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QBC F.A.S.T.™ AFB-Ausstrich-Startkit

Verwendungszweck

Zum Einsatz bei der Praparation von Patientenprobeausstrichen oder
-kulturen zum Nachweis oder zur Charakterisierung von saurefesten
Bazillen wie Mycobacterium tuberculosis.

Ubersicht und Grundsitze

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO), von der seit 1990
Inzidenzdaten aufgezeichnet werden, ist die Anzahl der
Tuberkulosefdlle seit mindestens diesem Zeitpunkt am Steigen.’ Die
frihe und korrekte Erkennung derTuberkulose ist ein wichtiger Faktor
fur eine effektive Behandlung und Einddmmung der Krankheit. Die
héaufigste Methode zum Nachweis von Mycobacterium tuberculosis ist
die mikroskopische Untersuchung eines Sputumausstrichs.' Dies lasst
sowohl eine Verdachtsdiagnose als auch eine GréBenbestimmung
der Mykobakterienbelastung zu.

Sédurefeste Bazillen wie Mycobacterium tuberculosis kdnnen mit
Anilinfarben gefarbt werden und widerstehen der Verfarbung durch
Sdure und Alkohol. Wenn der Behandlung eine Gegenfarbung
folgt, werden die sdurefesten Bazillen damit im Kontrast zu
anderen Organismen und Verunreinigungen gefarbt, die nur die
Gegenfarbung behalten haben. Die klassischen Farbemethoden fiir
die sdurefeste 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
widerspriichliche Berichte liber den Farbemechanismus vor, darunter
die Bindung von Auramin O an die Zellwand der Mykobakterien? und
die Bindung des Farbemittels mit,dem GroBteil bzw. dem gesamten”
Auramin O, das mit der Nukleinsdure der Mykobakterien verbunden
ist2 Es wurde jedoch gezeigt, dass die Farbung mit Auramin O
bei der Identifizierung von sdurefesten Bakterien sensibler ist
als lichtmikroskopische Methoden.* Die hohere Sensibilitdt ist
groBtenteils auf den hohen Kontrast zurlickzufiihren, den die
fluoreszenten Farbemittel den sdurefesten Bazillen verleihen, die griin
voreinem dunklen Hintergrund erscheinen. Diese Kontraststeigerung
ermdglicht den Einsatz von Objektiven mit groBeren Sichtfeldern,
wodurch sich die Gesamtuntersuchungszeit verringert.

Die QBC FA.S.T. AFB-Produkte zeichnen sich durch einzigartige
Fluoreszenz- und Farbetechnologien aus und sind zur Verwendung
in allen Phasen der Entnahme, Prdparation und Untersuchung
von Proben bestimmt. Der Probesatz enthdlt Muster einiger
F.A.S.T-Produkte, darunter das FA.S.T. Auramin O Farbekit, das das
Farbeverfahren mit einem firmeneigenen Farbemittel und einer
Quencher/Entfarber-Kombination erleichtert und eine Farbung in
nur vier Schritten und knapp lber zwei Minuten ermdglicht.

Inhalt

Das QBC F.A.S.T. AFB-Ausstrich-Startkit enthalt:
e 3 Becher zur Probenahme

3 Applikatorstabchen

3 SureFocus-Objekttrager

5 ml FA.S.T. Auramin O TB-Farbemittel

5 ml FA.S.T. Entfarber/Quencher

1 F.A.S.T. AFB-Kontrollobjekttrager

Lagerung

Bei 15-25 °C lagern. UbermiBige Hitze vermeiden. Nach Ablauf des
Haltbarkeitsdatums nicht mehr verwenden.

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

Klinische Proben vom Menschen konnen Erreger von
Infektionskrankheiten enthalten, wie z. B. Tuberkulose, Hepatitis,

Innovative Solutions for a Healthier World humane Immundefizienz (HIV). Bei der Handhabung klinischer

Proben sind allgemeine Vorsichtshinweise und ortliche Vorschriften
und Bestimmungen zu befolgen. Alle Aktivitdten, bei denen ein
Aerosol der klinischen Proben entstehen kénnte, missen in einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt werden. Bei Aktivitaten,
bei denen Mycobacterium tuberculosis gezlichtet werden, sind
Sicherheitsverfahren und -praktiken der Stufe 3 anzuwenden.

Die Chemikalien in diesem Kit sind gesundheitsschadlich und kénnen
zu Verletzungen oder sogar zum Tod flihren. Sie sind in einem gut
beliifteten Bereich und unter Verwendung ordnungsgemafler
Personenschutzausriistung zu verwenden. Kontakt mit offenem
Feuer vermeiden. Weitere Informationen Uber die Sicherheit und
ordnungsgemaBe Entsorgung sind dem Sicherheitsdatenblatt zum
F.A.S.T. Auramin O Farbekit zu entnehmen.

Dieses Produkt dient zum Nachweis sdurefester Bazillen. Die
Mikroskopie von Sputumausstrichen sowie die Verfahren zur
Préparation und Verarbeitung von Proben zum Nachweis sdurefester
Bakterien dirfen nur von Personen ausgefiihrt werden, die in den
entsprechenden Verfahren und in allgemeiner Laborpraxis geschult
sind.

Vorsicht: Das Produkt enthdlt Objekttrager aus Glas. Vorsichtig
behandeln.

Gebrauchsanweisung

Becher zur Entnahme von Sputum; Applikatorstdbchen und
SureFocusTM Objekttrager sind nur zur einmaligen Verwendung
bestimmt.

SureFocus-Objekttrdger konnen mit direkten Patientenproben,
aufgeschlossenen Proben oder geziichteten Proben eingesetzt
werden.

Vorbereitung und Férbung von Ausstrichen:

Tragen Sie die Probe mittig auf dem SureFocus-Objekttrager auf
und streichen Sie sie gleichférmig liber die gesamte Ellipsenflache
aus. Der Ausstrich muss dick genug sein, um zu gewéhrleisten, dass
ausreichend Probematerial vorhanden ist. Bei direkten Ausstrichen
missen die Linien des SureFocus-Objekttragers durch die Probe
noch sichtbar sein. Hitzefixieren Sie den Objekttrdger mit einem
Brenner oder Objekttradgerwarmer.

Férbeverfahren:

1. Hitzefixieren Sie den Objekttrdger mit dem
Sputumausstrich.

2. Bedecken Sie den Ausstrich mit FA.S.T. Auramin O und
lassen Sie das Farbemittel 1 Minute lang einwirken.

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

6. Trocknen Sie den Objekttrager.

Untersuchungsverfahren:

Untersuchen Sie den Objekttrager mit dem QBC ParalLens oder
einem anderen Gerat zur Fluoreszenzmikroskopie. Farben Sie die
hitzefixierte Probe mit einem Auramin O-Verfahren, z. B. FAS.T.
Auramin O. Hinweis: Es empfiehlt sich, jeder Charge gefarbter
Objekttrdger eine positive und negative Kontrollprobe beizufiigen,
um die Integritdt von Reagens und Instrument sowie die korrekte
Durchfiihrung zu gewéhrleisten.



Untersuchung des Ausstrichs:

Legen Sie den gefdrbten Objekttrager auf den Objekttisch des
Mikroskops und zentrieren Sie das Objektiv Gber dem Startkreis.
Fokussieren Sie ein Objektiv mit niedriger Vergrof3erung im
Hellfeldmodus tiber dem Startkreis und gehen Sie schrittweise zum
gewlinschten Untersuchungsobjektiv lber. 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
grin werden. Wenn das Feld dunkel bleibt, wurde die korrekte
Fokusebene tiberschritten.) Gehen Sie zum Rand der Fluoreszenzlinie
und stellen Sie die Schérfe erneut ein.

Beginnen Sie mit der Untersuchung des Ausstrichs am Startkreis
und fahren Sie bis zum ndchsten Marker fort. Mithilfe der Marker
kdnnen die untersuchten Sichtfelder gezadhlt werden, wenn die
Felder nacheinander bearbeitet werden (d. h. die Bewegung
des Objekttischs ist durchgdngig). Wenn der néchste Marker
erreicht ist, prifen Sie, ob das Bild noch scharf ist. Setzen Sie die
Untersuchung fort, indem Sie von Marker zu Marker tiber die in Ihren
Standardverfahren vorgegebene Anzahl von Feldern fortschreiten
(zurlickgelegte Distanz bei kontinuierlicher Bewegung). Zeichnen
Sie die Ergebnisse auf.

Untersuchung des Ausstrichs — Beispiel:

Abbildung 1

Abbildung 1 oben zeigt einen SureFocus-Objekttrager mit einem
vorgegebenen Untersuchungspfad. Fiir 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, Uberpriifen Sie die
Fokussierung des Mikroskops. Fahren Sie vertikal bis zum Startkreis 3
fort und iberprifen Sie die Fokussierung des Mikroskops. Fahren Sie
nun horizontal bis zur Linie 4 fort. Wenn Sie bei Linie 4 angekommen
sind, Uberprifen Sie die Fokussierung des Mikroskops. An diesem
Punkt wurde die folgende Anzahl von Feldern untersucht, wenn die
Sichtfelder durchgédngig untersucht wurden:

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

Die folgende Tabelle zeigt die ungefdhren Distanzen und Sichtfelder
zwischen den Markern bei standardmaBigen Vergréerungen:

Sichtfelder
Unter- Distanz

suchungspfad [ (mm) 200x 400x 600x
1 bis 2; 2 bis 3;

5 bis 6; 6 bis 7 65 / 14 21

1 bis 8; 8 bis 7;

3 bis 4; 4 bis 5 " 12 24 36

Qualitdgtskontrolle:

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

1. Farben Sie unter Verwendung des oben beschriebenen
Verfahrens den QBC F.A.S.T. Kontrollobjekttrager und den
Testobjekttrager mit dem F.A.S.T. Auramin O Farbekit.

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 fiir
das Farbemittel geeigneten Mikroskop und zeichnen Sie
die Ergebnisse auf.

Wenn der positive QK-Bereich des Objekttragers nicht fluoresziert,
konnte dies auf eine Qualitditsminderung des Farbereagens
hindeuten. Es darf erst dann fiir Patientenproben verwendet werden,
wenn das Problem behoben ist.

Erwartete Ergebnisse

Bei Untersuchung mit einem Fluoreszenzmikroskop, das mit einem
blauen Anregungs- und einem griinen Emissionsfilter konfiguriert
ist (z. B. Anregungsfilter: 435-480 nm, Emissionsfilter 510-600 nm),
fluoreszieren die Markierungen auf dem SureFocus-Objekttrager
griin und stellen eine niitzliche Fokussierungshilfe dar. Bei richtiger
Schérfeeinstellung fluoreszieren Mykobakterien (z. B. die in der
positiven Kontrolle) und andere saurefeste Bazillen 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 Qualitdtskontroll-
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 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.

Einschrankungen

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

Wenn von den Linien der SureFocus-Objekttrager kein
Fluoreszenzsignal erkennbarist, diirfen die betreffenden Objekttrager
nicht fir die Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden.

Wahrend ein positives Ergebnis zwar das Vorhandensein von
Mykobakterien belegt, ist eine Infektion auch bei einem negativen
Resultat nicht auszuschliefen. Deshalb miissen zur positiven



Identifizierung andere Diagnosemethoden verwendet werden, z. B.
eine Zellkultur oder PCR.

Wenn die SureFocus-Objekttrager nicht fluoreszieren oder die
Qualitatskontrollobjekttrager wenig oder keine Fluoreszenz
aufweisen, muss auch die ordnungsgemdBe Funktion des
Fluoreszenzmikroskopiesystems tiberpriift 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.

FA.S.T. Farbereagenzien kdnnen bei GbermaBiger Hitze verblassen.
Fihren Sie deshalb immer eine Qualitatskontrolle durch,
um die Integritdit des Farbemittels zu bestimmen, bevor Sie
Patientenergebnisse melden. Verwenden Sie das Farbemittel nicht,
wenn es die Qualitdtskontrolle nicht besteht.

Benotigte, jedoch nicht mitgelieferte Materialien

Die QBC FA.ST. Auramin O Farbekits sind zur Verwendung
mit  Fluoreszenzmikroskopsystemen bestimmt, die Proben
bei 425-480 nm anregen und Fluoreszenzlicht im Bereich von
mindestens 510-600 nm Ubertragen kdnnen. Des Weiteren werden
ein Objekttragererwarmer oder Brenner (z. B. Spiritus- oder
Bunsenbrenner) benétigt.
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Bestellinformationen

Informationen zur Bestellung von FA.S.T. AFB-Kits und Zubehor
erhalten Sie auf unserer Website unter www.gbcdiagnostics.com.
Auflerdem konnen Sie QBC-Verkaufsmitarbeiter unter +1 (814)
692-7661 (US.A.) oder per —E-Mail unter gbcsales@gbcdiag.com
erreichen.

Produktnummerns

QBC FA.S.T. AFB-Ausstrichkit 427409
QBC FA.S.T. AFB-Ausstrichkit mit Aufschlusslésung 427408
QBC FA.S.T. AFB E-Z Ausstrichkit 427410
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QBC Diagnostics, Inc.

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

Emergo Europe

Molenstraat 15, 2513 BH The Hague, Niederlande
Tel: +31 (0) 70-345-8570, Fax : +31 (0) 70-346-
7299

Hersteller

Autorisierter Vertreter in der Europaischen
Gemeinschaft
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