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Diagnoza genitourinarnih mikoplazm
Identifikacija Stevila zaznav
Obcutljivost na antibiotike

25 testov (¢len 00080)
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Za in vitro diagnostiko, namenjeno samo za profesionalno uporabo
Preskusi so namenjeni samo za enkratno uporabo.

ce

Komplet MYCOFAST RevolutioN 2 omogoc¢a odkrivanje, Stetje in identifikacijo
Ureaplasma Urealyticum | Ureaplasma parvum (U.u.) in Mycoplasma hominis
(M.h.) iz razliénih kliniénih vzorcev. Komplet MYCOFAST RevolutioN 2
omogoca tudi raziskovanje obdutljivosti U.U. in M.h. na antibiotike v skladu s
priporogili CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2).

2. UvOD

Mikoplazme, ki vklju€ujejo vec¢ vrst, ki so bile predhodno odkrite pri ljudeh,
spadajo v razred molekul. Razlikujejo se od drugih bakterij na ve¢ nacinov,
vkljuéno s pomanjkanjem stene, ki jim daje naravno odpornost proti B-
laktaminom, kot tudi membrano, bogato s steroli, iz evkariontskih celi¢nih
membran, na katere se pritrdijo. Mikoplazme so razmeroma krhki organizmi,
ki se razmnozujejo v celic(nem okolju, le ob prisotnosti Stevilnih rastnih
dejavnikov in pri optimalni temperaturi 37 °C (4).

Vecina Ccloveskih mikoplazm so preproste komenzalne bakterije.
Najpogostej$e so vrste, izolirane iz genitourinarnega trakta, U. urealyticum in
M. hominis. Vrsta U. urealyticum je razdeljena na dva biovarja: U. urealyticum
in U. parvum (U.u.).

U.u. ali M.h. se lahko obnas$ajo kot pravi patogeni. Odgovorni so za genitalne
okuzbe pri moskih (ne- gonorei¢ni uretritis, epididimitis, prostatitis,
neplodnost); ginekoloSske okuzbe (bakterijska vaginoza, endometritis,
salpingitis); reproduktivne motnje (horioamniotitis, poporodni endometritis,
prezgodniji porod, spontani splav); neonatalne okuzbe (majhna porodna teza,
respiratorne in nevroloSke okuzbe, bakterijemija, abscesi); ekstragenitalne
okuzbe (septi¢ni artritis, reaktivni artritis, druge lokalizacije) (1).

Diagnoza okuzb z mikoplazmo je odvisna od

Dolocitev patoloske mejne vrednosti in s tem Stetja. Pojav odpornosti U.u. in
M.h. na dolo€ene molekule vodi do testa obcutljivosti proti antibiotikom (5, 6).
Testirani antibiotiki in merila za razlago so prilagojeni zdravljenju okuzb z
mikoplazmo v genitourinarnem traktu ali drugih ekstragenitalnih mestih (2).

3.  PRINCIP DELOVANJA

MYCOFAST RevolutioN 2 je metoda v teko€em mediju, ki temelji na

sposobnosti U.u. in M.h. za presnavljanje se€nine oziroma arginina. Rast

mikoplazme v teko€em mediju vizualiziramo s spremembo barve barvnega

indikatorja - fenol rdece - iz rumeno-oranzne v fuksijsko rdeco, ki odraza

alkalizacijo medija s spro§¢anjem amonijaka.

Tako vizualizirana rast mikoplazme omogoca:

— Stevilo glede na stopnjo hidrolize substratov, ki je sorazmerna s koli¢ino
mikroorganizmov v vzorcu.

— raziskovanje obcutljivosti U.U. in M.h. na antibiotike. Za sestavljene vzorce
(U.u. + M.h.) preskus omogoca razlago Ranljivost na katero koli vrsto
preskusanja.

4.  REAGENTI

Opis Stevilo
UMMt: vsebnik s 3 mL tekocine iz mikoplazme z antibiotiki

lin konzervansom. pH: 6,0 + 0,1. 25
MYCOFAST RevolutioN 2: Galerija 24 vdolbinic, pakiranih

v aluminijaste vrecke z vgrajenim susilnim sredstvom. 25
Zapiralni sistem: ZaScitni pokrov iz prozorne plastike

za prekrivanje posejane galerije. 25

Zdravilo MYCOFAST-Galerie RevolutioN 2 vsebuje v dehidrirani obliki v 24

vdolbinicah rastnega medija mikoplazme (serum Zrebeta, ekstrakt kvasovke,

cistein, arginin, se¢nina, fenol rde¢a, antibiotiki, pH 6,1 £ 0,1) in je sestavljeno

iz dveh razli¢nih delov.

— del za Stetje in oceno ob&utljivosti na antibiotike za vrsto U.u. (dobro s &rnimi
&rkami na nalepki).

— del za $tetje in oceno obcutljivosti na antibiotike za vrsto M.h. (dobro z rde¢o
¢rko na etiketi).

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

DOX LVX MXF CLI TET
4 | 8 1 2 |025] 05| 025] 05 | 4 )

1410 2 13
aia MYCOFAST® RevolutioN 2 DOX
11403 1 2
Uu Uu 2 4 2 4 8 16 1 2

104 | >105 LVX MXF ERY TET
2 3 4 5 6 74 8 9 10 1

Del, namenjen za diagnozo vrste U.u. (v €érni barvi):

Vzorci 1/2/3: Identifikacija in $tetje U.u. za vrednosti 10%,10* in 2 105 UCC/mL
(puferirana raztopina in linomicin, ki zavirata rast M.h.).

Vzorci 4/5: Ocena obcutljivosti U.u. v levofloksacinu (LVX) pri 2 / 4 pg/mL
Vzorci 6/7: Ocena obcutljivosti U.u. v moksifloksacinu (MXF) pri 2 / 4 pg/mL
Vzorci 8/9: Ocena obéutljivosti U.u. v eritromicinu (ery) pri 8 / 16 pg/mL

Vzorci 10/11: Ocena ob¢utljivosti U.u. v tetraciklinu (TET) 1- 2 ug/mL

Vzorci 12/13: Ocena ob¢utljivosti U.u. v doksiciklinu (DOX) 1- 2 ug/mL

Vzorci 4 do 13 vsebujejo seénino (specifiéni substrat vrste U.u.) in linkomicin
(zaviralec rasti M.h).

Del, namenjen za diagnozo vrste M.h. (v rdeci barvi):

Vzorci 14: Identifikacija in $tetie M.h. za vrednosti =2 10* UCC/mL (puferska
raztopina in eritromicin zavirata rast U.u)

Vzorci 15/16: Ocena obcutljivosti M.h. za doksicidin (DOX) 4-8 pg/mL

Vzorci 17/18: Ocena ob¢utljivosti M.h. za levofloksacin (LVX) 1 -2 pg/mL
Vzorci 19/20: Ocena obcutljivosti M.h. za moksifloksacin (MXF) 0,25-0,5

Vzorci 21/22: Ocena ob¢utljivosti M.h. za klindamicin (CLI) 0,25-0,5 pg/mL
Vzorci 23/24: Ocena obcutljivosti M.h. za tetraciklin (TET) 4-8 pg/mL

Vzorci 15 do 24 vsebujejo arginin (specifi¢en substrat vrste M.h.) in eritromicin
(zaviralec rasti U.u).

5. PREVIDNOSTNI UKREPI MED UPORABO

Reagenti so nhamenjeni samo za diagnozo in vitro in z njimi morajo ravnati
pooblas¢ene osebe.

Vzorci in posejani agarji so potencialno nalezljivi in jih je zato treba obravnavati
z obi€ajnimi previdnostnimi ukrepi v skladu s higienskimi predpisi in smernicami
drzave, v kateri se uporabljajo.

Reagentov ne uporabljajte po izteku roka uporabnosti.

Pred uporabo ne uporabljajte poskodovanih ali
reagentov.

Pozitiven rezultat z metodo MYCOFAST pomeni kolonizacijo z urogenitalnimi
mikoplazmami, vendar ga ni mogoc¢e uporabiti samo za kliniéno diagnozo. To
mora zagotoviti zdravnik, odvisno od vseh bioloSkih rezultatov in klini¢nih
znakov

nepravilno shranjenih

6. VZORCENJE IN PREDELAVA VZORCEV
6.1. Odvzem vzorca

Cervikalni vaginalni vzorci

Uporabljajte samo bris iz dacrona ali rayona ali citocopi€. Po skrbnem
odstranjevanju ektoperviénega izlocka vzemite vzorec z zacetnim brisom.
Mikoplazme imajo moc¢no afiniteto do celic sluznice, na katere se oprimejo,
zato je pomembno, da sluznico dobro postrgamo, da dosezemo dober rezultat.
Uretralni razmazi

Meso oéistite in vzemite vzorec z brisom ali s strganjem celic.

Seme, urin

Zberite seme ali prvi tok urina v sterilni posodi.

6.2. Prevoz v UMMt AMIES-medij
Vzorci suhega tampona: tampon postavite v posodo s 3 mL UMMt gojis¢a.
Tekoci vzorci: Sejte posodo s 3 mL UMMt medija s 300 pL homogenizirane
tekocCine.

6.3. Shranjevanje v UMMt mediju
Po sejanju lahko medij UMMt hranite pri sobni temperaturi (18-25 °C) 20 ur ali
pri temperaturi 2-8 °C 56 ur. Da bo tri dni pri -20 °C, dodajte 2 kapljici
stabilizatorja MIKOPLAZME

7. PROIZVODNJA IN KONZERVIRANJE REAGENTOV

Vsi reagenti so pripravljeni za uporabo. Reagenti, shranjeni pri 2-8 °C v
prvotnem stanju, so stabilni do datuma izteka roka uporabnosti, ki je naveden
na kompletu.

Medij UMMt lahko hranimo pri sobni temperaturi kratek ¢as (3 mesece), vendar
ima boljSo stabilnost pri 2-8 °C.

8. ZAHTEVANI MATERIAL, KI NI VKLJUCEN V OBSEG DOBAVE
Oprema za vzoréenje (brisi, Copici, sterilne steklenice za zbiranje tekocih
vzorcev), merilne kapalke in prenosni stozci, MYCOPLASMA Stabilizer (art.
00064) ¢e je potrebno, vzorec shranite v UMMt za 3 dni pri -20 °C.; kalibrirana
na 37 + 1 °C vsebnik za kontaminirane odpadke in mineraln

9. POSTOPEK
Reagenti se 20 do 30 minut segrevajo na sobno tempera

9.1. Sejanje galerije

Odstranite lepilno folijo tako, da povlecete jeziek in enega za drugim
razporedite v vdolbinico:

Well 1-24
Well 1-24

100 pL posejani UMMt srednji
2 kapljici mineralnega olj

Pokrijte galerijo tako, da pritisnete pokrov "closing system".

Dolocite vzorec.

Odvecéno vialo z UMMt hranite pri temperaturi 2-8 °C vsaj 48 ur, da
omogocite morebitno preverjanje. ur, da se omogoc¢i morebitno preverjanje.

9.2. Inkubacija galerij

Galerijo inkubiramo 24 ur pri 37 + 1 °C.
Za Stetje U.u. in M.h. preberite rezultate po 24 urah. Inkubacija galerije se lahko
podaljSa na najve¢ 48 ur v 24 urah za negativne tekocCe vzorce.



10. BRANJE IN TOLMACENJE
10.1. Potrjevanje

Preverite, ali so vsi vzorci v galeriji Cisti. Meglen primerek kaze na bakterijsko
kontaminacijo.
V tem primeru ponovite analizo.

10.2. BRANJE IN TOLMACENJE
Branje rezultatov je omejeno na identifikacijo barv, proizvedenih v razliénih
primerkih galerije. Rast urogenitalne mikoplazme v vzorcu vodi v alkalizacijo
medija, ki pordeci. V odsotnosti rasti urogenitalne mikoplazme medij ostaja
rumen.
Oranzno obarvanost je treba obravnavati kot pozitiven test (mejna vrednost).
Pri od€itavanju rezultata po 48 urah pri tekoc€ih vzorcih z negativnim testom
po 24 urah se odkrije samo prisotnost mikoplazme brez Stetja. Za oceno
preskusa si oglejte obrazec z rezultati.

10.2.1. Stevilo (Vzorci 1, 2, 3in 14)
Poiscite vzorce, ki so pordecili, in jih interpretirajte:

1 U.u. vrednosti 108 UCC/mL
lin2 U.u. vrednosti 10* UCC/mL
1,2in3 U.u.vrednosti 2 105 UCC/mL
14 M.h. = 10* UCC/mL

Patolosko vlogo mikoplazme pri urogenitalnih okuzbah razlagajo po posebnih
priporocilih  (1,3,7). Obicajne zabelezene patoloske vrednosti za U.
urealyticum so:

210% UCC/mL za zbiranje se¢nine, 2103 UCC/mL za prvi tok urina ali seme
(Ceprav novo lokalno priporocilo omenja prag =2 10*UCC/mL za seme (7)). Pri
M. hominis je prisotnost z vrednostjo 210* UCC/mL pri brisu materni¢nega
vratu nenormalna (1, 3).

10.2.2. Test ob¢utljivosti na (vzorci 4 do 13 in nato 15 do 24)

Spremembra brave medija v vzorcih, ki vsebuje antibiotik, odraza sposobnost
seva, da se razvije v prisotnosti testirane koncentracije entibiotika. Rumena
brava gojiS€a odraza nezmoznost seva, da se razvije v pristonosti testirane
koncentracije antibiotika. Sevi si razvr§éeni kot obcutljivi ali odporini na
antibiotike v skladu z naslednjimi merili za razlago, opredeljenimi v CLSI (2)

Tabela projektnih meril MIC(ug/mL) :

U.u M.h Opombe
Razred Antobiotiki S R S R
Kinoloni Levofloksacin <2 >4 <1 =2
Moksifloksacin <2 24 |<0,25| 20,5
Linkozamidi
Klindamicin <0,25| 20,5
Tetracilin <1 22 <4 28
Tetraciklin
Doksiciklin <1 22 <4 28
Sevi, obdutljivi na
Makrolidi Eritromicin <8 216 eritromicin, so ob&utljivi
tudi na azitromicin.

Pomo¢ pri interpretaciji:
Testi obdutljivosti na antibiotike za U.u.

Antibiotiki LVvX MXF ERY TET DOX
KO';SS%’SC'IE 2 al e 2 af e 8] s | ine | 1] 2] e | 2] 2] ine
S S S S S
Profil +| - R +| - R +1 - R |+ - R +1 - R

+l+] R|+]|+]| R|+|+]| R|+|+]| R+ +]| R

int*= Interpretacija

Testi obcutljivosti na antibiotike za M.h.

Antibiotiki LVX MXF CLI TET DOX

Koncentracija

112 ]|int*]|0,25|0,5] int* |0,25]0,5|int*| 4 | 8 |int*| 4 | 8 |int*
(g/mL)

Profil

int*= Interpretacija

Sev se imenuje obcutljiv, ¢e se njegova rast zavira pri obeh kriti¢nih
koncentracijah antibiotika. Sev se imenuje rezistenten, e se njegova rast zavira
pri visoki kriticni koncentraciji antibiotika in se ne zavira pri nizki Kriti¢ni
koncentraciji ali e se njegova rast ne zavira pri obeh kriticnih koncentracijah

M. hominis je naravno odporno na makrolide s 14 in 15 ogljiki, vklju¢no z
eritromicinom. Pri nekaterih populacijah lahko odpornost proti tetraciklinu
doseze 45 % za U.u. in 39,6 % za M.h. (2). Opisana je bila odpornost na
kinolone (U.u. in M.h.) (5, 6) in klindamicin (M.h.), vendar razsirjenost ni znana.

11. POSEBNI PRIMERI

Pri zelo visokih stopnjah U.u. ali M.h. vse vrtine, na katere vpliva mikrob,
pordecijo. Nato se priporo¢a red¢enje vzorca, da se dobi natanénejsi rezultat.
V tem primeru nadaljujte na naslednji nacin:

Pripravite nov 3 ml vsebnik UMMt, ki vsebuje 300 pl originalnega UMMt medija,
shranjenega pri 2-8 °C (§ 9.1).

Posejte novo galerijo s pravkar posejanim medijem UMMLt.

Pri interpretaciji Stetja se upos$teva redcenje (1:10). Po potrebi se potrdi
prisotnost mikoplazme na agarju A7 z obnovljeno izolacijo iz originalnega
medija UMM, shranjenega pri 2-8 °C (8§ 9.1).

Nekonstantna temperatura inkubacije ali < 36°C (pogosto odpiranje grelne
komore, temperaturna heterogenost v grelni komori...) lahko upocasni kinetiko
rasti mikoplazme.

12. NADZOR KAKOVOSTI

Nadzor kakovosti se lahko izvaja iz sevov U. urealyticum ali M. hominis
KONTROLNEGA kompleta za MIKOPLAZMO (€l. 00900) ali iz liofiliziranega
seva za zbiranje (U. urealyticum ATCC 27815 ali M. hominis ATCC 23114), ki
je bil predhodno umerjen na 104-5 UCC/mL. Sejte galerijo MYCOFAST
RevolutioN 2 in nadaljujte preskus, kot je opisano v tem priro€niku (§9 in 10).
Spodaj navedeni pri€akovani rezultati (ATCC):

MYCOFAST® RevolutioN 2

U.u. | U | Uu. | Mh.
10° | 10¢ | 2105 | 210* LVX | MXF | ERY | TET | DOX | CLI
U.u. sev "
ATCC 27815 + + +/- - S S S SIR S NI
M.h. sev "
atcczzua| ~ | ] | TSRS [N S| S|

NI* (ni mogoce razlagati)

13. OMEJITVE METODE

Nekatere bakterije, ki so prisotne v Stevilu >10%7 UFC/mL in imajo ureazo,
lahko spremenijo barvo vseh vdolbinic v galeriji. Njihovo prisotnost je mogoce
dokazati s post-izolacijo na ¢okoladnem agarju iz originalnega UMMt medija,
shranjenega pri 2-8 °C (§ 9.1).

Osnovni pH vzorca (pH = 8) lahko povzro¢i spremembo barve medija. V tem
primeru se vzorec (1:10) razred¢i v drugem mediju UMMt in ponovno
interpretira ob upostevanju razredcitve.

Kisli pH vzorca (pH 5) lahko upocasni pojav obarvanosti.

Vzorec, ki vsebuje kri, lahko povzro¢i spremembo barve vodnjakov galerije
MYCOFAST RevolutioN 2, ki so ocenjeni kot pozitivni rezultati. V tem primeru
se vzorec (1:10) razred¢i v drugem mediju UMMt in ponovno interpretira ob
upostevanju razredgitve. Vzorec, rahlo napolnjen z mikoplazmo (< 102
UCC/mL), lahko povzro€i nakljuéno obarvanje v razli¢nih vodnjakih galerije.
Kot pri vsaki preskusni metodi za mikroorganizme je kakovost vzorca odvisna
od rezultata preskusa. Negativni test ne pomeni nujno, da ni okuzbe.

14. 1ZVEDBA
14.1. |dentifikacija— Stetje

% skupne skladnosti U.u. M.h. U.u/M.h.
Izolirani sevi((g;/lreej;(gniii.sl; 0% ucc/mL) 97.4 NA * NA *
1zolirani sevi(gllgej?én;)ii.zl)lo“ UCC/mL) 93,4 93,4 93,4
Vaginalni klini¢ni vzorci (glej § 14.1.2) 100 100 100
Tekogi kliniéni vzorci - urin (glej § 14.1.2) 93,2 96,6 94,9

NA Se ne uporablja.

14.1.1. Na izoliranih vnosih
Opravljena je bila primerjalna Studija z 21 izoliranimi sevi (ATCC in agregatnimi
sevi), ki so jih testirali loeno (U.u. ali M.h.) v ve¢ koncentracijah (skupaj 76
testov).
Dobljeni rezultati se primerjajo s tistimi pri Stevilu mikrodilucij.
Za interpretacijo s patoloskim pragom 10 UCC/mL je globalna korelacija za
U.u. 97,4 % (nasteli smo 2 lazno pozitivna za vrednosti 102 UCC/mL po metodi
Stetja mikro razredgin).
Za interpretacijo s patolo$kim pragom 10* UCC /mL je skupna konkordanca
U.U. 93,4% (nasteli smo 5 napac¢nih pozitivnih na vrednosti 103 UCC/ ml po
metodi Stetja mikro razred¢in). Skupna skladnost za M.h. je 93,4 % (ugotovili
smo 5 lazno pozitivnih, 4 za vrednosti 103UCC /mL in eno za vrednost 102
UCC/mL z metodo Stetja mikro razredg¢in).
Skupna konkordanca U.u. in M.h. je 93,4 %.



14.1.2. Na klini¢nih vzorcih
Prva primerjalna Studija je bila opravljena na vaginalnih kliniénih vzorcih
(n=23), odvzetih v suhem brisu. Rezultate, dobljene z zdravilom MYCOFAST
RevolutioN 2, primerjamo z metodo Stetja mikro razredcin.
Skupna konkordanca za U.u. in M.h. je 100 %.
Druga primerjalna Studija je bila opravljena s klini€nimi vzorci urina (n=88).
Rezultati, dobljeni z zdravilom MYCOFAST RevolutioN 2, se primerjajo z
rezultati, dobljenimi z metodo, ki se rutinsko uporablja v laboratoriju.
Skupna konkordanca za U.u. je 93,2 % (pri metodi Stetja mikrored¢il smo
navedli 1 lazno negativen rezultat za vrednost 10* UCC/mL in 5 lazno
pozitivnih za vrednosti 102 UCC/mL pri metodi Stetja mikroredcil)
Skupna konkordanca za M.h. je 96,6 % (v metodi Stetja mikrored¢il smo
navedli 3 lazno pozitivne rezultate za vrednosti 102-10% UCC/mL).
Skupna konkordanca za U.u. in M.h. je 94,9 %.

14.2. Preskus obcutljivosti na antibiotike
Primerjalna Studija je bila izvedena v nacionalnem referen¢nem laboratoriju
med metodo za dolo€anje najmanjsih inhibitornih koncentracij (MIC) v teko¢ih
medijih in metodo MYCOFAST RevolutioN 2.
PreskuSeni sevi (7 U. urealyticum, 11 U. parvum in 16 M. hominis) so
referencni sevi, divji klini¢ni sevi ali sevi, ki so razvili odpornost. Vsak sev je
bil preskusen v razredgini 103 — 10* in 10> UCC/mL v UMMt 3 mL.
Za vrednosti 10* in 10% UCC/mL, rezultati so bili odgitani in interpretirani po
inkubaciji za 24 ur.
Za vrednosti 108 UCC/mL, so bili rezultati od&itani po inkubaciji za 48 ur in
interpretirani, ce je bil test negativen v 24 urah.
Rezultati obeh metod se razlagajo v skladu s priporocili CLSI kot ob¢&utljivi (S)
ali odporni (R).
Skupna konkordanca za U. urealyticum/U. parvum je 95,5 %.
Celotna konkordanca za M. hominis je 100 %.

Ureaplasma urealyticum / par-
vum (n=40)

TET | DOX | MXF | LVX | ERY | TET | DOX | MXF | LVX | CLI
34| 38| 40| 39| 40 | 28 | 28| 28| 28| 28
DM 521 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DTM 1| 2 0 19 0 0 0 0 0 0

Mycoplasma hominis (n=28)

sklajenost

DM: Velika neskladnost, DTM: Zelo velika neskladnost
a 1 odstopanje pri 10 UCC/mL (referenéni mikrofon pri 0,5 ug/mL), 4
odstopanja pri 105 UCC/mL (referen&ni mikrofon pri 0,5-1 in 8 pug/mL).
b 1 neskladje pri 10 ug UCC/mL (referenéna MIC pri 8 ug/mL).
¢ 1 neskladje pri 10 pg UCC/mL (referenéna MIC pri 8 pg/mL);.1
odstopanje pri 10°UCC/mL (referenéni mik pri 2 pug/mL)
d. 1 neskladnost pri10 uyg UCC/mL (referenéni MIC 4 pg/mL).

15. ODLAGANJE ODPADKOV
Odstranjevanje odpadkov mora biti izvedeno v skladu s higienskimi pravili, ki
veljajo za to vrsto reagenta v drzavi uporabe.
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