4 — REAGENCIE

Gim]

Popis mnozstvi
MYCOSCREEN PLUS 00024 | 00025
e, e, MYCOCREEN PLUS vanicka : délitelna 4 8
Detekce a rozliSeni urogenitalnich mykoplazmat desti¢ka se 4 fadami po 2 jamkach (U.u./M.h.)
16 testt (kat.c. 00024) U.M.M.t.: lahvi¢ka s mykoplazma transportnim 16 32
N . médiem (2 ml)
32 testu (kat.c. 00025) U.M.M.lyo: lahvi¢ka s lyofilizovanym rdstovym 16 32
verze: GB-2006-09 faktorem (+ 2 ml UMMt)
c € S. Mh.: lahvi¢ka s 4.5 ml Mycoplasma hominis 1 1
1 - ZAMYSLENE POUZITi rastovym aktivatorem

MYCOSCREEN Plus byl vytvofen pro detekci a rozligeni Ureaplasma UMMt médium — sloZeni'v g/l destilované vody:

urealyticum (U.u.) a Mycoplasma hominis (M.h.) v klinickych vzorcich., MYCOPISMA DUJON.........cvvviviiiiiiisiiniiiinnen, 20
MYCOSCREEN PLUS se musi pouzivat ve spojeni s A7 Agarovou miskou ANDIOtKaL ... 10 ml
pro uréeni po&tu a mikroskopickou identifikaci U.u. a M.h. pH:6.0+0.2
Kazda souprava obsahuje 16 nebo 32 test. Rekonstituované médium (UMMt+UMMIyo) -

. sloZeni v g/l destilované vody:
2-UVOD ) . .. . . Mycoplasma bujon..........ccccooiiniiiiiiiciiiens 20
Mykoplazmata jsou nejmensi a nejjednodussi prokaryota SChopna Hiipgci sérum.............oooveeovvveeeeeveeeeeeeeeseeeenn. 200 ml
sebereprodukce (0.15 az 0.25 um) (1). 15 lidskych druh(i nalezenych do KVASNIENY EXITAKL. ... vvereveeeereseeeessesseseseseereseeeees 5,8
soucasnosti patfi vSechny do tfidy Mollicutes (odvozeno od: cutis mollis, CYSERIN. v rrereeeeereeeeseeeeeeseee e eee e eereesse e 0,3
meékka klze). LiSi se od ostatnich bakterii tim, Ze jim chybi bunééna sténa Arginin. 9
a zvySenim pfirozené rezistence k R-laktamim, stejné jako pfitomnosti yreq 3,6
membrany bohaté na steroly ziskané diky jejich adhezi k eukaryotickym Eanolova SerVeR.. ..o 0,04
burikam. ProtoZe mykoplazmata jsou relativné kiehka, mohou rast pouze antibiotika. ..o 10 ml

v nebunééné kultufe v pfitomnosti rGznych rlGstovych faktorG a pfi pH:6.1+0.1.

konstantni teploté 35-37°C. N . L

Vé&tsina humannich mykoplazmat jsou komenzalové. Z 9 druht izolovanych 5 — BEZPECNOSTNI OPATRENI

z urogenitalniho traktu jsou Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma+ Reagencie jsou uréeny pouze pro pouziti in vitro a musi s nimi
hominis nejcastéji se vyskytujici. U.u. a M.h. jsou sexudlné prfenosné a manipulovat pouze $koleny personal.

mohou byt patogenni. U novorozenci se miize objevit respiracni infekce * Vzorky od pacientl a inokulované reagencie jsou potencialné infekéni,
nebo meningitida jako vysledek kontaminace z genitalniho traktu pfimusi se s nimi zachazet opatrné v souladu s hygienickymi pravidly a
narozeni (3). Infekce zpsobené U.u. a M.h. u dospélych jsou popsany aktuélnimi pFedpisy pro dany typ produktu a zemi jeho pouZiti.

v tabulce uvedeni nize: » Reagencie obsahuji surovy material zivoc¢iSného plivodu a musi se

U.urealyticum M. hominis s nimi zachazet s opatrnosti.
Negonokokova uretritida +H++ - * Nepouzivejte reagencie po datu exspirace.
Urethro-prostatitis ++ - * Nepouzivejte reagencie, které jsou poskozené, nebo které byly pred
Epididymitis o+ - pouZzitim Spatné uchovavané.
Moé&ové kameny ++ - » Pozitivni vysledek u metody MYCOSCREEN PLUS indikuje kolonizaci
Pyelonefritis - St urogenitalnimi mykoplazmaty, ale nem(ze byt sdm o sobé pouzit pro
Panevni zanét - et klinickou diagnézu. Tu Ize stanovit pouze lékafem a je zaloZena na
Poporodni horecka/potrat i it biologickych vysledcich a klinickych znamkach.
Chorioamnionitis ++ - 6 — SBER VZORKU

6.1 Sbér vzorku

EndocervikaIni a vaginalni odbér vzorku

Pro odbér vzorkli pouzivejte pouze tampon Dacron nebo z umélého

*Colour Change Unit Ped\{ézi. Cé(;ryix je tFebs opatrpé t?mponem otll;l't If[vgli odstkranlénl' se;kret_l;l a
) - . T . o pred odbérem vzorku novym tamponem. ProtoZze mykoplazmata silné

MYCOSCREEN ' PLUS je tfeba spojovat s konvencni —diagnostikou gyneryji ke sliznignim burikam, je teba slizniéni sténu silné otfit tak, abyste

zalozenou na A7 Agarovych miskach, (modifikované Shepard medium) (5). ,iskali bohaty vzorek (2).

3 - PRINCIP Odbér vzorku z uretry

MYCOSCREEN PLUS je 24-hodinova metoda zalozena na schopnosti U.u. Ocistéte moCovod a otfete nebo seSkrabnéte oblast, abyste ziskali buriky.
a M.h. metabolizovat mo&ovinu a arginin, respektive. Vysledkem rastu SP€mMa, moc o
mykoplazmat v tekutém médiu je zména zbarveni indikétoru ze Zlutého na DO sterilni zkumavky nebo lahvicky odeberte sperma nebo

fuchsiové r@izovou. Tato barevna zména je zplisobena uvoln&nim Prvni moc.

amoniaku, ¢imz se alkalizuje pH média. M\% - . N .
MYCOSCREEN PLUS je provadét v d&litelné mikrotitracni desticce Odebel_‘te’ zaluqvecm sekret novorozence odsatim katetrem a prenesenim
umozhiujici testovat 4 vzorky. Kazda desticka je slozena ze 4 fad po 2 do sterilnilahvicky.

jamkach: jamka _U(eaplasma urealyticum (U.u.) obsahujici linkomycin a 6.2 Transport v UMMt médiu

Mycoplasma hominis (M.h.) jamky obsahuijici erythromycin. Vzorky na tamponu: Umist&te tampon do lahvigky s UMMt médiem.

MYCOSCREEN PLUS je metoda umoznujici diferencialni diagnostiku mezi
komenzalnimi bakteriemi (<10°CCU*/ml) a bakteriemi, které mohou byt
zodpovédné za infekéni nebo super infekéni procesy (210°CCU/mI).

Tekuté vzorky: Inokulujte lahvicku UMMt média s 200 pl homogenizované
tekutiny.

Inokulované UMMt médium lze uchovavat 8 hodin pfi pokojové
teploté (18-25°C) nebo 6 hodin pfri 2-8°C.

7 - PRIPRAVA A UCHOVAVANI REAGENCIi

» VS8echny reagencie jsou pfipraveny k pouziti. Lahvicky se uchovavaji
pfi 2-8 °C, v jejich originalnim obalu do data exspirace uvedeného na
obalu.

* Pokud pouzijete jednu fadu jamek (U.u.)(M.h.) nebo dvé nebo tfi fady,
zbyvajici jamky na desticce MYCOSCREEN PLUS lIze uchovéavat
v pavodni hlinikové félii, hermeticky uzaviené, az 3 tydny pfi 2-8 °C.

* Mh suplement je stabilni po 3 mésice od otevieni

8 — POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

» Odbér vzorku (tampony, cytologické kartacky, sterilni nadoby na tekuté
vzorky)

» Pipety a $picky (100 pl)

» Odpadni kontejner na kontaminovany odpad

» Parafinovy olej

* Inkubator na teplotu 37 °C + 1 °C

* A7 Agar (kat.¢. 00079) nebo (kat.c. 00090)

9 - METODA

9.1 Priprava reagencii
- PFipravte si stejny pocet fad sjamkami, jako mate vzorkd k
testovani.
- Pokud je to nezbytné, oddélte jednou nebo nékolik fad jamek
(U.u.)(M.h.) s pomoci zafezu.
- Oznacte kazdy test
9.2 Inokulace UMM média
- Naockujte UMMt médium tamponem nebo 200 pl tekutého vzorku
(paragraf 6.2).
- Preneste veSkeré UMMt médium do UMMlIyo lahvicky. Nezahazujte
prazdnou UMMt lahvicku.
- Dobre promicheijte.

9.3- Inokulace jamek vaniéky
- Rozdélte nasledovné:
(U.u) jamka: 100 pl inokulovaného UMMIyo
(M.h.) jamka: 100 pl inokulovaného UMMIyo

50 pl Mh suplementu
- Pridejte dvé kapky parafinového oleje do kazdé z jamek.
- Nasajte 500 pl naockovaného UMMIyo média a pfeneste jej do prazdné
UMMt lahvicky.
- Uchovejte pfebyvajici inokulované UMMIyo v plvodni lahviéce pfi 2-8
°C tak, aby se v pfipadé pozitivniho screeningu/detekce mohla provést
kultivace na A7 agaru (paragraf kapitola 11).
Poznamka: Nékteré kmeny M. hominis vykazuji slabou enzymatickou
aktivitu. Pfidanim kapky Mh suplementu umoznite vizualizaci barevné
zmény bé&hem 24 hodin u kment v koncentraci = 10* CCUm.
9.4-Inkubace
Inkubujte vani¢ku s jamkami a UMMt lahvi¢ku pfi 37 ° + 1 °C po dobu 24
hodin, potom odecitejte vysledky. Pro vyc€isleni poltu odectéte destiCku
béhem 24 hodin. Prodlouzena inkubace na 48 hodin se pouziva u
mnozstvi niz&iho nez 10* CCUmI nebo u kment(i se slabou enzymatickou
aktivitou, kterym je tim umoznéna vizualizace reakce.

10 - ODECITANI A INTERPRETACE

10.1 Validace

Zkontrolujte, Zze obé jamky v fadé jsou ciré. Zakal znaci bakterialni
kontaminaci. V tom pfipadé opakujte analyzu.

10.2 Odecet a interpretace




Rast urogenitalnich mykoplazmat je indikovan alkalizaci média, ktera
zméni barvu média ze Zlutého na Cervené (zasadité). Médium zustane
Zluté, kdyz se neobjevi zadny rast mykoplazmat.

Oranzova barva by se méla brat jako pozitivni test.

10.2.1 Odecet béhem 24 hodin

Cervené zbarveni u jamky U.u:

Vysoka pravdépodobnost, ze je ve vzorku pfitomna Ureaplasma
urealyticum v suprapatologické mife (2 10* CCu/ml).

Cervené zbarveni u jamky M.h:

Vysoka pravdépodobnost, Ze je ve vzorku
v suprapatologické mife (= 10* CCU/ml).
Cervené zbarveni u jamky U.u. a M.h. ::
Vysoka pravdépodobnost, Ze je ve vzorku pfitomna Ureaplasma
urealyticum a Mycoplasma hominis v suprapatologické mite (= 10°
CCU/ml).

Poznamka: Velmi vysoké koncentrace Uu nebo Mh mohou zpusobit zménu
zbarveni v obou jamkach.

Zluta barva v jamkach U.u a M.h a ¢ervena barva v lahvicce UMMt
Ptitomnost mykoplazmat v mife < 10* CCU/m.

V takovém pfipadé naockujte A7 agar (par. 12) zvlasté u vzorkd jinych nez
endocervikalnich nebo uretralnich (par. 13).

Zluta barva v jamkach U.u a M.h a Zluta barva v lahvicce UMMt
Ne;)ﬁtomnost mykoplazmat, nebo pfitomnost mykoplazmat v mnozstvi <
10° CCU/ml.

Znovu inkubujte desti¢ku i lahvi¢ku.

10.2.2 Odecet béhem 48 hodin

Zluta barva v jamkach U.u a M.h a ¢ervena barva v lahviéce UMMt
Pravdépodobna pfitomnost mykoplazmat ve vzorku v mife < 10° CCU/ml.
Zluta barva v jamkach U.u a M.h a Zluta barva v lahviécce UMMt
Nepfitomnost mykoplazmat.

11- KONTROLA KVALITY
Kontrolu kvality lze provést z lyofilizovaného kontrolniho kmene (U.
urealyticum ATCC 27618) Pripravte pfedbéznou kultivaci po inokulaci
100 pl regenerovaného kmene v lahviéce s rekonstituovanym UMM
médiem (UMMt+UMMIyo):
Inkubuijte pfi 37°C £ 1°C po dobu 6 hodin.
Inokulujte novy UMM bujon rekonstituovany 200 pl homogenizované
predbézné kultivace.
Inokulujte dvé jamky vanicky MYCOSCREEN PLUS a provedte test tak, jak
je popsano v navodu (paragraf 9 a 10).
Ocekavané vysledky: U.u.

+

pfitomno Mycoplasma hominis

M.h

Poznamka: V pfipadé lyofilizovaného kmene s nizkou ureazovou aktivitou
Ize inkubaci prodlouzit az na 18-24 hodin. Bujon by mél byt inokulovan
20 pl pfedbézné kultivace.

12 — KULTIVACE NA A7 AGAROVE PLOTNE

Pokud je screening pozitivni, vezméte naockované UMMLyo médium
uchovavané pfi 2-8 ° C a inokulujte A7 agarovou misku 100 pl
homogenizované suspenze.

Inkubujte pfi 37°C + 1° C za anaerobnich podminek po dobu 48 hodin.

12.1 Morfologicka identifikace

Ureaplasma urealyticum: Objevi se hnédo-Cerny precipitat (rizné
velikosti, ,tvar morského jezka“). Kolonie jsou malé.

Mycoplasma hominis: Vzhled ,sazeného vejce“. Kolonie jsou vétsi nez u
U. urealyticum.

12.2 Urceni poctu

Ureni pocétu se provede s miskou oto¢enou dnem vzhiru s pomoci
optického mikroskopu (objektiv 10x). Zaznamena se pocet kolonii v zorném
poli.:

- méné nez 1 kolonie/pole: <10° CFU/mI

- 1 az 5 kolonii/pole: pfiblizné 10* CFU /ml

- 5 az 10 kolonii/pole: priblizné 10° CFU /ml
- 10 az 20 kolonii/pole: pfiblizné 10° CFU /ml
- > 20 kolonii/pole: > 10° CFU /ml

CFU: Colony Forming Units

13- SPECIFICKE PRIPADY

U spermatu, mo¢i, vzorkl chirurgické salpingitidy, hemokultivace, kontroly
kvality bunéénych kultur, atd. , je dulezité stanoveni koncentrace
pfitomnych mykoplazmat. Uprednostiiuje se naockovani A7 agaru
s inokulovanym UMMIyo médiem bez ¢ekani na vysledky screeningu.
Koncentrace obvykle stanovena pro U. urealyticum v prvnim proudu modi,
spermatu nebo v endotrachedlnich vzorcich je 10° CCU/ml (4).

14 - LIMITACE METODY

» PFitomnost Ureaplasma urealyticum nebo Mycoplasma hominis ve velmi
vysokych koncentracich mlze zplsobit zménu zbarveni média v obou
jamkach.

« Nékteré bakterie, které jsou pfitomné v mnozstvi 210°7 CFU/ml a
obsahuji uredzu mohou zplsobit zménu barvy v obou jamkach.

» Zasadité pH vzorku (pH = 8) mlze zpUsobit zménu barvy UMM média.

« Jako u vSech detekénich bakteridlnich metod, muze kvalita vzorku
ovlivnit vysledek testu. Negativni test proto nezbytné neznamena
nepfitomnost infekce.

15 — CHARAKTERISTIKA PROVEDENI

Studie provedena na 334 klinickych vzorcich (224 endocervikalnich
vzork(, 25 uretralnich vzorkd, 75 vzork( spermatu, 5 vzorkd moci a 5
rlznych vzorkud), ze kterych 99 vzorkd bylo pozitivnich, dala nasledujici
vysledky porovnané s metodou MYCOFAST Evolution 2, pro mnozstvi 10*
CCU/ml.

Detekce - 24 hodin U. urealyticum M. hominis
Citlivost 92.7% 100%
Specifiénost 98.8% 99.3%
PPV 95.5% 91.6%
NPV 98.1% 100%
Detekce - 48 hodin U. urealyticum M. hominis
Citlivost 98.8% 95.7%
Specifi¢nost 98.7% 98.2%

PPV 96.6% 90%

NPV 99.5% 99.2%

S vani¢kou MYCOSCREEN PLUS bylo detekovano 75,2 % kmenud
U.urealyticum a 48,2% kmen( M. hominis po 24 hodinach inkubace. U
prahové hodnoty pro detekci 10°CCU/mI byly vysledky stejné jako u
vanicky testu MYCOFAST Evolution 2.

Rozliseni U.u aM.h

Globalni shoda pro rozliSeni béhem 24 hodin mezi U. urealyticum a M.
hominis, porovnana s metodou MYCOFAST Evolution 2 je 96.5%.

16— LIKVIDACE ODPADU

Odpad likvidujte dle hygienickych pravidel a aktualnich smérnic pro dany
typ produktu a zemi pouziti.
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