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BRUKSOMRADE

BBL Crystal Anaerobe (ANR) Identification (ID) System (anaerobt identifikasjonssystem) er en miniatyrisert
identifiseringsmetode som benytter modifiserte tradisjonelle, fluorogene og kromogene substrater. Den er beregnet pa
identifisering av hyppig isolerte anaerobe bakterier.-9

SAMMENDRAG OG FORKLARING

Mikrometoder for biokjemisk identifisering av mikroorganismer ble rapportert sa tidlig som 1918.10 Flere publikasjoner
rapporterte om bruken av de reagensimpregnerte papirskivene og mikrorgrmetodene for utskilling av tarmbakterier.10-14
Interessen for miniatyriserte identifikasjonssystemer forte til introduksjonen av flere kommersielle systemer sent pa
1960-tallet, som hadde den fordelen at de trengte lite oppbevaringsplass, hadde lengre holdbarhet, standardisert
kvalitetskontroll og var enkle & bruke.

Generelt sett er mange av testene som er brukt i BBL Crystal ID-systemer modifiseringer av klassiske metoder. Disse
inkluderer tester for fermentering, oksidering, degradering og hydrolyse av forskjellige substrater. Det finnes ogsa
kromogen- og fluorogenkoblede substrater, som i BBL Crystal ANR ID-panelet, for & pavise enzymer som mikrober
bruker til & metabolisere forskjellige substrater.12.15-22

BBL Crystal ANR ID-kitet bestar av (i) BBL Crystal ANR ID-panellokk, (ii) BBL Crystal-baser og (iii) BBL Crystal
ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF)-rer. Lokket inneholder 29 dehydrerte substrater og en fluorescenskontroll pa
spissene av plastbroddene. Basen har 30 reaksjonsbrgnner. Testinokulat klargjeres med inokulatveesken og brukes til
a fylle alle de 30 brennene i basen. Nar lokket er innrettet med basen og klikkes pa plass, rehydrerer testinokulatet de
torkede substratene og setter i gang testreaksjoner.

Etter en inkubasjonsperiode undersgkes brennene for fargeendringer eller forekomst av fluorescens som resultat av
mikroorganismenes metabolske aktiviteter. Det resulterende mansteret av de 29 reaksjonene konverteres til et tisifret
profilnummer som brukes som grunnlag for identifisering.23 Biokjemiske og enzymatiske reaksjonsmgnstre for de 29
BBL Crystal ANR ID-substratene med en rekke forskjellige mikroorganismer er lagret i BBL Crystal ANR ID-databasen.
Identifisering oppnas fra en komparativ analyse av reaksjonsmegnsteret av testisolatet og de som ligger i databasen. En
fullstendig liste med taksa som utgjer gjeldende database, star i Tabell 1.

PRINSIPPER FOR PROSEDYREN

BBL Crystal ANR ID-paneler inneholder 29 terkede biokjemiske og enzymatiske substrater. En bakteriesuspensjon i
inokulatvaesken brukes til & rehydrere substratene. Testene som brukes i systemet, er basert pa mikrobiell utnyttelse og
forringelse av spesifikke substrater pavist av forskjellige indikatorsystemer. Enzymatisk hydrolyse av fluorogene substrater
som inneholder kumarinderivater av 4-metylumbelliferon (4MU) eller 7-amino-4-metylkumarin (7-AMC), gir gkt fluorescens
som er lett & se visuelt'5-19 med en UV-lyskilde.19-21 Kromogene substrater ved hydrolyse gir fargeendringer som kan
pavises visuelt. Det er ogsa andre tester som paviser en organismes evne til & hydrolysere, forringe, redusere eller pa
annen mate utnytte et substrat i BBL Crystal ID-systemene.

Reaksjoner benyttet av forskjellige substrater og en kort forklaring av prinsippene som er benyttet i systemet, er beskrevet
i Tabell 2. Panelplassering i tabellene indikerer rad og kolonne der brgnnen er plassert (eksempel: 1J henviser til rad 1 i
kolonne J).



Tabell 1
Taksa i BBL Crystal ANR ID-system

Gramnegative basiller

Galletolerant
Bacteroides fragilis-gruppe
B. caccae

B. distasonis-gruppe'0
B. eggerthii

B. fragilis

B. ovatus

B. stercoris

B. thetaiotaomicron

B. uniformis

B. vulgatus

Annet:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii!
Gallesensitiv pigmentert
Capnocytophaga-art
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

Gallesensitiv pigmentert
Ikke-pigmentert
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P. oralis

P. oris

P. veroralis'
Ikke-pigmentert,
Ikke-etsende
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Galletolerantksm
Ikke-pigmentert
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra
Desulfovibrio-art
Campylobacter
C. curvus/rectus

lkke-pigmentert,
Etsende
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter
C. gracilis
Fusobacterium
F. gonidiaformans?.11
F. mortiferum

F. necrophorum
F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Nokkel: 1 = Takson kun i BBL Crystal, BBL Schaedler-database.
2 = Takson kun i BBL Crystal, BBL Schaedler- og BBL Crystal alternativ blod-agardatabaser.
3 = Inkluderer B. distasonis og B. merdae.
4 = Disse taksa har < 10 unike BBL Crystal-profiler i gjeldende database.

Ikke-spordannende grampositive

Clostridia basi Grampositive kokker
asiller

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 B. adolescentis R. productus!

C. innocuum B. dentium Staphylococcus

C. limosum B.-art S. saccharolyticus

C. novyi A Eubacterium Streptococcus

C. paraputrificum? E. aerofaciens S. constellatus

C. perfringens E. lentum S. intermedius

C. putrificum? E. limosum Gramnegative kokker

C. ramosum Mobiluncus Veillonella-art

C. septicum M. curtisii

C. sordellii M. mulieris

C. sphenoides M.-art2.11

C. sporogenes Propionibacterium

C. subterminale P. acnes

C. tertium P. avidum

C. tetani* P. granulosum*

P. propionicus
Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus




Tabell 2

Prinsipper for tester brukt i BBL Crystal ANR ID-system

Panelplassering Testegenskap Kode Prinsipp (referanse)

4A Fluorescerende negativ kontroll FCT  Kontroller for & standardisere fluorescerende
substratresultater.

2A L-arginin-AMC FAR  Enzymatisk hydrolyse av amidet eller glykosidbindingen
gir frigjgrelse av et fluorescerende kumarinderivat.19-21

1A L-histidin-AMC FHI

4B 4MU-a-D-mannosid FAM

2B L-serin-AMC FSE

1B L-isoleukin-AMC FIS

4C 4MU-B-D-mannosid FBM

2C Glysin-AMC FGL

1C L-alanin-AMC FAL

4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosaminid ~ FGA

2D L-pyroglutaminsyre-AMC FPY

1D L-lysin-AMC FLY

4E L-metionin-AMC FME

2E 4MU-B-D-cellebiopyranosid FCE

1E 4MU-B-D-xylosid FXY

4F L-fenylalanin-AMC FPH

2F L-leukin-AMC FLE

1F Eskosyl FSC  Hydrolyse av glykosidbindingen farer til frigivelse av ikke-
fluorescerende eskuletin.22

4G Disakkarid DIS  Utnyttelse av karbohydrater gir lavere pH og endring i
indikator (Fenol rgd).!.2.11.12

2G Furanose FUR

1G Pyranose PYO

4H p-nitrofenyl-a-D-galaktosid AGA  Enzymatisk hydrolyse av det fargelgse aryl-substituerte
glykosidet frigjer gult p-nitrofenol.15-19

2H p-nitrofenyl-B-D-galaktosid NPG

1H p-nitrofenyl-fosfat PHO

4] p-nitrofenyl-a-D-glukosid AGL

2l p-nitrofenyl-N-acetyl-glukosaminid ~ NAG

1l L-prolin-p-nitroanilid PRO  Enzymatisk hydrolyse av det fargelgse amidsubstratet
frigjer gult p-nitroanilin. 15-19

4J p-nitrofenyl-a-L-fukosid AFU  Enzymatisk hydrolyse av det fargelgse aryl-substituerte
glykosidet frigjer gult p-nitrofenol. 15-19

2J p-nitrofenyl-B-D-glukosid BGL

1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA  Enzymatisk hydrolyse av fargelgst amidsubstrat frigjer

gult p-nitroanilin. 15-19




REAGENSER

BBL Crystal ANR ID-panelet inneholder 29 enzymatiske og biokjemiske substrater. Se tabellen nedenfor for en liste med
aktive ingredienser.

Tabell 3
Reagenser som brukes i BBL Crystal ANR ID-systemet

Panelplassering  Substrat Kode Pos. Neg. Qg::zienser r&':;r;!:t(;?l:)
4A Fluorescerende FCT it it Fluorescerende <1
negativ kontroll kumarinderivat
2A L-arginin-AMC FAR  bla fluorescens bla fluorescens L-arginin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
1A L-histidin-AMC FHI  bla fluorescens bla fluorescens L-histidin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
4B 4MU-a-D-mannosid FAM bl fluorescens bla fluorescens 4MU-a-D-mannosid <1
>FCT-brenn <FCT-brenn
2B L-serin-AMC FSE  bla fluorescens bla fluorescens L-serin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brenn
1B L-isoleukin-AMC FIS  bla fluorescens bla fluorescens L-isoleukin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brenn
4C 4MU-B-D-mannosid FBM bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D-mannosid <1
>FCT-brenn <FCT-brenn
2C Glysin-AMC FGL bla fluorescens bla fluorescens Glysin-AMC <1
>FCT-brgnn <FCT-brenn
1C L-alanin-AMC FAL  bla fluorescens bla fluorescens L-alanin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA bla fluorescens bla fluorescens 4MU-N-acetyl-B-D- <1
galaktosaminid >FCT-brgnn <FCT-brenn galaktosaminid
2D L-pyroglutaminsyre-AMC FPY bla fluorescens bla fluorescens L-pyroglutaminsyre-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
1D L-lysin-AMC FLY  bla fluorescens bla fluorescens L-lysin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
4E L-metionin-AMC FME  bla fluorescens bla fluorescens L-metionin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brenn
2E 4MU-B-D- FCE bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D- <1
cellebiopyranosid >FCT-brgnn <FCT-brenn cellebiopyranosid
1E 4MU-B-D-xylosid FXY bla fluorescens bla fluorescens 4MU-B-D-xylosid <1
>FCT-brgnn <FCT-brgnn
4F L-fenylalanin-AMC FPH bla fluorescens bla fluorescens L-fenylalanin-AMC <1
>FCT-brgnn <FCT-brgnn
2F L-leukin-AMC FLE bla fluorescens bla fluorescens L-leukin-AMC <1
>FCT-brenn <FCT-brgnn
1F Eskosyl* FSC Bla/grenn Bla/grenn Eskosyl <1
fluorescens fluorescens
>FCT-brgnn <FCT-brgnn
4G Disakkarid DIS  Gylden/gul Oransje/rad Disakkarid <300
2G Furanose FUR  Gylden/gul Oransje/rad Furanose <300
1G Pyranose PYO Gylden/gul Oransje/rad Pyranose <300
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA Gul Fargelos p-n-p-a-D-galaktosid <7
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG  Gul Fargelgs p-n-p-B-D-galaktosid <7
1H p-n-p-fosfat PHO Gul Fargelgs p-n-p-fosfat <7
41 p-n-p-a-D-glukosid AGL Gul Fargelos p-n-p-a-D-glukosid <7
2l p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG Gul Fargelas p-n-p-N-acetyl- <7
glukosaminid
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Gul Fargelgs L-prolin-p-nitroanilid <7
4J p-n-p-a-L-fukosid AFU  Gul Fargelgs p-n-p-a-L-fukosid <7
2J p-n-p-B-D-glukosid BGL Gul Fargelos p-n-p-B-D-glukosid <7
1 L-alanyl-L-alanin-p- ALA  Gul Fargelas L-alanyl-L-alanin-p- <7
nitroanilid nitroanilid

*Eskosyl-substratet er fluorescerende uhydrolisert. Fluorescensen reduseres nar enzymet er til stede.

Forholdsregler: in vitro-diagnostikk

Etter bruk ma alt smittefarlig materiale, inkludert plater, bomullspensler, inokulatrgr, filterpapir som brukes til indoltester, og
paneler autoklaveres for de kastes eller brennes.



OPPBEVARING OG HANDTERING/HOLDBARHET

Lokk: Lokk pakkes individuelt og ma oppbevares uépnet i kjgleskap ved 2 — 8 °C. MA IKKE FRYSES. Sjekk pakken
visuelt med henblikk pa hull eller sprekker i folieemballasjen. Ma ikke brukes hvis emballasjen synes & veere skadet. Hvis
originalemballasjen oppbevares i henhold til anbefalinger, vil lokkene beholde forventet reaktivitet frem til utigpsdatoen.
Baser: Baser er pakket i to sett med ti, i BBL Crystal-inkubasjonsbrett. Basene stables med forsiden ned for & minimere
luftkontaminasjon. Oppbevares pa stevfritt sted ved 2 — 25 °C, til de er klare til bruk. Oppbevar ubrukte baser i brettet, i
plastpose. Tomme brett skal brukes til & inkubere paneler.

Inokulatvaeske: BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) pakkes i to sett med ti rer. Undersgk rarene med
henblikk pa sprekker, lekkasjer, osv. Ma ikke brukes hvis det synes & veere lekkasje, rer- eller dekselskade eller synlig
tegn til kontaminasjon (dvs. turbiditet, grumsethet). Oppbevar rgrene ved 2 — 25 °C. Utlgpsdato star pa etiketten pa roret.
Bare BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H-inokulatvaeske skal brukes med BBL Crystal ANR-paneler.

Ved mottak oppbevares BBL Crystal ANR-kitet ved 2 — 8 °C. Nar kitet er apnet, ma bare lokkene oppbevares ved

2 — 8 °C. Resten av komponentene i kitet kan oppbevares ved 2 — 25 °C. Huvis kitet eller noen av komponentene
oppbevares nedkjglt, skal disse na romtemperatur for bruk.

PROVETAKING OG BEHANDLING

BBL Crystal ID-systemer er ikke beregnet pa bruk direkte med kliniske prever. Bruk isolater fra et ikke-selektivt blod-
agarmedium som CDC Anaerobe Blood Agar (anaerob blodagar), Brucella Blood Agar (blodagar), Columbia Blood Agar
(blodagar) eller Schaedler Blood Agar (blodagar). Testisolatet ma veere en ren kultur, ikke mer enn 24 — 48 timer gammel
for de fleste artene. For enkelte mer langsomtvoksende kokker (opptil 72 timer) og Actinomyces-arter (72 — 96 timer) kan
eldre kulturer aksepteres. Bare applikatorpensler med bomullsender skal brukes til & klargjgre inokulatsuspensjonen,

da enkelte polyesterpensler kan gi problemer med inokulering av panelene. (Se "Begrensninger ved prosedyren”.) Nar
lokkene er tatt ut av de forseglede lommene, ma de brukes innen 1 time for & sikre tilfredsstillende ytelse. Plastdekslet
skal bli liggende pa lokket til det brukes.

Inkubatoren som brukes, skal fuktes for & forhindre fordamping av vaeske fra brennene under inkubasjon. Anbefalt
fuktighetsniva er 40 — 60 %. Nytten av BBL Crystal ID Systems eller andre diagnostiske prosedyrer som utferes pa
kliniske prgver, pavirkes direkte av kvaliteten pa selve pragvene. Det anbefales pa det sterkeste at laboratorier benytter
metoder som er nevnt i Handboken for klinisk mikrobiologi (Manual of Clinical Microbiology) nar det gjelder pravetaking,
transport og plassering pa primeere isoleringsmedier.” Annen anbefalt litteratur i forhold til handtering av anaerobe praver
inkluderer Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual® og Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology3.

TESTPROSEDYRE

Materialer som faelger med: BBL Crystal ANR ID Kit —

20 BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids (anerobe ID-panellokk),

20 BBL Crystal Bases (baser),

20 BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid Tubes (inokulatveeskergr). Hvert rer har omtrent 2,3 + 0,15 mL
inokulatvaeske som inneholder: KCI 7,5 g, CaCl, 0,5 g, Tricine N-[2-Hydroksy-1, 1-bis (hydroksymetyl)metyl]-glysin
0,895 g, renset vann opptil 1 000 mL.

2 inkubasjonsbrett,

1 BBL Crystal ANR ID Report Pad (rapportblokk).

Materialer som ikke folger med: Sterile bomullspensler (ikke bruk polyesterpensler), inkubator (35 — 37 °C) ikke-CO,

(40 — 60 % fuktighet), McFarland-standarder nr. 4 og nr. 5, BBL Crystal Panel Viewer, BBL Crystal ID System Electronic

Codebook (elektronisk kodebok) eller BBL Crystal ANR Manual Codebook (manuell kodebok), BBL DMACA Indole

Reagent Droppers (indolreagensdrapetellere), ikke-selektiv kulturplate og katalasereagens.

Ngdvendig utstyr og laboratorietilbeher kreves ogsa til klargjering, oppbevaring og handtering av kliniske prover.

Testprosedyre: BBL Crystal ANR ID System krever gramfarging, katalase og indoltestresultater. Fer panelet settes opp,

skal det utfgres katalase og indoltester. Utfer indoltest i henhold til instruksjonene som star i pakningsvedlegget. For

katalasetest anbefales en 15,0 % I@sning med hydrogenperoksid med 1,0 % Tween 80 tilsatt.9.24

1. Talokkene ut av lommen. Kast tarkemiddelet. Nar tildekkede lokk er fiernet
fra lommen, skal de brukes innen 1 time. Panelet ma ikke brukes hvis det
ikke er noe terkemiddel i lommen.

2. Merk et rgr med inokulatveeskergr med pasientens prevenummer. Bruk aseptisk teknikk til & plukke opp kolonier av
den samme morfologi fra ett av de anbefalte mediene (se avsnittet "Prgvetaking og behandling”) med spissen av en
steril bomullspensel (ikke bruk pensel med polyesterspiss) eller en treapplikator eller engangsplastlgkke.

3. Suspender kolonier i et rer med BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (inokulatvaeske).



4. Sett korken pa raret igjen og roter i omtrent 10 — 15 s. Turbiditeten skal tilsvare en McFarland-standard nr. 4 (skal
ikke overstige McFarland-standard nr. 5). Hvis inokulatkonsentrasjonen overstiger det som anbefales i McFarland-
standarden, anbefales ett av falgende tiltak:

a. Ta et nytt ror med fersk inokulatveeske og klargjer et nytt inokulat tilsvarende McFarland-standard nr. 4.

b. Huvis flere kolonier er utilgjengelige for klargjering av et nytt inokulat, fortynnes inokulatet med aseptiske teknikker
ved a tilsette minimumsvolumet (skal ikke overstige 1,0 mL) pa 0,85 % steril saltiasning for & redusere turbiditeten
til en McFarland-standard nr. 4. Fjern den overfladige mengden som er tilsatt raret med en steril pipette slik at
sluttvolumet med inokulat er omtrent tilsvarende den opprinnelige mengden i rgret (2,3 £ 0,15 mL). Hvis ikke dette
gjeres, vil inokulatet sgles over den svarte delen av basen og gjare panelet ubrukelig.

5. Merk en base med pasientens prgvenummer pa siden.

6. Hell alt innholdet av inokulatveeske i malomradet pa basen.

7. Hold basen med begge hender og rull inokulatet forsiktig langs sporene til
alle brgnnene er fylt. Rull tilbake eventuell overfladig vaeske til malomradet
og legg basen pa en benketopp. Pa grunn av hgye cellekonsentrasjoner
som er brukt i BBL Crystal ANR ID-paneler, skal inokulatet rulles langsomt
over sporene for a sikre at alle brenner fylles pa riktig mate. Pass pa at det
ikke ligger overfladig veeske mellom brgnnene fer lokket innrettes.

8. Innrett lokket slik at den merkede enden er gverst pa malomradet pa basen.

9. Trykk ned til det kjennes litt motstand. Legg tommelen pa kanten av lokket
mot midten av panelet pa hver side og trykk ned samtidig til lokket knepper
pa plass (det hares to "knepp”).

Renhetsplate: Ta opp en liten drape fra inokulatvaeskergret med en steril lokke
enten for eller etter at basen er inokulert og inokuler en agarskrabrenn eller
-plate (hvilket som helst ikke-selektivt medium) for a sjekke renhet. Kast
inokulatraret og korken i en beholder for biologisk risikabelt avfall. Inkuber
skrabrennen eller -platen i 24 — 48 timer ved 35 — 37 °C under anaerobe

forhold. Renhetsplaten eller -skrabrennen kan om ngdvendig ogsa brukes til
alle supplerende tester eller serologi.

Inkubering: Legg inokulerte paneler i inkubasjonsbrett. Ti paneler passer i ett
brett (5 rader med 2 paneler). Alle paneler skal inkuberes vendt ned (starre
vinduer vendt opp, etikett ned) i en ikke-CO,-inkubator med 40 — 60 %
fuktighet. Brett skal ikke stables mer enn to i hayden under inkubasjon.
Inkubasjonstiden for paneler er 4 timer ved 35 — 37 °C. MERK: Inkubatordgren
skal ikke apnes flere ganger under inkubasjonsperioden (helst mindre enn

3 ganger).

Avlesing: Etter anbefalt inkubasjonsperiode, ta panelene ut av inkubatoren. Alle
paneler skal leses av nar de er vendt ned (sterre vinduer opp, etiketten vendt
ned) med BBL Crystal Panel Viewer (panelskjerm). Se fargereaksjonstabellen
ogl/eller Tabell 3 for en tolkning av reaksjonene. Bruk BBL Crystal ANR Report
Pad (rapportblokk) til & notere reaksjoner.

a. Les forst av kolonne G til og med J med den vanlige (hvite) lyskilden.

b. Les av kolonne A til og med F (fluorescerende substrater) med UV-lyskilden
i panelskjermen. En fluorescerende substratbrgnn regnes som positiv bare
hvis intensiteten til fluorescensen som er observert i brgnnen, er stgrre enn

den negative kontrollbrannen (A4).



Beregning av BBL Crystal Profile Number (profilnummer): Hvert testresultat (bortsett fra 4A, som brukes som en
fluorescerende negativ kontroll) som skares positivt, far en verdi pa 4, 2 eller 1, tilsvarende raden der testen ligger.

En verdi pa 0 (null) gis et negativt resultat. Tallene (verdiene) fra hver positive reaksjon i hver kolonne blir deretter lagt
sammen. Et 10-sifret tall genereres. Dette er profilnummeret.

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

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

*(4A) = fluorescerende negativ kontroll

Velg riktig BBL Crystal Anaerobe-database fra menyen som vises. Type primaerplate som brukes til & klargjore
inokulatet, vil avgjore egnet database. Til bruk med Brucella eller Columbia Blood Agar-medier (blodagar), velges
annen blodagardatabase fra menyen.

Det resulterende profilnummeret og testresultatene i frakoblet tilstand (gramfarge, katalase og indol) skal legges inn pa
en PC der BBL Crystal ID System Electronic Codebook (elektroniske kodebok) er installert, for & fa identifikasjonen. En
manuell kodebok er ogsa tilgjengelig. Hvis ikke en PC er tilgjengelig, ta kontakt med den lokale BD-representanten for
hjelp til identifisering.

Kvalitetskontroll for brukere: Kvalitetskontrolltesting anbefales for hvert lot med paneler, som falger —

1. Inokuler et panel med Bacteroides fragilis ATCC 25285 i henhold til anbefalt prosedyre (se "Testprosedyre”).

2. Forinkubasjon, la panelet bli staende i romtemperatur i 1 min (ikke mer enn 2 min).

3. Les og noter reaksjonene ved hjelp av panelskjermen og fargereaksjonstabellen.
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Hvis noen av brgnnene, med unntak av 1F, er positive i henhold til fargereaksjonstabellen (etter 1 — 2 minutter), IKKE
BRUK PANELENE fra dette lotet. Kontakt din lokale BD-representant for hjelp. (MERK: Brgnn 1F [Eskosyl] skal veere
positiv ved rehydrering.)

Hvis alle brgnnene er negative, inkuberes panelet i 4 timer ved 35 — 37 °C.
Les panelet med panelskjermen og fargereaksjonstabellen. Noter reaksjonene med Report Pad (rapportblokken).

7. Sammenlign reaksjonene med de som star i Tabell 4. Hvis det oppnas avvikende resultater, bekreft renheten til
kvalitetskontrollstammen fer du tar kontakt med din lokale BD-representant.

8. Inkubatorderen skal ikke apnes flere ganger under inkubasjonsperioden (helst mindre enn 3 ganger).
Forventede testresultater for flere kvalitetskontrollteststammer er oppgitt i Tabell 5.

2

PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

BBL Crystal ANR ID-systemet er utviklet for taksa som er oppgitt. Andre taksa enn de som star i Tabell 1 er ikke beregnet
til bruk pa dette systemet.

Alle BBL Crystal Anaerobe ID-databaser ble utviklet med BBL-medier. Reaksjonen til noen substrater i hurtige
identifiseringssystemer kan veere avhengige av kildemediet som brukes til klargjering av inokulater. Vi anbefaler bruken
av felgende BBL-medier til bruk med BBL Crystal ANR ID-system: CDC Anaerobe Blood Agar (anaerob blodagar),
Schaedler Agar with Vitamin K; and 5 % Sheep Blood (agar med K;-vitamin og 5 % fareblod), Columbia Agar with 5 %
Sheep Blood (agar med 5 % fareblod) og Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin K, (blodagar med hemin og
Ks-vitamin) (se "Tilgjengelighet”).

BBL Crystal Identification Systems (identifiseringssystemer) benytter et modifisert mikromilje. Forventede verdier for de
individuelle testene kan derfor variere i forhold til informasjon som tidligere er oppnadd med tradisjonelle testreaksjoner.
Noyaktigheten til BBL Crystal ANR ID-systemet er basert pa statistisk bruk av spesielt utviklede tester og en eksklusiv
database.

Mens BBL Crystal ANR ID-systemet bidrar til mikrobiell differensiering, skal man vzere klar over at det kan forekomme
mindre variasjoner i stammer innen arter. Panelene ma brukes og resultatene tolkes av en kompetent mikrobiolog.

Den endelige identifiseringen av isolatet skal ta hensyn til prgvens opphav, aerotoleranse, cellemorfologi, koloniale
egenskaper pa forskjellige medier sa vel som metabolske sluttprodukter som bestemt ved gassveeskekromatografi, nar
det er grunn til det.



Tabell 4
Kvalitetskontrolltabell for BBL Crystal ANR ID System*

Bacteroides
Panelplassering Substrat Kode fragilis
ATCC 25285
4A Fluorescerende kumarinderivat 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-isoleukin-AMC FIS -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +
2C Glysin-AMC FGL -
1C L-alanin-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosaminid FGA +
2D L-pyroglutaminsyre-AMC FPY vin
1D L-lysin-AMC FLY \
4E L-metionin-AMC FME \
2E 4MU-B-D-cellebiopyranosid FCE +
1E 4MU-B-D-xylosid FXY V1
4F L-fenylalanin-AMC FPH \Y
2F L-leukin-AMC FLE +
1F Eskosyl FSC —34.10
4G Disakkarid 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 +
4| p-n-p-a-D-glukosid AGL +
21 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG +
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO -
4J p-n-p-a-L-fukosid AFU +
2J p-n-p-B-D-glukosid BGL +
1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA +
1 = Negativ fra BBL Schaedler 6 = Variabel fra BBL Brucella
2 = Positiv fra BBL Schaedler 7 = Negativ fra BBL Columbia
3 = Variabel fra BBL Schaedler 8 = Positiv fra BBL Columbia
4 = Negativ fra BBL Brucella 9 = Variabel fra BBL Columbia
5 = Positiv fra BBL Brucella
Tabell 5
Tilleggskvalitetskontrollstammer for BBL Crystal ANR ID System
Bacteroides  Peptostrep L bacillus Fi b ium
Pane Iplassering Substrat Kode li i harolyti idophils varium
ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC 314 ATCC 27725
4A Fluorescerende kumarinderivat 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-isoleukin-AMC FIS —4 - + -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +10 - - -
2C Glysin-AMC FGL vii12 A V2 -
1C L-alanin-AMC FAL + V1 + -
4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosaminid FGA + - - -
2D L-pyroglutaminsyre-AMC FPY V112 - V11,24 +
1D L-lysin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-metionin-AMC FME + +4.10 + \%
2E 4MU-B-D-cellebiopyranosid FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-xylosid FXY +10 - - -
4F L-fenylalanin-AMC FPH V12 \% + -
2F L-leukin-AMC FLE + +10 + \
1F Eskosyl FSC \ V215 34,10 V15
4G Disakkarid DIS + - +310.24 -
2G Furanose FUR + - + \
1G Pyranose PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA + - +3.4,10 -
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG + - +3:4,10 -
1H p-n-p-fosfat PHO + - - -
4] p-n-p-a-D-glukosid AGL + - V1 -
2l p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG + - V1215 -
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO - - \ -
4J p-n-p-a-L-fukosid AFU - - - -
2J p-n-p-B-D-glukosid BGL + - + -
1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA + - \% -

*Resultatene som vises, forventes nar det brukes BBL CDC Anaerobe Agar with 5% Sheep Blood (anaerob agar med 5 % fareblod).



Bare applikatorpensler med bomullsender, treapplikatorer eller engangsplastiekker skal brukes til & klargjere
inokulatsuspensjonen, siden enkelte polyesterpensler kan gjgre inokulatvaesken tyktflytende. Dette kan fere til at
brgnnene ikke fylles med nok inokulatvaeske. Nar lokkene er tatt ut av de forseglede lommene, ma de brukes innen 1 time
for & sikre tilfredsstillende ytelse. Plastdekslet skal bli liggende pa lokket til det brukes.

Inkubatoren der panelene er lagt, skal fuktes for & forhindre fordamping av inokulatveeske fra brannene under inkubasjon.
Anbefalt fuktighetsniva er 40 — 60 %.

Etter inokulasjon skal panelene bare vendes ned under inkubasjon (starre vinduer opp, etikett vendt ned) for & maksimere
effektiviteten av substratene.

Kolonier skal tas fra ikke-selektive blodagarplater som BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia og Schaedler (se
"Tilgjengelighet”).

Hvis BBL Crystal-testprofilen gir resultatet "Ingen identifisering” og kulturens renhet er bekreftet, er det sannsynlig at

(i) testisolatet fremkaller atypiske BBL Crystal-reaksjoner (som ogsa kan forarsakes av prosedyrefeil), (ii) testartene ikke
er en del av de beregnede taksa eller (iii) systemet ikke kan identifisere testisolatet med det nadvendige konfidensnivaet.
Tradisjonelle testmetoder anbefales nar det er fastslatt at brukerfeil er utelukket.

EGENSKAPER VED PRGVEUTFGRELSEN

Reproduserbarhet: | en ekstern studie som involverer fire kliniske laboratorier (totalt fem evalueringer), ble
reproduserbarheten til BBL Crystal ANR ID-substratreaksjoner (29) studert ved replikattesting. Reproduserbarheten til de
individuelle substratreaksjonene varierte fra 96,2 til 100 %. Den generelle reproduserbarheten til BBL Crystal ANR-panel
var 99,1 %.25

Noyaktigheten til identifiseringen: Utforelsen av BBL Crystal ANR ID-systemet ble sammenlignet med et aktuelt
tilgjengelig kommersielt system sa vel som med tradisjonelle referanseidentifikasjonsmetoder basert pa VA Wadsworth
Laboratorys anbefalinger, ved hjelp av kliniske isolater og vekstmediumkulturer. Totalt fem studier ble utfert pa fire
uavhengige laboratorier. Ferske rutineisolater som kommer til det kliniske laboratoriet, s& vel som tidligere identifiserte
isolater valgt av de kliniske forsgkslaboratoriene, ble utnyttet til & etablere utfgrelsesegenskaper.

Av totalt 633 isolater testet fra fem studier, ble 588 (93 %) riktig identifisert (inkludert isolater som krevde tilleggstesting)
av BBL Crystal ANR Identification System (identifiseringssystem). Totalt 36 (6 %) isolater ble feilaktig identifisert, og
meldingen "Ingen identifisering” ble gitt for 9 (1 %) isolater.25

TILGJENGELIGHET

Kat. nr. Beskrivelse Kat. nr. Beskrivelse

245010 BBL Crystal Anaerobe ID Kit, inneholder 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
20 hver av: BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids, Blood, eske med 100.
BBL Crystal Bases og BBL Crystal Anaerobe ID 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, pakke med 20.

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

245031 BBL Crystal Panel Viewer, amerikansk modell, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, pakke
110V, 60 Hz. med 20.

245032  BBL Crystal Panel Viewer, europeisk modell, 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, eske
220V, 50 Hz. med 100.

245033  BBL Crystal Panel Viewer, japansk modell, 297848  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin
100V, 50/60 Hz. K4, pakke med 20.

245034  BBL Crystal Panel Viewer Longwave UV Tube. 297716 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin

245036 BBL Crystal Panel Viewer White Light Tube. Ky, eske med 100.

245011  BBL Crystal Identification Systems Anaerobe 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, eske
Manual Codebook. med 50.

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539 BBL Gram Stain Kit, pakke med
Blood, pakke med 20. 4 x 250 mL-flasker.
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