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EZ-CFU™One Step-Mikroorganismen

Die EZ-CFU™One Step-Mikroorganismen sind lyophiliserte Mikroorga-
nismenpraparationen, die Keimzahlen < 100 KBE/O,1 ml bereitstellen
und die fur Validierungen nach den Richtlinien der Arzneibtcher fur die
Testung auf Bakteriostase, Fungistase, wachstumsfordernde Eigen-
schaften von Nahrmedien oder, bei nicht-sterilen Produkten, zur Prifung
auf An-/Abwesenheit bestimmter Mikroorganismen verwendet werden.

Verwendungszweck

EZ-CFU™ One Step Mikroorganismen
sind lyophilisierte und geprifte Kontrollmikroor-
ganismenpraparationen fir den Gebrauch in Indu-
strielaboratorien.

Entprechend der Arbeitsvorschriften, liefern
diese Praparationen einen Assay-Wert von < 100
KBE/0,1 ml. Dies ist die geforderte Konzentration fiir
eine Vielzahl von pharmazeutischen Prifungen,
einschlief3lich der Testung von Kulturmedien im
Rahmen der Sterilitétstestung.

Diese Mikroorganismenpraparationen las-
sen sich auf authentische, anerkannte Stamm-
sammlungen, wie die American Type Culture
Collection (ATCC) zuruckfuhren.

Zusammenfassung und Vorgeschichte

Viele Labortestverfahren zur Qualitats-
sicherung und -kontrolle schreiben vor, dall eine
bestimmte Konzentration des Teststamms ver-
wendet wird, und dall der Teststamm nur begrenzt
haufig von einer Referenzkultur passagiert oder
subkultiviert werden kann, um Mutationen oder
unmerkliche Veranderungen seiner Eigenschaften
zu verhindern.

Traditionelle Methoden der Praparierung
von Teststimmen in bestimmten Konzentrationen
sind zeit- und personalaufwendig. Das Labor erwirbt
einen bestimmten ATCC-Stamm, |aft ihn wachsen,
setzt die Verdinnungen an und fuhrt bei jeder
Verdinnungsstufe Koloniezéhlungen durch, um die
im Testverfahren einzusetzende Konzentration zu
bestimmen. AbschlieBend werden die Verdun-
nungen des Teststamms fir die aktuelle Anwen-
dung angesetzt. Weiterhin werden bei jeder Sub-
kultur phanotypische Tests (biochemische Aktivitat
und morphologische Untersuchungen) durchgefihrt
um sicherzustellen, daf} keine Mutationen oder
Veranderungen eingetreten sind.

EZ-CFU™ One Step Mikroorganismen
stellen eine kostengilinstige Alternative zu den
laborintensiven Verdiinnungs- und Koloniez&hl-
verfahren dar. Sie erfordern nicht die Laboraus-
stattung, die zur in-house Verarbeitung und
Erhaltung von Teststimmen mit definierter
Keimzahl notwendig sind. Es wird ein Routine-
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Qualitatssicherungsverfahren  durchgefihrt, das
Mutationen und Veradnderungen ausschlieft.

Prinzip

EZ-CFU™ One Step Mikroorganismen
sind Mikroorganismenpraparationen, die auf einem
Lyophilisierungsverfahren von Yamai et. Al. basie-
ren. Diese Methode verwendet ein Suspensions-
medium aus Gelatine, Magermilch, Ascorbinséure,
Dextrose und Aktivkohle. Die Gelatine dient als
Trégermaterial, Magermilch, Ascorbinsaure und
Dextrose schitzen die Unversehrtheit der Zellwand
wahrend der Gefriertrocknung und der Lagerung.
Aktivkohle wird zur Neutralisierung evtl. bei der
Lyophilisierung auftretender toxischer Substanzen
verwendet.

Eine patentrechtlich geschutzte Techno-
logie steuert einen Herstellungsprozeld, in dem
lyophilisierte Mikroorganismen mit einer definierten
Keimzahl produziert werden.

Zusammensetzung
Die lyophilisierten Praparationen enthalten:

Gelatine
Magermilch
Ascorbinsaure
Dextrose
Aktivkohle

Die Hydratisierungsfliissigkeit ist eine
anwendungsbereite Losung, basierend auf einem
Phospatpuffer mit einem pH-Wert von 7,2.

Die Losung enthalt

=  Kaliumdihydrogenphosphat

=  Natriumhydroxid
=  Deionisiertes Wasser
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Spezifikationen und Leistungsmerkmale
Jeder EZ-CFU™ One Step Mikroorganis-
mus ist in Kitformat verpackt. Das Kit enthalt:
= zwei (2) Flaschchen mit jeweils zehn(10)
Pellets eines lyophilisierten Stamms
= zehn (10) Flaschchen mit je 2 ml
Hydrierungsflussigkeit
= eine ausfihrliche Gebrauchsanweisung
= sowie ein Analysenzertifikat

Der Herstellungsproze3 fur die EZ-CFU™ One
Step Mikroorganismen ist so konzipiert, daf3, wenn
man entsprechend der Vorschrift verfahrt, eine
Keimzahl von < 100 KBE/O,1 ml vorliegt.

Das Analysenzertifikat schlie3t folgendes ein, ist
aber nicht darauf beschrénkt:
= die Echtheit und Ruickverfolgbarkeit der
Mikroorganismen zu einer Referenz-
kultur
= die Anzahl der Passagen
= den mittleren Assay-Wert flir jeden
Stamm

VorsichtsmaRhahmen und Einschrankungen

Die Produkte sind zur in-vitro-Verwendung
vorgesehen
Die gelieferten Produkte und die bewach-
senen Kulturmedien, einschlieRlich aller verwen-
deter Hilfsmittel, gelten als biologisches Risiko-
material.
Die Produkte enthalten lebensfahige Mikro-
organismen, die unter bestimmten Bedingungen
Krankheiten hervorrufen kénnen. Ein ordnungs-
gemaRer Umgang mit Ihnen ist erforderlich, um eine
Exposition oder einen Kontakt mit der Kultur zu
vermeiden.
= Das mikrobiologische Labor muR3  so
ausgestattet sein und die Voraussetzungen
daftr erfillen, dalR es biologisches Risiko-
material beziehen, verarbeiten, halten, lagern
und entsorgen kann.

=  Das mit diesen Produkten arbeitende Personal
im mikrobiologischen Labor muf3 fir die
Verarbeitung, Haltung, Lagerung und
Entsorgung von biologischem Risikomaterial
ausgebildet sein sowie Uber die nétige
Erfahrung und entsprechende Fertigkeiten
verflgen.

= Gesetze und Vorschriften regeln die
Entsorgung jeglichen biologischen Risikoma-
terials. Jedes Labor mufl mit der ord-
nungsgemaflen Entsorgung von biologischem
Risikomaterial vertraut sein und die entspre-
chenden Vorschriften einhalten.

3N ard PROLAB

Paoressionar Las Seavice

EZ-CFU™One Step
18.01.2005

Lagerung und Haltbarkeit

EZ-CFU™ One Step Mikroorganismen
und die Rehydrierungsflissigkeit werden bei 2 -
8°C in ihrer verschlossenen Originalverpackung
gelagert.

Bei vorschriftsmaRiger Lagerung bleiben
die Spezifikationen und Leistungsmerkmale der
lyophilisierten Mikroorganismen bis zum ange-
gebenen Verfallsdatum bestehen.

EZ-CFU™ One Step Mikroorganismen
durfen nicht verwendet werden, wenn sie

= unsachgemalf gelagert wurden

= es Anzeichen UberméaRiger Warme-

oder Feuchtigkeitseinwirkung  gibt
oder

= das Verfallsdatum Uberschritten ist.

Erforderliche, aber nicht
Materialien

mitgelieferte

=  Sterile Pinzetten
Fur die Ubertragung der lyophilisierten Pellets
in die Hydratisierungslésung ist eine sterile
Pinzette erforderlich.

= Sterile Pipetten
Fir die Inokulierung des Mediums/der Medien
werden sterile Pipetten bendétigt.

Produktgarantie

. Es wird gewdhrleistet, dal? diese Produkte die
in den Beipackzetteln, illustrierten Gebrauchs-
anweisungen und in der Begleitdokumentation
wiedergegebenen und beschriebenen Spezifi-
kationen und Leistungsparameter erfillen.

] Die ausdrickliche oder stillschweigende
Gewadbhrleistung ist eingeschrankt, wenn

= Die im Labor angewendeten Verfahren
den gedruckten oder illustrierten Hinwei-
sen und Anweisungen zuwider laufen
oder

= Die Produkte fur andere als auf den
Beipackzetteln, in der Gebrauchsanwei-
sung und in der Begleitdokumentation
angegebene Verwendungszwecke be-
nutzt wurden.

Gebrauchsanweisung
A. Materialvorbereitung

Alle Materialien, die erforderlich sind fur eine
korrekte Verarbeitung, sollten unmittelbar nach der
Rehydrierung bereitstehen. Nach der Hydratisierung
des lyophilisierten Stammes sollte die Inokulation
innerhalb von dreif3ig (30) min abgeschlossen sein,
um eine Reduzierung der Keimzahl der Impfsus-
pension zu vermeiden.
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B. Rehydrierung

Bei der Rehydrierung muR die beiliegende
Gebrauchsanweisung beachtet und die im Kit
mitgelieferte  Hydratisierungslésung  verwendet
werden. Diese ist so zusammengesetzt, dall die
Rehydrierung, die Auflésung der Pelletmatrix und
die Homogenitdt der Organismensuspension
optimiert werden. Wenn andere Flussigkeiten zur
Rehydrierung verwendet werden, kann es sein, daf}
diese kritischen Punkte nicht optimal bedient
werden.

1. Nehmen Sie das Flaschchen mit der
Hydratisierungslésung und das Flasch-
chen mit dem lyophilisierten Stammprépa-
rat aus dem Kihlschrank. Warten Sie, bis
das lyophilisierte Stammpraparat Raum-
temperatur (22 — 25°C) angenommen hat.
Erwarmen Sie die Hydratisierungsfliissig-
keit vor deren Verwendung auf 35 — 37°C.

2. Mit einer sterilen Pinzette zwei (2) Pellets
entnehmen und in die zwei (2) ml
Hydratisierungsflussigkeit Uberfuhren.
Nicht das Trockenmittel entfernen.

Es mussen unbedingt zwei Pellets gleichzeitig
verwendet werden, um die angegebene
Keimzahl zu erzielen. Sofort den Gummistopfen
wieder aufsetzen, das GlasgefalR verschlieRen, das
verbleibende lyophilisierte  Material in  den
Kuhlschrank zurtckstellen und bei 2 — 8°C lagern.

3. Das Glasgefald mit dem hydrierten Material
verschlieRen und dreiBig Minuten (30
min) in den Brutschrank bei 35 — 37°C
stellen, bis eine vollstandige Hydration
erfolgt ist.

4. Sofort nach Abschluf3 der Inkubation mit
einer sterilen Pipette jeweils 100 pl der
Mikroorganismensuspension  entnehmen
und das Inokulum auf die vorbereiteten
Medien Ubertragen.

5. Entsprechend der Arbeitsanweisung weiter
verfahren.

C. Wichtige technische Aspekte

1. Die hydratisierte Mikroorganismensuspen-
sion muf3 innerhalb von 30 min verwendet
werden, um die Lebensfahigkeit des
Mikroorganismus zu gewébhrleisten.

2. Entsorgen Sie alles verbleibende
hydratisierte Material geman der
Laborvorschrift  zur Entsorgung biolo-
gischer Risikomaterialien.

Mit einem einfachen Verfahren kann Uberprift
werden, ob der Testansatz ordnungsgeman
durchgefiihrt wurde.
= Pipettieren Sie 0,1 ml der hydrierten
Mikroorganismensuspension auf die
Oberflache eines geeigneten  nicht-
selektiven Agarmediums. Verteilen Sie die
Suspension gleichmé&Rig auf der Ober-
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fliche des Mediums und lassen Sie sie
antrocknen und in das Medium eindringen.
1. Bebriten Sie das Medium in Uberein-
stimmung mit dem Laborprotokoll.
2. Ermitteln Sie anschlieRend die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten (KBE).

Beseitigung von biologischem Risikomaterial

Fur den Fall einer Leckage oder eines unbeab-
sichtigten Verschiittens bzw. eines nachfolgenden
Wachstums des Mikroorganismus auf dem Agar-
medium werden im folgenden Informationen Uber
Materialien und Verfahren angegeben, mit denen
biologisches Risikomaterial sicher beseitigt werden
kann.
1. Datenblatt zur
(DBMS)
Alle DBMS-Unterlagen U(ber biologische
Risikomaterialien sind zu archivieren.
Das DBMS-Archiv muf3 allen Mitarbeitern
zuganglich sein.
Alle Mitarbeiter missen den Standort des
DBMS-Archivs kennen.
2. Biogefahrdungskits
Kits zur Anwendung bei Biogefahrdung
durch Zerbrechen oder Verschitten sind
kommerziell erhaltlich oder kénnen aus den
folgenden Materialien selbst hergestellt
werden:
= Einer 1 | Flasche mit einer wafrigen, keim-
abtdtenden Losung
= Ein Paar Einmalhandschuhen, (Latex
und/oder Latex-frei)
Einer Pinzette
Einem Beutel fiir biologisches Risikomate-
rial mit Verschluf? und
Einem Stapel oder einer Rolle Papiertticher

Materialsicherheit

3. Verfahren

= Informieren Sie alle in der unmittelbaren
Umgebung des Vorfalls arbeitenden Perso-
nen.

= Lassen Sie den Ort nicht unbeaufsichtigt
(es sei denn, Sie sind die einzige Person in
dem Bereich). Beauftragen Sie einen
Mitarbeiter mit der Beaufsichtigung der
Stelle, an der sich der Vorfall ereignete.
Halten Sie weitere Personen fern.

= Holen Sie den Entsorgungsbehélter und
kehren Sie unverziglich an die Unfallstelle
zuruck.

=  Streifen Sie die Einmalhandschuhe Uber.

= Nehmen Sie mit der Pinzette soviel
Material wie moglich auf und geben Sie es
vorsichtig in den Beutel fir biologisches
Risikomaterial.
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= Tranken Sie die Stelle, an der das Material
verschittet wurde, mit der keimtdtenden
Lésung (Einwirkzeit nach Vorschrift).

= Wischen Sie die Reste mit den Papier-
tuchern trocken.

= Entsorgen Sie alle Papiertiicher in dem
Beutel fur biologisches Risikomaterial.

= Nach der Reinigung sind die Handschuhe
vorsichtig abzustreifen und ebenfalls in
dem Beutel zu entsorgen.

= VerschlieRen Sie diesen gut und entsorgen
Sie ihn gemaR der gesetzlichen Vorschrif-
ten.

Qualitatskontrolle

Diese Produkt wird entwickelt, hergestellt und
vertrieben:
= Unter Einhaltung der Auflagen der FDA;
Quality System Regulation; 1996 (QSR)
= In Ubereinstimmung mit den Elementen
von I1SO 9001:2000

Die Qualitatskontrollfunktionen schlieBen folgende
Prufungen ein, sind aber nicht darauf beschrankt:

Reinheits- und Wachstumsmerkmale

Morphologische Aspekte

Biochemische Aktivitat

Mttlerer Assay-Wert

Die Echtheit und Rickverfolgbarkeit der

Mikroorganismuspraparation auf eine Refe-

renzkultur und

= Die Anzahl der Passagen, mit denen die
Praparation der Referenzkultur enthommen
wurde.

Die Entscheidung Uber eine zusétzliche

Qualitatskontrolle obliegt dem jeweiligen Labor.

Referenzen

Die nachstehend aufgefiihrte Veroffentlichung
diente als Grundlage fur die im Zusammenhang mit
diesen Mikroorganismenpraparationen angewende-
te Lyophilisierungsmethode.

1. S. Yamai, T. Nikkawa, Y. Shimoda und Y.
Miyamoto. 1081. J. Clin. Microbiol. 14:61-
66

Die Auswahl von gepriiften Mikroorganis-
menpraparationen ist lediglich ein fester Bestandteil
des Gesamtsystems der Verfahren und Methoden
der Qualitatsbewertung und Qualitatskontrolle.
Absolut wichtig ist die Bezugnahme auf Richtlinien
fur die jeweiligen Laboranwendungen.

1. US-Pharmacopoeia 25 wund National

Formulary 20.

2. European Pharmacopoeia

2001
3. Japanese Pharmacopoeia XII Supplement

Il
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Addendum

ATCC ist ein Warenzeichen von
The American Type Culture Collection
Manassas, Virginia 20110 USA

Vertrieb durch:

DoOENITZ PROLAB
PROFESSIONAL LABSERVICE
Ulmer Str. 160 a

D-86156 Augsburg

Tel.: 0821/440 1590
Fax: 0821/4401592

E-Mail: prolab@doenitz.de
http://www.doenitz-prolab.de
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