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MICROBIOLOGISTS

AMPLIRUN® TOTAL GASTROINTESTINAL
BACTERIAL PANEL CONTROL (STOOL)

Fiir die In-vitro-Diagnostik

MBTCO021: Eine Gruppe von sechs geldaufigen gereinigten
pathogenen enterischen Bakterien, die inaktiviert wurden, um
nicht infektids zu sein und die so zusammengesetzt sind, dass
sie Stuhlproben nachahmen. Tabelle 1 listet Stamme und
Ndhrmedien auf, die fiir jede in dieser Kontrolle enthaltene
Bakterie verwendet werden. Dieser Kit dient zur Validierung
und Kontrolle der Probenverarbeitung, -amplifikation und -
nachweis in Nukleinsdure-Assays, die auf der molekularen
Identifizierung von gastrointestinalen Bakterien basieren und
das Produkt als externe Verlaufskontrolle verwenden.

EINLEITUNG:

Die bakterielle Gastroenteritis ist eine weltweit verbreitete
Krankheit, die jedes Jahr Millionen von Menschen tétet. Sie ist
in der Regel die Folge von Lebensmittelvergiftungen und
unzureichender sanitdrer Anlagen und Wasserhygiene. Die
typischen  Symptome sind Erbrechen, Durchfall und
Bauchbeschwerden. Die Identifizierung des atiologischen
Wirkstoffs der bakteriellen Gastroenteritis durch
konventionelle  Diagnoseverfahren wie  Kulturen und
Mikroskopie ist mihsam und zeitaufwendig. Ein groRer Vorteil
molekularer Methoden ist die verkiirzte Nachweiszeit.

MERKMALE:

Der Inhalt wird lyophilisiert. Vor Gebrauch muss die
Nukleinsdure rekonstituiert werden (siehe ,Vorbereitung der
Reagenzien”). Gesamtkontrollen sind fir den einmaligen
Gebrauch ausgelegt, Uberschissiges Material sollte entsorgt
werden. Der Nachweis von Nukleinsdure erfordert einen
Extraktionsschritt, der DNA/RNA zur Amplifikation und zum
Nachweis freisetzt.

PRODUKTBESCHREIBUNG:

Die Bakterien wurden im Labor geziichtet (siehe jeweils Tabelle
1 fur das verwendete Ndhrmedium), inaktiviert und in einer
synthetischen Stuhlmatrix verdiinnt. Diese Matrix wurde
zusammengesetzt, um reale Stuhlproben nach der Bristol-Skala
nachzuahmen. Diese Matrix wurde gemaR einer Bristolskala
von 7 zusammengesetzt, was zu einem wassrigen Stuhl flhrt.

BAKTERIE ERREGERSTAMM NAHRMEDIUM
L . Campylobacter

Campylobacter jejuni Martin AS-83-79 selektiver Agar

Clostridium difficile Art des Blutagar
Erregerstamms

Escherichia coli EHEC Blutagar

Salmonella enteritidis CDC K-1891 Blutagar

Shigella flexneri Sv2bGpB Blutagar

Yersinia enterocolitica Billups-1803-68 Blutagar
Tabelle 1.

BESTANDTEILE DES KITS:

VIRCELL TOTAL GASTROINTESTINAL BACTERIAL PANEL
CONTROL (STOOL): 10 Flaschchen mit einem Pool von
lyophilisierten gastrointestinalen Bakterien in einer Stuhlprobe.
Jede Bakterie befindet sich in einer Konzentration, die von
10000 bis 25000 Kopien/Flaschchen reicht. Die
Chargenkonzentration ist im Analysezertifikat angegeben.

Die RNA-Quantifizierung erfolgte durch Real Time-PCR.

Zusatzlich bendtigte Materialien, die nicht im Kit enthalten
sind:

Wasser in Molekularbiologiequalitat.

Zusatzliches Extraktions- und Diagnosekit.

LAGERBEDINGUNGEN:

Keine besonderen Transportbedingungen erforderlich. Lagern
Sie das lyophilisierte Flaschchen bei 2-82C. Nach der
Rekonstitution sollte die Suspension noch am selben Tag
angewendet werden. Das nicht verwendete Produkt sollte
entsorgt werden.

STABILITAT UND HANDHABUNG DER REAGENZIEN:

Die Handhabung aller Reagenzien sollte unter aseptischen
Bedingungen erfolgen, um mikrobielle Kontaminationen zu
vermeiden.

Nur die fiur den Test tatsachlich bendtigte Menge an
Reagenzien einsetzen.

Das Produkt ist bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum stabil, wenn die Gebrauchsanleitung beachtet
wird.

VIRCELL, S.L. ist nicht verantwortlich fur Fehler, die durch eine
falsche Handhabung der Reagenzien dieses Kits verursacht
wurden.

EMPFEHLUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN:

1. Einsatz ausschlieBlich zur In-vitro-Diagnose und nur fiir den
professionellen Einsatz geeignet.

2. Zur Vermeidung von Kontaminationen sind sterile
Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere erforderlich.

3. Die Proben sollten als infektiose Proben unter Einsatz von
Sicherheitslaborverfahren behandelt werden. Alle
Arbeitsflachen sind mit einer frisch zubereiteten Lésung aus
0,5% igem Natriumhypochlorit und deionisiertem bzw.
destilliertem Wasser griindlich zu reinigen und zu desinfizieren.
4. Flr die Durchfihrung des Tests sind unbedingt getrennte
Arbeitsbereiche erforderlich.

5. Die Entsorgung ungebrauchter Reagenzien und Abfalle sollte
entsprechend den geltenden Vorschriften erfolgen.

6. Die Bestandteile des VIRCELL TOTAL CONTROL Kit kdnnen
moglicherweise  genetisches Material oder genetische
Substanzen tierischen und/oder humanen Ursprungs
enthalten. VIRCELL TOTAL CONTROL enthdlt inaktivierte
Mikroorganismen. Dennoch sollte das Produkt als potenziell
infektids angesehen und mit der notigen Vorsicht behandelt
werden. Die Inaktivierung wurde durch das Fehlen von
Wachstum unter den gleichen Anzuchtbedingungen verifiziert,
die fur jeden Mikroorganismus gelten. Gegenwartig kann keine
Methode eine vollstdndige Abwesenheit dieser oder anderer
infektioser Bestandteile versichern. Alle Materialien sollten wie
potenziell infektiose Stoffe behandelt und entsorgt werden.
Beachten Sie die ortlichen Bestimmungen fiir die Entsorgung
von Abfallen.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN:

1. Geben Sie 500 ul Wasser in Molekularbiologiequalitat in das
Flaschchen mit der Nummer 1 und mischen Sie es, bis es
vollstandig rekonstituiert ist. Die Konzentration wird ca. 35000
Kopien/ml fur jede Bakterie in der Gruppe nach der
Rekonstitution betragen.

2.30 Sekunden lang bis zur vollstandigen Auflosung und
Homogenisierung vortexen.

3. Befolgen Sie die Anweisungen des Diagnostik-Kits, um die
TOTAL CONTROL auf die gleiche Weise wie eine klinische Probe
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zu behandeln, wobei die empfohlene Menge fiir die Extraktion
und den Nachweis verwendet wird.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE:

Jede Charge wird internen Qualitatskontrollen unterzogen,
bevor sie freigegeben wird. Die Qualitatskontrollanalyse wird
mit einem Probenvorbereitung Kit und Real Time-PCR fir die
Quantifizierung durchgefiihrt. Fur jede einzelne Charge sind
abschlieRende Ergebnisse der Qualitdtskontrolle verflgbar.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE UND TESTVALIDIERUNG
FUR ANWENDER:
Siehe Angaben des zusatzlichen Extraktions- und Diagnosekits.

EINSCHRANKUNGEN:

1. Dieses Reagens ist zur Anwendung bei Verfahren zur
Humandiagnostik bestimmt. Dieser Test wurde nicht mit
anderen Verfahren verifiziert.

2. Dem Anwender des Tests wird empfohlen, diese
Gebrauchsanleitung sorgfaltig zu lesen und die einzelnen
Schritte  nachzuvollziehen. Die strikte Einhaltung der
Gebrauchsanleitung ist notwendig, um verldssliche Ergebnisse
zu erlangen.

3. Nur Personen, die Uber Erfahrung mit molekularen
Verfahren verfugen, sollten dieses Produkt anwenden.

4. Diese externe Verlaufskontrolle ersetzt nicht die internen
Diagnosekit-Kontrollen.

5. Quantifizierungsergebnisse kénnen nicht aus einer einzigen
Punktprobe bekannter Konzentration gezogen werden. Eine
genaue Quantifizierung der klinischen Proben konnte nur mit
der Standardkurvenmethode mit einem Kalibrator erreicht
werden.

6. AMPLIRUN® TOTAL wurde nicht entwickelt, um mit einem
speziellen  Diagnose-Kit eines bestimmten Herstellers
verwendet zu werden. Es dient zur Validierung und Kontrolle
der Probenverarbeitung, Analyse und Detektion eines
diagnostischen Laborbetriebsverfahrens.

LEISTUNGSFAHIGKEIT:

o IDENTITATSTEST

Die PCR-Analyse wurde nach der Extraktion mit einem
spezifischen Oligonukleotidpaar fir jede in der Gruppe
vorhandene Bakterie durchgefiihrt. Die Reaktion ergab
Fragmente in der zu erwartenden GroRe.

o QUANTIFIZIERUNGSTEST
Die Quantifizierung beruht auf der Echtzeit-gPCR mithilfe von
Standardkurven. Dieses Verfahren beinhaltet die Anwendung
mehrerer Wiederholungen verschiedener serieller
Verdiinnungen sowohl des Produkts als auch des
Quantifizierungsstandards.

o INTRA-ASSAY-PRAZISION

3 Probengefdle des Produkts wurden unter identischen
Extraktionsbedingungen extrahiert und 3 Replikate jeder
Extraktion wurden von demselben Bediener unter identischen
gPCR-Bedingungen amplifiziert. Bei allen Assays wurde ein
Variationskoeffizient von weniger als 15% festgestellt.

o INTER-ASSAY-PRAZISION

Ein Flaschchen des Produkts wurde entnommen und 3
Replikate dieses Flaschchens wurden von 2 verschiedenen
Anwendern an 3 aufeinander folgenden Tagen amplifiziert. Bei
allen Assays wurde ein Variationskoeffizient von weniger als
15% festgestellt.
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