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1 Wprowadzenie

Kwasy mikolowe stanowig

jeden z podstawowych
sktadnikow strukturalnych sciany
komarkowej bakterii z podrzedu
Corynebacterineae. Sg to o}
dtugotaricuchowe a-hydroksy- Ry —
B-alkilo kwasy ttuszczowe
zawierajgce dwa fancuchy

weglowodorowe: dtuzszy fancuch OH

meromikolowy (R,) oraz krotszy

tancuch a-weglowodorowy. Ryc. 1. Struktura a-hy-

Pratki z rodzaju Mycobacterium droksy-f-alkilowych
L - kwasow ttuszczowych.

cechujg sie obecnoscig

kwasdéw mikolowych o ditugosci

60-90 atomdw wegla z w petni nasyconym taricuchem

a-alkilowym (R,) o $cisle okreslonej dtugosci 22, 24 lub 26

atomow wegla.

Badania wykazaty, ze pratki Mycobacterium tuberculosis
oraz Mycobacterium bovis charakteryzujg sie zdecydowang
dominacjg kwaséw mikolowych z tancuchem a-alkilowym

o dtugosci 26 atomdéw wegla, niezaleznie od ich typu.

Pratki atypowe wyroznia natomiast przewaga mikolanow z
krotszymitaricuchami alfa.

Kwasy mikolowe zostaty zidentyfikowane jako potencjalne
markery detekcji i réznicowania mikobakterii juz w latach
80. XX wieku. Stanowig integralng czesc¢ sciany komorkowej
pratkdw — 20-40% ich suchej masy — i wykazujg dobra
stabilnos¢ chemiczng. Moga by¢ wykrywane zaréwno z
materiatu zawierajgcego zywe mikroorganizmy, jak i z oston
komorkowych lub elementow biofilmu.

Opublikowane badania potwierdzajg przydatnosc¢ analizy
kwaséw mikolowych metoda tandemowej spektrometrii mas
w diagnostyce gruzlicy i mikobakterioz wywotywanych
przez pratki atypowe.
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Ryc. 2. Rodzaje kwasdéw mikolowych.

1.1 Zastosowanie wyrobu

Zestaw M-Typer Reagent Kit jest wyrobem medycznym
do diagnostyki in vitro (IVD) przeznaczonym do izolacji
kwasow mikolowych z materiatu biologicznego — w
tym migdzy innymi plwociny — celem ich pdzniejszej
analizy metodg wstrzykowej analizy przeptywowej
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sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (FIA-MS/MS).
Metoda ta moze stanowi¢ narzedzie wspomagajgce w
diagnostyce chorob wywotywanych przez pratki z rodzaju
Mycobacterium.

Uzytkownik docelowy: Wykwalifikowany personel
laboratoryjny w laboratoriach diagnostycznych, posiadajgcy
praktyczng znajomosc¢ obstugi tandemowego spektrometru
mas oraz oprogramowania do analizy danych MS/MS.

Wazne: Wynik testu nie stanowi samodzielnej podsta-
wy rozpoznania klinicznego. Powinien by¢ interpre-
towany tacznie z innymi wynikami badan laboratoryj-
nych oraz obrazem klinicznym pacjenta.

1.2 Zasada metody

Zestaw M-Typer Reagent Kit stuzy do izolacji kwasow
mikolowych z materiatu badanego. Izolacja przebiega
kolejno przez: odptukanie wolnych lipidéw, hydrolize
zasadowa, neutralizacje oraz ekstrakcje ciecz—ciecz.
Uzyskany ekstrakt moze zosta¢ bezposrednio poddany
analizie FIA-MS/MS lub przechowany do pdzniejszego
badania.

Analiza FIA-MS/MS (ang. flow injection analysis tandem
mass spectrometry) opiera sie na bezposrednim
wstrzyknieciu probki do uktadu chromatograficznego bez
rozdziatu chromatograficznego, jonizacji elektrosprej (ESI)
w trybie negatywnym oraz detekcji metodg monitorowania
wybranych reakcji fragmentacji (MRM). Kazde przejscie
MRM odpowiada unikalnej strukturze kwasu mikolowego

i pozwala na profilowanie sktadu kwasow mikolowych
charakterystycznego dla danego gatunku Mycobacterium.

2 Sktadniki zestawu

2.1 Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Sktadniki zestawu zawierajg substancje niebezpieczne.
Przed przystapieniem do pracy nalezy zapoznac sie

z kartami charakterystyki (SDS/MSDS). Szczegdtowe
informacje dotyczgce kazdego odczynnika znajdujg sie w
kartach charakterystyki (SDS/MSDS) dostepnych na stronie
internetowej producenta www.dimedical.pl/..................... .

A OSTRZEZENIE O SZCZEGOLNYM ZAGROZENIU
ZDROWIA (CMR): Odczynnik do ekstrakcji (MT-
004) zawiera substancje podejrzewane o dziatanie
rakotworcze (H351) oraz podejrzewane o dziatanie
szkodliwe na dziecko w tonie matki (H361d). Z od-
czynnikiem tym nalezy obchodzi¢ sie ze szczegdlng
ostroznoscia. Bezwzglednie unika¢ wdychania par i
kontaktu ze skora.

Podczas pracy z odczynnikami nalezy stosowac srodki
ochrony indywidualnej:

« rekawice jednorazowe (zalecane nitrylowe),

« fartuch laboratoryjny,

» okulary ochronne.



Wszystkie czynnosci z odczynnikami nalezy wykonywac
pod wyciggiem chemicznym. Ze wzgledu na odmienne
wtasciwosci chemiczne sktadnikéw zestaw jest dostarczany
w dwoch oddzielnych opakowaniach: Set 1 oraz Set 2.
Szczegotowy wykaz zwrotdw wskazujgcych rodzaj
zagrozenia i $srodkow ostroznosci (GHS/CLP) dla
poszczegolnych odczynnikow znajduje sie w Zatgczniku na
korcu niniejszej instrukcji.

2.2 Wykaz sktadnikow zestawu

Wszystkie skfadniki nalezy przechowywac zgodnie z
warunkami podanymi ponizej oraz na etykiecie kazdego
odczynnika.

Tabela 1A. Sktadniki zestawu — Set 1.

Nr Warunki P
katalo- Opis Czynne sktadniki/ sktad przecho- Stab‘llnost.:
gowy wywania po otwarciu
. Glowny sktadnik: izopropanol.
Odozynnik Klasa chemiczna: alkohol o 30dni
MT-001 do - - ’ 2-25°C o
. alifatyczny. Funkcja: odptukanie w2-8°C
plukania P,
wolnych lipidow.
Glowny sktadnik: zasadowy
Odezynnik roztwor wodorotlenku potasu w
Y alkoholu. Klasa chemiczna: silna o 30dni
MT-002 do . . . X 2-25°C o
hydrolizy zasada nieorganiczna w mieszani- w2-8°C
nie alkoholowej. Funkeja: hydroliza
alkaliczna materiatu.
Glowny sktadnik: chloroform.
Odczynnik ~ Klasa chemiczna: chlorowany roz- 30
MT-004  doeks- puszczalnik organiczny. Funkcja: 2-25°C W2-8°C
trakcji ekstrakcja ciecz-ciecz kwasow
mikolowych.
Gtowny sktadnik: mieszanina
alkoholowa z dodatkiem fluorku
Odczynnik amonu. Klasa chemiczna: miesza- 30dni
MT-005 doroz- nina alkoholowa z dodatkiem soli 2-25°C W2-8°C
cienczen  nieorganicznej. Funkcja: rozcien-
czenie i przygotowanie ekstraktu do
analizy FIA-MS/MS.
Tabela 1B. Sktadniki zestawu — Set 2.
Nr Warunki P
katalo- Opis Czynne skiadniki / sktad przecho- Stabtl‘!yosc_:
gowy wywania po otwarciu
Odczyn-  Glowny sktadnik: roztwor kwasu
nikdo chlorowodorowego. Klasa chemicz- o 30dni
WT-003 neutrali-  na: kwas nieorganiczny. Funkcja: 2-25°C w2-8°C
zacji neutralizacja po etapie hydrolizy.

Jeden kompletny zestaw M-Typer Reagent Kit (Set 1+
Set 2) jest przeznaczony do wykonania 100 analiz izolacji
kwasoéw mikolowych.

Odczynnik do neutralizacji (MT-003) jest dostarczany w
oddzielnym opakowaniu (Set 2) ze wzgledu na wymagania
bezpieczenstwa dotyczace transportu odczynnikow o
odmiennych wtasciwosciach chemicznych. Oba opakowania
facznie stanowig kompletny zestaw niezbedny do
przeprowadzenia procedury izolacji kwaséw mikolowych.

Trwato$¢ zamknigtych odczynnikéw:
Zamkniete odczynniki wchodzgce w sktad zestawu M-Typer
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Reagent Kit (Set 1i Set 2), przechowywane w temperaturze
2-25°C, zachowuijg stabilnos¢ przez 12 miesiecy od daty
produkciji.

Po pierwszym otwarciu odczynnika nalezy:

« przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C,
« szczelnie zamykac¢ opakowanie po kazdym uzyciu,
« zuzy¢ w ciggu 30 dni od pierwszego otwarcia.

Uwaga: Nie zamraza¢ zestawu ani zadnego z jego
sktadnikow!

2.3 Dodatkowe odczynniki (nie wchodzg w
sktad zestawu)

Do przeprowadzenia pomiaréw FIA-MS/MS niezbedne sg
dodatkowe odczynniki, ktére nie sg dostarczane w zestawie:

« metanol, jako$¢ co najmniej LC-MS/MS (faza ruchoma
A — MPA)

« chloroform stabilizowany etanolem, jako$¢ co najmniej
LC-MS/MS (faza ruchoma B — MPB oraz rozpuszczalnik
ptuczacy)

« 2-propanol, jako$¢ co najmniej LC-MS/MS

* 1% N-acetylo-cysteina w 4% wodorotlenku sodu

« sterylny bufor fosforanowy 0,067 mol/l, pH 6,8

e 5% roztwor Tweenu 80.

Ponadto wymagane sa nastepujgce materiaty zuzywalne o
znaczeniu krytycznym:

« wialki chromatograficzne z zakretkami i nienacietg septa
teflonowg (1,5 ml / 2 ml),

« probdéwki typu Falcon 50 ml do hydrolizy i ekstrakcji,
przeznaczone do inkubacji w temperaturze 90°C.

2.4 Kontrola jakosci

Kontrola przez producenta: kazda seria zestawu jest
testowana przez producenta pod katem zgodnosci ze
specyfikacjg jakosciowa przed dopuszczeniem do obrotu.

Kontrola przez uzytkownika — podczas rutynowego
stosowania zestawu zaleca sig:

« wykonywanie analizy prob slepych (blank) co najmniej
raz na 10 analiz prébek rzeczywistych,

« okresowe wykonywanie analizy roztworu referencyjnych
kwasow mikolowych w celu weryfikacji poprawnosci
dziatania systemu FIA-MS/MS,

« monitorowanie ksztattu sygnatu chromatograficznego
oraz stosunku sygnatu do szumu.

Prawidtowy sygnat analityczny powinien spetniac kryteria
opisane w sekcji 4.4, w tym pojawiac sie w zakresie
0,05-0,30 min i charakteryzowac sie profilem typu hump-
shape (ksztatt garbu).

W przypadku stwierdzenia sygnatu w probie slepej lub
zaburzenia ksztattu sygnatu nalezy:
1. sprawdzi¢ czystosc faz ruchomych

2. przeptukac ukfad chromatograficzny
3. powtdrzyc analize



2.5 Utylizacja odpadow laboratoryjnych

Wszystkie odpady, w tym szczelnie zamknigte butelki

z przeterminowanymi odczynnikami, sg klasyfikowane
jako odpady chemiczne, niebezpieczne (kod 18 01 06°).
Nieotworzone opakowania nalezy wyrzucac¢ w catosci;
roztwory nalezy zbiera¢ do szczelnie zamknigtych
pojemnikéw szklanych i przekazywac¢ do utylizaciji.

Szczegotowe informacje dotyczace unieszkodliwiania
poszczegolnych odczynnikéw znajdujg sie w sekcji 13
odpowiadajgcych im kart SDS/MSDS.

Materiat badany uzyty do analizy — niezaleznie od jego
charakterystyki — nalezy traktowac jako potencjalnie
zakazny i utylizowac zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczgcymi odpaddéw medycznych (kod 18 01 03).

2.6 Warunkitransportu

Zestaw nalezy transportowac¢ w temperaturze 2-25°C.
Krotkotrwate odchylenia temperatury podczas transportu
nie powinny przekracza¢ zakresu 2-30°C. Ze wzgledu
na wtasciwosci chemiczne skfadnikow zestaw M-Typer
Reagent Kit jest transportowany w dwoch oddzielnych
opakowaniach: Set 1i Set 2. Chroni¢ przed swiattem i
uszkodzeniami mechanicznymi.



3 Niezbedne wyposazenie

3.1 Sprzet pomocniczy

Do przeprowadzenia procedury izolacji kwasow
mikolowych z materiatu biologicznego z uzyciem zestawu
M-Typer Reagent Kit wymagany jest nastepujacy sprzet
laboratoryjny:

Sprzet Specyfikacja

Wyposazona w rotor dla probowek
50 ml; predkos$¢ min. 4500 rpm.

Wiréwka laboratoryjna Zalecana wiréwka chtodzona (4°C),
dopuszczalna praca w temperatu-
rze pokojowej

Wytrzgsarka typu worteks Standardowa

Horyzontalna wytrzasarka Do inkubacji 30 min w temp.

laboratoryjna pokojowe;j

Blok grzejny lub taznia Umozliwiajace inkubacje probdwek
wodna w 90°C

Pipeta automatyczna Zakres 100-1000 pl

3.2 Rekomendowany sprzet analityczny

Do analizy FIA-MS/MS wyizolowanych kwaséw mikolowych
producent rekomenduje nastepujgcy system analityczny:

Element systemu Specyfikacja

Pompy anali-  Zestaw binarnych pomp analitycznych (binary
tyczne HPLC  pump)

Przystosowany do wialek 1,5 ml / 2 ml z septg

Autosampler teflonowa nienacieta; zakres nastrzyku 1-50 pl

Typ: potrojny kwadrupol (QqQ) ze zrédtem jonow
ESI, pracujgcy w trybie jonizacji negatywnej,
umozliwiajgcy analize FIA-MS/MS z monitorowa-
niem przejs¢ MRM.

ZaZE:}?:]:tyr Wymagania minimalne: czutos$¢ detekcji jondw
mpals nie gorsza niz dla platform referencyjnych (Sciex

QTRAP® 6500, Shimadzu LCMS-8050).
Przyktadowe platformy: QTRAP® 6500 (Sciex),
LCMS-8050 (Shimadzu) lub system rownowazny
spetniajgcy powyzsze kryteria.

Kapilara potag-  PEEK, dtugo$¢ 50 cm, $rednica wewngtrzna
czeniowa 100 pm

4 Przygotowanie systemu
pomiarowego

4.1 Przygotowanie chromatografu cieczowego

Procedura jest przeznaczona dla $rednio- i wysokocisnie-
niowych chromatografow cieczowych wyposazonych w
zestaw dwoch pomp binarnych.

Przed przystapieniem do analiz nalezy przygotowac chro-
matograf zgodnie z ponizsza procedura:

1. Jesli chromatograf pracowat wczesniej z innymi fazami
ruchomymi niz stosowane w niniejszej analizie — prze-



ptukac (purge) kanaty obu pomp binarnych, w pierwszej
kolejnosci wytgcznie z uzyciem Fazy Ruchomej A (MPA).

2. Po przeptukaniu pompa A — podfaczy¢ Faze Ruchomg B
(MPB) do kanatu B i wykonac purge kanatu B.

3. Jesli chromatograf pracowat wczesniej z fazami zgodny-
mi z niniejszg procedurg — podtgczy¢ MPA i MPB bez-
posrednio do odpowiednich pomp i przejs¢ do kroku 4.

4. Zalecane ustawienia scisliwosci: pompa A — 1,25
GPa; pompa B — 1,60 GPa (jesli oprogramowanie
chromatografu na to pozwala).

Uwaga: Analiza prowadzona jest w warunkach abso-
lutnie bezwodnych. Przed przystgpieniem do analiz
nalezy pozby¢ sie ze wszelkich elementéw systemu
chromatograficznego pozostatosci wody. Mozna do
tego celu wykorzystac¢ Faze Ruchoma A lub 2-propa-
nol (o czystosci co najmniej LC-MS/MS grade).

4.2 Przygotowanie autosamplera

Procedura jest przeznaczona dla autosamplerow
umozliwiajgcych ptukanie co najmniej jednym roztworem
ptuczacym oraz wykonywanie nastrzykow w zakresie 1-50
Wl z wialek 1,5 ml / 2 ml z nienacietg septg teflonowa.

1. Jesli autosampler pracowat wczesniej z innymi
roztworami ptuczacymi niz stosowane w niniejszej
analizie — przeptukac go wytgcznie z uzyciem Fazy
Ruchomej A (MPA).

2. Po przeptukaniu — podfgczy¢ Wash Solvent i wykonaé
purge.

3. Potaczy¢ autosampler bezposrednio z pompga i ze

spektrometrem mas przy uzyciu kapilary PEEK (50 cm /
100 ym i.d.).

Uwaga: Odstepstwa od zalecanej specyfikacji kapilary
moga skutkowac réznicami w ksztatcie sygnatu lub
przesunigciem czaséw pojawiania sie sygnatow
analitycznych.

4.3 Przygotowanie spektrometru mas

Procedura jest przeznaczona dla tandemowych
spektrometrow mas typu potrojny kwadrupol (QqQ)
wyposazonych w zrodto jondw elektrosprej (ESI). Ze
wzgledu na czuto$¢ metody rekomenduje sie stosowanie
mozliwie najczulszych dostepnych urzadzen.

Przed przystagpieniem do analiz nalezy zoptymalizowac
parametry detekcji spektrometru mas. Ponizej podano
parametry rekomendowane dla urzagdzen QTRAP® 6500
(Sciex) i LCMS-8050 (Shimadzu). Celem doktadnej
optymalizacji parametréow detekcji jonéw rekomenduje

sie uzycie komercyjnie dostepnej mieszaniny kwasow
mikolowych (np. Mycolic acid from Mycobacterium
tuberculosis (bovine strain) (Product Specification [37281-
34-8], Arctomsci).
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Tabela 2A. Parametry zrédta jonéw — Sciex QTRAP®

6500.

Parametr

Gaz kurtynowy

(CUR)

Temperatura zrédta jonow (TEMP)

Gaz nebulizujac
Gaz osuszajacy

Jonizacja

y (GS1)
(GS2)

Napiecie na elektrodzie (IS)

Warto$é

20 psi

450°C

50 psi

70 psi
Negatywna (NEG)
-4500 V

Tabela 2B. Parametry zrédta jonéw — Shimadzu LCMS-

8050.

Parametr

Temperatura int

Temperatura zrodta jonow (desolva-

tion)

Temperatura DL

Przeptyw gazu nebulizujgcego
Przeptyw gazu ogrzewajgcego

Przeptyw gazu osuszajgcego

Tryb jonizacji

erface'u

Rozdzielczos¢ Q1

Rozdzielczos¢ Q3

Wartosé
350°C

600°C

250°C

3 L/min

10 L/min

10 L/min
Negatywna (NEG)
Niska (Low)

Jednostkowa (Unit)

Tabela 3A. Parametry transmisji jonoéw (przejscia MRM)

— Sciex QTRA

Q1 mass [m/z]

885.9
913.9
914
915.9
929.9
942
9421
943.9
957.9
958
970
970
971.9
985.9
998
1000
1014
10241
10281
1038.1
10521
10521
1080.1
1096.1
1081
122.2
1241

P®6500.

Q3mass [m/z]

339.4
367.4
339.4
367.4
367.4
395.4
367.4
367.4
367.4
339.4
367.4
395.4
367.4
367.4
395.4
395.4
367.4
367.4
395.4
395.4
339.4
367.4
367.4
367.4
367.4
367.4
395.4

Declustering
potential [V]

-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150

-62

Collision energy [V]

n



Declustering

Qlmass[m/z] Q3 mass[m/z] potential [V]

Collision energy [V]

136.1 367.4 -150 -74
136.2 339.4 -150 -74
1136.2 395.4 -150 -74
1150.2 367.4 -150 -74
152.2 367.4 -150 -74
1164.2 367.4 -150 -74
164.2 395.4 -150 -74
1166.2 367.4 -150 -74
1178.2 367.4 -150 -74
1180.2 367.4 -150 -74
1180.2 395.4 -150 -74
1192.2 367.4 -150 -74
192.2 395.4 -150 -74
1194.2 339.4 -150 -74
1194.2 367.4 -150 -74
1196.2 395.4 -150 -74
1220.2 395.4 -150 -74
1222.2 367.4 -150 -74
1222.2 395.4 -150 -74
1250.2 367.4 -150 -74
1250.2 395.4 -150 -74
1252.2 395.4 -150 -74
1264.3 395.4 -150 -74
1280.2 395.4 -150 -74
1294.3 395.4 -150 -74

Tabela 3B. Parametry transmisji jonow (przejscia MRM)
— Shimadzu LCMS-8050.

Q1lmass Q3 mass Dwelltime Q1prebias Collision Q3 pre
[m/z] [m/z] [msec] vl energy [V] bias[V]

885.9 339.4 6 30 62 20
913.9 367.4 6 30 62 20
914 339.4 6 30 62 20
915.9 367.4 6 30 62 20
929.9 367.4 6 30 62 20
942 395.4 6 30 62 20
9421 367.4 6 30 62 20
943.9 367.4 6 30 62 20
957.9 367.4 6 30 62 20
958 339.4 6 30 62 20
970 367.4 6 30 62 20
970 395.4 6 30 62 20
971.9 367.4 6 30 62 20
985.9 367.4 6 30 62 20
998 395.4 6 30 62 20
1000 395.4 6 30 62 20
1014 367.4 6 30 62 20
10241 367.4 6 30 62 20
10281 395.4 6 30 62 20
10381 395.4 6 30 62 20
10521 339.4 6 30 62 20
10521 367.4 6 30 62 20
10801 367.4 6 30 62 20
1096.1 367.4 6 30 62 20
11081 367.4 6 30 62 20
122.2 367.4 6 30 62 20
1241 395.4 6 30 62 20
136.1 367.4 6 30 62 20
136.2 339.4 6 30 62 20
1136.2 395.4 6 30 62 20
1150.2 367.4 6 30 62 20
152.2 367.4 6 30 62 20
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Qlmass Q3 mass Dwelltime Qlprebias Collision  Q3pre
[m/z] [m/z] [msec] v1 energy [V] bias[V]

164.2 367.4 6 30 62 20
164.2 395.4 6 30 62 20
1166.2 367.4 6 30 62 20
178.2 367.4 6 30 62 20
1180.2 367.4 6 30 62 20
1180.2 395.4 6 30 62 20
192.2 367.4 6 30 62 20
192.2 395.4 6 30 62 20
194.2 339.4 6 30 62 20
194.2 367.4 6 30 62 20
1196.2 395.4 6 30 62 20
1220.2 395.4 6 30 62 20
1222.2 367.4 6 30 62 20
1222.2 395.4 6 30 62 20
1250.2 367.4 6 30 62 20
1250.2 395.4 6 30 62 20
1252.2 395.4 6 30 62 20
1264.3 395.4 6 30 62 20
1280.2 395.4 6 30 62 20
1294.3 395.4 6 30 62 20

4.4 Weryfikacja zintegrowanego systemu FIA-
MS/MS

Po przygotowaniu oraz zoptymalizowaniu parametréw
systemu FIA-MS/MS zgodnie z instrukcjami zawartymi w
punktach 4.1- 4.3 nalezy zweryfikowa¢ poprawnosc jego
dziatania poprzez przeprowadzenie analizy FIA- MS/MS
roztworu komercyjnie dostepnych kwasow mikolowych
rozcienczonych w odczynniku MT-004.

Analize nalezy przeprowadzi¢ w sposéb tozsamy z analiza
probki badanej.

Sygnat od badanych substancji, przyjmujacy ksztatt

tzw. garbu (ang. hump-shape), powinien pojawic sie na
chromatogramie nie wczesniej niz w czasie 0,05 min.
Catkowity czas trwania sygnatu, liczony od momentu jego
pojawienia sig do powrotu do poziomu bazowego, nie
powinien przekraczac 0,30 min. Ksztatt sygnatu powinien
charakteryzowac sie stromym wzrostem i spadkiem,
pomiedzy ktérymi sygnat utrzymuije sie na wzglednie statym
poziomie. Region plateau powinien by¢ opisany co najmniej
10 punktami pomiarowymi.

Odstepstwa od oczekiwanego ksztaftu sygnatu moga
wynikac¢ z réznic w objetosciach martwych systemu FIA-
MS/MS. Mozna je skorygowac parametrami nastrzyku
(objetos¢ i szybkos¢ nastrzyku) oraz dtugoscia i/

lub $rednicg kapilary PEEK taczacej autosampler ze
spektrometrem mas.
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Ryc. 3. Przyktadowy chromatogram FIA-MS/MS przedstawiajqcy
dodatni wynik analizy.

Uwaga: Dodatkowy mniejszy sygnat widoczny na
rycinie po gtownym piku nie ma znaczenia diagno-
stycznego. Ma charakter techniczny, zwigzany z prze-
biegiem analizy FIA-MS/MS i wtasciwosciami uktadu
pomiarowego. Przy ocenie poprawnosci sygnatu i
interpretacji wyniku nalezy uwzglednia¢ wytgcznie
gtowny sygnat analityczny.

14



5 Przygotowanie prébki do analizy

5.1 Charakterystyka materiatu badanego

Materiatem badanym do izolacji kwasow mikolowych moze
by¢ kazdy materiat potencjalnie zawierajacy pratki z rodzaju
Mycobacterium, ich fragmenty $cian komorkowych lub
elementy biofilmu.

Rekomendowane rodzaje materiatu badanego:

« plwocina,

« poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe (BAL),

« osad komoérkowy z hodowli bakteryjnych na podtozach
statych lub ptynnych.

W uzasadnionych przypadkach laboratoryjnych mozliwe jest
réwniez zastosowanie innych materiatow, pod warunkiem
ich uprzedniej walidacji przez laboratorium.

5.2 Przygotowanie probki

5.2.1 Uptynnianie plwociny

Plwocine przed izolacjg kwasow mikolowych nalezy
uptynni¢ zgodnie z ponizszg procedura:

1. Odmierzy¢ 2 mi plwociny i przenies¢ do probowki
Falcon 50 ml.

2. Dodac¢ réwng objetos¢ (2 ml) roztworu 1%
N-acetylocysteiny w 4% wodorotlenku sodu.

3. Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 20 min,
okresowo mieszajac.

4. Po inkubacji uzupetnic¢ objetos¢ probki sterylnym
buforem fosforanowym 0,067 mol/l (pH 6,8) do objetosci
koricowej okoto 50 ml oraz doda¢ 1-2 krople 5%
roztworu Tweenu 80.

5. Zamknac¢ probdéwke i wymieszac zawartos¢ przez
kilkukrotne odwrocenie.

6. Odwirowac¢ w temperaturze 4°C przez 20 min przy 4500
rpm.

7. Zla¢ supernatant. Uzyskany osad komorkowy poddac
dalszej obrébce zgodnie z sekcjg 5.2.2.

5.2.2 lzolacja kwasow mikolowych

Ponizsza procedure stosuje sie do osadu komorkowego
uzyskanego po uptynnieniu plwociny (sekcja 5.2.1) lub do
osadu komorkowego uzyskanego z innych materiatow
badanych.

Ponizsza procedure nalezy prowadzi¢ w tej samej probowce
typu Falcon 50 ml, w ktérej po odwirowaniu uzyskano osad
komarkowy.

Uwaga: Procedura uptynniania z uzyciem N-acety-
locysteiny (sekcja 5.2.1) dotyczy wytacznie plwociny.
W przypadku materiatu z hodowli bakteryjnych oraz
innych materiatéw, z ktorych uzyskano osad komor-
kowy, procedure izolacji kwaséw mikolowych nalezy
prowadzi¢ bezposrednio od etapu uzyskanego osadu
komdrkowego.



Krok Czynnos¢

Dodac¢ 2 ml odczynnika do ptukania (MT-007). Wortekso-
1 wac¢ 30 s, nastepnie odwirowac w temperaturze pokojowej
lub 4°C przez 20 min przy 4500 rpm. Odla¢ supernatant.

Do odptukanego osadu dodac¢ 2 ml odczynnika do hydroli-
2 zy (MT-002). Szczelnie zamknac¢ probowke i inkubowac w
90°C przez 60 min.

Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej doda¢ 2 ml
3 odczynnika do neutralizacji (MT-003, Set 2). Uwaga: z
roztworu wytraci sig osad — jest to zjawisko prawidtowe.

4 Dodac¢ 2 ml odczynnika do ekstrakcji (MT-004).

Prowadzi¢ ekstrakcjg przez 30 min na wytrzgsarce hory-
zontalnej.

Po rozdzieleniu faz przeniesc¢ catg dolng warstwe chloro-
formowa do wialki autosamplerowej o pojemnosci 1,5 ml.
Objetosc¢ przenoszonej fazy wynosi zwykle okoto 1,5 ml.
Uwaga: do dalszych etapow nalezy pobiera¢ wytacznie

6 dolng warstwe. Pobranie materiatu z gérnej warstwy moze
niekorzystnie wptywac na jakos$¢ sygnatu analitycznego.
Na tym etapie probka moze zosta¢ czasowo przechowana
przed dalszym przygotowaniem do analizy, zgodnie
z warunkami przechowywania okreslonymi w instrukcji.

Z wialki autosamplerowej zawierajacej przeniesiong dolng
faze pobra¢ 250 pl probki i przenies¢ do nowej wialki chro-
matograficznej. Nastepnie doda¢ 250 ul odczynnika do
rozcienczen (MT-005).

8 Mieszac na worteksie przez 30 s. Probka jest gotowa do
analizy FIA-MS/MS.

5.2.3 Opcjonalny etap zaggszczania ekstraktu

W przypadku materiatéw o przewidywanej niskiej
zawartosci kwasow mikolowych, w szczegdlnosci
materiatow skapopratkowych, takich jak ptyn mézgowo-
rdzeniowy, mocz lub inne materiaty pozaptucne, dopuszcza
sie zastosowanie dodatkowego etapu zageszczania
ekstraktu po zakonczeniu izolacji kwaséw mikolowych.

Etap ten polega na czesciowym lub catkowitym
odparowaniu dolnej fazy chloroformowej zawierajgcej
wyizolowane kwasy mikolowe, przeniesionej wczesniej do
wialki autosamplerowej zgodnie z punktem 6 procedury
podstawowej. Odparowanie moze by¢ prowadzone w
strumieniu azotu lub w innych kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych, zapewniajgcych bezpieczne usunigcie
rozpuszczalnika bez degradacji analitow.

Po odparowaniu rozpuszczalnika w wialce pozostaje
sucha pozostatos¢ po ekstrakcji. Przed analizg FIA-MS/MS
pozostatosc nalezy ponownie rozpusci¢ poprzez dodanie
do wialki:

250 ul odczynnika MT004 — odczynnik do ekstrakcji
oraz
250 pl odczynnika MTO05 — odczynnik do rozciericzen.

Po dodaniu odczynnikow wialke nalezy doktadnie
wymieszac, aby zapewni¢ petna rekonstytucje pozostatosci
i uzyskanie jednorodnej probki koncowej. Tak przygotowana
probka jest gotowa do analizy metoda FIA-MS/MS.

Celem procedury jest zwigkszenie stezenia analitow w
koricowej probce przeznaczonej do analizy, co moze
poprawic¢ wykrywalnos¢ sygnatéw analitycznych w
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materiatach o niskim obcigzeniu biologicznym.

Etap ma charakter opcjonalny i powinien zosta¢
zwalidowany przez laboratorium dla danego rodzaju
materiatu klinicznego.

5.3 Przechowywanie przygotowanej probki

Przygotowana probka (wialka z frakcjg po ekstrakcji) moze
by¢ przechowywana przed analizg w temperaturze okoto
-70°C przez okres nie dtuzszy niz 1rok kalendarzowy.
Przed wykonaniem analizy prébke nalezy wyjac z
zamrazarki i doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.

6 Analiza prébki

Analize probki metoda FIA-MS/MS nalezy przeprowadzi¢ po
przygotowaniu i weryfikacji systemu pomiarowego zgodnie
z sekcjami 4.1-4.4 oraz po przygotowaniu probki zgodnie z
sekcja 5.

6.1 Parametry autosamplera

Tabela 4. Parametry nastrzyku.

Parametr Warto$é
Objetos¢ nastrzyku 50 ul
Szybkos$¢ nastrzyku 10 pl/s
Temperatura autosamplera 8°C

Uwaga: Temperatura autosamplera 8°C jest parame-
trem krytycznym dla stabilnosci prébki i prawidtowego
przebiegu analizy. Przekroczenie tej wartosci moze
niekorzystnie wptywac na jakos¢ sygnatu analityczne-
go oraz wiarygodnos¢ wyniku.

6.2 Program chromatografu cieczowego

Tabela 5. Program gradientowy.

Czas[min] FazaruchomaA[%] FazaruchomaB[%] Przeptyw [ml/min]

0,00 40 60 0,25
0,39 40 60 0,25
0,40 0 100 1,00
0,90 0 100 1,00
1,00 40 60 1,00

Catkowity czas trwania analizy jednej probki: 1 minuta.

Uwaga: Zmiana przeptywu z 0,25 ml/min do 1,00 ml/
min miedzy 0,39 a 0,40 min stanowi parametr krytycz-
ny metody i nie powinna by¢ zmieniana.
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6.3 Parametry akwizycji danych

Analize nalezy przeprowadzac w trybie monitorowania
wybranych reakcji fragmentacji (MRM), zgodnie z
parametrami transmisji jonéw podanymi w tabelach 3A i 3B
(sekcja 4.3).

Do przeprowadzenia analizy i akwizycji danych MRM
wymagane jest oprogramowanie producenta danego
spektrometru mas, wtasciwe dla danej platformy sprzetowej,
np. Analyst dla systemow Sciex lub LabSolutions dla
systemow Shimadzu. Inne oprogramowanie do akwizycji
danych MRM nie jest przewidziane w ramach zatwierdzonej
procedury.

Do obrobki uzyskanych wynikéw dopuszcza

sig oprogramowanie do integracji sygnatow
chromatograficznych, umozliwiajgce generowanie raportow
w formacie TXT lub CSV, np. MultiQuant dla systemow
Sciex lub rozwigzania réwnowazne.

Interpretacja wynikéw odbywa sie wytgcznie z
wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania M-Typer
Software.

6.4 Sekwencja analityczna — zalecany
porzadek nastrzykow

Dla zapewnienia wiarygodnosci wynikéw zaleca sig
stosowanie nastepujacej sekwencji nastrzykow w serii
analitycznej:

1. Proba slepa (blank) — odczynnik do ekstrakcji (MT-004)
przeniesiony do odpowiedniej wialki chromatograficznej
— weryfikacja czystosci tta analitycznego.

2. Roztwor referencyjnych kwaséw mikolowych —
weryfikacja sprawnosci systemu FIA-MS/MS (zgodnie z
sekcjg 4.4).

3. Probki badane.

Proba slepa (blank) — analize probek badanych nalezy
przeplatac probg slepa co najmniej raz na 10 analiz
probek rzeczywistych.

6.5 Postgpowanie z nieprawidtowym sygnatem
w trakcie serii analitycznej

W przypadku stwierdzenia nieprawidfowosci w trakcie serii
analitycznej nalezy:

Obserwacja Dziatanie

Sygnat w prébie Sprawdzi¢ czystosc¢ faz ruchomych -
Slepej przeptukac uktad - powtoérzyc¢ blank

Brak sygnatu lub Sprawdzi¢ objetos¢ i szybkos$¢ nastrzyku
sygnat ponizej ocze- - sprawdzi¢ parametry MRM - powtérzy¢
kiwanego weryfikacje systemu (sekcja 4.4)

Zaburzony ksztatt

sygnatu (brak Skorygowac parametry nastrzyku lub dtu-

gosc/srednice kapilary PEEK (sekcja 4.2)

plateau)

Sygnat pojawia Sprawdzi¢ przeptyw faz ruchomych -
sig poza oknem zweryfikowa¢ program gradientowy
0,05-0,30 min (tabela 5)
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7 Interpretacja wyniku

71 Zasada interpretacji

Zestaw M-Typer Reagent Kit stuzy do izolacji kwasow
mikolowych z materiatu biologicznego. Interpretacje wyniku
przeprowadza sie na podstawie poréwnania profilu kwaséw
mikolowych prébki badanej z profilem referencyjnym.

Kazde monitorowane przejscie MRM odpowiada sygnatowi
charakterystycznemu dla okreslonych kwasow mikolo-
wych zwigzanych z pratkami z rodzaju Mycobacterium.
Usrednione i znormalizowane dane pomiarowe (profil kwa-
sow mikolowych) probki badanej porownuije sie z profilem
referencyjnym przy uzyciu dedykowanego oprogramowania
M-Typer Software.

M-Typer Software stanowi odrebny wyréb medyczny do
diagnostyki in vitro (IVD), posiadajacy wiasne oznakowanie
CE. Szczegotowe informacje dotyczace interpretacji wyni-
kow, klasyfikacji profilu oraz réznicowania taksonomicznego
zawiera instrukcja uzywania oprogramowania M-Typer
Software.

Roéznicowanie wynikéw na odpowiednim poziomie taksono-
micznym, w tym rozréznienie Mycobacterium tuberculosis
od pratkéw atypowych, wymaga zastosowania oprogramo-
wania M-Typer Software i nie stanowi samodzielnej funkcji
zestawu M-Typer Reagent Kit.

7.2 Kryteria wyniku pozytywnego
inegatywnego

Wynik analizy FIA-MS/MS interpretuje sig jako:

«  Wynik wskazujgcy na obecnos$¢ pratkéw z rodzaju
Mycobacterium
Uzyskanie sygnatu o ksztafcie tzw. garbu (ang. hump-
-shape), opisanego co najmniej 10 punktami pomiaro-
wymi w regionie plateau, o intensywnosci wynoszacej
co najmniej 10-krotnos¢ obserwowanego szumu tta (S/N
= 10) dla danego przejscia MRM, mierzonego przed po-
jawieniem sie sygnatu w przedziale od 0,00 do 0,05 min.
Za wynik dodatni uznaje sie uzyskanie takiego sygnatu
dla co najmniej 1z 52 monitorowanych przejs¢ MRM.

« Wynik niejednoznaczny / watpliwy
Uzyskanie sygnatu o ksztafcie tzw. garbu (ang. hump-
-shape), opisanego co najmniej 10 punktami pomiaro-
wymi w regionie plateau, o intensywnosci wigkszej niz
3-krotnosc i mniejszej niz 10-krotnos¢ obserwowanego
szumu tta (3 = S/N < 10) dla danego przejscia MRM,
mierzonego przed pojawieniem sig sygnatu w przedziale
od 0,00 do 0,05 min. Za wynik watpliwy uznaje sie uzy-
skanie takiego sygnatu dla co najmniej 1z 52 monitoro-
wanych przej$¢ MRM.

« Wynik wskazujacy na brak pratkéw z rodzaju Myco-
bacterium
Brak uzyskania sygnatu spetniajgcego powyzsze kryteria
dla ktéregokolwiek z 52 monitorowanych przejs¢ MRM,
tj. brak sygnatu o ksztatcie tzw. garbu (ang. hump-sha-
pe), opisanego co najmniej 10 punktami pomiarowymi
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w regionie plateau, o intensywnosci przekraczajgcej
3-krotnosc obserwowanego szumu tta (S/N < 3).

Uwaga: Koricowa interpretacja diagnostyczna
uzyskanego profilu kwaséw mikolowych, w tym jego
klasyfikacja i réznicowanie na odpowiednim poziomie
taksonomicznym, wymaga zastosowania dedykowa-
nego oprogramowania M-Typer Software.

7.3 Probki mieszane

W przypadku obecnosci wigcej niz jednego gatunku lub
szczepu pratkdw z rodzaju Mycobacterium w probce
badanej uzyskany profil kwaséw mikolowych moze
odzwierciedlac¢ sygnat mieszany, proporcjonalny do
ilosciowego udziatu poszczegolnych skfadnikow probki.
Moze to bezposrednio wptywac na koncowa interpretacje
wyniku i réznicowanie taksonomiczne, ktére powinno byc¢
wykonywane z uzyciem dedykowanego oprogramowania
M-Typer Software.

7.4 Ograniczeniainterpretacyjne

Wynik badania z uzyciem zestawu M-Typer Reagent Kit:

« nie stanowi samodzielnej podstawy rozpoznania
klinicznego — powinien by¢ interpretowany tacznie z
innymi wynikami badan laboratoryjnych oraz obrazem
klinicznym pacjenta,

* nie zastgpuje hodowli bakteryjnej ani innych
standardowych metod identyfikacji pratkow,

« jest zalezny od jakosci materiatu badanego,
prawidtowosci izolacji kwasow mikolowych oraz
sprawnosci systemu FIA-MS/MS.

8 Charakterystyka wydajnosci

8.1 Czutosc diagnostyczna

Czutosc¢ diagnostyczng wyznaczono na podstawie
badania obejmujgcego 199 materiatéw klinicznych
pochodzacych z Wojewddzkiego Zespotu Zaktadow Opieki
Zdrowotnej Centrum Leczenia Chordb Ptuc i Rehabilitacji
w todzi. Badany materiat obejmowat: 131 plwocin, 45
bronchoaspiratéw, 15 ptynéw optucnowych, 1 materiat

z biopsiji aspiracyjnej cienkoigtowej ptuca, 5 ptynéw z
cewnikow oskrzelowych oraz 1 probke moczu.

Na podstawie tacznej analizy wynikow klasycznych,
genetycznych oraz LC-MS/MS wytypowano 36 probek
dodatnich, stanowigcych punkt odniesienia do oceny
czutosci diagnostycznej. Dla LC-MS/MS uzyskano 33
wyniki dodatnie, co odpowiada czutosci diagnostycznej na
poziomie 92%.

8.2 Swoistos¢ diagnostyczna

Swoistosc¢ diagnostyczng wyznaczono na podstawie
analizy:
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« 94 prébek plwociny pobranych od oséb zdrowych
« 88 probek plwociny pobranych od osob z nieprgtkowym
zapaleniem ptuc
« 7 probek hodowli bakterii spoza rodzaju Mycobacterium:
« Rhodococcus equi
« Nocardia asteroides
« Corynebacterium glutamicum
« Dietzia maris
« Gordonia bronchialis
« Gordonia sputi
e Tsukamurella paurometabola

W Zzadnej z badanych prébek nie stwierdzono wyniku
fatszywie dodatniego. Swoisto$¢ diagnostyczna wynosi
100%.

8.3 Granica detekcji

Granica detekcji (LOD) metody zostata zdefiniowana jako
sygnat spetniajacy kryterium S/N = 3, natomiast granica
oznaczalnosci (LOQ) jako sygnat spetniajacy kryterium
S/N = 6. Czutos¢ analityczna metody okreslona zostata na
poziomie 5-50 CFU/mI.

Dla wybranych szczepéw wyznaczono nastepujace
przyktadowe wartosci liczbowe granicy detekcji i granicy
oznaczalnosci, wyrazone jako liczba komorek na probke:

Szczep LOD [komorki/  LOQ [komorki/

probke] probke]
Mycobacterium tuberculosis 6 16
Mycobacterium smegmatis 2 10
Mycobacterium abscessus 4 13

8.4 Inne parametry analityczne

Parametr Wartos¢
Odzysk 96-104%
Precyzja metody LC-MS/MS 1-3%
Powtarzalnos¢ procedury 2-5%
Odtwarzalnos¢ 8-16%

Uwaga: Petna ilosciowa charakterystyka interferencji
analitycznych nie byta przedmiotem odrebnego bada-
nia walidacyjnego. Z praktyki analitycznej wiadomo, ze
potencjalne sygnaty zaktécajagce moga pochodzi¢ od
niektorych plastyfikatoréw lub zwigzkéw ekstrahowa-
nych z elementéw gumowych, a takze od pozostatosci
buforéw po etapie uptynniania prébki. Z tego wzgledu
nalezy stosowac wyfacznie sprzet, materiaty zuzywal-
ne i odczynniki wskazane w sekcjach 2.3 3.
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8.5 Czynniki wptywajace na parametry
analityczne

Parametry analityczne zestawu M-Typer Reagent Kit sg
zalezne od:

« rodzaju i jakosci materiatu klinicznego

« prawidtowosci przeprowadzenia procedury izolacji
kwasow mikolowych

« parametrow technicznych i sprawnosci systemu FIA-
MS/MS

« stosowania zatwierdzonego oprogramowania do analizy
danych

Nieprzestrzeganie instrukcji uzytkowania zestawu moze
mie¢ negatywny wptyw na przebieg oraz wyniki izolacji
kwasdéw mikolowych i interpretacje wynikow badania.
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9 Ograniczenia zestawu

9.1 Ograniczenia analityczne

Zestaw jest przeznaczony wytacznie do izolacji kwaséw
mikolowych z materiatu badanego. Ze wzgledu na
potencjalng heterogennos¢ i réznorodnos¢ probek
producent nie okresla parametrow odzysku dla
poszczegolnych rodzajéw materiatu klinicznego.

W przypadku obecnosci wigcej niz jednego gatunku lub
szczepu pratkdw z rodzaju Mycobacterium w probce
badanej uzyskany profil kwasow mikolowych bedzie
odzwierciedlat wartosci usrednione, proporcjonalne do
ilosciowego udziatu poszczegodlnych gatunkéw. Moze
to prowadzi¢ do trudnosci interpretacyjnych — patrz
sekcja 7.3.

Nieprzestrzeganie instrukcji uzytkowania zestawu moze
mie¢ negatywny wptyw na przebieg i wydajnosc izolacji
kwaséw mikolowych oraz na wiarygodnos¢ wynikow
analizy FIA-MS/MS.

9.2 Ograniczeniakliniczne

Wynik badania nie stanowi samodzielnej podstawy
rozpoznania klinicznego i musi by¢ interpretowany
tacznie z innymi wynikami badan laboratoryjnych oraz
obrazem klinicznym pacjenta.

Zestaw nie jest przeznaczony do stosowania jako jedyne
narzedzie diagnostyczne w kierunku gruzlicy lub innych
mikobakterioz — stanowi narzgdzie wspomagajgce
diagnostyke, nie zastepujac hodowli bakteryjnej ani
innych standardowych metod identyfikacji pratkdw.

Metoda FIA-MS/MS z uzyciem zestawu M-Typer

Reagent Kit nie umozliwia oceny lekowrazliwosci
pratkow.

9.3 Ograniczenia techniczne

Wyniki analizy sg zalezne od sprawnosci technicznej
systemu FIA-MS/MS — w tym od kalibracji spektrometru
mas, czystosci faz ruchomych oraz stanu technicznego
autosamplera i kapilary PEEK.

Stosowanie sprzetu analitycznego innego niz
rekomendowany przez producenta (sekcja 3.2) moze
wymagac¢ dodatkowej optymalizacji parametréw i moze
wptywac na parametry analityczne zestawu.
Interpretacja wynikéw wymaga zastosowania
dedykowanego oprogramowania M-Typer Software
(patrz sekcja 7.1).

9.4 Warunki przechowywania i transportu

wptywajgce na wyniki

Stosowanie odczynnikdw po uptywie terminu waznosci
podanego na etykiecie jest niedopuszczalne i moze
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prowadzi¢ do fatszywych lub nierzetelnych wynikow.

Nieprzestrzeganie zalecanych warunkow
przechowywania lub transportu (sekcja 2.6) moze
spowodowac degradacje odczynnikdw i obnizenie
wydajnosci izolacji.

Po pierwszym otwarciu odczynniki nalezy zuzy¢ w
terminie podanym w sekcji 2.2. Przekroczenie tego
terminu moze wptynac¢ na jakosc izolacji i wiarygodnosc
wynikow.
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1 Substancje niebezpieczne

Podczas pracy z odczynnikami wchodzacymi w sktad
zestawu M-Typer Reagent Kit nalezy zwrocic¢ szczegding
uwage na ponizsze zagrozenia i stosowac¢ odpowiednie
srodki ostroznosci. Szczegdtowe informacje dotyczace
kazdego odczynnika znajdujg sie w kartach charakterystyki
(SDS/MSDS) dostepnych na stronie internetowej producenta
www.dimedical.pl/.......cccocooeene .

MT-001— Odczynnik do ptukania

Parametr Zagrozenia

H225 Wysoce fatwopalna ciecz i pary.
H319 Dziata draznigco na oczy.

H336 Moze wywolywa¢ uczucie sennosci lub
zawroty glowy.

Srodki ostroznosci

Przechowywac z dala od zrodet ciepta,
P210 goracych powierzchni, zrodet iskrzenia,
otwartego ognia i innych zrodet zaptonu.
Nie palic.
Przechowywac pojemnik szczelnie
p233 zamknigty.
P280 Stosowac ochrong oczu.

W przypadku utrzymywania sie dziatania
P337 + P313 draznigcego na oczy: Zasiegnac porady/

zglosic sie pod opieke lekarza.

W przypadku pozaru: Uzy¢ gasnice proszko-
P370+ P378 wa/piasek/dwutlenek wegla do gaszenia.

Przechowywac w dobrze wentylowanym
P403 + P235 miejscu. Przechowywac w chtodnym

miejscu.

O@

MT-002 — Odczynnik do hydrolizy

Parametr Zagrozenia
H314 Powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu.
H370 Powoduje uszkodzenia narzadow.

Dziafa toksycznie po potknigciu, w
H301+H311 +H331 kontakcie ze skora lub w nastepstwie
wdychania.

Srodki ostroznosci

P260 Nie wdychag pytu/dymu/gazu/mgly/
par/rozpylonej cieczy.
Stosowac rekawice ochronne/odziez
P280 ochronng/ochrong oczu/ochrong
twarzy.

W PRZYPADKU POLKNIECIA:
P301 + P330 + P331  wyplukac usta. NIE wywolywac

wymiotow.

W PRZYPADKU KONTAKTU ZE

SKORA (lub z wiosami): Natych-
P303 + P361 + P3563 miast zdja¢ calg zanieczyszczong

odziez. Splukac skore pod strumie-

niem wody.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO OCZU: Ostroznie pluka¢ woda
P305 + P351 + P338  przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli saimozna je
tatwo usuna¢. Nadal ptukac.
Natychmiast skontaktowac sig z
ps10 lekarzem.

SO
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MT-003 — Odczynnik do neutralizacji

Parametr Zagrozenia
H315
H319

H335
Srodki ostroznosci
P261

P264
P280

P312

P321

P337 +P313

Dziala draznigco na skore.
Dziala draznigco na oczy.

Moze powodowaé podraznienia drog
oddechowych.

Unika¢ wdychania mgly/par/rozpy-
lonej cieczy.

Doktadnie umy¢ rece i dotknigte
czesci ciata po uzyciu.

Stosowac rekawice ochronne.

W przypadku zlego samopoczucia
skontaktowac sig z OSRODKIEM
ZATRUC.

Zastosowac okreslone leczenie
(dodatkowa instrukcja w zakresie
pierwszej pomacy na etykiecie)
W przypadku utrzymywania sie
dziatania draznigcego na oczy:
Zasiggnag porady/zglosic sig pod
opieke lekarza.

MT-004 — Odczynnik do ekstrakcji

Parametr Zagrozenia
H302

H315
H319

H331
H351

% H361d

H372

Srodki ostroznosci
P260
P264
P280

P304+P340

P311

P403 + P233
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Dziala szkodliwie po potknigciu.
Dziata draznigco na skore.

Dziata drazniaco na oczy.

Dziata toksycznie w nastgpstwie
wdychania.

Podejrzewa sig, ze powoduje raka.
Podejrzewa sig, ze dziata szkodliwie
na dziecko w fonie matki.

Powoduje uszkodzenie narzadow
poprzez diugotrwate lub powtarzane
narazenie.

Nie wdychac par.

Doktadnie umyc rece i dotknigte
cze$ci ciata po uzyciu.

Stosowac rekawice ochronne.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
DROG ODDECHOWYCH: wprowa-
dzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego
na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania.
Skontaktowac sie z lekarzem.
Przechowywac w dobrze wenty-
lowanym miejscu. Przechowywaé
pojemnik szczelnie zamkniety.



MT-005 — Odczynnik do rozcienczen

Parametr

b

Zagrozenia
H225
H370

H301 + H311 + H331

Srodki ostroznosci

P210

P280

P301+P310

P304+P340

P308+P311
P311

P403 + P235

Wysoce fatwopalna ciecz i pary.
Powoduje uszkodzenie narzadow.

Dziata toksycznie po potknigciu, w
kontakcie ze skora lub w nastepstwie
wdychania.

Przechowywaé z dala od zrodet
ciepfa, goracych powierzchni, zrodet
iskrzenia, otwartego ogniaiinnych
2rodet zaptonu. Nie palic.

Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna.

W PRZYPADKU POLKNIECIA:
Natychmiast skontaktowac sig z
lekarzem.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
DROG ODDECHOWYCH: wyprowa-
dzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego
na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania.
W przypadku narazenia lub styczno-
$ci: Skontaktowac sie z lekarzem.
Skontaktowac sie z lekarzem.
Przechowywac w dobrze wentylo-
wanym miejscu. Przechowywaé w
chtodnym miejscu.
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Sekcja A: Dane producenta

Producent

Centrum Medycyny Klinicznej DiMedical Sp. z 0.0.
“ ul. Zeromskiego 52
90-626 t6dz, Polska

Telefon: (+48) 502 660 480
E-mail: kontakt@dimedical.pl
Strona internetowa: www.dimedical.pl

Informacja dodatkowa
Producent posiada certyfikowany system zarzadzania
jakoscig zgodny z norma ISO 13485.

Identyfikacja wyrobu

Element Tres¢
Nazwa wyrobu M-Typer Reagent Kit (Set 1 + Set 2)

Numer katalogowy
zestawu

Numer katalogowy Set1 MT-KIT-SET1
Numer katalogowy Set 2 MT-KIT-SET2

MT-KIT-001

Numer serii / partii Podany na etykiecie opakowania
Data waznosci Podana na etykiecie opakowania
Numer wersji IFU IFU-M-TYPER-001-v1.0

Data wydania IFU [do uzupetnienia po zatwierdzeniu]
Klasyfikacja wyrobu vvvh¥(r)(')(kl)vrg<)adyczny do diagnostyki in
Klasa wyrobu IVDR C

Sekcja B: Zgtaszanie powaznych
incydentow

Powazny incydent to zdarzenie zwigzane z uzyciem wyrobu
medycznego, ktore doprowadzito lub mogto doprowadzi¢
do:

« $mierci pacjenta, uzytkownika lub innej osoby,

e powaznego pogorszenia stanu zdrowia pacjenta,
uzytkownika lub innej osoby,

* powaznego zagrozenia zdrowia publicznego.

W przypadku stwierdzenia lub podejrzenia powaznego
incydentu zwigzanego z zestawem M-Typer Reagent Kit
nalezy niezwtocznie zgtosi¢ to zdarzenie producentowi oraz
wiasciwemu organowi krajowemu.

Producent:

Centrum Medycyny Klinicznej DiMedical Sp. z 0.0.
ul. Zeromskiego 52, 90-626 t.4dz, Polska

tel. +48 502 660 480

e-mail: kontakt@dimedical.pl

www.dimedical.pl
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Wiasciwy organ w Polsce:

Prezes Urzedu Rejestracji Produktow Leczniczych,
Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych (URPL)
Al. Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa

tel. +48 22 4921100

www.gov.pl/web/urpl

W przypadku podjecia przez producenta zewnetrznych
dziatan korygujgcych dotyczacych bezpieczenstwa
(FSCA), uzytkownicy wyrobu zostang poinformowani za
posrednictwem notatki bezpieczenstwa (FSN).

Sekcja C: Objasnienie symboli
Ponizsze symbole moga wystepowac na opakowaniu,
etykiecie lub w niniejszej instrukcji uzywania zestawu
M-Typer Reagent Kit.

Znaczenie

Producent

Kraj produkciji

O
=

SEEIEDENEN B

Data produkciji

Uzywac przed (data waznosci)

Numer serii / partii
Numer katalogowy

Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro

Zawartos$¢ wystarcza na 100 testéw

o
S)

—

Ograniczenie temperatury przechowywania

a
<

Chroni¢ przed $wiattem

A/
2

Zawiera substancje niebezpieczne (substancje
rakotwdércze, mutagenne lub dziatajace szkodli-
wie na rozrodczo$é - CMR)

Nie uzywac, jesli opakowanie jest uszkodzone,
i zapoznac sig z instrukcjg uzywania

Przestroga

Nalezy zapoznac¢ sig z instrukcjg uzywania

gE>® ¢

Niepowtarzalny identyfikator wyrobu (UDI)

Oznakowanie zgodnosci CE

x
X
X
%
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1 Introduction

Mycolic acids are one of the
basic structural elements of the
cell wall of bacteria belonging to
the suborder Corynebacterineae.
These compounds are long-chain o)
a-hydroxy-B-alkyl fatty acids Ry /
containing two hydrocarbon
chains: a longer meromycolic

chain (R,) and a shorter a-carbon OH

chain. Mycobacteria are

characterized by the presence of Fig. 1. Structure of
mycolic acids with a length of 60~ @-hydroxy-B-alkyl fatty
90 carbon atoms while containing acids.

a fully saturated a-alkyl chain (Ry)

with a well-defined length of 22, 24 or 26 carbon atoms.

Careful structural analyses have shown that Mycobacterium
tuberculosis and Mycobacterium bovis are characterized by
a definite dominance of mycolic acids with an a-alkyl chain
length equal to 26 carbon atoms regardless of their type.
By contrast, atypical mycobacteria are characterized by a
predominance of mycolic acids with shorter alpha chains.

As early as the 1980s, researchers turned their attention

to mycolic acids as potential markers for detection and
differentiation of mycobacteria. These compounds are an
integral part of the cell wall of mycobacteria, making up 20—
40% of their dry weight. In addition, they are compounds
with good chemical stability and can be detected both from
material containing live mycobacteria and only their cellular
sheaths or biofilm elements.

Published studies confirm the utility of mycolic acid analysis
by tandem mass spectrometry in the diagnosis of
tuberculosis and mycobacterioses caused by atypical
mycobacteria.

.
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Fig. 2. Types of mycolic acids.

11 Intended use

The M-Typer Reagent Kit is an in vitro diagnostic medical
device (IVD) intended for the isolation of mycolic acids from
biological material — including, but not limited to, sputum —
for subsequent analysis by flow injection analysis coupled
to tandem mass spectrometry (FIA-MS/MS). This method
can serve as a supporting tool in the diagnosis of diseases
caused by mycobacteria of the Mycobacterium genus.



Intended user: Qualified laboratory personnel in diagnostic
laboratories, with practical knowledge of tandem mass
spectrometer operation and MS/MS data analysis software.

Important: The test result does not constitute a
standalone basis for clinical diagnosis. It should be
interpreted in conjunction with other laboratory test
results and the patient's clinical presentation.

1.2 Principle of the method

The M-Typer Reagent Kit is used to isolate mycolic acids
from the test material. Isolation is carried out by sequentially
washing off free lipids, alkaline hydrolysis, neutralization,
and then liquid-liquid extraction. The obtained extract

may be analyzed directly by FIA-MS/MS or stored for later
analysis.

FIA-MS/MS (flow injection analysis tandem mass
spectrometry) is based on direct injection of the sample
into the chromatographic system without chromatographic
separation, electrospray ionization (ESI) in negative mode,
and detection by multiple reaction monitoring (MRM).
Each MRM transition corresponds to a unique mycolic
acid structure and enables profiling of the mycolic acid
composition characteristic of a given Mycobacterium
species.

2 Kit components

2.1 Safetyinformation

The components of the kit contain hazardous substances.
Before use, read the safety data sheets (SDS/MSDS) to
assess the hazards associated with the reagents. Detailed
information on each reagent can be found in the safety
data sheets (SDS/MSDS) available on the manufacturer's
website: www.dimedical.pl/..................... .

A SPECIAL HEALTH HAZARD WARNING (CMR): The
extraction reagent (MT-004) contains substances
suspected of causing cancer (H351) and suspected of
damaging the unborn child (H361d). This reagent must
be handled with special care. Inhalation of vapors and
skin contact must be strictly avoided.

When working with the reagents, the following personal
protective equipment must be used:
« disposable gloves (nitrile recommended),

« laboratory coat,
« safety glasses.

All work with reagents must be carried out under a chemical
fume hood. Due to the different chemical properties of the
components, the kit is supplied in two separate packages:
Set 7and Set 2.

A detailed list of hazard and precautionary statements (GHS/
CLP) for individual reagents is provided in the Appendix at
the end of these instructions.

32



2.2 Kitcomponents

All components should be stored in accordance with the
conditions stated below and on the label of each reagent.

Table 1A. Kit components — Set 1.

Catalog Descrip- Active components/Com- Storage Stability af-
No. tion position teropening
Main component: isopropanol.
MT-001 ‘r,c\elaS:nt Chemical class: aliphatic alcohol. ~ 2-25°C g?:f é’s a
28 Function: washing off free lipids.
Main component: alkaline solution
of potassium hydroxide in alcohol.
: Hydrolysis = Chemical class: strong inorganic _oro 30days at
MT-002 reagent base in an alcoholic mixture. 225 2-8°C
Function: alkaline hydrolysis of
the material.
Main component: chloroform.
g Extraction = Chemical class: chlorinated organ- -, 30daysat
MT-004 reagent ic solvent. Function: liquid-liquid 2-25°C 2-8°C
extraction of mycolic acids.
Main component: alcoholic mixture
with ammonium fluoride. Chemical
Dilution class: alcoholic mixture with an o 30days at
MT-005 reagent  inorganic salt additive. Function: FBC o geg

dilution and preparation of the
extract for FIA-MS/MS analysis.

Table 1B. List of kit components — Set 2.

Catalog Descrip- Active components/Com- Storage Stability af-

OBt position ter opening
Neutral- Main component: hydrochloric acid

MT-003  ization SU!U(IO[L CITem.lcaI cIa;s: !norgamc 9-95°C 30 dﬂays at
reagent acid. Function: neutralization after 2-8°C

the hydrolysis step.
One complete M-Typer Reagent Kit (Set 1+ Set 2) is
intended for 100 mycolic acid isolation analyses.

The neutralization reagent (MT-003) is supplied in
a separate package (Set 2) due to transport safety
requirements applicable to reagents with different chemical
properties. Both packages together constitute the complete
kit required to perform the mycolic acid isolation procedure.

Shelf life of unopened reagents:

Unopened reagents included in the M-Typer Reagent Kit
(Set 1and Set 2), when stored at 2-25°C, remain stable for
12 months from the date of manufacture.

After first opening, the reagent must be stored at 2-8°C,
kept tightly closed after each use, and used within 30 days
of first opening.

Note: Do not freeze the kit or any of its components!
2.3 Additional reagents (not included in the kit)

The following additional reagents, not supplied in the kit, are
required to perform FIA-MS/MS measurements:

« methanol, of at least LC-MS/MS quality (Mobile Phase
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A — MPA)

« chloroform stabilized with ethanol, of at least LC-MS/MS
quality (Mobile Phase B— MPB and wash solvent)

« 2-propanol, of at least LC-MS/MS quality

« 1% N-acetyl-cysteine in 4% sodium hydroxide

« sterile 0.067 mol/l phosphate buffer, pH 6.8

« 5% Tween 80 solution.

In addition, the following critical-use consumables are
required:

« chromatography vials with caps and uncut Teflon septa
(1.5mL /2 mL),

« 50 mL Falcon tubes for hydrolysis and extraction,
suitable for incubation at 90°C.

2.4 Quality control

Manufacturer quality control: each kit batch is tested
by the manufacturer for compliance with the quality
specification before release for use.

User quality control — during routine use of the kit in the
laboratory, it is recommended to:

« perform blank sample analysis at least once for every 10
analyses of real samples,

« periodically analyze a reference mycolic acid solution to
verify proper performance of the FIA-MS/MS system,

« monitor the chromatographic signal shape and the
signal-to-noise ratio.

A correct analytical signal should appear within the range of
0.05-0.30 min and should be characterized by a hump-
shaped profile, as described in section 4.4.

If a signal is detected in the blank sample or if the signal
shape is disturbed:

1. check the purity of the mobile phases,
2. flush the chromatographic system,
3. repeat the analysis.

2.5 Disposal of laboratory waste

All waste, including sealed bottles of expired reagents, is
classified as chemical, hazardous waste (code 18 01 06").
Unopened packaging should be discarded in its entirety;
solutions should be collected in tightly closed glass
containers and submitted for disposal.

Detailed information on the disposal of individual reagents
can be found in Section 13 of the corresponding SDS/MSDS
sheets.

Test material used for analysis — regardless of its
characteristics — should be considered potentially
infectious and disposed of in accordance with local
regulations on medical waste (code 18 01 03").

2.6 Transport conditions
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The kit should be transported at 2-25°C. Short-term
temperature deviations during transport should not exceed
the range of 2-30°C. Due to the chemical properties of the
reagents, the M-Typer Reagent Kit is transported in two
separate packages: Set Tand Set 2. Protect from light and
mechanical damage.

3 Necessary equipment

3.1 Auxiliary equipment

In order to use the M-Typer Reagent Kit for the isolation
of mycolic acids from biological material, the following
laboratory equipment is required:

Equipment Specification

Equipped with a rotor for 50 mL
tubes; minimum speed 4500 rpm.
Laboratory centrifuge A refrigerated centrifuge (4°C) is
recommended; operation at room
temperature is permitted.

Vortex mixer Standard

Horizontal laboratory shaker For 30-minute incubation at room

temperature
Heating block or water bath ggfgb\e of incubating tubes at
Automatic pipette Range: 100-1000 pL

3.2 Recommended analytical equipment

For FIA-MS/MS analysis of isolated mycolic acids, the
manufacturer recommends the following analytical system:

Systemcomponent ~ Specification

HPLC analytical

pumps Binary pump set

Suitable for 1.5 mL / 2 mL vials with uncut

Autosampler Teflon septa; injection range 1-50 L

Type: triple quadrupole (QqQ) with ESI ion
source, operating in negative ionization mode,
capable of FIA-MS/MS analysis with MRM
transition monitoring.

Tandem mass Minimum requirements: ion detection sensi-

spectrometer tivity no lower than reference platforms (Sciex
QTRAP® 6500, Shimadzu LCMS-8050).
Example platforms: QTRAP® 6500 (Sciex),
LCMS-8050 (Shimadzu) or an equivalent
system meeting the above criteria.

Connecting

" PEEK, length 50 cm, internal diameter 100 um
capillary
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4 Preparation of the measurement
system

4.1 Preparation of the liquid chromatograph

This procedure is designed for medium- and high-pressure
liquid chromatographs equipped with a set of two binary
pumps.

The liquid chromatograph must be prepared before analysis
as follows:

1. If the chromatograph has previously worked with mobile
phases other than those used in the present analysis —
flush (purge) the channels of both binary pumps, first
with Mobile Phase A (MPA) only.

2. After flushing with pump A — connect Mobile Phase B
(MPB) to channel B and perform a purge of channel B.

3. If the chromatograph has previously worked with mobile
phases according to this procedure — connect MPA and
MPB directly to the respective pumps and proceed to
step 4.

4. Recommended compressibility settings: pump A —1.25
GPa; pump B — 1.60 GPa (if the chromatograph software
allows).

Note: The analysis is carried out under absolutely
anhydrous conditions. Prior to analysis, residual

water must be removed from all components of

the chromatographic system. Mobile Phase A or
2-propanol (of at least LC-MS/MS grade) may be used
for this purpose.

4.2 Autosampler preparation

This procedure is for autosamplers allowing washing with
at least one wash solution and performing injections in the
range of 1-50 pL from 1.5 mL / 2 mL vials with uncut Teflon
septa.

1. If the autosampler has previously worked with rinsing
solutions other than those used in the present analysis
— rinse (purge) it first with Mobile Phase A (MPA) only.

2. After flushing — connect the Wash Solvent and perform
a purge.

3. Connect the autosampler directly to the pump and to the
mass spectrometer using a PEEK capillary (50 cm /100
pm i.d.).

Note: Deviations from the recommended capillary
specification may result in differences in signal shape
or shifts in the appearance times of analytical signals.

4.3 Mass spectrometer preparation

This procedure is designed for triple quadrupole (QqQ)
tandem mass spectrometers equipped with an electrospray
(ESI) ion source. Due to the sensitivity of the method, it
is recommended to use the most sensitive instruments
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available.

Prior to analysis, the detection parameters of the mass
spectrometer must be optimized. The recommended

parameters for the QTRAP® 6500 (Sciex) and LCMS-8050

(Shimadzu) instruments are given below. For accurate

optimization of ion detection parameters, it is recommended

to use a commercially available mixture of mycolic acids

(e.g. Mycolic acid from Mycobacterium tuberculosis (bovine

strain) (Product Specification [37281-34-8], Arctomsci).

Table 2A. lon source parameters — Sciex QTRAP®@
6500.

Parameter Value

Curtain gas (CUR) 20 psi
Temperature of the ion source (TEMP)  450°C
Nebulizing gas (GS1) 50 psi

Drying gas (GS2) 70 psi
lonization Negative (NEG)
Voltage at the electrode (IS) -4500 V

Table 2B. lon source parameters — Shimadzu LCMS-
8050.

Parameter Value
Interface temperature 350°C

lon source temperature (desolvation) 600°C

DL temperature 250°C
Nebulizing gas flow 3 L/min
Heating gas flow 10 L/min
Drying gas flow 10 L/min
lonization mode Negative (NEG)
Q1 resolution Low

Q3 resolution Unit

Table 3A. lon transmission parameters (MRM transi-
tions) — Sciex QTRAP® 6500.

Declustering

Qlmass[m/z] Q3 mass[m/z] potential [V]

885.9 339.4 -150 -60
913.9 367.4 -150 -62
914 339.4 -150 -60
915.9 367.4 -150 -68
929.9 367.4 -150 -69
942 395.4 -150 -65
9421 367.4 -150 -64
943.9 367.4 -150 -68
957.9 367.4 -150 -69
958 339.4 -150 -73
970 367.4 -150 -73
970 395.4 -150 -67
971.9 367.4 -150 -73
985.9 367.4 -150 -73
998 395.4 -150 -68

Collision energy [V]
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Q1 mass [m/z]

1000 395.4
1014 367.4
10241 367.4
10281 395.4
10381 395.4
10521 339.4
10521 367.4
10801 367.4
10961 367.4
11081 367.4
122.2 367.4
1241 395.4
11361 367.4
1136.2 339.4
1136.2 395.4
1150.2 367.4
152.2 367.4
1164.2 367.4
1164.2 395.4
1166.2 367.4
1178.2 367.4
1180.2 367.4
1180.2 395.4
1192.2 367.4
1192.2 395.4
194.2 339.4
1194.2 367.4
1196.2 395.4
1220.2 395.4
1222.2 367.4
1222.2 395.4
1250.2 367.4
1250.2 395.4
1252.2 395.4
1264.3 395.4
1280.2 395.4
1294.3 395.4

Q3mass [m/z]

Declustering
potential [V]

-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150
-150

Collision energy [V]

-75
-77
-70
-77
-72
-70
-70
-74
-72
-72
-74

Table 3B. lon transmission parameters (MRM tran-

sitions) — Shimadzu LCMS-8050.

Q1mass
[m/z]
885.9
913.9
914
915.9
929.9
942
9421
943.9
957.9
958
970
970
971.9
985.9
998
1000
1014
10241
102811
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Q3 mass
[m/z]
339.4
367.4
339.4
367.4
367.4
395.4
367.4
367.4
367.4
339.4
367.4
395.4
367.4
367.4
395.4
395.4
367.4
367.4
395.4

Dwelltime Q1prehias Collision

[msec]

o
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[v]

energy [V]
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bias [V]
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Q1mass
[m/z]
10381
1052.1
10521
1080.1
1096.1
11081
1122.2
1241
1136.1
1136.2
1136.2
1150.2
1152.2
1164.2
1164.2
1166.2
1178.2
1180.2
1180.2
1192.2
1192.2
1194.2
1194.2
1196.2
1220.2
1222.2
1222.2
1250.2
1250.2
1252.2
1264.3
1280.2
1294.3

Q3 mass
[m/z]
395.4
339.4
367.4
367.4
367.4
367.4
367.4
395.4
367.4
339.4
395.4
367.4
367.4
367.4
395.4
367.4
367.4
367.4
395.4
367.4
395.4
339.4
367.4
395.4
395.4
367.4
395.4
367.4
395.4
395.4
395.4
395.4
395.4

Dwelltime Qlprebias Collision

[msec]

(2]
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energy [V]
62

Q3pre
hias [V]
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4.4 Verification of the integrated FIA-MS/MS
system

After preparing and optimizing the parameters of the FIA-MS/
MS system according to the instructions in sections 4.1-4.3, the
correct operation of the system must be verified by performing
FIA-MS/MS analysis of a solution of commercially available
mycolic acids diluted in MT-004 reagent. The analysis should
be carried out in the same manner as the analysis of the test

sample.

The signal from the tested substances, forming a so-called
hump shape, should appear on the chromatogram no earlier
than 0.05 min. The total duration of the signal, measured from
its appearance to return to baseline, should not exceed 0.30
min. The shape of the signal should be characterized by a
steep rise and fall, between which the signal remains at a
relatively constant level (plateau). The plateau region should be
described by at least 10 measurement points.

Deviations from the expected signal shape may result from
differences in the dead volumes of the FIA-MS/MS system.
They can be corrected by injection parameters (volume
and injection rate) and the length and/or diameter of the
PEEK capillary connecting the autosampler to the mass
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spectrometer.
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3. Example FIA-MS/MS chromatogram showing a positive
ult.

Note: An additional smaller signal visible on the
chromatogram after the main peak has no diagnostic
significance. It is a technical artifact related to the
FIA-MS/MS analysis process and the characteristics
of the measurement system. Only the main analytical
signal should be considered when assessing signal
acceptability and interpreting the result.



5 Sample preparation for analysis

5.1 Characterization of the test material

The test material for the isolation of mycolic acids can be
any material potentially containing mycobacteria of the
Mycobacterium genus, fragments of their cell walls, or
biofilm elements.

Recommended types of test material:

e sputum,

« bronchoalveolar lavage (BAL),

« cell sediment from bacterial cultures on solid or liquid
media.

In justified laboratory cases, other materials may also be

used, provided they have been previously validated by the

laboratory..

5.2 Sample preparation

5.2.1 Sputum liquefaction

Sputum must be liquefied prior to mycolic acid isolation in
accordance with the following procedure:

1. Measure 2 mL of sputum and transfer to a 50 mL Falcon
tube.

2. Add an equal volume (2 mL) of 1% N-acetylcysteine in
4% sodium hydroxide solution.

3. Incubate at room temperature for 20 minutes with
occasional mixing.

4. After incubation, bring the sample volume to
approximately 50 mL with sterile 0.067 mol/l phosphate
buffer (pH 6.8) and add 7-2 drops of 5% Tween 80
solution.

5. Close the tube and mix the contents by inverting several
times.

6. Centrifuge at 4°C for 20 minutes at 4500 rpm.

7. Discard the supernatant. Subject the obtained cell pellet
to further processing in accordance with section 5.2.2.

5.2.2 Mycolic acid isolation

The following procedure applies to the cell pellet obtained
after sputum liquefaction (section 5.2.1) or to cell pellets
obtained from other test materials.

The procedure must be carried out in the same 50 mL
Falcon tube in which the cell pellet was obtained after
centrifugation.

Note: The liquefaction procedure using N-acetylcys-
teine (section 5.2.1) applies exclusively to sputum. For
material from bacterial cultures and other materials
from which a cell pellet has been obtained, the mycol-
ic acid isolation procedure must be carried out directly
from the cell pellet.
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Step  Action

Add 2 mL of wash reagent (MT-001). Vortex for 30 sec-
1 onds, then centrifuge at room temperature or 4°C for 20
minutes at 4500 rpm. Discard the supernatant.

Add 2 mL of hydrolysis reagent (MT-002) to the washed
2 pellet. Tightly close the tube and incubate at 90°C for 60
minutes.

After cooling to room temperature, add 2 mL of neutraliza-
3 tionreagent (MT-003, Set 2). Note: a precipitate will form
from the solution — this is normal.

4 Add 2 mL of extraction reagent (MT-004).
5 Perform extraction for 30 min on a horizontal shaker.

After phase separation, transfer the entire lower chloroform
layer to a 1.5 mL autosampler vial. The volume of the trans-
ferred phase is usually approximately 1.5 mL.
Note: only the lower layer should be collected for further

6 steps. Collection of material from the upper layer may
adversely affect the quality of the analytical signal. At this
stage, the sample may be temporarily stored prior to further
preparation for analysis, in accordance with the storage
conditions specified in the instructions.

From the autosampler vial containing the transferred lower
phase, pipette 250 ul of the sample and transfer to a new

7 chromatographic vial. Then add 250 pl of the dilution
reagent (MT-005).
8 Vortex for 30 s. The sample is ready for FIA-MS/MS

analysis.

5.2.3 Optional concentration and reconstitution step

For materials with an expected low mycolic acid content,
particularly paucibacillary materials such as cerebrospinal
fluid, urine or other extrapulmonary materials, an additional
extract concentration step may be applied after completion
of mycolic acid isolation.

This step involves partial or complete evaporation of the
lower chloroform phase containing the isolated mycolic
acids, previously transferred to the autosampler vial

in accordance with step 6 of the standard procedure.
Evaporation may be carried out under a nitrogen stream or
under other controlled laboratory conditions ensuring safe
removal of the solvent without degradation of the analytes.
After solvent evaporation, a dry residue remains in the

vial. Prior to FIA-MS/MS analysis, the residue must be
reconstituted by adding to the vial:

250 ul of reagent MT-004 — extraction reagent
and
250 pl of reagent MT-005 — dilution reagent.

After adding the reagents, vortex the vial thoroughly to
ensure complete reconstitution of the residue and obtain
a homogeneous final sample. The sample prepared in this
way is ready for FIA-MS/MS analysis.

The purpose of this procedure is to increase the
concentration of analytes in the final sample intended for
analysis, which may improve the detectability of analytical
signals in materials with low biological load.

This step is optional and should be validated by the
laboratory for the given type of clinical material.
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5.3 Storage of the prepared sample

The prepared sample (vial with the post-extraction fraction)
may be stored prior to analysis at approximately —70°C for
a period not exceeding one calendar year. Before analysis,
the sample must be removed from the freezer and allowed
to reach room temperature.

6 Sample analysis

FIA-MS/MS sample analysis must be performed after
preparation and verification of the measurement system
in accordance with sections 4.1-4.4 and after sample
preparation in accordance with section 5.

6.1 Autosampler parameters

Table 4. Injection parameters.

Parameter Value
Injection volume 50 pL
Injection rate 10 pL/s
Autosampler temperature 8°C

Note: Autosampler temperature of 8°C is a critical

parameter for sample stability and correct analysis.

Exceeding this value may adversely affect the quality

of the analytical signal and the reliability of the result.
6.2 Liquid chromatograph program

Table 5. Gradient program.

Time [min] Mobile Phase A[%] Mobile Phase B[%] Flow [mL/min]

0.00 40 60 0.25
0.39 40 60 0.25
0.40 0 100 1.00
0.90 0 100 1.00
1.00 40 60 1.00

Total analysis time per sample: 1 minute.

Note: The flow rate change from 0.25 mL/min to 1.00
mL/min between 0.39 and 0.40 min is a critical meth-
od parameter and must not be altered.

6.3 Data acquisition parameters

The analysis must be performed in multiple reaction
monitoring (MRM) mode, in accordance with the ion
transmission parameters given in Tables 3A and 3B (section
4.3).

Data acquisition requires the manufacturer's software
specific to the mass spectrometer platform used (e.g.,
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Analyst for Sciex systems or LabSolutions for Shimadzu
systems). Other MRM data acquisition software is not
provided for within the approved procedure.

For processing of the obtained results, chromatographic
signal integration software capable of generating reports in
TXT or CSV format may be used (e.g., MultiQuant for Sciex
systems or equivalent solutions).

Interpretation of results is performed exclusively using the
dedicated M-Typer Software.

6.4 Analytical sequence —recommended
injection order

To ensure the reliability of results, the following injection
sequence is recommended in the analytical run:

1. Blank — extraction reagent (MT-004) transferred to
an appropriate chromatography vial — verification of
analytical background cleanliness.

2. Reference mycolic acid solution — verification of FIA-
MS/MS system performance (in accordance with section
4.4).

3. Test samples.

4. Blank — analyses of test samples must be interspersed
with a blank at least once every 10 analyses of real
samples.

6.5 Management of abnormal signals during an
analytical run

If abnormalities are detected during an analytical run, the
following corrective actions should be taken:

Observation Action

Signal in blank Check the purity of mobile phases = flush
sample the system - repeat blank

Absent signal or Check injection volume and rate - check
signal below expec- MRM parameters - repeat system verifi-

tation cation (section 4.4)

Distorted signal Adjust injection parameters or PEEK capil-
shape (no plateau) lary length/diameter (section 4.2)

Signal appears out-
side the 0.05-0.30
min window

Check mobile phase flow - verify gradient
program (Table 5)

7 Interpretation of results

7.1 Principle of interpretation

The M-Typer Reagent Kit is used to isolate mycolic acids
from biological material. Result interpretation is performed
by comparing the mycolic acid profile of the test sample
with the reference profile.

Each monitored MRM transition corresponds to a signal
characteristic of specific mycolic acids associated with
mycobacteria of the Mycobacterium genus. Averaged and
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normalized measurement data (mycolic acid profile) of the
test sample are compared with the reference profile using
the dedicated M-Typer Software.

M-Typer Software is a separate in vitro diagnostic medical
device (IVD) bearing its own CE marking. Detailed
information on result interpretation, profile classification,
and taxonomic differentiation is contained in the M-Typer
Software Instructions for Use.

Differentiation of results at the appropriate taxonomic level,
including the distinction of Mycobacterium tuberculosis
from atypical mycobacteria, requires the use of M-Typer
Software and does not constitute an independent function
of the M-Typer Reagent Kit.

7.2 Criteria for positive and negative results

The result of FIA-MS/MS analysis is interpreted as follows:

« Resultindicating the presence of mycobacteria of the
Mycobacterium genus
Obtaining a hump-shaped signal described by at least 10
measurement points in the plateau region, with an inten-
sity of at least 10 times the observed background noise
(S/N = 10) for a given MRM transition, measured prior to
signal appearance in the interval from 0.00 to 0.05 min.
A positive result is confirmed by obtaining such a signal
for at least 1 of the 52 monitored MRM transitions.

« Equivocal / indeterminate result
Obtaining a hump-shaped signal described by at least
10 measurement points in the plateau region, with an
intensity greater than 3 times and less than 10 times the
observed background noise (3 = S/N < 10) for a given
MRM transition, measured prior to signal appearance in
the interval from 0.00 to 0.05 min. An equivocal result is
confirmed by obtaining such a signal for at least 1 of the
52 monitored MRM transitions.

« Resultindicating the absence of mycobacteria of the
Mycobacterium genus
Failure to obtain a signal meeting the above criteria for
any of the 52 monitored MRM transitions, i.e. absence
of a hump-shaped signal described by at least 10 mea-
surement points in the plateau region with an intensity
exceeding 3 times the observed background noise (S/N
< 3).

Note: Final diagnostic interpretation of the obtained
mycolic acid profile, including its classification and
differentiation at the appropriate taxonomic level,
requires the use of the dedicated M-Typer Software.

7.3 Mixed samples

In the case of the presence of more than one species or
strain of mycobacteria of the Mycobacterium genus in the
test sample, the obtained mycolic acid profile may reflect a
mixed signal, proportional to the quantitative contribution of
the individual components of the sample. This may directly
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affect the final interpretation of the result and taxonomic
differentiation, which should be performed using the
dedicated M-Typer Software.

7.4 Interpretive limitations

The result obtained using the M-Typer Reagent Kit:

« does not constitute a standalone basis for clinical
diagnosis — it should be interpreted in conjunction with
other laboratory test results and the patient’s clinical
presentation,

« does not replace bacterial culture or other standard
methods of mycobacterial identification,

- is dependent on the quality of the test material,
the correctness of mycolic acid isolation, and the
performance of the FIA-MS/MS system.

8 Performance characteristics

8.1 Diagnostic sensitivity

Diagnostic sensitivity was determined on the basis of a
study comprising 199 clinical specimens from the Regional
Complex of Healthcare Facilities — Centre for Pulmonary
Disease Treatment and Rehabilitation in £6dz. The test
material included: 131 sputum samples, 45 bronchial
aspirates, 15 pleural fluids, 1 fine-needle aspiration biopsy
of the lung, 5 bronchial catheter fluids, and 1 urine sample.

Based on the combined analysis of classical, genetic, and
LC-MS/MS results, 36 positive samples were identified,
constituting the reference point for the assessment of
diagnostic sensitivity. For LC-MS/MS, 33 positive results
were obtained, corresponding to a diagnostic sensitivity of
92%.

8.2 Diagnostic specificity

Diagnostic specificity was determined on the basis of the
analysis of:

« 94 sputum samples collected from healthy individuals
« 88 sputum samples collected from individuals with
non-mycobacterial pneumonia
e 7 bacterial culture samples from organisms outside the
Mycobacterium genus:
e Rhodococcus equi
» Nocardia asteroides
« Corynebacterium glutamicum
« Dietzia maris
« Gordonia bronchialis
» Gordonia sputi
e Tsukamurella paurometabola

No false-positive result was found in any of the tested
samples. Diagnostic specificity is 100%.
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8.3 Limit of detection

The limit of detection (LOD) of the method is defined as
a signal meeting the criterion S/N = 3, while the limit of
quantification (LOQ) is defined as a signal meeting the
criterion S/N = 6. The analytical sensitivity of the method
was determined at 5-50 CFU/mL.

For selected strains, the following example numerical values
of LOD and LOQ were determined, expressed as the number
of cells per sample:

il
Mycobacterium tuberculosis 6 16
Mycobacterium smegmatis 2 10
Mycobacterium abscessus 4 13

8.4 Other analytical parameters

Parameter Value
Recovery 96-104%
Method precision (LC-MS/MS) 1-3%
Repeatability of the procedure 2-5%
Reproducibility 8-16%

Note: A full quantitative characterization of analyti-

cal interferences was not the subject of a separate
validation study. From analytical practice, it is known
that potential interfering signals may originate from
certain plasticizers or compounds extracted from
rubber components, as well as from buffer residues
after the sample liquefaction step. For this reason, only
the equipment, consumables, and reagents specified
in sections 2.3 and 3 must be used.

8.5 Factors affecting analytical parameters

The analytical parameters of the M-Typer Reagent Kit

depend on:

« the type and quality of the clinical material

« the correctness of the mycolic acid isolation procedure

« the technical parameters and performance of the FIA-
MS/MS system

« the use of approved data analysis software

Failure to follow the kit's instructions for use may adversely
affect the course and results of mycolic acid isolation and
the interpretation of the test results.

9 Limitations of the kit

9.1 Analytical limitations

« The kit is intended exclusively for the isolation of
mycolic acids from the test material. Due to the
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potential heterogeneity and diversity of samples, the
manufacturer does not define recovery parameters for
individual types of clinical material.

« Inthe case of the presence of more than one species
or strain of mycobacteria of the Mycobacterium genus
in the test sample, the obtained mycolic acid profile will
reflect averaged values, proportional to the quantitative
contribution of individual species. This may lead to
interpretive difficulties — see section 7.3.

« Failure to follow the instructions for use of the kit may
adversely affect the course and efficiency of mycolic
acid isolation and the reliability of FIA-MS/MS analysis
results.

9.2 Clinical limitations

« The test result does not constitute a standalone basis for
clinical diagnosis and must be interpreted in conjunction
with other laboratory test results and the patient's clinical
presentation.

« The kit is not intended to be used as the sole diagnostic
tool for tuberculosis or other mycobacterioses — it is a
supporting tool and does not replace bacterial culture or
other standard methods of mycobacterial identification.

« The FIA-MS/MS method using the M-Typer Reagent
Kit does not allow assessment of mycobacterial drug
susceptibility.

9.3 Technical limitations

« Analysis results are dependent on the technical
performance of the FIA-MS/MS system — including
mass spectrometer calibration, purity of mobile phases,
and the technical condition of the autosampler and PEEK
capillary.

« The use of analytical equipment other than that
recommended by the manufacturer (section 3.2) may
require additional parameter optimization and may affect
the analytical parameters of the kit.

« Interpretation of results requires the use of the dedicated
M-Typer Software (see section 7.1).

9.4 Storage and transport conditions affecting
results

« Use of reagents beyond the expiry date stated on the
label is not permitted and may lead to false or unreliable
results.

« Failure to observe the recommended storage
or transport conditions (section 2.6) may cause
degradation of reagents and a reduction in isolation
performance.

« After first opening, reagents must be used within the
period stated in section 2.2. Exceeding this period may
affect the quality of isolation and the reliability of results.

48



10 Literature

The following publications constitute the scientific basis
for the method and were used in the development of the
M-Typer Reagent Kit.

1.

Konrad Kowalski et al., Kwasy mikolowe - rola
biologiczna i potencjalne zastosowanie w wykrywaniu
oraz roznicowaniu rodzaju Mycobacterium, ,Postepy
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej”, 68, 2014, s.
350-358,

Konrad Kowalski et al. Kwasy mikolowe — potencjalne
markery diagnostyki oportunistycznych zakazen
mikroorganizmami z podrzedu Corynebacterineae,
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej”, 66,
2012, s. 461-468

Rafat, S., Magdalena, D., Karol, M. et al. Detection and
accurate identification of Mycobacterium species by
flow injection tandem mass spectrometry (FIA-MS/
MS) analysis of mycolic acids. Sci Rep 15, 13118 (2025).
https://doi.org/10.1038/s41598-025-96867-x
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Dec 10;2(12):751-756. doi: 10.5588/ijtldopen.25.0323.
PMID: 41395324; PMCID: PMC12699965.
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1 Hazardous substances

When working with reagents included in the M-Typer
Reagent Kit, particular attention must be paid to the hazards
listed below and appropriate precautionary measures must
be taken. Detailed information on each reagent can be
found in the safety data sheets (SDS/MSDS) available on the
manufacturer's website: www.dimedical.pl/..........c..cc...... .

MT-001— Wash Reagent

Parameter Hazard statements
H225 Highly flammable liquid and vapor.
H319 Causes serious eye irritation.

H336 May cause drowsiness or dizziness.
Precautionary statements

Keep away from heat, hot surfaces, sparks,
P210 open flames and other ignition sources. No
smoking.

P233 Keep container tightly closed.
P280 Wear eye protection.

If eye irritation persists: Seek medical

P337 +P313 advice/attention.

@

In case of fire: Use powder/sand/carbon
P370 + P378 dioxide extinguisher to extinguish.

P403 + P235 Store ina well-ventilated area. Keep cool.

MT-002 — Hydrolysis Reagent

Parameter Hazard statements
Causes severe skin burns and eye
H314 damage.
H370 Causes damage to organs.

Toxic if swallowed, in contact with

H30L+ H3LL+ 331 gin “orifinhaled.

Precautionary statements

P260 Do not breathe dust/fume/gas/mist/
vapours/spray.
Wear protective gloves/protective
P280 clothing/eye protection/face
protection.

IF SWALLOWED: Rinse mouth. Do
NOT induce vomiting.

IFON SKIN (or hair): Take off im-
P303 + P361 + P353 mediately all contaminated clothing.
Rinse skin with water or shower.

IFIN EYES: Rinse cautiously with
water for several minutes. Remove
contact lenses, if present and easy to
do. Continue rinsing.

P310 Immediately call a doctor.

P301+ P330 + P331

P305 + P351 + P338

DS

5
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MT-003 — Neutralization Reagent

Parameter Hazard statements
H315 Causes skin irritation.
H319 Causes serious eye irritation.
H335 May cause respiratory irritation.
Precautionary statements
P261 Avoid breathing mist/vapours/spray.
P26k Wash hands and exposed parts of
the body thoroughly after handling.
P280 Wear protective gloves.
Calla POISON CENTRE if you feel
P12 unwell.
P321 Specific treatment (see supplemen-

tal first aid instructions on this label).

P337 + P313 If eye irritation persists: Get medical

advice/attention.
MT-004 — Extraction Reagent
Parameter Hazard statements

H302 Harmful if swallowed.
H315 Causes skin irritation.
H319 Causes serious eye irritation.
H331 Toxic if inhaled.
H351 Suspected of causing cancer.
H361d gﬁﬁgected of damaging the unborn
H372 Causes damage to organs through

prolonged or repeated exposure.
Precautionary statements

P260 Do not breathe vapours.

P26l Wash hands and exposed parts of
the body thoroughly after handling.

P280 Wear protective gloves.
IFINHALED: Remove person to

SO

P304+P340 fresh air and keep comfortable for
breathing.
P311 Calladoctor.
Store in a well-ventilated place. Keep
P403+P233  Cotainertightly closed.
MT-005 — Dilution Reagent
Parameter Hazard statements
H225 Highly flammable liquid and vapour.
H370 Causes damage to organs.

Toxic if swallowed, in contact with
H01+ H3LL+ H331 gyin oy finaled.

Precautionary statements
Keep away from heat, hot surfaces,

P210 sparks, open flames and other
ignition sources. No smoking.
Wear protective gloves/protective
P280 clothing.
IF SWALLOWED: Immediately call
P301+P310 adoctor

IF INHALED: Remove person to

SO®

P304+P340 fresh airand keep comfortable for
breathing.
IF exposed or concemed: Calla
P308+P311 doctor.
P311 Calladoctor.
Store in a well-ventilated place.
P403 + P235 Keep cool.
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Section A: Manufacturer Data

Manufacturer

Centrum Medycyny Klinicznej DiMedical Sp. z 0.0.
“ ul. Zeromskiego 52
90-626 t6dz, Poland
Phone: (+48) 502 660 480

E-mail: kontakt@dimedical.pl
Website: www.dimedical.pl

Additional information
The manufacturer holds a certified quality management
system compliant with ISO 13485.

Device identification

Element Content
Device hame M-Typer Reagent Kit (Set 1 + Set 2)
Kit catalog number MT-KIT-001

Set 1 catalog number MT-KIT-SET1
Set 2 catalog number MT-KIT-SET2

Batch / Lot number Stated on the packaging label

Expiry date Stated on the packaging label

IFU version number IFU-M-TYPER-001-v1.0

IFU issue date [to be completed upon approval]
Device classification In vitro diagnostic medical device (IVD)
Device class IVDR Class C

Section B: Reporting of Serious Inci-
dents

A serious incident is an event related to the use of a medical
device that has led or could lead to:

« death of the patient, user, or another person,

« serious deterioration of the health of the patient, user, or
another person,

« a serious threat to public health.

In the event of a confirmed or suspected serious incident
related to the M-Typer Reagent Kit, the event must be
reported immediately to the manufacturer and to the relevant
national competent authority.

Manufacturer:

Centrum Medycyny Klinicznej DiMedical Sp. z 0.0.
ul. Zeromskiego 52, 90-626 t6dz, Poland

tel. +48 502 660 480

e-mail: kontakt@dimedical.pl

www.dimedical.pl

Competent authority in Poland:

Prezes Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych,
Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych (URPL)
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Al. Jerozolimskie 181C, 02-222 Warszawa
tel. +48 22 492 11 00
www.gov.pl/web/urpl

In the event of external corrective safety actions (FSCA)
taken by the manufacturer, users of the device will be
informed by means of a Field Safety Notice (FSN).

Section C: Explanation of Symbols

The following symbols may appear on the packaging, label,
or in these Instructions for Use of the M-Typer Reagent Kit.

Symbol

4R LR LR

(=3
o

85 ® %~

x
x
x
x

Meaning

Manufacturer

Country of manufacture

Date of manufacture

Use by (expiry date)

Batch / Lot number
Catalog number

In vitro diagnostic medical device

Contents sufficient for 100 tests

Temperature limitation for storage

Protect from light

Contains hazardous substances (carcinogenic,
mutagenic, or toxic to reproduction — CMR)

Do not use if packaging is damaged, and con-
sult the instructions for use

Caution

Consult instructions for use

Unique Device Identifier (UDI)

CE marking of conformity
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