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Eesti

SIHTOTSTARVE

BBL Crystal anaeroobide (ANR) samastamis(ID)stisteem on miniatuurne samastamismeetod, mis kasutab
modifitseeritud konventsionaalseid, fluorogeenseid ja kromogeenseid substraate. See on ette nahtud sageli
isoleeritud anaeroobsete bakterite samastamiseks.1-2

KOKKUVOTE JA SELGITUS

Teateid mikroorganismide biokeemilise samastamise mikromeetoditest on avaldatud juba alates 1918.

aastast.’0 Mitmetes publikatsioonides kirjeldati reagentidega immutatud paberdiskide ja mikrotuubmeetodite
kasutamist soolebakterite diferentseerimiseks.10-14 Huvi miniatuursete samastamissiisteemide vastu, viis mitmete
kommertsststeemide rakendamisele 1960ndate aastate 16pus. Eelised on: vaiksem sailitusruum, pikendatud
sailivusaeg, standardiseeritud kvaliteedikontroll ja kergesti kasutatavus.

Uldiselt on paljud BBL Crystal ID-siisteemides kasutatavad testid klassikaliste meetodite modifikatsioonid. Need hélmavad
mitmesuguste substraatide fermentatsiooni, okstidatsiooni, degradatsiooni ja hudrolGtsi teste. Lisaks on olemas
kromogeeniga ja fluorogeeniga seotud substraadid, nagu naiteks BBL Crystal ANR ID paneelis olevad, et tuvastada
enstiime, mida mikroobid kasutavad mitmesuguste substraatide metaboliseerimiseks.2.15-22

BBL Crystal ANR ID-komplekt sisaldab (i) BBL Crystal ANR ID paneeli kaasi, (ii) BBL Crystal aluseid ja (iii) BBL Crystal
ANR, GP, RGP, N/H ID inokulaadivedeliku (IF) tuube. Kaas sisaldab 29 dehtdreeritud substraati ja plastikharude otstes
olevat fluorestsentskontrolli. Alusel on 30 reaktsioonilahtrit. Inokulaadivedelikust valmistatakse testinokulaat ja seda
kasutatakse koigi 30 lahtri taitmiseks alusel. Kui kaas thitatakse alusele ja kiopsatakse tapselt kinni, rehtdreerib
testinokulaat kuivanud substraate ja algatab testreaktsioonid.

Inkubatsiooniperioodi jargselt uuritakse lahtreid varvimuutuste voi fluorestsentsi suhtes, mis tulenevad mikroorganismide
ainevahetuslikust aktiivsusest. Tulemuseks olev 29 reaktsiooni muster konverteeritakse kiimnekohaliseks profiilinumbriks,
mis voetakse samastamisel aluseks.23 29 BBL Crystal ANR ID substraadi biokeemiliste ja enstimaatiliste reaktsioonide mustrid
véga erinevate mikroorganismide puhul, séilitatakse BBL Crystal ANR ID andmebaasis. Samastamine tuleneb testisolaadi
reaktsioonimustri vordlevast analtusist andmebaasis olevate isolaatidega. Taielik andmebaasi hdlmav taksonite nimekiri on
antud tabelis 1.

PROTSEDUURI PRINTSIIBID

BBL Crystal ANR ID paneelid sisaldavad 29 kuivatatud biokeemilist ja enstimaatilist substraati. Substraatide
rehtdreerimiseks kasutatakse inokulaadivedelikus olevat bakteriaalset suspensiooni. Susteemis kasutatavad testid
baseeruvad spetsiifiliste substraatide mikrobiaalsel utilisatsioonil ja degradatsioonil, mis on tuvastatavad mitmesuguste
indikaatorsusteemide abil. 4-metutlumbelliferooni (4MU) véi 7-amiin-4-metttlkumariini (7-AMC) kumariinderivaate
sisaldavate fluorogeensete substraatide ensiimaatilise htidroltusi tulemuseks on suurenenud fluorestsents, mis

on visuaalselt!5-19 kergesti tuvastatav UV-valgusallika abil.19-2' Kromogeensed substraadid tekitavad hudroluusil
varvimuutusi, mis on visuaalselt kergesti tuvastatavad. Lisaks on BBL Crystal ID stisteemis olemas testid, mis tuvastavad
organismi vdéimet htdroluusiks, degradatsiooniks, redutseerumiseks voi muul viisil substraadi darakasutamiseks.
Mitmesuguste substraatide puhul rakenduvad reaktsioonid ja stisteemis rakendatavate printsiipide lihike selgitus on
toodud tabelis 2. Paneeli asukoht viidatud tabelites osutab reale ja kolonnile, kus lahter asetseb (naiteks: 1J vastab
reale 1 kolonnis J).



Tabel 1

Taksonid BBLCrystal ANR ID-siisteemis

Gramnegatiivsed bakterid

Sapitolerantsed
Bacteroides fragilis rihm
B. caccae

B. distasonis riihm10

B. eggerthii

B. fragilis

B. ovatus

B. stercoris

B. thetaiotaomicron

B. uniformis

B. vulgatus

Muud:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii1

Sapi suhtes tundlik, pigmenteeritud
Capnocytophaga liik
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

Sapi suhtes tundlik
pigmenteerimata
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P oralis

P. oris

P. veroralis'
Pigmenteerimata
mitteséovitav
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Sapitolerantne
pigmenteerimata
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra
Desulfovibrio liigid
Campylobacter
C. curvus/rectus

Pigmenteerimata
Soovitav
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter
C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans1.11
F. mortiferum

F. necrophorum
F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Siffer: 1 =takson ainult BBLCrystal, BBL Schaedler andmebaasides.
2 =takson ainult BBLCrystal, BBL Schaedler andmebaasides ja BBLCrystal Blood Agar taiendandmebaasis.
3 =Sisaldab B. distasonis ja B. merdae.
4 = neil taksonitel on < 10 unikaalset BBLCrystal profiili kdesolevas andmebaasis.

Eoseid mittemoodustavad

Clostridia grampositilvsed bakterid Grampositiivsed kokid
Clostridium Actinomyces Gemella

C. baratii A. bovis G. morbillorum

C. beijerinckii A. israelii Peptostreptococcus
C. bifermentans A. meyeri P. anaerobius

C. botulinum A. naeslundii P. asaccharolyticus
C. butyricum A. odontolyticus P. indolicus

C. cadaveris A. pyogenes P. magnus

C. clostridioforme A. viscosus P. micros

C. difficile Atopobium P. prevotii

C. glycolicum A. minutum P. tetradius

C. hastiforme Bifidobacterium Ruminococcus

C. histolyticum
C. innocuum

C. limosum

C. novyi A

C. paraputrificum!
C. perfringens
C. putrificum?
C. ramosum

C. septicum

C. sordellii

C. sphenoides
C. sporogenes
C. subterminale
C. tertium

C. tetani4

B. adolescentis
B. dentium

B. liik
Eubacterium
E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris

M. liik2:11
Propionibacterium
P. acnes

P. avidum

P. granulosum*
P. propionicus
Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

R. productus'
Staphylococcus

S. saccharolyticus
Streptococcus

S. constellatus

S. intermedius
Gramnegatiivsed kokid
Veillonella species




Tabel 2
BBLCrystal ANR ID-stisteemis rakendatud testide printsiibid

:::keoel:lt Testi tunnus Kood Printsiip (Etalon)

4A Fluorestsentsnegatiivne kontroll FCT  Fluorestseeruvate substraatide tulemusi standardiseeriv
kontroll.

2A L-arginiin-AMC FAR  Amiid-voi glukosiidsideme enstimaatilise htidroltusi
tulemuseks on fluorestseeruva kumariinderivaadi
vabanemine.19-21

1A L-histidiin-AMC FHI

4B 4MU-a-D-mannosiid FAM

2B L-seriin-AMC FSE

1B L-isoleutsiin-AMC FIS

ac 4MU-B-D-mannosiid FBM

2C Glutsiin-AMC FGL

1C L-alaniin-AMC FAL

4D 4MU-N-atsettul-B-D-galaktoosaminiid FGA

2D L-puroglutaamhape-AMC FPY

1D L-lasiin-AMC FLY

4E L-metioniin-AMC FME

2E 4MU-B-D-tsellobiopuranosiid FCE

1E 4MU-B-D-ksulosiid FXY

4F L-fentulalaniin-AMC FPH

2F L-leutsiin-AMC FLE

1F Escosyl FSC  Glukosiidsideme htdrolausi tulemuseks on
mittefluorestseeruva esculetin-i vabanemine.22

4G Disahhariid DIS  Susivesiku utilisatsiooni tulemuseks on madalam pH ja
indikaatori muutus (fenoolpunane).1.2.11.12

2G Furanoos FUR

1G Plranoos PYO

4H p-nitrofentdl-a-D-galaktosiid AGA Varvitu artuliga asendatud glukosiidi ensimaatiline
hidroluts vabastab kollase varvusega p-nitrofenooli.5-19

2H p-nitrofental-B-D-galaktosiid NPG

1H p-nitrofentul-fosfaat PHO

4 p-nitrofentdl-a-D-glukosiid AGL

21 p-nitrofentdl-N-atsetttl-glikoosaminiid NAG

11 L-proline-p-nitroaniliid PRO  Varvitu amiidsubstraadi ensimaatiline hidroltus
vabastab kollase p-nitroaniliini.15-19

4) p-nitrofentil-a-L-fukosiid AFU  Varvitu artuuliga asendatud glukosiidi ensimaatiline
htdroluts vabastab kollase varvusega p-nitrofenooli.5-19

2) p-nitrofential-B-D-gltkosiid BGL

1 L-alanyl-L-alaniin-p-nitroaniliid ALA  Varvitu amiidsubstraadi ensiimaatiline hidrolGus

vabastab kollase p-nitroaniliini.15-19




REAGENDID

BBL Crystal ANR ID paneel sisaldab 29 ensttim- ja biokeemilist substraati. Aktiivsete komponentide loetelu vaadata
alljargnevast tabelist.

Tabel 3

BBLCrystal ANR ID-siisteemis kasutatavad reagendid

. " Ligikaudsed
Paneeli Substraat Kood Pos. Neg. Akdtiivsed . Am?. vaartused
asukoht komponendid

(9/L)
4A  Fluorestsentsnegatiivne FCT  puudub puudub Fluorestseeruv kumariini <1
kontroll derivaat
2A  L-arginiin-AMC FAR sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-arginiin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
1A L-histidiin-AMC FHI  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents  L-histidiin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
4B 4MU-a-D-mannosiid FAM  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents 4MU-a-D-mannosiid <1
> FCT lahter < FCT lahter
2B L-seriin-AMC FSE  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-seriin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
1B L-isoleutsiin-AMC FIS  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents  L-isoleutsiin-AMC <1
> FCT lahter <FCT lahter
4C  4MU-B-D-mannosiid FBM  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents 4MU-B-D-mannosiid <1
> FCT lahter <FCT lahter
2C  Glutsiin-AMC FGL  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents ~ Gliitsiin-AMC <1
> FCT lahter <FCT lahter
1C  L-alaniin-AMC FAL sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-alaniin-AMC <1
> FCT lahter <FCT lahter
4D 4MU-N-atsetudl-B-D- FGA sinine fluorestsents  sinine fluorestsents 4MU-N-atsettul-B-D- <1
galaktoosaminiid > FCT lahter < FCT lahter galaktoosaminiid
2D L-puroglutaamhape-AMC FPY  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-puroglutaamhape-AMC <1
> FCT lahter <FCT lahter
1D L-usiin-AMC FLY  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-lusiin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
4E L-metioniin-AMC FME  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents ~L-metioniin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
2E  4MU-B-D-tsellobioptiranosiid FCE  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents 4MU-B-D-tsellobiopuranosiid <1
> FCT lahter < FCT lahter
1E 4MU-B-D-ksulosiid FXY  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents 4MU-B-D-ksulosiid <1
> FCT lahter < FCT lahter
4F L-fenttlalaniin-AMC FPH  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-fentulalaniin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
2F L-leutsiin-AMC FLE  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents L-leutsiin-AMC <1
> FCT lahter < FCT lahter
1F Escosyl* FSC  sinine fluorestsents  sinine fluorestsents Escosyl <1
> FCT lahter < FCT lahter
4G Disaccharide DIS  Kuldne/Kollane Oranz/Punane Disahhariid <300
2G Furanoos FUR  Kuldne/Kollane Oranz/Punane Furanoos <300
1G Plranoos PYO  Kuldne/Kollane Oranz/Punane PlUranoos <300
4H p-n-p-a-D-galaktosiid AGA Kollane Varvitu p-n-p-a-D-galaktosiid <7
2H p-n-p-B-D-galaktosiid NPG  Kollane Varvitu p-n-p-B-D-galaktosiid <7
1H  p-n-p-fosfaat PHO Kollane Varvitu p-n-p-fosfaat <7
4 a-D-gltkosiid AGL Kollane Varvitu p-n-p-a-D-glukosiid <7
21 p-n-p-N-atsetitl- NAG Kollane Varvitu p-n-p-N-atsetutl- <7
gltikoosaminiid glikoosaminiid
1l L-proliin-p-nitroaniliid PRO  Kollane Varvitu L-proliin-p-nitroaniliid <
4) p-n-p-a-L-fukosiid AFU  Kollane Varvitu p-n-p-a-L-fukosiid <
2) p-n-p-B-D-gliikosiid BGL Kollane Varvitu p-n-p-B-D-glukosiid <
1 L-alantidl-L-alaniin-p- ALA  Kollane Varvitu L-alantul-L-alaniin-p- <

nitroaniliid

nitroaniliid

*Escosyl substraat on htdrolutsimatult fluorestsentne. Fluorestsents kahaneb enstiimi juuresolekul.

ETTEVAATUSABINOUD: in vitro diagnostika

Peale kasutamist tuleb koik nakkusohtlikud materjalid, sealhulgas alused, vatitupsutid, inokulaadituubid, indooli
testideks kasutatud filtripaberid ja paneelid enne araviskamist autoklaavida voi poletada.



SAILITAMINE JA KASITSEMINE /SAILIVUSAEG

Kaaned: kaaned on individuaalselt pakitud ja neid tuleb sailitada avamata ktlmkapis 2-8 °C juures. MITTE
KULMUTADA. Kontrollida pakendit visuaalselt, fooliumpakendi aukude ja mérade suhtes. Mitte kasutada, kui pakendil
ilmnevad kahjustused. Originaalpakendi kaaned, kui neid on séailitatud vastavalt soovitustele, hoiavad oodatava
reaktiivsuse alal kuni aegumiskuupaevani.

Alused: alused on pakitud kahes kiimneses komplektis, BBL Crystal'i inkubatsioonikandikutel. Alused on virnastatud
tagurpidi péératuna, et minimeerida saastumist 6hu kaudu. Sailitada tolmuvabas keskkonnas 2-25 °C juures

kuni kasutamiseni. Kasutamata alused sailitada kandikul plastikkotis. Tuhje kandikuid tuleks kasutada paneelide
inkubeerimiseks.

Inokulaadivedelik: BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokulaadivedelik (IF) on pakitud kahes kimnest tuubist koosnevas
komplektis. Kontrollida tuube visuaalselt mérade, lekete jne suhtes. Mitte kasutada, kui ilmneb leke, tuubi véi korgi
kahjustus voi saastumise visuaalsed téendid (nt hagusus, sogasus). Séilitada tuube 2-25 °C juures. Aegumiskuupaev

on naidatud tuubi sildil. BBL Crystal ANR ID paneelidega tuleks kasutada ainult BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H
inokulaadivedelikku.

Vastuvotmisel sailitada BBL Crystal ANR ID komplekti 2-8 °C juures. Parast avamist tuleb ainult kaasi sailitada 2-8 °C
juures. Komplekti Glejadnud komponente voib sailitada 2-25 °C juures. Kui komplekti voi selle mis tahes komponenti
sailitatakse kulmkapis, tuleks need enne kasutamist toatemperatuurini soojendada.

PROOVIDE KOGUMINE JA TOOTLEMINE

BBL Crystal ID ststeemid ei ole otseseks kliiniliste proovidega kasutamiseks. Kasutada mitteselektiivse vereagari so6tme
isolaate, naiteks CDC Anaerobe Blood Agar, Brucella Blood Agar, Columbia Blood Agar véi Schaedler Blood Agar.
Testisolaat peab olema puhaskultuur, enamuse liikkide puhul mitte enam kui 24-48 tundi vana; méningate aeglase
kasvuga kokkide (kuni 72 t) ja Actinomyces liigi (72-96 t) puhul véivad ka vanemad kultuurid olla vastuvéetavad.
Inokulaadi suspensiooni ettevalmistamisel tuleks kasutada ainult vatiotsaga aplikaatortupsuteid, kuna méned
polUestertupsutid voivad muuta inokulaadivedeliku viskoosseks. (Vt , Protseduuri piirangud”.) Kui kaaned on pitseeritud
paunadelt eemaldatud, tuleb need kasutada 1t jooksul, tagamaks adekvaatset resultatiivsust. Plastikust kate peaks
jaama kaanele kuni drakasutamiseni.

Kasutatav inkubaator peaks olema niisutatav, ennetamaks vedeliku aurustumist lahtritest inkubatsiooni ajal.
Soovitatav niiskuse tase on 40-60%. BBL Crystal ID stisteemide voi mistahes muude kliiniliste proovidega teostatava
diagnostilise protseduuri kasulikkust méjutab otseselt proovide endi kvaliteet. Laboratooriumitel on soovitatav
rakendada proovide kogumise, transpordi ja primaarsetele isolatsioonisé6tmele kandmise meetodeid, mida on
kirjeldatud ,, Manual of Clinical Microbiology”.! Anaeroobsete proovide kasitsemise kohta soovitatavate allikate
hulka kuuluvad ,, Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual”® ja ,, Principles and Practice of Clinical Anaerobic
Bacteriology" .3

TESTI PROTSEDUUR

Tagatud materjalid: BBL Crystal ANR ID-komplekt:

20 BBLCrystal anaeroobide ID-paneeli kaaned,

20 BBLCrystal alust,

20 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokulaadivedeliku (IF) tuubi. Igas tuubis on umbes 2,3 + 0,15 mL
inokulaadivedelikku, mis sisaldab: KCI 7,5 g, CaCl, 0,5 g, tritsiin N-[2-htdroksu-1, 1-bis (hidroksumetuul)metaul]
glutsiini 0,895 g, puhast vett 1 000 mL-ni.

2 inkubatsioonikandikut,

1 BBLCrystal ANR ID-vastuste plokk.

Mittetagatud materjalid: steriilsed puuvillased tupsutid (poltiestertupsuteid mitte kasutada), inkubaator (35-37 °C)

mitte-CO; (40-60% niiskust), McFarland nr 4 ja nr 5 standardsed, BBL Crystal paneelivaatlusseade, BBL Crystal ID-

stisteemi elektrooniline koodiraamat voi BBL Crystal ANR manuaalne koodiraamat, BBL DMACA indooli reagendi tilguti,

mitteselektiivne kultuuri plaat ja katalaasreagent.

Noutavad on ka kliiniliste proovide ettevalmistamiseks, sailitamiseks ja kasitsemiseks kasutatavad vajalikud seadmed

ja laborivarustus.

Testi protseduur: BBL Crystal ANR ID-ststeem vajab Gram pigmendi, katalaasi ja indooli testide tulemusi. Enne

paneeli valmisseadmist tuleb teostada katalaasi ja indooli testid. Indooli testid viia labi vastavalt pakendilehel toodud

juhendile. Katalaasi testiks on soovitatav 15,0% vesinikperoksiidi lahus, kuhu lisada 1,0% Tween 80.9.24

1. Eemaldada paunalt kaaned. Visata ara kuivatusained. Parast paunalt
eemaldamist tuleks kaaned &ra kasutada 1 t jooksul. Mitte kasutada
paneeli, kui paunas ei ole kuivatusaineid.

2. Vétta inokulaadivedeliku tuub ja margistada patsiendi proovi numbriga.
Kasutades aseptilist tehnikat, noppida tihest soovitatavast so6tmest
steriilse vatitupsuti otsaga (mitte kasutada poliestertupsutit) voi puidust
aplikaatorpulgaga voi Gihekordse plastiksiimusega sama morfoloogiaga
kolooniaid (vaadata peattkki ,Proovide kogumine ja to6tlemine”).

3. Suspendeerida kolooniad BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID
inokulaadivedeliku tuubis.




4. Korkida tuub kinni ja loksutada umbes 10-15 s. Turbiidsus peab olema vordne McFarlandi standardiga nr 4 (mitte
suurem kui McFarlandi standard nr 5). Kui inokulaadi suspensiooni kontsentratsioon on ule soovitatava McFarlandi
standardi, on soovitatav Uks jargmistest sammudest:

a. Varske inokulaadivedeliku tuubiga valmistada uus inokulaadvedelik vastavalt McFarlandi standardile nr 4.

b. Kui lisakolooniad uue inokulaadi suspensiooni ettevalmistamiseks ei ole kattesaadavad, lahjendada aseptilisi
tehnikaid kasutades inokulaati, lisades minimaalne néutav maht (mitte tGletada 1,0 mL) 0,85%-list steriilset
soolalahust, et langetada turbiidsusekvivalent McFarlandi standardini nr 4. Eemaldada tuubi lisatud tleliigne
hulk steriilse pipetiga, nii et |6plik inokulaadivedeliku maht on umbes ekvivalentne tuubis oleva esialgse
mahuga (2,3 0,15 mL). Kui see ebadnnestub, on tulemuseks inokulaadi valgumine tle aluse musta osa,
muutes paneeli kasutuskolbmatuks.

Votta alus ja markida patsiendi proovi number kiilgseinale.

Valada kogu inokulaadivedeliku tuubi sisu aluse sihtpiirkonda.

7. Hoida alust mélema kaega ja lasta inokulaadil 6rnalt valguda piki
réépmestikku, kuni koik lahtrid on taidetud. Veeretada sihtpiirkonnast
kogu uleliigne vedelik tagasija asetada alus to6lauale. BBLCrystal ANR
ID paneelis kasutatava korge pesade kontsentratsiooni tottu tuleks
inokulaati aeglaselt Gle ro6pmestiku veeretada, tagamaks koikide
lahtrite korraliku taitumise. Enne kaane sulgemist veenduda selles, et
lahtrite vahel ei ole liigset vedelikku.

8. Uhitada kaas nii, et kaane mérgistatud ots on aluse sihtpiirkonna peal.

9. Vajutada allasuunas, kuni on tunda kerget vastupanu. Asetada poidlad
kummalegi kuljele kaane aarel suunaga paneeli keskkohta ja lukata
samaaegselt allasuunas, kuni kaas kldpsab kohale (oodata &ra kaks
LKlBpsu™).

Puhas plaat: puhtuse kontrolliks vétta steriilse silmusega inokulaadituubist
vaike tilk, kas enne voi peale aluse inokuleerimist, ning inokuleerida

agara kaldplaat voi plaat (mistahes mitteselektiivne sé6de). Visata
inokulaadivedeliku tuub ja kork bioohtlike jaagtmete konteinerisse.
Inkubeerida kaldplaat voi plaat 24-48 tunniks 35-37 °C juures anaeroobsetel
tingimustel. Puhast plaati voi kaldplaati voib kasutada vajaduse

korral ka mis tahes lisatestimisteks voi seroloogiaks.

Inkubatsioon: asetada inokuleeritud paneelid inkubatsioonikandikutele.
Kimme paneeli mahub thele kandikule (5 reas 2 paneeli). Koiki paneele
tuleks inkubeerida tagurpidises asendis (suuremad aknad tlespoole; silt
allapoole) mitte-CO2 inkubaatoris 40-60% niiskuse juures. Kandikuid ei
tohiks inkubatsiooni ajal tksteise peale laduda rohkem kui kaks. Paneelide
inkubatsiooniaeg on 4 tundi 35-37 °C juures. MARKUS: Inkubaatori ust ei
tohiks inkubatsiooniperioodi jooksul korduvalt avada (eelistatav on véhem
kui 3 korda).




Lugemi votmine: parast soovitatavat inkubatsiooniperioodi eemaldada
paneelid inkubaatorist. Kiki paneele tuleks lugeda tagurpidises asendis
(suuremad aknad Ulespoole; silt allapoole), kasutades BBL Crystal
paneelivaatlusseadet. Reaktsioonide interpreteerimiseks vaadata
varvireaktsiooni kaarti ja/voi tabelit 3. Reaktsioonide tlesmarkimiseks kasutada
BBL Crystal ANR vastuste plokki.

a. Lugeda koigepealt kolonnid G kuni J, kasutades tavalist (valget)
valgusallikat.

b. Lugeda kolonnid A kuni F (fluorestseeruvad substraadid), kasutades UV-
valgusallikat paneelivaatlusseadmes. Fluorestseeruva substraadi lahter
loetakse positiivseks ainult kuilahtris jalgitava fluorestsentsi intensiivsus on
suurem kui negatiivse kontrolli lahtris (A4).

BBL Crystal'i profiili numbri kalkulatsioon: igale testitulemusele (valja arvatud 4A, mida kasutatakse

fluorestsentsnegatiivse kontrollina), mis on andnud positiivse naidu, antakse vaartus 4, 2 voi 1, vastavalt reale, kus test

asetseb. 0-(null)vaartus antakse koigile negatiivsetele tulemustele. Igast positiivsest reaktsioonist saadud vaartused
igas tulbas liidetakse seejarel. Luuakse10-kohaline number; see on profiili number.

Naide: A B C D E F G H I J
4 * + - - + + + - + -
2 - + + + - + - + + -
1 + - + - + - - + + -
Profiil 1 6 3 2 5 6 4 3 7 0

*(4A) = fluorestsentsnegatiivne kontroll

Valida pakutud mendtiiist sobiv BBLCrystal anaeroobi andmebaas. Inokulaadi valmistamiseks kasutatud primaarse
plaadi tiiiip méaérab sobiva andmebaasi. Brucella véi Columbia Blood Agar s66tmete puhul valida mendidist vere
agari tdiendandmebaas.

Tulemuseks saadud profiili number ja iseseisvate testide tulemused (Gram pigmendi, katalaasi ja indooli test)
tuleb samastamiseks sisestada personaalarvutisse, kuhu on installeeritud BBL Crystal ID-ststeemi elektrooniline
koodiraamat. Olemas on ka manuaalne koodiraamat. Kui kompuuter ei ole kattesaadav, kontakteeruda

BD Diagnostics'i tehnikateenistusega samastamisprotseduuril abi saamiseks.

Kasutaja kvaliteedi kontroll: kvaliteedi kontrolli testimine on soovitatav igale paneelide partiile jargnevalt:

1. Inokuleerida paneel Bacteroides fragilis ATCC 25285-ga soovitatava protseduuri abil (vaadata peattkki , Testi
protseduur”).

2. Enneinkubatsiooni jatta paneel Gheks minutiks toatemperatuurile (mitte rohkem kui 2 min).
Lugeda ja registreerida reaktsioonid paneelivaatlusseadme ja varvireaktsiooni kaardi abil.

Kui tkskoik milline lahter (valja arvatud 1F) on varvireaktsiooni kaardi jargi positiivne (parast 1-2 min), MITTE
KASUTADA PANEELE sellest partiist. Kontakteeruda BD Diagnostics'i tehnikateenistusega. (MARKUS: Lahter 1F
[Escosyl] peab rehtdreerimisel olema positiivne.)

Kui kéik lahtrid on negatiivsed, inkubeerida paneeli 4 tundi 35-37 °C juures.
Lugeda paneeli paneelivaatlusseadme ja varvireaktsiooni kaardi abil; registreerida reaktsioonid vastuste plokki.

7. Vorrelda registreeritud reaktsioone tabelis 4 loetletutega. Kui saadakse lahknevad tulemused, kinnitada enne
BD Diagnostics’i tehnikateenistusega kontakteerumist kvaliteedikontrolli tive puhtust.

8. Inkubaatori ust ei tohiks inkubatsiooniperioodi jooksul korduvalt avada (eelistatav on vahem kui 3 korda).
Oodatavad testitulemused testtlivede taiendavaks kvaliteedikontrolliks on loetletud tabelis 5.

»w

PROTSEDUURI PIIRANGUD

BBL Crystal ANR ID ststeem on disainitud ettendhtud taksonite jaoks. Need taksonid, mis ei ole loetletud tabelis 1,
ei ole méeldud selles ststeemis kasutamiseks.

Kaik BBL Crystal anaeroobi ID andmebaasid on loodud BBL sé6tmetel. Monede substraatide reaktiivsus kiires
samastamisslisteemides voib soéltuda lahtesd6tmest, mida kasutatakse inokulaadi ettevalmistamisel. Me soovitame
BBL Crystal ANR ID stisteemis jargmiste BBL sdGtmete kasutamist: CDC anaeroobi vere agar, Schaedler agar K;-vitamiiniga
ja 5% lambaverega, Columbia agar 5% lambaverega ja Brucella vere agar hemiini ja K;-vitamiiniga (vt , Kattesaadavus”).

BBL Crystal samastamisststeemid kasutavad modifitseeritud mikrokeskkonda, seetottu voivad selle individuaalsete
testide oodatavad vaartuse erineda eelnevalt konventsionaalsete testreaktsioonidega kindlakstehtud informatsioonist.
BBL Crystal ANR ID ststeemi tapsus pShineb spetsiaalselt disainitud testide statistilisel kasutamisel ja eksklusiivsel
andmebaasil.

Samal ajal kui BBL Crystal ANR ID sUsteem abistab mikroobide samastamisel, tuleb tunnistada, et tlivede vahel

liigi piires voivad esineda vaiksemad variatsioonid. Paneelide kasutamine ja tulemuste interpreteerimine néuab
kompetentset mikrobioloogi. Loplik isolaadi samastamine peaks votma arvesse proovi paritolu, aerotolerantsust,
pesade morfoloogiat, kolooniate karakteristikuid mitmesugustel sé6tmetel ja ka metaboolseid I6pp-produkte, mis on
vajadusel méaaratavad gaas-vedelikkromatograafial.



Tabel 4
BBLCrystal ANR ID-siisteemi kvaliteedi kontrolltabel*

Paneeli Bacten?l:des
asukoht Substraat Kood fragilis
ATCC 25285
4A Fluorestsentsnegatiivne kontroll FCT -
2A L-arginiin-AMC FAR
1A L-histidiin-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-mannosiid FAM \z
2B L-seriin-AMC FSE -
1B L-isoleutsiin-AMC FIS -
4c 4AMU-B-D-mannosiid FBM +
2C Glutsiin-AMC FGL -
1C L-alaniin-AMC FAL \"
4D 4MU-N-atsettl-B-D-D- FGA +
galaktoosaminiid
2D L-puroglutaamhape-AMC FPY vin
1D L-lusiin-AMC FLY \%
4E L-metioniin-AMC FME Vv
2E 4MU-B-D-tsellobioptranosiid FCE +
1E AMU-B-D-ksulosiid FXY Vi
4F L-fenadlalaniin-AMC FPH \
2F L-leutsiin-AMC FLE +
1F Escosyl FSC —34,10
4G Disaccharide DIS +
2G Furanoos FUR +
1G Piranoos PYO +
4H p-n-p-a-D-galaktosiid AGA +
2H p-n-p-B-D-galaktosiid NPG +
1H p-n-p-fosfaat PHO +
4 D-gltikosiid AGL +
21 N-atsetttl-glikoosaminiid NAG +
11 L-proliin-p-nitroaniliid PRO -
4) p-n-p-a-L-fukosiid AFU +
2) p-n-| -glukosiid BGL +
1) L-alantil-L-alaniin-p-nitroaniliid ALA +
1 = negatiivne BBL Schaedlerist 6 = korvalekalle BBL Brucellast
2 = positiivne BBL Schaedlerist 7 = negatiivne BBL Columbiast
3 =korvalekalle BBL Schaedlerist 8 = positiivne BBL Columbiast
4 = negatiivne BBL Brucellast 9 = korvalekalle BBL Columbiast
5 = positiivne BBL Brucellast
Tabel 5
BBLCrystal ANR ID-sti i taiendavad kvaliteedi kontrolltiived
P: . Bacteroides Peptostreptococcus Lactobacillus Fusobacterium
aneeli . . . . . .
asukoht Substraat Kood distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
ATCC8503 ATCC29743 ATCC314 ATCC 27725
4A Fluorestsentsnegatiivne kontroll FCT - - - -
2A  L-arginiin-AMC FAR + + + —4.10
1A L-histidiin-AMC FHI v + +3 -
4B 4MU-a-D-mannosiid FAM + - - -
2B L-seriin-AMC FSE - - +3 -
1B L-isoleutsiin-AMC FIS -4 - + -
4c 4MU-B-D-mannosiid FBM +10 - - -
2C  Glutsiin-AMC FGL vii2 \z V2 -
1C L-alaniin-AMC FAL + \z + -
4D  4MU-N-atsetGul-p-D- FGA + - - -
galaktoosaminiid
2D L-puroglutaamhape-AMC FPY V112 - vi.24 +
1D L-ltsiin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-metioniin-AMC FME + +4,10 + v
2E 4MU-B-D-tsellobioptiranosiid FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-ksulosiid FXY +10 - - -
4F L-fentiilalaniin-AMC FPH Vvi2 \Y + -
2F L-leutsiin-AMC FLE + +10 + \Y
1F Escosyl FSC \% V2,15 34,10 V15
4G Disaccharide DIS + - +3.10.24 -
2G Furanoos FUR + - + v
1G Plranoos PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktosiid AGA + - +3.4.10 -
2H p-n-p-B-D-galaktosiid NPG + - +34.10 -
1H p-n-p-fosfaat PHO + - - -
41 p-n-p-a-D-gliikosiid AGL + - V1 -
2l p-n-p-N-atsettul-glikoosaminiid NAG + - V1215 -
11 L-proline-p-nitroaniliid PRO - - \ -
4) p-n-p-a-L-fukosiid AFU - - - -
2) p-n-p-B-D-gliikosiid BGL + - + -
1) L-alantul-L-alaniin-p-nitroaniliid ALA + - \Y -

*Naidatud tulemused on oodatud kui kasutatakse BBL CDC agarit 5% lambaverega.



Inokulaadi suspensiooni ettevalmistamisel tuleks kasutada ainult vatiotsaga aplikaatortupsuteid, puidust
aplikaatorpulki véi thekordseid plastiksilmuseid, kuna méned poltestertupsutid voivad muuta inokulaadivedeliku
viskoosseks. Selle tulemuseks voib olla lahtrite taitmiseks ebapiisav inokulaadivedelik. Kui kaaned on pitseeritud
paunadelt eemaldatud, tuleb need kasutada 1t jooksul, tagamaks adekvaatset resultatiivsust. Plastikust kate peaks
jaama kaanele kuni arakasutamiseni.

Inkubaatorit, kuhu paneelid asetatakse, tuleks niisutada, et ennetada inokulaadivedeliku aurustumist lahtritest
inkubatsiooni ajal. Soovitatav niiskuse tase on 40-60%.

Paneele tuleks parast inokulatsiooni inkubeerida ainult tagurpidises asendis (suuremad aknad Glespoole; silt
allapoole), et viia maksimumini substraatide efektiivsus.

Kolooniaid tuleks votta mitteselektiivse vereagari plaatidelt, naiteks BBL CDC anaeroob, Brucella, Columbia ja
Schaedler (vt ,Kattesaadavus”).

Kui BBL Crystal testi profiil annab tulemuseks ,, Mittesamastatav” ja kultuuri puhtus on kinnitatud, on téenaoline,

et (i) testitav isolaat toodab attdpilisiBBL Crystal reaktsioone (mis vdivad olla pdhjustatud ka protseduurivigadest),
(ii) testitav liik ei ole ettenahtud taksonite osa vai (iii) sisteem ei ole véimeline samastama testitavat isolaati ndutava
konfidentsiaalsustasemega. Kui kasutajaviga on valistatud, on soovitatavad konventsionaalsed testmeetodid.

RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD

Korduvteostatavus: sdltumatus uuringus, mis haaras nelja kliinilist laboratooriumi (kokku viis hindamist), uuriti
BBL Crystal ANR ID substraatide (29) reaktsioonide korduvteostatavust dubleeriva testimise abil. Uksikute
substraatide reaktsioonide korduvteostatavus ulatus 96,2%-It kuni 100%-ni. Uletldine BBL Crystal ANR ID paneeli
korduvteostatavuse maar oli 99,1%.25

Samastamise tapsus: BBL Crystal ANR ID-ststeemi resultatiivsust vorreldi kaesoleval ajal kattesaadava kommerts-
slisteemiga ja samuti konventsionaalsete referents-samastusmeetoditega, vastavalt VA Wadsworth Laboratooriumi
soovitustele, kasutades kliinilisi isolaate ja standardseid kultuure. Viies sdltumatus laboratooriumis viidi labi kokku
neli uurimust. Resultatiivsuse karakteristikute kindlakstegemisel kasutati kliinilisse laboratooriumi saabuvaid varskeid,
rutiinseid isolaate, aga ka valikuliselt kliiniliste katsete paikades varem samastatud isolaate.

Viies uurimuses kokku 633-st testitud isolaadist 588 (93%) samastati BBL Crystal ANR ID-ststeemis Sigesti

(sealhulgas isolaadid, mis noudsid taiendavat testimist). Kokku 36 (6%) isolaati samastati ebakorrektselt, ja sénum
+Mittesamastatav” saadi 9 (1%) isolaadi puhul.25

KATTESAADAVUS

Kat. Nr Kirjeldus Kat. Nr Kirjeldus

245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, millest igatks 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with
sisaldab 20: BBLCrystal Anaerobe ID Panel 5% Sheep Blood, 100 tk karbis.
Lids, BBLCrystal Bases ja BBLCrystal Anaerobe 231539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
ID Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, pakendis 20.

245038 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
Fluid, karbis 10. 5% Sheep Blood, karbis 100.

245031 BBLCrystal Panel Viewer, siseriiklik mudel, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
110V, 60 Hz. pakendis 20.

245032 BBLCrystal Panel Viewer, Euroopa mudel, 220 751263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
V, 50 Hz. karbis 100.

245033 BBLCrystal Panel Viewer, Jaapani mudel, 100 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
V, 50/60 Hz. Vitamin K;, pakendis 20.

245034  BBLCrystal Panel Viewer Longwave 297716  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
UV Tube. Vitamin Kj, karbis 100.

245036 BBLCrystal Panel Viewer White Light Tube. 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, karbis

245011 BBLCrystal Identification Systems Anaerobe 50.
Manual Codebook. 212539 BBL Gram Stain Kit, pakendis 4 x 250 mL

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with pudelid.

5% Sheep Blood, pakendis 20.
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