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Svenska

AVSEDD ANVANDNING

BBLCrystal Anaerob (ANR) identifierings- (ID) system ar en identifieringsmetod i miniformat som anvander sig av
modifierade konventionella, fluorogena och kromogena substrat. Den ar avsedd for identifieringen av ofta isolerade
anaeroba bakterier.1-9

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Mikrometoder for biokemisk identifiering av mikroorganismer beskrevs sa tidigt som 1918.10 Flera publikationer
rapporterade om anvandning av metoder med reagensimpregnerade pappersskivor och mikroror for differentiering av
enterobakterier.10-14 Intresset for identifieringssystem i miniformat ledde till introduktionen av flera kommersiella system
under det sena 1960-talet, och dessa system medférde flera fordelar da de inte krdvde mycket utrymme, hade férlangd
hallbarhet, standardiserad kvalitetskontroll och var latta att anvanda.

Allmant sett utgér manga av de tester som anvands i BBLCrystal ID systems modifieringar av klassiska metoder. Dessa
innefattar analyser med avseende pa jasning, oxidation, nedbrytning och hydrolys av olika substrat. Dessutom anvands
substrat lankade till kromogena och fluorogena substanser, som i BBLCrystal ANR ID panel, for detektion av enzymer
som anvands av mikroorganismerna for metabolisering av olika substrat.12.15-22

BBLCrystal ANR ID kit bestar av (i) BBLCrystal ANR panellock, (ii) BBLCrystal basplattor, och (iii) BBLCrystal
ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) (inokulatvatska [IF]) ror. Locket innehaller 29 dehydrerade substrat och
en fluorescenskontroll lokaliserade pa spetsarna av plasttaggar. Basplattan har 30 reaktionsbrunnar. Testinokulatet
behandlas med inokulatvatskan och anvands for att fylla samtliga 30 brunnar i basplattan. Nar locket &r inriktat mot
basplattan och snapps fast pa plats rehydrerar testinokulatet de torkade substraten och initierar testreaktionerna.

Efter en inkuberingsperiod undersdks brunnarna for fargféréandringar eller nérvaro av fluorescens som &r resultatet av
mikroorganismernas metabola aktivitet. Det resulterande monstret fran de 29 reaktionerna omvandlas till ett tiosiffrigt
profilnummer som anvands som grund for identifieringen.23 Biokemiska och enzymatiska reaktionsménster for de

29 BBLCrystal ANR ID substrat for en lang rad olika mikroorganismer finns lagrade i BBLCrystal ANR ID databas.
Identifiering erhalls genom jamférelse av det testade isolatets reaktionsménster med de monster som finns lagrade i
databasen. En fullstandig forteckning éver de bakteriestammar som ingar i den nuvarande databasen aterfinns i tabell 1.

PRINCIPER FOR METODEN

BBLCrystal ANR ID panels innehaller 29 torkade biokemiska och enzymatiska substrat. En bakteriesuspension

i inokulatvatska anvands for rehydrering av susbtraten. De analyser som anvands i systemet ar baserade pa
mikroorganismernas utnyttjande och nedbrytning av specifika substrat, detekterat via olika indikatorsystem. Enzymatisk
hydrolys av fluorogena substrat som innehaller kumarinderivat av 4-metylumbelliferon (4MU) eller
7-amino-4-metylkumarin (7-AMC) resulterar i 6kad fluorescens som latt kan detekteras visuellt'-19 med hjélp av en UV-
ljuskélla.19-21 Kromogena substrat ger vid hydrolys upphov till fargférandringar som kan detekteras visuellt. | BBLCrystal
ID systems ingar dessutom tester dar férmagan hos en mikroorganism till hydrolys, nedbrytning, reduktion eller annat
utnyttjande av ett substrat detekteras.

Reaktioner som anvander sig av olika substrat och en kortfattad forklaring av principerna som anvénds i systemet
beskrivs i tabell 2. Plats i panelen i ndmnda tabeller anges av den rad och kolumn dar brunnen ifraga befinner sig
(exempel: 1J anger rad 1 i kolumn J).



Tabell 1

Stammar i BBLCrystal ANR ID system

Gramnegativa bakterier

Gallresistent

Bacteroides fragilis grupp

B. caccae
B. distasonis grupp10
B. eggerthii

B. fragilis

B. ovatus

B. stercoris

B. thetaiotaomicron
B. uniformis

B. vulgatus

Ovriga:

B. splanchnicus

Porphyromonas levii't
Kanslig for galla, pigmenterad
Capnocytophaga species

Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas
P. asaccharolytica
P. endodontalis

P. gingivalis

Kanslig for galla,
Icke-pigmenterad
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P. oralis

P. oris

P. veroralis'
Icke-pigmenterad,
Icke-gropbildande
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Kanslig for galla,
Icke-pigmenterad
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra

Desulfovibrio species

Campylobacter
C. curvus/rectus

Icke-pigmenterad,
Gropbildande
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter

C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans'11
F. mortiferum

F. necrophorum

F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Forklaringar: 1 = Stammar endast i BBL Crystal, BBL Schaedler database.

2 = Endast stammar alternerande i BBL Crystal, BBL Schaedler och BBL Crystal
Blood Agar databases.

3 = Inkluderar B. distasonis och B. merdae.

4 = Dessa stammar har < 10 unika BBL Crystal profiler i den aktuella databasen.

Clostridia Icke-sporbildande Grampositiva kocker
grampositiva bakterier

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. species S. saccharolyticus

C. novyi A Eubacterium Streptococcus

C. paraputrificum E. aerofaciens S. constellatus

C. perfringens E. lentum S. intermedius

C. putrificum? E. limosum Gramnegativa kocker

C. ramosum Mobiluncus Veillonella species

C. septicum M. curtisii

C. sordellii M. mulieris

C. sphenoides M. species 211

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

Principer for test som anvéands i BBL Crystal ANR ID system

Plats i Kén_r_\etecken Kod Princip
panelen for test (Referens)

4A Fluorescensnegativ kontroll FCT Kontroll for resultat med standardiserade fluorescerande
substrat.

2A L-arginin-AMC FAR Enzymatisk hydrolys av amiden eller glykosidbindningen
resulterar i frisattningen av ett fluorescerande
kumarinderivat.19-21

1A L-histidin-AMC FHI

4B 4MU-a-D-mannosid FAM

2B L-serin-AMC FSE

1B L-isoleucin-AMC FIS

4C 4MU-B-D-mannosid FBM

2C Glycin-AMC FGL

1C L-alanin-AMC FAL

4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosamid FGA

2D L-pyroglutaminsyra-AMC FPY

1D L-lysin-AMC FLY

4E L-metionin-AMC FME

2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE

1E 4MU-B-D-xylosid FXY

4F L-fenylalanin-AMC FPH

2F L-leucin-AMC FLE

1F Escosyl FSC Hydrolys av glykosidbindningen resulterar i frisattningen av
icke-fluorescerande esculetin.22

4G Disackarid DIS Utnyttjande av kolhydrat resulterar i sénkt pH och
indikatorforandring (fenolrétt).1.2.11.12

2G Furanos FUR

1G Pyranos PYO

4H p-nitrofenyl-a-D-galaktosid AGA Vid enzymatisk hydrolys av farglés arylsubstituerad
glukosid frigérs gult p-nitroanilin.15-19

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

1H p-nitrofenyl-fosfat PHO

41 p-nitrofenyl-< -D-glukosid AGL

2l p-nitrofenyl-N-acetyl-glukosamid NAG

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Vid enzymatisk hydrolys av det farglésa amidsubstratet
frigbrs gult p-nitroanilin.15-19

4J p-nitrofenyl-a-L-fukosid AFU Vid enzymatisk hydrolys av farglost glukosidsubstituerat
aryl frigérs gult p-nitroanilin.15-19

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

1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA Vid enzymatisk hydrolys av det fargldsa amidsubstratet

frigérs gult p-nitroanilin.15-19




Reagenser:

BBL Crystal ANR ID panel innehaller 29 enzymatiska och biokemiska substrat. Se tabellen nedan med en lista av aktiva
bestandsdelar.

Tabell 3
Reagenser som anvénds i BBL Crystal ANR ID System
Plats i Aktiv Ungeférli
panelen Substrat Kod Pos. Neg. bestandsdel minggd (g/?.)

4A  Fluorescensnegativ kontroll FCT ejtillganglig ej tillganglig Fluorescerande kumarinderivat <1

2A  L-arginin-AMC FAR bla fluorescens  bla fluorescens  L-arginin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1A L-histidin-AMC FHI  bla fluorescens  bla fluorescens  L-histidin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

4B 4MU-a-D-mannosid FAM  bla fluorescens  bléa fluorescens ~ 4MU-a-D-mannosid <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

2B L-serin-AMC FSE bla fluorescens  bla fluorescens  L-serin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1B L-isoleucin-AMC FIS blafluorescens  bla fluorescens  L-isoleucin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

4C  4MU-B-D-mannosid FBM bla fluorescens  bla fluorescens ~ 4MU-B-D-mannosid <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

2C  Glycin-AMC FGL bla fluorescens  bla fluorescens  Glycin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1C  L-alanin-AMC FAL bla fluorescens  bla fluorescens  L-alanin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosamid FGA bla fluorescens  bla fluorescens ~ 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosamid <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

2D  L-pyroglutaminsyra-AMC FPY bla fluorescens  bla fluorescens  L-pyroglutaminsyra-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1D L-lysin-AMC FLY bla fluorescens  bla fluorescens  L-lysin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

4E  L-metionin-AMC FME  bla fluorescens  bla fluorescens  L-metionin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

2E  4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE blafluorescens  bla fluorescens ~ 4MU-B-D-cellobiopyranosid <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1E  4MU-B-D-xylosid FXY blafluorescens  bla fluorescens ~ 4MU-B-D-xylosid <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

4F  L-fenylalanin-AMC FPH bla fluorescens  bla fluorescens  L-fenylalanin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

2F  L-leucin-AMC FLE bla fluorescens  bla fluorescens  L-leucin-AMC <1
>FCT-brunn < FCT-brunn

1F Escosyl* FSC Bla/gron Bla/gron Escosyl! <1
fluorescens fluorescens
>FCT-brunn < FCT-brunn

4G Disackarid DIS  Guld/Gul Orange/Réd Disackarid <300

2G  Furanos FUR Guld/Gul Orange/Réd Furanos <300

1G  Pyranos PYO Guld/Gul Orange/Réd Pyranos <300

4H  p-n-p-a-D-galaktosid AGA Gul Farglos p-n-p-a-D-galaktosid <7

2H  p-n-p-B-D-galaktosid NPG Gul Farglos p-n-p-B-D-galaktosid <7

1H  p-n-p-fosfat PHO Gul Farglos p-n-p-fosfat <7

41 p-n-p-B-D-glukosid AGL Gul Farglos B-D-glukosid <7

2l p-n-p-N-acetylglukosamin NAG Gul Férglés p-n-p-N-acetylglukosamin <7

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO  Gul Farglos p-n-p-a-L-fukosid <7

4J p-n-p-a-L-fukosid AFU  Gul Farglos p-n-p-a-L-fukosid <7

2J p-n-p-B-D-glukosid BGL Gul Farglos p-n-p-B-D-glukosid <7

1J L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA  Gul Farglos L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid <7

*Det icke-hydrolyserade Escosyl-substratet &r fluorescerande. Fluorescensen kommer att minska nér enzymet finns narvarande.

Forsiktighetsbeaktanden: For in vitro-diagnostik.

Efter anvandning maste allt infektidst material, inklusive plattor, bomullspinnar, inokulatrér, filterpapper anvanda for
oxidas- eller indoltester samt panels autoklaveras innan de bortskaffas och brénns.

FORVARING OCH HANTERING/HALLBARHET

Lock: Locken férpackas individuellt och maste férvaras odppnade i kylskap vid 2-8 °C. FAR EJ FRYSAS. Kontrollera att
folieférpackningen inte har nagra hal eller revor. Anvand ej produkten om férpackningen verkar skadad. Lock som férvaras
i originalférpackningen under rekommenderade férhallanden bibehaller forvantad reaktivitet fram till utgangsdatum.
Basplattor: Basplattorna forpackas i tva set om tio stycken, pa BBLCrystal inkuberingsbrickor. Basplattorna staplas
nedatvanda for att minska risken for luftburen kontamination. Forvaras i dammfri milj6 vid 2-25 °C tills de skall anvandas.
Forvara oanvanda basplattor pa brickan, i plastpasen. Tomma brickor anvands for inkubering av paneler.



Inokulatvatska: BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid (IF) forpackas i tva set om tio rér. Kontrollera

att roren inte ar spruckna, lacker eller har andra defekter. Anvand inte réren om de verkar lacka, om ror eller lock ar
skadade eller om det finns synliga tecken pa kontaminering (dvs. oklar eller grumlig vatska). Férvara réren vid 2-25 °C.
Utgangsdatum anges pa rorets etikett. Endast BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H inoculum fluid bér anvandas med
BBLCrystal ANR panels.

Vid mottagande, forvara BBLCrystal ANR kit vid 2-8 °C. Nar forpackningen har éppnats behdver endast locken forvaras
vid 2-8 °C. De aterstaende delarna av satsen kan forvaras vid 2-25 °C. Om satsen eller nagon av delarna forvaras i
kylskap bor varje del uppna rumstemperatur fére anvandning.

PROVTAGNING OCH BEHANDLING

BBLCrystal ID systems ar ej avsedda att anvéndas direkt med kliniska prover. Anvénd isolat fran ett icke-selektivt
blodagarmedium sasom CDC anaerob blodagar, Brucella blodagar, Columbia blodagar, eller Schaedler blodagar.
Testisolatet maste vara en ren kultur, ej aldre an 24-48 h for de flesta arter; for nagra langsamt vaxande kocker (upp till

72 h) och Actinomyces species (72-96 h) kan aldre kulturer accepteras. Endast bomullspinnar bor anvandas for beredning

av inokulatldsningen, eftersom vissa polyesterpinnar kan orsaka problem vid inokulering av panelerna. (Se “Metodens

begransningar”). Sa snart locken tagits ut ur de férseglade pasarna maste de anvandas inom 1 h for fullgod funktion.

Plastskyddet skall sitta kvar pa locket tills det anvands.

Inkubatorn bor vara anfuktad sa att avdunstning av vatska fran brunnarna férhindras under inkuberingen. 40-60 %

luftfuktighet rekommenderas. Anvandbarheten hos BBLCrystal ID Systems och &vriga diagnostiska metoder som

anvands for kliniska prover paverkas direkt av provernas kvalitet. Laboratorier rekommenderas starkt att anvanda
demetoder som beskrivs i Manual of Clinical Microbiology avseende provtagning, transport och placering pa priméra
odlingsmedier.! Ovriga rekommenderade skrifter relevanta fér hantering av anaeroba prover inkluderar Wadsworth

Anaerobic Bacteriology Manual® och Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology.3

TESTFORFARANDE

Tillgangliga materiel: BBL Crystal ANR ID Kit —

20 BBLCrystal Anaerobe ID panellock,

20 BBLCrystal basplattor,

20 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid rér. Varje rér innehaller cirka 2,3 + 0,15 mL inokulatvatska som
innehaller: KCI 7,5 g, CaCl, 0,5 g, tricin N-[2-hydroxi-1,1-bis (hydroximetyl)metyl]glycin 0,895 g, aqua purif. till 1000 mL.

2 inkuberingsbrickor,

1 BBLCrystal ANR ID rapportblock.

Material som ej medféljer: Sterila bomullspinnar (anvénd ej polyesterpinnar), inkubator (35 -37 °C) non-CO, (40-60 %

luftfuktighet), McFarland-standarder nr. 4 och nr. 5, BBLCrystal Panel Viewer (panelgranskare), BBLCrystal ID System

Electronic Codebook (elektronisk kodbok for ID-system) eller BBLCrystal ANR Manual Codebook (ANR manuell kodbok),

BBL DMACA Indole Reagent Droppers (pipettor for indolreagens), icke-selektiv odlingsplatta och katalasreagens.

Sadan laboratorieutrustning som anvands for beredning, férvaring och hantering av kliniska prover behdvs ocksa.

Analysmetod: BBLCrystal ANR ID system kraver resultat fran gramfargning, katalas- och indoltester. Innan panelen

gors iordning skall katalas- och indoltesterna utféras. Utfor indoltest enligt anvisningar i férpackningsinlagan. For

katalastest rekommenderas en 15,0 % vateperoxidlésning med tillsattning av 1,0 % Tween 80.9.24

1. Tautlocken ur pasen. Kasta desickanten. Sa snart de tackta locken tagits
ut ur pasen maste de anvandas inom 1 h. Om desickant saknas i pasen
skall panelen inte anvandas.

2. Ta ett ror med inokulatvatska och mark med patientprovnumret. Anvand
aseptisk teknik och plocka med spetsen pa en steril bomullspinne (anvénd
ej polyesterpinne), trapinne eller engangsdgla av plast upp kolonier av
samma morfologi fran ett av de rekommenderade odlingsmedierna (se
“Provtagning och behandling”).

3. Slamma upp kolonierna i ett ror med BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID
Inoculum Fluid.

4. Satt tillbaka locket pa roret och vortexmixa i cirka 10-15 sec. Grumligheten bor vara lika med McFarland-standard
nr. 4 (far ej 6verstiga McFarland-standard nr. 5). Om inokulatets koncentration ar hogre an den rekommenderade
McFarland-standarden rekommenderas att ett av foljande steg utfors:

a. Forbered ett nytt inokulat som har en McFarland-standard lika med nr. 4 med ett nytt rér med inokulatvatska.

b. Om ytterligare kolonier ej finns tillgangliga for att forbereda ett nytt inokulat, spads inokulatet med aseptisk
teknik genom tillsats av den lagsta nédvéndiga volym (dock hogst 1,0 mL) 0,85 % steril koksaltlésning som
nedbringar grumligheten till en niva lika med McFarland-standard nr. 4. Avliagsna 6verflédig méngd tillsatt véatska
med en steril pipett sa att den slutliga inokulatvolymen blir ungefar lika med den ursprungliga volymen i réret
(2,3 £ 0,15 mL). Om detta inte utférs kommer inokulatet att spilla 6ver pa basplattans svarta del, vilket gor att
panelen blir oanvandbar.




5. Ta en basplatta och mérk sidovaggen med patientprovnumret.
6. Hall ut hela inokulatvatskan i basplattans malomrade.

7. Hall basplattan med bada handerna och vicka omkring inokulatet forsiktigt
langs sparen tills alla brunnarna har fyllts. Lat 6verflodig vatska rinna
tillbaka till malomradet och lagg basplattan pa en arbetsbank. Pa grund av
de hdga cellkoncentrationerna som anvands i BBLCrystal ANR ID panels,
skall inokulatet sakta vickas omkring langs sparen for att sakerstalla att alla
brunnarna fylls ordentligt. Se till att det inte finns éverflodig vatska mellan
brunnarna innan locket riktas in.

8. Rikta in locket sa att anden med etikett befinner sig 6ver basplattans
malomrade.

9. Tryck nedat tills du k@nner ett 1att motstand. Satt tummarna pa lockkanten
mot mitten pa panelens bada sidor och tryck nedat samtidigt tills locket
snapper pa plats (lyssna efter tva klick).

Platta for renhetskontroll: Anvand en steril 6gla och hamta upp en liten

droppe fran réret med inokulat antingen fore eller efter inokuleringen av

basplattan, och inokulera ett snedagarror eller en agarplatta (eller valfritt
medium) fér renhetskontroll. Kasta inolulatréret och dess lock i en behallare for
biologiskt riskavfall. Inkubera skivan eller plattan under 24-48 h vid 35 - 37 °C

under anaeroba betingelser. Plattan eller skivan for renhetskontroll kan ocksa
anvéndas for andra kompletterande tester eller serologi om sa behdvs.

Inkubering: Lagg de inokulerade panelerna pa inkuberingsbrickor. En bricka
rymmer tio paneler (5 rader med 2 paneler). Alla paneler skall inkuberas
nedatvénda (storre rutorna uppatvéanda; etiketten nedatvand) i en inkubator
utan CO, och med 40-60 % luftfuktighet. Stapla inte mer &n tva brickor
ovanpa varandra under inkuberingen. Inkuberingstiden for panelerna &r 4 h vid
35-37 °C. OBS! Inkubatorns dérr bor inte 6ppnas upprepade ganger under
inkuberingsperioden (helst mindre an 3 ganger).

Avlasning: Ta ut panelerna ur inkubatorn efter den rekommenderade
inkuberingstiden. Alla paneler skall avldsas nedatvanda (de storre rutorna
uppatvanda; etiketten nedatvand) med anvandning av BBLCrystal Panel
Viewer. Se fargreaktionstabellen och/eller tabell 3 for tolkning av reaktionerna.
Anvand BBLCrystal ANR rapportblock for registrering av reaktionerna.

a. Avlas forst kolumnerna G t.o.m. J, med anvandning av en vanlig (vit) ljuskalla.

b. Avlas kolumnerna A t.o.m. F (fluorescerande substrat) med anvandning av
UV-ljuskallan i panelgranskaren. En brunn med fluorescerande substrat
anses positiv endast om intensiteten hos den fluorescens som observeras i

brunnen ifraga dverskrider intensiteten i brunnen med negativ kontroll (A4).
Berakning av BBLCrystal profilnummer: Varje testresultat (utom 4A, som anvands som fluorescensnegativ kontroll)
som avlases positivt tilldelas ett varde, 4, 2 eller 1, vilket motsvarar raden dar testen ifraga befinner sig. Negativa
testresultat tilldelas vardet O (noll). Numren (vardena) fran varje positiv reaktion i varje kolumn laggs sedan ihop. Ett
10-siffrigt nummer genereras; detta ar profilnumret.

Exempel: A B C D E F G H I J
4 * + — — + + — + -

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

*(4A) = fluorescensnegativ kontroll



Vil lamplig BBLCrystal Anaerobe database fran menyn. Den typ av primérplatta som anvénds for att bereda
inokulatet kommer att bestimma vilken databas som &r lamplig. Vid anvdndning av Brucella eller Columbia
blodagarmedier, vélj en alternerande blodagardatabas fran menyn.

For att erhalla identiteten, bor det resulterande profilnumret och de 6vriga testresultaten (gramfargning, katalas och indol)

matas in i en PC med BBLCrystal ID System Electronic Codebook installerat. En manuell kodbok finns ocksa tillganglig.

Om en PC inte finns tillgédnglig kan BD Diagnostics Technical Services kontaktas for hjalp med identifieringen.

Kvalitetskontroll for anvandare: Kvalitetskontroll rekommenderas for varje parti paneler enligt féljande —

1. Inokulera en panel med Bacteroides fragilis ATCC 25285 enligt rekommenderat forfarande (se “Testforfarande”).

2. Lat panelen ligga i rumstemperatur, helst i 1 min (men mindre an 2 min), fére inkubering.

3. Avlas och anteckna reaktionerna med hjalp av panelgranskaren och fargreaktionstabellen.

4. Om nagon av brunnarna &r positiva, med undantag fér 1F, enligt fargreaktionstabellen (efter 1 - 2 min) FAR
PANELERNA fran detta parti INTE ANVANDAS. Kontakta BD Diagnostics Technical Services. (OBS! Brunn 1F
[Escosyl] bor bli positiv efter rehydrering.)

5. Om alla brunnarna &r negativa inkubera panelen under 4 h vid 35-37 °C.

6. Avlas panelen med hjalp av panelgranskaren och fargreaktionstabellen och anteckna reaktionerna pa rapportblocket.

7. Jamfor registrerade reaktioner med dem som finns i tabell 4. Om diskrepans i resultaten bér
kvalitetskontrollstammens renhet kontrolleras innan BD Diagnostics Technical Services kontaktas.

8. Inkubatorns dorr bor inte 6ppnas upprepade ganger under inkuberingsperioden (helst mindre an 3 ganger)
Forvantade testresultat for ytterligare kvalitetskontrollstammar anges i tabell 5.

METODENS BEGRANSNINGAR

BBLCrystal ANR ID system ar avsett for de stammar som tillhandahalls. Detta system ar ej avsett for identifiering av
andra stammar an de som anges i tabell 1.

BBLCrystal Anaerobae ID databases har utvecklats med hjalp av BBL media. Reaktiviteten hos vissa substrat i snabba
identifieringssystem kan vara beroende av de kéllmedier som anvands vid beredningen av inokulaten. Vi rekommenderar
anvandningen av féljande BBL media vid anvandning med BBLCrystal ANR ID system: CDC Anaerobe Blood Agar
(CDC anaerob blodagar), Schaedler Agar with Vitamin K; and 5 % Sheep Blood (Schaedler agar med vitamin K; och 5 %
farblod), Columbia Agar with 5 % Sheep Blood (Columbia agar med 5 % farblod) och Brucella Blood Agar with Hemin and
Vitamin K; (Brucella blodagar med hemin och vitamin Ky) (se “Tillgénglighet”).

| BBLCrystal identifierings-system anvands en modifierad mikromiljo, och férvéntade varden for dess individuella tester
kan darfor skilja sig fran vad som tidigare faststéllts med konventionella testreaktioner. BBLCrystal ANR ID system:s
noggrannhet ar baserat pa statistisk anvandning av specialdesignade tester och en unik databas.

Aven om BBLCrystal ANR ID system underlattar identifieringen av mikroorganismerna, bér man komma ihag att
smarre variationer kan férekomma vad géaller stammarna inom species. Panelerna skall anvandas och resultaten
tolkas av en kompetent mikrobiolog. Vid den slutliga identifieringen av isolatet bor hénsyn tas till provets ursprung,
aerotolerans, cellmorfologin, koloniernas utseende pa olika medier liksom metabola slutprodukter bestdamda med
gasvatskekromatografi, nar sa ar pakallat.



Tabell 4

Tabell for kvalitetskontroll for BBL Crystal ANR ID System*

Plats i Bacter?{'des
panelen Substrat Kod fragilis
ATCC 25285

4A Fluorescensnegativ kontroll FCT -

2A L-arginin-AMC FAR \Y

1A L-histidin-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-mannosid FAM A
2B L-serin-AMC FSE -

1B L-isoleucin-AMC FIS -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +
2C Glycin-AMC FGL -

1C L-alanin-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosamid FGA +

2D L-pyroglutaminsyra-AMC FPY Vi
1D L-lysin-AMC FLY \

4E L-metionin-AMC FME \

2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE +

1E 4MU-B-D-xylosid FXY V1
4F L-fenylalanin-AMC FPH Y

2F L-leucin-AMC FLE +

1F Escosyl FSC —34.10
4G Disackarid DIS +

2G Furanos FUR +

1G Pyranos PYO +1
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA +

2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG +

1H PHO +

41 p-n-p-a-D-glukosid AGL +

2| p-n-p-N-acetylglukosamin 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 med BBL Schaedler
2 = Positiv med BBL Schaedler
3 = Variabel med BBL Schaedler
4 = Negativ med BBL Brucella

5 = Positiv med BBL Brucella

6 = Variabel med BBL Brucella
7 = Negativ med BBL Columbia
8 = Positiv med BBL Columbia
9 = Variabel med BBL Columbia

Tabell 5
Ytterligare kvalitetskontrollstammar for BBL Crystal ANR ID System
. Bacteroides Peptostrep bacillus F b ium
Plats i Substrat Kod li i harolyti hil varium
panelen ATCC 8503 ATCC 20743 ATCC 314 ATCC 27725
4A Fluorescensnegativ kontroll 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-isoleucin-AMC FIS —4 - + -
4C 4MU-B-D-mannosid FBM +10 - - -
2C Glycin-AMC FGL V112 V1 V2 -
1C L-alanin-AMC FAL + V1 + -
4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA + - - -
galaktosamid

2D L-pyroglutaminsyra-AMC FPY V112 - V1124 +
1D L-lysin-AMC FLY V21215 + + -
4E L-metionin-AMC FME + +4.10 + \
2E 4MU-B-D-cellobiopyranosid FCE V12 - + -
1E 4MU-B-D-xylosid FXY +10 - - -
4F L-fenylalanin-AMC FPH V12 \ + -
2F L-leucin-AMC FLE + +10 + \%
1F Escosyl FSC \Y V215 —34.10 Vi
4G Disackarid DIS + - +3.1024 -
2G Furanos FUR + - + \%
1G Pyranos PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA + - +34.10 -
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG + - +34,10 -
1H p-n-p-fosfat PHO + - - -

4] p-n-p-a-D-glukosid AGL + - V1 -

21 p-n-p-N-acetylglukosamin 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 + - \ -

*Visade resultat forvantas nar CDC Anaerobe Blood Agar with 5 % Sheep Blood (BBL CDC Anaerobe Agar med 5 %) farblod anvands.
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Endast bomullspinnar, trapinne eller engangsdgla av plast bér anvéndas for beredning av inokulatsuspensionen, eftersom
vissa polyesterpinnar kan gora att inokulatvaskan blir trégflytande. Detta kan i sin tur medfora oftillracklig fyllnad av
brunnarna med inokulatvatska. Sa snart locken tagits ut ur de forseglade pasarna maste de anvandas inom 1 h fér fullgod
funktion. Plastskyddet skall sitta kvar pa locket tills det anvands.

Inkubatorn for panelerna bor vara anfuktad sa att avdunstning av inokulatvatska fran brunnarna férhindras under
inkuberingen. 40-60 % luftfuktighet rekommenderas.

For sa effektiv anvandning av substraten som mdjligt, skall alla paneler inkuberas nedatvanda efter inokulering (storre
rutorna uppatvéanda; etiketten nedatvand).

Kolonier skall tas fran icke-selektiva blodagarplattor sasom BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia, och Schaedler (se
“Tillgénglighet”).

Om BBLCrystal testprofil ger ett resultat “Ingen identifiering” och odlingsrenhet har bekraftats, ar det troligt att (i)
testisolaten producerar atypiska BBLCrystal reaktioner, vilka ocksa kan vara orsakade av metodfel), (ii) de testade
species inte tillhdr de avsedda stammarna eller (iii) systemet inte kan identifiera testisolatet med den sékerhet som krévs.
Om anvéandarfel kan uteslutas rekommenderas testning med konventionella metoder.

FUNKTIONSEGENSKAPER

Reproducerbarhet: | en extern studie vid fyra kliniska laboratorier (totalt fem utvarderingar), har reproducerbarheten

av BBLCrystal ANR ID-substratreaktioner (29) studerats med test av replikat. Reproducerbarheten hos de enskilda
substratreaktionerna varierade mellan 96,2 % och 100 %. Den generella reproducerbarheten hos BBLCrystal ANR panel
faststalldes till 99,1 %.25

Identifieringsnoggrannheten: BBLCrystal ANR ID system:s prestanda jamfordes med prestandan hos pa marknaden
tillgangliga kommersiella system liksom konventionella refererensidentifieringsmetoder baserade pa rekommendationer
fran VA Wadsworth Laboratory, med anvandning av kliniska isolat och stamkulturer. Totalt fem studier genomférdes vid
fyra oberoende laboratorier. Bade rutinisolat som sandes till det kliniska laboratoriet savél som tidigare identifierade isolat
som valdes ut av de kliniska studielaboratorierna anvandes for att faststalla kliniska prestanda.

Av sammanlagt 633 isolat testade i dessa fem studier identifierades 588 (93 %) korrekt (inklusive isolat som kravde
ytterligare testning) av BBLCrystal ANR identifierings-system. Totalt 36 (6 %) isolat blev felaktigt identifierade, och
meddelandet “Ingen identifiering” erhélls for 9 (1 %) isolat.25

TILLGANGLIGHET

Kat. nr. Beskrivning Kat. nr. Beskrivning

245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, innehallande 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
20 vardera: BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids, Blood, kartong, 100 st.
BBL Crystal Bases och BBL Crystal Anaerobe ID 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, férpackning med 20 plattor.

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

245031 BBLCrystal Panel Viewer, USA-modell, 110 V, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
60 Hz. forpackning med 20 plattor.

245032 BBLCrystal Panel Viewer, Europeisk modell, 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
220V, 50 Hz. kartong, 100 st.

245033 BBLCrystal Panel Viewer, Japansk modell, 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
100 V, 50/60 Hz. Vitamin K4, férpackning med 20 plattor.

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

245036 BBLCrystal Panel Viewer White Light Tube. Vitamin Ky, kartong, 100 st.

245011 BBLCrystal Identification Systems Anaerobe 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, kartong,
Manual Codebook. 50 st.

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539 BBL Gram Stain Kit, férpackning med 4 x 250 mL
Blood, férpackning med 20 plattor. flaskor.
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