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Dansk

TILSIGTET BRUG

BBLCrystal anaerobt (ANR) identifikationssystem (ID) er en miniaturiseret identifikationsmetode, som anvender
konventionelle, fluorogene og kromogene substrater. Det er beregnet til identifikation af hyppigt isolerede anaerobe
bakterier.1-9

RESUME OG FORKLARING

Mikrometoder til biokemisk identifikation af mikroorganismer blev rapporteret sa tidligt som 1918.10 Flere publikationer
rapporterede brug af reagens-impraegnerede papirdiske og mikro-glas-metoder til differentiering af enteriske bakterier.10-14
Interessen for miniaturiserede identifikationssystemer ferte til introduktionen af flere kommercielle systemer i slutningen

af 1960erne, som var fordelagtige, idet de kreevede meget lille opbevaringsplads, havde en lzengere holdbarhedsperiode,
standardiseret kvalitetskontrol og var lette at bruge.

Mange af de test, der anvendes i BBLCrystal ID system, er generelt modifikationer af klassiske metoder. Disse omfatter
test af fermentation, oxidation, nedbrydning og hydrolyse af forskellige substrater. Der bruges endvidere kromogene og
fluorogene forbundne substrater, som i BBLCrystal ANR ID panel, til detektion af enzymer, som mikrober anvender til at
omszette forskellige substrater.12.15-22

BBLCrystal ANR ID Kit bestar af (i) BBLCrystal ANR ID panellag, (ii) BBLCrystal skale og (iii) BBLCrystal ANR,

GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) (inokulumvaeske [IF]) rgr. Laget indeholder 29 dehydrerede substrater og en
fluorescenskontrol pa spidser af plasticgrene. Skalen har 30 reaktionsfordybninger. Testinokulum preepareres med
inokulumvaesken og bruges til at fylde alle 30 fordybninger i skalen. Nar laget rettes ind med skalen og klikkes pa plads,
rehydrerer testinokulum de udterrede substrater og indleder testreaktioner.

Efter en inkuberingsperiode undersgges fordybningerne for farveaendringer eller tilstedevaerelsen af fluorescens som
et resultat af metaboliske aktiviteter i mikroorganismerne. Det resulterende manster i de 29 reaktioner konverteres

til et ticifret profilnummer, som bruges som basis for identifikationen.23 | BBLCrystal ANR ID database vil der blive
gemt biokemiske og enzymatiske reaktionsmgnstre for de 29 BBLCrystal ANR substrater med mange forskellige
mikroorganismer. Identifikation udledes af en komparativ analyse af reaktionsmenstret i testisolatet med de
reaktionsmgnstre, som findes i databasen. Der findes en komplet liste over taksionomiske grupper, som omfatter den
aktuelle database, i Tabel 1.

PROCEDURENS PRINCIPPER

BBLCrystal ANR ID panels indeholder 29 terrede biokemiske og enzymatiske substrater. En bakteriesuspension i
inokulumvaesken anvendt til rehydrering af substraterne. De test, der anvendes i systemet, er baseret pa mikrobiel
udnyttelse og nedbrydning af specifikke substrater, som pavises af forskellige indikatorsystemer. Enzymatisk hydrolyse
af fluorogene substrater indeholder coumarinderivater af 4-methylumbelliferon (4MU) eller 7-amino-4-methylcoumarin
(7-AMC) resulterer i gget fluorescens, som er let at detektere visuelt’s-19 med en ultraviolet lyskilde.19-21 Ved hydrolyse
producerer kromogene substrater farveaendringer, som kan pavises visuelt. Derudover er der test, som paviser en
organismes evne til at hydrolysere, nedbryde, reducere eller pa anden vis udnytte et substrat i BBLCrystal ID systems.
Reaktioner anvendt af forskellige substrater og en kort forklaring af principperne anvendt i systemet beskrives i Tabel 2.

Panellokalisering i henviste tabeller angiver raekken og kolonnen, hvor fordybningen befinder sig (eksempel: 1J henviser
til raekke 1 i kolonne J).



Tabel 1

Taksionomiske grupper i BBLCrystal ANR ID System

Gramnegative bakterier

Galdetolerant
Bacteroides fragilis gruppe
caccae

distasonis gruppe10
eggerthii

fragilis

ovatus

stercoris
thetaiotaomicron
uniformis

vulgatus

Anden:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii'l
Galdefglsom pigmenteret
Capnocytophaga arter
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

DoDoHDHDHDDDD

Galdefglsom
Ikke-pigmenteret
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P. oralis

P. oris

P. veroralis™

Ikke pigmenteret,
Ikke-grubetzerende
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Galdetolerant
Ikke-pigmenteret
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra
Desulfovibrio arter
Campylobacter

C. curvus/rectus

Ikke pigmenteret
Grubetarende
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter
C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans’.11
F. mortiferum

F. necrophorum
F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Tegnforklaring: 1 = Taksonomi i BBLCrystal, kun BBL Schaedler Database.
2 = Taksonomi i BBLCrystal, kun BBL Schaedler og BBLCrystal alternative blodagar databaser.
3 = Inkluderer B. distasonis og B. merdae.
4 = Disse taksionomiske grupper har < 10 unikke BBLCrystal profiler i den aktuelle database.

Clostridia Ikke-sporedannende Grampositiv cocci
Clostridium Actinomyces Gemella
baratii A. bovis G. morbillorum
beijerinckii A. israelii Peptostreptococcus
bifermentans A. meyeri P. anaerobius
botulinum A. naeslundii P. asaccharolyticus
butyricum A. odontolyticus P. indolicus
cadaveris A. pyogenes P. magnus
clostridioforme A. viscosus P. micros
difficile Atopobium P. prevotii
glycolicum A. minutum P. tetradius

hastiforme
histolyticum

OO00000000N00000N00OOO0O00O0O00

Bifidobacterium
B. adolescentis

P. propionicus
Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

Ruminococcus
R. productus™

innocuum B. dentium Staphylococcus
limosum B. arter S. saccharolyticus
novyi A Eubacterium Streptococcus
paraputrificum™ E. aerofaciens S. constellatus
perfringens E. lentum S. intermedius
putrificum? E. limosum Gramnegativ cocci
ramosum Mobiluncus Veillonella arter
septicum M. curtisii

sordellii M. mulieris

sphenoides M. arter2.11

sporogenes Propionibacterium

subterminale P. acnes

tertium P. avidum

tetani4 P. granulosum*




Tabel 2

Principper for test, som anvendes i BBLCrystal ANR ID system

k:lai:::'li(r’l-g Testfunktion Kode Princip (Reference)

4A Fluorescensnegativ kontrol FCT Kontrol til standardisering af fluorescentsubstratresultater

2A L-arginin-AMC FAR Enzymatisk hydrolyse af amid-eller glycosidbindingen resulterer i
frigivelse af fluorescenscoumaringderivat.19-21

1A L-histidin-AMC FHI

4B 4MU-a-D-mannosid FAM

2B L-serin-AMC FSE

1B L-isoleucin-AMC FIS

4C 4MU-B-D-mannosid FBM

2C Glycin-AMC FGL

1C L-alanin-AMC FAL

4D 4MU-N-acetyl-B-D-galactosaminid FGA

2D L-pyroglutamsyre-AMC FPY

1D L-lysin-AMC FLY

4E L-methionin-AMC FME

2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE

1E 4MU-B-D-xylosid FXY

4F L-phenylalanin-AMC FPH

2F L-leucin-AMC FLE

1F Escosyl FSC Hydrolyse af glycosidbindingen resulterer i frigivelse af ikke-
fluoroscensesculetin.22

4G Disaccharid DIS Udnyttelse af kulhydrat resulterer i lavere pH zendring i indikator
(Fenol rgd).1.2.11.12

2G Furanose FUR

1G Pyranose PYO

4H p-nitrophenyl-a-D-galactosid AGA Enzymatisk hydrolyse af den farvelgse aryl-substituerede
glycosid frigiver gul p-nitroanilin.5-19

2H p-nitrophenyl-B-D-galactosid NPG

1H p-nitrophenyl-fosfat PHO

41 p-nitrophenyl-a-D-glucosid AGL

2l p-nitrophenyl-N-acetyl-glucosaminid NAG

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Enzymatisk hydrolyse af den farvelgse amidsubstrat frigiver gul
p-nitroanilin.15-19

4J p-nitrophenyl-a-L-fucosid AFU Enzymatisk hydrolyse af den farvelgse aryl-substituerede
glycosid frigiver gul p-nitroanilin.5-19

2J p-nitrophenyl-B-D-glucosid BGL

1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA Enzymatisk hydrolyse af den farvelgse amidsubstrat frigiver gul

p-nitroanilin.15-19




Reagenser

BBLCrystal ANR ID panel indeholder 29 enzymatiske og biokemiske substrater. Der henvises til tabellen nedenfor for en
oversigt over aktive ingredienser.

Tabel 3
Reagenser anvendt i BBLCrystal ANR ID System

Pa_nel[o- Substrat Kode Pos. Neg. Aktive ingredienser Ca. mengde
kalisering (g/L)

4A Fluorescensnegativ kontrol FCT ikke anvendt ikke anvendt Fluorescenscoumarinderivat <1

2A L-arginin-AMC FAR bla fluorescens bla fluorescens L-arginin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1A L-histidin-AMC FHI bla fluorescens bla fluorescens L-histidin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

4B 4MU-a-D-mannosid FAM bla fluorescens bla fluorescens 4MU-a-D-mannosid <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

2B L-serin-AMC FSE bla fluorescens bla fluorescens L-serin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1B L-isoleucin-AMC FIS bla fluorescens bla fluorescens L-isoleucin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

4C 4MU-B-D-mannosid FBM bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D-mannosid <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

2C Glycin-AMC FGL bla fluorescens bla fluorescens Glycin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1C L-alanin-AMC FAL bla fluorescens bla fluorescens L-alanin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA bla fluorescens bla fluorescens 4MU-N-acetyl-B-D- <1

galactosaminid >FCT fordybning < FCT fordybning galactosaminid

2D L-pyroglutamsyre-AMC FPY bla fluorescens bla fluorescens L-pyroglutamsyre-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1D L-lysin-AMC FLY bla fluorescens bla fluorescens L-lysin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

4E L-methionin-AMC FME bla fluorescens bla fluorescens L-methionin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D-cellobiopyranosid <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1E 4MU-B-D-xylosid FXY bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D-xylosid <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

4F L-phenylalanin-AMC FPH bla fluorescens bla fluorescens L-phenylalanin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

2F L-leucin-AMC FLE bla fluorescens bla fluorescens L-leucin-AMC <1
>FCT fordybning < FCT fordybning

1F Escosyl* FSC Bla/gren Bla/gren Escosyl <1
fluorescens fluorescens
>FCT fordybning < FCT fordybning

4G Disaccharid DIS Guld/Gul Orange/Rad Disaccharid <300

2G Furanose FUR Guld/Gul Orange/Rad Furanose <300

1G Pyranose PYO Guld/Gul Orange/Rad Pyranose <300

4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA Gul Farvelgs p-n-p-a-D-galaktosid <7

2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG Gul Farvelgs p-n-p-B-D-galaktosid <7

1H p-n-p-fosfat PHO Gul Farvelgs p-n-p-fosfat <7

4] p-n-p-a-D-glucosid AGL Gul Farvelgs p-n-p-a-D-glucosid <7

21 p-n-p-N-acetyl-glucosaminid NAG Gul Farvelgs p-n-p-N-acetyl-glucosaminid <7

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Gul Farvelgs L-prolin-p-nitroanilid <7

4J p-n-p-a-L-fucosid AFU Gul Farvelgs p-n-p-a-L-fucosid <7

2J p-n-p-B-D-glucosid BGL Gul Farvelgs p-n-p-B-D-glucosid <7

1 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA Gul Farvelgs L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid <7

*Escosylsubstratet er fluorescens-uhydroliseret. Fluorescens vil falde, nar enzymet er tilstede.

Forholdsregler: in vitro diagnostik

Efter brug skal alle smitsomme materialer, herunder plader, bomuldspodepinde, podeglas, filterpapirer anvendt til oxidase-
eller indoltests og paneler autoklaveres, inden de kasseres eller forbraendes.



OPBEVARING OG HANDTERING/HOLDBARHED

Lag: Lag er pakket individuelt og skal opbevares uabnede i et keleskab ved 2-8 °C. MA IKKE FRYSES. Se emballagen
efter for huller eller revner i folien. Hvis emballagen ser ud til at vaere beskadiget, ma den ikke bruges. Lag i den originale
pakning vil bevare den forventede reaktionsevne indtil udlgbsdatoen, hvis de opbevares som anbefalet.

Skale: Skale er pakket i to saet med ti i BBLCrystal inkubationsbakker. Skalene er stablet omvendt for at mindske
kontaminering fra luften. Opbevares i et stgvfrit miljg ved 2-25 °C, indtil de skal bruges. Opbevar ubrugte skale i bakken i
en plasticpose. Tomme bakker skal bruges til at inkubere paneler.

Inokulumvaske: BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) er pakket i to seet med ti glas. Efterse glassene
for revner, leekage osv. De ma ikke bruges, hvis der forekommer lzekage, beskadigelse af glas eller heette eller synligt
tegn pa kontaminering (dvs. slgring, uklarhed). Glas opbevares ved 2-25 °C. Udlgbsdatoen er vist pa glassets mzerkat.
Kun BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H Inoculum Fluid bgr anvendes med BBLCrystal ANR panels.

Ved modtagelse opbevares BBLCrystal ANR Kit ved 2-8 °C. Efter abning er det kun ngdvendigt at opbevare lagene ved
2-8 °C. Alle andre kitkomponenter kan opbevares ved 2-25 °C. Huvis kittet eller komponenter heraf opbevares i kaleskab,
skal hver komponent tages ud i stuetemperatur for brug.

PRGVEINDSAMLING OG-BEARBEJDNING

BBLCrystal ID systems er ikke beregnet til direkte brug med kliniske prever. Brug isolater fra et ikke-selektrivt
blodagarmedium, sasom CDC anaerob blodagar, Brucella blodagar, Columbia blodagar eller Schaedler blodagar.
Testisolatet skal vaere en ren kultur, ikke mere end 24-48 h gammel for de fleste slaegter; for visse langsomt voksende
cocci (op til 72 h) og Actinomyces arter (72-96 h) kan aeldre kulturer veere acceptable. Anvend kun applikatorpodepinde
med bomuldsspids til klargering af inokulumsuspensionen, da nogen polyesterpodepinde kan give problemer med
inokulering af panelerne. (Se “Begraensninger af proceduren”.) Sa snart lagene er taget ud af de lukkede poser, skal de
bruges inden for 1 h for at sikre adaekvat ydeevne. Plasticdeekket bar blive pa laget, indtil det skal bruges.

Den inkubator, der anvendes, skal fugtes for at forhindre fordampning af vaeske fra fordybningerne under inkubation.

Det anbefalede fugtighedsniveau er 40-60 %. Nyttigheden af BBLCrystal ID systems eller enhver anden diagnostisk
procedure udfert pa kliniske prever, pavirkes direkte af selve pravernes kvalitet. Det anbefales steerkt, at laboratorier
anvender metoder, som er omtalt i Manual of Clinical Microbiology til praveindsamling, transport og placering pa primaere
isolationsmedier.? Anden anbefalet litteratur i forbindelse med anaerob prgvehandtering inkluderer Wadsworth Anaerobic
Bacteriology Manual ® og Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology.3

TESTPROCEDURE

Vedlagte materialer: BBLCrystal ANR ID Kit —

20 BBLCrystal anaerobe ID panellag,

20 BBLCrystal skale,

20 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid rgr. Hvert glas har ca. 2,3 + 0,15 mL inokulumvaeske
indeholdende: KCI 7,5 g, CaCl, 0,5 g, Tricin N-[2-Hydroxy-1, 1-bis (hydroxymethyl)methyl] glycin 0,895 g, renset vand
til 1000 mL.

2 inkubationsbakker,

1 BBLCrystal ANR ID rapportblok.

Materialer, der ikke falger med: Sterile bomuldspodepinde (anvend ikke polyesterpodepinde), inkubator (35-37 °C) non-

CO, (40-60 % fugtighed), McFarland Nr. 4 og Nr. 5 standarder, BBLCrystal Panel Viewer (panelskeerm), BBLCrystal

ID System Electronic Codebook (elektronisk kodebog) eller BBLCrystal ANR Manual Codebook (manuel kodebog),

BBL DMACA Indole Reagent Droppers (pipetter til indolreagens), non-selektiv kulturplade og katalasereagens.

Desuden kreeves det ngdvendige laboratorieudstyr til klargering, opbevaring og handtering af kliniske prover.

Testprocedure: BBLCrystal ANR ID system kraever gramfarvning, katalse- og indoltestresultater. Katalase- og indoltest

ber foretages for panelopstilling. Foretag indoltest i henhold til instruktionerne i vedlage pakkeindleeg. Ved katalasetest er

en 15,0 % opl@sning af hydrogenperoxid med 1,0 % Tween 80 tilsat anbefalet.9.24

1. Tag lagene ud af posen. Kassér tgrremidlet. Sa snart lagene er taget ud
af posen, skal de tildeekkede lag anvendes inden for 1 h. Panelet ma ikke
bruges, hvis der ikke er tgrremiddel i posen.

2. Tag et glas med inokulumgvaeske og maerk det med patientens
prevenummer. Med anvendelse af aseptisk teknik med spidsen af en steril
bomuldspodepind (anvend ikke polyesterpodepind) eller en applikatorpind
af trae eller en plasticloop til engangsbrug veelges kolonier af samme
morfologi fra et af de anbefalede medier (se sektionen “Prgveindsamling

og -bearbejdning”).
3. Suspendér kolonier i et glas med BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid.



4. Seetigen haette pa glasset og slyng i cirka 10-15 sek. Uklarhed ber svare til en McFarland Nr. 4 standard (ma
ikke overskride McFarland Nr. 5 standard). Hvis inokulumkoncentrationen overskrider den anbefalede McFarland
standard, anbefales et af falgende trin:
a. Med et friskt glas med inokulumvaeske foreberedes en ny inokulum svarende til en McFarland Nr. 4 standard.
b. Hvis yderligere kolonier ikke er tilgaengelige til forberedelse af en ny inokulum, anvend aseptiske teknikker til
at fortynde inokulumen ved at tilfaje den minimale pakraevede maengde (ma ikke overskride 1,0 mL) af 0,85 %
sterilt saltvand for at bringe uklarheden ned, sa den svarer til en McFarland Nr. 4. Fjern den ekstra maengde, som
blev tilfajet glasset med en steril pipette, saledes at den endelige maengde af inokulum er cirka svarende til den
originale meaengde i glasset (2,3 + 0,15 mL). Hvis ikke dette geres, vil det resultere i spild af inokulum over den
sorte del af skalen, hvilket gor panelet ubrugeligt.
5. Tag en skal og meerk den med patientens prevenummer pa sideveeggen.

6. Heeld al inokulumvaesken ind i malomradet i skalen.

7. Hold skalen med begge haender og rul inokulum forsigtigt langs banerne,
indtil alle fordybninger er fyldt. Rul eventuel overskydende veeske tilbage til
malomradet og stil skalen pa et bord. Pa grund af den hgje
cellekoncentration anvendt i BBLCrystal ANR ID panels, bgr inokulumen
rulles langsomt pa tveers af banerne for at sikre korrekt fyldning af
fordybningerne. Sgrg for at der ikke er ekstra veeske mellem
fordybningerne, inden laget rettes ind.

8. Retlaget ind saledes, at den maerkede ende af laget ligger oven over
skalens malomrade.

9. Tryk ned, indtil der fgles let modstand. Anbring tommelfingeren pa lagets
kant mod midten af panelet pa hver side og tryk nedad samtidigt, indtil
laget smaekker pa plads (lyt efter to “klik”).

Renhedsplade: Tag med en steril loop en lille drabe fra inokulumglasset enten
for eller efter inokulering af skalen og inokulér et skrastivnet agarsubstrat eller
plade (ethvert ikke-selektivt medium) for at foretage en renhedskontrol. Kassér
inokulumglasset og laget i en engangsbeholder til biologisk farligt affald.
Inkubér det skrastivnede substrat eller pladen i 24-48 h ved 35-37 °C under

anaerobe forhold. Renhedspladen eller det skrastivnede substrat kan ogsa
bruges til andre supplerende test eller serologi, hvis det er pakraevet.

Inkubation: Anbring de inokulerede paneler i inkubationsbakkerne. Der kan
veere 10 paneler i en bakke (5 reekker med 2 paneler). Alle paneler skal vende
nedad under inkubationen (de store vinduer vender opad; maerkaten vender
nedad) i en non-CO, inkubator med 40-60 % fugtighed. Bakker ma hgjst
stables to og to under inkubation. Inkubationstiden for paneler er 4 h ved
35-37 °C. BEMARK: Inkubatordgren ber ikke abnes gentagne gange under
inkubationsperioden (hgjst 3 gange foretraekkes).

Aflaesning: Tag panelerne ud af inkubatoren efter den anbefalede
inkubationstid. Alle paneler skal afleeses, mens de vender nedad (de store
vinduer vender opad; maerkaten vender nedad) ved hjeelp af BBLCrystal
Panel Viewer. Der henvises til farvereaktionsskemaet og/eller Tabel 3 for en
fortolkning af reaktionerne. Brug BBLCrystal ANR rapportblok til at nedskrive
reaktionerne.

a. Laes kolonne G til og med J forst ved brug af en almindelig (hvid) lyskilde.

b. Lees kolonne A til og med F (fluorescenssubstrater) ved brug af den
ultraviolette lyskilde i panelskeermen. En fluorescenssubstratfordybning

anses kun for at veere positiv, hvis intensiteten af den observerede
fluorescens i fordybningen er stgrre end fordybningen med negativ kontrol (A4).
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Beregning af BBLCrystal profilnummer: Hver testresultat (med undtagelse af 4A, som bruges som en
fluorescensnegativ kontrol), som scores positiv, tildeles en veerdi pa 4, 2 eller 1, svarende til reekken, hvor testen er
lokaliseret. En veerdi pa 0 (nul ) tildeles ethvert negativt resultat. De tal (vaerdier), som fremkommer fra hver positiv
reaktion i hver kolonne, laegges dernaest sammen. Der fremkommer et 10-cifret tal; dette er profiinummeret.

Eksempel: A B Cc D E F G H 1 J
4 * + - - + + + - + -

2 - + + + - + + +
1 + — + + — — + + -
Profil 1 6 3 2 6 4 3 7 0

*(4A) = fluorescensnegativ kontrol

Vaelg den aktuelle BBLCrystal anaerobe database fra den viste menu. Typen af primzer plade, som anvendes til

forberedelse af inokulumen, vil bestemme den aktuelle database. Vaelg alternativ blodagardatabase fra menuen

til brug med Brucella eller Columbia blodagarmedier.

Det profilnummer, som fremkommer, og de indirekte testresultater (gramfarvning, katalase og indol), skal indtastes pa en
computer, som har BBLCrystal ID System Electronic Codebook installeret, for at opna identifikation. Der findes ogsa en
manuel kodebog. Hvis en computer ikke er tilgeengelig, kontaktes BD Diagnostics Teknisk serviceafdeling for assistance
med identifikationen.

Brugerkvalitetskontrol: Testning af kvalitetskontrol anbefales for hvert batch af paneler som falger —

1. Inokulér et panel med Bacteroides fragilis ATCC 25285 ifglge den anbefalede procedure (der henvises til
“Testprocedure”).

2. Inden inkubation skal panelet sta i stuetemperatur i 1 min (ikke mere end 2 min).

3. Aflees og notér reaktioner ved hjeelp af panelskeermen og farvereaktionsskemaet.

4. Hvis nogen af fordybningerne, med undtagelse af 1F, er positive ifglge farvereaktionsskemaet (efter 1-2 min),
méa PANELERNE fra dette batch IKKE BRUGES. Kontakt BD Diagnostics Teknisk serviceafdeling. (BEMARK:
Fordybning 1F [Escosyl] ber vaere positiv under rehydrering.)

5. Huvis alle fordybninger er negative, skal panelet inkuberes i 4 h ved 35-37 °C.

6. Aflees panelet med panelskaermen og farvereaktionsskemaet; notér reaktioner ved brug af rapportblokken.

7. Sammenlign noterede reaktioner med dem, der er opgivet i Tabel 4. Hvis uoverensstemmende resultater er opnaet,
bekreeft renhed af kvalitetskontrolstammen inden BD Diagnostics Teknisk serviceafdeling kontaktes.

8. Inkubatorderen ber ikke abnes gentagne gange under inkubationsperioden (hgjst 3 gange foretraekkes).

Forventede testresultater for yderligere kvalitetskontrolteststammer, er angivet i Tabel 5.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

BBLCrystal ANR ID System er designet til de medfglgende taksionomiske grupper. Taksonomiske klassificeringer ud
over dem, der er angivet i tabel 1, er ikke beregnet til brug med dette system.

Alle BBLCrystal Anaerobe ID databases blev udviklet med BBL medier. Reaktivitet af visse substrater i hurtige
identifikationssystemer kan veere afhaengig af kildemedierne anvendt under inokulumforberedelser. Vi anbefaler brug af
falgende BBL medier til brug med BBLCrystal ANR ID system: CDC Anaerobe Blood Agar (CDC anaerob blodagar),
Schaedler Agar with Vitamin K; and 5 % Sheep Blood (Schaedler agar med vitamin K; og 5 % fareblod), Columbia Agar
with 5 % Sheep Blood and Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K, (Columbia agar med 5 % fareblod og Brucella
blodagar med hemin og vitamin K;) (se “Tilgeengelighed”).

BBLCrystal identifikationssystemer anvender et modificeret mikromiljg; derfor kan forventede veerdier for dets individuelle
test veere forskellige fra den information, der tidligere er fastlagt med konventionelle testreaktioner. Ngjagtighed af
BBLCrystal ANR ID identifikationssystemer er baseret pa statistisk brug af specielt designede test og en seerlig database.
Mens BBLCrystal ANR ID system letter mikrobiel differentiering, ber det anerkendes, at mindre variationer kan eksistere

i stammer inden for arter. Brug af paneler og fortolkning af resultater kreever en erfaren mikrobiolog. Den endelige
identifikation af isolatet ber tage artens kilde, aerotolerans, cellemorfologi, koloniegenskaber pa forskellige medier, samt
metaboliske slutprodukter som bestemt ved gas-vaeske kromatografi i betragtning, nar det er berettiget.



Tabel 4

Kvalitetskontrolskema for BBLCrystal ANR ID system*

Panello- Bacteroides fragilis
kalisering ~ Substrat Kode ATCC 25285

4A Fluorescensnegativ kontrol FCT -
2A L-arginin-AMC FAR \
1A L-histidin-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-mannosid FAM V1
2B L-serin-AMC FSE -
1B L-isoleucin-AMC FIS -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +
2C Glycin-AMC FGL -
1C L-alanin-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetyl-B-D-galactosaminid FGA +
2D L-pyroglutamsyre-AMC FPY vin
1D L-lysin-AMC FLY \%
4E L-methionin-AMC FME \
2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE +
1E 4MU-B-D-xylosid FXY V1
4F L-phenylalanin-AMC FPH Vv
2F L-leucin-AMC FLE +
1F Escosyl FSC —34,10
4G Disaccharid DIS +
2G Furanose FUR +
1G Pyranose PYO +1
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA +
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG +
1H p-n-p-fosfat PHO +

41 p-n-p-a-D-glucosid AGL +

2l p-n-p-N-acetyl-glucosaminid NAG +

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO -

4J p-n -L-fucosid AFU +

2J p-n-p-B-D-glucosid BGL +

1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA +

1 = Negativ fra BBL Schaedler
2 = Positiv fra BBL Schaedler
3 = Variabel fra BBL Schaedler
4 = Negativ fra BBL Brucella

5 = Positiv fra BBL Brucella

6 = Variabel fra BBL Brucella
7 = Negativ fra BBL Columbia
8 = Positiv fra BBL Columbia
9 = Variabel fra BBL Columbia

Tabel 5
Yderligere kvalitetskontrolstammer for BBLCrystal ANR ID System
Panello- Ba_cteroid‘es Peptostrey 0 L : b _v'llus Fusob ( ium
kalisering Substrat Kode ] harolyt dophil varium
ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC 314 ATCC 27725
4A Fluorescensnegativ kontrol FCT - - -
2A L-arginin-AMC FAR + + + —4.10
1A L-histidin-AMC FHI \% + +3 -
4B 4MU-a-D-mannosid FAM + - -
2B L-serin-AMC FSE - - +3 -
1B L-isoleucin-AMC FIS —4 - + -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +10 - - -
2C Glycin-AMC FGL vi12 V1 V2 -
1C L-alanin-AMC FAL + V1 + -
4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA + - - -
galactosaminid
2D L-pyroglutamsyre-AMC FPY vi.12 - vi1.24 +
1D L-lysin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-methionin-AMC FME + +410 + \
2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-xylosid FXY +10 - -
4F L-phenylalanin-AMC FPH vi2 \Y + -
2F L-leucin-AMC FLE + +10 + \
1F Escosyl FSC \Y V215 3410 V158
4G Disaccharid DIS + - +3.1024 -
2G Furanose FUR + - + Vv
1G Pyranose PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA + - +3,4,10
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG + - +34,10 -
1H p-n-p-fosfat PHO + - - -
41 p-n-p-a-D-glucosid AGL + - V1 -
2l p-n-p-N-acetyl-glucosaminid NAG + - V1215 -
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO . - \ -
4J p-n-p-a-L-fucosid AFU - - -
2J p-n-p-B-D-glucosid BGL + - + -
1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA + - \ -

*Resultater vist er forventede, nar BBL CDC Anaerobe Agar with 5% sheep blood (anaerob agar med 5 % fareblod anvendes).

8



Anvend kun applikatorpodepinde med bomuldsspids eller applikatorpinde af tree eller plasticloop til engangsbrug til
klarggring af inokulumsuspensionen, da nogen polyesterpodepinde kan forarsage, at inokulumvaesken bliver viskgs. Dette
kan bevirke, at der er ikke er tilstraekkelig med inokulumvaeske til at fylde fordybningerne. Sa snart lagene er taget ud af
de lukkede poser, skal de bruges inden for 1 h for at sikre adaekvat ydeevne. Plasticdeekket ber blive pa laget, indtil det
skal bruges.

Den inkubator, som panelerne anbringes i, skal fugtes for at forhindre fordampning af inokulumvaeske fra fordybningerne
under inkubation. Det anbefalede fugtighedsniveau er 40-60 %.

Efter inokulering skal alle paneler inkuberes, mens de vender nedad (de store vinduer vender opad; meerkaten vender
nedad) for at maksimere substraternes effektivitet.

Kolonier ber tages fra non-selektive blodagarplader, sdsom BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia og Schaedler (se
“Tilgeengelighed”).

Hvis BBLCrystal testprofil giver et “Ingen identifikation” resultat og kulturrenlighed er blevet bekreeftet, er det sandsynligt,
at (i) testisolatet producerer atypiske BBLCrystal reaktioner (hvilket ogsa kan forarsages af procedurefejl), (ii) testarterne
ikke er en del af de tilsigtede taksionomiske grupper, eller (iii) systemet ikke kan identificere testisolaten med det
pakreevede konfidensniveau. Konventionelle testmetoder anbefales, nar brugerfejl er blevet udelukket.

FUNKTIONSDATA

Reproducerbarhed: | en ekstern undersggelse, hvor fire kliniske laboratorier (ialt fem evalueringer) indgik,

blev reproducérbarheden hos BBLCrystal ANR ID substrater (29) reaktioner undersagt ved gentagen testning.
Reproducérbarheden hos de individuelle substratreaktioner gik fra 96,2 % til 100 %. Den samlede reproducérbarhed hos
BBLCrystal ANR panel blev bestemt til at veere 99,1 %.25

Ngjagtighed af identifikation: BBLCrystal ANR ID system ydelse blev sammenlignet med ydelsen for et aktuelt
tilgeengeligt kommercielt system med henblik pa konventionelle referenceidentifikationsmetoder baseret pa VA
Wadsworth Laboratory anbefalinger ved brug af kliniske isolater og stamkulturer. lalt fem undersggelser blev foretaget

pa fire uafhaengige laboratorier. Friske, rutinemaessige isolater, som ankom pa det kliniske laboratorie, samt tidligere
identificerede isolater efter valg fra de kliniske forsegssteder blev anvendt til at fastsla ydelseskarakteristika.

Ud af ialt 633 isolater, som blevet testet, fra fem undersggelser var 588 (93 %) korrekt identificeret (inklusive isolater, som
kreevede supplerende testning) med BBLCrystal ANR identifikationssystem. lalt 36 (6 %) isolater blev forkert identificeret,
og en meddelelse om “Ingen identifikation” blev opnaet for 9 (1 %) isolater.25

TILGANGELIGHED
Kat. nr. Beskrivelse
245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, indeholdende Kat. nr. Beskrivelse

20 hver: BBLCrystal Anaerobe ID Panel Lids, 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep

BBLCrystal Bases og BBLCrystal Anaerobe ID Blood, 100 stk. plader.

Inoculum Fluid. 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
245038 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum 5% Sheep Blood, pakke med 20.

Fluid, 10 stk. 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
245031 BBLCrystal Panel Viewer, Amerikansk model, 5% Sheep Blood, 100 stk.

110V, 60 Hz. X . 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, pakke
245032 BBLCrystal Panel Viewer, Europzeisk model, med 20.

220V, 50 Hz. . .

X 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,

245033 BBLCrystal Panel Viewer, Japansk model, 100 V, 100 stk.

50/60 Hz. , 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245034 BBLCrystal Panel Viewer Longwave UV Tube. Vitamin K, pakke med 20.
245036 BBLCrystal Panel Viewer White Light Tube. 297716 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245011 BBLCrystal Identification Systems Anaerobe Vitamin Ky, 100 stk.

Manual Codebook. 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, 50 stk.
221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539 BBL Gram Stain Kit, pakke med

Blood, pakke med 20 plader. 4 x 250 mL flasker.
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