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1 - POUZITi

Serologicky set umoznuje kvantitavni detekci protilatek proti hlavnim urogenitalnim
mycoplasmatickym druhiim, Ureaplasma urealyticum (U.u.) a Mycoplasma hominis
(M.h.). Kazdy set obsahuje 14 nebo 120 testl.

2-UVOoD

Mycoplasmata jsou fragilni mikrobi s chybéjici bunécnou sténou. Nejcastéji jsou
pfitomni jako komensalni organismy. Jsou zavislé na rustovych faktorech s vysokou
kapacitou adherence. Druhy izolované z urogenitalniho tractu, Ureaplasma
urealyticum a Mycoplasma hominis se vyskytuji nejcastéji. U.u. a M.h. jsou sexualné
pfenosné a mohou byt pfirozenymi patogeny.

Vzhledem k nedostatku immunogenicity, serologicka diagnostika mycoplasmat
nenahrazuje pfimou diagnostiku ze vzorkd materialt od pacienta. Serologické testy
na urogenitalni mycoplasmasta jsou specialné uzivany k diagnostice hlubokych
genitalnich infekci jako jsou salpingitidy nebo prostatitidy.

Technika metabolické inhibice uzivajici lyofilizované reagencie a referenéni kmeny je
nejvhodnéjsi technikou pro pouziti v béznych laboratofich (1).

3 - PRINCIP METODY

Kvantitativni detekce anti-U.u. a/nebo anti-M.h. protilatek je zaloZzena na technice
metabolické inhibice (2). Reakce probiha v jamkach desti¢ek, jamky v fadach
uréenych k diagnostice U. urealyticum obsahuiji lincomycin a v fadach uréenych k
diagnostice M. hominis erythromycin. Prvnich 8 jamek na kazdé strané desticky je
naplnéno UMM Zivnou pudou obsahujici pH indikator a predem nao¢kovano znamym
mnozstvim U.u. a M.h.

Testované sérum je na destiCce postupné zfedovano. Pfitomnost protilatek v séru
zpUsobuje inhibici multiplikace mycoplasmat, coz je doprovazeno Zlutym zabarvenim
media. V pfipadé nepfitomnosti protilatek se mycoplasmata mnozi, degraduji ureu
a/nebo arginin pfitomny v médiu, coZz zpUsobuje oranzové , Eervené nebo fuschiové
zabarveni media.

Pro kazdou fadu U.u. a M.h. test( je pfitomna rGstova kontrola (jamka 1, oznac¢ena T).
Takto je zabezpecena verifikace Zivotnosti U.u. a M.h. kmenu, a spravnost funkce
testu.

4 - REAGENCIE Kvantita
Popis #00014 #00097
UMMt: Lahvickas 2 mL zakladniho tekutého mycoplasmového media 14 120
UMMlyo: Lahvicka lyophilizovaného mycoplasmového riistového media 14 120
(+ 2 mL UMMt)

U.u/M.h: Lahvicka obsahuijici lyophilizované U. urealyticum a M. hominis kmeny 14 120
SEROLOGICKA desticka: 20§jamkova desticka zviast zabalena v 14 120
aluminiovém obalu

Positivni kontrola I: Lahvitka obsahujici lyophilizovany roztok o znamem 1 5

titru pro verifikaci reagencii

Reconstituované medium (UMMt + UMMlIyo) - SloZeni

Mycoplasma bujon 20 g/L, Hfibéci serum 200 mL, Kvasnicovy extract 5,8 g/L, Cystine 0,3
g/L, Arginin 9 g/L, Urea 3,6 g/L, Phenolova cerveri 0,04 g/L, Antibiotika 10 mL. pH : 6.1 £ 0.1
U.u. / M.h. kmeny

Lyophilizované referenéni kmeny: U. urealyticum serotyp 8 a M. hominis PG 21 kmen.
SEROLOGICKA desticka (§9.1)

- U. urealyticum ftada: Serie prvnich 8 jamek obsahujicich M. hominis specificky
lincomycinovy inhibitor.

- M. hominis fada: Serie prvnich 8 jamek obsahujicich U. urealyticum specificky
erythromycinovy inhibitor.

Positivni kontrola

Mycoplasmové medium se smési specifickych antibiotik

5 - UPOZORNENI

® Reagencie v setu jsou uréena pro in vitro uziti a musi byt pouzivana pouze odpo-
védnymi osobami.

®\/zorky a naockovana ¢inidla jsou potencionalné infekéni a musi s nimi byt zacha-
zeno s opatrnosti s ohledem na hygienické predpisy a regulaéni opatfeni platna pro
tento typ produktd v zemi uziti.

® UMMt a UMMIlyo media, stejné jako pozitivni kontroly obsahuji material Zivo¢isného

puvodu a musi s nimi byt zachazeno s opatrnosti.

® U.u./M.h. lahvi¢ky obsahuji skupinu 2 bakterii (M. hominis) a musi byt s nimi zacha-
zeno s opatrnosti. Existuje riziko kontaminace biologickymi agens.

® Nepouzivat reagencie po datu exspirace.

® Nepouzivat reagencie poskozené nebo Spatné uskladnéné.

® Po otevreni kitu odebirame jen potfebné mnoZstvi reagencii, ostatni okamzité
ulozime zpét do chladni¢ky. U.u./M.h. kmeny jsou senzitivni na teplo a rozdily v
teploté.

® Pozitivni vysledek testu by nemél byt podkladem ke stanoveni diagnézy bez kore-
lace s anamnesou a klinickym nalezem.

6 — VZORKY (ODBER A PRIPRAVA)

- Krevni vzorky umistime do rovné centrifugaéni kyvety.

- Centrifugujeme 10 min pfi x 2500 .

- Odebereme sérum

Sérum muze byt skladovano po 3 hodiny pfi 2 az 8 °C nebo zmrazené pfi -20 °C.
Vzorky stejného pacienta odebrané v prubéhu 15 dnd musi byt testovany simultanné.

7 — PRIPRAVA A PODMINKY SKLADOVANI

® Reagencie skladované pfi 2 az 8 °C v originalnim baleni jsou stabilni do data exspi-
race uvedeného na kitu.

® UMMIlyo (+ 2 mL UMMt) media regenerujeme UMMt mediem (2 mL).

® Lahvicky U.u. a M.h. kmenG rekonstituujeme s 1 ml sterilni destilované vody.
Promichavame jemné prevracenim lahvicky. Po pouzZiti nekonzervujeme.

® Pozitivni kontroly rekonstituujeme s 1 mL sterilni destilované vody. Dobfe promi-
chame Po pouziti nekonzervujeme.

8 - POTREBNY, ALE NEDODAVANY MATERIAL
® Sterilni pipety

® Sterilni destilovana voda

® Parafinovy olej

® |nkubator kalibrovany na 37 °C

® Kontejner pro kontaminovany odpad.

9 - METODA
Reagencie pred pouzitim nechame ohrat na laboratorni teplotu (18 az 25 °C).

9.1. Priprava a distribuce suspenze
- Nao(:k)ujte regenerované UMMIyo medium s 400 pL mikrobialni suspense (U.u./M.h.
kmeny.
- Oznacte kazdou desticku, zvednéte adhezivni folii, pak pfidejte 100 pL pfipraveného
¢inidla do vSech 8 jamek U.u. fady a M.h. fady. Posledni 2 jamky kazdé fady
(prazdné jamky) nemusi byt napinény.
9.2. Distribuce testovaného séra (nebo pozitivhich kontrol)
- Pridejte 100 pL séra do druhé jamky jedné ze dvou fad jamek. Postupné odeberte
100 pL tekutiny z jamky 2 a naockujte do jamky 3 a pokracujte stejnym zptsobem az
po jamku 8 (1/128). Z jamky 8 odstrarite nadbyteénych 100 pL.
- Opakujte stejny postup u druhé fady jamek.
- Pfed pouzitim kitu k testovani vySetfovaného séra, naockujte jamky dvou Fad
desti¢ky pozitivni kontrolou.
- Pridejte 2 kapky parafinového oleje do kazdé jamky desticky.
- Zakryjte desic¢ku adheisivni folii.

2 prazdné jamky
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9.3. Inkubace desti¢ek
- Inkubuijte desicku 24 hodin. (48 hodin je- li nutné (§10.1)) pfi 37 °C.
- Desti¢ka s pozitivni kontrolou se inkubuje pouze 24 hodin.

10 - VYHODNOCENI A INTERPRETACE

10.1. Validace

Ovéfte zda obsah jamek je Ciry.

Nevyhodnocujte desticku, jestlize riistové kontroly (T jamky ) jsou pozitivni :
U.u.: Barevna zména ze Zluté na €ervenou ev. barvu fuchsii,

M.h.: Barevna zména ze Zluté na oranzZovo- ¢ervenou nebo barvu fuchsii.

Inkubaéni doby téchto dvou kmen( jsou nezavislé a zavisi na barevné zméné media
v T jamkach kazdé fady.

10.2. Vyhodnoceni desti¢ky

PFitomnost protilatek je dana absenci barevné zmény media. Pfi nepfitomnosti
protilatek se barva media zbarvi do oranZovo-Cervena nebo do barvy fuchsii.
Nejsilngjsi inhibicni fedéni (posledni Zlutd jamka) reprezentuje titr protilatek.

10.3. Interpretace

Interpretace musi byt zaloZzena na vySetfeni dvou vzork( odebranych v intervalu 15
dnl testovanych simultanné. Pouze rozdil v titru protilatek téchto vzorkd vétsi nebo
rovno 2 fedénim je indikatorem progresivni infekce.

11 — KONTROLA KVALITY

11.1. Reagent pozitivni kontroly

Verifikace reagencii kitu je provadéna pouzitim pozitivniho kontrolniho vzorku misto
testovaného séra. Vyhodnoceni vzorku se provadi po inkubaci 24 hodin. O¢ekavany
titr pro obé dvé fady desticky je specifikovan na Stitku.

Pozor : Titr pozitivni kontroly specifikovany na Stitku, se mize ménit podle Fedéni.
11.2. Test positivni kontroly

Rast kmenu v prvni jamce (T) kazdé U.u. a M.h. fad ovéfuje test. (§10.1).

12 - LIMITY METODY

® Pacient, jehoz vzorky jsou vySetfovany, nesmi byt Ié€en antibiotiky. Antibiotika v séru
mohou inhibovat mnozeni mycoplasmat a vést ke klamné vysokym hodnotam.

® Interpretace musi byt zaloZena na vySetfovani dvou vzorkd odebranych v intervalu
15 dnl a vySetfovanych simultanné.

® Serologické vySetfovani mycoplasmat nesmi byt za zadnych okolnosti nahradou
kultivace mikroorganismu k potvrzeni infekce nebo nerovnovahy v mikrobialni flére.

13 - PRICINY CHYB

® Spatné uchovavani séra.

@ Spatné uchovavani reagencii kitu, zvlasté U.u./M.h. kmend.

® Inkubacni teplota nizsi nez 35 °C nebo vy$si nez 37 °C.

®\/yhodnoceni vysledk na U.u. nebo M.h.neni mozné provést dfive nez rdstova indi-
katorova jamka T zméni barvu.

14 — ZHODNOCENI

Komparativni studie provedend se SEROLOGY reagenciemi a MYCOKIT SERO
reagenciemi PBS ORGENICS u 100 rutinné testovanych lidskych sér (64 vzork( sér
negativnich na anti-U.u. a anti-M.h. protilatky, 28 vzork( sér pozitivnich na anti-U.u. a
anti-M.h. protilatky, 6 vzork(l sér pozitivnich na anti-U.u. protilatky a negativnich na
anti-M.h. protilatky, a 2 vzorky sér negativnich na anti-U.u. protilatky a pozitivnich na
anti-M.h. protilatky). Obé metody jsou zaloZzeny na stejném principu metabolické
inhibice. Vyhodnoceni SEROLOGY destiek bylo provedeno po inkubaci 48 hodin.

- Pro detekci anti-U.u. protilatek, je sensitivita 88.2% a specificita 100%. 4 fale$né
negativni vysledky koresponduji se sérovymi vzorky pozitivnimi pfi fedéni 1/2 a 1/4.

- Pro detekci anti-M.h. protilatek je senzitivita 96.6% a specificita 98.5%.

- Pro determinaci titru protilatek vysledky studii prokazuji shodu 92.5%, bez ohledu na
velikost rozdilu v titru, a shodu 97.5% pro titry v jednom Fedéni.

15 — NAKLADANI S ODPADY
Nepouzité reagencie a odpady musi byt likvidovany v souladu s hygienickymi predpisy
platnymi pro tento druh materialu.
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