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1. Asnwendungsbereich

Fir die in vitro Diagnostik. Die RIDA® Anreicherungsbouillon dient der Anreicherung von Shiga-
toxin-bildenden E. coli Bakterien aus Stuhlproben.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Unter den verschiedenen humanpathogenen Varianten des Darmbakteriums Escherichia coli
zeichnen sich die EHEC-Bakterien unter anderem durch die grundsatzliche Bildung von soge-
nannten Shigatoxinen oder Verotoxinen aus. Beide synonym verwendeten Namen beruhen
einerseits auf ihrer hohen Homologie zu Shigellentoxin (auch der Begriff Shiga-Like-Toxin ist
gebrauchlich) und andererseits auf ihrer Toxizitat gegeniber Verozellen.

Als EHEC werden nun solche STEC / VTEC (shigatoxinbildende E. coli / verotoxinbildende
E. coli) bezeichnet, die beim Menschen Krankheitserscheinungen auslésen und somit Pathova-
re fir den Menschen darstellen.

Aufgrund der Antigenstruktur werden diese wiederum verschiedenen Serovaren zugeordnet.
Einige wenige Serovare werden bei Erkrankten haufiger gefunden als andere. Auch besitzen
nicht alle die gleiche Ausstattung an Virulenzmarkern, von denen neben den beiden Shiga-
toxinen Stx 1 und Stx 2 vor allem das Intimin und das Enterohamolysin zu nennen sind.

Die Information fur die Shigatoxinbildung befindet sich auf einem Bakteriophagen, der im
Bakterienchromosom integriert ist. Die Bildung von Shigatoxin ist unterschiedlich stark bei den
verschiedenen STEC-Stammen, so dass ein Screening auf das Vorhandensein dieser Toxine
direkt aus der Stuhlprobe von an EHEC erkrankten Patienten nicht empfohlen werden kann.
Es muissen im ersten Schritt aus einer Patientenstuhlprobe die Erreger durch Anzichtung in
einem geeigneten Medium angereichert werden. Geeignet sind solche Medien, die neben
Selektivitatsfaktoren fir Escherichia coli auch besonders das vorhandene Potential zur Shiga-
toxinbildung aktivieren. Das Verhéltnis von EHEC-Keimen zur physiologischen, kommensalen
E. coli Darmflora liegt bei etwa 1 : 200. Insofern ist eine effektive Anreicherung mit Induktion der
Shigatoxinbildung die Grundvoraussetzung fur ein erfolgreiches Screening im ELISA.

Die vorliegende Anreicherungsbouillon tragt diesen Erfordernissen Rechnung.

3. Testprinzip

Die RIDA® Anreicherungsbouillon fordert selektiv E. coli — Keime durch ihren Anteil an Gallen-
salzen und unterdriickt gram-positive Keime im Wachstum. Der Zusatz von Mitomycin C férdert
insbesondere durch Induktion des lambdoiden Prophagen auf dem Bakterienchromosom die
Shigatoxinbildung und durch Zellyse deren Freisetzung, so dass auch bei schwachen Toxin-
bildnern im anschlieRenden Screening ELISA aus dem Uberstand der Anreicherungskultur die
Toxine sicher nachgewiesen werden kénnen. Dies ist insbesondere wichtig bei HUS-Patienten,
wo haufig nur noch sehr wenig EHEC - Keime im Stuhl zu finden sind.
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4. Packungsinhalt

Die Reagenzien einer Packung reichen fiir 100 (Z1000) oder 25 (Z1003) Bestimmungen.

100 (25) Rohrchen mit je 4 ml Anreicherungsbouillon; enthalt mTSB und Mitomycin C

5. Reagenzien und ihre Lagerung

Die Rohrchen mit der Anreicherungsbouillon sind bei 2 — 8 °C zu lagern und bis zu dem auf den
Etiketten aufgedruckten Verfallsdatum verwendungsfahig. Mikrobielle Kontamination ist zu ver-
meiden. Nach Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitdtsgarantie mehr Glbernommen
werden.

Eine sichtbare Tribung der klaren hellgelben Anreicherungsbouillon ist Hinweis auf eine mikro-
bielle Kontamination. Solche Réhrchen sollten nicht mehr verwendet werden und sind gemani
10.2. zu entsorgen.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien - erforderliches Zubehor
6.1. Reagenzien

— PBS-Puffer oder physiologische Kochsalzlésung (optional)
— Entsorgungslosung (Pkt. 10.1.)

6.2. Zubehor

— Einwegpipetten (Art. Nr.: Z 0001)

— Mikropipette fir 100 pl — Volumina

— Dlnne Wattetupfer

— Horizontalschttler oder Rotationsmischer mit Aufnahmerack fir R6hrchen
der GroR3e 16,5 x 105 mm

— 37 °C Inkubator

7. VorsichtsmalRnahmen
Fur die in vitro Diagnostik

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien zur Arbeit in
medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur Durchfiihrung des
Tests ist strikt einzuhalten.

Das Anreicherungsmedium enthélt Mitomycin C. Kontakt mit Haut und Schleimh&uten ist unbe-
dingt zu vermeiden. Sollte dennoch Kontakt erfolgen, ist mit reichlich Wasser zu spulen und
kontaminierte Kleidung muss gewechselt werden.

Materialien (Pipettenspitzen, Tupfer), die mit der Anreicherungsbouillon in Beriihrung kommen,
sind wie diese zu entsorgen (Pkt. 10.3.). Die Entsorgung der Anreicherungsbouillon (Pkt. 10.2.)
ist zu beachten.

8. Sammlung und Lagerung der Proben
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Die auf Shiga- bzw. Verotoxin zu prifenden Stuhlproben kénnen vor ihrem Einsatz in der Anrei-
cherungsbouillon, sofern sie nicht frisch eingesetzt werden, wie folgt gelagert werden:

— bis 24 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 2 - 8 °C

— bis 72 Stunden bei 2 - 8 °C

Das Einfrieren der Proben ist nicht zu empfehlen, da die EHEC-Bakterien darunter leiden und in
der Anreicherungskultur dann nicht mehr gut oder gar nicht mehr vermehrungsfahig sind.

9. Testdurchfiihrung

Fur eine erfolgreiche Anreicherung ist die nachfolgend beschriebene Vorgehensweise und die
dort angegebenen Pipettiervolumina moéglichst exakt einzuhalten. Sie entsprechen dem heuti-
gen Stand der Kenntnis und sind in enger Zusammenarbeit mit den entsprechenden Referenz-
stellen des RKI (Robert-Koch-Institut) und BfR (Bundesinstitut fir Risikobewertung) abge-
stimmit.

Es sollten nur frische oder maximal 3 Tage bei 2 - 8 °C gelagerte Stuhlproben zum Einsatz
kommen.

9.1. Flussige oder wassrige Stuhlprobe

100 pl (bei Verwendung von Einwegpipetten Art.-Nr. Z 0001 entspricht dies der Menge bis kurz
oberhalb der zweiten Verdickung) oder ein diinner mit der Probe getrankter Tupfer wird in 4 ml
RIDA® Anreicherungsbouillon tiberfiihrt und durch ausreichendes Schitteln resuspendiert.

9.2. Feste Stuhlprobe

50 - 100 mg werden mit einem Spatel oder einer Einwegimpfése entnommen und in 4 ml
RIDA® Anreicherungsbouillon suspendiert. Alternativ kann auch mit einem diinnen Tupfer durch
Abstreichen (vorzugsweise an verschiedenen Stellen der Stuhlprobe) eine aquivalente Menge
entnommen werden und durch kraftiges Ausschitteln in 4 ml RIDA® Anreicherungsbouillon
resuspendiert werden.

Ebenso eignet sich eine zuvor in PBS (50 - 100 mg in 1 ml Puffer) hergestellte Stuhlsuspen-
sion, von der dann 500 pl in 4 ml RIDA® Anreicherungsbouillon tiberimpft werden.

9.3. Anreicherung

Die nach 9.1. oder 9.2. angeimpfte Anreicherungsbouillon wird fir 18 - 24 h bei 37 °C unter
Schitteln (120 - 160 rpm) und ausreichender Sauerstoffzufuhr (halbe Drehung des Dreh-
verschlusses) in Schraglage inkubiert. Es ist darauf zu achten, dass keine Flussigkeit auslauft.
Zum Schtteln eignen sich Horizontalschittler und Rotationsmischer gleichermal3en.
Nach maximal 24 h wird die Anreicherungsbouillon bei 2500 g fir 5 min zentrifugiert. Vom
Uberstand werden 100 pl unverdiinnt im RIDASCREEN® Verotoxin ELISA eingesetzt.

Achtung:
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Sollte sich auf der Anreicherungsbouillon eine Kahmhaut gebildet haben, so sollte diese
sorgféltig beseitigt werden, damit sie nicht mit in die Mikrotiterplatte Gbertragen wird.
Diese Kahmhaut kann Ursache fur falsch positive Ergebnisse sein aufgrund ihrer hohen
Klebrigkeit in den Kavitaten der Mikrotiterplatte.

Soll nach einem positiven ELISA-Ergebnis fur eine Bestatigung durch ein autorisiertes Refe-

renzlabor (PCR und Keimidentifizierung) Material verschickt werden, so empfiehlt sich folgende

Vorgehensweise:

1. Dekantieren des restlichen Uberstandes nach Zentrifugation aus dem Rohrchen

2. Entnahme des kompletten Pellets mit einem Tupfer

3. Einbringen des Tupfermaterials in ein geeignetes Transportmedium (Cary Blair, Stuart oder
Amies)

4. Versand (optimal unter Kiihlung) in das entsprechende Speziallabor fir weitere Analysen
Achtung:

auch ein mit der Stuhlprobe beladener Tupfer kann in den oben genannten Trans-
portmedien zur weiteren Analyse versendet werden.

10. Entsorgung Mitomycin C-haltiger Medien und Materialien

Da Mitomycin C als kanzerogen gilt, muss die Entsorgung der entsprechenden Mitomycin C-
haltigen Nahrmedien und der mit ihm in Kontakt gekommenen Materialien in Deutschland ent-
sprechend der Gefahrstoffverordnung (Sondermdill) erfolgen, bzw. im Ausland nach den jeweili-
gen nationalen Richtlinien.

10.1. Entsorgungslésung

0,5 % Wofasteril® (oder 0,2 % Peressigsaure) in 5 % Essigsaure
d.h. 50 ml Essigsaure

+ 5 ml Wofasteril® (oder 2 ml Peressigsaure)

auf 1 | Aqua dest.
Lagerung bei 2 — 8 °C

Hinweis:
Wofasteril® ist erhéltlich bei Kesla Hygiene AG, D-06803 Greppin
Tel.: +49 (0) 3494 69950 ; www.kesla.de/hygiene

10.2. Entsorgung von Anreicherungsbouillon

Gleiches Volumen der Entsorgungslésung in die Anreicherungskultur zugeben (d.h. 4 ml Kultur
+ 4 ml Entsorgungslosung), Uber Nacht bei Raumtemperatur einwirken lassen und dann fur
mindestens eine Stunde bei 121 °C autoklavieren.

10.3. Entsorgung von Material
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Pipettenspitzen und Tupfer kénnen zusammen mit der unter Pkt. 10.2. zu entsorgenden Anrei-
cherungsbouillon entsorgt werden.

11. Klinische Ergebnisse

In einer vom BGVV durchgefuhrten Validierung von Anreicherungsmedien erwies sich die
RIDA® Anreicherungsbouillon mit Mitomycin-Zusatz deutlich tiberlegen gegeniiber Medien, die
kein Mitomycin enthielten, egal ob diese Medien nur mit Antibiotika (Novobiocin, Cefsoludin),
nur mit Gallesalzen oder mit beidem supplementiert waren.

Bei klinischen Stuhlproben von HUS-Patienten erbrachte der Mitomycin-Zusatz eine Steigerung
von durchschnittlich 37,5 %.

Bei mit Stammisolaten (bekannte Shigatoxin-Produzenten) kinstlich angeimpften Stuhlproben
erbrachte der Mitomycin-Zusatz eine Steigerung des Shigatoxin-Nachweises zwischen 40 %
und 50 % gegenuber Anreicherungsmedien ohne Mitomycin.

Die in der Anreicherungsbouillon eingesetzte Konzentration an Mitomycin erwies sich in einer
kirzlich durchgefuhrten Mutagenitatsstudie (nicht veroffentlicht) als sehr geringgradig mutagen,
so dass sein Einsatz zur Erzielung einer sensitiven Shigatoxin-Diagnostik gerechtfertigt ist.
Derzeit sind keine besseren und gleichzeitig harmloseren Induktoren fir die Shigatoxin-
Freisetzung bekannt.
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