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MicroScan
Rapid Anaerobe ID Procedural Manual
B1017-2

INTENDED USE
The MicroScan Rapid Anaerobe Identification panel is designed for rapid identification of anaerobic bacteria isolated from
human clinical specimens.

SUMMARY AND PRINCIPLE

Modified conventional and chromogenic tests are used for identification of anaerobic bacteria."?345687 A McFarland 3
suspension of the organism to be tested is made in autoclaved deionized water. The MicroScan Rapid Anaerobe Identification
Panel, consisting of 24 dehydrated substrates, is rehydrated and inoculated with the bacterial suspension and incubated
aerobically for 4 hours at 35-37°C. Because the MicroScan Rapid Anaerobe Identification Panel detects preformed enzymes,
growth of the organism in the panel is not necessary. After incubation, changes in pH, utilization of certain substrates or other
biochemical reactions are interpreted for identification.

WARNING AND PRECAUTIONS

1. MicroScan Rapid Anaerobe Identification panels and reagents are for in vitro diagnostic use only.

2. Do not allow Peptidase Reagent, Ehrlich’s Reagent, Xylene, or any of the Identification substrates to come in contact
with eyes, skin, or clothing.

3. Observe aseptic techniques and established precautions against microbiological hazards throughout all procedures, with
special awareness that inoculated panels contain potentially pathogenic organisms.

4. All materials should be autoclaved prior to disposal.

STORAGE

Store panels and reagents at 2-8°C.

GHS HAZARD CLASSIFICATION
Not classified as hazardous

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Appropriate specimens, devoid of normal anaerobic flora, should be collected, transported, and placed on primary isolation
media according to recommended procedures in the V.P.Il., Anaerobe Laboratory Manual,? Wadsworth Anaerobic Bacterial
Manual® C.D.C.’s Laboratory Methods in Bacteriology,® and the Manual of Clinical Microbiology.™

NOTE: Colonies from selective media that contain antibiotics, i.e., LKV (Kanamycin/Vancomycin), or Bacteroides Bile Esculin
(BBE) agar, Phenylethyl Alcohol (PEA), etc., should not be used to prepare inoculum for panels.

MATERIALS PROVIDED
Rapid Anaerobe |dentification Panel (B1017-2)

20 Worksheets
Procedural Manual

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
Mineral Qil (B1010-40)

Cover Tray (B1010-56B)

Peptidase Reagent (B1012-30B)

0.5% N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine (B1010-45A)
0.8% Sulfanilic Acid (B1010-44A)

Ehrlich’s reagent (B1015-6)

Xylene (B1015-5)

50 pL pipettor with sterile tips

Hydrogen Peroxide, 3%

Inoculum Water, 3mL autoclaved deionized water (B1015-2)
Sterile cotton-tipped applicators or sterile inoculating loops
Wooden applicator sticks

3, 4 and 5 McFarland Barium Sulfate Turbidity Standard
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Vortex mixer

Incubator, non-CO, (35°C)
Quality Control Organisms:
C. perfringens ATCC 13124"
C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDURE
Panel Preparation

1. Remove panels from refrigeration. Panels should not be used if the desiccant is not present or is broken or if the
integrity of the packaging is compromised (unsealed, punctured or torn).

2. Cutopen the pouch and remove the panel. Remove the panel immediately from the foil pouch. Allow panels to equilibrate
to room temperature prior to rehydration. Panels may be stacked with clean Cover Tray on top.

Inoculum Preparation

1. Prior to inoculation of panels, organisms to be tested should be observed for aerotolerance, purity, Gram stain reaction
and colony morphology.

2. Using a sterile cotton applicator or inoculating loop, suspend enough colonies from a 24-48 hour culture on non-selective
media in a tube of 3mL Inoculum Water (autoclaved deionized water) to make a turbid suspension equivalent to at least a
McFarland 3 standard but not greater than a McFarland 5 standard. Vortex to emulsify if necessary. Once the suspension
is prepared, the panel should be inoculated within 15 minutes.”

Panel Inoculation
1. Remove panel from foil pouch and label it with the specimen number.

2. Add 50 uL of bacterial suspension to each substrates-containing well plus the two control wells (BNAC, NPC). Use of a
Pasteur pipette for inoculation is not recommended.

3. After the panel has been inoculated with the 50 pL inoculum, lightly tap each side of the panel to help ensure mixing with
the substrate.

Biochemical Oil Overlay

Overlay the Urea (URE) and Indole (IND) wells with 2-3 drops of mineral oil.

Incubation
1. Stack panels in groups of 3 to 5 with a cover panel over the top panel to prevent evaporation.
2. Incubate the inoculated panels for 4 hours at 35-37°C in a non-CO, incubator.

Reading the Panels

1. Remove the Peptidase Reagent from the refrigerator at least 30 minutes prior to reading the panels. The Peptidase
Reagent may precipitate at 4°C, but it will redissolve at room temperature. Do not expose the Peptidase Reagent to
elevated temperatures to accelerate the redissolving of the crystalline precipitate because high temperatures will cause
the reagent to degrade.

2. The panels should be read using reflected light from a white background.
Table 1, Substrates

Substrates Abbr. |Substrates Abbr.
p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranoside BGAL |L-Lysine-B-Naphthylamide (acid) LYA
p-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranoside AGAL |Glycylglycine-B-Naphthylamide GGLY
bis-p-Nitrophenyl-Phosphate BPO, |Glycine-B-Naphthylamide GLY
p-Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glucosaminide NGLU |L-Proline-B-Naphthylamide PRO
p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranoside AGL L-Arginine-B-Naphthylamide ARG
o-Nitrophenyl-B-D-Glucopyranoside BGL L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylamide PYR
p-Nitrophenyl-Phosphate PO, L-Tryptophan-f-Naphthylamide TRY
p-Nitrophenyl-a-L-Fucopyranoside AFU 3-Indoxyl Phosphate IDX
p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranoside MNP Trehalose TRE
L-Leucine-B-Naphthylamide LEU Urea URE
DL-Methionine-B-Naphthylamide MET Indole IND
L-Lysine-B-Naphthylamide (alkaline) LYB Nitrate NIT

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** Non-selective media include TSA, Brucella, brain heart infusion or Columbia agar, all with 5% sheep blood.
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3. After 4 hours of incubation, record the results for all the substrates not requiring additional reagents: BGAL, AGAL, BPO,,
NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE, and TRE. Compare BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU,
and MNP to the Nitrophenyl Control (NPC) well. Any shade of yellow should be recorded as positive.

4. Add 1 drop of Peptidase Reagent to LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR,TRY, and BNAC wells.

A. Allow the color to develop for at least 30 seconds and then record the results. Do not wait longer than 3 minutes after
adding the reagents before recording the results. The presence of any shade of pink or red should be interpreted
as positive. The color on these wells will darken with time so that a negative yellow color may become a darker
orange color, but this should still be interpreted as a negative reaction. Reactions should be recorded as positive
only if there is a pink or red present. Some wells may be a darker orange compared to the control well (BNAC)
but these should still be recorded as negative.

B. After addition of Peptidase Reagent to the B-Napthylamide control well (BNAC), the well should be yellow in color.
If there is any pink or red present, then the Peptidase Reagent should be discarded to prevent false positive
interpretations.

5. Two control wells are provided to assist in interpreting the reactions.

A. BNAC = B-Naphthylamide control. After addition of Peptidase Reagent, this well should be yellow to orange in
color.

B. NPC = Nitrophenyl control. This well should be colorless.

6. Add one drop of Xylene to the Indole (IND) well. With the wooden applicator stick, stir the contents of the IND well. Add
1 drop of Ehrlich’s Reagent. Read after 2-3 minutes.

7. Add 1 drop each of Sulfanilic Acid to the Nitrate (NIT) well followed by 1 drop of N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine.
Read after 2-3 minutes.

8. Add 2-3 drops of 3% Hydrogen Peroxide to the BGAL well. Wait 2-5 minutes before recording the result. A positive
reaction is indicated by the formation of large bubbles.

RESULTS

1. Biochemical Interpretation Chart

Substrate Reagents Positive Negative
BGAL Compare to Nitrophenyl (NPC) control well Any shade of Clear
AGAL yellow
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU Add 1 drop of Peptidase reagent. Allow color Any shade Yellow to
MET reactions to develop for at least 30 seconds, of Pink to Orange
LYB but no longer than 3 minutes. Magenta
LYA
GGLY The B-Naphthylamide (BNAC) control well
GLY should be yellow.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Blue Clear
color/Blue
precipitate
TRE Yellow Orange/Red
URE Pink-Red Yellow-Orange
IND Add 1 drop of Xylene, stir, add 1 drop of Pink Yellow/Clear

Ehrlich’s reagent. Read after 2-3 minutes.
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Substrate Reagents Positive Negative

NIT Add 1 drop each 0.8% Sulfanilic Acid and Red Clear to Pale
0.5% N, N-Dimethyl-Alpha-Napthylamine. Pink
Read after 2-3 minutes.
Catalase Add 2-3 drops of 3% Hydrogen Peroxide to  Large Bubbles No bubbles
BGAL. Wait 2-3 min. for bubbles to form. (or few tiny
bubbles/same
amount in all
wells.)

1. A negative PO, reaction may be clear to very light yellow.

2. Principles of Identification Reactions

Nitrophenyl substrates (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): The ortho or para-nitrophenyl
substrates are colorless. If the appropriate enzyme is present, the substrate is cleaved releasing the free o-or
p-nitrophenyl, which is yellow.

Amino acid B-naphthylamide substrates (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): When the
substrates is hydrolyzed by the appropriate enzyme (usually an amino acid arylamidase), B-naphthylamide is released.
The B-naphthylamide is detected by the addition of p-dimethylaminocinnamaldehyde (in the Peptidase Reagent) which
creates a complex that is pink to purple in color.

NOTE: The enzyme which cleaves an amino acid B-naphthylamide is an amino acid arylamidase. The term
“aminopeptidase” is frequently used as a synonym for arylamidase but actually represents an enzyme with a
different specificity (an aminopeptidase cleaves the N-terminal amino acid from a peptide). An arylamidase and an
aminopeptidase may hydrolyze the same amino acid B-naphthylamide substrate. Thus, the panel is not necessarily
measuring different and unique enzymes. A single arylamidase may hydrolyze several amino acid -naphthylamides.

Indoxyl Phosphate (IDX): Indoxyl phosphate is cleaved by a phosphatase to release indoxyl. The indoxyl combines
with oxygen to form indigo blue which is an insoluble blue or blue-green precipitate.

Trehalose (TRE): The utilization of Trehalose results in acid formation with a subsequent drop in pH which is detected
by the phenol red indicator changing from orange to yellow.

Urea (URE): Urea is split by urease to form ammonia and carbon dioxide. The ammonia (in the form of ammonium
carbonate) causes a rise in pH which is detected by the phenol red indicator changing from yellow to pink.

Indole (IND): The metabolism of tryptophan results in the formation of indole. Xylene extracts the indole from the broth
and concentrates it. The Ehlrich’s Reagent reacts with the indole to form a pink color.

Nitrate (NIT): The ability of an organism to reduce nitrate to nitrite is detected by the addition of Sulfanilic Acid and then
N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine, which produce a red color in the presence of nitrite.

Catalase breaks down hydrogen peroxide to water and oxygen gas, which is liberated as bubbles.

ORGANISM IDENTIFICATION
The MicroScan Rapid Anaerobe Biotype Codebook is used for the identification of unknown test organisms. This codebook
has been generated from the Beckman Coulter data base for the tests included on the identification panel.

The MicroScan Rapid Anaerobe Codebook is based on a computer analysis of the 24 tests included on the Rapid Anaerobe
identification panel. The test results are transformed into a 8 digit “biotype number” for which the codebook lists a species
identification and a cumulative relative probability of identification. All possible identifications are printed in descending order of
highest probability to a cumulative of 99.9%. Should a biotype number occur that cannot be found in the codebook, one should
first suspect a procedural error. Usually the biotype number has been added incorrectly or a reaction has been erroneously
recorded. If the biotype number is correct, then the possibility of a mixed culture should be checked and the organism should
be re-tested, with special emphasis on using a sufficiently turbid cell suspension. If retesting yields the same results, consult
the Biotype Lookup Service on the Beckman Coulter website or consult your local distributor.

LIMITATION OF THE PROCEDURE
1. Organisms to be tested should be cultured on non-selective media such as TSA, Brucella, brain heart infusion, or
Columbia agar, all with 5% sheep blood. Selective media that contain antibiotics, i.e., LKV (Kanamycin/Vancomycin),
Bacteroides Bile Esculin (BBE) agar, Phenylethyl Alcohol (PEA) agar, etc., should not be used.

2. The turbidity of the organism suspension must be equal to at least a McFarland 3 standard but not greater than McFarland
5 standard. If the suspension of the organism to be tested is less turbid than a McFarland 3 standard, weak reactions or
false negative reactions may occur.

3. The Rapid Anaerobe Identification panel is designed to identify only anaerobic bacteria. Prior to testing, each organism
should be tested for aerotolerance, purity, Gram stain reaction and colonial morphology. Should more than one species
identification be list for a particular biotype number, supplementary tests may be necessary for the correct identification.

4. Not all anaerobic species encountered in clinical situations are included in the Rapid Anaerobe database. The species
identified on the Rapid Anaerobe panel are listed in the Rapid Anaerobe Biotype Codebook. Anaerobic identifications
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should be correlated with gram stains and other supporting diagnostic tests. The user should consult current reference
literature for these tests and also for current bacterial nomenclature.

5. The MicroScan Rapid Anaerobe Identification Panel has not been cleared by the FDA for use with the MicroScan
Instrument Systems. This panel must be read manually.

QUALITY CONTROL

The acceptability of the MicroScan Rapid Anaerobe ldentification media should be checked by testing organisms with
known reactions. Negative reactions may be achieved by rehydrating a panel with 50 pL of autoclaved deionized water. All
substrates should be negative as described in the interpretation chart. Culture purity should be checked by subculturing from

the suspension used as the inoculum onto suitable agar media. Test results are invalid if a mixed culture is detected (See
Table 2)."

Table 2
Quality Control Chart

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substrates ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL + V + —
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX
TRE?
URE
IND
NIT?
CATALASE - - + -

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA USA.
2. For optimum results, the C. perfringens culture should be only 24 hours old.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

In clinical trials using anaerobic organisms representing a diverse set of recent clinical isolates, the Rapid Anaerobe
Identification panel correctly identified 92% of the isolates.
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Symbols Key
Symbols Key
Symbol Symbol Title Description of Standard [Standard
® Do not re-use Indicates a medical device |[ISO 15223-1; 5.4.2

that is intended for one use,
or for use on a single patient
during a single procedure.
g Use-by-date Indicates the date after [ISO 15223-1; 5.1.4
which the medical device
is not to be used.

*The results for each reaction for the recommended American Type Culture Collection (ATCC) control organisms are listed
in the Quality Control Chart.
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Symbols Key

Symbol

Symbol Title

Description of Standard

Standard

LOT]

Batch Code

Indicates the manufacturer's
batch code so that the batch
or lot can be identified.

ISO 15223-1; 5.1.5

Catalogue Number

Indicates the manufacturer's
catalogue number so that
the medical device can
be identified.

ISO 15223-1, clause 5.1.6

Manufacturer

Indicates the medical device
manufacturer, as defined in
EU Directives 90/385/EEC,
93/42/EEC and 98/79/EC.

ISO 15223-1, clause 5.1.1

Date of Manufacture

Indicates the date when
the medical device was
manufactured.

ISO 15223-1; 5.3.1

Authorized Representative in
the European Community

Indicates the authorized
representative in the
European Community.

ISO 15223-1, clause 5.1.2

Contains sufficient for <n>
tests

Indicates the total number
of IVD tests that can be
performed with the IVD.

(Typically included on
reagent kits).

ISO 15223-1; 5.5.5

In Vitro Diagnostic Medical
Device

Indicates a medical device
that is intended to be used
as an in vitro diagnostic
medical device.

ISO 15223-1, clause 5.5.1

Temperature Limitation

Indicates the temperature
limits to which the medical
device can be safely
exposed.

ISO 15223-1; 5.3.7

(i) Consult Instructions for Use Indicates the need for ISO 15223-1; 5.4.3
the user to consult the
instructions for use.
c € CE Mark European Conformity n/a
Regulatory Mark
Contents n/a n/a
ONTENTS[AS Contents (package) Antimicrobial Agent n/a
(abbreviation)
CONTENTS Contents (package) Identification Substrate [n/a
(abbreviation)
Safety Data Sheet Indicates a safety data |n/a
sheet.
Made in USA Made in USA n/a n/a
For Export Use Only n/a n/a
Reconstitution Volume n/a n/a

Fragile, handle with care

Indicates a medical device
that can be broken or
damaged if not handled
carefully.

ISO 15223-1; 5.3.1

= el
= S i

This way up

Indicates the correct
upright position

ISO 7000: 0623

IS

@)

15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and

Information to be Supplied. Part 1: General Requirements.

Beckman Coulter, the stylized logo, and the Beckman Coulter product and service marks mentioned herein are trademarks or

registered trademarks of Beckman Coulter, Inc. in the United States and other countries.
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MicroScan

Manuel d’utilisation des plaques d’identification rapide des organismes

anaérobies
B1017-2

UTILISATION
Les plaques d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan sont congues pour l'identification rapide de bactéries
anaérobies isolées d’échantillons cliniques humains.

RESUME ET PRINCIPE

Des tests conventionnels modifiés et chromogéniques sont utilisés pour l'identification des bactéries anaérobies.!2345667 Une
suspension de I'organisme a analyser présentant une turbidité au moins équivalente a celle d’'un standard de 3 McFarland
est préparée dans de I'eau déionisée autoclavée. La plaque d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan,
composée de 24 substrats déshydratés, est réhydratée et inoculée avec la suspension bactérienne puis incubée en aérobiose
pendant 4 heures entre 35 et 37 °C. La plaque d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan étant congue pour
détecter les enzymes préformées, aucune mise en culture de 'organisme de la plaque n’est nécessaire. Aprées I'incubation, les
altérations du pH, l'utilisation de certains substrats ou d’autres réactions biochimiques sont interprétées pour l'identification.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
1. Les plaques et réactifs d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan sont congus pour un usage
diagnostique in vitro uniguement.

2. Ne pas laisser le réactif peptidase, le réactif d’Ehrlich, le xyléne ou tout autre substrat d’identification entrer en contact
avec les yeux, la peau ou les vétements.

3. Observer les précautions et les techniques habituelles d’asepsie lors de toute manipulation et garder a I'esprit le fait que
les plaques inoculées contiennent des germes potentiellement pathogénes.

4. Tous les matériels doivent étre stérilisés en autoclave avant la mise au rebut.

CONSERVATION

Conserver les plaques et les réactifs a 2-8 °C.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Non classifi€ comme dangereux

La fiche technique santé-sécurité est disponible & I'adresse techdocs.beckmancoulter.com

RECUEIL ET PREPARATION DE L’ECHANTILLON

Les échantillons appropriés (exempts de flore anaérobie normale) doivent étre prélevés, transportés et mis en culture sur un
milieu d’isolement primaire, en suivant les procédures recommandées dans les documents Anaerobe Laboratory Manual
(Manuel d’analyse des organismes anaérobies, Virginia Polytechnic Institute),? Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual
(Manuel d’analyse des bactéries anaérobies de Wadsworth),® Laboratory Methods in Bacteriology (Méthodes de laboratoire
en bactériologie, CDC),° et Manual of Clinical Microbiology (Manuel de microbiologie clinique).™

REMARQUE : les colonies des milieux sélectifs contenant des antibiotiques, tels que LKV (Kanamycine/Vancomycine),
Bacteroides la gélose bile-esculine (BE), I'alcool phényléthylique (PEA), etc. ne doivent pas étre utilisées pour préparer
l'inoculum des plaques.

MATERIEL FOURNI

Plague d’identification rapide des organismes anaérobies (B1017-2)
20 feuilles de travail
Manuel d’utilisation

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI
Huile minérale (B1010-40)

Couvercle (B1010-56B)

Réactif Peptidase (B1012-30B)
N,N-Diméthyl-Alpha-Naphthylamine 0,5 % (B1010-45A)
Acide sulfanilique 0,8 % (B1010-44A)

Réactif d’Ehrlich (B1015-6)

Xyléne (B1015-5)

Pipette de 50 pyL avec embouts stériles
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Peroxyde d’hydrogéne, 3 %

Eau pour inoculum, 3 mL (eau désionisée autoclavée, B1015-2)
Applicateurs a embout en coton stérile ou anses d’'inoculation stériles
Applicateurs en bois

Standard de turbidité de sulfate de baryum a 3, 4 et 5 McFarland
Agitateur vortex

Incubateur, sans CO, (35 °C)

Organismes de contréle de qualité :

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDURE
Préparation des plaques

1.

Sortir les plaques du réfrigérateur. Les plaques ne doivent pas étre utilisées si le déshydratant est absent ou
rompu, ou si 'intégrité de I’emballage est compromise (non scellé, perforé ou déchiré).

Ouvrir le sachet et retirer la plaque. Retirer immédiatement la plaque du sachet en aluminium. Laisser les plaques
s’équilibrer a température ambiante avant la réhydratation. Les plaques peuvent étre empilées en plagant un couvercle
propre au-dessus.

Préparation de I'inoculum

1.

Avant de procéder a l'inoculation des plaques, il est nécessaire d’évaluer I'aérotolérance, la pureté, la réaction a une
coloration de Gram et la morphologie coloniale des organismes a analyser.

A l'aide d’'un applicateur en coton stérile ou d’'une anse d’inoculation, mettre en suspension une quantité suffisante de
colonies issues d’'une culture de 24 a 48 heures sur un milieu non sélectif dans un tube contenant 3 mL d’eau pour
inoculum (eau déionisée autoclavée), ceci afin d’obtenir une suspension présentant une turbidité au moins équivalente
a celle d’'un standard de 3 McFarland mais non supérieure a celle d’'un standard de 5 McFarland. Si nécessaire, passer
au vortex pour mettre en suspension. Une fois la suspension préparée, la plaque doit étre inoculée dans les 15 minutes
qui suivent.”

Inoculation de plaque

1.
2.

3.

Retirer la plaque de son sachet en aluminium et I'étiqueter avec le numéro d’échantillon.

Ajouter 50 uL de suspension bactérienne dans chaque puits contenant du substrat, ainsi que dans les deux puits de
controle (BNAC et NPC). Il est déconseillé d’utiliser une pipette Pasteur pour 'inoculation.

Une fois la plaque inoculée avec les 50 pL d’inoculum, taper [égérement sur chaque c6té de la plaque pour bien mélanger
avec le substrat.

Ajout d’huile biochimique
Recouvrir les puits d’'urée (URE) et d’indole (IND) de 2 a 3 gouttes d’huile minérale.
Incubation

1.
2.

Empiler les plaques par groupes de 3 a 5, avec un couvercle sur la plaque du dessus pour éviter I'évaporation.
Incuber les plaques inoculées pendant 4 heures a une température de 35-37 °C dans un incubateur sans CO.,.

Lecture des plaques

1.

2.

Sortir le réactif peptidase du réfrigérateur au moins 30 minutes avant la lecture des plaques. Le réactif peptidase peut
précipiter a 4 °C, mais il se redissout a température ambiante. Ne pas exposer le réactif peptidase a des températures
élevées pour accélérer la dissolution du précipité cristallin, car des températures élevées entrainent la dégradation du
réactif.

Les plaques doivent étre analysées a 'aide de la lumiére réfléchissante, sur fond blanc.

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

* Les milieux non sélectifs comprennent la gélose TSA, la gélose Brucella, le bouillon coeur-cervelle ou la gélose
Columbia, chacun d’entre eux comprenant 5 % de sang de mouton.
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Tableau 1 : Substrats

Substrats Abr. Substrats Abr.
p-Nitrophényl-B-D-Galactopyranoside BGAL |L-Lysine-B-Naphthylamide (acide) LYA
p-Nitrophényl-a-D-Galactopyranoside AGAL |Glycylglycine-B-Naphthylamide GGLY
bis-p-Nitrophényl-Phosphate BPO, |Glycine-B-Naphthylamide GLY
p-Nitrophényl-N-Acétyl-B-D-Glucosaminide NGLU |L-Proline-B-Naphthylamide PRO
p-Nitrophényl-a-D-Glucopyranoside AGL L-Arginine-B-Naphthylamide ARG
o-Nitrophényl-B3-D-Glucopyranoside BGL L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylamide PYR
p-Nitrophényl-Phosphate PO, L-Tryptophan--Naphthylamide TRY
p-Nitrophényl-a-L-Fucopyranoside AFU 3-Indoxyl Phosphate IDX
p-Nitrophényl-a-D-Mannopyranoside MNP Tréhalose TRE
L-Leucine-B-Naphthylamide LEU Urée URE
DL-Méthionine-B-Naphthylamide MET Indole IND
L-Lysine-B-Naphthylamide (alcalin) LYB Nitrate NIT
3. Aprés 4 heures d’incubation, enregistrer les résultats pour tous les substrats qui ne nécessitent pas de réactifs

7.

8.

supplémentaires : BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE et TRE. Comparer BGAL,
AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU et MNP au puits de contrble nitrophényl (NPC). Toute teinte jaune doit étre
enregistrée comme résultat positif.

Ajouter 1 goutte de réactif peptidase aux puits LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR,TRY et BNAC.

A. Laisser la couleur se développer pendant au moins 30 secondes avant d’enregistrer les résultats. Ne pas attendre
plus de 3 minutes entre I'ajout des réactifs et I'enregistrement des résultats. La présence de toute teinte de rose ou
de rouge doit étre considérée comme un résultat positif. Les couleurs de ces puits deviennent plus foncées avec
le temps, si bien qu’une couleur jaune négative peut prendre une teinte orange plus foncée ; toutefois, une telle
couleur correspond également a une réaction négative. Une réaction doit uniquement étre considérée comme
positive si une teinte rose ou rouge est visible. Certains puits peuvent apparaitre d’'une teinte orange plus foncée
que celle du puits de contréle (BNAC), mais ceux-ci doivent malgré tout étre considérés comme négatifs.

B. Une fois le réactif peptidase ajouté au puits de contréle B-Napthylamide (BNAC), le puits doit prendre une couleur
jaune. En présence de rose ou de rouge, le réactif peptidase doit &tre éliminé pour éviter tout risque de faux positif.

Deux puits de contrdle sont proposés pour aider a l'interprétation des réactions.

A. BNAC = contr6le B-Naphthylamide. Aprés I'ajout du réactif peptidase, ce puits doit présenter une couleur jaune a
orange.

B. NPC = contrdle nitrophényl. Ce puits doit étre incolore.

Ajouter 1 goutte de xyléne au puits Indole (IND). A I'aide de I'applicateur en bois, remuer le contenu du puits IND. Ajouter
1 goutte de réactif d’Ehrlich. Lire les résultats apres 2 a 3 minutes.

Ajouter 1 goutte d’acide sulfanilique puis 1 goutte de N,N-Diméthyl-Alpha-Naphthylamine dans le puits Nitrate (NIT). Lire
les résultats aprés 2 a 3 minutes.

Ajouter 2 a 3 gouttes de peroxyde d’hydrogéne 3 % au puits BGAL. Patienter 2 a 5 minutes avant de mesurer le résultat.
Une réaction positive est caractérisée par la formation de grosses bulles.

RESULTATS

1.

Tableau d’interprétation biochimique
Substrat Réactifs Positif Négatif

BGAL Comparer au puits de contrdle Nitrophényl Toute teinte de Clair
AGAL (NPC) jaune

BPO,

NGLU

AGL

BGL

F’O;;1

AFU

MNP
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Substrat Réactifs Positif Négatif

LEU Ajouter 1 goutte de réactif peptidase. Laisser Toute nuance Jaune a
MET la réaction de couleur se développer pendant de rose a orange
LYB au moins 30 secondes, mais pas plus de magenta
LYA 3 minutes.
GGLY Le puits de contréle 3-Naphthylamide (BNAC)
GLY doit étre jaune.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Couleur Clair
bleue/précipité
bleu
TRE Jaune Orange/rouge
URE Rose/rouge  Jaune/orange
IND Ajouter 1 goutte de xyléne, mélanger, puis Rose Jaune/transparent

ajouter 1 goutte de réactif d’Ehrlich. Lire les
résultats aprés 2 a 3 minutes.

NIT Ajouter 1 goutte d’acide sulfanilique Rouge Transparent a
0,8 %, puis 1 goutte de rose pale
N,N-Diméthyl-Alpha-Napthylamine 0,5 %. Lire
les résultats aprés 2 a 3 minutes.

Catalase Ajouter 2 a 3 gouttes de peroxyde Grosses bulles Aucune bulle
d’hydrogéne 3 % au puits BGAL. Patienter 2 a (ou quelques
3 minutesjusqu’a I'apparition de bulles. trés petites

bulles, méme

quantité dans

tous les puits).
1. Une réaction négative avec PO, peut se caractériser par une teinte transparente ou jaune tres péle.

2. Principes des réactions d’identification

Substrats de nitrophényl (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP) : les substrats d'ortho-nitrophényl
ou de para-nitrophényl sont incolores. Si 'enzyme appropriée est présente, le substrat est clivé, ce qui entraine la
libération d’o-nitrophényl ou de p-nitrophényl libre de couleur jaune.

Substrats d’acide aminé -naphthylamide (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY) : une fois le
substrat hydrolysé par 'enzyme adaptée (généralement un acide aminé arylamidase), de la B-naphthylamine est libérée.
Le B-naphthylamide est détecté par I'ajout du p-diméthylaminocinnamaldéhyde (dans le réactif peptidase), qui créé un
complexe de couleur rose a violette.

REMARQUE : I'enzyme qui permet de fendre un acide aminé B-naphthylamide est un acide aminé arylamidase. Le
terme « aminopeptidase » est fréquemment utilisé comme synonyme d’arlamidase, mais il s’agit en réalité d’'une
enzyme aux spécificités différentes (un aminopeptidase fend I'acide aminé N-terminal d’'un peptide). Un arylamidase et
un aminopeptidase peuvent hydrolyser le méme substrat d’acide aminé B-naphthylamide. Ainsi, la plaque ne mesure
pas nécessairement des enzymes différentes et uniques. Un seul arylamidase peut hydrolyser plusieurs acides aminés
B-naphthylamides.

Indoxyl phosphate (IDX) : I'indoxyl phosphate est fendu par une phosphatase, entrainant alors la libération d’'indoxyl.
Ce dernier se combine a I'oxygéne pour former un bleu indigo, qui est un précipité insoluble bleu ou bleu-vert.

Tréhalose (TRE) : I'utilisation de tréhalose entraine la formation d’acide puis une baisse du pH, qui est détectée par le
passage du rouge de phénol de la couleur orange a la couleur jaune.

Urée (URE) : I'urée est décomposée par l'uréase, entrainant la formation d'ammoniaque et de dioxyde de carbone.
L’ammoniaque (sous forme de carbonate d’ammonium) entraine une augmentation du pH, qui est détectée par le
passage du rouge de phénol de la couleur jaune a la couleur rose.

Indole (IND) : le métabolisme du tryptophane conduit a la formation d’indole. Le xyléne extrait I'indole du bouillon et le
concentre. Le réactif d’Ehlrich réagit avec l'indole, entrainant I'apparition d’'une couleur rose.

Nitrate (NIT) : la capacité d’un organisme a réduire le nitrate en nitrite est détectée par I'ajout d’acide sulfanilique puis
de N,N-Diméthyl-Alpha-Naphthylamine, qui produisent une couleur rouge en présence de nitrite.

La catalase décompose le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene, ce qui entraine alors la formation de bulles.
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IDENTIFICATION DE L’'ORGANISME

Le livre de code d’identification rapide des biotypes d'organismes anaérobies MicroScan est utilisé pour identifier les
organismes de test inconnus. Ce livre de code a été généré a partir de la base de données de Beckman Coulter pour les
tests inclus sur la plaque d’identification.

Le livre de code d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan se base sur une analyse informatique des
24 tests de la plaque d’identification rapide des organismes anaérobies. Les résultats des tests sont traduits en un numéro
de biotype a 8 chiffres, pour lequel le livre de code indique une identification d’espece et une probabilité relative cumulée
d’identification. Toutes les identifications possibles sont présentées, en ordre de probabilité décroissant, avec un total cumulé
de 99,9 %. Si un numéro de biotype ne figurant pas dans le livre de codes est obtenu, il convient d’abord d’envisager une
erreur de procédure. Généralement, cela signifie que le numéro de biotype a été incorrectement ajouté ou qu’une réaction a
été enregistrée par erreur. Sile numéro de biotype est correct, la possibilité d’'une culture mixte doit étre vérifiée et 'organisme
doit étre testé de nouveau, en veillant notamment a utiliser une suspension de cellules présentant une turbidité suffisante.
Si les résultats sont identiques aprés réitération du test, consulter I'outil Biotype Lookup (Recherche de biotype) sur le site
internet de Beckman Coulter ou contacter votre revendeur local.

LIMITATIONS DE LA METHODE
1. Les organismes a analyser doivent étre mis en culture dans des milieux non sélectifs tels que la gélose TSA, la gélose
Brucella, le bouillon cceur-cervelle ou la gélose Columbia, chacun d’entre eux comprenant 5 % de sang de mouton.
Les milieux sélectifs contenant des antibiotiques, tels que LKV (Kanamycine/Vancomycine), Bacteroides la gélose
bile-esculine (BE), I'alcool phényléthylique (PEA), etc. ne doivent pas étre utilisés.

2. Lasuspension d’'organisme doit présenter une turbidité au moins équivalente a celle d’'un standard de 3 McFarland mais
non supérieure a celle d’'un standard de 5 McFarland. Si la suspension de I'organisme a analyser présente une turbidité
inférieure a celle d’un standard de 3 McFarland, de faibles réactions positives ou de faux négatifs peuvent se produire.

3. La plaque d’identification rapide des organismes anaérobies est uniquement congue pour lidentification des bactéries
anaérobies. Avant de procéder a l'analyse, il est nécessaire d’évaluer I'aérotolérance, la pureté, la réaction a une
coloration de Gram et la morphologie coloniale des organismes a analyser. Si plusieurs identifications d’espéece sont
indiquées pour un numéro de biotype particulier, des tests supplémentaires peuvent étre nécessaires pour garantir
I'exactitude de lidentification.

4. Toutes les espéces anaérobies rencontrées en milieu clinique ne font pas partie de la base de données d’identification
rapide des organismes anaérobies. Les espéces identifiées sur la plaque d’identification rapide des organismes
anaérobies sont énumérées dans le livre de code des biotypes d’organismes anaérobies. Les identifications
d’organisme anaérobie doivent étre mises en corrélation avec les résultats des colorations de Gram et ceux d’autres
tests diagnostiques. L'utilisateur doit se référer aux publications de référence actuelles relatives a ces tests ainsi qu’a
la nomenclature bactérienne la plus récente.

5. Les plaques d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan n’ont pas été approuvées par la FDA pour
une utilisation avec les instruments MicroScan. Ces plaques doivent étre analysées manuellement.

CONTROLE DE QUALITE

La validité du milieu d’identification rapide des organismes anaérobies MicroScan doit étre controlée en testant des organismes
ayant des réactions connues. Une réaction négative peut étre obtenue en réhydratant une plaque a I'aide de 50 yL d’eau
déionisée autoclavée. Tous les substrats doivent étre négatifs, comme indiqué dans le tableau d’interprétation. La pureté de
la culture doit étre contrélée en préparant une sous-culture a partir de la suspension utilisée comme inoculum sur un milieu
gélosé adéquat. Les résultats d’analyse ne sont pas valides si une culture mixte est détectée (voir le tableau 2)."

Tableau 2
Graphique de contréle de qualité
C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substrats ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL + V + -
AGAL + - + -
BPO, \Y - + -
NGLU + - + -
AGL + V + -
BGL - - + -
PO, + \Y + -
AFU — Vv + —
MNP \Y - + -
LEU Vv — + +
MET \Y - Vv +

*Les résultats de chaque réaction pour les organismes de contrble recommandés par ’American Type Culture Collection
(ATCC) sont répertoriés dans le graphique de contrble de qualité.
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Tableau 2
Graphique de contréle de qualité

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substrats ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
LYB V - Vv +
LYA - — - T
GGLY - - \Y +
GLY — - - T
PRO — + — —
ARG + - V +
PYR + = - +
TRY - V Vv Vv
IDX V - + -
TRE? V — - —
URE - + - -
IND — + - —
NIT? V - - -
CATALASE - - + —

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA Etats-Unis.
2. Pour des résultats optimaux, la culture de C. perfringens doit dater 24 heures seulement.

PERFORMANCES DU DOSAGE

Au cours d’essais cliniques réalisés a l'aide d’organismes anaérobies représentant un ensemble varié d’isolats cliniques
récents, les plaques d’identification rapide des organismes anaérobies ont permis une identification correcte de 92 % des
isolats.

Légende des symboles

Légende des symboles

Symbole

Titre du symbole

Description de la norme

Etalon

@

Ne pas réutiliser

Indique qu’un dispositif
médical est destiné a
une seule utilisation ou a
une utilisation sur un seul
patient au cours d’une
seule procédure.

ISO 15223-1;5.4.2

rd

Date de péremption

Indique la date a partir de
laquelle le dispositif médical
ne doit plus étre utilisé.

ISO 15223-1;5.1.4

=
B
S

Numéro de lot

Indique le numéro de lot
du fabricant afin que le lot
puisse étre identifié.

ISO 15223-1; 5.1.5

Numéro de catalogue

Indique la référence
catalogue du fabricant
afin que le dispositif médical
puisse étre identifié.

ISO 15223-1, clause 5.1.6

Fabricant

Indique le fabricant du
dispositif médical, tel que
défini dans les directives
européennes 90/385/CEE,
93/42/CEE et 98/79/CE.

ISO 15223-1, clause 5.1.1

Date de fabrication

Indique la date a laquelle
le dispositif médical a
été fabriqué.

ISO 15223-1; 5.3.1

Représentant autorisé dans
I’'Union européenne

Indique le représentant
autorisé dans I'Union
européenne.

ISO 156223-1, clause 5.1.2

Contenance suffisante pour
<n> tests

Indique le nombre total

de tests de DIV pouvant
étre effectués avec le DIV.
(Généralement inclus dans

les coffrets de réactifs).

ISO 15223-1; 5.5.5
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Légende des symboles

Symbole Titre du symbole Description de la norme |Etalon
Dispositif médical de Indique un dispositif médical |ISO 15223-1, clause 5.5.1
diagnostic in vitro qui est destiné a une

utilisation en tant que

dispositif médical de
diagnostic in vitro.

X Limites de température Indique les limites de ISO 15223-1; 5.3.7

température auxquelles le

dispositif médical peut étre

expose en toute sécurité.

(1) Consulter le mode d’emploi Indique que I'utilisateur doit |ISO 15223-1 ; 5.4.3
consulter le mode d’emploi.
c € Marquage CE Marque réglementaire de |S/O
conformité européenne
Contenu S/O S/O
Contenu (emballage) Agent antimicrobien S/O0
(abréviation)
Contenu (emballage) Substrat pour lidentification [S/O
(abréviation)
Fiche technique Indique une fiche de S/O
santé-sécurité données de sécurité.
Made in USA S/O S/O0
Réservé a I'export uniquement S/O S/O
—> Volume de reconstitution S/O S/O
[ ] Fragile, manipuler avec Indique un dispositif médical [ISO 15223-1 ; 5.3.1
L précautions pouvant étre cassé ou

endommageé s’il n’est pas
manipulé avec soin.
Sens indiqué vers le haut Indique le sens d’orientation [ISO 7000: 0623

TT adéquat

ISO 15223-1: Medical devices — Symbols to be used with medical device labels, labelling and information to be
supplied. Part 1: General Requirements. (ISO 15223-1 : dispositifs médicaux — Symboles a utiliser avec les étiquettes,
I'étiquetage et les informations a fournir relatifs aux dispositifs médicaux. Partie 1 : exigences générales.)

Beckman Coulter, le logo stylisé et les marques des produits et des services Beckman Coulter mentionnées ici sont des
marques ou des marques déposées de Beckman Coulter, Inc. aux Etats-Unis et dans d’autres pays.
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MicroScan

Rapid-Anaerob-ID-Verfahrensanweisung
B1017-2

VERWENDUNGSZWECK
Das MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel dient zur schnellen Identifikation von anaeroben Bakterien aus humanen
klinischen Proben.

ZUSAMMENFASSUNG UND PRINZIP

Modifizierte konventionelle und chromogene Tests werden fiir die Identifikation von anaeroben Bakterien verwendet.!2345667
Eine McFarland-Suspension von 3 des zu testenden Organismus wird in autoklaviertem deionisiertem Wasser
erzeugt. Das MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel, das aus 24 dehydrierten Substraten besteht, wird
rehydriert und mit der Bakteriensuspension beimpft und aerob fur 4 Stunden bei 35-37 °C inkubiert. Da das
MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel vorgeformte Enzyme nachweist, ist kein Wachstum des Organismus in dem
Panel notwendig. Nach der Inkubation werden pH-Veranderungen, die Verwendung bestimmter Substrate oder andere
biochemische Reaktionen fir die Identifizierung interpretiert.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
1. MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationspanels und -Reagenzien sind nur zur Verwendung als In-vitro-Diagnostikum.

2. Nicht zulassen, dass Peptidase-Reagenz, Ehrlich-Reagenz, Xylol oder irgendwelche der Identifikationssubstrate in
Kontakt mit Augen, Haut oder Kleidung kommen.

3. Wahrend der gesamten Handhabung ist steril vorzugehen. Auferdem sind VorsichtsmaRnahmen im Hinblick auf
mikrobiologische Gefahren zu ergreifen. Besondere Vorsicht ist geboten, da beimpfte Panels potenziell pathogene
Organismen enthalten.

4. Alle Materialien sind vor der Entsorgung zu autoklavieren.

LAGERUNG

Panels und Reagenzien bei 2-8 °C lagern.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
Nicht als gefahrlich eingestuft

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com verfugbar.

GEWINNUNG UND AUFBEREITUNG DES PROBENMATERIALS

Bei der Gewinnung geeigneter Proben, frei von normaler anaerober Flora, deren Transport und der Ubertragung auf primare
Isolationsmedien sollte so vorgegangen werden wie in empfohlenen Verfahren in der V.P.l., Anaerobe Laboratory Manual
(Anaerobes Laborhandbuch),2 Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Wadsworth anaerobes bakterielles Handbuch),?
Laboratory Methods in Bacteriology (Laborverfahren der Bakteriologie) der C.D.C.,° und dem Manual of Clinical Microbiology
(Handbuch der klinischen Mikrobiologie)."

HINWEIS: Kolonien von selektiven Medien, die Antibiotika enthalten, d. h. LKV (Kanamycin/Vancomycin) oder
Bacteroides-Gallen-Aeskulin(BBE)-Agar, Phenylethylalkohol (PEA) usw. dirfen nicht verwendet werden, um Inokulum fir
Panels herzustellen.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel (B1017-2)

20 Arbeitsblatter
Verfahrensanweisung

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN
Mineraldl (B1010-40)

Abdeckplatte (B1010-56B)

Peptidase-Reagenz (B1012-30B)

0,5%ige N, N-Dimethyl-a-Naphthylaminlésung (B1010-45A)
0,8%ige Sulfanilsdure (B1010-44A)

Ehrlich-Reagenz (B1015-6)

Xylol (B1015-5)

50 pL-Pipettierhilfe mit sterilen Spitzen

Wasserstoffperoxid, 3 %
C29878-AB 15 of 105



Inokulumwasser, 3 mL autoklaviertes deionisiertes Wasser (B1015-2)

Sterile Applikatoren mit Baumwollspitze oder sterile Impfésen
Holzapplikatorstabchen

McFarland-Bariumsulfat-Tribungsstandard 3, 4 und 5
Vortexmischer

Inkubator, CO_-frei (35 °C)
Qualitatskontrollorganismen:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

DURCHFUHRUNG
Vorbereitung der Panels

1.

Panels aus Kiihlung entfernen. Die Panels sollten nicht verwendet werden, wenn das Trockenmittel fehlt oder
zerbrochen ist oder wenn die Unversehrtheit der Verpackung nicht mehr gegeben ist (ge6ffnet, eingerissen oder
beschadigt).

Den Beutel aufschneiden und das Panel entnehmen. Das Panel unverzuglich aus dem Folienbeutel entnehmen. Die
Panels vor der Rehydrierung Raumtemperatur annehmen lassen. Die Panels kénnen mit sauberen Abdeckplatten
aufeinandergestapelt werden.

Inokulum-Vorbereitung

1.

Vor dem Beimpfen von Panels sollten die zu testenden Organismen auf Aerotoleranz, Reinheit, Gramfarbungsreaktion
und koloniale Morphologie beobachtet werden.

Mit einem sterilen Baumwollapplikator oder einer Impfése ausreichend Kolonien einer 24—48 Stunden lang inkubierten
Kultur auf nichtselektiven Medien in einem Réhrchen mit 3 mL Inokulumwasser (autoklaviertes deionisiertes Wasser)
suspendieren, um eine triibe Suspension an mindestens einen McFarland-Standard von 3, aber nicht héher als einen
McFarland-Standard von 5 anzupassen. Bei Bedarf zum Emulgieren mittels Vortex mischen. Sobald die Suspension
vorbereitet ist, sollte das Panel innerhalb von 15 Minuten beimpft werden.™

Inokulation des Panels

1.
2.

3.

Panel aus Folienbeutel entfernen und mit der Probennummer etikettieren.

Zu jeder Substrate enthaltenden Vertiefung sowie den zwei Kontrollvertiefungen (BNAC, NPC) 50 pL
Bakteriensuspension hinzuftigen. Der Gebrauch einer Pasteur-Pipette fur die Inokulation wird nicht empfohlen.

Nachdem das Panel mit dem 50 pL-Inokulum beimpft wurde, jede Seite des Panels leicht antippen, um die Mischung
mit dem Substrat sicherzustellen.

Oliiberschichtung bestimmter biochemischer Substrate
Die Harnstoff (URE)- und Indol(IND)-Vertiefungen mit 2—-3 Tropfen Mineraldl Gberschichten.
Inkubation

1.
2.

Panels in Gruppen von 3 bis 5 mit einem Abdeckpanel (iber dem obersten Panel stapeln, um Verdunstung zu vermeiden.
Die beimpften Panels 4 Stunden lang bei 35-37 °C in einem CO,-freien Inkubator inkubieren.

Ablesen der Panels

1.

Das Peptidase-Reagenz mindestens 30 Minuten vor dem Ablesen der Panels aus dem Kihlschrank nehmen. Das
Peptidase-Reagenz fallt mdglicherweise bei 4 °C aus, aber es wird sich bei Raumtemperatur wieder neu auflésen.
Das Peptidase-Reagenz keinen erhdéhten Temperaturen aussetzen, um die Neuauflésung der kristallinen Ausfallung zu
beschleunigen, da hohe Temperaturen dazu fiihren, dass sich das Reagenz zersetzt.

2. Die Panels sollten unter Verwendung von Licht, das von einem weif3en Hintergrund reflektiert wurde, abgelesen werden.
Tabelle 1, Substrate
Substrate Abk. Substrate Abk.
p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid BGAL |L-Lysin-B-Naphthylamid (Saure) LYA
p-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranosid AGAL | Glycylglycin-B-Naphthylamid GGLY

*American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA

** Nichtselektive Medien umfassen TSA, Brucella, Hirn-Herz-Bouillon oder Columbia-Agar, alle mit 5 % Schafsblut.
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Substrate Abk. Substrate Abk.
bis-p-Nitrophenylphosphat BPO, |Glycin-B-Naphthylamid GLY
p-Nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminid NGLU |L-Prolin-B-Naphthylamid PRO
p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranosid AGL L-Arginin-B-Naphthylamid ARG
o-Nitrophenyl-B8-D-glucopyranosid BGL L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylamid PYR
p-Nitrophenylphosphat PO, L-Tryptophan-B-Naphthylamid TRY
p-Nitrophenyl-a-L-Fucopyranosid AFU 3-Indoxylphosphat IDX

p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranosid MNP Trehalose TRE
L-Leucin-B-Naphthylamid LEU Harnstoff URE
DL-Methionin--Naphthylamid MET Indol IND

L-Lysin-B-Naphthylamid (alkalisch) LYB Nitrat NIT

3.

Nach 4-stiindiger Inkubation Ergebnisse fiir alle Substrate ablesen, die keine zusatzlichen Reagenzien bendtigen: BGAL,
AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE und TRE. BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU
und MNP mit der Nitrophenyl-Kontroll(NPC)-Vertiefung vergleichen. Jeder Gelbton ist als positiv abzulesen.

1 Tropfen des Peptidase-Reagenzes zu den Vertiefungen von LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY
und BNAC hinzuftigen.

A. Zulassen, dass die Farbe sich mindestens 30 Sekunden lang entwickelt, und dann die Ergebnisse ablesen.
Nach dem Hinzufiigen der Reagenzien bis zum Ablesen der Ergebnisse nicht langer als 3 Minuten warten. Das
Vorhandensein aller Rosa- oder Rottone sollte als positiv interpretiert werden. Die Farbe dieser Vertiefungen wird
sich mit der Zeit verdunkeln, sodass eine negative gelbe Farbe womdglich zu einer dunkleren orangen Farbe
werden kann. Dies sollte jedoch noch immer als eine negative Reaktion interpretiert werden. Reaktionen sollten
nur als positiv abgelesen werden, wenn Rosa oder Rot vorliegt. Einige Vertiefungen kénnen im Vergleich zu der
Kontrollvertiefung (BNAC) ein dunkleres Orange haben, sollten aber noch immer als negativ abgelesen werden.

B. Nach Hinzufligen des Peptidase-Reagenzes zu der B-Naphthylamid-Kontroll(BNAC)-Vertiefung sollte die
Vertiefung eine gelbe Farbe haben. Beim jedem Vorliegen von Rosa oder Rot sollte das Peptidase-Reagenz zur
Vermeidung falsch-positiver Interpretationen verworfen werden.

Zwei Kontrollvertiefungen werden mitgeliefert, um bei der Interpretation der Reaktionen zu helfen.

A. BNAC = 3-Naphthylamide control (B-Naphthylamid-Kontrolle). Nach Hinzufiigung des Peptidase-Reagenzes sollte
diese Vertiefung gelb bis orange werden.

B. NPC = Nitrophenyl control (Nitrophenyl-Kontrolle). Diese Vertiefung sollte farblos sein.

Einen Tropfen Xylol zu der Indol (IND)-Vertiefung hinzufigen. Mit dem Holzapplikatorstdbchen den Inhalt der
IND-Vertiefung ruhren. 1 Tropfen des Ehrlich-Reagenzes hinzufiigen. Ergebnis nach 2—3 Minuten ablesen.

Je 1 Tropfen Sulfanilsaure, gefolgt von 1 Tropfen N, N-Dimethyl-a-Naphthylamin zu der Nitrat(NIT)-Vertiefung
hinzufigen. Ergebnis nach 2-3 Minuten ablesen.

2-3 Tropfen 3%iges Wasserstoffperoxid zu der BGAL-Vertiefung hinzufligen. 2—5 Minuten warten, bevor das Ergebnis
abgelesen wird. Eine positive Reaktion wird durch die Bildung von gro3en Blasen angezeigt.

ERGEBNISSE

1.

C29878-AB

Tabelle zur biochemischen Interpretation

Substrat Reagenzien Positiv Negativ

BGAL
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP

Mit Nitrophenyl-Kontroll(NPC)-Vertiefung
vergleichen.

Jeder Gelbton Kilar

LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
PYR
TRY

Gelb bis
orangefarben

Jeder
Rosa- bis
Purpurrotton

1 Tropfen Peptidase-Reagenz hinzufligen.
Zulassen, dass die Farbreaktionen sich
mindestens 30 Sekunden lang, aber nicht
langer als 3 Minuten, entfalten.

Die B-Naphthylamid(BNAC)-Kontrollvertiefung
sollte gelb sein.
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Substrat Reagenzien Positiv Negativ
IDX Blaue Klar
Farbe/Blaue
Ausfallung

TRE Gelb Orangerot

URE Rosarot Gelborange

IND 1 Tropfen Xylol hinzufiigen, rihren, 1 Tropfen Pink Gelb/Klar
Ehrlich-Reagenz hinzufligen. Ergebnis nach
2-3 Minuten ablesen.

NIT Je 1 Tropfen 0,8%ige Sulfanilsdure und Rot Klar bis
0,5%ige N,N-Dimethyl-a-Naphthylaminlésung blassrosa
hinzufiigen. Ergebnis nach 2-3 Minuten
ablesen.

Katalase 2-3 Tropfen 3%iges Wasserstoffperoxid zu  Grol3e Blasen Keine Blasen
BGAL hinzufiigen. 2—-3 Minuten warten, bis (oder wenige
sich Blasen bilden. kleine

Blasen/gleiche
Menge in allen
Vertiefungen.)

1. Eine negative PO,-Reaktion kann klar bis schwach hellgelb sein.

2. Grundlagen der Identifikationsreaktionen

Nitrophenyl-Substrate (BGAL, AGAL, BPO, NGLU, AGL, BGL, PO, AFU, MNP): Die ortho- oder
para-Nitrophenol-Substrate sind farblos. Wenn das entsprechende Enzym vorhanden ist, wird das Substrat gespalten
und gibt das freie o- oder p-Nitrophenyl frei, das gelb ist.

Aminosaure-B-Naphthylamid-Substrate (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Wenn
das Substrat durch das entsprechende Enzym (Ublicherweise eine Aminosaure-Arylamidase) hydrolysiert ist, wird
B-Naphthylamid freigegeben. Das (-Naphthylamid wird durch die Hinzufiigung von p-Dimethyl-Aminocinnamaldehyd
(in dem Peptidase-Reagenz) erkannt, wodurch ein Komplex entsteht, dessen Farbe zwischen Rosa und Violett ist.

HINWEIS: Das Enzym, welches ein Aminosaure-3-Naphthylamid spaltet, ist eine Aminos&ure-Arylamidase. Der Begriff
~LAminopeptidase“ wird haufig als Synonym fiir Arylamidase verwendet, stellt aber eigentlich ein Enzym mit einer anderen
Spezifitat dar (eine Aminopeptidase spaltet die N-terminale Aminosaure von einem Peptid). Eine Arylamidase und eine
Aminopeptidase hydrolysieren moglicherweise das gleiche Aminosaure-B-Naphthylamid-Substrat. Deshalb misst das
Panel nicht zwangslaufig verschiedene und eindeutige Enzyme. Eine einzelne Arylamidase hydrolysiert moglicherweise
mehrere Aminosaure-B-Naphthylamide.

Indoxylphosphat (IDX): Indoxylphosphat wird durch eine Phosphatase gespalten, um Indoxyl freizugeben. Das Indoxyl
verbindet sich mit Sauerstoff, um Indigoblau zu bilden, welches eine unldsliche blaue oder blaugriine Ausfallung ist.

Trehalose (TRE): Die Verwendung von Trehalose fihrt zur Saurebildung mit einem folgenden Abfall des pH-Werts, der
durch den Phenolrot-Indikator angezeigt wird, der sich von orange zu gelb andert.

Harnstoff (URE): Harnstoff wird durch Urease gespalten, um Ammoniak und Kohlendioxid zu bilden. Das Ammoniak (in
der Form von Ammoniumkarbonat) verursacht einen Anstieg des pH-Werts, der durch den Phenolrot-Indikator erkannt
wird, welcher sich von Gelb zu Rosa andert.

Indol (IND): Der Stoffwechsel von Tryptophan fiihrt zur Bildung von Indol. Xylol extrahiert das Indol von der Bouillon
und konzentriert es. Das Ehrlich-Reagenz reagiert mit dem Indol und bildet eine rosa Farbe.

Nitrat (NIT): Die Fahigkeit eines Organismus, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, wird bei Vorhandensein von Nitrit durch eine
Rotfarbung nach Zugabe von Sulfanilsdure und dann N, N-Dimethyl-a-Naphthylamin nachgewiesen.

Katalase zerspaltet Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoffgas, das als Blasen freigegeben wird.

ORGANISMUSIDENTIFIKATION

Das MicroScan-Rapid-Anaerob-Biotyp-Codebuch wird fur die Identifikation unbekannter Testorganismen verwendet. Dieses
Codebuch wurde durch die Datenbank von Beckman Coulter fur die Tests erstellt, die in dem Identifikationspanel enthalten
sind.

Das MicroScan-Rapid-Anaerob-Codebuch basiet auf einer Computeranalyse der 24  Tests des
Rapid-Anaerob-Ildentifikationspanels. Die Testergebnisse werden in eine 8-stellige ,Biotypnummer® umgewandelt, fir die
das Codebuch eine Speziesidentifikation und eine kumulative relative Wahrscheinlichkeit der Identifikation auflistet.
Alle moglichen Identifikationen werden in absteigender Reihenfolge der héchsten Wahrscheinlichkeit bis zu einer
Gesamtwahrscheinlichkeit von 99,9 % ausgedruckt. Falls eine Biotypnummer auftritt, die nicht im Codebuch gefunden
werden kann, so besteht zunachst einmal der Verdacht auf einen Verfahrensfehler. Meist wurde die Biotypnummer inkorrekt
hinzugeflgt oder eine Reaktion wurde falsch abgelesen. Wenn die Biotypnummer korrekt ist, dann sollte die Mdglichkeit
einer gemischten Kultur Gberprift und der Organismus mit einem besonderen Fokus auf den Gebrauch einer ausreichend
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triben Zellsuspension erneut getestet werden. Wenn eine Testwiederholung zu den gleichen Ergebnissen fiihrt, den
Biotyp-Suchservice auf der Beckman Coulter-Website nutzen oder an den Handler vor Ort wenden.

GRENZEN DES VERFAHRENS

1.

5.

Zu testende Organismen sollten auf nichtselektiven Medien wie TSA, Brucella, Hirn-Herz-Bouillon oder
Columbia-Agar, alle mit 5 % Schafsblut, kultiviert werden. Selektive Medien, die Antibiotika enthalten, d. h. LKV
(Kanamycin/Vancomycin), Bacteroides-Gallen-Aeskulin(BBE)-Agar, Phenylethylalkohol(PEA)-Agar usw. durfen nicht
verwendet werden.

Die Tribung der Organismussuspension muss mindestens dem McFarland-Standard von 3, aber nicht héher als
McFarland-Standard von 5 entsprechen. Wenn die Suspension des zu testenden Organismus weniger triib als ein
McFarland-Standard von 3 ist, kdnnen schwache Reaktionen oder falsch-negative Reaktionen auftreten.

Das Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel dient nur zur Identifikation von anaeroben Bakterien. Jeder Organismus
sollte vor dem Testen auf Aerotoleranz, Reinheit, Gramfarbungsreaktion und koloniale Morphologie getestet werden.
Sollte mehr als eine Speziesidentifikation fir eine bestimmte Biotypnummer aufgelistet werden, sind moéglicherweise
Zusatztests fiir die korrekte Identifizierung erforderlich.

Nicht alle anaeroben Spezies, die in klinischen Fallen auftreten, sind in der Rapid-Anaerob-Datenbank eingeschlossen.
Die auf dem Rapid-Anaerob-Panel identifizierten Spezies sind in dem Rapid-Anaerob-Biotyp-Codebuch aufgefiihrt.
Anaerobe Identifikationen sollten mit Gramfarbungen und anderen unterstiitzenden Diagnosetests korreliert werden.
Der Benutzer sollte aktuelle Referenzliteratur flir diese Tests und auch flr aktuelle Bakteriennomenklatur konsultieren.

Das MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationspanel wurde durch die FDA fir die Verwendung mit den
MicroScan-Geréatesystemen nicht zugelassen. Dieses Panel muss manuell abgelesen werden.

QUALITATSKONTROLLE

Die Eignung der MicroScan-Rapid-Anaerob-ldentifikationsmedien sollte durch die Testung von Organismen mit bekanntem
Reaktionsverhalten Uberpruft werden. Negative Reaktionen kénnen durch Rehydrierung eines Panels mit 50 pL
autoklaviertem deionisiertem Wasser erzielt werden. Alle Substrate sollten, wie in der Tabelle zur Interpretation beschrieben,
negativ sein. Die Reinheit der Kultur sollte durch Subkultivierung von der als Inokulum verwendeten Suspension auf

geeignete Agar-Medien geprift werden. Testergebnisse sind unglltig, wenn eine gemischte Kultur angezeigt wird (siehe

Tabelle 2).
Tabelle 2

Qualitatskontrolltabelle

Substrate

C. perfringens
ATCC 13124'

C. sordellii
ATCC 9714

B. fragilis
ATCC 25285

P. magnus

BGAL

\

ATCC 29328

AGAL

BPO,

NGLU

AGL

+ +|<| +| +

BGL

PO4

+| |

AFU

MNP

H<LIL] T IK] ]

LEU

MET

LYB

LYA

HLIKIKIKL] |

GGLY

<] L<l<| +| +| +| +| +| +| +| +| +| +

+| +] +| ] +] + 1

GLY

PRO

ARG

PYR

+[ + 1

TRY

<

IDX

+|<| 1 |<] |

<]+ +]| |

TRE?

URE

H<L|<] |

+| +]

IND

NIT?

<

KATALASE

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA.

*Die Ergebnisse fiir jede Reaktion der empfohlenen Kontrollorganismen nach American Type Culture Collection (ATCC) sind
in der Qualitatskontrolltabelle aufgefihrt.
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2. Fur optimale Ergebnisse sollte die C. perfringens-Kultur nur 24 Stunden alt sein.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

In klinischen Vorstudien mit anaeroben Organismen, die einen anderen Satz von aktuellen klinischen Isolaten darstellen,
identifizierte das Rapid-Anaerob-Identifikationspanel korrekt 92 % der Isolate.

Liste der Symbole

Liste der Symbole

Symbol

Symbolbezeichnung

Beschreibung der Norm

Standard

®

Nicht wiederverwenden

Weist auf ein medizinisches
Gerat hin, das fir eine
einmalige Anwendung

oder fir einen einzelnen
Patienten wahrend
eines einzigen Eingriffs
bestimmt ist.

ISO 15223-1; 5.4.2

Verfallsdatum

Gibt das Datum an, nach
dem das medizinische
Gerat nicht mehr verwendet
werden soll.

ISO 15223-1; 5.1.4

Seriencode

Gibt den Seriencode des
Herstellers an, damit die
Serie oder die Charge
identifiziert werden kann.

ISO 15223-1; 5.1.5

Katalognummer

Gibt die Katalognummer
des Herstellers an, damit
das medizinische Gerat
identifiziert werden kann.

ISO 15223-1, Abschnitt 5.1.6

Hersteller

Gibt den Hersteller von
medizinischen Geraten im
Sinne der EU-Richtlinien
90/385/EWG, 93/42/EWG

und 98/79/EG an.

ISO 15223-1, Abschnitt 5.1.1

Herstellungsdatum

Gibt das Datum an, an dem
das medizinische Gerat
hergestellt wurde.

ISO 15223-1; 5.3.1

Bevollmachtigter in der
Europaischen Gemeinschaft

Gibt die autorisierte
Vertretung in der
Europaischen Gemeinschaft
an.

ISO 15223-1, Abschnitt 5.1.2

Enthalt ausreichend fiir
<n>-Tests

Gibt die Gesamtzahl der
IVD-Tests an, die mit der
IVD durchgefiihrt werden
kénnen. (In der Regel in
Reagenzkits enthalten).

ISO 15223-1; 5.5.5

Medizinisches Geréat fir die
In-Vitro-Diagnostik

Gibt ein medizinisches
Gerat an, das als
medizinisches Gerat fur
die In-vitro-Diagnostik
eingesetzt werden soll.

ISO 15223-1, Abschnitt 5.5.1

Temperaturgrenzen

Gibt die
Temperaturgrenzwerte an,
denen das medizinische
Gerat sicher ausgesetzt
werden kann.

ISO 15223-1; 5.3.7

Inhalt (Packung)

(i Siehe Gebrauchsanweisung | Zeigt an, dass der Benutzer |ISO 15223-1; 5.4.3
die Gebrauchsanweisung
beachten muss.
c € CE-Kennzeichnung Europaische n. z.
Konformitatskennzeichnung
Inhalt n. z. n. z.
CONTENTS]AST Antibiotikum (Abklirzung) [n. Z.
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Liste der Symbole

behandeln

Gerat hin, das bei nicht
sachgemaler Behandlung
kaputtgehen oder
beschadigt werden kann.

Symbol Symbolbezeichnung Beschreibung der Norm |Standard
Inhalt (Packung) Identifikationssubstrat n. z.
(Abklrzung)
Sicherheitsdatenblatt Weist auf ein n. z.
Sicherheitsdatenblatt hin.

Made in USA n. z. n. z.
For Export Use Oniy Nur fir den Export bestimmt n. z. n. z.
—) Rekonstitutionsvolumen n. z. n. z.

! Zerbrechlich, mit Sorgfalt Weist auf ein medizinisches [ISO 15223-1; 5.3.1

I

Diese Seite nach oben

Zeigt die richtige aufrechte
Position an

ISO 7000: 0623

ISO 15223-1: Medical Devices — Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to be
Supplied. Part 1: General Requirements. (ISO 15223-1: Medizinprodukte — Bei Aufschriften von Medizinprodukten zu
verwendende Symbole, Kennzeichnung und zu liefernde Informationen. Teil 1: Allgemeine Anforderungen).

Beckman Coulter,

das stilisierte Logo und die in diesem Dokument erwdhnten Beckman Coulter-Produkt- und

-Dienstleistungsmarken sind in den USA und anderen Landern eingetragene Marken von Beckman Coulter, Inc.
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MicroScan

Manuale delle procedure per i pannelli rapidi ID anaerobi
B1017-2
USO PREVISTO

Il pannello rapido di identificazione degli anaerobi MicroScan & progettato per I'identificazione rapida di batteri anaerobici
isolati da campioni clinici umani.

RIEPILOGO E PRINCIPIO

| test cromogeni e convenzionali modificati sono utilizzati per I'identificazione dei batteri anaerobici.?345667 Una sospensione
di McFarland 3 dell'organismo da testare & eseguita in acqua deionizzata autoclavata. Il pannello di identificazione rapida
degli anaerobi MicroScan, che comprende 24 substrati deidratati, & reidratato e inoculato con la sospensione batterica e
incubato aerobicamente per 4 ore a 35-37 °C. Poiché il pannello di identificazione rapida degli anaerobi MicroScan rileva gl
enzimi preformati, la crescita dell’'organismo nel pannello non & necessaria. Dopo l'incubazione le modifiche nel pH, I'utilizzo
di determinati substrati o altre reazioni chimiche sono interpretati per I'identificazione.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

1. Ireagenti e i pannelli rapidi di identificazione degli anaerobi MicroScan sono solo per uso diagnostico in vitro.

2. Evitare il contatto del reagente peptidasi, del reagente di Ehrlich, dello xilene o di qualsiasi altro substrato di
identificazione con gli occhi, la pelle o gli indumenti.

3. Durante I'esecuzione di tutte le procedure, adottare tecniche asettiche e attenersi a tutte le precauzioni contro i rischi
microbiologici, ricordando sempre che i pannelli inoculati contengono organismi potenzialmente patogeni.

4. Tutti i materiali devono essere sterilizzati in autoclave prima di essere eliminati.

CONSERVAZIONE
Conservare pannelli e reagenti a 2-8 °C.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Classificato non pericoloso

La scheda tecnica sulla sicurezza e disponibile su techdocs.beckmancoulter.com

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

| campioni appropriati, privati della normale flora anaerobica, vanno raccolti, trasportati e collocati su terreni per I'isolamento
primario in base alle procedure consigliate nel V.P.l., Anaerobe Laboratory Manual (Manuale del laboratorio per gli anaerobi),?
Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Manuale Wadsworth dei batteri anaerobici),® i Laboratory Methods in Bacteriology
(Metodi di laboratorio per la batteriologia) del C.D.C..° e il Manual of Clinical Microbiology (Manuale di microbiologia clinica).*

NOTA: le colonie di terreni selettivi che contengono antibiotici, cioé LKV (kanamicina/vancomicina), oppure i Batterioidi Bile
Esculina (BBE) agar, feniletil alcool (PEA), ecc., non vanno utilizzati per preparare un inoculo per i pannelli.

MATERIALI FORNITI

Pannello rapido di identificazione degli anaerobi (B1017-2)
20 fogli di lavoro
Manuale delle procedure

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI
Olio minerale (B1010-40)

Coperchio (B1010-56B)

Reagente peptidasi (B1012-30B)

0,5% N, N-dimetil-alfa-naftilamina (B1010-45A)

Acido sulfanilico 0,8% (B1010-44A)

Reagente di Ehrlich (B1015-6)

Xilene (B1015-5)

Pipettatrice da 50 pyL con puntali sterili

Perossido d’idrogeno, 3%

Acqua per inoculo, 3 mL di acqua deionizzata autoclavata (B1015-2)
Applicatori sterili con punta in cotone o anse sterili per I'inoculazione

Bastoncini in legno
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Standard di torbidita McFarland 3, 4 e 5 al solfato di bario

Miscelatore vortex

Incubatore, non CO, (35 °C)
Organismi del controllo di qualita:
C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714
B. fragilis ATCC 25285
P. magnus ATCC 29328

PROCEDURA
Preparazione dei pannelli

1.

2.

Rimuovere i pannelli dalla refrigerazione. Non usare i pannelli se I’essiccante non é presente o risulta danneggiato
oppure se I'imballaggio non & perfettamente integro (non sigillato, forato o lacerato).

Aprire I'involucro ed estrarre il pannello. Estrarre immediatamente il pannello dallinvolucro in alluminio. Lasciare
equilibrare i pannelli a temperatura ambiente prima della reidratazione. | pannelli possono essere impilati e coperti con
un coperchio pulito.

Preparazione dell’inoculo

1.

Prima dell'inoculazione dei pannelli, gli organismi da testare vanno osservati per verificare aerotolleranza, purezza,
reazione alla colorazione Gram e morfologia della colonia.

Utilizzando un bastoncino di colore sterile 0 un’ansa per inoculazione, sospendere un numero sufficiente di colonie da
una coltura da 24-48 su terreni non selettivi in una provetta di a tube 3 mL di acqua per inoculo (acqua deionizzata
autoclavata) per realizzare una sospensione torbida equivalente almeno a uno standard McFarland 3 ma non maggiore
di uno standard McFarland 5. Agitare per emulsificare se necessario. Una volta preparata la sospensione, il pannello
va inoculato entro 15 minuti.”

Inoculo del pannello

1.
2.

3.

Rimuovere il pannello dalla bustina di alluminio ed etichettarlo con il numero di campione.

Aggiungere 50 pL di sospensione batterica a ciascun pozzetto contenente substrati e nei due pozzetti di controllo (BNAC,
NPC). Si sconsiglia 'uso di una pipetta Pasteur per I'inoculo.

Dopo aver inoculato il pannello con l'inoculo di 50 uL, picchiettare lievemente tutti i lati del pannello per favorire la
miscelazione con il substrato.

Copertura dei substrati con olio minerale

Ricoprire i pozzetti di urea (URE) e indolo (IND) con 2-3 gocce di olio minerale.
Incubazione

1.
2.

Impilare i pannelli in gruppi di 3—5 e collocare un coperchio sul pannello superiore per evitare I'evaporazione.
Incubare i pannelli inoculati per 4 ore a 35-37 °C in un incubatore non a CO.,.

Lettura dei pannelli

1.

Estrarre il reagente peptidasi dal frigorifero almeno 30 minuti prima della lettura dei pannelli. Il reagente peptidasi pud
precipitare a 4 °C ma si dissolve nuovamente a temperatura ambiente. Non esporre il reagente peptidasi a temperature
elevate per accelerare la ridissoluzione del precipitato cristallino in quanto le alte temperature causano la degradazione
del reagente.

2. | pannelli vanno letti utilizzando luce riflessa da uno sfondo bianco.

Tabella 1, Substrati

Substrati Abbr. _|Substrati Abbr.
p-nitrofenil-B-D-galattopiranoside BGAL |L-lisina-B-naftilamide (acido) LYA
p-nitrofenil-a-D-galattopiranoside AGAL |Glicilglicina-B-naftilamide GGLY
bis-p-nitrofenil-fosfato BPO, |Glicina-B-naftilamide GLY
p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminide NGLU |L-prolina-B-naftilamide PRO
p-nitrofenil-a-D-glucopiranoside AGL L-arginina-B-naftilamide ARG
o-nitrofenil-B-D-glucopiranoside BGL L-pirrolidonil-B-naftilamide PYR
p-nitrofenil-fosfato PO, L-triptofano-B-naftilamide TRY

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** | terreni non selettivi comprendono TSA, Brucella, infusione cuore-cervello o Columbia agar, tutti con 5% di sangue

di pecora.
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Substrati Abbr. |Substrati Abbr.
p-nitrofenil-a-L-fucopiranoside AFU Fosfato 3-indossile IDX
p-nitrofenil-a-D-mannopiranoside MNP Trealosio TRE
L-leucina-B-naftilamide LEU Urea URE
DL-metionina-B-naftilamide MET Indolo IND
L-lisina-B-naftilamide (alcalino) LYB Nitrati NIT

3. Dopo 4 ore di incubazione registrare i risultati per tutti i substrati che non richiedono altri reagenti: BGAL, AGAL, BPO,,
NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE e TRE. Confrontare BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, e
MNP al pozzetto di controllo nitrofenile (NPC). Tutte le sfumature di giallo devono essere registrate come positive.

4. Aggiungere 1 goccia di reagente peptidasi nei pozzetti LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY e BNAC.

A. Attendere almeno per 30 secondi lo sviluppo del colore e quindi registrare i risultati. Non attendere piu di 3 minuti
dopo l'aggiunta dei reagenti prima di registrare i risultati. La presenza di qualsiasi sfumatura di rosa o rosso va
interpretata come positiva. |l colore in questi pozzetti si scurisce con il tempo, quindi un colore negativo giallo
potrebbe diventare un colore arancione piu scuro, ma questa va ancora interpretata come reazione negativa. Le
reazioni vanno registrate come positive solo se & presente un colore rosa o rosso. Alcuni pozzetti potrebbero
avere un colore arancione piu scuro rispetto al pozzetto di controllo (BNAC), ma questi vanno ancora registrati
come negativi.

B. Dopo I'aggiunta del reagente peptidase al pozzetto di controllo 3-naftilamide (BNAC), il pozzetto dovrebbe essere
di colore giallo. In presenza di colorazione rosa o rossa, il reagente peptidasi va scartato per prevenire false
interpretazioni positive.

5. Sono forniti due pozzetti di controllo per agevolare l'interpretazione delle reazioni.

A. BNAC = controllo B-naftilamide. Dopo I'aggiunta del reagente peptidasi, questo pozzetto dovrebbe essere di colore
da giallo ad arancione.

B. NPC = controllo nitrofenil. Questo pozzetto dovrebbe essere incolore.

6. Aggiungere una goccia di xilene nel pozzetto Indolo (IND). Agitare il contenuto del pozzetto IND con il bastoncino di
legno. Aggiungere 1 goccia di reagente di Ehrlich. Leggere dopo 2-3 minuti.

7. Aggiungere 1 goccia di acido sulfanilico al pozzetto di nitrato (NIT), seguito da 1 goccia di N, N-dimetil-alfa-naftilamina.
Leggere dopo 2-3 minuti.

8. Aggiungere 2-3 gocce di perossido diidrogeno al 3% al pozzetto BGAL. Attendere 2-5 minuti prima di registrare il risultato.
Una reazione positiva € indicata dalla formazione di grandi bolle.

RISULTATI

1. Grafico delle interpretazioni biochimiche
Substrato Reattivi Positivo Negativo
BGAL Confrontare con il pozzetto di controllo di Tutte le Chiaro
AGAL nitrofenile (NPC) sfumature di

giallo
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU Aggiungere 1 goccia di reagente peptidasi.  Tutte le Da giallo ad
MET Attendere lo sviluppo delle reazioni cromatiche sfumature arancione
LYB per almeno 30 secondi e non piu di 3 minuti. da rosa a
LYA magenta
GGLY Il pozzetto del controllo B-naftilamide (BNAC)
GLY dovrebbe essere giallo.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Colore Chiaro
blu/Precipitato
blu
TRE Giallo Arancione/Rosso
URE Rosa-Rosso  Giallo-arancione
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Substrato Reattivi Positivo Negativo

IND Aggiungere 1 goccia di xilene, agitare, Rosa Giallo/Trasparente
aggiungere 1 goccia di reagente di Ehrlich.
Leggere dopo 2-3 minuti.

NIT Aggiungere 1 goccia di acido sulfanilico allo  Rosso Da trasparente
0,8% e N, N-dimetil-alfa-naftilamina allo 0,5%. a rosa pallido
Leggere dopo 2-3 minuti.

Catalasi Aggiungere 2-3 gocce di perossido diidrogeno Grandi bolle  Assenza di
al 3% a BGAL. Attendere 2-3 min. che si bolle (o poche
formino bolle. bolle di piccole

dimensioni/stessa
quantita in tutti
i pozzetti).

1. Una reazione negativa a PO, pud essere di colore da trasparente a giallo molto chiaro.

2. Principi delle reazioni di identificazione

Substrati di nitrofenile (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): i substrati orto o para-nitrofenile
sono incolori. Se € presente I'enzima appropriato, il substrato viene scisso rilasciando o- o p-nitrofenile libero, che &
giallo.

Substrati di amminoacido B-naftilamide (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): quando i substrati
sono idrolizzati con I'enzima adeguato (di solito un amminoacido-arilamidasi), si assiste al rilascio di B-naftilamide.
La B-naftilamide é rilevata mediante I'aggiunta di p-dimetilaminocinnamaldeide (nel reagente peptidasi), che crea un
complesso dal colore che varia dal rosa al viola.

NOTA: 'enzima che scinde un amminoacido-B-naftilamide &€ un amminoacido-arilamidasi. Il termine “aminopeptidasi”
viene spesso utilizzato come sinonimo di arilamidasi, ma in realta rappresenta un enzima con una specificita diversa
(un’aminopeptidasi scinde 'amminoacido N-terminale da un peptide). Un’arilamidasi e un’aminopeptidasi possono
idrolizzare lo stesso substrato di amminoacido 3-naftilamide. Il pannello, pertanto, non misura necessariamente enzimi
diversi e unici. Una sola arilamidasi puo idrolizzare piu amminoacido-B-naftilamidi.

Fosfato indossile (IDX): il fosfato indossile & scisso da una fosfatasi per rilasciare indossile. L'indossile si combina con
I'ossigeno producendo un color indaco corrispondente a precipitato insolubile blu o verde-blu.

Trealosio (TRE): I'utilizzo di trealosio comporta la formazione di acido, con una seguente riduzione del pH che é rilevata
dall'indicatore rosso fenolo che passa da arancione a giallo.

Urea (URE): 'ureasi idrolizza I'urea in modo da formare ammoniaca e il biossido di carbonio. L'ammoniaca (sotto forma
di carbonato di ammonio) causa un innalzamento del pH rilevato dall’indicatore rosso fenolo, che passa da giallo a rosa.

Indolo (IND): il metabolismo del triptofano comporta la formazione di indolo. Lo xilene estrae 'indolo dal brodo e lo
concentra. |l reagente di Ehlrich reagisce con I'indolo per formare un colore rosa.

Nitrato (NIT): la capacita di un organismo a ridurre nitrato in nitrito viene rilevata dall'aggiunta di acido sulfanilico e quindi
N, N-Dimetil-Alfa-Naftilamina, che producono un colore rosso in presenza di nitrito.

La catalasi scompone il perossido di idrogeno in acqua e gas ossigeno, che & liberato come bolle.

IDENTIFICAZIONE DELL’'ORGANISMO
Per identificare gli organismi di test ignoti, si utilizza I'elenco rapido dei codici dei biotipi di anaerobi MicroScan. Questo elenco
& stato generato dal database di Beckman Coulter per i test inclusi nel pannello di identificazione.

L'elenco rapido degli anaerobi MicroScan si basa su un’analisi computerizzata dei 24 test inclusi nel pannello rapido di
identificazione degli anaerobi. | risultati dei test vengono convertiti in un “numero di biotipo” di 8 cifre per il quale I'elenco
dei codici indica un’identificazione della specie e una probabilita relativa cumulativa di identificazione. Tutte le possibili
identificazioni vengono stampate in ordine decrescente di probabilita, fino a un cumulativo del 99,9%. Qualora si presenti un
numero di biotipo non rilevabile nell’elenco dei codici, la prima ipotesi deve essere quella di un errore procedurale. Di solito
il numero di biotipo & stato aggiunto in maniera errata o la reazione non & stata registrata correttamente. Se il numero di
biotipo € esatto, € necessario considerare I'eventualita di una coltura mista e ripetere il test dell’'organismo avendo cura di
utilizzare una sospensione cellulare sufficientemente torbida. Se ripetendo il test si ottengono gli stessi risultati, consultare il
servizio di ricerca biotipi sul sito Web di Beckman Coulter o rivolgersi al distributore di zona.

LIMITI DEL METODO
1. Gli organismi da testare vanno sottoposti a coltura su terreni non selettivi quali TSA, Brucella, infusione cuore-cervello
o Columbia agar, tutti con 5% di sangue di pecora. | terreni selettivi che contengono antibiotici, cioé LKV
(kanamicina/vancomicina), Batterioidi Bile Esculina (BBE) agar, feniletil alcool (PEA) agar, ecc., non vanno utilizzati.

2. Latorbidita della sospensione degli organismi deve essere almeno uguale a uno standard McFarland 3 ma non maggiore
di uno standard McFarland 5. Se la sospensione dell’organismo da testare & meno torbida di uno standard McFarland
3, potrebbero verificarsi reazioni deboli o reazioni false negative.
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3. Il pannello rapido di identificazione degli anaerobi & progettato per identificare solo i batteri anaerobici. Prima dei test,
ciascun organismo va testato per verificare aerotolleranza, purezza, reazione alla colorazione Gram e morfologia della
colonia. Se per un particolare numero di biotipo vengono elencate piu identificazioni di specie, possono essere necessari
ulteriori test per l'identificazione corretta.

4. Non tutte le specie anaerobiche riscontrate nelle situazioni cliniche sono incluse nel database degli anaerobi rapidi. Le
specie identificate nel pannello degli anaerobi rapidi sono elencate nell’elenco rapido dei codici dei biotipi di anaerobi.
Le identificazioni anaerobiche vanno correlate alle colorazioni gram e ad altri test diagnostici di supporto. L'utente dovra
anche consultare la letteratura di riferimento attuale per questi test e anche per I'attuale nomenclatura batterica.

5. 1l pannello rapido di identificazione degli anaerobi MicroScan non € stato approvato dalla FDA per I'utilizzo con la
strumentazione MicroScan. Questo pannello deve essere letto manualmente.

CONTROLLO DI QUALITA
L'accettabilita dei mezzi rapidi di identificazione degli anaerobi MicroScan va controllata sottoponendo a test organismi con
reazioni note. Possono essere ottenute reazioni negative reidratando un pannello con 50 pL di acqua deionizzata autoclavata.
Tutti i substrati dovranno essere negativi come descritto nel grafico di interpretazione. La purezza della coltura va controllata
con una sottocoltura dalla sospensione utilizzata come inoculo su terreni agar adatti. | risultati del test non sono validi se &
rilevata una coltura mista (vedere Tabella 2).

Tabella 2

Grafico del controllo di qualita

Substrati

C. perfringens
ATCC 13124

C. sordellii
ATCC 9714

B. fragilis
ATCC 25285
+

P. magnus
ATCC 29328

BGAL

<+

V

AGAL

BPO,

NGLU

+ +|<| +

AGL

BGL

PO,

+| |

AFU

H<I<] T|<] |

MNP

LEU

MET

LYB

H<LILI<I<] !

LYA

GGLY

GLY

<] L|<l<| +| +| +| +| +| +| +| +| +

+| ]+ +] +] +] 1

PRO

ARG

PYR

+ 4|1

TRY

<

+H<| <] |

<]+ +| |

IDX

TRE?

URE

H<I<] |

+| +] 1

IND

NIT?

<| I

CATALASI

+

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA USA.
2. Per risultati ottimali, la coltura di C. perfringens dovra essere di appena 24 ore prima.

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Negli studi clinici che utilizzano organismi anaerobici in rappresentanza di un set diversificato di isolati clinici recenti, il pannello
Identificazione rapida degli anaerobi ha identificato correttamente il 92% degli isolati.

*Nel grafico del controllo di qualita sono riportati i risultati per ogni reazione per gli organismi di controllo raccomandati
dal’ATCC (Raccolta colture di tipo americano).
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Elenco descrizioni simboli

Elenco descrizioni simboli

Simbolo

Titolo del simbolo

Descrizione dello standard

Standard

@

Non riutilizzare

Indica che
un’apparecchiatura
medicale € monouso oppure
intesa per l'uso da parte di
un solo paziente durante
un’unica procedura.

ISO 15223-1; 5.4.2

Data di scadenza

Indica la data oltre la quale
non & piu possibile utilizzare
I'apparecchiatura medicale.

ISO 15223-1; 5.1.4

,_
o
1

Codice batch

Indica il codice lotto del

produttore per la corretta

identificazione del batch
o del lotto.

ISO 15223-1; 5.1.5

Numero di catalogo

Indica il numero di catalogo
del produttore per la
corretta identificazione

dell’apparecchiatura
medicale.

ISO 15223-1, disposizione
51.6

Produttore

Indica il produttore
dell’apparecchiatura
medicale come specificato
nelle Direttive UE
90/385/CEE, 93/42/CEE
e 98/79/CE.

ISO 15223-1, disposizione
5.1.1

] Data di produzione Indica la data di produzione [ISO 15223-1; 5.3.1
dell’apparecchiatura
medicale.
[ec [Rer] Rappresentante autorizzato Indica il rappresentante |ISO 15223-1, disposizione
per la Comunita Europea autorizzato per la Comunita |5.1.2
Europea.
Contenuto sufficiente per <n> |Indica il numero totale di test|ISO 15223-1; 5.5.5
test IVD che possono essere
eseguiti con IVD. (In genere
incluso nei kit reagenti).
Apparecchiatura medicale per| Indica un’apparecchiatura [ISO 15223-1, disposizione

la diagnosi in vitro

medicale intesa per I'uso
come apparecchiatura
medicale per la diagnosi
in_vitro.

5.5.1

Limiti di temperatura

Indica i limiti di temperatura
a cui I'apparecchiatura
medicale pud essere
esposta in sicurezza.

ISO 15223-1; 5.3.7

Consultare le istruzioni per
'uso

Indica la necessita da parte
dell'utente di consultare le
istruzioni per l'uso.

ISO 15223-1; 5.4.3

C € Marchio CE Marchio normativo europeo |N/D
di_conformita
Contenuto N/D N/D
Contenuto (confezione) Agente antimicrobico N/D
(abbreviazione)
Contenuto (confezione) Substrato di identificazione |N/D
(abbreviazione)
Scheda tecnica sulla Indica la presenza di N/D
sicurezza una scheda tecnica sulla
sicurezza.
Made in USA N/D N/D
For Export Uso Oy Destinato unicamente N/D N/D

all’'esportazione
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Elenco descrizioni simboli

Simbolo Titolo del simbolo Descrizione dello standard|Standard
— Volume di ricostituzione N/D N/D
! Fragile, maneggiare con cura | Indica un’apparecchiatura [ISO 15223-1; 5.3.1

medicale che si potrebbe
rompere o danneggiare se
non maneggiata con cura.

TT Lato verso l'alto Indica la direzione della [ISO 7000: 0623

posizione corretta

ISO 15223-1: Medical devices - Symbols to be used with Medical Device Labels, Labeling and Information to
be Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Apparecchiature medicali - Simboli da utilizzare con
etichette dei dispositivi medicali e informazioni da fornire. Parte 1: Requisiti generali).

Beckman Coulter, il logo stilizzato ed i marchi commerciali dei prodotti e servizi di Beckman Coulter menzionati qui, sono
marchi commerciali o marchi commerciali registrati di Beckman Coulter, Inc., negli Stati Uniti e in altri paesi.
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MicroScan

Manual de procedimientos de los paneles rapidos de identificacion de

anaerobios
B1017-2

INDICACIONES
El panel de identificacion rapida de anaerobios de MicroScan esta disefiado para una rapida identificacién de bacterias
anaerobicas aisladas de muestras clinicas humanas.

RESUMEN Y PRINCIPIOS

Se usan pruebas convencionales y cromogénicas modificadas para la identificacion de bacterias anaerdbicas.'?34%667 Se
crea una suspension McFarland 3 del organismo sobre el que se realizaran las pruebas en agua desionizada esterilizada
en autoclave. El panel de identificacion rapida de anaerobios de MicroScan, que comprende 24 sustratos deshidratados, se
vuelve a hidratar e se le inocula la suspension bacteriana e incuba aerébicamente durante 4 horas a 35-37 °C. Dado que el
panel de identificacion rapida de anaerobios de MicroScan detecta enzimas preformadas, el crecimiento del organismo en el
panel no es necesario. Después de la incubacion, los cambios en el pH, el uso de determinados sustratos u otras reacciones
bioquimicas se interpretan para su identificacion.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
1. Los paneles rapidos de identificacion de anaerobios y reactivos de MicroScan son exclusivamente para uso de
diagndstico in vitro.

2. No permita que el reactivo de peptidasa, reactivo de Ehrlich, xileno o cualquiera de los sustratos de identificacion entren
en contacto con los ojos, la piel o la ropa.

3. Siga las técnicas asépticas y las precauciones establecidas contra los peligros microbioldgicos a lo largo de todos los
procedimientos, teniendo especial cuidado con los paneles inoculados, que contienen microorganismos potencialmente
patégenos.

4. Todos los materiales deben esterilizarse en autoclave antes de desecharse.

ALMACENAMIENTO
Almacene los paneles y los reactivos a 2-8 °C.

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO SEGUN EL SGA

No clasificado como tdxico

La hoja de datos de seguridad esta disponible en techdocs.beckmancoulter.com

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se deben recopilar muestras adecuadas, sin la flora anaerébica normal, transportarse y colocarse en medios de aislamiento
primarios de conformidad con los procedimientos recomendados en V.P.l., Manual de laboratorio de anaerobios,? Manual
bacteriano anaerébico de Wadsworth® C.D.C.’s Métodos de laboratorio en bacteriologia,® y el Manual de microbiologia
clinica."

NOTA: las colonias de medios selectivos que contienen antibiéticos; es decir, LKV (Kanamicina/Vancomicina), o agar de
Bacteroides Bile Esculin (BBE) agar, alcohol feniletil (PEA), etc., no deben usarse para preparar indculo para paneles.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Panel rapido de identificacion de anaerobios (B1017-2)
20 hojas de trabajo
Manual de procedimiento

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS
Aceite mineral (B1010-40)

Panel cubridor (B1010-56B)

Reactivo de peptidasa (B1012-30B)

N, N-dimetil-alfa-naftilamina a 0,5 % (B1010-45A)
Acido sulfanilico al 0,8 % (B1010-44A)

Reactivo de Ehrlich (B1015-6)

Xileno (B1015-5)

Pipeta de 50 uL con puntas esterilizadas
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Peroxido de hidrégeno, 3 %

Agua inécula, 3 mL de agua desionizada esterilizada en autoclave (B1015-2)
Aplicadores con punta de algodoén estériles o asas de inoculacion estériles
Aplicadores de madera

Estandar de turbidez de sulfato de bario 3, 4 y 5 de McFarland

Mezclador de tipo vortex

Incubadora, sin CO, (35 °C)

Microorganismo para control de calidad:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDIMIENTO
Preparacion del panel

1. Retire los paneles del refrigerador. Los paneles no deben utilizarse si no tienen desecador, si esta roto, o si la
integridad de la envoltura esta afectada (abierta, perforada o desgarrada).

2. Corte la bolsa para abrirla y retire el panel. Extraiga inmediatamente el panel de la bolsa de aluminio. Deje que los
paneles se atemperen a temperatura ambiente antes de rehidratarlos. Los paneles se pueden apilar con un panel
cubridor encima.

Preparacion del inéculo

1. Antes de la inoculacién de los paneles, se deben observar los organismos en los que se realizaran las pruebas en
funcion de la aerotolerancia, pureza, reaccion de cepas Gram y morfologia de las colonias.

2. Con un aplicador de algodon esterilizado o asa de inoculacién, suspenda colonias suficientes de un cultivo de 24 a 48
horas en medio no selectivo de un tubo de agua indcula de 3 mL (agua desionizada esterilizada en autoclave) para crear
una suspension turbia equivalente a, al menos, un estandar McFarland 3, pero no superior a un estandar McFarland 5.
De ser necesario, agite en vortice para emulsionar. Una vez preparada la suspension, el panel debe inocularse en un
periodo de 15 minutos.”™

Inoculacién del panel
1. Retire el panel de la bolsa de aluminio y rotulela con el nUmero de muestra.

2. Anada 50 pL de suspension bacteriana a cada uno de los pocillos que contienen los sustratos mas los dos pocillos de
control (BNAC, NPC). No se recomienda el uso de una pipeta Pasteur para la inoculacion.

3. Una vez que el panel se haya inoculado con el inéculo de 50 L, golpee ligeramente cada lado del panel para facilitar
la mezcla con el sustrato.

Superposicion de aceite bioquimico

Superponga los pocillos de urea (URE) e indol (IND) con 2 a 3 gotas de aceite mineral.

Incubacién
1. Apile los paneles en grupos de 3 a 5 con un panel cubridor sobre el panel superior para evitar la evaporacion.
2. Incube los paneles inoculados durante 4 horas a 35-37 °C en un incubador sin CO,.

Lectura de los paneles

1. Retire el reactivo de peptidasa del refrigerador al menos 30 minutos antes de leer los paneles. El reactivo de peptidasa
puede precipitarse a 4 °C, pero se volvera a disolver a temperatura ambiente. No exponga el reactivo de peptidasa a
temperaturas elevadas para acelerar la redisolucion del precipitado cristalino, ya que las temperaturas altas haran que
el reactivo se degrade.

2. Se deben leer los paneles utilizando luz reflejada por un fondo blanco.

*American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.

** Los medios no selectivos incluyen TSA, Brucella, infusion de cerebro corazén o agar de Columbia, todos con sangre
de oveja al 5 %.
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Tabla 1, Sustratos

Sustratos Abrev. |Sustratos Abrev.
p-nitrofenil-B-D-galactopirandsido BGAL |L-lisina-B-naftilamida (acido) LYA
p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido AGAL |Glicilglicina-B-naftilamida GGLY
bis-p-nitrofenil-fosfato BPO, |Glicina-B-naftilamida GLY
p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosamina NGLU |L-prolina-B-naftilamida PRO
p-nitrofenil-a-D-glucopiranosida AGL L-arginina-B-naftilamida ARG
o-Nitrofenol-B-D-Glucopiranésido BGL L-pirrolidonil-B-naftilamida PYR
p-nitrofenil-fosfato PO, L-tritofano-B-naftilamida TRY
p-nitrofenil-a-L-fucopiranosida AFU 3-indoxil fosfato IDX
p-nitrofenil-a-D-mannopiranosida MNP Trehalosa TRE
L-leucina-B-naftilamida LEU Urea URE
DL-metionina-B-naftilamida MET Indol IND
L-lisina-B-naftilamida (alcalina) LYB Nitrato NIT
3. Después de 4 horas de incubacidn, registre los resultados de todos los sustratos que no requieren reactivos adicionales:
BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE y TRE. Compare BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL,
BGL, PO,, AFU y MNP con el pocillo de control de nitrofenil (NPC). Cualquier tonalidad de amarillo debe registrarse
como positivo.
4. Anada 1 gota de reactivo de peptidasa a los pocillos LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY y BNAC.

A. Deje que el color se desarrolle durante 30 segundos, como minimo, y luego registre los resultados. No espere
mas de 3 minutos después de afadir los reactivos para registrar los resultados. La presencia de cualquier tono
de rosa o rojo debe interpretarse como positivo. El color de estos pocillos se oscurecera con el tiempo, de modo
que un color amarillo negativo puede tornarse un naranja mas oscuro, pero aun asi debe interpretarse como una
reaccion negativa. Las reacciones deben interpretarse como positivas solamente si existe un tono rosa o rojo.
Algunos pocillos pueden tener un color naranja mas oscuro en comparacion con el pocillo de control (BNAC), pero
aun asi deben registrarse como negativos.

B. Tras la adicién del reactivo de peptidasa al pocillo de control B-naftilamida (BNAC), el pocillo debe tener un
color amarillo. Si hay un color rosa o rojo presente, se debe descartar el reactivo de peptidasa para evitar
interpretaciones de falsos positivos.

5. Se proporcionan dos pocillos de control para ayudar a interpretar las reacciones.

A. BNAC = control de p-naftilamida. Tras la adicion del reactivo de peptidasa, este pocillo debera ser de color amarillo
a naranja.

B. NPC = control de nitrofenil. Este pocillo debe ser incoloro.

6. Afada una gota de xileno al pocillo Indol (IND). Con el aplicador de madera, mezcle el contenido del pocillo IND. Ahada
1 gota del reactivo de Ehrlich. Léalo tras 2-3 minutos.

7. Ahada 1 gota de acido sulfanilico al pocillo de nitrato (NIT) por 1 gota de N, N-dimetil-alfa-naftilamina. Léalo tras 2-3
minutos.

8. Afada 2 a 3 gotas de peréxido de hidrogeno al 3 % al pocillo BGAL. Espere entre 2 y 5 minutos antes de registrar el
resultado. La formacion de burbujas grandes indica una reaccioén positiva.

RESULTADOS

1. Gréafico de interpretacion bioquimica
Sustrato Reactivos Positivo Negativo
BGAL Realice la comparacién con el pocillo de Cualquier Claro
AGAL control de nitrofenil (NPC). tonalidad de

amarillo
BPO,
NGLU
AGL
BGL
|':)O41
AFU
MNP
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Sustrato Reactivos Positivo Negativo

LEU ARada 1 gota de reactivo de peptidasa. Cualquier tono De amarillo a
MET Permita que las reacciones de color se de rosa a naranja
LYB desarrollen durante al menos 30 segundos, magenta
LYA pero no mas de 3 minutos.
GGLY El pocillo de control B-naftilamida (BNAC)
GLY debe ser amairillo.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Color Claro
azul/precipitado
azul
TRE Amarillo Naranja/rojo
URE Rosa-Rojo Amarillo-naranja
IND Anada 1 gota de xileno, mezcle y afiada 1 Rosa Amarillo/transparente
gota de reactivo de Ehrlich. Léalo tras 2-3
minutos.
NIT Anada 1 gota de acido sulfanilico al 0,8 % Rojo De
y de N, N-dimetil-alfa-naftilamina al 0,5 %. transparente
Léalo tras 2-3 minutos. a rosa claro
Catalasa ARada 2 a 3 gotas de peroxido de hidrégeno Burbujas Sin burbujas
al 3 % a BGAL. Espere entre 2 y 3 minutosa grandes (o burbujas
que se formen burbujas. diminutas/misma
cantidad en
todos los
pocillos).

1. Una reaccioén negativa de PO, puede ser de color transparente a ligeramente amarillo.

Principios de las reacciones de identificaciéon

Sustratos de nitrofenil (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): Los sustratos orto o para-nitrofenil
son incoloros. Si esta presente la enzima correspondiente, el sustrato se rompe y libera el o-nitrofenil o p-nitrofenil libre,
que es de color amarillo.

Sustratos de aminoacido B-naftilamida (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Cuando se
hidrolizan los sustratos mediante la enzima correspondiente (por lo general, un aminoacido arilamidasa), se libera
B-naftilamida. La B-naftilamina se detecta mediante la adicion de p-dimetilaminocinamaldehido (en el reactivo de
peptidasa), la cual crea un complejo de color rosa o morado.

NOTA: La enzima que rompe una aminoacido-B-naftlamida es una aminoacido-arilamidasa. El término
“aminopeptidasa” se emplea frecuentemente como sinénimo de arilamidasa, pero realmente representa una enzima
con una especificidad distinta (una aminopeptidasa rompe el aminoacido N-terminal de un péptido). Una arilamidasa
y una aminopeptidasa pueden hidrolizar el mismo sustrato de aminoacido-f-naftilamida. Por tanto, el panel no mide
necesariamente enzimas diferentes y Unicas. Una unica arilamidasa puede hidrolizar varias aminoacido-p-naftilamidas.

Indoxil fosfato (IDX): el indoxil fosfato se rompe mediante una fosfatasa para liberar indoxil. El indoxil se combina con
el oxigeno para formar el azul indigo, que es un precipitado insoluble azul o verde.

Trehalosa (TRE): El uso de Trehalosa da lugar a la formacion de acido con una caida subsiguiente de pH, que se
detecta mediante el cambio del indicador rojo de fenol de naranja a amarillo.

Urea (URE): la urea se descompone mediante ureasa para formar amoniaco y diéxido de carbono. El amoniaco (en
forma de carbonato de amonio) provoca un aumento del pH que se detecta cuando el indicador rojo de fenol cambia de
amarillo a rosa.

Indol (IND): El metabolismo de triptofano provoca la formacion de indol. El xileno extrae el indol del caldo y lo concentra.
El reactivo de Ehlrich reacciona ante el indol para formar un color rosado.

Nitrato (NIT): la capacidad de un microorganismo de reducir el nitrato a nitrito se detecta mediante la adicién de acido
sulfanilico y, a continuacién, N, N-dimetil-alfa-naftilamina, que produce un color rojo en presencia de nitritos.

La catalasa rompe el peroxido de hidrégeno en agua y gas de oxigeno, que se libera en la forma de burbujas.

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

El libro de cddigos rapido de los biotipos de anaerobios MicroScan se utiliza para identificar los microorganismos de analisis
desconocidos. Este libro de codigos se ha generado a partir de la base de datos de Beckman Coulter para los analisis
incluidos en el panel de identificacion.
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El libro de cédigos de los anaerobios rapidos de MicroScan se basa en un analisis por ordenador de las 24 pruebas en el
panel rapido de identificacion de anaerobios. Los resultados de las pruebas se transforman en un niumero de biotipo de
8 digitos para el que el libro de cédigos contiene una identificacién de la especie y una probabilidad relativa acumulativa de
identificacion. Todas las identificaciones posibles se imprimen en orden de mayor a menor probabilidad, hasta un acumulado
del 99,9 %. Si se produce un numero de biotipo que no se puede localizar en el libro de cédigos, debe sospecharse primero
un error en el procedimiento. Por lo general, el numero de biotipo se ha afadido de manera incorrecta o se ha registrado
equivocadamente una reaccion. Si el nimero de biotipo es correcto, se debe comprobar la posibilidad de cultivo mezclado y
el microorganismo se debe volver a analizar, poniendo énfasis en el uso de una suspensioén celular lo suficientemente turbia.
Si al repetir el analisis se obtienen los mismos resultados, consulte el servicio de busqueda de biotipos en el sitio web de
Beckman Coulter o consulte con el distribuidor local.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
1. Los microorganismos en los que se realizaran las pruebas deben cultivarse en medios no selectivos, como TSA, Brucella,
infusion de corazon cerebro o agar de Columbia, todos con sangre de oveja al 5 %. No deben utilizarse medios selectivos
que contienen antibidticos; es decir, LKV (kanamicina/vancomicina), agar de Bacteroides Bile Esculin (BBE), alcohol
feniletil (PEA), etc.

2. Laturbidez de la suspension de organismos debe ser igual a, como minimo, un estandar McFarland 3, pero no superior
a un estandar McFarland 5. Si la suspensién del organismo sobre la que se realizaran las pruebas es menos turbia que
un estandar McFarland 3, es posible que se presenten reacciones débiles o negativas falsas.

3. El panel de identificaciéon rapida de anaerobios esta disefiado para identificar solamente bacterias anaerdbicas. Antes
de las pruebas se deben realizar pruebas en cada organismo en relacidon con la aerotolerancia, pureza, reaccion de
cepas Gram y morfologia de colonias. Si se enumera mas de una identificacion de especies para un niumero de biotipo
particular, puede que sean necesarias pruebas complementarias para la identificacion correcta.

4. No todas las especies anaerdbicas encontradas en situaciones clinicas se incluyen en la base de datos de anaerobios
rapidos. Las especies identificadas en el panel rapido de anaerobios se mencionan en el libro de cédigos de biotipos
de anaerobios rapidos. Las identificaciones anaerdbicas deben correlacionarse con las cepas Gram y otras pruebas de
diagndstico de apoyo. El usuario debe consultar la bibliografia de referencia actual para estas pruebas y también para
la nomenclatura bacteriana.

5. El panel de identificaciéon rapida de anaerobios de MicroScan no ha sido aprobado por la FDA para su uso con los
sistemas de instrumentos de MicroScan. Este panel debe leerse manualmente.

CONTROL DE CALIDAD

La validez de los medios de identificacion rapida de anaerobios de MicroScan se debe comprobar analizando los
microorganismos con reacciones conocidas. Las reacciones negativas pueden lograrse mediante la rehidratacion de un
panel con 50 pL de agua desionizada esterilizada en autoclave. Todos los sustratos deben ser negativos, segun se describe
en el gréafico de interpretacion. Se debe comprobar la pureza del cultivo mediante un subcultivo de la suspension utilizada
como indculo en medios de agar adecuados. Los resultados de las pruebas no son validos si se detecta un cultivo mezclado
(vea la Tabla 2)."

Tabla 2
Gréfico de control de calidad

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Sustratos ATCC 13124' ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL V -
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
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*Los resultados de cada reaccion para los microorganismos de control recomendados por la ATCC (American Type Culture
Collection) se muestran en el grafico de control de calidad.
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Tabla 2
Grafico de control de calidad

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Sustratos ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
PYR + - - +
TRY - \Y V \Y
IDX V — + —
TRE? V - — —
URE - T — —
IND - + - —
NIT? V — - —
CATALASA - - + -

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.
2. Para alcanzar resultados 6ptimos, el cultivo de C. perfringens debe tener solo 24 horas.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
En ensayos clinicos que usan organismos anaerdbicos que representan un conjunto diverso de aislamientos clinicos
recientes, el panel de identificacion rapida de anaerobios identificé correctamente el 92 % de los aislamientos.

Lista de simbolos

Lista de simbolos
Simbolo Titulo del simbolo Descripcion del estandar |Estandar
® No reutilizar Indica que un dispositivo |ISO 15223-1; 5.4.2
meédico esta destinado a un
solo uso o a utilizarse en
un solo paciente durante un
unico procedimiento.
Fecha de caducidad Indica la fecha tras la ISO 15223-1; 5.1.4
cual no se debe utilizar el
dispositivo médico.

rd

Cadigo de lote Indica el codigo de lote del [ISO 15223-1; 5.1.5
fabricante para identificar
el lote.
Numero de catalogo Indica el niumero de catalogo|ISO 15223-1, clausula 5.1.6

del fabricante para que
pueda identificarse el
dispositivo médico.

wl Fabricante Indica el fabricante del [ISO 15223-1, clausula 5.1.1
dispositivo médico segun
se define en las directivas
90/385/CEE, 93/42/CEE y
98/79/CE de la UE.
] Fecha de fabricacion Indica la fecha de fabricacion|ISO 15223-1; 5.3.1
del dispositivo médico.
[£c [rer] Representante autorizado en Indica el representante [ISO 15223-1, clausula 5.1.2
la Comunidad Europea autorizado en la Unidn
Europea.
W Contenido suficiente para <n>| Indica el nimero total de |ISO 15223-1; 5.5.5
pruebas pruebas de IVD que se
pueden realizar con el IVD.
(Habitualmente se incluye
en los kits de reactivos).
Dispositivo médico de Indica que se trata de un |ISO 15223-1, clausula 5.5.1

diagndstico in vitro dispositivo médico que

esta destinado a utilizarse

como dispositivo médico de

diagnéstico in vitro.

)I Limite de temperatura Indica los limites de ISO 15223-1; 5.3.7
temperatura a los que

puede exponerse de forma

segura el dispositivo médico.
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Lista de simbolos

Simbolo Titulo del simbolo Descripcion del estandar |Estandar
(1 Consulte las Instrucciones de [ Indica la necesidad de |ISO 15223-1; 5.4.3
uso que el usuario consulte las
instrucciones de uso.
c € Marcado CE Marca obligatoria europea [NA
de conformidad
Contenido NA NA
Contenidos (envase) Antimicrobiano (abreviatura)[NA
Contenidos (envase) Sustrato de identificacion [NA
(abreviatura)
Hoja de datos de seguridad Indica una hoja de datos [NA
de seguridad.
Made in USA NA NA
Para uso de exportacion NA NA
solamente
—) Volumen de reconstitucion NA NA
[ ] Fragil, manipular con Indica que se trata de  [ISO 15223-1; 5.3.1
1 precaucion un dispositivo médico
que puede romperse 0
dafarse si no se manipula
con cuidado.
Hacia arriba Indica la correcta posicion |ISO 7000: 0623

n vertical

ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to
be Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Productos sanitarios. Simbolos a utilizar en las
etiquetas, el etiquetado y la informaciéon a suministrar. Parte 1. Requisitos generales).

Beckman Coulter, el logotipo estilizado y las marcas de productos y servicios de Beckman Coulter aqui mencionadas son
marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc. en Estados Unidos y otros paises.
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MicroScan

Manual de procedimentos para identificacao rapida de anaerdébios
B1017-2

UTILIZA(;AO PREVISTA
O painel de identificagao rapida de anaerébios MicroScan foi concebido para a identificagdo rapida de bactérias anaerdbias
isoladas a partir de espécimes clinicos de seres humanos.

SUMARIO E FUNDAMENTO

Utilizam-se testes cromogénicos convencionais e modificados para a identificagcdo de bactérias anaerébias.'?34%667 Produz-se
uma suspensao McFarland 3 do organismo a ser testado em agua desionizada autoclavada. O painel de identificacao rapida
de anaerdébios MicroScan, que consiste em 24 substratos desidratados, € reidratado e inoculado com a suspenséao bacteriana
e incubado aerobicamente durante 4 horas a 35-37 °C. Uma vez que o painel de identificagao rapida de anaerdbios MicroScan
deteta enzimas pré-formadas, ndo € necessario o crescimento organismo no painel. Apos a incubagéo, interpretam-se as
alteragdes no pH, a utilizagdo de determinados substratos ou outras reagdes bioquimicas para a identificagao.

AVISOS E PRECAUGOES
1. Os painéis e reagentes de identificagado rapida de anaerdbios MicroScan destinam-se apenas para fins de diagnostico
in vitro.

2. Nao permitir que o reagente peptidase, reagente de Ehrlich, xileno ou qualquer um dos substratos de identificacdo
entrem em contacto com os olhos, a pele ou o vestuario.

3. Respeitar as técnicas de assepsia e as precaugdes estabelecidas contra perigos microbiolégicos durante todos os
procedimentos, dando especial atengdo ao facto de os painéis inoculados conterem organismos potencialmente
patogénicos.

4. Todos os materiais devem ser autoclavados antes da sua eliminagao.

ARMAZENAMENTO

Armazenar os painéis e os reagentes a 2-8 °C.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS

Nao classificado como perigoso

A Ficha de dados de seguranga esta disponivel em techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA E PREPARACAO DA AMOSTRA

Espécimes adequados, desprovidos de flora anaerdbia normal, devem ser colhidos, transportados e colocados em meios
de isolamento primarios em conformidade com os procedimentos recomendados no V.P.l., no Anaerobe Laboratory Manual
(Manual de laboratério para anaerdbios),? no Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Manual Wadsworth de bactérias
anaerobias),® no Laboratory Methods in Bacteriology,® (Métodos laboratoriais em microbiologia) do Centro de Controlo e
Prevencgéo de Doencas e no Manual of Clinical Microbiology (Manual de microbiologia clinica).™

NOTA: as coldnias de meios seletivos que contém antibidticos, ou seja, LKV (canamicina/vancomicina) ou agar Bacteroides
Bile Esculin (BBE), alcool feniletilico (PEA), etc., ndo devem ser utilizadas para preparar inéculo para os painéis.

MATERIAIS FORNECIDOS

Painel de identificagao rapida de anaerébios (B1017-2)
20 formularios
Manual de procedimentos

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS
Oleo mineral (B1010-40)

Tabuleiro de cobertura (B1010-56B)

Reagente peptidase (B1012-30B)

N, N-dimetil-alfa-naftilamina a 0,5% (B1010-45A)
Acido sulfanilico a 0,8% (B1010-44A)

Reagente de Ehrlich (B1015-6)

Xileno (B1015-5)

Pipeta de 50 uL com pontas esterilizadas
Peréxido de hidrogénio, 3%
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Agua de inéculo, 3 mL de agua desionizada autoclavada (B1015-2)

Aplicadores esterilizados com ponta de algodao ou ansas de inoculagéo esterilizadas
Bastonetes aplicadores de madeira

Padrao de turvagao McFarland 3, 4 e 5 de sulfato de bario
Vortex

Incubadora, nao-CO, (35 °C)

Organismos de controlo de qualidade:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDIMENTO
Preparagao do painel

1.

Remover os painéis da refrigeracdo. Os painéis ndo devem ser utilizados se niao houver dessecante, ou se o
mesmo estiver quebrado, nem se a integridade da embalagem estiver comprometida (nao selada, perfurada ou
rasgada).

Corte a bolsa para a abrir e retire o painel. Retire imediatamente o painel da bolsa de aluminio. Permita que os painéis
atinjam a temperatura ambiente antes da reidratagdo. Os painéis podem ser empilhados com um tabuleiro de cobertura
limpo colocado por cima dos mesmos.

Preparagao do inéculo

1.

Antes da inoculagdo dos painéis, os organismos a serem testados devem ser observados quanto a aerotolerancia,
pureza, reacéo a coloragdo de Gram e morfologia das colénias.

Utilizando um aplicador esterilizado de algoddo ou uma ansa de inoculagao, suspender colénias suficientes a partir
de uma cultura de 24-48 horas em meios ndo seletivos, num tubo de amostra de 3 mL de agua de inéculo (dgua
desionizada autoclavada) para formar uma suspensao turbida equivalente a pelo menos um padrdo McFarland 3, mas
nao superior a um padrdo McFarland 5. Colocar no agitador vértex para emulsionar, se necessario. Uma vez preparada
a suspensio, o painel deve ser inoculado nos 15 minutos seguintes.”

Inoculagao do painel

1.
2.

3.

Retirar o painel da bolsa de folha de aluminio e colocar o rétulo com o niumero do espécime.

Adicionar 50 yL de suspensao bacteriana a cada pogo contendo substratos, bem como aos dois pogos de controlo
(BNAC, NPC). Nao é recomendavel a utilizagdo de uma pipeta Pasteur para inoculagao.

Apds um painel ter sido inoculado com 50 uL de in6culo, bata suavemente em cada lado do painel para ajudar a garantir
a mistura com o substrato.

Sobreposi¢ao bioquimica com 6leo

Colocar 2-3 gotas de 6leo mineral sobre os pocos de ureia (URE) e indol (IND).
Incubagao

1.
2.

Empilhar os painéis em grupos de 3 a 5, com um painel de cobertura sobre o painel superior para evitar evaporagao.
Incube os painéis inoculados durante 4 horas, a 35-37 °C, numa incubadora sem CO.,.

Leitura dos painéis

1.

2.

Retirar o reagente peptidase do frigorifico pelo menos 30 minutos antes de realizar a leitura dos painéis. O reagente
peptidase pode precipitar a 4 °C, mas voltara a dissolver-se a temperatura ambiente. Nao expor o reagente peptidase
a temperaturas elevadas para agilizar a redissolu¢ao do precipitado cristalino, uma vez que as temperaturas elevadas
causam a degradacgao do reagente.

Os painéis devem ser lidos utilizando luz refletida de um fundo branco.

Tabela 1, Substratos

Substratos Abrev. |Substratos Abrev.
p-nitrofenilo-B-D-galactopiranésido BGAL |L-lisina-B-naftilamida (acida) LYA
p-nitrofenilo-a-D-galactopirandsido AGAL |Glicilglicina-B-naftilamida GGLY

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** Os meios nao seletivos incluem TSA, Brucella, infusdo de cérebro e coragdo ou agar Columbia, todos com 5% de
sangue de ovelha.
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Substratos Abrev. |Substratos Abrev.
bis-p-nitrofenilfosfato BPO, |Glicina-B-naftilamida GLY
p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminida NGLU |L-prolina-B-naftilamida PRO
p-nitrofenilo-a-D-glucopiranésido AGL L-arginina-B-naftilamida ARG
o-nitrofenil-B-D-glucopirandsido BGL L-pirrolidonil-B-naftilamida PYR
p-nitrofenilfosfato PO, L-triptofano-B-naftilamida TRY
p-nitrofenilo-a-L-fucopiranésido AFU 3-fosfato de indoxil IDX
p-nitrofenilo-a-D-manopiranésido MNP Trealose TRE
L-leucina-B-naftilamida LEU Ureia URE
DL-metionina-B-naftilamida MET Indol IND
L-lisina-B-naftilamida (alcalina) LYB Nitrato NIT

3. Apos 4 horas de incubagéo, registar os resultados para todos os substratos que nao exijam reagentes adicionais: BGAL,
AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE e TRE. Comparar BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL,
PO., AFU e MNP com o pogo de controlo de nitrofenilo (NPC). Qualquer tonalidade de amarelo deve ser registada como

positiva.

4. Adicionar 1 gota de reagente peptidase aos pogos LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY e BNAC.

A. Permitir o desenvolvimento de cor durante pelo menos 30 segundos e, em seguida, registar os resultados.
Nao aguardar mais de 3 minutos apds a adigdo dos reagentes antes de registar os resultados. A presencga de
qualquer tonalidade de rosa ou vermelho deve ser interpretada como um resultado positivo. A cor nestes pogos
ird escurecer com o tempo, pelo que uma cor amarela negativa pode tornar-se uma cor laranja mais escura, mas
tal deve na mesma interpretar-se como sendo uma reagado negativa. As reagbes devem ser registadas como
positivas apenas se houver rosa ou vermelho presentes. Alguns pogos poderdo apresentar um laranja mais
escuro do que o pogo de controlo (BNAC), mas devem na mesma ser registados como negativos.

B. Apods a adigdo do reagente peptidase ao pogo de controlo de 3-naftilamida (BNAC), o pogo deve apresentar uma
cor amarela. Caso se verifique qualquer coloracdo rosa ou vermelha, o reagente peptidase deve ser eliminado

para prevenir interpretagdes de falsos positivos.

5. S&o fornecidos dois pogos de controlo para auxiliar na interpretagdo de reagdes.

A. BNAC = controlo de B-naftilamida. Apds a adicdo do reagente peptidase, este pogo deve apresentar uma cor

amarela a laranja.

B. NPC = controlo de nitrofenilo. Este pogo deve apresentar-se incolor.

6. Adicionar uma gota de xileno ao pogo de indol (IND). Com o bastonete aplicador de madeira, misturar o conteudo do

poco IND. Adicionar 1 gota de reagente de Ehrlich. Ler os resultados passados 2—3 minutos.

7. Adicionar 1 gota de acido sulfanilico ao pogo de nitrato (NIT), seguida de 1 gota de N, N-dimetil-alfa-naftilamina. Ler os
resultados passados 2—3 minutos.

8. Adicionar 2—-3 gotas de perdxido de hidrogénio a 3% ao pogo BGAL. Aguardar 2—5 minutos antes de registar o resultado.

Uma reacgao positiva é indicada pela formagao de bolhas grandes.

RESULTADOS

1. Tabela de interpretacao bioquimica

Substrato Reagentes

Positivo

Negativo

BGAL
AGAL nitrofenilo (NPC)
BPO,

NGLU

AGL

BGL

PO,

AFU

MNP

Comparar com o pogo de controlo de

Qualquer
tonalidade de
amarelo

Claro

LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
PYR
TRY

deve ser amarelo.

Adicionar 1 gota de reagente peptidase.
Permitir o desenvolvimento de reac¢des de cor tonalidade
durante, pelo menos, 30 segundos, mas ndo de rosa a
mais do que 3 minutos.
O pocgo de controlo B-naftilamida (BNAC)

Qualquer

magenta

Amarelo a

laranja
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Substrato Reagentes Positivo Negativo

IDX Cor Claro
azul/precipitado
azul
TRE Amarelo Laranja/vermelho
URE Rosa a Amarelo a
vermelho laranja
IND Adicionar 1 gota de xileno, misturar, adicionar Cor-de-rosa  Amarelo/transparente

1 gota de reagente de Ehrlich. Ler os
resultados passados 2—3 minutos.

NIT Adicionar 1 gota de &cido sulfanilico a 0,8% Vermelho Transparente
e de N, N-dimetil-alfa-naftilamina a 0,5%. Ler a rosa palido
os resultados passados 2—3 minutos.
Catalase Adicionar 2-3 gotas de peroxido de hidrogénio Bolhas Sem bolhas
a 3% ao BGAL. Aguardar 2-3 minutos pela grandes (ou algumas
formagao de bolhas. bolhas
mindsculas/mesma
quantidade
em todos os
pocos.)

1. Uma reacéo negativa de PO, pode ter um resultado transparente a amarelo muito claro.

2. Principios das reagoes de identificagao

Substratos de nitrofenilo (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): os substratos orto ou
para-nitrofenilo sdo incolores. Se estiver presente a enzima adequada, o substrato é clivado, libertando o o- ou
p-nitrofenilo, que é amarelo.

Substratos de aminoacidos B-naftilamida (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): quando os
substratos sao hidrolisados pela enzima apropriada (normalmente um aminoacido arilamidase), é libertada 3-naftilamida.
A B-naftilamina é detetada através da adigdo de p-dimetilaminocinamaldeido (no reagente peptidase), que cria um
complexo de cor rosa a roxo.

NOTA: a enzima responsavel pela clivagem do aminoacido B-naftilamida é um aminoacido arilamidase. O termo
«aminopeptidase» é frequentemente utilizado como um sinénimo de arilamidase, mas, na verdade, representa uma
enzima com uma especificidade diferente (uma aminopeptidase efetua a clivagem do aminoacido N-terminal de um
peptideo). Uma arilamidase e uma aminopeptidase podem hidrolisar o mesmo substrato de aminoacido B-naftilamida.
Assim, o painel ndo mede necessariamente enzimas unicas e diferentes. Uma unica arilamidase podera hidrolisar
varias B-naftilamidas de aminoacidos.

Fosfato de indoxil (IDX): o fosfato de indoxil é clivado por uma fosfatase, libertando indoxil. O indoxil combina-se com
0 oxigénio para formar anil, um precipitado insoltuvel azul ou azul-esverdeado.

Trealose (TRE): a utilizacdo de trealose resulta na formacédo de acido, com uma queda subsequente no pH que é
detetada pela mudanca do indicador vermelho de fenol, de laranja para amarelo.

Ureia (URE): a ureia é dividida pela urease para formar amonia e diéxido de carbono. A amdnia (na forma de carbonato
de amoénia) provoca um aumento do pH, o qual é detetado pela alteragao do indicador vermelho de fenol de amarelo
para rosa.

Indol (IND): o metabolismo do triptofano resulta na formacéo de indol. O xileno extrai o indol do meio liquido e
concentra-o. O reagente de Ehlirich reage com o indol para formar uma coloragao rosa.

Nitrato (NIT): a capacidade de um organismo em reduzir o nitrato a nitrito é detetada pela adigdo de acido sulfanilico,
seguido de N, N-dimetil-alfa-naftilamina, que produzem uma cor vermelha na presencga de nitrito.

A Catalase decompde o perédxido de hidrogénio em agua e oxigénio gasoso, que ¢é libertado sob a forma de bolhas.

IDENTIFICACAO DO ORGANISMO

O Livro de codigos de bidtipos para identificagdo rapida de anaerdbios MicroScan é utilizado para a identificagdo de
organismos de teste desconhecidos. Este livro de cédigos foi criado a partir da base de dados da Beckman Coulter relativa
aos testes incluidos no painel de identificacao.

O Livro de cddigos de identificagédo rapida de anaerébios MicroScan foi baseado numa analise computorizada de 24 testes
incluidos no painel de identificagao rapida de anaerdbios. Os resultados do teste s&do transformados num «nimero de biétipo»
com 8 algarismos, para o qual o livro de codigos lista uma identificacdo de espécie e uma probabilidade relativa cumulativa
de identificagdo. Todas as identificagbes possiveis sdo impressas por ordem descendente da probabilidade mais elevada,
até um valor cumulativo de 99,9%. Caso haja um numero de bidtipo que ndo se consiga encontrar no livro de codigos, deve
suspeitar-se de um erro de procedimento. Geralmente, o numero de bidtipo tera sido adicionado de forma incorreta, ou uma
reacgao tera sido registada erradamente. Caso o niumero de biétipo esteja correto, dever-se-a, entao, verificar a possibilidade
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de uma cultura mista, devendo testar-se novamente o organismo, com especial énfase na utilizagao de uma suspenséo de
células suficientemente turbida. Se, apos a repeticdo dos testes, obtiver os mesmos resultados, consulte o Biotype Lookup
Servic (Servigo de procura de biétipos) no site da Beckman Coulter ou consulte o seu distribuidor local.

LIMITAQOES DO PROCEDIMENTO

Os organismos a ser testados devem ser cultivados em meios nao seletivos, como por exemplo TSA, Brucella, infusdo de
cérebro e coracao ou agar Columbia, todos com 5% de sangue de ovelha. Os meios seletivos que contém antibidticos,
ou seja, LKV (canamicina/vancomicina) ou agar Bacteroides Bile Esculin (BBE), alcool feniletilico (PEA), etc., ndo devem
ser utilizados.

A turvagéo da suspensao de organismos tera de ser igual a pelo menos um padrao McFarland 3, mas nao superior ao
padréo McFarland 5. Se a suspensao do organismo a ser testado for menos turbida do que um padréo McFarland 3,
podem ocorrer reagdes fracas ou de falsos negativos.

O painel de identificagédo rapida de anaerdbios foi concebido para identificar apenas bactérias anaerdbias. Antes da
realizagdo do teste, cada organismo deve ser testado quanto a aerotolerancia, pureza, reacao a coloragdo de Gram
e morfologia das colénias. Se a um determinado nimero de biétipo corresponder mais do que uma identificagcdo de
espécie, poderao ser necessarios testes suplementares para determinar a identificagédo correta.

Nem todas as espécies anaerdbias encontradas em situagdes clinicas estado incluidas na base de dados de anaerdbios.
As espécies identificadas no painel de identificagao rapida de anaerdbios encontram-se enumeradas no livro de codigos
de bidtopos de identificacao rapida de anaerdbios. As identificagdes de anaerdbios devem ser correlacionadas com as
coloragbes de Gram e outros testes de diagndstico de suporte. O utilizador deve consultar a literatura de referéncia
atual para estes testes e também para a nomenclatura bacteriana atual.

O painel de identificagdo rapida de anaerdbios MicroScan nao foi autorizado pela FDA para ser utilizado com os sistemas
de instrumentos MicroScan. Este painel tera de ser lido manualmente.

CONTROLO DE QUALIDADE

A aceitabilidade dos meios de identificacao rapida de anaerdbios MicroScan deve ser verificada através do teste com
organismos com reagdes conhecidas. Podem conseguir-se rea¢des negativas reidratando um painel com 50 pL de agua

desionizada autoclavada.

Todos os substratos devem ser negativos, conforme descrito na tabela de interpretacdo. A

pureza da cultura deve ser verificada através de subculturas a partir da suspensao utilizada como inéculo em meio de agar
adequado. Os resultados do teste serdo invalidos caso seja detetada uma cultura mista (consultar a Tabela 2).

Tabela 2

Grafico de controlo de qualidade

Substratos

C. perfringens
ATCC 13124"

C. sordellii
ATCC 9714

B. fragilis
ATCC 25285

P. magnus

BGAL

\

ATCC 29328

AGAL

BPO,

NGLU

AGL

+ +|<| +| +

BGL

PO4

+| I

AFU

MNP

H<I<] 1T]<] |

LEU

MET

LYB

LYA

H<LI<LI<I<] !

GGLY

<] t<l<| +| +| +| +| +| +| +| +| +| +

GLY

+| +] +| +] +] +| 1

PRO

ARG

+| +|

PYR

TRY

IDX

+<| 1|<] |

<]+ +[ 1

TRE?

I<I<] |

URE

IND

*Os resultados correspondentes a cada reagao relativa aos organismos de controlo recomendados pela American Type
Culture Collection (Colegao de cultura dos Estados Unidos) (ATCC) sao enumerados na Tabela de Controlo de Qualidade.
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Tabela 2
Grafico de controlo de qualidade

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substratos ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
NIT? V - - -
CATALASE - - + -

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA EUA.
2. Para resultados ideais, a cultura de C. perfringens deve ter apenas 24 horas.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Em ensaios clinicos que utilizaram organismos anaerobios representando um conjunto diverso de isolados clinicos recentes,
o painel de Identificagéo rapida de organismos anaerdébios identificou corretamente 92% dos isolados.

Legenda dos simbolos

Legenda dos simbolos
Simbolo Designacéo do simbolo Descri¢gdo do padrdo |Padrdo
® Néo reutilizar Indica um dispositivo ISO 15223-1; 5.4.2
médico que se destina a ser
utilizado uma vez ou num
Unico paciente durante um
procedimento unico.
Data de validade Indica a data apds a qual [ISO 15223-1; 5.1.4
o dispositivo médico nao
deve ser usado.
Cadigo de lote Indica o codigo de lote do [ISO 15223-1; 5.1.5
fabricante pelo qual o lote
pode ser identificado.
Numero do catalogo Indica o numero de catalogo|ISO 15223-1, clausula 5.1.6
do fabricante para que o
dispositivo médico possa
ser identificado.
Fabricante Indica o fabricante do ISO 15223-1, clausula 5.1.1
dispositivo médico,
conforme definido
nas Diretivas da UE
90/385/CEE, 93/42/CEE
e 98/79/CE.

] Data de fabrico Indica a data em que ISO 15223-1; 5.3.1
o dispositivo médico foi
fabricado.

[EC [Rer] Representante autorizado na Indica o representante |ISO 15223-1, clausula 5.1.2
Comunidade Europeia autorizado na Comunidade

Europeia.

W Contém o suficiente para <n>| Indica o numero total de [ISO 15223-1; 5.5.5
testes testes de IVD que podem
ser realizados com o IVD.
(Normalmente incluido nos

kits de reagentes).
Dispositivo médico de Indica um dispositivo médico|ISO 15223-1, clausula 5.5.1
diagndstico in vitro destinado a ser utilizado
como um dispositivo médico
de diagnéstico in vitro.

)I Limites de temperatura Indica os limites de ISO 15223-1; 5.3.7
temperatura aos quais o
dispositivo médico pode ser
exposto com segurancga.
[1i Consulte as Instructions for Indica a necessidade de |ISO 15223-1; 5.4.3
Use (Instrug¢des de utilizagdo) | o utilizador consultar as
instrucdes de utilizaco.

rd

=
Bl
S

E

c € Marcacao CE Marca regulatéria de n/d
conformidade europeia
indice n/d n/d
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Legenda dos simbolos

Simbolo Designacéo do simbolo Descrigdo do padrdo |Padrdo
Conteudo (embalagem) Agente antimicrobiano  |n/d
(abreviatura)
CONTENTSIID] Conteudo (embalagem) Substrato de identificagdo |n/d
(abreviatura)
Ficha de dados de seguranga | Indica uma ficha de dados |n/d
de seguranga.
Made in USA n/d n/d
Apenas para fins de n/d n/d
exportagao
—) Volume de reconstituicdo n/d n/d
[ ] Fragil, manusear com cuidado Indica um dispositivo ISO 15223-1; 5.3.1
1 meédico que pode partir-se
ou danificar-se se néao for
manuseado com cuidado.
Este lado para cima Indica a posicao vertical |ISO 7000: 0623
TT correta

ISO 15223-1: Medical Devices — Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to be
Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Dispositivos médicos — Simbolos a utilizar em etiquetas
de dispositivos médicos, rotulagem e informacdes a serem fornecidas. Parte 1: Requisitos gerais).

Beckman Coulter, o logétipo estilizado e as marcas de produtos e servicos supramencionados da Beckman Coulter sao
marcas comerciais ou marcas comerciais registadas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e outros paises.
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MicroScan

Prosedyrehandbok for hurtig anaerob ID
B1017-2

ANVENDELSESOMRADE
MicroScan hurtige anaerobe identifikasjonspanel er designet for hurtig identifikasjon av anaerobe bakterier isolert fra humane
kliniske prgver.

SAMMENDRAG OG PRINSIPP

Modifiserte konvensjonelle og kromogene tester benyttes for & identifisere anaerobe bakterier.'2345667 En McFarland
3-suspensjon av organismen som skal testes, er laget i autoklavert, avionisert vann. MicroScan hurtige anaerobe
identifikasjonspanel, bestaende av 24 dehydrerte substrater, rehydreres og inokuleres med den bakterielle suspensjonen og
inkuberes aerobisk i 4 timer ved 35-37 °C. Fordi MicroScan hurtige anaerobe identifikasjonspanel detekterer preformede
enzymer, er ikke vekst av organismen i panelet ngdvendig. Etter inkubasjon tolkes endringer i pH og anvendelse av visse
substrater eller andre biokjemiske reaksjoner for identifikasjon.

ADVARSEL OG FORHOLDSREGLER

1. MicroScan hurtige anaerobe identifikasjonspaneler og reagenser er kun for in vitro-diagnostisk bruk.

2. Ikke la peptidasereagens, Ehrlichs reagens, xylen eller noen av identifikasjonssubstratene komme i kontakt med gyne,
hud eller kleer.

3. Overhold aseptiske teknikker og etablerte forholdsregler mot mikrobiologiske farer ved bruk av alle prosedyrer, med
spesiell oppmerksomhet pa at de inokulerte panelene inneholder potensielt patogene organismer.

4. Alle materialer skal autoklaveres fgr avhending.

OPPBEVARING
Oppbevar paneler og reagenser ved 2-8 °C.

GHS-FAREKLASSIFISERING

Ikke klassifisert som farlig

Sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa techdocs.beckmancoulter.com

PROVEINNSAMLING OG KLARGJQGRING

Hensiktsmessige prever, uten normale anaerobe flora, bgr samles, transporteres og plasseres pa primeaerisolasjonsmedier
i samsvar med anbefalte prosedyrer i V.P.I., Anaerobe Laboratory Manual (Anaerob laboratoriehandbok),? Wadsworth
Anaerobic Bacterial Manual (Wadsworths anaerobe bakterielle handbok),® C.D.C.s Laboratory Methods in Bacteriology
(Laboratoriemetoder innen bakteriologi),® og Manual of Clinical Microbiology (Handbok i klinisk mikrobiologi).*

MERK: Kolonier fra selektive medier som inneholder antibiotika, dvs. LKV (kanamycin/vancomycin), eller Bacteroider Bile
Esculin (BBE)-agar, fenyletylalkohol (PEA) osv., ber ikke brukes til tilberedning av inokulum for paneler.

MEDFOLGENDE MATERIALER
Hurtig anaerob identifikasjonspanel (B1017-2)

20 regneark
Prosedyrehandbok

PAKREVDE MATERIALER SOM IKKE MEDF@LGER
Mineralolje (B1010-40)

Dekkebrett (B1010-56B)

Peptidasereagens (B1012-30B)

0,5 % N, N-dimetyl-alfa-naftylamin (B1010-45A)

0,8 % sulfanilsyre (B1010-44A)

Ehrlichs reagens (B1015-6)

Xylen (B1015-5)

50 pL pipette med sterile spisser

Hydrogenperoksid, 3 %

Inokulumvann, 3 mL autoklavert avionisert vann (B1015-2)
Sterile applikatorer med bomullsspiss eller sterile inokuleringslgkker
Pafaringspinner i tre
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3, 4 og 5 McFarland bariumsulfat-turbiditetsstandard
Vortexblander

Inkubator, ikke-CO, (35 °C)
Kvalitetskontrollorganismer:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROSEDYRE
Klargjering av panel

1. Ta paneler ut fra kjgling. Paneler skal ikke brukes hvis terkemiddelet ikke er til stede eller er gdelagt, eller hvis
pakken er uforseglet, punktert eller revet i stykker.

2. Klipp opp posen, og ta ut panelet. Ta panelet straks ut av folieposen. La panelene na romtemperatur fgr rehydrering.
Panelene kan stables med et rent dekselbrett gverst.

Klargjering av inokulum

1. Far panelene inokuleres, skal organismer som skal testes, observeres for aerotoleranse, renhet, gramflekkreaksjon og
kolonimorfologi.

2. Ved hjelp av en steril bomullsapplikator eller inokuleringslgkke suspenderes nok kolonier fra en 24-48 timers kultur
pa ikke-selektive medier i et prevergr med 3 mL inokulumvann (autoklavert, avionisert vann) for & opprette en turbid
suspensjon tilsvarende minst en McFarland 3-standard, men ikke mer enn en McFarland 5-standard. Vorteks for &
emulgere om ngdvendig. Nar farst suspensjonen er klargjort, bar panelet inokuleres innen 15 minutter.”

Panelinokulering
1. Ta ut panelet fra folieposen og merk det med preavenummeret.

2. Tilsett 50 pL bakteriell suspensjon til hver brgnn som inneholder substrat, pluss de to kontrollbrgannene (BNAC og NPC).
Bruk av en pasteurpipette for inokulering anbefales ikke.

3. Nar panelet er inokulert med 50 pL inokulum, sla lett pa hver side av panelet for a bidra til a sikre blanding med substratet.
Biokjemiske oljeoverlegg
Legg 2—3 draper mineralolje over urea (URE)- og indol (IND)-brgnnene.
Inkubasjon
1. Stable paneler i grupper pa 3 til 5 med dekkebrett over toppanelet for & unnga fordampning.
2. Inkuber de inokulerte panelene i 4 timer ved 35-37 °C i en inkubator uten CO.,.
Lese panelene

1. Ta ut peptidasereagenset fra kjgleskapet minst 30 minutter fgr panelene leses av. Peptidasereagenset kan bunnfelles
ved 4 °C, men det vil opplgses pa nytt ved romtemperatur. Ikke utsett peptidasereagenset for hgye temperaturer for &
akselerere gjenopplasning av det krystallinske presipitatet, da hgy temperatur vil fgre til at reagenset svekkes.

2. Les av panelene med reflektert lys fra en hvit bakgrunn.
Tabell 1, Substrater

Substrater Fork. Substrater Fork.
p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid BGAL |L-lysin-B-naftylamid (syre) LYA
p-nitrofenyl-a-D-galaktopyranosid AGAL | Glysylglysin-B-naftylamid GGLY
bis-p-nitrofenyl-fosfat BPO, |Glysin-B-naftylamid GLY
p-nitrofenyl-N-acetyl-B-D-glukosaminid NGLU |L-prolin-B-naftylamid PRO
p-nitrofenyl-a-D-glukopyranosid AGL L-arginin-B-naftylamid ARG
o-nitrofenyl-B-D-glukopyranosid BGL L-pyrrolidonyl-B-naftylamid PYR
p-nitrofenyl-fosfat PO, L-tryptofan-B-naftylamid TRY
p-nitrofenyl-a-L-fucopyranosid AFU 3-indoksyl-fosfat IDX
p-nitrofenyl-a-D-mannopyranosid MNP Trehalose TRE
L-leucin-B-naftylamid LEU Urea URE
DL-metionin-B-naftylamid MET Indol IND
L-lysin-B-naftylamid (alkalisk) LYB Nitrat NIT

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

" |kke-selektive medier inkluderer TSA, Brucella, hjerne-hjerte-infusjon eller Coumbia agar, alle med 5 % fareblod.
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3. Etter 4 timers inkubasjon registreres resultatene for alle substratene som ikke trenger ytterligere reagens: BGAL, AGAL,
BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE, og TRE. Sammenlign BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,,
AFU og MNP med nitrofenyl-kontrollbrannen (NPC). Enhver nyanse av gult skal registreres som positiv.

4. Tilsett 1 drape peptidasereagens til LEU-, MET-, LYB-, LYA-, GGLY-, GLY-, PRO-, ARG-, PYR-,TRY- og BNAC-brgnner.

A. La fargen utvikles i minst 30 sekunder for resultatene registreres. Ikke vent lenger enn 3 minutter etter at
reagensene er tilsatt, far resultatene registreres. En hvilken som helst nyanse av rosa eller rgdt skal tolkes
som positiv. Fargen pa disse brgnnene vil bli mgrkere med tiden, slik at en negativ gulfarge kan bli en mgrkere
oransje. Dette bar likevel fortsatt tolkes som en negativ reaksjon. Reaksjoner skal registreres som positive bare
hvis det finnes rosa eller rad farge. Noen brgnner kan veere mgrkere oransje, sammenlignet med kontrollbrgnnen
(BNAC). Disse bgar likevel registreres som negative.

B. Etter tilsetning av peptidasereagens til -naftylamidkontroll-brennen (BNAC), skal brgnnen vaere gul. Hvis det er
noen rosa eller radfarge, bar peptidasereagenset kastes for & forhindre falskt positive tolkninger.

5. To kontrollbranner leveres for & bista i tolkning av reaksjonene.
A. BNAC = B-naftylamidkontroll. Etter tilsetting av peptidasereagens bgr denne brgnnen veere gul til oransje i farge.
B. NPC = nitrofenylkontroll. Denne brgnnen skal veere klar.

6. Tilsett én drape xylen til indol (IND)-brgnnen. Rear innholdet i IND-brannen med paferingspinnen i tre. Tilsett 1 drape
Ehrlichs reagens. Avles etter 2—3 minutter.

7. Tilsett 1 drape hver av sulfanilsyre il nitrat (NIT)-brennen, etterfulgt av 1 drape N, N-dimetyl-alfa-naftylamin. Avles etter
2-3 minutter.

8. Tilsett 2-3 draper 3 % hydrogenperoksid til BGAL-brgnnen. Vent i 2-5 minutter far resultatet registreres. En positiv
reaksjon indikeres av dannelsen av store bobler.

RESULTATER
1. Tabell for biokjemisk tolkning

Substrat Reagenser Positiv Negativ

BGAL Sammenlign med nitrofenyl Enhver Klar

AGAL (NPC)-kontrollbrgnnen nyanse av gul

BPO,

NGLU

AGL

BGL

PO,

AFU

MNP

LEU Tilsett 1 drape peptidasereagens. La Enhver Gult til oransje

MET fargereaksjon utvikles i minst 30 sekunder,  nyanse av

LYB men ikke lenger enn 3 minutter. rosa til

LYA magenta

GGLY B-naftylamid-kontrollbrgnnen (BNAC) skal

GLY veere gul.

PRO

ARG

PYR

TRY

IDX Blafarge/blatt Klar

presipitat

TRE Gul Oransje/rgd

URE Rosa-rgd Gul-oransje

IND Tilsett 1 drape xylen, rar, tilsett 1 drape Rosa Gul/klar
Ehrlichs reagens. Avles etter 2—3 minutter.

NIT Tilsett 1 drape hver av 0,8 % suflanilsyre og Rgd Fargelgs til
0,5 % N, N-dimetyl-alfa-naftylamin. Avles svak rosa
etter 2-3 minutter.

Katalase Tilsett 2—-3 draper 3 % hydrogenperoksid Store bobler  Ingen bobler

til BGAL. Vent i 2—-3 min. pa at bobler skal
dannes.

(eller fa, sma
bobler/samme
antall i alle
brgnner.)

1. En negativ PO,-reaksjon kan veere klar til sveert lys gul.
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2. Prinsipper for identifiseringsreaksjoner

Nitrofenylsubstrater (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): orto- eller paranitrofenylsubstrater er
fargelgse. Hvis det egnede enzymet er til stede, spaltes substratet og frigir det frie o- eller p-nitrofenylet, som er guilt.

Aminosyre B-naftylamidsubstrater (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Nar substratene
hydrolyseres av det egnede enzymet (vanligvis en aminosyrearylamidase), frigis B-naftylamid. B-naftylamid detekteres
ved tilsetting av p-dimetylaminocinnamaldehyd (i peptidasereagens) som skaper et kompleks som er rosai til lilla i farge.

MERK: Enzymet som spalter en aminosyre B-naftylamid, er en aminosyrearylamidase. Uttrykket «aminopeptidase»
brukes hyppig som synonym for arylamidase, men representerer faktisk et enzym med forskjellig spesifisitet (en
aminopeptidase spalter N-terminal-aminosyren fra et peptid). En arylamidase og en aminopeptidase kan hydrolysere
det samme aminosyre B-naftylamidsubstratet. Dermed maler ikke panelet ngdvendigvis forskjellige og unike enzymer.
En enkelt arylamidase kan hydrolysere flere aminosyre-3-naftylamider.

Indoksylfosfatase (IDX): Indoksylfosfatase spaltes av en fosfatase for a frigi indoksyl. Indoksylet kombineres med
oksygen for a danne indigo bla, som er et ulgselig blatt eller bla-grent presipitat.

Trehalose (TRE): Anvendelsen av trehalose resulterer i syredannelse med pafglgende reduksjon i pH, som detekteres
av fenolrgd-indikatoren som skifter farge fra oransje til gul.

Urea (URE): Urea splittes ved urease for & danne ammoniakk og karbondioksid. © Ammoniakken (i form av
ammoniakk-karbonat) ferer til en stigning i pH, som detekteres av at fenolrgd gar fra gul til rosa.

Indol (IND): Omdanningen av tryptofan resulterer i dannelsen av indol. Xylen ekstraherer indol fra buljongen og
konsentrerer det. Ehlrichs reagens reagerer med indolet for & danne en rosafarge.

Nitrat (NIT): En organismes evne til & redusere nitrat til nitritt pavises ved tilsetning av sulfanilsyre, deretter N,
N-dimetyl-alfa-naftylamin, som produserer en rgdfarge i naerveer av nitritt.

Catalase bryter ned hydrogenperoksid til vann og oksygengass, som frigis som bobler.

IDENTIFISERING AV ORGANISME
MicroScan hurtig anaerob biotypekodebok brukes for & identifisere ukjente testorganismer. Denne kodeboken er generert fra
Beckman Coulters database for testene som er inkludert pa identifikasjonspanelet.

MicroScan hurtige anaerobe kodebok er basert pa en dataanalyse av de 24 testene som er inkludert i det hurtige anaerobe
identifikasjonspanelet. Testresultatene forvandles til et 8-sifret biotypenummer som kodeboken oppgir en artsidentifikasjon
for og en kumulativ relativ sannsynlighet for identifikasjon. Alle mulige identifikasjoner skrives ut i synkende rekkefglge av
hgyest sannsynlighet til en kumulativ pa 99,9 %. Dersom et biotypenummer oppstar som ikke finnes i kodeboken, bgr man
farst mistenke en prosedyremessig feil. Vanligvis er biotypenummeret tilsatt feil eller en reaksjon er feilaktig registrert. Hvis
biotypenummeret er riktig, ber muligheten sjekkes for blandet kultur og organismen bgar testes pa nytt, med spesiell vekt
pa bruk av en tilstrekkelig turbid cellesuspensjon. Hvis en ny test gir de samme resultatene, se Biotypesgketjeneste pa
Beckman Coulters nettside eller ta kontakt med din lokale distributer.

PROSEDYREBEGRENSNINGER
1. Organismer som skal testes, bgr dyrkes pa ikke-selektive medier som TSA, Brucella, hjerne-hjerte-infusjon eller
Columbia-agar, alle med 5 % fareblod. Selektive medier som inneholder antibiotika, dvs. LKV (kanamycin/vancomycin),
Bacteroider Bile Esculin (BBE)-agar, fenyletylalkohol (PEA), osv., ber ikke brukes.

2. Turbiditeten til organismesuspensjonen ma tilsvare minst en McFarland 3-standard, men ikke mer enn McFarland
5-standard. Hvis suspensjonen til organismen som skal testes, er mindre turbid enn en McFarland 3-standard, kan
svake reaksjoner eller falskt negative reaksjoner forekomme.

3. Det hurtige anaerobe identifikasjonspanelet er designet for & identifisere bare anaerobe bakterier. Fgr testing skal hver
organisme testes for aerotoleranse, renhet, gramflekkreaksjon og kolonial morfologi. Hvis mer enn én artsidentifisering
er oppgitt for et bestemt biotypenummer, kan flere tester veere ngdvendige for riktig identifikasjon.

4. lkke alle anaerobe arter som mgtes i kliniske situasjoner er inkludert i den hurtige anaerobe databasen. Artene
som er identifisert pa det hurtige anaerobe panelet, er oppgitt i den hurtige anaerobe biotypekodeboken. Anaerobe
identifikasjoner bar korrelere med gramflekker og andre stettende diagnostiske tester. Brukeren skal se i gjeldende
referanselitteratur for disse testene, i tillegg til gjeldende bakterielle nomenklatur.

5. MicroScan hurtige anaerobe identifikasjonspanel er ikke klarert av FDA til bruk med MicroScan-instrumentsystemer.
Dette panelet ma leses manuelt.

KVALITETSKONTROLL

Akseptabiliteten til MicroScan hurtige anaerobe identifikasjonsmedium skal kontrolleres ved a teste organismer med kjente
reaksjoner. Negative reaksjoner kan oppnas ved a rehydrere et panel med 50 pL autoklavert, avionisert vann. Alle substrater
bgr veere negative som beskrevet i fortolkningstabellen. Kulturrenhet skal sjekkes ved & subdyrke fra suspensjonen som
brukes som inokulum pa egnet agarmedium. Testresultater er ugyldige hvis en blandet kultur detekteres (se tabell 2)."

*Resultatene for hver reaksjon for de anbefalte kontrollorganismene fra ATCC, amerikansk typekultursamling er oppagitt i
kvalitetskontrolltabellen.
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Tabell 2
Kvalitetskontrolltabell

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substrater ATCC 13124" ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL + \Y + -
AGAL -
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX
TRE?
URE
IND
NIT?
CATALASE — — + —

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA USA.
2. For optimale resultater ber C. perfringens-kultur bare veere 24 timer gammel.

YTELSESKARAKTERISTIKA
| kliniske studier som benytter anaerobe organismer som representerer et variert sett med nylig kliniske isolater, identifiserte
det hurtige anaerobe identifikasjonspanelet 92 % av isolatene riktig.

Symbolngkkel
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Symbolngkkel
Symbol Symboltittel Beskrivelse av standard |Standard
® Ikke til gjenbruk Angir medisinsk utstyr som [ISO 15223-1; 5.4.2
er beregnet for engangsbruk
eller for bruk pa én pasient
under én prosedyre.

g Utlgpsdato Angir den siste datoen [ISO 15223-1; 5.1.4
det medisinske utstyret
kan brukes.
LoT] Batchkode Angir produsentens ISO 15223-1; 5.1.5

batchkode, slik at en batch
eller en lot kan identifiseres.
Katalognummer Angir produsentens ISO 15223-1, del 5.1.6
katalognummer, slik at
det medisinske utstyret
kan identifiseres.
Produsent Angir produsenten av det |ISO 15223-1, del 5.1.1
medisinske utstyret som
definert i EU-direktivene
90/385/EQF, 93/42/EQF
og 98/79/EF.

A Produksjonsdato Angir datoen da det ISO 15223-1; 5.3.1
medisinske utstyret ble
produsert.

[c [Rer] Autorisert representant i EU  |Angir autorisert representant|ISO 15223-1, del 5.1.2
i EU.

E
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Symbolingkkel
Symbol Symboltittel Beskrivelse av standard |Standard
\4 Inneholder nok til <n>analyser| Angir det totale antallet |ISO 15223-1; 5.5.5
IVD-tester som kan utfares
med IVD. (Normalt inkludert
pa reagenssettene.)
In vitro-diagnostisk medisinsk Angir medisinsk utstyr  |ISO 15223-1, del 5.5.1
utstyr som er beregnet for bruk
som in vitro-diagnostisk
medisinsk utstyr.
)I Temperaturbegrensning Angir temperaturgrensene |ISO 15223-1; 5.3.7
det medisinske utstyret trygt
kan utsettes for.

(i Se bruksanvisning Angir at brukeren ma sjekke [ISO 15223-1; 5.4.3
bruksanvisningen.
c € CE-merke Europeisk merke for Ikke relevant
samsvar
Innhold Ikke relevant Ikke relevant
Innhold (pakke) Antimikrobielt middel Ikke relevant
(forkortelse)
Innhold (pakke) Identifiseringssubstrat  |lkke relevant
(forkortelse)
Sikkerhetsdatablad Angir et sikkerhetsdatablad. |Ikke relevant
Made in USA Ikke relevant Ikke relevant
Kun til eksportbruk Ikke relevant Ikke relevant
—) Rekonstitueringsvolum Ikke relevant Ikke relevant
[ | @mtalig, behandles med Angir medisinsk utstyr som |[ISO 15223-1; 5.3.1
1 varsomhet kan bli gdelagt eller skadet
hvis det ikke handteres
forsiktig.
TT Denne siden opp Angir riktig stdende stilling [ISO 7000: 0623

ISO 15223-1: Medical devices - Symbols to be used with medical device labels, labelling and information to
be supplied. Part 1: General Requirements. (ISO 15223-1: Medisinsk utstyr — Symboler til bruk pa etiketter,
som merking eller til informasjon for medisinsk utstyr. Del 1: Generelle krav.)

Beckman Coulter, den stiliserte logoen og Beckman Coulters vare- og servicemerker som er omtalt her, er varemerker eller
registrerte varemerker som tilhgrer Beckman Coulter, Inc. i USA og andre land.
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MicroScan

Eyx&1pi®1o S10dIKACIWV TAXEIOG TAUTOTTOINONG AVAEPOBIWY OPYAVIOHWV
B1017-2

NMPOBAEINMOMENH XPHZH
H mAdka Taxeiog TautotToinong avaepopiwy pikpoopyaviopwyv MicroScan eival oxediaopévn yia Ty Taxeia tautoTroinon
avagpofiwv BakTnpiwv TTou £xouv atropovweei atrd avBpwTriva KAIVIKG deiyuara.

2YNOWH KAI APXH

MNa tnv Toutotroinon Twv avaepofiwv BokTnpiwv XPNOIMOTTOIOUVTAl TPOTTOTIOINUEVEG CUMBOTIKEG Kal XPWHOYOVIKEG
€€ETAOEIC. 2245857 TNapaOKEUAZETAI £€va EVAIWPNKA TOU MIKPOOPYAVIGUOU TTpog €£étaon, BoAepdtnTtag 3 TnG KAIpakag
McFarland, oce¢ atmovioyévo vepd, QATTOOTEIPWUEVO OE QUTOKQAUGCTO. H 1Adka Taxeiag Ttautotroinong avagpofiwy
Mikpoopyaviouwyv MicroScan, tou atroteAeital amd 24 apudatwuéva UTTOOTPWHATA, ETTAVEVUDATWVETAI, £vOo@BaApileTal
ME TO Baktnpiakd evaiwpnua Kal uTToRAAAeTal o€ agpdfia emmwaan yia 4 wpeg oe Beppokpacia 35-37 °C. Kabom n
TAGKQ Taxeiag TauToTToinong avaepOfiwy Mikpoopyaviouwy MicroScan avixvelel TTpooxnuatiopéva €vqfuua, Oev gival
aTTapaiTNTN N avdaTTuén Tou PiIkpoopyaviouou oTnv TTAAKA. MeTd atd tnv emmwacn, ol eTaBoAég oTo pH, n xpAon opIcuEVWY
UTTOOTPWHATWY I GAAES BIOXNUIKES AVTIOPACEIS EPUNVEUOVTAI UE GKOTTO TV TAUTOTTOINGN.

MPOEIAOINOIHZH KAI MPO®YAAZEIX
1. O1 TAGKEG Kal Ta avTIOPACTAPIO TAXEIOG TAUTOTTOINONG avagpoBiwy Hikpoopyaviopwy MicroScan trpoopidovTal uévo yia
in vitro dlayvwaoTIKA XpARon.

2. Mnv a@nveTe 10 avTIOPACTHPIO TTETITIOAONG, TO avTidpaaTApio Ehrlich, To UAGAIO 1] 0TTOI00ATTOTE ATTO TA UTTOCTPWHATA
TAQUTOTTOINONG va £€pBouv O€ €TTaPR PE Ta PATIA, TO déPUa A Ta pouxa.

3. [lpétrel va epapudlovTal AoNTITEG TEXVIKEG KAl Ol KABIEPWHEVES TTPOPUAGEEIG EVAVTI TWV PIKPOPIOAOYIKWV KIVOUVWY C€
OAeg Tig dladikaoieg, Aaupdavovtag 1I01aiTEpa UTTOWN OTI Ol EVOPBOAMIOUEVES TTAGKEG TTEPIEXOUV dUVNTIKWG TTaBoyovoug
opyaviopoug.

4. Tpiv amd Tnv amoppiyn, OAa Ta UAIKG Ba TTPETTEl VO ATTOOTEIPWVYOVTAI GE€ QUTOKAUCTO.

ANMOOGHKEYZH

ATroOnkeUETE TIG TTAAKEG Kal Ta avTidpacThiplia ae Bepuokpaacia 2—-8 °C.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Agv TagIivopeital wg eTIKIVOUVO

To AeAtio dedopévwv ao@aAelag eival diabéaiyo otn dielbuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YAAOI'H KAI MPOETOIMAX'IA AEITTMATOXZ

KataAAnAa deiyuata, attaAAayuéva atro Tn QUaOIoAoyIKA avaepopia xAwpida, Ba TTpETTEl va GUAAEYOVTAI, VO IETAPEPOVTAI KAI VO
ToTTO0eTOUVTAI G€ BPETTTIKA UAIKA YIa apXIKT) ATTOuOVWon, GUU@WVA pe d1adikaaieg TTou GuvioTwvTal 0To Anaerobe Laboratory
Manual (Eyxeipidio Avaepopiwv EpyaaTtnpiou) Tou V.P.1., 10? Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Eyxeipidio Avagpofiwyv
BakTtnpiwv Wadsworth),® To Laboratory Methods in Bacteriology (Epyactnpiakég péBodol atn BaktnpioAoyia) Tou C.D.C.° kai
10 Manual of Clinical Microbiology (Eyxeipidio KAivikrig MikpoBioAoyiag).™

ZHMEIQZH: Amoikieg amd emmAEKTIKA BPETTTIKG UAIKA TTou TrepiExouv avTifioTikd, oTmws LKV (kavapukivn/Bavkopukivn) A
ayap Bacteroides Bile Esculin (BBE), gaivulo-aiBulo-aAkoOAn (PEA) k.ATT., dev Ba TTpéTmel va XpnaoigoTrolouvTal yia Tnv
TTpocTOINaCia eVOPOAAPIOPATWY YIa TTAGKEG.

NMAPEXOMENA YAIKA

MAdka Tayeiag Tautotroinong avaepofiwv pikpoopyaviopwy (B1017-2)
20 @UAAa gpyaaiag

Eyxeipidio diadikaciwv

AMAITOYMENA YAIKA NMOY AEN NMAPEXONTAI
Mapagivédaio (B1010-40)

KaAutrtpida (B1010-56B)

AvmidpaoTripio remmiddong (B1012-30B)

N, N-diyebuA-a-vapBulapivn 0,5% (B1010-45A)

ZouA@aviAiké ogu 0,8% (B1010-44A)

AvmidpaoTripio Ehrlich (B1015-6)

=UuMoAio (B1015-5)
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Miréra Twv 50 PL pe ammooTeipwuéva puyxn
YTrepogeidio Tou udpoyovou 3%
“Yowp evopBaApiopartog, 3 mL atmoviouévo vepd, aTTooTEIPWHEVO OE auTokauaTo (B1015-2)

ATtrooTeipwuévol BapBako@opol OTUAEDI i ATTOOTEIPWUEVOI KPIKOPOPOI OTUAEDI EvOPBaAUIoUOU
=UAivol oTUAgOI

Mpdétutra BoAepdTnTag Benkou Bapiou McFarland 3, 4 kai 5
Avapiktng Vortex

Movada eTrwaong, xwpig CO, (35 °C)

Mikpoopyaviouoi TTOIOTIKOU EAEYXOU:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

AIAAIKAZIA
Mapaokeun TwV TTAAKWYV

1.

AgaipéoTe TIG TTAGKEG a1rd TO Wuyeio. O TTAAKEG Sev TTPETTEl VO XPNOIMOTIOIOUVTAI €AV O ATTOENPAVTIKOG
TTapAyovTag aTroucIdadel | £XEl KATAOTPA@EI | €dv n oKePpAIOTNTA TNG OUOoKeudoiag €xel utroBaBuioTei
(TrapaBiaon TG oPPAYIONG TPUTTNHEVN /| OXIOHEVN CUCKEUATIa).
KoyTte Tn BAKN yia va Tnv avoifeTe Kal aQaIpEaTe TNV TTAAKA. AQAIpEOTE auéowg TNV TTAGKA atrd Tn Brkn aloupiviou.
AQAOCTE TIG TTAGKEG Va eyKAIMATIOTOUV O€ BepoKpacia dwuaTtiou TTpIv aTTd Tnv emavevuddTwaon. Emrpémeral n oToifagn
TWV TTAGKWYV, £QOgov TOTToBeTNOET TTAVW TOUG Hia KaBapr KaAuTITpida.

Mapaokeun Tou evo@OaApioaTOg

1.

2.

Mpiv ammd Tov evo@BaApIoNO Twv TTAGKWY, Ba TTpétel va SIaTTIoTwOEl av 01 JIKPOOpyaviouoi TTpog eEE€Taon eival
QEPAVEKTIKOI, KOBWG Kal va TTapaTtnenbolv wg TTpog Tnv kabapdtnTa, Tnv avtidpaon xpwong Gram kai Tn pop@oloyia
QTTOIKIWV.

XpNOIYOTTOIWVTAG ATTOCTEIPWHEVO BANPBAKOPOPO ) KPIKOPOPO OTUAES eVOPBOAUIOHOU, eVOIWPNOTE ETTAPKY aplBud
ATTOIKIWV aT1Td KOAAIEPYEIQ 24—48 wpwV G€ PN ETTIAEKTIKO BPETTTIKO UAIKO, o€ CwAnvApIo ye 3 mL Udwp evoeBaAuIouoU
(atmoviouévo vEPO ATTOOTEIPWHEVO O€ QUTOKAUOTO), WATE va dnuioupyndei BoAepd evaiwpnua I008UVANO TOUAGXIOTOV
pe TpdTUTIo 3 TNG KAipakag McFarland, aAAG Ox1 peyaAuTtepo atd TTpdTutio 5 TnG KAipakag McFarland. Av xpeidZeTal,
TTEPIOIVAOTE YIa YOAOKTWHATOTTOINGN. MOAIG €TOINACTEN TO evalwpnua, Ba TTPETTEl va evo@BaApioeTe TNV TTAGKA €VTOG
15 Aetrtoov.”™

Evo@OaApiopnoég TAdKag

1.
2.

3.

AgaipéoTe TV TTAdKa a11d TN BriKN aAoupiviou Kail ETTICNUAVETE TNV PE TOV apIBud deiyuaTog.

MpooBéaTe 50 uL Baktnpiakou evaiwpriuatog o€ kKaBe BoBpio TTou TePIEXEl UTTOOTPWUA, KaBWG Kal oTa duo Bobpia
eAéyxou (BNAC, NPC). Aev ouviotdTal n Xprion mmétag Pasteur yia evo@OaAuiouo.

MeTd TOV €vO@BAANIONO TNG TTAGKAG PE TO evo@BAaAuiopa 50 uL, XTutmoTe eAa@pPWwg KEBe TTAeupd TNG TTAGKAG yia va
O1a0@ANIOTEl N AVAUEIEN YE TO UTTOCTPWHA.

Bioxnuikn emioTpwon gAaiou

EmoTtpwoTe Ta Bobpia oupiag (URE) kai Ivd6ANnGg (IND) pe 2—3 otaydveg TrTapa@ivéAalo.
Emrwaon

1.

2.

2TOIBAETE TIG TTAGKEG O€ OUAdEG TWV 3 €WG 5 TTAAKWY, TOTTOBETWVTAG KOAUTITRIOO OTNV €TTAVW TTAGKA yia TNV TTPOANWN
NG €€ATHIONG.
ETmwaoTe TIg evo@BaApIouEVES TTAGKES £TTi 4 wWpeg o€ Beppokpaaia 35-37 °C, oe povada emmwaaong xwpig CO.,.

Avdyvwon Twv TTAaKwV

1.

A@aipéoTe TO avTIdOpACTAPIO TTEMTIOACNG aTTd TO Wuyeio TouAdyioTov 30 AeTITA TTPIV aTTd TNV avAAUCHN TWV TTAGKWV.
To avnidpaoTtApio TTeMTIdACONG pTTOopEl va axnuaTioel i(nua otoug 4 °C, aAAd Ba diaAuBei ek véou étav eTTavéNBel o€
Beppokpaaia dwuatiou. Mnv eKBETETE TO AVTIOPACTHPIO TTEMTIOACONG O€ AUENUEVEG BEPUOKPATIES VIO VA ETTITAXUVETE TNV
emavadidAuan Tou KPUOTAAAIKOU IZAPATOG, KaBWG 01 UWPNAEG BepUoKpaaTieg ETIQEPOUV UTTORABUICH TOU avTIOPACTNPIOU.

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** ZTa Un €TMIAEKTIKG BpeTTTIKA UAIKG TrepiAauBavovTal Ta dyap TSA, Brucella, brain heart infusion r} Columbia, éAa ue
5% aipa TTpofdarou.
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2. Na v avayvwon Twv TTAaKWY Ba TTPETTEl va XpNoIPoTToiNBei avakAwPEVO Qwg atrd Aeukd uttéRabpo.

Mivakag 1, Ymoorpwuara

YTrooTpwHaTa ZuvTy. |YmooTtpwuarta ZUVTH.
p-viTpogaivulo-f-D-yaAakTotrupavodlitng BGAL |L-Auaivn-B-vagBuAapivn (6€ivn) LYA
p-VITPOPaIVUAO-a-D-yaAakToTTupavoditng AGAL |'AukuAoyAukivn-B-va@Bulauivn GGLY
BI-p-PWOPOPIKO-VITPOPAIVUAIO BPO, |B-va@Bulapivn yAukivng GLY
p-viTpo@aivulo-N-akeTuAo-B-D-yAukogapividlio NGLU |L-trpoAivn-B-vagBuAapivn PRO
p-VITPOPaIvVUAO-a-D-yAukoTTupavolitng AGL L-apyivivn-B-va@BuAapivn ARG
0-VITpo@aIvuAo-B-D-yAukotrupavoditng BGL L-ruppoAidovuA-f-vagBuiapion PYR
P-@WOQOPIKO-VITPOQAIVUAIO PO, L-TputtTo®avNn-B-vagBulapivn TRY
p-VITPOQAIVUAO-a- L-(ouko-TTupavolitng AFU Pwoopikd 3-IvO0EUAIO IDX
p-vITpo@aIvuAo-a-D-pavvoTtupavolitng MNP Tpexaholn TRE
L-Aeukivn-B-vagBuAapivn LEU Oupia URE
DL-uebeiovivn-B-vaeBuAapivn MET Ivd6An IND
L-Aucivn-B-va@BuAapivn (aAKaAIkr) LYB NITPIKO NIT

3. Metd ammd 4 wpeg TWACNG, KATAYPAWTE TO ATTOTEAEOUATA yIO OAQ TA UTTOOTPWUATA YIa Ta OTroia Ogv aTTaITOUVTaI
emmAéov avtidpaoTipia: BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE kai TRE. ZuykpiveTe Ta
BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU kai MNP e 10 BoBpio paptupa vitpogaivuAiou (NPC). Otroiadnrote
aTmoéXPWan Tou KiTpivou Ba TTPETTEI va KATaypa@ei wg BETIKA avTidpaon.

4. TpooBéoTe 1 oTaydva avridpaoTnpeiou TeMTIddong ota Bobpia LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR,TRY
kar BNAC.

A. Agnote 10 Xpwpa va avarTuxBei yia TouAdyiotov 30 OeUTEPOAETITO Kal, OTn OUVEXEID, KATOypAwTe TA
armroteAéopaTa. Mnv TTepIPEVETE TTEPICOOTEPO ATTO 3 AETTTA PETA ATTO TNV TTPOCOAKN TwV avTIdPACTNEIWY yIa va
KataypaweTe Ta amoteAéopata. H TTapoucia omolaodnTmoTe ammdxpwons Tou pol A Tou KOKKIVOU Ba TTPETTEl Va
eppnveuTei wg BeTikn avTtidpacon. To xpwua o€ autd Ta BoBpia Ba yivel IO OKOUPO HE TO TTEPATHA TOU XPOVOU,
ME aTTOTEAECUO €va APVNTIKO KITPIVO XPWHO va Yivel TTI0 0KOUPO TTOPTOKOAI, woTdéoo Kal autd Ba Tpétrel va
epunveuTei wg apvnTikr avtidpaon. Or1 avmidpdoelg Ba TTPETTElI va KaTaypd@ovTtal wg BETIKEG MOVO av UTTAPXE!
TTapoucdia pol 1 KOKKIVOU Xpwuatog. Katrola BoBpia evOExeTal va €xouv M0 OKOUPO TTOPTOKOAI XpwHa O€
ouykpion pe 1o Bobpio pdptupa (BNAC), wotdoo Kal autd Ba TTPETTEl va KATAYPAPOUV WG apvnTIKA.

B. Metd amd tTnv TpooBrkn avtidpacTtnpiou TeTmOAong ato Bobpio pdpTtupa B-vagbulauidng (BNAC), To Bobpio
Ba Tpétrel va £xel KiTpivo Xpwpa. Edv TapatnpnBei Trapoucia pol A KOKKIVOU XPWHATOG, TOTE Ba TTPETTEl va
ATTOPPIYETE TO AVTIOPACTHPIO TTETITIOAONG, TTPOKEINEVOU VA ATTOPUYETE WEUBWG BETIKEG EPUNVEIEG.

5. TMapéxovrtal duo Bobpia eAéyxou yia BorBeia aTnv epunveia Twv avTidpaoewy.

A. BNAC = pdptupag B-vapBuAapivng. MeTtd Tnv TTpooBrkn Tou avTidpaaTtnpiou TTETTIOACNG, auTd To BoBpio Ba
TIPETTEI VA OTTOKTHOEI KITPIVO TTPOG TTOPTOKAAI XpWwUa.

B. NPC = pdptupag vitpo@aivuAiou. Auté 1o BoBpio Ba TTpétel va gival Gxpwo.

6. lMpooBéote pia otaydva Euhohiou ato PBoBpio 1vdOANG (IND). Xpnaoigotroiwvtag Tov EUAIVO OTUAES, avapigte To
TTepIEXOUEVO Tou BoBpiou IND. MpooBéoTe 1 otaydva avmidpaoTtnpiou Ehrlich. ExTteAéoTe avayvwaon petrd amod 2-3
AeTTTA.

7. lpooBéote 1 oTayéva ocouAaviiikd o&u oto Nitpikéd  (NIT) PBoBpio kai, otn ouvéxela, 1 oTayova
N, N-dipeBuro-a-vapBulauivn. EkTeAéoTe avayvwan PETA atrd 2—3 AeTITd.

8. TlMpoobéoTte 2—-3 aTaydveg Ytepoteidlo Tou udpoydvou 3% oo BobBpio BGAL. Mepipévete 2—5 AeTTTA TTPIV KATAYPAWETE
TO amoTéAeoua. O oxNUATIONOGS HEYAAWY QUOOAiIdWV UTTOBEIKVUEI BETIKA avTidpaan.

AMNOTEAEZMATA

1. Nivakag BIoXNMIKAG epunveiag
Ymwoéorpwua AvridpaocTtipia O€TIKO ApvnTIKO
BGAL ZUyKpiveTe Pe To BoBpio papTupa OmroiadnmoTte  Alauyég
AGAL vitpo@aivuAiou (NPC) atréxpwaon Tou

KiTpIvou

BPO,

NGLU

AGL

BGL

PO,

AFU

MNP
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YmoéoTpwua AvridpacTtipia O€TIKO ApvnTIKO

LEU MpocoBéaTe 1 oTaydva avTidOpaACTrPIO OmroiadnmoTte  Kitpivo 1Tpog

MET meTTIdAoNg. AQACTE TIG XPWHOTIKEG pol €wg TTOPTOKOAI

LYB avTIOPACEIG va avaTiTuxBouv yia TTopPUPN

LYA 30 deuTePOAETTTA TOUAGXIOTOV, AAAG OXI amoxpwon

Tavw atmo 3 AeTTTd.

GGLY To BoBpio pdptupa B-va@buiapivng (BNAC)

GLY Ba TTpéTTEl VA £XEI KITPIVO XPpWHA.

PRO

ARG

PYR

TRY

IDX MTTAe Alauyég
xpwon/MtrAe
icnua

TRE Kitpivo IMopTOKAAI/KOKKIVO

URE Pol-kOkKIVO  KiTpIvO-TTOPTOKOAI

IND MpocBéoTe 1 aTtaydva Euhdhio, avakaTéywTe, Pod Kitpivo/diauyég

TpooBéoTe 1 otaydva avridpaoTtrpio Ehrlich.
ExkTeAéoTE avAyvwon PETA a1Td 2—3 AETTTA.

NIT MpooBéoTte 1 oTaydva couAgaviAiké ol 0,8% Kokkivo Alouyég TTpog
kal 1 atayova N, N-8iugBulo-a-va@Ouiapivn atraAd pod
0,5%. EkteAéoTe av@yvwon PeTd ammd 2-3
AeTTTd.
KataAdon MpocBéaTe 2—3 oTayodveg YTepoLeidio MeydAeg Xwpig
Tou udpoydvou 3% ot1o BGAL. lMNepiyévere (PUOCAAIDEG oxXnuUaTiouo
2—-3 AeTT1d.£WG OTOU OXNUATIOTOUV QUOAAIDEG. @uoaAidwyv (A
NYEG UIKPEG
QUOaAidEeg/idlog
apIBuog
oe 6\a 1O
Bobpia.)

1. Mia apvnTiki avtidpacn PO, utropei va €xel wg ammotéAeopa dlauyEg €wg TTOAU avoIXTé KITPIVO XPWHA.
2. Apxég avTidpdoewyv TAUTOTTOINONG

YmooTpwpata viTpo@aivudiou (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): Ta utrooTpwuaTta
opBo-viTpogaivuAiou i TTApa-vITPOPaAIVUAIOU egival dxpwua. Edv utrdpxel 10 KatdAAnAo €vqupo, TO UTTOOTPWUO
dlaoTrdral, atreAEUBEPWVOVTAG TO EAEUBEPO O-VITPOPAIVUAIO 1} P-VITPOPAIVUAIO, TTOU £XEI KITPIVO XpWUA.

YmooTpwpata B-vagBuAapivng apivoééwv (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Orav
TO UTTOOTPpWUA UdPOoAUETal aTTd TO KATAAANAO €vCupo (ouvnBwg atrd apulauiddon apivotiéwyv), atreAeuBepuwiveral
B-vagpBuAapivn. H B-vagBulauivn avixveleTtal géow NG TPoaBnikng p-OiueBuAauIvOKIVVapaAdelidng (oTo avTidpacThipIo
TETTIOACNG), N OTToia dNUIoUPYEi Eva GUPTTAEYUA TOU OTTOIOU TO XPWHA KUMaiveTal atrd pol €wg Hop.

ZHMEIQXZH: To évlupo mou diaomd Tn B-vagBulauivn aupivoféwv eival apuAauiddon apivotéwv. O 6pog
KQAPIVOTTETITIOAGN» XPNOIUOTIOIEITAI GUXVA WG CUVWVUHO TNG apUAGUISAaNG, aAAG OTnV TTPAYHATIKOTNTA AVTITIPOCWITTEUEI

éva €vCupo BIaPOPETIKAG E1I6IKOTNTAS (N AMIVOTTETTITIOAON BIACTIA TO apIVOTEAIKO AKpo evog TTeTTTIdiou). H apuAapiddon
Kal N auIVOTTETITIOACN dUvavTal va udpoAUaouV To id1o UTTéaTpwia B-vagBulauivng apivoééwy. ETouévwg, n TTAGKa dev
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METPA KAT avAykn SIOQOPETIKA Kal povadikd éviupa. Mia pepovwpévn apuAapiddon ptropei va udpoAUaoel TTOAATTAEG
B-va@BuAapiveg apivoEEwy.

Dwopopikd IvdoguAio (IDX): To pwo@opikd IvOOEUAIO dlacTrdTal aTrd WoPATACH Yia TV atreAeUBEpwan IvOoguAiou.
To 1vdofUAIo ocuvdudaleTar pe ofuyodvo, oxnuartifovrag éva Babu ptmAe Xpwua pe TN pop@r adidAutou UTTAE 1
MTTAE-TTPACIVOU ICANATOG.

TpexaAoln (TRE): H xprion NG TpexaAdlng £XEl WG ATTOTEAECUA TOV OXNMATIONO O&EwV Kal TNV €TTakOAouBn peiwan Tou
pH, n otroia avixveuetal atrd Tov &eikTn puBpPoU TNG EAIVOANG, TToU aAAAZEl XpWHa aTTd TTOPTOKOAT O€ KITPIVO.

Oupia (URE): H oupia diaxwpileTal ammd Tnv oupedaon, oxnuaTtifovtag appwyvia kal 810&gidio Tou avbpaka. H appwvia
(uTTd popeR avBpakikoU apuwviou) eTIPEPEl alEnon Tou pH, n otToia avixveleTal ammd Tnv YETABOAR Tou OeikTn £puBpol
TNG @aivéAng aTrd KiTpIvo 0 pol Xpwua.

Iv36An (IND): O petaBoAIoudg TNG TPUTITOPAVNG £XEI WG OTTOTEAETUA TOV OXNUATIOUS IVOOANG. To EUAGAIO ATTOUOVWIVEI
TNV IVOOAN atrd Tov (WP Kal TNV CUPTTUKVWVEL.  To avmidpacTriplo Ehrlich avridpd pe tnv IveOAn, e atrotéAecua va
dnuioupynBei pol xpwan.

Nitpiké (NIT): H kavdtnta evog pikpoopyaviopoU va avdyel To VITPIKO O€ VITPWOEG aVIXVEUETAI PE TNV TTPOCOriKkn
oouA@aviAikoU o&éog kai katétmv N,N-diueBuio-a-vapBuAapivng, Ta oTroia TTapdyouv KOKKIVO XPWHa TTapOUGia Tng
VITPWOOUG oudadag.

H karaAdon d1a0Trd T0 UTTEPOEEIDIO TOU UdPOYOVOU GE VEPO Kal AEPIo OEUYOVOo, TTOU OTTEAEUBEPWVETAI PE TN HOPPNA
QUCaAIdwWV.

TAYTOMNOIHZH MIKPOOPIANIZMQN

To BiBAio kwdikotroinong BlotUTTwy avagpdfiwy PIKPOOPYAVICPWY Taxeiag tautotroinong MicroScan ypnaoigoTrolsital yia
TNV TAUTOTTOINON TWV AYVWOTWY PIKPOOPYAVIGUWY TNG e€€Taang. To BIBAI0 kwdikotroinang €xel dnuioupynBei atrd Tn Bdon
oedopévwy TG Beckman Coulter yia Tig €€eTd0€Ig TTOU TTEPIAAPBAVOVTAl GTNV TTAGKA TAUTOTTOINCNG.

To BIBAio kwdIkoTroinong avagpOfiwy WIKPOOPYAVIOUWY Taxeiag Tautotroinong MicroScan Bacietal g€ UTTOAOYIOTIKA
av@Auon Twv 24 efeTGocwyV TNG TTAGKAG TAXEIQG TAUTOTTOINGNG AVAEPOPBIWY HIKPOOPYAVICPWY. Ta atmmoTeAéopata Twv
eCetdoewv petaoynuartifovral o€ évav 8wneio «aplBud BioTutrou» yia Tov otroio To BIBAI0 KwdikoTroinong TTapabéTel Tnv
TauToTTOINON €i00UG Kal PIa aBpoICTIKA OXETIKN MBavoTnTa Tautotroinons. OAeg ol mOavéS TAUTOTTOINCEIG TTAPEXOVTAI [E
@Bivouaa oeipd, ekivwvTag atrd Tn PEyIoTn MOavoTnTa Kal ¢TavovTag e aBpoloTikd TToooaTd 99,9%. Ze TepiTTTwon TTou
TTPOoKUWEl évag aplBuog Blotutrou TTou dev ptropei va Ppebei ato BiBAIo kwdikotToinong, Ba TTPETTEl va UTTOWIAOTE KAVEIG
KaTapxdag Tnv mlavaeTtnTa KATToIou 0@AAUaTOg OTn dIadikacia. 2uvhBwg, £xel TTpoaTeDei eoQaAuévog apiBuog BIoTUTToU R
£Xel KaTaypagei eoc@aipéva pia avtidpaon. Eav o apiBudg Blotdtrou gival cwoTdg, T0TE Ba TTPETTEl va eAeyxBei n TBavoeTnTa
MIKTAG KAANIEPYEIAG Kal va eTTavaAN@OEei n eE€Taon Tou pIKpoopyaviopou, e 1I81aiTEpn EU@aacn oTn Xpron £mapkws BoAepou
KUTTOpPIKOU evaiwpnuaTtog. Edv TrpokUyouv Ta idia atroteAéopara PeTd TNV eTravet£Taon, ouuBouleuTeite To Biotype Lookup
Service (Ymnpeoia avalritnong Blotumwy) atov IoTéToTTo TG Beckman Coulter fy atreuBuvBeite oTov TOTTIKO 00g dlavouéa.

MEPIOPIZMOZ THX MEGOAOY
1. O1 pikpoopyaviopoi TTpog €&étaon Ba TTPETTEI va KAANIEPYOUVTAl GE PN ETTIAEKTIKA BPeTTTIKA UAIKG, OTTwg ayap TSA,
Brucella, brain heart infusion rj Columbia, 6Aa pe 5% aiya TpoBdTou. Aev Ba TTPETTEI va XPNOIMOTTOIOUVTAI ETTIAEKTIKA
BpeTITIKG UAIKG TTOU TTEPIEXOUV aVTIRIOTIKA, 0TTwg LKV (kavauukivn/Bavkopukivn), ayap Bacteroides Bile Esculin (BBE),
ayap @aivuho-aiBuho-aAkooAng (PEA) K.ATT.

2. H BoAepdTnTa TOU EVOIWPANOTOG HIKPOOPYAVICHWY TTPETTEI VA I00OUVAUEI TOUAGXICTOV pE TTPOTUTTO 3 TNG KAipakag
McFarland, aAA& Ox1 peyaAUTtepo ammd mpoTuTTo 5 TG KAipakag McFarland. Edv 1o evaiwpnua Tou PIKPOOPYaVvIGHOU
TTPOG €&€TAON ep@aviCel HIKPATEPN BoAepdTNTA € OoUYKpIon PE To TTPOTUTIO 3 TNG KAipakag McFarland, evdéxetal va
TTPOKUWOUV a0BEVEIG | WEUDBWG apvNTIKEG AVTIOPATEIG.

3. H mAdka Taxeiag TautotToinang avagpopiwy PIKPOOPYAVICPWY gival OXEBIAOUEVN YIA TNV TAUTOTTOINGN OTTOKAEIOTIKA
avaepofiwyv Baktnpiwv. TMpiv amd v e€étaon, Ba mEETTEl va dIOTTIOTWOEI yia KABE UIKpoopyaviouo av eival
AEPAVEKTIKOG, KaBWG Kal va €EeTaoTel WG TTPOg TNV kKabapdTtnTa, Tnv avridpacn xpwons Gram kal TN PJop@oAoyia
amolkiwyv. Eav gival TTpoypauuaTiopévn n TAUTOTTOINCN TTEPICOOTEPWY TOUG £VOG EIBWV VIO £€vAV CUYKEKPIYEVO apIBUo
BioTUTTOU, EVOEXETOI VO Eival avayKaia n dIEVEPYEIQ CUPTTANPWHATIKWY EEETACEWY PE OKOTTO TN CWOTH TAUTOTTOINCN.

4. H Baon dedopévwv avaepoBiwv PIKPOOPYAVICPWY Taxeiag Tautotroinong dev mrepIAauBavel OAa Ta €idn avagpopiwy
MIKPOOPYAVIOUWY TTOU atTavToUV O€ KAIVIKEG KATAoTACEIG. Ta €idn TTou TaUTOTTOIOUVTAI TNV TTAAKQ TAXEIAG TAUTOTTOINONG
avagpOBIwy JIKPOOPYaviouwy TrapaTifevTal ato BIBAio kwdikoTroinong BIoTUTTwY avagpoBIiwv HIKPOOPYAVIGUWY TaXEiag
TauTtoTToinong. O1 TAUTOTTOINOEIG AVAEPOPRIWY PIKPOOPYAVIOUWY Ba TTPETTEI va CUCXETICOVTAI JE XPWOEIG gram Kal AAAEG
OUVOOBEUTIKEG BIOYVWOTIKEG £¢eTAOEIG. O XpAOTNG Ba TTPETTEI va avaTpéXel oTnV TpExouaa BIBAIoypagia ava@opdg yia
QUTEG TIG €EETATEIG, KABWG Kal YIa TNV TPEXOUCO OVOUATOAOYIO TwV BaAKTnEiwv.

5. H mAdka Taxeiog Tautotroinong avaepopiwy pikpoopyaviopwy MicroScan dev €xel AaBel éykpion atré Tov Opyavioud
Tpogiywv kai Papudkwyv Twv HIA (FDA) yia xprion pe Ta cuoTipaTa opydvwy MicroScan. H avayvwon Tng TAGKag
TIPETTEN VA YiVEl un AuTOOTA.
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EAEMXOZ NMOIOTHTAZ

H ommodekTdTnTa TwWV BPETITIKWY UAIKWV Taxeiog TauTtotroinong avaepoBiwv pikpoopyaviopwyv MicroScan tautotmoinong
Ba TTpETTEl va eAEéyxeTal PEOW TNG €€ETAONG MIKPOOPYOVIOUWY PE YVWOTEG avTidpdoels. ApvnTikéG avTidpdoelg utropouv
va emTEUXOOUV [e eTTavevuddTwaon Miag TTAGkag pe 50 pL atmioviopévo vepd, atrooTelpwpévo o€ autokauaTto. OAa Ta
UTTOOTPWHOTA Ba TTPETTEN va gival apvnTiIKE, OTTwG TTEPIYPAPETAI OTOV TTivaka epunveiag. H kaBapdtnta Tng KaAAiEpyeiag Ba
TIPETTEl VA EAEYXETAI UE UTTOKOAAIEPYEIO PEPOUG TOU EVAIWPAMATOG TTOU XPNOIPOTTIOINONKE WG eVOPOBAAUIoCHA o€ KATGAANAO
BPETITIKO UAIKO Ayap. Ta aTTOTEAEOPOTA TNG EEETAONG BEV BEWPOUVTAI £YKUPA OV QVIXVEUTET PIKTH KaAMiépyeia (BA. Mivaka 2).”

Nivakag 2
Mivakag mol10TIKoU gAéyxou

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
YTrooTpwuaTa ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL \Y -
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY - -
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX
TRE?
URE
IND
NIT?
KATANAZH - - + -

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA USA.
2. Na BéATioTa amroteAéapara, n kaAAiépyeia C. perfringens Ba TTpETTel va €xel dnuioupynBei HOAIG 24 WPEG vwpPITEPQ.

XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

e KAIVIKEG PEANETEG OTTOU XpnoiyoTTodnkav avagpofiol JIKPOOPYAVICHOI TTOU AVTITIPOCWTTEUAV éva TTOIKIAOUOP®PO GUVOAO
KAIVIKA QTTOJOVWHEVWY OTEAEXWY, N TTAGKA Taxeiag Tautotroinong avagpOfiwy PIKPOOPYAVIOUWY TAUTOTTOINCE CWOTA TA
aTTooVWUEVA OTEAEXN O€ TTO000TO 92%.

Y1mépvnua cupBoAwyv
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Ymouvnua ocuufoAwv
2U0uBoAo TitTAog cupfBéAou Meprypaen potutrou  [MpdTutro
@ Na pnv emavayxpnoigotroigital | Ymodeikviel pia 1atpikr)  [ISO 15223-1; 5.4.2
OUOKEUN TTOU TTpoopileTal
yla pia yévo xprion n
yla xpron o€ évav uévo
acBevr) oT1o TTACiCIO Piag Kal
povadikhg d1adikaciag.
g Xpnon éwg YT1rodeikvuel TNV nuepounvia[ISO 15223-1; 5.1.4
META TO TTEPAG TNG OTTOIAG OEV
TIPETTEI VA XPNOIYOTTOIEITI
N IATPIKI) CUCKEUN.

*Ta atmmoteAéopaTa yia KABe avTidpaaon yia TOUG CUVIOTWHEVOUG PIKpoopyaviouoUug eAéyyxou Tou ATCC, ZuAoy MikpoRiwv
Auepikavikou TuTrou TrapariBevral atov Mivaka TToIoTIKoU eAEyXOU.
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Ymouvnua

OUUBOAWYV

ZUuBoAo

TitTAog cuufB6Aou

Meplypa@n TPOTUTTOU

MpoéTutro

LOT]

Ap1Bu6g TTapTidag

YT1odeikvUel Tov apiOud
TTAPTIOOG TOU KATAOKEUOOTH)
WoTE va givar duvaTtn n
avayvwplion TnG TapTidag.

ISO 15223-1; 5.1.5

KwdIkdg kaTaAdyou

Ymodelkvuel Tov
apiBud katahdyou Tou
KOTAOKEUQOTH, WOTE va gival
OuvaTA n avayvwpion Tng
IATPIKNG CUOKEUNRG.

ISO 15223-1, mapdypapog
5.1.6

KartaokeuaoThg

YTmrodelkvuel Tov
KOTOOKEUAOTA TNG 1ATPIKAG
OUOKEUNG OTTWG opileTal
oTIg 0dnyieg 90/385/EOK,
93/42/EOK ka1 98/79/EK
NG EE.

ISO 15223-1, mapdypagpog
5.1.1

Huepounvia kataokeung

YT1rodeikvUel TNV NUEPOMNVia
KATAOKEUNG TNG 1ATPIKAG
OUOKEUNG.

ISO 15223-1; 5.3.1

[ c [ree]

E¢ouciodoTtnuévog
QVTITTPOCWTTOG OTNV
Eupwtraikr) Kovétnta

YmodelkvUel ToV
eCoualodoTtnuévo
QVTITTPOCWTIO OTNV
EupwTraikr) Koivotnra.

ISO 15223-1, mapdypagog
5.1.2

Mepiéxel eTapkh TTOCOTNTA VIO
<n> e€eTdOEIg

YT1rodeikvUel TOV GUVOAIKO
apIBud efetdocwyv
IVD 110U PTTOpPOUV Va
TTpayHaToTTOINBOUV
ue ™ ouokeun 1VD.
(Mepihappaveral cuvABwg
OTA KIT aQvTIOPACTNPIWV.)

ISO 15223-1; 5.5.5

In vitro d1ayvwOoTIKA 1ATPIK
OUOKEUN

YTrodeIkvUEl JIa 1ATPIKNA
OUOKEUN TTOU TTPOoopideTal
yla Xprion wg 1aTpIkn
ouokeun yia didyvwaon
in_vitro.

ISO 15223-1, mapdypagpog
5.5.1

Mepiopiopoi Bepuokpaaiag

YT1odeikvuel Ta 6pia
Bepuokpagiag oTa oTroia n
IATPIKA OUOKEUR UTTOPET va

ekTEDEl e ao@AAEia.

ISO 15223-1; 5.3.7

>upBouleuTeiTe TIG 0dNYieg
Xenong

YT1rodeikvUel OTI 0 XpPrRoTng
gival atrapaitnTo va
OupBouAeuTei TIG 0dnyieg

XpAong.

ISO 15223-1; 5.4.3

EUBpaucTo, va

YTTodeIKvUEl PIa 1ATPIKNA

ISO 15223-1; 5.3.1

c € 2Apavon CE PuBuioTik onuavon Al
EUPWTTATKNG CUPUOPPWONG

MNepiexopeva A A

Mepiexopeva (cuokeuaaoia) AvTigikpoBiakdg Al
TTapdyovTag (ouvTunaon)

Mepiexopeva (cuokeuaaoia) YmoéoTpwpa Tautotroinong A/

(ouvtunon)

DUAo Aedopévwv Aopaleiag|  YTrodeikvuel éva dehtio  |A/I
OeDOUEVWV QOPANEING.

Made in USA Al A

Xprjon povo yia eEaywyn A A

—) ‘Oykoc¢ avaclaoTaong Al Al

XPNOILOTIOIEITAI JE TTPOCOXN

OUCKEUN TTOU UTTOPEi va
oTrdoel i va uttooTei pBopd
€AV O XEIPIOPOG TNG Oev
yivel owoTa.
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Ymouvnua ocupBoAwv

ZUuBoAo TitTAog cuufB6Aou Mepiypaen mwpoTutrou  [MpdéTutro
AuUTA n TTAEUpd TTPOG Ta TTAVW | YTTOdEIKVUEI TN oWOoTH 6pBia|ISO 7000: 0623
TT B8éon Tng cuokeuaoiag

ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information
to be Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: lMpoidvta yia 1aTpIKr xprion - ZUPBoAa
TTOU TTPETTEl VA XPNOCIKMOTIOIOUVTAI PE TIG ETIKETEG, TNV ETTICHKAVON Kal TIG TTANPOQPOPIEG TTOU TTPETTEI VA

TTAPEXOVTAI VIO TA TTPOIOVTA IO IATPIKA XpAon. Mépoc 1: Mevikég ammaIThoEq).

H emmwvuyia Beckman Coulter, To TutrOTrOINKEVO AOYOTUTTO KOl TO OHATA TTPOIGVTWYV Kal UTTNPECIwY TG Beckman Coulter Trou
avagépovTal aTo TTapov ival eUTTopika onuaTta r ouarta katarebévra tng Beckman Coulter, Inc. oTig Hvwpéveg MoAiTeieg kai
0€ GAAEG XWPEG.
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MicroScan

REBERREEREFMH

B1017-2

i 5 A &

MicroScan R EERELENRA G RITATRELEMARKBRELRF I BHRER,

HEMNFEE

HERAZSURNEAE BN ALERERE, 22450 o FNHAMENN McFarland 3 BAESRAEEE FKkPHE,
MicroScan REHRELENINA S TS 24 MG KEY , ERAAEREBXL, BE , HE 3B -37°C TREFF 4 »
B. BT MicroScan REERELEENHAASKNEFHE , EEAFEEMEDENAAS LEKRK, BEE S8 pHE
MEL, BERYNERIEMBECR R ITHIREE,

ESNEREM
1. MicroScan [R & B HRI% 4 72 M 14 A & MIAH XA F AL i
2. FEUMBEA, RMBFHAN, —PEREALEEWEMIIRE, KRR,

3. E%’é}}i@ﬂﬁqﬂ  BRTERRNEANHMEMBETMSLER , HREN IS CENNN LA ESERTEERR

4. FIEMBEEFLBNNH#HITEEXNE,
i1
RN A S MAFEFE 2-8C To

GHS e &g o3
FWAN B R

tEmE2HR1EBEFP N techdocs.beckmancoulter.com

BFARNRE AR

N HEBR V.P... Anaerobe Laboratory Manual ( XEEE%ZFAF ) . *Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual ( Wadsworth
EERFH ). °C.D.C. B9 Laboratory Methods in Bacteriology ( 5548 E4 & # 5% ) ° % Manual of Clinical Microbiology ( &
EHEYZFH) PERBEFRE, SHHAFEIHHEL ( TELEEXRGEE) HEFHATBEFEL, ©

AR FANFERAEMER (WMLKV ( FHREBXER/FTHEE ) ) = BacteroidesfBST M (BBE) IRiE. K Z B (PEA) E£Hi%
BUEFEFNEEFHZNREASHEDRY,

YRR S

REERELENHEAS (B1017-2)

20 MIER

BIEFMH

rEERREMANHS
5 Y58 (B1010-40)

%% (B1010-56B)

BAES i 7 (B1012-30B)

0.5% NN-ZFR E-a-Z 2 (B1010-45A)

0.8% T&BRER (B1010-44A)

KAFEHF (B1015-6)

— X (B1015-5)

wRLRERKK 50 uL BHRE

3% FELE

ERR , 3mL SRXEEE FK (B1015-2)
TEBLEMESLTREERIK

REMIKE

3. 4 F 5 McFarland B B8 £ it FE 48 M #56 7R
HE SR #%5% 25

|ERK , & CO,(35°C)
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FEEEHED

C. perfringens ATCC 13124"
C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

Bk
B AR A9 Bl &

1. MABEFRENRASE. IRRATRASEZLARNBERR. RARASAETTE (XRBH, HRARRWH ) , #
NERZMAAE.

2. BFARKAMBERMNR. TERENBMNEEERERREE. £EKLZEH , FHERMVRMEZER, TRENR
BRE-—E, LTHATAHANEEES.

ERwEE
1. BPNHASZH  NURFUHAMEDHMEE, 4E, EXRRGRENEELS.

2. ERALTERAERNENERRT 24 - 48 PREEFEUEFRETNEBEERIEEEINL ERR (SEAEEE
FK)MREDR , LR EDENT McFarland 3 #rARE R BT McFarland 5 #rAERIB R R R . YERDRERS
BHITHAL. BRBHEZRE , NE 15 2HAERURAE. ™

0 Ay 5
1. MBESKPERENRASHFERE EERES,
2. H50uL AERBEMABNEREYHAMBE N B (BNAC, NPC ) F, FRWEAESHEREEM,
3. A0 uL ERMARMNIRERE , BRERMNRHEN , AEBHSERWES.

£ FERTS
A2-3 @y ¥WHEBEXRRSE (URE) M5 B (IND) Lo
51

1. U3-5ANMAN—4ABHNRAES , NERETHINZEAEHN LLEUBERL,
2. FHERMIARNRMAT CO, MBEEREH |, £ 35-37°C TH/E 4 I,
i ER W AR

1. ERBUNHASH , 2R 30 2 HFREERAFMKEREE . KRR ALK 4°C TIUE , BESEZBTHAR,
TEEYHRBRAFNRETERTNEREIUEMNBERE  ENSRES AN ER,
2. NERAKRBAGESRHRFLRENAAS,

x1, EY

E® BE |E® #BE
p-IHERE-B-D-¥AEH BGAL [L-BiEER-B-ZHiAR (B ) LYA
p-lHERE -o-D-¥HEF AGAL | H SL-B-Z /AR GGLY
N-p-HEXE-BEL BPO, |HERR-B-ZBIR GLY
p-HEXEN-ZB-B-D-EEEEE NGLU |L-REMR-3-ZRHR PRO
p-REERE-o-D-WHEEEE AGL L- BB -R-E W R ARG
o-HEXEBD-HHEEEE BGL L- Ntk 1% % B - B- 28 i B PYR
p-EEXE-BiE L PO, L-& R -B-EmAR TRY
p-EHEXRE-o-L-EREE AFU 3-M| 2 BiE L IDX
p-THEFE-o-D-I W H EXEE MNP TR TRE
L-T R EB-B-Em R LEU i URE
DL-ESB-3-Z /& MET 5] B IND
L-$ R -B-FEFi AR (T ) LYB L NIT

3. #TA4PEHBERE , BRTEEFNATNNMEEYHIER : BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL., BGL, PO,.
AFU. MNP, IDX. URE f TRE, ¥ BGAL, AGAL, BPO,., NGLU, AGL, BGL. PO,. AFU 1 MNP 5 &E ¥ &5}
BB (NPC) ALBHITH R, FEENEGYNIZEZ MM,

4. pNA 1 ERKESRFI 2 LEU. MET. LYB. LYA., GGLY. GLY, PRO. ARG. PYR. TRY 1 BNAC #.#,

A EFREEDIOVWURLEEE , RRIERER. MARFIERER cBNEFFRETEED 3 28, HFEEM
BENBEelIe  GNYENAY. XEAZTNALFHESNREINR , AUARENEETRESTRERD

*EEREREMFEB P , #bik : Manassas, VA USA
~ ERBEMEFESE TSA, FEEKE. ROERIATRLLIERE , ©MNYEE 5% FM,.
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5.

6.
7.
8.

1.

Be  BNANZHUERHENRAERNE, ANEFEVERILMRRNEZANAN. FEAZINESR
ARELLXT BRFL (BNAC) iR , BMARMIZF Hid KN AN,

B. FAAESEFIAME B-ZBEN R BNAC) 2ja , ZANENEE, MRLAEMAHEHLE , NEFZKE
WA, BARS i AR PR A %

RBEFAAINYBABBYIER N,
A. BNAC =B-ZEBRX B, ANMKEBENE , IMNANENECIEE,
B. NPC=HEXEXNR, XM NZEEHE,
A 1 E=BREZBI% (IND) L, AARRBERIERIE IND LHAEW. MA 1FERERFRF, 2-3 2HEENER,
A1 EERBBERL (NIT) A5, REMA 1 ENN-ZFE-a-ZE]R, 2-3 78HEENE R,
MA2-373% ZEIEF BGAL AAF, HEEF2-5 08 EBICRER, FRASAMNKRRAMR .
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H{¥iEmE
E® it 5l FH #£ B
BGAL EMEEE NPC) WRALK FNEENE BEH
AGAL &
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AGL
BGL
F>()41
AFU
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LEU A1 EREERT, ELEF0REFEY FMNEENY ERIEE
MET 308, NitHeRNE®, =R
LYB
LYA
gGLY B-ZR/ifRZ BNAC) MRBRANEIER,
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PRO
ARG
PYR
TRY
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IND A1 B oBEERARSE , A1 BRABE L BHABLEB
Flo 2—3 DEEIEIMER,
NIT IO 135 0.8% BWREEM 1% 05% NN-=F 46 BERIARE
H-o-ZR, 2-390HEEWEL,
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2. $SERNER

WERXEEY (BGAL. AGAL. BPO,. NGLU. AGL. BGL. PO,. AFU, MNP ) : SR EREFHEXEKY
T, MRATEARENE , RYN2RE BRUEEECGHNEECHEREIXNHERE,
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gﬁﬁ&}h (IDX) : BiEREE 0 RGIZBRE , BRHEGIRE . BRBSESESERTRERNECREZEIIEY -
B3R (TRE) : FABEEQTER , #MSHpHETRE , TTEIBRIERAIMNEECENEERLN,
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EROE , WRAFELHELE.
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MEMEE
MicroScan REBERELEELENBERBAATEERANWN AMED . ZABEAREFLENAAS ERTHN NN RS

MicroScan REERELEERBAREFERGERELEEN XA S EHITH 24 TN RN T EN DT mH. XL L REE
"8 MBMMENAEL  RBABRRIHEPEEREENRRENER, AETRNLEELEREFIIEH , KEN 99.9%
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R, MREYBBER K NEREREURFERSEFBRAENNAMEY , B EIZEARBFANMARER, W
REFNAFFENERMAER , NERANREERBILAME ENENEERRSAEWEL D HE.

EFNERMY

1. MFEHNRBENRET TSA, AERE, MORBITFLLLERE (£BEF 5% FM ) FIFREFMEEFE LHT
BF. TREAENER (WLKV ( FHREBHR/FHEXR ) ) HBacteroidesfBiT L HH (BBE) :RiE. K ZEE (PEA) &
HERMERE,

2. WEYRRENREXMELZET McFarland 3 #r/ER{E T BHEY McFarland 5 Fr AR, MR SN ABEYHN BB RE
{&F McFarland 3 /AR , N AJREA £ 55 R MR BRBE MR B

3. REEMRELENXAEGRITATNEERER, Mida , MM AEHEYNTHEE, 48, FXEPLERNNE
BES, IRANENMNSEEYEEIEZSAEREE  JEERATHRNERBJITEBLEE,

4, REBRELERREDHTELERKAEPBINFAERERD. ESREERELENLEELEENEMIIER
SERELELEYREREAS, REFLENEEFLRLEREMTEHEHSHNEMAXEK, AP NSHXEN NS
FSEXBMURNITHAESD B o

5. MicroScan REERIEL EN XA S i KIKE FDA #LEH F MicroScan U2 R &, HMA TIEEZMRA S,

Iy o]

BB RERTE MR M MEYRKLE MicroScan REFRELEEZFENTEZM, AS0uL SEXRBEE FKE
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ogE
C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
EY ATCC 13124' ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
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NE<RERER
+| 4|+ +] +
TPyt

RERGERIIETHEENSERERPRE O (ATCC) MRMENN BRI NE R,
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C. perfringens
ATCC 13124"

C. sordellii
ATCC 9714

B. fragilis
ATCC 25285

P. magnus
ATCC 29328
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ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and
Information to be Supplied. Part 1: General Requirements. ( ISO 15223-1 : Bf7 8% — AT &S
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MicroScan

Podrecznik procedur szybkiej identyfikacji beztlenowcéw
B1017-2

ZASTOSOWANIE
Panel MicroScan do szybkiej identyfikacji beztlenowcdw jest przeznaczony do szybkiej identyfikacji bakterii beztlenowych
izolowanych z ludzkich prébek klinicznych.

OMOWIENIE | ZASADA DZIALANIA

Zmodyfikowane testy konwencjonalne i chromogeniczne stuzg do identyfikacji bakterii beztlenowych.'2%45887 Badana
zawiesina drobnoustrojow o zmetnieniu 3 w skali McFarlanda jest przygotowana w autoklawowanej wodzie dejonizowane;j.
Panel MicroScan do szybkiej identyfikacji beztlenowcoéw, zawierajgcy 24 odwodnione substraty, jest ponownie uwadniany
i inokulowany z zawiesing bakteryjng przez 4 godziny w temp. 35-37°C w warunkach tlenowych. Poniewaz panel MicroScan
do szybkiej identyfikacji beztlenowcdéw wykrywa wstepnie utworzone enzymy, nie jest wymagany wzrost drobnoustroju
w panelu. Po inkubacji analizowane sg zmiany pH, wykorzystanie pewnych substratow lub inne reakcje biochemiczne w celu
identyfikacji.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
1. Panele i odczynniki MicroScan do szybkiej identyfikacji beztlenowcdéw sg przeznaczone wytgcznie do stosowania
w diagnostyce in vitro.

2. Nie dopusci¢ do kontaktu odczynnika peptydazowego, odczynnika Ehrlicha, ksylenu ani dowolnego z substratow
identyfikacyjnych z oczami, skérg lub odziezg.

3. Przy wykonywaniu wszystkich procedur ze szczegdlnym uwzglednieniem kwestii, ze inokulowane panele zawierajg
potencjalnie chorobotwdércze drobnoustroje, nalezy stosowac techniki aseptyczne i Srodki ostroznosci wymagane
podczas pracy z organizmami potencjalnie patogennymi.

4. Wszystkie materiaty nalezy przed utylizacjg autoklawowac.

PRZECHOWYWANIE
Panele i odczynniki nalezy przechowywaé¢ w temperaturze 2—-8°C.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Substancja niesklasyfikowana jako niebezpieczna

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie techdocs.beckmancoulter.com

POBIERANIE | PRZYGOTOWY-WANIE PROBEK

Odpowiednie prébki powinny by¢ pobierane, transportowane i posiewane na podstawowych podtozach selektywnych
zgodnie z procedurami zalecanymi w dokumentach V.P.l., Anaerobe Laboratory Manual (Podrecznik laboratoryjny dotyczacy
beztlenowcow V.P.1),2 Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Podrecznik bakterii beztlenowych Wadswortha),? C.D.C.’s
Laboratory Methods in Bacteriology (Metody laboratoryjne CDC w bakteriologii)® oraz Manual of Clinical Microbiology
(Podrecznik mikrobiologii klinicznej).™

UWAGA: Kolonie z podtozy selektywnych, zawierajgcych antybiotyki, tj. LKV (kanamycyna/wankomycyna) ani agar
Bacteroides Bile Esculin (BBE), alkohol fenyloetylowy (PEA) itd. nie powinny by¢ stosowane do przygotowywania inokulum
dla paneli.

MATERIALY DOSTARCZONE
Panel do szybkiej identyfikacji beztlenowcéw (B1017-2)

20 arkuszy roboczych
Procedura reczna

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE
Olej mineralny (B1010-40)

Taca pokrywowa (B1010-56B)

Odczynnik peptydazowy (B1012-30B)

0,5% N,N-dimetylo-alfa-naftyloamina (B1010-45A)
0,8% kwas sulfanilowy (B1010-44A)

Odczynnik Ehrlicha (B1015-6)

Ksylen (B1015-5)

Pipetor 50 uL z jatowymi kohcowkami
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Nadtlenek wodoru, 3%

Woda inokulacyjna, 3 mL autoklawowanej wody dejonizowanej (B1015-2)
Jatowe patyczki bawetniane lub jatowe ezy do inokulaciji
Wymazdéwki drewniane

Wzorzec zmetnienia siarczanu baru 3, 4 i 5 w skali McFarlanda
Wytrzgsarka do probéwek

Inkubator, bez CO, (35°C)

Drobnoustroje do kontroli jakosci:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDURA
Przygotowanie paneli

1. Wyjaé panele z chtodziarki. Nie nalezy uzywaé paneli, jezeli brak jest Srodka osuszajgcego lub jest on uszkodzony,
badz opakowanie jest naruszone (niezaklejone, przebite lub rozdarte).

2. Rozcig¢ torebke i wyjg¢ panel. Natychmiast wyjg¢ panel z torebki foliowej. Przed powtérnym uwodnieniem panele
powinny osiggng¢ temperature pokojowg. Panele mozna ustawia¢ jeden na drugim, umieszczajgc przezroczystg
pokrywke na goérze kazdego z nich.

Przygotowanie inokulum

1. Przed inokulacjg paneli badane drobnoustroje nalezy obserwowaé pod kagtem tolerancji tlenu, czystosci, barwienia
Grama i morfologii kolonii.

2. Stosujgc jatowy bawetniany patyczek lub eze do posiewdw, zawiesi¢ wystarczajgcg ilos¢ kolonii z 24—48 godzinne;j
hodowli na podtozu nieselektywnym w proboéwce zawierajacej 3 mL wody inkulacyjnej (autoklawowanej wody
dejonizowanej), aby przygotowac metng zawiesine rownowazng co najmniej wzorcowi zmetnienia 3 w skali McFarlanda,
ale nie wiecej niz wzorcowi zmetnienia 5 w skali McFarlanda. W razie potrzeby worteksowac, aby emulsyfikowaé. Po
przygotowaniu zawiesiny panel nalezy inokulowaé w ciggu 15 minut.”

Inokulacja panelu
1. Wyja¢ panel z torebki foliowej i opisaé go numerem probki.

2. Dodac¢ 50 pL zawiesiny bakteryjnej do kazdej studzienki zawierajgcej substraty oraz do dwdch studzienek kontrolnych
(BNAC i NPC). Nie jest zalecane stosowanie do inokulacji pipety Pasteura.

3. Po inokulacji panelu z 50 yL inokulum, lekko postukac kazdy z bokéw panelu, aby pomdéc w wymieszaniu substratu.
Natozenie oleju biochemicznego
Natozy¢ do studzienek mocznika (URE) i indolu (IND) 2—3 krople oleju mineralnego.
Inkubacja

1. Utozy¢ panele pietrowo w grupach od 3 do 5 z pokrywa panelu na gérze panelu, aby zapobiec parowaniu.

2. Inkubowa¢ inokulowane panele przez 4 godziny w temperaturze 35-37°C w inkubatorze niezawierajgcym CO..
Odczyt z paneli

1. Wyjg¢ odczynnik peptydazowy z chtodziarki na co najmniej 30 minut przed odczytaniem paneli. Odczynnik peptydazowy
moze wytrgcac sie w temperaturze 4°C, ale ponownie rozpusci sie w temperaturze pokojowej. Nie nalezy narazaé
odczynnika peptydazowego na podwyzszone temperatury w celu szybszego rozpuszczenia osadu krystalicznego,
poniewaz wysokie temperatury mogg spowodowaé degradacje odczynnika.

2. Panele nalezy odczyta¢ przy uzyciu swiatta odbitego od biatego tta.

Tabela 1, Substraty

Substraty Skrét  |Substraty Skrot
p-nitrofenylo-f-D-galaktopiranozyd BGAL |L-lizyno-B-naftyloamid (kwasny) LYA
p-nitrofenylo-a-D-galaktopiranozyd AGAL |Glicyloglicyno-B-naftyloamid GGLY

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

* Podtoza nieselektywne zawierajg TSA, Brucella, bulion mézgowo-sercowy lub agar Columbia, wszystkie z 5% krwi
owcze;.

C29878-AB 64 of 105



Substraty Skréot  |Substraty Skrot
bis-p-nitrofenylo-fosforan BPO, Glicyno-f-naftyloamid GLY
p-nitrofenylo-N-acetylo-B-D-glukozaminid NGLU |L-prolino-B-naftyloamid PRO
p-nitrofenylo-a-D-glukopiranozyd AGL L-arginino-B-naftyloamid ARG
o-nitrofenylo-B-D-glukopiranozyd BGL L-pirolidonylo-B-naftyloamid PYR
p-nitrofenylo-fosforan PO, L-tryptofano-B-naftyloamid TRY
p-nitrofenylo-a-L-fukopiranozyd AFU Fosforan 3-indoksylu IDX
p-nitrofenylo-a-D-mannopiranozyd MNP Trehaloza TRE
L-leucyno-B-naftyloamid LEU Mocznik URE
DL-metionino-B-naftyloamid MET Indol IND
L-lizyno-B-naftyloamid (zasadowy) LYB Azotan NIT
3. Po4 godzinach inkubacji zapisa¢ wyniki dla wszystkich substratéw niewymagajgcych dodatkowych odczynnikéw: BGAL,

AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE i TRE. Poréwna¢ BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL,
PO., AFU, i MNP ze studzienkg kontroli nitrofenylowej (NPC). Kazdy odcieh zéttego nalezy rejestrowaé jako wynik
dodatni.

4. Dodac¢ 1 krople odczynnika peptydazowego do studzienek LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY
i BNAC.

A. Umozliwi¢ rozwdj reakcji barwnej przez co najmniej 30 sekund, a nastepnie zarejestrowac¢ wyniki. Po dodaniu
odczynnikdw nie czekac dtuzej niz 3 minuty przed zarejestrowaniem wynikow. Obecno$¢ jakiegokolwiek odcienia
od rézowego lub czerwonego nalezy interpretowaé jako wynik dodatni. Barwa tych studzienek z czasem
pociemnieje i dlatego ujemny kolor zéity moze sta¢ sie ciemniejszym kolorem pomaranczowym, ale nadal
nalezy interpretowaé to jako reakcje ujemng. Reakcje nalezy interpretowac jako dodatnie wytacznie wtedy,
gdy wystepuje kolor rézowy lub czerwony. Niektére studzienki mogg mieé¢ ciemniejszy kolor pomaranczowy
w porownaniu ze studzienkg kontrolng (BNAC), ale nadal nalezy je zarejestrowac jako ujemne.

B. Po dodaniu odczynnika peptydazowego do studzienki kontroli B-naftyloamidowej (BNAC), studzienka powinna
mie¢ barwe zéittg. Jezeli wystepuje jakikolwiek kolor rézowy lub czerwony, odczynnik peptydazowy nalezy
odrzuci¢, aby zapobiec interpretacjom fatszywie dodatnim.

5. W celu utatwienia interpretacji reakcji, dostarczono dwie studzienki kontroli.

A. BNAC = kontrola B-naftyloamidu. Po dodaniu odczynnika peptydazowego studzienka ta powinna mie¢ kolor od
z6ltego do pomaranczowego.

B. NPC = kontrola nitrofenylowa. Ta studzienka powinna by¢ bezbarwna.

6. Dodac jedna krople ksylenu do studzienki indolu (IND). Za pomocg drewnianej wymazowki wymieszaé zawarto$c
studzienki IND. Dodac¢ 1 krople odczynnika Ehrlicha. Odczyta¢ po 2—3 minutach.

7. Dodac 1 krople kwasu sulfanilowego do studzienki azotanu (NIT), a nastepnie 1 krople N,N-dimetylo-alfa-naftyloaminy.
Odczyta¢ po 2—-3 minutach.

8. Dodac 2-3 krople 3% nadtlenku wodoru do studzienki BGAL. Odczekaé 2-5 minut przed zarejestrowaniem wyniku.
Reakcja dodatnia jest wskazana przez tworzenie duzych pecherzykdw.

WYNIKI

1. Tabela interpretacji biochemicznej
substrat Odczynniki Dodatni Ujemny
BGAL Poréwnacé ze studzienkg kontroli nitrofenylu  Dowolny Przezroczysty
AGAL (NPC) odcieh zdéttego
BPO,
NGLU
AGL
BGL
F’O;;1
AFU
MNP
LEU Dodac 1 krople odczynnika peptydazowego. Dowolny Od zottego do
MET Umozliwi¢ rozwdj reakcji barwnej przez co odcien od pomaranczowego
LYB najmniej 30 sekund, ale nie dtuzej niz przez  ré6zowego do
LYA 3 minuty. magenty
GGLY Studzienka kontroli 3-naftyloamidu (BNAC)
GLY powinna by¢ zotta.
PRO
ARG
PYR
TRY
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substrat Odczynniki Dodatni Ujemny

IDX Niebieskie Przezroczysty
zabarwienie /
niebieski osad

TRE Zotty Pomaranczowy/czerwony
URE RC')ZOWO-CZGI'WCZ'Wﬂy-pomaraﬁczowy
IND Dodac 1 krople ksylenu, wymieszac¢, doda¢ 1 Rézowy Zotty/przezroczysty
krople odczynnika Ehrlicha. Odczyta¢ po 2—-3
minutach.
NIT Dodac¢ 1 krople 0,8% kwasu sulfanilowego Czerwony Od
i 0,5% N,N-dimetylo-alfa-naftyloaminy. przezroczystego
Odczyta¢ po 2-3 minutach. do
bladorézowego
Katalaza Doda¢ 2-3 krople 3% nadtlenku wodoru do  Duze Brak
studzienki BGAL. Odczekaé 2—-3 min, aby pecherzyki pecherzykow
powstaty pecherzyki. (lub bardzo
niewiele
niewielkich
pecherzykow
/ takie same
pecherzyki

we wszystkich
studzienkach).

1. Ujemna reakcja PO, moze by¢ od przezroczystej do bardzo jasnozétte;.
2. Zasady reakcji identyfikacyjnych

Substraty nitrofenylowe (BGAL, AGAL, BPO, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): substraty orto- lub
para-nitrofenylowe sg bezbarwne. Jezeli obecny jest odpowiedni enzym, substrat jest rozszczepiany uwalniajgc wolny
o- lub p-nitrofenyl, ktory jest zotty.

Aminokwasowe substraty B-naftyloamidowe (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): gdy
substraty sg hydrolizowane za pomocg odpowiedniego enzymu (zazwyczaj arylamidaza aminokwasu), uwalniany jest
B-naftyloamid. B-naftyloamid jest wykrywany przez dodanie aldehydu p-dimetyloaminocynamonowego (w odczynniku
peptydazowym), co tworzy kompleks, ktéry ma barwe od ré6zowej do purpurowe;j.

UWAGA: enzym, ktéry rozszczepia [(-naftyloamid aminokwasu to arylamidaza aminokwasowa. Okreslenie
~-aminopeptydaza” jest czesto stosowane jako synonim dla arylamidazy, ale faktycznie oznacza enzym o innej swoistosci
(aminopeptydaza rozszczepia N-koncowy aminokwas peptydu). Arylamidaza i aminopeptydaza mogg hydrolizowaé
ten sam substrat -naftyloamidu aminokwasu. Dlatego panel nie musi koniecznie oznacza¢ réznych i unikatowych
enzyméw. Pojedyncza arylamidaza moze hydrolizowac kilka B-naftyloamidéw aminokwasow.

Fosforan indoksylu (IDX): fosforan indoksylu jest rozszczepiany przez fosfataze uwalniajgc indoksyl. Indoksyl tgczy
sie z tlenem tworzgc btekit indygo, ktory jest nierozpuszczalnym niebieskim lub niebieskozielonym osadem.

Trehaloza (TRE): wykorzystanie trehalozy powoduje tworzenie kwasu i dalszy spadek pH, ktory jest wykrywany za
pomoca wskaznika czerwieni fenolowej zmieniajgcego kolor z pomaranczowego na zotty.

Mocznik (URE): jest rozszczepiany przez ureaze tworzgc amoniak i ditlenek wegla. Amoniak (w postaci weglanu amonu)
powoduje wzrost pH, co jest wykrywane przez wskaznik czerwieni fenolowej zmieniajacy kolor z zéttego na rézowy.

Indol (IND): metabolizm tryptofanu powoduje tworzenie indolu. Ksylen ekstrahuje indol z bulionu i zageszcza go.
Odczynnik Ehrlicha reaguje z indolem dajgc r6zowy kolor.

Azotan (NIT): Zdolnos¢ drobnoustroju do redukcji azotanu do azotynu jest wykrywana poprzez dodanie kwasu
sulfanilowego, a nastepnie N,N-dimetylo-alfa-naftyloaminy, co powoduje czerwone zabarwienie w obecnosci azotynu.

Katalaza rozszczepia nadtlenek wodoru na wode i gazowy tlen, ktéry jest uwalniany jako pecherzyki.

IDENTYFIKACJA MIKROORGANIZMU
Ksigzka koddéw szybkiego biotypu beztlenowcéw MicroScan stuzy do identyfikacji nieznanych drobnoustrojéow badanych. Ta
ksigzka kodow zostata wygenerowana z bazy danych firmy Beckman Coulter dla testéw zawartych w panelu identyfikaciji.

Ksigzka kodéw szybkiego biotypu beztlenowcédw MicroScan opiera sie na analizie komputerowej 24 testow w panelu
do szybkiej identyfikacji beztlenowcow. Wyniki testu sg przeksztatcane do 8-cyfrowego ,numeru biotypu”, dla ktérego
ksigzka kodéw wymienia identyfikacje gatunkéw i zbiorcze wzgledne prawdopodobienstwo identyfikaciji. Wszystkie mozliwe
identyfikacje sg drukowane w porzadku malejgcym najwyzszego prawdopodobienstwa do tgcznie 99,9%. Jesli numer biotypu
nie wystepuje w ksigzce kodow, nalezy podejrzewaé btad procedury. Zazwyczaj numer biotypu dodano nieprawidtowo lub
reakcja zostata btednie zarejestrowana. Jezeli numer biotypu jest prawidtowy, nalezy sprawdzi¢ mozliwos¢ wymieszania
hodowli i drobnoustréj nalezy ponownie zbadac ze szczegdlnym naciskiem na stosowanie wystarczajgco metnej zawiesiny
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komérkowej. Jezeli ponowne oznaczenia prowadzg do tych samych wynikow, nalezy skonsultowac sie z serwisem Biotype
Lookup (Wyszukiwanie biotypu) dostepnym na stronie internetowej Beckman Coulter lub z lokalnym dystrybutorem.

OGRANICZENIA METODY

1.

5.

Badane drobnoustroje powinny by¢ hodowane na podiozach nieselektywnych, takich jak TSA, Brucella, bulion
mozgowo-sercowy lub agar Columbia, wszystkie z 5% krwig owczg. Nie powinny by¢ stosowane podtoza selektywne,
zawierajgce antybiotyki, tj. LKV (kanamycyna/wankomycyna), agar Bacteroides Bile Esculin (BBE), alkohol
fenyloetylowy (PEA) itd.

Zmetnienie zawiesiny drobnoustroju musi byé réwne co najmniej wzorcowi zmetnienia 3 w skali McFarlanda, ale nie
wiecej niz wzorcowi zmetnienia 5 w skali McFarlanda. Jezeli badana zawiesina drobnoustroju wykazuje zmetnienie
mniejsze niz 3 w skali McFarlanda, mogg wystapi¢ reakcje stabe lub fatszywie ujemne.

Panel do szybkiej identyfikacji beztlenowcéw jest opracowany do identyfikacji jedynie bakterii beztlenowych. Przed
badaniem kazdy drobnoustréj nalezy zbada¢ pod katem tolerancji tlenu, czystosci, barwienia Grama i morfologii kolonii.
Jezeli dla okreslonego numeru biotypu ma by¢ wymieniona identyfikacja wiecej niz jednego gatunku, do prawidiowej
identyfikacji mogg by¢ konieczne testy uzupetniajgce.

Nie wszystkie gatunki beztlenowe napotkane w sytuacjach klinicznych sg uwzglednione w bazie danych szybkiego
panelu beztlenowcéw. Gatunki identyfikowane w szybkim panelu beztlenowcéw sg wymienione w ksigzce kodow
szybkiego biotypu beztlenowcéw. Identyfikacje beztlenowcédw powinny by¢ skorelowane z barwieniem Grama lub
innymi pomocniczymi testami diagnostycznymi. Uzytkownik powinien skonsultowa¢ pismiennictwo zrodiowe z tymi
testami i rowniez pod katem biezgcej nomenklatury bakteriologiczne;.

Panel MicroScan do szybkiej identyfikacji beztlenowcdw nie zostat dopuszczony przez FDA do stosowania z systemami
analizatorow MicroScan. Panel ten musi by¢ odczytywany recznie.

KONTROLA JAKOSCI

Dopu

szczalnos$¢ podtozy identyfikacyjnych MicroScan do szybkiej identyfikacji beztlenowcéw nalezy sprawdzac przez badanie

drobnoustrojéw za pomocg znanych reakcji. Reakcje ujemne mozna osiggng¢ przez ponowne nawodnienie panelu 50 pL
autoklawowanej wody dejonizowanej. Wszystkie substraty powinny by¢ ujemne, jak opisano w tabeli interpretacji. Czystos¢
hodowli nalezy sprawdzac przy uzyciu hodowli podrzednej z zawiesiny stosowanej jako inokulum na odpowiednich podtozach
agarowych. Jezeli wykryta zostanie hodowla mieszana, wyniki testu sg niewazne (zobacz Tabela 2)."

Tabela 2
Tabela kontroli jakosci

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus

Substraty ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
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TRE?

H<L|<] |

URE

IND

+| +]
|

NIT?

<| I

KATALAZA - - + -

1. Ame

rican Type Culture Collection, Manassas, VA USA.

*Wyniki dla kazdej reakcji zalecanych drobnoustrojow kontrolnych Amerykanskiej Kolekcji Typéw Kultur (ATCC) sg
przedstawione w tabeli kontroli jakosci.
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2. W celu uzyskania optymalnych wynikéw hodowla C. perfringens powinna mie¢ jedynie 24 godziny.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

W badaniach klinicznych wykorzystujgcych drobnoustroje beztlenowe reprezentujgce réznorodny zbiér niedawnych izolatéw

klinicznych, szybki panel do identyfikacji beztlenowcéw prawidtowo identyfikowat 92% izolatéw.

Legenda symboli

Legenda

symboli

Symbol

Nazwa symbolu

Opis normy

Standard

@

Nie uzywac¢ ponownie

Wskazuje, ze urzgdzenie
medyczne jest
przeznaczone do
jednorazowego uzytku lub
do uzycia u jednego pacjenta
podczas jednego zabiegu.

ISO 15223-1; 5.4.2

rd

Termin waznosci

Wskazuje date, po uptywie
ktdrej urzadzenie medyczne
nie nadaje sie do uzytku.

ISO 15223-1; 5.1.4

=
Bl
S

Kod partii

Wskazuje kod partii
producenta, dzieki ktéremu
mozna zidentyfikowacd
partie lub serie.

ISO 15223-1; 5.1.5

Numer katalogowy

Wskazuje numer katalogowy
producenta, dzieki ktéremu
mozna zidentyfikowacd
urzagdzenie medyczne.

ISO 15223-1, punkt 5.1.6

Producent

Wskazuje producenta
urzgdzenia medycznego
zgodnie z definicjami
podanymi w dyrektywach UE
90/385/EWG, 93/42/EWG
i 98/79/WE.

ISO 156223-1, punkt 5.1.1

Data produkcji

Wskazuje date produkc;ji
urzgdzenia medycznego.

ISO 15223-1; 5.3.1

Autoryzowany przedstawiciel
we Wspolnocie Europejskiej

Wskazuje autoryzowanego
przedstawiciela we
Wspdlnocie Europejskiej.

ISO 15223-1, punkt 5.1.2

Wystarczy na wykonanie
<n> testéw

Wskazuje catkowitg
liczbe testow IVD, ktére
mozna przeprowadzi¢ za

pomoca danego testu IVD.
(Zazwyczaj umieszczone na
zestawach odczynnikow).

ISO 15223-1; 5.5.5

Diagnostyczne urzadzenie
medyczne do badan in vitro

Wskazuje urzadzenie
przeznaczone do
stosowania jako urzgdzenie
medyczne do diagnostyki
in_vitro.

ISO 15223-1, punkt 5.5.1

Ograniczenia temperatury

Wskazuje granice
temperatury, do jakich
mozna bezpiecznie uzywac
urzadzenia medycznego.

ISO 15223-1; 5.3.7

(i Zapozna¢ sie z instrukcjg Wskazuje konieczno$¢ |ISO 15223-1; 5.4.3
uzycia zapoznania sie z instrukcjg

uzycia.

c € Znak CE Znak zgodnosci z normami |ND.

Unii Europejskiej

Zawartosc ND. ND.

CONTENTS[AST Zawartos¢ (opakowania) Srodek przeciwbakteryjny [ND.
(skrot)

CONTENTSIID] Zawartos¢ (opakowania) Substrat identyfikacyjny |ND.
(skrot)
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Legenda

symboli

Obchodzi¢ sie ostroznie.

medyczne, ktére moze
ztamac¢ sie lub zostac
uszkodzone, jezeli nie
bedzie obstugiwane
ostroznie.

Symbol Nazwa symbolu Opis normy Standard
Karta Charakterystyki Wskazuje karte ND.
Bezpieczenstwa charakterystyki substancji.
Made in USA ND. ND.
Wyitgcznie do zastosowania ND. ND.
eksportowego
— Objetos¢ do przygotowania ND. ND.
! Delikatne elementy. Wskazuje urzadzenie ISO 15223-1; 5.3.1

I

Ta strong do gory

Wskazuje prawidtowag
pozycje pionowg

ISO 7000: 0623

ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to be
Supplied. Part 1: General Requirements. (ISO 15223-1: Urzgdzenia medyczne — Symbole do stosowania na etykietach
wyrobéw medycznych, w ich oznakowaniu i w dostarczanych z nimi informacjach — Czes¢ 1. Wymagania ogoéine).

Beckman Coulter, stylizowane logo oraz wymienione tu znaki produktéw i ustug firmy Beckman Coulter sg znakami towarowymi
lub zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Beckman Coulter, Inc. w Stanach Zjednoczonych i innych krajach.
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C. perfringens ATCC 13124"
C. Sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328
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MicroScan

Hizli Anaerob Tanimlama Prosedur Kilavuzu
B1017-2

KULLANIM AMACI
MicroScan Hizli Anaerob Tanimlama paneli, insan klinik numunelerinden izole edilen anaerobik bakterilerin hizli tanimlanmasi
igin tasarlanmistir.

OZET VE PRENSIP

Anaerobik bakterilerin tanimlamasi igin modifiye konvansiyonel ve kromojenik testler kullanilir.2345687 Test edilecek
organizmanin McFarland 3 sUspansiyonu, otoklavlanmis deiyonize su iginde yapilir. 24 dehidrasyon uygulanmis substrat
iceren MicroScan Hizli Anaerob Tanimlama Paneli rehidre edilir ve bakteriyel siispansiyon ile inokile edilir ve 35-37°C’de 4
saat boyunca aerobik olarak inkibe edilir. MicroScan Hizli Anaerob Tanimlama Paneli 6nceden olusturulmus enzimleri tespit
ettiginden paneldeki organizmanin tGremesi gerekli degildir. Inkiibasyondan sonra pH'taki degisiklikler, belirli substratlarin
kullaniimasi veya diger biyokimyasal reaksiyonlar, tanimlama igin yorumlanir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. MicroScan Hizli Anaerob Tanimlama panelleri ve reaktifleri yalnizca in vitro diagnostik kullanim igindir.

2. Peptidaz Reaktifi, Ehrlich Reaktifi, Ksilen veya tanimlama substratlarindan herhangi birinin g6z, cilt veya giysilerle temas
etmesine izin vermeyin.

3. TUum prosedlrler boyunca, inokilasyon uygulanmis panellerin potansiyel olarak patojenik organizmalar icerdigi
konusunda 6zel bir hassasiyetle mikrobiyolojik tehlikelere yonelik aseptik tekniklere ve belirlenmis dnlemlere uyun.

4. Tum materyaller atiimadan dnce otoklavlanmalidir.

SAKLAMA
Panelleri ve reaktifleri 2-8°C’de saklayin.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Tehlikeli olarak siniflandiriimamistir

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com adresinden ulasilabilir

NUMUNELERIN TOPLANMASI VE HAZIRLANMASI

Normal anaerobik floradan yoksun olan uygun numuneler V.P.l., Anaerobe Laboratory Manual (Anaerob Laboratuvar
Kilavuzu),? Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Wadsworth Anaerobik Bakteriyel Kilavuz),? C.D.C. Laboratory Methods
in Bacteriology (Bakteriyoloji Laboratuvar Yéntemleri)® ve Manual of Clinical Microbiology’de (Klinik Mikrobiyolojik Kilavuzu)
onerilen prosedurlere gore toplanmali, nakledilmeli ve primer izolasyon ortamlarina yerlestiriimelidir.™

NOT: Antibiyotik, yani, LKV (Kanamisin/Vankomisin) veya Bakteroidler Safra Eskulin (BBE) agari, Feniletil Alkol (PEA) vs.
iceren selektif ortamdaki koloniler, paneller i¢in inokllim hazirlamak igin kullanilmamalidir.

SAGLANAN MALZEMELER
Hizli Anaerob Tanimlama Paneli (B1017-2)

20 Calisma Sayfasi
Prosedur Kilavuzu

GEREKLIi OLAN ANCAK SAGLANMAYAN MALZEMELER
Mineral Yagi (B1010-40)

Panel Kapagi (B1010-56B)

Peptidaz Reaktifi (B1012-30B)

%0,5 N, N-Dimetil-Alfa-Naftilamin (B1010-45A)

%0,8 Sulfanilik Asit (B1010-44A)

Ehrlich reaktifi (B1015-6)

Ksilen (B1015-5)

50 ul’lik steril uglu pipetor

Hidrojen Peroksit, %3

inokiilim Suyu, 3 mL otoklavlanmis deiyonize su (B1015-2)
Steril pamuk uclu aplikatorler veya steril inokilasyon 6zeleri

Tahta aplikatér gubuklari
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3, 4 ve 5 McFarland Baryum Siilfat Tirbidite Standardi
Vorteks karistirici

inkiibatér, CO, digi (35°C)

Kalite Kontrol Organizmalari:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROSEDUR
Panel Hazirhg

1. Panelleri buzdolabindan g¢ikarin. Nem alici yoksa veya yirtilmigsa veya ambalaj biitiinliigiinde bozulma olmussa
(agiimig, delinmis ya da yirtilmig), paneller kullanilimamalidir.

2. Poseti keserek agin ve paneli ¢ikarin. Paneli hemen folyo posetten ¢ikarin. Rehidrasyon dncesinde panellerin oda
sicakligina gelmesini bekleyin. Paneller, Uzerlerine temiz bir Panel Kapagdi yerlestirilerek istiflenebilir.

inokiiliim Hazirhg:

1. Panellerin inokilasyonundan énce test edilecek organizmalar, aerotolerans, saflik, Gram boyama reaksiyonu ve koloni
morfolojisi agisindan incelenmelidir.

2. Steril bir pamuklu aplikatorl veya inokulasyon ozesini kullanarak en az McFarland 3 standardina denk olan ancak
McFarland 5 standardindan yiiksek olmayan bulanik bir siispansiyon elde etmek i¢in 3 mL Inokulim Suyu (otoklavianmig
deiyonize su) iceren tlipe segici olmayan ortamda 24-48 saatlik kiltirlemeden yeterli koloniyi sispanse edin. Gerekirse
emllsifiye etmek igin vorteksleyin. Stspansiyon hazir oldugunda panel, 15 dakika iginde inokiile edilmelidir.”

Panel inokiilasyonu
1. Folyo posetten paneli gikarin ve numune numarasi ile etiketleyin.

2. Substratlar igeren her kuyucuga ve iki kontrol kuyucuguna (BNAC, NPC) 50 uL bakteriyel stspansiyonu ekleyin.
Inokllasyon igin Pasteur pipetinin kullaniimasi énerilmez.

3. Panel, 50 L inokulim ile inoklle edildikten sonra, substrat ile karismasini saglamak igin panelin her iki tarafina hafifce
vurun.

Biyokimyasal Yag Kaplama

Ure (URE) ve indol (IND) kuyucuklarini 2-3 damla mineral yag ile kaplayin.

inkiibasyon
1. Buharlagsmayi engellemek i¢in Ust panelin Uzerine bir panel kapagi koyarak panelleri 3-5’li gruplar halinde istifleyin.
2. inokiile edilmis panelleri 4 saat boyunca 35-37°C’de CO,'siz bir inkiibatérde inkiibe edin.

Panellerin Okunmasi

1. Peptidaz reaktifini panelleri okumadan en az 30 dakika 6nce buzdolabindan gikarin. Peptidaz Reaktifi 4°C’de ¢okelebilir,
ancak oda sicakliginda yeniden ¢6zilir. Kristal ¢okeltinin yeniden ¢6zilmesini hizlandirmak igin Peptidaz Reaktifini
yuksek sicakliklara maruz birakmayin; yiksek sicakliklar reaktifin bozulmasina neden olur.

2. Paneller, beyaz bir arka plandan yansitilan isik kullanilarak okunmalidir.
Tablo 1, Substratlar

Substratlar Kis. Substratlar Kis.
p-Nitrofenil-B-D-Galaktopiranozid BGAL |L-Lizin-B-Naftilamid (asit) LYA
p-Nitrofenil-a-D-Galaktopiranozid AGAL |Glisilglisine-B-Naftilamid GGLY
bis-p-Nitrofenil-Fosfat BPO, |Glisin-B-Naftilamid GLY
p-Nitrofenil-N-Asetil-B-D-Glukozaminid NGLU |L-Prolin-B-Naftilamid PRO
p-Nitrofenil-a-D-Glukopiranozid AGL L-Arjinin-B-Naftilamid ARG
o-Nitrofenil-3-D-Glukopiranozid BGL L-Pirolidonil-B-Naftilamid PYR
p-Nitrofenil-Fosfat PO, L-Triptofan-B-Naftilamid TRY
p-Nitrofenil-a-L-Fukopiranozid AFU 3-indoksil Fosfat IDX
p-Nitrofenil-a-D-Mannopiranozid MNP Trehaloz TRE
L-Ldsin-B-Naftilamid LEU Ure URE

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** Segici olmayan ortam, timu %5 koyun kani ile TSA, Brucella, beyin kalp infizyonu veya Columbia agarini icerir.
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Substratlar Kis. Substratlar Kis.
DL-Metiyonin-B-Naftilamid MET  [indol IND
L-Lizin-B-Naftilamid (alkalin) LYB Nitrat NIT

3. 4 saatlik inkibasyondan sonra ilave reaktifler BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE ve TRE
gerektirmeyen tim substratlar i¢in sonuglari kaydedin. BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU ve MNP'yi
Nitrofenil Kontrol (NPC) kuyucugduyla karsilastirin. Herhangi bir sari tonu pozitif olarak kaydedilmelidir.

4. LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR,TRY ve BNAC kuyucuklarina 1 damla Peptidaz Reaktifi ilave edin.

A. Rengin gelismesi icin en az 30 saniye bekleyin ve sonra sonuglari kaydedin. Sonuglari kaydetmeden 6nce
reaktifleri ilave ettikten sonra 3 dakikadan fazla beklemeyin. Herhangi bir pembe veya kirmizi rengin varhgi,
pozitif olarak yorumlanmalidir. Bu kuyucuklardaki renk zamanla koyulasacaktir, bdylece negatif bir sari renk daha
koyu bir turuncu renk haline gelebilir, ancak bu yine de negatif bir reaksiyon olarak yorumlanmalidir. Reaksiyonlar
yalnizca pembe veya kirmizi renk olmasi durumunda pozitif olarak kaydedilmelidir. Bazi kuyucuklar, kontrol
kuyucuguyla (BNAC) karsilastirildiginda daha koyu bir turuncu olabilir, ancak bunlar yine de negatif olarak
kaydedilmelidir.

B. Peptidaz Reaktifinin B-Naftilamid kontrol kuyucuguna (BNAC) ilave edilmesinden sonra kuyucuk sari renkte
olmahdir. Pembe veya kirmizi varsa, yanhs pozitif yorumlamalari dnlemek igin Peptidaz Reaktifi atiimalidir.

5. Reaksiyonlarin yorumlanmasina yardimci olmak i¢in iki kontrol kuyucugu temin edilmigtir.

A. BNAC=B-Naftilamid kontroll. Peptidaz Reaktifinin ilave edilmesinden sonra bu kuyucuk sari ila turuncu renkte
olmalidir.

B. NPC=Nitrofenil kontrolli. Bu kuyucuk renksiz olmahdir.

6. indol (IND) kuyucuguna bir damla Ksilen ilave edin. Tahta aplikatér gubugu ile IND kuyucugunun icerigini karistirin. 1
damla Ehrlich Reaktifi ilave edin. 2-3 dakika sonra okuyun.

7. Nitrat (NIT) kuyucuguna 1’er damla Siilfanilik Asit ve ardindan 1 damla N, N-Dimetil-Alfa-Naftilamin ilave edin. 2-3 dakika
sonra okuyun.

8. BGAL kuyucuguna 2-3 damla %3 Hidrojen Peroksit ilave edin. Sonucu kaydetmeden 6nce 2-5 dakika bekleyin. Pozitif
reaksiyon, genis kabarciklarin olusumu ile gosterilir.

SONUCLAR
1. Biyokimyasal Yorum Tablosu
Substrat Reaktifler Pozitif Negatif
BGAL Nitrofenil (NPC) kontrol kuyucuguyla Herhangi bir  Berrak
AGAL karsilastirin sari tonu
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU 1 damla Peptidaz reaktifi ilave edin. Enaz ~ Herhangi bir  Sari ila
MET 30 saniye ve en fazla 3 dakika boyunca renk Pembe ila Turuncu
LYB reaksiyonlarinin gelismesini bekleyin. Macenta tonu
LYA
GGLY B-Naftilamid (BNAC) kontrol kuyucugu sari
GLY olmalidir.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Mavi Berrak
renk/Mavi
cokelti
TRE Sari Turuncu/Kirmizi
URE Pembe-Kirmizi Sari-Turuncu
IND 1 damla Ksilen ilave edin, karistirin, 1 damla Pembe Sari/Berrak
Ehrlich reaktifi ilave edin. 2-3 dakika sonra
okuyun.
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Substrat Reaktifler Pozitif Negatif

NIT 1 damla %0,8’lik Sulfanilik Asit ve %0,5’lik Kirmizi Berrak ila
N,N-Dimetil-Alfa-Naftilamin ilave edin. 2-3 Ucuk Pembe
dakika sonra okuyun.

Katalaz BGAL'e 2-3 damla %3 Hidrojen Peroksit ilave Buyuk Kabarcik yok
edin. Kabarciklarin olusmasi igin 2-3 dakika Kabarciklar (veya birkag
bekleyin. cok kiguk

kabarcik/tim
kuyucuklarda
ayni miktar)

1. Negatif PO, reaksiyonu, berrak ila gok agik sari olabilir.

2. Tanimlama Reaksiyonlarinin Prensipleri

Nitrofenil substratlari (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): Orto veya para-nitrofenil substratlari
renksizdir. Uygun enzim varsa substrat, sari renkli serbest o- veya p-nitrofenil birakarak ayrilir.

Amino asit B-naftilamid substratlar (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Substratlar uygun
enzim (genellikle bir amino asit arilamidaz) ile hidrolize edildiginde, B-naftilamid serbest birakilir. B-naftilamid, pembe ila
mor renkte olan bir kompleks olusturan p-dimetilaminosinamaldehit (Peptidaz Reaktifinde) ilave edilmesi ile tespit edilir.

NOT: Amino asit B-naftilamidi ayiran enzim, amino asit arilamidazdir. “Aminopeptidaz” terimi, siklikla arilamidaz ile es
anlamli olarak kullanilir, ancak aslinda farkh bir 6zglnlige sahip bir enzimi temsil eder (bir aminopeptidaz, N-terminal
amino asidi bir peptidden ayirir). Bir arilamidaz ve bir aminopeptidaz, ayni amino asit p-naftilamid substratini hidrolize
edebilir. Bu nedenle, panelin mutlaka farkli ve benzersiz enzimleri 6lgmesi gerekmez. Tek bir arilamidaz, birkag amino
asit B-naftilamidi hidrolize edebilir.

indoksil Fosfat (IDX): indoksil fosfat, indoksili serbest birakacak sekilde bir fosfataz tarafindan ayrilir. indoksil,
¢6ziinmeyen mavi veya mavi-yesil ¢okelti olan indigo mavisi olusturacak sekilde oksijenle birlegir.

Trehaloz (TRE): Trehaloz'un kullaniimasi, turuncudan sariya degisen fenol kirmizisi gostergesi ile tespit edilen pH’'daki
miteakip dustsle asit olusumuna yol agar.

Ure (URE): Ure, amonyak ve karbondioksit olusturacak sekilde (ireazdan ayrilir. Amonyak (amonyum karbonat seklinde)
pH’ta fenol kirmizisi géstergesinin saridan pembeye degismesi ile tespit edilen bir artisa neden olur.

indol (IND): Triptofan metabolizmasi, indol olusumu ile sonuglanir. Ksilen, besiyerinden indolii ekstrakte eder ve
konsantre eder. Ehlrich Reaktifi, pembe renk olusturmak icin indol ile reaksiyona girer.

Nitrat (NIT): Bir organizmanin nitrati nitrite indirgeme yetenegi Sulfanilik Asit ve ardindan N, N-Dimetil-Alfa-Naftilamin
ilave edilmesiyle tespit edilir ve bu maddeler nitrit varhdinda kirmizi renk olusturur.

Katalaz, hidrojen peroksidi kabarciklar olarak serbestlesen su ve oksijen gazina ayirir.

ORGANIZMA TANIMLAMASI
MicroScan Hizli Anaerob Biyotip Kod Kitabi bilinmeyen test organizmalarinin tanimlanmasi igin kullanilir. Bu kod kitabi
tanimlama panelinde bulunan testler igin Beckman Coulter’in veri tabani kullanilarak olusturulmustur.

MicroScan Hizl Anaerob Kod Kitabi, Hizli Anaerob tanimlama panelindeki 24 testin bilgisayar analizine dayanmaktadir. Test
sonuglari, kod kitabinin bir tir tanimlamasini ve kimdlatif bir géreceli tanimlama olasiligini listeledigi 8 basamakli bir “biyotip
numarasina” dénasturaldr. Tdm olasi tanimlamalar, %99,9’luk kimulatif saylya en yiksek olasiliktan baglayarak azalan
sirada yazilir. Kod kitabinda bulunamayan bir biyotip numarasi mevcut olmasi durumunda ilk dnce bir prosedur hatasindan
suphelenilmelidir. Genellikle biyotip numarasi hatali ilave edilmistir veya bir reaksiyon hatali kaydedilmistir. Biyotip numarasi
dogruysa karigik bir kiltir olasiligi kontrol edilmeli ve organizma, yeterince bulanik bir hiicre stiispansiyonu kullanilarak ve
6zel 6nem verilerek yeniden test edilmelidir. Yeniden test yaptiginizda ayni sonuglari elde ederseniz Beckman Coulter web
sitesinde Biyotip Arama Hizmetine bagvurun veya yerel dagitimciniza danisin.

METODUN SINIRLILIKLARI
1. Test edilecek organizmalar, timu %5 koyun kani ile TSA, Brucella, beyin kalp inflizyonu veya Columbia agari gibi segici
olmayan ortamlarda kiltirlenmelidir. Antibiyotik, yani, LKV (Kanamisin/Vankomisin), Bakteroidler Safra Eskulin (BBE)
agari, Feniletil Alkol (PEA) agari vs. iceren segici ortamlar kullaniimamalidir.

2. Organizma suspansiyonunun tlrbiditesi, en az McFarland 3 standardina esit olmali ancak McFarland 5 standardindan
yuksek olmamalidir. Test edilecek organizmanin slispansiyonu, bir McFarland 3 standardindan daha az bulaniksa, zayif
reaksiyonlar veya yanlis negatif reaksiyonlar meydana gelebilir.

3. Hizhh Anaerob Tanimlama paneli, yalnizca anaerobik bakteriyi tanimlamak icin tasarlanmigtir. Testten d6nce her
organizma, aerotolerans, saflik, Gram boyama reaksiyonu ve kolonyal morfoloji agisindan test edilmelidir. Belirli bir
biyotip numarasi igin birden fazla tir tanimlamasi listeleniyorsa, dogru tanimlama icin ek testler gerekli olabilir.

4. Klinik durumlarda karsilagilan anaerobik tirlerin timd Hizli Anaerob veritabanina dahil edilmemigtir. Hizli Anaerob
panelinde tanimlanan turler, Hizli Anaerobe Biyotip Kod Kitabinda listelenir. Anaerobik tanimlamalar, gram boyamalari
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ve diger destekleyici tanilama testleri ile iligskilendiriimelidir. Kullanici, bu testler igcin ve ayrica guncel bakteriyel
terminoloji icin glincel referans literatiire bagvurmalidir.

5. MicroScan Hizli Anaerob Tanimlama Paneli, MicroScan Cihaz Sistemleri ile kullanilmak (zere FDA tarafindan
onaylanmamistir. Bu panel manuel olarak okunmalidir.

KALITE KONTROL

MicroScan Hizl Anaerob Tanimlama ortaminin kabul edilebilirligi, bilinen reaksiyonlar ile organizmalarin test edilmesi yoluyla
kontrol edilmelidir. Negatif reaksiyonlar, 50 pL otoklavlanmis deiyonize su ile panelin rehidre edilmesi ile elde edilebilir. Tim
substratlar yorum tablosunda aciklandigi gibi negatif olmalidir. Kultir saflidi, inokalim olarak kullanilan sispansiyondan
uygun agar ortamina alt kultirleme yoluyla kontrol edilmelidir. Test sonuglari, karma bir kaltlrin tespit edilmesi durumunda
gecersizdir (Bkz. Tablo 2)."

Tablo 2
Kalite Kontrol Tablosu

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substratlar ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL + Vv + —
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO4
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX
TRE?
URE
IND
NIT?
KATALAZ - - + -

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA ABD.
2. Optimum sonuglar igin C. perfringens kultirt yalnizca 24 saatlik olmahdir.

PERFORMANS OZELLIKLERI
Cesitli yeni klinik izolat setlerini temsil eden anaerobik organizmalarin kullanildigi klinik ¢galismalarda, Hizli Anaerob Tanimlama
paneli izolatlarin %92’sini dogru bir sekilde tanimlamistir.

Sembol Anahtari
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Sembol Anahtari
Sembol Sembol Baghg: Standardin Aciklamasi _[Standart

® Tekrar kullanmayin Bir kez kullaniimasi ya |ISO 15223-1; 5.4.2
da tek bir hastada tek bir
prosediirde kullaniimasi

amagclanan medikal

cihazi belirtir.
g Son kullanma tarihi Medikal cihazin sonrasinda |ISO 15223-1; 5.1.4
kullanilamayacag tarihi
belirtir.

*Onerilen Amerika Tipi Kiiltir Toplama kontrol organizmalarina ait her reaksiyon igin sonuglar Kalite Kontrol Tablosunda
listelenmektedir.
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Sembol Anahtari
Sembol Sembol Baghg: Standardin Aciklamasi |Standart
Lot Seri Kodu Parti veya lot ISO 15223-1; 5.1.5
tanimlanabilecek sekilde
Ureticinin parti numarasini
belirtir.

Katalog Numarasi Medikal cihazin ISO 15223-1, madde 5.1.6
tanimlanabilmesi igin
ureticinin katalog numarasini
belirtir.
wl Uretici AB Ydnetmelikleri ISO 15223-1, madde 5.1.1
90/385/EEC, 93/42/EEC
ve 98/79/EC’de tanimlandigi
sekilde medikal cihaz
ureticisini_belirtir.

] Uretim Tarihi Medikal cihazin Uretildigi |ISO 15223-1; 5.3.1
tarihi_belirtir.
[ec [Rer] Avrupa Toplulugu Yetkili Avrupa Toplulugu yetkili [ISO 15223-1, madde 5.1.2
Temsilcisi temsilcisini _belirtir.

<n> sayida test i¢in yeterlidir |IVD’yle gergeklestirilebilecek|ISO 15223-1; 5.5.5
toplam IVD testi sayisini
belirtir. (Genellikle reaktif
kitlerine dahildir).
In Vitro Diyagnostik Medikal in vitro diyagnostik medikal ISO 15223-1, madde 5.5.1
Cihaz cihaz olarak kullaniimak
Uzere tasarlanmis medikal
cihazi belirtir.
)I Sicaklik Kisitlamasi Medikal cihazin glivenli bir |ISO 15223-1; 5.3.7
sekilde maruz kalabilecegi
sicaklik sinirlarini belirtir.
(& Kullanma Talimatina Bagvurun|  Kullanicinin kullanma  |ISO 15223-1; 5.4.3
talimatina bagvurmasi
gerektigini belirtir.

<

c € CE Isareti Avrupa Uyumu Duzenleyici (uygulanamaz
Isareti
icindekiler uygulanamaz uygulanamaz
CONTENTS]AST icerik (paket) Antimikrobiyal Ajan uygulanamaz
(kisaltma)
icerik (paket) Tanimlama Substrati uygulanamaz
(kisaltma)
Guvenlik Bilgi Formu Guvenlik bilgi formunu  |uygulanamaz
belirtir.
Made in USA uygulanamaz uygulanamaz
Sadece ihracat Amach uygulanamaz uygulanamaz
Kullanim Igindir
—) Sulandirma Hacmi uygulanamaz uygulanamaz
[ | Kirilabilir, dikkatli tutun Medikal cihazin dikkatli |ISO 15223-1; 5.3.1
1 tasinmamasi halinde
kirlabilecegini veya hasar
gbrebilecegini belirtir.
TT Bu kisim yukariya gelecektir | Dogru dikey konumu belirtir |ISO 7000: 0623

ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information
to be Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Medikal cihazlar — Medikal Cihaz Etiketleriyle
kullanilacak semboller, Etiketleme ve Temin Edilecek Bilgiler. 1. Bélim: Genel Gereklilikler).

Bu belgede belirtilien Beckman Coulter, stilize logo ve Beckman Coulter riin ve hizmet markalari, Beckman Coulter, Inc.
firmasinin ABD’de ve diger Ulkelerdeki ticari veya tescilli ticari markalaridir.
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MicroScan

lNpakTnyeckoe pyKoBOACTBO NO ObICTpoun naeHTudukaumm aHaspobos
B1017-2

HA3HAYEHUE
MaHenb MicroScan ans 6eicTpor naeHTMdUKaumm aHaspoboB npegHasHadeHa Ans ObICTPON AeHTUMMKaALUN aHadPOBHbIX
GakTepuii, N30NMPOBaHHbIX U3 KMMHUYECKNX 0Opa3LIoB, NOMyYEHHbIX OT YernoBeka.

KPATKOE OMNMUCAHUE U NPUHLUUIBbI PABOTbI

Ons wnaeHTudmkaumm aHaspobHbiX OGakTepui  Mcnonb3ylTcsa  MoaudMUMpOBaHHbIE CTaHAAPTHbIE W XPOMOTEHHbIE
TECTbl.'2345667 B aBTOKNaBMPOBAHHON OEWOHU30BaHHOW BOAE FOTOBUTCA CYCMEH3NA TeCTUPYEMOro MUKPOOpraHusama c
MyTHOCTbIO 3 no ctaHgapTty Mak®apnanga. Ha naHenu MicroScan anst 6eicTpon ngeHtndukaumm aHaspobos, cogepxallen
24 permppatupoBaHHbIX cybcTpaTa, BbIMOMHSETCS pernapaTtupoBaHue, WHOKYNUMPOBEHME C MOMOLUbK BakTepuanbHow
CYCMNEH3MM N NHKYOUpoBaHMe B aspobHbIX YCNoOBUSIX B TeueHne 4 YacoB npu Temnepatype 35-37°C. NockonbKy Ha naHenm
MicroScan ans 6bicTpon naeHTudmnkaumm aHaspoboB oNpeaensTCca rotoBble PepMeHTbl, POCT MUKPOOPraHN3MOB Ha HEN
He TpebyeTtcs. WHTepnpeTauus naeHTugmKaumm ocyLLEeCTBNSETCA HA OCHOBE M3MEHEHMIN pH, yTunm3aumm onpegeneHHbIX
cybCTpaToB Unu Apyrnx GUMOXMMUYECKNX peaKumii nocne UHKybaumn.

I'IPEHYI'IPE)KHEHVIH M MEPbI NPEOOCTOPOXHOCTU
MaHenn MicroScan ans GbICTpoN MAeHTUdMKAUMM aHa3pOBOB M peareHTbl NpeaHa3HadeHbl TOMbKO ANs in Vitro
ANarHoCTUKN.

2. He ponyckaiiTe nonagaHus B rrasa, Ha KOXy Unv Ha ogexay nNenTuaasHoro peareHTa, peaktvea JQpnuxa, keunona, a
Takke cybCcTpaToB Anst MaeHTUdUKaumm.

3. MMpu paboTe c NpeacTaBnsOWMM ONacHOCTb MUKpoGUONorMyeckum Matepuanom cobniogaiTe npasBuna acenTuku
W YCTaHOBMEHHblE Mepbl MPEAOCTOPOXHOCTU MPU BLINOSIHEHUM BCeX npouedyp, obpalias ocoboe BHUMaHue Ha
Hanuue B MHOKYNMPOBaHHbLIX NMaHesnsx noTeHUnanbHO NaToreHHbIX MUKPOOPraHU3MOB.

4. MMepeq yTunusauueii Bce matepuarnbsl HEOBXOAUMO aBTOKMABNPOBATb.

XPAHEHUE

MMaHenu 1 peareHTbl XpaHAT Npu Temneparype 2—8°C.

KNACCU®UKALIUA ONMACHOCTEN NO CUCTEME CIc

He Knaccmcbwu,wpyeTcsl KakK onacHoe BeLlecTBO

Macnopt 6e3onacHocTy gocTyneH Ha cante techdocs.beckmancoulter.com

CBOP U NPUTOTOBJIEHUE OBPA3LIOB

Moanexawme uccnegoBaHMio 0Opasubl, He cogepXalime HopMmarnbHOM aHaspobHowm hrnopbl, OOMKHbI cobupaTbes,
TPaHCMOPTMPOBATLCS U BbICEMBATLCSA Ha MUTATEmNbHbIE Cpeabl AMA NEPBUYHOW M30MSLMN B COOTBETCTBUN C METOAMKAMMU,
peKOMeHA0BaHHbIMY B AOKYMeHTax Anaerobe Laboratory Manual (JlabopamopHoe pykogodcmeo o pabome ¢ aHa3pobHbIMU
b6akmepusimu)? MNonutexHuyeckoro nHctutyta Bupmxknaum (V.P.1.), Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Pykogodcmeo
Yodceopma no aHaspobHbim 6akmepusm)®, Laboratory Methods in Bacteriology (Pykoeodcmeo mno nabopamopHbIM
memodam 8 bakmepuornozauu)® LleHTpa npodmnaktukm n koHTpons 3abonesanun (C.D.C.) u Manual of Clinical Microbiology
(Pykosodcmee o KrnuHuyeckol Mukpobuonoauu).™

NMPUMEYAHUE. T[lpu nNpuroToBreHMM UHOKYNATa ANs nNaHenem He crefyeT UCMOonb3oBaTb KOMOHWW, BblOESEeHHble U3
CeneKkTUBHbLIX cpef, CoaepXalumx aHTMOMoTukK, To ectb LKV-arapa (kaHaMULMH/BaHKOMULWH), XXENYHO-3CKYNMHOBOrO arapa
ansa Bacteroides (BBE), arapa Ha ocHoBe ¢eHunatunosoro cnupta (P3C) n T. A.

NMPEOOCTABIJIAEMbIE MATEPUAITDbI
MaHenb ansa 6eicTpon naeHtTudmrkaumm aHaspobos (B1017-2)

20 6naHkoB perncrTpauum
MpakTnyeckoe pykoBOACTBO

HEOBXOOUMBIE, HO HE NPEOOCTABINAEMbBIE MATEPUATbI
MwuHepanbHoe macno (B1010-40)

Notok-kpbiwka (B1010-56B)

MenTtnagasHein peareHT (B1012-30B)

0,5%-HbiIi N, N-gumetun-anbda-HacptunammHa (B1010-45A)
0,8%-HbIi pacTBOp cynbgaHunoson kucnotel (B1010-44A)
Pearent Opnuxa (B1015-6)
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Kcunon (B1015-5)
MunetTop 06bemMom 50 MKN CO CTEPUNBHBIMM HAKOHEYHNKaMM

Mepekncb Bogopoaa, 3%-Hbln pacTBop

Boga ona nHokynata — 3 Mn aBTOKNaBMpPOBaHHOW AenoHU30BaHHOM Boabl (B1015-2)

CTepI/IJ'IbeIe annnmkaTtopbl C HQAKOHEYHUKOM U3 BaTbl UMK CTepUIbHble NETNN And MHOKYNnAunn

[epeBsHHbIE Nanoykn Anst HAaHeCeHUs
CrangapTbl MyTHOCTK 3, 4 n 5 no Mak®apnaHgy Ha ocHoBe cyrnbdaTta 6apus

BopTtekc

WHukybatop 6e3 CO, (35°C)
MukpoopraHuamel 11t KOHTPOIs KavecTBsa:
C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

NMPOLUEOYPA
MoaroTroBKa nnaHLeToOB

1.

M3enekute naHenu un3 xonogwunbHuka. He ucnonb3ynWTe naHenu B cllyvyae OTCYTCTBUS WU NOBpPeXAeHUsi
BniaronornoTutensa wnaun npu HapyweHUU LUeJNIOCTHOCTU YynaKoOBKU (ynaKOBKa BCKpbITA, MNPOKoONoTa wWniu
pa3opBaHa).

PaspexbTe nakeT 1 u3Bnekute naHenb. aHenb cpasy e uU3enekute us onbrosoro naketa. [lepen 3anonHeHuem
NnaHLWeTbl HEOBXOAMMO BblAepXaTb A0 AOCTMXKEHUA KOMHATHOM TeMnepaTypbl. MaHenu MoXHO cknaapiBaTb B CTOMKY,
HaKpbIB CBEPXY YUCTbIM JTOTKOM-KPbILLKOW.

MpurotoBneHne MHOKyNATa

1.

Mepen nHOKYNsILMEN NaHenen cnegyet NpoOBEPUTb NCCHeQyeEMble MUKPOOPraHN3Mbl Ha aspOTONEPaHTHOCTb, YNCTOTY,
peakumto ¢ kpacutenem (pama, a Takke MOPMONOrnK KONMOHUN.

Mcnonb3ysd cTepunbHbIi annnMkaTop C HakOHEYHUMKOM W3 BaTbl UMW METNM ANS MHOKYNSUUW, CyCneHaMpywnTe B
npobupke ¢ 3 Mn BOAbl ANA WHOKYNsiTa (@BTOKMaBUPOBAHHOW AEMOHWU30BAHHOW BOAbl) LOCTATOMHOE KONMUYECTBO
KOMOHWM 13 24—48-4acoBOWN KynbTypbl, BbIpalleHHOW Ha HecenekTUBHOW cpede, A0 NOoNyyYeHUst CyCneH3umn, MyTHOCTb
KOTOPOW cocTaBnsieT He MeHee 3 1 He bonee 5 no Mak®apnangy. Npy HeobxoanmocTn nepemellanTe oo o6pa3OBaHm;|
CyCMneH3nn. VIHOKynsaumio naHenym Heobxoanmo NpoBOAUTL B TedeHne 15 MUHYT nocne NpurotoBNeHUs CyCneH3nu.

MHOKyHﬂLIVIﬂ naHenu

1.
2.

3.

M3BneknTe naHenb u3 (bOJ'IbFOBOFO nakeTa n npukpenute K Hen 9TUKETKY C HOMepOM o6pa3u,a.

B kaxpgyto nyHky c cybctpatom u B ABe KoHTporbHble nyHkn (BNAC, NPC) po6asbte no 50 mkn ©aktepuanbHom
cycneHsuu. [Npu aToM He peKoMeHOyeTCsl UCMONb30BaTb NACTEPOBCKYHO NUMNETKY ANS MHOKYNALUN.

Mocne nHokynaumm Kaxkgon fyHkM naHenu 50 MK MHOKYNSTa crerka nocTydnTe nanbuammy no Kaxaon CTopoHe naHenm
ansa obecneyeHns nepemMeLlnBaHnSA UHOKYNSTa ¢ cybcTpaTom.

Cnou macna ansa npoBegeHUss GUOXMMNYECKON peaKkLumn

Ha noBepxHocTb nyHok ¢ moyeBuHon (URE) n nigonom (IND) HaHecuTe no 2—3 kannu MrHeparbHOro Macna.

UHkybauuns

1.

2.

Croxute naHenu cTonkamu no 3-5 WTyK B KaXXOOW, a BEPXHIO NaHenb HaKpoWTe KPbILWKOW Afs NpeaoTBpalleHust
ncnapeHus.

MHKyOupyiTe MHOKYNMpOBaHHbIE NaHenu B TedeHne 4 yacoB npu Temnepatype 35-37°C B uHkybatope 6e3 CO.,.

CuntbiBaHWe OaHHbIX C MaHLWeToB

1.

M3BneknTe M3 xonogurnbHUKa nenTuaasHbld peareHT He MeHee YeM 3a 30 MWHYT OO0 cuuTbiBaHMS nadenen. [pwu
Temnepatype 4°C B NenTMaa3HOM peareHTe MOXET BbINacTb 0CaAoK, OOHAKO Mpy KOMHATHOW TemnepaType OH CHOBa
pacTtBopsieTcs. He gonyckaerca HarpeBaHue NenTuaasHOro peareHTa Ans YCKOpeHUs pacTBOPEHUsT KpUcTannmy4eckoro
ocafka, MOCKOMbKY NOBbILIEHHas TeMnepaTypa Bbl3blBAeT pasfoXeHue peareHTa.

*American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA

" K uucny HecenekTMBHbIX Cpef OTHOCATCS TpunTukaso-coesbii arap (TSA), Opyuenna-arap, arap ¢
cepaevHO-MO3roBOW BbITSXKKON 1 KONYMOUCKMIA arap, Kaxxabli U3 KOTOPbIX COaePXUT 5% OBeYbeN KPOBMU.
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2. [laHenu JomkHbI CYUTLIBATLCA Ha 6enom CbOHe B OTpaXXeHHOM CBeTe.

Tabnuya 1. Cybcmpamal

Cyb6cTparbl Cokp. |Cy6cTparbl Cokp.
n-HUTpodeHnn-B-D-ranakronnpaHosmng BGAL |L-nuanH-B-HadTrnammg (KUCnoTHbIN) LYA
n-HUTpodeHun-a-D-ranakTonMpaHosng AGAL _ |Mmuunnrmuvumi-B-Hadbtnnamug GGLY
6uc-(n-HuTpodeHun)-pocdart BPO, |ImuunH-B-HadTnnamug GLY
p-HUTpodeHun-N-aueTun-f-D-rnoko3amuHng NGLU _|L-nponuH-B-Hadtunamug PRO
n-HUTpodeHnn-a-D-rnokonupaHosng AGL L-aprvHuH-B-HadbTrnamug ARG
0-HUTpodheHun-f-D-rniokonvpaHosng BGL L-nupponuaoHun-B-Hacdptnnamug PYR
n-HUTpodeHunn-pocoar PO, L-TpuntodaH-B-HadTmnamumg TRY
n-HUTpodeHun-a-L-dykonnpaHosng AFU 3-nHgokcundocdar IDX
n-HUTpodeHuN-a-D-maHHONMpaHo3ng MNP Tperanosa TRE
L-nenumH-B-HadpTrnammg LEU MoueBuHa URE
DL-MeTnoHWH-B-HadTnunammg MET Wugon IND
L-nu3nH-B-HadpTnnamug (LienoyHon) LYB HuTpat NIT
3. [llocne 4-yacoBou MHKyGaLuum 3anunTe pedyneraThl 4N BCex CybCcTpaToB, He TpebyoLWmX JONOMHUTENBHBLIX peareHToB:
BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE n TRE. Cpaenute BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL,
BGL, PO,, AFU n MNP ¢ KOHTpOmbHOM NyHKOWN ¢ HUTpodeHunoBbiM peareHToM (NPC). Jltobon oTTEHOK XenToro upeta
cnegyeT 3anucbiBaTb Kak MNONMOXMUTENbHbIA pe3ynbrar.
4. [obGaebre 1 kanmnto nenTugasHoro peareHTa B nyHkn LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY n BNAC.

A. Tlopgoxaute He MeHee 30 cekyHO OO pasBUTUS LBETHOW peakuuu, MOCMne 4ero 3anuwiuMre pesynbraTbl.
lMpomMexXyTok BpeMeHu mexay fobaBrneHmemM peareHTOB U 3anuCbio pe3yrnbTaToB He JOIMKEH NpeBbillaTh 3 MUHYT.
JTioBon OTTEeHOK PO30BOrO0 MMM KpacHOro LBeTa criedyeT MHTEPNpeTupoBaTb Kak MOMOXWTENbHbIA pesynbrar.
Co BpeMeHeM LBET 3TMX JIYHOK CTaHOBUTCA Oornee TeMHbIM, MO3TOMY XeNnTas OKpacka, ykasbiBawollas Ha
oTpuuaTenbHbI pe3ynbTaTt, MOXET NepexoguTb B TEMHO-OPaHXEBYHO; NPU 3TOM pesynbraT BCe paBHO cregyeT
cuuTatbh OTpuuaTtenbHbiM. Peakumio crnegyeT 3anucbiBaTb Kak MOSMIOXUTENBHYH TONMbKO B Cryvyae po30BOW
WUNN KpPacHOW okpacku. HekoTopble NMyHKU MOryT UMETb Oonee TEMHO-OpPaHXEBbLIA OTTEHOK MO CPaBHEHMWIO C
KoHTponbHou nyHkon (BNAC), ogHako pesynbsraTt Bce paBHO CreayeT 3anncbiBaTh Kak OTpULaTenbHbIN.

B. TMMocne pgobaBneHnsa nenTMaasHOro peareHTa B KOHTPOMbHYK NyHKY ¢ B-Hadtunammoom (BNAC) uBeT nyHKu
JOSMKEH cTaTb XenTbiM. B cnyyae nosiBneHus po3oBOWM UM KpacHOW OKpacku MenTuaasHbl peareHT criegyet
YTUNN3MPOBaTb BO M30EXaHNE NOMyYeHUs NOXHOMONOXKUTENBHBIX UHTEPNPETALUNA.

5. [ns obneryeHunst MHTepnpeTaumnn pesynbTaToB B MIAHLWET BKIOYEHbI ABE KOHTPOIbHbIE JTYHKU.

A. BNAC — koHTponb ¢ B-HadpTtunammngom. NMocne gobaeneHus nenTuaasHoro peareHTa UBeT 3TON MyHKU OOMKeH
CTaTb OT XENTOro 40 OpaHXeBoro.

B. NPC — KkOHTpOnb C HUTPOEHUNOBLIM peareHToM. JTa NyHKa AomkHa ObiTb 6eCLBETHOMN.

6. B nyHky c nHgonom (IND) gobasesre ogHy kannto kcunona. lNMepemelwanTte cogepxmmoe nyHku IND ¢ ucnonb3osaHvem
OepeBSAHHOM NanoYvkn Ans HaHeceHus. [lobaskTte 1 kannio peareHTa Jpnuxa. Yepes 2—3 MUHYTbI NpounTanTe pesynbsrart.

7. B nyHky c¢ Hutpatom (NIT) pobaeste 1 kanm cynbgaHWOBOM KUCHOTbI, a 3atem — 1  kanmwo
N, N-gumetnn-anba-HapTunammHa. Yepes 2—3 MUHYTbI NpounTanTe pesynsrart.

8. B nyHky c BGAL gob6aBbte 2—3 kannu 3%-Horo pacteopa nepekvcu sogopoga. lNMogoxante 2—5 MUHyT, 3aTeM 3anuwumTe
pesynerat. ObpasoBaHue KpynHbIX Ny3bIpen yKasbiBa€T Ha NOMOXUTENBHYIO PeaKLMIo.

PE3YNbTATDI

1. Tabnuua ans nHTepnpeTauumn pes3ynbTaTtoB GMOXMMMYECKUX peakuumn
Cyb6cTpar PeareHTbl MonoxutensHKMpULaTeNnbHbIA
BGAL CpaBHUTE C KOHTPOMbHOW NYHKOWN C Tobon Mpo3payHbIn
AGAL HuTpodeHunossim peareHTom (NPC) OTTEHOK

Xentoro
BPO,
NGLU
AGL
BGL
F’O41
AFU
MNP
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Cyb6eTpar PeareHTbl MonoxutenbHKMpULaTeNnbHbIN

LEU [ob6aebTe 1 Kanno nentTuaasHoro peareHta. Jliobon OT xenToro go
MET MopoxanTe He meHee 30 cekyH (HO He Bornee OTTEHOK OT opaHXeBoro
LYB 3 MVHYT) 0O NOSIBNEHNS LIBETHON peakLmm. pO30BOro Ao
LYA nypnypHoro
GGLY KoHTponbHas nyHka ¢ 3-Haptunammaom
GLY (BNAC) pomxkHa 6bITb XenToro LuBeTa.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX CwuHuin uBet  [Npo3padHbin
WA CUHUI
ocagok
TRE XKenTbin OpaHxeBblii
UIN KpacHbIN
URE PosoBbinn unn  XXentbih unn
KpacHbIN OpaHXeBbli
IND [obasbTe 1 kannto kcunona, nepemeluanTte n Po3oBbIN KenTtbii unn
pobaBbTe 1 Kanno peareHTa Opnuxa. Yepes Npo3payHbIi
2—3 MWHYTbI NpoYuTanTe pesynsrar. (6ecuBeTHbIN)
NIT Ho6aebte 1 kannto 0,8%-Horo KpacHbii or
pacTtBopa cynbaHunoBom npo3pavyHoro
kucnotbl U 1 kanno 0,5%-Horo no
N, N-gumeTtunn-anba-HadTnnammHa. GneaHo-po30BOro
Yepes 2—3 MUHYTbI NpoYMTanTe pesynsrar.
Katanasa B nyHky BGAL go6aBbte 2—-3 kannu 3%-Horo KpynHble OtcyTtcTBME
pactBopa nepekucu sogopoga. Nogoxante  nysbipu nysblpen (unm
2-3 MVHYTbI 40 06pa3oBaHNUs Ny3bIPLKOB. HebonbLloe
KOnM4ecTBO
MerKnx
ny3bIpbKOB —
Takoe xe, Kak
n B Opyrux
NYHKax).

1. Ha oTpuuaTenbHy peakuuto ¢ PO4 MOXET yKa3dblBaTb OTCYTCTBME OKpalLlMBaHUA Unn 6]'Ie,D,HO-)KeJ'ITaF| OKpacka.
2. MpuvHUMNBbI peakuun naeHTUdMUKaLMm

HutpodeHunbHble cybetpatbel (BGAL, AGAL, BPO, NGLU, AGL, BGL, PO, AFU, MNP): opto- unu
napa-HuTpodeHunoBble cybcTpatbl OeCUBETHbI. B npucytctBum cooTBeTcTBYlOWEro depmMeHTa cybctpar
pacLiennsieTcsa ¢ BbICBOOOXaeHNEM CBOOOAHOro O- Unn N-HUTPOEHONA, NMEIOLLIENO XENThIN LBET.

B-HacbTUNaMmnabl aMMHOKUCIOT B KavecTBe cybcTpatoB (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY):
npu rmgponuse cybcTpaTa B NPUCYTCTBUM COOTBETCTBYOLLEro dhepmeHTa (kak npaBuno, apunaMmmgassl aMUMHOKUCIOT)
BblCBOOOXOaeTcs B-HadpTunammug. B-HadbTUnamug BbISBNSeTcs nNpu aobaBneHuuM nN-gUMETUNaMUHOKOPUYHOIO
anbgernaa (K nenTuaasHoMy peareHTy), KOTopblid 06pasyeT KOMMMEKC C LIBETOM OT pO30BOro A0 hMONeToBOoro.

NMPUMEYAHME. depmeHTOM, pacwenngowumM  B-HadTrnamug amuHOKUCHOThI, SABMSETCHS aMUHOKUCIOTHas
apunamugasa. B kadectBe cMHOHMMa apunamugasbl 4acTO MCMONb3YT TEPMUH «aMuHonenTuaasa», OAHaKo
dakTu4eckn 3TOT TEPMUH OTHOCUTCA K (PEepMEHTY C Apyron crneumduyHOCTbI0 (amuHonenTugasa oTwennser oT
nentnaa N-KOHUEBYO aMMHOKMCNOTY). Apunammgasa U amuHonentugasa MoryT rmgpornu3oBatb OOMH WM TOT Xe
cybcTpaTt — B-HadpTMnamMug aMMHOKMCOTHI. Takum oBpa3om, Npy UCMONb30BaHUM NaHENN He BCErga BO3MOXEH 3amep
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Pa3fMMYHbIX N nHOMBUAOYyalnbHbIX CbepMeHTOB. OpHa n Ta xe apunamMmmgasa MOoXeT rmaponm3oBaTtb B-Ha(*)TVIJ'IaMI/Iﬂ,bI
HECKOINbKNX aMWUHOKUCIIOT.

Mupgokcundgocdar (IDX) — umHookcundocdar nog gencrenem docdatasbl paclLennseTcsa C BbiCBOOOXAEHNEM
MHAoKcUna. lMpn B3aMOAQENCTBMM C KUCIOPOAOM WHAOKCMN obpasyeT KpacuTernb WHOUIO CUHWA, KOTOpPbIN
npeacrtasnseT cobon HepacTBOPUMBIN OCaA0K CUHENO UM CUHE-3ENEHOro LBeTa.

Tperanosa (TRE): ytunusauusa Tperanosbl NpUMBOAMT K 0Opas3oBaHMIO KUCMOTbl M MOCHEnyLWweMy CHKEHUIO pH,
KOTOpOe onpenenseTcs ¢ NOMOLLbIO MHAMKaTopa heHONOBOro KPacHOro, MEHSIIOLLIEro LIBET C OPaHXXEBOrO Ha XEenTbIN.

MoueBuHa (URE) — moueBMHa pacliennseTcs ypeason ¢ ob6pa3oBaHMeM aMMmnaka u gnmokcuaa yrnepoga. AMMuak (B
dopme kapboHaTa aMMOHUS) BbI3bIBAET MOBbILEHNE PH, KOTOPOE BLISBMSETCS C MOMOLLbLIO MHAMKATOpa (heHOoNnoBoro
KpacCHOro, MEHSIIOLLETO LIBET C XENTOro Ha pPO30BbIW.

Mupon (IND): nngon obpasyertcs B pesynsrate Mmetabonuama tpuntodaHa. Keunon akctparmpyet Haon us bynsoHa u
KOHUeHTpupyeT ero. PeakTns Opnuxa pearmpyet ¢ MHAONOM ¢ 06pa3oBaHNeM COEAMHEHNS PO30BOrO LiBeTa.

Hutpat (NIT): cnocobHOCTb MUKpOOpraHnama BOCCTaHaBnuBaTb HUTPAT B HUTPUT BbISABNAETCH Npu AobasneHum
cynbgaHunoBoun kucnotel, a 3atem N, N-gumetun-ansda-HacdpTunammHa, KoTopbliin B NPUCYTCTBUN HUTPUTA BbI3blBAET
KpacHoe OKpalunBaHue.

Katanasa paclennser nepekucb Bogopofa C obpasoBaHMEM BOObI U KMCNOpo[a, KOTOPLIA BblOeNsieTcss B BuAE
ny3blpen.

MWOEHTUPUKALIMA MUKPOOPIrAHU3MOB

[ns ngeHtudmkaumm Hem3BeCcTHbIX NccneayemMbiX MMKPOOPraHM3MoB NCNonb3yeTca kogosas kHura MicroScan gns 6eictporo
onpegeneHus 6uotuna aHaspoba. OTa KogoBas KHWra cosgaHa Ha ocHoBe 6a3bl AaHHbIX komnanun Beckman Coulter ans
TECTOB, BKMIOYEHHbIX B NaHenb Ans ngeHTndukaumm.

KognoBas kHura MicroScan gns GbicTporo onpegeneHvs aHaspoboB OCHOBaHa Ha KOMMbIOTEPHOM aHanuse 24 TecTos,
BKIIOMEHHbBIX B NaHenb Ans 6bicTpon naeHtudukaunm aHaspobos. PesynbraTel TecTa npeobpa3sytoTcs B 8-3Ha4HbIM «HOMEpP
BuoTuna», AnNs KOTOPOro B KOOAOBOW KHUME yka3aH CMUCOK HauMeHOBaHMM BUAOB MWKPOOPraHM3MOB, @ TakxKe COBOKYMNHas
OTHOCUTENbHAsA BEPOSATHOCTb MaeHTUdMKaumm. Bece BO3MOXHbIE MaeHTUdUKaLMM pacneyaTbiBatoTCs B NOPAAKE YMEHbLUEHUS
BEPOATHOCTM MAEHTUdMKALMUN, HAYMHASA C MaKCUManbHOW; B KOHLE CMNCKa yKa3biBAaE€TCA COBOKYMNHasA BeposTHOCTL (99,9%).
Ecnu Homep 6rnoTuna B KOAOBOW KHUIe OTCYTCTBYET, TO Npexae BCero Heobxoanmo NpeanonoXuTb OLWMOKY Npu NpoBegeHUm
npouenypbl. OObLIYHO 3TO CBA3aHO C HenpaBwibHbIM AobaBneHneM HoMmepa GuoTvna UM OLMBGOYHON 3aNMCbio peakLni.
Ecnn Homep 6uoTuna ykasaH npasBurbHO, CreayeT NPOBepUTb, He ABMSETCA N CMELUaHHOW KynbTypa MUKpOOpraHusmMa, a
3aTeM MOBTOPHO NPOTECTUPOBaTb MMUKpPOOpraHuam, obpalias ocoboe BHMMaHWe Ha WUCMONb3oBaHWE OOCTaTOMHO MYTHOW
KNeTouyHon cycrneHsun. Ecnu npy NOBTOPHOM TECTUPOBaHWM pe3ynbTaTbl HE W3MEHSIIOTCS, CregyeT BOCMOfb30BaTbCH
dyHKUMSIMN cepBUCHOM NporpaMmmebl Biotype Lookup Ha BeG-cante komnanum Beckman Coulter nnm o6patntbcsi K MECTHOMY
ANCTPUBLIOTOPY.

OrPAHUYEHUA METOOA
1. Mwukpobuonormyeckuii NOCeB nccnegyeMblX MUKPOOPraHM3moB, HEO6XxoOuMO NMPOBOAUTE Ha HECENEeKTUMBHbIX cpeaax,
K 4MCny KOTOPbIX OTHOCATCS TPUNTUKa30-coeBbin arap (TSA), Gpyuenna-arap, arap ¢ cepge4yHO-MO3roBOM BbITSHKKON
N KONyMOWINCKWIA arap, Kaxabli U3 KOTOpbIX coaepxut 5% oBeyber KpoBu. He crnepyeT ucnonb3oBaTb CENEKTUBHbIE
cpenbl, cogepxawue aHTMbuotukM, To ecTb LKV-arap (kaHamuuMH/BaHKOMULMH), >XEMYHO-ICKYNIMHOBBIN arap Ang
Bacteroides (BBE), arap Ha ocHoBe (heHunatunosoro cnupta (®3C) n 1. a.

2. MyTHOCTb CyCMeH3Uu MMKpOOpraHuama AorhkHa COCTaBnsATb He MeHee 3 U He Bonee 5 no ctaHpapty MakdapnaHaa.
Ecnu MyTHOCTb CycCrneH3Wu TecTMpyeMoro opraHuama Hwke 3 no MakdapnaHgy, BO3MOXHbI crabble unm
NOXHOOTpULLATENbHBIE PEaKLMN.

3. lMaHenb pns ObiCcTpoW uaeHTUMKaUMM aHaspoboB paspaboTaHa AnNA uvMAeHTUUKaUMM TOMbKO aHa3pOOHbIX
Gaktepuin. [lepen TECTUPOBAHUEM KaXObli MUKPOOPraHU3Mm criedyeT NpoBEPUTb Ha a3pOoTONEPaHTHOCTb, YMCTOTY,
peakumio ¢ kpacutenem [pama u mopdonornio KonoHun. Ecnm gns onpegeneHHoOro Homepa OvoTMNa B CNUCKe
NOEeHTUPUUMPOBAHHBLIX BUOOB YKa3aHO HECKONbKO HaMMeHOBaHWMW, TO ANs NPaBUbHOW MAEHTUMUKALUN, BO3MOXHO,
noTpebyoTca JOMONMHUTENBHbBIE TECTHI.

4. B 6a3y gaHHbIX BbICTPOro onpeaeneHns aHaspoboB BKITHOYEHbI HE BCE BUAbI aHAadpOOHbIX GakTepuin, BCTpeyatoLLmMecs B
KNMHWYECKUX YCrnoBusiX. Buabl, naeHTMduUMpyemble Npy NOMOLLM NaHenu ans 6bicTpo naeHTndukaumm aHasapoobos,
nepeyvncrieHbl B KOQOBOW KHure anst GbICTporo onpeaerneHus 6uotmnoB aHaspoboB. WpeHTudpmkaumm aHaspoboB
OOIMKHbI COrMacoBbIBaTbCA C pesynbraTtaMmy oKpallvMBaHus No pamy, a Takke C AaHHbIMU OPYrMX NOATBEpPKAaoLLMX
AnarHoctmyeckmx TectoB. Nonb3oBaTtenb JoMmMKeH obpallaTbCs K TEKYLLEN CNPaBOYHON NUTepaTtype no aTum TecTam, a
TaKke y4ynTbiBaTb TEKYLLYO HOMEHKNATypy GakTepui.

5. lMaHenb MicroScan gns GbICTpon naeHTUdUKaumMm aHaspoboB He Obina ogobpeHa Ynpaenennem CLUA no koHTponto
3a NpoAyKTaMu u nekapcTBeHHbIMK cpeactBamu (FDA) onst ucnonb3oBaHus ¢ cucteMaMm MHCTpyMeHToB MicroScan.
Pesynbrathl, nonyvyaemMble ¢ UCMOMb30BaHNEM 3TOW NaHenu, HeobxoaMMO CYMTBIBATbL BPYUHYIO.
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KOHTPOJIb KAYECTBA

MpurogHocTb cped, NpuMeHseMbix B naHensx MicroScan gna 6eicTpon ngeHtudmkaumm aHaspobos, criedqyeT npoBepsTb
nyTeM TECTUPOBAHUS MUKPOOPraHM3MOB C UCMOMb30BaHWEM MW3BECTHbIX peakumi. OTpuuaTenbHble peakuum MOXHO
nony4nTb, NMPOBOASA pervapartaumio naHenu npu gobaeneHun 50 MKN aBTOKMaBMPOBAHHOW AeWOHU30BaHHOW BoAbl. Kak
yKasaHo B MNosiCHUTenbHoOW Tabnuue, Bce cybcTpaTtbl Mpy 3TOM AOSMKHbI NOKa3aTb OTpuuaTtenbHyto peakumio. YucToty
KynbTypbl crieqyeT nNpoBepsTb NepeceBoM M3 CYCNeH3NU, NCMONb3YyeMON B KAYeCTBE UHOKYNATa, Ha NOAXOAsLEN arapoBoK
cpefe. B criyyae BbIsIBNEHUs: CMELAHHON KyJSbTypbl Pe3yribTaThl TECTA CYUTAIOTCS HEAENCTBUTENBHLIMM (CM. Tabnuuy 2).

Tabnuua 2
Tabnuua KOHTpoONsA KavyecTBa

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Cy6cTpaTthl ATCC 13124' ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
BGAL \Y -
AGAL
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU
MET
LYB
LYA
GGLY
GLY - -
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX
TRE?
URE
IND
NIT?
KATAJTA3A - - + —

1. American Type Culture Collection, Manassas, VA, CLUA.
2. ins nonyyeHuns onTumarbHbIX pe3ynstaTtoB Kynbtypa C. perfringens He formkHa ObiTb cTaplue 24 yacos.

TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKHU
B KnNuHM4Yeckux mccrnegoBaHusaX C UCMOMb30BaHMEM aHA3POOHBLIX MUKPOOPraHM3MOB, MPEACTaBMSAIOLWMX LMPOKUA Habop
nocnegHnx KrnMHUYECKNX W30MAToB, NPUMEHeHMe naHenu ans ObicTpor maeHTudukauum aHaspoOOB MPMBOAMIIO K
npaBurbHoM ngeHtTndukauum 92% mn3onaTos.

+ +|<| +]| +
|

+| |
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Knwoy cumBonoBs

Kniou cumBonoB

CumBon HasBaHue cnmBona OnucaHue ctaHgapTta |CtaHgapTt
® 3anpeT Ha NOBTOPHOE O6o3HavaeT megmuuHckoe [ISO 15223-1; 5.4.2
npuMeHeHne nsgenue, npegHasHa4yeHHoe

Ans 0AHOPa3oBOro
NPUMEHEHNsT UK ans
NPUMEHEHNS OOHUM
nawLMeHToOM B xo[e OfHoWn
npoueaypsl.

g Cpok rogHocTH O6osHauaet paty, nocne |ISO 15223-1;5.1.4

HaCTYMEeHUs1 KOTOPOW He
cnegyeT MCMNonb30oBaThb
[aHHOoe MeauLMHCKoe

nsnenve.

*PesynbraThl ANA KaXOoW peakumn Ang pekoMeHOOBaHHbIX KOHTPOSbHbIX MUKPOOPraHM3MoB AMepuKaHCKasi KOnnekums
TMnoBbIX KyneTyp, ATCC nepedncrieHbl B Tabnuue KOHTPOns KavyecTsa.
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Knioy cumBonos

CumBon

HasBaHue cumBona

OnucaHue cTtaHgapTa

CraHgapt

LOT]

Kog naptum

O6o3HavaeT kop
cepum npounssoanTens,
NO3BONAKLLNIA
naeHTunumpoBsars cepuio
UNn NapTuio.

ISO 15223-1; 5.1.5

Homep no katanory

O603Ha4aeT HoOMep no
KaTanory npousBoauTens,
NO3BONAOLLNN
noeHTnduumpoBaTb
MeauLMHCKOE u3genue.

ISO 15223-1, nyHkT 5.1.6

NarotoButenb

O6o3HavaeT
npoussoanTens
MEeANLIMHCKOro nsaenus
cornacHo [unpektueam EC
90/385/EEC, 93/42/EEC

ISO 15223-1, nyHkT 5.1.1

EBponeiickom coobuiecTee

npegcrtaBuTens B CTpaHax
EBponenckoro coobLiecTsa.

n 98/79/EC.
] [arta npoussoacTtea O6o3HavaeT gaty ISO 15223-1; 5.3.1
N3roTOBMNEHUS
MeOMLIMHCKOrO N3genusi.
[£C [rer] YNONMHOMOYEHHbIN O603HavaeT ISO 15223-1, nyHKT 5.1.2
npeacraBuTenb B YNOMHOMOYEHHOTO

Cop,epx(vmoe paccynTaHo Ha
<n> TecToB

O6o3HavaeT obLlee
konnyectso VD
(AmMarHoCcTM4ecknx TecToB
in vitro), KoTopble MOXHO
BbIMOSTHUTbL C MOMOLLbIO
MeaMLMHCKOro u3aenus Ans
IVD (omarHocTukm in vitro).
(CTaHgapTHOE KONMM4YecTBO
ans Habopa peareHToB).

ISO 15223-1; 6.5.5

MeauumHckoe nagenve ans
JONarHocTuku in vitro

O6o3HavyaeT MeguLuHcKoe
nsgenve, npegHasHa4yeHHoe
OIS UCNOMb30BaHNA Npu
OVNarHoCTuKe in Vitro.

ISO 15223-1, nyHKT 5.5.1

TemnepaTypHble
orpaHuyeHus

O6o3HavaeTt npeaernbHbie
TemnepaTtyphbl, He
OKasblBaloLLMe ONacHoro
BO30ENCTBUS Ha
MeaMLUMHCKOE n3genve.

ISO 15223-1; 5.3.7

O6paTtuTech Kk VIHCTpyKUMAM
Mo MPUMEHEHUIO

O6o3Ha4aeT, 4YTo
nonb3oBaTenb OOIMKEeH
0O3HaKOMUTLCH C
WHCTPYKUMAMU 1O
NMPUMEHEHMUIO.

ISO 15223-1; 5.4.3

c € Mapkuposka CE OTtmeTka 0 cooTBeTCTBUM |HEMPUMEHUMO
ctaHgaptam kadectea EC
CopepxaHue HENPUMEHUMO HenpMMEeHNMO
Copepxunmoe (ynakoBka) AHTUGaKkTepmanbHbIn HenpUMmeHnmo
npenapar (CokpalleHue)
Copepxunmoe (ynakoska) CybcTpar ans HenpuMeHMmo
naeHTudmkaumm
(cokpalueHue)
MacnopT 6e3onacHoCcTU O603HavaeT nacnopt HenpuMeHnmo
0©e30MacHOCTML.
CpenaHo B CLUA HEeNnpUMeHUMOo HEeNnpUMeHUmMo
For Export Use Only Tonbko Anga akcnopTa HenpmMmMmeHnumo HenpmMmeHnmMmo
— OObeM BOCCTaHOBIEHUS HenpMMeHMMO HEenpMMeHMMO
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Kniou cumBonos
CumBon HasBaHue cumBona OnucaHue ctaHgaprta |[CraHgaprt
[ ] Xpynkoe usgenue: O6o3Ha4aeT, 4YTo ISO 15223-1; 5.3.1
1 obpawatbcsa ¢ MeaULUNHCKoe u3genue
OCTOPOXXHOCTbIO MOXeT BbITb CrioMaHo

UIn NOBPEXAEHO MpU
HEOCTOPOXXHOM OBpaLLeHNN.
OTON CTOPOHOW BBEPX YkasbiBaeT npasuneHoe |[ISO 7000: 0623
TT BEpTUKanbHOE NonoXeHne

ISO 15223-1: Medical Devices - Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to be Supplied.
Part 1: General Requirements (ISO 15223-1. N3penua meguumHckue. CMMBONbI, MPUMEHSIEMbIE MPU MapKNPOBaHUN Ha
MEONLMHCKNX U3OENNsiX, STUKETKAxX 1 B CONPOBOAMTENbHON AOoKyMeHTaumun. Yactb 1. OcHOBHbIE TpeboBaHWS).

Beckman Coulter, cTunusoBaHHbIN NIOroTMN U ynomMuHaemble 30ecb 3Haku npogykumu u yenyr Beckman Coulter sBnstotes
TOBapHbIMX 3HaKaMW WM 3aperMcTpupoBaHHbIMK TOBapHbIMU 3Hakamu kopropauun Beckman Coulter B CoeanHeHHbIX

LtaTax n gpyrux ctpaHax.
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MicroScan

Manual de procedimentos de identificacao rapida de anaerébios
B1017-2

USO PREVISTO
O Painel de identificacdo rapida de anaerébios MicroScan foi desenvolvido para a identificagdo rapida de bactérias
anaerobicas isoladas a partir de espécimes clinicos humanos.

SUMARIO E PRINCIPIO

Testes cromogénicos, convencionais e modificados, sdo usados para a identificacdo de bactéria anaerdbica.2*45667 Uma
suspensido McFarland 3 do organismo a ser testado é feita em agua deionizada autoclavada. O Painel de identificagédo
rapida de anaerdbios MicroScan, que consiste em 24 substratos desidratados, é reidratado e inoculado com a suspensao
bacteriana e incubado aerobicamente por 4 horas a uma temperatura de 35-37°C. Como o painel de identificagao rapida de
anaeroébios MicroScan detecta enzimas pré-formadas, nao é necessario realizar o crescimento do organismo no painel. Apos
a incubacao, as mudangas no pH e a utilizagdo de determinados substratos ou outras rea¢des bioquimicas sao interpretadas
para identificagao.

AVISOS E PRECAUCOES
1. Os painéis e reagentes de identificacéo rapida de anaerébios MicroScan destinam-se apenas ao uso para diagnostico
in vitro.

2. N&o permita que o reagente peptidase, o reagente de Ehrlich, o xileno ou quaisquer dos substratos de identificacdo
entrem em contato com os olhos, a pele ou as roupas.

3. Observe as técnicas assépticas e as precaugdes estabelecidas contra riscos microbioldgicos em todos os
procedimentos, com especial atencdo ao fato de que painéis inoculados contém organismos potencialmente
patogénicos.

4. Todos os materiais devem ser desinfetados em autoclave antes do descarte.

ARMAZENAMENTO
Armazene os painéis e os reagentes a 2-8°C.

CLASSIFICACAO DE PERIGO DO GHS

N&o classificado como perigoso

A Folha de dados de seguranca esta disponivel em techdocs.beckmancoulter.com

COLETA DE ESPECIME E PREPARACAO

Espécimes apropriados, desprovidos de flora anaerébica normal, devem ser coletados, transportados e colocados em meio de
isolamento primario, de acordo com os procedimentos recomendados no V.P.l., no Anaerobe Laboratory Manual (Manual de
laboratério para anaerdbios),? no Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Manual Wadsworth de bactérias anaerébicas),® nos
Laboratory Methods in Bacteriology (Métodos laboratoriais em bacteriologia) do Centro de controle e prevencdo de doengas®
e no Manual of Clinical Microbiology (Manual de microbiologia clinica).

NOTA: as coldnias de meios seletivos que contém antibiéticos, ou seja, LKV (canamicina/vancomicina) ou agar Bacteroides
Bile Esculina (BBE), alcool feniletil (PEA), etc., ndo devem ser usadas para preparar o indculo para os painéis.

MATERIAIS FORNECIDOS

Painel de identificagao rapida de anaerdbios (B1017-2)
20 planilhas de dados
Manual de procedimentos

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS
Oleo mineral (B1010-40)

Bandeja de protegao (B1010-56B)

Reagente peptidase (B1012-30B)

N, N-dimetil-alfa-naftilamina a 0,5% (B1010-45A)

Acido sulfanilico a 0,8% (B1010-44A)

Reagente de Ehrlich (B1015-6)

Xileno (B1015-5)

Pipetador de 50 yL com pontas estéreis

Peroxido de hidrogénio, 3%
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Agua de inéculo, 3 mL de agua deionizada autoclavada (B1015-2)
Aplicadores com ponta em algodao estéreis ou algas de inoculagéo estéreis
Bastbdes aplicadores em madeira

Padréo de turbidez do sulfato de bario, McFarland 3, 4 e 5
Misturador vértex

Incubador, sem CO, (35°C)

Organismos de controle de qualidade:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

PROCEDIMENTO
Preparacéao de painel

1. Retire os painéis da refrigeragdo. Os painéis nao deverao ser usados se nao houver dessecante, se eles estiverem
rompidos ou se a integridade da embalagem estiver comprometida (sem vedagao, furada ou rasgada).

2. Corte a bolsa para abri-la e retire o painel. Retire o painel imediatamente da embalagem de aluminio. Deixe os painéis
se equilibrarem até a temperatura ambiente antes da reidratagdo. Os painéis podem ser empilhados com uma bandeja
de protegao limpa na parte superior.

Preparagao do inéculo

1. Antes da inoculacdo dos painéis, os organismos a serem testados devem ser observados para verificar a aerotolerancia,
pureza, reagéo da coloragdo de Gram e morfologia de coldnias.

2. Usando um aplicador em algodao estéril ou alca de inoculagdo, suspenda coldnias suficientes de uma cultura de
24-48 horas em meio nao seletivo em um tubo de 3 mL de agua de inéculo (agua deionizada autoclavada) para criar
uma suspensao turva, equivalente, no minimo, ao padrao McFarland 3, mas n&o superior ao padrao McFarland 5.
Agite em vortex para emulsificar, se necessario. Apds o preparo da suspensdo, o painel deve ser inoculado em até
15 minutos.”

Inoculagao do painel
1. Retire o painel da embalagem de aluminio e identifique-o com o0 numero do espécime.

2. Adicione 50 uL de suspenséo bacteriana a cada pogo contendo substratos e nos dois pogos de controle (BNAC e CPN).
O uso de uma pipeta de Pasteur para inoculagdo nao é recomendado.

3. Apo6s o painel ter sido inoculado com o indculo de 50 L, bata levemente em cada lado do painel para garantir a mistura
com o substrato.

Sobreposigcao bioquimica com 6leo

Sobreponha 2-3 gotas de éleo mineral nos pocos de ureia (URE) e indol (IND).

Incubagao
1. Empilhe os painéis em grupos de 3 a 5 com um painel de protecéo sobre o painel superior para evitar a evaporacéo.
2. Incube os painéis inoculados por 4 horas a uma temperatura de 35-37°C em uma incubadora sem CO,.

Leitura dos painéis

1. Retire o reagente peptidase do refrigerador pelo menos 30 minutos antes de ler os painéis. O reagente peptidase pode
precipitar a 4°C, mas se redissolvera em temperatura ambiente. Nado exponha o reagente peptidase a temperaturas
elevadas para acelerar uma nova dissolugéo do precipitado cristalino, pois as altas temperaturas causarao a degradagao
do reagente.

2. Os painéis devem ser lidos usando luz refletida de um fundo branco.
Tabela 1, Substratos

Substratos Abr. Substratos Abr.
p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo BGAL |L-lisina-B-naftilamida (acido) LYA
p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo AGAL |Gilicilglicina-B-naftilamida GGLY

*American Type Culture Collection, Manassas, VA USA

** Os meios nao seletivos incluem TSA, Brucella, infusdo de cérebro e coragdo ou agar Columbia, todos com 5% de
sangue de ovelha.
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Substratos Abr. Substratos Abr.
bis-p-nitrofenil-fosfato BPO, |Glicina-B-naftilamida GLY
p-nitrofenil-N-acetil-3-D-glucosaminida NGLU |L-prolina-B-naftilamida PRO
p-Nitrofenil-a-D-glicopiranosideo AGL L-arginina-B-naftilamida ARG
o-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo BGL L-pirrolidonil-B-naftilamida PYR
p-nitrofenil-fosfato PO, L-triptofano-B-naftilamida TRY
p-nitrofenil-a-L-fucopiranosida AFU 3-indoxil fosfato IDX

p-nitrofenil-a-D-manopiranosida MNP Trealose TRE
L-leucina-B-naftilamida LEU Ureia URE
DL-metionina-B-naftilamida MET Indol IND

L-lisina-B-naftilamida (alcalino) LYB Nitrato NIT

3. Apo6s 4 horas de incubagao, registre os resultados de todos os substratos que n&o exigem reagentes adicionais: BGAL,
AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE e TRE. Compare BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL,
PO., AFU e MNP ao poco de controle nitrofenil (CPN). Qualquer tonalidade de amarelo deve ser registrada como um
resultado positivo.

4. Adicione 1 gota de reagente peptidase aos pogos LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY e BNAC.

A. Deixe a coloragcdo se desenvolver por pelo menos 30 segundos e, em seguida, registre os resultados. N&o
aguarde mais que 3 minutos para registrar os resultados apds adicionar os reagentes. A presenga de qualquer
tonalidade de rosa ou vermelho deve ser interpretada como um resultado positivo. A coloragdo nesses pogos ira
escurecer com o tempo, portanto, uma coloragdo amarela negativa pode se tornar uma coloragéo laranja mais
escura, mas ainda assim deve ser interpretada como uma reagao negativa. As reagdes devem ser registradas
como positivas apenas se houver uma coloragéo rosa ou vermelha. Alguns pog¢os podem conter uma coloragéo
laranja mais escura em comparag¢ao com o pogo de controle (BNAC), mas esses também devem ser registrados
como negativos.

B. Apds a adicdo do reagente peptidase ao pocgo de controle B-naftilamida (BNAC), o pogo deve apresentar uma
coloragdo amarela. Caso haja a presenca de uma coloracdo rosa ou vermelha, o reagente peptidase deve ser
descartado para evitar interpretagdes de falso positivo.

5. Dois pocgos de controle sido fornecidos para auxiliar na interpretagao das reagdes.

A. BNAC = controle B-naftilamida. Apods a adigdo do reagente peptidase, esse pogo deve ter uma coloracdo de
amarelo a laranja.

B. CPN = controle nitrofenil. Esse pogo deve ser incolor.

6. Adicione uma gota de xileno ao pogo de indol (IND). Com o bastédo aplicador em madeira, misture o contetdo do pogo
IND. Adicione 1 gota de reagente de Ehrlich. Faga a leitura apds 2—3 minutos.

7. Adicione 1 gota de acido sulfanilico ao pogo de nitrato (NIT) e, em seguida, 1 gota de N, N-dimetil-alfa-naftilamina. Faga
a leitura apos 2—-3 minutos.

8. Adicione 2-3 gotas de peroxido de hidrogénio a 3% ao pogo BGAL. Aguarde 2-5 minutos antes de registrar o resultado.
Uma reagao positiva € indicada pela formagao de bolhas grandes.

RESULTADOS

1. Tabela de interpretagao bioquimica

Substrato Reagentes Positivo Negativo
BGAL Compare com o pogo de controle nitrofenil  Qualquer Transparente
AGAL (CPN) tonalidade de
amarelo
BPO,
NGLU
AGL
BGL
PO,
AFU
MNP
LEU Adicione 1 gota de reagente peptidase. Deixe Qualquer Amarelo a
MET as reagoes de coloragao se desenvolverem tonalidade laranja
LYB por, no minimo, 30 segundos, mas ndo mais de rosa a
LYA do que 3 minutos. magenta
GGLY O pogo de controle B-naftilamida (BNAC)
GLY deve ser amarelo.
PRO
ARG
PYR
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Substrato Reagentes Positivo Negativo

TRY
IDX Cor Transparente
azul/precipitado
azul
TRE Amarelo Laranja/vermelho
URE Rosa-vermelho Amarelo-laranja
IND Adicione 1 gota de xileno, misture e adicione Rosa Amarelo/incolor
1 gota do reagente de Ehrlich. Faga a leitura
apos 2—3 minutos.
NIT Adicione 1 gota de acido sulfanilico a 0,8% e Vermelho Incolor a rosa
de N, N-dimetil-alfa-naftilamina a 0,5%. Faga claro
a leitura apds 2—3 minutos.
Catalase Adicione 2-3 gotas de peréxido de hidrogénio Bolhas Nenhuma
a 3% ao BGAL. Aguarde por 2—3 minutos grandes bolha (ou
para que se formem bolhas. poucas bolhas
pequenas/mesma
quantidade
em todos os
pocos.)

1. Uma reagéo PO, negativa pode ser de incolor a amarela muito clara.

2. Principios das rea¢des de identificagao

Substratos de nitrofenil (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): os substratos orto ou
para-nitrofenil sdo incolores. Se a enzima apropriada estiver presente, o substrato & clivado, liberando o o- ou
p-nitrofenil livre, que é amarelo.

Substratos de aminoacido B-naftilamida (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): quando os
substratos sao hidrolisados pela enzima adequada (geralmente um aminoacido arilamidase), a -naftilamida é liberada.
A B-naftilamida é detectada pela adigdo de p-dimetilaminocinamaldeido (no reagente peptidase) que cria um complexo
com coloragcao de rosa a roxo.

NOTA: a enzima que cliva um aminoacido B-naftilamida € um aminoacido arilamidase. O termo “aminopeptidase”
€ utilizado com frequéncia como sinénimo para arilamidase, mas representa, na verdade, uma enzima com uma
especificidade diferente (uma aminopeptidase cliva o aminoacido N-terminal de um peptideo). Uma arilamidase e
uma aminopeptidase podem hidrolisar o mesmo substrato aminoacido B-naftilamida. Por essa razdo, o painel nao
esta necessariamente medindo enzimas diferentes e exclusivas. Uma unica arilamidase pode hidrolisar diversos
aminoacidos B-naftilamidas.

Indoxil fosfato (IDX): o indoxil fosfato € clivado por uma fosfatase para liberar indoxil. O indoxil combina-se ao oxigénio
para formar o azul indigo, que é um precipitado azul ou azul esverdeado insoluvel.

Trealose (TRE): a utilizagdo de trealose resulta na formagéo de acido com uma queda subsequente do pH que é
detectada pelo indicador vermelho de fenol, que muda de laranja para amarelo.

Ureia (URE): a ureia é dividida pela urease para formar aménia e diéxido de carbono. A amdnia (na forma de carbonato
de amdnio) causa um aumento no pH que é detectado pela alteragdo do indicador vermelho de fenol que muda de
amarelo para rosa.

Indol (IND): o metabolismo do triptofano resulta na formagéo de indol. O xileno extrai o indol do caldo e o concentra.
O reagente de Ehlrich reage com o indol formando uma coloragéo rosa.

Nitrato (NIT): a capacidade de um organismo reduzir nitrato para nitrito € detectada pela adigao de acido sulfanilico
seguido de N, N-dimetil-alfa-naftilamina, o que produz uma cor vermelha na presenca de nitrito.

A Catalase quebra o perdxido de hidrogénio em agua e gas oxigénio, que é liberado na forma de bolhas.

IDENTIFICAQAO DE ORGANISMOS

O Livro de cédigos de bidtipos para identificagcao rapida de anaerébios MicroScan é usado para a identificacdo de organismos
de teste desconhecidos. Esse livro de cédigos foi gerado com base no banco de dados da Beckman Coulter para os testes
incluidos no painel de identificagcéo.

O Livro de codigos para identificagdo rapida de anaerébios MicroScan baseia-se em uma analise de computador dos 24 testes
incluidos no painel de identificagcao rapida de anaerdbios. Os resultados do teste sdo transformados em um “numero de
biétipo” de 8 digitos, para o qual o livro de cédigos lista uma identificacdo da espécie e uma probabilidade relativa e cumulativa
de identificacdo. Todas as identificacbes possiveis sdo impressas em ordem decrescente da probabilidade mais alta, até
um cumulativo de 99,9%. Caso ocorra um numero de bidtipo que ndo possa ser encontrado no livro de codigos, é preciso
antes suspeitar de um erro de procedimento. Geralmente, o numero de bidtipo tera sido adicionado incorretamente ou uma
reacgdo foi registrada por equivoco. Se o nimero de biotipo estiver correto, deve-se verificar a possibilidade de uma cultura
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misturada e deve-se realizar novamente o teste com o organismo, com énfase especial no uso de uma suspensao de célula
suficientemente turva. Se o novo teste gerar os mesmos resultados, consulte o Biotype Lookup Service (Servigo de busca
de bidtipo) no site da Beckman Coulter ou consulte o seu revendedor local.

LIMITAGAO DO PROCEDIMENTO

1.

2.

Os organismos a serem testados devem ter a cultura feita em meios nao seletivos, tais como TSA, Brucella, infusédo de
cérebro e coragdo ou agar Columbia, todos com 5% de sangue de ovelha. Os meios seletivos contendo antibidticos,
ou seja, LKV (canamicina/vancomicina) ou agar Bacteroides Bile Esculina (BBE), agar alcool feniletil (PEA), etc., nao
devem ser usados.

A turbidez da suspenséao do organismo deve equivaler, no minimo, ao padrao McFarland 3, mas nao superior ao padrao
McFarland 5. Se a suspensdo do organismo a ser testado for menos turva do que o padrao McFarland 3, poderao
ocorrer reacdes fracas ou reagdes de falso negativo.

O painel de identificagdo rapida de anaerébios foi desenvolvido para identificar apenas bactérias anaerébicas. Antes
dos testes, cada organismo deve ser testado para verificar a aerotolerancia, a pureza, a reacéo da coloragao de Gram
e a morfologia das colbnias. Se para um determinado niumero de bidtipo estiver listada mais do que uma identificacao
de espécie, podem ser necessarios testes suplementares para a identificagéo correta.

Nem todas as espécies anaerdbicas encontradas em situagdes clinicas estdo incluidas no banco de dados de
identificacao rapida de anaerobios. As espécies identificadas no painel de identificagdo rapida de anaerdbios estao
listadas no Livro de cddigos de bidtipos para identificacao rapida de anaerdbios. As identificacdes anaerdbicas devem
ser correlacionadas com coloragcées de Gram e outros testes diagndsticos de apoio. O usuario deve consultar a
literatura de referéncia atual para esses testes e também a nomenclatura bacteriana vigente.

O Painel de identificacdo rapida de anaerébios MicroScan ainda nao foi liberado pela FDA para uso com os Sistemas
de instrumentos MicroScan. Esse painel tem de ser lido manualmente.

CONTROLE DE QUALIDADE

A aceitagdo do meio de identificacdo rapida de anaerdbios MicroScan deve ser verificada testando os organismos com
reagbes conhecidas. Reagbes negativas podem ser alcangadas reidratando um painel com 50 pyL de agua deionizada
autoclavada. Todos os substratos devem ser negativos, conforme descrito na tabela de interpretacdo. A pureza da cultura

deve
teste

ser verificada por meio da subcultura da suspensao usada como o inéculo no meio agar adequado. Os resultados do
serdo invalidos se uma cultura mista for detectada (consulte a Tabela 2).

Tabela 2
Tabela de controle de qualidade

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus

Substratos ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
+ + —
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*Os resultados de cada reacgdo para os organismos de controle recomendados pela Colegéo de cultura dos Estados Unidos
estéo listados na Tabela de controle de qualidade.
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Tabela 2
Tabela de controle de quali

dade

C. perfringens C. sordellii B. fragilis P. magnus
Substratos ATCC 13124 ATCC 9714 ATCC 25285 ATCC 29328
NIT? \Y - - -
CATALASE = = + -

1. American Type Culture Collection,

Manassas, VA EUA.

2. Para obter resultados ideais, a cultura de C. perfringens deve ter apenas 24 horas.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Em ensaios clinicos que usaram organismos anaerdbicos os quais representam um conjunto diversificado de isolados clinicos

recentes, o painel de Identificagéo rapida de anaerdbios identificou corretamente 92% dos isolados.

Legenda dos simbolos

Legenda dos simbolos

Simbolo

Titulo do simbolo

Descricao do padrao

Padrao

@

Nao reutilize

Indica um dispositivo médico
de uso unico ou destinado
para uso em um unico
paciente durante um Unico
procedimento.

ISO 15223-1; 5.4.2

rd

Data de validade

Indica a data apés a qual
o dispositivo médico nao
deve ser usado.

ISO 15223-1; 5.1.4

=
Bl
S

Cadigo de lote

Indica o cdodigo de lote do
fabricante pelo qual o lote
pode ser identificado.

ISO 15223-1; 5.1.5

Numero do catélogo

Indica o numero de catalogo
do fabricante para que o
dispositivo médico possa

ser identificado.

ISO 15223-1, clausula 5.1.6

E

Fabricante

Indica o fabricante do
dispositivo médico,
conforme definido
nas Diretivas da UE

90/385/CEE, 93/42/CEE
e 98/79/CE.

ISO 15223-1, clausula 5.1.1

Data de fabricagao

Indica a data em que
o dispositivo médico foi
fabricado.

ISO 15223-1; 5.3.1

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Indica o representante
autorizado na Comunidade
Europeia.

ISO 15223-1, clausula 5.1.2

Contém o suficiente para <n>
testes

Indica o nimero total de
testes de IVD que podem
ser realizados com o IVD.
(Normalmente incluido nos

kits de reagentes).

ISO 15223-1; 5.5.5

Dispositivo médico de
diagndstico in vitro

Indica um dispositivo médico
destinado a ser usado como
um dispositivo médico de
diagndstico in vitro.

ISO 15223-1, clausula 5.5.1

Limitacdo de temperatura

Indica os limites de
temperatura aos quais o
dispositivo médico pode ser
exposto com seguranca.

ISO 15223-1; 5.3.7

(i Consulte as Instrucdes de uso| Indica a necessidade de |[ISO 15223-1; 5.4.3
0 usuario consultar as
instrucdes de uso.
c € Marca CE Marca regulatéria de n/a
conformidade europeia
Conteudo n/a n/a
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Legenda dos simbolos
Simbolo Titulo do simbolo Descri¢cdo do padrdo |Padrdo

Conteudo (embalagem) Agente antimicrobiano |n/a
(abreviagéo)

CONTENTSIID] Conteudo (embalagem) Substrato de identificagdo |n/a
(abreviagéo)

Folha de dados de seguranca| Indica uma folha de dados [n/a
de seguranga.

Fabricado nos EUA n/a n/a

Apenas para exportacdo n/a n/a

—)- Volume de reconstituicao n/a n/a

[ ] Fragil, manuseie com cuidado|Indica um dispositivo médico|ISO 15223-1; 5.3.1
1 que pode ser quebrado ou
danificado se néo for
manuseado com cuidado.
Este lado para cima Indica a posicao vertical |ISO 7000: 0623
TT correta
ISO 15223-1: Medical Devices — Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information to be
Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Dispositivos médicos — Simbolos para serem usados com
etiquetas de dispositivos médicos, etiquetagem e informacdes a serem fornecidas. Parte 1: Requisitos gerais).

Beckman Coulter, o logotipo estilizado e as marcas dos produtos e servigos da Beckman Coulter contidos neste documento
s&0 marcas comerciais ou marcas comerciais registradas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e em outros paises.
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MicroScan

Hwéng dan quy trinh dinh danh nhanh vi khuan ky khi
[REF] B1017-2

MUC DiCH SU’ DUNG - )
Panel dinh danh nhanh vi khuan ky, khi cta MicroScan duworc thiét ké dé dinh danh nhanh vi khuan ky khi dwoc phan lap ti
mau bénh pham lam sang cla nguwoi.

TOM TAT VA NGUYEN TAC ) ] ‘
Cac xét nghlem sinh mau va xét nghlem théng thudng tuy chinh dwec dung dé dinh danh vi khuan ky khi.2#4%%57 Huyen dich
cuta sinh vat ¢ d6 duc McFarland 3 can xét nghlem dwoc chuan bi bang nwéc khiy ion da hap tiét trung. Panel dinh danh
nhanh vi khuan ky khi cua MicroScan gdm c6 24 co chat da khir nwée, dwoc thiy hda lai va cay truyen bang huyén dich vi
khuan, dwoc G hiéu khi trong 4 gi& & nhiét d6 35-37°C. Vi Panel dinh danh nhanh vi I§huan ky khi cia MicroScan phat hién
cac enzym da tao trwéc nén sy sinh trwdng cua sinh vat trong panel 1a khéng can thiét. Sau khi u, nhirng thay ddi trong dd
pH, viéc str dung cac co chat nhat dinh hodc phan trng sinh héa khac sé dwoc dién giai dé dinh danh.
CANH BAO VA THAN TRONG
1. Céc Panel va thuéc thir dinh danh nhanh vi khuan ky khi ctia MicroScan chi dung dé chan doan in vitro.
2. Khéng dé Thubc thir Peptidase, Thuéc thir Ehrlich, Xylene hay b4t ky Co chét dinh danh nao dinh vao mét, da hay quan
ao.
3. Tuan tha cac ki thuat vo trang va bién phap phong ngtra da thiét 1ap dé ngan ngira cac mdi nguy hiém vi sinh trong toan
bd quy trinh. Dac biét lwu y rang panel da cay truyén co chira sinh vat cd kha nang gay bénh.
4. Phai hap tiét trung tat ca vat tw trwdc khi xt ly vt bo.

BAO QUAN

Phai bdo quan panel va thubc thir & nhiét do6 2-8°C.

PHAN LOAI NGUY CO THEO GHS

Khéng dwoc phan loai 14 nguy hiém

Bang di¥ liéu an toan c6 sén tai techdocs.beckmancoulter.com

LAY MAU XET NGHIEM VA CHUAN B|

Can lay mau, van chuyén va dwa mau bénh pham phu hop khong co thye vat ky khi théng thwdng vao méi trwdng phan 1ap
chinh theo cac quy trinh dwoc khuyén nghi trong V.P.I., Anaerobe Laboratory Manual (Huwong dan cho phong xét nghiém vi
khuén ky khi),> Wadsworth Anaerobic Bacterial Manual (Huéng dén vé vi khuén ky khi ctia Wadsworth),® Laboratory Methods
in Bacteriology (Phuwong phép ctia xét nghiém trong vi khuén hoc) ctia C.D.C° va Manual of Clinical Microbiology (Hwéng dén
vi sinh 1am sang)."

GHI CHU: Khéng dwoc st dung cac khudn lac tr mdi trwdng chon loc chira chat khang sinh, nhw la LKV
(Kanamycin/Vancomycin), hodc thach Bacteroides Bile Esculin (BBE), Rwou Phenylethyl (PEA), v.v. dé chudn bi méi trweong
cay truyén cho cac panel.

VAT LIEU PUO'C CUNG CAP
Panel dinh danh nhanh vi khuén ky khi (B1017-2)

20 phiéu ghi két qua xét nghiém

Hwéng dan quy trinh

VAT LIEU CAN THIET KHONG BU'Q'C CUNG CAP
Dau khoang (B1010-40)

Khay pht (B1010-56B)

Thubdc thw Peptidase (B1012-30B)

N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine 0,5% (B1010-45A)

Axit sulfanilic 0,8% (B1010-44A)

Thuéc thw Ehrlich (B1015-6)

Xylene (B1015-5)

Pipet 50 pL c6 dau hut vd khuan

Nudc 6xy gia, 3%

Nwéc cdy truyén, 3 mL nuwdc khiy ion da hép tiét trang (B1015-2)
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Que trét dau cotton hodc que cay vong vé khuan
Que trét gb

Ong d6 duc chuén Bari Sunfat McFarland 3, 4 va 5
May trén vortex

Budng G, khéng cé CO, (35°C)

Sinh vat kiém soat chat lvong:

C. perfringens ATCC 13124"

C. sordellii ATCC 9714

B. fragilis ATCC 25285

P. magnus ATCC 29328

QUY TRINH
Chuén bj Panel

1. LAy panel ra khdi t0 da. Khong dwoc stv dung cac panel néu khéng cé géi hat am, géi hat am bj vé& hoac bao bi
cua panel khéng nguyén ven (khéng kin, bj thiing hoac rach).

2. Cat md ti va lay panel ra. Lay panel ngay ra khai tui gidy bac. Dé cac panel vé nhiét d6 phong trwéc khi thiy hoa lai.
Co6 thé xép chong cac panel véi dieu kién dat mot Khay phu sach Ién trén.

Chuén bi méi trwdng cay truyén

1. Trwdc khi cy truyén cac panel, can quan sat sinh vat xét nghiém xem murc do hiéu khi, d6 thuan khiét, phan ng nhuém
Gram va hinh thai ctia khuan lac.

2. Dung que trét dau cotton ‘hoac que céy vong vo khuan Iay da sé lwong khuén lac da nuéi cay 24-48 gio trén mai truong
khong chon loc vao mét 6ng chira 3 mL Nwéc cdy truyén (nwéc khiy ion da hép tiét trung) dé tao mot huyen dich duc toi
thiéu twong dwong voi dé duc chuan McFarland 3 nhwng khong cao hon dé duc chuan McFarland 5. Lac dé tao nhii
twong, néu can. Sau khi chuan bi xong huyén dich, phai cdy truyén panel trong vong 15 phat.™

Cay truyén Panel
1. LAy panel ra khdi tti gidy bac va dan nhan sé mau bénh pham.

2. Thém 50 pL huyén dich vi khuan vao tirng giéng chira co chat va hai giéng kiém chuén (BNAC, NPC). Khong nén st
dung pipet Pasteur dé cay truyén.

3. Sau khi céy truyén panel bang 50 pL mai trwéng céy truyén, g nhe vao tirng canh cla panel dé gidp dam bao tron déu
co chat.

Phu dau sinh héa

Phu cac giéng Uré (URE) va Indole (IND) bang 2-3 giot dau khoang.

U
1. Xép cac panel thanh tirng nhém 3 dén 5 panel, day panel trén cuing bang tdm pha dé tranh bay hoi.
2. U céc panel da cay truyén trong 4 gi* & nhiét d6 35-37°C trong budng G khéng c6 CO,.

Poc panel

1. LAy Thubc thir Peptidase ra khai td lanh it nhat 30 phut trwac khi doc panel. Thude thi Peptidase co thé két tia & nhiét
do 4°C, nhwng sé tanra & nhiét do phong. Khong dé Thudc thw Peptidase tiép xuc voi nhiét d cao hon de ket tda tinh
thé tan nhanh hon vi nhiét doé cao sé lam thudc thi bién chat.

2. Phai doc cac panel bdng dén phan chiéu tir mét nén trang.
Béng 1, Co chét

Co chét Chir  [Co chét Chir
viet tat viet tat
p-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranoside BGAL |L-Lysine-B-Naphthylamide (axit) LYA
p-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranoside AGAL |Glycylglycine-B-Naphthylamide GGLY
bis-p-Nitrophenyl-Phosphate BPO, |Glycine-B-Naphthylamide GLY
p-Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glucosaminide NGLU |L-Proline-B-Naphthylamide PRO
p-Nitrophenyl-a-D-Glucopyranoside AGL L-Arginine-B-Naphthylamide ARG
o-Nitrophenyl-3-D-Glucopyranoside BGL L-Pyrrolidonyl-B-Naphthylamide PYR

*Bdo tang giéng chuan Hoa Ky (American Type Culture Collection), Manassas, VA USA

* M®i truong khong chon loc bao gom TSA, Brucella, canh thang no tim hogc thach Columbia, tat ca déu c6 5% mau
clru.
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Co chét Chir  [Co chét Chir
viet tat viet tat

p-Nitrophenyl-Phosphate PO, L-Tryptophan--Naphthylamide TRY
p-Nitrophenyl-a-L-Fucopyranoside AFU 3-Indoxyl Phosphate IDX
p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranoside MNP Trehalose TRE
L-Leucine-B-Naphthylamide LEU Uré URE
DL-Methionine-B-Naphthylamide MET Indole IND
L-Lysine-B-Naphthylamide (kiém) LYB Nitrat NIT

3. Sau khi 0 4 gi, hédy ghi lai két qua cla tat ca co chat khong can thém thube thlr: BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL,
BGL, PO,, AFU, MNP, IDX, URE va TRE. So sanh BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU va MNP v¢&i gieng
Kiém chuan Nitrophenyl (NPC). Moi sac vang phai dwoc ghi la dwong tinh.

4. Thém 1 giot Thudc thi» Peptidase vao cac giéng LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY va BNAC.

A. Dé& mau phat trién trong it nhat 30 giay, sau d6 ghi lai két qua Sau khi thém thubc thir, hay ghi lai ket qua trong
vong 3 phut. Néu xuét hién sic héng hodc dd, phai dién giai két qua 1a dwong tinh. Mau cta nhirng g|eng nay sé
dam dan 1én, do d6, mau vang am tinh c6 thé tr& thanh mau cam dam hon nhung van phai dién giai két qua la
phan (rng &m tinh. Chi ghi phan (rng la dwong tinh rJeu c6 mau hdng hodc dé. Mot sb giéng c6 thé bat mau cam
dam hon so v&i giéng kiém chuan (BNAC) nhwng van phai ghi phan &ng nay la am tinh.

B. Sau khi thém Thubc thir Peptidase vao giéng kiém chuén B- Napthylamide (BNAC) g|eng nay phai b4t mau vang.
Néu c6 séc hdng hodc dé, phai thai bé Thudc th Peptidase dé tranh dién giai két qua dwong tinh gia.

5. Hai giéng kiém chuan dwoc cung cap dé hé tro viéc dién gidi phan ng.

A. BNAC = Chét kiém chuan B-Naphthylamide. Sau khi thém Thubc thu Peptidase, giéng nay phai bat mau vang
dén cam.

B. NPC = Chét kiém chuan nitrophenyl. Giéng nay phai khéng cé mau.

6. Thém mot giot Xylene vao giéng Indole (IND). Dung que trét gé khudy cac thanh phan trong giéng IND. Thém 1 giot
Thubc thw Ehrlich. BPoc sau 2-3 phut.

7. Thém 1 giot Axit sulfanilic vao giéng Nitrat (NIT), sau d6 thém 1 giot N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine. Doc sau 2-3
phut.

8. Thém 2-3 giot Oxy gia 3% vao giéng BGAL. Doi 2-5 phut trwée khi ghi két qua. Néu co cac bot I6n thi d6 1a phan tng
dwong tinh.

KET QUA ,

1. Bang diéen giai ket qua sinh héa
Co chat Thuéc thi Dwong tinh  Am tinh
BGAL So sanh véi giéng kiém chuan Nitrophenyl  Moi sdc vang Trong
AGAL (NPC)

BPO,
NGLU
AGL
BGL
POA1
AFU
MNP
LEU Thém 1 giot thudg thir Peptidase. D& phan  Moi séc tvr  Vang dén cam
MET &¥ng mau phat trién trong it nhat 30 giay, Hong dén Do
LYB nhwng khéng quéa 3 phut. twoi
LYA
GGLY Giéng kiém chuén B-Naphthylamide (BNAC)
GLY phai c6 mau vang.
PRO
ARG
PYR
TRY
IDX Mau lam/Két Trong
tia mau lam
TRE Vang Cam/Do
URE Hong-Dd Vang-Cam
IND Thém 1 giot Xylene, khudy va thém 1 giot ~ Hoéng Vang/Trong
thuéc thw Ehrlich. Doc sau 2—3 phut. suot
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Co chat Thubc thir Dwong tinh  Am tinh

NIT Thém lan lwot 1 giot Axit sulfanilic 0,8% va D6 Trong subt dén
N, N-Dimethyl-Alpha-Napthylamine 0,5%. héng nhat
Poc sau 2-3 phut.
Catalase Thém 2-3 giot Oxy gia 3% vao BGAL. Dgi  Botlon Khéng ¢ bot
2-3 phut dé bot xuét hién. (hoac it bot
nhd/sd lwong
déng déu
trong tat ca
cac giéng.)

1. Phan trng PO, am tinh c6 thé cé mau trong subt hodc vang rat nhat.

2. Nguyén ly cua cac phan trng dinh danh
Co chat Nitrophenyl (BGAL, AGAL, BPO,, NGLU, AGL, BGL, PO,, AFU, MNP): Cac co chat ortho hoac
para-nitrophenyl khéng c6 mau. Néu cé enzym phu hop, co chat sé bi tach ra, gidi phéng o-nitrophenyl hoac
p-nitrophenyl tw do mau vang.
Co chat axit amin B-naphthylamide (LEU, MET, LYB, LYA, GGLY, GLY, PRO, ARG, PYR, TRY): Khi co chat dworc thiy
phan bang enzym phu hop (thuéng la axit amin arylamldase) sé giai phong B- naphthylamlde Nhan biét B- naphthylamme

bang cach thém p-dimethylaminocinnamaldehyde (trong Thuéc thw Peptidase) dé tao ra mét phirc chat mau hong dén
tia.

GHI CHU: Enzym c6 kha nang tach axit amin B-naphthylamide la axit amin arylamidase. Thuat ngu “aminopeptidase”
thwdng dwoe st dung nhw tur dong nghia clia arylamidase nhwng thuc chét lai dai dién cho enzym co mure dac hiéu khac
(aminopeptidase tach axit amin dau N khéi peptide). Arylamidase va aminopeptidase co thé thay phan cing mot co chét
axit amin B-naphthylamide. Do do, panel khong nhét thiét phai do cac enzym khac nhau va duy nhat. Mét arylamidase
c6 thé thay phan nhiéu axit amin B-naphthylamide.

Indoxyl Phosphate (IDX): Tach Indoxyl phosphate bang phosphatase dé giai phong indoxyl. Indoxyl két hop voi dxy
deé tao thanh mau lam cham. Dé la mét chat két ta mau lam hoac lam-luc khéng hoa tan.

Trehalose (TRE): S dung Trehalose sé tao thanh axit, [am cho d& pH gidm dwoc nhan biét bang chi thi phenol dé déi
mau tlr cam sang vang.

Uré (URE): Enzym xuc tac thay phan uré thanh amoniac va carbon dioxide. Amoniac (dwéi dang ammonium carbonate)
lam t&ng d6 pH dwoc nhan biét bang chi thi phenol dé déi mau tir vang sang hong.

Indole (IND): Tryptophan chuyén héa sé tao thanh indole. Xylene s& chiét indole tir canh thang va c6 dac lai. Thudc
thw Ehlrich sé& phan (rng v&i indole dé tao thanh mau hong.

Nitrat (NIT): Kha ndng kh nitrat thanh nitrit ctia sinh vat dwoc phat hién bang cach thém Axit sulfanilic va sau d6 1a
N, N-Dimethyl-Alpha-Naphthylamine, sé tao ra mau dé khi cé mat nitrit.

Catalase pha v& 6xy gia thanh nwéc va khi dxy, gidi phéng cac bot khi.

DINH DANH SINH VAT
S ma hoa kiéu sinh hoc vi khuén ky khi nhanh cia MicroScan dwoc dung dé dinh danh céc sinh vat xét nghiém chua xac
dinh. S6 ma héa nay duoc tao tir co s& di liéu clia Beckman Coulter cho cac xét nghiém dwoc dwa vao panel dinh danh.

S6 ma héa vi khuan ky khi nhanh ctia MicroScan duoc dua trén phan tich béng may tinh cta 24 xét nghiém dwgc dwa vao
Panel dinh danh nhanh vi khuan ky khi. Két qua xét nghiém duoc chuyén dbi thanh “sé kiéu sinh hoc” gbm 8 chir s6. S ma
héa s dung sb kiéu sinh hoc dé liét ké dinh danh loai va tong Xac suat dinh danh twong dbi. Tatca kha nang dinh danh duogc
in theo th tw gidm dan, bat dau tir xac suét cao nhét. Tong xac suét 1én t&i 99,9%. Néu cé mot so kiéu sinh hoc khoéng tim
thay trong s6 ma hoa, trudce tién, phal nghi ngd da xay ra 16i quy trinh. Thwong la do 16i thém sb k|eu sinh hoc hoac ghi lai
phan (rng khéng chinh xac. Néu s6 kiéu sinh hoc la dang thi ¢é kha n&ng can kiém tra d4u hiéu nudi cay hon hop va pha| xét
nghiém lai sinh vat, dac biét cha y dén viéc sir dung huyén dich té bao du dd duc. Néu xét nghiém lai van cho két qua nhw
vay, hay tham van Dich vu Biotype Lookup (Tra ctru kiéu sinh hoc) trén trang web ciia Beckman Coulter hoac lién hé véi nha
phan phéi tai dia phuong.

GIO1 HAN CUA QUY TRINH
1. Phai nuoi céy cac sinh vat can xet nghlem trén moi trucmg khéng chon loc, chang han nhw TSA, Brucella, canh thang
n&o tim hodc thach Columbia, tat ca déu cé 5% mau cru. Khéng dwoc st dung méi triérng chon loc chira chat khang
sinh, nhw 1 LKV (Kanamycin/Vancomycin), hoac thach Bacteroides Bile Esculin (BBE), Rwou Phenylethyl (PEA), v.v.

2. D0 duc cta huyén dich sinh vat t6i thiéu phai twong dwong véi dd duc chuén McFarland 3 nhwng khéng vuot qua do
duc chuan McFarland 5. Néu huyén dich cula sinh véat can xét nghiém c6 d6 duc thap hon d6 duc chuan McFarland 3
thi co thé xay ra phan (rng am tinh gia hodc phan rng yéu.

3. Panel dinh danh nhanh vi khuan ky khi chi dwoc thiét ké dé dinh danh vi khuan ky khi. Trwdc khi xét nghiém, can kiém
tra mdre d6 hieu khi, d6 thuan khiet, phan trng nhuém Gram va hinh thai khuan lac cla ttrng sinh vat. Neu mét so kiéu
sinh hoc cu thé cé nhiéu dinh danh loai, c6 thé can xét nghiém bd sung dé dinh danh chinh xac.
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4. Co s& di liéu vé& Vi khuén ky khi nhanh khéng chiva }ét ca cac loai vi khuén ky khi thuwong gap trong cac tinh huéng
lam sang. Cac loai dwgc dinh danh trén Panel vi khuan ky khi nhanh dwoc liét ké trong SO mé héa kiéu sinh hoc cua
vi khuan ky khi nhanh. Céc dinh danh cla vi khuan ky khi phai twong quan voi xét nghiém nhudém gram va chan doan
hd tro khac. Nguoi dung phai tham khao tai liéu tham khao hién hanh déi véi cac xét nghiém nay ciing nhw tham khao

danh phap hién tai cGa vi khuan.

5. Panel dinh danh nhanh vi khuan ky khi ctia MicroScan chuwa dwoc FDA phé duyét dé si» dung véi cac Hé thdng thiét bi
cla MicroScan. Phai doc panel nay theo cach thl cong.

KIEM SOAT CHAT LUQONG

Phai kiém tra kha nang chép nhan ctia méi truong Dinh danh nhanh vi khuén ky khi ctia MicroScan bang cach xét nghiém
cac sinh vat c6 cac phan ng dé biet. Co thé thu dwoc cac phan ng am tinh bang cach thay hoa lai panel bang 50 pL nuwéc
khir ion da hap tiét trung. Tat cd co chat phai am tinh nhuw mo ta trong bang di&n giai. Phai kiém tra do thuan nudi cay bang
cach nudi cay bac hai tw huyén dich duoc dung lam méi trvdng cay truyen trén mot moi truwdng thach phu hop. Két qua xét
nghiém khéng hop |& néu phat hién cé nudi cdy hén hop (Xem Bang 2)."

Bang 2
Bang kiém soat chat lwong

C. perfringens
Co chét ATCC 13124

C. sordellii
ATCC 9714

B. fragilis
ATCC 25285

P. magnus

BGAL

\

ATCC 29328

AGAL

BPO,

NGLU

+ +|<| +| +

AGL

BGL

+| |

PO4

AFU

MNP

H<I<] 1|<] |

LEU

MET

LYB

H<LI<LI<I<] !

LYA

GGLY

<] <] +| +| +| +| +| +| +| +| +| +

GLY

+| +] +| ] +] +[ 1

PRO

ARG

+| +|

PYR

TRY

<

IDX

+<| 1|<] |

<]+ +[ 1

TRE?

I<I<] |

URE

IND

+| +]

<| I

NIT?

CATALASE

1. Béo tang glong chuén Hoa Ky Manassas, VA USA.
2. Pé co két qua tdi wu, chi nudi cdy C. perfringens trong 24 gio'.

DAC TiNH HIEU SUAT

Trong cac thr nghiém lam sang st dung cac sinh vat ky khi dai dién cho mét bd phong phu cac chl]ng vi khuan phan lap lam
sang gan day, Panel dinh danh nhanh vi khuan ky khi da dinh danh chinh xac 92% so chuing vi khuan phan lap.

*Két qua cla tirng phan &ng déi véi sinh vat kiém chuén do Bao tang giéng chuan Hoa Ky, ATCC khuyén nghi duoc liét ké

trong Bang kiém soat chat lvong.
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Bang chu giai cac ky hiéu

Bang chu giai cac ky hiéu

Coéng déng Chau Au

ay quyén tai Cong dong
Chéu Au.

Ky hiéu Tén ky hiéu M6 ta vé tiéu chuan  |Chuan
Q Khong st dung lai Biéu thi thiét bi y t& chi [ISO 15223-1;5.4.2
dwoc ché tao cho mot 1an
st dung hoac st dung cho
mot bénh nhan trong mot
quy trinh duy nhat.
g S dung trwéc ngay Biéu thi ngay hét han st¢ |ISO 15223-1;5.1.4
dung thiét bi y té.
Ma 16 Biég thi ma 16 cia nha san [ISO 15223-1; 5.1.5
xuét, co6 thé dung dé xac
dinh 16 hodc mé.
S6 danh muc Biéu thi s6 danh muc cta |[ISO 15223-1, khoan 5.1.6
nha san xuat, c6 thé dung
dé xac dinh thiét bj y té.
wl Nha san xuét Biéu thi nha san xuét thiét [ISO 15223-1, khoan 5.1.1
bi y té, nhw dinh nghia
trong Chi thj 90/385/EEC,
93/42/EEC va 98/79/EC cla
Lién minh Chau Au.
o] Ngay san xuét Biéu thi ngay san xuét [ISO 15223-1;5.3.1
thiét bi y té.
[Ec [rer] Dai dién dwoc Gy quyén tai Biéu thi dai dién dwoc |ISO 15223-1, khoan 5.1.2

Ba dung cho <n> xét nghiém

Biéu thi tbng sb xét nghiém
IVD c6 thé thyc hién voi
IVD. (Thwong thay trén

cac bd thude thw).

ISO 15223-1; 56.5.5

Thiét bi y t& chan doan In Vitro

Biéu thi thiét bi y t& dwoc
thiét ké dé dung lam thiét b
y té chan doan in vitro.

ISO 15223-1, khoan 5.5.1

Gi¢i han nhiét do

Biéu thj céc gioi han nhiét
doé ma thiét bj y té co thé
tiép xuc an toan.

ISO 15223-1; 5.3.7

=

Tham khao Hwéng dan st
dung

Biéu thij réng nguoi ding
can tham khao huwéng
dan st dung.

ISO 15223-1; 5.4.3

c € D4u CE D4u quy dinh tuan tha  |khong ap dung
& Chau Au

Thanh phan khéng ap dung khong ap dung

CONTENTSIAST Héa chat bén trong (bao bi) | Chét khang sinh (viét tit) [khong ap dung

Hoéa chét bén trong (bao bi) | Co chét dinh danh (viét tat) |khdng ap dung

Bang di liéu an toan Biéu thi bang di liéu an toan.|khong ap dung

San xuét tai My khéng ap dung khong ap dung

For Export Use Only|

Chi dung cho xuét khiu

khéng ap dung

khéng ap dung

Thé tich hoan nguyén

khong ap dung

khdng ap dung

Dé v&, than trong khi cam
nam

Biéu thj thiét bj y té co thé bj
v& hodc hu hdng néu khong
cam nam can than.

ISO 15223-1; 5.3.1

=3

Mat nay hwdng 1é€n trén

Biéu thj cach dat thung hang
thang ding dung hudng

ISO 7000: 0623

ISO 15223-1: Medical Devices — Symbols to be Used with Medical Device Labels, Labeling and Information
to be Supplied. Part 1: General Requirements (ISO 15223-1: Thiét bi y té — Cac ky hiéu sé dung v&i nhan
thiét bi y té, viéc dan nhan va théng tin dwgc cung cap. Phan 1. Yéu cau chung).
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Beckman Coulter, logo cach diéu va cac nhan hiéu san phém va dich vu ctia Beckman Coulter néu trong van ban nay déu la
nhan hiéu hodc nhan hiéu dwoc dang ky ctia Beckman Coulter, Inc. & Hoa Ky va cac quéc gia khac.
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