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TILSIGTET BRUG

Disse skiver anbefales til brug ved den forelgbige identifikation af gramnegative anaerobe baciller baseret pa forskelle i falsomhed
over for antimikrobielle stoffer. Denne procedure ma ikke bruges til terapeutiske formal.

RESUME OG FORKLARING

Sutter og Finegold rapporterede om veerdien af antibiotiske skiver med specialstyrke ved differentieringen af Bacteroides og
Fusobacterium arter pa basis af antibiotiske haemningsmenstre.! Mgnstrene tillod, sammen med kolonimzessige og mikroskopiske
iagttagelser og et begraenset antal biokemiske tests, den hurtige forelgbige identifikation af anaerobe baciller. En lignende
differentieringsprotokol blev indfgrt af Centers for Disease Control (CDC).2

Sutter et al. anbefaler brug af skiver med kanamycin 1 mg, vancomycin 5 ug og colistin 10 pg med rene kulturer udstraget pa
Brucella blodagar med Hemin og Vitamin K;, med taerskelveerdi pa en 10 mm zonestgarrelse til rapportering af felsomhed eller
resistens.3 CDC-protokollen anvender skiver med penicillin 2 enheder, rifampin

15 pg og kanamycin 1 mg pa CDC anaerob blodagar, et beriget medium suppleret med hemin og Vitamin K,, med kriterier for sterre
zonestgrrelse.2 BBL testprotokollen anvender disse fem skiver pa hvert medium og teerskelvaerdien pa 10 mm zonestgrrelse.

PROCEDURENS PRINCIPPER

Disse skiver bruges til differentieringen af gramnegative anaerobe bakterier pa basis af in vitro testning af rene kulturer i forhold
til udvalgte antimikrobielle stoffer ved hjeelp af agardiffusionsmetoden. Vaekst af mikroorganismerne kan haemmes af det
antimikrobielle stof, der diffunderer ud fra skiven, hvilket resulterer i en haemningszone omkring skiven. Differentiering baseres pa
tilstedevaerelsen af heemningszoner, der er lig med eller starre end 10 mm (falsom) eller under 10 mm (resistent).

PRODUKTBESKRIVELSE

Disse 6 mm skiver er fremstillet af absorberende papir af hgj kvalitet og impraegneret med ngjagtigt bestemte maengder af
mikrobielle stoffer. De leveres i magasiner, der hver indeholder 50 skiver. Den sidste skive i hvert magasin er maerket “X” og
indeholder lzegemidlet som kodet. Magasiner er beregnet til brug i BBL enkeltskive-dispensere.

Advarsler og forholdsregler:

Til in vitro diagnostik.

Taxo Kanamycin 1 mg og Taxo Rifampin 15 ug skiver er ikke beregnet til brug ved falsomhedstestning til terapeutiske formal.
Overhold aseptiske teknikker og fastlagte forholdsregler mod mikrobiologiske farer under alle procedurer. Efter brug skal testplader
og andre kontaminerede materialer steriliseres ved autoklavering.

Opbevaringsinstruktioner:

1. Beholderne med skiver opbevares ved modtagelse ved -20 til 8 °C. Hvis laboratoriets kaleskab &bnes og lukkes hyppigt, og
der ikke opretholdes en passende temperatur, anbringes et lager i kgleskabet, som raekker til brug inden for en uge.

2. Lad beholderne na stuetemperatur inden abning. Saet ubrugte skiver tilbage i keleskabet, nar pafering af skiverne er feerdiggjort.
3. Brug de eldste skiver forst.

4. Bortskaf skiver, der er for gamle. Bortskaf ligeledes magasiner, hvorfra der hyppigt er taget skiver i ugens lgb. Bortskaf skiver,
der har staet ude natten over i laboratoriet, eller test skiverne med henblik pa funktion.

5. Huvis skiverne danner forkerte zoner med den anbefalede kontrolorganisme, skal hele proceduren kontrolleres; en fejlagtig
zone kan skyldes skiven, inokuleringen, praeparationen eller dybden af mediet eller andre faktorer.

Udlgbsdatoen geelder for skiver i intakte beholdere, opbevaret som anvist.

PRAPARATER

Disse skiver ma ikke bruges direkte med kliniske praeparater eller andre kilder indeholdende blandet flora. De organismer, der skal
forelgbig identificeres, skal fgrst isoleres som separate kolonier ved at udstryge praeparatet pa egnede dyrkningsmedieplader.
PROCEDURE

Vedlagte materialer: | denne pakke findes skiver til differentiering af gramnegative anaerobe baciller som maerket.

Ngdvendige materialer, der ikke er vedlagt: Hjalpedyrkningsmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr,
som det pakreeves til proceduren.

Testprocedure:

1. Klarggring af inokulat med test- og kontrolkulturer.

a. Inden inokulering lgsnes heetten pa et glas med inokulatbouillon, fx Schaedler bouillon med Vitamin K, eller andet egnet
medium, og det opvarmes i et vandbad med kogende vand for at uddrive oxygen, haetten szettes pa igen, og det afkgles til
stuetemperatur, eller inokulatbouillonen reduceres natten over i en anaerob krukke.

b. Udfer en Gramfarvning. Anvend kun rene kulturer.



c. Udveelg tre eller fire lignende kolonier og inokulér inokulatbouillonen.

d. Inkubér anaerobt ved 35 °C i 18 til 24 h eller indtil der iagttages kraftig turbiditet; justér turbiditeten, sa den kan
sammenlignes med en McFarland nr. 1 bariumsulfatstandard.

2. Inokulering

a. Forvarm plader med CDC anaerob blodagar eller Brucella blodagar med Hemin og Vitamin K til stuetemperatur.
Agarfladerne skal veere jeevne og fugtige.

b. Dyp inden for 15 min fra justeringen af inokulatets turbiditet en steril podepind i det korrekt fortyndede inokulat og drej den
flere gange med fast hand mod glassets @vre indervaeg for at trykke overskydende vaeske ud.

c. Inokulér hele overfladen af agarpladen tre gange, idet pladen drejes 60° mellem strygninger for at opna jeevn inokulering.

d. Leeg laget pa pladen igen og hold den i 3 til 5 min ved stuetemperatur, sa fugten absorberes fra inokulatet.

e. Anbring skiverne i jeevn afstand pa den inokulerede agaroverflade med en steril pincet eller en
enkeltskive-dispenser og tryk ned med en steril kanyle eller pincet for at skabe fuldsteendig kontakt med overfladen.

f.  Inkubér straks ved 35 °C under anaerobe forhold.

g. Undersgg pladerne efter 48 h. Mal og notér hver haemningszone til naermeste millimeter: under 10 mm som resistent; lig
med eller stgrre end 10 mm som falsom.

Brugerkvalitetskontrol: Kontroltests med kendte kulturer bgr inkluderes hver gang, der udfgres en
felsomhedstest. Fglgende organismer anbefales:

Antimikrobielt stof og kode

Organisme Kanamycin Rifampin Penicillin Vancomycin Colistin
K RA P-2 Va-5 CL-10
Bacteroides fragilis
ATCC 25285 R F F R R
Fusobacterium mortiferum
ATCC 9817 F R F R F

F = Felsom (zoner = 10 mm) R = Resistent (zoner < 10 mm)

Krav til kvalitetskontrol skal udferes i overensstemmelse med geeldende lokale og/eller nationale regulativer eller akkrediteringskrav
samt laboratoriets standard kvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales at lzese de relevante CLSI-retningslinjer og CLIA-regulativer
mht. passende kvalitetskontrolprocedurer.

RESULTATER
Sammenlign reaktivitetsmgnstrene med dem, der er angivet i tabellen.
Haemning af Bacteroides og Fusobacterium arter med antibiotiske skivert

Antimikrobielt stof og kode

Organisme Kanamycin Rifampin Penicillin Vancomycin Colistin
K RA P-2 Va-5 CL-10

B. fragilis gruppe* R F R R R
P. melaninogenica RF F F RF Fr
P. buccalis og P. veroralis R F F RF Fr
B. ureolyticus F F f R F
F. mortiferum F R Fr R F
F. varium F R Fr R F
F. necrophorum F F R F
F. nucleatum F F R F

F = Fglsom (zoner = 10 mm); Fr = stgrstedelen af stammer falsomme.

R = Resistent (zoner < 10 mm); RF = stgrstedelen af stammer resistente.

1 Data blev opnéet pa CDC anaerob blodagar og Brucella blodagar med Hemin og Vitamin K.

* B. fragilis gruppen omfatter B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus og B. uniformis.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Lees litteraturen for at fa den fuldsteendige plan for morfologiske og biokemiske karakteristika, som sammen med disse antibiotiske
heemningsmenstre ger det muligt at foretage en forelgbig identifikation.-4 Efter den forelgbige identifikation bgr der udferes
definitive identifikationsprocedurer til af fastsla validiteten af den forelgbige identifikation. Lees relevant litteratur for at fa yderligere
oplysninger.2-8



FUNKTIONSDATA

Inden frigivelse testes alle partier af BBL Taxo anaerobe differentieringsskiver for at verificere specifikke produktkarakteristika.
Prover analyseres med henblik pa styrken af hver af de antimikrobielle stoffer, der findes i kittet.

Desuden inokuleres ved hjeelp af podepind plader med CDC anaerob 5 % fareblodagar og Brucella blodagar med Hemin og
Vitamin K, med kulturer af Bacteroides fragilis (ATCC 25285) og Fusobacterium mortiferum (ATCC 9817). Prgver anbringes pa
de inokulerede plader og inkuberes ved 35 + 2 °C under anaerobe forhold. Efter 48 h inkubation aflaeses pladerne dernaest for
haemningszoner rundt om hver skive. B. fragilis er resistent (< 10 mm) over for Kanamycin, Penicillin, Vancomycin og Colistin og
fglsom (= 10 mm) over for Rifampin. F. mortiferum er resistent (< 10 mm) over for Rifampin og Vancomycin og fglsom (= 10 mm)
over for Kanamycin, Penicillin og Colistin.

BESTILLING
Kat. nr. Beskrivelse
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set (saet med anaerobe differentieringsskiver), 50 tester

Saetkomponenter — et magasin med 50 skiver af hver af de fglgende antimikrobielle stoffer:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg

BBL Taxo Rifampin, 15 ug

Sensi-Disc Penicillin, 2 enheder

Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug

Sensi-Disc Colistin, 10 pg

231562 BD BBL Taxo Kanamycin, 1 mg skiver, enkelt magasin med 50 skiver
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