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PROLEX™ EXTRAKTIONSREAGENZIEN ZUR
VERWENDUNG MIT PROLEX™ STREPTOKOKKEN
GROUPING LATEXREAGENZIEN
(fur die Verwendung zur In-vitro-Diagnostik)

PRODUKTCODE PL.046 U K
v CA C €

VORGESEHENE VERWENDUNG

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

UBERSICHT UND ERKLARUNG

Klinische, epidemiologische und mikrobiologische Studien haben ein-
deutig bewiesen, dass die Diagnose einer Streptokokkeninfektion basier-
end auf klinischen Symptomen immer mikrobiologisch verifiziert werden
muss(4). Beta-hamolytische Streptokokken sind die am haufigsten iso-
lierten Humanpathogene in der Gattung Streptococcus. Fast alle beta-
hamolytischen Streptokokken besitzen spezifische Kohlenhydrat-Antigene
(Streptokokkengruppenantigene) Lancefield zeigte, dass diese Antigene
durch Ausfallreaktionen mit homologen Antiseren in I6slicher Form
gewonnen und identifiziert werden kénnen. Es werden aktuell verschie-
dene Verfahren zum Extrahieren von Streptokokkenantigenen verwen-
det (1:2,6,7,10,11,12) " pje 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 streptokokkengruppens-
pezifischer Antigene bei Zimmertemperatur. Extraktionsreagenz 3 enthalt
eine Neutralisationsldsung. Die neutralisierten Extrakte kdnnen mithilfe von
blauen Polystyrenlatexpartikeln, die mit gereinigtem gruppenspezifisch-
en 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 enthalt ausreichend Reagenzien fur 150 Extraktionen, geeig-
net flr 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.

«  Extraktionsreagenz 1(PL.047): Eine Tropfflasche enthalt 8,0 ml des
modifizierten Extraktionsreagenz mit 0,098 % Natriumazid als
Konservierungsmittel.

«  Extraktionsreagenz 2(PL.048): Eine Tropfflasche mit 8,0 ml modifiziertes
Extraktionsreagenz.

«  Extraktionsreagenz 3(PL.049): Eine Tropfflasche enthalt 8,0 ml des
modifizierten Extraktionsreagenz mit 0,098 % Natriumazid als
Konservierungsmittel.

*  Gebrauchsanweisung

Die Bestandteile werden in Sdtzen a 3 Ampullen verkauft.

BENOTIGTE ABER NICHT GELIEFERTE MATERIALIEN

« Blaue Latexreagenzien fur Streptokokken der Gruppen A (PL.031), B
(PL.032), C (PL.033), D (OL.034), F (PL.035) und/oder G (PL.036).

« Polyvalente Positivkontrolle (PL.040) mit polyvalentem Extrakt, das

Antigene von Streptokokken der Gruppen A, B, C, D, F und G enthilt.
+  Testkarten (PL.092-48)
*  Ruhrstabchen (PL.091P)
+  Impfése oder Impfnadel
+  Pasteurpipetten
+ 12x75 mm Reagenzglaser
+  Timer

HALTBARKEIT UND LAGERUNG

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

VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Die Reagenzien durfen nach dem auf dem Produktetikett angegebenen
Verfallsdatum nicht mehr verwendet werden.

2. Einige Reagenzien enthalten geringe Mengen Natriumazid. Natriumazid
kann mit Rohrleitungen aus Kupfer oder Blei explosionsartig reagie-
ren, wenn es sich ansammelt. Obwohl die Natriumazid-Menge in den
Reagenzien minimal ist, sollten grof3e Wassermengen verwendet werden,
wenn die Reagenzien den Abfluss hinuntergespult werden.

3. Das Extraktionsreagenz enthalt einen leicht dtzenden Wirkstoff. Bei
Hautkontakt die betroffene Stelle sofort mit Seife und reichlich Wasser
auswaschen. Wenn das Reagenz in Kontakt mit den Augen kommt, mind-
estens 15 Minuten mit Wasser aussplen.

4. Bei der Handhabung, Verarbeitung und Entsorgung aller Materialien, die
zur Durchfiihrung des Tests verwendet werden sollten allgemeinglltige
VorsichtsmaBnahmen eingehalten werden.

5. Die Reagenzien sind nur fir die Verwendung zur In-vitro-Diagnostik
bestimmt.

6. Die in dieser Anweisung genannten Verfahren, Lagerbedingungen,
VorsichtsmaBnahmen und Beschrankungen mussen befolgt werden, um
gultige Testergebnisse zu erhalten.

PROBENENTNAHME UND VORBEREITUNG DER KULTUREN

Konkrete Verfahren zur Probensammlung und Vorbereitung der
Primérkulturen finden sich in handelstblichen Mikrobiologiefachbiichern.
Es sollte eine frische (18 - 24 Stunden) Kultur auf Blutagar verwendet werden.
Ein bis vier groBBe Kolonien sollten fir die Gruppierung ausreichen; wenn
die Kolonien jedoch klein sind, sollten mehr Kolonien (eine Ose) verwendet
werden.

TESTVERFAHREN

Alle Bestandteile sollten vor der Verwendung Zimmertemperatur besitzen.

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

2. Fur jedes zu testende Isolat ein Reagenzglas beschriften.

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

4. Wahlen Sie 1 - 4 beta-hdmolytische 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 Losung des Extraktionsreagenz 1 tribt. 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.

6. Mischen Sie das Reaktionsgemisch durch sanftes Klopfen auf das

Reagenzglas fur 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 fur 5 bis 10 Sekunden.

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

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

10. Mischen Sie das Latex und das Extrakt mit den mitgelieferten Stébchen
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
Uber die gesamte Flache des Testrings flieBt.

12. Bis zu eine Minute auf Verklumpung prifen.

QUALITATSUBERWACHUNGSVERFAHREN

Das Routinequalitatsiberwachungsverfahren fiir jede Charge umfasst das
Testen der Latex- und Extraktionsreagenzien mit jeder Streptokokkengruppe
A, B, C, D, F und G unter Verwendung der ATCC Stamme oder deren
Aquivalent, wie in diesem Abschnitt aufgefiihrt. Das Extrakt dieser Stimme
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. Gruppe C ATCC 12388
equisimilis

Enterococcus faecalis Gruppe D ATCC 19433
Streptococcus sp. Typ 2 Gruppe F ATCC 12392
Streptococcus dysgalactiae Subsp. Gruppe G ATCC 12394
equisimilis

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 wie-
derholt werden. Der Kontrolltest gilt als positiv, wenn eine Agglutinierung
mit nur einem der Latexreagenzien erfolgt. Abbildung 1 zeigt einen
Schemavorschlag fir 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 (Zdhigkeit) auftritt, sollte der
Test mit einer frischen Subkultur wiederholt werden. Wenn nach dem Test
das selbe Ergebnis eintritt, sollte zur Identifizierung des Isolats eine bioche-
mische Priifung durchgefiihrt werden.

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

1.

UnvorschriftsméBiger Gebrauch des Kits oder Entnahme einer inada-
quaten Menge der Bakterienkultur kdnnen zu falschen negativen und
falschen positiven Ergebnissen fuihren.

Der Satz ist nur fur die Verwendung zur Identifizierung beta-hamo-
lytischer Streptokokken bestimmt. Werden alpha- oder nicht-hdmo-
lytische Streptokokken getestet, sollte die Identifizierung durch bio-
chemische Tests (5, 9) bestétigt werden. (Siehe Schemavorschlag fur
Gruppierungsstreptokokken).

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

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

Listeria monocytogenes kénnen mit Streptokokkenlatexreagenzien
der Gruppen B und G querreagieren. Ein Katalasetest kann durch-
gefuhrt werden, um zwischen Listerien, die katalasepositiv sind, und
Streptokokken, die katalasenegativ sind, zu unterscheiden. Es kann eine
Gram-Féarbung und Motilitatsprifung durchgefiihrt werden, die der weit-
eren Differenzierung dient.

Einige, typischerweise nicht-hdmolytischen Bakterienstamme 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 fuhren. Um diese Organismen zu identifi-
zieren, sollten Sie mit Hilfe von Blutagar die Morphologie erstellen und
biochemische Tests durchfiihren.

GEBRAUCHSEIGENSCHAFTEN

A:

Querreaktivitatsstudien:

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

Klinische Leistungsstudien:

Das Prolex™ Streptococcal Grouping Latex wurde im Rahmen eines
Vergleichs von funf handelstblichen Streptokokkengruppierungssatzen
gepruft. Die Studie wurde von S. Davies und anderen im Northern
General Hospital in Sheffield, England, durchgefiihrt. Alle Satze wurden
mit einer Tafel aus 302 beta-hdamolytischer 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
Sétze gruppiert werden konnten. Von den verbliebenen 290 Stammen
wurden 286 vom Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit korrekt iden-
tifiziert (98,6 %). Die Autoren schlieBen, dass das Prolex™ Streptococcal
Grouping Latex Kit sich als akkurat und schnell erwiesen hat, mit einer
Sensibilitdt und Spezifizitdt von 99 % bzw. 100 %. AuBerdem war die
durchschnittliche Agglutinierungszeit bedeutend niedriger als die von
drei der anderen vier bewerteten Satze. Daten auf Anfrage erhéltlich.

Eine zweite Leistungsstudie wurde im Health Centre in Ontario, Kanada,
durchgefuhrt. In dieser Studie waren 111 Primarkulturen enthalten
(110 getestet, eine mangelhaft). Alle Stamme wurden urspringlich
durch Lancefield Ausféllreaktionen gruppiert. Die gesamte Gruppe D
wurde weiter biochemisch nach dem Galle-Aesculin und Pyrrolidonyl-
Aminopeptidase Prifungsprotokoll biochemisch bestatigt. Die
Priméarkulturen 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 Uberein (99.9 %), beim alternativen Satz betrug die
Ubereinstimmung mit den Lancefield Ergebnissen 106 von 110 Isolaten
(96,3 %). Die 110 in der Studie verwendeten Primdrisolate 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.
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Abbildung 1. EMPFOHLENE VORGEHENSWEISE ZUR GRUP PIERUNG VON
STREPTOKOKKEN

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

Beta-hamolytisch Alpha-oder nicht-hdmolytisch
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* EINIGE STAMME DER GRUPPE D KREUZREAGIEREN MIT GRUPPE G ANTISEREN. [HARVEY, C. L.

AN

D MCLLMURRAY, M.B (1984) EUR. J. CLINICAL MicroBIOL,10,641].

PL.047

Achtung

Gefahrdender Bestandteil: Natriumnitrit
Gesundheitsschédlich beim Verschlucken. Sehr giftig
fur Wasserorganismen.

&

Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder
rauchen.Nach Gebrauch Hande griindlich waschen. Verschiittete Mengen auf-
nehmen. BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM/
Arzt anrufen. Entsorgung des Inhalts/Behalters entsprechend den ortlichen/
regionalen/nationalen/internationalen Vorschriften.

PL.048

Gefahr
L) Gefihrdender Bestandteil: Essigsdure

Kann gegentiiber Metallen korrosiv sein.Verursacht schwere Verat-
zungen der Haut und schwere Augenschéden.

Schutzhandschuhe tragen. Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Empfohlen:
Schutzbrille mit Seitenschutz. Schutzkleidung tragen. Empfohlen: Laborkit-
tel. Nur im Originalbehalter aufbewahren. BEI EINATMEN: Die betroffene
Person an die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die das
Atmen erleichtert. Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen. BEI VER-
SCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen. KEIN Erbre-
chen herbeifiihren. BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle kon-
taminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/
duschen. Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen. BEI KONTAKT MIT
DEN AUGEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen. Entsorgung
des Inhalts/Behalters entsprechend den &rtlichen/regionalen/nationalen/in-
ternationalen Vorschriften.

PL.049

Achtung
Verursacht schwere Augenreizung.Verursacht Hautreizungen.

Schutzhandschuhe tragen. Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Empfohlen:
Schutzbrille mit Seitenschutz. Nach Gebrauch Hande griindlich waschen. BEI
KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser aus-
spulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen.
Weiter aussptilen.

B=F< § k

= Hersteller

= Autorisierter Reprdsentant in der
Europdischen Gemeinschaft

= Enthalt genuagend (Material) fiir (n) Tests
= Medizinprodukt fur die in vitro Diagnostik.
= Temperaturbegrenzung

= Beachten Sie die Gebrauchsanleitung

Bei diesen Anleitungen handelt es sich um eine Fachiibersetzung der
englischen Originalversion. Bei Unklarheiten oder offensichtlichen
Abweichungen wenden Sie sich bitte an Pro-Lab..
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