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Polski

ZASTOSOWANIE

System identyfikacyjny (ID) BBL Crystal Anaerobe (ANR) jest zminiaturyzowanym testem, opartym na wykorzystaniu
zmodyfikowanych substratéw: konwencjonalnych, fluoro- i chromogenicznych. Jest wykorzystywany do identyfikacji
czesto izolowanych bakterii beztlenowych1-9-

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Pierwsze informacje o mikrometodach stuzacych do biochemicznej identyfikacji drobnoustrojéw pochodzg z 1918
roku0. W kilku publikacjach donoszono o zastosowaniu impregnowanych odczynnikami krazkéw papierowych
oraz metod wykorzystujacych mikroprobéwki do réznicowania bakterii jelitowych0-14, Zainteresowanie
zminiaturyzowanymi systemami identyfikacji doprowadzito pod koniec lat 60. do wprowadzenia kilku systeméw
komercyjnych, ktére umozliwity uzytkownikom skorzystanie z udogodnien zwigzanych m.in. ze zmniejszeniem
przestrzeni magazynowej, wydtuzeniem dopuszczalnego okresu magazynowania, wystandaryzowaniem kontroli
jakosci oraz utatwieniem obstugi.

Ogdlnie rzecz biorac, wiele wykorzystywanych przez systemy BBL Crystal ID testow to modyfikacje metod klasycznych.
Obejmuja one testy w kierunku fermentacji, utleniania, rozktadu oraz hydrolizy réznych substratéw. Dodatkowo,

jak w panelu BBLCrystal ANR ID, dzieki uzyciu substratow ztozonych, chromo - i fluorogenicznych, moga by¢ wykryte
enzymy bakteryjne biorace udziat w ich metabolizmie réznych substratow12.15-22,

Zestaw BBLCrystal ANR ID sktada sie z (i) pokrywek panelowych BBLCrystal ANR ID, (ii) podstawek BBLCrystal oraz
(iii) probéwek z ptynem inokulacyjnym (IF) BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID. Pokrywka zawiera 29 odwodnionych
substratéw i kontrole fluorescencji w koncéwkach plastikowych zagbkéw. Podstawka zawiera 30 studzienek
reakcyjnych. Inokulum testowe sporzadzone jest z ptynu inokulacyjnego i uzywane jest do wypetnienia wszystkich
30 studzienek w podstawce. Po dopasowaniu i zatrzasnieciu pokrywki i podstawki inokulum testowe nasacza suche
substraty i inicjuje reakcje testowe.

Po uptywie okresu inkubacji nalezy sprawdzi¢, czy nastapita zmiana koloru lub czy pojawita sie fluorescencja wynikajaca
z metabolicznej aktywnosci drobnoustrojow. Powstaty wzér 29 reakdji jest przeksztatcany w 10-cyfrowy numer profilu,
wykorzystywany jako podstawa identyfikacji23. Wzory biochemicznych i enzymatycznych reakgji dla 29 substratow
BBLCrystal ANR ID dla r6znorodnych drobnoustrojéw sg przechowywane w bazie danych BBL Crystal ANR ID.
Identyfikacja wynika z analizy poréwnawczej wzoréw reakcji badanych izolatéw z tymi, ktére przechowywane sg w
bazie danych. Kompletna lista grup taksonomicznych obejmujaca obecng baze danych przedstawiona jest w tabeli 1.

ZASADY PROCEDURY

Panele BBL Crystal ANR ID zawierajg 29 suchych substratow biochemicznych i enzymatycznych. Do nawodnienia
tych substratéw jest uzywana zawiesina bakteryjna w ptynie inokulacyjnym. Testy uzywane w niniejszym systemie
opieraja sie na wykrywaniu za pomoca systeméw réznych wskaznikdéw wykorzystania i rozktadu przez bakterie
okreslonych substratéw. Enzymatyczna hydroliza substratéow fluorogennych zawierajacych pochodne kumarynowe
4-metyloumberliferonu (4MU) lub 7-amino-4-metylokumaryny (7-AMC) powoduje wzrost fluorescencji, co mozna
wykry¢ wizualnie5-19 przy uzyciu zrédta promieniowania UV19-21, Substraty chromogeniczne podczas hydrolizy
zmieniajg barwe, co réwniez moze by¢ wykryte wzrokowo. W systemach ID BBLCrystal istniejg rozne testy
wykrywajace zdolnos¢ organizmu do hydrolizy, rozktadu, redukcji lub innego sposobu wykorzystania substratu.
Charakter i przebieg reakcji z réznymi substratami zostaty w skrécie przedstawione w tabeli 2. Lokalizacja zestawu,
przedstawiona w odnos$nych tabelach, oznacza rzad oraz kolumne, w ktérych umieszczona jest studzienka, na
przyktad: 1J oznacza rzad 1 w kolumnie J).



Tabela 1

Gatunki identyfikowane przez system BBLCrystal ANR ID

Pateczki Gram-ujemne

Tolerujgce z6t¢

Grupa Bacteroides fragilis
B. caccae

Grupa B. distasonis'®
eggerthii

fragilis

ovatus

stercoris
thetaiotaomicron
uniformis

vulgatus

Inne:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii'l
Zokciowrazliwe, pigmentowane
Gatunki Capnocytophaga
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P. intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

o mm®®

Zékciowrazliwe,
niepigmentowane
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P. oralis

P. oris

P. veroralis'
Niepigmentowane,
niewytwarzajgce dotkéw
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Tolerujace z64¢,
niepigmentowane
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra

Gatunki Desulfovibrio
Campylobacter

C. curvus/rectus

Niepigmentowane,
wytwarzajgce dotki
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter

C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans!.1
F. mortiferum

F. necrophorum

F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Klucz: 1= Grupa taksonomiczna dostepna jedynie w bazie danych BBL Crystal, BBL podtoze Schaedler.
2 = Grupa taksonomiczna dostepna jedynie w bazach danych BBL Crystal, BBL podtoze Schaedler i
alternatywnie BBL Crystal podtoze agarowe z krwig.
3 =Zawiera B. distasonisi B. merdae.

4 =Te grupy taksonomiczne majg mniej niz 10 unikatowych profili BBL Crystal w aktualnej bazie danych.

Pateczki Gram-dodatnie,

Clostridia . P Ziarniaki Gram-dodatnie
niezarodnikujace

Clostridium Actinomyces Gemella

C. baratii A. bovis G. morbillorum

C. beijerinckii A. israelii Peptostreptococcus

C. bifermentans A. meyeri P. anaerobius

C. botulinum A. naeslundii P. asaccharolyticus

C. butyricum A. odontolyticus P. indolicus

C. cadaveris A. pyogenes P. magnus

C. clostridioforme A. viscosus P. micros

C. difficile Atopobium P. prevotii

C. glycolicum A. minutum P. tetradius

C. hastiforme
C. histolyticum
C. innocuum

C. limosum

C. novyi A

C. paraputrificum
C. perfringens
C. putrificum’
C. ramosum

C. septicum

C. sordellii

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

C. tetani4

Bifidobacterium
B. adolescentis
B. dentium
gatunki B.
Eubacterium

E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris
gatunki M.2.11
Propionibacterium
P. acnes

P. avidum

P. granulosum*
P. propionicus
Lactobacillus

L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

Ruminococcus

R. productus'
Staphylococcus

S. saccharolyticus
Streptococcus

S. constellatus

S. intermedius
Ziarniaki Gram-ujemne
Gatunki Veillonella




Tabela 2
Reakcje wykorzystywane w systemie BBL Crystal ANR ID

Pozycja Cecha Kod Zasada
panelu testu (Referencja)

4A Ujemna kontrola fluorescencji FCT  Kontrola w celu standaryzacji wynikéw substratu
fluorescencyjnego.

2A L-arginina-AMC FAR  Enzymatyczna hydroliza amidu lub wigzania
glikozydowego powoduje uwolnienie fluorescencyjnych
pochodnych kumaryny19-21,

1A L-histydyna-AMC FHI

4B 4MU-a-D-mannozyd FAM

2B L-seryna-AMC FSE

1B L-izoleucyna-AMC FIS

4aC 4MU-B-D-mannozyd FBM

2C Glicyna-AMC FGL

1C L-alanina-AMC FAL

4D 4MU-N-acetylo-B-D-galaktozaminid ~ FGA

2D Kwas L-piroglutaminowy-AMC FPY

1D L-lizyna-AMC FLY

AE L-metionina-AMC FME

2E 4MU-B-D-cellobiozopiranozyd FCE

1E 4MU-B-D-ksylozyd FXY

4F L-fenyloalanina-AMC FPH

2F L-leucyna-AMC FLE

1F Eskozyl FSC  Hydroliza wigzania glikozydowego powoduje uwolnienie
niefluorescencyjnej eskuliny22.

4G Disacharyd DIS  Wykorzystanie weglowodanéw powoduje obnizenie pH i
zmiane barwy wskaznika (czerwien fenolowa)!.2.11.12,

2G Furanoza FUR

1G Piranoza PYO

4H p-nitrofenylo-a-D-galaktozyd AGA Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego glikozydu
podstawionego arylem powoduje uwolnienie zéttego
p-nitrofenolu5-19,

2H p-nitrofenylo-B-D-galaktozyd NPG

1H p-nitrofenylo-fosforan PHO

41 p-nitrofenylo-a-D-glukozyd AGL

21 p-nitrofenylo-N-acetylo- NAG

glukozaminid

11 L-prolina-p-nitroanilid PRO  Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego glikozydu
podstawionego arylem powoduje uwolnienie zéttego
p-nitrofenolu5-19,

4) p-nitrofenylo-a-L-fukozyd AFU  Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego glikozydu
podstawionego arylem powoduje uwolnienie zéttego
p-nitrofenolus-19,

2] p-nitrofenylo-B-D-glukozyd BGL

1 L-alanylo-L-alanino-p-nitroanilid ALA  Enyzmatyczna hydroliza bezbarwnego substratu

amidowego powoduje uwolnienie zo6ttej
p-nitroaniliny15-19,




Odczynniki

Panel BBL Crystal ANR ID zawiera 29 enzymatycznych i biochemicznych substratow. Lista substancji aktywnych
znajduje sie w ponizszej tabeli.

Tabela 3
Odczynniki stosowane w systemie BBLCrystal ANR ID
Pozycja . . - - llos¢ - okoto
paneu Substrat Kod Wynik dodatni Wynik ujemny Sktadniki aktywne (/L)
4A  Ujemna kontrola fluorescencji FCT n/a n/a Fluorescencyjne <1
pochodne kumaryny
2A  L-arginina-AMC FAR btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-arginina-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
1A L-histydyna-AMC FHI  btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-histydyna-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
4B 4MU-a-D-mannozyd FAM btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja 4MU-a-D-mannozyd <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
2B L-seryna-AMC FSE btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-seryna-AMC <1
>studzienka FCT sstudzienka FCT
1B L-izoleucyna-AMC FIS btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-izoleucyna-AMC <1
>studzienka FCT sstudzienka FCT
4C  4MU-B-D-mannozyd FBM btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja 4MU-B-D-mannozyd <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
2C  Glicyna-AMC FGL btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja Glicyna-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
1C  L-alanina-AMC FAL btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-alanina-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
4D 4MU-N-acetylo-B-D- FGA btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja 4MU-N-acetylo-B-D- <1
galaktozaminid >studzienka FCT <studzienka FCT galaktozaminid
2D Kwas L-piroglutaminowy- FPY btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja Kwas L-piroglutaminowy- <1
AMC >studzienka FCT <studzienka FCT AMC
1D L-lizyna-AMC FLY btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-lizyna-AMC <1
>studzienka FCT Sstudzienka FCT
4E  L-metionina-AMC FME btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-metionina-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
2E  4MU-B-D-cellobiozopiranozyd FCE btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja 4MU-B-D-cellobiozopiranozyd <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
1E  4MU-B-D-ksylozyd FXY btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja 4MU-B-D-ksylozyd <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
4F  L-fenyloalanina-AMC FPH bfekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-fenyloalanina-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
2F  L-leucyna-AMC FLE btekitna fluorescencja btekitna fluorescencja L-leucyna-AMC <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
1F  Eskozyl* FSC btekitna/zielona btekitna/zielona Eskozyl <1
>studzienka FCT <studzienka FCT
4G Disacharyd DIS ztoty/zofty pomaranczowy/ Disacharyd <300
czerwony
2G  Furanoza FUR ztoty/zotty pomaranczowy/ Furanoza <300
czerwony
1G  Piranoza PYO zioty/zotty pomaranczowy/ Piranoza <300
czerwony
4H p-nitrofenylo-a-D-galaktozyd AGA zotty bezbarwny p-nitrofenylo-a-D-galaktozyd <7
2H  p-nitrofenylo-B-D-galaktozyd NPG zotty bezbarwny p-nitrofenylo-B-D-galaktozyd <7
1H  p-nitrofenylo-fosforan PHO zotty bezbarwny p-nitrofenylo-fosforan <7
41 p-nitrofenylo-a-D-glukozyd AGL zotty bezbarwny p-nitrofenylo-a-D-glukozyd <7
2l p-nitrofenylo-N-acetylo- NAG z6fty bezbarwny p-nitrofenylo-N-acetylo- <7
glukozaminid glukozaminid
11 L-prolina-p-nitroanilid PRO zofty bezbarwny L-prolina-p-nitroanilid <7
4)  p-nitrofenylo-a-L-fukozyd AFU  zotty bezbarwny p-nitrofenylo-a-L-fukozyd <7
2)  p-nitrofenylo-B-D-glukozyd BGL zotty bezbarwny p-nitrofenylo-B-D-glukozyd <7
1) L-alanylo-L-alanina-p- ALA  Zofty bezbarwny L-alanylo-L-alanina-p- <7

nitroanilid

nitroanilid

* Eskozyl jest substratem fluoryzujgcym przed uwodnieniem. Fluorescencja zmniejszy sie w obecnosci enzymu.

Srodki ostroznosci: Produkt przeznaczony do diagnostyki in vitro

Po uzyciu wszystkie materiaty zakazne w tym ptytki, bawetniane wymazéwki, probéwki z inokulum, papierowe filtry
wykorzystywane do testu indolowego i panele musza by¢ sterylizowane w autoklawie przed wyrzuceniem lub spaleniem.



PRZECHOWYWANIE | SPOSOB POSTEPOWANIA /DOPUSZCZALNY OKRES MAGAZYNOWANIA

Pokrywki: Pokrywki pakowane sg pojedynczo i w trakcie przechowywania w lodéwce w temperaturze 2-8 °C nie moga
by¢ otwierane. NIE ZAMRAZAC. Nalezy wzrokowo oceni¢ opakowanie pod katem dziur lub peknie¢. Nie nalezy uzywac,
jesli opakowanie wyglada na uszkodzone. Plytki znajdujace sie w oryginalnym opakowaniu, przechowywane

w zalecanych warunkach zachowajg oczekiwang reaktywnos¢ do uptywu daty waznosci.

Podstawki: Podstawki pakowane sg w dwdéch zestawach po dziesiec¢ sztuk na tacach inkubacyjnych BBL Crystal.
Podstawki ustawione sg strong roboczg w dét, aby zminimalizowac ryzyko zanieczyszczenia drogg powietrzna. Do
momentu uzycia nalezy je przechowywac w srodowisku wolnym od kurzu w temp. 2-25 °C. Nieuzywane podstawki
nalezy przechowywac na tacy, w plastikowej torebce. Puste tace powinne by¢ wykorzystane do inkubacji paneli.

Ptyn inokulacyjny: Ptyn inokulacyjny (IF) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID jest pakowany w dwa zestawy po dziesigec¢
probéwek. Nalezy wzrokowo sprawdzi¢ probéwki pod katem obecnosci pekniec, przeciekéw itp. Nie uzywac, jesli stwierdza
sie przeciek, probéwka lub nasadka sg uszkodzone lub gdy widoczne sg oznaki zanieczyszczenia (np. brak przejrzystosci,
zmetnienie). Probowki nalezy przechowywac w temp. 2-25 °C. Data waznosci znajduje sie na etykiecie probéwki. W
panelach BBL Crystal ANR moze by¢ stosowany wytgcznie ptyn inokulacyjny BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po odbiorze zestaw BBL Crystal GP ID powinien by¢ przechowywany w temp. 2-8 °C. Po otwarciu jedynie pokrywki
muszg by¢ przechowywane w temp. 2-8 °C. Pozostate czesci zestawu mogg pozostawac w temp. 2-25 °C. Jedli caly
zestaw lub ktorys z jego sktadnikéw byt przechowywany w lodéwce, przed uzyciem musi by¢ ogrzany do temperatury
pokojowej.

POBIERANIE PROBEK | OBCHODZENIE SIE Z NIMI

Systemy BBL Crystal ID nie s przeznaczone do bezposredniego uzycia z probkami klinicznymi. Wykorzystuje sie

izolaty uzyskane z nieselektywnego podtoza agarowego z krwig jak np. CDC Anaerobe Blood Agar, Brucella Blood

Agar, Columbia Blood Agar lub Schaedler Blood Agar. I1zolat testowy musi by¢ czysta kultura, nie starsza niz 24-48 h

dla wiekszosci gatunkéw; w przypadku niektérych wolno rosnacych ziarniakéw (do 72 h) i gatunkéw Actinomyces (do

72-96 h) mozna uzy¢ starszych kultur. Do przygotowania zawiesiny inokulacyjnej moga by¢ uzyte wytacznie bawetniane

wymazdwki. Niektore wymazowki poliestrowe mogg by¢ pwodem probleméw z inokulacjg panelu. (Zobacz czes¢

»Ograniczenia procedury”.) Po wyjeciu pokrywek z zapieczetowanych torebek, nalezy w celu zapewnienia odpowiednie]

doktadnosci badania zuzy¢ je w ciggu 1 godziny. Pokrywka powinna pozostawac w plastikowym opakowaniu az do

chwili uzycia.

Stosowany inkubator powinien by¢ wyposazony w system nawilzania, aby zapobiec odparowaniu ptynu ze studzienek

w trakcie inkubacji. Zalecany poziom wilgotnosci wynosi 40-60%. Uzytecznos¢ systeméw BBL Crystal ID lub

jakiejkolwiek innej procedury diagnostycznej wykonywanej na prébkach klinicznych uzalezniona jest od jakosci

samych probek. Zaleca sie szczegdlnie, aby w laboratoriach stosowane byty metody przedstawione w Podreczniku

mikrobiologii klinicznej (Manual of Clinical Microbiology), okreslajace sposéb pobierania prébek, ich transportu i

naktadania na podtoza do pierwszej izolacji'. Inne polecane pozycje, istotne w pracy z materiatem beztlenowym to:

Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual® i Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology 3.

PROCEDURA TESTOWA

Dostarczane materiaty: Zestaw BBL Crystal ANR ID

20  pokrywek panelu BBL Crystal Anaerobe ID,

20  podstawek BBL Crystal,

20  probdéwek z ptynem inokulacyjnym BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID. W kazdej probdwce znajduje sie okoto
2,3+ 0,15 mL ptynu inokulacyjnego zawierajgcego: KCl 7,5 g, CaCl, 0,5 g, Tricino N-[2-Hydroxy-1, 1-bis
(hydroxymetylo)metylo] glicyny 0,895 g, wody oczyszonej do 1000 mL.

2 tace inkubacyjne,

1 tablet wynikow BBL Crystal RGP ID Report Pad.

Materiaty niedostarczane: Sterylna bawetniana wymazéwka (nie wolno uzywac wymazowek poliestrowych), inkubator

(35-37 °C) bez obiegu CO, (poziom wilgotnosci 40-60%), standardy McFarlanda nr 4 i nr 5, czytnik paneli BBL Crystal

Panel Viewer, elektroniczna ksigzka kodéw systemu BBL Crystal ID lub ksigzka kodéw BBL Crystal ANR, odczynnik do

wykrywania indolu BBL DMACA Indole Reagent Droppers, nieselektywne podtfoze i odczynnik do wykrywania katalazy.

Ponadto wymagane jest niezbedne wyposazenie oraz sprzet laboratoryjny uzywany do przygotowania i

przechowywania prébek klinicznych oraz pracy z nimi.

Procedura testowa: System BBL Crystal ANR ID wymaga barwienia metodg Grama, wynikéw testow katalazy i

indolowego. Testy katalazy i indolowy nalezy wykona¢ przed skonfigurowaniem panelu. Test indolowy nalezy

przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjami na ulotce dotgczonej do opakowania. Do wykonania testu katalazy nalezy uzy¢

15,0% roztworu nadtlenku wodoru z dodatkiem 1,0% Tween 809.24,

1. Wyjac¢ pokrywki z torebek. Wyrzuci¢ srodek pochtaniajacy wilgo¢. Po
rozpakowaniu pokrywki musza by¢ uzyte w ciggu 1 godziny. Nie uzywac
panelu, jesli w opakowaniu nie byto $rodka pochtaniajgcego wilgoc.

2. Probowke inokulacyjng oznaczy¢ numerem probki pobranej
od pacjenta. Zachowujac zasady aseptyki, koncem sterylnej bawetnianej
wymazowki (nie uzywacé wymazéwek poliestrowych), drewnianego
aplikatora lub jednorazowej, plastikowej ezy pobiera¢ z ptytki z zalecanym
podtozem kolonie o takim samym wygladzie (zobacz czes¢ , Pobieranie

probek i obchodzenie sie z nimi”).
3. Wykonac zawiesine kolonii w probéwce z ptynem inokulacyjnym (IF) BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID.



4. Zamkna¢ probéwke i wirowac jg przez ok.10-15 s. Gestos¢ zawiesiny powinna odpowiada¢ standardowi
McFarlanda nr 4 (nie powinna przekraczac nr 5). Jesli stezenie inokulum przewyzsza zalecany standard
McFarlanda, zaleca sie wykonanie jednej z podanych ponizej czynnosci:

a. Postugujac sie $wiezg probéwka z ptynem inokulacyjnym, przygotowac¢ nowe inokulum odpowiadajace nr.
4 standardu McFarlanda.

b. Jesli nie ma dodatkowych kolonii bakteryjnych do przygotowania nowego inokulum, nalezy, zachowujac
sterylnos¢, rozcienczy¢ zawiesing do gestosci odpowiadajacej nr 4 standardu McFarlanda przez dodanie
minimalnej wymaganej objetosci (nie wolno przekroczyc 1 mL) 0,85% jatowej soli fizjologicznej. Usunac
nadmiar ptynu z probéwki sterylng pipeta - ostateczna ilos¢ inokulum musi by¢ réwna poczatkowej objetosci
probéwki (2,3 + 0,15 mL). Pozostawienie zbyt duzej objetosci inokulum spowoduje rozlanie si¢ go na czarng
cze$¢ podstawki i panel przestanie by¢ zdatny do uzytku.

Boczna scianke podstawki oznaczy¢ numerem prébki pobranej od pacjenta.

Wilac cate inokulum do wyznaczonego miejsca w podstawce.

7. Trzymajac podstawke w obu dtoniach, delikatnie nig poruszac, tak aby
inokulum po wyznaczonym torze dotarto do wszystkich studzienek.
Zla¢ nadmiar ptynu do wyznaczonego miejsca w podstawce i umiesci¢
podstawke na szczycie stojaka. Z powodu duzej koncentracji komérek w
panelach BBLCrystal ANR ID, aby zagwarantowac prawidtowe
napetnienie wszystkich studzienek, inokulum powinno by¢
przemieszczane po wyznaczonym torze powoli. Przed natozeniem
pokrywki upewnic sie, ze pomiedzy studzienkami nie ma nadmiaru ptynu.

8. Wyréwnac pokrywke, tak aby jej oznaczona krawedz znalazta sie na
szczycie miejsca docelowego podstawki.

9. Docisna¢, az bedzie wyczuwalny lekki opoér. Potozy¢ kciuki na brzegach
pokrywki, docisna¢ w kierunku srodkowej czesci panelu, az pokrywka
ustawi sie na swoim miejscu (beda styszalne dwa , klikniecia”).

Plytka kontrolna: Uzywajac sterylnej ezy, pobra¢ niewielka krople z

proboéwki zawierajacej ptyn inokulacyjny (przed inokulacja podtoza lub

po niej) i wykonac¢ posiew na skos agarowy lub ptytke (jakiekolwiek

nieselektywne podtoze) w celu sprawdzenia czystosci. Usuna¢ probéwke z

ptynem inokulacyjnym oraz nakretke do pojemnika na odpady stanowiace

zagrozenie mikrobiologiczne. Inkubowac skos lub ptytke przez 24-48
godzin w temperaturze 35-37 °C w warunkach beztlenowych. Jesli jest
to wymagane, ptytka kontrolna lub skos moga by¢ takze wykorzystane do
wykonania dodatkowych testéw lub badan serologicznych.

Inkubacja: Umiesci¢ inokulowane panele na tacach inkubacyjnych. Na jednej
tacy miesci sie 10 paneli (5 rzedéw po 2 panele). Wszystkie panele do
inkubacji powinny by¢ odwrécone (wigksze okienka skierowane do gory;
etykieta skierowana w dét) i umieszczone w inkubatorze bez obiegu CO,
przy wilgotnosci 40-60%. Podczas inkubacji tace nie powinny by¢ uktadane
W stos wyzszy niz ich dwie wysokosci. Czas inkubacji wynosi 4 h w temp
35-37 °C. UWAGA: Podczas inkubacji nie nalezy zbyt czesto otwierac
inkubatora (nie wiecej niz 3 razy).




Odczytywanie: Po zalecanym okresie inkubacji wyjac panele z inkubatora.
Odczytu nalezy dokonywac z odwréconych paneli (wigksze okienka
skierowane do gory; etykiety skierowane w dét) przy uzyciu BBL Crystal
Panel Viewer. Aby zinterpretowac reakcje, zobacz diagram reakcji barwnej
i (lub) tabele 3. Zarejestrowac reakcje w tablecie wynikéw BBL Crystal ANR
Report Pad.
a. W pierwszej kolejnosci odczyta¢ kolumny od G do J, uzywajac zwyktego
(biatego) zrodta swiatta.
b. Kolumny od A do F (substraty fluorescencyjne) nalezy odczytac,
uzywajac w czytniku zrédta promieniowania UV. Odczyt ze studzienek
z substratem fluorescencyjnym jest dodatni wyfacznie wtedy, gdy obserwowana intensywnos¢ fluorescencji jest
wieksza od kontroli ujemnej (A4).
Odczyt numeru kodu (profilu): Kazdy dodatni wynik testu (z wyjatkiem 4A — ujemnej kontroli fluorescencji)
otrzymuje wartosc 4, 2, lub 1, w zaleznosci od rzedu, w ktérym sie znajduje. Warto$c 0 (zero) jest przyznawana
wynikom ujemnym. Wartosci wynikow kazdej pozytywnej reakcji w kazdej kolumnie dodawane sg do siebie.
Generowana jest 10-cyfrowa liczba, ktéra jest numerem profilu.

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

2 - + + + - + - + + -

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

*(4A) = ujemna kontrola fluorescencji

Nalezy wybra¢ odpowiednig baze danych BBLCrystal Anaerobe. Stosowng baze danych wskazuje rodzaj
pierwotnego podfoza uzytego do przygotowania inokulum. Do uzytku z podfozami Brucella lub agarowym

z krwig (Columbia Blood Agar) nalezy wybrac alternatywng baze danych (krwawe podtoze agarowe).

W celu dokonania identyfikacji otrzymany numer profilu i wyniki innych testéw (barwienie metodg Grama, test
katalazy i indolowy) nalezy wprowadzi¢ do komputera z zainstalowang elektroniczng ksigzkg kodéw BBL Crystal.
Mozna réwniez uzy¢ podrecznika kodow. Jesli nie ma mozliwosci uzycia komputera, w celu uzyskania pomocy w
identyfikacji nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym BD Diagnostics.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Wykonanie ponizszego testu kontroli jakosci jest zalecane dla kazdej partii paneli.

1. Dokonac¢ inokulacji panelu przy uzyciu Bacteroides fragilis ATCC 25285 zgodnie z zalecang procedura (zobacz czgs¢
,Procedura testowa"”).

2. Przed inkubacjg pozostawi¢ panel w temperaturze pokojowej przez 1 min (nie wiecej niz 2 min).

3. Odczytaciodnotowac reakcje za pomocg czytnika panelu i diagramu reakcji barwnych.
Jesli jakakolwiek ze studzienek (z wyjatkiem 1F) jest zgodnie z diagramem reakcji barwnych pozytywna
(po 1-2 min), NIE UZYWAC PANELI z tej partii. Skontaktowac sie z obstugg techniczng BD. (Uwaga: Reakcja w
studzience 1F [Eskozyl] powinna by¢ dodatnia podczas uwadniania.)
Jesli wynik we wszystkich studzienkach jest ujemny, nalezy inkubowac¢ panel przez 4 h w temp. 35-37 °C.
Odczytac panel przy uzyciu czytnika panelu i diagramu reakcji barwnych, odnotowac reakcje, uzywajac tabletu
wynikow.

7. Poréwnac odnotowane reakcje z wymienionymi w tabeli 4. Jesli otrzymano niespojne wyniki, potwierdzi¢ czystos¢
szczepu kontrolnego przed skontaktowaniem sie z obstuga techniczng BD Diagnostics.

8. W trakcie procesu inkubacji drzwiczki inkubatora nie powinny by¢ wielokrotnie otwierane (najlepiej < 3 razy).

Oczekiwane wyniki testéw dodatkowej kontroli jakosci szczepdw testowych wyszczegdlniono w tabeli 5.

OGRANICZENIA PROCEDURY

System identyfikacyjny BBL Crystal ANR jest przeznaczony do identyfikacji gatunkéw wymienionych w tabeli 1.
Niniejszy system nie jest przewidziany do stosowania do grup taksonomicznych innych niz wymienione w tabeli 1.

Bazy danych BBL Crystal Anaerobe ID zostaty stworzone przy uzyciu podtozy BBL. Pierwotne podtoze uzyte do
przygotowania inokulum moze mie¢ wptyw na reaktywnos¢ niektorych substratow stosowanych w systemach szybkiej
identyfikacji. Zalecamy, aby w systemie ID BBL Crystal ANR uzywane byty nastepujace podtoza BBL: beztlenowy agar z
krwig (CDC Anaerobe Blood Agar), agar z wit. K; i 5% krwig owczg (Schaedler Agar with

Vitamin Ky and 5% Sheep Blood), agar z 5% krwig owczg (Columbia Agar with 5% Sheep Blood) i agar z heming i wit.
K4 (Brucella Blood Agar with Hemin and Vitamin Ky ) (zobacz czes¢ ,,Dostepnosc”).

W systemach identyfikacji BBL Crystal wykorzystano zmodyfikowane mikrosrodowisko, tak wiec spodziewane
wartosci dla poszczegdlnych testow moga réznic sie od informacji ustalonych uprzednio przy uzyciu konwencjonalnych
reakcji testowych. Doktadno$¢ systemu BBL Crystal ANR ID oparta jest na statystycznym zastosowaniu specjalnie
zaprojektowanych testow oraz na wyjgtkowej bazie danych.

Poniewaz system BBL Crystal ANR ID wspomaga réznicowanie mikrobiologiczne, nalezy pamieta¢, ze moga wystepowac
niewielkie réznice w obrebie poszczegolnych szczepéw w ramach gatunkéw. Uzycie paneli oraz interpretacja wynikow
wymaga udziatu kompetentnego mikrobiologa. W ostatecznej identyfikacji izolatu nalezy wzig¢ pod uwage zroédto
probki, tolerancje wobec powietrza, morfologie komorki, charakterystyki kolonii na réznych podtozach, jak réwniez
koncowe produkty metabolizmu ustalone na podstawie chromatografii gazowo-cieczowej, gdy jest to wymagane.



Tabela 4
Karta kontroli jakosci systemu identyfikacji BBLCrystal ANR *

Pozycja Bacteroides fragilis
panelu Substrat Kod ATCC 25285

4A Ujemna kontrola fluorescencji FCT -
2A L-arginina-AMC FAR \
1A L-histydyna-AMC FHI -

4B 4MU-a-D-mannozyd FAM V1
2B L-seryna-AMC FSE -

1B L-izoleucyna-AMC FIS -

4c 4MU-B-D-mannozyd FBM +

2C Glicyna-AMC FGL -

1C L-alanina-AMC FAL \
4D 4MU-N-acetylo-B-D-galaktozaminid FGA +
2D Kwas L-piroglutaminowy-AMC FPY vin
1D L-lizyna-AMC FLY \%

4E L-metionina-AMC FME Vv
2E 4MU-B-D-cellobiozopiranozyd FCE +

1E 4MU-B-D-ksylozyd FXY V1
4F L-fenyloalanina-AMC FPH \Y

2F L-leucyna-AMC FLE +

1F Eskozyl FSC -34.10
4G Disacharyd DIS +
2G Furanoza FUR +

1G Piranoza PYO +1
4H p-nitrofenylo-a-D-galaktozyd AGA +
2H p-nitrofenylo-B-D-galaktozyd NPG +

1H p-nitrofenylo-fosforan PHO +

4 p-nitrofenylo-a-D-glukozyd AGL +

2l p-nitrofenylo-N-acetylo-glukozaminid NAG +

11 L-prolina-p-nitroanilid PRO -

4) p-nitrofenylo-a-L-fukozyd AFU +

2) p-nitrofenylo-B-D-glukozyd BGL +

1 L-alanylo-L-alanina-p-nitroanilid ALA +

1 =Ujemny na podtozu BBL Schaedler 6 = Zmienny na podtozu BBL Brucella

2 = Dodatni na podtozu BBL Schaedler 7 = Ujemny na podtozu BBL Columbia
3 =Zmienny na podtozu BBL Schaedler 8 = Dodatnie na podtozu BBL Columbia
4 = Ujemny na podtozu BBL Brucella 9 = Zmienny na podtozu -BBL Columbia
5 = Dodatni na podtozu BBL Brucella

Tabela 5
Kontrola jakosci systemu ID BBL Crystal ANR dla dodatkowych szczepéw

Bacteroides  Peptostreptococcus  Lactobacillus ~ Fusobacterium

Pozycja distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
panelu Substrat Kod ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC314 ATCC 27725

4A  Ujemna kontrola fluorescencji FCT - - - -
2A L-arginina-AMC FAR + + + 4,10
1A L-histydyna-AMC FHI \% + +3 _
4B 4MU-a-D-mannozyd FAM + - - -
2B L-seryna-AMC FSE - - +3 -
1B L-izoleucyna-AMC FIS -4 - + -
4C  4MU-B-D-mannozyd FBM +10 - - -
2C Glicyna-AMC FGL V12 v V2 -
1C  L-alanina-AMC FAL + v + -
4D  4MU-N-acetylo-B-D-galaktozaminid FGA + - - -
2D Kwas L-piroglutaminowy-AMC FPY V12 - Vvi1.24 +
1D L-lizyna-AMC FLY V212,15 + + _
4E L-metionina-AMC FME + +4.10 + \%
2E  4MU-B-D-cellobiozopiranozyd FCE V12 - + -
1E  4MU-B-D-ksylozyd FXY +10 - - -
4F  L-fenyloalanina-AMC FPH V12 \ + -
2F L-leucyna-AMC FLE + +10 + \%
1F  Eskozyl FSC \ V215 —3:410 V15
4G Disacharyd DIS + - +3.10,24 -
2G Furanoza FUR + - + \Y
1G  Piranoza PYO + - +10 +
4H  p-nitrofenylo-a-D-galaktozyd AGA + - +34,10 -
2H  p-nitrofenylo-B-D-galaktozyd NPG + - +34,10 -
1H  p-nitrofenylo-fosforan PHO + - - -
4 p-nitrofenylo-a-D-glukozyd AGL + - V1 -
21 p-nitrofenylo-N-acetylo-glukozaminid NAG + - V12,15 -

11 L-prolina-p-nitroanilid PRO - - \Y -
4) p-nitrofenylo-a-L-fukozyd AFU - - - -
2) p-nitrofenylo-B-D-glukozyd BGL + - + -
1) L-alanylo-L-alanina-p-nitroanilide ALA + - \Y -

* Sg to wyniki nalezne pod warunkiem, ze uzyte zostato beztlenowe podtoze agarowe z 5% krwig owcza (BBL CDC Anaerobe Agar
with 5% sheep blood).



Do przygotowania zawiesiny inokulum nalezy stosowa¢ wytacznie wymazéwki bawetniane, drewniane aplikatory

lub jednorazowe plastikowe ezy. Wymazoéwki poliestrowe moga zwiekszy¢ lepkos¢ zawiesiny. Moze to spowodowac
niewystarczajgce wypetnienie studzienek ptynem inokulacyjnym. Aby zagwarantowac skutecznos¢ dziatania, pokrywki
muszg by¢ uzyte w ciggu 1 godziny po rozpakowaniu. Pokrywki powinny pozostawac w plastikowym opakowaniu az
do chwili uzycia.

Inkubator, w ktérym umieszczono panele, powinien by¢ wyposazony w system nawilzania, aby zapobiec odparowaniu
ptynu inokulacyjnego ze studzienek w trakcie inkubacji. Zalecany poziom wilgotnosci wynosi 40-60%.

Inokulowane panele do inkubacji powinny by¢ odwrécone (wigksze okienka skierowane do goéry, etykieta skierowana
w dét), aby maksymalnie zwiekszy¢ skutecznos¢ substratow.

Kolonie nalezy pobra¢ z nieselektywnych podtozy agarowych z krwig np. BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia, and
Schaedler (zobacz czes¢ ,,Dostepnosc”).

Jesli profil testowy BBLCrystal wskazuje na wynik ,Brak identyfikacji”, a czystos¢ szczepu zostata potwierdzona,
prawdopodobnie (i) izolat testowy wytwarza atypowe reakcje BBLCrystal (ktére moga by¢ réwniez spowodowane
nieprawidtowosciami postepowania), (ii) szczep testowy nie nalezy do grupy taksonomicznej wykrywanej przez
system lub (iii) system nie jest w stanie zidentyfikowac testowego izolatu z zaktadang pewnoscig. Po wykluczeniu
btedu uzytkownika zaleca sie przeprowadzenie testéw z uzyciem metod konwencjonalnych.

WLASCIWOSCI

Odtwarzalno$é: W badaniu zewnetrznym przeprowadzonym w czterech laboratoriach klinicznych (razem piec¢
opracowan), odtwarzalnos¢ reakcji 29 substratow BBLCrystal ANR ID zostata sprawdzona przez wykonanie

testow réwnolegtych. Odtwarzalnos¢ reakcji poszczegélnych substratéw wynosita od 96,2% do 100%. Catkowita
odtwarzalno$¢ panelu BBLCrystal ANR zostata oszacowana na 99,1%25.

Dokfadnos¢ identyfikacji: Dziatanie systemu BBLCrystal ANR ID zostato poréwnane z aktualnie dostepnymi na rynku
systemami, jak réwniez z konwencjonalnymi referencyjnymi metodami identyfikacji (zgodnie z zaleceniami VA
Wadsworth Laboratory) przy uzyciu izolatéw z materiatu klinicznego i czystych kultur laboratoryjnych. W czterech
niezaleznych laboratoriach przeprowadzono pie¢ badan. Do ustalenia wtasciwosci systemu wykorzystano nowe,
kliniczne izolaty i izolaty wczesniej zidentyfikowane w ramach badan klinicznych.

Sposréd 633 izolatow sprawdzonych w pieciu badaniach, 588 (93%) zostato przez system ID BBLCrystal ANR
zidentyfikowanych poprawnie (w tym izolaty wymagajace dodatkowych testow). 36 (6%) izolatéw zostato
zidentyfikowanych btednie, a brak identyfikacji wystapit w 9 przypadkach (1%)25.

AKCESORIA

Nr kat. Opis Nrkat. Opis

245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, kazdy zawiera 20: 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
BBLCrystal Anaerobe ID Panel Lids, Blood, 100 podtozy.
BBLCrystal Bases i BBLCrystal Anaerobe ID 221539  BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, 20 podtozy w opakowaniu.

245038 BBLCrystaI ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K1 and
ilos¢-10. 5% Sheep Blood, 100 podtozy.

245031 BBLCrystal Panel Viewer, model amerykanski, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
110V, 60 Hz. 20 podtozy w opakowaniu.

245032  BBLCrystal Panel Viewer, model europejski, 220 221263  BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
V, 50 Hz. 100 podtozy.

245033  BBLCrystal Panel Viewer, model japonski, 100V, 297848  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
50/60 Hz. Vitamin Ky, 20 podtozy w opakowaniu.

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

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

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

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539  BBL Gram Stain Kit, opakowanie 4 buteleczek
Blood, 20 podtozy w opakowaniu. po 250 mL. bottles.
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