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UTILIZARE SPECIFICA

Sistemul de identificare (ID) BBLCrystal pentru anaerobi (ANR) este 0 metoda miniaturizata de identificare care
utilizeaza substraturi conventionale modificate, fluorogene si cromogene. Este destinat identificarii bacteriilor
anaerobe izolate frecvent.1-9

REZUMAT $I EXPLICATII

Micrometode de identificare biochimica a microorganismelor au fost prezentate incepand inca din 1918.10

Cateva publicatii au informat despre utilizarea unor metode cu discuri de hartie impregnate cu reactivi sau cu
microflacoane.0-14 Interesul pentru sisteme de identificare miniaturizate a condus la introducerea catorva sisteme
comerciale la sfarsitul anilor ‘60, acestea prezentand avantaje prin spatiul redus necesar pentru depozitare, prin durata
prelungita de viata pana la expirare, prin controlul de calitate standardizat si prin usurinta de utilizare.

n general, multe dintre testele utilizate in sistemele de ID BBLCrystal sunt modificari ale metodelor clasice. Acestea
includ teste pentru fermentare, oxidare, degradare si hidroliz a diverselor substraturi. In plus, exista substraturi
cromogene si fluorogene, precum in caseta BBLCrystal ANR ID, pentru a detecta enzimele utilizate de microbi la
metabolizarea diverselor substraturi.12.15-22

BBLCrystal ANR ID kit este alcatuit din (i) BBLCrystal ANR ID panel lids, (ii) BBLCrystal bases si (iii) flacoanele BBLCrystal
ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF). Capacul contine 29 substraturi deshidratate si un martor de fluorescenta

n varful spatulelor de plastic. In baza existd 30 de godeuri pentru reactii. Inoculul de testat este preparat cu lichidul

de inoculare si este utilizat la umplerea tuturor celor 30 de godeuri din baza. La alinierea capacului cu baza si la
asamblarea lor, inoculul de testat rehidrateaza substraturile uscate si initiaza reactiile din cadrul testului.

Dupad perioada de incubatie, godeurile sunt examinate pentru a observa modificarile de culoare sau prezenta
fluorescentei care rezulta din activitatile metabolice ale microorganismelor. Modelul rezultat din cele 29 de reactii este
convertit intr-un numar de profil cu zece cifre care va fi utilizat drept baza pentru identificare.23 Modelele de reactii
biochimice si enzimatice pentru cele 29 de substraturi BBLCrystal ANR ID pentru o larga varietate de microorganisme,
sunt stocate in baza de date a BBLCrystal ANR ID. Identificarea este derivata din analiza comparata a modelului de
reactie al izolatului testat cu cele pastrate in baza de date. O lista completa a categoriilor taxonomice cuprinse in baza
de date curenta este prezentata in Tabelul 1.

PRINCIPIILE PROCEDURII

Casetele BBLCrystal ANR ID contin 29 de substraturi biochimice si enzimatice uscate. O suspensie bacteriana, existenta
in lichidul de inoculare, este utilizata pentru rehidratarea substraturilor. Testele utilizate in acest sistem sunt bazate pe
utilizarea si degradarea microbiana a unor substraturi specifice, detectate prin variate sisteme indicatoare. Hidroliza
enzimatica a substraturilor fluorogene care contin derivati cumarinici de 4-metilumbeliferon (4MU) sau 7-amino-4-
metilcumarina (7-AMC), conduce la o crestere a fluorescentei care poate fi usor detectata vizual'5-19 cu o sursa de
lumin& UV.19-21 Substraturile cromogene produc la hidrolizare modificari de culoare care pot fi detectate vizual. In plus,
n sistemele de ID BBLCrystal exista teste care detecteaza abilitatea unui organism de a hidroliza, degrada, reduce sau
utiliza in alt mod un substrat.

Reactiile care au loc la nivelul diverselor substraturi si scurte explicatii ale principiilor utilizate in sistem, sunt descrise

n Tabelul 2. Pozitia in casetd, descrisa in tabelele prezentate, indica randul si coloana pe care este plasat godeul
(exemplu: 1J se refera la randul 1, coloana J).



Tabelul 1

Categorii taxonomice pentru sistemul BBLCrystal ANR ID

Bacili Gram-negativi

Tolerante la bila

grupul Bacteroides fragilis
B. caccae

grupul B. distasonis 10

B. eggerthii

B. fragilis

B. ovatus

B. stercoris

B. thetaiotaomicron

B. uniformis

B. vulgatus

Altele:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii1
Sensibile la bila pigmentate
speciile Capnocytophaga
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P, asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

Sensibile la bila
Nepigmentate
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P oralis

P. oris

P. veroralis'
Nepigmentate,
Fara adancire
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T praeacuta
Tolerante la bila
Nepigmentate
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas
D. pigra
speciile Desulfovibrio
Campylobacter
C. curvus/rectus

Nepigmentate,
Adancire
Bacteroides

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

F. necrophorum
F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Legenda: 1= Categorie taxonomica numaiin baza de date BBLCrystal, BBL Schaedler.

2 = Categorie taxonomica numai in bazele de date BBLCrystal, BBL Schaedler si BBLCrystal alternate Blood Agar.

3 =Include B. distasonis si B. merdae.
4 = Aceste categorii taxonomice au < 10 profiluri unice BBLCrystal in baza de date curenta.

Bacili Gram-pozitivi

Clostridia care nu formeaz3 spori Coci Gram-pozitivi
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 11
C. perfringens
C. putrificum!
C. ramosum

C. septicum

C. sordellii

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

C. tetani*

Bifidobacterium
B. adolescentis
B. dentium
speciile B.
Eubacterium

E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris
speciile M.2.11
Propionibacterium
P. acnes

P. avidum

P. granulosum*
P. propionicus
Lactobacillus

L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

Ruminococcus

R. productus!
Staphylococcus

S. saccharolyticus
Streptococcus

S. constellatus

S. intermedius

Coci Gram-negativi
speciile Veillonella




Tabelul 2

Principiile testelor utilizate de sitemul BBLCrystal ANR ID

Pozma“ln Caracteristica testului Cod Principiu (Referinta)
caseta '

4A Martor negativ fluorescent FCT Control de standardizare a rezultatelor substraturilor
fluorescente.

2A L-arginina-AMC FAR Hidroliza enzimatica a legaturii amidice sau glicozidice are ca
rezultat eliberarea derivatelor cumarinice fluorescente.19-21

1A L-histidina-AMC FHI

4B 4MU-a-D-manozid FAM

2B L-serina-AMC FSE

1B L-izoleucina-AMC FIS

4c 4MU-B-D-manozid FBM

2C Glicina-AMC FGL

1C L-alanina-AMC FAL

4D 4MU-N-acetil-B-D- FGA

galactozaminida

2D acid L-piroglutamic-AMC FPY

1D L-lizina-AMC FLY

4E L-metionina-AMC FME

2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE

1E 4MU-B-D-xilozid FXY

4F L-fenilalanina-AMC FPH

2F L-leucina-AMC FLE

1F Escosyl FSC Hidroliza legaturii glicozidice are ca rezultat eliberarea de
esculetina nefluorescenta.22

4G Dizaharid DIS Utilizarea carbohidratilor are ca rezultat scaderea
pH-ului si schimbarea indicatorului (rosu fenol).1.2.11.12

2G Furanoza FUR

1G Piranoza PYO

4H p-nitrofenil-a-D-galactozid AGA Hidroliza enzimatica a glicozidului substituit la aril incolor, are
ca rezultat eliberarea de p-nitrofenol galben.15-19

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

1H p-nitrofenil-fosfat PHO

41 p-nitrofenil-a-D-glucozida AGL

2l p-nitrofenil-N-acetil- NAG

glucozaminida

11 L-prolina-p-nitroanilida PRO Hidroliza enzimatica a substratului amidic incolor are ca rezultat
eliberarea de p-nitroanilind galbena.15-19

4) p-nitrofenil-a-L-fucozida AFU Hidroliza enzimatica a glicozidului substituit la aril incolor are ca
rezultat eliberarea de p-nitrofenol galben.15-19

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

1) L-alanil-L-alanina-p-nitroanilida ALA Hidroliza enzimatica a substratului amidic incolor are ca rezultat

eliberarea de p-nitroanilina galbena.!5-19




Reactivi

Caseta BBLCrystal ANR ID contine 29 de substraturi biochimice si enzimatice. Consultati tabelul de mai jos pentru lista
ingredientelor active.

Tabelul 3
Reactivii utilizati in sistemul BBLCrystal ANR ID
APOZ"'a. Substrat Cod Poz. Neg. Ingrediente active Cant. aprox.
in caseta (9/L)
aA Martor negativ fluorescent FCT n/a n/a Derivat cumarinic fluorescent <1
2A L-arginind-AMC FAR fluorescentd albastra fluorescenta albastra L-arginina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
1A L-histidina-AMC FHI  fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-histidina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
4B 4MU-a-D-manozid FAM fluorescenta albastra fluorescenta albastra 4MU-a-D-manozid <1
>FCT godeu < FCT godeu
2B L-serina-AMC FSE  fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-serina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
1B L-izoleucina-AMC FIS  fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-izoleucina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
4C 4MU-B-D-manozid FBM fluorescenta albastra fluorescenta albastra 4MU-B-D-manozid <1
>FCT godeu < FCT godeu
2C Glicina-AMC FGL fluorescenta albastra fluorescenta albastra glicina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
1C L-alanind-AMC FAL  fluorescenté albastra fluorescentd albastra L-alanina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
4D 4MU-N-acetil-B-D- FGA fluorescenta albastra fluorescenta albastra 4MU-N-acetil-B-D- <1
galactozaminida >FCT godeu < FCT godeu galactozaminida
2D acid L-piroglutamic-AMC FPY  fluorescentd albastra fluorescentd albastra acid L-piroglutamic-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
1D L-lizina-AMC FLY fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-lizina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
4E L-metionina-AMC FME fluorescenta albastré fluorescenta albastré L-metionina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE fluorescenta albastra fluorescenta albastra 4MU-B-D-celobiopiranozid <1
>FCT godeu < FCT godeu
1E 4MU-B-D-xilozid FXY fluorescentd albastra fluorescenta albastra 4MU-B-D-xilozid <1
>FCT godeu < FCT godeu
4F L-fenilalanina-AMC FPH  fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-fenilalanina-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
2F L-leucina-AMC FLE  fluorescenta albastra fluorescenta albastra L-leucind-AMC <1
>FCT godeu < FCT godeu
1F Escosyl* FSC  albastru/verde albastru/verde Escosyl <1
fluorescenta fluorescenta
>FCT godeu < FCT godeu
4G Dizaharid DIS  Auriu/galben Portocaliu/rosu Dizaharid <300
2G Furanoza FUR  Auriu/galben Portocaliu/rosu Furanoza <300
1G Piranoza PYO Auriu/galben Portocaliu/rosu Piranoza <300
4H p-n-p-a-D-galactozid AGA Galben Incolor p-n-p-a-D-galactozid <7
2H p-n-p-B-D-galactozid NPG  Galben Incolor p-n-p-B-D-galactozid <7
H p-n-p-fosfat PHO Galben Incolor p-n-p-fosfat <7
41 p-n-p-a-D-glucozida AGL Galben Incolor p-n-p-a-D-glucozida <7
2| p-n-p-N-acetil-glucozaminida NAG Galben Incolor p-n-p-N-acetil-glucozaminida <7
11 L-prolina-p-nitroanilida PRO  Galben Incolor L-prolina-p-nitroanilida <7
4) p-n-p-a-D-fucozida AFU  Galben Incolor p-n-p-a-L-fucozida <7
2) p-n-p-p-D-glucozida BGL Galben Incolor p-n-p-B-D-glucozida <7
1 L-alanil-L-alanina-p- ALA  Galben Incolor L-alanil-L-alanina-p- <7

nitroanilida

nitroanilida

*Substratul Escosyl este fluorescent nehidrolizat. Fluorescenta scade in prezenta enzimei.

Precautii: pentru diagnostic in vitro

Dupa utilizare, inainte de a fi aruncate, autoclavati sau incinerati toate materialele infectioase, incluzand placile,
tampoanele de vatd, flacoanele de inoculare, hartiile de filtru utilizate pentru testul indolului si casetele.

DEPOZITARE S| MANIPULARE /DURATA DE VIATA PANA LA EXPIRARE

Capace: Capacele sunt ambalate separat si trebuie depozitate nedeschise la frigider la 2-8 °C. NU CONGELATI.

Inspectati vizual ambalajul pentru depistarea eventualelor discontinuitati ale foliei ambalajului. Nu utilizati daca
ambalajul pare a fi deteriorat. Daca sunt pastrate asa cum este recomandat, in ambalajul originar, capacele isi vor
pastra reactivitatea prevazuta pana la data expirarii.



Bazele: Bazele sunt ambalate in doua seturi de zece, in tavile de incubatie BBLCrystal. Bazele sunt suprapuse, cu fata
in jos, pentru a diminua contaminarea aeriana. Pastrati-le intr-un mediu fara praf la 2-25 °C, pana la utilizare. Pastrati
bazele neutilizate in tava, in punga de plastic. Tavile goale vor fi utilizate la incubatia casetelor.

Lichidul de inoculare: BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) este ambalat in doua seturi de cate zece
flacoane. Inspectati vizual flacoanele pentru a descoperi eventualele fisuri, scurgeri etc. Nu le utilizati in cazul in care
constatati scurgeri, deteriorari ale flaconului sau ale capacului acestuia sau semne vizibile de contaminare (de ex.
incetosare, turbiditate). Pastrati flacoanele la 2-25 °C. Data de expirare este indicata pe eticheta flaconului. Impreuna
cu casetele BBLCrystal ANR trebuie utilizate numai lichidele de inoculare BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H.

La receptie, depozitati kitul BBLCrystal ANR la 2 - 8 °C. Dupa deschidere, numai capacele trebuie pastrate la 2-8 °C.
Restul componentelor kitului pot fi pastrate la 2-25 °C. In cazul in care kitul sau oricare dintre componentele lui au fost
refrigerate, fiecare dintre ele trebuie aduse la temperatura camerei inainte de utilizare.

COLECTAREA $I PRELUCRAREA PROBELOR

Sistemele de ID BBLCrystal nu sunt destinate utilizarii directe cu probe clinice. Utilizati izolate dintr-un mediu
neselectiv agar-sange, cum ar fi CDC Anaerobe Blood Agar, Brucella Blood Agar, Columbia Blood Agar sau Schaedler
Blood Agar. Izolatul de testat trebuie sa fie dintr-o cultura pura, care sa nu fie mai veche de 24-48 h pentru majoritatea
genurilor; pentru unii coci cu crestere lenta (pana la 72 h) si pentru speciile Actinomyces (72-96 h) pot fi acceptate

si culturi mai vechi. La prepararea suspensiei din inocul trebuie utilizate numai aplicatoarele cu capat de vata din
bumbac, avand in vedere ca unele dintre tampoanele de poliester pot cauza probleme la inocularea casetelor.
(Consultati , Limitarile procedurii”.) Dupa ce capacele au fost scoase din pungile sigilate, trebuie utilizate in cel mult

1 h pentru a asigura

o performanta adecvata. Invelitoarea de plastic trebuie s& ramana pe capac pana la utilizare.

Este necesara umidificarea incubatorului pentru a preveni evaporarea lichidului din godeuri in cursul incubatiei. Nivelul
de umiditate recomandat este de 40-60%. Calitatea probelor clinice influenteaza direct utilitatea sistemelor de ID
BBLCrystal sau a oricarei alte proceduri diagnostice efectuate pe acestea. Pentru colectarea probelor, transportul si
fnsamantarea pe mediile primare de culturd, se recomanda insistent ca laboratoarele sa utilizeze metodele discutate in
Manual of Clinical Microbiology.! Alte lecturi recomandate, relevante pentru manipularea probelor cu anaerobi includ
Wadsworth Anaerobic Bacteriology ManuaP si Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology.3

PROCEDURA DE TESTARE

Materiale furnizate: BBLCrystal ANR ID Kit -

20 BBLCrystal Anaerobe ID Panel Lids,

20 BBLCrystal Bases,

20 flacoane BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid. Fiecare flacon are aproximativ 2,3 + 0,15 mL de lichid de
inoculare continand: KCI 7,5 g, CaCl, 0,5 g, tricina N-[2-Hidroxi-1, 1-bi (hidroximetil)metil] glicina 0,895 g, apa
purificata panala 1000 mL.

2 tavideincubatie;

1 BBLCrystal ANR ID Report Pad.

Materiale nefurnizate: Tampoane de vata de bumbac sterile (nu utilizati tampoane poliesterice), incubator (35-37 °C)

fara CO, (umiditate 40-60%), standardele McFarland Nr. 4 si Nr. 5, BBLCrystal Panel Viewer, BBLCrystal ID System

Electronic Codebook sau BBLCrystal ANR Manual Codebook, pipeta de indol BBL DMACA Indole Reagent Droppers,

placi de cultura neselective si catalaza ca reactiv.

De asemenea, sunt necesare echipamentele si articolele de laborator utilizate la prepararea, depozitarea si

manevrarea probelor clinice.

Procedura de testare: Sistemul BBLCrystal ANR ID necesita coloratii Gram, rezultatele testelor cu indol si catalaza.

Inainte de montarea casetei trebuie efectuate testele cu indol si catalaza. Efectuati tetarea cu indol conform

instructiunilor furnizate in prospectul din pachet. Pentru testul catalazei se recomanda utilizarea unei solutii 15,0% de

peroxid de hidrogen la care se adauga Tween 80 1,0%.9.24

1. Scoateti capacele din punga. indepartati agentul deshidratant. Dupa
scoaterea din punga, capacele acoperite trebuie utilizate in cel mult 1 h.
Nu utilizati caseta daca punga nu contine agent deshidratant.

2. Luati un flacon cu lichid de inoculare si etichetati-l cu numarul probei
pacientului. Utilizand tehnici aseptice, cu varful unui betisor cu vata de
bumbac (nu utilizati vata poliesterica), cu un aplicator de lemn sau cu o
ansa din plastic de unica folosinta, culegeti colonii cu aceeasi morfologie
de pe unul din mediile recomandate (consultati sectiunea ,,Colectarea si
prelucrarea probelor”).

3. Realizati suspensia coloniilor intr-un flacon de BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid.

Puneti din nou capacul si amestecati prin rotire timp de 10-15 sec. Turbiditatea trebuie sa fie echivalenta cu
standardul McFarland nr. 4 (nu depasiti standardul McFarland nr. 5). In cazul in care concentratia inoculului
depaseste standardul McFarland recomandat, trebuie procedat in felul urmator:

a. Preparati un nou inocul, echivalent al standardului McFarland nr. 4, utilizadnd un flacon nou de lichid de inoculare.

b. Tn cazul in care nu sunt disponibile colonii suplimentare pentru prepararea unui nou inocul, utilizand tehnici
aseptice, diluati inoculul addugand volumul minim necesar (nu depdsiti 1,0 mL) de solutie salina sterila 0,85%
pentru a scidea turbiditatea la echivalentul McFarland nr. 4. Indepartati cantitatea in exces cu ajutorul unei
pipete sterile, astfel incat volumul de inocul s& fie aproximativ egal cu volumul initial din flacon (2,3 + 0,15 mL).
Neindeplinirea acestei ultime conditii poate conduce la scurgerea inoculului pe portiunea neagra a bazei,
caseta devenind astfel inutilizabila.




5. Luati o baza si marcati numarul probei pacientului pe peretele lateral.
6. Turnatiintregul continut de lichid de inoculare in zona tinta a bazei.

7. Tineti baza cu ambele maini si conduceti inoculul cu blandete de-a lungul
canalelor pana la umplerea tuturor godeurilor. Dirijati lichidul in exces
inapoi catre zona tinta si puneti baza pe un banc de lucru. Datorita
concentratiei mari de celule utilizate in casetele BBLCrystal ANR ID,
inoculul trebuie condus incet de-a lungul canalelor pentru a asigura
umplerea corespunzitoare a tuturor godeurilor. Inainte de asezarea
capacului, asigurati-va ca nu exista lichid in exces intre godeuri.

8. Asezati capacul astfel incat capatul etichetat al acestuia sa se gaseasca
deasupra zonei tinta a bazei.

9. Apasatiin jos pana la intampinarea unei usoare rezistente. Puneti
policele pe marginea capacului catre mijlocul casetei, de fiecare parte,
si apasati in jos simultan pana la inchiderea cu zgomot caracteristic
(urmariti sa auziti doua ,,clicuri”).

Placa de puritate: Utilizand o ansa sterila, extrageti o picatura mica din

flaconul de inoculare inainte sau dupa inocularea bazei si inoculati pe un

agar inclinat sau pe o placa (orice mediu neselectiv) pentru verificarea
puritatii. Aruncati flaconul de inocul si capacul acestuia intr-un recipient
pentru materialele cu risc biologic. Incubati agarul inclinat sau placa timp de

24-48 h la 35-37 °Cin conditii de anaerobioza. Agarul inclinat sau placa de

puritate pot fi, de asemenea, utilizate pentru teste suplimentare sau pentru

serologie, daca este necesar.

Incubatia: Plasati casetele inoculate in tavile de incubatie. Intr-o tava incap
zece casete (5 randuri de cate doua casete). Toate casetele trebuie s fie
incubate cu fata in jos (ferestrele mai mari orientate in sus; eticheta orientata
in jos) intr-un incubator fara CO, cu umiditate 40-60%. Pe parcursul
incubatiei, tavile nu trebuie asezate intr-o stiva mai inalta de doua tavi.
Timpul de incubatie pentru casete este de 4 h la 35-37 °C. NOTA: Nu
deschideti de mai multe ori usa incubatorului pe parcursul perioadei de
incubatie (preferabil de cel mult 3 ori).

Citirea: Dupa scurgerea timpului recomandat de incubatie, scoateti casetele
din incubator. Toate casetele trebuie citite cu fata in jos (ferestrele mai mari
orientate in sus; eticheta in jos) utilizand BBLCrystal Panel Viewer. Consultati
diagrama reactiei de culoare si/sau tabelul 3 pentru interpretarea reactiilor.
Utilizati BBLCrystal ANR Report Pad pentru a inregistra reactiile.

a. Cititi mai intai coloanele de la G la J, utilizand o sursa obisnuita de
lumina (alba).

b. Cititi coloanele de la A la F (substraturi fluorescente) utilizdnd sursa de
lumina UV din examinatorul casetei. Un godeu cu substrat fluorescent
este considerat pozitiv numai daca intensitatea fluorescentei observata in
godeu este mai mare decat cea prezentata de godeul martor negativ (A4).

Calcularea numarului de profil BBLCrystal: Fiecarui rezultat al testului considerat pozitiv (cu exceptia 4A, care este utilizat

ca martor negativ pentru fluorescentd) i se atribuie o valoare de 4, 2 sau 1, corespunzatoare randului pe care s gaseste

testul. Valoarea 0 (zero) este atribuita oricarui rezultat negativ. Numerele (valorile) rezultate din fiecare reactie pozitiva
din fiecare coloana sunt apoi insirate impreuna. Este generat un numar de 10 cifre; acesta este numarul de profil.




Exemplu: A B C D E F G H | J
4 * + - - + + - + -

2 - + + + - + - + + -

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

*(4A) = martor negativ fluorescent

Selectati baza de date corespunzatoare BBLCrystal pentru anaerobi, din meniul oferit. Tipul placii initiale utilizate

pentru prepararea inoculului va determina baza de date corespunzatoare. Pentru a fi utilizata cu mediile agar-

sange Columbia sau Brucella, selectati in meniu baza de date alternativa pentru agar-sénge.

Numarul de profil rezultat si rezultatele testelor neincluse (coloratie Gram, catalaza si indol) vor fi introduse intr-un

PC pe care a fost instalat BBLCrystal ID System Electronic Codebook, pentru obtinerea identificarii. Este disponibil si

un repertoar de coduri manual. In cazul in care nu este disponibil un PC, contactati Serviciul tehnic al BD Diagnostics

pentru asistenta la identificare.

Controlul calitatii efectuat de utilizator: Testarea pentru controlul de calitate este recomandata pentru fiecare lot

de casete, dupa cum urmeaza -

1. Inoculati o caseta cu Bacteroides fragilis ATCC 25285 urmand procedura recomandata (consulatti ,Procedura de
testare”).

2. Tnainte de incubatie, lasati casetele la temperatura camerei timp de 1 min (nu mai mult de 2 min).

3. Cititi si inregistrati reactiile cu ajutorul examinatorului pentru casete si al diagramei reactiilor de culoare.
Daca oricare dintre godeuri, cu exceptia 1F, este pozitiv conform diagramei reactiilor de culoare (dupa 1-2 min),
NU UTILIZATI CASETELE din acest lot. Contactati serviciul tehnic al BD Diagnostics. (NOTA: Godeul 1F [Escosyl]
trebuie sa fie pozitiv la rehidratare).

Daca toate godeurile sunt negative, incubati caseta timp de 4 h la 35-37 °C.
Cititi caseta cu ajutorul examinatorului pentru casete si cu diagrama reactiilor de culoare; inregistrati reactiile
utilizadnd tableta pentru rapoarte.

7. Comparati reactiile inregistrate cu cele listate in Tabelul 4. Daca sunt obtinute rezultate discrepante, confirmati
puritatea tulpinei pentru controlul de calitate inainte de a contacta Serviciul tehnic al BD Diagnostics.

8. Usa incubatorului nu trebuie deschisa in mod repetat in cursul perioadei de incubatie (preferabil de mai putin de
3 ori).

Rezultatele estimate ale testelor pentru tulpinile suplimentare destinate controlului de calitate sunt listate in tabelul 5.

LIMITARILE PROCEDURII

Sistemul BBLCrystal ANR ID este proiectat pentu categoriile taxonomice furnizate. Alte categorii taxonomice in afara
celor listate in tabelul 1 nu sunt destinate utilizarii cu acest sistem.

Toate bazele de date BBLCrystal de ID a anaerobilor au fost dezvoltate cu medii BBL. Reactivitatea unora dintre
substraturi in sistemele de identificare rapida poate fi dependenta de mediul sursa utilizat in prepararea inoculului.
Este recomandata utilizarea urmatoarelor medii BBL impreuna cu sistemul BBLCrystal ANR ID: Agar-sange anaerob
CDC, agar Schaedler cu vitamina K si 5% sange de oaie, agar Columbia cu 5% sange de oaie si agar-sange Brucella cu
hemina si vitamina K; (consultati , Disponibilitate”).

Sistemele de identificare BBLCrystal utilizeaza o micro-atmosfera modificata; in consecintd, valorile estimate pentru
testele individuale pot fi diferite fata de informatiile obtinute anterior cu reactii de testare conventionale. Acuratetea
sistemului BBLCrystal ANR ID se bazeaza pe utilizarea statistica a unor teste proiectate special si a unor baze de date
exclusive.

in timp ce sistemul BBLCrystal ANR ID contribuie la diferentierea microbiana, trebuie recunoscut ca pot exista variatii
minore intre tulpinile din aceeasi specie. Utilizarea casetelor si interpretarea rezultatelor necesita un microbiolog
competent. Identificarea finala a izolatului trebuie sa ia in considerare sursa probei, toleranta la aer, morfologia
celulelor, caracteristicile coloniilor pe diverse medii, cat si podusii finali de metabolism asa cum sunt determinati cu
ajutorul cromatografiei gaz-lichid, atunci cand este justificata.



Tabelul 4
Diagrama pentru controlul de calitate pentru sistemul BBLCrystal ANR ID#*

Pozitia Bacteroides fragilis

in casets Substrat Cod ATCC 25285
4A Martor negativ fluorescent FCT -
2A L-arginina-AMC FAR \
1A L-histidina-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-manozid FAM Al
2B L-serind-AMC FSE -
1B L-izoleucina-AMC FIS -
4c 4MU-B-D-manozid FBM +
2C Glicina-AMC FGL -
1C L-alanina-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetil-3-D- FGA +
galactozaminida
2D acid L-piroglutamic-AMC FPY vin
1D L-lizina-AMC FLY \
4E L-metionina-AMC FME \
2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE +
1E 4MU-B-D-xilozid EXY V1
4F L-fenilalanina-AMC FPH \
2F L-leucina-AMC FLE +
1F Escosyl FSC -34,10
4G Dizaharid DIS +
2G Furanoza FUR +
1G Piranoza PYO +1
4H p-n-p-a-D-galactozid AGA +
2H p-n-p-B-D-galactozid NPG +
1H p-n-p-fosfat PHO +
4] p-n-p-a-D-glucozida AGL +
21 p-n-p-N-acetil-glucozaminida NAG +
11 L-prolina-p-nitroanilida PRO -
4) p-n-p-a-L-fucozida AFU +
2) p-n-p-B-D-glucozida BGL +
1 L-alanil-L-alanina-p-nitroanilida ALA +
1 =Negativ de la BBL Schaedler 6 = Variabil de la BBL Brucella
2 = Pozitiv de la BBL Schaedler 7 = Negativ de la BBL Columbia
3 = Variabil de la BBL Schaedler 8 = Pozitiv de |la BBL Columbia
4 = Negativ de la BBL Brucella 9 = Variabil de la BBL Columbia
5 = Pozitiv de la BBL Brucella
Tabelul 5
Tulpini suplimetare pentru controlul de calitate pentru sistemul BBLCrystal ANR ID
s o Bacteroides  Peptostreptococcus Lactobacillus Fusobacterium
Pozitiain . P . . P .
caseta Substrat Cod distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC314 ATCC 27725
4A Martor negativ fluorescent FCT - - - -
2A L-arginina-AMC FAR + + + —410
1A L-histidina-AMC FHI Vv + +3 -
4B 4MU-a-D-manozid FAM + - - -
2B L-serina-AMC FSE - - +3 -
1B L-izoleucina-AMC FIS -4 - + -
4C 4MU-B-D-manozid FBM +10 - - -
2C Glicina-AMC FGL vi.12 V1 V2 -
1C L-alanina-AMC FAL + \a + -
4D 4MU-N-acetil-B-D-galactozaminidda  FGA + - - -
2D acid L-piroglutamic-AMC FPY V112 - vit.24 +
1D L-lizind-AMC FLY V21215 + + -
4E L-metionina-AMC FME + +410 + v
2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-xilozid FXY +10 - - -
4F L-fenilalanina-AMC FPH V12 \Y + -
2F L-leucina-AMC FLE + +10 + Vv
1F Escosyl FSC \Y V2,15 -3.4,10 V15
4G Dizaharid DIS + - +3.1024 -
2G Furanoza FUR + - + \
1G Piranoza PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galactozid AGA + - +34,10 -
2H p-n-p-B-D-galactozid NPG + - +34,10 -
1H p-n-p-fosfat PHO + - - -
4 p-n-p-a-D-glucozida AGL + - V1 -
21 p-n-p-N-acetil-glucozaminida NAG + - V12,15 -
11 L-prolina-p-nitroanilida PRO - - \ -
4) p-n-p-a-L-fucozida AFU - - - -
2) p-n-p-B-D-glucozida BGL + - + -
1 L-alanil-L-alanina-p-nitroanilida ALA + - \Y -

*Rezultatele prezentate sunt estimate atunci cand se utilizeaza mediu agar anaerob cu 5% sange de oaie BBL CDC.



La prepararea suspensiei de inocul trebuie utilizate numai tampoane din vata de bumbac, aplicatoare de lemn sau
anse de plastic de unica folosintd, deoarece unele tampoane din vata de poliester pot creste vascozitatea lichidului de
inoculare. Acest fapt poate conduce la umplerea insuficienta a godeurilor cu lichid de inoculare. Dupa ce capacele au
fost scoase din pungile sigilate, trebuie utilizate in cel mult 1 h pentru a asigura o performanta adecvata. Invelitoarea
de plastic trebuie sa ramana pe capac pana la utilizare.

Este necesara umidificarea incubatorului in care au fost introduse casetele pentru a preveni evaporarea lichidului din
godeuri in cursul incubatiei. Nivelul de umiditate recomandat este de 40-60%.

Dupa inoculare, casetele vor fi incubate numai cu fata in jos (ferestrele mai mari orientate in sus; eticheta orientata in
jos) pentru augmentarea eficientei substraturilor.

Coloniile trebuie prelevate din placi cu agar-sange neselective, cum ar fi BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia si
Schaedler (consultati , Disponibilitate”).

Daca profilul testului BBLCrystal indica rezultatul “Neidentificat” si puriatea culturii a fost confirmata, atunci probabil
ca (i) izolatul testat produce reactii BBLCrystal atipice (care, de asemenea, pot fi cauzate de erori de procedura), (i)
speciile testate nu fac parte din categoriile taxonomice indicate, sau (iii) sistemul nu poate identifica izolatul cu nivelul
necesar de precizie. Se recomanda utilizarea metodelor conventionale, daca se exclud erorile efectuate de utilizator.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Reproductibilitate: Intr-un studiu extern care a implicat patru laboratoare clinice (cinci evaluari in total),
reproductibiliatea reactiilor (29) substratului BBLCrystal ANR ID a fost studiata prin replicarea testarii.
Reproductibilitatea reactiilor individuale ale substratului a variat de la 96,2% la 100%. Reproductibilitatea generala
a casetei BBLCrystal ANR a fost determinata a fi de 99,1%.25

Acuratetea identificarii: Performantele sistemului BBLCrystal ANR ID au fost comparate atat cu sistemele comerciale
disponibile cat si cu metodele conventionale de identificare de referinta, pe baza recomandarilor VA Wadsworth
Laboratory, utilizand izolate clinice si culturi din stoc. In total au fost efectuate cinci studii in patru laboratoare
individuale. Pentru a stabili caracteristicile de performanta au fost utilizate atat izolate proaspete, de rutina, care
soseau in laboratorul clinic, cat si izolate identificate in prealabil, la alegerea centrului in care se desfasura testul clinic
pentru stabilirea caracteristicilor de performanta.

Din cele 633 de izolate testate in cele cinci studii, 588 (93%) au fost corect identificate (inclusiv izolatele care au
necesitat testari suplimentare) cu sistemul de identificare BBLCrystal ANR. In total, 36 de izolate (6%) au fost
identificate incorect, iar pentru 9 izolate (1%) a fost obtinut mesajul ,Neidentificat”.25

DISPONIBILITATE

Nr.cat. Descriere Nr.cat. Descriere
245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, continand cate 20: 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep

BBLCrystal Anaerobe ID Panel Lids, BBLCrystal Blood, cut. cu 100 de placi.

Bases si BBLCrystal Anaerobe ID Inoculum Fluid. 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K and
245038 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 5% Sheep Blood, pac. de 20.

cut. de 10. 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K and
245031 BBLCrystal Panel Viewer, Domestic model, 110V, 5% Sheep Blood, cut. de 100.

60 Hz. 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, pac.
245032 BBLCrystal Panel Viewer, European model, de 20.

220V, 50 Hz. 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, cut.
245033 BBLCrystal Panel Viewer, Japanese model, 100V, de 100.

50/60 Hz. 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245034 BBLCrystal Panel Viewer Longwave UV Tube. Vitamin Ky, pac. de 20.
245036 BBLCrystal Panel Viewer White Light Tube. 297716 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245011 BBLCrystal Identification Systems Anaerobe Vitamin Ky, cut. de 100.

Manual Codebook. 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, cut.
221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep de 50.

Blood, pac. cu 20 de placi. 212539 BBL Gram Stain Kit, pac. cu sticle de 250 mL x 4.
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Manufacturer / MNMpownasoauten / Vyrobce / Fabrikant / Hersteller / KataokeuaoTrig / Fabricante / Tootja / Fabricant
| Proizvodac / Gyarto / Fabbricante / Atkapywbl / Gamintojas / Razotajs / Tilvirker / Producent / Producator /
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 /
Katalogové &islo / Kataloski broj / Katalog numarasi / Homep 3a katanorom

Authorized Representative in the European Community / OtopuaupaH npegctasuten B EBponeiickata

obwHocT / Autorizovany zastupce pro Evropském spolecenstvi / Autoriseret repraesentant i De Europaeiske
Fzellesskaber / Autorisierter Vertreter in der Europaischen Gemeinschaft / E¢ouaiodotnuévog avTimpéowTog

omnv Eupwaikr Koivétnta / Representante autorizado en la Comunidad Europea / Volitatud esindaja Euroopa
NGukogus / Représentant autorisé pour la Communauté européenne / Autorizuirani predstavnik u Europskoj uniji

/ Meghatalmazott képviselé az Eurépai Kézosségben / Rappresentante autorizzato nella Comunita Europea /
EBpona kaybiMaacTbIFbiHAaFb! yakineTTi ekin / |galiotasis atstovas Europos Bendrijoje / Pilnvarotais parstavis Eiropas
Kopiena / Bevoegde vertegenwoordiger in de Europese Gemeenschap / Autorisert representant i EU / Autoryzowane
przedstawicielstwo we Wspdlnocie Europejskiej / Representante autorizado na Comunidade Europeia / Reprezentantul
autorizat pentru Comunitatea Europeana / YnonHomoueHHbI npeactasuTens B EBponeiickom coobluectse / Autorizovany
zastupca v Eurépskom spolocenstve / Autorizovano predstavnistvo u Evropskoj uniji / Auktoriserad representant i
Europeiska gemenskapen / Avrupa Toplulugu Yetkili Temsilcisi / YnoBHoBaxeHuin npeacTaBHUK y kpaiax €C

In Vitro Diagnostic Medical Device / MeauunHcku ypeq 3a guarHocTtuka uH BuTpo / Lékarské zafizeni uréené

pro diagnostiku in vitro / In vitro diagnostisk medicinsk anordning / Medizinisches In-vitro-Diagnostikum / In vitro
SIayvwaTIKA 10TpIKr) ouokeur| / Dispositivo médico para diagnéstico in vitro / In vitro diagnostika meditsiiniaparatuur /
Dispositif médical de diagnostic in vitro / Medicinska pomagala za In Vitro Dijagnostiku / In vitro diagnosztikai orvosi
eszkdz / Dispositivo medicale per diagnostica in vitro / XKacanzpl xaraanaa )ypriseTiH MeauumHanblk AuarHocTuka
acnabebl / In vitro diagnostikos prietaisas / Medicinas ierices, ko lieto in vitro diagnostika / Medisch hulpmiddel voor
in-vitro diagnostiek / In vitro diagnostisk medisinsk utstyr / Urzgdzenie medyczne do diagnostyki in vitro / Dispositivo
médico para diagnéstico in vitro / Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro / MeauuuHckuin npu6op Ans anarHocTuku
in vitro / Medicinska pomécka na diagnostiku in vitro / Medicinski uredaj za in vitro dijagnostiku / Medicinteknisk
produkt fér in vitro-diagnostik / In Vitro Diyagnostik Tibbi Cihaz / MeauuHuii npucTpiii ans AiarHoCTKM in vitro

Temperature limitation / TemnepaTypHu orpaHuyenus / Teplotni omezeni / Temperaturbegraensning /
Temperaturbegrenzung / Meplopiopoi Beppokpaciag / Limitacion de temperatura / Temperatuuri piirang / Limites
de température / Dozvoljena temperatura / Hémérsékleti hatar / Limiti di temperatura / TemnepatypaHb! wekTey
/ Laikymo temperatira / Temperatdras ierobezojumi / Temperatuurlimiet / Temperaturbegrensning / Ograniczenie
temperatury / Limites de temperatura / Limite de temperatura / Orpanuyerue Temnepatypsbl / Ohranicenie teploty /
Ogranicenje temperature / Temperaturgrans / Sicaklik sinirlamasi / O6mexeHHs Temnepatypu

Batch Code (Lot) / Koa Ha naptugata / Kéd (Cislo) $arze / Batch-kode (lot) / Batch-Code (Charge) / Kwdikdg mrapTidag
(Traprida) / Cédigo de lote (lote) / Partii kood / Numéro de lot / Lot (kod) / Tétel szama (Lot) / Codice batch (lotto) /
TonTama kogpl / Partijos numeris (LOT) / Partijas kods (laidiens) / Lot nummer / Batch-kode (parti) / Kod partii (seria) /
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