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Kvantitativní  detekce protilátek protiUreaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis

14 testů (REF 00014)120 testů (REF 00097)
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1 - POUŽITÍSerologický set umožňuje kvantitavní detekci protilátek proti hlavním  urogenitalnímmycoplasmatickým  druhům, Ureaplasma urealyticum (U.u.) a Mycoplasma hominis(M.h.). Každý set obsahuje 14 nebo 120  testů.
2 - ÚVODMycoplasmata jsou fragilní mikrobi s chybějící buněčnou stěnou.  Nejčastěji jsoupřítomni jako komensální organismy.  Jsou závislé na růstových faktorech s vysokoukapacitou adherence. Druhy izolované  z  urogenitalního  tractu, Ureaplasma
urealyticum a Mycoplasma hominis se vyskytují nejčastěji. U.u. a M.h. jsou sexuálněpřenosné a mohou být přirozenými patogeny.Vzhledem k nedostatku  immunogenicity, serologická diagnostika mycoplasmatnenahrazuje přímou diagnostiku ze vzorků materiálů od pacienta. Serologické  testyna  urogenitalní mycoplasmasta jsou speciálně užívány k diagnostice hlubokýchgenitálních infekcí jako jsou  salpingitidy nebo  prostatitidy.Technika metabolické inhibice užívající lyofilizované reagencie a referenční kmeny jenejvhodnější technikou pro použití v běžných laboratořích (1).
3 – PRINCIP  METODYKvantitativní detekce anti-U.u. a/nebo anti-M.h. protilátek je založena na  technicemetabolické inhibice (2). Reakce probíhá v jamkách destiček,  jamky v řadáchurčených k diagnostice U. urealyticum obsahují lincomycin a v řadách  určených kdiagnostice M. hominis erythromycin. Prvních 8 jamek na každé straně destičky jenaplněno UMM  živnou půdou obsahující pH indikátor a předem naočkováno  známýmmnožstvím  U.u. a M.h.   Testované sérum je na destičce postupně zřeďováno. Přítomnost protilátek v séruzpůsobuje inhibici multiplikace  mycoplasmat, což je doprovázeno žlutým zabarvenímmedia. V případě nepřítomnosti protilátek  se mycoplasmata množí, degradují ureua/nebo arginin přítomný v médiu, což způsobuje oranžové , červené nebo  fuschiovézabarvení media. Pro každou řadu U.u. a M.h. testů je přítomna růstová kontrola (jamka 1, označená  T).Takto je zabezpečena verifikace  životnosti U.u. a M.h. kmenů, a správnost funkcetestu. 
4 - REAGENCIE Kvantita Popis #00014 #00097UMMt: Lahvičkas 2 mLzákladního tekutého mycoplasmového  media   14     120UMMlyo: Lahvička  lyophilizovaného mycoplasmového růstového media              14     120(+ 2 mLUMMt)U.u/M.h: Lahvička obsahující lyophilizované U. urealyticum a M. hominis kmeny 14     120SEROLOGICKÁ destička: 20-jamková destička zvlášť zabalená v 14 120aluminiovém obaluPositivní kontrola l: Lahvička obsahující lyophilizovaný roztok o známem  1        5titru pro verifikaci reagencií
Reconstituované medium (UMMt + UMMlyo) - Složení Mycoplasma bujón 20 g/L, Hříběcí serum 200 mL, Kvasnicový extract 5,8 g/L, Cystine 0,3g/L, Arginin 9 g/L, Urea 3,6 g/L, Phenolová červeň 0,04 g/L, Antibiotika 10 mL. pH : 6.1 ± 0.1
U.u. / M.h. kmenyLyophilizované referenční kmeny: U. urealyticum serotyp 8 a M. hominis PG 21 kmen.
SEROLOGICKÁ destička  (§9.1)- U. urealyticum řada: Serie  prvních 8 jamek obsahujících  M. hominis specifickýlincomycinový inhibitor.- M. hominis řada: Serie prvních  8 jamek obsahujících U. urealyticum specifickýerythromycinový inhibitor.
Positivní kontrolaMycoplasmové medium se směsí specifických antibiotik
5 - UPOZORNÉNÍ
lReagencie v setu jsou určena pro  in vitro užití a musí být používána  pouze odpo-
vědnými osobami.
lVzorky  a  naočkovaná činidla jsou potencionálně infekční a musí s nimi být zachá-
zeno s opatrností s ohledem na hygienické předpisy a regulační opatření platná pro
tento typ produktů v zemi užití.
lUMMt a UMMlyo media, stejně jako pozitivní kontroly obsahují materiál živočišného

původu a musí s nimi být zacházeno s opatrností.
lU.u./M.h. lahvičky obsahují skupinu  2 bakterií (M. hominis) a musí být s nimi zachá-
zeno s opatrností. Existuje riziko kontaminace biologickými agens.
lNepoužívat reagencie po datu exspirace.
lNepoužívat reagencie  poškozené nebo špatně uskladněné.
l Po otevření kitu odebíráme jen potřebné množství reagencií, ostatní okamžitě
uložíme zpět do chladničky. U.u./M.h. kmeny jsou senzitivní na teplo a rozdíly v
teplotě.
lPozitivní výsledek testu  by neměl být podkladem ke stanovení diagnózy  bez kore-
lace s anamnesou a  klinickým nálezem.
6 – VZORKY (ODBĚR A PŘÍPRAVA)- Krevní vzorky  umístíme do rovné centrifugační kyvety. - Centrifugujeme 10 min při  x 2500 . - Odebereme sérumSérum může být skladováno po 3 hodiny při  2 až 8 °C nebo zmrazené při  -20 °C. Vzorky stejného pacienta odebrané v průběhu 15 dnů musí být testovány simultánně.
7 – PŘÍPRAVA A PODMÍNKY SKLADOVÁNÍ
lReagencie skladované při 2 až 8 °C v originálním balení jsou stabilní do data exspi-
race uvedeného na kitu.
lUMMlyo (+ 2 mL UMMt) media  regenerujeme UMMt mediem (2 mL).
l Lahvičky U.u. a M.h. kmenů rekonstituujeme s 1 ml sterilní destilované vody.
Promícháváme jemně převracením lahvičky. Po použití nekonzervujeme.
l Pozitivní kontroly rekonstituujeme s 1 mL sterilní destilované vody. Dobře promí-
cháme Po použití nekonzervujeme.
8 -  POTŘEBNÝ, ALE NEDODÁVANÝ MATERIÁL
l Sterilní  pipety
l Sterilní  destilovaná voda
l Parafinový olej
l Inkubátor kalibrovaný na 37 °C
l Kontejner pro kontaminovaný odpad.
9 - METODAReagencie před  použitím necháme ohřát na laboratorní teplotu (18 až 25 °C).
9.1. Příprava a distribuce suspenze- Naočkujte regenerované  UMMlyo medium s 400 µL mikrobiální suspense  (U.u./M.h.kmeny.)- Označte každou destičku, zvedněte adhezivní folii, pak přidejte  100 µL připravenéhočinidla  do všech 8 jamek U.u. řady a  M.h. řady. Poslední 2 jamky každé řady(prázdné jamky) nemusí  být naplněny. 
9.2. Distribuce testovaného séra (nebo pozitivních kontrol)- Přidejte 100 µL séra do druhé jamky  jedné ze dvou řad jamek. Postupně odeberte100 µL tekutiny z jamky 2  a naočkujte do jamky 3 a pokračujte stejným způsobem ažpo jamku 8  (1/128).  Z jamky 8 odstraňte nadbytečných  100 µL.- Opakujte stejný postup u druhé řady jamek.- Před použitím kitu k  testování vyšetřovaného séra, naočkujte jamky dvou řaddestičky pozitivní kontrolou.- Přidejte 2 kapky parafinového oleje do každé jamky destičky.- Zakryjte desičku adheisivní folií.

9.3. Inkubace destiček- Inkubujte desičku  24 hodin. (48 hodin je- li nutné (§10.1)) při 37 °C.- Destička s  pozitivní kontrolou se inkubuje pouze 24 hodin.
10 – VYHODNOCENÍ A INTERPRETACE10.1. ValidaceOvěřte zda obsah  jamek je čirý.   Nevyhodnocujte destičku, jestliže růstové kontroly (T jamky ) jsou pozitivní :U.u.: Barevná změna ze žluté na červenou ev. barvu fuchsií,M.h.: Barevná změna ze žluté na oranžovo- červenou nebo barvu fuchsií.Inkubační doby těchto dvou kmenů jsou nezávislé a závisí na barevné změně mediav T jamkách každé řady.

10.2. Vyhodnocení destičkyPřítomnost protilátek je dána absencí barevné změny media. Při nepřítomnostiprotilátek se barva media zbarví do oranžovo-červena nebo do barvy fuchsií.Nejsilnější inhibiční ředění (poslední  žlutá jamka) reprezentuje titr protilátek.
10.3. InterpretaceInterpretace musí být založena na vyšetření  dvou vzorků odebraných v intervalu 15dnů testovaných simultánně. Pouze rozdíl v titru protilátek těchto vzorků větší neborovno 2 ředěním je indikátorem progresivní infekce.
11 – KONTROLA KVALITY
11.1. Reagent pozitivní kontrolyVerifikace  reagencií  kitu je prováděna použitím pozitivního kontrolního vzorku místotestovaného séra.  Vyhodnocení vzorku se provádí po inkubaci  24 hodin. Očekávanýtitr pro obě dvě řady destičky je specifikován na štítku.Pozor : Titr  pozitivní kontroly  specifikovaný na štítku, se může měnit podle ředění.
11.2. Test positivní kontrolyRůst kmenů v první jamce (T) každé U.u. a M.h. řad ověřuje test. (§10.1).
12 – LIMITY METODY
lPacient, jehož vzorky jsou vyšetřovány, nesmí být léčen antibiotiky. Antibiotika v séru
mohou inhibovat množení mycoplasmat  a  vést ke klamně vysokým hodnotám.
l Interpretace musí být založena na vyšetřování dvou vzorků odebraných v intervalu
15 dnů a vyšetřovaných simultánně.
l Serologické vyšetřování mycoplasmat nesmí  být za žádných okolností náhradou
kultivace mikroorganismů k potvrzení infekce nebo nerovnováhy v mikrobiální flóře.
13 – PŘÍČINY CHYB
lŠpatné uchovávání séra. 
lŠpatné uchovávání reagencií kitu, zvláště U.u./M.h. kmenů.
l Inkubační teplota nižší než 35 °C nebo  vyšší než 37 °C.
lVyhodnocení výsledků na U.u. nebo M.h.není možné provést dříve než růstová indi-
kátorová jamka T změní barvu.
14 – ZHODNOCENÍ Komparativní studie provedená se SEROLOGY reagenciemi a MYCOKIT SEROreagenciemi PBS ORGENICS u 100 rutinně testovaných lidských sér (64 vzorků sérnegativních na anti-U.u. a anti-M.h. protilátky, 28 vzorků sér pozitivních na anti-U.u. aanti-M.h. protilátky, 6 vzorků sér pozitivních na anti-U.u. protilátky a negativních naanti-M.h. protilátky, a 2 vzorky sér negativních na  anti-U.u. protilátky a pozitivních naanti-M.h. protilátky). Obě metody jsou založeny na stejném principu metabolickéinhibice. Vyhodnocení SEROLOGY destiček bylo provedeno po inkubaci 48 hodin.- Pro detekci anti-U.u. protilátek,  je sensitivita  88.2% a  specificita 100%.  4 falešněnegativní  výsledky korespondují se sérovými vzorky pozitivními při ředění 1/2 a 1/4.- Pro detekci anti-M.h. protilátek je senzitivita  96.6% a specificita 98.5%.- Pro determinaci titru protilátek výsledky studií prokazují shodu  92.5%, bez ohledu navelikost rozdílu v titru, a shodu 97.5% pro titry v jednom  ředění.
15 – NAKLÁDÁNÍ S ODPADYNepoužité reagencie a odpady musí být likvidovány v souladu s hygienickými předpisyplatnými pro tento druh materiálu.
16 - LITERATURA1. ESCARGUEL C. et G. PAPIEROK. 1988. La sérologie des mycoplasmes uro-géni-taux, Spectra Biologie, 88, 39-42.   2. LIN J.S. and KASS E.H. 1974. Serological reactions of Mycoplasma hominis: dif-ference among mycoplasmacidal metabolic inhibition and growth agglutination tests,Infect. Immunity, 10, 535-540.3. TAYLOR-ROBINSON D. 1995. Ureaplasma urealyticum (T-strain Mycoplasma) and
Mycoplasma hominis, p. 1713-1718. Dans MANDELL G. L., BENNET J.E.and DOLINR. (ed.). Principles and Practices of Infectious Diseases, 4th ed., vol. 2, ChurchillLivingstone, New York.SEROLOGY®
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