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POUŽITIE
Anaeróbny (ANR) identifikaèný (ID) systém BBL Crystal je identifikaèná mikrometóda, ktorá používa modifikované 
konvenèné fluorogénne a chromogénne substráty. Je urèená na identifikáciu èasto izolovaných anaeróbnych 
baktérií.1-9

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE
Už v roku 1918 sa používali mikrometódy na biochemickú identifikáciu mikroorganizmov.10 V nieko¾kých publikáciách 
sa zaznamenalo použitie papierových diskov napustených èinidlom a metódy mikroskúmaviek na rozlíšenie èrevných 
baktérií.10-14 Záujem o identifikaèné mikrosystémy viedol na konci 60-tych rokoch k uvedeniu nieko¾kých komerèných 
systémov, ktoré priniesli výhody malého skladovacieho priestoru, predåženej životnosti, štandardizovanej kontroly 
kvality a jednoduchého použitia. 

Vo všeobecnosti sú mnohé testy, použité v ID systémoch BBL Crystal modifikáciami klasických metód. Tie zahàòajú 
testy na fermentáciu, oxidáciu, degradáciu a hydrolýzu rôznych substrátov. Navyše obsahujú chromogénové a 
fluorogénové viazané substráty, tak ako v ID paneli BBL Crystal ANR, na detekciu enzýmov, ktoré mikróby používajú 
na metabolizáciu rôznych substrátov.12,15-22

ID súprava BBL Crystal ANR sa skladá z (i) viek ID panela BBL Crystal ANR, (ii) báz BBL Crystal a (iii) zo skúmaviek 
s ID oèkovacou látkou (IF) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Veko obsahuje 29 dehydrovaných substrátov a kontrolu 
fluorescencie na špièkách plastových hrotov. Báza má 30 reakèných komôrok. Testovacia oèkovacia látka sa pripraví 
pomocou oèkovacej látky a použije sa na naplnenie 30 komôrok v báze. Keï je veko zarovno s bázou a správne 
nasadené, testovacia oèkovacia látka rehydratuje vysušené substráty a spustí testovacie reakcie. 

Po inkubaènej dobe sa komôrky skontrolujú, èi nastala zmena farby alebo èi je prítomná fluorescencia ako následok 
metabolických èinností mikroorganizmov. Výsledný vzorec 29 reakcií je skonvertovaný na desat’ciferné èíslo profilu, 
ktoré sa použije ako základ na identifikáciu.23 Biochemické a enzymatické reakèné vzorce pre 29 ID substrátov 
BBL Crystal ANR urèené pre množstvo rôznych mikroorganizmov sú uložené v ID databáze BBL Crystal ANR. 
Identifikácia sa získava z porovnávacej analýzy reakèných vzorcov testovaného izolátu a reakèných vzorcov v databáze. 
Úplný zoznam taxónov, ktorý tvorí súèasnú databázu, je k dispozícii v Tabu¾ke 1.

PRINCÍPY POSTUPU
ID panely BBL Crystal ANR obsahujú 29 suchých biochemických a enzymatických substrátov. Bakteriálna suspenzia 
v oèkovacej látke sa používa na rehydratáciu substrátov. Testy použité v systéme sú založené na mikrobiologickom 
použití a degradácii špecifických substrátov, ktoré boli zistené pomocou rôznych indikaèných systémov. Enzymatická 
hydrolýza fluorogénnych substrátov obsahujúcich deriváty kumarínu 4-metylumbeliferónu (4MU) alebo 7-amino-4-
metylkumarínu (7-AMC) spôsobuje zvýšenú fluorescenciu, ktorá je ¾ahko vidite¾ná15-19 pomocou zdroja UV svetla.19-21 
Chromogénne substráty pri hydrolýze produkujú farebné zmeny, ktoré sa dajú zistit’ vizuálne. V ID systémoch 
BBL Crystal sa nachádzajú aj testy na detekciu schopnosti organizmu hydrolyzovat’, rozkladat’, redukovat’ alebo inak 
využívat’ substrát.

Reakcie rôznych substrátov a krátke vysvetlenie princípov uplatnených v systéme sú opísané v Tabu¾ke 2. Poloha na 
paneli v zmienených tabu¾kách vyjadruje rad a ståpec, v ktorom je umiestnená komôrka. 1J oznaèuje rad 1 v ståpci J.
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Tabu¾ka 1
Taxóny v ID systéme BBL Crystal ANR

Gramnegatívne bacily

Odolné voèi žlèi Citlivé na žlè, Nepigmentované,
skupina Bacteroides fragilis nepigmentované tvoriace jamky
B. caccae Prevotella Bacteroides
skupina B. distasonis 10 P. bivia B. ureolyticus
B. eggerthii P. buccae Campylobacter
B. fragilis P. buccalis C. gracilis
B. ovatus P. disiens Fusobacterium
B. stercoris P. oralis F. gonidiaformans 1,11

B. thetaiotaomicron P. oris F. mortiferum
B. uniformis P. veroralis 11 F. necrophorum
B. vulgatus Nepigmentované, F. nucleatum
Iné: netvoriace jamky F. russii
B. splanchnicus Bacteroides F. varium
Porphyromonas levii 11 B. capillosus Leptotrichia
Pigmentované, citlivé na žlè Tissierella L. buccalis
druhy Capnocytophaga T. praeacuta
Prevotella Odolné voèi žlèi, 
P. corporis nepigmentované
P. denticola Bilophila
P. intermedia B. wadsworthia
P. loescheii Desulfomonas
P. melaninogenica D. pigra
Porphyromonas druhy Desulfovibrio
P. asaccharolytica Campylobacter
P. endodontalis C. curvus/rectus
P. gingivalis

Popis:	 1 = Taxón v systéme BBL Crystal, len databáza BBL Schaedler.
	 2 = �Taxón v systéme BBL Crystal, len databázy BBL Schaedler a databáza alternatívneho krvného 

agaru BBL Crystal.
	 3 = Zahàòa B. distasonis a B. merdae.
	 4 = Tieto taxóny majú v súèasnej databáze < 10 unikátnych profilov BBL Crystal.

Clostridia Grampozitívne bacily netvoriace spóry Grampozitívne 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 Bifidobacterium Ruminococcus
C. histolyticum B. adolescentis R. productus11

C. innocuum B. dentium Staphylococcus
C. limosum druhy B. S. saccharolyticus
C. novyi A Eubacterium Streptococcus
C. paraputrificum11 E. aerofaciens S. constellatus
C. perfringens E. lentum S. intermedius
C. putrificum1 E. limosum Gramnegatívne koky
C. ramosum Mobiluncus druhy Veillonella
C. septicum M. curtisii
C. sordellii M. mulieris
C. sphenoides druhy M. 2,11

C. sporogenes Propionibacterium
C. subterminale P. acnes
C. tertium P. avidum
C. tetani4 P. granulosum 4

P. propionicus
Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei
L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii
L. johnsonii
L. rhamnosus
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Tabu¾ka 2
Princípy testov použitých v ID systéme BBL Crystal ANR

Poloha na 
paneli Funkcia testu Oznaèenie Princíp (Referencia)

4A fluorescenèná negatívna 
kontrola

FCT Kontrola na štandardizáciu fluorescenèných výsledkov substrátu.

2A L-arginín-AMC FAR Enzymatická hydrolýza amidu alebo glykozidickej väzby má za 
následok uvo¾nenie fluorescenèného kumarínového derivátu.19-21

1A L-histidín-AMC FHI
4B 4MU-α-D-manozid FAM
2B L-serín-AMC FSE
1B L-izoleucín -AMC FIS
4C 4MU-β-D-manozid FBM
2C glycín-AMC FGL
1C L-alanín-AMC FAL
4D 4MU-N-acetyl-β-D-

galaktozaminid
FGA

2D L-kyselina pyroglutamová-
AMC

FPY

1D L-lyzín-AMC FLY
4E L-methionín-AMC FME
2E 4MU-β-D-cellobiopyranozid FCE
1E 4MU-β-D-xylozid FXY
4F L-fenylalanín-AMC FPH
2F L-leucín-AMC FLE

1F eskozyl FSC �Hydrolýza glykozidickej väzby má za následok uvo¾nenie 
nefluorescenèného eskuletínu.22

4G disacharid DIS Využitie karbohydrátu spôsobí nižšie pH a zmenu indikátora 
(fenolová èervená).1,2,11,12

2G furanóza FUR
1G pyranóza PYO

4H p-nitrofenyl-α-D-galaktozid AGA Enzymatická hydrolýza bezfarebného arylu nahradeného 
glykozidom uvo¾òuje žltý p-nitrofenol.15-19

2H p-nitrofenyl-β-D-galaktozid NPG
1H p-nitrofenyl-fosfát PHO
4I p-nitrofenyl-α-D-glukozid AGL
2I p-nitrofenyl-N-acetyl-

glukozaminid
NAG

1I L-prolin-p-nitroanilid PRO �Enzymatická hydrolýza bezfarebného amidového substrátu  
uvo¾òuje žltý p-nitroanilín.15-19

4J p-nitrofenyl-α-L-fukozid AFU Enzymatická hydrolýza bezfarebného arylu nahradeného 
glykozidom uvo¾òuje žltý p-nitrofenol.15-19

2J p-nitrofenyl-β-D-glukozid BGL

1J L-alanyl-L-alanín-p-nitroanilid ALA Enzymatická hydrolýza bezfarebného amidového uvo¾òuje žltý 
p-nitroanilín.15-19
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Zloženie
ID panely BBL Crystal ANR obsahujú 29 enzymatických a biochemických substrátov. V nasledujúcej tabu¾ke nájdete 
informácie o zozname aktívnych zložiek.

Tabu¾ka 3
Èinidlá použité v ID systéme BBL Crystal ANR

Poloha  
na paneli Substrát Oznaèenie Poz. Neg. Aktívne zložky Približné 

množ. (g/L)

4A fluorescenèná negatívna 
kontrola

FCT n/a n/a fluorescenèný derivát 
kumarínu

≤ 1

2A L-arginín-AMC FAR modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia 
≤ komôrka FCT

L-arginín-AMC ≤ 1

1A L-histidín-AMC FHI modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-histidín-AMC ≤ 1

4B 4MU-α-D-manozid FAM modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

4MU-α-D-manozid ≤ 1

2B L-serín-AMC FSE modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-serín-AMC ≤ 1

1B L-izoleucín -AMC FIS modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-isoleucine-AMC ≤ 1

4C 4MU-β-D-manozid FBM modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

4MU-β-D-manozid ≤ 1

2C glycín-AMC FGL modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

glycín-AMC ≤ 1

1C L-alanín-AMC FAL modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-alanín-AMC ≤ 1

4D 4MU-N-acetyl-β-D-
galaktozaminid

FGA modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

4MU-N-acetyl-β-D-
galaktozaminid

≤ 1

2D L-kyselina pyroglutamová-
AMC

FPY modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-kyselina pyroglutamová-
AMC

≤ 1

1D L-lyzín-AMC FLY modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-lyzín-AMC ≤ 1

4E L-methionín-AMC FME modrá fluorescencia> 
komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-methionín-AMC ≤ 1

2E 4MU-β-D-cellobiopyranozid FCE modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

4MU-β-D-cellobiopyranozid ≤ 1

1E 4MU-β-D-xylozid FXY modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

4MU-β-D-xylozid ≤ 1

4F L-fenylalanín-AMC FPH modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-fenylalanín-AMC ≤ 1

2F L-leucín-AMC FLE modrá fluorescencia 
> komôrka FCT

modrá fluorescencia  
≤ komôrka FCT

L-leucín-AMC ≤ 1

1F eskozyl* FSC modrá/zelená 
fluorescencia  
> komôrka FCT

modrá/zelená 
fluorescencia  
≤ komôrka FCT

eskozyl ≤ 1

4G disacharid DIS zlatá/žltá oranžová/èervená disacharid ≤ 300

2G furanóza FUR zlatá/žltá oranžová/èervená furanóza ≤ 300

1G pyranóza PYO zlatá/žltá oranžová/èervená pyranóza ≤ 300

4H p-n-p-α-D-galaktozid AGA žltá bezfarebná p-n-p-α-D-galaktozid ≤ 7
2H p-n-p-β-D-galaktozid NPG žltá bezfarebná p-n-p-β-D-galaktozid ≤ 7
1H p-n-p-fosfát PHO žltá bezfarebná p-n-p-fosfát ≤ 7
4I p-n-p-α-D-glukozid AGL žltá bezfarebná p-n-p-α-D-glukozid ≤ 7
2I p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG žltá bezfarebná p-n-p-N-acetyl-glukozaminid ≤ 7
1I L-prolin-p-nitroanilid PRO žltá bezfarebná L-prolin-p-nitroanilid ≤ 7
4J p-n-p-α-L-fukozid AFU žltá bezfarebná p-n-p-α-L-fukozid ≤ 7
2J p-n-p-β-D-glukozid BGL žltá bezfarebná p-n-p-β-D-glukozid ≤ 7
1J L-alanyl-L-alanín-p-

nitroanilid
ALA žltá bezfarebná L-alanyl-L-alanín-p-

nitroanilid
≤ 7

*Eskozylový substrát je fluorescenèný nehydrolyzovaný. Fluorescencia poklesne v prítomnosti enzýmu.

Upozornenia. Na diagnostiku in vitro

Po použití sa panely a všetky infekèné materiály, ktoré sa použili na testy indolu, vrátane misiek, bavlnených tampónov, 
oèkovacích skúmaviek, papierových filtrov, musia pred vyhodením alebo spálením autoklávom.



5

UKSLADNENIE A MANIPULÁCIA/ŽIVOTNOSŤ
Veká. Veká sú samostatne balené a musia byt’ uskladnené neotvorené v chladnièke pri teplote 2 – 8 °C. NEZMRAZUJTE. 
Prezrite, èi fóliový obal nie je deravý alebo prasknutý. Ak sa balenie zdá byt’ poškodené, nepoužívajte ho. Ak sú veká v 
pôvodnom balení uskladnené pod¾a odporúèaní, oèakávanú reaktivitu si uchovajú do dòa exspirácie.

Bázy. Bázy sú balené v dvoch súpravách po desat’, v inkubaèných zásobníkoch BBL Crystal. Bázy sú zabalené hore 
dnom, aby sa minimalizovalo zneèistenie vzduchom. Až do použitia uskladòujte v bezprašnom prostredí pri teplote  
2 – 25 °C. Nepoužité bázy uskladòujte v zásobníku, v plastovom vrecku. Prázdne zásobníky by sa mali použit’ na 
inkubovanie panelov.

Oèkovacia látka. ID oèkovacia látka (IF) BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H je balená v dvoch súpravách po desat’ 
skúmaviek. Prezrite skúmavky, èi nie sú prasknuté, vyteèené atï. Nepoužívajte skúmavku, ak je prasknutá, má 
poškodený uzáver alebo nesie vidite¾né známky poškodenia (t.j. zahmlenie, zákal). Uskladòujte skúmavky pri teplote  
2 – 25 °C. Dátum exspirácie je vyznaèený na štítku skúmavky. S panelmi BBL Crystal ANR by sa mala používat’ len 
oèkovacia látka BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po prijatí skladujte súpravu BBL Crystal ANR pri teplote 2 – 8 °C. Po otvorení je potrebné uskladnit’ pri teplote  
2 – 8 °C len veká. Ostatné komponenty súpravy sa môžu uskladnit’ pri teplote 2 – 25 °C. Ak bola súprava alebo niektorý 
z komponentov uložený v chladnièke, musia sa pred použitím ohriat’ na izbovú teplotu.

ODBER VZORIEK A SPRACOVANIE
ID systémy BBL Crystal nie sú urèené na priame použitie s klinickými vzorkami. Použite izoláty z neselektívnej krvnej 
agarovej pôdy ako napríklad anaeróbny krvný agar CDC, krvný agar Brucella, krvný agar Columbia, alebo krvný 
agar Schaedler. Testovaný izolát musí byt’ èistá kultúra, nie staršia ako 24 – 48 hod. pre väèšinu rodov, pre niektoré 
pomaly rastúce koky (do 72 hod.) a pre druhy Actinomyces môžu byt’ kultúry staršie ako 72 – 96 hod. Keïže niektoré 
polyesterové tampóny môžu spôsobit’ problémy pri oèkovaní panelov, na príprave oèkovacej suspenzie by sa mali 
použit’ len bavlnené aplikaèné tampóny. (Pozri èast’ „Obmedzenia postupu“.) Keï sa veká vyberú zo zapeèatených 
vreciek, musia byt’ použité do jednej hodiny, aby sa zabezpeèil adekvátny úèinok. Plastový vrchnák musí zostat’ na 
veku, až kým sa veko nepoužije.

Inkubátor by sa mal zvlhèit’, aby sa zabránilo vyparovaniu tekutiny z komôrok poèas inkubácie. Odporúèaná 
úroveò vlhkosti je 40 – 60 %. Užitoènost’ ID systémov BBL Crystal alebo hocijakého iného diagnostického postupu 
uskutoèneného na klinických vzorkách je priamo ovplyvnená kvalitou samotných vzoriek. Ve¾mi sa odporúèa, aby 
laboratóriá používali metódy analyzované v príruèke Manual of Clinical Microbiology na odoberanie, prenos a 
umiestnenie vzoriek na primárne izolaèné pôdy.1 Ïalšie odporúèané údaje týkajúce sa manipulácie s anaeróbnymi 
vzorkami sa nachádzajú v príruèkách Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual 9 a Principles and Practice of Clinical 
Anaerobic Bacteriology.3

POSTUP TESTU 
Dodávaný materiál: ID súprava BBL Crystal ANR -

20	 viek anaeróbneho ID panela BBL Crystal,
20	 báz BBL Crystal,
20	 skúmaviek s ID oèkovacou látkou BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Každá skúmavka má  
	 približne 2,3 ± 0,15 mL oèkovacej látky, ktorá obsahuje: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl2 , 0,895 g tricínu  
	 N-[2-hydroxy-1, 1-bis(hydroxymethyl)methyl] glycínu, purifikovanú vodu na 1 000 mL.

2	 inkubaèné zásobníky,

1	 ID blok na záznamy BBL Crystal ANR. 

Nedodávaný materiál: sterilné bavlnené tampóny (nepoužívajte polyesterové tampóny), inkubátor (35 – 37 °C) bez 
CO2 (40 – 60 % vlhkost’), norma 4 a 5 McFarlanda, prehliadaè panela BBL Crystal, ID systémový elektronický abecedný 
zoznam slov s ekvivalentmi BBL Crystal alebo manuálny BBL Crystal ANR, kvapkadlá èinidla indol BBL DMACA, miska s 
neselektívnou kultúrou a katalázové èinidlo. 

Taktiež sa vyžaduje potrebné vybavenie a laboratórne pomôcky, ktoré sa používajú na prípravu, uskladnenie a 
manipuláciu s klinickými vzorkami.

Postup testu: ID systém BBL Crystal ANR vyžaduje výsledky testov na Gramovo farbenie, katalázu a indol. Pred 
nastavením panela by sa mali vykonat’ katalázové a indolové testy. Vykonajte indolový test pod¾a návodu v príbalovom 
letáku. Pri katalázovom teste sa odporúèa pridat’ 15,0 % roztok peroxidu vodíka s 1,0 % Tween 80.9,24

1.	� Odstráòte veká z vrecka. Zlikvidujte desikant. Po vybratí z vrecka by sa mali 
zabalené veká použit’ do jednej hodiny. Nepoužívajte panel, ak nie je vo 
vrecku žiaden desikant.

2.	� Vezmite skúmavku s oèkovacou látkou a oznaète ju èíslom pacientovej 
vzorky. Aseptickou technikou koncom sterilného bavlneného tampóna 
(nepoužívajte polyesterové tampóny) alebo drevenej aplikaènej tyèinky, 
èi jednorazovej plastovej k¾uèky, naberte kolónie rovnakej morfológie z 
niektorej odporúèanej pôdy (pozri èast’ „Odber vzoriek a spracovanie“).

3.	 Rozpustite kolónie v skúmavke s ID oèkovacou látkou BBL Crystal ANR, 
GP, RGP, N/H.



6

4.	� Znovu uzatvorte skúmavku a vírte asi 10 – 15 sekúnd. Zákal by mal zodpovedat’ miere 4 McFarlanda (ale nie viac  
ako 5 McFarlandov). Ak koncentrácia oèkovacej látky presahuje odporúèanú normu McFarland, odporúèa sa jeden 
z nasledujúcich krokov:

	 a.	� Pomocou novej skúmavky s oèkovacou látkou pripravte novú oèkovaciu látku zodpovedajúcu miere 4 
McFarlanda.

	 b.	� Ak nie sú k dispozícii ïalšie kolónie na prípravu novej oèkovacej látky, aseptickou technikou zrieïte oèkovaciu 
látku s minimálnym množstvom (nie viac ako 1,0 mL) 0,85 % sterilného fyziologického roztoku, aby ste znížili 
zákal na mieru zodpovedajúcu 4 McFarlandom. Sterilnou pipetou odstráòte prebytoèné množstvo pridané do 
skúmavky tak, aby bol koneèný objem oèkovacej látky približne rovnaký ako pôvodný objem v skúmavke  
(2,3 ± 0,15 mL). Ak to neurobíte, oèkovacia látka sa rozleje na èiernu èast’ bázy a panel bude nepoužite¾ný.

5.	 Vezmite bázu a oznaète jej stenu èíslom pacientovej vzorky.

6.	� Vylejte celý obsah oèkovacej látky do cie¾ovej oblasti bázy.

7.	� Držte bázu oboma rukami a opatrne po drážkach nalievajte oèkovaciu 
látku, až kým nie sú všetky komôrky plné. Akúko¾vek prebytoènú tekutinu 
zlejte spät’ do cie¾ovej oblasti a umiestnite bázu na rovnú plochu. Z dôvodu 
vysokých koncentrácií buniek použitých v ID paneloch BBL Crystal ANR by 
sa oèkovacia látka mala cez drážky liat’ pomaly, aby sa zaistilo správne 
naplnenie všetkých komôrok. Skôr ako nasadíte veko, skontrolujte, èi medzi 
komôrkami nie je žiadna prebytoèná tekutina.

8.	� Veko nasaïte tak, aby jeho oznaèený koniec bol nad cie¾ovou oblast’ou 
bázy.

9.	� Zatlaète nadol, až kým nepocítite malý odpor. Položte palec na okraj veka 
smerom do stredu panela na každej strane a zároveò zatlaète smerom 
nadol, až kým veko nezaklapne na miesto (poèut’ dvakrát „klik“).

Miska na kontrolu èistoty: Buï pred alebo po naoèkovaní bázy odoberte 
pomocou sterilnej k¾uèky malú kvapku zo skúmavky s oèkovacou látkou a na 
kontrolu èistoty naoèkujte agarovú šikmú pôdu alebo pôdu v miske 
(akúko¾vek neselektívnu pôdu). Uzatvorte skúmavku s oèkovacou látkou a 
zlikvidujte ako biologicky nebezpeèný odpad. V  anaeróbnych podmienkach 
inkubujte šikmú pôdu alebo pôdu v miske 24 – 48 hodín pri teplote 35 – 37 °C. 
Ak je potrebné, miska na kontrolu èistoty alebo šikmá pôda sa môže použit’ aj 
na akýko¾vek dodatoèný test alebo serológiu.

Inkubácia: Vložte naoèkované panely do inkubaèných zásobníkov. Do 
jedného zásobníka sa zmestí desat’ panelov (5 radov po 2 panely). Všetky 
panely by sa mali inkubovat’ hore dnom (väèšie okná smerom nahor, štítok 
smerom nadol) v inkubátore bez CO2 so 40 – 60 % vlhkost’ou. Poèas 
inkubácie neukladajte na seba viac ako dva zásobníky. Inkubaèná doba pre 
panely je 4 hod. pri teplote 35 – 37 °C. POZNÁMKA. Dvere inkubátora by sa 
nemali poèas inkubaènej doby opakovane otvárat’ (pokia¾ možno menej ako 
3-krát).
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Odèítanie: Po odporúèanej inkubaènej dobe vyberte panely z inkubátora. 
Všetky panely by sa mali odèítavat’ hore dnom (väèšie okná smerom na hor, 
štítok smerom nadol) pomocou panelového prehliadaèa BBL Crystal. Pozrite 
si farebnú reakciu na schéme alebo Tabu¾ke 3 na interpretáciu reakcií. Na 
zaznamenanie reakcií použite Blok na záznamy BBL Crystal ANR.

a.	� Odèítajte najprv ståpce G až J prostredníctvom normálneho (bežného) 
zdroja sveta.

b.	� Odèítajte ståpce A až F (fluorescenèné substráty) pomocou zdroja UV 
svetla v prehliadaèi panela. Komôrka s fluorescenèným substrátom sa 
považuje za pozitívnu, iba ak intenzita fluorescencie, pozorovaná v 
komôrke, je väèšia ako v komôrke Negatívnej kontroly (A4).

Vypoèítanie èísla profilu BBL Crystal: Každý výsledok testu je oznaèený ako pozitívny (okrem 4A, ktorý sa používa ako 
kontrola negatívnej fluorescencie) a je mu daná èíselná hodnota 4, 2 alebo 1, ktorá zodpovedá radu, v ktorom je test 
umiestnený. Hodnota 0 (nula) je daná akémuko¾vek negatívnemu výsledku. Èísla (hodnoty) z každej pozitívnej reakcie 
v každom ståpci sa potom navzájom spoja. Výsledok je 10-ciferné èíslo, tzv. profilové èíslo. 

Príklad: 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 negatívnej fluorescencie

Vyberte si z ponuky vhodnú anaeróbnu databázu BBL Crystal. Typ prvotnej misky použitej na prípravu oèkovacej 
látky urèí vhodnú databázu. Na použitie s krvným agarom Brucella alebo Columbia si z ponuky vyberte alternatívnu 
krvno-agarovú databázu.
Výsledné profilové èíslo a offline výsledky testu (Gramovo farbenie, kataláza a indol) by sa mali zapísat’ do poèítaèa, 
v ktorom je nainštalovaný elektronický abecedný zoznam slov s ekvivalentmi ID systému BBL Crystal na získanie 
identifikácie. K dispozícii je aj manuálny abecedný zoznam slov s ekvivalentmi. Ak nemáte k dispozícii poèítaè, 
kontaktujte oddelenie technických služieb spoloènosti BD Diagnostic, ktoré vám pomôže s identifikáciou. 

Kontrola kvality: Testovanie kontroly kvality sa odporúèa pre každú šaržu panelov nasledovne:

1.	� Naoèkujte panel kmeòom Bacteroides fragilis ATCC 25285 pod¾a odporúèaného postupu (pozri èast’ „Postup testu”).

2.	� Pred inkubáciou nechajte panel 1 min (nie viac ako 2 min) ohriat’ na izbovú teplotu.

3.	� Odèítajte a zaznamenajte reakcie pomocou prehliadaèa panela a tabu¾ky farebných reakcií.

4.	� Ak je niektorá komôrka, okrem 1F, pod¾a tabu¾ky farebnej reakcie pozitívna (po 1 – 2 min), NEPOUŽÍVAJTE PANELY 
z tejto šarže. Kontaktujte oddelenie technických služieb spoloènosti BD Diagnostics. (POZNÁMKA. Komôrka 1F 
[eskozyl] by mala byt’ pozitívna po rehydratácii.)

5.	� Ak sú všetky komôrky negatívne, inkubujte panel 4 hod. pri teplote 35 – 37 °C.

6.	� Odèítajte panel pomocou prehliadaèa panela a tabu¾ky farebnej reakcie, zaznamenajte reakcie pomocou Bloku 
na záznamy.

7.	� Porovnajte zaznamenané reakcie s tými, ktoré sú uvedené v Tabu¾ke 4. Ak sa dosiahnu rozporné výsledky, 
potvrïte èistotu kontroly kvality kmeòov skôr, ako skontaktujete oddelenie technických služieb spoloènosti 
BD Diagnostics.

8.	� Dvere inkubátora by sa nemali poèas inkubaènej doby opakovane otvárat’ (pokia¾ možno menej ako 3-krát).

Oèakávané výsledky testov pre dodatoènú kontrolu kvality testovaných kmeòov sú uvedené v Tabu¾ke 5.

OBMEDZENIA POSTUPU
ID systém BBL Crystal ANR je vyvinutý na menované taxóny. Iné taxóny než sú uvedené v Tabu¾ke 1, nie sú urèené na 
použitie s týmto systémom.

Všetky anaeróbne ID databázy BBL Crystal boli vyvinuté pomocou pôd BBL. Reaktivita niektorých substrátov v rýchlych 
identifikaèných systémoch môže závisiet’ od zdroja pôdy použitej pri príprave oèkovacej látky. S ID systémom BBL Crystal 
ANR odporúèame používat’ nasledujúce pôdy BBL: anaeróbny krvný agar CDC, krvný agar Schaedler s vitamínom K1 a s  
5 % ovèej krvi, agar Columbia s 5 % ovèej krvi a krvný agar Brucella s hemínom a vitamínom K1 (pozri èast’ „Dostupnost“).
Identifikaèné systémy BBL Crystal používajú zmenené mikroprostredie, a preto sa oèakávané hodnoty v individuálnych 
testoch môžu odlišovat’ od informácií preukázaných pri reakciách tradièných testov v minulosti. Presnost’ ID systému 
BBL Crystal ANR je založená na štatistickom použití špeciálne vyvinutých testov a výhradnej databázy.
Aj keï ID systém BBL Crystal ANR pomáha pri mikrobiálnom rozlíšení, treba pripustit’, že v kmeòoch v rámci druhov 
môžu existovat’ menšie variácie. Používanie panelov a interpretácia výsledkov si vyžaduje kvalifikovaného mikrobiológa. 
Pri koneènej identifikácii izolátu treba vziat’ do úvahy zdroj vzorky, aerotoleranciu, morfológiu buniek, charakteristiku 
kolónií na rôznych pôdach, ako aj koneèné produkty metabolizmu potvrdené plynovokvapalnou chromatografiou.

4.	� Znovu uzatvorte skúmavku a vírte asi 10 – 15 sekúnd. Zákal by mal zodpovedat’ miere 4 McFarlanda (ale nie viac  
ako 5 McFarlandov). Ak koncentrácia oèkovacej látky presahuje odporúèanú normu McFarland, odporúèa sa jeden 
z nasledujúcich krokov:

	 a.	� Pomocou novej skúmavky s oèkovacou látkou pripravte novú oèkovaciu látku zodpovedajúcu miere 4 
McFarlanda.

	 b.	� Ak nie sú k dispozícii ïalšie kolónie na prípravu novej oèkovacej látky, aseptickou technikou zrieïte oèkovaciu 
látku s minimálnym množstvom (nie viac ako 1,0 mL) 0,85 % sterilného fyziologického roztoku, aby ste znížili 
zákal na mieru zodpovedajúcu 4 McFarlandom. Sterilnou pipetou odstráòte prebytoèné množstvo pridané do 
skúmavky tak, aby bol koneèný objem oèkovacej látky približne rovnaký ako pôvodný objem v skúmavke  
(2,3 ± 0,15 mL). Ak to neurobíte, oèkovacia látka sa rozleje na èiernu èast’ bázy a panel bude nepoužite¾ný.

5.	 Vezmite bázu a oznaète jej stenu èíslom pacientovej vzorky.

6.	� Vylejte celý obsah oèkovacej látky do cie¾ovej oblasti bázy.

7.	� Držte bázu oboma rukami a opatrne po drážkach nalievajte oèkovaciu 
látku, až kým nie sú všetky komôrky plné. Akúko¾vek prebytoènú tekutinu 
zlejte spät’ do cie¾ovej oblasti a umiestnite bázu na rovnú plochu. Z dôvodu 
vysokých koncentrácií buniek použitých v ID paneloch BBL Crystal ANR by 
sa oèkovacia látka mala cez drážky liat’ pomaly, aby sa zaistilo správne 
naplnenie všetkých komôrok. Skôr ako nasadíte veko, skontrolujte, èi medzi 
komôrkami nie je žiadna prebytoèná tekutina.

8.	� Veko nasaïte tak, aby jeho oznaèený koniec bol nad cie¾ovou oblast’ou 
bázy.

9.	� Zatlaète nadol, až kým nepocítite malý odpor. Položte palec na okraj veka 
smerom do stredu panela na každej strane a zároveò zatlaète smerom 
nadol, až kým veko nezaklapne na miesto (poèut’ dvakrát „klik“).

Miska na kontrolu èistoty: Buï pred alebo po naoèkovaní bázy odoberte 
pomocou sterilnej k¾uèky malú kvapku zo skúmavky s oèkovacou látkou a na 
kontrolu èistoty naoèkujte agarovú šikmú pôdu alebo pôdu v miske 
(akúko¾vek neselektívnu pôdu). Uzatvorte skúmavku s oèkovacou látkou a 
zlikvidujte ako biologicky nebezpeèný odpad. V  anaeróbnych podmienkach 
inkubujte šikmú pôdu alebo pôdu v miske 24 – 48 hodín pri teplote 35 – 37 °C. 
Ak je potrebné, miska na kontrolu èistoty alebo šikmá pôda sa môže použit’ aj 
na akýko¾vek dodatoèný test alebo serológiu.

Inkubácia: Vložte naoèkované panely do inkubaèných zásobníkov. Do 
jedného zásobníka sa zmestí desat’ panelov (5 radov po 2 panely). Všetky 
panely by sa mali inkubovat’ hore dnom (väèšie okná smerom nahor, štítok 
smerom nadol) v inkubátore bez CO2 so 40 – 60 % vlhkost’ou. Poèas 
inkubácie neukladajte na seba viac ako dva zásobníky. Inkubaèná doba pre 
panely je 4 hod. pri teplote 35 – 37 °C. POZNÁMKA. Dvere inkubátora by sa 
nemali poèas inkubaènej doby opakovane otvárat’ (pokia¾ možno menej ako 
3-krát).
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Tabu¾ka 4
Tabu¾ka kvality kontroly pre ID systém BBL Crystal ANR*

Poloha 
na paneli Substrát Oznaèenie Bacteroides fragilis  

ATCC 25285

4A fluorescenèná negatívna kontrola FCT –
2A L-arginín-AMC FAR V
1A L-histidín-AMC FHI –
4B 4MU-α-D-manozid FAM V1

2B L-serín-AMC FSE –
1B L-izoleucín -AMC FIS –
4C 4MU-β-D-manozid FBM +
2C glycín-AMC FGL –
1C L-alanín-AMC FAL V
4D 4MU-N-acetyl-β-D-

galaktozaminid
FGA +

2D L-kyselina pyroglutamová-AMC FPY V1,11

1D L-lyzín-AMC FLY V
4E L-methionín-AMC FME V
2E 4MU-β-D-cellobiopyranozid FCE +
1E 4MU-β-D-xylozid FXY V1

4F L-fenylalanín-AMC FPH V
2F L-leucín-AMC FLE +
1F eskozyl FSC –3,4,10

4G disacharid DIS +
2G furanóza FUR +
1G pyranóza PYO +1

4H p-n-p-α-D-galaktozid AGA +
2H p-n-p-β-D-galaktozid NPG +
1H p-n-p-fosfát PHO +
4I p-n-p-α-D-glukozid AGL +
2I p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG +
1I L-prolin-p-nitroanilid PRO –
4J p-n-p-α-L-fukozid AFU +
2J p-n-p-β-D-glukozid BGL +
1J L-alanyl-L-alanín-p-nitroanilid ALA +

1 = Negatívne z pôdy BBL Schaedler	 6 = Variabilné z pôdy BBL Brucella
2 = Pozitívne z pôdy BBL Schaedler	 7 = Negatívne z pôdy BBL Columbia
3 = Variabilné z pôdy BBL Schaedler	 8 = Pozitívne z pôdy BBL Columbia
4 = Negatívne z pôdy BBL Brucella	 9 = Variabilné z pôdy BBL Columbia
5 = Pozitívne z pôdy BBL Brucella

Tabu¾ka 5
Dodatoèná kontrola kvality kmeòov pre ID systém BBL Crystal ANR

Poloha 
na paneli Substrát Oznaèenie 

Bacteroides 
distasonis  
ATCC 8503

Peptostreptococcus 
asaccharolyticus 

ATCC 29743

Lactobacillus 
acidophilus  
ATCC 314

Fusobacterium 
varium  

ATCC 27725
4A fluorescenèná negatívna kontrola FCT – – – –
2A L-arginín-AMC FAR + + + –4,10

1A L-histidín-AMC FHI V + +3 –
4B 4MU-α-D-manozid FAM + – – –
2B L-serín-AMC FSE – – +3 –
1B L-izoleucín -AMC FIS –4 – + –
4C 4MU-β-D-manozid FBM +10 – – –
2C glycín-AMC FGL V1,12 V1 V2 –
1C L-alanín-AMC FAL + V1 + –
4D 4MU-N-acetyl-β-D-

galaktozaminid
FGA + – – –

2D L-kyselina pyroglutamová-AMC FPY V1,12 – V11,24 +
1D L-lyzín-AMC FLY V2,12,15 + + –
4E L-methionín-AMC FME + +4,10 + V
2E 4MU-β-D-cellobiopyranozid FCE V12 – + –
1E 4MU-β-D-xylozid FXY +10 – – –
4F L-fenylalanín-AMC FPH V12 V + –
2F L-leucín-AMC FLE + +10 + V
1F eskozyl FSC V V2,15 –3,4,10 V15

4G disacharid DIS + – +3,10,24 –
2G furanóza FUR + – + V
1G pyranóza PYO + – +10 +
4H p-n-p-α-D-galaktozid AGA + – +3,4,10 –
2H p-n-p-β-D-galaktozid NPG + – +3,4,10 –
1H p-n-p-fosfát PHO + – – –
4I p-n-p-α-D-glukozid AGL + – V1 –
2I p-n-p-N-acetyl-glukozaminid NAG + – V12,15 –
1I L-prolin-p-nitroanilid PRO – – V –
4J p-n-p-α-L-fukozid AFU – – – –
2J p-n-p-β-D-glukozid BGL + – + –
1J L-alanyl-L-alanín-p-nitroanilid ALA + – V –

*Zobrazené výsledky sa oèakávajú, keï sa použije anaeróbny agar BBL CDC s 5 % ovèou krvou.
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Na prípravu oèkovacej suspenzie by sa mali používat’ len aplikaèné tampóny s bavlnenými špièkami, drevené aplikaèné 
tyèinky alebo jednorazové plastové k¾uèky, pretože niektoré polyesterové tampóny môžu spôsobit’, že oèkovacia 
látka zhustne. Toto by mohlo spôsobit’ nedostatky pri naplnení komôrok oèkovacou látkou. Keï sa veká vyberú zo 
zapeèatených vreciek, musia byt’ použité do jednej hodiny, aby sa zabezpeèil adekvátny úèinok. Plastový kryt musí 
zostat’ na veku, až kým sa veko nepoužije.
Inkubátor, v ktorom sú umiestnené panely, by sa mal zvlhèit’, aby sa zabránilo vyparovaniu oèkovacej látky z komôrok 
poèas inkubácie. Odporúèaná úroveò vlhkosti je 40 – 60 %.
Po naoèkovaní by sa mali panely inkubovat’ len dnom nahor (väèšie okná smerom hore, štítok smerom nadol), aby sa 
maximalizovala úèinnost’ substrátov.
Kolónie by sa mali vziat’ z misiek neselektívneho krvného agaru ako anaeróbny CDC, Brucella, Columbia a Schaedler 
BBL (pozri „Dostupnost’“).
Ak profil testu BBL Crystal prinesie výsledok „Žiadna identifikácia“ a bola potvrdená èistota kultúry, potom je 
pravdepodobné, že (i) testovaný izolát produkuje atypické reakcie BBL Crystal (èo môže byt’ spôsobené aj procesnými 
chybami), (ii) testované druhy nie sú z urèených taxónov alebo (iii) systém nedokáže identifikovat’ testovaný izolát 
pomocou požadovanej úrovne spo¾ahlivosti. Keï sa vylúèi používate¾ova chyba, odporúèajú sa tradièné testovacie metódy.

Vlastnosti postupu
Reprodukovate¾nost’: V externej štúdii zahròujúcej štyri klinické laboratóriá (celkovo pät’ hodnotení) sa skúmala 
reprodukovate¾nost’ reakcií ID substrátov (29) BBL Crystal ANR opakovaním testovania. Reprodukovate¾nost’ 
jednotlivých reakcií substrátov sa pohybovala v rozmedzí od 96,2 % do 100 %. Celková reprodukovate¾nost’ panela  
BBL Crystal ANR bola urèená na 99,1 %.25

Presnost’ identifikácie: Používanie ID systému BBL Crystal ANR sa pomocou klinických izolátov a zásobných kultúr 
porovnalo komerèným systémom, ako aj tradiènými referenènými identifikaènými metódami, ktoré sú založené na 
odporúèaniach VA Wadsworth Laboratory. V štyroch nezávislých laboratóriách sa vykonalo celkovo pät’ štúdií. Použili 
sa èerstvé rutinné izoláty, vyrobené v klinických laboratóriách, ako aj v minulosti identifikované izoláty vybraté na 
klinických  pokusných pracoviskách, aby vytvorili vlastnosti efektivity.

Z celkovo 633 izolátov testovaných v piatich štúdiách sa správne identifikovalo 588 (93 %) (vrátene izolátov, ktoré 
potrebovali dodatoèné testovanie) pomocou identifikaèného systému BBL Crystal ANR. Nesprávne sa identifikovalo 
celkom 36 (6 %) izolátov a oznaèenie „Žiadna identifikácia“ sa získalo u 9 (1 %) izolátov.25

DOSTUPNOST
Kat. è.	 Opis
245010	� BBL Crystal Anaerobe ID Kit, každá obsahuje 

20: anaeróbnych viek ID panela BBL, báz 
BBL Crystal a BBL Crystal Anaerobe ID 
Inoculum Fluid.

245038 	�BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 
nádoba po 10 ks.

245031 	�BBL Crystal Panel Viewer, domáci model, 
110 V, 60 Hz.

245032 	�BBL Crystal Panel Viewer, európsky model, 
220 V, 50 Hz.

245033 	�BBL Crystal Panel Viewer, japonský model, 
100 V, 50/60 Hz.

245034	� BBL Crystal Panel Viewer Longwave UV Tube.

245036 	�BBL Crystal Panel Viewer White Light Tube.

245011 	�BBL Crystal Identification Systems Anaerobe 
Manual Codebook.

221733 	�BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 
Blood, balenie po 20 misiek.

Kat. è.	 Opis
221734 	�BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 

Blood, nádoba po 100 misiek.

221539 	�BBL Schaedler Agar with Vitamin K1 and 
5% Sheep Blood, balenie po 20 ks.

221540 	�BBL Schaedler Agar with Vitamin K1 and 
5% Sheep Blood, nádoba po 100 ks.

221165 	�BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, 
balenie po 20 ks.

221263 	�BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, 
nádoba po 100 ks.

297848 	�BBL Brucella Blood Agar with Hemin and 
Vitamin K1, balenie po 20 ks.

297716 	�BBL Brucella Blood Agar with Hemin and 
Vitamin K1, nádoba po 100 ks.

261187 	�BBL DMACA Indole Reagent Droppers,  
nádoba po 50 ks.

212539 	�BBL Gram Stain Kit, balenie 4 x 250 mL fliaš.
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