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Pouziti
Rychly latexovy test pro detekci penicilinu vazajiciho proteinu 2' a potvrzeni
Staphylococcus aureus rezistentniho na methicilin.

POUZE PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO
Obsah

MAST®ALEX MRSA obsahuje nasledujici komponenty:
1. Extrakéni ¢inidlo 1 (zelené zbarvené vicko). Pfipraveno k pouziti. 1 x 10
ml
0,1M hydroxid sodny.
2. Extrakéni inidlo 2 (Zluté vicko).
1 x 2,4 ml 0,5M dihydrogenfosfore¢nanu draselného.
3. Testovaci latex (Cervené zbarvené kloboucek). Pfipraveno k
pouziti. 1 x 1,2 ml latexovych &astic senzibilizovanych
monoklonalnimi protilatkami anti-PBP2'.
Kontrolni latex (bila kSiltovka). Pfipraveno k pouziti. 1 x 1,2 ml
nesenzibilizovanych latexovych ¢astic.
100 jednorazovych michacich tyginek.
1 baleni 16 reakénich karet na Sesti mistech.
7. Navod k pouZiti.
Latexova €inidla obsahuji 0,08 % azidu sodného jako konzervaéni latku.
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Stabilita a skladovani

Skladuijte neoteviené pfi teploté 2 az 8(1C az do data spotfeby uvedeného
na Stitku obalu. Po otevieni by mél byt MAST®ALEX MRSA skladovan pfi
teploté 2 az 8 °C a muze byt pouzivan az do data spotfeby uvedeného na
etiketé. Nezmrazujte cinidla.

Upozornéni a bezpe¢nostni opatieni

Pouze pro diagnostické pouZit/i in vitro. Dodrzujte schvalena opatieni
tykajici se biologického nebezpeci a aseptické techniky. Smi jej pouzivat
pouze adekvatné vyskoleny a kvalifikovany laboratorni personal. Pfed
likvidaci sterilizujte veSkery biologicky nebezpecny odpad. Konzervacni latka
azidu sodného muZze byt pfi poziti toxicka a mize reagovat s olovem a médi
za vzniku vysoce vybusnych soli. Vzdy zlikvidujte proplachnutim, aby se
vypustilo velké mnoZstvi vody. Viz bezpecnostni list produktu.

Pozadované, ale neposkytnuté materialy

Standardni mikrobiologické potfeby a vybaveni jako jsou standardni 501
smycky nebo sterilni jednorazova mikrobiologicka smycka (vnitfni objem 1,5
uA), wapv( modvi lazeh nebo topny blok, mikrofugova nebo stolni
odstfedivka, malé zkumavky a pipety.

Procedura

A. Ptiprava vzorku

PFi zkousSce by se mély pouzit Cerstvé kultury organismu dfive
identifikovanych biochemickymi a morfologickymi testy jako Staphylococcus
aureus, tj. grampozitivni, koagulaza pozitivni koky. Organismy by mély byt
péstovany na krevnim agaru nebo jiném vhodném médiu pfi teploté 35 az 37 °
C po dobu 18 az 24 hodin.

B. Postup extrakce

1. Pred pouzitim nechte ¢inidla MAST®ALEX MRSA vyrovnat
na pokojovou teplotu.

2. Davkuijte 4 kapky (200 p) extrakéniho €inidla 1 do zkumavky pro
mikrofugy nebo jiné vhodné plastové zkumavky.

3. Pomoci standardni sterilni smy¢ky o objemu 5 p A odeberte dostatek
bunék, abyste vyplnili
vnitfniho prdméru a dikladné je zavésit v kapaliné. Celkovy objem by
mél byt 3 az 5 pi nebo priblizné 1,5 x 109 bunék. Alternativné by se
meélo pouzit 25 az 30 malych (prdmér 0,5 mm) nebo 4 az 5 velkych
(primér 2,5 mm). Pokud pouzivate jednorazovou sterilni smycku o
objemu 1,5 p A, odeberte dostatecny poCet bunék k vypInéni smycky a
ddkladné je zavéste v tekutiné. Opakujte podruhé. Dva vnitfni objemy
smycky/trubice ~ 1,5 x 109 ¢lanku.

4. Zkumavku uzavfete a vloZte na 3 minuty do vrouci vodni Iazné nebo
topného bloku nastaveného na 100 °C. Pokud je pouzit topny blok,
ujistéte se, Ze trubky tésné zapadaiji do bloku.

5. Vyjméte trubici z vodni l14zné nebo topného bloku a nechte vychladnout
na pokojovou teplotu. Doba chlazeni mize byt zkracena, pokud jsou
trubky umistény ve studené vodni Iazni nebo na ledu.

6. Po vychladnuti pfidejte do zkumavky 1 (50 p 1) kapku extrakéniho
¢inidla 2 a dobfe promichejte.

7. Odstredujte pfi 1500 g po dobu péti minut nebo ekvivalentu, tj. 3000
otacek za minutu v rotoru o prdmeéru 15 cm nebo 4500 otacek za
minutu v rotoru o praméru 4,5 cm. Alternativné Ize pouzit mikrofug po
dobu 1 az 5 minut.

8. Supernatant se odstrani ihned po odstfedéni a pouzije se jako
zkuSebni vzorek v postupu latexové aglutinace.

Poznamka: - Zajistéte, aby vysrazeny material nebyl naruSen nebo
pouzit v procesu aglutinace, protoze by mohlo dojit k nespecifické
aglutinaci.

9. Zku$ebni vzorek muze byt skladovan pfi teploté 2 az 8 °C pro pozdé&jsi
pouziti jesté ten den nebo skladovan pfi teploté minus 70 az minus 80
°C pro dlouhodobé skladovani. U vzorku skladovanych pfi teploté minus
70 az minus 80 °C se vyvarujte opakovaného zmrazovani a
rozmrazovani.
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C. Postup latexové aglutinace

Poznamka: - Ujistéte se, Ze lahvicky s latexovymi €inidly jsou ohfaté na

pokojovou teplotu a Ze testovaci a kontrolni latexova €inidla jsou pred

pouzitim dostate¢né protfepana, aby se vytvofila rovnomérna suspenze
pfimo pfed pouzitim. Poznamka: - pfi vicenasobném davkovani drzte
lahvicku ve zcela svislé poloze a mezi davkovacimi kapkami udélejte malou
prestavku. Nedovolte, aby se &inidla béhem davkovani dostala do pfimého
kontaktu se vzorkem na reakéni karté. Po pouziti se ujistéte, Ze jsou vSechny
lahve s reagenciemi bezpe¢né uzavreny.

1. Pro kazdy testovany vzorek umistéte 50 u A supernatantu do dvou
kruht pfedem oznacené testovaci karty. Do jednoho kruhu pfidejte
jednu kapku (25 p 1) testovaciho latexu a do druhého kruhu pfidejte
jednu kapku (25 p 1) kontrolniho latexu.

2. Smichejte supernatant a latex dohromady na kazdé jamce pomoci
samostatnych michacich ty€inek, jak je uvedeno, a smés rozetfete pres
¢erné kolecko na reakéni karté. Otacejte sklickem ruéné nebo pomoci
mechanického michaciho stolu po dobu tfi minut a pozorujte aglutinaci
okem.

3. Po tfech minutach polozte reakéni karty na lavici a pozorujte kruhy,
zda nevykazuji znamky aglutinace, a zaznamenejte vysledky.

Interpretace vysledku

e Pozitivni aglutinacni reakce pouze s testovacim latexem a nikoli s
kontrolnim latexem znamena, Ze organismus obsahuje PBP2' a mél by
byt hlasen jako pfedpokladany methicilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (MRSA). Stupné pozitivity Ize hodnotit nasledovné:

Silna aglutinace na jasném pozadi. 3+
Aglutinace na mirné zakaleném pozadi. 2+
Mirna aglutinace na zakalenem pozadi. 1+
Homogenni bila suspenze bez viditelné aglutinace. -

Negativni reakce na testovaci i kontrolni latex naznacuje, Ze
organismus neobsahuje zadny PBP2' a méla by byt hlaSena jako
predpokladany methicilin-citlivy Staphylococcus aureus (MSSA).

Pokud je u kontrolniho latexu pozorovana pozitivni aglutinaéni reakce,
mél by byt test klasifikovan jako neurcity a opakovan

Pokud je mnozZstvi pouZzitych bunék pfili§ velké, muze dojit k nespecifickym
reakcim.

Neurcité vysledky by mély byt znovu testovany. Pfitom zajistéte, aby byly
dodrzeny kroky ohfevu a odstfedovani tak, jak je uvedeno v postupu.
Zahfivani po dobu del$i nez pét minut muze vést ke snizeni citlivosti a
zahfivani po dobu jedné minuty nebo méné muize vést k nespecifické
aglutinaci. Pokud pfi opakovaném testovani vzorek stale poskytuje
neurcity vysledek, méla by byt pouzita alternativni metoda, napf.
antimikrobialni citlivost nebo testovani polymerazovou fetézovou reakci
(PCR).

Ve velmi vzacnych pfipadech mize dojit k faleSné negativnim

vysledkim, pokud izolat S. aureus produkuje nizké hladiny PBP2'.
Doporuéuje se, aby alternativa

postupy citlivosti na antimikrobialni latky by mély byt provadény podle
standardnich metod, napf. Clinical and Laboratory Standards Inst. (CLSIO).
Negativni vysledky ziskané s touto soupravou by mély byt brany v dvahu
spolu s dalSimi klinicky relevantnimi tdaiji pfi diagnostice infekce MRSA.
Opakované testovani by mélo byt provedeno zejména v pfipadg, ze v
prabéhu infekce S. aureus prognéza naznacuje selhani lécby atd.

Omezeni pouziti

o Test je urcen pro predpokladanou identifikaci MRSA organismu. Jiné
organismy produkujici genovy produkt PBP2 mohou také poskytnout
pozitivni vysledek.

Nékteré kmeny organismd mohou mit nizkou Uroven rezistence na
methicilin nebo ve vzacnych pfipadech produkovat PBP2' v malych
mnozstvich. Pro takové pfipady se doporucuje vhodné testovani
antimikrobialni citlivosti.

Methicilin-rezistentni koagulédza negativni stafylokoky (CNS) produkuji
PBP2' a tato souprava detekuje jeho pfitomnost, ale nebyla provedena
uplna validace jeho diagnostického pouziti pro CNS. Proto se nedoporucuje
pouzivat s CNS.

Existuji dalsi mechanismy rezistence na methicilin, které nejsou
detekovany touto soupravou, véetné hyperprodukce B-laktamazy (BORSA
— hrani¢ni oxacilin rezistentni Staphylococcus aureus) a dalSich
pozménénych PBP (MODSA — modifikovany Staphylococcus aureus).

e Test by nemél byt provadén na pfimém vzorku, jako je hemokultura.
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Kontrola kvality

Zkontrolujte, zda nejevi znamky poskozeni. Kontrola kvality musi byt
provadéna alespon u jednoho organismu, aby se prokazala pozitivni reakce,
a alespon u jednoho organismu, aby se prokazala negativni reakce. Pfipravek
nepouzivejte, pokud jsou reakce s kontrolnimi organismy nespravné. Nize
uvedeny seznam ilustruje fadu kmenu pro fizeni vykonu, které mGze koncovy
uZivatel snadno ziskat.

Testovaci organismy Vysledek
Testovaci latex Kontrolni latex
Staphylococcus aureus Ne Ne
ATCCO 25923 aglutinace aglutinace
Staphylococcus aureus Aglutinace Zadna
ATCCO 33591 (MRSA) aglutinace
Odkazy MAST o g e acvonns

znémka ATCC je ochrannd zndamka
amerického
Typ Culture Collection, Manassas, Virginie, USA

Bibliografie je k dispozici na vyzadani.



