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GEBRAUCHSANWEISUNG

VORGESEHENE VERWENDUNG

Das Prolex™ Extraction Reagent Set, wenn zusammen mit dem Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Reagenzien
verwendet, bietet eine schnelle Plattform zur serologischen Identifizierung beta-hamolytischer Streptokokken, die zu den
Lancefieldgruppen A, B, C, D, F und G gehoéren.

UBERSICHT UND ERKLARUNG

Klinische, epidemiologische und mikrobiologische Studien haben eindeutig bewiesen, dass die Diagnose einer
Streptokokkeninfektion basierend auf klinischen Symptomen immer mikrobiologisch verifiziert werden muss#. Beta-
hamolytische Streptokokken sind die am haufigsten isolierten Humanpathogene in der Gattung Streptococcus. Fast alle
beta-hdmolytischen Streptokokken besitzen spezifische Kohlenhydrat-Antigene (Steptokokkengruppenantigene).
Lancefield zeigte, dass diese Antigene durch Ausfallreaktionen mit homologen Antiseren in I6slicher Form gewonnen und
identifiziert werden kdnnen. Es werden aktuell verschiedene Verfahren zum Extrahieren von Streptokokkenantigenen
verwendet!267.10.11.12 Die Prolex™ Streptococcal Gruppierungsmethode basiert auf der Freisetzung bestimmter Antigene
von Bakterienzellwanden durch Extraktion modifizierter salpetriger Saure. Das extrahierte Antigen in Verbindung mit einer
Latexagglutination bietet eine schnelle, sensible und spezifische Methode zur Identifizierung der Streptokokkengruppen A,
B, C, D, F und G aus Primarkulturschalen.

TESTPRINZIP

Die Gruppierungsmethode des Prolex™ Streptococcal Kit beinhaltet die chemische Extraktion gruppenspezifischer
Kohlehydratantigene mithilfe speziell entwickelter Extraktionsreagenzien mit salpetriger Sdure. Die im Set mitgelieferte
Streptococcal Xtra Extraktionsreagenzien 1 und 2 enthalten eine chemische Substanz zur Extraktion
streptokokkengruppenspezifischer Antigene bei Zimmertemperatur. Extraktionsreagenz 3 enthalt eine
Neutralisationslésung. Die neutralisierten Extrakte kdnnen mithilfe von blauen Polystyrenlatexpartikeln, die mit
gereinigtem gruppenspezifischen Kaninchen-Immunoglobulin sensibilisiert wurden, einfach identifiziert werden. Diese
blauen Latexpartikel agglutinieren sehr stark in Anwesenheit des homologen Antigens und verklumpen nicht, wenn das
homologe Antigen fehlt.

GELIEFERTE MATERIALIEN

Jedes Set enthélt ausreichend Reagenzien fir 150 Extraktionen, geeignet fur die Typisierung mit den Prolex™

Streptococcal Latex Reagenzien PL.031, PL.032, PL.033, PL.034, PL.035 und PL.036. Die Materialien werden

gebrauchsfertig geliefert.

o Extraktionsreagenz 1 (PL.047): Eine Tropfflasche enthalt 8.0 ml des modifizierten Extraktionsreagenz mit 0.098%
Natriumazid als Konservierungsmittel.

o Extraktionsreagenz 2 (PL.048): Eine Tropfflasche mit 8.0 ml modifiziertes Extraktionsreagenz.

o Extraktionsreagenz 3 (PL.049): Eine Tropfflasche enthalt 8.0 ml des modifizierten Extraktionsreagenz mit 0.098%
Natriumazid als Konservierungsmittel.

BENOTIGTE ABER NICHT GELIEFERTE MATERIALIEN
e Latex-Reagenzien (PL.031 - PL.036): Jede Tropfflasche enthalt 3.0 ml blaue Latexpartikel, mit dem gereinigten
Kaninchenantikérpern gegen die Lancefieldgruppen A, B, C, D, F oder G beschichtet sind. Die blauen Latex Partikel
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sind in einer Pufferlésung mit einem pH-Wert von 7.4 suspendiert, die 0.098% Natriumazid als Konservierungsmittel
enthalt.

e Polyvalente Positive Kontrollprobe (PL.040): Tropfflasche enthalt 2.0 ml gebrauchsfertiger polyvalenter Antigene, die
aus deaktivierten Streptokokken der Lancefieldgruppen A, B, C, D, F und G extrahiert wurden. Die Antigene befinden
sich in einem Puffer, dem Natriumazid in einer Konzentration von 0.098% als Konservierungsmittel zugesetzt wurde.

o Testkarten

e Ruhrstédbchen

e Impfése oder Impfnadel

e Pasteurpipetten

e 12 x 75 mm Reagenzglaser

e Timer

HALTBARKEIT UND LAGERUNG
Alle Bestandteile des Satzes sollten bei 2-8°C gelagert werden. Nicht einfrieren. Die unter solchen Bedingungen
gelagerten Reagenzien werden bis zu dem auf dem Produktetikett angegebenen Verfallsdatum haltbar sein.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMARNAHMEN

e nur fur die Verwendung zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

e Die Reagenzien dirfen nach dem auf dem Produktetikett angegebenen Verfallsdatum nicht mehr verwendet werden.

o Einige Reagenzien enthalten geringe Mengen Natriumazid. Natriumazid kann mit Rohrleitungen aus Kupfer oder Blei
explosionsartig reagieren, wenn es sich ansammelt. Obwohl die Natriumazid-Menge in den Reagenzien minimal ist,
sollten groRe Wassermengen verwendet werden, wenn die Reagenzien den Abfluss hinuntergespult werden.

e Bei der Handhabung, Verarbeitung und Entsorgung aller klinischen Proben sollten allgemeingtiltige
Vorsichtsmalinahmen eingehalten werden. Alle Testmaterialen sollten wahrend und nach der Verwendung als
potentiell infektios betrachtet und dementsprechend behandelt und entsorgt werden.

¢ Die in dieser Anweisung genannten Verfahren, Lagerbedingungen, VorsichtsmaRnahmen und Beschrankungen
mussen befolgt werden, um giiltige Testergebnisse zu erhalten.

e Informationen zu Gefahren und Vorsichtsmalinahmen entnehmen Sie bitte den Piktogrammen auf dem Etikett und
den Angaben in der folgenden Tabelle. Bitte beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt im Internet unter www.pro-
lab.com.

Gesundheitsschadlich beim Verschlucken (H302).

Hande und freiliegende Haut nach der Handhabung griindlich waschen (P264).
Inhalt und Behalter sind gemal den 6rtlichen Vorschriften zu entsorgen (P501).

PL.047 Achtung
@ Gesundheitsgefidhrdende Inhaltsstoffe: Natriumnitrit, Methanol

PL.048 Gefahr
@ Gesundheitsgefahrdende Inhaltsstoffe: Essigséaure

Verursacht schwere Veratzungen der Haut und Augenschaden (H314).
Dampfe/Nebel nicht einatmen (P260).
Tragen Sie Augenschutz, Schutzhandschuhe und Schutzkleidung (P280).
BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen. KEIN Erbrechen herbeifiihren (P301+P330+P331).
BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder den Haaren): Kontaminierte Kleidung sofort ausziehen. Haut mit
Wasser spulen (P303+P361+P353).
BEI AUGENKONTAKT: Mehrere Minuten lang vorsichtig mit Wasser spulen. Falls vorhanden und problemlos
mdglich, Kontaktlinsen entfernen. Weiter spulen (P305+P351+P338).
Rufen Sie umgehend eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an (P310).
Inhalt und Behalter sind gemal den 6rtlichen Vorschriften zu entsorgen (P501).

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG DER KULTUREN

Konkrete Verfahren zur Probensammlung und Vorbereitung der Primarkulturen finden sich in handelsiiblichen
Mikrobiologiefachblchern. Es sollte eine frische (18 - 24 Stunden) Kultur auf Blutagar verwendet werden. Ein bis vier
grolRe Kolonien sollten fur die Gruppierung ausreichen; wenn die Kolonien jedoch klein sind, sollten mehr Kolonien (eine
Ose) verwendet werden.
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TESTVERFAHREN

Alle Bestandteile sollten vor der Verwendung Zimmertemperatur besitzen.

1. Resuspendieren Sie die Latexprifreagenzien durch vorsichtiges Wenden der Tropfflaschen, um sicherzustellen, dass
die Latexpartikel ordnungsgemal suspendiert wurden. Nicht verwenden, wenn sich das Latex nicht resuspendiert.

2. Fur jedes zu testende Isolat ein Reagenzglas beschriften.

3. Flgen Sie jedem Reagenzglas 1 Tropfen des Extraktionsreagenz hinzu.

4. Wahlen Sie 1 - 4 beta-hamolytische Kolonien mit einer Einweg-Ose oder -Nadel und tauchen Sie sie in das
Extraktionsreagenz 1. Wenn die Kolonien klein sind, nehmen Sie mehrere gut isolierte Kolonien auf, so dass sich die
Lésung des Extraktionsreagenz 1 triibt. Die Streptokokkenkolonien sollten unter allen Umstanden aus einem Bereich
genommen werden, der die geringste Gefahr einer Kontaminierung mit einem anderen Organismus besitzt.

5. Fugen Sie jedem Reagenzglas 1 Tropfen des Extraktionsreagenz 2 hinzu.

Mischen Sie das Reaktionsgemisch durch sanftes Klopfen auf das Reagenzglas fir 5 bis 10 Sekunden.

7. Geben Sie 1 Tropfen des Extraktionsreagenz 3 in jedes Reagenzglas und mischen Sie das Reaktionsgemisch durch
sanftes Klopfen auf das Reagenzglas fir 5 bis 10 Sekunden.

8. Einen Tropfen des Latexreagenz fur jede Gruppe auf einem Kreis auf separaten Testkarten, die fir jedes zu testende
Isolat markiert sind, verteilen.

9. Geben Sie mit einer Pasteurpipette fur jeden Test einen Tropfen des Extrakts auf das Latexreagenz.

10. Mischen Sie das Latex und das Extrakt mit den mitgelieferten Stabchen und verwenden Sie dabei die gesamte Flache
der Kreise. Fir jeden Testkreis sollte ein neues Stabchen verwendet werden.

11. Karten vorsichtig hin und her bewegen, damit das Gemisch langsam (ber die gesamte Flache des Testrings flieRt.

12. Bis zu eine Minute auf Verklumpung prifen.

o

QUALITATSUBERWACHUNGSVERFAHREN

Das Routinequalitatsiiberwachungsverfahren fiir jede Charge umfasst das Testen der Latex- und Extraktionsreagenzien
mit jeder Streptokokkengruppe A, B, C, D, F und G unter Verwendung der ATCC Stdmme oder deren Aquivalent, wie in
diesem Abschnitt aufgefuhrt. Das Extrakt dieser Stamme verklumpt mit dem homologen Latexreagenz. Die polyvalente
positive Kontrollprobe wird verwendet, um die einzelnen Latexreagenzien zu prifen.

Organismus Lancefield Gruppe Referenz

Streptococcus pyogenes Gruppe A ATCC 19615
Streptococcus agalactiae Gruppe B ATCC 12386
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis | Gruppe C ATCC 12388
Enterococcus faecalis Gruppe D ATCC 19433
Streptococcus sp. Typ 2 Gruppe F ATCC 12392
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis | Gruppe G ATCC 12394

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Positives Ergebnis: Schnelles starkes Verklumpen der blauen Latexpartikel binnen einer Minute mit einem der
Latexreagenzien weist auf die spezifische Identifizierung des Streptokokkenisolats hin. Eine schwache Reaktion mit
einem einzelnen Latexreagenz sollte mit einem schwereren Inokulum wiederholt werden. Der Kontrolltest gilt als positiv,
wenn eine Agglutinierung mit nur einem der Latexreagenzien erfolgt. Abbildung 1 zeigt einen Schemavorschlag fur die
Anordnung der Streptokokken.

Negatives Ergebnis: Kein Verklumpen der Latexpartikel. Wenn Granulatspuren im Testkreis zu sehen sind, so ist der Test
als negativ zu betrachten.

Uneindeutiges Ergebnis: Wenn im Testkreis nach einer Minute schwaches Verklumpen oder eine unspezifische Reaktion
(Zahigkeit) auftritt, sollte der Test mit einer frischen Subkultur wiederholt werden. Wenn nach dem Test das selbe
Ergebnis eintritt, sollte zur Identifizierung des Isolats eine biochemische Prifung durchgefiihrt werden.

Unspezifisches Ergebnis: In seltenen Fallen kann ein Verklumpen bei mehr als einer Gruppe auftreten. In diesem Fall
bitte die Reinheit der fiir den Test verwendeten Kultur prifen. Wenn sie rein wirkt, den Test wiederholen und die
Identifizierung des Isolats mit einem biochemischen Test wiederholen.

GRENZEN DES VERFAHRENS
1. UnvorschriftsmaRiger Gebrauch des Kits oder Entnahme einer inadaquaten Menge der Bakterienkultur kdnnen zu
falschen negativen und falschen positiven Ergebnissen fihren.
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2. Der Satz ist nur fur die Verwendung zur Identifizierung beta-hamolytischer Streptokokken bestimmt. Werden alpha-
oder nicht-hamolytische Streptokokken getestet, sollte die Identifizierung durch biochemische Tests5 9 bestatigt
werden. (Siehe Schemavorschlag fur Gruppierungsstreptokokken).

3. Es sind falsche positive Reaktionen bei Organismen nicht verwandter Gattungen aufgetreten, z. B. Escherichia coli,
Klebsiella oder Pseudomonas®8. Bei diesen ist es wahrscheinlich, dass sie alle Latexreagenzien unspezifisch
verklumpen.

4. Einige Stdmme der Gruppe D Streptokokken querreagieren mit Antiseren der Gruppe G, diese Stdmme werden
mithilfe des Galle-Aesculin-Tests als Gruppe D identifiziert. Einige Bakterienstdmme von Enterococcus faecium und
Streptococcus bovis kénnen nur schwer gruppiert werden.

5. Listeria monocytogenes konnen mit Streptokokkenlatexreagenzien der Gruppen B und G querreagieren. Ein
Katalasetest kann durchgefiihrt werden, um zwischen Listerien, die katalasepositiv sind, und Streptokokken, die
katalasenegativ sind, zu unterscheiden. Es kann eine Gram-Farbung und Motilitatspriifung durchgefiihrt werden, die
der weiteren Differenzierung dient.

6. Einige, typischerweise nicht-hamolytischen Bakterienstdmme von Streptococcus milleri (Streptococcus anginosus)
besitzen A-, C-, F- oder G-Antigene und kénnen mit Strep A, C, F oder G-Latex-Reaktionsmitteln zu einer positiven
Reaktion fiihren. Um diese Organismen zu identifizieren, sollten Sie mit Hilfe von Blutagar die Morphologie erstellen
und biochemische Tests durchflihren.

Abbildung 1. EMPFOHLENE VORGEHENSWEISE ZUR GRUP
PIERUNG VON STREPTOKOKKEN

Frische (18-24 5td), gram-positive Kolonien, isoliert auf Blutagar

Beta-hdmolytisch Alpha-oder nicht-hamolytisch
I Prolex I I Prolex I
- 1 1
Positiv fiir Positiv fiir mehr Uneindeutig Negativ
eine Gruppe als eine Gruppe
Subkultur und Neutest  Testwiederholung
Kolonie isolieren mit starkerer Suspension
und Testwiederholung . )
falls immer noch negativ
! ! Als Nicht-G
Gruppe Gruppe s,Nicht ruppe
ABCoderF G oder D* A.B.C,D,Foder G
I I dokumentieren
Gruppe Biochemische Bestatigung
dokumentieren und Differenzierung fiir » .
Enterococcus falls positiv falls negativ

Biochemische  Als.Nicht-
Identifikation ~ Gruppe A,BC,
D,Foder G"
dokumentieren
Gruppe dokumentieren

Einige Stamme der Gruppe D kreuzreagieren mit Gruppe G AntiseSEren.
[Harvey, C. L. and Mclimurray, M.B (1984) Eur. J. Clinical Microbiol,10,641

GEBRAUCHSEIGENSCHAFTEN

A. Querreaktivitatsstudien:
Das Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit wurde mit 33 ATCC Referenz-Stammen auf Querreaktivitat geprift.
Das Kit konnte erfolgreich alle Streptokokken mit den Lancefield Gruppen A, B, C, D, F und G (N=16) gruppieren.
Beim Prifen anderer Streptokokkenstdmme (n=7) oder anderer nicht-Streptokokken-Organismen (n=10) konnte keine
Querreaktivitat festgestellt werden.

B. Kilinische Leistungsstudien:
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1. Das Prolex™ Streptococcal Grouping Latex wurde im Rahmen eines Vergleichs von flnf handelsiblichen
Streptokokkengruppierungssatzen geprift. Die Studie wurde von S. Davies und anderen im Northern General
Hospital in Sheffield, England, durchgefihrt. Alle Satze wurden mit einer Tafel aus 302 beta-hamolytischer
Streptokokken, die aus 64, 67, 44, 55, 56 und 4 Stammen der Lancefield Gruppen A, B, C, D, G bzw. F bestehen.
Das Ergebnis zeigte, dass 12 der Stamme mit keinem der Satze gruppiert werden konnten. Von den verbliebenen
290 Stammen wurden 286 vom Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit korrekt identifiziert (98.6%). Die
Autoren schliel3en, dass das Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit sich als akkurat und schnell erwiesen hat,
mit einer Sensibilitdt und Spezifizitdt von 99% bzw. 100%. Auflerdem war die durchschnittliche
Agglutinierungszeit bedeutend niedriger als die von drei der anderen vier bewerteten Satze. Daten auf Anfrage
erhaltlich.

2. Eine zweite Leistungsstudie wurde im Health Centre in Ontario, Kanada, durchgefiihrt. In dieser Studie waren 111
Primarkulturen enthalten (110 getestet, eine mangelhaft). Alle Stdmme wurden urspriinglich durch Lancefield
Ausfallreaktionen gruppiert. Die gesamte Gruppe D wurde weiter biochemisch nach dem Galle-Aesculin und
Pyrrolidonyl-Aminopeptidase Prifungsprotokoll biochemisch bestatigt. Die Primarkulturen wurden parallel mit
dem Prolex™ Streptococcal Grouping Kit und einem alternativen Gruppierungssatz geprift. In dieser Studie
stimmten die Ergebnisse von Prolex™ und Lancefield bei 109 der 110 gepriften Isolate Gberein (99.9%), beim
alternativen Satz betrug die Ubereinstimmung mit den Lancefield Ergebnissen 106 von 110 Isolaten (96.3%). Die
110 in der Studie verwendeten Primarisolate beinhalteten 15 der Gruppe A, 40 der Gruppe B, 13 der Gruppe C, 4
der Gruppe D, 11 der Gruppe F, 12 der Gruppe G und 15 nicht gruppierbare Stamme.

VERFUGBARKEIT
Kat-Nr. Beschreibung
PL.031 Gruppe A Latexreagenz
PL.032 Gruppe B Latexreagenz
PL.033 Gruppe C Latexreagenz
PL.034 Gruppe D Latexreagenz
PL.035 Gruppe F Latexreagenz
PL.036 Gruppe G Latexreagenz
PL.040 Polyvalente positive Kontrollprobe
PL.091P Ruhrstabchen
PL.092-48 Testkarten
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