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Fiir die Identifikation von Bakterien

Hersteller
ROSCO Diagnostica ApS, Stensmosevej 24A, DK-2620 Albertslund, Denmark, www.rosco-diagnostica.com

Verwendungszweck

Zur Verwendung in qualitativen Verfahren zur In-vitro-Bestimmung mikrobieller Eigenschaften zu dem
Zweck der Identifikation von Mikroorganismen. Die verschiedenen Identifikationstests werden jeweils als
einzelne Tabletten dargereicht.

Verfahrensprinzip

Diatabs werden in zwei Gruppen aufgeteilt: Diatabs fiir die Anwendung auf Agar-Platten und Diatabs zum
Auflésen in Flissigkeit. Die meisten Diatabs liefern durch die Verwendung von farbstoffbildenden
enzymatischen Reaktionen oder modifizierten konventionellen Tests schnelle Testergebnisse. Diatabs, die
auf Agar-Platten angewendet werden, erkennen die natirlichen Empfindlichkeitsmuster oder
Wachstumsanforderungen. Nach der Inkubation werden die Platten untersucht. Dabei werden die
Durchmesser der Hemmzonen um die Tabletten herum gemessen und anhand der
Zoneninterpretationstabelle (empfindlich/resistent) fiir die jeweilige Tablette bestimmt. Diatabs fir die
Anwendung in Flissigkeiten nutzen die enzymatischen Eigenschaften der Mikroorganismen, die durch
verschiedene Indikationssysteme erkannt werden.?

Weitere Einzelheiten Uber Diatabs fir die Identifikation von Bakterien entnehmen Sie dem "User's Guide
Diatabs"? unter www.rosco-diagnostica.com

Aufbewahrung

1) Prifen Sie bei Erhalt das Temperatursymbol auf dem Etikett. Diatabs mit dem Temperatursymbol "2 °C bis
8 °C" sind im Kiihlschrank aufzubewahren. Diatabs mit der Temperaturkennzeichnung "bis 25 °C" kénnen
bei Zimmertemperatur gelagert werden.

2)  Aus dem Kiihlschrank entnommene Gliser mit Diatabs miissen vor dem Offnen auf Zimmertemperatur
erwarmt werden. Hierzu ist eine Wartezeit von 30 bis 60 min einzuhalten, damit auf den Tabletten kein
Kondenswasser entsteht.

3) Diatabs in Glasern vor Lichteinstrahlung und hoher Feuchtigkeit schiitzen. Feuchtigkeitsabsorbierendes
Material (Exsikkatorkapsel), sofern vorhanden, im Glas belassen.

Das auf den Glasern angegebene Verwendbarkeitsdatum gilt nur fir verschlossene Glaser bei vorschrifts-
maRiger Lagerung.

Reagenzien

Diatabs werden als Tabletten mit einem Durchmesser von 6 bzw. 9 mm in Gldsern zu 15, 25 oder 50 Stlick
dargereicht. Die 9-mm-Tabletten sind beidseitig mit einem flinfstelligen Code bedruckt. Die 6-mm-
Tabletten fir die Anwendung auf Agar sind farblich gekennzeichnet. Die in FlUssigkeit aufzuldsenden
Diatabs tragen keine Kennzeichnung. Bei Anwendung von mehr als einer Diatabs sollte auf den Inhalt des
Reagenzglases besonderes Augenmerk gelegt werden.

VorsichtsmaBnahmen

Befolgen Sie die Gebrauchsanweisung. Die Tabletten sind nicht geeignet fir Empfindlichkeitsprifungen. Die
Aussagekraft des Diatabs-Tests ist neben der Art der gewahlten Diatabs auch von der Verwendung eines
geeigneten Inokulums, von der Inkubationszeit und von der korrekten Interpretation der
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Zonendurchmesser bzw. der Farbung abhdngig. Das Produkt sollte ausschlieBlich von fachkundigem
Laborpersonal verwendet werden. Zur Entnahme und Handhabung der Diatabs eine Pinzette verwenden.
Es sind geeignete VorsichtsmaBnahmen gegen mikrobielle Gefahren zu treffen, darunter die
ordnungsgemaRe Sterilisation von Proben, Behdltern, Medien und Reagenzgldsern nach dem Gebrauch.
Diatabs, Agar-Plattchen und Reagenzgldser mit potentiellen Pathogenen sind als mikrobiologischer Miill zu
entsorgen.

Untersuchungsmaterial

Bei Beschaffung und Handhabung des zu untersuchenden Probenmaterials sollten die nachfolgend
aufgefiihrten Empfehlungen eingehalten werden. Bei dem Untersuchungsmaterial sollte es sich um eine
Reinkultur handeln, die alle fur die zu bestimmende Spezies typischen Eigenschaften aufweist.

Verfahren
Mitgeliefertes Material: Diatabs gemal} Kennzeichnung auf dem Behalter.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Kulturmedien, Reagenzgldser, Reagenzien, Bakterienstimme zur
Kontrolle sowie die fiir eine Identifikation erforderliche Laborausriistung, z. B. Draht- bzw. Kunststoffosen,
Wattetupfer, Pipetten und Entnahmebehilter.

I. Diatabs auf Agar

Die Empfindlichkeit der aus Gewebeproben isolierten Mikroorganismen gegeniiber antimikrobiellen und
anderen Substanzen kann nitzliche Informationen fiir eine genaue ldentifikation liefern. Hilfreich zur
Bestimmung der charakteristischen Merkmale sowie zur Unterscheidung der einzelnen Mikroorganismen
ist die Kultivierung mit einem standardisierten Inokulum auf einem spezifischen Agar-Medium mit
anschlieBender Messung des Hemmzonendurchmessers.

I.1. Vorbereiten des Inokulums

Mehrere morphologisch gleichartige Kolonien von einer 18 bis 24 Std. lang inkubierten Agar-Platte (nicht-
selektives) Agar in 4 bis 5ml 0,9%ige NaCl-Losung suspendieren, bis eine Trlibung entsprechend 0,5
McFarland erreicht wird.

1.2. Inokulation

Innerhalb von 15 min einen sterilen Wattetupfer in das korrekt eingestellte Inokulum tauchen und dann
fest gegen die obere Innenwand des Rohrchens driicken, um Gberschissige Flissigkeit auszudriicken. Agar-
Platten gemaR Tabelle 1 innerhalb von 15 min mit Wattetupfer inokulieren. Die trockene Oberflache einer
geeigneten Agar-Platte durch Ausstreichen des Tupfers Uber die gesamte Platte inokulieren. Vor dem
Auflegen von Diatabs auf den Agar die Oberfldche 3 bis 5 min, jedoch héchstens 15 min trocknen lassen.

1.3. Inkubation und Untersuchung der Platten

Die Platten nach 15 min mit der Agar-Seite nach oben gemal Tabelle 1 inkubieren (je nach Spezies aerob,
anaerob oder in 5 bis 10 % CO;). Die Platten nach der Inkubation Uber Nacht untersuchen, sofern in
Tabelle 1 nicht anders angegeben.

Die Durchmesser der Hemmzonen, die bei Sichtpriifung eine vollstdndige Hemmung aufweisen, werden
gemessen. Die Zonendurchmesser werden auf den nachsten Millimeter aufgerundet.

ERGEBNISSE:

Vergleichen Sie die erfassten Zonendurchmesser mit den Angaben in Tabelle 1. Die Ergebnisse fir eine
bestimmte Spezies werden je nach Hemmzoneninterpretation als "suszeptibel" (S) oder "resistent" (R)
eingestuft. Der jeweilige Bakterienstamm kann anhand Tabelle 1 vorldufig bestimmt werden.

1. Diatabs in Flussigkeit
1I.1. Vorbereiten des Inokulums

Der zu testende Organismus sollte 18 bis 24 Std. alt sein und in Reinkultur vorliegen. Langsam wachsende
Isolate kdnnen anhand einer 48 Std. alten Kultur getestet werden.
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In einem Reagenzglas eine dichte Suspension (mind. 4 McFarland) des Testorganismus in 0,25 ml
Kochsalzldsung vorbereiten. Mit einem einzigen Inokulum kdnnen gleichzeitig mehrere verschiedene
Diatabs inokuliert werden.

11.2. Inokulation
Eine Diatabs in das Reagenzglas geben. Einige Diatabs erfordern auRerdem die Zugabe von 3 Tropfen
sterilem Paraffinol (siehe Tabelle 2).

11.3. Inkubation und Untersuchung der Reagenzglaser

Reagenzglas dicht verschlieBen und 4 Std. lang bei 35 bis 37 °C Gber Nacht bzw. gemal Tabelle 2 inkubieren.
Nach der Inkubation auf Verfarbungen untersuchen. Einige Diatabs erfordern die Zugabe eines Reagens zur
Feststellung der endgiiltigen Farbung, wobei einige von ihnen zweierlei Farbungen erzeugen:

Nach Ermittlung der ersten Farbung wird ein Reagens zugegeben und anschlieRend die neue Farbe
bestimmt (gemaR Tabelle 2).

ERGEBNISSE:

In Flissigkeit aufzulésende Diatabs werden anhand der Verfarbung eingestuft. Tabelle 2 enthélt eine
Ubersicht der Farbreaktionen fiir negative und positive Stimme. Die Testergebnisse sollten in Form eines
Berichts erfasst werden.

Il. Diatabs flir andere Verfahren

Oxidase

Ein dickes Filterpapier in eine leere Petrischale legen und eine Diatabs daraufgeben. Einen Tropfen Kochsalz-
I6sung oben auf die Tablette tropfen, anschlieRend 60 Sekunden warten und dann einen weiteren Tropfen
Kochsalzlosung aufbringen. Sobald das Filterpapier befeuchtet ist, die Kolonie mit Hilfe einer Kunststoffose
auf das feuchte Filterpapier ca. 3 bis 8 mm vom Rand der Tablette aufstreichen. Die Auswertung kann nach
2 min erfolgen. Auf einem Filterpapier mit einer Diatabs kdnnen mehrere Isolate getestet werden.

Faktor X, V und X+V

Flr die Differenzierung von Haemophilus-Spezies werden Tabletten mit den Wachstumsfaktoren Hamin (X-
Faktor), NAD (V-Faktor) sowie beiden Faktoren verwendet. Alle drei Tabletten auf dem Agar platzieren,
dabei zwischen Faktor X und Faktor V einen Abstand von 2 cm belassen und Faktor X+V in etwas groRerem
Abstand von beiden anordnen. Nur Medien verwenden, die von beiden Wachstumsfaktoren frei sind (z. B.
TSA-Agar).

Uber Nacht 18 bis 24 Std. lang bei 35 bis 37 °C inkubieren und anschlieBend die Zonen um die Tabletten
herum auf Wachstum priifen. Organismen, die ausschlieBlich Faktor X benétigen, wachsen nur in der
Umgebung der Tabletten mit Faktor X und X+V. Organismen, die ausschlieRlich FaktorV benétigen,
wachsen nur in der Umgebung der Tabletten mit Faktor V und X+V. Organismen, die beide Faktoren
benétigen, wachsen nur in der Umgebung der Tablette mit Faktor X+V.!

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Um die Wirkungsfahigkeit der Tabletten zu Uberprifen, sollte eine Qualitatskontrolle unter Verwendung
von ATCC-Stammen oder anderen bekannten positiven bzw. negativen Stammen durchgefiihrt werden.
Solche Qualitatskontrollen sind gemafR anerkannter Qualitatsprifungsverfahren fir die Laborpraxis
auszufiihren. Die negativen und positiven Farbreaktionen sowie die empfindlichen bzw. resistenten
Stdmme sind in den Tabellen angegeben, was eine Uberpriifung des angewandten Verfahrens erméglicht.
Abweichende Qualitdtsergebnisse sollten nicht in den Bericht aufgenommen werden.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN DER TESTMETHODE

1. Fir die Tests sollten ausschlieflich Reinkulturen verwendet werden, da gemischte Populationen von
Mikroorganismen zu verfdlschten Ergebnissen fihren.

2. Die Anwendung von Diatabs zur Bestimmung von Mikroorganismen und die Interpretation der Ergebnisse
setzen eine gute Kenntnis der allgemeinen mikrobiologischen Methoden und Verfahren voraus.
Insbesondere sollte die Person, die diese Tests durchfiihrt, auf ihr Wissen und ihre Erfahrung zuriickgreifen
kdnnen sowie alle Uber die Proben zugdnglichen Informationen und die im Labor Ublichen
Verfahrensweisen beriicksichtigen, bevor eine endgiiltige Aussage Ulber die Identitdt des Isolats getroffen
wird.
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Die Aussage lber die Identitdt kann durch weitere Tests beeinflusst werden.

Die Tabletten sind nicht geeignet fiir die Anwendung bei Empfindlichkeitsprifungen.

5. Die Genauigkeit der Diatabs beruht auf den bekannten mikrobiellen In-vitro-Eigenschaften spezifischer,
klinisch wichtiger Bakterienspezies.! Falls atypische oder abweichende Ergebnisse auftreten, wird eine
Wiederholung der Tests empfohlen. Unerwartete Ergebnisse sollten aufgezeichnet werden, und die
betreffenden Isolate kdnnten fiir weitere Tests an ein Vergleichslabor gegeben werden.

Pw

WEITERE INFORMATIONEN
1) VersalovicJ et al.: Manual of Clinical Microbiology, 10th ed. 2011, ASM, Washington DC.
2) Diatabs User's Guide. www.rosco-diagnostica.com
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