Einfihrung

Verwendungszweck

™

InPouch TV ist ein verschlossenes Mediensystem fiir die Riickgewinnung und den
Nachweis von T. vaginalis aus weiblichen vaginalen oder ménnlichen urethralen

Proben / Urinproben. Das firmeneigene Medium ist selektiv fir den Transport und
das Wachstum von T. vaginalis und hemmt gleichzeitig das Wachstum anderer
Mikroorganismen, die eine zuverléssige Diagnose beeintréichtigen kénnen.

Beschreibung und Prinzip

Trichomoniasis ist beim Menschen eine sexuell ibertragbare Infekfion (sexually-
transmitted infection, STI), die durch begeiBelte Protozoen der Gattung Trichomonas
vaginalis hervorgerufen wird. Sie gilt weltweit als eine der haufigsten sexuell
ibertragenen Infektionen, sowohl bei Mé&nnern als auch bei Frauen." 2 Die US-
Gesundheitsbehérde CDC schétzt, dass in den Vereinigten Staaten jéhrlich finf
Millionen neve Félle aufireten.

Der Beutel ist fir einen benutzerfreundlichen und praktischen frishzeitigen
mikroskopischen Nachweis durch Kulturbestétigung von T. vaginalis konzipiert.® # Der
Beutel besteht aus einer sauerstoffbestéindigen Hochbarriere-Kunststofffolie mit zwei
V-férmigen Kammern, zwischen denen eine diinne Verbindungsleitung verléuft. Das
System bietet verschiedene Vorteile. Im Beutel lassen sich Proben auf einfache Weise
inokulieren, direkt betrachten (Feuchtpréparat), einlagern und/oder transportieren
(optional), bevor sie zur Inkubation und Aufzeichnung ins Labor gebracht werden.

Reagenzien und Aussehen

Das Medium von InPouch enthdlt folgende Bestandteile: Peptone, Maltose und andere
Zucker, Aminosduren, Salze und antimikrobielle Wirkstoffe in einer phosphatgepufferten
Kochsalzlésung. Ein ungedffneter Beutel enthdlt eine klare, bernsteinfarbene Flissigkeit.
Der endgiltige pH-Wert des Mediums betrégt 6,1 + 0,05.

VorsichtsmaBnahmen, Sicherheit und Entsorgung
Zur In-vitro-Diagnostik

Lesen Sie die Sicherheitsdatenblétter (Safety Data Sheets, SDS), und befolgen Sie
die Handhabungshinweise. Tragen Sie eine geeignete Schutzbrille sowie geeignete
Schutzkleidung und -handschuhe.

Alle inokulierten Tests missen geméf> der CDC-NIH-Empfehlung fiir BSL-2-Organismen
gehandhabt werden.

Nachdem der Beutel inokuliert und wieder versiegelt wurde, darf er nur in einem
Biosicherheitsschrank erneut gesffnet werden. Da infektises Material vorhanden sein
kann, muss der Beutel durch 20-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C zerstért werden.

Das Wachstumsmedium von InPouch unterdriickt das Wachstum von Hefen
und Bakterien, verhindert es jedoch gegebenenfalls nicht vollstéindig. Falls sich
Gasansammlungen aufgrund von Bakterienwachstum bilden, kann das Gas durch

Offnen des Beutels in einem Biosicherheitsschrank der Schutzstufe 2 abgelassen werden.

WARNUNG: Dieses Produkt enthalt Chemikalien, die im US-Bundesstaat Kalifornien
als Ursache fiir Krebs, Geburtsschéiden oder Einschréinkung der Fortpflanzungsfahigkeit
eingestuft werden.

Lagerung
Lagern Sie nicht inokulierte Beutel bei 18-25 °C horizontal und vor direkter
Sonneneinstrahlung geschitzt. Kihlen Sie das Produkt nicht, und frieren Sie es nicht ein.

Haltbarkeit

Die Haltbarkeit von InPouch betrégt 12 Monate ab Herstellungsdatum.

Verfahren

1 — InPouch vorbereiten

Wichtige Hinweise zur Probenentnahme:

Vaginal: Eninehmen Sie mit einem sterilen Baumwoll- oder Viskosetupfer eine Probe vom
hinteren Scheidengewdlbe, und inokulieren Sie den Beutel sofort damit.

Urin und Liquor: Zentrifugieren Sie eine frisch enfnommene Probe (weniger als 1 Stunde
alt) 5 Minuten lang in einem sterilen Einwegréhrchen bei 500 x g. Dekantieren Sie den
Uberstand. Inokulieren Sie den Beutel.

Samenflissigkeit: Die Probe sollte < 60 Minuten alt sein. Nehmen Sie einen Tropfen
Samenflissigkeit mit einer Einwegpipette auf, und inokulieren Sie den Beutel damit.

Erforderliche Materialien
= InPouch TV Test(s)

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien
= Einwegpipette (Urinsediment)

= Einwegtupfer aus Baumwolle oder Viskose (Inokulation des Beutels von UTM,
Amies oder ESwab® innerhalb von 24 Stunden nach der Probenentnahme
bei 18-25 °C ist akzeptabel.’® ")

= Obijektklemme (Katalognummern 10-000-001)
* Laborinkubator fiir Inkubation bei 37 °C
* Mikroskop mit Objektiven (10x,/20x,/40x Okular)

Inkubation

Driicken Sie die Probe und die Fliissigkeit in die untere Kammer. Rollen Sie das offene
Ende der oberen Kammer herunter, indem Sie es 2 bis 3 Mal fest umschlagen.
Versiegeln Sie den Beutel, indem Sie die Laschen um die Seiten des Beutels falten.

HINWEIS: Fillen Sie die Patienteninformationen aus, und kleben Sie das
Patientenetikett iber das blaue Biomed-Etikett, nicht auf das Sichtfenster.

Inkubieren Sie den Beutel bis zu 7 Tage lang vertikal bei 37 °C.% Der Beutel ist fir
einen sicheren Transport konzipiert.” Inokulierte Tests miissen innerhalb von 48 Stunden
nach der Inokulation transportiert und bei 18—-37 °C aufbewahrt werden.”

Qualitétskontrolle

Dieses Produkt wurde getestet und erfilllt die CLSI-Norm (vormals NCCLS)

fir kommerziell hergestellte Medien (M22-A3). Bei der Herstellung werden
Quadlitétskontrollen fiir jede InPouch TV Charge durchgefiihrt. Die Féhigkeit des

Um ein Auslaufen der Flissigkeit zu
verhindern, driicken Sie die Flissigkeit
aus der oberen Beutelkammer hinunter
in die untere Kammer. Reif3en Sie die
Kunststofffolie, die iber den weif3en
Verschluss herausragt, ab.

2 — Probe inokulieren

Um den Tupfer einzufithren, &ffnen Sie den
Beutel, indem Sie die mittleren Laschen
des Verschlussbandes auseinanderziehen.
Driicken Sie vorsichtig eine kleine Menge
Flassigkeit zuriick in die obere Kammer,
und kneten Sie den Tupfer zwischen den
Waénden des Beutels durch. Entnehmen Sie
den Tupfer, und entsorgen Sie ihn.

3 — Probe integrieren

Rollen Sie vor dem Durchdriicken der
Probe in die untere Kammer sowie vor

der Inkubation die obere Beutelkante
herunter, wobei Sie sie mindestens zwei
Mal umschlagen, und sichern Sie die
Endlaschen, um den Beutel zu versiegeln.
Isolieren Sie die Probe unter der
Obijektklemme, und betrachten Sie sie in
der oberen Kammer unter dem Mikroskop.
Wenn lebende motile Trichomonaden
erkannt werden, ist dies ein présumtiv
positives Ergebnis. Auch Schlisselzellen und
Hefezellen kénnen nach der Inokulation
mehrere Stunden lang mikroskopisch
beobachtet werden. Senden Sie die Probe
zur Bestétigung an ein Labor.

Mediums, das Wachstum zu unterstiitzen und das erwartete Wachstum, die erwartete
Selektivitét und die erwartete Morphologie nachzuweisen, wird chargenweise verifiziert.

InPouch TV wird gemé&f den kontrollierten Verfahren von Biomed Diagnostics hergestellt.
Jede Charge durchléuft vor der Freigabe an den Kunden einen ersten Leistungstest

zur Qualitétskontrolle. Zusétzliche Leistungstests werden wéihrend der angegebenen
Daver der Haltbarkeit jeder Charge durchgefiihrt, um absolute Zuverlgssigkeit zu
gewdhrleisten.

Folgendes wird fiirr Kunden empfohlen, die unabhéngige Qualitétskontrollen
von InPouch TV durchfithren méchten:

1. Nehmen Sie eine Probe lebensféhiger Trichomonas-vaginalis-Organismen in
einem Bereich von 2,0 x 10¢ lebender Zellen/ml auf.
2. Inokulieren Sie drei (3) InPouch TV Tests mit 1-12 Tropfen (20-40 ul) der

Lebendkultur unter Verwendung einer sterilen Pasteurpipette aus Glas. Gehen
Sie dabei wie im Schritt , Probe inokulieren” in dieser Beilage beschrieben vor.



3. Inkubieren Sie den inokulierten InPouch Test 24 Stunden lang bei 37 °C.
Suspendieren Sie die Probe nach der Inkubation erneut, indem Sie den Beutel
durchkneten. Untersuchen Sie jeden Beutel mikroskopisch (10x-Okular), und
vergewissern Sie sich, dass lebensféhige Trichomonas-vaginalis-Organismen
in einem Bereich von 2,0 x 10° bis 2,0 x 10¢ lebender Zellen/ml vorhanden
sind. Inkubieren Sie die Beutel bei Bedarf weitere 24 Stunden lang, um die
Verdoppelungszeit zu bestétigen.

Hinweise zur Qualitét

1. Die Menstruation beeintréchtigt das Testergebnis nicht.

2. Beider Probenentnahme gibt es keine Beschréinkungen hinsichtlich des
Alters des Patienten.

Trichomonas vaginalis LEBENDKULTUR

Es sind Lebendkulturen von T. vaginalis (klinisches Isolat) fir Forschungs-, Schulungs- und
Quadlitétssicherungszwecke verfiigbar (nur fir Kunden in Nordamerika). Eine solche
Lebendkultur (Positivkontrolle) kann bei Biomed Diagnostics (Katalognummern
11-041-003) erworben werden, um eine aktive Kultur von T. vaginalis zu erhalten.

Inferpretation der Ergebnisse

Bewertung

Zum Priifen auf Trichomonaden befestigen Sie eine Objektklemme horizontal iber der
unteren Kammer des Beutels (die Objektklemme ist optional). Legen Sie den Beutel auf
den Mikroskoptisch, und iberpriifen Sie ihn bei leichter Vergréferung (100-fach) auf
Trichomonaden. Verwenden Sie bei Bedarf eine héhere Vergréfierung (200-fach bis
400-fach), um den Befund zu bestétigen.

Fir ein présumtiv positives Ergebnis ist es ausreichend, wenn mindestens 1 lebende Zelle
T. vaginalis erkannt wird. Setzen Sie die Inkubation fort, und wiederholen Sie die Prifung
unter dem Mikroskop téglich 5 Arbeitstage lang, bevor Sie ein negatives Ergebnis
berichten.?

Tipps zur Probenbetrachtung

= Trichomonaden sammeln sich am Boden und an den Réndern der Beutelkammer an.

*  Stellen Sie sicher, dass sich Ihr Fokusbereich in der Fliissigkeit und nicht auf der
strukturierten Kunststofffolie des Beutels befindet.

Zusatzliche Produkthinweise
= Kihlen Sie den Beutel NICHT, und frieren Sie ihn nicht ein.

= Beschriften Sie jedes Etikett mit den Patienteninformationen.

Beschrankungen
Nur zur Kultivierung von T. vaginalis. InPouch TV dient nur zur préisumtiven Identifizierung
von T. vaginalis beim Menschen.

Leistungseigenschaften
Klinische Spezifitét: 100 %; ° Klinische Sensitivitét: 81-94 %, ¢

Technische Hinweise
Beurteilung von Trichomonas-vaginalis-Kulturen
Lebensféhigkeit nach 48 Stunden bei Raumtemperatur (18-25 °C)

Trichomonas vaginalis SICR66 wurde 48 Stunden lang bei 37 °C in einem
InPouch TV Testbeutel inkubiert. Zur Bestimmung der endgiltigen Kulturverdiinnung auf
7,75 x 10* Zellen/ml wurde eine Zahlkammer nach Neubauer verwendet.

Mit dieser Trichomonaden-Verdiinnung wurden vier Beutel inokuliert.
Die Inokulationsmengen betrugen 30 pl bei Beutel 1, 60 pl bei Beutel 2, 90 pl bei
Beutel 3 und 120 pl bei Beutel 4.

Die Kulturdichten pro Beutel waren:

= Beutel 1 2,3x10° Zellen/ml
= Beutel 2 4,6 x 10° Zellen/ml
= Beutel 3 6,9 x 10° Zellen/ml
= Beutel 4 9,2 x10° Zellen/ml

Alle vier Beutel durften 48 Stunden lang bei Raumtemperatur aufbewahrt werden, bevor
sie 24 Stunden lang in einen Inkubator bei 37 °C gelegt wurden. Jeder Beutel wurde
nach 24 Stunden mikroskopisch auf lebensféhige Zellen untersucht. Das Ergebnis war
fir alle Beutel positiv auf motile Trichomonaden. Die geringste Anzahl an Organismen
befand sich in Beutel 1 und die hchste in Beutel 4. Dies zeigt, dass eine Probe, die

mit 2,3 x 10° Zellen/ml lebensféhiger Trichomonaden im Beutel inokuliert wird, bei
Raumtemperatur mindestens 48 Stunden lang lebensféhig bleibt.

Kenneth A. Borchardt, Ph.D., Chief Research Scientist Doc. Nr. 100-045B
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