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Deutsch

F.A.S.T.” AFB-Ausstrichkit mit
Aufschlusslosung (400 Stck.)

Verwendungszweck

Zum Einsatz beim AufschlieBen/Dekontaminieren und Praparieren von Atemwegproben oder -kulturen
des Patienten zum anschlieBenden Nachweis oder zur Charakterisierung von saurefesten Organismen.

Ubersicht und Grundsitze

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO), von der seit 1990 Inzidenzdaten aufgezeichnet werden, ist
die Anzahl der Tuberkulosefille seit mindestens diesem Zeitpunkt am Steigen.! Die friihe und korrekte
Erkennung der Tuberkulose ist ein wichtiger Faktor fir eine effektive Behandlung und Einddammung der
Krankheit. Die haufigste Methode zum Nachweis von Mycobacterium tuberculosis ist die mikroskopische
Untersuchung eines Sputumausstrichs.! Dies ldsst sowohl eine Verdachtsdiagnose als auch eine
GroBenbestimmung der Mykobakterienbelastung zu.

Sdurefeste Organismen wie Mycobacterium tuberculosis konnen mit Anilinfarben gefarbt werden und
widerstehen der Verfarbung durch Saure und Alkohol. Wenn der Behandlung eine Gegenfarbung folgt,
werden die saurefesten Organismen damit im Kontrast zu anderen Organismen und Verunreinigungen
gefarbt, die nur die Gegenfarbung behalten haben. Die klassischen Farbemethoden fiir die saurefeste
Mikroskopie erzeugen jedoch einen Ausstrich, der mitunter nur schwierig und langsam auszulesen ist. Die
Farbemittel Auramin O und Auramin-Rhodamin wurden erfolgreich bei der Fluoreszenzmikroskopie von
Mykobakterien eingesetzt. Es liegen widersprichliche Berichte Gber den Farbemechanismus vor, darunter
die Bindung von Auramin O an die Zellwand der Mykobakterien? und die Bindung des Farbemittels mit
,dem Grof3teil bzw. dem gesamten” Auramin O, das mit der Nukleinsdaure der Mykobakterien verbunden
ist.2 Es wurde jedoch gezeigt, dass die Farbung mit Auramin O bei der Identifizierung von saurefesten
Bakterien sensibler ist als lichtmikroskopische Methoden.* Die héhere Sensibilitat ist groBtenteils auf den
hohen Kontrast zurlickzufiihren, den die fluoreszenten Farbemittel den saurefesten Organismen verleihen,
die gruin vor einem dunklen Hintergrund erscheinen. Diese Kontraststeigerung ermdéglicht den Einsatz
von Objektiven mit gro3eren Sichtfeldern, wodurch sich die Gesamtuntersuchungszeit verringert.

Die Referenzmethode fiir die TBC-Diagnose ist eine Zellkultur, die oft im Zusammenhang mit einer
AusstrichmikroskopieodernachNachweiseinerpositiven Ausstrichprobedurchgefiihrtwird.DiePraparation
einer Sputumprobe fiir die Zellkultur erfordert sowohl einen Aufschluss zur Reduzierung der Probeviskositat
als auch eine Dekontamination zur Reduzierung der lebensfahigen normalen Flora. Zum Aufschlie8en und
Dekontaminieren wird oft die NALC-NaOH-Methode verwendet. Hier fungiert NALC (N-acetyl-L-cystein)
als Mukolytikum, indem es die Verbindungen zwischen den einzelnen Mucinmolekiilen aufschlie3t. NaOH
(Natriumhydroxid) deaktiviert die normale Flora und saurefesten Organismen. Bei kontrolliertem Kontakt
(Zeit und Konzentration) totet es jedoch die normale Flora ab, wahrend die sdaurefesten Organismen
lebensfahig bleiben. Nach der AufschlieBung, Dekontamination und anschlieBenden Konzentration kann
die resultierende Probe fiir eine Zellkultur und zur Ausstrichmikroskopie verwendet werden.

Das QBC FA.S.T. AFB-Ausstrichkit mit Aufschlusslosung beinhaltet die Reagenzien und das Einwegzubehor,
die zur Durchfiihrung der Fluoreszenzmikroskopie an TBC-Ausstrichen, einschlieB8lich AufschlieBen
und Dekontaminieren der Probe, erforderlich sind. Die Komponenten sind so ausgelegt, dass sie
ein vollstandiges System bilden. Sie beinhalten das innovative, arbeitssparende FA.S.T. Auramin O
Farbekit und die SureFocus-Mikroskopobjekttrager (zum Patent angemeldet). Das FA.S.T. Auramin
O Farbekit nutzt ein Schnellverfahren mit vier Schritten, das nur knapp Utber 2 Minuten dauert. Im
Vergleich dazu sind fiir herkdmmliche Auraminmethoden rund 15 bis 20 Minuten erforderlich. Die
SureFocus-Mikroskopobjekttrager erleichtern die Fluoreszenzmikroskopie durch die Bereitstellung von
Fluoreszenzmarkern im gesamten Ausstrichbereich, die beim Einstellen und Aufrechterhalten derrichtigen



Bildscharfe behilflich sind. Dadurch werden Belastung und Ermiidung des Bedieners vermindert und gute
Ergebnisse gewahrleistet.

Inhalt des Kits
Der Inhalt des Kits reicht zur Bearbeitung von rund 400 Proben:

400 Sterile Sputumpraparationsréhrchen
1200 Sterile Transferpipetten
432 SureFocus-Mikroskopobjekttrager

120 ml QBC F.A.S.T. Farbemittel Auramin O
120 ml QBC F.A.S.T. Entfarber/Quencher

5 F.A.S.T. Objekttrager zur Qualitatskontrolle
Sputumaufschlusslésung (75 ml)

4 Packungen Aufschlusspuffer

1 Produktbeilage zum Kit

Warn- und Vorsichtshinweise
Fur den Einsatz bei In-vitro-Diagnosen.

Klinische Proben vom Menschen konnen Erreger von Infektionskrankheiten enthalten, wie z. B.
Tuberkulose, Hepatitis, humane Immundefizienz (HIV). Bei der Handhabung klinischer Proben sind
allgemeine Vorsichtshinweise und ortliche Vorschriften und Bestimmungen zu befolgen. Alle Aktivitaten,
bei denen ein Aerosol der klinischen Proben entstehen konnte, mussen in einer Sicherheitswerkbank
durchgefiihrt werden. Bei Aktivitaten, bei denen Mycobacterium tuberculosis geziichtet werden, sind
Sicherheitsverfahren und -praktiken der Stufe 3 anzuwenden.

Die Chemikalien in diesem Kit sind gesundheitsschadlich und kdnnen zu Verletzungen oder sogar zum
Tod fuhren. Die Reagenzien enthalten starke Basen, die zu Veratzung fiihren kdnnen. Ein Kontakt mit
Augen und Haut ist zu vermeiden. Bei Augenkontakt sofort mit viel Wasser spllen. Bei Verschlucken von
Sputumaufschlusslésung Milch, Eiweil3 oder viel Wasser reichen. Bei Augenkontakt oder Verschlucken
sofort einen Arzt verstandigen. Weitere Informationen Uiber die Sicherheit und ordnungsgemalie
Entsorgung entnehmen Sie dem Sicherheitsdatenblatt zum Kit.

Die Mikroskopie von Sputumausstrichen sowie die Verfahren zur Praparation und Verarbeitung von Proben
dirfen nur von Personen ausgefiihrt werden, die in den entsprechenden Verfahren und in allgemeiner
Laborpraxis geschult sind.

Gebrauchsanweisung
Zur Verwendung mit Atemwegproben des Patienten.

Die Sputumprdparationsrohrchen, sterilen Transferpipetten und SureFocus-Objekttrager sind nur zum
einmaligen Gebrauch bestimmt.

Phosphatpufferpréparation
1. GielBen Sie den pulverférmigen Inhalt eines Phosphatpufferpakets in einen Messkolben oder eine
autoklavierbare Flasche mit einer Abstufung von 500 ml.
2. Fugen Sie 500 ml Wasser hinzu und mischen Sie die Losung griindlich.
3. Wenn ein Messkolben verwendet wurde, giel3en Sie den Inhalt in eine autoklavierbare Flasche.
4. Autoklavieren Sie den Puffer.

Aufschlussverfahren

1. Lockern Sie den Schraubdeckel der Kunststoffflasche mit Sputumaufschlusslosung vor der
Verwendung (nicht abnehmen).

2. Drucken Sie auf die aufrechte Flasche, bis die Ampulle in der Flasche zerbricht.

3. Schliel3en Sie den Deckel und schiitteln Sie die Flasche vorsichtig, um das NALC aufzul6sen. Die
Losung darf nicht schaumen.

4. Figen Sie einem aerosolfreien 50-ml-Zentrifugierrdhrchen klinische Probe und NALC-L6sung in
gleicher Menge hinzu.



5. VerschlieBen Sie das Zentrifugierrohrchen und mischen Sie die Probe, bis sie verflissigt ist.
Lassen Sie die Aufschlusslosung bei Zimmertemperatur 15 Minuten lang reagieren. Eine
langere Aufschlusszeit ist zu vermeiden, weil die Mykobakterien bei langerem Kontakt mit der
Aufschlusslésung inaktiviert werden.

6. Flgen Sie sterilen Phosphatpuffer hinzu, bis Sie ein endgiltiges Volumen von 50 ml erhalten, und
verschlieBen Sie das Zentrifugierrohrchen erneut.

7. Zentrifugieren Sie die Probe 15 Minuten lang bei 2200 bis 3000 x g.

8. GieBen Sie den Uberstand in einen geeigneten Behilter fiir biologische Gefahrstoffe ab.

9. Resuspendieren Sie den Satz in 1 bis 2 ml Phosphatpuffer. Die Probe muss nun einen pH-Wert von
6,8 haben.

10. Die Probe kann nun fir Diagnosetests und Zellkulturen verwendet werden.

Vorbereitung und Fdrbung von Proben:

Tragen Sie die Probe mittig auf dem SureFocus-Objekttrager auf und streichen Sie sie gleichformig tiber die
gesamte Ellipsenflache aus. Der Ausstrich muss dick genug sein, um zu gewabhrleisten, dass ausreichend
Probematerial vorhanden ist. Die Linien des SureFocus-Objekttragers missen jedoch durch die Probe
noch sichtbar sein. Hitzefixieren Sie den Objekttrager mit einem Brenner oder Objekttragerwarmer.

Hitzefixieren Sie den Objekttrager mit dem Probeausstrich.
2. Bedecken Sie den Ausstrich mit FA.S.T. Auramin O und lassen Sie das Farbemittel 1 Minute lang

einwirken.

3. Spllen Sie den Ausstrich vorsichtig mit entionisiertem oder Leitungswasser ab und lassen Sie ihn
abtropfen.

4. Bedecken Sie den Ausstrich mit FA.S.T. Entfarber/Quencher und lassen Sie diesen 1 Minute lang
einwirken.

5. Spllen Sie den Ausstrich vorsichtig mit entionisiertem oder Leitungswasser ab und lassen Sie ihn
abtropfen. Trocknen Sie den Objekttrager.

6. Untersuchen Sie den Objekttrager mit dem QBC Paralens oder einer anderen
Fluoreszenzmikroskopvorrichtung.

Untersuchungsverfahren:

Untersuchen Sie den Objekttrager mit dem QBC ParaLens oder einem anderen Gerat zur
Fluoreszenzmikroskopie. Farben Sie die hitzefixierte Probe mit einem Auramin O-Verfahren, z. B. FA.S.T.
Auramin O. Hinweis: Es empfiehlt sich, jeder Charge gefarbter Objekttrager eine positive und negative
Kontrollprobe beizufligen, um die Integritat von Reagens und Instrument sowie die korrekte Durchfiihrung
zu gewabhrleisten.

Untersuchung des Ausstrichs:

Legen Sie den gefarbten Objekttrager auf den Objekttisch des Mikroskops und zentrieren Sie das Objektiv
Uber dem Startkreis. Fokussieren Sie ein Objektiv mit niedriger Vergro3erung im Hellfeldmodus Giber dem
Startkreis und gehen Sie schrittweise zum gewuinschten Untersuchungsobjektiv tiber. Wechseln Sie in den
Fluoreszenzmodus. Sie kdnnen das Mikroskop mit dem folgenden Verfahren auch im Fluoreszenzmodus
fokussieren: Zentrieren Sie das Objektiv Gber dem Startkreis und stellen Sie den Objekttisch knapp
oberhalb der Arbeitsdistanz des Objektivs ein. Blicken Sie bei eingeschalteter Fluoreszenzlichtquelle
durch das Okular und stellen Sie das Feld mit der Feineinstellung scharf ein. (Tipp: Mit der Scharfstellung
der Fluoreszenzlinie sollte das Sichtfeld leuchtend griin werden. Wenn das Feld dunkel bleibt, wurde die
korrekte Fokusebene Uberschritten.) Gehen Sie zum Rand der Fluoreszenzlinie und stellen Sie die Scharfe
erneut ein.

Beginnen Sie mit der Untersuchung des Ausstrichs am Startkreis und fahren Sie bis zum nachsten
Marker fort. Mithilfe der Marker kénnen die untersuchten Sichtfelder gezahlt werden, wenn die Felder
nacheinander bearbeitet werden (d. h. die Bewegung des Objekttischs ist durchgangig). Wenn der nachste
Marker erreicht ist, priifen Sie, ob das Bild noch scharf ist. Setzen Sie die Untersuchung fort, indem Sie
von Marker zu Marker Uber die in Ihren Standardverfahren vorgegebene Anzahl von Feldern fortschreiten



(zurtickgelegte Distanz bei kontinuierlicher Bewegung). Zeichnen Sie die Ergebnisse auf.

Untersuchung des Ausstrichs — Beispiel:
Abbildung 1

i [,

Abbildung 1 oben zeigt einen SureFocus-Objekttrager mit einem vorgegebenen Untersuchungspfad. Fur
diesen Pfad stellen Sie das Gerat am Startkreis 1 scharf. Untersuchen Sie den Objekttrager systematisch
vertikal und arbeiten Sie sich dabei bis zum Startkreis 3 vor. Verwenden Sie bei der Fortbewegung von
Sichtfeld zu Sichtfeld eine kontinuierliche Bewegung und springen Sie nicht von Feld zu Feld. Wenn Sie
bei Linie 2 angekommen sind, tberprifen Sie die Fokussierung des Mikroskops. Fahren Sie vertikal bis
zum Startkreis 3 fort und Uberprifen Sie die Fokussierung des Mikroskops. Fahren Sie nun horizontal bis
zur Linie 4 fort. Wenn Sie bei Linie 4 angekommen sind, Gberpriifen Sie die Fokussierung des Mikroskops.
An diesem Punkt wurde die folgende Anzahl von Feldern untersucht, wenn die Sichtfelder durchgangig
untersucht wurden:

Vergrof3erung Anzahl der
untersuchten Felder
200x 26
400x 52
600x 78
1000x 130

Die folgende Tabelle zeigt die ungefdahren Distanzen und Sichtfelder zwischen den Markern bei
standardmaBigen VergroBerungen:

Unter- Distanz Sichtfelder
suchungspfad [ (mm) | 200x | 400x | 600x
1 bis 2; 2 bis 3;

5 bis 6; 6 bis 7 6,5 / 14 21
1 bis 8; 8 bis 7;

3 bis 4; 4 bis 5 1 12 24 36
Qualitétskontrolle:

Die Objekttrager sind zur Diagnose der Patientenprobe mit Reagens zu farben. Zur Farbung von
Kontrollobjekttragern ist dasselbe Verfahren wie zur Farbung der Probe zu verwenden. Die Laboranten
mussen bei der Untersuchung der Patientenproben positive und negative Ausstriche untersuchen. Es
ist eine regelmafige Qualitatskontrolle unter Einhaltung der geltenden Vorschriften durchzufiihren. Die
Ergebnisse sind zu dokumentieren.

1. Farben Sie unter Verwendung des oben beschriebenen Verfahrens den QBC FA.S.T. Kontrollobjekt-
trager und den Testobjekttrager mit dem F.A.S.T. Auramin O Farbekit.
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2. Achten Sie darauf, dass die Objekttrager wahrend des Verfahrens vollkommen getrennt bleiben,
um eine Kreuzkontamination von Farbereagenzien zu vermeiden.

3. Untersuchen Sie den gefarbten Objekttrager mit einem flr das Farbemittel geeigneten Mikroskop
und zeichnen Sie die Ergebnisse auf.

Erwartete Ergebnisses

Die QBC FA.S.T. Sputumaufschlusslosung wird zum Aufschluss und zur Dekontamination klinischer
Atemwegproben (Sputum oder Bronchialspiilung) mit vermuteter Mykobakterieninfektion verwendet.

WenndieVerfahren ordnungsgemaB befolgt werden, werden viskdse Proben verfliissigt und Kontamination
durch normale Flora wird reduziert oder entfernt.

Bei Untersuchung mit einem Fluoreszenzmikroskop, das mit einem blauen Anregungs- und einem griinen
Emissionsfilter konfiguriertist (z. B. Anregungsfilter: 435-480 nm, Emissionsfilter 510-600 nm), fluoreszieren
die Markierungen auf dem SureFocus-Objekttrager griin und stellen eine nitzliche Fokussierungshilfe
dar. Bei richtiger Scharfeeinstellung fluoreszieren Mykobakterien (z. B. die in der positiven Kontrolle) und
andere saurefeste Organismen griin vor einem dunklen Hintergrund. Alle anderen Organismen (z. B. die
in der negativen Kontrolle) weisen die Hintergrundfarbemerkmale auf. Ein fluoreszierender Bazillus stellt
eine Verdachtsidentifizierung eines Mykobakteriums dar.

Die Mykobakterien im positiven Bereich des Qualitatskontroll-objekttragers missen hellgriin fluoreszieren.
Die negative Kontrolle muss die Hintergrundfarbemerkmale aufweisen.

Wenn die erwarteten Ergebnisse nicht erzielt werden, untersuchen Sie die Ursache. Diese kdnnte bei den
Reagenzien, beim Instrument oder beim Bediener liegen. Wenn eine Fehlfunktion der Kontrolle vermutet
wird, verwenden Sieeineandere MethodezumTesten des Systems, z. B.eine (bekannt positive oder negative)
Patientenprobe. Melden Sie Patientenergebnisse erst dann, wenn der Systemfehler behoben wurde.

Einschrankungen

Die Sputumprdparationsrohrchen und Transferpipetten werden steril geliefert. Wenn die Primarverpackung
beschadigt oder aufgebrochen ist, ist das Produkt nicht zu verwenden.

Es gibt keine Methode zum Aufschluss und zur Dekontamination, die fir alle klinischen Proben in
allen Situationen geeignet ist. Wahlen Sie deshalb das mildeste effektive Verfahren zur Reduzierung
der Kontamination.

Bestimmte schnell wachsende Mykobakterien fluoreszieren bei dieser Farbung nicht. Flir derartige Proben
eine Ziehl-Neelsen-, Kinyoun- oder andere Farbemethode verwenden. Die Fluoreszenz von Ausstrichen
lasst mit der Zeit nach und kann bei ibermaRiger Hitze- oder Lichteinwirkung verblassen. Deshalb miissen
gefarbte Proben sobald wie moglich untersucht werden.

Wenn von den Linien der SureFocus-Objekttrager kein Fluoreszenzsignal erkennbar ist, dirfen die
betreffenden Objekttrager nicht fiir die Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden.

Wahrend ein positives Ergebnis zwar das Vorhandensein von Mykobakterien belegt, ist eine Infektion auch
bei einem negativen Resultat nicht auszuschlieBen. Deshalb missen zur positiven Identifizierung andere
Diagnosemethoden verwendet werden, z. B. eine Zellkultur oder PCR.

Wenn die SureFocus-Objekttrager nicht fluoreszieren oder die Qualitdatskontrollobjekttrager wenig oder
keineFluoreszenzaufweisen,mussauchdieordnungsgemafleFunktiondesFluoreszenzmikroskopiesystems
Uberprift werden. Untersuchen Sie die Fehlerquelle, die u. a. beim Reagenz, Instrument oder Bediener
liegen kann. Wenn eine Fehlfunktion der Kontrolle vermutet wird, verwenden Sie eine andere Methode
zum Testen des Systems, z. B. eine (bekannt positive oder negative) Patientenprobe. Melden Sie
Patientenergebnisse erst dann, wenn der Systemfehler behoben wurde.

Benotigte, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

Das QBC F.A.S.T. AFB-Ausstrichkit ist zur Verwendung mit Fluoreszenz-mikroskopsystemen bestimmt, die
Proben bei 425-480 nm anregen und Fluoreszenzlicht im Bereich von mindestens 510-600 nm Ubertragen



konnen. Des Weiteren werden die folgenden Artikel bendtigt:

+ Objekttragerwarmer oder Brenner

« Zentrifuge, die die Sputumpraparationsrohrchen bei 2200-3000 x g zentrifugieren kann
+ Biosicherheitswerkbank zur Handhabung der Probe

« Personenschutzausriistung
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Bestellinformationen Art.-Nr.
QBC F.A.S.T. TBC-Ausstrichkit mit Aufschlusslosung 427408
QBC FA.S.T. Zentrifuge (115 V, 60 Hz) 427412
QBC FAS.T. Zentrifuge (220V, 50 Hz) 427413

QBC Diagnostics, Inc.
200 Shadylane Drive, Philipsburg PA, 16866
+1-814-692-7661, www.gbcdiagnostics.com

Emergo Europe
Molenstraat 15, 2513 BH Den Haag, Niederlande

Tel.: +31 (0) 70-345-8570, Fax : +31 (0) 70-346-7299
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