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STREP B CARROT BROTH™ ONE-STEP C€
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Art.-Nr. Z40 Strep B Carrot Broth™ One-Step, 13 x 100 mm Rdhrchen, 4 ml 20 Rohrchen/Box

Art.-Nr. Z44BX | Strep B Carrot Broth™ One-Step, 12 x 80 mm Rdhrchen, 4 ml 100 Rohrchen/Box

Art.-Nr. Z46BX | Strep B Carrot Broth™ One-Step, 16 x 100 mm Roéhrchen, 6 ml 100 Réhrchen/Box

VERWENDUNGSZWECK

Strep B Carrot Broth™ One-Step ist ein selektives und differenziertes Medium, das zum Nachweis von
B-Streptococcus (GBS) aus anovaginalen Proben von Schwangeren bestimmt ist. Das Medium wird als
Hilfsmittel bei der qualitativen Bestimmung einer GBS-Kolonisation bei Schwangeren verwendet. Die
Farbwechselreaktion von weifl nach orange ist repriasentativ fiir ein positives Ergebnis bei Vorhandensein von
GBS. Das Medium erfordert 24 Stunden Inkubationszeit, aber positive Ergebnisse kdnnen schon nach

16 Stunden interpretiert und gemeldet werden. Aufgrund der Eigenschaften von Strep B Carrot Broth™
One-Step konnen nicht himolytische GBS nicht durch einen Farbwechsel des Mediums erkannt werden und
erfordern zur Identifizierung eine Subkultur. Jede mutmafBlich negative Probe, die durch Ausbleiben des
Farbwechsels am Ende der Inkubationszeit festgestellt wird, muss in ein nicht selektives Medium
subkultiviert werden (z. B. Trypton-Soja-Agar mit 5 % Schafblut), um die Abwesenheit von GBS zu
bestétigen. Eine Subkultur muss auch durchgefiihrt werden, um Isolate fiir die Durchfiihrung von
Suszeptivitétstests zu gewinnen, wie sie fiir Penicillin-allergische Frauen empfohlen werden.

ZUSAMMENFASSUNG UND GRUNDSATZE

Etwa 10-35 % aller Frauen sind asymptomatische Tréger von B-Streptokokken (GBS) im Genital- und
Magen-Darm-Trakt.!"” GBS ist nach wie vor eine der Hauptursachen fiir schwere Erkrankungen und
Todesfalle bei Neugeborenen, weshalb der Nachweis von GBS im vaginal-anorektalen Bereich fiir die
Privention der neonatalen GBS-Krankheit von entscheidender Bedeutung ist. Mehrere Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Inzidenz von neonataler Sepsis und Meningitis aufgrund von GBS derzeit bei 0,5-3 Fillen
pro 1.000 Lebendgeburten liegt, auch wenn es erhebliche geographische und ethnische Unterschiede gibt.”)
Der Anteil der Todesfille sinkt jetzt aufgrund schneller Erkennung und zweckmiBiger Behandlung.®

Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) empfehlen ein Screening aller Schwangeren auf
vaginale und rektale GBS-Kolonisation zwischen der 35. und der 37. Schwangerschaftswoche unter
Verwendung einer Anreicherungsbouillon, gefolgt von einer Subkultur auf einer Blutagarplatte

(Art.-Nr. A10) oder anderen geeigneten Medien. Die Verwendung einer selektiven und differentiellen
Anreicherungsbouillon wie Strep B Carrot Broth™ wurde in die Pravention der perinatalen B-Streptokokken-
Krankheit der CDC aufgenommen.® In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Strep B Carrot Broth™
im Vergleich mit herkémmlichen Kulturmethoden die Inkubationszeit und den Bedarf an zusétzlichen Platten
fiir die Identifizierung von GBS verringert.*~%: 2326

Die Produktion von hellorange- bis orange- bis rotorangefarbenen Pigmenten ist eine besondere Eigenschaft
hémolytischer GBS aufgrund der Reaktion mit Substraten wie Stirke, Pepton, Serum und Folat-
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Signalwegsinhibitoren. Seit der urspriinglichen Beschreibung des Stiarkeserumagars durch Islam im Jahr 1977
hat es viele Verbesserungen an der urspriinglichen Formel gegeben.(!”

Strep B Carrot Broth™ One-Step von Hardy Diagnostics enthélt die notwendigen Komponenten fiir den
Pigmentnachweis von beta-hdmolytischen GBS, einschliefSlich Pepton, Stirke und Puffern, die in der Strep B
Carrot Broth™ One-Step (Z40A, Z44A oder Z46A) geliefert werden. Der Vorteil dieses Mediums ist, dass es
in nur sechzehn Stunden positive Ergebnisse liefert und keine Subkultur auf einer Blutagarplatte bendtigt, es
sei denn, die Ergebnisse sind negativ. Es ist bekannt, dass Anreicherungsbouillonverfahren bei der Erkennung
einer GBS-Kolonisation empfindlicher als Plattenmethoden sind. Beta-hdmolytische, pigmentproduzierende
GBS treten bei 95,3 bis 99,5 % aller GBS-Stimme auf, die aus klinischen Proben isoliert wurden.'*2? Zwei
getrennte Studien von Block u. a. sowie Czerepuszko u. a. haben gezeigt, dass Strep B Carrot Broth™
erfolgreich in Verbindung mit bouillonverstirkten PCR-Verfahren beziehungsweise PNA FISH™ (24.26)
eingesetzt werden kann.

FORMEL

Zutaten pro Liter entionisierten Wassers:*

Strep B Carrot Broth™ One-Step (240, Z44BX, Z46BX):

Pepton 250¢g
Starke 10,0 g
Selektive Wirkstoffe 388 ¢g
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) 11,0g
Dinatriumphosphat 85¢g
Dextrose 25¢g
Natriumpyruvat 1,0g
Magnesiumsulfat 02g

* Je nach Bedarf angepasst und/oder ergénzt, um die Leistungskriterien zu erfiillen.
Endgiiltiger pH-Wert 7,0 + 0,2 bei 25 °C
PHYSIKALISCHES ERSCHEINUNGSBILD

Strep B Carrot Broth™ One-Step sollte dunstig bis triib und farblos erscheinen. Am Boden des Rohrchens
kann ein weiBer Niederschlag zu sehen sein.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

— Lagerung: Das Produkt ist temperaturempfindlich. Nach Erhalt bei 2—8 °C lagern. vor Licht, Hitze,
Feuchtigkeit und Frost schiitzen. Medien sollten nicht verwendet werden, wenn Anzeichen von
e Verschlechterung oder Verunreinigung vorliegen oder das Verfallsdatum iiberschritten wurde.

Das Produkt ist extrem lichtempfindlich. Vor Beschddigung durch iiberméBige Lichteinwirkung
schiitzen und fern von direkten Lichtquellen autbewahren.

o
—
—_~
[)

Medien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden. Die Empfindlichkeit ist nach Ablauf des
Verfallsdatums oder bei ungeeigneter Lagerung des Produkts nicht optimal.

Das Haltbarkeitsdatum auf dem Produktetikett gilt fiir das Produkt in intakter Verpackung, wenn es
vorschriftsméBig gelagert wird.

Weitere Informationen hierzu finden Sie im Dokument ,,Storage* auf der Technical Document-Website von
Hardy Diagnostics.
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ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Mikrobiologische Standardausriistung wie 10 pl Impfosen, Probentransportmaterialien, andere Kulturmedien,
Tupfer, Inkubatoren usw. sowie serologische und biochemische Reagenzien werden nicht mitgeliefert.

Anovaginale Proben, die in Liquid Amies, Amies Gel, Liquid Stuart’s und Stuart’s Gel (Art.-Nr. TP3F,
4140BX, 4108BX, 4432BX oder 4111BX) konserviert wurden, wurden als geeignete Proben fiir die
Verwendung in Strep B Carrot Broth™ One-Step validiert.

VORSICHTSMASSNAHMEN

A Dieses Produkt ist nur fiir die in vitro-Diagnostik verwendbar.

Laut US-Bundesgesetzgebung ist der Verkauf dieses Produkts in den USA nur durch einen approbierten Arzt
oder auf Anweisung eines Arztes zuldssig.

Dieses Produkt kann Bestandteile tierischen Ursprungs enthalten. Bescheinigte Kenntnis der Herkunft
und/oder des Gesundheitszustands der Tiere garantiert nicht die Abwesenheit libertragbarer
Krankheitserreger. Es wird daher empfohlen, diese Produkte als potentiell infektios und unter Beachtung der
ublichen universellen BlutvorsichtsmaB3nahmen zu behandeln. Nicht einnehmen, einatmen oder mit der Haut
in Berithrung kommen lassen.

Die anerkannten Vorsichtsmainahmen gegen biogefihrliche Substanzen und aseptischen Techniken beachten.
Alle Laborproben sind als infektids anzusehen und nach ,,Standard-Vorkehrungen® zu behandeln. Die
,Guideline for Isolation Precautions® ist bei den Centers for Disease Control and Prevention unter
www.cdcgov/ncidod/dhqp/dhgp/gl_isolation.html verfiigbar.

Weitere Informationen iiber spezifische VorsichtsmaBnahmen zur Verhinderung der Ubertragung von
Erregern aus Laborgeriten und -materialien sowie Empfehlungen fiir den Umgang mit Exposition gegeniiber
Infektionskrankheiten finden Sie im CLSI-Dokument M-29: Protection of Laboratory Workers from
Occupationally Acquired Infections: Approved Guideline.

Sterilisieren Sie alle biogefahrlichen Abfélle vor der Entsorgung.

Weitere Informationen finden Sie im Dokument ,,Precautions When Using Media“ auf der Technical
Document-Website von Hardy Diagnostics.

Weitere Informationen finden Sie in den Anweisungen unter SDS Search auf der Website von Hardy
Diagnostics.

VERFAHREN
Klinisches Verfahren
Transport und Lagerung von Proben:

Das Medium wurde fiir die Verwendung mit anovaginalen Abstrichen in Liquid Amies, Amies Gel, Stuart’s
Liquid und Stuart’s Gel (Art.-Nr. TP3F, 4140BX, 4108BX, 4432BX oder 4111BX) untersucht. Eine interne
Untersuchung hat ergeben, dass Ziel-GBS-Stimme den erwarteten orangen Farbwechsel von Healthlink-
Abstrichen in Liquid Amies, Liquid Stuart’s, Amies Gel und Stuart’s Gel lieferten, wenn sie bis zu vier Tage
bei 2-8 °C gelagert wurden, und von beflockten Tupfern in TransPRO™ Liquid Amies, die bis zu fiinf Tage
bei 2-8 °C gelagert wurden. Alle getesteten Transportsysteme ergaben nach 24 Stunden Lagerung bei
Raumtemperatur eine Abnahme der Wiederfindung der GBS. Infektioses Material ist unverziiglich direkt dem
Labor zu iibergeben und vor iibermiBiger Hitze und Kailte zu schiitzen. Sollte es zu Verzogerungen bei der
Verarbeitung kommen, muss die Probe in ein geeignetes Transportmedium eingeimpft und bis zur Impfung
gekiihlt werden. Konsultieren Sie die aufgefiihrten Referenzen fiir Informationen iiber die Probennahme.*™

Verwendungsweise:
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1. Lassen Sie das Strep B Carrot Broth™ One-Step-Rohrchen vor der Impfung sich an die
Raumtemperatur angleichen.

2. Geben Sie den Probenabstrich in das Strep B Carrot Broth™ One-Step-Réhrchen. Wenn Sie ein

Transportmedium auf Gelbasis verwenden, schwenken Sie den Abstrich in der Bouillon, um das Gel

in der Bouillon zu emulgieren. Nicht schiitteln, rithren oder verwirbeln. Brechen Sie vorsichtig den

Tupferschaft ab und lassen Sie den Tupfer im Roéhrchen. Schrauben Sie den Rdhrchenverschluss

wieder fest auf. Es ist wichtig, dass die Verschliisse dicht aufgeschraubt sind, um die erforderlichen

anaeroben Bedingungen am Boden des Rohrchens zu schaffen.

Inkubieren Sie das inokulierte Strep B Carrot Broth™ One-Step-Rhrchen bei 35 °C.

4. Priifen Sie die Rohrchen nach 16 Stunden auf eine hellorange bis rotorange Farbverdnderung
und/oder auf fiir B-Streptokokken typische Flecken. Siehe Abschnitt ,,Interpretation von Ergebnissen®
weiter unten. Wenn keine orange Farbe zu sehen ist, das Rohrchen bis zu 24 Stunden weiter
inkubieren.

5. Wenn auch nach 24 Stunden keine orange Farbe zu sehen ist, subkultivieren Sie das Roéhrchen auf
einer Blut-Agar-Platte (Art.-Nr. A10). Inkubieren Sie Blut-Agar-Platten 18—24 Stunden bei 35 °C in
einer mit CO, angereicherten Umgebung. Untersuchen Sie die Blut-Agar-Platten auf hdmolytische
Kolonien und/oder nicht hdmolytische Kolonien, die fiir B-Streptokokken typisch sind. Fiihren Sie
gruppenspezifische Latextests an GBS-verdidchtigen Kolonien durch.

W

Studienergebnisse zeigen keine unerwiinschten Ereignisse, wenn die Inkubation von Strep B Carrot
Broth™ Rohrchen ohne Zugabe des Transporttupfers erfolgt, vorausgesetzt, dass die Anwender die
Tupfer mindestens drei Sekunden lang in der Bouillon schwenken, um eine angemessene Inokulation
durch die Probe zu gewéhrleisten. Alternativ kdnnen auch 30 pl des Transportmediums aus einem
beflockten Tupfer auf das Strep B Carrot Broth™ Rohrchen aliquotiert und je nach Bedarf ohne
Probleme inkubiert werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Ein Wachstum von beta-hdmolytischen B-Streptokokken in Strep B Carrot Broth™ One-Step fiihrt zur
Entwicklung eines hellorangen bis rotorangen Pigments innerhalb von 16 bis 24 Stunden. Sichtbarwerden
eines hellorangen bis rotorangen Pigments im Strep B Carrot Broth™ One-Step ist ein Indikator fiir das
Vorhandensein von beta-hdmolytischen B-Streptokokken in der Probe.

In den Fillen, in denen die GBS-Zahl in der Probe niedrig ist, kann die Entwicklung von kleinen
orangefarbenen bis roten Flecken (Kolonien) oder Streifen auf dem Tupfer oder im Réhrchen beobachtet
werden, ohne dass das gesamte Rohrchen orangerot wird. Dies ist ebenfalls als positives Ergebnis auf GBS zu
werten.

24 Stunden Inkubationszeit Interpretation/Handlungsempfehlung
Entwicklung einer h?llorangen bis rotorangen Positiv auf GBS*
Féarbung

Vermutlich negativ:
Subkultur auf Blutagar, um das Vorhandensein
von schwach B-hdmolytischen oder nicht
hédmolytischen GBS auszuschlieBen.

Keine Farbverdnderung
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Hellorange Orange Rotorange
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Farbe

-

Wachstumscharakteristik

Komplette Farbe Kugeln Streifen

* Subku
Suszepti

Itur auf 5 % Schafblut muss vorgenommen werden, um Isolate fiir die Durchfiihrung von
vitatstest zu gewinnen, da dies fur Penicillin-allergische Frauen empfohlen wird.

BESCHRANKUNGEN

1.

7.
IFU-10

Es wird empfohlen, zur vollstindigen Identifizierung biochemische, immunologische, molekulare
oder massenspektrometrische Tests an Kolonien aus Reinkultur durchzufiihren.

Obwohl selten, kann ein kleiner Prozentsatz von GBS keine Beta-Hamolyse erzeugen. Ein GBS-
Nachweis mit Strep B Carrot Broth™ One-Step ist nur bei beta-hdmolytischen Kolonien moglich.
Beta-hdmolytische, pigmentproduzierende GBS treten bei 95,3-99,5 % aller GBS-Stimme auf, die
aus klinischen Proben isoliert wurden."®?” Aus diesem Grund sollten Sie S. agalactiae ATCC®
13813 nicht zur Qualititskontrolle verwenden, da es nicht das charakteristische orangefarbene
Pigment produziert.

Wenn das Transportmedium auf Gelbasis nicht ordnungsgemal emulgiert wird wie im Abschnitt Giber
das Verfahren beschrieben, kann dies die richtige Farbentwicklung und die Wiederfindung von
B-Streptokokken behindern.

Die Leistung von Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde nicht mit Transportstibchen bewertet, die
Holzkohle enthalten.

Die Leistung von Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde nicht in Gegenwart menschlicher DNA
bewertet.

Es wurde festgestellt, dass einige Stimme von E. faecalis bei Konzentrationen iiber 10° CFU/ml in
der vaginorektalen Abstrichprobe den Nachweis und die Wiederfindung von GBS-Stimmen
beeintrachtigen.

Invertieren Sie negative Rohrchen, um sie vor der Subkultur mit Blutagar (Art.-Nr. A10) zu mischen.
897[B] Strep B Carrot Broth™ One-Step Page 5 of 14



8. Strep B Carrot Broth™ One-Step liefert keine Suszeptivititsergebnisse. Eine Subkultur auf nicht
selektiven Medien sollte bei Bedarf fiir den Suszeptivitdtstest durchgefiihrt werden.

9. Farbenblinde Personen konnen Schwierigkeiten haben, Farbunterschiede in Strep B Carrot Broth zu
erkennen.

10. Eine Lagerung von anovaginalen Proben bei Raumtemperatur linger als 24 Stunden wird nicht
empfohlen, da dies die Farbentwicklung und die Wiederfindung von GBS erheblich beeinflusst.

11. Die GBS-Serotypen VII, VIII und IX wurden nicht mit Strep B Carrot Broth™ One-Step evaluiert.
12. Die klinische Leistungsfahigkeit von Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde nicht mit anderen
Tupfertransportsystemen als denjenigen, die in den klinischen Studien erwdhnt werden,

nachgewiesen.

Fir weitere Informationen wird auf das Dokument , Limitations of Procedures and Warranty*“ auf der
Technical Document-Website von Hardy Diagnostics verwiesen.

ERWARTETE WERTE

In der unten beschriebenen prospektiven klinischen Evaluierung betrug die Gesamtpréavalenz der
B-Streptokokken nach Referenzmethode 21,1 % (163/771), wovon 4,3 % (7/163) nicht hamolytische
B-Streptokokken B waren.

LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistung von Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde an vier geografisch unterschiedlichen
Krankenhdusern mit routinemifBigen GBS-Proben in Form eines anovaginalen Abstrichs evaluiert. Der
Nachweis von B-Streptokokken durch Orangefirbung in Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde mit der
Routinekultur verglichen, definiert als die selektive Anreicherung der Probe in LIM-Bouillon, gefolgt von
Subkultur auf Blutagar und bestétigt durch biochemische Tests. Zusitzlich wurde die Wiederfindung von
B-Streptokokken aus Strep B Carrot Broth™ One-Step, die anschlieBend auf Blutagar subkultiviert wurde,
ebenfalls mit der Routinekultur der LIM-Bouillon verglichen. Organismen, die auf Blutagar wuchsen, wurden
mit Hilfe von Gram-Farbung, Katalase-Test und Latex-Agglutination als B-Streptokokken bestétigt.

Insgesamt wurden 884 Proben gegen Routinekulturen getestet; 113 Proben erfiillten die
Berticksichtigungskriterien nicht und wurden daher von der Analyse ausgeschlossen. Von den verbliebenen
771 getesteten gliltigen Proben waren insgesamt 143 Proben durch Orangefarbung in Strep B Carrot Broth™
One-Step nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 35-37 °C positiv auf B-Streptokokken und stimmten mit den
Ergebnissen der LIM-Referenzmethode iiberein. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Proben,
die in die Leistungsbewertung einbezogen wurden, wurden in drei verschiedenen Typen von
Transporttupfern/Medien — Liquid Stuart’s Sponge (n=284), Liquid Amies Sponge (n=111) und Liquid
Amies ESwab (n=376) gewonnen.

Alle abweichenden Isolate wurden in CryoSavers™ mit Brucella-Bouillon eingefroren und an Hardy
Diagnostics zum Testen zuriickgegeben. Die Identitdt jedes Isolats wurde bestétigt (B-hdmolysierende
Streptokokken der Serogruppe B, B-Streptokokken der NH-Gruppe oder Nicht-B-Streptokokken). Sobald die
Identitét bestitigt war, wurden positive Organismen (B-hdmolysierende Streptokokken der Serogruppe B oder
B-Streptokokken der NH-Gruppe) bei LoD (10° CFU/ml) in gespendeter negativer vaginal-rektaler Matrix auf
ihre Wiederfindung in der LIM-Referenzmethode, Farbentwicklung in Carrot Broth™ One-Step und
Wiederfindung im Carrot Broth™ One-Step im Blutagar-System getestet.
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Tabelle 1: Farbreaktion LIM-Bouillon gegeniiber Strep B Carrot Broth™ QOne-Step

Ort TP FP! FN? TN Sensitivitat 95 % ClI Spezifitat 95 % ClI
1 47 1 4 141 92,2 81,5 96,9 99,3 96,1 99,9
2 35 4 8 136 81,4 67,4 90,3 97,1 92,9 98,9
3 26 0 2 83 92,9 77,4 98,0 100,0 95,6 100,0
4 35 3 6 240 85,4 71,6 93,1 98,8 96,4 99,6
Gesamt 143 8 20 600 87,7° 81,8 91,9 98,7° 97,4 99,3

I Es wurden 8 falsch positive Ergebnisse beobachtet. Alle Isolate wurden bei Hardy Diagnostics unter Verwendung des oben
beschriebenen diskrepanten Analyseprotokolls erneut getestet und bestétigt. Von diesen waren sechs Isolate urspriinglich nach der
LIM-Referenzmethode negativ, zeigten eine positive Farbreaktion in Strep B Carrot Broth™ One-Step und wurden als 3-hdmolytisch
bestitigt, als sie auf Blutagar subkultiviert wurden. Eine davon konnte nicht bestétigt werden, da kein GBS-Isolat eingefroren war und
das iibrige Probevolumen B-hdmolytische Kolonien auf den Blutagarplatten aufwies. Die Platten waren mit Proteus iibersét, weshalb
die MTA die f-hdmolytischen Kolonien nicht zur Identifizierung isolieren konnte.

2 Es wurden 20 falsch negative Ergebnisse beobachtet. Alle Isolate wurden bei Hardy Diagnostics unter Verwendung des oben
beschriebenen diskrepanten Analyseprotokolls erneut getestet und bestdtigt. Vierzehn der B-Gruppe-B Streptokokken-Isolate, die aus
dem LIM wiedergefunden wurden, aber urspriinglich eine negative Strep B Carrot Broth™ One-Step-Farbreaktion zeigten, wurden als
B-héamolysierende Streptokokken der Serogruppe B bestitigt. AnschlieBend wurde fiir diese eine positive Strep B Carrot Broth™
One-Step-Farbreaktion bei LoD bestitigt. Zwei Isolate wurden als sehr schwache f-hdmolysierende Streptokokken der Serogruppe B
identifiziert und lieferten nicht die erwartete Farbreaktion in Strep B Carrot Broth™ One-Step. Vier Isolate wurden als nicht
hédmolysierende B-Streptokokken bestdtigt mit einer negativen Farbreaktion in Strep B Carrot Broth™ One-Step.

3 Unter Beriicksichtigung dessen, dass nicht himolytische GBS nicht durch den Farbwechsel des Mediums erkannt werden kénnen
und eine Subkultur zur Identifizierung erfordern, gab es 5 Proben, die sich als nicht hdmolytisch herausstellten. Betrachtet man diese
Ergebnisse als wahr negativ, so sind die Gesamtwerte fiir Sensitivitdt und Spezifitit, die beim Vergleich der Wiederfindung von f3-
hiamolytischen GBS mit der LIM-Referenzmethode mit der Strep B Carrot Broth™ One-Step-Methode beobachtet wurden,

90,4 % (141/156) [95% CI: 84,7-94,1] bzw. 98,4 % (605/615) [95% CI: 97,0-99,1]

Vergleicht man die Anzahl der mit der LIM-Referenzmethode wiedergefundenen positiven B-Streptokokken-
Proben mit der Anzahl der mit Strep B Carrot Broth™ One-Step-Farbverinderung identifizierten in
Verbindung mit der Subkultur der mutmaBlich negativen Proben mit Blutagar, zeigten weitere 18 Proben
konkordante positive Ergebnisse, so dass sich insgesamt 161 wahr positive Ergebnisse ergeben. Die LIM-
Referenzmethode beinhaltete die Identifizierung sowohl von B-hdmolytischen als auch nicht hdmolytischen
GBS aus Proben durch Kultur. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: LIM-Referenzmethode i. V. m. Strep B Carrot Broth™ One-Step (Farbe), plus Subkultur

von mutmaglich negativen Proben mit Blutagar mit biochemischer Prifung
Ort TP FP! FN? TN Sensitivitat 95 % ClI Spezifitat 95 % ClI
1 50 0 1 142 98,0 89,7 99,7 100,0 97,4 100,0
2 43 6 0 134 100,0 91,8 100,0 95,7 91,0 98,0
3 28 0 0 83 100,0 87,9 100,0 100,0 95,6 100,0
4 40 5 1 238 97,6 87,4 99,6 97,9 95,3 99,1
Gesamt 161 11 2 597 98,8 95,6 99,7 98,2 96,8 99,0

1'Es wurden elf falsch positive Ergebnisse beobachtet. Alle Isolate wurden bei Hardy Diagnostics unter Verwendung des oben
beschriebenen diskrepanten Analyseprotokolls erneut getestet und bestédtigt. Alle Isolate, die aus der Strep B Carrot Broth im Blut-
Agar-System wiedergefunden wurden, wurden als B-hdmolysierende Streptokokken der Serogruppe B bestétigt.

2 Es wurden zwei falsch negative Ergebnisse beobachtet. Beide Isolate wurden bei Hardy Diagnostics unter Verwendung des oben
beschriebenen diskrepanten Analyseprotokolls erneut getestet und bestétigt. Beide Isolate von B-hdmolysierenden Streptokokken der
Serogruppe B, die aus dem LIM wiedergefunden wurden, wurden als B-hdmolysierende Streptokokken der Serogruppe B bestitigt.
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WIEDERFINDUNGSRATE

Um die Wiederfindungsrate [Limit of Detection (LoD)] von Strep B Carrot Broth™ One-Step zu bestimmen,
wurde das Medium mit zwei beta-hdmolytischen ATCC®-Stimmen von B-Streptokokken bei 10-fach
abnehmenden Konzentrationen getestet und auf Farbwechsel untersucht. Die niedrigste Konzentration, bei der
eine positive Reaktion beobachtet wurde (Orangefarbung), wurde als LoD bestimmt. Die bestimmte LoD
wurde bestétigt, indem Strep B Carrot Broth™ One-Step mit 20 Replikatverdiinnungen der bestimmten LoD-
Konzentrationen getestet wurde. Strep B Carrot Broth™ One-Step konnte sowohl S. agalactiae ATCC®
12386 als auch S. agalactiae ATCC® 12403 bei einer LoD von 10° CFU/ml der Fliissigkeit aus einer
beflockten anovaginalen Tupferprobe (30 CFU/Rohrchen bei Verwendung eines 30 pl-Inokulums
wiederfinden. Fine schwankende Wiederfindung war bei niedrigeren Konzentrationen zu beobachten.
Blutagarplatten wurden verwendet, um die Konzentrationen von Organismen zu bestimmen, die in jeder
Verdiinnung vorhanden waren.

ANALYTISCHE REAKTIVITAT

Vierundfiinfzig ATCC-Referenzen und klinische B-Streptokokken-Stimme, die sieben der neun bekannten
Serotypen représentierten, wurden in Strep B Carrot Broth™ One-Step bei Beimpfung an der
Nachweisgrenze von 10° CFU/ml wiedergefunden. Die in diese Studie einbezogenen GBS-Serotypen waren
die Serotypen Ia, Ib, II, III, IV, IV, V und VI. Vier Stimme, die gegen die neun bekannten Serotypen nicht
typisierbar waren, wurden ebenfalls aufgenommen. Alle beta-hdmolytischen Stimme der B-Streptokokken
produzierten die erwartete orange Farbe in Strep B Carrot Broth™ One-Step. Die nicht hdmolytischen
Stamme zeigten keine orange Farbe in Strep B Carrot Broth™ One-Step, wurden aber erfolgreich nach
Subkultur in Blood Agar wiedergefunden.

ANALYTISCHE SPEZIFITAT

78 Nichtzielorganismen, die phylogenetisch mit B-Streptokokken verwandt sind oder moglicherweise in
einem anovaginalen Tupfer vorkommen, wurden in Strep B Carrot Broth™ One-Step in einer Konzentration
von 10® CFU/ml getestet. Alle getesteten Organismen sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurden alle Carrot Broth-Rohrchen auf Farbreaktionen untersucht. Um festzustellen, ob
Strep B Carrot Broth™ One-Step das Wachstum von Nichtzielorganismen in Abwesenheit einer Farbreaktion
unterstiitzt, wurden alle negativen Rohrchen in ein fiir den Nichtzielorganismus geeignetes Medium
subkultiviert. Alle getesteten Organismen zeigten eine negative Farbreaktion in Strep B Carrot Broth™
One-Step, und 45/78 (57,7 %) der Organismen waren bei Subkultivierung nach der Anreicherung
wiederfindbar.
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Tabelle 3. Liste der auf analytische Spezifitat getesteten Nichtzielorganismen.

Organismus

Acinetobacter baumannii

Enterococcus durans

Proteus mirabilis

Aeromonas hydrophila

Enterococcus faecalis

Providencia alcalifaciens

Aspergillus brasiliensis

Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Enterococcus flavescens

Pseudomonas fluorescens

Bacillus subtilis

Enterococcus hirae

Saccharomyces cerevisiae

Bacteroides fragilis

Enterococcus raffinosus

Salmonella enterica (typhii)

Bifidobacterium breve

Enterococcus saccharolyticus

Salmonella enterica arizonae

Campylobacter coli

Escherichia coli

Serratia marcescens

Campylobacter jejuni

Gardnerella vaginalis

Shigella boydii

Candida albicans

Geotrichum candidum

Shigella flexneri

Candida glabrata

Hafnia alvei

Shigella sonnei

Candida parapsilosis

Klebsiella oxytoca

Staphyloccocus aureus

Candida tropicalis

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus epidermidis

Citrobacter brakkii

Lactobacillus acidophilus

Staphylococcus saprophyticus

Citrobacter freundii

Lactobacillus gasseri

Stenotroph. maltophilia

Citrobacter koseri

Lactobacillus leichmannii

Streptoccocus mutans

Clostridium difficile

Lactococcus lactis

Streptococcus anginosus

Clostridium novyi

Legionella pneumophila

Streptococcus bovis

Clostridium perfringens

Listeria monocytogenes

Streptococcus dysgalactiae

Clostridium sporogenes

Micrococcus luteus

Streptococcus mitis

Corynebacterium jekeium

Moraxella cartarrhalis

Streptococcus pneumoniae

Enterobacter aerogenes

Morganella morganii

Streptococcus pyogenes

Enterobacter cloacae

Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus salivarius

Enterococcus casseliflavus

Pediococcus acidilacti

Streptococcus uberis

Enterococcus cecorum

Peptostreptococcus anaerobius

Vibrio parahaemolyticus

Enterococcus dispar

Plesiomonas shigelloides

Yersinia enterocolitica

MIKROBIELLE INTERFERENZ

Strep B Carrot Broth™ One-Step wurde getestet, um festzustellen, ob Zielorganismen in geringer
Konzentration in Anwesenheit von Nichtzielorganismen in hoher Konzentration wiedergefunden werden
konnten. Alle Organismen, die nach Subkultur von Strep B Carrot Broth™ One-Step in der Studie liber
analytische Spezifitit wiedergefunden wurden, wurden in dieser mikrobiellen Interferenzstudie verwendet.
Nichtzielorganismen in hoher Konzentration (1,5 x 10® CFU/ml) wurden mit jedem Zielorganismus in der
LoD-Konzentration gemischt und in Strep B Carrot Broth™ One-Step beimpft. Wurde der Zielorganismus
nicht wiedergefunden, wurde die Konzentration des Nichtzielorganismus um das Zehnfache gesenkt, bis der
Zielorganismus wiedergefunden wurde.

Strep B Carrot Broth™ One-Step konnte die erwartete Farbreaktion mit Zielorganismen produzieren und
ermoglichte die Wiederfindung beider GBS-Stdmme in Anwesenheit hoher Konzentrationen

(1,5 x 10 CFU/ml) von allen auBer einem der Nichtzielorganismen, die in dieser Studie verwendet wurden.
Der einzige Organismus, der die Wiederfindung beeintrachtigte, war E. faecalis ATCC 29212. S. agalactiae
ATCC 12386 erzeugte die erwartete Farbreaktion, wenn die Konzentration von E. faecalis ATCC 29212 10°
CFU/ml oder niedriger war. S. agalactiae ATCC 13813, ein nicht himolytischer Stamm, wurde nach
Subkultur wiedergefunden, wenn die Konzentration von E. faecalis ATCC 29212 10° CFU/ml oder niedriger
war.
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INTERFERENZ

Haufig verwendete oder gefundene endogene und exogene Substanzen, die in anovaginalen Abstrichen
vorhanden sein konnen, wurden in Strep B Carrot Broth™ One-Step auf mogliche Beeintrachtigung des
Wachstums oder der chromogenen Reaktion untersucht. Die getesteten Substanzen sind in der nachfolgenden
Tabelle angegeben. Bei keiner Substanz mit der hochsten klinisch relevanten Konzentration in der

GBS-negativen Probenmatrix wurden Interferenzen beobachtet.

Storende Substanzen
Konzentration
Kategorie Substanz/Lieferant in der
Probenmatrix*
Anti-Durchfall- Pepto-Bismol® (Wismut-Subsalicylat-Losung) 1% vlv
Medikamente Imodium A-D® (Loperamid HCI) 2 % wiv
Korperol Neutrogena Body Oil 2% viv
Korperpuder Gold Bond Body Powder 1 % wiv
Verhiitungsgel Optionen Gynol II® (Nonoxynol-9) 0,59 % w/v
Klistier-Losung Physiologische Kochsalzldsung 0,25 % v/v
Gleitgel K-Y® Jelly 0,57 % wlv
S Magnesia-Milch 1,78 % v/v
Orales Abfiihrmittel Dulcolax® (Natriumpicosulfat-Losung) 1 % wiv
Polysorbat 80 Tween®80 10 % v/v
Rektales Abfiihrmittel | Fleet® Glycerin-Zépfchen 10 % v/v
Topische Preparation-H® 0,26 % w/v
Héamorrhoiden-Salbe
Vaginales Vagisil® Creme 0,41 % w/v
Antipruritikum
Vaginales Fungizid Monistat® (Miconazol-Nitrat) 0,29 % w/v
Lotrimin® (Clotrimazol) 0,29 % w/v
Endogene Substanzen
Menschliches Medfusion 2% viv
Fruchtwasser
Menschliche Fékalien | Central Coast Pathology 2 % viv
Menschliches LEE Biosolutions 2% viv
Mekonium
Menschlicher Urin Central Coast Pathology 2 % viv
Menschliches In-house 2 % viv
Vollblut
Muzin Sigma, M2378 0,05 % w/v

ISpezifische Mengen an Substanz, die einer anovaginalen Probenmatrix hinzugefiigt wurde, wurden unter Verwendung von C:V1=C,V, und

unter der Annahme ,,1 g=1 ml“ berechnet.
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INKUBATION

Um einen empfohlenen Inkubationszeitbereich zu bestimmen, wurde die Leistung von Strep B Carrot Broth™
One-Step unter Verwendung von neun beta-hdmolytischen Stimmen von GBS und einem nicht
hamolytischen Stamm von GBS an der LoD von 12 bis 24 Stunden bei 35°C bewertet. Die
Anreicherungsbouillon wurde auf einer Trypton-Soja-Agar-Platte mit 5 % Schafsblut alle zwei Stunden
subkultiviert, um das Vorhandensein von GBS zu bestitigen. Alle getesteten hdmolytischen Organismen
erzeugten innerhalb von 16 Stunden eine gewisse Orangefirbung und eine eindeutige Orangefdarbung nach

20 Stunden. Alle Organismen einschlieBlich des getesteten nicht himolytischen Stamms wurden nach
Subkultur von Strep B Carrot Broth™ One-Step nach 12 Stunden wiedergefunden. Der Inkubationsbereich
fiir Strep B Carrot Broth™ wurde auf 1624 Stunden festgelegt.

STABILITAT DER PROBE

Verschiedene Arten von Probentransporttupfern wurden evaluiert, um die akzeptablen Lagerbedingungen zu
bestimmen, die fiir die Wiederfindung von GBS aus Strep B Carrot Broth™ One-Step erforderlich sind. Die
Tupfer wurden mit B-Streptokokken und einer kiinstlichen Matrix aus Organismen, die hdufig in der
Vaginalflora vorkommen, dotiert, bei Raumtemperatur und unter gekiihlten Bedingungen aufbewahrt und
nach 0, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden auf Carrot Broth geimpft. Acht verschiedene GBS-Stdmme wurden in
dieser Studie verwendet und der kiinstlichen Matrix in der Ndhe der LoD zugegeben. Die kiinstliche Matrix,
die Nichtzielorganismen enthielt, bestand aus E. faecalis, E. coli, C. albicans und L. acidophilus.
TransPRO™ Tupfer mit Liquid Amies (beflocktes Tupfer-Fliissigkeits-Transportsystem) und vier Arten von
Healthlink-Transportsystemen: Liquid Amies und Liquid Stuart’s (schwammbasierte) sowie Amies Gel und
Stuart’s Gel (gelbasiert) wurden in dieser Studie verwendet.

Strep B Carrot Broth™ One-Step konnte 8/8 (100 %) der GBS-Stimme wiederfinden und aus Healthlink-
Abstrichen in Liquid Amies, Stuart’s Liquid, Amies Gel und Stuart’s Gel eine Orangefarbung erzeugen, wenn
sie bis zu 96 Stunden bei 2—8 °C gelagert wurden. 100 % der GBS-Stimme erzeugten ebenfalls die erwartete
Orangenférbung aus dem beflockten Tupfer TransPRO™ Liquid Amies, der bei 2—8 °C 120 Stunden gelagert
wurde. Alle getesteten Transportsysteme ergaben nach 24 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur eine
Abnahme der Wiederfindung der GBS.

VERGLEICHSPRAZISION

Vor Beginn der Studie wurde ein Panel von 12 verblindeten Isolaten, die von Hardy Diagnostics zur
Verfiigung gestellt wurden, an drei verschiedenen Studienorten in Dreifachbestimmung an fiinf Arbeitstagen
getestet, um die Vergleichsprézision zu demonstrieren und die Leistung bei der Durchfithrung des Tests zu
dokumentieren. Eine Ubereinstimmung von >95 % mit bekannten Testergebnissen wurde gefordert, bevor mit
der Studie fortgefahren werden konnte. Die Tests wurden mit mindestens einem Bediener und zwei Lesern
pro Standort durchgefiihrt, die jeweils fiir die Ergebnisse der anderen verblindet waren. Stimme im
Vergleichsprizisionspanel lieferten die erwarteten Farbergebnisse mit Strep B Carrot Broth™ One-Step

> 95 % der Zeit nach 24 Stunden. Alle getesteten nicht himolytischen GBS-Isolate (100 %) wurden nach
Subkultur an TSA mit 5 % Schafsblut wiedergefunden.
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QUALITATSKONTROLLE

Hardy Diagnostics testet jede Charge kommerziell hergestellter Medien mit geeigneten
Qualitétskontrollmikroorganismen und Qualitdtsspezifikationen, wie sie in den Analysenzertifikaten (CofA)
beschrieben sind. Die folgenden Organismen werden routinemifBig fiir Tests bei Hardy Diagnostics
verwendet:

) Inkubation Erwartete Ergebnisse
Testorganismen Impfmethode* - -
Temp. | Atmosphére Zeit | Wachstum Reaktion
Streptococcus agalactiae o 16-24 .. Wachstum, Farbwechsel
ATCC® 12386 A 35°C Aerob Std. Positiv | 1 chtend Orange auf Rot
Streptoqogcus agqlactlae A 35 °C Acrob 24 Std. Positiv Wachstlfm, hellorange
Clinical strain Farbverdnderung
Streptococcus pyogenes o .. Wachstum, keine
ATCC® 19615 A 35°C Aerob 24 Std. Positiv Farbiinderung
I . Teilweise bis vollstandige
ESChenghla coli B 35°C Aerob 24 Std. Negativ | Hemmung, keine
ATCC® 25922 N
Farbverdnderung
Proteus mirabilis Teilweise bis vollstandige
® B 35°C Aerob 24 Std. Negativ | Hemmung, keine
ATCC" 12453 .
Farbverinderung

Weitere Informationen hierzu finden Sie im Dokument ,,Inoculation Procedures for Media QC* auf der Technical
Document-Website von Hardy Diagnostics.
*Impfmethode

METHODE A
Drei bis fiinf isolierte Kolonien in einem kleinen Volumen Tryptic Soy Broth (TSB) suspendieren und 4 bis 5 Stunden inkubieren. Die Triibung so
einstellen, dass sie der eines 0,5 McFarland-Standards entspricht. Die Zellsuspension auf 1:100 in TSB oder normaler Kochsalzlosung verdiinnen. Das

3 4
Testmedium mit 10 pl kalibrierter Schleife der verdiinnten Suspension beimpfen. Dies ergibt ca. 10 bis 10 CFU pro Réhrchen.

METHODE B
Die gleiche Zellsuspension (dquivalent zu einem 0,5 McFarland-Standard) verwenden wie unter ,,Methode A* beschrieben und in Tryptic Soy Broth

4 5
(TSB) auf 1:10 verdiinnen. Das Medium wie unter Methode A beschrieben mit einer kalibrierten 10 pl-Schleife inokulieren. Dies sollte 10 bis 10
CFU pro Platte ergeben. Gleichzeitig wird eine nicht hemmende Platte (z. B. TSA) geimpft, um als Positivkontrolle zu dienen.

QUALITATSKONTROLLE DURCH DEN BENUTZER

Endbenutzer kommerziell hergestellter Nahrmedien sollten Qualitdtskontrollen gemif den entsprechenden
Vorschriften staatlicher Aufsichtsbehdrden und den Akkreditierungsanforderungen durchfiihren. Hardy
Diagnostics empfiehlt Endanwendern, auf Anzeichen von Kontamination und Verschlechterung zu priifen und,
falls dies durch Qualitdtskontrollverfahren oder -vorschriften des Labors vorgeschrieben ist, Qualitdtskontrolltests
durchzufiihren, um Wachstum oder eine positive Reaktion nachzuweisen und gegebenenfalls Hemmung oder eine
negative Reaktion nachzuweisen. Die Qualitdtskontrolle von Hardy Diagnostics ist auf den Analysenzertifikaten
(CofA) dokumentiert, die auf der Certificates of Analysis-Website von Hardy Diagnostics verfiigbar sind. Weitere
Informationen zur Qualitédtskontrolle finden Sie in den folgenden Dokumenten auf der Technical Document-
Website von Hardy Diagnostics: ,,Introduction to Quality Control* und ,,Finished Product Quality Control
Procedures* sowie in den Bezugsdokumenten.
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