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MAST® ASSURE STAPHYLOKOKKEN KOAGULASE
TYPISIERUNGS ANTISEREN

Verwendungszweck
FlUssige, stabile Antiseren zur Bestimmung von Staphylococcus
Koagulasetypen

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Packungsinhalt: siehe Packungsetikett

Zusammensetzung

MAST® ASSURE ANTISEREN werden aus Kaninchen gewonnen, die mit
standardisierten Stdmmen von abgetéteten Mikroorganismen mit bekannten
Serotypen oder gruppenspezifischen Antigenen hyperimmunisiert wurden
und enthalten 0,085% Natriumazid als Konservierungsmittel.

Lagerung und Haltbarkeit

Ungedffnet bei 2-8°C bis zum auf dem Packungsetikett angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Einmal geéffnet missen die Antiseren bei 2-8°C
gelagert werden und kénnen bis zum Verfallsdatum verwendet werden. Die
Reagenzien nicht einfrieren.

VorsichtsmaBnahmen

Nur zur /n-vitro-Diagnostik. Die SchutzmaBnahmen fir den Umgang mit
potenziell infektidsem Material beachten und nur unter sterilen Bedingungen
arbeiten. Nur von geschultem Laborpersonal durchzufiihren. Den Abfall des
potenziell infektidsen Materials vor der Entsorgung autoklavieren.
Natriumazid (Konservierungsmittel) kann bei Einnahme toxisch sein und mit
Blei- oder Kupferwasserleitungen unter Bildung von hoch explosiven Salzen
reagieren. Es sollte daher zusammen mit viel Wasser in den Abfluss entsorgt
werden. Bitte das Sicherheitsdatenblatt beachten.

Zusétzlich benétigtes Material

Mikrobiologische Instrumente wie Impfésen, Réhrchen, Pipetten,

Impfstéabchen, Laborréhrchen, Schittler, Tupfer, MAST Kulturmedien,

Bunsenbrenner, Brutschrénke, etc. sowie folgendes Arbeitsmaterial:

e Sterile 0,85% Kochsalzlésung

e Autoklav, der bei 121°C arbeitet oder ein Gerat, dass bakterielle
Suspensionen auf 100°C aufheizt

e  Zentrifuge mit einer Drehzahl von 3000 Upm

e Kaninchenplasma

¢ Normales Kaninchenserum

e  Verdunnungsmittel fir Kaninchenserum und -plasma. Es wird empfohlen,
eine Lésung 2% w/v Pepton und 1% w/v Natrium Citrat zu benutzen

Testdurchfiihrung

A.Herstellung der Antigenlésung
1. Eine Kolonie des zu testenden Organismus in 5mL Mast Hirn-Herz-
Dextrose Bouillon (DM106) in einem 30mL Laborréhrchen einriihren und

bei 37°C Uber Nacht inkubieren, um das Enzym Koagulase zu produzieren. 4.

2. Nach der Inkubation die Flussigkultur bei 3000 UPM flr 30 Minuten
zentrifugieren, den Uberstand dekantieren und als Antigenlésung
weiterverwenden.

B. Serotypisierung

1. In 9 nummerierte, kleine Laborréhrchen je 0,1mL Antigenldsung geben.

2. Geben Sie 0,1mL Typ | Antiserum in Réhrchen 1 und in die folgenden
Roéhrchen 2 bis 8 auch je 0,1mL des Antiserums der entsprechenden
Nummer. In Réhrchen 9 kommt 0,1mL 20-fach verdlinntes, normales
Kaninchenserum.

3. Jedes Rohrchen auf einem Schiittler mischen und fir 1 Stunde bei 37°C
inkubieren.

4. Réhrchen aus dem Brutschrank nehmen, 0,2mL 10-fach verdiinntes
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Es sollte nur von den Kulturen, die bereits anhand ihrer morphologischen und
biochemischen Charakteristika als Staphylococcus aureus identifiziert
wurden, der Seroptyp mit diesem Produkt bestimmt werden.

Hinweis: Einige Stdmme produzieren wenig Koagulase, was zu einer
schwierigen Ergebnisinterpretation fuhrt. Falls die Positivkontrolle mit
Kaninchenserum nach 24 Stunden keine Agglutination zeigt, empfehlen wir,
mit einer der folgenden Methoden die Koagulaseproduktion anzuregen, bevor
der Stamm wiederum getestet wird:

Anregung der Koagulaseproduktion

a) Schiittelkultur

1. Fullen Sie Schuttlerflaschen zu 1/10 oder 1/15 ihres Volumens mit Hirn-
Herz-Dextrose Bouillon (DM106).

2. Mit dem Testorganismus animpfen und aerob bei 37°C fiir 10 bis 12
Stunden bei 120 UPM inkubieren. .

3. Bei 3000 UPM fur 30 Minuten zentrifugieren, Uberstand dekantieren und
als Antigenlésung im Test verwenden.

b) Bouillon mit Kaninchenplasma Zusatz

1. MAST Hirn-Herz-Dextrose Bouillon (DM106) steril herstellen und durch
einen Sterilfilter (0,22um PorengréBe) Kaninchenplasma in einer
Konzentration von 10% v/v zugeben. 3 mL dieser Mischung in ein steriles
Réhrchen (Volumen ca.10 mL) geben.

2. Medium mit einer Kolonie beimpfen und aerob lber Nacht bei 37°C

bebruten.

3. Koaguliertes und fliissiges Medium durch mehrmaliges hin- und
herpipettieren homogenisieren. Flussigen Teil dieser Kultur als

Antigenlésung verwenden.

c) Agarplatte mit Kaninchenplasma zur Anzucht Koagulase positiver

Kolonien

1. MAST Néhragar (DM179) steril herstellen und im Wasserbad auf 50°C
bringen. Durch einen Sterilfilter (0,22um PorengréBe) Kaninchenplasma in
einer Konzentration von10% v/v zugeben und grindlich mischen. In sterile

Schalen gieBen und fest werden lassen.

2. Platten beimpfen und aerob tiber Nacht bei 37°C bebriten.

3. Platten von unten beleuchten, Koagulaseproduktion wird durch einen
weiBen Ring um die Kolonie angezeigt. Die Menge der Koagulase ist dem
Ringdurchmesser proportional. Die Kolonie mit dem gréBten Ring wahlen
und wie in Abschnitt B beschrieben in Flissigmedium anziichten.

Hinweis: Einige Stamme stellen sehr viel Koagulase her, was zu

Schwierigkeiten bei der Ergebnisinterpretation fuhrt. Falls alle Réhrchen nach

1 Stunde Inkubation Koagulation zeigen, sollte eine Verdiinnung nach der

folgenden Methode durchgefiihrt werden, bevor erneut getestet wird.

1. Mit dem VerdlUnnungsmittel eine Verdlinnungsreihe der Antigenldsung von

1:2 bis 1:16 herstellen.

2. 0,1mL der Antigenldésung aus jeder Verdiinnungsstufe in je ein kleines
Roéhrchen geben. Dazu 0,1mL des 1:20 verdlnnten Kaninchenserums
geben, mischen und bei 37°C flr 1 Stunde inkubieren.

3. 0,2mL des 10-fach verdiinnten Kaninchenplasmas in jedes Réhrchen
geben, maschinell mischen, bei 37°C fur 1 Stunde inkubieren und ablesen.

Antigenlésung im Réhrchen mit der héchsten Verdiinnung und

Koagulaseaktivitat nach 1 Stunde fiir den Test (Abschnitt B) verwenden.
Hinweis: Einige Stimme von S. aureus produzieren das Enzym Fibrinolysin,
welches koaguliertes Plasma wieder lysiert. Wenn der Koagulase-Test mit
solch einem Stamm durchgefihrt wird, kann koaguliertes Plasma wieder
aufgeldst werden. Daher ist es wichtig, die Ergebnisse genau zu beobachten.

Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle muss mit mindestens einem positiv reagierenden und
einem negativ reagierenden Organismus durchgeflhrt werden. Wenn die
Kontrollreaktion fehlerhaft ist, das Produkt nicht einsetzen. Das Produkt auf
Anzeichen von Verfall Uberpriifen. Keine kontaminierten oder triilben
Reagenzien verwenden.

Kaninchenplasma zugeben. Auf dem Schuttler mischen und wieder und fur

1 Stunde bei 37°C inkubieren.
5. Koagulation in den Réhrchen nach 1 Stunde ablesen. Bei unklaren
Resultaten nach 2; 4; 24 und 48 Stunden Inkubation nochmals ablesen.

Interpretation der Ergebnisse
1. Zum Ablesen der Ergebnisse halten Sie das Réhrchen waagerecht:

6 ++ Plasma Koagulation
6 S + Produktion unléslichen Materials
6 - keine Koagulation

2. Uberprifen sie die Koagulation im Kontrollréhrchen. Ist dort keine
Koagulation zu erkennen, verlangern Sie die Inkubationszeit wie in
Abschnitt B. Punkt 5 beschrieben.

3. Wenn Koagulation in allen Réhrchen auBer einem beobachtet wird,
entspricht der Serotyp des getesteten Organismus diesem Antiserum, in
dem die Koagulase inhibiert wurde. Wird die Inhibierung in zwei oder
mehreren Réhrchen beobachtet, sollte die Inkubationszeit verlangert
werden und das Ergebnis dokumentiert werden, wenn nur ein Réhrchen
Inhibition zeigt.

4. Ist nach 48 Stunden Inhibition im Kontrollréhrchen sichtbar und mehr als
ein Testréhrchen zeigt Inhibition, hat der Organismus mehr als eine
Koagulasespezifitat.
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