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INTENDED USE
BD Difco™ E. Coli O Antiserum O157 and BD Difco E. Coli H Antiserum H7 are
used in tube agglutination tests for identifying Escherichia coli O157:H7.

SUMMARY AND EXPLANATION

E. coli O157:H7 is a foodborne pathogen that can cause potentially fatal enteric-
related disease in humans.’-7 This disease is characterized by sudden onset of
severe cramps and abdominal pain, followed by a watery stool that may become
markedly bloody. A series of 107 outbreaks involving 387 persons was traced

to imported Camembert cheese in the United States in 1971.8 E. coli O157:H7
was recognized as a cause of hemorrhagic colitis in 19824 and hemolytic uremic
syndrome in 1983.9 The 1982 outbreak was derived from ingested hamburgers.4.10
The incidence of disease caused by this organism has increased significantly over
the past decade.3."! The largest outbreak of E. coli 0157:H7 disease occurred
during January 1993, in Washington State where more than 600 patients with
hemorrhagic colitis were confirmed.! The source of the outbreak was identified as
undercooked hamburger at multiple outlets of the same fast food restaurant chain.
E. coli O157:H7 is an enteric pathogen that requires only a low inoculum to cause
disease. Transmission is usually via high-volume food items whose preparation is
not always under stringent control and is served to a target audience (children and
the elderly are most at risk for complications of the illness). The organism has been
isolated from several foods, including undercooked hamburger, drinking water, new
potatoes, turkey roll, raw milk and apple cider. Serotyping of the entero-hemorrhagic
E. coliis useful in the epidemiological documentation of the spread of a particular
strain in a foodborne outbreak.!!

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

BD Difco E. Coli O Antiserum O157 is used in the tube agglutination technique

for O antigen titration. BD Difco E. Coli H Antiserum H7 is used in the tube
agglutination technique for detecting H antigens. These antisera are used to confirm
the presence of E. coli O157:H7 after selective isolation.

The serological technique is based on the reaction of a specific antiserum with its
homologous antigen. While the specificity of serological methods is not absolute,
serotyping of E. coli, along with biochemical characteristics, can provide an accurate
identification of the etiological agent.

REAGENTS

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 and BD Difco E. Coli H Antiserum H7 are
lyophilized, polyclonal rabbit antisera containing approximately 0.2% sodium azide
as a preservative.

Warnings and Precautions

For in vitro Diagnostic Use.

This Product Contains Dry Natural Rubber.

Observe aseptic techniques and established precautions against microbiological
hazards throughout all procedures. After use, specimens, containers, slides, tubes
and other contaminated material must be sterilized by autoclaving. Directions for
use should be followed carefully.



WARNING: This product contains sodium azide. Sodium azide is toxic by inhalation,
by skin contact, and if swallowed. Contact with acid liberates very toxic gas. After
contact with skin, wash immediately with plenty of water. Sodium azide may react
with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal,
flush with a large volume of water to prevent azide build-up.

Warning

H302 Harmful if swallowed.

P264 Wash thoroughly after handling. P270 Do not eat, drink or smoke when using
this product. P301+P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/doctor if you
feel unwell. P330 Rinse mouth. P501 Dispose of contents/container in accordance
with local/regional/national/international regulations.

Storage: Store lyophilized and rehydrated BD Difco E. Coli Antisera at 2-8 °C.

The expiration date applies to the product in its intact container when stored

as directed.

Prolonged exposure of reagents to temperatures other than those specified is
detrimental to the products.

Discard any antiserum that is cloudy or has a precipitate after rehydration or storage
unless it can be clarified by centrifugation or filtration and demonstrates proper
reactivity with validated positive and negative controls. Gross turbidity indicates
contamination and such antisera should be discarded.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

For isolation of E. coli 0157 from bloody stool samples, use MacConkey Sorbitol
Agar. For isolation of this organism from food, use SMAC-CT (Sorbitol MacConkey
Agar w/Cefixime and Tellurite).12 However, high levels of contaminating coliform
organisms will mask the 0157 strains.'3

Procedures for serological confirmation by BD Difco E. Coli Antisera require a
pure culture of the test organism isolated on Veal Infusion Agar or other enriched
solid medium.

PROCEDURES

Materials Provided: BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 and BD Difco E. Coli H
Antiserum H7.

Materials Required But Not Provided: Veal Infusion Agar, Motility GI Medium,
Water bath, 50 + 2 °C, Formalin, McFarland Barium Sulfate Standard No. 3, Culture
tubes 12 x 75 mm and rack, Serological pipettes, 1 mL, Sterile 0.85% NaCl solution.

Reagent Preparation

Equilibrate all materials to room temperature before performing the tests.

Ensure that all glassware and pipettes are clean and free of residues such

as detergents.

BD Difco E. Coli antisera: To rehydrate, add 3 mL sterile 0.85% NaCl solution to
each vial. Rotate gently to dissolve contents completely. The rehydrated antisera
are considered a 1:2 working dilution.

USER QUALITY CONTROL

At the time of use, test both positive and negative control cultures to check

performance of the antiserum, techniques and methodology.

Quality control requirements must be performed in accordance with applicable

local, state and/or federal regulations or accreditation requirements and your

laboratory’s standard Quality Control procedures. It is recommended that the user
refer to pertinent CLSI guidance and CLIA regulations for appropriate Quality

Control practices.

Test Procedure

Tube Test for O Antigen Titration

1. Prepare pure cultures of the test organism by plating onto Veal Infusion Agar
and incubating at 35 + 2 °C for 1618 h.

2. Suspend the test isolate growth obtained from solid agar medium in 0.85%
NaCl solution to give a homogeneous suspension.

3. Heat the organism suspension in a boiling water bath for 30-60 min. The
culture should be homogeneous. Precipitation indicates a rough culture and the
suspension should be discarded.

4. Allow the suspension to cool; dilute with 0.85% NaCl solution to a density
approximating that of a McFarland Barium Sulfate Standard No. 3.

5. Add formalin to a final concentration of 0.5% by volume.

6. Inarack, prepare a row of 8 test tubes for each organism suspension to
be tested.

7. Dispense 0.9 mL 0.85% NaCl solution to the first tube in each row and 0.5 mL
to the remaining tubes.

8. Prepare serial dilutions using the rehydrated BD Difco E. Coli O Antiserum
0157. Using a 1 mL serological pipette, add 0.1 mL of antiserum to tube 1
in each row and mix thoroughly. Transfer 0.5 mL from tube 1 to tube 2 and



mix thoroughly. In a like manner, continue transferring 0.5 mL through tube 7,
discarding 0.5 mL from tube 7 after mixing. Tube 8 is a negative control tube
containing only 0.85% NaCl solution.

Add 0.5 mL of the test organism suspension to each of the 8 tubes. Upon
addition of the test organism suspension, final dilutions will be 1:40 through
1:2,560 for tubes 1 through 7, respectively.

10. Shake the rack to mix. Incubate in a 50 + 2 °C water bath for 18-24 h.
11. Read for agglutination.

Tube Test for H Antigen Detection

1.

Prepare an actively motile culture of the suspect E. coli culture by several
successive transfers in Motility GI Medium. At least 2-3 passages through
Motility Gl Medium are necessary before attempting to establish the presence
and identity of H antigens. Fresh isolates of E. coli generally have poorly
developed flagella.

2. Inoculate a loopful of the Motility GI Medium culture into a tube of Veal Infusion
Broth. Incubate 6-8 h at 35 + 2 °C or overnight, if necessary.

3. Inactivate the culture by adding formalin to a final concentration of 0.3%
(0.3 parts formaldehyde per 100 parts of the Veal Infusion Broth culture).
If necessary, adjust the density of the suspension with formalized saline to
approximate a McFarland Barium Sulfate Standard No. 3. This broth culture will
be used as the test antigen in step 6.

4. Prepare a 1:500 dilution of BD Difco E. Coli H Antiserum H7 by adding 0.2 mL
of the rehydrated 1:2 working solution to 49.8 mL of 0.85% NaCl solution.

5. Pipette 0.5 mL of the diluted antiserum into a test tube.

6. Add 0.5 mL of the test organism broth culture from step 3 and mix well. The
resulting antiserum dilution will be 1:1,000.

7. Incubate in a 50 + 2 °C water bath for 1 h.

8. Read for agglutination.

RESULTS

Observe test result with indirect lighting against a dark background. Record
agglutination as follows:

4+ 100% agglutination of cells; supernatant fluid is clear to slightly hazy.
3+ 75% agglutination of cells; supernatant fluid is slightly cloudy.
2+ 50% agglutination of cells; supernatant fluid is moderately cloudy.
1+ 25% agglutination of cells; supernatant fluid cloudy.
+ Less than 25% agglutination of cells.
No agglutination

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 — Tubes showing a 2+ or greater agglutination
at 1:320 or greater are considered positive.

BD Difco E. Coli H Antiserum H7 — Tubes showing 2+ or greater agglutination are
considered positive.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

1.

Serological techniques employing E. Coli Antisera serve as corroborative
evidence for the identification of E. coli O157:H7. Final identification

cannot be made without consideration of morphological, serological and
biochemical characterization.

Excessive heat from external sources (hot bacteriological loop, burner

flame, light source, etc.) may prevent making a smooth suspension of the
microorganism or cause evaporation or precipitation of the test mixture. False-
positive reactions may occur.

Rough culture isolates occur and will agglutinate spontaneously, causing
agglutination in a normal serum (autoagglutination). Smooth colonies must be
selected and tested in serological procedures.

Prolonged exposure of reagents to temperatures other than those specified is
detrimental to the products.

It is important in this test to use the recommended time and temperature of
incubation. In addition, care should be taken to make certain that the water
bath is in a location free of mechanical vibration.

The tube agglutination technique is recommended for testing because cross-
reactions with non-related antigens may occur at the dilutions used in the
slide technique.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS14

The performance of the BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, manufactured by
Difco Laboratories, was compared to a commercially available latex test in a study
published by Chapman.'# Pure cultures of 91 bacterial isolates were tested.14.15
The table below lists the results obtained. All E. coli previously confirmed as 0157
were positive by the Difco tube agglutination method. All other organisms tested
were negative by the Difco tube agglutination method.



BD Difco E. Coli Antiserum | Commercially

s:; ‘I’;s Strain 0157 Tube Agglutination | Available Latex
P Test Positives Test Positives

30 E. coli 0157 30 30

30 E. coli non-0157 0 0

30 No_n—sorbilol_ 0 0

fermenting organisms

1 Escherichia hermanii 0 0

AVAILABILITY

Cat. No. Description
229701  BD Difco™ E. Coli O Antiserum 0157, 3 mL
221591 BD Difco™ E. Coli H Antiserum H7, 3 mL
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APPLICATION

Le BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 et le BD Difco E. Coli H Antiserum
s'utilisent dans des tests d’agglutination en tube pour I'identification d’Escherichia
coli O157:H7.

RESUME ET EXPLICATION

E. coli O157:H7 est un pathogéne d’origine alimentaire responsable d’infections
entériques potentiellement mortelles chez 'lhomme. -7 Ces infections se caractérisent
par I'apparition soudaine de crampes et de douleurs abdominales séveres, suivies
d’'une diarrhée aqueuse pouvant devenir sanglante. En 1971, une série de 107
contaminations ayant touché 387 personnes aux Etats-Unis a été reliée a des
importations de camembert.8 E. coli O157:H7 a été identifi¢ comme I'agent causal

4



de la colite hémorragique en 19824 et du syndrome urémique hémolytique en 1983.9
L'épidémie de 1982 a été reliée a la consommation de hamburgers.4.10

L'incidence des maladies provoquées par ce microorganisme s’est accrue de fagon
significative au cours de la derniére décennie.3.1! L'épidémie la plus importante

de contamination par E. coli O157:H7 s’est produite en janvier 1993, dans I'Etat

de Washington (Etats-Unis), ot plus de 600 patients ont été diagnostiqués avec
une colite hémorragique.! La contamination a été reliée a des hamburgers
insuffisamment cuits, fabriqués dans plusieurs établissements d'une méme chaine
de restauration rapide.

E. coli O157:H7 est un pathogéne entérique qui ne nécessite qu’un faible

inoculum pour provoquer la maladie. La transmission s’effectue habituellement par
l'intermédiaire de préparations alimentaires de masse, qui ne sont pas toujours
soumises a des regles de controles strictes et servies a un public cible (les enfants
et les personnes agées étant les plus exposées aux risques de complications

de la maladie). Le microorganisme a été isolé a partir de plusieurs aliments,
notamment des hamburgers insuffisamment cuits, I'eau de boisson, les pommes
de terre nouvelles, le réti de dinde, le lait cru et le cidre. Le sérotypage des E. coli
entérohémorragiques est utile pour documenter I'épidémiologie de la propagation
d’une souche donnée dans une épidémie d’origine alimentaire.!

PRINCIPES DE LA METHODE

Le BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 s'utilise dans la technique d’agglutination en
tube pour le titrage de I'antigéne O. Le BD Difco E. Coli H Antiserum H7 s'utilise dans
la technique d’agglutination en tube pour le titrage des antigénes H. Ces antisérums
servent a confirmer la présence d’E. coli O157:H7 aprés isolement sélectif.

La technique sérologique est basée sur la réaction d’'un antisérum spécifique avec
son antigene homologue. Alors que la spécificité des méthodes sérologiques n’est
pas totale, le sérotypage d’E. coli, complété par des tests biochimiques, peut fournir
une identification exacte de I'agent causal.

REACTIFS

Le BD Difco E. Coli O Antiserum O157 et le BD Difco E. Coli H Antiserum H7 sont
des antisérums polyclonaux de lapin lyophilisés contenant environ 0,2 % d’azide de
sodium (agent conservateur).

Avertissements et précautions

Réservé au diagnostic in vitro.

Ce produit contient du caoutchouc naturel sec.

Toujours utiliser des techniques aseptiques et prendre les précautions en vigueur
contre les dangers microbiologiques. Aprés utilisation, stériliser a 'autoclave les
échantillons, les récipients, les lames, les tubes et les autres matériels contaminés.
Respecter scrupuleusement le mode d’emploi.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient de I'azide de sodium, qui est toxique par
inhalation, contact avec la peau ou ingestion. Au contact d’'un acide, un gaz trés toxique
est dégagé. Aprés tout contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau. L'azide
de sodium peut réagir au contact du plomb ou du cuivre des canalisations et former
des azides métalliques trés explosifs. Lors de I'élimination, faire couler un volume d’eau
important pour éviter 'accumulation d'azides.

Attention

H302 Nocif en cas d'ingestion.

P264 Se laver soigneusement aprés manipulation. P270 Ne pas manger, boire

ou fumer en manipulant ce produit. P301+P312 EN CAS D'INGESTION: Appeler
un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en cas de malaise. P330 Rincer la
bouche. P501 Eliminer le contenu/récipient conformément aux réglements locaux/
régionaux/nationaux/internationaux.

Conservation : Conserver les BD Difco E. Coli Antisera lyophilisés et reconstitués
entre 2 et 8 °C.

La date de péremption s’applique au produit contenu dans son emballage intact et
conservé conformément aux instructions.

L'exposition prolongée des réactifs a des températures autres que les températures
spécifiées a un effet adverse sur ceux-ci.

Jeter tout antisérum présentant un aspect trouble ou un précipité apres la
réhydratation ou le stockage, sauf s'il peut étre clarifié par centrifugation ou filtration
et si sa réactivité est correcte, avec des contréles validés positifs et négatifs. Une
turbidité visible est synonyme de contamination et, dans ce cas, I'antisérum doit
étre mis au rebut.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Sert a I'isolement d’E. coli O157 & partir d’échantillons fécaux sanglants sur gélose
au sorbitol de MacConkey. Pour isoler ce microorganisme a partir d’échantillons
alimentaires, utiliser un milieu SMAC-CT (gélose au sorbitol de MacConkey
additionnée de céfixime et de tellurite).'2 Cependant, des concentrations élevées de
microorganismes coliformes contaminants masquent les souches 0157.13



Les méthodes de confirmation sérologique par les BD Difco E. Coli Antisera
nécessitent une culture pure du microorganisme a tester, isolé sur une gélose
d’infusion de veau ou un autre milieu solide enrichi.

MODE OPERATOIRE

Matériaux fournis : BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 et BD Difco E. Coli H
Antiserum H7.

Matériaux requis mais non fournis : Gélose d'infusion de veau, milieu Motility
Gl Medium, bain-marie a 50 + 2 °C, formol, standard de McFarland au sulfate de
baryum n° 3, tubes a culture 12 x 75 mm et portoir, pipettes sérologiques de 1 mL,
solution de NaCl a 0,85 %.

Préparation du réactif

Laisser tous les matériels s’équilibrer a température ambiante avant d’effectuer

les tests.

S’assurer que la verrerie et les pipettes utilisées sont propres et exemptes de
résidus (traces de détergent par exemple).

BD Difco E. Coli antisera : Ajouter 3 mL de solution de NaCl & 0,85 % a chaque
flacon. Retourner doucement plusieurs fois pour dissoudre parfaitement le contenu.
Les antisérums reconstitués sont considérés comme une dilution de travail au 1/2.

CONTROLE DE QUALITE PAR L'UTILISATEUR

Tester dans la méme série des contrdles positifs et négatifs pour contréler les
performances de I'antisérum, des techniques et de la méthodologie.

Effectuer les contréles de qualité conformément aux réglementations nationales
et/ou internationales, aux exigences des organismes d’homologation concernés
et aux procédures de controle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est
recommandé a I'utilisateur de consulter les directives CLSI et la réglementation
CLIA concernées pour plus d’informations sur les modalités de contréle de qualité.

Mode opératoire du test

Tube a essai pour le titrage de I'antigéne O

1. Préparer des cultures pures du microorganisme a tester par ensemencement
sur gélose d'infusion de veau, puis les incuber a 35 + 2 °C pendant 16 a 18 h.

2. Réaliser une suspension homogéne de l'isolat a tester prélevé sur milieu
gélosé solide dans une solution de NaCl a 0,85 %.

3. Chauffer la suspension du microorganisme dans un bain-marie bouillant
pendant 30 & 60 min. La culture doit étre homogéne. Une précipitation indique
une culture non pure et la suspension doit étre éliminée.

4. Laisser refroidir la suspension, puis la diluer avec une solution de NaCl a 0,85
% pour obtenir une densité correspondant a celle d’un standard McFarland au
sulfate de baryum n°® 3.

5. Ajouter du formol a la concentration finale de 0,5 % en volume.

6. Dans un portoir, préparer une rangée de huit tubes a essai pour chaque
suspension de microorganisme a tester.

7. Distribuer 0,9 mL de solution de NaCl a 0,85 % dans le premier tube de chaque
rangée et 0,5 mL dans les tubes restants.

8. Préparer des dilutions sériées avec le BD Difco E. Coli O Antiserum 0157
reconstitué. A I'aide d’'une pipette sérologique de 1 mL, ajouter 0,1 mL
d’antisérum au tube n° 1 de chaque rangée et bien mélanger. Transférer
0,5 mL du tube n° 1 au tube n° 2 et bien mélanger. Procéder ainsi pour
transférer 0,5 mL jusqu’au tube n° 7, puis éliminer 0,5 mL du tube n° 7 aprés
mélange. Le tube n° 8 est un tube de contréle négatif contenant uniquement
une solution de NaCl a 0,85 %.

9. Ajouter 0,5 mL de la suspension de microorganisme a tester a chacun des 8
tubes. Lorsque les suspensions de microorganismes a tester ont été ajoutées,
les dilutions finales s’échelonnent de 1/40 & 1/2560 pour les tubes n® 1 a7,
respectivement.

10. Mélanger en secouant le portoir. Incuber au bain-marie & 50 + 2 °C pendant 18
a24h.

11. Observer s'il se produit une réaction d’agglutination.

Tube a essai pour le titrage de I’antigéne H

1. Préparer une culture a motilité élevée de la culture d’E. coli suspectée
par transferts successifs dans du milieu Motility GI Medium. Deux ou trois
passages au minimum dans du milieu Motility GI Medium sont nécessaires
pour pouvoir établir la présence et I'identité des antigénes H. Les isolats frais
d’E. coli présentent habituellement des flagelles peu développés.

2. Ensemencer un tube de bouillon d’infusion de veau avec une anse de milieu
Motility GI Medium. Incuber & 35 + 2 °C pendant 6 a 8 h ou jusqu’au lendemain,
si nécessaire.

3. Inactiver la culture en ajoutant du formol & la concentration finale de 0,3 %

(0,3 part de formol pour 100 parts de culture en bouillon d’infusion de veau). Si
nécessaire, ajuster la densité de la suspension avec du sérum physiologique
additionné de formol pour obtenir une turbidité correspondant a celle d’'un
standard McFarland au sulfate de baryum n° 3. Cette culture en bouillon servira
d’antigéne de test a I'étape 6.



4. Préparer une dilution au 1/500 de BD Difco E. Coli H Antiserum H7 en ajoutant
0,2 mL de solution de travail au 1/2 reconstituée a 49,8 mL de solution de NaCl
20,85 %.

5. Pipeter 0,5 mL de I'antisérum dilué dans un tube a essai.

6. Ajouter 0,5 mL de la culture en bouillon du microorganisme a tester réalisée a
I'étape 3 et bien mélanger. La dilution de I'antisérum résultante sera de 1/1000.

7. Incuber au bain-marie & 50 + 2 °C pendant 1 h.

8. Observer s'il se produit une réaction d’agglutination.

RESULTATS
Lire les résultats de test sous éclairage indirect sur fond sombre. Rapporter les
résultats d’agglutination comme suit :
4+ 100 % d’agglutination des cellules ; surnageant clair a
légerement voilé.
3+ 75 % d’agglutination des cellules ; surnageant légerement trouble.
2+ 50 % d’agglutination des cellules ; surnageant moyennement trouble.
1+ 25 % d'agglutination des cellules ; surnageant trouble.
+ Moins de 25 % d’agglutination de cellules.
— Absence d’agglutination.

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 — Les tubes montrant une agglutination 2+ ou
supérieure a la dilution 1/320 ou supérieure sont considérés comme positifs.

BD Difco E. Coli H Antiserum H7 — Les tubes montrant une agglutination 2+ ou
supérieure sont considérés comme positifs.

LIMITES DE LA PROCEDURE

1. Les techniques sérologiques employant des sérums E. Coli Antisera servent
de tests d’identification de confirmation d’E. coli O157:H7. Lidentification finale
nécessite des tests morphologiques, sérologiques et biochimiques.

2. Une source de chaleur externe excessive (anse d’ensemenceur brilante,
flamme du bec bunsen, source lumineuse, etc.) peut empécher d’obtenir
une suspension fluide du microorganisme ou entrainer I'évaporation ou la
précipitation du mélange réactionnel. De faux positifs risquent d’étre obtenus.

3. Des isolats de culture non purs sont parfois obtenus et provoquent une
agglutination spontanée entrainant I'agglutination du sérum normal
(autoagglutination). Choisir des colonies lisses et les tester suivant les
méthodes sérologiques.

4. L'exposition prolongée des réactifs a des températures autres que les
températures spécifiées a un effet adverse sur ceux-ci.

5. Il estimportant pour ce test de respecter la durée et la température d’'incubation
recommandées. En outre, s’assurer que le bain-marie est placé a I'abri de
vibrations mécaniques.

6. La technique d’agglutination en tube est recommandée pour le test car des
réactions croisées avec des antigénes non-apparentés peuvent se produire
aux dilutions utilisées dans les techniques sur lame.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES4

Les performances du BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, fabriqué par les
laboratoires BD Difco, ont été comparées a celles d’un test au latex disponible sur
le marché dans une étude publiée par Chapman.'4 Des cultures pures de 91 isolats
bactériens ont été testées.14.15

Le tableau ci-dessous récapitule les résultats obtenus. Tous les isolats d’E. coli
précédemment confirmés comme 0157 étaient positifs avec la méthode
d’agglutination en tube Difco. Tous les autres microorganismes testés étaient
négatifs avec la méthode d’agglutination en tube Difco.

Résultats positifs Résultats positifs
Nb. obtenus avec le test | test obtenus avec
d‘échant.illons Souche d’agglutination en tube | un test au latex
par le BD Difco E. Coli | disponible sur le
Antiserum 0157 marché
30 E. coli 0157 30 30
30 E. colinon-0157 0 0
Microorganismes
30 ne fermentant 0 0
pas le sorbitol
1 Escherlclya 0 0
hermanii
CONDITIONNEMENT
Ne° réf. Description
229701 BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, 3 mL
221591 BD Difco E. Coli H Antiserum H7, 3 mL

REFERENCES: Voir la rubrique « References » du texte anglais.
Service et assistance technique : contacter votre représentant local de BD ou
consulter le site www.bd.com.
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Deutsch

VERWENDUNGSZWECK

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 und BD Difco E. Coli H Antiserum H7
werden bei Réhrchen-Agglutinationstests zur Identifizierung von Escherichia coli
0157:H7 verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

E. coli O157:H7 ist ein durch Lebensmittel Uibertragener Keim, der beim Menschen
eine potentiell todliche Darmerkrankung hervorrufen kann.1-7 Der Krankheitsverlauf
ist gekennzeichnet durch das plétzliche Auftreten schwerer Krampfe und
Schmerzen im Abdominalbereich, gefolgt von waRriger Diarrhd, bei der der Stuhl
deutlich sichtbar Blut enthalten kann. In den USA konnte 1971 eine Serie von

107 Ausbriichen, von denen 387 Personen betroffen waren, auf importierten
Camembert-Kase zurlickgefiihrt werden.8 E. coli O157:H7 wurde 1982 als Ursache
einer hamorrhagischen Kolitis# und 1983 als Ursache eines hamolytischen
uramischen Syndroms® erkannt. Der Ausbruch von 1982 war auf den Verzehr
kontaminierter Hamburger zuriickzufiihren.4.10

Die Zahl der Erkrankungen durch diesen Keim hat sich im Lauf des letzten
Jahrzehnts deutlich erh6ht.3.11 Der grofte Ausbruch von E. coli O157:H7 ereignete
sich im Januar 1993 im US-Bundesstaat Washington, wo tiber 600 Falle von
hamorrhagischer Kolitis bestatigt wurden.! Als Quelle des Ausbruchs wurde nicht
ausreichend durchgebratenes Hackfleisch in mehreren Restaurants der gleichen
Fast-Food-Kette identifiziert.

E. coli O157:H7 ist ein Enteropathogen, das schon bei geringen Konzentrationen
im Inokulum krankheitserregend wirkt. Die Ubertragung erfolgt gewdhnlich tiber
eine nicht immer unter stringenter Kontrolle stehende Massenzubereitung von
Lebensmitteln fiir bestimmte Zielgruppen (Kinder und altere Menschen sind
besonders anfallig gegeniiber Komplikationen aufgrund dieser Erkrankung).

Der Mikroorganismus wurde bereits in mehreren Nahrungsmitteln gefunden,

zum Beispiel in nicht ausreichend durchgebratenem Hackfleisch, Trinkwasser,
Frihkartoffeln, Putenrollen, roher Milch und Apfelcider. Die Serotypisierung
enterohamorrhagischer E. coli ist nitzlich fir die epidemiologische

Dokumentation der Ausbreitung eines bestimmten Stammes im Rahmen eines
lebensmittelbedingten Ausbruchs.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

BD Difco E. Coli O Antiserum O157 wird in der Réhrchenagglutinationstechnik
zur O-Antigen-Titrierung verwendet. BD Difco E. Coli O Antiserum H7 wird in der
Réhrchenagglutinationstechnik fiir den Nachweis von H-Antigenen verwendet.

Mit diesen Antiseren wird die Anwesenheit von E. coli 0157:H7 nach selektiver
Isolierung bestatigt.

Die serologische Technik basiert auf der Reaktion eines spezifischen Antiserums
mit seinem homologen Antigen. Auch wenn die Spezifitat serologischer

Methoden nicht absolut ist, so ermdglicht doch die Serotypisierung von E. coli in
Zusammenwirken mit den biochemischen Eigenschaften einen prazisen Nachweis
dieses Krankheitserregers.

REAGENZIEN

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 und BD Difco E. Coli H Antiserum H7 sind
lyophilisierte polyklonale Antiseren des Kaninchens mit etwa 0,2% Natriumazid als
Konservierungsmittel.

Warnungen und Vorsichtsmanahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Dieses Produkt enthalt Naturkautschuk (getrocknet).

Der Umgang mit mikrobiologischem Material sollte bei allen Verfahren unter
Einhaltung der allgemein Ublichen VorsichtsmaRnahmen und Verwendung
aseptischer Techniken erfolgen. Nach Gebrauch sind Proben, Behalter,
Objekttrager, Rohrchen und sonstiges kontaminiertes Material im Autoklaven zu
sterilisieren. Die Gebrauchsanleitung ist sorgfaltig zu befolgen.

WARNUNG: Dieses Produkt enthalt Natriumazid, das beim Einatmen, bei
Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken sehr giftig ist. Bei Kontakt mit
Séure entstehen hochgiftige Gase. Bei Kontakt mit der Haut sofort mit viel Wasser
abwaschen. Natriumazid kann mit Blei- und Kupferleitungen reagieren und
hochexplosive Metallazide bilden. Beim Entsorgen mit sehr viel Wasser nachspiilen,
um Ansammlungen von Azid zu vermeiden.

Achtung

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

P264 Nach Gebrauch griindlich waschen. P270 Bei Gebrauch nicht essen,
trinken oder rauchen. P301+P312 BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
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GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. P330 Mund aussplilen.
P501 Inhalt/Behalter gemaR den ortlichen/regionalen/nationalen/internationalen
Bestimmungen entsorgen.

Aufbewahrung: Lyophilisiertes und rehydriertes BD Difco E. Coli Antiserum bei
2-8 °C aufbewahren.

Das angegebene Verfallsdatum gilt fir das in der ungeéffneten Packung
aufbewahrte Produkt bei Einhaltung der Lagervorschriften.

Werden die Reagenzien langere Zeit anderen Temperaturen ausgesetzt, als
vorgeschrieben, ist dies den Produkten abtraglich.

Triibe Antiseren oder solche, die nach Rehydrierung oder Aufbewahrung
Niederschlage zeigen, sind zu entsorgen, es sei denn, sie kdnnen durch
Zentrifugieren und Filtrieren geklart werden und zeigen einwandfreie Reaktivitat mit
validierten positiven und negativen Kontrollen. Starke Triibung ist ein Hinweis auf
Kontamination und Antiseren, die diese aufweisen, sollten entsorgt werden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Zur Isolierung von E. coli 0157 aus blutigen Stuhlproben MacConkey-Sorbitol-Agar
verwenden. Zur Isolierung von E. coli 0157 aus Lebensmitteln SMAC-CT (Sorbitol-
MacConkey-Agar mit Cefixim und Tellurid) verwenden.2 Bei einer Kontamination
durch gréfRere Mengen koliformer Mikroorganismen werden jedoch die O157-
Farbungen maskiert.'3

Fir die serologische Bestatigung durch BD Difco E.-coli-Antiseren ist eine
Reinkultur des Testorganismus auf Kalbfleisch-Infusionsagar oder einem anderen
angereicherten festen Nahrboden erforderlich.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 und

BD Difco E. Coli H Antiserum H7.
Benétigtes, jedoch nicht mitgeliefert

tes Arbeit: terial: Kalbfleisch-
Infusionsagar, Motilitats-GI-Nahrboden, Wasserbad 50 + 2 °C, Formaldehyd,
McFarland-Bariumsulfat-Standard Nr. 3, Rohrchen 12 x 75 mm mit Stander,
serologische Pipetten 1 mL, sterile Kochsalzlésung 0,85 %.

Vorbereitung der Reagenzien

Vor der Testdurchfiihrung alle Materialien Zimmertemperatur annehmen lassen.
Sicherstellen, daR alle glasernen Utensilien und Pipetten sauber sind und keine
Riickstéande aufweisen (wie z. B. von Reinigungsmitteln).

BD Difco E. coli Antiserum: Zum Rehydrieren in jedes Réhrchen 3 mL sterile
Kochsalzlésung 0,85 % geben. Zur vollstandigen Auflésung des Inhalts Réhrchen
vorsichtig drehen. Die rehydrierten Antiseren sind als Arbeitslésung 1 : 2

zu betrachten.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Bei Anwendung sowohl positive als auch negative Kontrollen durchfiihren, um die
Leistung der Antiseren, die Techniken und die Methodik zu Gberprifen.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behdérdlichen und in den
Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie
die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer
sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften iber geeignete
Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

Testverfahren

Rohrchentest zur O-Antigen-Titrierung

1. Reinkulturen des Testorganismus herstellen. Hierzu den Testorganismus
auf einem Objekttrager mit Kalbfleisch-Infusionsagar ausstreichen und bei
35+ 2 °C 16-18 h lang inkubieren.

2. Testisolat-Wachstum vom festen Agar-Nahrboden entfernen und
in Kochsalzlésung 0,85 % suspendieren, so dal eine homogene
Suspension entsteht.

3. Suspension mit dem Mikroorganismus in einem Bad mit kochenden
Wasser 30—60 min lang erhitzen. Die Kultur soll méglichst homogen sein.
Niederschlage sind ein Hinweis auf eine ungleichmaRige Kultur. Eine
Suspension mit Niederschlagen sollte verworfen werden.

4. Suspension abkilhlen lassen. Mit Kochsalzlésung 0,85 % auf eine Dichte
verdiinnen, die etwa McFarland-Bariumsulfat-Standard Nr. 3 entspricht.

5. Mit Formaldehyd auf eine Endkonzentration von 0,5 Vol.-% verdiinnen.

6. In einen Réhrchenstander je eine Reihe mit 8 Rohrchen fir jede zu testende
Suspension einstellen.

7. Indas erste Rohrchen jeder Reihe 0,9 mL Kochsalzlésung 0,85 %geben, in das
zweite und jedes weitere Rohrchen jeder Reihe 0,5 mL.

8. Mit dem rehydrierten BD Difco E. Coli O Antiserum O157 eine
Verdunnungsserie herstellen. Mit einer serologischen 1-mL-Pipette, 0,1 mL
Antiserum in Réhrchen 1 jeder Reihe einbringen und gut durchmischen. 0,5 mL
Flissigkeit von Réhrchen 1 in Rohrchen 2 verbringen und gut durchmischen.
In gleicher Weise jeweils 0,5 mL in das nachste Réhrchen Ubertragen, bis
Ro6hrchen 7 erreicht ist. Aus Réhrchen 8 nach dem Durchmischen 0,5 mL
der Flissigkeit abgieRen. Rohrchen 8 ist eine negative Kontrolle, die nur
Kochsalzlésung 0,85 % enthalt.



9. Zu jedem der 8 Réhrchen 0,5 mL der Mikroorganismen-Testsuspension
hinzufiigen. Nach Hinzufiigen der Mikroorganismen-Testsuspension betragt in
Réhrchen 1 bis 7 die Endkonzentration 1 : 40 bis 1 : 2.560.

10. Zum Durchmischen Rohrchenstéander schiitteln. Im Wasserbad bei 50 + 2 °C
18-24 h lang inkubieren.

11. Auf Agglutination tberprifen.

Rohrchentest fiir den H-Antigen-Nachweis

1. Durch mehrfaches Verbringen in Motilitdts-GI-Nahrboden eine aktiv motile
Kultur des vermuteten E. coli herstellen. Es sind mindestens 2—-3 Durchgange
mit Motilitats-GI-Nahrboden erforderlich, um Vorhandensein und Identitat
der H-Antigene nachweisen zu kénnen. Frische Isolate von E. coli haben
normalerweise nur schlecht entwickelte Flagellen.

2. Eine Impfose voll Motilitats-GI-Nahrboden in ein R6hrchen Kalbfleisch-
Infusionsbouillon einbringen. Bei 35 + 2 °C 6-8 h (oder, falls erforderlich, (iber
Nacht) inkubieren.

3. Kultur inaktivieren. Hierzu Formaldehyd bis zu einer Endkonzentration von
0,3 % hinzufiigen (0,3 Teile Formaldehyd auf 100 Teile der Kalbfleisch-
Infusionsbouillons-Kultur). Falls erforderlich, die Suspension mit
formaldehydhaltiger Kochsalzlésung auf eine Dichte verdiinnen, die etwa
McFarland-Bariumsulfat-Standard Nr. 3 entspricht. Diese Bouillon-Kultur soll in
Schritt 6 als Test-Antigen verwendet werden.

4. Eine Verdiinnung 1 : 500 von BD Difco E. Coli H Antiserum H7 herstellen.
Hierzu 0,2 mL der rehydrierten Arbeitslésung 1 : 2 zu 49,8 mL Kochsalzlésung
0,85 % hinzufiigen.

5. 0,5 mL des verdlnnten Antiserums in ein Réhrchen pipettieren.

6. 0,5 mL der Bouillion-Kultur des Testorganismus (aus Schritt 3) hinzufiigen und
gut durchmischen. Die resultierende Antiserum-Verdiinnung betragt 1 : 1.000.

7. Im Wasserbad bei 50 + 2 °C 1 h lang inkubieren.

8. Auf Agglutination Uberpriifen.

ERGEBNISSE
Testergebnis unter indirekter Beleuchtung vor einem dunklen Hintergrund
beobachten. Zellagglutination wie folgt bewerten:

4+ 100 % Zellagglutination (Uberstand klar bis leicht triib).

3+ 75 % Zellagglutination (Uberstand leicht wolkig).

2+ 50 % Zellagglutination (Uberstand maRig wolkig).

1+ 25 % Zellagglutination (Uberstand wolkig).

+ Unter 25 % Zellagglutination.

— Keine Agglutination.
BD Difco E. Coli O Antiserum O157: Rohrchen, die bei einer Verdiinnung von
1: 320 oder mehr eine Zellagglutination von 2+ oder mehr aufweisen, sind als
positiv zu bewerten.
BD Difco E. Coli H Antiserum H7: Réhrchen, die eine Zellagglutination von 2+ oder
mehr aufweisen, sind als positiv zu bewerten.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

1. Serologische Techniken unter Verwendung von E.-coli-Antiseren liefern
nur einen zusatzliche Hinweis auf das Vorliegen von E. coli 0157:H7. Fir
die endgultige Identifizierung miissen morphologische, serologische und
biochemische Eigenschaften berlicksichtigt werden.

2. Ubermé&Rige Warme aus externen Quellen (heiRe bakteriologische
Ose, Brennerflamme, Lichtquelle 0.4.) kann die glatte Suspension des
Mikroorganismus verhindern oder zum Verdunsten oder Ausfallen des
Testgemischs fiihren. Es kann zu falsch-positiven Reaktionen kommen.

3. Grobe Kultur-Isolate sind méglich; sie agglutinieren spontan und fiihren zur
Agglutination in normalem Serum (Autoagglutination). Es sind glatte Kolonien
zu wahlen und mit serologischen Verfahren zu testen.

4. Werden die Reagenzien langere Zeit anderen Temperaturen ausgesetzt als
vorgeschrieben, ist dies den Produkten abtréglich.

5. Beidiesem Test ist es wichtig, sich an die empfohlenen Inkubationszeiten und
temperaturen zu halten. AuBerdem ist darauf zu achten, daR das Wasserbad
keinen mechanischen Vibrationen ausgesetzt wird.

6. Die Rohrchen-Agglutinationsmethode wird fiir Antigentests empfohlen, da es zu
Kreuzreaktionen mit nicht-verwandten Antigenen in den bei der Objekttrager-
Methode verwendeten Verdiinnungen kommen kann.

LEISTUNGSMERKMALE4

Die Leistung von BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, hergestellt von

Difco Laboratories, wurde in einer von Chapman verdéffentlichten Studie mit
einem handelstiblichen Latextest verglichen.'# Es wurden Reinkulturen von

91 Bakterienisolaten getestet.14.15

Die nachstehende Tabelle fiihrt die dabei erhaltenen Ergebnisse auf. Alle E. coli,
die zuvor als 0157 bestéatigt waren, waren im Difco Rohrchenagglutinationstest
positiv. Alle anderen getesteten Mikroorganismen waren im Difco
Réhrchenagglutinationstest negativ.



Positiv im Rohrchen- P
Anzahl agglutinationstest Poslt_!v |_m
Proben Stamm mit BD Difco E. Coli | Mandelstiblichen
Antiserum 0157 Latextest
30 E. coli, 0157 30 30
30 E. coli nicht 0157 0 0
Non- sorbitol-
30 fermentierende 0 0
Mikroorganismen
1 Eschsricly'a 0 0
hermanii

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.-Nr. Beschreibung
229701 BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, 3 mL
221591  BD Difco E. Coli H Antiserum H7, 3 mL

LITERATUR: S. “References” im englischen Text.
Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit Ihrer zustandigen BD-Vertretung
oder www.bd.com.
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Italiano

USO PREVISTO

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 e BD Difco E. Coli H Antiserum H7 sono
utilizzati in test di agglutinazione in provetta per I'identificazione di Escherichia coli
O157:H7.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

E. coli O157:H7 & un patogeno alimentare che nell’'uomo pud causare enterite
potenzialmente fatale,!-7 caratterizzata da esordio improvviso di intensi dolori
crampiformi e addominali, seguiti da feci acquose che possono diventare
marcatamente sanguinolente. Nel 1971, negli Stati Uniti una serie di 107

focolai epidemici attribuiti al consumo di formaggio Camembert importato colpi
387 persone.8 E. coli 0157:H7 venne riconosciuto come la causa di colite
emorragica nel 19824 e di sindrome uremica emolitica nel 1983.9 L'epidemia del
1982 fu attribuita all'ingestione di hamburger contaminati.4.10

Nel corso dell'ultimo decennio, 'incidenza di malattie causate da questo
microrganismo €& significativamente aumentata.3.1" La pit diffusa epidemia di malattie
provocate da E. coli 0157:H7 si verifico nel gennaio 1993, nello stato di Washington,
dove in oltre 600 pazienti venne confermata la diagnosi di colite emorragica.’ La
scarsa cottura degli hamburger serviti in pit locali appartenenti alla stessa catena di
fast food venne ritenuta all'origine di tale epidemia.

E. coli O157:H7 & un patogeno enterico che puo causare infezione anche con

un basso livello di inoculo. La trasmissione si verifica di norma mediante generi
alimentari di largo consumo, preparati non sempre sotto stretto controllo e serviti a
soggetti sensibili (bambini e anziani sono le fasce piu a rischio di complicanze della
malattia). Il microrganismo & stato isolato da numerosi generi alimentari, tra cui
hamburger poco cotti, acqua potabile, patate novelle, rotolo di tacchino, latte crudo
e succo di mele. La sierotipizzazione di E. coli entero-emorragico & utile ai fini della
valutazione epidemiologica della diffusione di un particolare ceppo in un’epidemia di
origine alimentare. !

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

BD Difco E. Coli O Antiserum O157 € usato nella tecnica di agglutinazione in
provetta per la titolazione dell’antigene O, mentre BD Difco E. Coli H Antiserum
H7 e destinato all'agglutinazione in provetta per la rilevazione degli antigeni H.
Questi antisieri si usano per confermare la presenza di E. coli 0157:H7 dopo
isolamento selettivo.

La tecnica sierologica si basa sulla reazione di un antisiero specifico con I'antigene
omologo. Mentre la specificita delle metodiche sierologiche non ¢ assoluta, la
sierotipizzazione di E. coli, unitamente alle caratteristiche biochimiche, puo fornire
un’identificazione accurata dell'agente eziologico.

REAGENTI

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 e BD Difco E. Coli H Antiserum H7 sono
antisieri policlonali di coniglio, liofilizzati, contenenti 0,2% di sodio azide
come conservante.

Avvertenze e precauzioni

Per uso diagnostico in vitro.

Questo prodotto contiene gomma naturale secca.

Durante tutte le procedure, adottare tecniche asettiche e seguire le precauzioni
standard contro i rischi microbiologici. Dopo I'uso, sterilizzare in autoclave
campioni, contenitori, vetrini, provette e tutti gli altri materiali contaminati. Seguire
attentamente le istruzioni per I'uso.
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AVVERTENZA: Questo prodotto contiene sodio azide, tossica per inalazione,
ingestione e a contatto con la pelle. A contatto con acido, libera gas estremamente
tossici. In caso di contatto con la pelle, lavarsi immediatamente e abbondantemente
con acqua. La sodio azide puo reagire con il piombo e il rame delle tubature,
formando azidi metalliche altamente esplosive. Eliminare la sodio azide facendo
scorrere abbondante acqua negli scarichi per impedire 'accumulo di azidi.

Attenzione

H302 Nocivo se ingerito.

P264 Lavarsi accuratamente dopo I'uso. P270 Non mangiare, né bere, né fumare
durante I'uso. P301+P312 IN CASO DI INGESTIONE: In caso di malessere,
contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico. P330 Sciacquare la bocca.
P501 Smaltire il prodotto/recipiente in conformita alle normative locali/regionali/
nazionali/internazionali.

Conservazione - Conservare gli antisieri BD Difco E. Coli liofilizzati e reidratati a
2-8°C.

La data di scadenza si riferisce al prodotto nel contenitore intatto e conservato
come prescritto.

L'esposizione prolungata dei reagenti a temperature diverse da quelle indicate pud
danneggiare i prodotti.

Eliminare gli antisieri torbidi o che presentano un precipitato dopo la reidratazione
o la conservazione, a meno che non possano essere chiarificati tramite
centrifugazione o filtrazione e mostrino una reattivita adeguata a controlli positivi
e negativi validati. Gli antisieri che presentano una torbidita macroscopica sono
contaminati e pertanto devono essere eliminati.

RACCOLTO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per isolare E. coli 0157 da campioni di feci sanguinolente, usare MacConkey
Sorbitol Agar. Per isolare questo microrganismo da generi alimentari, usare
SMAC-CT (Sorbitol MacConkey Agar con cefixime e tellurito).12 Livelli elevati di
coliformi contaminanti mascherano tuttavia i ceppi 0157.13

Le procedure di conferma sierologica con gli antisieri BD Difco E. Coli richiedono
una coltura pura del microrganismo da testare, isolato su agar all'infuso di vitello o
un altro terreno solido arricchito.

PROCEDURE

Materiali forniti - BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 e BD Difco E. Coli H
Antiserum H7.

Materiali necessari ma non forniti - Agar all'infuso di vitello, terreno Motility GI
Medium, bagnomaria a 50 + 2 °C, formalina, standard McFarland n. 3 — solfato
di bario, provette per coltura da 12 x 75 mm e portaprovette, pipette sierologiche,
1 mL, soluzione sterile NaCl allo 0,85%.

Preparazione dei reagenti

Prima di eseguire i test, lasciare equilibrare tutti i materiali a temperatura ambiente.
Assicurarsi che tutta la vetreria e le pipette siano pulite e prive di residui di
detergenti o altro.

Antisieri BD Difco E. Coli: per reidratare, dispensare in ogni flacone 3 mL

di soluzione sterile NaCl allo 0,85%. Roteare delicatamente per dissolvere
completamente il contenuto. Gli antisieri reidratati sono considerati una soluzione

di lavoro 1:2.

CONTROLLO DI QUALITA A CURA DELL'UTENTE

Al momento dell'uso, testare le colture di controllo positiva e negativa per verificare
le performance dell’antisiero, le tecniche e la metodologia.

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in
conformita alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di
controllo di qualita del laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di controllo di
qualita appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione
CLSI in merito.

Procedura del test

Test in provetta per titolazione dell’antigene O

1. Preparare colture pure del microrganismo per il test allestendo piastre su agar
all'infuso di vitello e incubando a 35 + 2 °C per 16—18 h.

2. Sospendere la crescita dell'isolato per il test ottenuta da terreno agar solido in
soluzione NaCl allo 0,85% NaCl per avere una sospensione omogenea.

3. Riscaldare la sospensione di microrganismo in bagnomaria bollente per 30-60
min. La coltura deve essere omogenea. La formazione di precipitati indica una
coltura imperfetta e la sospensione deve essere gettata.

4. Lasciare raffreddare la sospensione; diluire con soluzione NaCl allo 0,85%
sino a ottenere una densita simile a quella dello standard McFarland n. 3 —
solfato di bario.

5. Aggiungere formalina a una concentrazione finale dello 0,5% del volume.

6. In un portaprovette, preparare una fila di 8 provette per ogni sospensione di
microrganismi da testare.
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7. Dispensare 0,9 mL di soluzione NaCl allo 0,85% nella prima provetta di ogni fila
e 0,5 mL nelle provette rimanenti.

8. Preparare diluizioni seriali usando BD Difco E. Coli O Antiserum 0157
reidratato. Con una pipetta sierologia da 1 mL, dispensare 0,1 mL di antisiero
nella provetta 1 di ogni fila e mescolare accuratamente. Trasferire 0,5 mL
dalla provetta 1 alla provetta 2 e mescolare accuratamente. Continuare a
trasferire 0,5 mL sino alla provetta 7, gettando 0,5 mL dalla provetta 7 dopo la
miscelazione. La provetta 8 & quella per il controllo negativo e contiene solo
soluzione NaCl allo 0,85%.

9. Dispensare 0,5 mL di sospensione del microrganismo da testare in ciascuna
delle 8 provette. All'aggiunta della sospensione del microrganismo da
testare, le diluizioni finali dovranno essere da 1:40 a 1:2.560 per le provette
rispettivamente da 1 a 7.

10. Agitare il portaprovette per mescolare. Incubare a bagnomaria a 50 + 2 °C per
18-24 h.

11. Verificare I'agglutinazione.

Test in provetta per rilevazione dell’antigene H

1. Preparare una coltura attivamente mobile della coltura E. coli sospetta mediante
alcuni trasferimenti consecutivi di Motility GI Medium. Prima di tentare di
stabilire la presenza e identificare gli antigeni H, sono necessari almeno 2—-3
passaggi attraverso il Motility GI Medium. Gli isolati freschi di E. coli presentano
generalmente flagelli scarsamente sviluppati.

2. Inoculare un’ansa completa della coltura del Motility GI Medium in una provetta
contenente brodo all'infuso di vitello. Incubare a 35 + 2 °C per 6-8 h o per tutta
la notte, se necessario.

3. Inattivare la coltura aggiungendo formalina a una concentrazione finale dello
0,3% (0,3 parti di formaldeide ogni 100 parti di brodo di coltura all'infuso di
vitello). Se necessario, correggere la densita della sospensione con soluzione
fisiologica formalinizzata in modo da approssimare lo standard McFarland n.
3 — solfato di bario. Questo brodo di coltura verra usato come antigene per il
test al punto 6.

4. Preparare una diluizione 1:500 di BD Difco E. Coli H Antiserum H7
dispensando 0,2 mL della soluzione di lavoro 1:2 reidratata in 49,8 mL di
soluzione NaCl allo 0,85%.

5. Pipettare 0,5 mL di antisiero diluito in una provetta.

6. Dispensare 0,5 mL del brodo di coltura del microrganismo da testare preparato
al punto 3 e mescolare bene. La diluizione di antisiero cosi ottenuta & 1:1.000.

7. Incubare a bagnomaria a 50 + 2 °C per 1 h.

8. Verificare I'agglutinazione.

RISULTATI
Osservare il risultato del test a luce indiretta su fondo scuro. Registrare
I'agglutinazione nel modo seguente:
4+ 100% di agglutinazione cellulare; sovranatante da trasparente a
leggermente opaco.
3+ 75% di agglutinazione cellulare; sovranatante leggermente torbido.
2+ 50% di agglutinazione cellulare; sovranatante moderatamente torbido.
1+ 25% di agglutinazione cellulare; sovranatante torbido.
+ Agglutinazione cellulare inferiore al 25%.
— Nessuna agglutinazione
BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 — Le provette che presentano
un’agglutinazione pari o maggiore di 2+ alla diluizione 1:320 o superiore sono
considerate positive.
BD Difco E. Coli H Antiserum H7 — Le provette che presentano un’agglutinazione
pari o maggiore di 2+ sono considerate positive.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

1. Le tecniche sierologiche che impiegano gli antisieri di E. Coli servono a
convalidare I'identificazione di E. coli O157:H7. L'identificazione finale non pud
essere effettuata senza tenere conto di una caratterizzazione morfologica,
sierologica e biochimica.

2. |l calore eccessivo da fonti esterne (ansa batteriologica calda, fiamma di
bruciatore, fonte di luce, ecc.) pud impedire la formazione di una sospensione
omogenea del microrganismo o causare evaporazione o precipitazione della
miscela da testare e dar luogo a reazioni falsamente positive.

3. Le colture disomogenee di isolati sono soggette ad agglutinazione spontanea,
con conseguente agglutinazione in siero normale (autoagglutinazione). Le colture
omogenee devono essere selezionate e testate in procedure sierologiche.

4. Lesposizione prolungata dei reagenti a temperature diverse da quelle indicate
puo danneggiare i prodotti.

5. In questo test, & importante usare i tempi e le temperature di incubazione
raccomandati. Assicurarsi inoltre che il bagnomaria sia situato in una posizione
non soggetta ad alcuna vibrazione meccanica.

6. La tecnica di agglutinazione in provetta & consigliata per il test a causa della
possibilita che, alle diluizioni utilizzate nella tecnica su vetrino, si verifichino
reazioni crociate con antigeni eterologhi.
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PRESTAZIONI METODOLOGICHE4

Le performance di BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, prodotto da Difco
Laboratories, sono state comparate con un test al latex in commercio in uno studio
pubblicato da Chapman.’4 Sono state testate colture pure di 91 isolati batterici.14.15
La tabella seguente elenca i risultati ottenuti. Tutti gli E. coli precedentemente
confermati come 0157 sono risultati positivi con la metodica di agglutinazione in
provetta Difco, mentre tutti gli altri microrganismi testati con tale metodica sono
risultati negativi.

Positivi al test di
N. di Ceppo agglutinazione in Positivi al test al
campioni PP provetta BD Difco E. Coli| latex in commercio
Antiserum 0157
30 E. coli, 0157 30 30
30 E. colinon-O157 0 0
Microrganismi
30 non fermentanti il 0 0
sorbitolo
1 Eschencl?{a 0 0
hermanii
DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione
229701 BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, 3 mL
221591 BD Difco E. Coli H Antiserum H7, 3 mL

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

Assistenza e supporto tecnico: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il
sito www.bd.com.

& BD Difco E. Coli Antisera

USO PREVISTO

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 y BD Difco E. Coli H Antiserum H7 son
antisueros que se utilizan en las pruebas de aglutinacién en tubo para la
identificacion de Escherichia coli O157:H7.

RESUMEN Y EXPLICACION

E. coli O157:H7 es un patdgeno de transmision alimentaria que puede causar
enfermedades entéricas potencialmente fatales en los seres humanos'-7. Esta
enfermedad se caracteriza por la aparicién repentina de calambres y dolores
abdominal graves, seguidos de heces liquidas posiblemente con gran cantidad

de sangre. Una serie de 107 brotes que incluyeron a 387 personas fue rastreada
hasta dar con un queso Camembert importado en los Estados Unidos en 19718,

E. coli O157:H7 fue reconocida como causa de colitis hemorragica en 19824 y de
sindrome urémico hemolitico en 1983°. El brote de 1982 fue debido a la ingestion
de hamburguesas#10.

La incidencia de la enfermedad causada por este organismo se ha incrementado
significativamente en la ultima década3.1. El brote mas importante de la
enfermedad por E. coli O157:H7 ocurrié en enero de 1993, en el estado de
Washington, en el que se confirmaron mas de 600 casos de colitis hemorragica!.
El origen del brote fue identificado como la hamburguesa poco cocida en varios
puntos de venta de la misma cadena de restoranes de comida rapida.

E. coli O157:H7 es un patégeno entérico que requiere solo una pequefa cantidad
de indculo para causar la enfermedad. Generalmente se transmite por alimentos
elaborados en grandes cantidades, cuya preparacion no siempre esta sujeta a
controles estrictos y se sirven a una clientela objetivo (los nifios y los ancianos
constituyen el grupo de mayor riesgo de complicaciones por la enfermedad). El
organismo se ha aislado en varios alimentos, incluidos los siguientes: hamburguesa
poco cocida, agua potable, patatas nuevas, panecillo con pavo, leche cruda y sidra
de manzana. La determinacion de serotipos de E. coli entérica hemorragica es util
para la documentacion epidemiolégica de la propagacion de una cepa en particular
en un brote por transmision alimentaria®!.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

BD Difco E. Coli O Antiserum O157 se utiliza en la técnica de aglutinacion en
tubo para la valoracion del antigeno O. BD Difco E. Coli H Antiserum H7 se utiliza
en la técnica de aglutinacién en tubo para la deteccién de antigenos H. Estos
antisueros se utilizan para confirmar la presencia de E. coli O157:H7 después del
aislamiento selectivo.

La técnica seroldgica se basa en la reaccion de un antisuero especifico con su
antigeno homologo. Mientras que la especificidad de los métodos seroldgicos no
es absoluta, la determinacién de serotipos de E. coli, junto con las caracteristicas
bioquimicas, puede proporcionar una identificacion exacta del agente etiolégico.

Espafiol
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REACTIVOS

BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 y BD Difco E. Coli H Antiserum H7 son
antisueros de conejo policlonales vy liofilizados que contienen aproximadamente
0,2% de azida sodica como conservante.

Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vitro.

Este producto contiene goma natural seca.

Emplee una técnica aséptica y siga las precauciones habituales contra riesgos
microbiolégicos durante todo el proceso. Después del uso, se deberan esterilizar
muestras, envases, portaobjetos, tubos y demas material contaminado en
autoclave. Es necesario seguir al pie de la letra las instrucciones de uso.
ADVERTENCIA: Este producto contiene azida sédica, la cual es toxica en caso
de inhalacion, contacto con la piel e ingestién. El contacto con &cidos libera un gas
muy téxico. En caso de contacto con la piel, lavar de inmediato el area afectada
con abundante agua. La azida sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo
y cobre y formar azidas metalicas muy explosivas. Al eliminar el material por el
desaglie, utilizar un gran volumen de agua para evitar la acumulacion de azidas.

Atencion

H302 Nocivo en caso de ingestion.

P264 Lavarse concienzudamente tras la manipulacién. P270 No comer, beber

ni fumar durante su utilizacion. P301+P312 EN CASO DE INGESTION: Llamar

a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de
malestar. P330 Enjuagarse la boca. P501 Eliminar el contenido/el recipiente de
conformidad con las normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.
Almacenamiento: Conservar los antisueros BD Difco E. Coli, liofilizados y
rehidratados, a una temperatura de 2-8 °C.

La fecha de caducidad se aplica al producto conservado en su envase intacto de la
forma indicada.

Una exposicién prolongada de los reactivos a temperaturas diferentes de las
especificadas es perjudicial para los productos.

Descartar los antisueros que tengan turbidez o que presenten precipitados
después de la rehidratacion o el almacenamiento a menos que se puedan aclarar
por centrifugado o filtracién y demuestren una reactividad correcta con controles
positivos y negativos validados. Una turbidez macroscépica indica contaminacion;
por lo tanto, esos antisueros deben descartarse.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para aislamiento de E. coli 0157 en muestras fecales con sangre macroscopica,
utilizar agar MacConkey sorbitol. Para aislar este organismo de los alimentos,
utilizar SMAC-CT (agar MacConkey sorbitol con cefixima y telurito)12. Sin embargo,
los niveles altos de organismos coliformes contaminantes ocultaran las tinciones
de 015713,

Los procedimientos para la confirmacion seroldgica mediante antisueros BD Difco
E. Coli requieren un cultivo puro del organismo de prueba aislado en agar infusion
de ternera u otro medio sélido enriquecido.

PROCEDIMIENTOS

Materiales suministrados: BD Difco E. Coli O Antiserum 0157 y BD Difco E. Coli
H Antiserum H7.

Materiales necesarios pero no suministrados: Agar infusion de ternera, medio
para motilidad GI (Motility GI Medium), bafio Maria a 50 + 2 °C, formalina, patrén
N° 3 de McFarland de sulfato de bario, tubos de cultivo de 12 x 75 mm y gradilla,
pipetas seroldgicas de 1 mL, solucién de NaCl al 0,85% estéril.

Preparacion del reactivo

Equilibrar todos los materiales a temperatura ambiente antes de realizar

las pruebas.

Asegurese de que el material de vidrio y las pipetas estén limpios y libres de
residuos, como, por ejemplo, detergente.

Antisueros BD Difco E. Coli: Para rehidratar, agregar 3 mL de solucion de NaCl al
0,85% estéril a cada vial. Girar suavemente para disolver el contenido por completo.
Los antisueros rehidratados se consideran como diluciones de trabajo 1:2.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

En el momento de uso, analizar los cultivos de control tanto positivos como
negativos para comprobar el rendimiento de los antisueros, las técnicas y

la metodologia.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional, a los requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos
estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las
instrucciones de CLSI y normativas de CLIA correspondientes para obtener
informacién acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.



Procedimiento de analisis

Prueba en tubo para valoracion del antigeno O

1. Preparar cultivos puros del organismo de prueba mediante preparacion en
placa de agar infusién de ternera e incubacion a 35 + 2 °C durante 16—18 h.

2. Suspender el crecimiento del aislado de prueba obtenido del medio de agar
solido en solucién de NaCl al 0,85% para lograr una suspensiéon homogénea.

3. Calentar la suspensién de organismo en bafio Maria (hirviendo) durante
30-60 min. El cultivo debe ser homogéneo. Si se genera precipitado, el cultivo
es rugoso y debe descartarse la suspension.

4. Dejar enfriar la suspension; diluir con solucion de NaCl al 0,85% a una
densidad aproximada al patrén N° 3 de McFarland de sulfato de bario.

5. Agregar formalina a la concentracion final de 0,5% por volumen.

6. Enuna gradilla, preparar una fila de 8 tubos de ensayo para cada suspension
de organismo que se ha de analizar.

7. Dispensar 0,9 mL de solucion de NaCl al 0,85% al primer tubo en cada fila y
0,5 mL a los tubos restantes.

8. Preparar una serie de diluciones con BD Difco E. Coli O Antiserum 0157
rehidratado. Con una pipeta seroldgica de 1 mL, agregar 0,1 mL de antisuero
al tubo 1 de cada fila y mezclar bien. Transferir 0,5 mL del tubo 1 al tubo 2 y
mezclar bien. De manera similar, continuar transfiriendo 0,5 mL hasta el tubo
7 y descartar 0,5 mL del tubo 7 después de mezclar. El tubo 8 es un tubo de
control negativo solamente con solucién de NaCl al 0,85%.

9. Agregar 0,5 mL de suspensién del organismo de prueba a cada uno de los 8
tubos. Al agregar la suspensiéon del organismo de prueba, las diluciones finales
seran desde 1:40 hasta 1:2.560 para los tubos 1 a 7, respectivamente.

10. Agitar la gradilla para mezclar. Incubar en bafio Maria a 50 + 2 °C durante
18-24 h.

11. Efectuar una lectura para determinar la aglutinacion.

Prueba en tubo para deteccion del antigeno H

1. Preparar un cultivo con motilidad activa del cultivo en el que se sospecha la
presencia de E. coli, mediante las transferencias sucesivas de medio para
motilidad GI. Se necesitan al menos 2—3 pasadas por el medio para motilidad
Gl antes de intentar establecer la presencia y la identidad de los antigenos
H. Las cepas aisladas recientes de E. coli por lo general tienen flagelos
poco desarrollados.

2. Inocular un asa llena de cultivo de medio para motilidad Gl en un tubo de caldo
infusion de ternera. Incubar de 6-8 h a 35 + 2 °C o hasta la mafiana siguiente,
si es necesario.

3. Inactivar el cultivo agregando formalina a una concentracion final de 0,3%
(0,3 partes de formaldehido por 100 partes de cultivo de caldo de infusion de
ternera). Si es necesario, ajustar la densidad de la suspensién con solucion
salina tratada con formalina para aproximar al patréon N° 3 de McFarland de
sulfato de bario. Este cultivo de caldo se utilizard como antigeno de prueba en
el paso 6.

4. Preparar una dilucién 1:500 de BD Difco E. Coli H Antiserum H7 agregando
0,2 mL de solucién de trabajo 1:2 rehidratada a 49,8 mL de solucion de NaCl
al 0,85%.

5. Pipetear 0,5 mL de antisuero diluido en un tubo de ensayo.

6. Agregar 0,5 mL del cultivo de caldo del organismo de prueba del paso 3 y
mezclar bien. La dilucion de antisuero resultante sera de 1:1.000.

7. Incubar en bafio Maria a 50 + 2 °C durante 1 h.

8. Efectuar una lectura para determinar la aglutinacion.

RESULTADOS
Observar el resultado de la prueba con luz indirecta contra un fondo oscuro.
Registrar la aglutinacion de la manera siguiente:
4+ 100% de aglutinacion de células; liquido sobrenadante transparente
a ligeramente lechoso.
3+ 75% de aglutinacion de células; liquido sobrenadante
ligeramente turbio.
2+ 50% de aglutinacion de células; liquido sobrenadante
moderadamente turbio.
1+ 25% de aglutinacion de células; liquido sobrenadante turbio.
+ Menos de 25% de aglutinacion de células.
— Sin aglutinacion
BD Difco E. Coli O Antiserum O157: los tubos con 2+ o mas de aglutinacién en
1:320 0 mas se consideran positivos.
BD Difco E. Coli H Antiserum H7: los tubos con 2+ o mas de aglutinacion se
consideran positivos.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
1. Las técnicas seroldgicas con antisueros de E. Coli sirven como evidencia
para corroborar la identificacion de E. coli O157:H7. No se puede realizar una
identificacion final sin considerar la caracterizacion morfolégica, serolégica
y bioquimica.
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2. El calor excesivo proveniente de fuentes externas (asa bacterioldgica
caliente, llama del mechero, fuente de luz, etc.) puede impedir la formacion
de una suspension uniforme del microorganismo o causar la evaporacion
o precipitacion de la mezcla de analisis. Pueden ocurrir reacciones
positivas falsas.

3. Se generan aislados de cultivos rugosos que se aglutinaran espontaneamente,
lo que causa aglutinacién en un suero normal (autoaglutinacion). Es necesario
seleccionar y analizar colonias uniformes en los procedimientos serolégicos.

4. Una exposicion prolongada de los reactivos a temperaturas diferentes a las
especificadas es perjudicial para los productos.

5. En esta prueba es importante respetar el tiempo y la temperatura de
incubacion recomendados. Ademas, se debe comprobar que el bafio Maria se
encuentre en un lugar libre de vibraciones mecanicas.

6. La técnica de aglutinacion en tubo se recomienda para el analisis porque
pueden ocurrir reacciones cruzadas con antigenos no relacionados en las
diluciones utilizadas en la técnica en portaobjetos.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO4

El rendimiento de BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, fabricado por Difco
Laboratories, se comparé con una prueba de latex disponible comercialmente,

en un estudio publicado por Chapman'4. Se analizaron cultivos puros de 91

aislados bacterianos14.15.

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos. Todos las muestras

de E. coli anteriormente confirmadas como O157 dieron resultado positivo con el
método de aglutinacion en tubo de Difco. Todos los demas organismos analizados
dieron resultado negativo con el método de aglutinacion en tubo de Difco.

Positivos a la prueba Positivos a la
Cantidad de Cepa de aglutinacion en tubo| prueba de latex
muestras P con BD Difco E. Coli disponible
Antiserum 0157 comercialmente
30 E. coli, 0157 30 30
30 E. colinon-O157 0 0
Microrganismi
30 non fermentanti il 0 0
sorbitolo
1 Eschench_(a 0 0
hermanii

DISPONIBILIDAD

N.° ref. Descripcion
229701 BD Difco E. Coli O Antiserum 0157, 3 mL
221591 BD Difco E. Coli H Antiserum H7, 3 mL

REFERENCIAS: Véase la seccion “References” en el texto inglés.

Servicio técnico: pdngase en contacto con el representante local de BD o visite
www.bd.com.
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autorisé pour la Communauté et é / Autorizuirani pi ik u Europskoj uniji /
Meghatalmazott képvisel6 az Eurdpai Kézosségben / Rappresentante autorizzato nella
Comunita Europea / EBpona KaybIMAaCTbIfbIHarb! yakineTTi ekin /5 &5 4] 2] $1¢] o3 /
|galiotasis atstovas Europos Bendrijoje / Pilnvarotais parstavis Eiropas Kopiena / Bevoegde
vertegenwoordiger in de Europese Gemeenschap / Autorisert representant i EU / Autoryzowane
przedstawicielstwo we Wspdlnocie Europejskiej / Representante autorizado na Comunidade
Europeia / Reprezentantul autorizat pentru C i Europeana / 7
T b B El i Be / Autori y zastupca v Eurépskom spolocenstve
/ Autorizovano predstavnistvo u Evropskoj uniji / Auktoriserad representant i Europeiska
gemenskapen / Avrupa Toplulugu Yetkili Temsilcisi / YnoBHoBaxeHuin NpeAcTaBHUK Y kpaiHax €C
1 ERHBE R AR
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Use by / Manonaeaiite po / Spotfebuijte do / Brug fer / Verwendbar bis / Xprjon €wg / Usar antes
de / Kasutada enne / Date de péremption / A& 7] g / Upotrijebiti do / Felhasznalhatésag datuma
I Usare entro / [letiH naipanaryra / Naudokite iki / Izlietot lidz / Houdbaar tot / Brukes for /
Stosowac do / Prazo de validade / A se utiliza pana la / Vicnonesosats 1o / Pouzite do / Upotrebiti
do / Anvénd fére / Son kullanma tarihi / Bukopuctatu go\line / i Fi - [ 3

YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)

[TTT-MM-A4 / TTTT-MM (MM = kpas Ha meceua)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = konec mésice)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutning af maned)

JIJI-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende)

EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = TéAog Tou prjva)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fin del mes)

AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu 15pp)

AAAA-MM-JJ / AAAA-MM (MM = fin du mois)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj mjeseca)

EEEE-HH-NN / EEEE-HH (HH = hénap utols6 napja)

AAAA-MM-GG / AAAA-MM (MM = fine mese)

HAHOK-AA-KK / HOKHKOK-AA / (AA = aiifibiH CoHbl)

YYYY-MM-DD/YYYY-MM(MM = €'2)

MMMM-MM-DD / MMMM-MM (MM = ménesio pabaiga)

GGGG-MM-DD/GGGG-MM (MM = ménesa beigas)

JJJJ-MM-DD / JJJJ-MM (MM = einde maand)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutten av maneden)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec miesigca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fim do més)

AAAA-LL-ZZ | AAAA-LL (LL = sfarsitul lunii)

rrrr-MM-Aa / Frrr-MM (MM = kokel Mecsua)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec mesiaca)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj meseca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutet av manaden)

YYYY-AA-GG / YYYY-AA (AA = ayin sonu)

PPPP-MM-A7 / PPPP-MM (MM = kiHeub micsiug)

YYYY-M-DD / YYYY-MM (MM = H %)

In Vitro Diagnostic Medical Device / MeavuvHcku ypen 3a AnarHocTuka uH Butpo / Lékarské
zafizeni uréené pro diagnostiku in vitro / In vitro diagnostisk medicinsk anordning / Medizinisches
In-vitro-Diagnostikum / In vitro diayvwaTikr 1aTpikr) ouokeur / Dispositivo médico para diagnéstico
invitro / In vitro diagnostika meditsiiniaparatuur / Dispositif médical de diagnostic in vitro /
Medicinska za In Vitro Di iku / In vitro di i orvosi eszkoz / Dispositivo
medicale per diagnostica in vitro / XKacaHap! xaraaiaa xypriseTiH MeauUMHanbIK AMarHocTuka
acnabbi / In Vitro Diagnostic €] 7]7] / In vitro diagnostikos prietaisas / Medicinas ierices,

ko lieto in vitro diagnostika / Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek / In vitro diagnostisk
medisinsk utstyr / Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro / Dispositivo médico para
diagnéstico in vitro / Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro / MeauunHckuii npuGop ans
/AVarHoCTVKM in vitro / icir pomacka na di: iku in vitro / inski uredaj za in vitro
dijagnostiku / Medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik / In Vitro Diyagnostik Tibbi Cihaz /
MeanuHwii NpUCTPIN Ans AiarHOCTUKM in vitro / R ZMZ I 7T 1 #

Temperature limitation / Temnepatypru orpanuuenus / Teplotni omezenl 1

ing / 1zung / MM iag / Limitacion
de temperatura / Temperatuuri piirang / Limites de 1/ D j
Homersekleh hatar / lem di Iemperatura / TeMnepaTypaHbl wekrey /<%= A gt / Laikymo
limiet / Temperatt ing /
Ogramaeme temperatury / Limites de / Limite de ira / Orp:

Temnepatypsl / Ohranicenie teploty / Ogranlcenje temperature / Temperaturgréns / Sicaklik
sinirlamasi / O6mexeHHst Temnepartypu / il i il
Batch Code (Lot) / Kog Ha naptupara / Kod (Cislo) SarZe / Batch-kode (lot) / Batch-Code (Charge)
1 Kwdikog Trapridag (maptida) / Codigo de lote (lote) / Partii kood / Numéro de lot / Lot (kod) / Tétel
szama (Lot) / Codice batch (lotto) / Tontama koge! / B %] 5=(% ) / Partijos numeris (LOT) /
Partijas kods (laidiens) / Lot nummer / Batch-kode (parti) / Kod partii (seria) / Cédigo do lote / Cod
de serie (Lot) / Kop naptum (not) / Kod série (Sarza) / Kod serije / Partinummer (Lot) / Parti Kodu
(Lot) / Kop naprii / it 5 CIEAE)
Contains sufficient for <n> tests / CbabpaHueTo e octarbyHo 3a <n> Tecta / Dostatecné
mnoZzstvi pro <n> testd / Indeholder tilstraekkeligt til <n> tests / Ausreichend fiir <n> Tests /
Mepiéxel eTapkn ToooTNTa yia <n> egeTaoelg / Contenido suficiente para <n> pruebas / Kiillaldane
<n> testide jaoks / Contenu suffisant pour <n> tests / Sadrzaj za <n> testova / <n> teszthez
elegendé 1 Contenuto sufficiente per <n> test / <n> TecTTepi ywwiH xeTkinikTi / <n> & 2~ =7}
F%-8] 29 | Pakankamas kiekis atlikti <n> testy / Satur pietiekami <n> parbaudém / Inhoud
voldoende voor “n” testen / Innholder tilstrekkelig til <n> tester / Zawiera ilo$¢ wystarczajaca
do <n> testéw / Contetido suficiente para <n> testes / Continut suficient pentru <n> teste /
MocrtatouHo aAns <n> Tectos(a) / Obsah vystaci na <n> testov / Sadrzaj dovoljan za <n> testova
/ Innehaller tillrackligt for <n> analyser / <n> test igin yeterli malzeme igerir / Buctauuts ans
amanisie: <n>/ BT <n> YK
Consult Instructions for Use / Hanpagete cnpaeka B MHCTpykuuuTe 3a ynotpeba / Prostudujte
pokyny k pouziti / Se isningen / i beachten / ZupBouleurteite Tig
odnyieg xpriong / Consultar las instrucciones de uso / Lugeda kasutusjuhendit / Consulter la
notice d’emploi / Koristi upute za upotrebu / Olvassa el a hasznalati utasitast / Consultare le
istruzioni per 'uso / Maitaanay HyckaynbIFbIMeH TaHbIchin anbiHpia / AF-&- ] 31 7% / Skaitykite
naudojimo instrukcijas / Skatit lietoSanas pamacibu / Raadpleeg de gebruiksaanwijzing / Se
i bruksanvisningen / Zobacz instrukcja uzytkowania / Consultar as instrugoes de utilizagao /
Consultati instructjunile de utilizare / Cm. pykosogcTso no akcnnyataumm / Pozri Pokyny na
pouzivanie / Pogledajte uputstvo za upotrebu / Se bruksanvisningen / Kullanim Talimatlar’na
basvurun / [Ins. iHCTpyKLi 3 BUKopUCTaHHS / 11 2[5 i H] %
Do not reuse / He uanonaeaiite otHoso / Nepouzivejte opakované / Ikke til genbrug / Nicht
iederverwenden / Mnv oieite / No reutilizar / Mitte kasutada korduvalt / Ne
pas réutiliser / Ne koristiti ponovo / Egyszer t / Non riutil 1 Na, !
A A4 4] | Tik vienkartiniam naudojimui / Nelietot atkartoti / Niet opnieuw gebruiken / Kun til
engangsbruk / Nie stosowaé powtérnie / Nao reutilize / Nu refolositi / He ncnons3sosats nostopHo
/ Nepouzivajte opakovane / Ne upotrebljavajte ponovo / Far ej ateranvandas / Tekrar kullanmayin
/ He BukopucToByBaTy nosTopHo / 15 %7) i 4 fi T
Serial number / CepueH Homep / Sériové ¢islo / Serienummer / Seriennummer / Zeiplakog
apiBpog / N° de serie / Seerianumber / Numéro de série / Serijski broj / Sorozatszam / Numero
di serie / Tontamansik Hemipi / ¥ W 3 / Serijos numeris / Sérijas numurs / Serie nummer /
Numer seryjny /Nimero de série / Numar de serie / Cepuittblit Homep / Seri numarasi / Homep
cepii / #5155
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For IVD Performance evaluation only / Camo 3a oLieHka ka4ecTBoTo Ha pabota Ha [VD
1 Pouze pro vyhodnoceni vykonu IVD / Kun til evaluering af IVD ydelse / Nur fiir [IVD-
Leistungsbewertungszwecke / Mévo yia agioAéynon amédoong IVD / Sélo para la evaluacion
del rendimiento en diagnéstico in vitro / Ainult IVD seadme hindamiseks / Réservé a 'évaluation
des perfcrmances IVD / Samo u znanstvene svrhe za In Vitro Dijagnostiku / Klzarolag in vitro

ahoz / Solo per delle ioni IVD / KacaHap!
ilWwiHAe», avarHocTMkaaa Tek xymbicTbl 6aranay ywi / IVD 435 71l &4 ek AL / Tik IVD
prietaisy veikimo charakteristikoms tikrinti / Vienigi IVD darbibas novértésanai /Uitsluitend voor
doeltreffendheidsonderzoek / Kun for evaluering av IVD-ytelse / Tylko do oceny wydajnosci IVD
/ Uso exclusivo para avaliagdo de IVD / Numai pentru evaluarea performantei IVD / Tonbko ans
OLIeHKV Ka4ecTBa AuarHocTuku in vitro / Uréené iba na diagnostiku in vitro / Samo za procenu
ucinka u in vitro dijagnostici / Endast for utvardering av diagnostisk anvandning in vitro / Yalnizca
IVD Performans degerlendirmesi igin / Tinbku Ans ouiHIOBaHHS SIKOCTI AiarHOCTVKM in vitro /
R VD PEREITAG
For US: “For Investigational Use Only”
Lower limit of temperature / JloneH numuT Ha Temnepatypata / Dolni hranice teploty / Nedre

! ur 1 Karwrepo éplo eepuOKpamag/ Limite inferior de

/ Alumine auripiir / Limite inférig ire / Najniza dozvoljena
temperatura / Alsé hémérsékleti hatar / Limite inferiore di (emperatura / TemnepatypaHbIH TOMEHri
pykcar weri / 3 1= / Zemiausia laikymo temperatira / Temperatiras zemaka robeza /
Laagste wrlimiet / Nedre / Dolna granica iry / Limite minimo
de temperatura / Limita minima de temperatura / HwkHuit npenen Temnepatypel / Spodna hranica
teploty / Donja granica temperature / Nedre temperaturgrans / Sicaklik alt siniri / MiHimansHa
Temnepartypa / i TR
Control / KontponHo / Kontrola / Kontrol / Kontrolle / Maptupag / Kontroll / Contréle / Controllo
- / Kontrolé / Kontrole / Controle / Controlo / Kontponb / kontroll / Kontpons

Positive control / MonoxwuTeneH koutpon / Pozitivni kontrola / Positiv kontrol / Positive
Kontrolle / ©€Tik6g paptupag / Control positivo / Positiivne kontroll / Contréle positif / Pozitivna
kontrola / Pozitiv kontroll / Controllo positivo / O 6akeinay / %) 71 =% / Teigiama kontrolé /
Pozitiva kontrole / Positieve controle / Kontrola dodatnia / Controlo positivo / Control pozitiv /
MonoxuTensHbIN KoHTporb / Pozitif kontrol / MoauTuermit koHTpons / B4 % HE A 7]
Negative control / OTpuuatenen koHTpon / Negativni kontrola / Negativ kontrol / Negative
Kontrolle / Apvnikég pdptupag / Control negativo / Negatiivne kontroll / Contréle négatif /
Negativna kontrola / Negativ kontroll / Controllo negativo / HeratusTik 6aksinay / <4 %1
I Neigiama kontrolé / Negativa kontrole / Negatieve controle / Kontrola ujemna / Controlo
negativo / Control negativ / OtpuuatensHeiii koHTpons / Negatif kontrol / HeratueHnuit koHTpone
1 e IR
Method of sterilization: ethylene oxlde I MeTop Ha cTepunuaaums: emneaos okeup / Zpusob

i : etylenoxid / ili : ethylenoxid / ili
/ MéBodog amooTeipwong: aiBuAevogeidio / Método de esterilizacion: dxido de etileno /
Steriliseerimismeetod: etiileenoksiid / Méthode de stérilisation : oxyde d'éthyléne / Metoda
sterilizacije: etilen oksid / Sterilizalas modszere: etilén-oxid / Metodo di sterilizzazione: ossido
di etilene / Ctepunusaums agici — aTunen ToTbirbl / 2% W o & @l Ako] = / Sterilizavimo
biidas: etileno oksidas / Sterilizésanas metode: etilénoksids / Gesteriliseerd met behulp
van ethyleenoxide / Steriliseringsmetode: etylenoksid / Metoda sterylizacji: tienek etylu /
Método de esterilizagao: 6xido de etileno / Metoda de sterilizare: oxid de etilena / Meton

wm: I Metéda iliza etylénoxid / Metoda sterilizacije: etilen
oksid / iliseringsmetod: etenoxid / ili 1 yontemi: etilen oksit / Metoa crepunizatyii:
eTunexokcupom / KA Jjik: ALK
Method of sterilization: irradiation / MeTopn Ha 1 Zptisob
zéfeni / Steriliserir : bestraling / ilisationsmethode: Bestrahlung / MéBodog
aTTOoTEIPWONG: akTIVOBoAia / Melodo de esterilizacion: irradiacion / Steriliseerimismeetod:
kiirgus / Méthode de ilisati ion / Metoda ilizacije: zracenje / ili

modszere: besugarzas / Metodo d| sterilizzazione: irradiazione / Ctepunusauws agici — coyne
Tycipy / 225 W AL /Slenllzawmo budas: radiacija / Sterilizé$anas metode: apstaro$ana /

Gesteriliseerd met behulp van / Ste erir ing / Metoda sterylizacii:
napromienianie / Método de il 80 il 50 / Metoda de ili: : iradiere / Meton

wmu: obny I Metéda ilizacie: oziarenie / Metoda sterilizacije: ozracavanje
1 St erir : stralning / ili 1 yontemi: il on / Metog Jji:

onpomiHeHHam / KI5 ik Hilf

Biological Risks / Buonoruunu puckose / Biologicka rizika / Biologisk fare / Biogefahrdung /
Biohoyikoi kivduvol / Riesgos bioldgicos / Bioloogilised riskid / Risques biologiques / Bioloski

rizik / Biolégiailag veszélyes / Rischio biologico / Buonorusnsik Teyekenpep / A4%5H4 913 /
Biologinis pavojus / Biologiskie riski / Biologisch risico / Biologisk risiko / Zagrozenia biologiczne /
Perigo biologico / Riscuri biologice / Brionorunyeckas onacHocTs / Biologické riziko / Bioloski rizici /
Biologisk risk / Biyolojik Rlsklerl Bionoriuna Hebeaneka / 445 ALK

Caution, consult /B , HanpaBeTe cnpaska B NpyUapyXasaluTe
\AokymeHTw / Pozor! Prostuduite si priloZzenou dokumentaci! / Forsigtig, se ledsagende
/ Achtung, i beachten / Mpoooxr), CUPPBOUAEUTEITE T CUVOBEUTIKG

éyypaga / Precaucion, consultar la documentacién adjunta / Ettevaatust! Lugeda kaasnevat
dokumentatsiooni / Attention, consulter les documents joints / Upozorenije, koristi prate¢u
dokumentaciju / Figyelem! Olvassa el a mellékelt tajékoztatot / Attenzione: consultare la
ione allegata / ABaiinanIa, TUICTi KykaTTapMeH TaHbICbIHbI3 / 2], 555 A1 A

7+ | Démesio, Zidrekite pridedamus dokumen(us / Piesardziba, skatit pavaddokumentus /
Voorzichtig, raadpleeg bijgevoegde documenten / Forsiktig, se vedlagt dokumentasjon / Nalezy
zapoznac sie z dotaczonymi dokumentami / Cuidado, consulte a documentag&o fornecida /
Atentie, consultati documentele insotjtoare / B I CM.
Vystraha, pozri sprievodné dokumenty / Paznja! Pogleda]le pnlozena dokumen(a / Obs! Se
medfSljande dokumentation / D\kkat birlikte verilen belgelere bagvurun / Yeara: auB. cynyTHio
[[oKymeHTaLito / /Ly, i 2 i A SR .
Upper limit of temperature / FopeH numuT Ha Temnepatypara / Horni hranice teploty / @vre

/ 1 Avtotepo 6pio iag / Limite superior de
temperatura / Ulemine temperatuuripiir / Limite supérieure de température / Gornja dozvoljena
temperatura / Fels6 hémérsékleti hatar / Limite superiore di temperatura / TemnepaTypaHbiH
pyKkcar etinreH xoraprbl weri / 4} & 2 1= / Auk$giausia laikymo temperatdra / Aug$éja
temperatiras robeza / Hoogste temperatuurlimiet / @vre temperaturgrense / Gérna granica
temperatury / Limite maximo de temperatura / Limitd maxima de temperatura / Bepxuuit npeaen
Temnepatypsl / Horn4 hranica teploty / Gornja granica temperature / Ovre temperaturgréns /
Sicaklik {ist sinir / MakcumansHa Temnepatypa / i i
Keep dry / Masete cyxo / Skladujte v suchém prostfedi / Opbevares tgrt / Trocklagern / ®uAdgre
10 oTeyvd / Mantener seco / Hoida kuivas / Conserver au sec / Drzati na suhom / Széraz helyen
tartando / Tenere all'asciutto / Kyprak kyiinae ycra / 212 %1l 7] / Laikykite sausai / Uzglabat
sausu / Droog houden / Holdes tart / Przechowywaé w stanie suchym / Manter seco / A se feri
de alHe snarv / Uchovavaijte v suchu / Drzite na suvom mestu /
Férvaras torrt / Kuru bir sekilde muhafaza edin / Bepertv sin Bonorv / i {45 -1




1 Qpa guloyrig / Hora de recogida / I / Heure de prélé / Sati prikupljanj:

/ Mintavétel idépontja / Ora di raccolta / XXunay yakeitsl / <=3 4| 7+ / Paémimo laikas /
Savaksanas laiks / Verzameltijd / Tid prevetaking / Godzina pobrania / Hora de colheita / Ora
colectarii / Bpems c6opa / Doba odberu / Vreme prikupljanja / Uppsamlingstid / Toplama zamani
/ Yac 3a6opy / AL ]

Peel / O6enere / Oteviete zde / Abn / Abziehen / ATokoArioTe / Desprender / Koorida / Décoller

/ Otvoriti skini / Hizza le / Staccare / ¥cTinri kabarbik anein Tacta / 7] 7] / Plésti Cia / Atlimét /
Schillen / Trekk av / Oderwac / Destacar / Se dezlipeste / Otknents / Odtrhnite / Oljudtiti / Dra isar
1 Ayirma / Bikneitn / #i

Py ion / M | Perforace / Perforering / Aiarpnon / Perforacion / Perforatsioon /
Perforacija / Perforalas / Perforazione / Tecik Tecy / 45|41 / Perforacija / Perforacija / Perforatie /
Perforacja / Perfuragéo / Perforare / Mepcopauus / Perforacia / Perforasyon / Mepdopauis / % 4L

@ Collection time / Bpeme Ha cb6upane / Cas odbéru / Of i i inkt / Er wzeit

Do not use if package /He iTe, aKko or e I Nepouzivejte,
@ je-li obal poskozeny / Ma ikke anvendes hvis er iget / Inhal adi
Packungnicht verwenden / Mn xpnoipoTroigite edv n cuckeuaoia éxel utrooTei ¢npid. / No usar si el
paquete esta dafiado / Mitte kasutada, kui pakend on kahjustatud / Ne pas I'utiliser si 'emballage
est endommagé / Ne koristiti ako je ostec¢eno pakiranje / Ne haszndlja, ha a csomagolas sérilt /
Non usare se la confezione & danneggiata / Erep naket 6yabinfan 6onca, naiganan6a / 3 7] 2| 7}
=49 735 A8 FA [ Jei pakuoté paZeista, nenaudoti / Nelietot, ja iepakojums bojats / Niet
|nd\en de is / Ma ikke brukes hvis pakke er skadet / Nie uzywac,
jesli opakowanie jest uszkodzone / Nao usar se a embalagem estiver danificada / A nu se folosi
daca pachetul este deteriorat / He ucnone3osartb npu noepexaeHuu ynakoskw / Nepouzivajte,
ak je obal poskodeny / Ne koristite ako je pakovanje oste¢eno / Anvand ej om férpackningen ar
skadad / Ambalaj hasar gormiisse /He P n3a i ynakoBku
TR, E2EH
Keep away from heat / Masete ot TonnuHa / Nevystavujte prilisnému teplu / Ma ikke udszettes
for varme / Vor Warme schiitzen / KparrjoTe To pakpid amé 1 8eppétnta / Mantener alejado de
fuentes de calor / Hoida eemal valgusest / Protéger de la chaleur / Drzati dalje od izvora topline
1 Ovja a melegtél / Tenere lontano dal calore / CanksiH xepae cakta / -2 3] & o} gt/ Laikyti
atokiau nuo $ilumos 3altiniy / Sargat no karstuma / Beschermen tegen warmte / Ma ikke utsettes
for varme / Przechowywac z dala od zrédet ciepta / Manter ao abrigo do calor / A se feri de
céldura / He warpesats / Uchovéavajte mimo zdroja Iepla |/ Drzite dalje od toplote / Far ej utsattas
fér véarme / Isidan uzak tutun / BeperT i aii Tenna / 1 2 #i
Cut/ Cpexerte / Odstihnéte / Klip / Schneiden / Kéyrte / Cortar / Loigata / Découper / ReZi / Vagja
ki / Tagliare / Kecinia / 2&}] 7] / Kirpti / Nogriezt / Knippen / Kutt / Odcia¢ / Cortar / Decupati /
Ortpesartb / Odstrihnite / Iseci / Klipp / Kesme / Poapisatyn / 5]
Collection date / lata Ha cbbupaHe / Datum odbéru / Opsamlingsdato / Entnahmedatum /

\/
NgZ
Zi

Hpepopnvia ouMoyrig / Fecha de recogida / Kt i ipaev / Date de / Dani
prikupljanja / Mintavétel datuma / Data di raccolta / KuHaraw TiabekyHi / =7 &%} / Paémimo
data / aks datums / \ / Dato p ing / Data pobrania / Data de colheita

/ Data colectarii / lata c6opa / Datum odberu / Datum prikupljanja / Uppsamlingsdatum / Toplama
tarihi / lata 3a6opy / K4 H

ul/test / pL/rect / uL/Test / uL/e€étaon / pl/prueba / pliteszt / pL/Ell 2~ E / mkn/tect / pLityrimas /
ul/parbaude / ulL/teste / mkn/anania / HL/ ]

Keep away from light / Masete ot ceeTnuHa / Nevystavuijte svétiu / Ma ikke udseettes for lys

/ Vor Licht schitzen / KparioTe 1o pakpid ammé 1o gwg / Mantener alejado de la luz / Hoida
eemal valgusest / Conserver a I'abri de la lumiére / DrZati dalje od svjetla / Fény nem érheti /
Tenere al riparo dalla luce / KapafbinanraH xeppe ycta / 11 3] 8o} §F / Laikyti atokiau nuo
Silumos $altiniy / Sargat no gaismas / Niet blootstellen aan zonllcht / Ma ikke utsettes for lys /
Przechowywac z dala od zrédet $wiatta / Manter ao abrigo da luz / Feriti de lumina / XpaHuTs B
TemHote / Uchovavajte mimo dosahu svetla / Drzite dalje od svetlosti / Far e utsattas for ljus /
Isiktan uzak tutun / Bepertu Bin Aii caitna / i 2 2k

Hydrogen gas generated / O6pasyBaH e Bogopoa ras / Moznost tniku plynného vodiku

| Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anpioupyia agpiou udpoydvou /
Produccion de gas de hidrogeno / Vesinikgaasi tekitatud / Produit de I'hydrogéne gazeux /
Sadrzi hydrogen vodik / Hidrogén gazt fejleszt / Produzione di gas idrogeno / FastekTec cyTeri
naitpa 6onasl / =4 7k~ 243 % / I3skiria vandenilio dujas / Rodas adenradis / Waterstofgas
gegenereerd / Hydrogengass generert / Powoduje powstawanie wodoru / Produgéo de gas de
hidrogénio / Generare gaz de hidrogen / Beiaenenme sogopoaa / Vyrobené pouzitim vodika /
Oslobada se vodonik / Genererad vatgas / Agiga ¢ikan hidrojen gazi / Peakuisi 3 BUAineHHsm
BopHio / 7

Patient ID number / [] Homep Ha nauvweHTa / ID pacienta / Patientens ID-nummer / Patienten-ID /
ApiBu6g avayvwpiong acBevoug / Nimero de ID del paciente / Patsiendi ID / No d'identification du
patient / Identifikacijski broj pacijenta / Beteg azonosité szama / Numero ID paziente / MauneHTTiH
naeHTUMKaLmsnbIk Hemipi / -1 1D 1 % / Paciento identifikavimo numeris / Pacienta ID numurs /
Identificatienummer van de patiént / Pasientens ID-nummer / Numer ID pacjenta /' Numero da ID do
doente / Numar ID pacient / HHBI HOMEP ! é Gislo pac\enta/
1D broj pacijenta / Patientnummer / Hasta kimlik numaras / IneHtudikatop nauierta / & # kil 5
Fragile, Handle with Care / Yynnuso, PaGotete ¢ Heo6xoaumoTo BHUMaHKe. / Kiehké. PFi
manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich, vorsichtig handhaben.
/ EUBpauaTo. XelpioTeite To pe Trpoooyr. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, késitsege
ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution. / Lomljivo, rukujte pazljivo. / Torékeny!
Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / CbiHfbil, abaiinan naiaanaHsiHbia.
122 A7) 412 A 2] I Trapu, elkités atsargiai. / Trausls; rikoties uzmanigi / Breekbaar,
voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawarto$c, przenosic ostroznie.

1 Fréagil, Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati cu atentie. / Xpynkoe! O6patatbcs ¢
ocTopoxHocTbHo. / Krehké, vyZzaduje sa opatrna manipulécia. / Lomljivo - rukujte paZljivo.

/ Bréckligt. Hantera forsiktigt. / Kolay Kirilir, Dikkatli Tagiyin. / TenpitHa, 3Beptatucs 3
oBepexHicTio | 5, /IR
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