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MASTALEX ™ MRSA

RST501. Rychly latexovy test na slidech pro detekci
proteinu 2' véZictho penicilin a pro konfirmaci Methicilin
rezistentntho  zlatého  stafylokoka  (Staphylococcus

aureus).
Pouziti pouze pro in vitro diagnostiku

OBSAH

MASTALEX ™ - MRSA obsahuje ndsledujici
komponenty:

1.Extrakéni Reagencie 1 (zelené vicko). Pfipravena k
pouziti. 1 x 10 ml 0,IM hydroxidu sodného.
2. Extrakéni Reagencie 2 (zluté vicko).

1 x 2,4 ml 0,5M dihydrogenfosfore¢nanu draselného.

3. Testovaci Latex (¢ervené vicko). Pfipraven k pouZiti.

1 x 1,2 ml latexovych ¢astic senzibilizovanych anti-PBP2'
monoklondlnimi protildtkami.

4. Kontroln{ Latex (bilé vicko). Pfipraven k pouZiti.

1 x 1,2 ml nesenzitizovanych latexovych ¢4stic.

5. 100 jednordzovych michadylek

6. 1 baleni po 24 4 jamkovych reakénich karet (slida).

7. Néavodu k pouZiti.

Latexové reagencie obsahuji 0,08% azidu sodného jako
konzervaéniho prostredku.

STABILITA A SKLADOVANI

Neoteviené skladujte pii 2-8 ° C do data expirace
uvedeného na $titku.

Po otevieni by mél byt MASTALEX ™ MRSA
skladovan pfi teploté 2-8 © C a miZe byt pouzivan aZ do
uplynuti doby pouZitelnosti vyznacené na obalu.
Reagencie nezmrazujte.

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Pouziti pouze pro in vitro diagnostiku. DodrZujte
bezpecnostni opatfeni schvalenych biologicky
nebezpecnych a aseptickych technik. Souprava by méla
byt pouzivdna pouze fadné¢ vyskolenym a kvalifikovanym
persondlem laboratote. Pted likvidaci sterilizujte v§echny
biologicky nebezpec¢né odpady. Konzervant azid sodny
muiZe byt pfi poziti toxicky a miZe reagovat s olovem a
meédi a vytvafet vysoce explozivni soli. VZdy se odpadu
zbavujte splachovéni do kanalizace s velkym mnoZstvim
vody. Viz. bezpecnostn{ list.

POZADOVANY ALE NEDODAVANY MATERIAL
Standardni mikrobiologické zasoby a vybaveni jako jsou
standardni 5Sul klicky nebo sterilni jednordzové
mikrobiologické klicky (vnitini objem 1,5ul), varnd
vodni ldzent nebo topny blok, mikrofuga nebo stolni
centrifuga, malé zkumavky a pipety.

POSTUP

A.Piiprava vzorku

V testu by mély byt pouzity Cerstvé kultury organismi
drive identifikovanych biochemickymi a morfologickymi
testy jako napf. Staphylococcus aureus, Gram pozitivni,
koaguldza pozitivni koky. Organismy by mély byt
pestovany na krevnim agaru nebo jiném vhodném médiu
pii 35-37 ° C po dobu 18-24 hodin.

B.Extrakéni postup
1. Pfed pouzitim nechte reagencie MASTALEX™

MRSA  vytemperovat na  pokojovou teplotu.
2. Kapnéte 4 kapky (200ul) extrakéni reagencie 1 do
mikrozkumavky nebo jiné vhodné plastové zkumavky.
3. Za pouziti standardni 5Spl sterilni klicky, vezméte
dostate¢né mnoZstvi bunék k vyplnéni vnitiniho priméru
klicky a dikladné je suspendujte v tekuting€. Celkovy
objem by mél byt 3-5ul nebo piiblizné 1,5 x 10° bunék.
Eventudlné by mélo byt pouZito 25-30 malych kolonif (o
pruméru 0,5mm) nebo 4-5 velkych kolonif (o priméru
2,5mm). Pokud pouzivate 1,5pl jednordzové sterilni
klicky, odeberte dostate¢ny pocet bun¢k k vyplnéni
klicky a ddkladné je suspendujte v tekuting.
Opakujte podruhé. Dva vnitin{ objemy klicky / zkumavky
jsou = 1,5 x 10° bungk.

4. Zavickujte zkumavku a umistéte ji do varné vodni
14zné nebo topného bloku pfi 100 ° C na 3 minuty. Pokud
pouZzivite topny blok, zajistéte, aby zkumavky pifesné
pasovaly do bloku.

5. Vyjméte zkumavky z vodni lazn¢ nebo topného bloku
a nechte je vychladnout na pokojovou teplotu. Doba
ochlazovani muiZe byt zkrdcena, pokud jsou zkumavky
umistény ve studené vodni ldzni nebo na ledu.
6. Po vychladnuti pfidejte do zkumavky 1 (50ul) kapku
extrakéni reagencie 2 a dobie promichejte.

7. Centrifugujte pii 1500 g po dobu 5 minut, nebo
ekvivalentné, tj. pfi 3000 rpm na 15 cm rotoru nebo 4500
rpm na 4,5 cm rotoru. Eventudlné miZe byt pouzita
mikrofuga po dobu 1-5 minut.

8. Odstraiite supernatant ihned po centrifugaci a pouZijte
ho jako testovaci vzorek v latexaglutinaénim postupu.
Poznamka: - Ujistéte se, Ze vysraZzeny materidl neni
narusen a piipadné i pouZit v aglutinaénim postupu, -
hrozi riziko nespecifické aglutinace.

9. Vzorek mize byt uchovavan pii teploté 2-8 ° C pro
pozdéjsi vyuziti v dany den nebo jej skladuje
dlouhodobgji pti teploté¢ -70 az -80 ° C. U vzorkl
skladovanych pii -70 az -80 ° C se vyvarujte
opakovaného zmrazovéni a rozmrazovani.

C. Latexovy aglutinaéni postup

Poznamka: - Ujistéte se, Ze latexové reagencie jsou
zaht'dté na pokojovou teplotu a Ze testovaci a kontrolni
latexové reagencie jsou pfed pouZitim dostatecné
promichény, aby bezprostfedné pted timto pouZitim byla
suspenze homogenni.

Poznamka: - pifi vicendsobném davkovani drzte 1dhev
zcela ve svislé poloze a lehce pauzujte mezi davkovanim
kapek. Zabraiite, aby reagencie pfisly pii ddvkovani do
piimého kontaktu se vzorkem na reakénich kartich. Po
pouZiti zajistéte, aby vSechny lahvicky s reagenciemi
byly bezpe¢né uzavieny.

1. U kazdého vzorku, ktery ma byt testovan, dejte 50 pl
supernatantu  do dvou krouzkd pfedznacenych na
testovaci karté. Do jednoho krouzku pfidejte 1 kapku
(25ul) Test Latexu a do druhého krouzku pridejte jednu
kapku (25ul) Kontrolniho Latexu.

2. Smichejte dohromady supernatant a latex v kazdé
jamce pomoci samostatnych michadylek, jak je uvedeno,
a rozprostfete smés v cerném kruhu na reakéni karté.
Michejte slidem ru¢né nebo za pomoci mechanického
michadla po dobu 3 minut a sledujte okem aglutinaci.




3. Po tfech minutich umistéte reak¢ni karty na stil a
sledujte vznik pifipadné aglutinace v Cernych kruzich,
zaznamenejte vysledky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

» Pozitivni aglutinacni reakce pouze s Test Latexem a
nikoli s Kontrolnim Latexem znamend, Ze organismus
obsahuje PBP2' a mél by byt vyhodnocen jako meticilin-
rezistentni  Staphylococcus aureus (MRSA). Stupné
pozitivity mohou byt uddvany takto:

KONTROLA KVALITY

Zkontrolujte zndmky poskozeni. Kontrola kvality musi
byt provedena alespoi na jednom organismu, u kterého
byla prokdzdna pozitivni reakce a alespoil na jednom
organismu, u kterého byla prokdzdna negativni reakce.
NepouZivejte vyrobek, pokud jsou reakce s kontrolnimi
organismy chybné. NiZe uvedeny seznam ukazuje souhrn
kontrolnich kmend, které miZe koncovy uzivatel snadno
ziskat.

Testovany Vysledek

Silnd aglutinace proti jasnému pozadi 3+ organismus Test Latex Kontroln{ latex
Aglu’tmace .pI”Otl mirné Zakaler{emu poza(,h 2+ Staphylococcus Z4dnd Zadnd
Slabd aglutinace proti zakalenému pozadi 1+ aureus aclutinace aelutinace
Homogenn{ bild suspenze bez viditelné aglutinace - ATCC® 25923 & &

Staphylococcus 5
» Negativni reakce s Test Latexem i Kontrolnim Latexem aureus Aglutinace Zadna
naznaduje, Ze organismus neobsahuje 74dny PBP2' a mél ATCC® 33591 aglutinace
by byt vyhodnocen jako meticilin-citlivy Staphylococcus (MRSA)
aureus (MSSA).
e Je-1i pozitivni aglutina¢ni reakce vidéna u Kontrolniho
Latexu, test by mél byt klasifikovan jako neurcity a mél LITERATURA

by se opakovat.

* K nespecifické reakci miiZze dojit v piipade, Ze je pfilis
velké mnoZstvi pouZitych bunék.

¢ Neurcité vysledky by mély byt znovu testovdny. Je
tieba zajistit, aby kroky pfi zahi{vani a centrifugaci byly
dodrZovény tak, jak je uvedeno v postupu. Ohiivani delsi
nez 5 minut, muze vést ke sniZeni citlivosti a ohfivani po
dobu 1 minuty nebo méné, mize vést k nespecifické
aglutinaci.

Pokud opakované testovani vzorku stile davd neurcity
vysledek, méla by byt pouZita jako alternativni metoda
napf. antimikrobidlni testovani citlivosti nebo testovani
pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR).

e Ve velmi vzacnych piipadech mize byt vysledek
falesné negativni, pokud izolovany S. aureus produkuje
nizké hladiny PBP2'. Doporucuje se, Ze alternativni
postupy napf. antimikrobidln{ testovanf citlivosti, by mély
byt provedeny podle standardnich postupti napf. Clinical
and Laboratory Standards Inst.. (CLSI®).

e Negativni vysledky ziskané timto kitem by mély byt
povaZovany za shodné s jinymi klinicky relevantnimi
daty pfi diagnostice infekce MRSA. Predevsim je tifeba
provést test znovu, pokud v pribéhu infekce S.aureus
prognéza ukazuje selhani 1écby apod.

OMEZEN{ POUZIT{

Test je uréen pro pravdépodobnou identifikaci organisma
MRSA. Jiné organismy produkujici PBP2' mohou
rovnéz poskytnout pozitivni vysledek.
* Nékteré kmeny organismti mohou mit nizkou droven
meticilinové rezistence nebo ve vzdcnych piipadech
produkuji PBP2' v malém mnoZstvi. V takovychto
pfipadech  se  doporuCuje  provadét  testovani
antimikrobidlni citlivosti.

¢ Meticilin-rezistentni koaguldza negativni stafylokoky
(CNS) produkuji PBP2' a tento kit detekuje jeho
pfitomnost, avSak plnd validace jeho diagnostického
vyuZiti pro CNS nebyla provedena. Tato souprava se tedy
nedoporucuje pro testovani CNS.

* Existujf dal$i mechanismy meticilinové rezistence, které
nejsou detekovany timto kitem, vcetné hyperprodukce
B-laktamazy (BORSA - borderline oxacillin resistant
Staphylococcus aureus) a ostatnich pozménénych PBPs
(MODSA - modified  Staphylococcus  aureus).
* Test by nemél byt provadén na vzorku krevni kultury.

Literatura je k dispozici na vyzaddéni.
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