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Pro diagnostiku in vitro, pouze pro profesionalni pouziti
Testy jsou uréeny pouze k jednorazovému pouZiti.

| Ce

Souprava MYCOFAST RevolutioN 2 umozruje detekci, stanoveni poétu a
identifikaci Ureaplasma Urealyticum | Ureaplasma parvum (U.u.) a
Mycoplasma hominis (M.h.) z rlznych klinickych vzorkd. Souprava
MYCOFAST RevolutioN 2 AMIES rovnéz umozniuje zkoumat citlivost U.u. a
M.h. na antibiotika v souladu s doporu¢enimi CLSI (Institut pro klinické a
laboratorni standardy) (2).

2 -UVvOD

Mykoplazmata, kterd zahrnuji nékolik druhd, které byly dosud
proké&zana u lidi, pat¥i do tfidy Mollicutes. Od ostatnich bakterii se li§i
v mnoha ohledech, v€etné chybéjici stény, ktera jim dava pfirozenou
odolnost  vi¢i RB-laktaminim, a membrany bohaté na steroly z
eukaryotickych  bunéénych membran, na které se vazou.
Mykoplazmata jsou relativné kfehké organismy, které se mnozi v
acelularnim prostiedi pouze za pfitomnosti ¢etnych ristovych faktor(
a pfi optimalni teploté 37 °C (4).

Vétsina lidskych mykoplazmat jsou jednoduché komenzalni bakterie.
Nejbéznéjsi jsou druhy izolované z urogenitalniho traktu jsou U.
urealyticuma M. hominis. Druh U. urealyticum se déli na dva biovary:
U. urealyticum a parvum (U.u.).

U.u. nebo M.h. se mohou chovat jako skutecné patogeny. Jsou
zodpovédné za genitalni infekce u muzi (negonoreicka uretritida,
epididymitida, prostatitida, neplodnost); gynekologicka infekce
(bakterialni  vagindza, endometritida,  salpingitida);  Poruchy
reprodukce (chorioamniotitida, poporodni endometritida, pred¢asné
Eorody, spontanni potraty); novorozeneckych infekci (nizka porodni
motnost, respiraéni a neurologické infekce, bakteriémie, abscesy);
Extragenitalni infekce (septicka artritida,
lokalizace) (1).

Diagn6za mykoplazmatickych infekci zavisi na osobé& stanoveni
patologické mezni hodnoty a tim i pocet. Vznik rezistence U.u. a M.h. k
urgitym molekulam vede k testu citlivosti na antibiotika (5, 6).
Testovana antibiotika a interpretacni kritéria jsou pfizptsobeny |écbé
mykoplazmatickych infekci v urogenitalnim traktu nebo  jinych
extragenitalnich mistech (2).

reaktivni  artritida, jiné

3-ZAKLAD

MYCOFAST RevolutioN 2 je kapalna metoda zaloZzena na schopnosti
U.u. a M.h. metabolizovat mo€ovinu a arginin. Rast mykoplazmat v
kapalném médiu je zobrazen zménou barvy barevného indikatoru —
fenolové cervené — ze ZlutooranzZové na fuchsiovou Cervenou, coz
naznacuje alkalizaci média

Rust takto vizualizované mykoplazmy umoziuje:

- séitani zaloZzené na rychlosti hydrolyzy substratd, kterd je umérna
mnozstvi bakterii obsazenych ve vzorku.

- studium citlivosti U.u. a M.h. na antibiotika.

V pfipadé smiSenych vzork(l (U.u. + M.h.) test umoZzfiuje interpretaci
nachylnost k jakémukoli typu testovaného.

4 - CINIDLA

Popis Pocet
UMMt: Kontejner s 3 mL roztoku mykoplazmy s o5
antibiotiky a konzervanty. pH: 6,0 £ 0,1.
MYCOFAST Revolution 2: Galerie 24 jamek balenych v 25
hlinikovych saccich s integrovanym vysousedlem.
Uzaviraci systém: Ochranny kryt z prahledného plastu 25
k zakryti nao¢kované soupravy.

Souprava MYCOFASTRevolutioN 2 obsahuje riistové médium mykoplazmat
v dehydratované formé ve 24 zdrojich (hfibéci sérum, kvasnicovy extrakt,
cystein, arginin, mocovina, fenolova cerven, antibiotika, pH 6,1 + 0,1) a
sklada se ze 2 raznych ¢asti.

— Cast pro pocitani a hodnoceni citlivosti na antibiotika pro druh U.u. (studna
s ¢ernym pismem na §titku).

— Cast pro pocitani a hodnoceni citlivosti na antibiotika pro druh M.h. (jamka
s Gervenym textem na etiketé).
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Diagnosticka ¢ast druhu U.u. (€erna):

Jamka 1/2/3: Identifikace a pogitani U.u. pro hodnoty 10%,10%a = 10°UCC/mL
(pufrovany roztok a Linomycin, ktery inhibuje rist M.h.).

Jamka 4/5: Hodnoceni citlivosti U.u. na Levofloxacin (LVX) pfi 2/4 pg/mL
Jamka 6/7: Hodnoceni citlivosti U.u. na Moxifloxacin (MXF) pfi 2/4 ug/mL
Jamka 8/9: Hodnoceni citlivosti U.u. na Erythromycin (ERY) pfi 8/16 pyg/mL
Jamka 10/11: Hodnoceni citlivosti U.u. na Tetracyklin (TET) 1-2 pg/mL
Jamka 12/13: Hodnoceni citlivosti U.u. na Doxycyklin (DOX) 1-2 ug/mL

Jamky 4 az 13 obsahuji mocovinu (specificky substrat druhu U.u.) a
linkomycin, (inhibitor rastu M.h.).

Cast vénovana diagnostice typu M.h. (€ervené):

Jamka 14: |dentifikujte a spocitejte M.h. pro hodnoty 210 UCC/mL
(pufrovany roztok a erythromycin inhibujici rast U.u.)

Jamka 15/16: Hodnoceni citlivosti M.h. na doxycydin (DOX) 4-8 pg/mL
Jamka 17/18: Hodnoceni citlivosti M.h. k Levofloxacinu (LVX) 1 -2 pg/ml
Jamka 19/20: Hodnoceni citlivosti M.h. na moxifloxacin (MXF) 0,25-0,5 pg/mL
Jamka 21/22: Hodnoceni citlivosti M.h. na klindamycin (CLI) 0,25-0,5 pg/mL
Jamka 23/24: Hodnoceni citlivosti M.h. na tetracyklin (TET) 4-8 ug/mL

Jamky 15 az 24 obsahuji arginin (specificky substrat druhu M.h.) a
erythromycin (inhibitor ristu U.u).

5 — BEZPECNOSTNi OPATRENi PRO POUZITI

Cinidla jsou uréena pouze prodiagnostiku in vitro a musi s nimi manipulovat
opravnéné osoby.

Vzorky a naockované agary jsou potencialné infekéni, a proto s nimi musi
byt zachazeno s obvyklymi preventivhimi opatfenimi v souladu s
hygienickymi predpisy a smérnicemi zeme, ve které jsou pouzity.

S ¢&inidly obsahujicimi suroviny Zivo&isného plivodu se musi zachazet v
souladu s platnymi preventivnimi opatfenimi.

Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

Nepouzivejte poSkozena nebo nespravné skladovana Cinidla.

Pozitivni vysledek u metody MYCOFAST ukazuje na kolonizaci
urogenitalnimi mykoplzmaty, ale nelze jej pouzit samostatné ke
stanoveni klinické diagnézy. Na ty se musi zeptat lékaf na zakladé
pfipadnych biologickych vysledkd a klinickych pFiznakd.

6 - ODBER A ZPRACOVANIi VZORKU

6.1 Kolekce vzorku

Cervikovaginalni odbér vzorkd

Pouzivejte pouze dakronovy nebo hedvabny tampon nebo cyto-kartac.
Po peclivém odstranéni ektocervikalni sekrece odeberte vzorek pomoci
prvniho tamponu.

Mykoplazmata maji silnou afinitu k burikdm sliznice, které adheruiji,
takZze je vzorek s vypovidaci hodnotou dulezité dobfe seskrabnout
sliznici.

Uretralni vytéry

Ocistéte meatus a odeberte vzorek tamponem nebo seSkrabnutim
bunék.

Sperma, mo¢
Odeberte sperma nebo prvni proud moci do sterilni nadoby.

6.2 Preprava v médiu UMMt

Suché vytéry: Vlozte vytér do nadoby s UMMt médiem 3 mL

Kapalné vzorky: Napliite naddobu s médiem UMMt 3 mL 300 pL
homogenizované kapaliny.

6.3 Ukladanina medium UMMt

Po naockovani Ize médium UMMt skladovat pfi pokojové teploté (18-

25 °C) po dobu 20 hodin nebo pfi 2-8 °C po dobu 56 hodin. Chcete-li

jej skladovat po dobu tfi dnd pfi teploté -20 °C, pfidejte pfedem 2
apky MYCOPLASMA Stabilizer.

7 - VYROBA A KONZERVACE CINIDEL .

V8echna ¢inidla jsou pripravena k pouziti. Cinidla skladovana v

plvodnim stavu pfi teploté 2—-8 °C jsou stabilni aZ do data expirace

uvedeného na soupravé,

Médium UMMt lIze kratkodobé skladovat pfi pokojové teploté (3
mésice), ma vsak lepsi stabilitu pfi teploté 2—-8 °C.

8 - POTREBNY MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI DODAVKY
Odbérova zafizeni (tampony, cytokartace, sterilni lahvicky pro odbér
kapalnych vzorku), pipety a pfenosové kuzely

MYCOPLASMA Stabilizer (obj. 00064) v pfipadé potieby uskladnéni
vzorku v UMMt po dobu 3 dnli pfi -20°C; Tepelna komora kalibrovana
pfi 37 = 1 °C Kontaminovana nadoba na odpad a mineralni olej

9 - POSTUP
Nechte reagencie pfi pokojové teploté po dobu 20 az 30 minut.

Entfernen Sie die Klebefolie durch Ziehen an der Lasche und verteilen
Sie nacheinander in den Brunnen:

Jamky 1-24
Jamka 1-24

100 pL nasazené médium UMMt
2 kapky mineralniho oleje

P

Zakry{'(te soupravu spusténim ,zaviraciho systému® vika.ldentifikujte
vzorek.
Veskeré zbyvajici médium z nadoby UMMt skladujte alespori 48

hodin pfi teploté 2-8 °C, aby bylo mozné provést pfipadnou kontrolu



9.2 Inkubation der galerij.
Inkubujte soupravu pfi 37 + 1 °C po dobu 24 hodin.

Pro scitani U.u. a M.h. odectéte vysledky po 24 hodinach. Inkubaci
soupravy Ize u negativnich kapalnych vzorkd prodlouzit pouze ze 24
na 48 hodin.

10 — ODECITANI A INTERPRETACE

10.1 Ovéreni platnosti

Zkontrolujte, zda jsou vSechny jamky v soupravé prihledné. Zakalena
jamka naznacuje bakterialni kontaminaci.

V takovém pfipadé opakujte analyzu.

10.2 Odecitani a interpretace

Odecitani vysledkl je omezeno na identifikaci barev vzniklych v
rznych zdrojich soupravy. Rast urogenitalni mykoplazmy v jamkach
vede k alkalizaci média, které z€ervena. PFi absenci rGstu urogenitalni
mykoplazmy zlstava médium Zluté.

Oranzova barva se povazuje za pozitivni test (mezni hodnota).

Pokud je vysledek odecten po 48 hodinach u kapalnych vzorkl s
negativnim testem po 24 hodinach, je detekovana pouze pfitomnost
mykoplazmy, bez scitani.

Vyhodnoceni testu viz list s vysledky.

10.2.1 Pogéitani (jamky 1, 2, 3 a 14)

Najdéte jamky, které se zbarvily oranZzové nebo Ccervené, a
interpretujte je:

1 U.u.-hodnoty od 102UCC/mL

1lund 2 U.u.-hodnoty od 10*UCC/mL

1,2a3 U.u.-hodnoty = 105UCC/mL

14 M.h.-hodnota = 10*UCC/mL

Patologicka role mykoplazmat u urogenitalnich infekci je
interpretovana podle  konkrétnich doporuCeni  (1,3,7). Obvyklé

zaznamenané patologické hodnoty pro U. urealyticum jsou:

210* UCC/ml pro odbér z uretry, 210° UCC/ml pro prvni proud moci
nebo spermie (ackoli nové mistni doporuéeni uvadi prah =10*
UCC/mL pro spermie (7)). Pfitomnost =210* UCC/mL v
cervikovaginalnim vytéru je pro M. hominis abnormalni (1, 3).

10.2.2 Test citlivosti na (jamky 4 az 13 a poté 15 az 24)

Zmena barvy média v jamkach obsahujicich antibiotikum odrazi
schopnost kmene vyvijet se v pfitomnosti testované koncentrace
antibiotika. Zluta barva média odraZzi neschopnost kmene vyvinout se
v pritomnosti testované koncentrace antibiotika. Kmeny jsou
klasifikovany jako citlivé nebo rezistentni vic¢i antibiotikim podle
nasledujicich interpretacnich kritérii definovanych CLSI (2):

Tabulka navrhovych kritérii MIC (ug/mL):

Uu M.h Poznamky
Trida Antibiotikum S R S R
. Levofloxacinum | <2 | 24 <1 >2
Chinolony
Moxifloxacinum | <2 | 24 <0,25| 20.5
Lincosamidy | Clindamycin <0,25|] 20.5
i Tetracyklin <1 2 <4 =8
Tetracyklin
Doxycyclin <1 | 22 | =4 =8
. . Kmeny, které jsou citlivé
Makrolide Erythromycin <8 | 216 na erythromycin, jsou
také citlivé na
azithromycin.

Vykladova pomucka:

Testy citlivosti na antibiotika pro U.u.

Antibiotikum LVvX MXF ERY TET DOX
Koncentrace
(hg/m) 2| 4| int 2| 4| int 8 | 16 | int 1] 2| int 1 2 int
S S S S S
Profil +| - R | +]- R |+ - R | +]- R | +]- R
+ | + R + | + R + + R + | + R +| + R
int * = vyklad

Testy citlivosti na antibiotika pro M.h.

Antibiotikum
LVX MXF CLI TET DOX
Koncentrace 1] 2| ine ] ozs | os | ine | o2s | os|ine | 4] s |ine | 4] 8| int
(ug/ml)
S S S S S
+ R| + R + R+ R+ R
Profil
+|+| R + + R + +| R|+|+| R|+|+]|R
int * = vyklad

Kmen je povazovan za citlivy, pokud je jeho rdst inhibovan pfi obou
kritickych koncentracich antibiotika. Kmen je povazovan za rezistentni,
pokud je jeho rlst inhibovan pfi vysoké kritické koncentraci antibiotika a
neni inhibovan pfi nizké kritické koncentraci, nebo pokud jeho rdst neni
inhibovan pfi obou kritickych koncentracich antibiotika.

M. hominis je pfirozené odolny vici 14 a 15 uhlikovym makrolidim,
véetné erythromycinu. V nékterych populacich mize rezistence na
tetracyklin doséhnout 45 % pro U.u. a 39,6 % pro M.h. (2). Byla hlasena
rezistence na chinolony (U.u. a M.h.) (5, 6) a klindamycin (M.h.), ale
prevalence neni znama.

11 - ZVASTNI PRIPADY

PFi velmi vysokych rychlostech U.u. nebo M.h. vSechny jamky
zasazené zarodkem zcéervenaji. Potom se doporucuje vzorek zfedit,
aby byl vysledek presnéjsi. V takovém pfipadé postupujte nasledovné:
Naockujte novou nadobu UMMt (3 mL) s 300 pL puvodniho média
UMM, které bylo skladovano pfi teploté 2—-8 °C (§ 9.1).

Naockujte novou soupravu nové naockovanym médiem UMMLt.

PFi interpretaci poctu je tfeba vzit v Uvahu fedéni (1:10). V pfipadé
potfeby potvrdte pfitomnost mykoplazmat na agaru A7 opétovnou
izolaci z puvodniho média UMMt skladovaného pri teploté 2-8 °C (8
9.1).

Nestéla inkubacni teplota nebo <36 °C (Casté otevirani temperacni
komory, heterogenita teploty v tempera¢ni komorfe ...) muze zpomalit
kinetiku ristu mykoplazmat.

12 - KONTROLA JAKOSTI

Kontrola kvality maze byt provedena z kmend U. urealyticum nebo M.
hominis ze soupravy MYCOPLASMA CONTROL Kit (Art. 00900) nebo
z lyofilizovaného kolektivnino kmene (U. urealyticum ATCC 27815
nebo M. hominis ATCC 23114), ktery byl dfive pfifazen na 10*°> CCU /
ml bylo zkalibrovano. Nasadte galeri MYCOFAST RevolutioN 2 a
pokraduijte v testu, jak je popsano v téchto pokynech (§9 a 10).

Ocekavané vysledky nize (ATCC):

MYCOFAST RevolutioN 2

Uu. | Uu. Uu. | Mh.

10° 104 >10° | =10 LVX | MXF | ERY | TET | DOX | CLI

U.u.-Stamm

ATCC 27815 + + +- - S S S SIR s NI*

M.h.-Stamm

ATCC 23114. * SR s N S s S

NI * (nelze interpretovat)

13 — OMEZENI METODY

Nékteré bakterie, které jsou pfitomny v poc¢tu > 1057 UFC/mL a maji
ureazu, mohou odbarvit vSechny jamky v galerii. Jejich pfitomnost Ize
ovéfit jejich izolaci na ¢okoladovém agaru z média UMMt pdvodné
skladovaného pfi teploté 2—8 °C (§ 9.1).

Zasaditd hodnota pH vzorku (pH = 8) muze vést ke zméné barvy
média. V tomto pfipadé zfedte vzorek (1:10) v jiném médiu UMMt a
interpretujte znovu s pfihlédnutim k Ffedéni.

Kyselé pH vzorku (pH < 5,5) mize zpomalit vyskyt zabarveni.

Vzorek, ktery obsahuje krev, mlze zplsobit zménu barvy fontan
MYCOFAST Gallery RevolutioN 2, coz bude hodnoceno jako pozitivni
vysledek. V tomto pfipadé zfedte vzorek (1:10) v jiném médiu UMMt a
interpretujte znovu s pfihlédnutim k Fedéni. Vzorek lehce nasyceny
mykoplazmatem (<10®° CCU/mL) m(ze mit za nasledek nahodné
zbarveni v rlznych jamkach galerie. Stejné jako u jinych testovacich
metod zarodku zavisi kvalita vzorku na vysledku testu. Negativni test
nemusi nutné znamenat, ze nedochazi k zadné infekci.

14 - SLUZBY
14.1 Identifikace — pocet

% celkové shody U.u. M.h. U.u./M.
h.
Izolované kmeny (rychlost < 10°
UCC/ml) (viz § 14.1.1) 9.4 NA* NA*
Izolované kmeny (hodnoty = 10*
UCC/mL) (viz § 14.1.1) 93.4 934 93.4
Vaginalni klinické vzorky (viz § 100 100 100
14.1.2)
Tekuté klinické vzorky — mo¢ (viz § 93,2 96.6 94,9
14.1.2) ' ) '

NA: (neaplikovano)

14.1.1 Na.izolovanych kmenech

Srovnavaci studie byla provedena s 21 izolovanymi kmeny (ATCC a
kolektivni kmeny), které byly testovany samostatné (U.u. nebo M.h.)
ve vice koncentracich (celkem 76 testu).

Ziskané vysledky jsou porovnany s vysledky ze sc&itani mikrofedéni.
Pro interpretaci s patologickym prahem nastavenym na 10° CCU/mL
je globalni shoda pro U.u. 97,4 % (uvedli jsme 2 fale$né pozitivni
hodnoty pro hodnoty 10> CCU/mL v metodé mikrofedéni).

Pro interpretaci s patologickym prahem nastavenym na 10* CCU/mL
je celkova konkordance U.u. 93,4 % (uvedli jsme 5 faleSné pozitivni
hodnoty 10°® CUU/mL v postupu pocitani mikrofedéni). Celkova
konkordance pro M.h. je 93,4 % (identifikovali jsme 5 faleSné
pozitivnich vysledk(, 4 pro hodnoty 10° CCU/mL a jeden pro hodnotu
10% CCU/mL v mikrodilu¢ni metodé pogitani).

Celkova shoda U.u. a M.h. je 93,4 %.




14.1.2 Naklinickych vzorcich

Prvni srovnavaci studie byla provedena na vaginalnich klinickych
vzorcich (n = 23) odebranych v suchych vytérech. Vysledky ziskané
pomoci MYCOFAST RevolutioN 2 jsou porovnany s mikrodiluéni
metodou pogitani.

Celkovéa shoda pro U.u. a M.h. je 100 %.

Byla provedena druh& srovnavaci studie s klinickymi vzorky moci (n =
88

Vysledky ziskané pomoci MYCOFAST RevolutioN 2 jsou porovnany s
vysledky metody bézné pouzivané v laboratofi.

Celkova konkordance pro U.u. je 93,2 % (uvedli jsme 1 fale$né
negativni pro hodnotu 10* UCC/mL u metody pocitani s mikrofedénim a
5 fale§né pozitivnich pro hodnoty 102 UCC/mL u metody poéitani s
mikrofedénim)

Celkova konkordance pro M.h. je 96,6 % (uvedli jsme 3 faleSné pozitivni
pro hodnoty 102-10° UCC/mL v mikrofedéné metodé& pogitani).

Celkovéa shoda pro U.u. a M.h. je 94,9 %.

14.2 Test citlivosti na antibiotika

Srovnavaci studie byla provedena v narodni referen¢ni laboratofi mezi
metodou stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) v
kapalnych médiich a metodou MYCOFAST RevolutioN 2.

Testované kmeny (7 U. urealyticum, 11 U. parvum a 16 M. hominis)
jsou referenéni kmeny, divoké klinické kmeny nebo kmeny, u kterych se
vyvinula rezistence. Kazdy kmen je testovan pii fedénich 10%-10% a 10°
UCC/mL v UMMt 3 mL.

U hodnot 10* a 10° CCU/mL byly vysledky odecteny a interpretovany po
24 hodinach inkubace.

U hodnot 102 CCU/mL byly vysledky odecteny po 48 hodinach inkubace
a interpretovany, pokud byl test negativni do 24 hodin.

Vysledky obou metod jsou podle doporuceni CLSI interpretovany jako
sensitiv (S) nebo resistent (R).

Celkova shoda pro U. urealyticum / U. parvum je 95,5 %

Celkovéa shoda pro M. Hominis je 100 %

Ureaplasma urealyticum / par- Mycoplasma hominis (n=28)
vum (n=40)

TET DOX MXF LVX ERY TET DOX MXF LVX CLI

Konkor

dance 34 38 40 39 40 28 28 28 28 28
DM 52 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DTM 10 2¢ 0 1d 0 0 0 0 0 0

DM: Velka diskordance, DTM: Velmi velka diskordance

2 1 neshoda pfi 102 CCU/mL (referen¢ni MIC pfi 0,5 pg/mL), 4 neshody
Eﬁ 10° UCC/mL (referenéni MIC pii 0,5-1 a 8 pug/mL).

"1 nesoulad pfi 10° CCU/mL (referenéni MIC pfi 8 ug/mL).

¢ 1 nesoulad pfi 10® CCU/mL (referenéni MIC pfi 8 ug/mL); .1 nesoulad
pfi 105 CCU/ml (referen¢ni MIC pfi 2 ug/ml)

%1 nesoulad pfi 10° CCU/mL (referenéni-MIC 4 pg/mL).

15 LIKVIDACE ODPADU
Likvidace odpadu musi byt provadéna v souladu s hygienickymi
predpisy platnymi pro tento typ Cinidla v zemi pouziti.
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