& BD BBL Crystal Identification Systems
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Lietuviy

SKIRTA NAUDOTI

BBLCrystal Anaerobe (ANR) identifikavimo (ID) sistema pagrjsta miniatidrizuota identifikavimo metodika, pagal kurig
naudojami modifikuoti tradiciniai, fluorogeniniai ir chromogeniniai substratai. Ji skirta daznai i$ klinikiniy bandiniy
isskiriamy anaerobiniy bakterijy identifikacijai.2

SANTRAUKA IR PAAI-KINIMAS

Biocheminio mikroorganizmy identifikavimo mikrometodai jau Zinomi nuo 1.918 m.10 Keliose publikacijose minima
apie reagentais impregnuoty disky ir mikromégintuvéliy metodo naudojima zarnyno bakterijoms diferencijuoti.10-14
Susidoméjimas miniatiGrizuotomis identifikavimo sistemomis 7-ojo desSimtmecio pabaigoje paskatino keleto
komerciniy sistemy atsiradima, ir jy pranasuma lémé mazos laikymo erdveés poreikis, ilgas galiojimo laikas,
standartizuota kokybés kontrolé ir paprastas naudojimas.

Daugelis BBLCrystal ID sistemose naudojamy tyrimy yra modifikuoti klasikiniai metodai. Tarp jy yra jvairiy substraty
fermentacijos, oksidacijos, skaldymo ir hidrolizés reakcijy. Be to, kaip ir BBLCrystal ANR identifikavimo panelyje,
mikroorganizmams fermenty, metabolizuojanciy jvairius substratus, nustatymui naudojami substratai, zyméti
chromogenais ir fluorogenais.12.15-22

BBLCrystal ANR ID rinkinj sudaro: i) BBLCrystal ANR ID panelio dangteliai, i) BBLCrystal pagrindai ir iii) mégintuvéliai
su BBLCrystal anaeroby (ANR), gram (+) (GP), ekspres gram (+)(RGP), neiserijy/hemofily (N/H) ID inokuliavimo

skysciu (Inoculum Fluid, IF). ID panelio dangtelyje ant plastmasiniy strypeliy galy yra 29 dehidratuoti substratai ir
fluorescencijos kontrolés reagentas. Pagrinde yra 30 reakcijos sulinéliy. Inokuliatas paruosiamas inokuliavimo skystyje
ir juo uzpildomi visi 30 pagrindo Sulinéliy. Kai dangtelis uzdedamas ant pagrindo ir uzdaromas, tiriamas inokuliatas
sudrékina dehidratuotus substratus ir sukelia reakcijas.

Po inkubacijos periodo jvertinamas 3ulinéliy spalvos pasikeitimas ar fluorescencija, atsirandanti dél mikroorganizmy
metabolizmo. Gauti 29 reakcijy rezultatai verciami j desimties Zenkly profilio numerj, pagal kurj vykdomas tolesnis
identifikavimas.23 Biocheminiy ir fermentiniy reakcijy su 29 BBLCrystal ANR ID substratais profiliai yra saugomi
BBLCrystal ANR ID duomeny bazéje. Identifikavimas atliekamas lyginant tiriamojo mikrobo reakcijy profilj su
duomeny bazéje saugomais profiliais. Visas taksony sgrasas, esantis dabartinéje duomeny bazéje, pateiktas

1 lenteléje.

PROCEDUROS PRINCIPAI

BBLCrystal ANR ID panelyje yra 29 dehidratuoti biocheminiy ir fermentiniy reakcijy substratai. Substratai
rehidratuojami bakterijy suspensija inokuliavimo skystyje. —ioje sistemoje mikrobai utilizuoja ir skaldo specifinius
substratus, o reakcijos iSrySkinamos jvairiais indikatoriais. Fluorogeniniy substraty, turin¢iy 4-metilumbeliferono
(4MU) kumarino derivaty, arba 7-amino-4-metilkumarino (7-AMC) fermentiné hidrolizé sukelia fluorescencija, kurig
lengva aptikti vizualiai'5-19 UV 3viesoje.9-21 Jei jvyksta chromogeniniy substraty hidrolize, jie pakeicia spalva, kurig
lengva aptikti vizualiai. Be to, BBLCrystal ID sistemoje naudojami ir kiti tyrimai, kurie nustato mikrobo sugebéjima
hidrolizuoti, skaldyti, redukuoti ar kitaip utilizuoti substrata.

Reakcijos, vykstancios su jvairiais substratais, ir trumpas jy principo aprasymas pateikiamas 2 lenteléje. Reakcijos
lokalizacija panelyje lenteléje nurodo raidé ir numeris (pvz., 1J reiskia reakcija 1 eiléje J stulpelyje).



1 lentelé.

BBLCrystal ANR ID sistemos taksonai

Gramneigiamos lazdelés

Tolerantiskos tulziai
Bacteroides fragilis grupé
caccae

distasonis grupé!®
eggerthii

fragilis

ovatus

stercoris
thetaiotaomicron
uniformis

vulgatus

Kitos:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii1
Jautrios tulziai Pigmentuotos
Capnocytophaga rasys
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

oI mm®m® o

Jautrios tulziai
Nepigmentuotos
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P. oralis

P. oris

P. veroralis'
Nepigmentuotos,
Nejdubusios
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta

Tolerantiskos tulZiai

Nepigmentuotos
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra
Desulfovibrio rasys
Campylobacter

C. curvus/rectus

Nepigmentuotos,
Jdubusios
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter
C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans!.11
F. mortiferum

F. necrophorum

F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Paaiskinimas: 1 =taksonai, esantys BBL Crystal, tik BBL Schaedler duomeny bazéje.

2 = taksonai, esantys tik BBL Crystal, tik BBL Schaedler ir BBL Crystal kity kraujo agary duomeny bazése.

3 =tarpjy B. distasonisir B. merdae.

4 = taksonai, turintys <10 unikaliy BBL Crystal profiliniy numeriy dabartinéje duomeny bazéje.

Gramteigiamos

Clostridia i R Gramteigiami kokai
nesporinés lazdelés

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
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

Bifidobacterium
B. adolescentis
B. dentium

B. rasys
Eubacterium

E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris

M. ragys2.11
Propionibacterium
P. acnes

P. avidum

P. granulosum4
P. propionicus
Lactobacillus

L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

Ruminococcus

R. productus'
Staphylococcus

S. saccharolyticus
Streptococcus

S. constellatus

S. intermedius
Gramneigiami kokai
Veillonella rasys




2 lenteleé.

BBLCrystal ANR sistemoje naudojamy tyrimy principai

Vieta_ _T)_/ri_m_o Kodas Tyrimo pripcipas
panelyje apibadinimas (metodika)

4A Neigiama fluorescencijos kontrolé FCT  Kontrolé fluorescuojancio substrato rezultatams
standartizuoti.

2A L-arginino-AMC FAR  Fermentiné amidinés arba glikozidinés jungties
hidrolizé atpalaiduoja fluorescuojantj kumarino
derivatg.19-21

1A L-histidino-AMC FHI

4B 4MU-a-D-manozidas FAM

2B L-serino-AMC FSE

1B L-izoleucino-AMC FIS

4C 4MU-B-D-manozidas FBM

2C Glicino -AMC FGL

1C L-alanino-AMC FAL

4D 4MU-N-acetil-3-D-galaktozaminidinas FGA

2D L-pirogliutamo ragsties-AMC FPY

1D L-lizino-AMC FLY

4E L-metionino-AMC FME

2E 4MU-B-D- celobiopiranozidas FCE

1E 4MU-B-D-ksilozidas FXY

4F L-fenilalanino-AMC FPH

2F L-leucino-AMC FLE

1F Eskozilis FSC  Glikozidinés jungties hidrolizé atpalaiduoja nesvytintj
eskuleting.22

4G Disacharidas DIS  Angliavandenio utilizavimas sumazina pH ir pakeicia
indikatoriaus (fenolo raudonio) spalva.1.2.11.12

2G Furanozé FUR

1G Piranozé PYO

4H p-nitrofenil-a-D-galaktozidas AGA  Fermentiné bespalvio arilinto glikozido hidrolizé
atpalaiduoja geltong paranitrofenola.15-19

2H p-nitrofenil-B-D-galaktozidas NPG

1H paranitrofenilfosfatas PHO

4l p-nitrofenil-a-D-gliukozidas AGL

21 p-nitrofenil-N-acetil-gliukozaminidinas NAG

11 L-prolino-p-nitroanilidas PRO  Fermentiné bespalvio amidinio substrato hidrolizé
atpalaiduoja geltong paranitroaniling. 1519

4) p-nitrofenil-a-L-fukozidas AFU  Fermentiné bespalvio arilinto glikozido hidrolizé
atpalaiduoja geltong paranitrofenola.15-19

2) p-nitrofenil-B-D-gliukozidas BGL

1 L-alanil-L-alanin-p-nitroanilidas ALA  Fermentiné bespalvio amidinio substrato hidrolizé

atpalaiduoja geltong paranitroaniling.15-19




Reagentai

BBLCrystal ANR ID panelyje yra 29 dehidratuoti fermentiniy ir biocheminiy reakcijy substratai. Aktyvioji medziaga
nurodoma toliau pateiktoje lenteléje.

3 lenteleé.
BBLCrystal ANR ID sistemoje naudojami reagentai

Vleta_ Substratas Kodas Telglelrna Nelgl::-l_ma Aktyy_loll Apytikré
panelyje reakcija reakcija medziaga konc. (g/L)
4A  Neigiama fluorescencijos ~ FCT  nevertinama nevertinama Fluorescuojantis <1
kontrolée kumarino derivatas
2A  L-arginino-AMC FAR  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija L-arginino-AMC <1
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
1A L-histidino-AMC FHI  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija L-histidino-AMC <1
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
4B 4MU-a-D-manozidas FAM Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija 4MU-a-D-manozidas <1
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
2B L-serino-AMC FSE  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija L-serino-AMC <1
> FCT Sulinélio < FCT 3ulinélio
1B L-izoleucino-AMC FIS  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija L-izoleucino-AMC <1
> FCT 3ulinélio < FCT 3ulinélio
4C  4MU-B-D-manozidas FBM  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija 4MU-B-D-manozidas <1
> FCT 3ulinélio < FCT 3ulinélio
2C  Glicino-AMC FGL  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija Glicino -AMC <1
> FCT 3ulinélio < FCT ulinélio
1C  L-alanino-AMC FAL  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija L-alanino-AMC <1
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
4D 4MU-N-acetil-B-D- FGA  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija 44MU-N-acetil-B-D- <1
galaktozaminidinas > FCT sulinélio < FCT ulinélio galaktozaminidinas
2D  L-pirogliutamo rugsties-  FPY  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija L-pirogliutamo ragsties- <1
AMC > FCT sulinélio < FCT ulinélio AMC
1D L-lizino-AMC FLY  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija L-lizino-AMC <1
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
4E  L-metionino-AMC FME Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija L-metionino-AMC <1
> FCT Sulinélio < FCT 3ulinélio
2E  4MU-B-D- celobio- FCE  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija 4AMU-B-D- celobio- <1
piranozidas > FCT 3ulinélio < FCT 3ulinélio piranozidas
1E  4MU-B-D-ksilozidas FXY  Melsva fluorescencija  Melsva fluorescencija 4AMU-B-D-ksilozidas <1
> FCT 3ulinélio
4F  L-fenilalanino-AMC FPH  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija L-fenilalanino-AMC <1
> FCT 3ulinélio
2F  L-leucino-AMC FLE  Melsva fluorescencija ~ Melsva fluorescencija L-leucino-AMC <1
> FCT sulinélio
1F  Eskozilis* FSC  Melsva/zalia Melsva/zalia Eskozilis <1
fluorescencija fluorescencija
> FCT sulinélio < FCT ulinélio
4G  Disacharidas DIS  Aukso/geltona Oranziné/raudona Disacharidas <300
2G  Furanozé FUR  Aukso/geltona Oranziné/raudona Furanozé <300
1G  Piranozé PYO Aukso/geltona Oranziné/raudona Piranozé <300
4H  p-n-p-a-D-galaktozidas AGA Geltona Bespalve p-n-p-a-D-galaktozidas <7
2H  p-n-p-B-D-galaktozidas NPG  Geltona Bespalve p-n-p-B-D-galaktozidas <7
1H  p-n-p-fosfatas PHO  Geltona Bespalve p-n-p-fosfatas <7
41 p-n-p-a-D-gliukozidas AGL  Geltona Bespalve p-n-p-a-D-gliukozidas <7
21 p-n-p-N-acetil- NAG Geltona Bespalve p-n-p-N-acetil- <7
gliukozaminidas gliukozaminidas
1 L-prolino-p-nitroanilidas  PRO  Geltona Bespalve L-prolino-p-nitroanilidas <7
4)  p-n-p-a-L-fukozidas AFU  Geltona Bespalve p-n-p-a-L-fukozidas <
2) p-n-p-B-D-gliukozidas BGL Geltona Bespalve p-n-p-B-D-gliukozidas <
1) L-alanil-L-alanin-p- ALA  Geltona Bespalve L-alanil-L-alanin-p- <

nitroanilidas

nitroanilidas

*Eskozilis fluorescuoja nehidrolizuotas. Jei yra jj skaldantis fermentas, Sulinélio fluorescencija silpnéja.

Atsargumo priemonés: in vitro diagnostikai

Panaudotas infekcines medziagas (tarp jy léksteles, vatinius tamponus, inokuliato mégintuvélius, indolo tyrimui
naudotus filtracinius popierélius, panelius) pries iSmetant arba sudeginant reikia sterilizuoti autoklave.



LAIKYMAS IR NAUDOJIMAS/SANDELIAVIMO LAIKAS

Dangteliai. Dangteliai yra supakuoti individualiai. Juos saugoti reikia nepazeistoje pakuotéje saldytuve 2-8 °C
temperataroje. NEUZ-ALDYTI! Patikrinkite, ar paneliy pakuotéje néra skyliy ir jplysimy. Nenaudokite, jei pakuoteé
atrodo pazeista. Laikomi pagal rekomendacijas originalioje pakuotéje dangteliai iSlaikys reikiama reaktyvuma iki
galiojimo laiko pabaigos.

Pagrindai. Pagrindai supakuoti j du paketus po 10 BBLCrystal inkubacijos loveliuose. Pagrindai sudéti dugnu j

virsy, siekiant sumazinti jy iSorinj uzter$ima. Kai nenaudojate, laikykite maiselius mazai dulkétoje aplinkoje 2-25 °C
temperataroje. Nepanaudotus pagrindus laikykite lovelyje, jdéje j maiselj. Tuscius lovelius galima naudoti paneliams
inkubuoti termostate.

Inokuliavimo skystis. BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokuliavimo skystis (IS) supakuotas j du paketus po

10 mégintuvéliy. Patikrinkite, ar mégintuvéliai nepraleidzia skyscio, ar nepazeisti ir t. t. Jei mégintuvéliai praleidzia
skystj, pazeistas mégintuvélis ar dangtelis ar yra skyscio uzter§imo pozymiy (drumstumo, balzganumo), tokio
inokuliavimo skyscio nenaudokite. Laikykite inokuliavimo skystj 2-25 °C temperattroje. Galiojimo data nurodyta ant
meégintuvélio etiketés. BBLCrystal ANR paneliams naudoti tik BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H inokuliavimo skystj.
Gave BBLCrystal ANR rinkinj, laikykite jj 2-8 °C temperataroje. ISpakuoto rinkinio dangtelius laikykite 2-8 °C
temperatiroje, o likusius komponentus — 2-25 °C temperataroje. Jei rinkinys ar jo komponentai laikomi atSaldyti, prie$
naudojant juos reikia susildyti iki kambario temperataros.

BANDINIO PAEMIMAS IR TYRIMAS

BBLCrystal ID sistemos néra skirtos identifikavimui tiesiai i$ klinikinio bandinio. Jomis tiriamos terpés, izoliuotos nuo
neselektyviy kraujo agaro terpiy, pvz., CDC Anaerobe kraujo agaro, Brucella kraujo agaro, Columbia kraujo agaro
arba Schaedler kraujo agaro. Tiriama kolonija turi bati gryna ir ne senesné kaip 24-48 valandy; senesnes kultaras
galima naudoti kai kuriems létai augantiems kokams (iki 72 val.) ir Actinomyces rasims (72-96 val.). Inokuliavimo
suspensijos turi bati ruosiamos tik vatiniais tamponéliais, nes dél kai kuriy poliesteriniy tamponéliy panelio uzséjimas
gali sutrikti. (Zr. ,,Proceduros apribojimai”). Norint uztikrinti adekvacias reakcijas, atidarytus dangtelius reikia
sunaudoti per 1 valanda. Naudojimo metu plastikinis dangtis turi bati ant panelio dangtelio.

Kad paneliuose esantis inokuliavimo skystis inkubuojant neisgaruoty, termostatas turi bati drékinamas.
Rekomenduojamas 40-60 % drégnumas. BBLCrystal ID sistemoms, kaip ir bet kuriai kitai diagnostinei proceddirai su
klinikiniais bandiniais, tiesiogine jtaka turi paties bandinio kokybé. Laboratorijai rekomenduojama naudoti bandiniy
rinkimo, transportavimo ir paséjimo j pirmine terpe metodikas, pateiktas Klinikinés mikrobiologijos vadove (Manual
of Clinical Microbiology).! Kita svarbi literattra apie anaerobiniy bandiniy paruosima yra Wadsvortho anaerobinés
mikrobiologijos vadovas (Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual)? ir Klinikinés anaerobinés mikrobiologijos
principai ir praktika (Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology).3

TYRIMO ATLIKIMO METODIKA

Pateikti reikmenys: BBLCrystal ANR ID rinkinys -

20 BBLCrystal Anaerobe ID dangteliy,

20 BBLCrystal pagrindy,

20 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokuliavimo skys¢io mégintuveéliy. Viename mégintuvélyje yra apie 2,3+ 0,15 mL
inokuliavimo skyscio, kurio sudétis tokia: 7,50 g KCl, 0,5 g CaCly, 0,895 g tricin N-[2-hidroksi-1,1-bi (hidroksimetil)
metil] glicino, iki 1000 mL purifikuoto vandens.

2 inkubavimo loveliai,

1 BBLCrystal ANR ID ataskaitos aplankas.

Nepateikti reikmenys: sterils vatos tamponéliai (nenaudoti poliesteriniy tamponéliy), ne CO, inkubavimo

termostatas (35-37 °C, palaikomas drégnumas 40-60 %), McFarland standartai Nr. 4 ir Nr. 5, BBLCrystal lempa,

BBLCrystal ID elektroniné kody knyga ar BBLCrystal vadovas, BBL DMACA indolo lasintuvai, lékstelés su

neselektyviomis terpémis ir katalazés reagentas.

Taip pat reikalingos jprastinés laboratorijos priemonés ir indai, naudojami klinikiniams bandiniams ruosti, saugoti ir tirti.

Tyrimo metodika. BBLCrystal ANR ID sistemai reikalingas tepinélio jvertinimo pagal Gramo dazyma, indolo ir katalazés

testy rezultatai. Pries uzséjant panelj reikia atlikti katalazés ir indolo tyrimus. Indolo tyrima atlikite vadovaudamiesi su

reagentu pateikta instrukcija. Katalazés tyrimui rekomenduojamas 15,0 % vandenilio peroksido ir tirpalas su 1,0 %

Tween 80.9.24

1. Dangtelius istraukite i$ maiselio. ISmeskite sausiklj. Pasalintg i$ maiselio
dangtelj reikia panaudoti per 1 val. Panelio, kurio maiselyje néra
sausiklio, naudoti negalima.

2. Paimkite mégintuvélj su inokuliavimo skysciu ir pazymékite ant
jo paciento bandinio numerj. Aseptiskai paimkite i vienos i$
rekomenduojamy terpiy (zr. ,,Bandinio paémimas ir tyrimas”)
vienodos morfologijos kolonijy steriliu vatos tamponéliu (nenaudokite
poliesterinio tampono) arba mediniu aplikatoriumi.

3. Padarykite kolonijy suspensijg mégintuvélyje su BBLCrystal ANR, GP, RGP,
N/H ID inokuliavimo skysciu.

4. Uzdarykite mégintuveélj ir mazdaug 10-15 sekundziy pakratykite. Suspensijos drumstumas turi atitikti McFarland
standartg Nr. 4 (neturi virSyti standarto Nr. 5 pagal McFarlanda). Jei suspensijos drumstumas yra didesnis nei
rekomenduojamasis McFarlando standartas, patariama imtis Siy priemoniy:

a. Paimkite nauja inokuliavimo skysc¢io mégintuvélj ir pagaminkite nauja inokuliavimo suspensija pagal
McFarland standartg Nr. 4.



b. Jei neliko tiriamos kultaros kolonijy ir naujos suspensijos pagaminti negalima, naudodami aseptine technikg
praskieskite suspensija minimaliu kiekiu (ne daugiau kaip 1,0 mL) 0,85 % sterilaus fiziologinio tirpalo arba
inokuliavimo skysciu, kad drumstumas sumazéty iki 4 pagal McFarlanda. Skyscio pertekliy pasalinkite sterilia
pipete taip, kad mégintuvélyje likty pradinis suspensijos taris (2,3 + 0,15 mL). Jei tai nebus padaryta, suspensija
issilies per pagrindo krastus ir panelio nebus galima naudoti.

5. Paimkite pagrindg ir ant Sono pazymeékite paciento bandinio numerj.

Supilkite visg inokuliatg j tam skirtg pagrindo vieta.

7. Laikydami pagrindg abiem rankom 3velniai paskirstykite inokuliatg po
griovelj, kad uzsipildyty visi jame esantys sulinéliai. Skyscio pertekliy
grazinkite atgal j pradine vieta, kur jis buvo i3piltas, ir padékite pagrinda
ant stalo. Kadangi BBLCrystal ANR ID panelyje naudojama didelé Iasteliy
koncentracija, inokuliatas i3 |éto turi bati paskirstytas taip, kad uzpildyty
visus sulinélius. Pries uzdédami dangtelj jsitikinkite, kad tarp sulinéliy
néra inokuliato.

8. Uzdeékite dangtel;j taip, kad galas su etikete atsidurty vir$ pagrinde
esancios inokuliato jpylimo vietos.

9. Stumtelékite dangtelj, kol pajusite silpng pasipriesinima. Abiem nyksciais
paspauskite dangtelj per vidurj i$ Sony vienu metu taip, kad jis atsidurty
jam skirtoje vietoje (turi pasigirsti 2 traksteléjimai).

Kolonijos grynumo Iékstelé. Kolonijos grynumo kontrolei atlikti sterilia

kilpele paimkite nedidelj la3a inokuliato i$ mégintuvélio pries uzséjima

pagrinda arba po to ir pasékite jj bet kokios neselektyvios terpés (nuozulnaus

agaro arba lékstelés). Mégintuvélj nuo inokuliato su kamsteliu iSmeskite j

biologiskai pavojingy atlieky konteinerj. Nuozulnyjj agara arba lékstele

inkubuokite 24-48 val. 35-37 °C anaerobinémis sglygomis.

Jei reikia, kolonijas, iSaugusias ant nuozulnaus agaro arba lékstelés, galima

panaudoti atliekant bet kokius papildomus tyrimus ar serologinius tyrimus.

Inkubavimas. Inokuliuotus panelius sudékite j inkubacijos lovelius. | vieng
lovelj telpa desimt (dvi eilés po penkis) paneliy. Visi paneliai turi bati
inkubuojami apversti (didesniais langeliais j virsy, etikete Zemyn) ne CO,
40-60 % drégnumo inkubatoriuje. Loveliy negalima sudéti daugiau nei
dviem aukstais. Panelio inkubavimo laikas 35-37 °C temperataroje yra 4 val.
PASTABA: inkubavimo metu kuo reciau atidarinékite inkubatoriaus duris (ne
daugiau kaip 3 kartus).

Rezultaty jvertinimas. Praéjus rekomenduojamam inkubavimo laikui
istraukite panelius i$ inkubatoriaus. Visi paneliai turi bati vertinami apversti
(didesniais langeliais j virSy, etikete Zemyn) ant BBLCrystal Sviesos 3altinio.
Reakcijy interpretavimui naudokite spalviniy reakcijy interpretavimo lentele
ir (arba) 3 lentele. Reakcijy duomenis jrasykite j BBLCrystal ANR rezultaty
aplanka.

a. Pirmiausia dienos (baltoje) Sviesoje jvertinkite stulpelius nuo G iki J.

b. Po to Sviesos Saltinio UV $viesoje vertinkite stulpelius su
fluorescuojandiais substratais nuo A iki F. —ulinélis su fluorescuojanciu
substratu laikomas teigiamu tik tokiu atveju, jei stebima fluorescencija
yra intensyvesné negu neigiamos kontrolés (4A) sulinélyje.




BBLCrystal profilinio numerio apskaiciavimas. Kiekvieno tyrimo rezultatas (iSskyrus 4A, kuris naudojamas neigiamai
fluorescencijos kontrolei), atsizvelgiant j tai, kurioje eiléje jis yra, turi tam tikra baly skaiciy: 4, 2 arba 1. Bet kuri
neigiama reakcija vertinama 0 (nuliu) baly. Balai, kuriais jvertinamos reakcijos, kiekviename stulpelyje sudedami.
Gaunamas 10 skaitmeny numeris, kuris ir yra profilinis numeris.

Pavyzdys. A B C D E F H I J
4 * + - - + + + - + -

2 - + + + + + + -

1 + - + - + - - + + -
Profilis 1 6 3 2 5 6 4 3 7 0

*(4A) = neigiama fluorescencijos kontrolé.

I siallomy BBL Crystal anaeroby duomeny baziy pasirinkite tinkamg duomeny baze. Tinkamg duomeny baze

iSsirinkite pagal inokuliato ruosimui naudotas léksteles. Jei buvo naudojami Brucella arba Columbia kraujo agarai,

reikia pasirinkti alternatyviyjy kraujo agary duomeny baze.

Gautas profilinis numeris ir Salutinio testo (Gramtepinélio, indolo ir katalazés) rezultatai turi bati jrasomi j kompiuterj,

kuriame jdiegta BBL Crystal ID sistemos elektroninés kody knygos programa, ir mikroorganizmas bus identifikuotas.

Galima naudotis ir kody knyga. Jei kompiuteriu naudotis negalite, pagalbos identifikuojant kreipkités j BD Diagnostics

techninés pagalbos tarnyba.

Naudotojo atliekama kokybés kontrolé. Kiekvienai paneliy serijai rekomenduojama atlikti kokybés kontrolés

proceddras $ia tvarka:

1. Uzsékite panelj Bacteroides fragilis ATCC 25285 kultdra taip, kaip nurodoma procediros aprasyme (zr. , Tyrimo
atlikimo metodika”).

2. Prie$ inkubavima leiskite paneliui pabuti kambario temperattroje apie 1 min. (bet ne ilgiau kaip 2 min.).

3. |vertinkite ir uzrasykite reakcijy rezultatus naudodamiesi viesos 3altinio ir spalviniy reakcijy interpretavimo
lentele.

4. Jeinors vienas i§ Sulinéliy (isskyrus 1F) rodo teigiama spalvos reakcijg (praéjus 1-2 min.), $ios serijos PANELIY
NENAUDOKITE. Kreipkités j BD Diagnostics techninés pagalbos tarnyba. (PASTABA: 1F sulinélis [eskozilis] po
rehidratacijos turi atrodyti kaip teigiama reakcija).

5. Jei visi Sulinéliai rodo neigiama reakcijg, inkubuokite panelj 4 val. 35-37 °C temperataroje.

Reakcijy rezultatus jvertinkite naudodamiesi Sviesos 3altinio ir spalviniy reakcijy interpretavimo lentele, rezultatus
uzrasykite j rezultaty aplanka.

7. Gautus rezultatus palyginkite su 4 lenteléje pateiktais rezultatais. Jei rezultatai skiriasi, pries kreipdamiesi j
BD Diagnostics techninés pagalbos tarnyba jsitikinkite kontrolinés kulttros grynumu.

8. Inkubavimo metu kuo reciau atidarinékite inkubatoriaus duris (ne daugiau kaip 3 kartus).

Papildomai tiriamy kultary kokybés kontrolés rezultatai pateikiami 5 lenteléje.

PROCEDUROS APRIBOJIMAI

BBLCrystal ANR ID sistema yra sukurta i$vardytiems mikroby taksonams. —i sistema nenumatyta naudoti su 1 lenteléje
nenurodytomis taksony grupémis.

Visos BBLCrystal ANR ID duomeny bazés sukurta naudojant BBL terpes. Tam tikry substraty reaktyvumas greitose
identifikavimo sistemose priklauso nuo inokuliavimui naudojamos terpés 3altinio. Mes patariame su BBLCrystal ANR
ID sistema naudoti 3ias BBL terpes: CDC Anaerobe kraujo agara, Schaedler kraujo agarg su Vitaminu Ky ir 5 % avies
krauju, Columbia kraujo agarg su 5 % avies krauju ir Brucella kraujo agarg su vitaminu Ky ir heminu (zr. ,Galimybé
uzsakyti”).

BBLCrystal identifikavimo sistemoje susidaro modifikuota mikroaplinka, todél jvairiy individualiy tyrimy rezultatai gali
skirtis nuo ty, kurie buvo gaunami jprastiniy tyrimy reakcijy metu. BBLCrystal ANR ID sistemos tikslumas pagrjstas
specialiai tam skirty tyrimy statistiniu apdorojimu ir iSskirtine duomeny baze.

Nors BBLCrystal ANR ID sistema padeda diferencijuoti mikrobus, reikia pripazinti, kad rGsiy viduje gali bati nedidelés
variacijos. Naudoti panelius ir interpretuoti rezultatus gali tik kompetentingas mikrobiologas. Galutiné mikrobo
identifikacija turi bati atlikta atsizvelgiant j bandinio 3altinj, aerotolerancija, mikrobo morfologija, kolonijos nuo
skirtingy terpiy charakteristikas, taip pat, esant reikalui, pagal galinius medziagy apykaitos produktus, nustatomus
dujy ir skys¢io chromatografu.



4 lentelé.
BBLCrystal ANR ID sistemos kokybés kontrolés lenteléx

Vieta Bacten_)l:des
. Substratas Kodas fragilis
panelyje ATCC 25285
4A Neigiama fluorescencijos kontrolé FCT -
2A L-arginino-AMC FAR
1A L-histidino-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-manozidas FAM \z
2B L-serino-AMC FSE -
1B L-izoleucino-AMC FIS -
4C 4MU-B-D-manozidas FBM +
2C Glicino-AMC FGL -
1C L-alanino-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetil-B-D-galaktozaminidinas FGA +
2D L-pirogliutamo ragsties-AMC FPY vin
1D L-lizino-AMC FLY \"
4E L-metionino-AMC FME \%
2E 4MU-B-D- celobiopiranozidas FCE +
1E 4MU-B-D-ksilozidas FXY V1
4F L-fenilalanino-AMC FPH \
2F L-leucino-AMC FLE +
1F Eskozilis FSC 34,10
4G Disacharidas DIS +
2G Furanoze FUR +
1G Piranoze PYO +1
4H p-n-p-a-D-galaktozidas AGA +
2H p-n-p-B-D-galaktozidas NPG +
1H p-n-p-fosfatas PHO +
4] p-n-p-a-D-gliukozidas AGL +
21 p-n-p-N-acetil-gliukozaminidas NAG +
11 L-prolino-p-nitroanilidas PRO -
4) p-n-p-a-L-fukozidas AFU +
2) p-n-p-B-D-gliukozidas BGL +
1) L-alanil-L-alanin-p-nitroanilidas ALA +
1=neigiama nuo BBL Schaedler agaro 6 = galinti kisti nuo BBL Brucella agaro
2 = teigiama nuo BBL Schaedler agaro 7 = neigiama nuo BBL Columbia agaro
3 = galinti kisti nuo BBL Schaedler agaro 8 = teigiama nuo BBL Columbia agaro
4 = neigiama nuo BBL Brucella agaro 9 = galinti kisti nuo BBL Columbia agaro

5 = teigiama nuo BBL Brucella agaro

5 lenteleé.
BBLCrystal ANR ID sistemos papildomos kokybés kontrolés lentelé

Bacteroides ~ Peptostreptococcus  Lactobacillus ~ Fusobacterium

Vletla_ Substratas Kodas distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
panelle ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC314  ATCC27725
4A Neigiama fluorescencijos kontrolé FCT - - - _
2A L-arginino-AMC FAR + + + 4,10
1A L-histidino-AMC FHI \% + +3 -
4B 4MU-0-D-manozidas FAM + - - -
2B L-serino-AMC FSE - - +3 -
1B L-izoleucino-AMC FIS -4 - + _
4c 4MU-B-D-manozidas FBM +10 - - _
2C Glicino-AMC FGL V112 \al V2 _
1C L-alanino-AMC FAL + V1 + _
4D 4MU-N-acetil-B-D- FGA + - - -
galaktozaminidinas
2D L-pirogliutamo ragsties-AMC FPY vii2 - v11.24 +
1D L-lizino-AMC FLY V2.12,15 + + -
4E L-metionino-AMC FME + +4.10 + Y]
2E 4MU-B-D- celobiopiranozidas FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-ksilozidas FXY +10 - - —
4F L-fenilalanino-AMC FPH V12 \ + —
2F L-leucino-AMC FLE + +10 + Vv
1F Eskozilis FSC Y] V215 ~3,4,10 Vis
4G Disacharidas DIS + - +3.10,24 -
2G Furanoze FUR + - + vV
1G Piranozé PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktozidas AGA + - +3.4.10 -
2H p- -B-D-galaktozidas NPG + - +34,10 _
1H p-n-p-fosfatas PHO + - - _
4 p-n-p-a-D-gliukozidas AGL + - V1 -
21 p-n-p-N-acetil-gliukozaminidas NAG + - V12,15 -
11 L-prolino-p-nitroanilidas PRO - - vV _
4) p-n-p-a-L-fukozidas AFU - - _ _
2) p-n-p-B-D-gliukozidas BGL + - + -
1 L-alanil-L-alanin-p-nitroanilidas ~ ALA + - \Y -

*Tikétini rezultatai, naudojant BBL CDC Anaerobe agara su 5 % avies krauju.
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Inokuliavimo suspensijos turi bati ruosiamos tik vatos tamponéliais, mediniu aplikatoriumi arba vienkartine plastikine
kilpele, nes kai kuriy poliesteriniy tamponéliy naudojimas gali padidinti inokuliato klampuma. Dél to Sulinéliams
uzpildyti gali pritrakti inokuliavimo skyscio. Norint uztikrinti adekvacias reakcijas, atidarytus dangtelius reikia
sunaudoti per 1 valanda. Naudojimo metu plastikinis dangtis turi bati ant panelio dangtelio.

Inkubatorius turi bati drékinamas, kad i$ Sulinéliy inkubavimo metu neisgaruoty skystis. Rekomenduojamas 40-60 %
drégnumas.

Kad substratai baty maksimaliai efektyvus, po inokuliavimo paneliai turi bati inkubuojami tik apversti (didesniais
langeliais j vir3y, etikete Zemyn).

Kolonijos turi bati tiriamos nuo neselektyviy agary, kaip antai: BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia ir Schaedler
kraujo agary (zr. ,,Galimybé uzsakyti”).

Jei tiriant BBLCrystal profilinis numeris rodo identifikavimo nebuvima, ir buvo jrodytas kultaros grynumas, gali bati,
kad: i) tiriama kolonija duoda atipinius BBLCrystal sistemai rezultatus (galimas proceduriniy pazeidimy padarinys),

patikimumo lygiu nejmanoma. Atmetus naudojimo klaidas identifikavima reikéty testi jprastais metodais.

VEIKIMO CHARAKTERISTIKOS

Rezultaty atkuriamumas. I3orinio tyrimo keturiose klinikinése laboratorijose (i$ viso penki jvertinimai) metu buvo
tiriamas BBLCrystal ANR ID substraty (29) reakcijy atkartojamumas replikuoto tyrimo badu. Individualiy substraty
reakcijy atkartojamumas svyravo nuo 96,2 % iki 100 %. Buvo nustatyta, kad bendras BBLCrystal ANR panelio
atkartojamumas yra lygus 99,1 %.25

Identifikacijos tikslumas. Naudojant i$ klinikiniy tyrimy viety i$skirtas grynasias kultiras ir standartines kultaras,
BBLCrystal ANR ID sistema buvo palyginta su $iuo metu naudojamomis komercinémis sistemomis, taip pat su jprastiniais
referenciniais identifikavimo metodais, rekomenduojamais VA Wadsworth laboratorijos. Buvo atlikti penki tyrimai
keturiose nepriklausomose laboratorijose. Vertinant veikimo charakteristikas buvo tiriami j klinikines laboratorijas
iprastu budu patenkantys bandiniai, taip pat i§ anksto identifikuoti mikroby izoliatai i$ klinikiniy tyrimy viety.

Penkiy tyrimy metu i$ tirty 633 izoliaty 588 (93 %) buvo identifikuoti teisingai (tarp jy buvo atvejy, kuriems prireike
papildomo tyrimo iki galutinio identifikavimo) BBLCrystal ANR identifikacijos sistema. Neteisingai buvo identifikuoti
36 (6 %) izoliatai, o neidentifikuoti liko 9 (1 %) izoliatai.25

GALIMYBE UZSAKYTI

Kat. Nr. Aprasymas Kat.Nr. Aprasymas

245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, kuriame yra po 20: 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
BBLCrystal Anaerobe ID Panel Lids, BBLCrystal Blood, déz. yra 100 vnt.
Bases and BBLCrystal Anaerobe ID Inoculum 221539  BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
Fluid. 5% Sheep Blood, pakuotéje yra 20 vnt.

245038 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K1 and
déz.yra 10 vnt. 5% Sheep Blood, déz. yra 100 vnt.

245031 BBLCrystal Panel Viewer, amerikinis modelis, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
110V, 60 Hz. pakuotéje yra 20 vnt.

245032 BBLCrystal Panel Viewer, europinis modelis, 220 221263  BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, dé%.
V, 50 Hz. yra 100 vnt.

245033 BBLCrystal Panel Viewer, japoniskasis modelis, 297848  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
100V, 50/60 Hz. Vitamin K4, pakuotéje yra 20 vnt.

245034  BBLCrystal Panel Viewer Longwave 297716  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
UV Tube. Vitamin Ky, déZ. yra 100 vnt.

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

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

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep buteliukai.

Blood, pakuotéje yra 20 vnt.
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Manufacturer / MNMpownasoauten / Vyrobce / Fabrikant / Hersteller / KataokeuaoTrig / Fabricante / Tootja / Fabricant
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Mpowussoautens / Vyrobca / Proizvodac / Tillverkare / Uretici / Bupo6Huk

Use by / anonagaiite o / Spotiebujte do / Brug fer / Verwendbar bis / Xprion éwg / Usar antes de / Kasutada enne
/ Date de péremption / Upotrijebiti do / Felhasznalhatésag datuma / Usare entro / Oenin naiaananyra / Naudokite iki
/ Izlietot ITdz / Houdbaar tot / Brukes for / Stosowac¢ do / Prazo de validade / A se utiliza pana la / cnonb3oeatb o /
Pouzite do / Upotrebiti do / Anvand foére / Son kullanma tarihi / Bukopuctatu golline

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

rrrr-MM-aa / rrrr-Mm (MM = kpasi 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 16pp)

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

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

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

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

HAOKAK-AA-KK / HOKAOK-AA / (AA = aiiablH COHbl)

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 méneden)

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-ga / rrrr-Mm (MM = koHel, mecsiua)

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-A[ / PPPP-MM (MM = kiHeLb Micsus)

Catalog number / KatanoxeH Homep / Katalogové ¢islo / Katalognummer / ApiBuog katahdyou / Nimero de catalogo
/ Katalooginumber / Numéro catalogue / Kataloski broj / Katalégusszam / Numero di catalogo / Katanor Hemipi /
Katalogo numeris / Kataloga numurs / Catalogus nummer / Numer katalogowy / Numar de catalog / Homep no katanory /
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