24 ore.

Pastrarea probelor

Dacd nu pot fi prelucrate imediat dupa recoltare, probele sunt pastrate la sediul recoltarii
(pana la organizarea transportului la laborator) sau in laborator dupd receptionare si pana la
momentul prelucrarii, in frigider special dedicat pastrarii produselor biologice, la temperatura
de +4-8° C, pentru cel mult 3-4 zile de la recoltare, in tivi sau cutii care pot fi usor
dezinfectate. Urina trebuie prelucratd cat mai curand posibil dupa recoltare, in aceeasi zi.

Nu se folosesc nici un fel de substante cu rol de conservare a probelor pastrate in vederea
expedierii pentru prelucrare. Pentru evitarea deshidratarii pieselor mici de biopsie, acestea se
pot umecta cu cateva picaturi de SFS.

Trimiterea probelor la laborator se face:

e impreund cu formularul de solicitare standardizat, ultima revizuire aprobata in uz
(anexa 8 din Ghidul metodologic de implementare a PNPSCT ° sau revizia
comunicata ulterior), completat la toate rubricile;

e un singur formular pentru toate probele, cu date de identificare identice pe recipient si
pe formular.

e ctichetarea flacoanelor cu numele si prenumele bolnavului pe corpul recipientului, nu
pe capacul acestuia.

e de catre persoana desemnatd, instruitd, in cutii speciale din plastic, prevazute cu
compartimente pentru separarea si fixarea flacoanelor cu sputa sau alte produse.

e transportul probelor catre laborator trebuie realizat imediat dupa recoltare sau, daca nu
este posibil, acestea se pastreaza la frigider (la +4°-8°C maxim 3-4 zile (pentru a
minimaliza multiplicarea florei de asociatie). Face exceptie urina, care trebuie
recoltatd si prelucrata in aceeasi zi.
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Transportul la distanta a probelor de la pacienti sau al culturilor

Produsele recoltate de la pacienti si culturile de M. tuberculosis destinate testarii pentru
sensibilitate se incadreaza in categoria B de marfa din punctul de vedere al riscului pe care il
reprezinti, fiind necesard ambalarea in sistem triplu stratificat®,

La pregatirea unui transport de material categoria B este necesar sd fie verificate etapele
mentionate in tabelul 1.2

Tabel | Verificarea ambalirii corecte a materialelor din categoria B in vederea
transportului

Verifica

Activitate

1

Recipientul PRIMAR, care CONTINE PROBA (sputa, cultura etc.) este bine
inchis cu capac filetat

2 Fiecare capac este infasurat cu banda adeziva

3 Fiecare flacon este numerotat cu numarul complet din tabelul insotitor

4 Pentru probele lichide, recipientul este incasabil si contine maxim 500 ml.

5 Pentru probele solide (ex. cu mediu de culturad solid) recipientele primare sa fie
rezistente, sa contind maxim 500g

6 Recipientele primare sa fie invelite individual sau separat si plasate in
RECIPIENTUL SECUNDAR. Acesta trebuie sa fie complet inchis, sd nu permita
scurgerea in caz de spargere accidentala sau prelingere din recipientul primar.

7 Recipientul secundar sa fie certificat de producator nainte de folosire.

Materialul absorbant a fost plasat intre recipientele primar si secundar in cantitate
suficientd ca sd poata absorbi tot continutul tuturor recipientelor primare.

9 Recipientul secundar nu este prea plin (poate fi introdus un creion intre
recipientele primare dupa introducerea materialului absorbant).

10 Intre ambalajul secundar si tertiar se plaseazi acumulatorul rece furnizat odati cu
cutia.

11 Este inclusd o listd cu continutul pentru fiecare transport. Lista (tabel) sd includa
st nr. de telefon, fax, adresa de e-mail a expeditorului si destinatarului

12 AMBALAJUL EXTERIOR, care contine ambalajul primar si secundar sd fie
robust, incasabil, rezistent, cu dimensiuni adecvate continutului.

13 Ambalajul exterior nu trebuie sa fie mai mare de 4 litri pentru transportul de
lichide.

14 In cazul probelor solide, ambalajul extern sa nu fie mai mare decat pentru un total
de 4 kg, iar fiecare din recipientele primare sa nu contind mai mult de 500 g.

15 Pachetele se plaseaza in pungile de plastic oferite de transportator.

16 Se vor folosi doar ambalaje autorizate, care au inscriptionata categoria B de
material biologic si marca UN 3373. Nu mai este necesarda addugarea pictogramei
de pericol biologic.

17 In afara ambalajului tertiar se plaseaza punga/plicul cu documentele insotitoare.

Nota: Pentru situatiile in care este necesar transportul international, acesta se face pe cale
aeriana si se considera ca material infectios de categorie A (UN2814), recipientul primar si
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secundar trebuie sa reziste fara spargere, la o diferentd de presiune internd de pana la 95kPa
(14psi), la temperaturi de la -40°C la 55°C (-40°F la 130°F).

Sistemul de baza al ambalajului triplu
Se utilizeaza pentru toate substantele infectioase si se compune din trei straturi, astfel:

e Recipientul primar. Contine proba invelita intr-o cantitate suficienta de material
absorbant care ar putea absorbi intreaga cantitate de lichid in caz de spargere.

e Ambalajul secundar. Rezistent la socuri mecanice si intepare, etans, care contine si
protejeaza recipientul (ele) primar(e). Mai multe recipiente primare protejate cu
material de amortizare pot fi plasate intr-un singur ambalaj secundar, cu suficient
material suplimentar absorbant pentru a absorbi Intreaga cantitate de lichid in caz de
spargere.

e Ambalajul exterior. Ambalajele secundare sunt introduse in ambalaje exterioare de
transport, protejate cu material adecvat de amortizare. Ambalajele exterioare
protejeaza continutul lor de influentele externe, respectiv deteriorarea fizica in timpul
transportului si trebuie sd fie rigid. Cel putin una dintre suprafetele exterioare trebuie
sa aibd dimensiunea de minim 10x10 cm.

Pe ambalajul exterior trebuie sa fie scrise clar numele si adresa completa a
destinatarului si expeditorului, inclusiv numerele de telefon. Trebuie sa fie mentionat
faptul ci are in interior material infectios din categoria B%101112,

Refolosirea ambalajelor si expedierea ambalajelor goale

Ambalajele de transport pot fi refolosite numai dupa ce au fost dezinfectate corespunzator.
Inainte de reutilizarea ambalajului, expeditorul trebuie si se asigure ci toate marcajele si
etichetele indica substantele care sunt expediate in acel transport.

Dacd expeditorul trimite un colet gol, acesta trebuie sa fie dezinfectat/sterilizat in prealabil,
iar toate marcajele si etichetele care nu mai sunt necesare trebuie sd fie indepartate sau
acoperite.

Transportul trebuie sa fie planificat, destinatarul fiind Instiintat despre intentia de expediere a
coletului, iar destinatarul trebuie sa confirme primirea lui.

La receptia probelor in laborator acestea sunt verificate.
Nu vor fi prelucrate si vor fi raportate ca neconformitati care se comunicd imediat
medicului solicitant, urmatoarele situatii>?":
e Prezintd recipiente sparte sau fisurate, sau din care s-a scurs prelevatul
clinic.
e Recipientul este neetichetat sau datele de pe eticheta prelevatului nu
corespund cu datele de pe buletinul de cerere de analiza.
e Recipientul cu prelevat clinic nu este insotit de buletin cu cererea de
analiza.
e Prelevatul clinic a fost recoltat intr-un recipient neconform (tub de
medicamente, tub destinat recoltarii sangelui etc.).
e Prelevatul clinic a fost recoltat pe formalind sau EDTA.
e Cantitatea de prelevat clinic este mult prea mica pentru efectuarca
analizelor solicitate sau este uscat.
e Nu este corespondenta intre prelevatul clinic trimis si prelevatul mentionat
in foaia de cerere de analiza.
e Timpul scurs de la recoltarea sputei pana la predarea la laborator este mai
mare de 4 zile.
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e Timpul scurs de la recoltarea urinei pana la predarea la laborator este mai
mare de 1 zi.

e Vor fi respinse de la prelucrare doar sputele intens sanghinolente deoarece
existd sanse mici de a obtine un rezultat de calitate.

Criterii de acceptare a produselor pentru prelucrare?2°

e Sputi in cantitate de 3-5 ml, cu aspect purulent sau muco-purulent

e Produs recoltat in recipient adecvat produsului recoltat, fara conservanti
e Recipient corect etichetat

e Transportul s-a realizat in conditii care nu au afectat proba

e Formularul de insotire este corect completat

Se accepta spre prelucrare proba, dar este necesara mentionarea situatiei particulare pe
formularul de solicitare?:

e Sputa cu striuri discrete de sange - consemnata pe formular

e Sputd in cantitate mai mica de 2 ml, dar cu aspect purulent - mentionare pe
formular
Aspect apos al produsului trimis ca sputd, fara particule In suspensie - cand se
scie pe formularul de solicitare aceasta si se solicitd un esantion corespunzator
de sputa sau recoltarea prin altd metoda.
Piesele de biopsie recoltate pe formalina pot fi folosite doar pentru metodele
de biologie moleculara®
LCR 1n cantitate mai micad de 2 ml

2. Masuri de biosiguranta si controlul infectiilor
M. tuberculosis este inclus in grupa III de risc, care cuprinde microorganisme asociate caii
aeriene de patrundere in organism. Controlul infectiei in laborator presupune ansamblul
masurilor de reducere a producerii si raspandirii aerosolilor si particulelor infectioase (1-5
um diametru), cu prevenirea inhalirii in timpul activititii profesionale?.

Masurile pentru controlul infectiei se pot grupa in:
e Administrative: reguli, reglementari si practici pentru reducerea riscului de expunere
la infectie;
e FEcologice (sau ingineresti): reducerea concentratiei aerosolilor infectiosi prin
ventilatie naturala sau artificiala, filtrare, iradiere;
e Protectia personald folosind echipament adecvat;
e [Evaluarea riscului si instruirea personalului.

Fiecare unitate sanitara trebuie sa aiba reguli pentru controlul infectiei in conformitate cu
reglementdrile nationale, iar acestea sa fie cunoscute de cétre toti angajatii.

La recoltarea probelor de la pacient este necesar sa fie asigurate sanse maxime ca acestea sa
fie de buna calitate, dar 1n acelasi timp sd fie redus la minim riscul contaminarii mediului
ambiant sau al persoanelor care asistd recoltarea. Nu este acceptatd recoltarea sputei in
laborator®,

Camerele/ boxele de recoltare trebuie sa fie prevazute cu sistem de exhaustare/aerisire, lampa
UV, chiuveta cu apa curentd, fereastra pentru observarea recoltarii din exterior.
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Pe tot traseul probelor recoltate de la pacienti pand la laborator, iar aici pe toata durata
prelucrarii lor pana la eliminarea ca deseu inactivat, fiecare persoand trebuie sd respecte
normele de protectie colectiva si individuald pentru prevenirea infectiei.

Cand se manuieste material infectios este obligatorie folosirea echipamentului de protectie
individuala (halat cu maneci lungi, méanusi, masca cu filtru HEPA- FFP2 cu supapa,
capelind).

Probele care contin sau ar putea contine micobacterii se manuiesc exclusiv in cabinet de
protectie microbiologici (CPM) de clasi II sau I°. Se include aici si deschiderea coletelor cu
probe primite din alt laborator/spital. Nu este permis lucrul cu material potential infectios la
masa.

Infectarea cu micobacterii se poate produce pe cale aeriani, digestivd sau cutanatil®,
Cunoscand cdille posibile de infectare, personalul se poate proteja prin folosirea corectd a
echipamentului adecvat de protectie individuald, prezentat in tabelul I1?°.

Infectarea pe cale aeriana in laborator are loc atunci cand se produc aerosoli infectiosi iar
personalul nu are protectie respiratorie adecvata. Urmatoarele activitati sunt generatoare de
aerosoli infectiosi:
e deschiderea bruscd a recipientelor cu produs patologic sau/si deschiderea lor imediat
dupa agitare sau scoaterea din centrifuga;
e ctalarea produsului pe lama (prin strivire intre 2 lame, cu pipeta sau cu ansa
bacteriologicd);
e finsdmantarea cu pipeta a produsului patologic dar mai ales a suspensiei bacteriene
apoase pentru antibiograma, inclusiv realizarea dilutiilor pentru aceasta;
e pipetarea esantionului extras pentru identificarea micobacteriilor;
e descarcarea flacoanelor / supernatantului in recipientul pentru colectare si
autoclavare;
e lucrul cu produs infectios in fata ferestrei deschise;
e centrifugarea, dar mai ales deschiderea centrifugii imediat dupd spargerea unui tub in
interiorul centrifugii care nu are protectie anti-aerosoli;
e extragerea acului seringii din dopul de cauciuc al flacoanelor de cultura in mediul
lichid;
e spargerea/varsarea unui recipient cu suspensie micobacteriana apoasa;
e recoltarea sputei in laborator;

Infectarea pe cale digestiva (prin inghitire)

e pipetarea cu gura a suspensiei bacteriene;

¢ ingestia de alimente si lichide 1n laboratorul de micobacteriologie;
e rasfoirea documentelor cu degetele umezite in gura;

e sugerea de bomboane sau guma de mestecat;

Infectarea pe cale cutanata (prin intepare)
e intepare cu ace infectate, pipete Pasteur, cioburi de sticla;
e plagi cutanate (ale mainilor Tn mod special) neprotejate.
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Tabel I1. Protectia individuala a personalului din laboratorul de diagnostic al TB

Echipament

Caracteristicile
echipamentului

Protejeaza si
previne

Comentarii

Salopetele de
laborator, halatele
sau uniformele

Sa aibd maneci lungi,
sa fie Incheiate la
spate daca se lucreaza
la CPM.

Contaminarea
imbracamintii

Purtate tot timpul cat se
lucreaza in laborator.
Halatul cu care se lucreaza
in LBS3/LBS2 nu trebuie
sd pardseasca incaperea. Se
pun in cuier diferit de cel
in care se tin halatele
purtate in restul
laboratorului.

Sort

Impermeabil

Contaminarea
imbracamintii

Purtate cand se lucreaza cu
solutii si exista riscul de
stropire

Manusile de protectie

Impermeabile, sa
acopere manseta
halatului

Contaminarea
tegumentelor
mainilor,
zgarierea

Purtate in timpul tuturor
procedurilor care pot
implica contactul direct sau
accidental cu sange, alte
fluide sau materiale
potential infectioase.
Manusile se scot aseptic si
apoi se spald mainile.

Ochelarii de
protectie, ecranele de

Sa nu distorsioneze
imaginea, sd aiba

Contaminarea
ochilor si a

Purtate ori de cate or1 este
necesara protectia ochilor

protectie faciala corectia optica fetei si a fetei de stropi, obiecte
necesara operatorului impactante si surse
artificiale de radiatii
ultraviolete.
Incaltaminte de Talpa flexibila, Protejarea Purtata exclusiv in
laborator inchisa in fata degetelor sia | laborator
labei piciorului
Masca respiratorie FFP2, cu filtru Purifica aerul | Purtata cand se prelucreaza
HEPA, cu supapa, inspirat si material infectios in
plianta previne proceduri cu risc de

contaminarea
pe cale aeriand

generare de aerosoli sau
stropi infectiosi.

Se recomanda:

e diminuarea generarii de aerosoli infectiosi, prin manopere corecte, efectuate cu calm

e lucrul in CPM.

e purtarea mastilor tip HEPA - (high efficiency particulate air) - “respirator”, FFP2 cu

supapa. Masca obisnuita, chirurgicald, nu confera protectie.

e exhaustarea aerului (6-12 schimbari ale aerului/ord) si evitarea formarii curentilor
turbulenti de aer in incaperea de lucru. Aerisirea incaperilor in pauzele de lucru.
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o folosirea perelor de cauciuc pentru aspirare / pipetare.

e se vamanca si bea numai in incapere special amenajata in acest scop.

e personalul trebuie sa se spele pe maini dupd manuirea materialelor infectioase si dupa
scoaterea manusilor de protectie, inainte de parasirea zonei de lucru a laboratorului.

e dezinfectarea meselor la sfarsitul fiecarei etape de lucru.

e toate materialele (biologice, chimice, toxice) din laborator care ar putea pune in pericol
sdnatatea personalului trebuie sa fie inregistrate in lista de inventariere, cu informatii
relevante despre fiecare agent in parte si pericolul pe care il poate produce.

e 1in laborator trebuie sd existe scrise si cunoscute de tot personalul procedura si conduita
in caz de accident, indiferent de natura lui.

Sunt interzise:

e purtarea imbracamintii protectoare de laborator in afara laboratorului (in cantine,
camera pentru personal, saloane cu bolnavi, biblioteci, toalete etc) - pentru a evita
eventuale contaminari ale spatiilor respective.

e incaltamintea decupatd in partea din fatd (sandale) sau cu talpa rigida si alunecoasa -
pentru protejarea degetelor n caz de accident, respectiv pentru prevenirea alunecarii.

e pipetarea cu gura- pentru evitarea contaminarii pe cale digestiva.

e consumul de alimente, bauturi, machiajul si manuirea lentilelor de contact in zonele
de lucru ale laboratorului - pentru a nu se produce contaminare pe cale digestiva sau
cutanata.

e depozitarea de alimente sau bauturi oriunde in zona de lucru a laboratorului - pentru
evitarea contaminarii acestora

e mestecatul gumei, sugerea bomboanelor, a capetelor creioanelor in laborator,
umezirea degetelor pe limba - pentru evitarea contaminarii digestive.

e ghivece cu flori in laborator - pentru a nu constitui surse de micobacterii non-
tuberculoase sau alti microbi/mucegaiuri.

e folosirea cutiilor din carton ca suport de transport pentru recipientele cu material
infectios, in locul celor din material plastic deoarece acestea nu pot fi dezinfectate, iar
in cazul prelingerii materialului infectios se poate contamina transportatorul sau / si
mediul ambiant.

o folosirea stativelor din lemn sau carton pentru incubarea culturilor deoarece acestea
nu pot fi dezinfectate.

e depozitarea imbracamintii si incaltdmintei care a fost utilizata in laborator in aceleasi
dulapuri cu imbracamintea si Incaltdmintea de strada.

Cabinetele de protectie microbiologica (CPM) si modul de folosire a lor sunt descrise in
”Standarde pentru laboratoarele de tuberculoza — conditii minime pentru asigurarea sigurantei

s eficientel activitatilor din laborator”.

Accidente posibile in laborator si conduita

indiferent de natura accidentului, nu trebuie sii se produci panici. Se opreste imediat
lucrul, se anunta seful de laborator si se aplica masurile de mai jos, in functie de
cantitatea estimata de aerosoli generati. Accidentele se noteazi in caietul special pentru
acest tip de eveniment.

Indiferent de natura lor (chimice, infectioase), toate accidentele se consemneaza in
documente destinate acestei categorii de evenimente, cu consecintele si masurile care au fost
luate, numele persoanelor expuse. Se interzice accesul in zond pana la finalizarea neutralizarii
infectiozitatii.
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Accidentele se pot produce in spatiul laboratorului sau in incinta CPM*3,

in laborator (in afara CPM)

Accident cu producere de aerosoli in cantitate mica: spargerea unui tub cu culturd in mediul
solid, varsarea unui produs patologic.

acopera imediat cu prosop, servete din hartie sau halat pentru a limita aerosolizarea.
umezeste cu dezinfectantul aflat la Indemana (solutie hipoclorit de sodiu 3-5%, solutie
de fenol 5% in apa).

lasa sa actioneze cel putin 2 ore, completand cu dezinfectant.

strange materialul - folosind echipament de protectie (halat, manusi, masca HEPA,
botosei) si pune-l in sac autoclavabil.
sterge cu dezinfectant mesele si dusumeaua.

Accident cu producere de aerosoli in cantitate mare: Spargerea unuia sau mai multor tuburi
care contin bacili Tn suspensie in mediul lichid in cantitate mare, spargerea unui tub in
centrifuga.

paraseste incdperea,

nu deschide centrifuga mai repede de 30 de minute,

opreste exhaustarea (daca exista),

nebulizeaza dezinfectant — lasa sa actioneze cel putin 2 ore,

intrd in incapere cu echipament de protectie (halat, manusi, mascd HEPA, botosei),
acopera cu prosop de hartie, apoi imbiba sparturile cu dezinfectant si lasa 30 min,
strange resturile si pune-le 1n sac autoclavabil,

sterge cu dezinfectant mesele si dusumeaua.

in cabinetul de protectie microbiologici

Accident cu producere de aerosoli in cantitate mica: spargerea unui tub cu culturd Tn mediul
solid, varsarea unui produs patologic.

NU opri functionarea cabinetului,

acopera imediat cu prosop, carpd, servete din hartie,

imbiba cu dezinfectant,

lasa sa actioneze cel putin 30 de minute,

strange resturile, cu atentie la cioburi si pune-le in sac autoclavabil,
sterge interiorul cabinetului cu dezinfectant, dar si mesele si dusumeaua.

Accident cu producere de aerosoli in cantitate mare (varsare suspensie bacteriand, cultura in
mediul lichid)

NU opri functionarea cabinetului,

pardseste Incaperea imediat si nu reveni mai repede de 4 ore,

nebulizeaza dezinfectant: hipoclorit de sodiu 3-5%, lasa sa actioneze cel putin 2 ore,
intrd in incapere cu echipament de protectie (mascd HEPA, halat, méanusi, botosei),
strange resturile si pune-le Tn sac autoclavabil,

sterge cu dezinfectant mesele si dusumeaua,

formolizeaza cabinetul.
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Toate interventiile necesare pentru anularea efectelor unui accident cu potential
infectios in laborator se fac de catre personal instruit, echipat special pentru a-i fi
asigurata protectia personala.

Toate materialele folosite la neutralizarea focarului, deseurile, echipamentul de
protectie folosit se autoclaveazi sau se dezinfecteaza la sfarsitul operatiunii.

Departamentul de epidemiologie al spitalului trebuie s fie informat despre producerea
accidentului si sa supravegheze impreuna cu medicul de medicina muncii starea de sandtate a
personalului expus, timp de 12 luni.

Instruirea referitoare la aspectele legate de biosiguranta si biosecuritatea in laboratorul de TB
trebuie sa se adreseze Intregului personal din laborator si s fie organizata anual.
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3. Receptionarea si inregistrarea probelor in laborator

In laborator trebuie si fie amenajat un spatiu special pentru receptia probelor'®.
Persoana cu calificarea si instruirea corespunzatoare, desemnatd pentru receptia probelor
trebuie sa:
e verifice buletinul de solicitare daca este corect intocmit si cuprinde toate datele de
identificare ale pacientului, probelor, solicitantului si ale locului prelevarii,
e inregistreze proba n Registrul de receptie a probelor;
e verifice daca proba este corespunzatoare cantitativ si calitativ pentru analizele care se
solicita;
e verifice daca proba este ambalatd corespunzator si nu prezintd semne de depreciere
datorate ambalarii si transportului necorespunzator.
e noteze ora primirii probei.

Daca proba nu corespunde calitativ (ex. semne vizibile de contaminare bacteriana sau
fungica, recipient fisurat, spart, produs intens hematic etc.) sau cantitate insuficientd pentru
prelucrarea prin metodele solicitate, ea se respinge de la prelucrare si se mentioneazd in
registrul de receptie ca proba neconformai, cu mentionarea neconformitatilor constatate la
receptie, se informeaza clientul, solicitindu-se, daca este posibil, repetarea prelevarii altei
probe. Nu se returneaza curierului, ci se considerd deseu infectios si va fi gestionata ca atare
de catre laborator. Se accepta spre prelucrare sputa cu striuri rare de sange, dar nu cea intens
hematica (a se vedea mai sus, pag 17-18).

Cand exista indoieli referitoare la adecvarea unei probe sau atunci cand aceasta nu este
conformd cu descrierea furnizatd pe buletinul de solicitare, ori analiza solicitatd nu este
descrisa cu detalii suficiente, laboratorul se consultd cu clientul pentru informatii aditionale,
inainte de a respinge proba. Rezultatul discutiei se va inregistra in documentele
laboratorului**>.

Laboratorul trebuie sa aiba un sistem pentru identificarea unica a probelor. Probele se
codifica prin alocarea cronologicd a numarului de ordine a comenzii din Registrul de
laborator de Tuberculozi, care incepe cu numirul 1 in fiecare an®, sau se recurge la sistemul
local de identificare unica a probelor. Se acorda un indice (A;B) fiecarui esantion provenit de
la un bolnav, care este inregistrat la un anumit numar. Numarul si indicele este scris si pe
ambalajul probei prin inscriptionare cu marker care nu se poate sterge In timpul manuirii si
transportului. Identificarea alocata initial este pastrata pe toati durata existentei probei
in laborator, inclusiv a culturilor pozitive rezultate si antibiogramelor efectuate.

Sistemul trebuie proiectat si aplicat astfel incat sa asigure ca probele nu pot fi confundate
fizic sau atunci cand se face referire la acestea in inregistrari sau documente.

Pastrarea probelor si contraprobelor

Din momentul receptiei pana la repartizarea pentru analizd, probele se pastreaza pentru
maxim 1 ord in conditii care sd nu afecteze rezultatele obtinute (frigider, masd), sd nu se
deterioreze probele, sau sa nu se piarda.

Daca probele ajung tarziu in laborator si nu mai pot fi prelucrate in aceeasi zi, ele trebuie sa
fie depozitate in frigiderul destinat pastririi lor, la temperaturd cuprinsa intre +4°C si + 8°C,
iar conditiile de pastrare trebuie mentinute, monitorizate si inregistrate.
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La manuirea probelor trebuie avut in vedere cd ambalajul si etichetele ar putea fi contaminate
si se va evita orice diseminare in laborator a contaminarii microbiene prin folosirea de
suporturi/tavi care pot fi dezinfectate, atat pentru depozitarea in frigider cat si pe masa de
lucru. Este recomandabil sa fie pastrate contraprobe (produsul rdmas in recipientul original
dupd preluarea portiunii de prelucrat) pentru cel putin pentru 24 de ore, in frigider, separat de
probele neprelucrate incd. Fiecare contraproba este identificatd cu numarul din registrul de
laborator de TB. Aceasta poate fi folositd pentru repetarea aceleiasi analize, in cadrul CIC,
sau pentru efectuarea de teste aditionale.
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4. Prelucrarea probelor pentru microscopie si cultura

Examenul microscopic

Examinarea microscopicd are avantajul cd este simpld, rapidd, economica si contribuie la
identificarea surselor de infectie®. Chiar daca specificitatea este inalti, sensibilitatea metodei
este limitata, rezultatul pozitiv fiind obtinut doar atunci cand produsul examinat contine mai
mult de 5000 bacili/ml de produs patologic. Intre limite trebuie amintit faptul ca identifica
bacilii acido-alcoolor rezistenti dar nu identifica specia de micobacterii, nu face distinctie
intre bacilii viabili si cei neviabili, nici intre cei sensibili si cei cu rezistenta®®,

In anul 1938 Hagemann creste sensibilitatea examinarii microscopice cu 10% prin colorarea
fluorescentda cu auramina (si examinare la microscopul cu lumina ultravioleta-UV), cu
pastrarea aceleiasi specificitati cu coloratia ZN. Devine astfel posibild citirea unui numar mai
mare de frotiuri (peste 35/zi). Microscopia fluorescentd traditionald (examinarea in lumina
ultravioletd emisa de lampi cu mercur) este scumpa, dar folosind microscoape cu LED-UV
(light-emitting diodes) devine mai ieftini si este la fel de sensibilal’.

Principiul metodei: Continutul bogat in acizi micolici din structura peretelui micobacterian
face ca aceste bacterii sd fixeze la cald compusii de anilind (fuchsina), sau substante
fluorescente - fard incalzire (auramina, auramina-rhodamina) colorantul rezistind la
decolorarea cu alcool acidulat, de aici si denumirea de bacili acido-alcoolo-rezistenti
(BAAR)8, Pentru usurarea examindrii este necesard colorarea fondului preparatului (albastru
de metilen in cazul coloratiei ZN). In cazul coloratiei fluorescente este necesard cuparea
fluorescentei preparatului (cu albastru de metilen sau permanganat de potasiu).

Dupa receptie, probele recoltate de la pacienti sunt inregistrate si identificate prin numerotare
unicd si predate executantilor de analiza.

Indiferent daca laboratorul foloseste metoda directa sau metoda cu centrifugare /concentrare,
la pregatirea spatiului de lucru se parcurg aceiasi pasi:
1. executantul trebuie sd poarte echipamentul de protectie individuald (halat cu maneci
lungi, inchis la spate, manusi, masca FFP2 cu supapa, capelind),
2. pregateste suprafata de lucru din CPM prin stergere cu alcool 70% si asteapta cel
putin 3 minute, dupa care poate sterge cu un servet de hartie,
3. ageaza in toatd aria de lucru din interiorul CPM hartie imbibatd cu dezinfectant
tuberculicid (fara acoperirea orificiilor pentru recircularea aerului),

4. pune in interiorul CPM strict materialele necesare, fara aglomerare inutila,

5. marcheaza lamele cu numarul complet din registru §i aseazd-le in ordine in interiorul
CPM,

6. porneste functionarea CPM si asteapta stabilizarea fluxului de aer 3-5 min,

7. nu tine mai multe tuburi deschise la un moment dat - pentru a evita contaminarea
incrucisata intre probe

8. tine Inclinate tuburile deschise, la cel putin 15 cm de fanta frontala.

9. asaza la indemana recipientul pentru colectarea deseurilor infectioase.

Prepararea frotiurilor pentru examinarea directd*
1. aseaza in ordinea numerelor flacoanele cu produsele de prelucrat,

2. aseaza in ordine lamele numerotate,
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3. 1ia cu ansa bacteriologica de unica folosinta sau cu pipeta de unica folosinta portiuni
purulente din produs (sputd), cca 100 pl si etaleazd cat mai uniform pe centrul lamei
pe o arie de 1x 2 cm, maxim 1x2,5 cm. Intinde produsul uniform pe lama, in strat
subtire astfel incat atunci cand este uscat sd permitd sa se vada prin el literele unui
text,

4. pentru uscare si fixare aseaza lamele cu frotiuri pe plita cu termostatare (65-75°C) si
asteapta cel putin 2 ore Tnainte de etapa urmatoare.

Prepararea frotiurilor pentru examinarea dupa concentrare/centrifugare: Petroff (NaOH/
HCI sau KH2PQOg4)%16

1. aseaza in ordinea numerelor flacoanele cu produsele de prelucrat in interiorul CPM,

2. aseaza in interiorul CPM stativul cu tuburi de centrifugd (tip Falcon, de 50 ml)
marcate cu numerele care corespund probelor de prelucrat,

3. transfera cu pipetd Pasteur sterild, de unica folosintd, cu para integratd o cantitate cit
mai mare din produsul de prelucrat (ideal 10 ml, minim 2 ml) in tubul de centrifuga,
Pentru fiecare proba foloseste cate o pipeta. Este de dorit sa nu fie atinsa cu pipeta
gura tubului pentru centrifuga,

4. repartizeaza 1n fiecare tub o cantitate egald cu cea a produsului, din solutia de NaOH
4% (tinutd cel putin 30 minute la temperatura camerei 1nainte de folosire) fara sa
atingi cu dispenserul gura sau peretele interior al tubului. Concentratia finald a
NaOH este de 2% in aceasta etapa,

5. inchide bine tuburile si agitd manual energic sau cu vortex la 2500 rpm. 15-30
secunde, pentru lichefiere. Inverseaza de cateva ori tubul astfel incét solutia sd vina
in contact si cu produsul de pe peretii tubului. Reaseaza tuburile in stativ,

6. fixeaza ceasul sa sune la 15 minute de la adaugarea solutiei decontaminante la prima
proba,

7. verifica dupa 10 minute daca proba este complet lichefiatd. Dacd este necesar, mai
agitd manual sau la vortex timp de 15-30 secunde. Trebuie ca timpul total de contact
produs/decontaminant sa nu depaseasca 20 minute,

8. la expirarea timpului de decontaminare/lichefiere se neutralizeaza continutul tuburilor
cu solutie HCl 8% sau solutie de NazKPOgs, in prezenta unui indicator de pH
(albastru de bromtimol),

9. completeaza cu tampon fosfat sau apa distilata pana la 50 ml (capacitatea tubului)
aseazd tuburile in centrifuga cu rdcire setatd la temperatura cuprinsd intre 4-12° C,
la FRC 3000xg si durata de 20 minute,

10. la terminarea centrifugarii scoate tuburile din centrifuga, decanteaza atent §i
complet supernatantul (in recipient cu padlnie, care contine substanta tuberculicida)
apoi adauga 2,5 ml apa distilata sau tampon fosfat (pH 6,8) in care resuspenzi
sedimentul prin agitare usoara si prin pipetare fara barbotare. Lucreaza steril, cu
Pipeta noua pentru fiecare proba. Foloseste o parte din sediment pentru prepararea
frotiului, iar restul pentru cultura,

11. insdmanteaza mai intai 2 tuburi cu mediul LJ si un tub cu mediul lichid, apoi, cu
aceeasi pipeta, efectueaza frotiul,

12. ia cu pipeta una-doua picaturi (cca 100 pl) si disperseaza lichidul pe partea centrala a
lamei marcate cu numarul corespunzator al probei, pe o arie de 1x2 cm, maxim
1x2,5 cm. Suprafata pe care se usuca lamele trebuie sa fie orizontala pentru a nu se
prelinge lichidul,

13. pentru uscare completd si fixare aseazd lamele cu frotiuri pe plita cu termostatare
(65-75°C) si asteapti cel putin 2 ore inainte de etapa urmdtoare.

‘ Daca laboratorul nu este dotat cu centrifuga conforma, se sare de la punctul 8 la 12.

22



Prepararea frotiurilor pentru examinarea dupd concentrare/centrifugare: NALC-NaOHY
16,19,20,22

1.
2.

3.

10.

11

aseaza 1n ordinea numerelor flacoanele cu produsele de prelucrat in interiorul CPM,

aseaza in interiorul CPM stativul cu tuburi de centrifugd marcate cu numerele care
corespund probelor de prelucrat,

transfera cu pipetd Pasteur sterild, de unica folosintd, cu para integrata o cantitate cat
mai mare din produsul de prelucrat (ideal 10 ml, minim 2 ml) in tubul de centrifuga.
Pentru fiecare proba foloseste cate o pipeta. Este de dorit sa nu fie atinsa cu pipeta
gura tubului pentru centrifuga,

. repartizeaza in fiecare tub o cantitate egald cu cea a produsului, din solutia de NALC-

NaOH proaspat preparatd, fard sa atingi gura tubului sau peretele interior al lui.
Concentratia finaldi a NaOH este de 1% in aceastd etapa. Inchide bine tuburile si
agitd manual, bland, prin inversarea tubului de 3-4 ori sau cu vortex la 60-maxim 80
rpm (deoarece aerarea puternica determind oxidarea si pierderea calitdtii lichefiante a
NALC), timp de 15-30 secunde pentru lichefiere. Inverseaza de cateva ori tubul
astfel ncat solutia sa vina in contact si cu produsul de pe peretii tubului sau de pe
capac. Reageaza tuburile in stativ,

. fixeaza ceasul sa sune la 15 minute de la addugarea solutiei decontaminante la prima

proba,

. verifica dupa 10 minute daca proba este complet lichefiatd. Daca este necesar, mai

adaugd 50 mg pudra NALC si agitd la vortex 15-30 secunde. Trebuie ca timpul total
de contact produs/decontaminant sa nu depaseasca 20 minute,

. la expirarea timpului de decontaminare/lichefiere, la continutul tuburilor se adauga

tampon fosfat steril (pH 6,8) pana la marca de 50 ml (capacitatea tuburilor),

. aseazi tuburile in centrifuga cu ricire setati la temperatura cuprinsi intre 4-12° C, la

FRC 3000xg si durata de 20 minute,

. la terminarea centrifugarii, scoate tuburile din centrifuga, decanteaza atent si complet

supernatantul (in recipient cu palnie, care contine substantd tuberculicidd) apoi
adauga 2,5 ml tampon fosfat (pH 6,8) in care resuspenzi sedimentul prin agitare
usoara si prin pipetare fara barbotare. Lucreaza steril, cu pipeta noua pentru fiecare
proba. O parte se foloseste pentru prepararea frotiului, iar restul pentru culturd.
Insamanteaza mai intai 2 tuburi cu mediul LJ si un tub cu mediul lichid (sau 3 tuburi
LJ), apoi, cu aceeasi pipetd efectueaza frotiul,

ia cu pipeta una-doua picaturi (cca 100 microlitri) si disperseaza lichidul pe partea
centrala a lamei marcate cu numarul corespunzator al probei, pe o arie de 1x2 cm,
maxim 1x2,5 cm. Suprafata pe care se usuca lamele trebuie sa fie orizontala pentru a
nu se prelinge lichidul, iar grosimea frotiului rezultat sd fie uniforma,

. pentru uscare completa si fixare aseaza lamele cu frotiuri pe plita cu termostatare

(65-75°C) si asteapti cel putin 2 ore inainte de etapa urmitoare.

e Etapa de centrifugare este obligatorie daca se foloseste aceasta metoda de
decontaminare.

e Metoda este rezervata laboratoarelor care au in dotare centrifugd conforma.

e Este recomandata pentru folosire in cazul cultivarii pe mediul lichid
Middlebrook 7H9.

e [Este necesara validarea metodei in laborator inainte de folosirea de rutina.

Colora

rea frotiurilor

Coloratia Ziehl Neelsen'®*°

1.
2.

pune lamele cu frotiurile fixate pe suportul de colorare fara sa se atinga intre ele.
acoperd complet frotiurile cu solutie 0.3% de fuchsina fenicatd proaspat filtrata.
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o1

6.
7.
8.
9.

treci pe sub frotiuri flacdra unui bec de gaz pana la emiterea de vapori, fara sd fiarba
colorantul. Repeta actiunea de 3-4 ori in primele 3 minute. Completeaza cu fuchsina
daca aceasta s-a uscat sau s-a scurs de pe lama. Lasa pana la 10 minute.

. spala cu jet slab de apa de robinet si scurge apa.
. acopera frotiul cu alcool-acidulat 3% si lasa-1 pentru decolorare maxim 3 min. Repeta

decolorarea daca frotiul raméane rosu.
spald din nou cu jet slab de apa de robinet si scurge apa.
acopera frotiul cu albastru de metilen 0,3% timp de 30 sec., maximum 1 minut.
spald bland sub jet de apa de robinet si scurge apa.
sterge colornatul de pe dosul lamei cu servet imbibat in alcool medicinal.

10. usuca frotiurile in pozitie inclinatd in suport de lame la temperatura camerei. Nu

incalzi lamele pentru grabirea uscarii.

Examineaza la microscop optic: ocular 10x, obiectiv cu imersie 100x (méarire 1000x).

Coloratia fluorescentd (Auramind O, sau Auramind-Rhodamind)**®

OO, WN

7.
8.

. acopera frotiul fixat cu solutie 0,1% auramina O (sau Auramina-Rhodamina)

. lasa 15 minute la temperatura camerei, fara incalzire

. spala bland cu apa distilata, apoi scurge apa de pe lama,

. acopera frotiul cu acid - alcool 3% si lasd pentru decolorare 2 minute,

. spala bland cu apa distilata, apoi scurge excesul de apa,

. acopera frotiul cu permanganat de potasiu 0,5% sau albastru de metilen 0,3% timp de

2 minute (pentru eliminarea fluorescentei nespecifice a fondului). Prelungirea
contactului cu permanganatul de potasiu peste 4 minute determind scaderea
fluorescentei BAAR!

spala cu apa distilata apoi scurge excesul de apa,

lasa la uscat in pozitie inclinatd in suportul de lame, la aer. Nu forta uscarea.

Examineaza la microscopul cu fluorescenta (UV) imediat dupa uscare folosind oculare

de 10x

si obiective de 20-25x si 40-45X.

Note:

In toate etapele de spalare pentru coloratia cu fluorocromi se foloseste numai apa
distilata. Nu se foloseste apa de la robinet deoarece clorul continut de aceasta poate
interfera cu fluorescenta.

Indiferent de metoda de preparare a frotiurilor, ele trebuie lasate sa se usuce la aer,
ferite de raze UV, pe plita cu termostatare din interiorul CPM, de unde sunt scoase
pentru colorare.

Toate materialele folosite (pipete, anse, tuburi) se colecteaza in recipente pentru
materiale infectioase si se autoclaveaza inainte de indepartarea din laborator.
Frotiurile pozitive BAAR in fluorescentd se pot recolora ZN, pentru confirmarea
rezultatelor. Nu este necesard decolorare prealabila.

Daca nu pot fi examinate imediat, frotiurile colorate cu fluorocromi se pot pastra la
intuneric, la 4-8° C pentru 24 ore. Fluorescenta scade dupi 24 de ore.

Odata colorate prin metoda ZN, frotiurile nu mai pot fi recolorate fluorescent.

Se coloreaza zilnic frotiu de control pozitiv BAAR, iar la schimbarea lotului de
colorant se coloreaza si frotiuri de control negativ BAAR.
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Examinarea frotiurilor
La microscopul optic

e numard BAAR (care apar ca bastonase rosii pe fondul albastru al preparatului), din
100 campuri microscopice examinate (2 cm lungime).
e grupurile compacte de mai multi bacili se numara ca UFC si se consemneaza ca atare

in caietul de lucru.

e examineaza obligatoriu cu ocular 10x si obiectiv 100x, folosind ulei pentru imersie.
e dacd nu vizualizezi nici un BAAR la 100 campuri examinate, considerd rezultat

negativ BAAR doar dupa ce ai examinat 300 cAmpuri microscopice.
rezultatele se exprima semicantitativ. (tabelul I1T)

La microscopul cu fluorescenta (UV)
e numard BAAR (care apar ca bastonase galben fluorescent pe fondul intunecat al

preparatului).

e numara grupurile compacte de mai multi bacili ca UFC.
e examineaza cu ocular de 10x si obiectiv de 20 - 25x pentru orientare si cu obiectiv 40-

45X pentru detalii.

e dacd nu vizualizezi nici un BAAR la 1000 campuri examinate (obiectiv 20-25x si o
lungime de 2 cm frotiu), considera rezultat negativ BAAR. Rezultatele se exprima
semicantitativ. (tabelul I11)

Interpretarea si raportarea rezultatelor

Rezultatele se exprima semicantitativ, conform tabelului III, iar raportarea se face pe
buletinele de solictare tip PNPSCT, conform recomandarilor. Se marcheaza obligatoriu

metoda folosita. 2*

Tabel
raportarea rezultatelor

I11. Exprimarea semicantitativi a rezultatelor examenului microscopic si

Scala IUATLD/ WHO

Ziehl-Neelsen,

marire 1000x:

1 lungime =2 cm =100
CME?

Marirea in examinarea fluorescenta

Marire 200-250x:

1 lungime =2 cm
= corespund la

Marire 400-x: 1
lungime =2 cm
= corespund la

1000 CME?din 400 CME? din
marirea de 1000x | marirea de
1000x
Rezultat
NEGATIV BAAR 0 BAAR/1 lungime 0 BAAR/1 0 BAAR/1
lungime lungime

Numarul exact de BAAR
/ 1 lungime

1-9 BAAR/1 lungime

POZITIV BAAR 1+

10-99 BAAR /1 lungime

POZITIV BAAR 2+

1-10 BAAR / camp, in
medie

POZITIV BAAR 3+

> 10 BAAR / camp, in
medie

Imparte numarul
BAAR observati
la 10

Imparte numarul
BAAR observati
la 4

a. CME: campuri microscopice examinate
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Rezultatul cu 1-3 BAAR se va interpreta cu prudenti, fiind necesara repetarea
examinirii dintr-un alt esantion de sputa.

La examinarea cu microscopul UV, la marire de 200-250x, lungimea de 2 cm este acoperita
de 30 campuri microscopice, care corespund la 1000 campuri examinate in microscopie
opticd; la marire de 400x, lungimea de 2 cm este acoperitd de 40 campuri microscopice, care
corespund la 400 campuri examinate in microscopie opticd.> 1 Pentru a nu se crea confuzii
la raportarea rezultatelor, in cazul folosirii coloratiei fluorescente trebuie aplicat un factor de
corectie, astfel: se imparte numarul BAAR cititi la 10 daca citirea s-a facut la marirea de 200-
250x, sau se imparte la 4, daci citirea s-a ficut la marire de 400-450x.1° Pentru frotiurile
intens pozitive se citesc cel pufin 25 campuri microscopice inainte de formularea rezultatului
(la marire de 1000x).

Toate rezultatele eliberate trebuie sd aiba calitatea asiguratd, dar uneori este posibil sa se
produca erori, incepand de la momentul recoltarii produselor de la bolnavi, pana la eliberarea
rezultatelor. Erorile posibile constituie elemente de risc pentru calitate si trebuie cunoscute de
catre personalul de laborator pentru a le putea preveni>*'42 (tabelul 1V).

Tabel V. Evaluarea riscului examenului microscopic pentru evidentierca BAAR

Etapa Sursa erorii Prevenirea erorii

Recoltarea | Produs patologic Instruirea personalului care recolteaza sau

produsului | necorespunzator calitativ supravegheaza recoltarea.

patologic, si/sau cantitativ. Instruirea pacientilor.

transportul | Neglijenta in etichetarea NU eticheta capacul. Lipeste eticheta cu date de
recipientului cu produsul identificare pe corpul flaconului inainte de
patologic. recoltare.

Recipient inadecvat. Completeaza toate rubricile din biletul de
solicitare tip.

Receptie Eticheta lipita pe capac. Eticheta cu datele de identificare sa fie lipita pe

Inregistrare | Date incomplete in biletul corpul flaconului.
de solicitare. Inregistreazi datele in registrul laboratorului, si

aloca fiecarui prelevat un numar unic, scris
obligatoriu pe corpul flaconului.

Lama Lama refolosita, zgariata, Foloseste lame noi, cu calitate verificata.
nedegresata sau cu Degreseaza lamele 1nainte de folosire.
fluorescenta proprie.

Marcarea Cu tus solubil in alcool- tip | Marcare cu creion de grafit, pe fata lamei, in

lamei marker permanent, cu portiunea matisata de la capatul ei.
stergerea In timpul colorarii. | Numarul complet din registru, cu indicele
Cu creion de ceara, prelevatului (A,B)
pe dosul lamei, cu numar Prin zgarierea cu diamant a numarului.
incomplet sau numadrul zilei.

Efectuarea | Frotiu prea subtire, prea Selecteaza fragmente purulente din sputa.

frotiului gros. Etaleaza pe o arie de 1x2 cm, maxim1x3cm, in
Frotiu prea mic, prea mare. | portiunea centrald a lamei.

Grosime neuniforma Lucreaza cu calm si atentie.
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Etapa

Sursa erorii

Prevenirea erorii

Fixarea Fixarea la flacara inainte ca | Asteapta uscarea completa a frotiurilor inainte
frotiul sa fie complet uscat. | fixarea la flacara.

Uscarea si fixarea folosind plita termostatata, la
65-75°C, timp de 2 ore.

Colorarea Lame puse lipite unele de Aseaza distantat lamele pe suportul de colorare,
altele pe suportul de solutia de colorant sa nu se prelinga de pe o lama
colorare. pe cele invecinate.

Colorant nefiltrat. Filtreaza solutia de lucru inainte de folosire.
Solutie de lucru cu Schimba zilnic hartia folosita la filtrare.
concentratie gresita. Balanta etalonata, verificata metrologic, sticlarie
Capacitate coloranta slaba. | etalonata.

Solutia de fucsina fierbe sau | Respecta retetele de preparare a solutiilor.

se usuca pe lama (ZN). Foloseste solutiile in termenul de valabilitate.
Incilzire insuficienta a Foloseste reactivi cu certificat de calitate, cu
solutiei de fucsina (ZN). puritate cunoscuta.

Incalzirea solutiei Coloreaza cu auramina fara incalzire.
fluorescente.

Decolorare | Decolorant in concentratie Scurge complet apa ramasa pe lama dupa fiecare

necorespunzatoare.
Decolorare neuniforma sau
insuficienta.

spalare.

Verifica calitatea reactivilor folositi.

Respecta reteta de preparare a solutiilor.
Acopera complet lama cu solutia de decolorare.

Recolorare/ | Concentratie Scurge complet apa ramasa pe lama dupa spalare.
colorarea necorespunzatoare a Verifica calitatea reactivilor folositi.
fondului solutiei. Respecta reteta de preparare si timpii de colorare.
Colorare prea intensa. Respectd instructiunile de colorare furnizate de
Colorare insuficienta. producator impreuna cu chitul de colorare.
Lame cu fluorescenta Verifica data prepararii solutiei si foloseste n
proprie. termenul de valabilitate.
Foloseste reactivi cu certificat de calitate, cu
puritate cunoscuta.
Acopera complet lama se cu solutia de albastru de
metilen (sau permanganat).
Verifica fluorescenta lamelor nainte de folosirea
unui lot nou.
Spalarea Spalare energica, cu jet de Spala cu jet slab de apa, lasat sa se prelinga de la
intre etapele | apa pe mijlocul lamei, cu un capdt spre celdlalt al lamei.
de colorare | dezlipirea de fragmente de | Foloseste apa distilata pentru coloratia
si la final frotiu. fluorescenta.
Folosirea apei de robinet in
cazul coloratiei
fluorescente.
Uscarea La termostat In suport pentru lame, in pozitie inclinati, la
finala temperatura camerei.
Examinarea | BAAR ramasi pe obiectiv Curatarea obiectivului dupa fiecare examinare.
la de la 0 examinare La aplicarea picaturii de ulei de imersie nu se
microscop | anterioara. atinge frotiul cu aplicatorul (ZN).

Uleiul de imersie contine
BAAR (ZN).

Marcarea corecta a lamei.
Pentru rezultat negativ se citesc cel putin 300

27




Etapa Sursa erorii Prevenirea erorii

Numarul de identificare campuri microscopice.

sters In timpul colorarii. Personal instruit si verificat periodic.
Citirea unui numar mic de Sistem pentru CIC-M implementat.
campuri microscopice.

Raportarea | Transcrierea gresita a Lucreaza cu calm si atentie.

rezultatului | rezultatului in registru, in Instruirea personalului referitoare la consecintele
buletinul de analiza, in baza | erorilor.
de date.

Cultivarea micobacteriilor

Cultura are sensibilitate mai mare decat microscopia (10-100 bacili/ml produs patologic)?,
distinge bacilii viabili si este necesara pentru monitorizarea tratamentului tuturor pacientilor,
dar in mod particular al celor cu multirezistenta (TB-MDR), ofera diagnosticul definitiv de
TB, creste numarul cazurilor diagnosticate cu 30-50% (mediul LJ), permite detectarea
cazurilor inainte ca ele sa devind infectioase, oferd izolate pentru ABG2?. Cultivarea
micobacteriilor necesiti conditii de biosiguranta de nivel 2142,

Pentru cultivare sunt folosite medii solide, pe bazd de ou sau pe baza de agar, dar si medii
lichide, care pot aduce un plus de pozitivitate de pana la 10% fatd de mediul solid. Dintre
mediile solide pe bazd de ou amintim mediul LJ, folosit in tara nostra, iar dintre cele lichide,
mediul Middlebrook 7H9, folosit in sisteme automate de cultivare Bactec MGIT 960,
BacT/ALERT(MB/BacT) si mai recent la noi, VersaTREK.

Cultura in mediul lichid este complexa, costisitoare, necesita personal instruit, nu ofera
informatii asupra numarului de colonii precum mediul LJ, fiind calitativa, are o ratd mai mare
de contaminare decat cultura in mediul solid si este mai scumpa decat aceasta.?>?®

Metode de decontaminare

Sputa, produsul de electie pentru diagnosticul TB pulmonare, dar si alte produse recoltate
sunt contaminate cu microbi din microbiocenoza traseului de eliminare. Prezenta acestora
afecteaza calitatea mediilor folosite pentru cultura si este necesara eliminarea lor inainte de
insdmantare, prin prelucrare corespunzatoare.

Cand cultivim micobacteriile trebuie si avem in vedere trei aspecte importante?:
e FEliberarea bacililor din mucusul si detritusurile celulare care ii inconjoara,
e Viabilitatea bacteriilor nu trebuie sa fie afectatd mai mult decat este necesar nici prin
omogenizare, nici prin decontaminare sau centrifugare,
e La omogenizare si decontaminare trebuie sa avem In vedere: rezistenta MT la solutii
de baze si acizi; durata expunerii la aceste substante; temperatura din timpul
centrifugarii; eficienta centrifugii pentru sedimentarea bacililor.

Nici una dintre metodele de decontaminare folosite nu reuseste sa conserve micobacteriile in
totalitate, chiar in conditiile unei tehnici de lucru impecabile, de aceea trebuie sa stabilim un
echilibru intre pierderea unei parti a bacililor si rata acceptabild de contaminare a culturilor.
Alegerea tehnicii pentru decontaminare trebuie sa tind seama de dotarea tehnicd a
laboratorului si de calificarea personalului. Vor fi folosite doar metode verificate si validate.
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Metoda de decontaminare cu NaOH (Petroff)3420.22.25

Principiu

NaOH 1n solutie 4% (concentratie finald 2%) are atat efect mucolitic cat si bactericid asupra
majorititii microbilor. Inainte de insdmantare este necesara neutralizarea NaOH cu solutie de
HCI1 8% sau fosfat monopotasic 15% in prezenta unui indicator de pH.

Avantaj: Metoda este accesibild din punct de vedere tehnic, reactivii sunt ieftini si stabili
cateva luni.

Dezavantaje: timpul de contact cu hidroxidul trebuie sa fie strict respectat; este destul de
agresiva, distrugand pana la 60% din bacilii tuberculozei, la care se adauga bacilii omorati in
timpul centrifugarii (efectul Incalzirii si eficienta centrifugii).’

Timpul necesar prelucrarii unei probe este de aproximativ 60 minute, iar prelucrarea a 20 de
probe dureaza aproximativ 120 minute, capacitatea centrifugii fiind elementul limitativ.?

Pregatirea spatiului de lucru este aceeasi indiferent de metoda folosita:

1. executantul trebuie sa poarte echipamentul de protectie individuala (halat cu
maneci lungi, inchis la spate, manusi, masca FFP2 cu supapa, capelind),

2. pregateste suprafata de lucru din CPM prin stergere cu alcool 70%, si asteapta cel
putin 3 minute, dupa care se sterge cu un servet de hartie,

3. aseaza pe toatd aria de lucru din interiorul CPM hartie imbibata cu dezinfectant
tuberculicid (fara acoperirea orificiilor pentru recircularea aerului),

4. pune in interiorul CPM strict materialele necesare, fara aglomerare inutila,

5. porneste functionarea CPM si asteapta 3- 5 min stabilizarea fluxului de aer,

6. nu tine mai multe tuburi deschise la un moment dat pentru a evita contaminarea
incrucisata intre probe,

7. tine inclinate tuburile deschise, la cel putin 15 cm de fanta frontala.

Prelucrarea probelor biologice pentru cultivarea dupa concentrare/centrifugare: metoda
Petroff (NaOH/ HCI sau KH,PQ4)12202 este descrisi in capitolul Examinarea
microscopicd”

Metoda de decontaminare/omogenizare cu NALC-NaQH?2022.25
Principiu
N-acetil-L-cisteina (NALC) este un agent mucolitic utilizat pentru digestia rapida, care
permite ca agentul decontaminant, NaOH, sa aiba o concentratie finald de 1%. Tamponul
fosfat neutralizeazd NaOH si dilueazd omogenatul pentru a reduce vascozitatea anterior
centrifugarii.

Avantaj: sunt omorate doar circa 30% din micobacteriile din proba clinica.

Dezavantaje: NALC 1isi pierde activitatea destul de repede, de aceea solutia de lucru trebuie
preparata zilnic. Ionii metalelor grele prezenti in sputa afecteaza efectul mucolitic al NALC si
pentru legarea lor este necesar adaosul de solutie de citrat de sodiu. Agitarea prea energica,
cu aerarea solutiei NALC 1ii scade activitatea mucolitica.

Pentru centrifugarea probei se foloseste o FRC de 3000xg, timp de 20 minute pentru
sedimentarea micobacteriilor, in centrifugi cu ricire, la 4-12° C.

Timpul necesar procesarii unei probe este de aproximativ 40 minute, iar procesarea a 20 de
probe dureaza aproximativ 60 minute, elementul limitativ fiind capacitatea centrifugii.
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Metoda NALC-NaOH poate fi folosita doar daca laboratorul este dotat cu centrifuga
conformai, personalul a fost instruit, iar metoda a fost verificata si validata in laborator,
acest lucru trebuind sa fie documentat.

Etapa de centrifugare este obligatorie daca se foloseste aceasti metoda de
decontaminare.

Este recomandata pentru folosire in cazul cultivarii pe mediul Middlebrook 7H9.

Prelucrarea probelor biologice dupa concentrare/centrifugare: metoda NALC-NaOH? 22025

este escrisd in capitolul ”Examinarea microscopica”.

insiamantarea
Probe prelucrate/ decontaminate cu NaOH 4%

o Insiamanteaza cate 4 picaturi (0,2 ml) in cate 2 tuburi cu mediul LJ si 0,5 ml intr-un
tub cu mediul lichid, (sau 3 tuburi cu mediul LJ) apoi, cu aceeasi pipeta efectueaza
frotiul, in cazul metodei cu centrifugare.

e Daca nu s-a folosit centrifugarea, ci metoda ,cu picatura”, insamanteaza din
omogenatul rezultat cate 4 picaturi (0,2 ml) in cate 2 tuburi cu mediul LJ si 0,5 ml
intr-un tub cu mediul lichid (sau 3 tuburi cu mediul LJ).

Probe prelucrate/decontaminate cu NaOH/NALC
o Insamanteaza 2 tuburi cu mediul LJ cu céte 4 picaturi (0,2 ml) si 0,5 ml sau pana la
maxim 1 ml, Intr-un tub cu mediul lichid, in functie de recomandarea producatorului
pentru fiecare tip de echipamentul folosit, (sau 3 tuburi cu mediu LJ).

Incubarea
Mediul LJ
e Inunda suprafata mediului cu lichidul insdméntat si aseaza tuburile inclinat, cu
suprafata mediului in sus, intr-un suport special pentru incubare in primele 48-72 ore,
cu capacul partial desurubat (o spird).
e Dupd 48-72 ore examineaza tuburile, elimina-le pe cele cu contaminare (scriind in
caietul de lucru) si incubeaza celelalte tuburi in pozitie verticala pana la pozitivare sau
pana la maxim 60 de zile de la insamantare. Se inchid complet capacele.

Mediul lichid Middlebrook 7H9
e Incubarea se face In sistem automat §i se respectd instructiunile producatorului,
prezentate in continuare.
Citirea
Mediul LJ
e manual, la 21, 30, 45, 60 zile. Daca volumul de lucru permite, se poate face si citire
sdptamanala.
Mediul lichid
e automat, indiferent de sistemul de cultivare, cu raport pozitiv (la 1-42 zile) sau
negativ (la 42 zile).
Interpretarea rezultatelor
e Apreciaza morfologia macroscopica a coloniilor (descrie in caietul de lucru pentru
citirea culturilor),
e Prepard frotiu colorat ZN pentru a evidentia prezenta BAAR,
o FEfectueaza obligatoriu test imunocromatografic rapid AgMPT64 pentru
confirmarea apartenentei la complexul M. tuberculosis®?®.
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Raportarea rezultatelor
e Rezultatele culturilor pe mediul LJ se exprima semicantitativ (tabel V ) iar cele ale
culturilor in mediul lichid, calitativ: pozitiv/negativ.

e Raportarea se face pe buletinele de solictare tip PNPSCT, conform recomandarilor.
Trebuie mentionatd/ marcatd metoda folosita.

Tabel V. Exprimarea semicantitativa a rezultatelor culturii pe mediul solid tip Lowenstein
Jensen

CRESTEREA MICOBACTERIILOR? NOTAREA REZULTATULUI
Crestere bacteriana absenta® NEGATIV

Sub 30 colonii POZITIV- numir exact de colonii
30-100 colonii POZITIV 1+

Peste 100 colonii izolate POZITIV 2+

Colonii confluente nenumarabile POZITIV 3+

Cresterea altor microbi decat micobacterii | Culturd contaminata

Legenda: a- Complexul M. tuberculosis identificat sau NTM (cu precizarea speciei
dupa identificare); b- Mediul sa nu fie deshidratat in exces, iar aspectul sau sa nu fie
modificat.

Pe buletin se scrie doar daca cultura pozitiva apartine complexului M. tuberculosis sau
este NTM, fara a specifica testele folosite pentru identificare, care raiman doar in
documentele laboratorului. Persoana care valideaza rezultatul si semneaza buletinul
este raspunzatoare pentru corectitudinea rezultatului.

Asemeni examenului microscopic, prin culturd trebuie sd oferim rezultate cu calitate
asigurata. In toate etapele de lucru sunt posibile erori care pot afecta calitatea rezultelelor
finale, de aceea personalul trebuie sd fie instruit, sa cunoasca greselile posibile s1 modalitatile
de evitare a lor. (Tabelul VI)
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Tabel VI. Riscuri de eroare la cultivarea in mediul solid Lowenstein Jensen

Etapa Greseli posibile Prevenirea greselii
Recoltarea Produs patologic Instruirea personalului care recolteaza sau
produsului necorespunzator calitativ supravegheaza recoltarea.
patologic, si/sau cantitativ Instruirea pacientilor.
transportul Neglijenta 1n etichetarea Nu eticheta capacul, ci corpul flaconului cu
recipientului in care s-a produs. Completeaza toate rubricile din biletul
recoltat produsul patologic. | de solicitare tip.
Recipient inadecvat
prelevatului.
Receptia Eticheta lipita pe capac. Eticheta cu datele de identificare sa fie lipita pe
Inregistrarea Date incomplete 1n biletul corpul flaconului.
de solicitare Dupa scrierea datelor in registrul laboratorului,
fiecarui prelevat i se alocd un numar, care va fi
scris pe corpul flaconului si nu pe capac.
Mediul Mediu neverificat calitativ. | Foloseste medii verificate, cu certificat de
Lowenstein Neefectuarea CIC-C. calitate si conformitate.
Jensen Efectueaza CIC pentru mediul de cultura.
Participd la programe de CEC.
Marcarea Numar incomplet, fara Scrie cu tus solubil in alcool- tip marker
tuburilor cu precizarea indicelui permanent numarul complet din registru, cu
mediul de produsului, stergerea lui de | indicele prelevatului ( A,B).
cultura pe tub 1n timpul manuirii. Scrie numarul pe spatele tubului sau 1n partea
Scrisul mascheaza zona de | de sus a lui.
crestere a coloniilor.
Transferul Cantitate insuficienta Selecteaza fragmentele purulente din sputa, cu
sputei/produsu evitarea partii salivare.
lui in tubul pt Prelucreaza minim 2 ml de sputa.

decontaminare

Lucreaza cu calm si atentie.

Decontaminare

Proportie neadecvata intre
produs si substanta folosita
pt. decontaminare.
Concentratie gresitd a
decontaminantului.
Decontaminant nesteril.
Agitare insuficientd, sau
prea energica.

Folosirea de solutii reci
(neechilibrate termic inainte
de folosire)

Respecta reteta de preparare si conditiile de
lucru.

Verifica data prepararii solutiilor si foloseste-le
in termenul de valabilitate.

Foloseste reactivi cu calitate si puritate
verificate.

Instruirea si supravegherea personalului.
Etalonare echipamente.

Foloseste materiale de unica folosinta sterile.
Daca se doreste o decontaminare mai agresiva
poti creste cantitatea de decontaminant de pana
la de 2 ori mai mult decat sputa, dar nu
prelungi timpul de contact peste 20 de minute.
Lucreaza cu calm si atentie.

Neutralizare

Concentratie sau cantitate
neadecvata a substantei
neutralizante

Instruirea si supravegherea personalului.
Etalonare balanta, greutati, cilindri, pipete.
Foloseste materiale consumabile sterile, de
unica folosinta.

Respecta retetele de preparare.

Verifica data prepararii solutiilor si foloseste-le
in termenul de valabilitate.

32




Etapa

Greseli posibile

Prevenirea greselii

Foloseste reactivi cu certificat de calitate, cu
puritate cunoscuta. Nu amana neutralizarea mai
mult de 20 de minute de la contactul
decontaminantului cu produsele de prelucrat.
Lucreaza cu calm si atentie.

Centrifugare

Forta relativa de
centrifugare neadecvata.
Nerespectarea timpului de
centrifugare.

Foloseste centrifuga cu racire, cu forta relativa
de centrifugare verificata (3000xg), 20 minute.

Insamantare Cantitate prea mica sau prea | Insamanteaza cu pipete gradate.
mare a inoculului. Lucreaza calm, cu atentie.
Contaminare. Foloseste pipete sterile, medii verificate.
Incubare Inchiderea Respecta recomandarile referitoare la gradul de
necorespunzatoare a strangere a dopurilor pentru fiecare metoda.
flaconanelor. Etaloneaza termometrele si monitorizeaza
Temperatura neadecvata, cu | temperaturile.
fluctuatii.
Examinarea Necunoasterea morfologiei | Instruirea si reinstruirea personalului.
culturilor micobacteriilor.
Nerespectarea planificarii
examinarii/citirii culturilor
Raportarea Transcrierea gresitd a Concentrarea atentiei executantului.
rezultatului rezultatului in registru, in Instruirea si reinstruirea personalului.

buletinul de analiza, in baza
de date.

Lucreaza cu calm si atentie.

Sisteme automate de cultivare in mediul lichid

Principiu: micobacteriile consuma in timpul cresterii oxigenul dizolvat in mediul de cultura.
Sistemul MGIT 960 foloseste tuburi cu mediu de culturd care au la baza un buton de silicon
care contine substantd fluorescentd, mascatd de oxigenul dizolvat in mediu. Pe masura
consumdrii oxigenului in timpul cresterii bacteriene, fluorescenta poate fi masurata, iar
sistemul declangeaza semnalul pozitiv.

Sistemul VersaTREK monitorizeaza modificarea presiunii parfiale a gazelor din tubul de
crestere (oxigen, azot, CO2); consumul de oxigen determind scaderea presiunii din flacon.
Figura 1 prezenti algoritmul de cultivare in mediul lichid?’.

Avantaj: scuratrea timpului de obtinere a rezultatului pozitiv.

Dezavantaj: ratd de contaminare mai mare decat pentru cultivarea in mediul solid. Necesita
personal bine instruit i antrenat.

Precautii generale la folosirea sistemelor automate de cultivare
e Pentru sistemele automate de cultivare se va folosi exclusiv aplicatia furnizatd de
producatorul echipamentului,
e Nu se fac modificari in aplicatie fara acordul producatorului,
e Orice disfunctionalitate se comunica reprezentantului national al producétorului,
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e Se vor respecta Intocmai instructiunile de lucru si de intretinere furnizate de
producator,

e Este obligatorie respectarea precautiilor universale referitoare la manuirea probelor
biologice, corespunzator clasei de risc 3,

e Nu se folosesc materiale consumabile sau reactivi cu termenul de expirare depasit.

Toate tuburile (culturile) semnalate pozitive se verificd microscopic dupa colorarea ZN
a preparatului pentru vizualizarea BAAR, iar daca sunt prezenti BAAR se efectueaza
obligatoriu testul imunocromatografic pentru identificarea micobacteriilor din
complexul M. tuberculosis.
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Echipament cu
flacoane la _|_> Conectare la PC: Informatii despre

incubat pacient, produs
Semnal -,
tiv 1a 42 — - 5 Semnal pozitiv la
negativ la .
Jile 1-42 zile
Flacoane in curs
Scoate de monitorizare
flaconul din Scoate flaconul
echipament din echipament
v
“Rezervat” .
Examinare Identifica cultura
L. “Rezervat”
macroscopica si
microscopica
Finalizare raport Prelucrare, Microbi de Nu se
negativ reincubare sau contaminare observa
Finalizare raport microbi
negativ
Finalizare raport Reincubeaza in
contaminare aceeasi celuld
sau decontaminare
si rednsimantare l

Sereia
monitorizarea

Figura 1. Algoritmul de lucru pentru cultivarea in mediul lichid
“Rezervat” semnifica faptul ca flaconul poate fi reintrodus in echipament, in pozitia initiala.
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Instructiune de lucru pentru folosirea sistemului automat MGIT 960

Produsele biologice din care pot fi cultivate micobacteriile in sistemul BACTEC MGIT 960:
probe respiratorii (sputd, aspirat bronsic, lavaj bronsic), aspirat gastric, si alte fluide ale
corpului.

Nu se insamdnteaza in MGIT 960: sputa hemoptoica, sange, maduva osoasa, urina, fecale, tesut
de biopsie.

Prelucrarea probelor biologice se face ca si pentru cultivarea in mediul solid, folosind metoda
de decontaminare cu NaOH-NALC (sau Petroff, cu centrifugare).

Pregitirea si insimantarea culturii

1. Reconstituie MGIT PANTA cu 15 ml supliment MGIT (aseptic). Amestecad pand se
dizolva complet. Scrie data reconstituirii pe flacon. Este valabil 5 zile la 2-8°C.

2. Pune cate 0,8 ml din acest mediu de imbogatire in fiecare tub MGIT numerotat/etichetat
cu cod de bare specific probei pentru cultura, inaintea inoculdrii probei.

3. Adauga 0,5 ml din proba prelucratd (decontaminata).

4. Strange capacul cat mai bine si inverseaza-1 de cateva ori pentru a omogeniza continutul,
fara sa faca spuma.

5. Decontamineaza tuburile pe exterior cu alcool.

Introducerea tuburilor in aparatul MGIT:
1. Deschide sertarul dorit

TV

N

Apasa “tub entry” (tub cu sdgeata spre tub)
3. Scaneaza codul de bare al tubului, apoi codul de bare al pacientului
i

-

(semnal sonor la scanare)
4. Introdu tubul acolo unde indica led-ul verde.
Repeta punctele de mai sus pentru fiecare tub care trebuie introdus

o1

| 1

6. Inchide sertarul si apasa exit” (simbol usi), cand ai terminat.

Culturile vor rdmane in echipament pana cand vor fi semnalate ca pozitive sau pand la finalul
protocolului pentru culturile negative (42 zile). Vezi algoritmul din Fig 1.

Daca un tub va fi semnalat ca pozitiv dar frotiul colorat ZN este negativ pentru BAAR sau
contaminanti, acesta se poate reintroduce in aparatul MGIT cu conditia sa nu fi trecut mai mult



de 5 ore de la scoaterea acestuia din aparat (se scaneaza tubul atunci cand e scos si din nou
cand e reintrodus iar echipamentul va recunoaste codul de bare si va continua citirea de unde a
ramas anterior scoaterii din aparat, cu conditia sa deschizi acelasi sertar din care a fost scos).
Daca trec cele 5 ore se va reintroduce 1n aparat, dar echipamentul il va inregistra ca proba noua.
Se poate incuba in continuare si in incubatorul obisnuit pentru culturi, la 37° C, inci 24 ore,
dupa care se repetd verificarea macroscopica si microscopica.

Scoaterea tuburilor negative (mai multe odata fara sa se scaneze tub cu tub):

1.
2.

Deschide sertarul care are aprind ledul verde
Apasd “remove negative tubes”

|||||||I
Apasa “remove negative batch”. I I H

Se dezactiveaza scanerul de cod de bare si tuburile nu mai pot fi scanate individual.
Celulele cu tuburi negative au led verde corespondent. Scoate toate tuburile negative
inainte de a inchide sertarul. Daca raman tuburile In continuare in sertar, aparatul le va
percepe ca nou introduse.

Cand au fost scoase toate tuburile negative se aude “beep” de 3 ori, dispar led-urile verzi,
scanner-ul se opreste si apare pictograma “ok”. Apasa “ok”

Inchide sertarul si apasa “exit”

Recomandata inspectia vizuala a tuturor tuburilor negative scoase iar daca se constata
turbiditate sau prezenta de grunji ori flocoane se prepari un frotiu colorat ZN.

Scoaterea tuburilor negative (pe rand):

1.

wmn

Deschide sertarul unde este aprins ledul verde.

2

Apasd “remove negative tubes”

Celulele cu tuburi negative au led verde si se activeaza scanerul de cod de bare.

Imediat ce se scoate un tub, se Scaneaza inainte de scoaterea urmadtorului si se stinge
automat led-ul corespunzator.

Scoaterea probele pozitive:

1.
2.

Apasa silence” pentru a dezactiva alarma
Deschide sertarul cu ledul rosu (+) aprins
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Apasa ” remove positive tubes”

Toate tuburile pozitive vor fi indicate cu led verde (verde in dreptul celulei si rosu pe
usal)

Scoate tub cu tub si scaneaza-| pe fiecare.

Se vor dezactiva automat led-urile verzi din sertare si cel rosu de pe manerul usii.

Cand au fost scoase toate probele pozitive, aparatul va emite un semnal sonor de 3 ori.

Managementul probelor pozitive:

Inspecteaza vizual tuburile: ca orientare, cele cu crestere micobacteriand vor avea
granule/grunji, iar cele cu contaminanti vor fi tulburi laptoase.

Agita tubul MGIT si extrage 200 ul (cca 4 picaturi), 2 picaturi pentru insdmantare pe
mediul de cultura si 1-2 picaturi pentru frotiu.

Prepara cate un frotiu pentru fiecare cultura, astfel: pregateste o lama pentru o cultura cu
cate doud spoturi si pune albumina adeziva in strat subtire, apoi, peste ea, cate o picatura
din culturd, lasd la uscat pe uscitorul de lame, la 65-75° C cel putin douid ore, apoi
coloreazd ZN si examineazd microscopic pentru prezenta BAAR.

Insamanteaza cate un tub cu mediul LJ pentru fiecare culturd pozitivd. Optional,
inoculeaza o placa cu mediu cu sange (Agar Columbia cu sange) pentru confirmarea
prezentei contaminantilor.

Reintrodu tubul MGIT 1n aparat in maxim 5 ore, daca nu vizualizezi microbi in frotiu.
Incubeaza la 36,5- 37°C tubul cu mediul LJ si placa cu mediu geloza sange si urmareste
cresterea bacteriand, in functie de caz (pana la crestere, dar maxim 42 zile in cazurile
BAAR pozitiv, sau 72 ore in cazul prezentei altor microbi in frotiu).

Citirea probelor MGIT

Un tub pozitiv este semnalat automat prin algoritmi interni cand UC (unitatile de crestere) au
trecut de valoarea de 75. Aceastd valoare este identificatd ca probd pozitiva si este confirmata
prin teste suplimentare precum coloratie ZN, identificare imunocromatografica si verificari de
contaminare.

Daca tubul este semnalat pozitiv in primele 2 zile de incubare inseamna crestere foarte rapida si
se suspecteaza o contaminare. Se poate produce semnal pozitiv precoce si cand pH —ul inoculului
nu este cel corect.

Un tub pozitiv pe MGIT contine in mod obisnuit o biomasi de cca 10° pani la 10° UFC/m.
Totusi, un tub poate fi semnalat pozitiv pe MGIT si atunci cdnd numarul UFC este prea mic
pentru a se putea obtine frotiu pozitiv BAAR in coloratia ZN.

Interpretarea rezultatelor pe MGIT:

1.
Rezultat ZN Rezultat mediul de cultura | TDD (timp de detectie)
Agar singe MGIT
Negativ BAAR Crestere bacteriana Mai mult de 7 zile

Interpretare: Tubul este contaminat. Cultura MGIT contaminata. Se comunica clinicianului
cultura contaminata.

2.
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Rezultat ZN Rezultat mediul de cultura | TDD (timp de detectie)

Agar sange MGIT

Negativ BAAR Crestere bacteriana Mai putin de 7 zile

Interpretare/conduiti: Reincubeaza tubul pentru incad 14 zile si repeta coloratia ZN si
insdmantarea pe agar sange.

Daca ZN este pozitiv BAAR, urmeaza pct 3, dacd ZN este negativ, este confirmata
cultura contaminata.

3.

Rezultat ZN Rezultat mediul de cultura | TDD (timp de detectie)
Agar sange

Pozitiv BAAR Crestere bacteriana Oricare

Interpretare/conduitia: Preparda un frotiu colorat ZN si insamanteaza pe mediul LJ pentru a
verifica daca nu este o micobacterie cu crestere rapida ca sursa de contaminare. Se face un test
rapid de identificare Ag MPT64 din tubul MGIT pentru a confirma daca apartine complexului
M. tuberculosis.

a.

b.

4.

Daca ZN din mediul de cultura este pozitiv BAAR:

iar testul imunocromatografic este negativ, reincubeaza tubul MGIT pentru incd 48 ore si
retesteaza pentru Ag MPT64.

iar testul imunocromatografic este pozitiv, se raporteaza proba pozitiva pentru complexul
M. tuberculosis si contaminare.

ilar Ag MPT64 este negativ se identifica genetic specia de micobacterie (MTBC, CM).

Daca ZN din mediul de culturd lichid este negativ BAAR se ia in considerare
rezultatul testului Ag MPT64:

a. Daca testul rapid este pozitiv, cultura este pozitiva pentru M. tuberculosis si
contaminare. Interpretare cu extremd prudentd!. Preferabild asteptarea cresterii
subculturii pe LJ, cu repetarea identificarii.

b. Daca testul rapid este negativ, se reincubeaza si se retesteaza ca mai sus ().

Rezultat ZN Rezultat mediul de cultura | TDD (timp de detectie)

Agar sange

Pozitiv BAAR Fara crestere Oricare

Interpretare/conduitd: Testeaza pentru Ag MPT64 pentru confirmarea MT.

a.
b.

Daca este confirmat complex M. tuberculosis, raporteaza rezultatul ca atare.
Daci testul este negativ sau invalid, reincubeaza proba pentru inca 48 ore si retesteaza
pentru Ag MPT64.
» Daca acum testul rapid este pozitiv se raporteaza complex M. tuberculosis
Daca este in continuare negativ, se continua pentru identificare genetica a
SpecIel.

39



Rezultat ZN Rezultat mediul de cultura | TDD (timp de detectie)

Agar sange

Negativ BAAR Fara crestere Oricare

Interpretare/conduita: Desi rard, aceastd situatie poate sd apard si necesitd investigatii
suplimentare. Reincubeaza tubul pentru incad minim 3 zile sau pana cand este semnalat din nou
pozitiv. Repetd ZN si cultura pe mediul agar sange.

a.
b.

Daca ZN este pozitiv si cultura pe mediul agar sange negativ, procedeaza ca la pct. 4.
Daca ZN este pozitiv si cultura pe mediul agar sange denotd contaminare, procedeaza ca
la pct.3.

Daca ZN este negativ si cultura pe mediul agar sdnge denota contaminare, procedeaza ca
la pct.2.

Daca ZN este negativ si cultura pe mediul agar sange este fara crestere, reincubeaza tubul
MGIT pana la finalul protocolului de 42 zile. Daca este semnalat din nou pozitiv, repeta
ZN si cultura pe mediul agar sange.

Decontaminarea tuburilor MGIT contaminate:
Se aplicd in urmatoarele situatii

Do o0 T e

— SQ

Proba pozitiva pentru complex M. tuberculosis si contaminare.

Proba unica care nu se poate repeta (aspirat bronsic, gastric, LCR etc.)

Vortexeaza tubul MGIT contaminat

Transfera aseptic Intregul volum de mediu intr-un tub de centrifuga de 50 ml

Adauga o cantitate egald de MycoPrep sau NAOH 4% (vezi decontaminarea).

Amesteca bine si lasa in repaus 15-20 min (periodic se inverseaza tubul)

Adauga tampon fosfat pH 6.8 pana la marcajul de 50 ml si omogenizeaza bine; sau
neutralizeaza cu HC1 8%, apoi adauga SFS pana la 50 ml.

Centrifugheaza (centrifuga cu racire) la 3000xg pentru 20 minute

Indeparteaza supernatantul.

Resuspenda sedimentul in 0.5 ml tampon fosfat sau SFS si agita bine.

Inoculeaza 0.5 ml intr-un tub nou MGIT care deja contine suplimentul nutritiv si
PANTA.

Instructiune de lucru pentru folosirea sistemului VersaTREK

Produsele biologice din care pot fi cultivate micobacteriile in sistemul VersaTREK: probe
respiratorii (sputd, aspirat bronsic, lavaj bronsic), aspirat gastric, sange, maduva osoasa si alte
fluide ale corpului, urina, fecale, tesut de biopsie.

Prelucrarea probelor biologice, altele decat sangele sau maduva osoasa, se face ca si pentru
cultivarea in mediul solid, folosind metoda de decontaminare cu NaOH-NALC sau Petroff.

Probele de sange si maduva osoasa trebuie sa fie prelucrate prin una din urmatoarele metode
inainte de inocularea flacoanelor VersaTREK Myco (VTM):

a. Tuburi izolatoare: Urmeaza instructiunile producatorului tuburilor izolatoare pentru
liza si concentrare. Inoculeaza 1 ml de sediment in flaconul (VTM).
b. Liza celulelor sanguine integrale cu ADS:
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e Recolteazd 5-10 ml de sange integral intr-o eprubeta Vacutainer care contine polianetol-
sulfonat de sodiu (SPS) sau heparina (esantion minim de cel putin 5 ml).

e Rastoarna tubul de mai multe ori, fara agitare.

e Transfera steril tot confinutul intr-o eprubetd conica de 50 ml (tub Falcon) pentru
centrifuga.

e Adauga ADS pana la marcajul de 40 ml de pe eprubeta. Se vor liza celulele.

e Centrifugheazi la 3000 x g timp de 20 de minute, temperatura 4-12 °C.

e Decanteaza supranatantul.

e Adauga 1-2 ml de tampon fosfat la sediment si resuspenda-|.

e Insamanteaza 1 ml din proba rezultati in flaconului VTM pregitit.

insimantarea flacoanelor de culturi VersaTREK Myco?’

1. Dezinfecteaza dopul flaconului VITM AS (sau indeparteaza-1 cu atentie).

2. Reconstitue aseptic VTM AS injectand 25 ml de ADS prin septul dezinfectat folosind ac si
seringa (sau pipeteaza aseptic ADS). Va fi suficient reactiv pentru 50 de flacoane.

3. Scrie data reconstituirii pe flacon. Poate fi folosit 5 zile cu pastrare la frigider, sau 3 luni prin
congelare la -20° C (scrie data reconstituirii si a expirarii, pentru ci termenul de pastrare trebuie
sa se incadreze in termenul de valabilitate mentionat pe flaconul original). Dacd nu folosesti in
5 zile, repartizeaza pentru 5-10 culturi in tuburi pentru ca odata decongelat nu se recongeleaza.
4. Eticheteaza flaconul de cultura VIM cu informatiile pacientului.

5. Dezinfecteaza dopul flaconului VTM cu alcool. Asteapta sa se evapore.

6. Adauga aseptic 1 ml de VTM GS (supliment de crestere) injectand prin dop cu o seringd cu
ac, sau desurubeaza dopul si pipeteaza aseptic, apoi strange dopul.

7. Adauga aseptic 0.5 ml de solutie VTM AS (supliment antibiotic) prin injectare prin
membrana cauciucatd cu o seringd cu ac, sau desurubeaza dopul si pipeteaza aseptic, apoi
strange dopul.

8. insémén;eazé cel mult 1 ml de proba clinica decontaminatd, concentratd, cu o seringa cu ac,
sau cu pipeta. Strange bine dopul si amesteca prin inversarea flaconului de 5-6 ori, fara agitare.

Insamanteazd suplimentar 0.1 ml de probd pe o placd de agar - sdnge pentru apreCierea
decontaminarii in cadrul CIC, pentru probe selectate randomizat.

e Supraumplerea semnificativa a flaconului poate cauza rezultate fals pozitive, iar in
cazul probelor de sange prelucrate cu tuburi izolatoare este posibilid inhibarea
cresterii micobacteriilor.

o Alternativ, etapele 2 si 6-8 pentru pot fi efectuate prin deschiderea flacoanelor si
addaugarea de reactivi si probe cu ajutorul pipetelor sterile. Trebuie avut grija sa se
mentind tehnologia aseptici. Membrana cauciucatd §i capacul trebuie sa fie
insurubate bine pentru a garanta inchiderea etansa. Daca membrana cauciucatd §i
capacul nu sunt asezate corespunzdtor, se va produce eroare de scurgere a flaconului.

9. Dezinfecteaza flaconul de cultura si gatul lui cu dezinfectant micobactericid (alcool).

10. Indepirteaza sigiliul din partea de jos a unui conector VT. Aseazi capatul conectorului cu ac
pe gatul flaconului de culturd si apasa-l in jos pe verticala pentru a punctiona membrana
cauciucata a flaconului de cultura.
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Nu mai este permisa rasturnarea flaconului de cultura dupa montarea conectorului VT pe
el. Lichidul din ac poate interfera cu citirile de presiune pentru flacon.

11. Inregistreaza informatiile despre pacient in calculatorul VersaTREK/ESP Culture System II.

12. Scaneaza codul de bare al flaconului si aseaza-1 cu conectorul VT intr-o pozitie libera din

instrument, pentru incubare, prin apasare. Roteste conectorul dupa pozitionare corecta.

13. Cand instrumentul indica cu led rosu constant ca o anumita locatie de flacon contine cultura

pozitiva, Indeparteaza flaconul si urmeaza algoritmul de identificare (fig 1).

14. Lucreaza in CPM. Scoate conectorul VT din flacon si indepartati-1 in recipientul pentru

deseuri infectioase taietoare-intepatoare. Dezinfecteaza dopul de cauciuc cu alcool.

15. Agita flaconul temeinic cu vortexul sau manual pentru a disloca organismele din materia

spongioasa continuta in flacon.

16. Urmeaza algoritmul de identificare: frotiu ZN, test imunocromatografic, subcultura LJ:

e Daci sunt prezenfi BAAR pe frotiu, continua identificarea cu testul imunocromatografic
AgMPT64.

e Pe frotiu nu se vizualizeaza microbi, ataseaza un nou conector VT, reintrodu flaconul in
instrument, in aceeasi pozitie si continud incubarea.

e Pe frotiu sunt organisme non-acido-rezistente, continutul flaconului poate fi decontaminat
(vezi la MGIT) si inoculat intr-un nou flacon VTM, sau poate fi considerat deseu infectios si
se prelucreaza un alt produs. Rezultatul va fi cultura contaminata.

17. La finalul perioadei de incubare (42 de zile), un flacon care nu a prezentat raspuns pozitiv
de crestere bacteriana trebuie sa fie inspectat vizual pentru a vedea daca este tulbure sau are
grunji. Dacad lichidul este tulbure sau cu grunji ori flocoane prepara un frotiu si coloreazd ZN,
insamanteaza pe agar-sange si LJ. Dacd mediul este limpede, flaconul poate fi debarasat/
autoclavat. Rezultat: cultura negativa.

REZULTATE
Semnal pozitiv:
e Cu identificare de microbi din complexul M. tuberculosis: Existd aproximativ 10°
unitdti formatoare de colonii (UFC)/ml de micobacterii la momentul de detectie.
® BAAR prezenti, dar nu este identificat complexul M. tuberculosis. Subculturd si
identificare geneticd a NTM in LNR. Rezultat: M. spp, cultura in curs de identificare
la LNR.
e Cultura contaminata: sunt prezenti microbi de contaminare.
Semnal negativ: la sfarsitul perioadei de incubare.

Adiugarea informatiilor pacientului DUPA scanarea flaconului

La computer, selecteaza pictograma de cautare (lupa) ;) ‘
FILTER (Filtrare)

PENDING (Asteapta)

ALL IN THE INSTRUMENT (Introdu toate flacoanele in instrument)

SPLIT (Impirtire ecran - se poate si fie deja impartit)

Fa click pe bara coloratd albastru din partea de sus a ecranului, de cautare, pentru a
deschide un tabel, daca acesta nu este deja deschis.

coarwNE
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7. Introdu codul de acces in campul Accession Id din tabel (numarul din registru).
8. Fa click pe primul raport din partea stanga a ecranului.
9. Introdu numele si CNP pacient, impreuna cu alte detalii.

Pentru inregistrari multiple: da click pe urmatorul (next), (jos, in partea stanga a ecranului,
pentru a salva informatiile inregistrate anterior.

Pentru o singura inregistrare: selecteaza si da click pe butonul REFRESH (reincarcare pagina).

Introducerea informatiilor pacientului INAINTE de scanarea unui flacon

La computer, selecteaza pictograma pentru introducere proba __—=

NEW (Nou)

Introdu codul ID de acces (numarul din registru)

Selecteaza tipul testului (Myco)

Mergi la campul ID pacient

Scrie CNP-ul pacientului

Scrie numele pacientului

Scrie alte detalii necesare (produs, cine solicitd, unitate sanitard)

Selecteazd NEW (Nou) din nou, pentru addugarea datelor pentru urméatorul pacient si
repeta pasii de mai sus.

CoNoO~wWNE

SAU
Daca ai terminat de introdus informatiile, inchide fereastra pentru a salva modificarile facute.

ERORI POSIBILE SI SOLUTII PENTRU CORECTARE

Ca pentru orice metoda folosita, in timpul functionarii echipamentului VersaTREK pot sd apara
probleme care ar putea conduce la rezultate cu calitate slaba.

Verifica si remediaza problemele imediat ce survin. Sursele problemelor pot fi asociate cu
componente hardware, temperatura, sertare sau flacoane. Semmnalele de atentionare pot fi
acustice sau vizuale. Erorile constituie surse de risc pentru calitate si trebuie sa fie cunoscute de
personalul care lucreaza cu echipamentul VersaTREK pentru a le preveni, sau daca ele au aparut,
pentru a le recunoaste si corecta imediat.

Sunt prezentate in continuare succint, problemele care pot sa apard, cauzele si modul de
rezolvare a lor.

a. Probleme intilnite la flacoanele VersaTREK

Problema Cauza posibila Solutie

In flacon este prea Flaconul nu a fost umplut Rezultatul poate fi fals-pozitiv. Confirma
mult sange (sau fluid | corespunzaitor de catre rezultatul pozitiv prin examinarea frotiului ZN
corporal) utilizator si a subculturii.

Respecta protocolul de lucru si introdu in
flacon cantitatile corecte pentru fiecare
componenta necesara.
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Problema

Cauza posibila

Solutie

Flaconul figureaza
activ in sistem, dupa
inlaturarea lui din
echipament

Defectiuni de ordin
hardware sau la intrerupétor

Apasa butonul Intrerupator; urmareste pe ecran
daca flaconul dispare. Daca nu obtii nici un
rezultat, contacteaza reprezentantul tehnic.

Apar erori repetate
pentru acelasi locas

Conectare incorecta la
senzor, de la intrerupator
sau conexiune interna.

Printeaza graficul pentru locasul respectiv;
anunta reprezentantul tehnic. Dezactiveaza
locasul.

Locatia flacoanelor nu
coincide cu locatia
testului.

Flaconul VTM nu are
garniturd de etansare.

Pune garnitura de etansare in locasul respectiv.

Arcul este blocat sau nu se
afla la nivelul adaptorului.

Apasa adaptorul si arcul pentru a le aduce la
acelasi nivel.

Este utilizat alt tip de flacon
decat cel autorizat.

Folosest flacoane VT. Anunta medicul;
insdmanteaza alta proba in flacon nou VIM si

incubeaza separat flaconul neacceptat sau
incompatibil

b. Probleme la citirea codurilor de bare

Factori ce pot afecta scanarea

Solutii

Eticheta aplicata peste codul de
bare al flaconului.

Daca gasesti un flacon al carui cod de bare a fost acoperit sau
distrus, foloseste un alt flacon de acelasi tip, din acelasi lot,
pentru scanare. Foloseste eticheta unica a flaconului original
pentru codul de acces.

Flaconul poate fi prea aproape sau
prea departe de lentila de citire.

Tine flacoanele cu etichete mici aproape de lentila de citire, iar
cele cu etichete mai mari la 1-2 cm de lentila.

Calitatea codului de bare de pe
eticheta poate fi slaba.

Verifica dungile negre care formeaza codul de bare sd nu aiba
intreruperi sau imperfectiuni. Verifica imprimanta pentru coduri
de bare daca printeaza corespunzator.

Eticheta cu codul de bare trece prea
rapid prin fata lentilei laser.

Laserul de citire functioneaza cel mai bine daca eticheta este
tinuta stationar in fata acestuia.

Lentila de citire poate fi murdara.

Praful si murdaria de pe manusile din latex pot obtura partial
lentila de citire. Curatata lentila folosind numai produse de
curatare corespunzatoare (laveta din silicon). Nu se folosesc
servetele de hartie sau servetele umede pentru curitarea
lentilei.

Laserul nu poate citi codul de bare
intreg.

Laserul citeste pe linie verticald, de sus in jos. Tine flaconul in
asa fel incat eticheta sa poata fi incadrata pe toata suprafata ei de
raza laserului.
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c. Probleme de alimentare

CU energie.

Cauze posibile

Actiuni corective

Cablul de alimentare nu este
conectat.

Conecteaza la o prizd cu impamantare.

Siguranta circuitului principal este
ridicata (deconectatd).

Indeparteaza panoul de protectie; reseteaza siguranta. Clapeta
sigurantei are inscriptia On/Off pe partea dreapta. Daca
siguranta sare din nou, apeleaza la reprezentantul tehnic TREK.

Siguranta circuitului de alimentare
electrica a cladirii este ridicata.

Contacteaza personalul de la serviciul tehnic al spitalului.

d. Probleme la tastaturi (t

astatura nu functioneaza).

Cauze posibile

Actiuni corective

Cablul de retea nu este conectat la
computer.

Opreste alimentarea, reconecteaza cablul, reia alimentarea.

Computerul este defect.

Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK.

Tastatura este defecta.

In tastatura sunt blocate obiecte
straine (agrafe de hartie, etc.)

Intoarce tastatura si bate usor pe spatele acesteia sau aspira usor
pentru a inlatura obiectele straine.

e. Monitorul / ecranul tact

il nu functioneaza.

Cauze posibile

Actiuni corective

Pana de curent electric.

Apasa intrerupatorul pe pozitia ON.

Cablul nu este conectat la sursa de
alimentare.

Reconecteaza cablul.

Contrastul/ luminozitatea au un
nivel scazut.

Ajusteaza optiunile de contrast/ stralucire.

Cablul nu este conectat la PC

Reconecteaza cablul.

Imaginea nu este calibrata.

Calibreaza imaginea.

Monitorul este defect.

Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK

f.

Mouse-ul nu functioneaza.

Cauze posibile

Actiuni corective

Cursorul se afla in afara imaginii.

Misca mouse-ul pentru a readuce cursorul in campul vizual.

Cablul mouse-ului nu este conectat
la computer.

Opreste PC-ul, reconecteaza cablul, reporneste computerul.

Mouse-ul nu este compatibil cu PC

Utilizeata dispozitivul recomandat de TREK.

Mouse-ul este defect.

Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK.

g. Imprimanta nu functioneaza.

Cauze posibile

Actiuni corective

Imprimanta nu este pornita.

Porneste imprimanta.

Cablul nu este conectat la
imprimanta.

Reconecteaza cablul.

Cablul nu este conectat la PC

Reconecteaza cablul 1la PC.

Imprimanta nu are hartie.

Realimenteaza cu hartie.

45




Imprimanta este defecta. Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK

Imprimanta nu este configurata ca
imprimanta principala.

h. Probleme legate de temperatura VersaTREK

Problema

Cauza posibila

Solutie

Este declansata
alarma pentru
temperatura

Temperatura in laborator este prea
mare

Verifica termostatul incaperii.
Reseteazd-1 daca trebuie.

Punctul de incalzire este ales
gresit sau calibrarea este
incorecta.

Temperatura sistemului este prea
mare.

Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK

Defectiuni ale sistemului de
alarma.

Apasa butonul reset al alarmei. Daca suna
iar, apeleaza la reprezentantul tehnic

TREK

Ventilatoarele nu functioneaza

Apeleaza la reprezentantul tehnic TREK

Semnalul luminos
pentru temperatura
are culoarea
chihlimbarului

Temperatura in laborator este prea
mare.

Verifica termostatul. Resetati-1 daca este

necesar.

Punctul de incélzire ales este
gresit sau calibrarea este
incorecta.

Temperatura sistemului este prea
inalta.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Sistem de alarma defect.

Apasd butonul reset al alarmei. Daca

alarma suna din nou, apeleaza

departamentul de suport tehnic TREK.

Ventilatoarele nu functioneaza.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Ecranul de control
pentru temperatura
afiseaza valoare
scazuta in interiorul
echipamentului.

Sertar(e) deschise.

Inchide sertar(e).

Punctul de incalzire este prea mic.

Garnitura de izolare este crapatd/
nu izoleaza ermetic.

Defect placa AT.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Alarma pentru
temperaturad nu se
aude cand
comutatorul audio
este pe pozitie
deschis.

Temperatura este adecvata.

Nici o actiune.

Defectiune alarma acustica.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.
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i. Eroride sistem VersaTREK

Problema

Cauze posibile

Actiuni corective

Sertar deschis,

LED ars.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

lumina LED Defectiuni ale circuitului electric.
nefunctionald Intrerupitorul magnetic este indoit
sau rupt.
Senzorul de activare pentru sertar
nu este aliniat corespunzator.
Lumina LED Obiect care Tmpiedica inchiderea | Inspectati usa si garnitura pentru a

activata cand
sertarul pare sa fie
inchis

sertarului.

indeparta orice fel de obiect strain.

LED-ul indicator nu functioneaza.

Senzorul de activare pentru sertar
nu este aliniat corespunzator.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

j. Erorila sertare

Problema

Cauze posibile

Actiuni corectoare

Sertarele nu pot fi
inchise

Sinele sertarului sunt indoite.

In spatele sertarului se afla obiecte
straine.

Sertarul nu a fost reintrodus
adecvat, dupa inlaturarea lui din
echipament.

Mecanismul de blocare a fost
repozitionat gresit, dupa
inlaturarea sertarului din
echipament.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Sertarele nu pot fi
deschise

Sinele sertarului sunt indoite.

Sinele nu sunt aliniate.

In spatele sertarului se afla obiecte
strdine

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Sertarele nu raman
deschise

In spatele sertarului se afla obiecte
strdine.

Garnitura de etansare lipseste sau
este deteriorata.

Sertarul nu este aliniat la unitate.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Curge lichid in
sertare

Flacoane sparte sau crapate.

Atentie! Aplica masuri de protectie
adecvate: manusi, masca FFP2, ochelari
de protectie. Aduna cioburile, curata si
dezinfecteazai suprafetele afectate.
Apeleaza departamentul tehnic TREK
pentru scurgeri semnificative.

Aerosoli produsi de flacoane.

Foloseste masuri de protectie adecvate
(halat, masca, manusi)! Curata si
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Problema

Cauze posibile

Actiuni corectoare

dezinfecteaza suprafetele afectate.
Schimba tamponul de absorbtie.

Senzorul sau
intrerupatorul sunt
defecte

Senzorul sau intrerupatorul sunt
defecte.

Dezactiveaza locasul si apeleaza
departamentul tehnic TREK..

k. Semnale luminoase

Problema

Cauze posibile

Actiuni corective

Luminile LED
pentru locasuri
continua sa clipeasca
si dupa ce flacoanele
au fost introduse

Flacoanele nu au fost introduse
corespunzator in locasuri.

Inlatura flaconul; ataseaza conectorul
VersaTREK. Repeta procesul de incarcare
pentru flacoane. Aliniaza conectorul
VersaTREK la senzor.

LED-urile nu functioneaza.

Senzorul pentru flacoane nu
functioneaza.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Unul sau mai multe
LED-uri sunt aprinse
in mod constant:
lumina continua sau
intermitenta

Flacon pozitiv.

Proceseaza flaconul pozitiv.

Senzor flacon blocat.

Apasa Intrerupatorul pentru ca lumina sa
dispara. Daca semnalul luminos persista,
apeleaza departamentul tehnic TREK.

Eroare de motor, convertor sau
EEPROM.

Verifica detaliile locasului si tipul de
avarie. Dezactiveaza locasul.

LED defect.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

LED-urile nu emit
semnale luminoase
pentru introducere/
inlaturare flacon
dupa cateva incercari
repetate.

LED-uri defecte.

Eroare de conexiune.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.

Luminile pentru
status unitate nu
functioneaza atunci
cand LED-ul rosu
pentru sertar este
activ.

In sistem nu se afld nici un flacon
pozitiv.

Verifica inventarul flacoanelor din sistem.

Conexiunea/ comunicarea dintre
sertar si placa centrald este
defectuoasa.

Pictograma pentru
Introducere flacon
nu activeaza cititorul
pentru coduri de
bare.

Cititorul pentru coduri de bare nu
functioneaza.

Ecranul LCD este defect.

Apeleaza departamentul tehnic TREK.
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Identificarea culturilor

Fie ca sunt culturi pe mediul LJ, pentru care citirea se face manual, fie ca sunt culturi in mediul
lichid obtinute prin cultivare in sisteme cu semnalare automatd a pozitivarii, finalizarea
rezultatului este posibild doar dupa parcurgerea etapelor de identificare a microbilor crescutiZ®:

e Examinare macroscopica (aspectul coloniilor, culoarea/aspectul mediului)
e Examinarea microscopica in coloratia ZN.

e Test imunocromatografic rapid Ag MPT64, dacd pe frotiul colorat ZN sunt prezenti
BAAR.

Morfologia macroscopica a coloniilor

In functie de compozitia mediului de culturi, morfologia macroscopici a coloniilor de
micobacterii din complexul M. tuberculosis poate varia, de aceea vom descrie mai jos aspectul
orientativ pe care 1l putem vedea cel mai des pe mediile folosite in tara noastrd, la examinarea cu
ochiul liber sau/si cu lupa:

Morfologia macroscopicd a coloniilor pe mediul LJ care contine glicerol*1822

e colonii rugoase (R), de 1-4 mm diametru, crem-galbui conopidiforme, uscate, cu margini
bine definite, crenelate, usor bombate sau uneori plate (M. tuberculosis). Coloniile tinere,
pe mediu bine hidratat pot fi netede, bombate.

e colonii netede (S), de 1-2 mm diametru, alb-galbui (M. bovis)

e culoarea mediului nu este modificata sau cel mult pare discret decolorat.

e daca mediul este intens decolorat sau verde-albastrui se va suspecta contaminare cu alti
microbi; se face totusi frotiu pentru verificare. Nu se face frotiu daca mediul este
lichefiat.

Morfologia macroscopica a coloniilor crescute in mediul lichid Middlebrook 7H9.

e mediul ramane limpede si are un depozit fin la fundul tubului; dupd agitarea tubului
lichidul are suspensii granulare de dimensiuni diferite.

e mediul este tulbure uniform sau se tulburd dupa agitare.

Morfologia microscopicd a coloniilor>*:
e La prepararea frotiurilor se apreciaza modul de emulsionare; grunjoasa-poate sugera MT;
uniforma-poate sugera NTM sau alti microbi.
e coloreaza ZN si examineaza la microscopul optic
e descrie in caietul de lucru:

» agezarea in frotiu: COrzi-serpentine, cu numar mic de BAAR izolati (PC =
pozitiv corzi); gramezi de bacili, respectiv bacili aglomerati Tn mai multe
zone, fard sd se poatd vedea continuitatea corzilor, cu putini BAAR izolati
(PG = pozitiv gramezi); BAAR distribuiti nesistematizat, uniform (PN =
BAAR pozitiv, nesistematizati); prezenta de corzi laxe.

= lungimea bacililor: bacili mai lungi de 7 um. Verifica daca sunt si bacili
ramificati; bacili cu lungimea intre 3-6 pum; bacili de 2 um sau forme
cocoide.

= tinctorialitatea bacililor: BAAR colorati uniform; BAAR colorati granular;
BAAR incomplet colorati, albastri, cianofili.

= Prezenta altor microbi, singuri sau in asociere cu BAAR.
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Inregistrarea/Raportarea rezultatelor

Rezultatul examindrii microscopice efectuate pentru verificarea/identificarea culturii ramane
inregistrat doar in documentele laboratorului.

In registrul laboratorului si in buletinul eliberat catre clinician va figura doar diagnosticul final,
dupa caz: complex M. tuberculosis, sau NTM (micobacterii netuberculoase), cultura
contaminata.

In cazul culturilor din mediul lichid, pentru cresterea aderentei microbilor la lama se foloseste
albumini adezival, care ajuti la fixarea preparatelor lichidiene cu celularitate siraci, pe lama.
Aplica pe lama o pelicula foarte find din unul din preparatele de mai jos. Pelicula groasa
impiedica uscarea si favorizeaza desprinderea preparatului de pe lama.

Albumina glicerinatd Mayer®®

50 ml albus de ou (de la 2 ouad)

50 ml glicerina anhidra

1 g salicilat de sodiu umectat cu ADS

Amesteca prin miscari circulare, aseptic, intr-un balon steril cu perle de sticla.

Filtreaza prin hartie de filtru sterila. Rezultd un lichid translucid, slab galbui, limpede.

Verifica sterilitatea. Pastreaza la temperatura camerei 2 - 6 luni. Lucreaza steril, cu pipeta sau
tampon.

o o QJ

b. Albus de ou acetic

e 1 albus de ou agitat energic, fard sa spumeze, cateva minute, prin miscari circulare cu

e 80 ml ADS

e adauga apoi 3 ml acid acetic.

e filtreaza prin hartie de filtru sterila.
Verifica pentru sterilitate. Conservare indefinitd, la temperatura camerei. Lucreaza steril, cu
pipeta sau tampon.

Etapele examenului microscopic pentru examinarea culturilor pozitive sunt descrise mai sus la
”Examenul microscopic”, coloratia ZN.

Prepararea frotiurilor.

a. Cultura pe mediul LJ

1. marcheaza lama cu numarul culturii

2. pune o picatura de apa distilata sau albumina adeziva pe lama folosind pipeta

3. 1iacu ansa bacteriologica din 2-3 colonii si amestecd bland in lichidul de pe lama, fara sa
stropesti

4. usuci la aer, pe plita cu termostatare (65-70°C) si asteapti cel putin 2 ore inainte de etapa
urmatoare

b. Cultura din mediul lichid Middlebrook 7TH9

1. marcheaza lama cu numarul culturii

2. agitd tubul cu culturd manual sau prin vortexare. Asteaptd 5 minute sa sedimenteze
aerosolii infectiosi.

3. pune o picatura de albumina adeziva pe lama folosind pipeta
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4. iacu pipeta cca 100 pl din cultura si amesteca bland in albumina adeziva depusa pe lama,
fara barbotare.

5. usuci la aer, pe plita cu termostatare (65-75°C) si asteapti cel putin 2 ore inainte de etapa
urmatoare.

Colorarea frotiurilor. Coloratia Ziehl Neelsen'®

1. pune lamele cu frotiurile fixate pe suportul de colorare fara sa se atinga intre ele.

2. acopera complet frotiurile cu solutie 0.3% de fuchsina fenicata proaspat filtrata.

3. treci pe sub frotiuri flacdra unui bec de gaz pana la emiterea de vapori, fard sa fiarba.
Repeta actiunea de 3-4 ori in primele 3 minute. Completeaza cu fuchsina daca aceasta s-a
uscat sau s-a scurs de pe lama. Lasa pana la 10 minute.
spald cu jet slab de apa de robinet si scurge apa.
acopera frotiul cu alcool-acidulat 3% si lasa-l pentru decolorare maxim 3 min. Nu insista
cu decolorarea dacd preparatul este efectuat din culturd (in peste 90 % din aceste
preparate sunt prezenti BAAR, care nu se vor decolora)
spald din nou cu jet slab de apa de robinet si scurge apa.
acopera frotiul cu albastru de metilen 0,3% timp de 30 sec., maximum 1 minut.
spald bland sub jet de apa de robinet.

Usuca la aer, fara sa fortezi uscarea.

ok~

©ooNo

Frotiurile din culturi se coloreaza exclusiv ZN. Culturile pentru care frotiul indica prezenta
BAAR se testeaza obligatoriu pentru confirmarea apartenentei la complexul M.
tuberculosis, folosind test rapid imunocromatografic Ag MPT64.

Culturile cu rezultat negativ Ag MPT64 se trimit imediat la LNR pentru identificare de
specie.

e Indiferent de metoda de preparare a frotiurilor, ele trebuie lasate sa se usuce la aer,
ferite de raze UV, pe plita cu termostatare din interiorul CPM, de unde sunt scoase
pentru colorare.

e Toate materialele folosite (pipete, anse, tuburi) se colecteaza in recipente pentru
materiale infectioase si se autoclaveaza.

e Dupa colorare usuca frotiurile in pozitie inclinata pe suport de lame la temperatura
camerei.

e Nu incalzi lamele pentru griabirea uscarii pentru ca frotiul se poate crapa si se
dezlipeste de pe lama.

e La prepararea frotiurilor din culturi se pot genera o cantitate mare de aerosoli
infectiosi.

* Se respecta obligatoriu precautiile de prevenire a generarii si raspandirii aerosolilor
infectiosi.

e Chiar daca se prepara mai multe spoturi pe aceeasi lama, acestea trebuie sa fie din
aceeasi cultura, nu din culturi diferite, pentru a nu se contamina incrucisat in
etapele de colorare, prin prelingere de pe un spot pe altul, cu rezultat fals pozitiv.
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Testul imunocromatografic pentru identificarea complexului M.tuberculosis in cultura

Principiul testului

Caracterizarea biochimica, imunologicd si moleculara a MTB a dus la evidentierea mai multor
antigene utile in identificarea bacteriilor apartinind complexului M. tuberculosis.>?%

Testul de identificare a Ag MPT64, pus in evidentd in lichidul culturilor bacteriene de MTB,
foloseste anticorpi monoclonali anti-MPT64 proveniti de la soareci, in test de tip sandwich.

Descrierea testului
e Testul contine un godeu pentru proba si o portiune absorbanta cu liniile T = test s1 C =
control
e Linia control se foloseste pentru validarea reactiei, fiind coloratd in rosu doar daca
tehnica a fost corect aplicata si reactantii sunt functionali
e Linia test se coloreaza in rosu in cazul prezentei de Ag MPT64 1n suspensia bacteriana
Pastrare
e La temperatura camerei, intre 1-30 °C (nu se congeleazi)
e Nu se tine la lumina directa, este sensibil la caldura si umiditate
e Testul se va folosi imediat dupa scoaterea din pachet
e Nu se va utiliza dupa expirarea valabilitatii
Prepararea suspensiei bacteriene
e Culturile in mediu lichid pot fi folosite ca atare, depunand 100 pl in godeul pentru proba
e Culturile in mediu solid se prepara astfel: se suspenda 3-4 colonii in 200 ul solutie de
extractie; daca exista lichid de condens la baza pantei mediului solid, se folosesc 100
microlitri din acesta.
Procedura de lucru
e Se scoate caseta din pachet si se aseaza pe o suprafata neteda, uscata
e Se marcheaza cu numarul culturii de cercetat
e Se depun 100 pl (mediu lichid sau suspensie bacteriana in solutia de extractie) in godeul
pentru proba
e Se urmdreste colorarea in rosu-violet a benzilor test si control pe masura absorbtiei probei
e Interpretarea rezultatului are loc la 15 minute de la depunerea probei

Rezultat negativ : se coloreaza doar linia control C. Pot fi NTM (daca frotiul colorat ZN arata
prezenta de BAAR) sau microbi de contaminare (colorati albastru).

Rezultat pozitiv : complexul M. tuberculosis, se coloreaza ambele linii, test T si control C.
Test invalid, neinterpretabil: nu se coloreaza linia C. Necesita repetare pe o altd caseta.

Inregistrari

Rezultatele testului se inregistreazi in caietul de lucru pentru identificare. In registrul
laboratorului si in buletinul de rezultate se scrie doar rezultatul final, concluzia: MTB sau NTM,
sau/si culturd in curs de identificare, dacad cultura a fost trimisd la LNR pentru identificare de
specie in cazul rezultatului negativ la cultura cu frotiu BAAR pozitiv la verificarea microscopica,
ori culturd contaminata.
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TEHNICA EFECTUARII ANTIBIOGRAMEI MICOBACTERIILOR

Principiu: Se compara cresterea MTB insamantat in mediul care contine substante anti-TB
(tuburi test) cu cresterea pe tuburile de control (martor), care nu contin aceste substante si se
apreciazi cresterea, respectiv lipsa cresterii pe tuburile test?®. Testarea se face pentru concentratii
diferite de substante anti-TB, denumite concentratii critice care, cel putin teoretic, corespund
concentratiilor realizate de substanta respectivi in singele pacientilor®2. Pentru ca o culturi si fie
consideratd cu rezistentd la o substantd anti-TB, trebuie sa fie depasitd proportia critica de
crestere, care este stabilitd pentru majoritatea substantelor testate, la 1% din populatia totala
testata.

Rezultatele ABG au valoare orientativa si exprima comportamentul in vitro al micobacteriilor, cu
putine dovezi referitoare la relevanta clinici a rezultatelor 2,

Dintre tehnicile standardizate recomandate de OMS?®, prezentim mai jos metoda concentratiilor
absolute, metoda proportiilor in mediul LJ si metoda proportiilor in mediul lichid Middlebook
7H9. Concentratiile critice fata de care se face testarea sunt revizuite, aprobate si comunicate de
citre OMS periodic si trebuie adoptate de citre laboratoarele care fac ABG*2.

Metoda concentratiei absolute®*

1. Numerotarea tuburilor martor si test cu numarul din registru al tulpinii de testat. Odata cu
numerotarea se verifica si aspectul macroscopic al mediului, lotul si data expirarii. Tuburile
se scot din frigider cu cel putin 30 minute inainte de Tnsdmantare, pentru echilibrare termica.

2. Prepararea inoculului bacterian
Foloseste cultura de 21-30 zile de la data insamantarii:
e cultura primard cu crestere de 2+ sau3+,
e subcultura in cazul culturii primare imbatranite sau sarace, dar nu mai putin de 10 colonii
pe cultura initiald. Pentru subculturd, indiferent de motiv, se preleveaza din cat mai multe
colonii pentru o cat mai buna reprezentare a populatiei bacteriene.

3. Prepararea suspensiei bacteriene

e Incarci o ansi bacteriologica cu bacterii prelevate din cat mai multe colonii (cca 5 mg)
Emulsioneaza in 2 ml ADS
Asteapta 30 minute sd sedimenteze
Trece supernatantul in alt tub, cu pipeta sterila
Ajusteaza turbiditatea prin adaugare de ADS in timp ce compari cu etalon de turbiditate
McFarland nr 1 (corespunde la 1 mg/ml masid micobacteriani, aproximativ 1x10®
UFC/ml)322,
Foloseste pentru prepararea suspensiei bacteriene acelasi tip de tub cu tubul etalon. Pastreaza
etalonul la intuneric si agiti-1 inainte de folosire. Inlocuieste-1 daca apar grunji.

4. Diluarea suspensiei bacteriene

e Ia din suspensia bacteriana de 1mg/ml (punct 3) o picéturd (0.05ml) si dilueaza in 10 ml
ADS (rezulta o dilutie de 1/200 ).
e Schimba pipeta la fiecare nouad dilutie. Pipeteaza numai cu para.
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5. Insamdnteazd céte 0.2 ml (4 picituri) in fiecare tub martor si in fiecare tub test.

6. Inunda suprafata mediului si incubeaza la 36,5-37°C , timp de 48-72 ore inclinat, astfel incat
suprafata pantei sa fie orizontald, cu lichidul pe ea, cu capacul semi-infiletat.

7. Ridica tuburile in pozitie verticald si incubeazad in continuare pana la 21 zile, cand vei face
citirea/interpretarea rezultatelor. Daca cresterea pe tuburile martor este slabd, cu colonii
punctiforme, rare, prelungeste incubarea pana la 28 zile, cand faci citirea finala.

8. Citirea si interpretarea rezultatelor ABG micobacteriilor.

e verifica seria de tuburi corespunzatoare tulpinii de control M. tuberculosis ATCC. Pe
tuburile martor cresterea trebuie sa fie cu colonii numeroase, dar numarabile. Pe tuburile
test sd nu creasca colonii.

e cxamineaza tuburile martor ale tulpinilor de testat si noteaza cresterea bacteriana:

= 50-100 colonii = 1+,
= 100-200 colonii = 2+,
= crestere > 200 colonii pana la colonii confluente = 3+.

Daca sunt sub 50 colonii pe tubul martor sau nu s-au dezvoltat germeni (NSDG), ABG este
neinterpretabild.

Interpreteaza cu prudentd a rezultatele in cazul cresterii a >20 colonii pe tuburile test si
crestere de 3+ (confluent) pe tuburile martor.

Contaminarea cu microbi cu crestere rapida se consemneaza ca atare (denota deficiente de
tehnica).

e Examineaza cresterea de pe tuburile test si se compara cu cea de pe tuburile martor.

e Rezultate:
o SENSIBIL = absenta cresterii bacteriene sau < 20 colonii pe tubul test.
e REZISTENT = mai mult de 20 colonii pe tubul test, la o anumitad concentratie de
substanta antituberculoasd, cresterea fiind egald, comparabila cu cea de pe tubul martor.
e NEINTERPRETABIL = crestere pe tubul martor a mai putin de 50 colonii.
e CONTAMINAT = cresc microbi de contaminare.

Metoda proportiilor, mediul LJ, tehnica indirecti?3*

1. Numeroteaza tuburile martor si test cu numarul din registru al tulpinii de testat. Odata cu
numerotarea verifica si aspectul macroscopic al mediului, lotul si data expirdrii. Scoate
din frigider tuburile cu cel putin 30 minute Tnainte de Tnsamantare, pentru echilibrare
termica.

2. Prepararea inocului bacterian.
Foloseste cultura de 21-30 zile de la data Tnsamantarii:
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e cultura primara cu crestere de 2+-3+,

e sau subcultura 1n cazul culturii primare imbatranite sau sdrace dar nu mai putin de
10 colonii. Pentru subcultura, indiferent de motiv, se preleveaza din cat mai multe
colonii.

3. Pregatirea materialelor

e scoate din frigider mediile corespunzatoare numarului de tulpini care urmeaza sa
fie testate

e numeroteaza cu marker permanent cate o serie de tuburi pentru fiecare tulpina, cu
numarul din registru al culturii si cu dilutia inoculului, astfel: cate doua tuburi
martor pentru fiecare dilutie a inoculului si cate un tub cu fiecare substantd
antituberculoasa pentru fiecare dilutie a inoculului.

e numeroteazd tuburile pentru prepararea suspensiei bacteriene, tuburile pentru
prepararea inoculului standardizat si tuburile pentru prepararea dilutiei de
insamantat (cate 5 tuburi pentru dilutii).

e repartizeaza cate 1 ml ADS 1in tuburile pentru prepararea suspensiei bacteriene si
cate 9 ml in tuburile pentru prepararea dilutiilor. Pregateste si 2-3 tuburi ca
rezerva.

e numeroteaza cate o lama de microscop pentru fiecare cultura

e aseazd la indemana: - Flacon cu ADS

- Pipete sterile de 1 ml sau 2 ml cu para
- Substante dezinfectate - alcool medicinal

4. Prepararea si etalonarea suspensiei bacteriene
Deoarece toate manoperele sunt generatoare de aerosoli infectiosi, se va lucra in CPM, cu
echipament pentru protectie personald. Pipeteaza numai cu para. Schimba pipeta la fiecare noua

dilutie.

incarcd o ansa bacteriologica cu bacterii prelevate din cat mai multe colonii (cca 5 mg) de
pe mediul LJ, fara sa fie antrenat si mediul.
emulsioneazd in 1 ml ADS. La sfarsit etaleazd un spot pe lama cu numaérul corespunzator
al culturii. Dupa uscare, fixeaza si coloreaza ZN frotiul
completeazd cu ADS pana la cca 3 ml. Omogenizeaza fara a barbota.
asteapta 30 minute sd sedimenteze flocoanele mari.
ia cu o pipeta sterila supernatantul si trece-| intr-un tub care are dimensiunile etalonului
de turbiditate.
ajusteaza turbiditatea prin comparare cu etalonul standard nr.1 McFarland. Suspensia
micobacteriani astfel etalonati corespunde la aproximativ 1x108UFC/ml.3%
pastreaza etalonul in conditiile specificate de producator. Este Indepartat in momentul in
care apar grunji de aglutinare. Inainte de utilizare etalonul este omogenizat prin agitare.
Etalonarea suspensiei bacteriene:
= suspensia bacteriana din cele 2 eprubete (etalon si test) se compara tinandu-le in
fata unei hartii albe cu linii negre de 2-3 mm, paralele si orizontale. Liniile trebuie
sa se vada cu aceeasi claritate prin cele 2 eprubete.
= daca suspensia bacteriana are turbiditatea diferita de a etalonului, se adauga masa
bacteriana sau ADS, dupa caz.
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= se poate folosi aparat (densimat) pentru aprecierea turbiditatii date de bacterii

Citirea frotiurilor colorate ZN pentru confirmarea puritatii culturilor se face imediat dupa
efectuare i nu se vor insdmanta suspensiile bacteriene care contin microbi de contaminare.

5.

Diluarea suspensiei bacteriene

ia 1 ml din suspensia bacteriand de 1mg/ml cu o pipeta sterild si dilueazd in 9 ml ADS
(dilutie 10').

omogenizeazi cu alti pipetd, fird barbotare si ia 1 ml din dilutia 10}, transvazeazi in 9
ml ADS (dilutie 1072).

continui in acelasi fel pani la realizarea dilutiei de 10°°.

Schimba pipeta dupa fiecare dilutie.

6.

Insamanteazd din dilutia 103 cate 0.2 ml in fiecare din cele doud tuburi martor si in
fiecare tub test marcat pentru aceasta dilutie.
Insamanteaza din dilutia 10 cite 0.2 ml in fiecare din cele doud tuburi martor si in

fiecare tub test marcat pentru aceasta dilutie.

e inunda toatd suprafata mediului cu atentie, astfel incat inoculul sd nu ajunga la
dop,

e incubeaza la 36,5-37°C, timp de 48-72 ore inclinat astfel incat suprafata pantei sa
fie orizontala, orientata in sus, cu capacul semi-infiletat.

e dupa evaporarea lichidului, ridica tuburile in pozitie verticala, inchide-le complet
si incubeaza in continuare pana la 28 zile, cand se face prima citire/interpretare a
rezultatelor.

7. Citirea si interpretarea rezultatelor ABG prin metoda proportiilor, pe mediu LJ

Citire la 28 si la 42 de zile (daca este necesar).

Citirea antibiogramei. Prima citire se face dupa 28 de zile de la insamantare. Se incepe cu citirea
rezultatelor pentru tulpina M. tuberculosis ATCC 25177, H37 Ra pusa in lucru pentru fiecare lot
nou de mediu.

In interpretarea rezultatelor tuturor ABG care folosesc acelasi lot se va face referire la aceasta

citire.
[ ]

numiri coloniile crescute pe tuburile de control corespunzitoare dilutiilor 102 si 10
notand media numarului de colonii.

numiri coloniile crescute pe tuburile test corespunzitoare dilutiilor 1073 si 107,

scrie numarul exact de colonii in registru si calculeaza proportia dintre numarul coloniilor
crescute pe tuburile test si pe tuburile de control cu aceleasi dilutii. Scrie proportia
calculati. In cadrul aceleiasi dilutii: nr colonii de pe tubul test x 100/ media numarului de
colonii de pe tuburile martor.

Citire la 28 zile:

Dacé pe tuburile test la nici una din dilutiile bacteriene nu este crestere bacteriand, se
consideri tulpina SENSIBILA si se poate elibera rezultatul. Se noteazi S.

Daca cresterea pe tuburile test este mai mare decat 1% din media numarului coloniilor de
pe tuburile martor se considerd ci tulpina este REZISTENTA la acea substantd
antituberculoasd. Se noteaza R.
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Citire la 42 zile:
e Dacd pe tuburile test cresterea este mai mica decat 1% din media numarului coloniilor de
pe tuburile martor se vor reincuba tuburile corespunzatoare tulpinii respective pana la 42
de zile, cand se face citirea finala si interpretarea rezultatelor ca la 28 de zile.

Metoda proportiilor modificata, in sistem MGIT 960, tehnica indirecta

Testarea se poate face din cultura obtinuta in mediul lichid sau pe mediul solid LJ. Etapele de
lucru sunt identice de la momentul insdmantarii inoculului, insd acesta se prepara diferit, In
functie de mediul de crestere a culturii primare, fiind necesara parcurgerea etapelor prezentate in
diagramele de mai jos (Tabel VII - X). Testarea folosind MGIT 960 se poate face pentru RMP,
INH, SM, EMB, PZM, Ofl, CAP, MOX, K. Testarea substantelor anti-TB de linia a 2-a se face
doar in LNR.

Tabel VI1I. Diagrama de lucru pentru testarea substantelor anti-tuberculoase de linia intii in sistem
MGIT, din cultura pozitiva in mediul solid

Etape MGIT SIRE - din cultura pe mediul solid
Reconstituire 1. Adauga cate 4 ml ADS la fiecare flacon cu substanti anti-TB. (40 ABG)
SIRE 2. Imparte cate 1 ml in criotuburi sterile (pt 10 ABG). Scrie data reconstituirii
si data expirdrii. Se pot distribui cantitati diferite, in functie de volumul de
lucru.
3. Congelare la—20° C maxim 6 luni.
4. Decongeleaza pentru folosire si ce ramane se aruncd. Nu se recongeleaza!
Pregatire 1. Numeroteaza cate 5 tuburi MGIT pentru fiecare cultura si scrie: CC, S, 1,
R, E.
2. Plaseaza tuburile in aceasta ordine in suportul de incubare.

3. Adauga aseptic cate 0,8 ml supliment de crestere pentru SIRE (acelasi lot
cu kitul anti-TB), la fiecare tub.

4. Pipeteaza aseptic cate 100 pl din solutiile stoc de SIRE in tuburile
corespunzatoare.
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Etape MGIT SIRE - din cultura pe mediul solid
Preparare 1. Pune 4 ml mediu Middlebrook 7H9 in 1 tub steril cu dop, care contine 8-
inocul 10 perle de sticla (2-3 mm).
2. Preleveaza cu ansa din cat mai multe colonii tinere (nu mai veche de 14-
21 zile), evitand antrenarea mediului si descarcd in mediu.
3. Agita 2-3 minute pentru ruperea corzilor. Suspensia sa fie cu turbiditate
mai mare de 1 McFarland.
4. Lasa sa sedimenteze 20 minute.
5. Transfera supernatantul in alt tub steril cu dop si lasa alte 15 minute sa
sedimenteze.
6. Transfera supernatantul (sa nu mai aiba grunji sau corzi) in al treilea
tub steril cu dop. Suspensia sa fie mai intensa decat 0,5 McFarland.
7. Ajusteaza cu SFS la 0,5 McFarland prin comparare vizuald, dar nu mai
putin de 0,5 McFarland.
8. Dilueaza 1 ml din suspensia etalonatd cu 4 ml SFS, si rezultd DILUTIE
1:5 din suspensia 0,5 McFarland, care reprezinta INOCULUL
Prepara e Pipeteaza aseptic 0,1 ml din suspensia bacteriana INOCUL in 10 ml SFS
Control si rezulta suspensia pentru control: 1:100. Omogenizeaza atent.
crestere CC o Insimainteazi 0,5 ml din dilutia 1:100 in CC.
Inocul tuburi | Insiménteaza in fiecare tub cu substante anti-TB cate 0,5 ml (500 pl) din
SIRE suspensia bacteriand preparatd: INOCUL=DILUTIE 1:5 din suspensia 0,5
McFarland.
CiC Tulpina M. tuberculosis ATCC 25177. Preparata identic cu tulpinile test.
Control Insamanteaza 0,1 ml din suspensia bacteriani in placi cu agar singe, pune in
puritate pungi de plastic si incubeazi la 35-37° C, timp de 48 ore.
cultura Verifica placa cu agar sange dupa 48 ore de incubare. Absenta contamindrii-
corect, se lasa ABG in continuare la incubat in MGIT.
Daca este contaminare, se scoate ABG din incubator si se repetd din cultura pura.
Incubare In suport cu 5 pozitii, cu controlul in partea stinga.
Citire Automata
Interpretare | Automatd

Lucreaza respectand precautiile pentru protectia personala si a mediului (CPM, masca
FFP2, manusi, ochelari).
Foloseste pipete calibrate.
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Tabel VIII. Diagrama de lucru pentru testarea substantelor anti-tuberculoase de linia intii in
sistem MGIT, din cultura pozitiva in sistem MGIT

Etape

MGIT SIRE - din cultura Pozitiva in sistem MGIT 960

Reconstituire

1. Adauga cate 4 ml ADS la fiecare flacon cu substanta anti-TB. (40 ABG)

SIRE 2. Imparte cate 1 ml in criotuburi sterile (pt 10 ABG). Scrie data reconstituirii
si expirdrii. Se pot distribui cantitati diferite, in functie de volumul de lucru.
3. Congelare la—20° C, maxim 6 luni.
4. Decongeleaza pentru folosire si ce ramane se arunca. Nu se recongeleaza!
Pregatire Numeroteaza cate 5 tuburi MGIT pentru fiecare cultura si scrie: CC, S, |,
R, E.
Plaseaza tuburile 1n aceasta ordine 1n suportul de incubare.
Adauga aseptic cate 0,8 ml supliment de crestere pt SIRE (acelasi lot cu
kitul anti-TB), la fiecare tub.
Pipeteaza aseptic cate 100 pl din solutiile stoc de SIRE in tuburile
corespunzatoare.
Prepararea 1. Prima zi de pozitivare se considera ziua 0. Nu se face ABG in ziua 0!
inoculului 2. Se face ABG doar in zilele 1-5 dupa pozitivare. Cultura mai veche de 5 zile
se subcultiva in alt tub.
Ziua de Conduita
pozitivare
0 Nu se face ABG
1si2 Se foloseste cultura ca atare, dupa agitare = INOCUL
3,4,5 Dupa agitare se dilueaza 1:5 (1 ml cultura la 4 ml SFS) =
INOCUL
6 sau mai Nu se face ABG. Necesitd subcultura in tub nou pentru
mult culturd, pronind de la cultura primara.
Prepara e Pipeteaza aseptic 0,1 ml din suspensia bacteriand INOCUL in 10 ml SFS
CcC si rezulta suspensia pentru control: 1:100. Omogenizeaza atent.
o (insimaénteazi 0,5 ml din dilutia 1:100 in CC.
Inocul tub | Insimanteaza in fiecare tub cu substante antiTB céte 0,5 ml (500 ul) din suspensia
SIRE bactriana preparatd = INOCUL
CIC Tulpina M tuberculosis ATCC 25177. Preparata identic cu tulpinile test
Control Insamanteaza 0,1 ml din suspensia bacteriand in placa cu agar singe, pune in
puritate pungi de plastic si incubeazi la 35-37° C, timp de 48 ore.
cultura Verifica placa cu agar sange dupa 48 ore de incubare. Absenta contamindrii-
corect, se lasa ABG 1n continuare la incubat in MGIT.
Daca este contaminare, se scoate ABG din incubator si se repeta din culturd pura.
Incubare In suport cu 5 pozitii, cu controlul in partea stanga. La introducerea in incubator se
verificd ordinea tuburilor pe monitor.
Citire Automata
Interpretare | Automatd
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Tabel IX. Diagrama de lucru pentru testarea pirazinamidei in sistem MGIT

Etape MGIT PZM- din cultura Pozitiva MGIT
Reconstituire Adauga 2,5 ml ADS la flaconul cu PZM. (25 ABG)
SIRE Imparte cate 0,5 ml in criotuburi sterile (pt 5 ABG). Scrie data reconstituirii si
data expirarii.
Congelare la—20° C maxim 6 luni.
Decongeleaza pentru folosire si ce ramane se arunca! Nu se recongeleaza.
Pregatire Numeroteaza cate 2 tuburi MGIT PZM pentru fiecare cultura si scrie: CC,
Z.
Plaseaza tuburile in aceasta ordine 1n suportul de incubare cu 2 pozitii.
Adauga aseptic cate 0,8 ml supliment de crestere pentru PZM (acelasi lot cu
kitul PZM), la fiecare tub.
Pipeteaza aseptic 100 upl din solutia reconstituita de PZM in tubul
corespunzator.
Prepararea | 1. Prima zi de pozitivare se considera ziua 0. Nu se face ABG in ziua 0.
inoculului | 2. Se face ABG doar in zilele 1-5 dupa pozitivare. Cultura mai veche de 5 zile se
subcultiva in alt tub.
Ziua de Conduita
pozitivare
0 Nu se face ABG
1512 Se foloseste cultura ca atare, dupa agitare. Se foloseste ca
inocul.
3,4,5 Dupa agitare se dilueaza 1:5 (1 ml culturd la 4 ml SFS).
Se foloseste ca inocul.
6 sau mai Nu se face ABG. Necesitd subculturd in tub nou.
mult
Prepara e Pipeteaza aseptic 0,5 ml din suspensia bacteriana INOCUL in 4,5 ml SFS
CcC si rezultd suspensia pentru control: dilutie 1:10. Omogenizeaza atent.
o (insiménteazi 0,5 ml din dilutia 1:10 in CC.
Inocul tubul | Insiméanteazi in tubul cu PZM 0,5 ml (500 microlitri) din suspensia bactriani
PZM preparata = INOCUL
CiC Tulpina M tuberculosis ATCC 25177. Preparata identic cu tulpinile test.
Control Insamanteaza 0,1 ml din suspensia bacteriana in placa cu geloza sange, pune in
puritate punga de plastic si incubeazi la 35-37° C, timp de 48 ore.
cultura Verifica placa cu geloza sange dupad 48 ore de incubare. Absenta contamindrii-
corect, se lasi ABG in continuare la incubat in MGIT.
Daca este contaminare, se scoate ABG din incubator si se repeta din cultura pura.
Incubare In suport cu 2 pozitii, controlul in partea stinga.
Citire Automata
Interpretare | Automata
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Tabel X. Diluarea culturii pozitive pe MGIT intre zilele 3-5 dupa pozitivare

Cultura MGIT 3-5 zile Diluarea culturii Insimantare
Dilutie 1:5 4 ml SFS + 1 ml cultura SIRE P test
Dilutie 1:10 4,5 ml SFS +0,5 ml Dil 1:5 0,5ml CC- PZM
Dilutie 1:100 10 ml SFS + 0,1 ml Dil 1:5 0,5 ml CC- SIRE

Antibiograma in sistem VersaTREK

tuberculosis la Rifampicina, Etambutol si Izoniazida, cu ajutorul instrumentului VersaTREK. 2’
Se pot testa culturi obginute pe mediul LJ sau culturi crescute in mediul lichid Middlebrook 7H9.

Pentru ABG in sistemul VT se utilizeaza simultan un mediu de cultura lichid (VersaTREK Myco
Broth), un factor de crestere (VersaTREK Myco GS), concentratii precise de antibiotice anti-TB
si un sistem de detectie care permite incubarea automatizata si monitorizarea continud a tuburilor
inoculate, cu citire a consumului de oxigen la fiecare 24 de minute. La finalul perioadei de
incubare specifice, stabilita pentru fiecare proba testatd, in functie de timpul de pozitivare al
flaconului martor (fara antibiotic), proba este evaluata manual ca fiind sensibila sau rezistenta la
substanta anti-TB.

Fiecdrui flacon i se ataseaza un conector VersaTREK, realizdndu-se astfel un sistem inchis de
monitorizare a flaconului cu instrumentul. O membrana hidrofoba din conectorul VersaTREK
previne aerosolizarea. Informatiile clinice sunt introduse in calculator, iar flacoanele sunt asezate
in instrument pentru incubare la temperatura de 35° C, in conditii stationare.

In tabelele XI- XV sunt detaliate instructiunile de lucru pentru antibiograma in sistem
VersaTREK.
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Tabel XI. Diagrama de lucru pentru testarea substantelor anti-tuberculoase de linia intii in sistem
VersaTREK, din cultura pozitiva pe mediul solid

Etape VersaTREK RIE - din cultura pe mediul solid
Reconstituire | Adauga céate 25 ml ADS la fiecare flacon cu substantaa antiTB (40 ABG)
IRE
Pistreaza maxim 4 saptimani la 2-8° C, sau imparte cate 5,5 ml in tuburi sterile (pt
10 ABG). Scrie data reconstituirii si data expirdrii. Se pot distribui cantitati diferite,
in functie de volumul de lucru estimat
Congelare la—20° C si foloseste in maxim 3 luni. Decongeleazi pentru folosire si
arunca ce ramane. Nu se recongeleaza!
Pregétire Numeroteaza cate 4 tuburi VTM pentru fiecare cultura. si scrie: CC, R, 1, E.
Plaseaza tuburile n aceasta ordine in suport.
Adauga aseptic cate Iml supliment de crestere (Myco GS) pentru RIE (acelasi lot cu
kitul anti-TB), la fiecare tub, inclusiv CC.
Pipeteaza aseptic cate 0,5 ml din solutiile stoc de RIE in tuburile test si 0,5 ml ADS
in tubul CC (controlul cresterii)
Prepararea Pune 4 ml ADS in 1 tub steril cu dop, care contine 8-10 perle de sticla (2-3 mm).
inoculului Preleveaza cu ansa din cat mai multe colonii tinere (nu mai veche de 14-21
bacterian zile), culturd pura, evitand antrenarea mediului si descarcd in ADS.
Agita 2-3 minute pentru ruperea corzilor. Suspensia sa fie cu turbiditate mai
mare de 1 McFarland.
Lasa sa sedimenteze 20 minute.
Transfera supernatantul in alt tub steril cu dop si lasa alte 15 minute sa
sedimenteze.
Transfera supernatantul (s nu mai aiba corzi!) in al treilea tub steril cu
dop. Suspensia sa fie mai intensa decat 1 McFarland.
Ajusteaza cu ADS la 1 McFarland prin comparare vizuald, dar nu mai putin
de 1 McFarland (1 (aproximativ 3x10” UFC/ml),
Dilueaza 1:10 din suspensia etalonata: 9 ml ADS+ 1 ml suspensie etalonata)
= INOCULUL.
Inoculare
Control o (insimanteazi 0,5 ml din dilutia 1:10 in tubul marcat CC.
crestere
Inoculare | Insimanteaza in fiecare tub cu substante anti-TB cate 0,5 ml (500 microlitri) din
tuburi RIE | suspensia bacteriana preparata: INOCUL = DILUTIE 1:10 din suspensia 1
McFarland.
Amesctecare prin inversarea tubului de 3-5 ori.
CIC Tulpina M. tuberculosis ATCC 25177. Preparata identic cu tulpinile test.
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Etape VersaTREK RIE - din cultura pe mediul solid

Control Insamanteaza 0,1 ml din suspensia bacteriani in placi cu geloza sange, pune in punga
puritate de plastic si incubeazi la 35-37° C, timp de 48 ore.
cultura Verifica placa cu geloza sange dupa 48 ore de incubare. Absenta contaminarii-Corect,

se lasd ABG in continuare la incubat in VT.
Daca este contaminare, se scoate ABG din incubator si se repeta din culturd pura.

Incubare In sertarele sistemului, dupa montarea conectorului la fiecare flacon.
Tuburile nu se mai inverseaza dupa montarea conectorului!

Citire Automata, la fiecare 24 minute. CC trebuie sa fie pozitiv intre > 3 zile, dar < de 10
zile, cu semnal pozitiv acustic si luminos.

Dupa pozitivarea CC testul mai dureaza 3 zile- cu urmarire de catre executant (vezi
detelii mai jos, la rezultate).

Consemnare in caietul de lucru.

Interpretare | Rezistent: crestere pe tub test in interval de 3 zile dupa CC,
Sensibil: fara crestere pe tub test in interval de 3 zile dupa CC.
Cresterea dupa 3 zile nu indica rezistenta.

Daca se doreste efectuarea ABG in sistem VT din culturd din mediul solid sau din mediul lichid,
pentru obtinerea culturii de testat se procedeaza astfel:
e Pune 4 ml ADS in 1 tub steril cu dop, care contine 8-10 perle de sticla (2-3 mm).
e Preleveaza cu ansa din cat mai multe colonii, culturd purd, evitdnd antrenarea mediului si
descarcd in ADS.
e Agita 2-3 minute pentru ruperea corzilor. Suspensia sd fie cu turbiditate mai mare de 1
McFarland; sau agita tubul cu cultura in VTM pe care doresti sa o testezi.
Lasa sa sedimenteze 20 minute.
Transferd supernatantul in alt tub steril cu dop.
Ajusteaza cu ADS la 1 McFarland prin comparare vizuala.
Pipeteaza 0,5 ml suspensie in flacon VTM marcat si 1 ml supliment GS.
Monteaza conectorul si incubeaza in sistem pana la pozitivare.
Efectueaza ABG in interval de maxim 72 de ore de la pozitivare.
Agita flaconul 1-2 minute, transfera 1 ml din cultura in tub care contine 9 ml ADS:
dilutie 1:10 = INOCUL.
e Pipeteaza 0,5 ml din inocul la tuburile pregatite ca mai sus (CC, RIE)

Pentru masurarea tuturor cantitatilor se folosesc pipete calibrate.
Se lucreaza in conditii de asigurare a protectiei personalului si mediului (CPM, masca,
halat de protectie, manusi).

Dizolvarea substantelor antiTB si concentratiile rezultate este prezentata in tabelul XII.
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Tabel XI1. Dizolvarea substantelor antiTB si concentratiile rezultate

Conc finala a ADS pentru Concentratie Cantitate Numar
substantei in dizolvare/ dupa introdusa in teste/flacon
flaconul VTM rehidratare rehidratare | flacon VTM | (x2= nr teste/chit)
RMP 1 pg/ml 30 pg/ ml 50

INH 0,4 pg/ml 25ml 12 pg/ ml 05ml 40

EMB 8 pg/ ml 240 pg/ ml 30

Nota: INH este substanta cu rol limitativ. Chiar daca mai sunt disponibile celelalte substante
dizolvate din acelasi lot, ele se vor debarasa. Nu se amesteca substante din loturi diferite.
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Tabel XI11. Addugarea reactivilor si a substantelor de inoculare la flacoanele de testare

VTM etichetat, Volum de GS Volum de Dilutie 1:10
numerotat de pipetat substanta antiTB din cultura,
de pipetat INOCUL
1 pg/ ml Rifampicina 1ml 0,5 ml RMP 0,5ml
0,4 ug/ ml Izoniazida 1mil 0,5 ml INH 0,5 ml
5 pg/ ml Etambutol 1ml 0,5 ml EMB 0,5ml
Control crestere 1mil 0,5 ml ADS 0,5 ml

Introducerea flacoanelor in sistem:
e Scrie pe fiecare flacon numarul de identificare si substanta anti-TB.
e Formatul pentru numarul de acces este ,,Acces ” XY, unde ,,Acces” va fi echivalent
cu numarul de accesari pentru o cultura; X este codul substantei (R, I, E), iar Y este
concentratia sa.

Exemplu: Control crestere Numar de acces = 1234 CC
Rifampicina 1,0 pg/ml Numar de acces = 1234 R1
Izoniazida 0,4 pg/ ml Numar de acces = 1234 10.4
Etambutol 8 pg/ ml Numar de acces = 1234 E8

e Plaseaza pe rand flacoanele de culturd cu conectorul VersaTREK in instrument.

e Cresterea va fi semnalatd de instrument. Momentul acesteia poate fi aflat prin
urmadrirea graficului cu rezultatul testarii.

Rezultate

e Testul trebuie finalizat in maxim 13 zile, in functie de flaconul de control.

e Dupd ce CC se pozitiveaza, urmdreste pe graficul de la flacoanele test
corespunzatoare tulpinii, timpul scurs pana la pozitivarea lor. Scrie si In caietul de
lucru.

e Dupa trei zile suplimentare de incubatie, rotunjit la cel mai apropiat numar intreg,
ulterior pozitivarii CC, cautd si Inregistreaza rezultatele celorlalte flacoane
corespunzatoare culturii.

Sensibil: cultura pura intr-un flacon care contine substanta anti-TB, fara semnal pozitiv in
intervalul de 3 zile dupa pozitivarea CC este considerata sensibilda la concentratia de
substanta testata.

Rezistent: cultura pura intr-un flacon care contine substantd anti-TB, este considerata
rezistentd la acea concentratie de substanta testata atunci cand timpul pana la semnal pozitiv
este egal, sau 1n intervalul de trei zile (rotunjit pand la cel mai apropiat numar intreg) de
timpul pana la pozitivare al CC.

In Tabelul XIII este prezentat un exemplu de evaluare si interpretare a rezultatelor ABG TREK,
cu identificarea erorilor posibile si actiunilor corective.
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Flacoanele care au generat semnale pozitive trebuie confirmate cu frotiu ZN. Daca se
identifica organisme non-BAAR, se va efectua o subcultura pe o placa cu mediul geloza
singe, care se va incuba pentru cel putin 18 ore intr-un incubator obisnuit la temperatura
de 35-37°C, pentru a verifica puritatea izolatului.

Tabel X1V. Observatii asupra testarii si evaluarea testarii

Flacon test Rezultat obtinut Cauze posibile Actiune
Control CC < 3 zile de la insamantare Contaminare sau inocul | REPETA TESTUL
prea bogat; verifica din cultura pura
puritatea placilor si
graficele de crestere
Control CC > 10 zile de la insdmantare | Organism neviabil; REPETA TESTUL,
inocul prea slab cu atentie la realizarea
inocului
Control CC Crestere detectata in interval TEST VALID —
intre 3 si 10 zile dupa verificd flacoanele
inoculare test
Verificare Nu s-a observat nici un Cultura nu a fost pura | Test valid
puritate contaminant pe placa cu
geloza sange 1n intervalul de
18 ore
Frotiu ZN: doar BAAR
Nu s-a observat nici o
variatie coloniald pe LJ
Este prezentd mai mult | REPETATI TESTUL

Variatie a morfologiei
coloniiilor pe LJ

de o specie de
Mycobacterium

pentru a verifica
rezultatele; anuntati
medicul ca rezultatul
nu se poate finaliza.

intotdeauna revedeti graficul corespunzitor fiecirei culturi pure inainte de a raporta un rezultat.
Cititi Manualul de Operare VersaTREK pentru detalii legate de analiza graficelor.

Verificati rezultatele subculturilor pe mediu LJ pentru a confirma prezenta unei singure specii de
Mycobacterium. Se testeaza exclusiv complexul M. tuberculosis.
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Tabel XV. Exemplu de rezultate pentru orientarea interpretirii rezultatelor ABG VersaTREK

Control Substanta antiTB

crestere Izoniazidi Rifampicini Etambutol
Concentratie 0 0,4pg/ ml 1,0 pg/ ml 8 ng/ ml
substanta
Zile pana la 6 12 6 10
semnalul fara fara
pozitiv crestere crestere
Interpretare Sensibil Rezistent Sensibil

Comentarii la exempul dat: Termenul de incheiere a testarii este de 9 zile, raportat la CC care a
generat semnalul pozitiv dupa 6 zile (timpul de Control pentru detectie + 3 zile). Orice crestere
observatd dupa perioada de testare de 9 zile trebuie ignoratd deoarece aceasta nu reprezintd un
indicator al rezistentei.

Remarci ale producatorului

Kit-ul pentru ABG VTM nu ar trebui sa fie utilizat cu izolate obtinute direct din flacoanele cu
specimene pozitive (flacoane primare).

Producatorul este responsabil pentru autorizarea componentelor sistemului.

Testarea fiecarui antibiotic din kit se va realiza numai cu loturi de mediu VersaTREK Myco si
VersaTREK Myco GS iar activitatea fiecdrei substante va fi evaluata cantitativ.

In Certificatul de analiza al produsului este mentionat un interval pentru limitele de activitate
pentru fiecare substanta antiTB.

Producétorul va aproba si furniza loturi de mediuVersaTREK Myco si VersaTREK Myco GS
care urmeaza sa fie utilizate impreuna cu fiecare lot al kit-ului pentru ABG Myco VersaTREK
iar utilizatorul va folosi aceste loturi la efectuarea testarii in laborator.

Utilizatorul va verifica daca loturile de mediu VersaTREK Myco si VersaTREK Myco GS au
fost aprobate pentru a fi utilizate impreuna cu kit-ul de ABG Myco VersaTREK inainte de
inceperea testarii. Loturile aprobate sunt enumerate in Certificatul de analiza pentru fiecare kit n
parte. Examinati vizual toate flacoanele pentru a detecta contaminarea, fisuri sau alte semne de
deteriorare. Nu folositi flacoane care par tulburi sau deteriorate. Inocularea se poate realiza prin
deschiderea flacoanelor si adaugarea probelor cu ajutorul pipetelor sterile.

5. Metode de biologie moleculara

Pentru diagnosticul TB prin metode de biologie moleculard sunt disponibile mai multe metode
bazate pe principii diferite, care pot identifica secvente genetice micobacteriene diverse. Dintre
acestea, in laboratoarele retelei nationale de micobacteriologie se folosesc in conditii de program
de control al TB doua sisteme. Unul bazat pe revers-hibridizare pe suport de nitroceluloza- LPA
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(GenoType-HAIN), celilalt bazat pe reactie cantitativa de polimerizare in lant a ADN in timp
real - RTPCR (GeneXpert MTB-Rif- Cepheid).

Metodele moleculare de hibridizare pe suport permit detectia rapidd a rezistentei la RMP
(singura sau in asociere cu INH) si au fost aprobate de catre OMS inca din anul 2008, cand s-au
emis ghiduri de introducere a lor la nivel national*>*%, Dezavantajul metodelor de hibridizare este
ca la INH rezistenta poate fi subestimatd, se detecteazd doar MDR, fiind necesarda ABG
conventionald pentru detectia TB extrem de rezistenta (XDR), iar pentru monitorizarea
tratamentului cazurilor MDR este necesard cultura si ABG conventionald pentru aflarea
spectrului complet de rezistentd®>

Daca se confirma rezistenta la RMP sau TB-MDR prin unul din testele de biologie moleculara
folosit, se recomanda efectuarea imediatd a testului GenoType MTBDRsl direct pentru
identificarea rapida a rezistentei la aminoglicozide si fluorochinolone.3%

Sistemul GenoType foloseste un ansamblu de echipamente, specifice pentru fiecare etapa de
lucru, cu chituri de reactie diferite in functie de scopul testarii:

e MTBDRplus este kitul de analiza genetica folosit pentru identificarea simultana a
complexului M.tuberculosis si evidentierea mutatiilor de rezistenta la RMP si INH, iar in
cazul MTBDRsl, pentru identificarea cazurilor de TB-XDR prin evidentierea mutatiilor
de rezistenta la aminoglicozide si fluorochinolone.

e Kiturile MTBC si CM sunt folosite pentru identificarea speciilor de Mycobacterium in
culturile pozitive pe mediul solid LJ si mediul lichid in sistem MGIT.

Deoarece producatorul are o politicd de imbunatatire continud a performantelor metodelor, acesta
include o fisa de avertizare in ambalajul care contine reactivii dintr-0 versiune noua si este
necesar si se acorde atentie acestor informatii. in aceasti fisa se face trimitere la instructiunea de
lucru care va trebui folosita in noile conditii.

Instructiune de lucru pentru GenoType34®

EXTRACTIA ADN

Pregatirea materialului in vederea extractiei ADN-ului micobacterian
e produsul patologic (specimen clinic), in cazul MTBDRplus si sl

e cultura in mediul lichid

e cultura in mediul solid.

Produsul patologic

Produsele patologice (sputd, lavaj bronho-alveolar, aspirat bronsic) trebuie pastrate la frigider la
2-8°C pand la maximum 4 zile.

Dupa decontaminarea prin metoda Petroff sau NALC-NaOH se resuspenda sedimentul in 1 ml
SFS pana la un volum total maxim de 1,5 ml. Sedimentul astfel prelucrat poate fi pastrat la
congelator la —20°C pana la -80°C maxim 5 zile.
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Pregatirea extractiei ADN

Din sedimentul rezultat dupa decontaminare:

transfera 500 pl in microtuburi conice de 1,5 ml cu capac infiletat

centrifugheaza 15 min la 10 000 x g

indeparteazd complet cu pipeta supernatantul si resuspendd sedimentul in 100 pl
tampon Lys (A-Lys) prin vortexare scurta.

colecteazd materialul infectios rezultat in timpul lucrului in recipiente dedicate care
contin dezinfectant micobactericid.

Din cultura in mediu lichid

transferd 1000 pl din cultura in mediul lichid omogenizat in prealabil prin agitare
usoara, in microtuburi conice de 1,5 ml cu capac infiletat

centrifugheaza 15 min la 10 000 x g

indeparteazd complet supernatantul si resuspendd sedimentul in 100 microlitri Lys
Buffer (A-Lys) prin vortexare scurta.

colecteaza materialul infectios rezultat in timpul lucrului in recipiente dedicate care
contin dezinfectant micobactericid.

Din cultura in mediu solid

prepara suspensia bacteriand prin colectarea cu ansa bacteriologica de unica folosinta
din cat mai multe colonii.

resuspenda coloniile direct in 100 pl Lys Buffer (A-Lys), in microtuburi conice de 1,5
ml cu capac infiletat, urmat de vortexare scurta.

In cazul kitului Mycobacterium CM ver 2.0, pentru fiecare proba se amesteca cei 100 microlitri
Lysis Buffer (A-Lys) cu cate 2 microlitri control intern (IC) prin vortexare.

Extractia propriu-zisa a ADN se continud cu urmatoarele etape, indiferent de natura produsului
prelucrat in vederea extractiei, prin metoda chimica sau fizica (ultrasonicare).

Extractie chimica

incubeaza 5 min probele la 95°C in baie de apa

agitd putin in microcentrifuga (spin-down)

adauga 100 pl tampon pentru neutralizare (A-NB) si vortexeaza minim 5 sec.
apoi pune pentru 5 min la viteza maxima a microcentrifugii (14 500 rpm)

5 pl supernatant (solutie ADN) se folosesc in reactia PCR.

Extractie prin ultrasonicare
e Dacid ai resuspendat coloniile in apa PCR, incubeaza 25 minute in THERMOBLOCK
pentru denaturare la 95°C.
e porneste baia de ultrasonicare si pune probele pentru 20 minute
e apoi pune pentru 5 min la viteza maxima a microcentrifugii (14 500 rpm)
e 5 ul supernatant (solutie ADN) se folosesc in reactia PCR.
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Pentru pastrarea de durata (indefinitd) a ADN-ului extras, supernatantul ramas se
transfera intr-un tub nou, ADN free si se congeleaza la -80°C. Alicotare daca se considera
necesar.

AMPLIFICAREA PCR
e In cazul kiturilor MTBDRplus, MTBDRsI, CM ver 2.0 si MTBC se va prepara amestecul
de nucleotide (mastermix) prin amestecarea Mixului de amplificare A cu B din
componenta 2 a kitului, pastratd la -20°C. AM-A contine tampon, nucleotide si ADN
polimeraza; AM-B contine primeri biotinilati si colorant.
e Dupa reechilibrarea termica a solutiilor in aria prePCR, se amesteca pentru fiecare proba
de testat cate 10 ul AM-A cu 35 ul AM-B (conform tabelului XVI).

Amestecul este instabil si este necesara preparare de fiecare data cand se lucreaza, intr-o zona
fara sursa posibila de ADN contaminant.

Se verifica de fiecare datd etichetele de pe flacoanele cu reactivi pentru amplificare astfel incat
ampliconul rezultat sa corespunda cu stripul specific folosit pentru testul dorit.

Continutul unui flacon AM-A cu al unui flacon AM-B in amestec este suficient pentru 26 probe.
Calcul AM-A+AM-B = numar probe + numar controale + rezerva o proba
Control negativ, pentru controlul extractiei (ENC): 5 ul apa PCR (in loc de ADN)
Control pozitiv MTBC sensibil (H37 Ra) sau MTBC cu rezistentd cunoscutd: 5 ul ADN
Prepararea amestecului de amplificare (tabelul XV1):
e GenoType MTBDRplus ver 2.0
e GenoType MTBDRsI ver 2.0
e GenoType MTBC ver 1.x

Tabel XVI. Cantititile necesare pentru realizarea amestecului de nucleotide in functie de numarul
de probe de testat

Pipeta de folosit AM-A NR. AM-B Pipeta Pipeta Mix

AM-A (nl) PROBE (nl) AM-B

10-100 10 1 35 10-100 10-100
50 5 175
100 10 350
120 12 420

100-1000 150 15 525 100-1000 100-1000

200 20 700
240 24 840
480 48 1680

Mix: amestec de nucleotide. Polimeraza este inclusa in reactivi.

In cazul kitului CM versiunea 2.0 (Common Mycobacterium-specii comune, altele decat TB)
prepararea amestecului de nucleotide se face tot conform tabelului XV1I.
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Adu amestecul pregatit in camera pre-PCR spre camera de amplificare in cutii separate pentru
fiecare tip de test si aici adaugi ADN-ul extras in microtuburi si incepi amplificarea.

Conecteaza aparatul GTQ-Cycler 96 la reteaua electrica.
Aseazad microtuburile de 0,2 ml cu probe 1n locasurile centrale.
Inchide capacul.

Porneste programul:

e MDR-DIR.scr pentru testul MTBDRplus direct si pentru testul MTBDRsI direct
e MDR-CUL.scr pentru testul MTBDRplus indirect, MTBDRsl indirect MTBC sau CM

La volum/proba se introduce valoarea de 50 pl.

Selecteaza RUN PROGRAM.

Dupa terminarea ciclurilor scoate tuburile cu amplicon si pastreaza-le pana a doua zi la frigiderul
din camera de amplificare, in cutii separate, etichetate.

HIBRIDIZAREA PROBELOR CU GT-BLOT 48

Reactivii au dopuri colorate diferit pentru prevenirea confuziilor. In tabelul XVII sunt prezentate
codurile de culori ale reactivilor folositi pentru hibridizare.

Tabel XVII. Codul de culori al reactivilor

Reactiv Culoare Reactiv Culoare
HIBRIDIZANT VERDE CONJUGAT PORTOCALIU
STRINGENT ROSU APA ALBASTRU
RINSE ALB SUBSTRAT GALBEN

Desfa tija de sustinere a tavitei pentru stripuri (bandeletele de nitroceluloza)

Ridica senzorul central si pozitioneaza-l in interiorul tavitei

Apasd butonul START si selecteaza GT FAST V2

Pipeteaza 20 pl sol DEN in fiecare godeu si 20 pl amplicon, incepand cu primul godeu

de sus, amestecand usor cu varful pipetei, fard barbotare.

5. Pune reactivii HYB, STR si RIN cu flaconul original in suportul aparatului si imerseaza
sonda corespunzatoare in solutie.

6. Apasa butonul START si selecteazd numarul de godeuri de lucru cu sigeata < >
(rAndul 1 sus, randul 2 jos)

7. Daca numarul de probe este mai mic de 22 si senzorul nu are strip In godeul respectiv,

aici trebuie pusi 5 pl solutie HYB. Godeurile fara stripuri vor fi umplute cu apa de catre

sistem.

Pune ADS in flaconul cu capac albastru.

9. START. Inchide capacul protector cu atentie. Se porneste automat pipetarea solutiei
HYB.

10. Cand pe ecran apare Add amplicon™ ridica capacul, imerseaza cu pensa stripurile

specifice fiecdrui test in godeuri in sol HYB, fara contaminarea pensei.

PoNbE

0
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11. Inchide capacul si di START.

12. In partea stinga jos a GT Blot apare cu led verde temperatura de lucru setatd si cu led
rosu temperatura realizatd.

13. Introdu sonda corespunzatoare in flaconul cu solutia STR preincalzita la 37°C 1in
ultimele 10 minute de HYBRIDIZATION.

14. Prepara amestecul de CON-C cu CON-D (amestec instabil, de preparat proaspat de
fiecare datd) si SUB-C cu SUB-D (stabil 4 saptdmani la temperatura camerei, protejat de
luminad). Calcularea volumului de reactivi se face conform tabelului X VIII:

Tabel XVIII. Calcularea volumului de reactivi necesari in functie de numarul probelor

Nr probe | Plus necesar | CON-D | CON-C | SUB-D SUB-C
de reactivi ml Ml ml ul
1 1 10 1 10
<10 Calculat ca pt. 20 200 20 200

20 probe

10-15 +10 25 250 25 250
16-25 +12 37 370 37 370
26-35 +14 49 490 49 490
36-39 +16 55 550 55 550
40-43 +22 65 650 65 650
44-48 +24 72 720 72 720

15. In ultima etapa de reactie cu substratul, stinge lumina pentru a proteja godeurile de
lucru.

16. Dupa terminarea spalarilor scoate stripurile cu grija, pastrand ordinea lor, usuca-le pe
suport de hartie absorbanta apoi lipeste-le pe formularul pentru teste.
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Curatarea aparatului
1. Dupa ultima spalare, scoate sondele din toate flacoanele de lucru si spala in recipientul cu
ADS calda; dupa uscare aseaza-le inapoi in flacoanele aparatului, marcate in prealabil.
2. Indepirteazi la deseuri CON de lucru, spala flaconul aparatului cu ADS si usuci.
3. SUB de lucru ramas se poate pastra pana la 4 saptamani intr-un flacon cu pereti opaci, la
temperatura camerei In spatiu Intunecos.
4. Spalad cu ADS flaconul aparatului, usuca si aseaza sonda in interior.

La terminarea ciclurilor de spalare se poate incepe o nouad serie de hibridizare, pentru alte probe.
In cazul in care nu se doreste o noud hibridizare, aparatul se opreste din butonul START/STOP
de pe panoul din spate stanga.

Cu ajutorul unei pensule se inlaturd orice urma de reactiv din godeurile de lucru ale aparatului si
ale tavitei folosite.

Scoate tavita din aparat si pulverizeaz-o cu reactiv decontaminant LTK si ADS. Un sir de
godeuri al tavitei se foloseste de maxim doud ori la hibridizare, de accea trebuie marcat pe
laterald fiecare folosire.

Spalarea aparatului
Programul de spalare se poate porni doar dupa parcurgerea tuturor etapelor de lucru, folosind
ADS calda in loc de reactivi si scurtand diferitele etape, dupd cum urmeaza:
e In etapele cu incilzire, apasi pe tasta QUIT, intrerupe alarma sonord apisind pe tasta
START de doua ori.

e In etapele fara incilzire, apasi lung pe tasta sigeatd dreapta.

Control intern al GT Blot 48 (aparatul atentioneaza necesitatea)

Din 3 in 3 luni se deruleazi ciclul de control OQ. In panoul SETTINGS, apasi pe OPEN in
"Cycler information’, in "Cycler Management™ apasa pe CYCLER TESTS si pe ENGINE TEST
pana cand apare OK.

Disfunctionalititile aparatelor se consemneaza in fisele tehnice si se comunica
reprezentantului furnizorului.

EVALUAREA SI INTERPRETAREA REZULTATELOR

Pentru evaluarea si interpretarea reactiei, stripurile trebuie uscate si fixate in pozitie corectd pe
fisa de lucru.
La fiecare proba se verifica:

e apartenenta la Complexul M.tuberculosis (banda TUB pozitiva),

e martorul reactiei de amplificare (AC) si

e martorul reactiei de conjugare (CC).
Lipsa uneia dintre aceste benzi indica erori in cadrul procesului de amplificare, testul nu este
validat si se impune retestarea folosind altd proba.
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In cazul controlului negativ (ENC - extraction negativ control) pe strip trebuie si apara doar
benzile CC si AC. Prezenta de benzi suplimentate semnaleazd contaminarea, iar rezultatele
pentru pacienti nu pot fi interpretate corect. Se analizeaza sursa contaminarii si se fac corectiile
necesare.

Rezultate pentru GenoType MTBDRplus
Dupa ce testul a fost validat, urmeaza verificarea prezentei benzilor de control pentru genele
rpop, katG, inhA, a benzilor pentru tipurile sdlbatice si pentru mutatii:

e locus control (rpoB, katG, inhA)

e wild type WT (lipsa acestora semnificd deletie sau mutatie in secventa respectiva)

e mutatii existente MUT atat la rpoff (pentru RMP), cét si la katG si inhA (pentru INH).

Locus control (rpof, katG, inhA)

Prezenta benzilor este obligatorie daca zona TUB atesta prezenta M. tuberculosis.

in cazul unui rezultat pozitiv, semnalul acestor zone poate fi slab sau, in unele cazuri, inexistent.
In cazuri rare, locusul katG poate lipsi complet (inclusiv banda Locus Control) semnificand
rezistenta la INH a tulpinii testate.

Daca benzile rpof si/sau inhA nu sunt evidente, testul nu poate fi evaluat pentru aceste gene.

Secvente tip salbatic (wild type - WT)

RMP

Se iau in considerare doar benzile al caror semnal este la fel de puternic sau mai puternic decat
semnalul din zona de control (AC). Sunt 8 secvente salbatice notate de la WT1 pana la WTS.
Sondele rpof WT reprezinta o exceptie de la aceasta schema de evaluare.

Un semnal mai slab decat zona (AC) in zona rpoff WTS trebuie considerat pozitiv dacad banda
corespunzatoare mutatiei 7poff MUT3 nu este evidentd, (deci nu semnifica rezistentd la RMP).

INH

Sunt luate in considerare doar benzile al caror semnal este la fel de puternic sau mai puternic
decat semnalul exprimat in zona de control (AC). In zona katG existd un singur WT, iar la inhA
WTI si WT2.

Rezistenta de nivel inalt este indicatd de mutatiile in katG (codifica enzima activatoare: catalaza).
Rezistenta de nivel jos este indicata de mutatiile in inhA (codifica enzima enoyl-ACP reductaza)
si regiunea promoter (gene reglatoare).

Sonde de tip mutant

Sondele tip mutant detecteaza cele mai frecvente mutatii de rezistenta.

Sunt luate in considerare doar benzile al caror semnal este la fel de puternic sau mai puternic
decat semnalul exprimat in zona AC.

Comparativ cu alte sonde, semnalele pozitive pentru mutatiile rpoff MUT2A si rpoff MUT2B
pot aparea mai slabe ca intensitate.

Daca banda rpoff MUT3 este pozitiva, un semnal slab detectat in zona rpof WT8 trebuie
considerat negativ (cu semnificatie de rezistentd la RMP).
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Variantele de rezultat la testul Genotype MTBDRplus:

= MTBC nedetectat — in cazul absentei benzii TUB

= MTBC detectat cu rezultat invalid pentru mutatii de rezistentd la RMP si/sau INH
(absenta benzilor locus/WT la rpof si/sau inhA)

= MTBC detectat cu prezenta benzilor TUB si WT fara mutatii; rezistente nedetectate.

= MTBC detectat cu prezenta benzilor TUB cu absenta WT si prezenta MUT la rpop si
katG sau inhA; rezistente detectate (MDR)

= MTBC detectat, cu test invalid pentru rpof, valid pentru katG si inhA

= MTBC detectat, cu test valid pentru rpof si invalid pentru inhA.

Rezultate pentru GenoType MTBDRsl
Dupa ce testul a fost validat, urmeaza verificarea prezentei benzilor de control pentru genele
gyrA, gyrB, rrs si eis, a benzilor pentru tipurile salbatice si pentru mutatii:
e locus control (gyrA, gyrB, rrs si eis)
e wild type WT (lipsa acestora semnificd modificari in secventa respectiva)
e mutatiile MUT existente, la gyr A si/sau gyr B (pentru fluoroquinolone), rrs (pentru
aminoglicozide), eis (pentru kanamicina)

Locus control (gyr A, gyr B, rrs si eis)
Prezenta lor este obligatorie daca zona TUB atesta prezenta M. tuberculosis.
In cazul unui rezultat pozitiv, semnalul acestor zone poate fi slab sau, in unele cazuri, inexistent.

Secvente tip salbatic (wild type - WT)

Se iau in considerare doar benzile a caror intensitate este la fel de puternica sau mai puternica
decat semnalul exprimat in zona de control pentru amplificare (AC).

gyrA: 3 secvente notate de la WT1 la WTS3.

gyr B: 1 secventa notata WT1.

rrs: 2 secvente WT1 s1 WT2.

eis: 3 secvente notate de la WT1 la WT3.

Sonde tip mutant
Sondele tip mutant detecteaza cele mai frecvente mutatii de rezistentd. Se iau in considerare doar

benzile al caror semnal este la fel de puternic sau mai puternic decat semnalul exprimat in zona
AC.

Variantele de rezultat pentru testul Genotype MTBDRsl:
e MTBC nedetectat — in cazul absentei benzii TUB
e MTBC detectat cu rezultat invalid pentru mutatii de rezistentd la Q si/sau AG si/sau K
(absenta benzilor locus/WT la gyr si/sau rrs si/sau eis)
e MTBC detectat cu prezenta benzilor TUB si WT fara mutatii
e MTBC detectat cu prezenta benzii TUB cu absenta WT si prezenta MUT la gyrA si/sau
gyrB, la rrs si/sau eis.
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e MTBC detectat cu prezenta benzilor TUB si WT pentru gyrA, gyrB si absenta WT cu
prezenta MUT la rrs si/sau eis

e MTBC detectat cu QrAGn — prezenta benzilor TUB si WT la rrs si eis si absenta WT cu
prezenta MUT la gyrA si/sau gyrB

Rezultate pentru GenoType MTBC si CM

In cazul acestor teste de identificare a speciei de Mycobacterium se verifica:
e Prezenta benzilor control de CC s1 UC
e Prezenta benzii de conjugare MTBC in cazul testului GenoType MTBC
e Prezenta benzii de conjugare GC in cazul testului GenoType CM

Dupa identificarea benzilor de control se citeste combinatia benzilor de conjugare cu
intensitatea cel putin egala cu a benzii control UC, se noteaza pe fisele de lucru si se compara
cu tabelul continand combinatiile de benzi pentru speciile identificate.

Sputa Caz nou, recidiva
Suspect TB-MDR

Ex microscopic, culturd L), culturd lichid

|

GenoType MTEBDRplus direct >| Test invalid

e T
I - e
- . ——
L '\-\.H -

RMPr nedetectats - S MTE nedetectat
-~ e
INHr nedetectata | .
.-""'Jf x““x.__h
- | MTBdetecm | MTBactec
RMPr nedetectats EMPFr sau lINHr

e e

Ccu test irmalid pentru
Lll £ “, INH, respectiv RMP
u, e

W

i
a. Comunica rezultatul la mediculsolicimnt.
b. &steapta rezultatul cukturii si efectueaza test indirect
MTBDRplus +/- MTEBDRsI.
C. Efectuesaza ABG fenotipica L1+L2

Figura 2. Algoritmul pentru sistemul GenoType
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Pe parcursul efectudrii testelor pot sa apara probleme care pot afecta calitatea rezultatelor, de
aceea trebuie cunoscute si prevenite sau corectate, in functie de situatie. (tabelul XIX)

Tabel XIX. Probleme care pot si apara si rezolvarea lor

Solution necorespunzator preancalzite sau
agitate.

Problema | Etapa de < s -
< P Cauza posibila Rezolvarea problemei
aparuta lucru
Colorare Stripuri acoperite incomplet de solutiile de
neomogend | hibridizare | reactivi in timpul etapelor de incubare. Repeta hibridizarea
a stripurilor Tavita de hibridizare incorect agitata.
Reactivii CON-C si/sau SUB-C nu au fost
Fondul o diluati corespunzator.
colorat hibridizare Repeta hibridizarea
puternic Etape de spalare necorespunzatoare.
Solutia de spalare a fost prea rece.
Lipsa benzi Temperatura camerei prea scazuta sau
sau benzi reactivi neechilibrati termic.
slabe hibridizare ) ) . Repeta hibridizarea
. . Lipsa sau o cantitatea prea mica de CON-C P
(inclusiv si/sau SUB-C
CC) '
extractia Calitatea ADN-ului extras nu permite o Repeta extractia
Lipsa benzi | ADN amplificare eficienta. P '
sau benzi reparare | Mixurile de amplificare (AM-A si AM-B)au | |, = o L
slabe (cu prep fost inversate, ori adaugate in cantitdti pa ?
exceptia mix . . - repeta testul.
pt gresite, nu au fost agitate corespunzator.
zonei CC) : e
hibridizare | Temperatura de incubare prea ridicata. Repeta hibridizarea
itii at t C e s o .
etapa pre- Conditii necorespunzatoare pentru Solicita alta proba si
o recoltarea, stocarea, transportul sau <
analitica o . repeta testarea
pregatirea probel.
Erori in timpul extractiet ADN.
extractia Contaminarea ADN extras cu ADN extras Repets -
. - epeta extractia .
ADN sau amplificat anterior.
Rezul Folosirea unor culturi mixte.
ezmi tattet Contaminarea reactivilor de extractie. In Repeta amplificarea
heagteptate - acest caz, controlul negativ (ENC) arata folosind reactivi
amplificare : ) . . ) ) .
benzi suplimentare in afara de benzile CC si | proaspefi.
AC. Atentie la pipete!
Temperatura de incubare necorespunzatoare.
hibridizare | Hybridization Buffer si/sau Stringent Wash Repeti hibridizarea
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Problema | Etapade

< Cauza posibila Rezolvarea problemei
aparuta lucru

Contaminarea probelor alaturate prin
stropirea cu solutia de hibridizare.

Intrerupe incubarea
substratului Indata ce
benzile devin evidente
pentru prevenirea
aparitiei benzilor de
cross-hibridizare

In functie de cantitatea ADN amplificata
hibridizare | folosita in conditii specifice de reactie, apare
colorare puternica si rapida a benzilor.

Culturi mixte de M tuberculosis si specii

Lipsa . NTM, zona TUB ramane cu semnal Reia cultura pentru a
semnal in L e o . S
sona TUB slab/lipsa din cauza competitiei dintre obtine cultura pura.

diferitele specii bacteriene.

Pentru fiecare lot de reactivi receptionati in laborator se verifica daca producatorul a adus
imbunatitiri (fisa de alertare este inclusi in cutia cu reactivi), etapele de lucru fiind
obligatoriu adaptate recomandarilor din instructiunea de lucru actualizata de catre
producator.

GeneXpert MTB-RIif

GeneXpertMTB/RIf este un sistem genetic pentru detectarea simultana a MTB si a rezistentei la
RMP (prin mutatii in gena rpof) prin metoda de amplificare semi-cantitativa in lant in timp real
(RT-PCR). 3¢

Este un sistem complet integrat, cu cartuge de unica folosinta in care proba pregatita in prealabil
este introdusa si procesata in aparat.

Cartusul contine sisteme de control a procesarii probei:

e SPC: (sample processing control), control pentru prelucrarea probei care verifica
prelucrarea adecvatd a ei §$i monitorizeaza prezenta inhibitorilor reactiei de polimerizare
in lant (PCR)

e PCC: (probe check control), verificd rehidratarea reactivilor, nivelul de umplere al
cartusului, integritatea probei si stabilitatea colorantului.

Primerii (secvente de ADN) continuti amplifica portiunea ,,core” de 81 perechi de baze a genei

rpog. Testul are capacitatea sa facd distinctie intre secventele de tip salbatic (fara mutatii) si
secventele cu mutatii din aceasta regiune.
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Consideratii generale

Inainte de a incepe folosirea echipamentului trebuie sa te asiguri ¢a ai citit instructiunile
de lucru si ai Inteles informatiile oferite in timpul instruirii.

Nu este permis lucrul fara instruire prealabila. Se pot produce daune care conduc la
pierderea garantiei.

Prelucrarea tuturor probelor clinice trebuie sa se faca respectind standardele de
biosiguranta.

Considera toate sputele, inclusiv cartusele folosite, ca potential infectioase.

Foloseste echipament personal de protectie (halat, manusi) cand manuiesti sputa sau
reactivii.

Spald mainile cu grija dupa manuirea sputei sau reactivilor.

Toate mesele trebuie decontaminate la sfarsitul lucrului sau dupd scurgerea sau
prelingerea din cartus cu dezinfectant tuberculicid (hipoclorit de sodiu 1% urmat de
stergere cu alcool 70%).

Nu deschide capacul cartusului decat pentru introducerea probei.

Nu refolosi cartusele.

Indepirteaza cartusele folosite conform procedurii de colectare a materialului infectios.

Echipament si materiale

Sistem GeneXpert Dx echipat cu GX2.1 software/computer/printer/cititor manual de cod
de bare (Cepheid Inc, Sunnyvale, USA) (Cat Item N° GXI1V-4N1-6).
CPM (cabinet de protectie microbiologicd) de clasa II
Kitul Xpert MTB/RIF contine cate 10 cartuse ambalate impreuna:
o Pastreaza cartusele si reactivii Xpert MTB/RIF la 2-28°C.
o Nu deschide cartugele decat atunci cand esti pregatit sa faci testul.
o Foloseste cartusul in maxim 30 de minute dupa ce i-ai deschis capacul.
o Cartusele sunt stabile pana la 7 zile dupa deschiderea pachetului (noteaza data
deschiderii pe ambalaj)

e Reactivul furnizat in kit contine cate 8 ml pentru fiecare cartus. Solutia este limpede

dar poate fi de la incolora pana la galben auriu.

¢ Foloseste marker permanent pentru numerotarea cartuselor.
e Foloseste pipete sterile ambalate individual pentru prelucrare.
o Incarci cartusul cu pipetd de unici folosintd furnizati odata cu kitul, marcati pentru

volumul minim de pipetat (2 ml).

e Sputa trebuie sa fie recoltatd in recipient steril cu capac infiletat.
e Toate materialele folosite si sputa ramasd se indeparteazd urmand procedura de

indepartare a deseurilor infectioase.

e Trebuie planificatd prelucrarea tindnd cont ca pot rula la un moment dat maxim 4

probe, cu durata testului de 2 ore.

e Datele pacientului se introduc in fisa de lucru.

Procedura de lucru
a. Sputa expectorata

Ia 1ml sputd din recipientul de colectare cu pipeta sterild si pune-1 in tubul de lucru; dupa
folosire pune-o in recipientul de colectare a materialui infectios.
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Adauga cu alta pipeta reactivul din kit in proportie de 2:1 (2 ml reactive la 1 ml sputd). Se
pot prelucra 2-3 ml sputd, dar trebuie sa fie respectata proportia reactiv: sputa.

Strange bine dopul tubului de lucru (sa nu se scurgad).

Agita tubul prin inversare de 10-20 Xx.

Incubeaza la temperatura camerei pana la 15 minute.

In perioada incubirii agita cel putin odata tubul, ca mai sus.

La sfarsitul incubarii sputa trebuie sa fie lichefiatd complet, fard fragmente sau filamente
vizibile.

Scrie pe cartus, cu marker, numarul de registru (un cartus pentru fiecare proba).

Scrie la baza frontala a tubului sau pe lateral, dar niciodata pe capac sau peste codul de
bare.

Sediment (aspirat gastric, aspirat bronsic, lavaj bronsic, sputa indusa)

proba clinica trebuie centrifugata pentru concentrare, la 3000x g, 20 minute.

Decanteaza supernatantul si retine 1 ml (sau 0,5 ml).

Ia 1ml din sediment cu pipeta sterila si pune-I in tubul de lucru; dupa folosire pune pipeta
in recipientul de colectare a materialui infectios

Adauga cu alta pipeta reactivul din kit in proportie de 3:1 (3 ml reactiv la 1 ml sediment.
Daca se prelucreaza 0,5 ml sediment, se adaugd 1,5 ml reactiv, dar trebuie sd fie
respectatd proportia dintre reactiv si sediment.

Strange bine dopul tubului de lucru (sd nu se scurga)

Agita tubul prin inversare de 10-20 Xx.

Incubeaza la temperatura camerei pand la 15 minute.

In perioada incubirii agiti cel putin odata tubul, ca mai sus.

La sfarsitul incubarii sputa trebuie sa fie lichefiata complet, fara fragmente sau filamente
vizibile

Scrie pe cartus, cu marker numarul de registru (un cartus pentru fiecare proba).

Scrie la baza frontala a tubului sau pe lateral, dar niciodata pe capac sau peste codul de
bare.

Prepararea cartusului

Note:

a. introdu cartusul in aparat in maxim 30 de minute dupa deschiderea lui §i adaugarea probei.
b. cand manuiesti cartusul nu atinge niciodata partea din spate. Tine-l din laterale.

Procedura de lucru

e Foloseste pipeta sterila furnizata cu kitul, aspira proba lichefiata astfel ca meniscul format sa
depdseasca marcajul minim. Nu se proceseaza proba in continuare daca volumul este
insuficient - sub marcajul de pe pipeta!

e Evitd atingerea pipetei sterile. Deschide ambalajul pipetei la extremitatea cu para si scoate
atent pipeta. Pastreaza ambalajul pipetei.

e Deschide capacul cartusului si transfera lent proba in cartus prin orificiul de incarcare din
coltul din dreapta, fatd. Minimizeaza riscul de formare de aerosoli prin pipetarea lenta.

e Pune pipeta cu atenfie in ambalajul de plastic si descarc-o in recipientul de colectare a
materialului infectios.

e Inchide ferm capacul cartusului.
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Proba lichefiata ramasa dupa umplerea cartusului poate fi pastratd pana la 12 ore la 2-8°C,
pentru repetarea testului, dacad se considerd necesar. Pentru aceasta trebuie sa ne asiguram ca
a fost prelucrata cantitate suficienta din proba primara, adica cel pufin 2 ml sputa.

Important: Asigura-te ca introduci cartusul in aparat Tn maxim 30 de minute dupad adaugarea
probei si cd ai Incarcat minim 2 ml de proba prelucrata.

Pornirea testului
Important: Inainte de inceperea testului asigura-te ca sistemul este conectat la o sursd de curent
neintreruptibila (UPS).

Porneste instrumentul

Porneste computerul, cu parola “xxxx” , in fereastra cphd.

Da dublu clic pe pictograma “GeneXpert Dx” de pe ecranul monitorului.

In fereastra GeneXpert Dx di clic pe “Create Test” si apare fereastra de dialog “Scan Cartridge
Barcode”. Da cancel sau ignorda introducerea manuald si scaneaza codul de bare prin
pozitionarea scanerului in zona centrala a acestuia.

Scrie numarul probei in fereastra “Sample ID” si asigura-te ca este corect.

Da clic pe “Start test”

Se aude un clinchet si la unul dintre module apare lumina verde. Deschide usita respectiva si
introdu cu grija cartusul.

Inchide ferm usita modulului, incat sa auzi un click.

Lumina verde nu mai palpaie ci rdmane aprinsa atunci cand incepe testul. La terminarea
testului lumina verde se stinge.

Se introduc toate cartusele urmand aceiasi pasi. “Create test”......

Un test complet dureaza 1 ora si 55 minute.
Rezultatul este generat automat, la terminarea testului.

Asteapta pana cand sistemul deblocheaza usita la sfarsitul testului, deschide-o si indeparteaza
cartusul folosit.

Depune cartusul in recipientul pentru colectarea materialului infectios.

Foloseste formularul tiparit sau transcrie rezultatul in caietul de lucru pentru Xpert si introdu
rezultatul in buletinul de solicitare, semneaza, parafeaza, dateaza.

Controlul calitatii
Fiecare cartus are inclus un control pentru prelucrarea probei (Sample processing control -
SPC) si control pentru proba (Probe Check control - PCC) care ne asigura ca proba a fost
prelucrata corect.

SPC = control pentru prelucrarea probei

e verifica prelucrarea adecvatd a MTB.
e ar trebui sd fie pozitiv pentru un produs negativ sau poate fi negativ sau pozitiv la un
produs pozitiv.

e se considerd ca testul de control al probei a trecut atunci cand este validat criteriul de
acceptare. Testul este “INVALID” daca SPC nu este detectat in testul negativ.
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PCC = control pentru proba

e Tnainte de inceperea reactiei PCR sistemul masoara semnalul fluorescent al probei pentru
monitorizarea hidratarii particulelor, umplerea tuburilor de reactivi, integritatea probei si
stabilitatea colorantului.

e Testul este trecut daca intruneste criteriile de acceptare.

Erori

MTB-NO RESULT
SPC-NO RESULT
PCC-NA (ne aplicabil)

Motive pentru repetarea probei
Repeta testul folosind un cartus nou daca:

rezultatul “INVALID” indica faptul ca testul SPC de control pentru prelucrarea probei nu a
fost trecut.

Apare eroarea SPC cand proba nu a fost prelucrata corect sau PCR a fost inhibata.

“ERROR”: mesaj care indica esuarea controlului pentru probda (PCC) si testul s-a interupt
datorita umplerii necorespunzatoare a cartusului, sau a fost detectatd o problema de integritate a
reactivilor, sau limita de presiune a fost depasita sau modulul GeneXpert a esuat.

“NO RESULT?”, lipsa unui rezultat, indica faptul ca au fost colectate prea putine informatii. De
exemplu, operatorul a oprit testul care era in desfasurare.

Interpretarea rezultatelor GeneXpert MTB/RIF

e Fiind un test bazat pe detectarea ADN-ului MTB se adreseaza doar cazurilor noi de TB.
Trebuie sd ne asigurdm ca nu se prelucreaza probe la monitorizarea tratamentului.

e Rezultatele sunt interpretate de sistemul GeneXpert Dx prin masurarea semnalului
fluorescent si calculul algoritmilor care apar in fereastra “View Results”.

e (Cea mai mica valoare Ct (numarul ciclurilor de amplificare) la pornire reprezintd cea mai
mare concentratie de ADN a matricei; cea mai mare valoare a Ct reprezintd cea mai mica
concentratie de ADN a matricei.

MTB DETECTED = Mycobacterium tuberculosis detectat

e Daca este detectat ADN tinta in proba, rezultatul MTB afisat va fi “High, Medium, Low
sau Very Low”, respectiv in cantitate mare, medie, mica sau foarte mica, depinzand de
valoarea Ct a tintei MTB prezenta in sputa (tabel XX).

Tabel XX. Valorile rangului Ct corespunzatoare rezultatelor MTB afisate

Rezultat MTB Rangul Ct
High = mare <16
Medium = mediu 16-22
Low = mic 22-28
Very Low = foarte mic >28
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e (Cand MTB este detectat, rezultatele pentru RMP pot fi:
o Rezistentd la RMP DETECTATA (Rifampicin resistance DETECTED): a fost detectati
mutatie in gena rpog in intervalul valid de variatie a Ct.
o Rezistentd la RMP NEDETECTATA (Rifampicin resistance NOT DETECTED): nu a
fost detectata nici o mutatie in gena rpog.
o Rezistentd la RMP INDETERMINATA (Rifampicin resistance INDETERMINATE):
concentratia MTB a fost foarte mica si rezistenta nu poate fi detectata.

MTB NEDETECTAT (MTB NOT DETECTED)

e Tinta ADN - MTB nu este detectata. SPC are criterii de acceptare.
o MTB NOT DETECTED - MTB NEDETECTAT - tinta AND- MTB nu este detectata.
o SPC - testul de verificare trecut dar variatia Ct si valoarea finala sunt sub nivelul minim
stabilit.
o PCC —testul de verificare trecut: toate rezultatele verificate au fost acceptate.

RIF NEDETECTAT (RIF NOT DETECTED)

e Tinta ADN pentru Rif (RMP) nu este detectata, SPC — are criteriu de acceptare.
o Rifampicind nedetectata (RIF NOT DETECTED) - tinta ADN pentru RMP nu este
detectata
o SPC - test trecut dar variatia Ct si valoarea finald sunt sub nivelul minim stabilit.
o PCC - testul de verificare trecut: toate rezultatele verificate au fost acceptate.

INVALID - nu se poate lua in considerare
e Prezenta sau absenta MTB nu poate fi determinata. Repeta testul din alt produs. SPC nu
intruneste criteriile de acceptare, proba nu a fost prelucrata corect sau PCR este inhibata.
o MTB INVALID- prezenta sau absenta ADN- MTB nu poate fi determinata.
o SPC-nu a trecut testul, a esuat; rezultatul tintei pentru MTB este negativ si Ct pentru
SPC nu se situeaza in limitele de acceptare.
o PCC- a trecut testul; toate verificarile pentru proba au trecut testul.

Limitarile testului de diagnostic in vitro

o Testele se efectueaza folosind aceasta procedura si instructiunile din kituri.

e (alitatea rezultatelor depinde de recoltarea corecta a sputei, manuirea si pastrarea ei.

e Rezultatul pozitiv nu indicd neapdrat MT viabil. Este doar un test prezumptiv pentru prezenta
MT si a rezistentei la RMP.

e Rezultatul poate fi afectat de terapie anti-TB precedentd, sau terapie cu efect asupra
micobacteriilor.
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6. Asigurarea calitatii

Asigurarea calitdtii este un proces continuu care are ca scop Imbundtatirea si mentinerea
performantelor laboratorului®®.

Componentele unui program de asigurare a calitatii sunt:

e controlul intern al calitatii

e control extern al calitatii, comparare intre laboratoare

e imbunatatirea calitatii

Existenta unui sistem de asigurare a calitatii garanteaza ca rezultatele oferite de laborator sunt
exacte, de incredere si reproductibile.

Laboratorul trebuie sd monitorizeze toate activitatile si sa pastreze inregistrari referitoare la
acestea.

Controlul calitatii constituie parte integrata in activitatea laboratorului si este in responsabilitatea
tuturor celor care lucreaza in laborator.

Pentru aprecierea tendintelor®” in privinta performantelor laboratorului, acesta trebuie si-si
monitorizeze si analizeze periodic indicatorii de calitate, cu referire la tinta propusa.

Un program de asigurare a calitatii nu se poate derula fara personal suficient numeric, instruit,
interesat si motivat, care foloseste corect procedurile de lucru recomandate, care isi recunoaste
greselile si accepta sa le corecteze, cand activitatea din laborator se desfasoara in atmosfera de
calm si buna-intelegere, fara stres.

In fiecare laborator trebuie sd existe scrise si accesibile toate tehnicile de lucru corespunzitoare
nivelului de competenta a laboratorului.

Toate laboratoarele trebuie sa respecte tehnicile de lucru recomandate si sd facd dovada
participarii la controlul extern al calitatii pentru toate tehnicile si metodele folosite.
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ANEXA. Prepararea reactivilor
1. Metoda de decontaminare cu hidroxid de sodiu (metoda Petroff modificatd)

Materiale:

e dezinfectant tuberculicid: etanol 70%

e tuburi de 10 — 12 ml, 50 ml cu capac cu filet, in functic de dimensiuneca cuvelor
centrifugii

e solutie sterila de NaOH 4%

e solutie sterila de HCI 8% sau KH2PO4 15%

¢ balantd analitica

e vortex

stative adecvate pentru tuburi

centrifuga cu ricire, cu rotor pentru tuburi de 10 — 12 ml, sau 50 ml

ceas de laborator

pipete din material plastic, de unica folosinta, sterile, ambalate individual, de 3 ml

plita pentru uscat lame

etichete pentru tuburi

marker permanent

lame pentru microscop 26x76x 1 mm, cu un capat matuit, curate si degresate

Reactivi 3

e Solutie de NaOH 4%. Se dizolva 4 g NaOH 1n 100 ml apa distilata si se sterilizeaza prin
autoclavare timp de 30 minute la 121°C.

o Solutie de HCI 8%. Se dilueazd 8 ml de acid clorhidric in 92 ml apa distilata (prin
turnarea acidului in apa si nu invers!). Daca se foloseste metoda cu centrifugare, se poate
neutraliza cu fosfat monopotasic (KH2PO4) in solutie 15% (15 g KH2PO4 in 85 ml apa
distilata).

e Solutie de albastru de bromtimol (indicator). Albastrul de bromtimol se prepara adaugand
0,1 g albastru de bromtimol la 3,2 ml sol. NaOH N/2 si 250 ml apa distilata. Solutia de
NaOH N/2 se prepard amestecand 1 ml NaOH 4% in 19 ml apa distilata. Se sterilizeaza
prin autoclavare la 121°C timp de 30 minute. Se pastreazd in sticla bruna. Culoarea
albastra indica pH alcalin culoarea galbena indica pH acid, iar o culoare galben-verzuie
indicd pH neutru. Solutia de albastru de bromtimol poate fi inlocuitd cu solutie de rosu
fenol (8 mg rosu de fenol se dizolva in 20 ml NaOH 4% si se adauga apa distilata pana la
1000 ml). Culoarea rosie indica pH alcalin; culoarea galbena persistenta indica pH acid.

Daci exista centrifugd conforma, cu cuve pentru tuburi Falcon de 50 ml se recomanda

utilizarea acestora cu folosirea intregii probe clinice colectate si, implicit, recuperarea unei
cantitati mai mari de bacili.
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2. Metoda de decontaminare NALC — NaOH%°

Materiale

e dezinfectant tuberculicid: etanol 70%
e tuburi Falcon de 50 ml, gradate, cu capac cu filet, sterile
e N-acetil L-cisteina (NALC), pulbere

e solutie NaOH 4%

e citrat de sodiu solutie 2,9%

e tampon fosfat, pH 6,8

balantd analitica
vortex
ceas de laborator

pH metru
plita pentru uscat

agitator plan

Solutie de NaOH 4%.

lame

etichete pentru tuburi
marker permanent

stative pentru tuburi de 10-12 ml, 50 ml
centrifugd cu racire si rotor pentru tuburi de 10-12 ml sau 50 mi

pipete de plastic, de unica folosinta, sterile, ambalate individual, de 3 ml

e Dizolva 4 g NaOH in 100 ml ADS si sterilizeaza prin autoclavare timp de 20 minute la

115°C. Eticheteaza.
Solutie citrat de sodiu 2,9%

e Dizolva 2,9¢g citrat de sodiu hidratat (2H20) in 100 ml ADS. Sterilizeaza prin autoclavare

timp de 20 minute la 115°C. Eticheteaza.

Pentru lucru, cele doua solutii se amesteca in cantitati egale si se adaugd in ziua de lucru

cantitatea necesard de NALC pulbere, in functie de numarul de produse de prelucrat, astfel:

Volum de lucru NaOH Citrat de sodiu NALC
final 4% 2,9% (9)
50 ml 25 ml 25 ml 0,25
100 ml 50 ml 50 ml 0,5
200 ml 100 ml 100 ml 1

NALC 1in solutie este instabil si trebuie folosit in ziua prepardrii. Cantitatea nefolositd se

indeparteaza.
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