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AVSEDD ANVANDNING

Dessa lappar rekommenderas for presumptiv identifiering av gramnegativa anaeroba bakterier pa basis av skillnader i kanslighet for
antimikrobiella medel. Detta férfarande é&r ej avsett att anvédndas for terapeutiska syften.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Sutter och Finegold har rapporterat om vardet av antibiotikalappar med sarskild potens for differentiering av Bacteroides och
Fusobacterium spp., pa basis av antibiotiska hAmningsmonster.” Dessa monster, i kombination med observation av kolonierna

och mikroskopi samt ett begransat antal biokemiska tester, mojliggér en snabb, presumptiv identifiering av anaeroba bakterier. Ett
liknande protokoll for differentiering har antagits av Centers for Disease Control (CDC).2

Sutter et al. rekommenderar anvandning av lappar med kanamycin 1 mg, vancomycin 5 pg samt colistin 10 pg, tillsammans med
renkulturer utstrukna pé& Brucella-blodagar med hemin och vitamin K;, med en zongrans pa 10 mm for rapportering av kanslighet
respektive resistens.3 | CDC-protokollet anvands lappar med penicillin 2 enheter, rifampicin 15 ug samt kanamycin 1 mg pa CDC
anaerob blodagar, ett berikat medium med tillsats av hemin och vitamin K, och bredare zongranser.2 | BBL-testprotokollet anvands
dessa fem lappar pa nagot av dessa medier och en zongréns pa 10 mm.

PRINCIPER FOR METODEN

Dessa lappar anvands for differentiering av gramnegativa anaeroba bakterier pa basis av in vitro-testning av renkulturer

med selekterade antibiotika, med anvandning av agardiffusionsmetoden. Mikroorganismernas vaxt hammas eventuellt av det
antimikrobiella medlet som diffunderar ut ur lappen, vilket resulterar i en hamningszon runt lappen. Differentieringen baseras pa
forekomsten av hamningszoner pa lika med eller stérre an 10 mm (kansliga) eller mindre &n 10 mm (resistenta).
PRODUKTBESKRIVNING

Dessa 6 mm-lappar ar tillverkade av absorberande papper av hdg kvalitet och impregnerade med noggrant bestdmda mangder
antibiotikum. De tillhandahalles i kassetter med 50 lappar i varje kassett. Den sista lappen i varje kassett &r markt "X” och innehaller
lakemedel enligt kodningen. Kassetterna ar avsedda att anvandas i BBL lappdispenserare.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedda for in vitro-diagnostik.

Taxo Kanamycin 1 mg och Taxo Rifampin 15 ug lappar ar ej avsedda for resistensbestdmning i syfte att faststalla [amplig
behandling.

lakttag aseptisk teknik och vedertagna infektionsférebyggande forsiktighetsatgarder under samtliga forfaranden. Efter anvandning

maste alla plattor och 6vrigt kontaminerat material steriliseras i autoklav.

Forvaringsanvisningar:

1. Forvara lappbehallarna vid -20 — +8 °C efter leverans. Om kylskapet pa laboratoriet 6ppnas och stangs ofta, sa att lamplig
temperatur inte uppratthalls, skall endast sa manga lappar som gar at pa en vecka forvaras i kylskapet.

2. Lat behallarna varmas upp till rumstemperatur innan de 6ppnas. Lagg tillbaka oanvanda lappar i kylskapet efter att du ar fardig
med appliceringen av lapparna.

3. Anvand de aldsta lapparna forst.

4. Lappar som passerat utgangsdatum skall kasseras. Kassetter ur vilka lappar ofta tagits ut under en veckas tid skall ocksa
kasseras. Lappar som legat framme 6ver natten pa laboratoriet skall kastas eller funktionstestas.

5.  Om oriktiga hamningszoner bildas omkring lapparna med de rekommenderade kontrollorganismerna skall hela forfarandet
kontrolleras; oriktiga hdmningszoner kan bero pa lappen, inokuleringen, odlingsmediets beredning eller djup eller andra
faktorer.

Utgangsdatum galler for lappar i intakt behallare vid férvaring enligt anvisningarna.

PROVER

Dessa lappar skall ej anvandas direkt med kliniska prover eller annat material innehallande blandflora. Den organism som skall
identifieras presumptivt maste forst isoleras i form av separata kolonier, via utstryk av provet pa plattor med lampligt odlingsmedium.
FORFARANDE

Tillhandahallet material: Denna férpackning innehaller lappar for differentiering av gramnegativa anaeroba bakterier enligt
markningen.

Material som krévs men ej medféljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer for kvalitetskontroll och sadan
laboratorieutrustning som kravs for denna metod.



Testforfarande:
1. Beredning av inokulat av test- och kontrollkulturer.

a.

3]

Fore inokulering, lossa locket pa ett rér med odlingsbuljong, t.ex. Schaedler Broth med vitamin K, eller annat Iampligt
odlingsmedium och varm det i ett vattenbad med kokande vatten sa att oxygenet drivs ut, dra at locket igen och lat roret
svalna till rumstemperatur, eller reducera odlingsbuljongen ver natten i anaerob behallare.

Utfér Gram-fargning. Anvand endast renkulturer.

Valj ut tre till fyra kolonier av likartat utseende och inokulera odlingsbuljongen.

Inkubera anaerobt vid 35 °C i 18 — 24 h eller tills kraftig grumling observeras; justera grumligheten till en niva jamférbar med
McFarland bariumsulfatstandard 1.

2. Inokulering

a.

b.

=

f.

g.

Forvarm plattor med CDC anaerob blodagar eller Brucella-blodagar med hemin och vitamin K; till rumstemperatur.
Agarytorna skall vara jamna och fuktiga.

Inom 15 min efter det att inokulatets grumlighet har justerats skall en steril odlingspinne doppas i det korrekt spadda
inokulatet och pressas och vridas ordentligt mot rérets dvre insida flera ganger, sa att éverskottsvatska pressas ut.

Inokulera plattans hela agaryta tre ganger, och vrid plattan 60° mellan utstryken for en jamn inokulation.

Satt tillbaka locket pa plattan och lat den sta 3 — 5 min vid rumstemperatur sa att fukten fran inokulatet hinner absorberas.
Lagg ut lapparna pa jamna avstand fran varandra pa den inokulerade agarytan med hjalp av en steril pincett eller
lappdispenserare, och tryck forsiktigt ned dem med en steril nal eller pincett sa att de ar i fullstandig kontakt med
odlingsmediets yta.

Inkubera omedelbart vid 35 °C under anaeroba férhallanden.

Undersok plattorna efter 48 h. Mat och anteckna varje hdmningszon med en millimeters noggrannhet: mindre an 10 mm
innebar resistens; lika med eller stoérre an 10 mm innebar kanslighet.

Kvalitetskontroll utford av anvandaren: Kontrolltester med kanda kulturer bor inga i varje resistensbestamning. Féljande
organismer rekommenderas:

Antibiotikum och kod

Organism Kanamycin Rifampicin Penicillin Vancomycin Colistin
K RA P-2 Va-5 CL-10
Bacteroides fragilis
ATCC 25285 R S R R R

Fusobacterium mortiferum

ATCC 9817 S R S R S

K = Kanslig (zoner 210 mm) R = Resistent (zoner < 10 mm)

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade
procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for
lampliga kvalitetskontrollférfaranden.

RESULTAT

Jamfor reaktionsménstren med mdénstren i tabellen.

Hamning av Bacteroides och Fusobacterium spp. med antibiotikalappart

Antibiotikum och kod

Organism Kanamycin Rifampicin Penicillin Vancomycin Colistin
K RA P-2 VA-5 CL-10
B. fragilis gruppe* R S R R R
P. melaninogenica RS S S RS Sr
P. buccalis og P. veroralis R S S RS Sr
B. ureolyticus S S S R S
F. mortiferum S R Sr R S
F. varium S R Sr R S
F. necrophorum S S S R S
F. nucleatum S S S R S

K = Kéanslig (zoner 2 10 mm); K = de flesta stammar ar kansliga.

R = Resistent (zoner < 10 mm); RK = de flesta stammar &r resistenta.

1 Data har erhallits med anvandning av CDC anaerob blodagar och Brucella-blodagar med hemin och vitamin K;.

* B. fragilis -gruppen inkluderar B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus och B. uniformis.

METODENS BEGRANSNINGAR

Se referenserna for ett fullstandigt schema 6ver morfologiska och biokemiska karaktaristika som, i kombination med dessa
antibiotikahdmningsmaonster, mojliggor en presumptiv identifiering.!-#4 Efter den presumptiva identifieringen bor forfaranden for
definitiv identifiering utféras for validering av den presumptiva identifieringen. Se lampliga referenser for ytterligare information.2-8
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KLINISKA PRESTANDA

Samtliga partier BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs testas med avseende pa specifika produktegenskaper innan de slapps
for forsaljning. Prover analyseras med avseende pa koncentrationen av varje antimikrobiellt medel i satsen.

Dessutom inokuleras plattor innehallande CDC anaerob blodagar med 5 % farblod samt plattor innehallande Brucella-blodagar med
hemin och vitamin K; med hjélp av odlingspinne, med kulturer av Bacteroides fragilis (ATCC 25285) och Fusobacterium mortiferum
(ATCC 9817). Proverna placeras pa de inokulerade plattorna och inkuberas vid 35 + 2 °C under anaeroba férhallanden. Efter 48 h
inkubering avlases plattorna med avseende pa hamningszonerna runt varje lapp. B. fragilis ar resistent (< 10 mm) mot kanamycin,
penicillin, vancomycin och colistin, och kanslig (= 10 mm) for rifampicin. F. mortiferum ar resistent (< 10 mm) mot rifampicin och
vancomycin, och kanslig (= 10 mm) fér kanamycin, penicillin och colistin.

TILLGANGLIGHET

Kat. nr. Beskrivning
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set, 50 tester
Setets komponenter — en kassett med 50 lappar innehallande vart och ett av féljande antibiotika:
BBL Taxo kanamycin, 1 mg
BBL Taxo rifampicin, 15 pg
Sensi-Disc penicillin, 2 enheter
Sensi-Disc vancomycin, 5 ug
Sensi-Disc colistin, 10 ug

231562 BD BBL Taxo kanamycin, lappar 1 mg, singelkassetter med 50 lappar
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