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MAST®ALEX MRSA

RST501

Zamyslené pouziti
Rychly natérovy latexovy test pro detekci penicilin vazajiciho proteinu (penicillin
binding protein 2') a konfirmaci Methicilin Rezistentniho Staphylococcus aureus.

L. POUZE PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO

Slozeni

MAST-ALEX MRSA obsahuje nasledujici komponenty:

1. Extrakéni €inidlo Extraction Reagent 1 (uzavér zelené barvy).
Pfipraveno k pouziti. 1 x 10 ml 0,1M hydroxidu sodného.

2. Extrakéni ¢inidlo Extraction Reagent 2 (uzavér zluté barvy). 1 x 2,4 ml 0,5M
dihydrogenfosforeénanu draselného.

3. Latexové €inidlo Test Latex (uzavér Cervené barvy). Pfipraveno k pouZziti.
1 x 1,2 ml latexovych ¢astic senzibilizovanych anti-PBP2’ monoklonalnimi
protilatkami.

4. Latexové ¢inidlo Control Latex (uzavér bilé barvy). Pfipraveno k pouziti. 1 x 1,2
ml nesenzibilizovanych latexovych ¢astic.

5. 100 michacich ty¢inek k jednorazovému pouziti.

6. 1 baleni 16 reakénich karet s pozicemi pro 6 reakci.

7. Navod k pouziti.

Latexové reagencie obsahuji konzervant 0,08% azid sodny.

Stabilita a skladovani

Skladujte uzaviené pfi 2 az 8 °C do data expirace uvedeného na obalu. Po prvnim
otevieni MAST-ALEX MRSA by mél byt skladovan pfi 2 az 8 °C a mGze byt
pouzivan do data expirace uvedeného na obalu. Nezmrazujte.

Varovani a bezpeénostni opatieni

Pouze pro diagnostické pouziti /n vitro. Dodrzujte schvalend opatfeni tykajici se
biologického nebezpeci a aseptické techniky. Uréeno vyhradné pro profesionalni
pouziti adekvatné proskolenou a kvalifikovanou osobou. Pfed likvidaci sterilizujte
veskery biologicky odpad. Konzervant azid sodny mUze byt pfi poziti toxicky a
mUze reagovat s olovem a médi za vzniku vysoce vybusnych soli. Vzdy likvidujte
proplachnutim velkym mnozstvim vody. Viz bezpeénostni list produktu.

Pozadované materialy, které nejsou soucasti baleni
Standardni mikrobiologické potfeby a vybaveni jako standardni 5ul klicky nebo
sterilni jednorazové mikrobiologické klicky (vnitfni objem 1,5 ul), vodni lazefi nebo
termoblok, mikrocentrifuga nebo stolni centrifuga, malé zkumavky a pipety.

Pracovni postup

A. Pfiprava vzorku

Cerstva kultura mikroorganismu identifikovana v predchozim biochemickém &i
morfologickém testu jako Staphylococcus aureus, tzn. mohou byt pro test pouzity
grampozitivni koagulaza pozitivni koky. Mikroorganismus by mél byt kultivovan na
krevnim agaru nebo jiném vhodném médiu pfi 35 az 37 °C po dobu 18 az 24 hodin.

B. Postup extrakce

1. Pred pouzitim nechejte ¢inidla MAST-ALEX MRSA vytemperovat na pokojovou
teplotu.

2. Do zkumavky pro mikrocentrifugu nebo jiné vhodné plastové zkumavky
pridejte 4 kapky (200 pl) extrakéniho &inidla Extraction Reagent 1.

3. Pomoci standardni sterilni 5pl klicky odeberte dostate¢né mnozstvi bunék, aby
vyplnily vnitfni pramér klicky a diikladné je suspenduijte v pfipravené tekutiné
ve zkumavce. Celkovy objem by mél byt 3 az 5 ul nebo pfiblizné
1,5 x 10- bunék.

Alternativné by mélo byt pouzito 25 az 30 malych (prdmér 0,5 mm) nebo 4 az 5
velkych (primér 2,5 mm) kolonii. PouZijete-li jednorazovou sterilni klicku o
objemu 1,5 pl, odeberte dostateény pocet bunék, aby se klicka naplnila, a
dukladné je suspendujte v pfipravené tekutiné ve zkumavce. Jedenkrat
opakuijte. Dva vnitini objemy klicky/zkumavka = 1,5 x 10 bunék.

4. Uzaviete zkumavku a vlozte ji na 3 minuty do vrouci vodni 14zné nebo
do termobloku nastaveného na 100 °C. Pokud pouzivate termoblok, ujistéte
se, ze zkumavky do néj tésné zapadaji.

5. Vyjméte zkumavku z vodni [azné nebo termobloku a nechte ji vychladnout na
pokojovou teplotu. Dobu chlazeni Ize zkratit, pokud jsou zkumavky umistény
do studené vodni l1azné nebo na led.

6. Po ochlazeni pfidejte do zkumavky 1 kapku (50 ul) extrakéniho ¢inidla
Extraction Reagent 2 a dobfe promichejte.

7. Odstfedujte pfi 1500 g po dobu péti minut nebo ekvivalentné, tj. 3000 rpm v
15cm rotoru nebo 4500 rpm v 4,5¢m rotoru. Alternativné Ize pouzit
mikrocentrifugu po dobu 1 az 5 minut.

8. Ihned po centrifugaci odeberte supernatant a pouzijte jej jako vzorek podle
postupu latexové aglutinace.

Poznamka: Zajistéte, aby vysrazeny material nebyl naru§en nebo pouzit pfi
nasledném postupu latexové aglutinace, protoze by mohlo dojit k nespecifické
aglutinaci.

9. Vzorek Ize skladovat pfi teploté 2 az 8 °C pro pozdéjsi pouziti v ten samy den
nebo pfi teploté minus 70 °C az minus 80 °C pro dlouhodobéjsi skladovani.

U vzork( skladovanych pfi teploté minus 70 °C aZ minus 80 °C se vyhnéte
opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

C. Postup latexové aglutinace

Poznamka: Zajistéte, aby lahvicky s latexovymi ¢inidly mély pokojovou teplotu a
aby se latexova ¢inidla Test Latex a Control Latex pfed pouzitim dostate¢né
protiepala, aby vznikla rovnomérna suspenze piimo pred pouzitim. Poznamka: Pfi
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vicenasobném davkovani drzte lahvi¢ku ve zcela svislé poloze a mezi davkovanim

jednotlivych kapek udélejte malou pauzu. Pfi davkovani nedovolte, aby se ¢inidla

dostala do pfimého kontaktu se vzorkem na reakéni karté. Po pouZziti se ujistéte, ze
jsou vSechny lahvicky s €inidly fadné uzavreny.

1. Pro kazdy testovany vzorek umistéte 50 pl supernatantu do dvou pozic
prfedem oznacené reakéni karty. Do jedné pozice pfidejte jednu kapku (25 pl)
latexového €inidla Test Latex a do druhé pozice pfidejte jednu kapku (25 ul)
latexového &inidla Control Latex.

2. Smichejte supernatant a latexové ¢inidlo v kazdé pozici vzdy pomoci odli§né
michaci tyginky a rozetfete smés po ¢erné ploSe pfislu§né pozice na reakéni
karté. Otacejte natérem ruéné nebo pomoci mechanické michacky po dobu tfi
minut a pozorujte aglutinaci okem.

3. Po tfech minutach polozte reakéni karty na stlil a pozoruijte, zda se v pozicich
objevuji znamky aglutinace. Vysledky zaznamenejte.

Interpretace vysledk

o Pozitivni aglutinaéni reakce pouze s latexovym €inidlem Test Latex a nikoli s
latexovym ¢inidlem Control Latex znamena, ze mikroorganismus obsahuje
PBP2' a mél by byt reportovan jako predpokladany methicillin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA). Stupné pozitivity Ize hodnotit nasledovné:

Silna aglutinace proti ¢irému pozadi. 3+
Aglutinace proti mirné zakalenému pozadi. 2+
Slabé aglutinace proti zakalenému pozadi. 1+
Homogenni bila suspenze bez viditelné aglutinace. -

Negativni reakce s obéma latexovymi ¢inidly Test Latex i Control Latex
znamena, Ze mikroorganismus neobsahuje PBP2' a mél by byt reportovan jako
predpokladany methicilin-senzitivni Staphylococcus aureus (MSSA).

Pokud je zjisténa pozitivni aglutinaéni reakce s latexovym ¢inidlem Control Latex,
mél by byt vysledek testu klasifikovan jako nejednoznaény a opakovan.

Pokud je pouzito pfili§ velké mnozstvi bunék, mohou vzniknout nespecifické
reakce.

Vzorky s nejednoznaénymi vysledky by mély byt testovany znovu. V takovém
pfipadé se ujistéte, ze zahfivani i centrifugace probéhly podle doporu¢eného
postupu. Zahfivani po dobu del$i nez pét minut mdze vést ke snizeni citlivosti.
Zahfivani po dobu jedné minuty nebo krat§i midze vést k nespecifické aglutinaci.
Pokud i pfi opakovaném testovani vzorek vykazuje neur€ity vysledek, méla by
byt pouzita alternativni metoda, nap¥. testovani antimikrobialni citlivosti nebo
polymerazové fetézové reakce (PCR).

o Ve velmi vzacnych pfipadech mize dojit k fale$né negativnimu vysledku, pokud
izolat S. aureus produkuje nizké hladiny PBP2'. Doporucuje se, aby alternativni
postupy testovani antimikrobialni citlivosti byly provadény podle standardnich
metod, napt. podle Clinical and Laboratory Standards Inst. (CLSI®).

Negativni vysledky ziskané pomoci této soupravy by pfi diagnostice infekce
MRSA mély byt brany v ivahu spole¢né s ostatnimi klinicky relevantnimi daty.
Zejména by mélo byt provedeno opakované testovani, pokud v pribéhu infekce
S. aureus prognéza naznacuje selhani Ié¢by apod.

Limitace pouziti

e Testje uréen k nepfimé identifikaci mikroorganismd MRSA. Pozitivni vysledek
mohou vykazovat i jiné mikroorganismy produkujici genovy produkt PBP2'.
Nékteré kmeny mikroorganismd mohou mit nizkou Urover rezistence vici
methicilinu nebo ve vzacnych pfipadech produkuji PBP2' v malém mnozstvi. V
takovych pfipadech je doporu¢eno provést vhodné testovani antimikrobialni
citlivosti.

Methicilin-rezistentni koagulaza negativni stafylokoky (CNS) produkuji PBP2' a
tato souprava dokaze zjistit jeho pfitomnost, avSak Uplna validace
diagnostického pouziti pro CNS zatim nebyla provedena. Proto neni tato
souprava pro pouziti s CNS doporucena.

Existuji i jiné mechanismy rezistence k methicilinu, které tato souprava
nedetekuje, véetné hyperprodukce B-laktamazy (BORSA - borderline oxacillin
resistant Staphylococcus aureus) a jinych pozménénych PBPs (MODSA —
modified Staphylococcus aureus).

Test by nemél byt provadén z primarniho vzorku, jako napfiklad z hemokultury.

Kontrola kvality

Zkontrolujte, zda nejsou patrné znamky poskozeni. Kontrola kvality musi byt
provedena alespori s jednim mikroorganismem pro prikaz pozitivni reakce, a
alespon s jednim mikroorganismem pro priikaz negativni reakce. Nepouzivejte
soupravu, pokud jsou reakce s kontrolnimi mikroorganismy nespravné. Nize
uvedena tabulka predklada prehled vhodnych kontrolnich kmend, které jsou pro
koncového uzivatele snadno dostupné.

Testované mikroorganismy Vysledek
Test Latex Control Latex
Staphylococcus aureus Bez aglutinace Bez aglutinace
ATCC® 25923
Staphylococcus aureus Aglutinace Bez aglutinace

ATCC® 33591 (MRSA)
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