Navod k soupray Mycoplasma teSt

MYCOPLASMA TEST © c €

Test na bazi dehydratovaného kultivéniho média pro kvalitativni stanoveni, orient&ni vypocet a
testovani citlivosti na antibiotika u UU Ureaplasma urealyticum) a MH (Mycoplasma hominis) v lidském
urogenitalnim traktu.

Ref: 5014

1. Uvod

Mykoplasma je jednim z hlavnich patogenktery zpmisobuje NGU (nongonococcal urethritis),
cervikalni, panevni z&ty, orchitidu, epididymitidu atd. aitte vést az k neplodnosti miua Zen. Tyto
patogeny mohou napadat &iniurogenitalni epitelialni hiky, zpisobit zagt béchem AIDS a jinych
sexuali prenosnych onemoéni. Mykoplasma fisobi i klinickd sexuakh prenosnd onemoeni
(zejména UU a MH). Jejich vyskyt ma vzestupny trefdtibioticka rezistence je stale&tgi problém
kvili zneuZivani antibiotik, ktera vyznammhroZuji zdravi lidstva Klicem k I&b¢ a prevenci $éni
mykoplasmy je ¥asna a fesna diagnéza. Kultivace mykoplasmy je vésmmosti stale povazovana za
spolehlivou diagnostickou metodu.

2. Princip testu
Mycoplasma kit je zaloZzen na kultivaci a biochenjiitk reakcich. Kultivéni médium je fipraveno
smichanim lyofilizovaného prasku a rozpédi. Po kultivaci mykoplasmy, wipad UU mize byt
urea rozloZena ureazou a uvolni se;NHI MH dojde k rozloZeni argininu pomoci arginazyvaini se
NHs. NH; zvedne pH v tekutém médiu, vysledky jsou posouzexdte barevné zémy indikatoru. Strip
obsahuje 11 antibiotik, kazdé ve dvou koncentracfidkud je mykoplasma na antibiotika citliva,
enzymaticka aktivita je inhibovana, takZze nedock&idnym zréinam barvy.

3. Obsah soupravy
1) Strip
20 strip1, kazdy obsahuje:

e 1 jamku C+ (pozitivni kontrola) s navdzanym argémn ureou a Mycoplasmaistovym
aktivatorem.

e 28 jamek, kde:
UU jamka je potaZena lincomycinem
MH jamka erythrocinem
UU > 10" jamka je potaZena linkomycinem a inkiifiim ¢inidlem
MH > 10 jamka je potaZena erythrocinem a intiiim inidlem
ve zbylych 25 jamkach je navazano 11 antibiotiklveu koncentracich, krahPRI
(viz tabulka):

skratka specifikace nizka I_<oncentrace vysoka_ koncentrace
(horni jamka)mg/L (dolni jamka)mg/L
PRI pristinamycin 2 /
MIN mincyclin 2 8
JOS josamycin 2 8
ERY erythromycin 3 16
(AZI) (azithromycin)
ROX roxithromycin 1 4
CLI clindamycin 0,25 0,5
OFL ofloxacin 1 4
CIP ciprofloxacin 1 2
CLA clarithromycin 1 4
TETY tetracycline 1 5
(DOX) (doxycykline)
LEV™Y levofloxacin 2 4
TET™ tetracycline 4 8
(DOX) (doxycykline)
LEV™Y levofloxacin 1 2
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"mikroorganismy citlivé na tetracyklin jsou takéigié na doxycyklin (DOX).
mikroorganismy citlivé na erythromycin jsou takéieé na azithromycin (AZI)

» 1 pipetovaci Spka

2) Lydfilizovany prasek
20 lahviek, kazda obsahuje 1,2 ml laiho bujénu a infuze z héziho srdce

3) Rozpou&dio
20 lahvitek, kazda obsahuje 4 ml roztoku na rozgnisStyofilizovaného prasku. Kultivani médium,

poté co je smichano rozpoédio s lyofilizovanym praskem, je v souladu s néslegym vzorcem:
* Na kazdych 1000 ml purifikované vodyipada 7,27 g hasziho bujénu, 2,51 g extraktu
Z drozdi, 6,55 g infuze z h&ziho srdce, 1,45 g urey, 1,45 g arginin hydrochlari7,9 g srési
soli, 182 ml kaiského séra, 0,03 g fenolowérverg, 9,2 ml smisi ristovych faktot a 9,2 ml
smesi antibiotik. pH je 6,3 £ 0,3.

4) Mineralni olej
1 lahvicka obsahujici 28 ml tekutého parafinu.

5) Néavod k pouZiti

6) 20 formul&t na vysledky

4. Potiebny material, ktery neni sowasti kitu

1) Vatovy nebo polyesterovy sterilni tampon, STUARMp&N nebo UTM tampon na odb
vzorku.

2) Bakteriologicky inkubator (36 °C, 37 °C, 38 °C).

3) UTM médium (univerzalni transportni médiumyize byt pouZito na transport vzorku.

5. Bezpe&nostni opateni

1) Pouze pro profesionalni pouziti

2) Postupujte p#ivé podle navodu k pouZiti. Spolehlivost vyslédiestu nemusi byt zatena,
pokud nebudete postupovaepré podle navodu.

3) Podivejte se na bezpostni listy a ha ozieni Fipravki, abyste ¥déli 0 mozném chemickém
riziku, které nfize byt gitomno v tomto testu.

4) P¥i praci se vzorky a reagenciemi pouZzivejte rukaviRee provedeni testu si umyjte ruce.

5) Test neprovagte v nevhodnych podminkach, fap okolnim vzduchu obsaZena silna kyselina,
silnd zasada nebékavy plyn apod.

6) Rast mykoplasmy v bujénu by neirtvorit zakal. V tomto testu byla pouZita unikatni metod
k i€inné inhibici fistu neZzadoucich bakterii. Pokud se kutthiamédium gkdy zakali a
zéervend, nezri to pozitivni vysledek.

7) Jestlize se porwlani média sifddavkem vzork do vSech jamek na citlivost evideatomeni
barva ve vSech jamkach stripu, tzn. vygaztmavne nebo se zmi na s¥tle ¢ervenou, mze to
byt neobjektivni vzhledem k z&saditosti vaibdd pacient s patologickymi stavy. V tomto
piipads je dopordeno znovu otestovat sekrg vzorky od &chto pacient.

8) PovaZujte vzorky, lahwky s reagenciemi a stripy na testovani jako poéntinfekeni
material a zachazejte s nimi v souladu se spralatmratorni praxi.

9) Nepouzivejte reagencie po uplynuti expirace

10) Nemichejte nebo nepouzivejte komponenty & &ibdliSnou SarZzi.

11) NepouZzivejte laheky se zakalenym obsahem.

12) NepouZivejte posSkozené stripy: deformované jamterreny séek s vysouSedlemyip
nepod&ném roztrzeni hlinikového obalu.

13) Uvedené udaje tykajici se vykonnosti testu bylké&hy pomoci postupu uvedeného v tomto
piibalovém letaku. Jakakoliv zma nebo Uprava postupuibe ovlivnit vysledek.

14) Vzhledem k tomu, Ze mykoplasmy maji vysokou afikittnembrag burek sliznice, je dlezité
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dukladre oSkrabat sliznici tak, aby se pdilia shromazdit co nejvice bik.

15) Vzorky odebirejte fied zavedenim jakékoliv antibiotick& k.

16) Musi byt pouzita standardizovand metoda k zafmidkontaminace jinymi mikroorganismy.

17) Vzorek nelze povazovat za negativieg 24 hod. inkubaci.

18) Je-li nizky titr vzorku, nemusi dojit ke Zn¢ barvy v jamkéach stripu nebotxe byt barevna
zmgna v rozporu.

19) Vypocet z tesi provedenych na prouzkuide poslouzit jako voditko o titrui€sny titr niize
byt ugen na agaru.

20) Antibiotika jsou testovana na vzorkui Rizkych titrech, se dZe skuténa citlivost kmene [iSit
od vysledku na stripu.

v s

koncentraci je nesmysliny. V tomtéipads proved'te test znovu.

6. Skladovani

1) Uchovavejte vdechny komponenty v rozmezi 2 — 8 °C.

2) Nicmére kit 1ze prepravovat a skladovatigeplo® v rozmezi -10 az 37 °Céhem 7 dii, aniz
by doSlo ke zrén¢ Zivotnosti a kvality vyrobku.

3) Zpracuijte strip do 8 hodin od jeho rozbaleni

4) Po smichani rozpou&tia s lyofilizovanym praskem pouZijte kultitrd médium do 72 hodin.

5) Inokulované médium zpracujtéhem 8 hodin i 18 — 28 °C nebo do 48 hoditi @ — 8 °C.

6) Minerélni olej po otekeni miZze byt pouzit do vyzri@ného data expirace.

7. Vzorek

1) Muzi: vzorky odebirat ze sdniho proudu mi (objem = 500ul) pomoci jednorazové
odhkérovky nebo ze sekretu rdavé trubice (konkréthsekretu prostaty nebo semene, objem =
50 ul) pomaci sterilniho tampoénu.

2) Zeny: vzorky odebirat z cervikalni nebo vaginakkrece pomoci sterilniho tamponu.

3) Jestlize je pouzito UTM médium, do kultdrdho média je péeba objem 40@1 z UTM média.

8. Stabilita vzorku

1) Je-li vzorek uen kinokulaci do kultivéniho média, inokulujte do 4 hodin. Ve zvlaStnich
ptipadech Ize uchovavat vzorkyi peplog 2 - 8 °C a inokulovat do 24 hodin.

2) Je-li vzorek inokulovan deediciho roztoku (inokulovanyedici roztok niZze byt pouZzit jako
transportni médium), uchovéavejte hthbm 24 hodin $ pokojové teplot
(18 - 25 °C), pi delSim skladovani, by #hbyt uloZen pi teplo€ 2 - 8 °C max.
48 hodin.

3) Je-li vzorek inokulovan do kulti¢aiho média, uchovavejte hahlem 4 hodin B pokojové
teplo€ (18 - 25 °C), p delSim skladovani, by &hbyt uloZzen pi teplog
2 — 8 °C max. do 24 hodin.

4) Jestlize je vzorek odebran a transportovan pormamopénu v UTM (Univerzalni transportni
meédium), skladujte UTM s tampdnerti pokojové teplat (18 — 25 °C) do 24 hodin nebdi p
teplog 2 - 8 °C do 48 hodin.

9. Pracovni postup

Pred pouZzitim nechte reagencie vytemperovat na tephégtnosti (18 — 25 °C).
Zregulujte inkubator na 37 °C.

1.

2.

Pridejte rozpouddlio komplet k lyofilizovanému prasSku. Pripejte na vortexu, aby doSlo
k aplnému rozpushi.

Inokulujte vzorek (40Qu vzorku z UTM vygrovky u Zen, tampdn u Zen, 500 moce nebo 5Qul
sekreti uretry u muBd) do pgipraveného kultivéniho média. Zavkujte a tepanim zcela
rozmichejte.

Pridejte 100 ul naatkovaného média do vSech jamek na stripu. demmotepte, aby doSlo
k rozpus&ni navazanych material

Pridejte 1 kapku minerélniho oleje do vSech jamek.

Strip zakryjte a inkubujteip36 — 38 °C 24 hodin.
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10. Vysledky méreni
Na jeden test pouzijte jeden vysledkovy forniula
Odegitéte zneny barvy na stripu.
C+ jamka:Barva se zrnila nac¢ervenou — znd rast mykoplasmat; vzorek je pozitivni. Pokud nedojde
ke zn&n¢ barvy, vzorek je negativni.
DalSi jamky:Pokud se barva i z oranZzové n&ervenou nebo broskvovou, 2o rist mykoplasmy.
Pokud se barva nezmi, mohl by byt vzorek povaZzovéan za negativni nelbivy na antibiotika. Zidka
se medium po 24 hod. kultivace zbarvitly cerveré (nedojde k evidentni zné barvy). V tomto
piipads se doporduje prodlouzit dobu kultivace o dalSich 12 - 24 inodvzhledem k tomu, Ze pacient
mize byt infikovan mykoplasmou nedavno nebo je v dibdeekonvalescence nebo petla
antibiotickou I€bu, je mozné Ze existuje jen velmi malé mnoZstvkopjasmy ve vzorku nebo je
mykoplasma inhibovana antibiotiky. Zchto divodi neni znéna barvy vyrazna.)

Poznamky: Patologick& prahova hodnota obvykle éwagroU.urealyticum neboM. hominis je > 10"
CCU (Jednotky zeny barvy)/ml pro uretralni nebo endocervikalni \elqr<1d CCU/ml pro vzorek
Z proudu moée nebo spermatu.

Piiklady vysledki:

UU UU210*| s

O | OO0 00000000O0O0

MIN JO§S ERY ROX CLI OFL CI® CLA TET LEV TET LEV

O O |Of[OO0OO0O0O00O0O0O000O0

MH MH>10*| ==

Uu vu=10*| C+ UU vuz10*| C+

O O |0 |0 ® O | @ @
MIN MIN

o OC |0 |0 O O |0 |0

MH MH=10*| PRI MH MH=10%| PRI

InfekceUreaplasma urealyticum

Bez Mycoplasma infekce

PRI - citlivy (C)
MIN — stfedr® rezistentni $)
uu uuz10*| C+ uu uvuz1pt| C+
MIN MIN
MH MH210°| PpR] MH MH=10°( PpR]
InfekceUreaplasma urealyticum je InfekceMycoplasma hominis je wt&i, nez 16
Vvétsi, nez 16Ccu/ml. Cccu/ml.
PRI - citlivy (C) PRI - rezistentni (R)
MIN — rezistentni R) MIN — citlivy (C)
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UU UuU=z10*| C+ UU UuU210*| C+
®@ O | @ O @ & | & O
MIN MIN
MH MH210°| pRi MH MH210°| pRi
InfekceMycoplasma hominis a Infekce Mycoplasma hominis a Ureaplasma
Ureaplasma urealyticum urealyticum je wtSi, nez 16CCu/ml.
PRI - citlivy (C) PRI - rezistentni (R)
MIN — citlivy (C) MIN — citlivy (C)
Citlivy (C):
Uu vuz10*| C+ pravéEpodobnost terapeutického @shu je
O O O O prijatelna. V gipadc 1étby obvyklou davkou
miZeme ¢ekavat terapeuticky efekt.
MIN
O O . O Stiedng rezistentni (S):
terapeuticky Usgch je nepedvidatelny.
MH MH210°| PRI
Rezistentni (R):
silna  pravdpodobnost selhani dby.
Neplatny Nemizeme dekavat, ze p lecb¢ bude
terapeuticky efekt.

11. Kontrolni postup
Doporuwenou kontrolou tohoto testu je ndkup jednotlivyefererinich kmer (UU (ATCC ® 27813) a
MH (ATCC ® 15488)). Kulturu ATCC ® 27813 v kultizaim médiu inkubujte, dokud kulti¢ai
meédium nezréni barvu na sitle cervenou a pak wtejte subkulturu v jiné lahéce kultivathiho média
a inkubujte, dokud kultivni médium nezrni barvu na sstle cervenou. Prowdte 1000nasobniedini
tohoto kultiv&niho média se sterilnim fyziologickym roztokem aéppridejte 100ul do nové lahwiky
kultiva¢niho média. Touto koreou kulturou okujte strip. Vysledek je platny, pokud barva C #J,U
UU > 10¢%, CLI (nizk4 a vysoka koncentrace), OFL (nizka lkomitace) a CIP (nizka a vysoka
koncentrace) jamek se Zni z oranZzové néervenou nebo broskvovou. Test ATCC ® 15488 se gleve
podle stejného postupu jako vyse. Vysledek je glapokud barva C +, MH, Mi 10°, ERY (nizké i
vysoka koncentrace), AZI (nizk4 a vysoka koncemdratHIl (nizk& koncentrace), CLA (nizk& a vysoka
koncentrace) a ROX (nizk4 a vysoka koncentraceekase zmini z oranZové na&ervenou nebo
broskvovou.
Kazd4 laboratbsi stanovi vlastni planovani kontrol.

12. Limitace testu

1. Tento test je wen jako pomocny pragdek pro klinickou diagnézu. Pra¥e tento test ve spojeni
s klinickym vySettenim, anamnézou pacienta a jinymi vysledkyitest

2. Velmi maly pcet alkalickych vzork maze zpisobit gfimé Zervenani kultivéniho média, protoZze
tento test je zaloZen na kultivaci a biochemiclakeea vysledné zvySeni pH vede ke¢mthbarvy
kultivatniho média.

3. Protoze klinické zneuzivani antibiotik vede ke ¥eznimalého pétu rezistentnich kmen mize byt
ziskan velmi maly pget faleSg pozitivnich vysledk navzdory pijeti riznych antibiotik v bujonu k
potladeni irelevantnich bakterii. Proto dopéwjeme, pokud je to mozné, potvrzeni pozitivnich
vzorki na Mycoplasma agaru.

13. Vykonnost a charakteristiky testu

1. Vykonnost a kmeny
Kultivacni médium: 1istych kmeii mykoplasmat nadkovanych ve Zednich, stejg jako 3
smesné kultury UU a MH ve dvoidedinich bylo pozitivnich bez ohledu rfadni. Dale bylo
odebrdno a inokulovano 100l vzorku - 19 interferentich kménz urogenitalnich vzork
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v 0,5 McFarlandu. Vysledky byly negativni.

Strip: 3¢isté kmeny mykoplasmat n&mvanych ve Zednich, steji jako 6 smisnych kultur UU a
MH ve dvouredénich bylo na stripu spragndentifikovano.

12 ¢istych kmeri mykoplasmat bylo kultivovano v kultigaim médiu, dokud se barva nefia
na sétle cervenou a poté byly badiny na 10 CCU/ml a testovany. Odpovidajici jamky @uL0*
nebo MH> 10" z&ervenaly.

3 ¢isté kmeny UU ve 2ecénich bylo 6x testovano.

Zmeéna barvy na&ervenou nastala:

CLI jamky (nizka i vysoka koncentrace) 6x

CIP jamka (nizka koncentrace) 3x

CIP jamky (nizka i vysoka koncentrace) 3x

TETY jamka (nizka i vysoka koncentrace) 4x

OFL jamka (nizk& koncentrace) 3x

OFL jamky (nizk& i vysok& koncentrace) 1x

MIN jamka (nizka koncentrace) 1x

MIN jamky (nizka i vysoka koncentrace) 3x

Barva jamek PRI, ERY, ROX, JOS, CLA, LEV (nizka i vysoka koncentracejistala oranZovéa
béhem 6-ti tedi.

3 ¢isté kmeny MH ve dvoiedinich byly 6x testovany.

Barva jamek ERY, CLA a ROX (nizka i vysoké koncean#) se zgnila nac¢ervenou;

OFL jamky (nizké& i vysok& koncentrac€prvenaly 4x

LEVM" jamky (nizka i vysoké koncentrace) 4x

CIP jamka (nizka koncentrace) 1x

CIP jamky (nizka i vysoké koncentrace) 3x

Barva jamek MIN, PRI, JOS, CLI a TE# zistala oranzovadhem vSech Sesti tést

2. Korelace spravného néieni
Byla provedena studie, kdy byly vzorky testovanympei tohoto testu a dvou jinych
certifikovanych test (CE). Pokud dva zetittesti daly pozitivni vysledek, byl vzorek bran jako
pozitivni. V jiném gipadt byl povaZzovan za negativni. To bylo brano jako kikpvany zlaty
standard. Srovnani tohoto testu a amplifikovanéhtatézo standardu je uveden
nize.

amplifikovany zlaty standard
—— —— celkem
pozitivni negativni
pozitivni 48 2 50
Mycoplasma test negativni 0 89 89
celkem 48 91 139

X% metoda, P > 0,05, meziniito dwma metodami nebyligjmy rozdil
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15. Kontakty

Vyrobce:

ALL.DIAG

10, rue Ettore Bugatti — BP6

67038 Strasbourg Cedex 2

tel: 03 88 78 80 88, fax: 03 88 78 76 78
www.alldiag.com; info@alldiag.com

Distributor:
LABOSERV s.r.0.
Hudcova 78 b, 60Brno
Tel: +420 541 243 113
Fax20(r841 243 114
email:laboserv@laboserv.cz
http://www.laboserv.cz

Pouzité symboly

Pozor, ¢tete navod

Testy v souprave Vyrobce

Elll=

Pouziti pouze in vitro

I;GQ

Datum expirace Pouze na 1 pouZziti

A - Skladujte mezi 2 - 8°C

()
_‘

Cislo Sarze Katalogové &islo

) 3
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