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Pouze pro diagnostiku in vitro, pouze pro profesionalni pouZiti.

1 - URCENE POUZITI

MYCOFAST RevolutioN 2 byl navrzen pro detekci, ur€eni poctu a identifikaci
Ureaplasma Urealyticum / Ureaplasma parvum (U.u.) a Mycoplasma hominis
(M.h.) u rdznych klinickych vzork(i. Kromé toho Ize MYCOFAST RevolutioN 2
pouzit ke stanoveni citlivosti U.u. a M.h. k nékterym antimikrobialnim latkam
podle doporuéeni CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2).

2 -UvoD

Mykoplazmata, mezi néz patfi nékolik druhd, které byly identifikovany u lidi, patfi
do tfidy mollicutes. Od ostatnich bakterii se liSi absenci bunécné stény, a tedy
pfirozenou rezistenci vici B-laktamtm, a také pfitomnosti membrany bohaté na
steroly, kterou ziskavaji diky adhezi na eukaryotické buriky. ProtoZze jsou
mykoplazmy relativné kfehké, rostou v acelularni kultufe pouze za pfitomnosti
riznych ristovych faktort a pfi optimalni teploté 37 °C (4).

VétSina lidskych mykoplazmat je komenzalni. U. urealyticum a M. hominis jsou
nejCastéji se vyskytujici druhy, které byly izolovany z urogenitalniho traktu.
Druhy U. urealyticum se déli na dva biovary: U. urealyticum a U. parvum (U.u.).
U.u. @ M.h. mohou byt patogenni. Jsou zodpovédné za infekce muzskych
pohlavnich organd (negonokokova uretritida, epididymitida, prostatitida,
neplodnost); infekce Zenskych pohlavnich organu (bakteridini vaginéza,
endometritida, salpingitida); problémy s plodnosti (chorioamniotitida, postpartalni
endometritida, predCasny porod, spontanni potrat), novorozenecké problémy
(nizka porodni hmotnost, respiracni a neurologické infekce, bakteriémie,
abcesy); extragenitalni infekce (septicka artritida, reaktivni artritida, jiné infek&ni
lokality) (1).

Diagnostika mykoplazmovych infekci zavisi na ureni patologického prahu a
nasledném stanoveni poctu. Rezistence U.u./M.h. vaéi nékterym 1ékim vyZzaduje
vysetfeni antimikrobialni citlivosti (5, 6). Testovana léciva a interpretacni kritéria
jsou pfizpusobena 1é¢bé infekci zplisobenych mykoplazmaty, které se vyskytuji
v urogenitalnim traktu nebo v extragenitalnich lokalitach (2).

3 -PRINCIP

MYCOFAST RevolutioN 2 je kapalinova metoda zaloZena na schopnosti

U.u. a M.h. metabolizovat mo&ovinu, resp. arginin. Rist mykoplazmy vede ke
zméné barvy média, které obsahuje fenolovy redindikator, ze Zlutooranzové na
Servenou. Tato zména barvy je zplisobena uvolfiovanim amoniaku, coZ vede k
zasaditému pH média. Ridst mykoplazmy tak umoziuje:

- stanoveni po¢tu mykoplazmat na zakladé rychlosti hydrolyzy mocoviny nebo
argininu, ktera je tmérna poctu zarodkl obsazenych ve vzorku.

- testovani citlivosti U.u. a M.h. na antimikrobialni latky.

V pfipadé smiSenych vzorkd (U.u. + M.h.) test umozZiiuje interpretaci citlivosti
jednotlivych druht s ohledem na testovana antibiotika.

4 - REAGENTY
Popis Mnozstvi
UMMt: Lahvi¢ka s 3 ml mykoplazmového bujénu s 25

antimikrobialnimi latkami a konzervaénim roztokem. pH: 6,0 £
0,1.

MYCOFAST®RevolutioN 2: Zasobnik s 24 jamkami zabaleny

v hlinikovém sacku s integrovanym vysousedlem. 25
Uzaviraci systém: Ochranné prusvitné plastové viko 25
zasobniku.

Zasobnik MYCOFAST RevolutioN 2 obsahuje v kazdé z 24 jamek
dehydratované kultivacni médium pro mykoplazmy (krevni sérum htibéte,
kvasni¢ny extrakt, cystein, arginin, mocovina, fenolova cerven, antibiotika, pH :
6,1+ 0,1) a obsahuje 2 samostatné ¢asti :

- ¢ast ur€enou pro stanoveni poctu a citlivosti druht U.u. na antibiotika (jamky
oznacené na Stitku jako ¢erné)

- ¢ast urenou pro stanoveni poctu a citlivosti druhd M.h. na antibiotika (jamky
oznacené na Stitku jako ¢ervené)
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Diagnostika druhu U.u. (Eerna éast etikety zasobniku):

Jamky 1/2/3 : Identifikace a stanoveni poctu U.u. pfi 10®10%t 210°CCU/ml (pufrovany roztok
linkomycinu inhibujici rist M.h.).

Jamky 4/5 : Hodnoceni citlivosti U.u. na levofloxacin (LVX) v koncentraci 2/4 pg/ml
Jamky 6/7 : Hodnoceni citlivosti U.u. na mocifloxacin (MXF) v koncentraci 2/4 pg/ml
Jamky 8/9 : Hodnoceni citlivosti U.u. na erytromycin (ERY) v koncentraci 8/16 pug/ml
Jamky 10/11 : Hodnoceni citlivosti U.u. na tetracyklin (TET) v koncentraci 1/2 pg/ml
Jamky 12/13 : Hodnoceni citlivosti U.u. na doxycyklin (DOX) v koncentraci 1/2 pg/ml

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

Diagnostika druhu M.h. (Eervena ¢éast etikety zasobniku):

Jamky 14 : Identifikace a stanoveni po&tu M.h. pfi 210*CCU/ml (pufrovany roztok a erytromycin
inhibujici rist U.u.)

Jamky 15/16 : Hodnoceni citlivosti M.h. na doxycyklin (DOX) v koncentraci 4/8 pg/ml
Jamky 17/18 : Hodnoceni citlivosti M.h. na levofloxacin (LVX) v koncentraci 1 / 2 pg/ml
Jamky 19/20 : Hodnoceni citlivosti M.h. na moxifloxacin (MXF) v koncentraci 0,25/ 0,5 ug/ml
Jamky 21/22 : Hodnoceni citlivosti M.h. na klindamycin (CLI) v koncentraci 0,25/ 0,5
pg/ml

Jamky 23/24 : Hodnoceni citlivosti M.h. k tetracyklinu (TET) v koncentraci 4/8 pg/ml

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

5 - OPATRENI

Reagencie jsou uréeny vyhradné pro pouZiti in vitro @ musi s nimi manipulovat
opravnény personal.

Vzorky pacientt a inokulovana ¢inidla jsou potencialné infekéni; musi se s nimi
zachazet opatrné, pfi dodrzeni hygienickych pravidel a platnych pfedpist pro
tento typ vyrobku v zemi pouziti.

S ¢inidly obsahujicimi suroviny zivo¢isného plvodu je treba zachazet opatrné.
Nepouzivejte inidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

Nepouzivejte €Cinidla, ktera byla poSkozena nebo ktera byla pfed pouzitim Spatné
konzervovana.

Pozitivni vysledek metody MYCOFAST ukazuje na kolonizaci urogenitalnimi
mykoplazmaty, ale nemize byt sdm o sobé pouzit ke stanoveni klinické diagndézy.
Tu musi provést Iékarf podle biologickych vysledkl a klinickych pfiznaku.

6 - ODBER VZORKU A MANIPULACE S NIMI

6.1.0dbér vzorku

Odbér cervikovaginalniho vzorku

K odbéru vzorkGi pouzivejte pouze dakronovy nebo rayonovy tampon nebo
cytobrush. Pfed odb&rem vzorku novym tamponem je tfeba délozni hrdlo peclivé
ocistit tamponem, aby se odstranil sekret. Vzhledem k tomu, Ze mykoplazmata
silné ulpivaji na slizni¢nich burikach, je tfeba sliznici dukladné setfit, aby se ziskal
bohaty vzorek.

Odbér vzorku z moové trubice

Vycistéte Usti mocCové trubice a stérem nebo seSkrabnutim oblasti

ziskejte buriky.

Sperma, mo¢

Odeberte sperma nebo prvni mikci do sterilni zkumavky nebo lahvicky.

Prepravuijte v médiu UMMt
Vzorky stérl : Vlozte tampon do lahvicky s 3 ml média UMMt.
Tekuté vzorky: Naockujte lahvicku s UMMt 3 ml média 300 pl homogenizované
tekutiny.

6.3 Konzervace v médiu UMMt

Ockovaci médium UMMt Ize uchovavat 20 hodin pfi pokojové teploté (18-25 °C)
nebo 56 hodin pfi teploté 2-8 °C. Pro skladovani po dobu 3 dni pfi -20 °C, pfidejte
nejprve 2 kapky pfipravku "MYCOPLASMA Stabilizer".

7 - PRIPRAVA A SKLADOVANI CINIDEL

V8echna ¢&inidla jsou pfipravena k pouziti. Lahvicky Ize skladovat pfi teploté 2-8
°C v puvodnim obalu az do data pouzitelnosti uvedeného na soupravé.
Médium UMMt Ize docasné skladovat (3 mésice) pfi pokojové teploté, ale je
stabilngjsi pfi 2-8 °C.

8 - POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

Odbér vzorkd (tampony, cytobrusky, sterilni nadoby na tekuté vzorky), pipety a
Spicky.

Stabilizator MYCOPLASMA (REF 00064) v prlpade skladovani vzorku v UMMt
po dobu 3 dni pfi -20 °C; inkubator pfi 37 °C + 1

Nadoba na odpad pro kontaminovany odpad a mlneralm olej.

9 - METODA
Nechte &inidla dosahnout pokojové teploty (20-30 minut).

9.1 Inokulace zasobniku

Odstraiite lepici folii zataZzenim za zélozku a do jamek v kazdé fadé pfidejte
nasledujici latky:

Jamky 1-24
Jamky 1-24

100 pl inokulovaného média UMMt
2 kapky mineralniho oleje

Zakryjte misku s inokulovanym médiem pfilozenym

uzaviracim systémem.

Prebytec¢né médium UMMt uchovavejte pfi teploté 2-8 °C po dobu nejméné 48
hodin pro pfipadné ovéreni.

9.2 Inkubace zasobniku

Inkubujte zasobnik pfi teploté 37 °C + 1 °C po dobu 24 hodin.

U vyétu U.u. a M.h. odectéte vysledky do 24 hodin. Inkubaci zasobniku Ize
prodlouzit az na 48 hodin pouze v pfipadé kapalnych vzorkd, které jsou po 24
hodinach negativni.



10 - ODECITANI A INTERPRETACE Pomoc pfi interpretaci: MYCOFAST RevolutioN 2
Zkontrolujte, zda jsou v8echny jamky v fadé prahledné. Zakaleny vzhled jamky i e . u u u Mh
znamena bakterialni kontaminaci. V takovém pfipadé analyzu opakujte. Testovani citlivosti na U.u. 1()‘3" 165" 213?—.' >0t | WYX | MXF | ERY | TET [ DOX| CLI
10,2 Odecet a interpretace Antibiotika LVX MXF ERY TET DOX Kmen U.u, . . " B s s s SR s N
Vysledky se odegitaji podle barvy ziskané v jednotlivych jamkach. Urogenitalni o ATCC 27815
rist mykoplazmy je indikovan, kdyz se médium zbarvi do ¢ervena (alkalicky). gty o e w2 o e e s | | 2| 2| 1] 2] %
Médium zustava zluté, pokud k ristu urogenitalni mykoplazmy nedochazi. Aﬁrgéwﬁ . SR s NI s s s
Oranzové zbarveni je tfeba povaZovat za pozitivni test (rate limit). -1-1 s|-|-] s|-|- s| -1 -] s| -| - s ’

Profil +| - R + - R +| - R +| - R +| - R

NI* (nelze interpretovat)

V pripadé vysledku odecteného za 48 hodin (u tekutého vzorku s negativnim | +| R| +] +] R| +| + R| +| «| rR| +#] +] R .
vysledkem festu za 24 hodin) interpretujte pouze pfitomnost detekovaného 13 - OMEZENi POSTUPU = o -
mykoplazmatu bez vysledku enumerace. T="TnteTpretace Nékteré bakterie, které jsou pfitomny v mnozstvi >10©¢” CFU/ml a obsahuji

uredzu, mohou zpusobit zménu barvy vSech jamek v zasobniku. Jejich
pfitomnost Ize ovéfit reizolaci na ¢okolddovém agaru z puvodniho UMMt média
uchovavaného pfi 2-8 °C (§ 9.1).

Interpretaci vysledku naleznete ve vysledkovém listu.

Testovani citlivosti na M.h.

) Vzorek s alkalickym pH (pH = 8) muze zplsobit zménu barvy UMM média.
J10'2k'1 ft””,meirace ('almkv 1,’dz' ff?,‘f) teroretuil takio: Antbiotiom | LVX MXF cu TET DOX Pokud k tomu dojde, zfedte vzorek (1:10) v jiném UMMt mediu a interpretujte
amky, Kiere zcervenaly, se ?n Tikuji & interpretuji takto: vysledky s ohledem na zfedéni. Vzorek s kyselym pH (pH <5) muze projev
1 u.u. 1OACCU/mI Koncentrace zmény barvy zpomalit. . o i A ] ] )
1a2 U.u. 10°CCU/ml (ug/mi) B e el M I I I I R Vzorek obsahujici krev mize zplsobit barevnou zménu v jamkach zasobniku
1,2a3 U.u. 2 10°CCU/mL MYCOFAST RevolutioN 2 a mUZe byt interpretovan jako pozitivni vysledek. V
14 M.h. = 10*CCU/ml o B R AR T AR AR BN B R BN B B takovém pfipadé vzorek nafedte (1:10) v jiném médiu UMMt a interpretujte
Profil « -1 rR| + |- Rl +1- rI +1 -1 Rl +] - | R vysledky s ohledem na fedéni.
Patologicka role mykoplazmat v urogenitalnich infekcich podiéha interpretaci Vzorek s nizkou naloZi mykoplazmy (<10°CCU/ml) muZe vést k nahodné zméné
podle specifickych doporu&eni (1,3,7). Pro U. urealyticum se obvykle uvadséji tyto +| +| Rl + | «[ R + ] +| R +| +] R| +| +] R barvy v riznych jamkach zasobniku. Stejné jako u vséech metod detekce zarodkd
muze vysledek testu ovlivnit kvalita vzorku. Negativni vysledek testu proto nemusi

patologické prahové hodnoty:

V pfipadé uretralniho nebo endotrachedlniho vzorku se uvadéji prahové
hodnoty: 210*CCU/ml, >10°CCU/ml v prvnim proudu moci nebo spermatu (ackoli
nové mistni doporuceni uvadi pro sperma prahovou hodnotu 210*CCU/ml (7).
Pfitomnost M. hominis pfi prahové hodnoté = 10°CCU/ml v cervikovaginalnim
vzorku je abnormalni (1, 3).

10.2.2 Testy citlivosti (jamky 4 az 13 a 15 az 24)

Zména Cerveného zbarveni média v jamkach obsahujicich antibiotikum indikuje
pritomnost rustu bakterii, a tedy rezistenci vici testované koncentraci antibiotika.
Zluté zbarveni média indikuje nepfitomnost riistu bakterii, a tedy citlivost na
testovanou koncentraci antibiotika. Kmeny jsou charakterizovany jako citlivé
nebo rezistentni k antibiotikim podle nasledujicich kritérii definovanych CLSI (2):

Tabulka interpretacnich kritérii MIC (ug/ml)

Antibiotika Uu Mh Komentare

Trida Antibiotikum s R s R
Levofloxacin <2 24 <1 >2

Chinolony
Moxifloxacin | <2 24 | <025 | 205
Linkosamidy Klindamycin <0.25 20.5
Tetracydin <1 22 | <4 =8

Tétracydiny
Doxycyklin <1 22 | <4 28

. Organismy citlivé na
Makrolidy Erytromycin 8 | 216 erytromycin budou citlivé i

na azitromicin

int*= interpretace

O kmeni se Fika, Ze je citlivy, kdyZ je jeho rast inhibovan vyssi a nizsi kritickou
koncentraci antibiotika.

Kmen je rezistentni, pokud je jeho rlst inhibovan vyssi kritickou koncentraci
antibiotika, ale nikoli niZsi kritickou koncentraci, nebo pokud jeho rast neni
inhibovan ani vys$si, ani nizsi kritickou koncentraci antibiotika.

Kmeny M. hominis jsou pfirozené rezistentni k makroliddm (14-15 atomu
uhliku), v€etné erytromycinu.

V nékterych populacich pacientt dosahuje rezistence na tetracykliny az 45 % u
U.u. @ 39,6 % u M.h. (2). Byla popsana rezistence na chinolony U.u./M.h. (5, 6)
a klindamycin, ale jeji prevalence neni znama.

11 - KONKRETNI PRIPADY

U vysokych hladin U.u. a M.h. se obsah v8ech jamek na zasobniku zbarvil do
¢ervena. Doporucuje se vzorek nafedit, aby bylo mozné ziskat presnéjsi
vysledky. V tomto pfipadé postupujte nasledujicim zpusobem: Naockuijte
novou lahvicku UMMt o objemu 3 ml 300 pl puvodniho média UMMt
uchovavaného pfi teploté 2-8 °C (viz § 9.1).

Naockujte novy zasobnik novym naockovanym médiem UMMt.

P¥i interpretaci vysledkd enumerace zohlednéte fedéni (1:10).

V piipadé potfeby potvrdte pfitomnost mykoplazmat na agarové plotné A7
reizolaci z pGvodniho média UMMt uchovavaného pfi 2-8 °C (§ 9.1).
Nekonstantni inkubaéni teplota nebo teplota < 36 °C (Casté otevirani a Spatna
teplotni heterogenita inkubatoru) mize zpomalit kinetiku rlstu mykoplazmat.

12 - KONTROLA KVALITY

Kontrolu kvality Ize provadét z lyofilizované U. urealyticum nebo M. hominis ze
soupravy MYCOPLASMA CONTROL (REF 00900) nebo z lyofilizovanych
referenénich kmenU (U. urealyticum ATCC 27815 nebo M. hominis ATCC 23114)
prfedem kalibrovanych na 10**UCC/ml.

Naockujte zasobnik MYCOFAST RevolutioN 2 a provedte test podle tohoto
navodu (§9 a 10).

Ocekavané vysledky (ATCC):

nutné znamenat nepfitomnost infekce.

14 - VYKON
] ! ] Id ifi rEani no&
% celkové shody U.u. M.h. U.u/M.
h.
izolované kmen”qré{; < 10°CCU/ml) (viz § 974 NA* NA*
izolované kmeny (préf; 2 10*CCU/ml) (viz § 934 934 934
14.1.1 . : :
vaginalni vzorky ( viz
§14.1.2) 100 100 100
klinické vzorky moci (viz §
14.1.2) 932 96.6 949

NA* (nepouzitelné)

14.1.1 Izolované kmeny

Byla provedena srovnavaci studie s 21 izolovanymi kmeny (kmeny ATCC a
sbirkové kmeny) testovanymi samostatné (U.u. nebo M.h.) s nékolika
koncentracemi (celkem 76 test().

Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi mikrodiluéni pocetni
metodou.

Pfi interpretaci s patologickym prahem nastavenym na 10°CCU/ml je celkova
shoda pro U.u. 97,4 % (uvedli jsme 2 fale$né pozitivni vysledky pfi 10°CCU/ml s
mikrodiluéni enumerativni metodou).

Pfi interpretaci s patologickym prahem 10*CCU/ml je celkova shoda pro U.u.
93,4 % (zaznamenali jsme 5 fale$né pozitivnich vysledkd pfi 10°CCU/ml s
mikrodiluéni enumerativni metodou). Celkova shoda pro M.h. je 93,4 % (uvedli
jsme 5 fale$né pozitivnich nalezli, 4 pfi 10°CCU/ml a jeden pfi 10°CCU/ml
ziskané mikrodilucni pocetni metodou). Celkova shoda U.u. + M.h. je 93,4 %.




14.1.2 Klinické vzorky

Uvodni srovnavaci studie byla provedena s pouZitim vaginalnich klinickych
vzorkd (n =23) na suchych tamponech. Vysledky ziskané pomoci MYCOFAST
RevolutioN 2 byly porovnany s kapalinovou mikrodiluéni enumerativni
metodou. Celkova shoda pro U.u. a M.h. je 100 %.

Druha srovnavaci studie byla provedena na klinickych vzorcich moci (n=88).
Vysledky ziskané pomoci MYCOFAST RevolutioN 2 byly porovnany s vysledky
ziskanymi pomoci kapalinové mikrodiluéni enumerativni metody.

Celkova shoda pro U.u. je 93,2 % (uvedli jsme 1 fale$né negativni vysledek pfi
10*CCU/ml s mikrodiluéni pocetni metodou a 5 fale$né pozitivnich vysledku pfi
102CCU/ml s mikrodiluéni pocetni metodou). Celkova shoda pro M.h. je 96,6 %
(uvedli jsme 3 fale$né pozitivni vysledky pii 10%- 10°CCU/mL s mikrodiluéni pocetni
metodou). Celkova shoda pro U.u. a M.h. je 94,9 %.

14.2

V narodni referen¢ni laboratofi byla provedena srovnavaci studie mezi metodou

stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) v tekutém médiu a metodou

MYCOFAST RevolutioN 2. V této studii byla pouzita metoda stanoveni minimalni

inhibiéni koncentrace (MIC) v tekutém médiu.

Testované kmeny (7 U. urealyticum, 11 U. parvum a 16 M. hominis) byly

referenéni kmeny, klinické kmeny plvodniho typu nebo kmeny se ziskanou

rezistenci. Kazdy kmen byl testovan v fedéni 10°, 10*a 10°CCU/ml v UMMt 3 ml.

Pro hodnoty 10*a 10° CCU/ml byly vysledky odecteny a interpretovany po 24

hodinach inkubace.

Pro hodnoty 10° CCU/ml byly vysledky odecteny a interpretovany po 48 hodinach

inkubace v pfipadé negativniho testu za 24 hodin.

Vysledky obou metod byly interpretovany jako citlivé (S) nebo rezistentni (R)

podle doporuéeni CLSI.

Celkova shoda pro Ureaplasma urealyticum | Ureaplasma parvum je: 95,5 %.

?&I)Ié;)vé shoda pro Mycoplasma hominis pro poméry pfi 10*-10° CCU/ml je: 5 %:
0.

Ureaplasma urealyticum / par- Mycoplasma hominis (n=28)
vum (n=40)
TET DOX MOX LvX ERY TET DOX MOX LvX cu
Shoda
34 38 40 39 40 28 28 28 28 28
ME 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VME 1o 2 0 1a 0 0 0 0 0 0

ME: Velka chyba, VME : Velmi zavazna chyba

a: 1 nesrovnalost pfi 103CCU/ml (MIC referen¢ni hodnoty 0,5 pug/ml), 4
neshody pfi 10°CCU/ml (MIC referenéni hodnoty 0,5 - 1 a 8 ug/ml).

b: 1 nesrovnalost pfi 105 CCU/ml (MIC referenéni hodnoty 8 pg/ml).

¢: 1 neshoda pfi 10* CCU/mI (MIC referenéni hodnoty 8 ug/ml); .1 neshoda pfi
10°CCU/ml (MIC referenéni hodnoty 2 pg/ml).

d: 1 neshoda pfi 10° CCU/mL (MIC referenéni hodnoty 4 pg/mL).

15 - ELIMINACE ODPADU
Odpad by mél byt likvidovan v souladu s hygienickymi predpisy a platnymi
predpisy pro tento druh pfipravku v zemi pouziti.
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