URIFAST 2
Schneller Antibiotika-Empfindlichkeitstest von
Enterobakterien im Urin
20 Tests (REF 22297)

CPB 0138_DE-2023-10
Nur fir die In-vitro-Diagnostik, nur fir den professionellen Gebrauch
Einwegtest

ce

in 45 bis 6,5 Stunden bei
Behandlung von bakteriellen

1 -ZIEL

Die URIFAST 2-Kits ermdglichen einen schnellen Antibiotika-Empfindlichkeitstest
Harnwegsinfektionen, indem sie die wichtigsten Antibiotika testen, die bei der
Harnwegsinfektionen eingesetzt werden. Ein Kit reicht fur die Durchfiihrung von 20 Tests.

2 - EINFUHRUNG

Harnwegsinfekte sind nach Atemwegsinfekten der zweithaufigste Grund fiir eine Konsultation in der allgemeinmedizinischen
Praxis. In Krankenh&usern machen Harnwegsinfektionen den Grof3teil der im Krankenhaus erworbenen Infektionen aus und
stellen ein erhebliches Problem in Bezug auf ihre Behandlung und Prévention dar. Harnwegsinfektionen sind in der Regel mild.
Unter bestimmten Bedingungen, abhangig vom Ort der Infektion, ihrer wiederkehrenden Natur oder ihrem Auftreten in
geschwachtem Zustand, kdnnen Harnwegsinfektionen zu schweren Komplikationen wie chronischer Zystitis oder Prostatitis
sowie Pyelonephritis fihren. Eine genaue bakteriologische Diagnose sowie eine friihzeitige und angemessene antibiotische
Therapie sind unerlasslich, um sowohl das Fortschreiten von Harnwegsinfektionen zu komplizierten Formen zu verlangsamen
als auch die Heilungschancen bei schweren Infektionen zu erhéhen.

Die Diagnose von Harnwegsinfektionen basiert auf der klinischen Untersuchung und der zytobakteriologischen Untersuchung
des Urins. Dazu gehért die Isolierung und Identifizierung der verantwortlichen Bakterien und die anschlieRende Prifung ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika. Methoden zur Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen (MHK) durch
Agardiffusion und Flussigmikrodilution sind zeitaufwendig und fir die Routinediagnostik oder Notfallsituationen ungeeignet.

3 - PRINZIP

Die URIFAST 2-Methode besteht in der Untersuchung der Empfindlichkeit von Enterobacteriaceae gegeniiber verschiedenen
Antibiotika in flissigem Medium.

Der Test wird an einer auf Agar isolierten und mit dem PRESTO ABG-Inokulator (1) standardisiert suspendierten
Bakterienkolonie in modifiziertem Mueller-Hinton-Medium mit Farbindikator (Bromthymolblau) durchgefiihrt. Die resultierende
Bakteriensuspension wird gleichmagig in den Wells eines URIFAST 2-Assays mit den zu testenden Antibiotika verteilt.

Nach 4,5 und 6,5 Stunden Inkubation bei 34-37 °C zeigt das Ausbleiben eines Farbwechsels in den Wells eine
Wachstumshemmung und damit die Empfindlichkeit des Keims gegentiber dem getesteten Antibiotikum (ATB) an (2).

Die im URIFAST 2-Assay enthaltenen Molekiile werden bei einer kritischen Konzentration getestet, die vom EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) und dem Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) definiert wurde (3).

4 - REAGENZIEN

Verpackung
Reagenzien Menge Beschreibung

Assay mit 2x10 Wells, die die Antibiotika in einer Konzentration enthalten und einzeln
in Folie mit Trocknungsmittel verpackt sind.

URIFAST 2 10 Jeder abtrennbare Assay ermdglicht die Durchfiihrung von 2 Tests. Jeder halbe
Assay ist ein Einwegprodukt.
5-mL-Flaschchen mit modifiziertem Mueller-Hinton-Medium mit

MAH+ 20 Bromothymolblau. Reagenz zum Einmalgebrauch
Flasche mit 5 mL Tensidlésung zur Verwendung mit Proteus mirabilis-Stammen.

R4H+ 1 Das Reagenz kann bis zum Verfallsdatum wiederverwendet werden, wenn es bei
2-25 °C gelagert wird

PRESTO ABG 25 Impfgeréat aus Edelstahl zur Standardisierung des Inokulums

. Transparente Kunststoffabdeckung zum Schutz des Assays oder des halben
Closing System 20

Assays

Zusammensetzung des URIFAST 2-Assays:

- Well 1 (C+): Wachstumskontrolle

- Well 2 (AMX): Amoxicillin 8 pg/mL

- Well 3 (AMC): Amoxicillin + Clavulansaure 8/2 pg/mL
- Well 4 (CXM): Cefuroxim 8 pg/mL

- Well 5 (CPD): Cefpodoxim 1 pg/mL

- Well 6 (ETP): Ertapenem 0,5 pg/mL

- Well 7 (CIP): Ciprofloxacin 0,25 ug/mL

- Well 8 (FOS): Fosfomycin 8 pg/mL

- Well 9 (NIT): Nitrofurantoin 64 ug/mL

- Well 10 (SXT) : Trimthoprim / Sulfamethoxazol 2/38 pg/mL

Zusammensetzung in g/L des Mediums M4H+
Dosierte Mueller-Hinton-Bouillon-Kationen (Rinderinfusion, Kaseinhydrolysat, Starke) ...
Hefeextrakt............
Glucose...........
Bromothymolblau
pH:7,7+4/-0,1

5 - VORSICHTSMASSNAHMEN FUR DEN GEBRAUCH

Die Reagenzien in diesem Kit sind nur fur den In-vitro-Gebrauch bestimmt und miissen von autorisiertem Personal gehandhabt
werden.

Proben und geimpfte Reagenzien sind potentiell infektiés. Sie sollten mit den ublichen VorsichtsmaRnahmen behandelt
werden.

Reagenzien, die Rohstoffe tierischen Ursprungs enthalten, missen mit den Ublichen VorsichtsmalRnahmen gehandhabt
werden. Verwenden Sie keine beschadigten oder unsachgeman gelagerten Reagenzien.

Verwenden Sie die Reagenzien in diesem Kit nicht nach Ablauf des Verfallsdatums. Wechseln Sie den Pipettenkonus fur jede
Probe.

6 - SAMMLUNG UND VERARBEITUNG VON PROBEN
Die Empfindlichkeitspriifung sollte an einer auf Agarmedium (TSA, chromogener Agar, Schafsblutagar, CLED, Mac Conkey)
isolierten Kolonie nach maximal 18 bis 24 Stunden Inkubationszeit durchgefiihrt werden.

7 - VORBEREITUNG UND AUFBEWAHRUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Das M4H+-Medium und die Assays, die bei 2-8 °C gelagert werden sowie R4H+, das bei 2-25 °C in der Originalverpackung
gelagert wird, sind bis zu dem auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum stabil.

Wenn eine Halfte des URIFAST 2-Assays verwendet wird, muss die nicht verwendete Hélfte in der dicht verschlossenen
Originalverpackung aufbewahrt werden. Der halbe Assay ist bei 2-8 °C 6 Tage lang stabil.

Frieren Sie die Reagenzien im Kit nicht ein.

8 - ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Densitometer und NaCl-Medium mit 0,9 % Paraffinol

Auf 34-37 °C erwarmen.

Behélter fur kontaminierte Abfélle

Pipette mit einstellbarem Volumen von 10 bis 100 pL und sterile Konen

9 - VORGEHENSWEISE

9.1 a) Vorbereitung des Inokulums mit dem Inokulator von PRESTO ABG

Mit dem Inokulator von PRESTO ABG erhalten Sie in einem Arbeitsgang ein fur den Test geeignetes, standardisiertes
Inokulum.

Wabhlen Sie eine Well identifizierbare Kolonie von mittlerer Gréf3e (Mindestdurchmesser 1 mm).

Stechen Sie mit dem Inokulator von PRESTO ABG senkrecht in der Mitte der Kolonie zum Boden der Petrischale, wobei Sie
den Inokulator immer senkrecht zur Agarebene halten.

Ziehen Sie den Inokulator zligig und ohne Ruckeln heraus.

Geben Sie das Inokulum sofort in ein Flaschchen mit M4H+-Medium und unter kraftigem Schitteln des Inokulators fur 5 bis
10 Sekunden soll eine vollstandige Suspendierung erreicht werden.

VerschlieRen Sie das M4H+-Flaschchen und schitteln Sie es kréaftig durch wiederholtes Umdrehen. Entsorgen Sie den
Inokulator in einem Behélter fir kontaminierte Abfélle.

Hinweise

Inokulatoren sollten vor dem Gebrauch nicht abgeflammt werden. Sie dirfen nicht nass werden.

Inokulatoren von PRESTO ABG sind nur fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Unter keinen Umstanden sollte eine zweite
Dosis des Inokulums mit einem bereits benutzten Inokulator hergestellt werden.

9.1 b) Vorbereitung des Inokulums mit einem Densitometer

Stellen Sie aus 2 oder 3 isolierten Kolonien ein Inokulum her, das 2 +/- 0,1 Mac Farland in einem Flaschchen mit 0,9 % NacCl
entspricht. Beimpfen Sie ein Flaschchen mit M4AH+-Medium mit 35 pL Suspensionsmedium, das auf 2 +/- 0,1 Mac Farland
eingestellt ist.

9.2 Beimpfen des Assays

Offnen Sie vorsichtig den Assaybeutel, nehmen Sie den Assay heraus, trennen Sie ggf. die 2 Tests und legen Sie den
unbenutzten Test zuriick in den Beutel, wobei Sie darauf achten, diesen mdglichst dicht zu verschlieBen.

Fahren Sie dann mit den folgenden Schritten fort:

- Identifizieren Sie den halben Assay

- Beimpfen Sie jeden der 10 Assay-Wells mit 100 pL beimpftem M4H+-Medium



Geben Sie zwei Tropfen Paraffindl in das NIT-Wel

- Geben Sie fur Proteus mirabilis 25 pL des Reagenzes R4H+ in die Wells AMX, AMC, CXM, CPD, ETP.

- Bringen Sie einen Deckel auf dem beimpften Assay an, um ein nachtragliches Verschitten des Inhalts der Wells zu
vermeiden

- Inkubieren Sie 4,5 bis 6,5 Stunden lang bei 34-37 °C.

Hinweis: Sobald es beimpft wurde, kann das Inokulum in M4H+ bis zu einer Stunde bei Raumtemperatur auf dem Labortisch
gelagert werden.

10 - ABLESEWERTE UND INTERPRETATION
Am Ende des URIFAST 2-Tests kénnen in den Wells drei Hauptfarben und deren Zwischenstufen unterschieden werden: -
Blau zeigt kein Bakterienwachstum an

- Dunkelgruin, Griin oder Gelb zeigen Bakterienwachstum an

10.1 - Validierung (Kontroll-Well)

Siehe die im Kit enthaltene Farbkarte (CPD 0138)

Prifen Sie, ob das der Wachstumskontrolle entsprechende Medium gelb, griin oder dunkelgriin geworden ist. Dieser
Farbwechsel zeigt an, dass die verwendeten Reagenzien richtig funktionieren und der Test korrekt durchgefiihrt wurde.
Wenn das Medium blau oder dunkelblau geblieben ist, setzen Sie die Inkubation fur weitere 2 Stunden fort, aber
Uberschreiten Sie nicht die Inkubationszeit von 6,5 Stunden. Wenn keine gelbe, griine oder dunkelgriine Farbanderung
auftritt, wiederholen Sie den Test.

10.2 - Ablesewerte und Interpretation (Wells mit Antibiotika)

10.2. a) - Ablesewerte

Beachten Sie die Farbkarte des Kits
Jegliches Bakterienwachstum zeigt sich durch einen Farbwechsel des Mediums (blau) zu Dunkelgriin, Griin oder Gelb. Bei
einer Wachstumshemmung bleibt das Medium blau bis dunkelblau.
Stamme werden nach folgenden Kriterien als empfindlich oder resistent gegen Antibiotika eingestuft:
- der Stamm wird als empfindlich bezeichnet, wenn sein Wachstum bei der kritischen Konzentration des
Antibiotikums gehemmt wird,
- der Stamm wird als resistent bezeichnet, wenn sein Wachstum bei der kritischen Konzentration des Antibiotikums nicht
gehemmt wird.

Sonderfélle:

Bei einfachen Harnwegsinfektionen wird die Empfindlichkeit gegentiber FOS nur fiir die Spezies Escherichia coli interpretiert.
Fir zwei Antibiotika, CIP und SXT, wird der Stamm als empfindlich (S) bezeichnet, wenn sein Wachstum bei der kritischen
Konzentration des Antibiotikums gehemmt wird. Der Stamm wird als intermediar (I) oder resistent (R) bezeichnet, wenn sein
Wachstum bei der kritischen Konzentration des Antibiotikums nicht gehemmt wird.

10.2. b) - Interpretation

Enterobacteriaceae mit natiirlicher Resistenz (R ) gegen Antibiotika sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt. Unabhangig
vom Ergebnis, das mit dem URIFAST 2-Assay erzielt wird, missen diese Resistenzen bei der Darstellung der Ergebnisse
beriicksichtigt werden.

Beispiel: Proteus mirabilis ist unabhé&ngig vom Assayergebnis als Nitrofurantoin-resistent zu interpretieren.

Spezies AMX AMC CXM NIT

Klebsiella spp. R

C. diversus R

E. aerogenes R R

S. marcescens R R R R
P. mirabilis R
P. vulgaris R R R
M. morganii R R R
P. stuartii R R R R
Y. enterocolitica R R

11 - QUALITATSKONTROLLE
Um die Standardisierung der Methode zu uberpriifen, wird empfohlen, regelmaRig eine Qualitatskontrolle mit dem
Referenzstamm Escherichia coli ATCC 25922 durchzufiihren:

C+ | AMX | AMC | CXM | cPpD | ETP | CP | FOS | NIT | sxT
+ | s | s ] smR | sm [ s | s | s | s | s

12 - FEHLERURSACHEN

Die falsche Verwendung des Inokulators von PRESTO ABG kann zu falschen Ergebnissen fihren, der Einstich sollte nicht
an einer Kolonie mit einem Durchmesser von weniger als 1 mm und nicht an nicht isolierten Kolonien durchgefiihrt werden.
Die folgenden Fehlerursachen kénnen beobachtet werden:

- Ablesen der Ergebnisse bei unvollstandigem Farbwechsel der Wells

- Beachten Sie die Inkubationszeit. Der Ablesewert bei 3,5 Stunden ist zu gering und die Ablesewerte iber 7,0 Stunden sind

zu hoch

13 - EINSCHRANKUNGEN DER METHODE

Wie bei jeder Antibiogramm-Methode entscheidet die Qualitat der Isolierung Uber das Ergebnis.

Die Methode wurde nur an Kolonien getestet, die auf spezifischem Agar fiir Urinproben isoliert wurden (86). Die Wells sollten
wahrend der Inkubation nicht durch das Etikett abgedeckt werden. -

Bei einigen Formaten von Isolationsmedien, wie z. B. Urinax CL / MC, kann es bei isolierten Kolonien, die zu klein sind, um mit
Presto ABG angestochen zu werden, wird es empfohlen, das Inokulum mit einem Densitometer zu kalibrieren (89.1.b).

Die Spezies S. marcescens kann gegentiber dem ETP-Antibiotikum einen Hemmungseffekt haben, daher ist es notwendig,
ein resistentes Ergebnis mit dem URIFAST 2-Test mit einer Fremdmethode zu bestétigen.

Einige Stdmme mit minimaler Hemmkonzentration (MHK) nahe der beworbenen Konzentration der Wells kénnen
Zwischenfarben erzeugen, die nahe an der Grenze zwischen einer Empfindlich-/Resistent-Kategorisierung liegen.

14 - LEISTUNG
Klinische Belastungsstudie
Die Leistungsbewertung von URIFAST 2 wurde in zwei Labors durchgefihrt:
- Das Labor des CNR in Verbindung mit der Antibiotikaresistenz und an einem Panel von 102 Stammen,
- das F&E-Labor von ELITech MICROBIO an einem Panel von 92 Stammen und 10 Stammen E. coli (nur bei
dem Antibiotikum FOS)
Die klinischen Studien wurden gegen die Referenzmethode der MHK-Bestimmung durch Fliissigmikroverdiinnung
durchgefihrt, mit Ausnahme von FOS, wo die Ergebnisse mit der Agardiffusions-MHK-Technik verglichen wurden, wie von
EUCAST und CA-SFM empfohlen.
Nach den neuen EUCAST-Empfehlungen (Januar 2021) wird das Antibiotikum FOS nur noch auf E. coli-Arten getestet
und verglichen.
Die Prozentsatze der Ubereinstimmung bei der exakten MHK der Stamme oder bei der MHK +/- 1
Verdinnungsdifferenz sind unten dargestellt:

Zusammenfassende Tabelle der URIFAST 2-Testleistung nach Antibiotikum und exakter MHK*

ATB AMX AMC CXM CPD ETP cip FOS NIT SXT Global
Anzahl der getesteten Stimme 200 200 200 200 200 200 90 200 200 k.A.
Anzahl der resistenten Stimme 144 78 59 64 8 41 2 48 65 k.A.
Anzahl der empfindlichen 56 122 141 136 192 157 88 152 135 k.A.
Staimme
Anzahl der Intermedisrstimme k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 2 k.A. k.A. k.A. k.A.
% Ubereinstimmungen 98 90 90,0 86,5 92 98 100 78 95 91,4
Abl nach % GD 1 7,5 9,5 13 7,5 1 0 19 4 7,3
4,5 Stunden % kd KA. KA. KA. KA. KA. 1 KA. KA. 0 0,1
% SGD 1 2,5 0,5 0,5 0,5 0 0 4 1 1,1
% Ubereinstimmungen 96 88,5 92,5 92,5 93 97 98,9 70 92 90,7
Ablesung nach % GD 3 7,5 6 7,5 7 2 1,1 30 7 8,3
6,5 Stunden % kd k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 0 0,1
% SGD 1 4 1,5 0 0 0 0 0 1 0,9

*Die schwarzen Rahmen stellen die empfohlenen Abesezeiten um 4:30 oder 6:30 Uhr dar, bei denen die Leistung am besten ist .
Legende: GD GroRe Divergenz, kd Kleine Divergenz, SDG Sehr Grof3e Divergenz

Zusammenfassende Tabelle der URIFAST 2-Testleistung nach Antibiotikum und MHK +/- 1 Verdiinnungsdifferenz*

ATB AMX AMC CXM CPD ETP CIp FOS NIT SXT Global

Anzahl der getesteten Stimme 200 200 200 200 200 200 90 200 200 k.A.

Anzahl der resistenten Stimme 144 78 59 64 8 41 2 48 65 k.A.

Anzahl der empfindlichen 56 122 141 136 192 157 88 152 135 k.A.

Stamme

Anzahl der Intermedisrstimme k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 2 k.A. k.A. k.A. k.A.

% Ubereinstimmungen 99 92 92,5 88,5 93,5 100 100 94 95 94,6

Abl nach % GD 0,5 6,5 7,5 11 6 0 0 5 4 4,8
4,5 Stunden % kd k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 0 k.A. k.A. 0 0

% SGD 0,5 1,5 0 0,5 0,5 0 0 1 1 0,6

% Uberei 97,0 92,5 96,5 94,0 94,5 99,0 98,9 88 92 94,4

Abl nach % GD 2,5 5,5 3,5 6 5,5 1 1,1 12 7 51
6,5 Stunden % kd k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 0 k.A. k.A. 0 0

% SGD 0,5 2 0 0 0 0 0 0 1 0,4

*Die schwarzen Rahmen stellen die empfohlenen Abesezeiten um 4:30 oder 6:30 Uhr dar, bei denen die Leistung am besten ist.



Die folgenden Tabellen beschreiben die Verteilung der beobachteten Abweichungen nach Antibiotika bei 4,5 Stunden
bzw. 6,5 Stunden Inkubationszeit:

Verteilung der beobachteten Diskrepanzen nach 4,5 Stunden, nach Antibiotikum und nach MHK*-Wert

AMX AMC XM cPD ETP P FOS NIT SXT
CcMI GD SDG GD SDG GD SDG GD SDG GD SDG GD kd SDG GD SDG GD SDG GD kd SDG
0,06 1 9 1
0,125 1 5 1 2
0,25 6 2 [ : { 7 1
05 2 10 %9 2 3
1 3 2 ; % 1
2 1 2 ]
4 1 7 10 1 1
8 1 » 3 A H‘ 74 7
16 1 2 1 1
32 1 9 2
64 2
128 1 5

* Die schattierten Zellen entsprechen der angegebenen Konzentration in den Wells fur jedes Antibiotikum

Verteilung der beobachteten Abweichungen nach 6,5 Stunden, nach Antibiotikum und nach MHK*-Wert

AMX AMC CXM CPD ETP cip FOS NIT SXT
cmi GD SDG GD SDG GD SDG GD SDG GD SDG GD kd SDG GD SDG GD SDG GD kd SDG
0,06 7 2 2
0,125 1 1 1 2
o = S T i "

05 3 1 6 LA 2 5
0,75 1

1 2 1 3 i

2 1

4 2 7 5

8 _|/i ] 375

16 1 4 3

32 2

64 2

128 1

*Die schattierten Zellen entsprechen der angegebenen Konzentration in den Wells fir jedes Antibiotikum

15 - ABFALLENTSORGUNG
Die Abfélle mussen geméR den fur diese Art von Reagenzien geltenden Hygienevorschriften des Landes, in dem sie verwendet
werden, entsorgt werden.
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