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POUZITIE

Anaerdbny (ANR) identifikacny (ID) systém BBL Crystal je identifikacna mikrometdda, ktorad pouziva modifikované
konvenéné fluorogénne a chromogénne substraty. Je ur¢ena na identifikaciu ¢asto izolovanych anaerébnych
baktérii.1-9

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE

Uz v roku 1918 sa pouzivali mikrometédy na biochemicku identifikaciu mikroorganizmov.10 V niekolkych publikaciach
sa zaznamenalo pouZzitie papierovych diskov napustenych ¢inidlom a metédy mikroskiimaviek na rozlisenie ¢revnych
baktérii.10-14 Zaujem o identifika¢né mikrosystémy viedol na konci 60-tych rokoch k uvedeniu niekolkych komerénych
systémov, ktoré priniesli vyhody malého skladovacieho priestoru, predizenej Zivotnosti, standardizovanej kontroly
kvality a jednoduchého pouZzitia.

Vo vieobecnosti s mnohé testy, pouzité v ID systémoch BBL Crystal modifikaciami klasickych metéd. Tie zahifiaja
testy na fermentaciu, oxidaciu, degradaciu a hydrolyzu réznych substratov. Navyse obsahuji chromogénové a
fluorogénové viazané substraty, tak ako v ID paneli BBL Crystal ANR, na detekciu enzymov, ktoré mikréby pouzivaju
na metabolizaciu réznych substratov.12.15-22

ID suprava BBL Crystal ANR sa sklada z (i) viek ID panela BBL Crystal ANR, (ii) baz BBL Crystal a (iii) zo skimaviek

s ID o¢kovacou latkou (IF) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Veko obsahuje 29 dehydrovanych substratov a kontrolu
fluorescencie na $pickach plastovych hrotov. Baza ma 30 reakénych komorok. Testovacia o¢kovacia latka sa pripravi
pomocou ockovacej latky a pouzije sa na naplnenie 30 komérok v baze. Ked' je veko zarovno s bazou a spravne
nasadené, testovacia ockovacia latka rehydratuje vysusené substraty a spusti testovacie reakcie.

Po inkubacnej dobe sa komorky skontroluju, ¢i nastala zmena farby alebo ¢i je pritomna fluorescencia ako nasledok
metabolickych ¢innosti mikroorganizmov. Vysledny vzorec 29 reakcii je skonvertovany na desat'ciferné &islo profilu,
ktoré sa pouzije ako zaklad na identifikaciu.23 Biochemické a enzymatické reakéné vzorce pre 29 ID substratov

BBL Crystal ANR uréené pre mnozstvo réznych mikroorganizmov st ulozené v ID databaze BBL Crystal ANR.
Identifikacia sa ziskava z porovnavacej analyzy reakénych vzorcov testovaného izolatu a reakénych vzorcov v databaze.
Uplny zoznam taxénov, ktory tvori sG¢asnu databazu, je k dispozicii v Tabulke 1.

PRINCIPY POSTUPU

ID panely BBL Crystal ANR obsahuju 29 suchych biochemickych a enzymatickych substratov. Bakterialna suspenzia

v oc¢kovacej latke sa pouZiva na rehydrataciu substratov. Testy pouzité v systéme su zaloZzené na mikrobiologickom
pouziti a degradacii $pecifickych substratov, ktoré boli zistené pomocou réznych indika¢nych systémov. Enzymaticka
hydrolyza fluorogénnych substratov obsahujucich derivaty kumarinu 4-metylumbeliferéonu (4MU) alebo 7-amino-4-
metylkumarinu (7-AMC) spésobuje zvy3enu fluorescenciu, ktora je lahko viditena'>-19 pomocou zdroja UV svetla.19-21
Chromogénne substraty pri hydrolyze produkuju farebné zmeny, ktoré sa daju zistit’ vizualne. V ID systémoch

BBL Crystal sa nachadzaju aj testy na detekciu schopnosti organizmu hydrolyzovat’, rozkladat’, redukovat’ alebo inak
vyuzivat' substrat.

Reakcie réznych substratov a kratke vysvetlenie principov uplatnenych v systéme si opisané v Tabulke 2. Poloha na
paneli v zmienenych tabulkach vyjadruje rad a stipec, v ktorom je umiestnena komérka. 1J oznacuje rad 1 v stipci J.



Tabul'ka 1

Taxoény v ID systéme BBLCrystal ANR

Gramnegativne bacily

Odolné voci zIci
skupina Bacteroides fragilis
B. caccae

skupina B. distasonis 10
B. eggerthii

B. fragilis

B. ovatus

B. stercoris

B. thetaiotaomicron

B. uniformis

B. vulgatus

Iné:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii1
Pigmentované, citlivé na zI¢
druhy Capnocytophaga
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P, asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

Citlivé na zI¢,
nepigmentované
Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P oralis

P. oris

P. veroralis11
Nepigmentované,
netvoriace jamky
Bacteroides

B. capillosus
Tissierella

T praeacuta
Odolné vodi zl¢i,
nepigmentované
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra

druhy Desulfovibrio
Campylobacter
C. curvus/rectus

Nepigmentované,
tvoriace jamky
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter

C. gracilis
Fusobacterium

F. gonidiaformans .11
F. mortiferum

F. necrophorum

F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Popis: 1 =Taxdn v systéme BBLCrystal, len databaza BBL Schaedler.
2 = Taxén v systéme BBLCrystal, len databazy BBL Schaedler a databaza alternativneho krvného
agaru BBLCrystal.
3 =Zahtna B. distasonis a B. merdae.
4 =Tieto taxony maju v st¢asnej databaze < 10 unikatnych profilov BBLCrystal.
Clostridia Grampozitivne bacily netvoriace spéry Grampozitivne koky
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. tetani*

Bifidobacterium
B. adolescentis
B. dentium
druhy B.
Eubacterium

E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris
druhy M. 211
Propionibacterium
P acnes

P avidum

P granulosum4
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
Gramnegativne koky
druhy Veillonella




Tabul'ka 2
Principy testov pouzitych v ID systéme BBL Crystal ANR

Poloha "3 Funkcia testu Oznacenie  Princip (Referencia)
paneli
4A fluorescen¢na negativna FCT Kontrola na Standardizaciu fluorescen¢nych vysledkov substratu.
kontrola
2A L-arginin-AMC FAR Enzymaticka hydrolyza amidu alebo glykozidickej vazby ma za
nasledok uvolnenie fluorescenéného kumarinového derivatu.19-21
1A L-histidin-AMC FHI
4B 4MU-a-D-manozid FAM
2B L-serin-AMC FSE
1B L-izoleucin -AMC FIS
4C 4MU-B-D-manozid FBM
2C glycin-AMC FGL
1C L-alanin-AMC FAL
4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA
galaktozaminid
2D L-kyselina pyroglutamova- FPY
AMC
1D L-lyzin-AMC FLY
4E L-methionin-AMC FME
2E 4MU-B-D-cellobiopyranozid FCE
1E 4MU-B-D-xylozid EXY
4F L-fenylalanin-AMC FPH
2F L-leucin-AMC FLE
1F eskozyl FSC Hydrolyza glykozidickej vazby ma za nasledok uvolnenie
nefluorescenéného eskuletinu.22
4G disacharid DIS Vyuzitie karbohydratu spsobi nizsie pH a zmenu indikatora
(fenolova ¢ervena).1.2.11.12
2G furanéza FUR
1G pyranéza PYO
4H p-nitrofenyl-a-D-galaktozid AGA Enzymaticka hydrolyza bezfarebného arylu nahradeného
glykozidom uvoltiuje zlty p-nitrofenol.15-19
2H p-nitrofenyl-B-D-galaktozid NPG
1H p-nitrofenyl-fosfat PHO
41 p-nitrofenyl-a-D-glukozid AGL
21 p-nitrofenyl-N-acetyl- NAG
glukozaminid
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Enzymaticka hydrolyza bezfarebného amidového substratu
uvolnuje zIty p-nitroanilin.15-19
4) p-nitrofenyl-a-L-fukozid AFU Enzymaticka hydrolyza bezfarebného arylu nahradeného
glykozidom uvoltuje zlty p-nitrofenol.15-19
2) p-nitrofenyl-B-D-glukozid BGL
1] L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA Enzymaticka hydrolyza bezfarebného amidového uvolnuje Zlty

p-nitroanilin.15-19




Zlozenie

ID panely BBLCrystal ANR obsahuju 29 enzymatickych a biochemickych substratov. V nasledujucej tabulke najdete
informacie o zozname aktivnych zloZziek.

Tabulka 3
Cinidla pouzité v ID systéme BBL Crystal ANR
Poloha . o . 5 Priblizné
na paneli Substrat Oznacenie Poz. Neg. Aktivne zlozky mnot. (g/L)
4A fluorescen¢na negativna FCT n/a n/a fluorescenény derivat <1
kontrola kumarinu
2A L-arginin-AMC FAR  modra fluorescencia modra fluorescencia L-arginin-AMC <1
> komorka FCT < komérka FCT
1A L-histidin-AMC FHI modra fluorescencia modra fluorescencia L-histidin-AMC <1
> komoérka FCT < komoérka FCT
4B 4MU-a-D-manozid FAM  modra fluorescencia modra fluorescencia 4MU-a-D-manozid <1
> komorka FCT < komérka FCT
2B L-serin-AMC FSE modra fluorescencia modra fluorescencia L-serin-AMC <1
> komorka FCT < komoérka FCT
1B L-izoleucin -AMC FIS modra fluorescencia modra fluorescencia L-isoleucine-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT
4ac 4MU-B-D-manozid FBM  modréa fluorescencia modra fluorescencia 4MU-B-D-manozid <1
> komoérka FCT < komorka FCT
2C glycin-AMC FGL modra fluorescencia modra fluorescencia glycin-AMC <1
> komorka FCT < komorka FCT
1C L-alanin-AMC FAL  modra fluorescencia modra fluorescencia L-alanin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT
4D 4MU-N-acetyl--D- FGA  modra fluorescencia modra fluorescencia 4MU-N-acetyl-B-D- <1
galaktozaminid > komorka FCT < komorka FCT galaktozaminid
2D L-kyselina pyroglutamova- FPY  modra fluorescencia modra fluorescencia L-kyselina pyroglutamova- <1
AMC > komorka FCT < komérka FCT AMC
1D L-lyzin-AMC FLY modra fluorescencia modra fluorescencia L-lyzin-AMC <1
> komorka FCT < komérka FCT
4E L-methionin-AMC FME  modréa fluorescencia> modra fluorescencia L-methionin-AMC <1
komoérka FCT < komérka FCT
2E 4MU-B-D-cellobiopyranozid FCE modra fluorescencia modra fluorescencia 4MU-B-D-cellobiopyranozid <1
> komérka FCT < komérka FCT
1E 4MU-B-D-xylozid FXY  modra fluorescencia modra fluorescencia 4MU-B-D-xylozid <1
> komérka FCT < komérka FCT
4F L-fenylalanin-AMC FPH  modra fluorescencia modra fluorescencia L-fenylalanin-AMC <1
> komorka FCT < komorka FCT
2F L-leucin-AMC FLE modra fluorescencia modra fluorescencia L-leucin-AMC <1
> komorka FCT < komérka FCT
1F eskozyl* FSC modra/zelena modré/zelena eskozyl <1
fluorescencia fluorescencia
> komorka FCT < komérka FCT
4G disacharid DIS zlata/zlta oranzové/Cervend  disacharid <300
2G furanéza FUR  zlata/zlta oranzova/Cervena  furanéza <300
1G pyrandéza PYO  zlatd/zlta oranzovéa/¢ervena  pyrandza <300
4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA  zltd bezfarebna p-n-p-a-D-galaktozid <7
2H p-n-p-p-D-galaktozid NPG  Zltd bezfarebna p-n-p-B-D-galaktozid <7
TH p-n-p-fosfat PHO  zZlta bezfarebna p-n-p-fosfat <7
41 p-n-p-a-D-glukozid AGL  zlta bezfarebna p-n-p-a-D-glukozid <7
21 p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG  Zlta bezfarebna p-n-p-N-acetyl-glukozaminid <7
1 L-prolin-p-nitroanilid PRO  Zltd bezfarebna L-prolin-p-nitroanilid <7
4) p-n-p-a-L-fukozid AFU  Zlta bezfarebna p-n-p-a-L-fukozid <7
2) p-n-p-p-D-glukozid BGL  zltd bezfarebna p-n-p-B-D-glukozid <7
1 L-alanyl-L-alanin-p- ALA  Zlta bezfarebna L-alanyl-L-alanin-p- <7

nitroanilid

nitroanilid

*Eskozylovy substrat je fluorescen¢ny nehydrolyzovany. Fluorescencia poklesne v pritomnosti enzymu.

Upozornenia. Na diagnostiku in vitro

Po pouziti sa panely a vsetky infekéné materialy, ktoré sa pouzili na testy indolu, vratane misiek, bavinenych tampénov,

ockovacich skumaviek, papierovych filtrov, musia pred vyhodenim alebo spalenim autoklavom.



UKSLADNENIE A MANIPULACIA /ZIVOTNOST

Veka. Veka su samostatne balené a musia byt’ uskladnené neotvorené v chladnicke pri teplote 2 - 8 °C. NEZMRAZUJTE.
Prezrite, ¢i féliovy obal nie je deravy alebo prasknuty. Ak sa balenie zda byt’ poskodené, nepouzivajte ho. Ak su veka v
pévodnom baleni uskladnené podla odporutcani, o¢akavanu reaktivitu si uchovaju do dia exspiracie.

Bazy. Bazy su balené v dvoch stpravach po desat’, v inkubaénych zasobnikoch BBL Crystal. Bazy su zabalené hore
dnom, aby sa minimalizovalo znecistenie vzduchom. Az do pouzitia uskladrujte v bezprasnom prostredi pri teplote

2 - 25 °C. Nepouzité bazy uskladnujte v zasobniku, v plastovom vrecku. Prazdne zasobniky by sa mali pouzit’ na
inkubovanie panelov.

Ockovacia latka. ID oc¢kovacia latka (IF) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H je balena v dvoch stpravach po desat’
skimaviek. Prezrite skiimavky, ¢i nie st prasknuté, vytecené atd'. Nepouzivajte skimavku, ak je prasknuta, ma
poskodeny uzaver alebo nesie viditelné znamky poskodenia (t.j. zahmlenie, zakal). Uskladrnujte skimavky pri teplote
2 - 25 °C. Datum exspiracie je vyznaceny na Stitku skimavky. S panelmi BBL Crystal ANR by sa mala pouzivat’ len
ockovacia latka BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po prijati skladujte sipravu BBL Crystal ANR pri teplote 2 — 8 °C. Po otvoreni je potrebné uskladnit’ pri teplote
2-8°Clen veka. Ostatné komponenty supravy sa mozu uskladnit’ pri teplote 2 — 25 °C. Ak bola stprava alebo niektory
z komponentov ulozeny v chladnitke, musia sa pred pouzitim ohriat’ na izbovu teplotu.

ODBER VZORIEK A SPRACOVANIE

ID systémy BBL Crystal nie st urené na priame pouzitie s klinickymi vzorkami. Pouzite izolaty z neselektivnej krvnej
agarovej pédy ako napriklad anaerébny krvny agar CDC, krvny agar Brucella, krvny agar Columbia, alebo krvny
agar Schaedler. Testovany izolat musi byt ¢ista kultara, nie starSia ako 24 — 48 hod. pre vacsinu rodoy, pre niektoré
pomaly rastuce koky (do 72 hod.) a pre druhy Actinomyces mézu byt’ kultury starsie ako 72 - 96 hod. Ked'ze niektoré
polyesterové tampdény mozu spbsobit’ problémy pri ockovani paneloy, na priprave oc¢kovacej suspenzie by sa mali
pouzit’ len bavinené aplika¢né tampony. (Pozri ¢ast’ ,,Obmedzenia postupu”.) Ked' sa veka vyberu zo zapecatenych
vreciek, musia byt’ pouzité do jednej hodiny, aby sa zabezpecil adekvatny Gcinok. Plastovy vrchnak musi zostat’ na
veku, az kym sa veko nepouzije.

Inkubéator by sa mal zvlh¢it’, aby sa zabranilo vyparovaniu tekutiny z komorok pocas inkubacie. Odporucana

uroven vlhkosti je 40 - 60 %. Uzito¢nost’ ID systémov BBL Crystal alebo hocijakého iného diagnostického postupu
uskuto¢neného na klinickych vzorkach je priamo ovplyvnena kvalitou samotnych vzoriek. Vel'mi sa odporuca, aby
laboratéria pouzivali metédy analyzované v prirucke Manual of Clinical Microbiology na odoberanie, prenos a
umiestnenie vzoriek na primarne izola¢né pady.! Dalie odporucané Udaje tykajlce sa manipulacie s anaerébnymi
vzorkami sa nachadzaju v priru¢kach Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual® a Principles and Practice of Clinical
Anaerobic Bacteriology.3

POSTUP TESTU
Dodavany material: ID suprava BBLCrystal ANR -
20  viek anaerébneho ID panela BBLCrystal,
20 bazBBLCrystal,
20  skamaviek s ID ockovacou latkou BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H. Kazd4a skimavka ma
priblizne 2,3 £ 0,15 mL oc¢kovacej latky, ktora obsahuje: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl, , 0,895 g tricinu
N-[2-hydroxy-1, 1-bis(hydroxymethyl)methyl] glycinu, purifikovani vodu na 1 000 mL.
2 inkuba¢né zasobniky,
1 ID blok na zéznamy BBLCrystal ANR.
Nedodavany material: sterilné bavinené tampény (nepouZivajte polyesterové tampdny), inkubator (35 - 37 °C) bez
CO, (40 - 60 % vlhkost), norma 4 a 5 McFarlanda, prehliada¢ panela BBLCrystal, ID systémovy elektronicky abecedny

zoznam slov s ekvivalentmi BBLCrystal alebo manualny BBLCrystal ANR, kvapkadla ¢inidla indol BBL DMACA, miska s
neselektivnou kulturou a katalazové ¢inidlo.

Taktiez sa vyzaduje potrebné vybavenie a laboratérne pomacky, ktoré sa pouzivaju na pripravu, uskladnenie a

manipulaciu s klinickymi vzorkami.

Postup testu: ID systém BBLCrystal ANR vyzaduje vysledky testov na Gramovo farbenie, kataldzu a indol. Pred

nastavenim panela by sa mali vykonat' kataldzové a indolové testy. Vykonajte indolovy test podla navodu v pribalovom

letaku. Pri katalazovom teste sa odporuca pridat’ 15,0 % roztok peroxidu vodika s 1,0 % Tween 80.9.24

1. Odstrarite veka z vrecka. Zlikvidujte desikant. Po vybrati z vrecka by sa mali
zabalené veka pouzit’ do jednej hodiny. NepouZivajte panel, ak nie je vo
vrecku ziaden desikant.

2. Vezmite skimavku s ockovacou latkou a oznacte ju ¢islom pacientovej
vzorky. Aseptickou technikou koncom sterilného bavineného tampéna
(nepouzivajte polyesterové tampdny) alebo drevenej aplika¢nej tycinky,
¢i jednorazovej plastovej kl'ucky, naberte kolénie rovnakej morfolégie z
niektorej odporucanej pody (pozri ¢ast’ ,,Odber vzoriek a spracovanie”).

3. Rozpustite koldnie v skimavke s ID o¢kovacou latkou BBLCrystal ANR,
GP, RGP, N/H.




4. Znovu uzatvorte skimavku a virte asi 10 — 15 sekind. Zakal by mal zodpovedat’ miere 4 McFarlanda (ale nie viac
ako 5 McFarlandov). Ak koncentracia ockovacej latky presahuje odportc¢and normu McFarland, odportca sa jeden

z nasledujucich krokov:

a. Pomocou novej skimavky s o¢kovacou latkou pripravte novi ockovaciu latku zodpovedajicu miere 4
McFarlanda.

b. Ak nie st k dispozicii d'alSie kolénie na pripravu novej ockovacej latky, aseptickou technikou zried‘te ockovaciu
latku s minimalnym mnozstvom (nie viac ako 1,0 mL) 0,85 % sterilného fyziologického roztoku, aby ste znizili
zakal na mieru zodpovedajucu 4 McFarlandom. Sterilnou pipetou odstrante prebyto¢né mnozstvo pridané do
skumavky tak, aby bol kone¢ny objem ockovacej latky priblizne rovnaky ako pévodny objem v skimavke
(2,3 +0,15 mL). Ak to neurobite, o¢kovacia latka sa rozleje na Ciernu cast’ bazy a panel bude nepouzitelny.

Vezmite bazu a oznacte jej stenu cislom pacientovej vzorky.

Vylejte cely obsah ockovacej latky do cielovej oblasti bazy.

7. Drzte bazu oboma rukami a opatrne po drazkach nalievajte o¢kovaciu
latku, az kym nie st vetky komorky piné. Akukolvek prebytocnu tekutinu
zlejte spéat’ do cielovej oblasti a umiestnite bazu na rovnu plochu. Z dévodu
vysokych koncentracii buniek pouzitych v ID paneloch BBLCrystal ANR by
sa ockovacia latka mala cez drazky liat' pomaly, aby sa zaistilo spravne
naplnenie vietkych komoérok. Skor ako nasadite veko, skontrolujte, ¢i medzi
komérkami nie je ziadna prebyto¢na tekutina.

8. Veko nasad'te tak, aby jeho oznaceny koniec bol nad ciefovou oblast'ou
bazy.

9. Zatlactte nadol, az kym nepocitite maly odpor. PoloZte palec na okraj veka
smerom do stredu panela na kazdej strane a zaroven zatlac¢te smerom
nadol, az kym veko nezaklapne na miesto (pocut’ dvakrat , klik").

Miska na kontrolu ¢istoty: Bud' pred alebo po naockovani bazy odoberte

pomocou sterilnej kfu¢ky mald kvapku zo skiimavky s ockovacou latkou a na

kontrolu ¢istoty naockujte agarovu sikmu pédu alebo podu v miske

(akukolvek neselektivnu pédu). Uzatvorte skiimavku s ockovacou latkou a

zlikvidujte ako biologicky nebezpeény odpad. V anaerébnych podmienkach

inkubujte $ikmu pédu alebo pédu v miske 24 — 48 hodin pri teplote 35-37 °C.
Ak je potrebné, miska na kontrolu Cistoty alebo Sikma péda sa moze pouzit’ aj
na akykolvek dodatocny test alebo serolégiu.

Inkubdcia: VloZzte naockované panely do inkubac¢nych zasobnikov. Do
jedného zasobnika sa zmesti desat’ panelov (5 radov po 2 panely). Vietky
panely by sa mali inkubovat’ hore dnom (vacsie okna smerom nahor, stitok
smerom nadol) v inkubatore bez CO, so 40 — 60 % vlhkost'ou. Pocas
inkubécie neukladajte na seba viac ako dva zasobniky. Inkubacna doba pre
panely je 4 hod. pri teplote 35— 37 °C. POZNAMKA. Dvere inkubétora by sa
nemali pocas inkubac¢nej doby opakovane otvarat’ (pokial mozno menej ako
3-krét).




Odcitanie: Po odporucanej inkubacnej dobe vyberte panely z inkubatora.
Vsetky panely by sa mali od¢itavat’ hore dnom (vacsie okna smerom na hor,
stitok smerom nadol) pomocou panelového prehliadac¢a BBL Crystal. Pozrite
si farebnu reakciu na schéme alebo Tabulke 3 na interpretaciu reakcii. Na
zaznamenanie reakcii pouzite Blok na zaznamy BBL Crystal ANR.

a. Od¢itajte najprv stipce G a2 J prostrednictvom normalneho (bezného)
zdroja sveta.

b. Od¢itajte stipce A az F (fluorescenéné substraty) pomocou zdroja UV
svetla v prehliadaci panela. Komérka s fluorescenénym substratom sa
povazuje za pozitivnu, iba ak intenzita fluorescencie, pozorovana v
komorke, je vacsia ako v komoérke Negativnej kontroly (A4).

Vypocitanie cisla profilu BBL Crystal: Kazdy vysledok testu je oznaceny ako pozitivny (okrem 4A, ktory sa pouziva ako

kontrola negativnej fluorescencie) a je mu dana ¢iselna hodnota 4, 2 alebo 1, ktoré zodpoveda radu, v ktorom je test

umiestneny. Hodnota 0 (nula) je dana akémukolvek negativnemu vysledku. Cisla (hodnoty) z kazdej pozitivnej reakcie

v kazdom stipci sa potom navzajom spoja. Vysledok je 10-ciferné &islo, tzv. profilové &islo.

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

2 - + + + - + - + + -

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

*(4A) = kontrola negativnej fluorescencie

Vyberte si z ponuky vhodnt anaerébnu databazu BBLCrystal. Typ prvotnej misky pouZitej na pripravu ockovacej
latky urci vhodnu databazu. Na pouZitie s krvnym agarom Brucella alebo Columbia si z ponuky vyberte alternativnu
krvno-agarovu databazu.

Vysledné profilové islo a offline vysledky testu (Gramovo farbenie, katalaza a indol) by sa mali zapisat’ do po¢itaca,
v ktorom je nainstalovany elektronicky abecedny zoznam slov s ekvivalentmi ID systému BBLCrystal na ziskanie
identifikacie. K dispozicii je aj manualny abecedny zoznam slov s ekvivalentmi. Ak nemate k dispozicii pocitac,
kontaktujte oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti BD Diagnostic, ktoré vam poméze s identifikaciou.

Kontrola kvality: Testovanie kontroly kvality sa odporuca pre kazdu $arzu panelov nasledovne:
1. Naockujte panel kmefiom Bacteroides fragilis ATCC 25285 podla odporu¢aného postupu (pozri ¢ast’ ,Postup testu”).
2. Pred inkubéaciou nechajte panel 1 min (nie viac ako 2 min) ohriat’ na izbovu teplotu.
3. Odcitajte a zaznamenajte reakcie pomocou prehliadaca panela a tabulky farebnych reakcii.
4. Ak je niektora komorka, okrem 1F, podla tabulky farebnej reakcie pozitivna (po 1 -2 min), NEPOUiiVAJTE PANELY
z tejto Sarze. Kontaktujte oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti BD Diagnostics. (POZNAMKA. Komérka 1F
[eskozyl] by mala byt pozitivna po rehydratacii.)
Ak st vsetky komorky negativne, inkubujte panel 4 hod. pri teplote 35 -37 °C.
6. Odcitajte panel pomocou prehliadaca panela a tabulky farebnej reakcie, zaznamenajte reakcie pomocou Bloku

na zaznamy.

w

7. Porovnajte zaznamenané reakcie s tymi, ktoré st uvedené v Tabulke 4. Ak sa dosiahnu rozporné vysledky,
potvrdte Cistotu kontroly kvality kmeriov skor, ako skontaktujete oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti
BD Diagnostics.

8. Dvere inkubéatora by sa nemali pocas inkuba¢nej doby opakovane otvarat’ (pokial' mozno menej ako 3-krét).
Ocakavané vysledky testov pre dodato¢nu kontrolu kvality testovanych kmerov st uvedené v Tabulke 5.

OBMEDZENIA POSTUPU

ID systém BBLCrystal ANR je vyvinuty na menované taxoény. Iné taxény nez s uvedené v Tabul'ke 1, nie st ur¢ené na
pouzitie s tymto systémom.

Vsetky anaerébne ID databazy BBL Crystal boli vyvinuté pomocou péd BBL. Reaktivita niektorych substratov v rychlych
identifikacnych systémoch moze zavisiet’ od zdroja pody pouzitej pri priprave ockovacej latky. S ID systémom BBLCrystal
ANR odporucame pouzivat’ nasledujice pédy BBL: anaerobny krvny agar CDC, krvny agar Schaedler s vitaminom Ky a s

5 % ovcej krvi, agar Columbia s 5 % ovcej krvi a krvny agar Brucella s heminom a vitaminom K (pozri ¢ast’ ,Dostupnost”).
Identifika¢né systémy BBL Crystal pouzivaju zmenené mikroprostredie, a preto sa o¢akavané hodnoty v individualnych
testoch mézu odlisovat’ od informacii preukazanych pri reakciach tradi¢nych testov v minulosti. Presnost’ ID systému
BBLCrystal ANR je zaloZena na Statistickom pouziti $pecialne vyvinutych testov a vyhradnej databazy.

Aj ked'ID systém BBLCrystal ANR pomaha pri mikrobialnom rozliseni, treba pripustit’, ze v kmenoch v ramci druhov
mozu existovat’ mensie variacie. Pouzivanie panelov a interpretacia vysledkov si vyzaduje kvalifikovaného mikrobioléga.
Pri kone¢nej identifikacii izolatu treba vziat’ do Gvahy zdroj vzorky, aerotoleranciu, morfolégiu buniek, charakteristiku
kolonii na réznych pédach, ako aj kone¢né produkty metabolizmu potvrdené plynovokvapalnou chromatografiou.



Tabul'ka 4
Tabul'ka kvality kontroly pre ID systém BBLCrystal ANR+*

Poloha - .. Bacteroides fragilis

na paneli Substrat Oznacenie ATCC 252859

4A  fluorescen¢na negativna kontrola FCT -

2A L-arginin-AMC FAR

1A L-histidin-AMC FHI -

4B 4MU-a-D-manozid FAM Al

2B L-serin-AMC FSE -

1B L-izoleucin -AMC FIS -

4ac 4MU-B-D-manozid FBM +

2C glycin-AMC FGL -

1C L-alanin-AMC FAL \%

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

galaktozaminid

2D L-kyselina pyroglutamova-AMC FPY v

1D L-lyzin-AMC FLY \

4E L-methionin-AMC FME \

2E 4AMU-B-D-cellobiopyranozid FCE +

1E 4MU-B-D-xylozid FXY V1

4F L-fenylalanin-AMC FPH \Y

2F L-leucin-AMC FLE +

1F eskozyl FSC -34,10

4G disacharid DIS +

2G  furanodza FUR +

1G pyranéza PYO +1

4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA +

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

1H p-n-p-fosfat PHO +

4] p-n-p-a-D-glukozid AGL +

21 p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG +

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO -

4) p-n-p-a-L-fukozid AFU +

2) p-n-p-p-D-glukozid BGL +

1 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA +
1= Negativne z pédy BBL Schaedler 6 = Variabilné z pédy BBL Brucella
2 = Pozitivne z pédy BBL Schaedler 7 = Negativne z p6dy BBL Columbia
3 =Variabilné z pody BBL Schaedler 8 = Pozitivne z pody BBL Columbia
4 = Negativne z pody BBL Brucella 9 = Variabilné z pédy BBL Columbia

5 = Pozitivne z pody BBL Brucella

Tabul'ka 5
Dodatocna kontrola kvality kmenov pre ID systém BBLCrystal ANR

Bacteroides  Peptostreptococcus  Lactobacillus Fusobacterium

nzo;:z::H Substrat Oznacenie distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
ATCC8503 ATCC29743 ATCC314 ATCC27725
4A fluorescen¢na negativna kontrola FCT - - - _
2A L-arginin-AMC FAR + + —4.10
1A L-histidin-AMC FHI \Y + 43 _
4B 4MU-a-D-manozid FAM + - -
2B L-serin-AMC FSE - - +3 -
1B L-izoleucin -AMC FIS -4 - + _
4C  4MU-B-D-manozid FBM +10 - - -
2C glycin-AMC FGL v1.12 \al V2 _
1C L-alanin-AMC FAL + V1 + -
4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA + - - _
galaktozaminid

2D L-kyselina pyroglutamova-AMC FPY V112 - V11,24 +
1D L-lyzin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-methionin-AMC FME + +4.10 + \Y
2E 4MU-B-D-cellobiopyranozid FCE vi2 - + -
1E 4MU-B-D-xylozid FXY +10 - - -
4F L-fenylalanin-AMC FPH V12 \Y + -
2F L-leucin-AMC FLE + +10 + \
1F eskozyl FSC \Y V2,15 _3,4,10 Vi
4G disacharid DIS + - +3.1024 -
2G  furanéza FUR + - + Y
1G pyrandza PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA + - +34.10 -
2H p-n-p-B-D-galaktozid NPG + - +3410 -
H p-n-p-fosfat PHO + - - -
41 p-n-p-a-D-glukozid AGL + - A -
21 p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG + - V12,15 -
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO - - \Y -
4) p-n-p-a-L-fukozid AFU - - - -
2) p-n-p-B-D-glukozid BGL + - + -
1 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA + - \ -

*Zobrazené vysledky sa ocakavaju, ked' sa pouzije anaerébny agar BBL CDC s 5 % ovcou krvou.
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Na pripravu ockovacej suspenzie by sa mali pouzivat' len aplika¢né tampoény s bavinenymi Spickami, drevené aplikacné
tycinky alebo jednorazové plastové klucky, pretoze niektoré polyesterové tampony moézu sposobit’, Zze ockovacia

latka zhustne. Toto by mohlo spdsobit’ nedostatky pri naplneni komérok oc¢kovacou latkou. Ked' sa veka vybera zo
zapecatenych vreciek, musia byt pouzité do jednej hodiny, aby sa zabezpecil adekvatny ucinok. Plastovy kryt musi
zostat' na veku, az kym sa veko nepouzije.

Inkubator, v ktorom st umiestnené panely, by sa mal zvlh¢it', aby sa zabranilo vyparovaniu o¢kovacej latky z komérok
pocas inkubacie. Odporucana urover vlhkosti je 40 — 60 %.

Po naockovani by sa mali panely inkubovat’ len dnom nahor (vacsie okna smerom hore, stitok smerom nadol), aby sa
maximalizovala Gc¢innost’ substratov.

Kolénie by sa mali vziat' z misiek neselektivneho krvného agaru ako anaerébny CDC, Brucella, Columbia a Schaedler
BBL (pozri ,Dostupnost’™).

Ak profil testu BBLCrystal prinesie vysledok ,Ziadna identifikacia” a bola potvrdena ¢istota kultury, potom je
pravdepodobné, zZe (i) testovany izolat produkuje atypické reakcie BBLCrystal (<o moze byt sposobené aj procesnymi
chybami), (i) testované druhy nie st z uréenych taxénov alebo (iii) systém nedokaze identifikovat’ testovany izolat
pomocou pozadovanej Urovne spolahlivosti. Ked'sa vyluci pouzivatel'ova chyba, odporucaju sa tradicné testovacie metody.

VLASTNOSTI POSTUPU

Reprodukovatelnost’: V externej §tudii zahriiujucej styri klinické laboratéria (celkovo péat” hodnoteni) sa skiumala
reprodukovatelnost’ reakcii ID substratov (29) BBL Crystal ANR opakovanim testovania. Reprodukovatelnost’
jednotlivych reakcii substratov sa pohybovala v rozmedzi od 96,2 % do 100 %. Celkova reprodukovatelnost’ panela
BBL Crystal ANR bola uré¢ena na 99,1 %.25

Presnost’ identifikacie: Pouzivanie ID systému BBL Crystal ANR sa pomocou klinickych izolatov a zasobnych kultar
porovnalo komerénym systémom, ako aj tradi¢nymi referenénymi identifika¢nymi metédami, ktoré su zalozené na
odporucaniach VA Wadsworth Laboratory. V Styroch nezavislych laboratériach sa vykonalo celkovo pat’ stadii. Pouzili
sa Cerstvé rutinné izolaty, vyrobené v klinickych laboratériach, ako aj v minulosti identifikované izolaty vybraté na
klinickych pokusnych pracoviskach, aby vytvorili vlastnosti efektivity.

Z celkovo 633 izolatov testovanych v piatich studiach sa spravne identifikovalo 588 (93 %) (vratene izolatov, ktoré
potrebovali dodato¢né testovanie) pomocou identifika¢ného systému BBL Crystal ANR. Nespravne sa identifikovalo
celkom 36 (6 %) izolatov a oznacenie ,Ziadna identifikacia” sa ziskalo u 9 (1 %) izolatov.25

DOSTUPNOST

Kat. ¢. Opis Kat.¢. Opis

245010 BBL Crystal Anaerobe ID Kit, kazda obsahuje 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
20: anaerobnych viek ID panela BBL, baz Blood, nadoba po 100 misiek.
BBL Crystal a BBL Crystal Anaerobe ID 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, balenie po 20 ks.

245038 BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 21540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
nadoba po 10 ks. 5% Sheep Blood, nadoba po 100 ks.

245031 BBL Crystal Panel Viewer, domaci model, 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
110V, 60 Hz. balenie po 20 ks.

245032 BBL Crystal Panel Viewer, eur6psky model, 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
220V, 50 Hz. nadoba po 100 ks.

245033 BBL Crystal Panel Viewer, japonsky model, 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
100V, 50/60 Hz. Vitamin K4, balenie po 20 ks.

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

245036 BBL Crystal Panel Viewer White Light Tube. Vitamin K4, nddoba po 100 ks.

245011 BBL Crystal Identification Systems Anaerobe 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers,
Manual Codebook. nadoba po 50 ks.

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539 BBL Gram Stain Kit, balenie 4 x 250 mL flias.
Blood, balenie po 20 misiek.
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Technicky servis BD Diagnostics: obratte sa na miestneho zastupcu spolo¢nosti BD.
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Use by / anonagaiite o / Spotiebujte do / Brug fer / Verwendbar bis / Xprion éwg / Usar antes de / Kasutada enne
/ Date de péremption / Upotrijebiti do / Felhasznalhatésag datuma / Usare entro / Oenin naiaananyra / Naudokite iki
/ Izlietot ITdz / Houdbaar tot / Brukes for / Stosowac¢ do / Prazo de validade / A se utiliza pana la / cnonb3oeatb o /
Pouzite do / Upotrebiti do / Anvand foére / Son kullanma tarihi / Bukopuctatu golline

YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)

rrrr-MM-aa / rrrr-Mm (MM = kpasi Ha meceua)
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GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj mjeseca)

EEEE-HH-NN / EEEE-HH (HH = hénap utolsé napja)

AAAA-MM-GG / AAAA-MM (MM = fine mese)

HAOKAK-AA-KK / HOKAOK-AA / (AA = aiiablH COHbl)
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AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutten av méneden)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec miesigca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fim do més)

AAAA-LL-ZZ | AAAA-LL (LL = sfarsitul lunii)

rrrr-Mm-ga / rrrr-Mm (MM = koHel, mecsiua)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec mesiaca)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj meseca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutet av manaden)

YYYY-AA-GG / YYYY-AA (AA = ayin sonu)

PPPP-MM-A[ / PPPP-MM (MM = kiHeLb Micsus)

Catalog number / KatanoxeH Homep / Katalogové ¢islo / Katalognummer / ApiBuog katahdyou / Nimero de catalogo
/ Katalooginumber / Numéro catalogue / Kataloski broj / Katalégusszam / Numero di catalogo / Katanor Hemipi /
Katalogo numeris / Kataloga numurs / Catalogus nummer / Numer katalogowy / Numar de catalog / Homep no katanory /
Katalogové &islo / Kataloski broj / Katalog numarasi / Homep 3a katanorom

Authorized Representative in the European Community / OtopuaupaH npegctasuten B EBponeiickata

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

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

/ Meghatalmazott képviselé az Eurépai Kézosségben / Rappresentante autorizzato nella Comunita Europea /
EBpona kaybiMaacTbIFbiHAaFb! yakineTTi ekin / |galiotasis atstovas Europos Bendrijoje / Pilnvarotais parstavis Eiropas
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