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1. VERWENDUNGSZWECK

Der DrySpot Staphytect Plus™-Test ist ein Latex-Objekttrager-
Agglutinationstest! zur Differenzierung von Staphylococcus
aureus durch Detektion des Clumping-Faktors, Protein A und
bestimmten Polysacchariden, die von Methicillin-resistenten S.
aureus (MRSA) gebildet werden, von Staphylokokken, die diese
Eigenschaften nicht aufweisen.

2. TESTPRINZIP

In der traditionellen Mikrobiologie erfolgt die Differenzierung
zwischen  Koagulase-positiven  und  Koagulase-negativen
Staphylokokken mit Hilfe des Rohrchen-Tests (“Tube Test”) auf
freie, extrazelluldre Koagulase oder mit dem Objekttrager-Test
(“Slide Test”) auf zellwandgebundene Koagulase bzw. Clumping
Faktor. Auch mit dem passiven Hamagglutinationstest zum
Nachweis des Clumping-Faktors (Oxoid, Art.-Nr. DR 595A) oder
der DNase-Prifung auf DNase-Agar (Oxoid, Art-Nr. CM 321B)
stehen weitere Differenzierungs-Tests zur Verfugung.

Mehreren Untersuchungen zufolge weisen ca. 97% aller beim
Menschen vorkommenden Staphylococcus aureus-Stamme
sowohl die zellwandgebundene Koagulase, d.h. den Clumping-
Faktor, als auch freie, extrazelluldre Koagulase auf. Protein A
kann bei etwa 95% aller S. aureus-Stamme, die beim Menschen
vorkommen, an der Zelloberfliche nachgewiesen werden.
Protein A ist in der Lage den Fc-Anteil des Immunoglobulins G
(1gG) zu binden?.

Es ist beobachtet worden, daB bei bestimmten Methicillin-
resistenten S. aureus-Stammen der Clumping-Faktor und Protein
A oftmals nicht nachweisbar sind***. Wie aus einer Studie
hervorgeht, besitzen alle diese Stamme Kapselpolysaccharide®.
Die Polysaccharid-Kapsel kann das Protein A und den Clumping-
Faktor maskieren und bei Latex-Testen, die zum Nachweis dieser
beiden Faktoren ausgerichtet sind, eine Agglutination verhindern.

Beim DrySpot Staphytect Plus-Test werden blaue Latexpartikel
eingesetzt, die sowohl mit Schweinefibrinogen, Kaninchen-IgG
als auch mit spezifischen polyklonalen Antikérpern gegen die
Kapselpolysaccharide von S. aureus beschichtet sind”®.

Das Latex-Reagenz liegt in getrockneter Form auf der
Reaktionskarte vor. Werden Staphylokokken in einer
physiologischen Kochsalzlésung emulgiert und mit dem Latex-
Testreagenz auf der Reaktionskarte vermischt, so kommt es
zu einer Agglutination, die hervorgerufen wird durch Reaktion
zwischen (i) Fibrinogen und dem Clumping-Faktor, (ii) dem Fc-
Anteil von 1gG und Protein A, (iii) spezifischen Antikorpern und
den Kapselpolysacchariden. Bei S. aureus ist diese Reaktion
besonders deutlich. Die Reaktion kann auch mit anderen Spezies
auftreten, wenn sie den Clumping-Faktor und/oder Protein A
besitzen, wie z.B. Staphylococcus hyicus oder Staphylococcus
intermedius. Wenn weder Clumping-Faktor, Protein A noch
spezifische Kapselpolysaccharide vorhanden sind, bleibt die
Agglutination aus, so dal das Ergebnis als negativ anzusehen ist.
Unter den Clumping-Faktor- und Protein A-negativen Isolaten ist
Staphylococcus epidermidis am haufigsten.

3. BESTANDTEILE DES TESTS

7. QUALITATSKONTROLLE

10. STANDARD-TESTMETHODE

DR 101M DrySpot Staphytect Plus Reaktionskarten

Die Latexreagenzien sind Form auf den

Reaktionskarten aufgebracht.

in getrockneter

Testfeld: Blaue Latexpartikel, die mit Schweinefibrinogen,
Kaninchen-IgG und spezifischen polyklonalen Antikérpern gegen
die Kapselpolysaccharide von S. aureus beschichtet sind.

Kontrollfeld: Blaue Latexpartikel,
Globulinen beschichtet sind.

die mit nicht-reaktiven
4 Beutel enthalten jeweils 10 Reaktionskarten und einen Beutel
mit Trocknungsmittel.

Aufjeder Reaktionskarte gibt es 3 Testfelder mit Latex- Testreagenz
und 3 Testfelder mit Latex-Kontrollreagenz.

Der Inhalt einer Packung reicht fuir 120 Tests.

Plastikklammer zum VerschlieBen der geoffneten Beutel zwecks
Lagerung.

Gebrauchsanweisung.

4. ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

Physiologische Kochsalzlosung (0,85%)

Pipette oder Tropfer (50 ul)

Stoppuhr

Impfose

Geeignetes Labordesinfektionsmittel (z.B. Natrium-
Hypochloritlésung >1,3% w/v)

Positivkontrolle: S. aureus z.B. ATCC® 25923

Negativkontrolle: S. epidermidis z.B. ATCC® 12228.

5. VORSICHTSMASSNAHMEN

In vitro Diagnostikum.

Da das Probenmaterial eventuell pathogene Organismen enthalt,
sollten die entsprechenden Vorsichtsmanahmen eingehalten
werden.

6. LAGERUNG UND OFFNEN DER BEUTEL

Lagerung bei 2-25°C.

Sofern die Beutel kihl gelagert werden, diese vor Gebrauch auf
Raumtemperatur bringen, damit eine Kondenswasserbildung
auf den Reaktionskarten vermieden wird. Die getrockneten
Latex- Reagenzien konnten durch Feuchtigkeitsaufnahme
qualitative EinbuBen erleiden. Dieser Umstand kdnnte zu falschen
Ergebnissen fihren.

Die Beutel sind mit einer Schere genau unterhalb der Versiegelung
zu 6ffnen.

Sofern die Beutel einmal geodffnet sind, sind nur soviel
Reaktionskarten zu entnehmen, wie fir sofortige Testungen
(innerhalb der nachsten 10 Minuten) benoétigt werden. Die
Beutel sind sofort wieder zu verschlieRen, indem das offene Ende
des Beutels zwischen die beiden Halften der Plastikklammer
geklemmt wird.

Wenn nur wenige Tests durchgefiihrt werden sollen, konnen die
Reaktionskarten an den gekennzeichneten Linien auf der Karte
auseinandergeschnitten werden. Die unbenutzten Abschnitte
kénnen weiterhin in den Beuteln aufbewahrt werden. Benutzte
Testfelder nicht wieder in die Beutel zurlickgeben, um eine
Kontaminationsgefahr zu vermeiden.

Bei Einhaltung dieser Bedingungen bleibt die Aktivitdt der
Reagenzien bis zum angegebenen Verfalldatum unbeeintrachtigt.

Die einwandfreie Reaktion
folgerndermaRen taglich vor
werden:

der Latexreagenzien sollte
den Routinetests untersucht

1. Positivkontrolle: Verwenden Sie einen bekannten S. aureus-
Stamm (z.B. Staphylococcus aureus ATCC® 25923/Thermo
Scientific Culti-Loops™ R4607010) und befolgen Sie die
Anweisungen wie unter “Testmethode” beschrieben. Eine
Agglutination sollte innerhalb von 20 Sekunden eintreten.

2. Negativkontrolle: Verwenden Sie einen bekannten
S. epidermidis (z.B. Staphylococcus epidermidis ATCC®
12228/Thermo Scientific Culti-Loops™ R4606500) und
befolgen Sie die Anweisungen wie unter “Testmethode”
beschrieben. Es darf innerhalb von 20 Sekunden keine
Agglutination eintreten.

Verwenden Sie den Test nicht, sofern die Kontrollstimme
auf andere Weise als hier beschrieben reagieren.

8. WICHTIGE HINWEISE

Die Testfelder auf der Reaktionskarte sollten nicht beriihrt
werden, um Kontaminationen und somit falsche Ergebnisse zu
vermeiden.

Bei hoher Luftfeuchtigkeit sollten die Beutel nicht langer als 2 Minuten
geoffnet sein. Sofern der Verdacht besteht, daf8 sich Feuchtigkeit auf
den Testfeldern befindet, diese nicht mehr benutzen.

Der Tropfen der physiologischen Kochsalzldsung darf nicht direkt
auf die getrockneten Latex-Reagenzien aufgegeben werden.

Die VerschluBklammern kénnen fiir die weitere Verwendung
aufbewahrt werden, um so ein Offnen und VerschlieRen mehrerer
Beutel zu gewahrleisten.

Die Beutel kénnen bei Raumtemperatur aufbewahrt werden,
jedoch nicht in der N&he starker Hitzequellen. Die Beutel sollten
auBerdem nicht direkter Sonneneinstrahlung ausgesetzt sein, um
erhoéhte Temperaturen zu vermeiden.

Es sollte immer ausreichend Material von dem N&hrboden

abgenommen werden; zuwenig Material konnte zu falsch

negativen Ergebnissen flihren.

9. ENTNAHME UND VORBEREITUNG
UNTERSUCHUNGSMATERIALS

Angaben hinsichtlich Probennahme und -behandlung sind
einschlagigen Standardwerken zu entnehmen?®.

DES

Fir den Test kdnnen Gram-positive, Katalase-positive Kolonien
von den nachfolgend aufgefiihrten Nahrboden

eingesetzt werden: Blutagar, Nahragar, Caseinpepton-
Sojamehlpepton-Agar, Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar
mit 5% Schafblut, Mannit- Kochsalz-Agar, Columbia-Agar mit
Schafblut, Columbia-CNA- Selektivhdhrboden, Mueller-Hinton-
N&dhrboden mit 5% Schafblut, Baird-Parker-Ndhrboden, CLED-
Néhrboden, Iso-Sensitest-Agar, Iso-Sensitest-Agar mit 5%
Schafblut, Oxacillinresistenz-Screening- Agar (ORSA), Brilliance
MRSA 2 Agar

Fir den OXOID DrySpot Staphytect Plus sollten nur frische
Kolonien nach einer Bebriitung von ca. 18-36 Stunden verwendet
werden. Nach langerer Bebriitung zeigen die Kolonien verstarkt
Autoagglutination.

1. Jeweils einen Tropfen (50 pl) physiologische Kochsalzlésung
(0,85%) so auf ein Testfeld mit Latex-Testreagenz und ein
Testfeld mit Latex-Kontrollreagenz geben, daR die Flissigkeit
zu diesem Zeitpunkt noch nicht mit den getrockneten Latex-
Reagenzien in Beriihrung kommt.

2. Mit einer Impfose 5 verdachtige, ca. 2-3 mm groRe
Staphylokokken-Kolonien abnehmen und in dem Tropfen
Kochsalzlésung emulgieren, bis eine homogene Suspension
entstanden ist.

3. Die Suspension anschlieBend mit dem getrockneten Latex-
Kontrollreagenz homogen vermischen und tiber das gesamte
Kontrollfeld verteilen.

4. Mit dem Latex-Testreagenz genauso verfahren. Dazu eine
neue Impfose benutzen.

5. Die Reaktionskarte vorsichtig schwenken. Die Agglutination
tritt innerhalb von 20 Sekunden auf. Keine Lupe benutzen.

6. Nach Ablesen aller Reaktionen Reaktionskarte in einem
geeigneten Desinfektionsmittel entsorgen.

11. TESTMETHODE VoM OXACILLINRESISTENZ-

SCREENING-AGAR

1. Mit einer Impfose 5 verdachtige, ca. 2-3 mm groRe
Staphylokokken-Kolonien abnehmen, und tiber ein gesamtes
Kontrollfeld der Testkarte in einem diinnen Film verteilen.

2. Einen Tropfen (50 ul) physiologische Kochsalzlésung (0,85%)
direkt auf den diinnen Film geben und SOFORT vermischen.

3-6. Siehe Standard-Testmethode.
12. ABLESEN UND AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Positive Testergebnisse

Der Test wird als positiv betrachtet, wenn die blauen Latexpartikel
innerhalb von 20 Sekunden agglutinieren. Eine solches Ergebnis
weist auf das Vorhandensein von S. aureus hin.

Negative Testergebnisse

Der Test wird als negativ betrachtet, wenn keine Agglutination
eintritt und die Suspension auf dem Testfeld auch nach 20
Sekunden eine gleichméRige Blaufarbung aufweist. Ein solches
Ergebnis weist darauf hin, daR es sich bei dem Isolat nicht um
S. aureus handelt.

Reaktionen nach Ablauf der 20 Sekunden sollten nicht gewertet
werden.

Nicht interpretierbare Testergebnisse

Der Test sollte nicht gewertet werden, wenn es auch beim
Kontrollreagenz zu einer Agglutination kommt. Dieses Ergebnis
deutet auf eine Autoagglutination der Kolonien hin.

Nicht homogene Testergebnisse
Je nach Probenmaterial kdnnen faserige Reaktionen auftreten,
die anhand folgender Kriterien zu interpretieren sind:

Das Ergebnis ist positiv, wenn bei der Verwendung des
Testreagenzes eine groRere Flache des blauen Hintergrundes
aufgehellt und im Vergleich mit dem Kontrollreagenz wei8 wird.

Das Ergebnis ist negativ, wenn es weder beim Testreagenz noch
beim Kontrollreagenz zu signifikanten Verdnderungen in der
gleichmaRigen Blaufarbung kommt.

Zweifelhafte Testergebnisse

Leichte, feinkdrnige Reaktionen des Latex-Testreagenzes bei
unverandertem Latex-Kontrollreagenz stellen ein zweifelhaftes
Ergebnis dar. Der Stamm sollte auf einem nichtselektiven Medium
subkultiviert und erneut getestet werden.



13. TESTBESCHRANKUNGEN

1. Eine Agglutination Uber die empfohlenen 36 Stunden
hinaus verstarkt die Tendenz isolierter Kolonien zur
Autoagglutination.

2. Die Antikérper fur den DrySpot Staphytect Plus wurden
hinsichtlich verminderter Kreuzreaktivitat mit gemeinsamen
Antigenen Koagulase-negativer Staphylokokken optimiert.
Dies kann unter Umstdnden zu einer verringerten Sensitivitat
gegenlber Typ 18 MRSA-Stammen fiihren®.

3. Neben S. aureus kdnnen auch andere Staphylokokken,
insbesondere S. hyicus, S. intermedius, S. lugdunensis,
S. xylosus, S. schleiferi und S. haemolyticus ***>*34 positive
Reaktionen in Koagulase- und Latextests zeigen. Bei Bedarf
kénnen diese Spezies durch biochemische Tests identifiziert
werden, z.B. mit einem Test zum Nachweis der PYRase-
Aktivitdt (OXOID 0.B.1.S. PYR IDO580M). S. aureus und
S. hyicus sind PYRase-negativ, alle anderen oben genannten
Stamme sind PYRase- positiv***. S. hyicus und S. intermedius
treten jedoch bei klinischem Humanmaterial duerst selten
auf.

4, Bei Staphylokokken, die aus Urin isoliert wurden und
im OXOID DrySpot Staphytect Plus eine schwache
positive'’ Reaktion zeigen, kann es sich um Staphylococcus
saprophyticus handeln. Die genaue Identifizierung
solcher Isolate kann mit biochemischen Tests oder mit
Hilfe der Empfindlichkeitsprifung gegentiber Novobiocin
durchgefuhrt werden (S. saprophyticus ist Novobiocin-
resistent).

5. Einige Streptokokken und mdoglicherweise auch andere
Keime, die Immunglobuline oder Plasma-bindende
Substanzen enthalten, kénnen im Latex-Test unspezifisch
reagieren. Auch kénnen Keime, wie z.B. Escherichia coli
eine unspezifische Reaktion der Latexpartikel bewirken?®1°.
Vor der Anwendung des Oxoid DrySpot Staphytect Plus
sollte eine Gram-Farbung durchgefiihrt werden, um
sicherzustellen, daB fiir den Test nur Staphylokokken
eingesetzt werden.

14. LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistungsfahigkeit des OXOID DrySpot Staphytect Plus-Tests

wurde in den nachfolgend beschriebenen Studien ermittelt. Es

ist dabei zu beachten, daR die Antigenausstattung von S. aureus
in Abhdngigkeit von der geographischen Verteilung eine
bemerkenswerte Varianz aufweisen kann.

Klinische Studie

OXOID DrySpot Staphytect Plus wurde in einem grofRen
australischen  Lehrkrankenhaus evaluiert. Insgesamt 300
Isolate wurden gegen Rohrchenkoagulase als Gold-Standard
vergleichend untersucht. In der anschlieRenden Datenanalyse
wurden Stamme, die bekanntermaRen kreuzreagierenit121314
sowie autoagglutinierende Stamme, nicht bertcksichtigt (n=284).
Danach wurden die relative Sensitivitat mit 100% und die relative
Spezifitat mit 96,3% ermittelt.

Industrielle Studie

OXOID DrySpot Staphytect Plus wurde im Rahmen einer
multi- center Studie mit mehreren Lebensmittel-Laboratorien
in GroRbritannien evaluiert. Insgesamt wurden 621 Proben

gegen Rohrchenkoagulase als Gold-Standard vergleichend
untersucht. Die Kolonien stammten von Baird-Parker-
Ndhrboden, der mit Lebensmittel- oder Umweltproben

inokuliert wurde. In der anschlieBenden Datenanalyse wurden

Stamme, die bekanntermaRen kreuzreagierent*'2134 sowie
autoagglutinierende Stdmme, nicht berlcksichtigt (n=603).
Danach wurden die relative Sensitivitat mit 98,4% und die relative
Spezifitdt mit 96,9% ermittelt.
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