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Cestina
UCEL POUZITI
Identifikacni (ID) systém BD BBLCrystal Neisseria/Haemophilus (N/H) je miniaturizovana identifika¢ni metoda, ktera

pouziva modifikované standardni, fluorogenni a chromogenni substraty. SlouZi k identifikaci ¢asto izolovanych druhd
Neisseria a Haemophilus a pro nékolik dal3ich naro¢nych bakterii.1.2.6.15.18

SHRNUTI A VYSVETLENI

Mikrometody pro biochemickou identifikaci mikroorganismt byly zminény jiz v roce 1918.3 Nékolik publikaci
pojednavalo o pouziti metod s papirovymi disky impregnovanymi reagen¢nim ¢inidlem a s mikro-zkumavkami

pro rozliseni stievnich bakterii.3.4.8.19.21 Zajem o miniaturizované identifika¢ni systémy ved| k zavedeni nékolika
komerénich systému na konci $edesatych let minulého stoleti. Jejich vyhodou bylo to, Ze vyzadovaly maly prostor pro
uskladnéni a nabizely prodlouzenou zZivotnost, standardni kontrolu jakosti a jednoduché pouziti.

Obecné vzato, mnoho testd pouzivanych v ID systémech BD BBLCrystal jsou pouze modifikaci klasickych metod.
Mezi né patfi testy pro fermentaci, oxidaci, degradaci a hydrolyzu rozli¢nych substratd. Dale jsou zde chromogenné
a fluorogenné znacené substraty, jako napfiklad v ID systému BD BBLCrystal N/H, schopné detekovat enzymy, které
mikroby vyuzivaji pro metabolizaci riznych substratu.56.8-10.13-17

Sada ID systému BD BBLCrystal N/H se sklada z (i) panelovych vicek ID systému BD BBLCrystal N/H, (ii) bazi

BD BBLCrystal a (iii) inokula¢nich zkumavek BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H. Vitko obsahuje 29 dehydratovanych
substrata a fluorescenéni kontrolu na konci umélohmotnych hrott. Baze ma 30 reakénich jamek. Testovaci inokulum
je pripraveno z tekutiny s inokulem a slouzi k naplnéni vsech tficeti jamek v bazi. Po zarovnani vicka s bazi a po
zaklapnuti vicka testovaci inokulum rehydratuje suché substraty, a spusti tak testovaci reakce.

Po inkuba¢ni dobé jamky prohlédnéte a zjistéte, zda doslo ke zméné barvy ¢i zda je pfitomna fluorescence nasledkem
metabolické aktivity mikroorganismd. Vysledné schéma téchto 29 reakci je pfevedeno na desetimistné profilové ¢islo,
které se pouZije jako zaklad pro identifikaci.20 Biochemicka a enzymaticka reakéni schémata téchto 29 ID substrata
BD BBLCrystal N/H pro sirokou $kalu mikroorganism( se ulozi v databazi BD BBLCrystal N/H. Identifikace se zaklada
na komparativni analyze reakéniho schématu testovaného izolatu s vysledky v databazi. Kompletni seznam druha,
které se nachazeji v souc¢asné databazi, je uveden v tabulce 1.

ZASADY POSTUPU

ID panely BD BBLCrystal N/H obsahuji 29 suchych biochemickych a enzymatickych substratd. Suspenze bakterii

v tekutiné s inokulem se pouziva pro rehydrataci substratd. Testy pouzité v tomto systému jsou zalozeny na
mikrobialni utilizaci a degradaci specifickych substratd, které byly zjistény riznymi indika¢nimi systémy. Enzymaticka
hydrolyza fluorogennich substrati obsahujicich kumarinové derivaty 4-methylumbelliferonu (4MU) nebo 7-amino-
4-methylkumarinu (7-AMC) ma za nasledek zvy3enou fluorescenci, kterou Ize snadno detekovat vizualné pomoci UV
zdroje.13.14.16,17 Chromogenni substraty po hydrolyze zplisobi zménu barvy, kterou Ize detekovat vizualné. Dale jsou
zde testy, které detekuji schopnost organismu hydrolyzovat, degradovat, redukovat ¢i jinak utilizovat substrat v ID
systémech BD BBLCrystal.

V tabulce 2 jsou popsany reakce probihajici za pfitomnosti riznych substratl a kratké vysvétleni zasad vyuzitych

v systému. Umisténi na panelu v danych tabulkach oznacuje fadu a sloupec, ve kterém se jamka nachazi (ptiklad:

1J oznacuje fadu 1 ve sloupci J).



Tabulka 1

Druhy v ID systému BD BBL Crystal N/H

Actinobacillus actinomycetemcomitans
Cardiobacterium hominis'

Eikenella corrodens

Gardnerella vaginalis

Haemophilus aphrophilus/ paraphrophilus
Haemophilus ducreyi

Haemophilus haemoglobinophilus!

Haemophilus haemolyticus

Haemophilus influenzae

Haemophilus parahaemolyticus'

Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus segnis’

Kingella denitrificans

Kingella kingae

druhy Kingella (v¢éetné K. denitrificans a K. kingae)
Moraxella atlantae

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Moraxella lacunata’

Moraxella nonliquefaciens

Moraxella osloensis

Moraxella phenylpyruvica'

druhy Moraxella (véetné M. atlantae, M. lacunata, M. nonliquefaciens, M. osloensis a M. phenylpyruvica)
Neisseria cinerea’

Neisseria elongata (véetné N. elongata ssp elongata, N. elongata ssp glycolytica a N. elongata ssp nitroreducens)
Neisseria flavescens!

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria lactamica

Neisseria meningitidis

Neisseria mucosa

Neisseria sicca

Neisseria subflava (v¢etné N. subflava biovar flava, N. subflava biovar perflava a N. subflava biovar subflava)
Neisseria weaverii'

druhy Oligella (véetné O. urethralis a O. ureolytica)
Oligella ureolytica’

Oligella urethralis

Pasteurella multocida

Suttonella indologenes

Kli¢: 1 = tyto druhy maji v soucasné databazi <10 jedine¢nych profili BD BBLCrystal.



Tabulka 2

Zasady testt pouzitych v ID systému BD BBL Crystal N/H

Umisténi Charakter Kéd Zasada
na panelu testu (odkaz)

4A Fluorescenc¢ni negativni kontrola FCT Kontrola pro standardizaci vysledk fluorescenénich
substratd.

2A 4MU-fosfat FHO  Enzymaticka hydrolyza amidové nebo glykosidové

1A L-prolin-AMC FPR  vazby mé za nasledek uvolnéni fluorescen¢niho

4B L-serin-AMC FSE kumarinového derivatu.5.9.13,14,16,17

2B LYS-ALA-AMC FLA

1B L-tryptofan-AMC FTR

4ac L-fenylalanin-AMC FPH

2C N-sukcinyl-ALA-PRO-ALA-AMC FNS

1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA

4D L-glutamova kyselina-AMC FTA

2D L-arginin-AMC FAR

1D Ornitin-AMC FOR

4E Glycin-AMC FGL

2E GLY-PRO-AMC FGP

1E 4MU-B-D-galaktosid FBG

4F Sacharéza SAC Utilizace uhlovodiku ma za nasledek snizeni pH

2F Maltotriéza MTT  azménu indikatoru (fenolova ¢erven).1-4.8.18

1F Karubinéza CAR

4G Pyranéza PYO

2G Maltobiéza MTB

1G Disacharid DIS

4H Riberol RBL

2H Levuloza LEV

1H p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC  Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého arylem
substituovaného glykosidu se uvolni zluty
p-nitrofenol.5.10.14

4] y-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL  Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého amidového
substratu se uvolni zluty p-nitroanilin.5.10.14

21 p-nitrofenyl-fosfat PHO  Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého arylem
substituovaného glykosidu se uvolni zluty
p-nitrofenol.5.10.14

11 o-nitrofenyl-p-D-galaktosid (ONPG) OPG  Hydrolyza mocoviny a vznikly amoniak zméni barvu

4) Mocovina URE indikatoru pH (bromtymolova mod§)2.7.12

2] Resazurin REZ Redukce resazurinu na resorufin ma za nasledek
zménu barvy.6

1] Ornitin ORN  Utilizace ornitinu ma za nasledek zvyseni pH a zménu

barvy indikatoru (bromkresolova violet’).2




Reagenty

ID panel BD BBLCrystal N/H obsahuje 29 enzymatickych a biochemickych substratd. V tabulce 3 naleznete seznam
aktivnich slozek.

Tabulka 3
Reagenty pouzivané v ID systému BD BBLCrystal N/H

Umisténi Substrat Koéd Poz. Neg. Aktivni Priblizné
na panelu slozky mnoZstvi (g/L)
4A Fluorescencni FCT nepouziva se nepouziva se Fluorescencni kumarinovy <1
negativni kontrola derivat
2A 4AMU-fosfat FHO modra fluorescence modra fluorescence  4MU-fosfat <1
>miska FCT < miska FCT
1A L-prolin-AMC FPR modra fluorescence modra fluorescence  L-prolin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
4B L-serin-AMC FSE modra fluorescence modra fluorescence  L-serin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
2B LYS-ALA-AMC FLA modra fluorescence modra fluorescence  LYS-ALA-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
1B L-tryptofan-AMC FTR modra fluorescence modra fluorescence  L-tryptofan-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
4c L-fenylalanin-AMC FPH modra fluorescence modra fluorescence  L-fenylalanin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
2C N-sukcinyl-ALA- FNS modra fluorescence modra fluorescence  N-sukcinyl-ALA- <1
PRO-ALA-AMC >miska FCT < miska FCT PRO-ALA-AMC
1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA modra fluorescence modra fluorescence  ALA-ALA-PHE-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
4D L-glutamova kyselina-AMC FTA modra fluorescence modra fluorescence  L-glutamova kyselina-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
2D L-arginin-AMC FAR modra fluorescence modra fluorescence  L-arginin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
1D Ornitin-AMC FOR modra fluorescence modra fluorescence  Ornitin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
4E Glycin-AMC FGL modra fluorescence modra fluorescence  Glycin-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
2E GLY-PRO-AMC FGP modra fluorescence modra fluorescence  GLY-PRO-AMC <1
>miska FCT < miska FCT
1E 4MU-B-D-galaktosid FBG modra fluorescence modra fluorescence  4MU-B-D-galaktosid <1
>miska FCT < miska FCT
4F Sacharéza SAC Zlaty/zluty Oranzovy/cerveny Sacharéza <300
2F Maltotriéza MTT Zlaty/zluty Oranzovy/Cerveny Maltotriéza <300
1F Karubinéza CAR Zlaty/zluty Oranzovy/cerveny Karubinéza <300
4G Pyranéza PYO Zlaty/zluty Oranzovy/¢erveny Pyranéza <300
2G Maltobi6za MTB Zlaty/zluty Oranzovy/Cerveny Maltobi6za <300
1G Disacharid DIS Zlaty/zluty Oranzovy/cerveny Disacharid <300
4H Riberol RBL Zlaty/zluty Oranzovy/¢erveny Riberol< 300
2H Levuloza LEV Zlaty/zluty Oranzovy/Cerveny Levul6za <300
1H p-nitrofenyl-fosforylcholin - PHC Zluty Bezbarvy p-nitrofenyl-fosforylcholin <10
4] v-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL Zluty Bezbarvy v-L-glutamyl-p-nitroanilid <10
21 p-nitrofenyl-fosfat PHO Zluty Bezbarvy p-nitrofenyl-fosfat <10
11 o-nitrofenyl-p-D-galaktosid  OPG Zluty Bezbarvy o-nitrofenyl-p-D-galaktosid <10
(ONPG) (ONPG)
4) Mocovina URE Vodovéa/modra Zluta/zelena Mocovina <50
2) Resazurin REZ Ruzovy Modry/Fialovy Resazurin <
1) Ornitin ORN Fialovy Zluty/sedy Ornitin <200

Bezpecnostni opatieni: Diagnostika in vitro.

Po pouziti a pfed likvidaci nebo spalenim je nutné veskeré infekéni materialy véetné desticek, bavinénych tampéna,

zkumavek s tekutinou s inokulem a panel( sterilizovat v autoklavu.

SKLADOVANI A MANIPULACE / ZIVOTNOST

Vicka: Vika jsou jednotlivé zabalena a musi byt skladovana zaviena v chladicim zafizeni pfi teploté 2-8°C. NEZMRAZUJTE.
Prohlédnéte baleni a zkontrolujte, zda neni féliovy obal protrzeny. Nepouzivejte, pokud se baleni jevi poskozené. Vicka,
ktera jsou v originalnim baleni a ktera byla skladovana dle doporuceni, si udrzi o¢ekavanou reaktivitu do data expirace.
Baze: Baze jsou zabaleny ve dvou sadach po deseti (v inkubacnich nddobach BD BBLCrystal). Baze jsou naskladany
svrchni stranou dold, aby se minimalizovalo riziko kontaminace vzduchem. Skladujte az do pouZziti v bezprasném
prostiedi pii teploté 2-30°C. Nepouzivané baze skladujte v nadobé a v umélohmotném obalu. Prazdné nadoby
pouzijte pro inkubaci inokulaénich paneld.
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Tekutina s inokulem: Tekutina s inokulem ID BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H je zabalena ve dvou sadach po deseti
zkumavkach. Prohlédnéte zkumavky a zkontrolujte, zda nejsou popraskané, netésné atd. Nepouzivejte, pokud
zjistite netésnost, poskozeni zkumavky ¢i uzavéru nebo znamky kontaminace (tj. zamlzeni, zakaleni). Zkumavky
skladujte pti teploté 2-25°C. Datum expirace je uvedeno na Stitku zkumavky. S ID panely BD BBLCrystal N/H Ize
pouzivat pouze tekutinu s inokulem ID BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po pievzeti skladujte ID sadu BD BBLCrystal N/H pfi teploté 2-8°C. Po otevieni musi byt skladovana pfi teploté 2-8°C
pouze vicka. Zbyvajici soucasti sady mohou byt skladovany pti teploté 2-25°C. Pokud sadu nebo nékteré jeji soucasti
skladujete v chladu, méli byste je pfed pouzitim pfivést na pokojovou teplotu.

ODBER A ZPRACOVANI VZORKU

ID systémy BD BBL Crystal nejsou urceny k pfimému pouziti s klinickymi vzorky. Pouzivejte izolaty z médii jako je
Cokoladovy agar, séjovy agar Trypticase s 5 % ov¢i krve (TSA), agar Columbia s 5 % ov¢i krve (Columbia) a zivny agar.
Pouzivejte selektivni média, jako je agar Martin-Lewis, modifikovany agar Thayer-Martin (MTM), modifikované médium
New York City (NYC), agar V (pro G. vaginalis). Lze pouzit také agar GC-Lect. Média obsahuijici eskulin nepouzivejte.
1zolat pro test musi byt ¢ista kultura, pro vétsinu druh( ne starsi nez 18-24 h; pro nékteré pomalu rostouci organismy je
prijatelna i doba 48 hodin. Pro pfipravu suspenze inokula pouzivejte pouze aplikatory zakonéené bavinénym tampdnem,
jelikoz nékteré polyesterové tampény mohou zpusobovat problémy pfi inokulaci na panely. (Viz ,,Omezeni postupu®.)
Po sejmuti vi¢ek z utésnénych oball je nutné je pouzit nejpozdéji do jedné hodiny, aby byla zachovana odpovidajici
ucinnost. Umélohmotny kryt by mél zistat na vicku do té doby, nez je vi¢ko pouzito.

Pouzivany inkubator zvlhcete, ¢imz predejdete vypafovani tekutiny z jamek béhem inkubace. Doporu¢ena vihkost

je 40-60%. U¢innost ID systémG BD BBLCrystal ¢ jinych diagnostickych postupl provadénych na klinickych vzorcich
je ptimo ovlivnéna kvalitou samotnych vzorkd. Silné se doporucuje, aby laboratofe pro odbér vzorkd, prenos a
inokulaci na primarni izola¢ni média pouzivaly metody uvedené v navodu Manual of Clinical Microbiology (Ndvod
pro klinickou mikrobiologii).117

PROVEDENI TESTU

Dodané materialy: ID sada BD BBLCrystal N/H -

20 panelovych vicek ID BD BBLCrystal N/H,

20 bazi BD BBLCrystal,

20 zkumavek pro tekutinu s inokulem ID BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H. Kazda zkumavka obsahuje pfiblizné
2,3+ 0,15 mL tekutiny s inokulem obsahuijici: 7,5 g KClI, 0,5 g CaCl,, 0,895 g Tricin N-[2-Hydroxy-1,1-bis
(hydroxymethyl)methyl] glycinu, destilovana voda do 1 000 mL.

2 inkubac¢ni nadoby,
1 zaznamovy blok ID BD BBLCrystal N/H.

Material, ktery neni soucasti dodavky: Sterilni bavinéné tampony (nepouZivejte polyesterové tampdny), inkubator

(35-37°C) bez CO, (40-60% vlhkost), McFarlandova norma ¢€. 3, ¢teci zafizeni pro panel BD BBLCrystal, pfirucka

elektronického koédovani ID systému BD BBLCrystal nebo prirucka ru¢niho kédovani BD BBLCrystal N/H a

odpovidajici kultiva¢ni média.

Dale jsou zapottebi nezbytna zafizeni a laboratorni potfeby pouzivané pro pfipravu, skladovani a zpracovani klinickych

vzorkd.

Provedeni testu: ID systém BD BBLCrystal N/H vyzaduje Gramovo barveni.

1. Vyjméte vicka z obalu. Odstrante vysousec. Po vyjmuti
z obalu pouZzijte zakryta vitka nejpozdéji do jedné hodiny.
Panel nepouzivejte, pokud v obalu chybi vysoused|o.

2. Vezméte zkumavku s tekutinou s inokulem a oznacte ji
stitkem s ¢islem pacientova vzorku. Za pouziti aseptické
techniky odeberte $pickou sterilniho bavinéného tamponu
(nepouZivejte polyesterové tampdny) nebo pomoci
drevéného aplikatoru ¢ jednorazové umélohmotné smycky
kolonie stejné morfologie z jednoho z doporucenych médii
(viz ¢ast ,,Odbér a zpracovani vzorkd”).

3. Suspendujte kolonie ve zkumavce s tekutinou s inokulem
ID BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H.
4 . Znovu uzaviete zkumavku a michejte pfiblizné 10-15 sekund. Zakaleni by mélo odpovidat McFarlandové normé
¢. 3. Pokud je koncentrace suspenze inokula vy3s$i nez doporu¢ena McFarlandova norma, postupujte dle jednoho
z uvedenych krok:
a. Poutzijte novou zkumavku s tekutinou s inokulem a pfipravte novou suspenzi odpovidajici McFarlandové normé ¢. 3.
b. Pokud pro pfipravu nové suspenze inokula nejsou k dispozici dalsi kolonie, zied'te za pouziti aseptické techniky
inokulum tak, ze pridate minimalni poZzadované mnozstvi (ne vice nez 1,0 mL) 0,85% sterilniho fyziologického
roztoku nebo tekutiny s inokulem, ¢imz se snizi zakaleni a bude odpovidat McFarlandové normé ¢. 3. Odstrarite
prebyte¢né mnozstvi pfidané do zkumavky pomoci sterilni pipety tak, aby byl vysledny objem tekutiny s
inokulem pfiblizné stejny jako ptvodni objem ve zkumavce (2,3 + 0,15 mL). Nespravny objem muze mit za
nasledek rozliti suspenze inokula pres ¢ernou oblast baze, ¢imz se panel stava nepouzitelnym.
5. Vezméte bazi a oznacte ji na bocni sténé cislem pacientova vzorku.
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6. Nalijte cely obsah zkumavky s tekutym inokulem na cilové
misto na bazi.

7. Drzte bazi obéma rukama a jemné prelévejte inokulum po
drazkach, dokud se viechny jamky nenaplni. Prelijte veskerou
prebytecnou tekutinu zpét do cilové oblasti a umistéte bazi
na stll. Vzhledem k vysoké koncentraci bunék na ID panelech
BD BBL Crystal N/H je nutné inokulum ptelévat opatrné pres
drazky, aby se naplnily spravné viechny jamky. Pred pfilozenim
vicka zkontrolujte, zda se mezi jamkami nenachazi zadna
prebytecna tekutina a zadna tekutina nepretéka z cilové oblasti
smérem k jamkam.

8. Prilozte vitko tak, aby ¢ast se stitkem pfiléhala nad cilové
misto na bazi.

9. Zatlacte doll, dokud neucitite jemny odpor. Na kazdé strané
umistéte palec na okraj vitka smérem ke stfedu panelu a zatlacte
soucasné smérem dold, dokud vi¢ko nezaklapne (uslysite dvé
wzaklapnuti”).

Desticka pro kontrolu cistoty: Za pouziti sterilni smycky odeberte

pred inokulaci baze nebo po ni malou kapku ze zkumavky s tekutym
inokulem a inokulujte ji na agarovou desticku (jakékoliv odpovidajici
médium) za tcelem kontroly cistoty vzorku. Zlikvidujte zkumavku

s tekutinou s inokulem a jeji uzavér do odpadniho kontejneru pro
biologicky nebezpecny odpad. Inkubujte desku po dobu 24-48 hodin

pfi teploté 35-37°C za odpovidajicich podminek. Desticku pro kontrolu
Cistoty Ize podle potieby pouzit také pro pridatné testy a sérologii.
Inkubace: Inokulované panely umistéte do inkubacnich nadob.

Do jedné nadoby Ize umistit 10 paneld (5 fad po dvou panelech).
V3echny panely inkubujte svrchni stranou smérem dolt (vétsi okna
smérem nahoru; stitky smérem doll) v inkubatoru bez CO,

s vlhkosti 40-60 %. B&éhem inkubace nesmi byt na sebe navrieny vice
nez dvé nadoby. Inkubaéni doba pro panely je 4 hodiny pfi teploté
35-37°C. POZNAMKA: Dvitka inkub&toru by neméla byt béhem
inkubace opakované otvirana (radéji méné nez trikrat). Vysledky
paneld by mély byt odecteny do 30 minut po vyjmuti

z inkubatoru.

Odecet: Po doporucené dobé inkubace vyjméte panely

z inkubatoru. V3echny panely by mély byt odecteny svrchni
stranou smérem dolt (vétsi okna smérem nahoru; stitek smérem
doll) za pouziti ¢teciho zafizeni BD BBL Crystal. Pfi interpretaci
reakci se fid'te barevnou reakéni stupnici nebo tabulkou 3.

Pro zadznam reakci pouzivejte zaznamovy blok.

a. Nejprve proved'te odecet sloupct F az J za pouziti bézného
(bilého) svételného zdroje.

b. Provedte odecet sloupcli A az E (fluorescenéni substraty)
za pouziti UV svételného zdroje na ¢tecim zatizeni panelu.
Fluorescen¢ni substrat je povazovan za pozitivni pouze v
piipadé, ze je intenzita pozorované fluorescence v jamce vyssi
nez v jamce negativni kontroly (4A).




Vypocet profilového cisla BD BBL Crystal: Ke kazdému vysledku testu (mimo 4A, ktery se pouziva jako negativni
fluorescencni kontrola), ktery je oznacen za pozitivni, je pfitazena hodnota 4, 2 nebo 1 podle fady, v niz je test
umistén. Hodnota 0 (nula) se pfifazuje ke viem negativnim vysledkdm. Hodnoty ziskané z kazdé pozitivni reakce v
kazdém sloupci jsou poté secteny. Vznikne desetimistné ¢islo; jedna se o profilové islo.

A B C D E F G H | J
4 * + - - + + + - + -
2 - + + + - + - + + -
1 + - + - - - + + -
Profil 1 6 3 2 5 6 4 3 7 0

*(4A) = fluorescencni negativni kontrola

Vysledné profilové ¢islo a buné¢nou morfologii, je-li zndma, zadejte do pocitace, ve kterém je nainstalovana piirucka
elektronického kodovani ID systému BD BBL Crystal, a provedte identifikaci. K dispozici je také pfirucka ru¢niho kédovani.
Pokud nemate k dispozici pocitac, obrat'te se na technickou podporu spole¢nosti BD.

Kontrola kvality uzivatelem: Testovani kontroly kvality se doporucuje pro panely kazdé Sarze a to nasledujicim zptsobem -

1. Inokulujte panel druhem Moraxella (Branhamella) catarrhalis ATCC 25240 dle doporu¢enych pokynt
(viz ,Provedeni testu”).

2. Pred inkubaci ponechejte panel pfi pokojové teploté po dobu jedné minuty (ne vice nez 2 minuty).
. Odectéte a zaznamenejte reakce pomoci ¢teciho zafizeni panelu a barevné reakéni stupnice.

4. Pokud je néktera z jamek (kromé jamky 1J) dle barevné reakéni stupnice pozitivni (po 1-2 minutach), PANELY této
Sarze NEPOUZIVEJTE. Obrat'te se na technickou podporu spole¢nosti BD.

5. Pokud jsou vsechny jamky negativni, inkubujte panel po dobu 4 hodin pfi teploté 35-37°C.
6. Odectéte panel pomoci ¢teciho zafizeni panelu a barevné reakéni stupnice a zaznamenejte reakce do zaznamového bloku.

7. Srovnejte zaznamenané reakce s reakcemi uvedenymi v tabulce 4. Pokud zjistite, Ze se vysledky rozchazeji,
potvrdte nejprve Cistotu kmene kontroly kvality a teprve poté se obrat'te na technickou podporu spole¢nosti BD.

8. Dvitka inkubatoru by neméla byt béhem inkubace opakované otvirana (radéji méné nez tiikrat).
Ocekavané vysledky testu pro dalsi kmeny testu kontroly kvality jsou uvedeny v tabulce 5.

w

OMEZENIi POSTUPU

ID systém BD BBL Crystal N/H je urcen pro uvedené druhy. Druhy, které nejsou uvedeny v tabulce 1, nejsou urc¢eny
k pouziti s timto systémem.

Pro potvrzeniizolatu identifikovaného systémem jako Neisseria gonorrhoeae je pozadovan dalsi test a to v
nasledujicim ptipadé: (1) pokud jsou pozitivni vysledky ziskany od osob s nizkym rizikem, (2) pokud jsou pozitivni
vysledky ziskany od pacientd se sociologickymi ¢i Iékafskopravnimi dusledky.

ID databaze BD BBL Crystal N/H byla vyvinuta spolu s médiem znacky BD BBL. Reaktivita nékterych substratd v
miniaturizovanych identifikac¢nich systémech muize zaviset na plvodnim médiu pouzitém pro pfipravu inokula.
Doporucujeme s ID systémem BD BBL Crystal N/H pouzivat nasledujici média: ¢okoladovy agar, TSA I, Columbia a Zivny
agar. Pouziti selektivnich médii, napf. Martin-Lewis, MTM, médium NYC, V a GC-Lect je také mozné. Média obsahujici
eskulin nepouzivejte.

Identifika¢ni systémy BD BBL Crystal pouzivaji modifikované mikroprostiedi, proto se o¢ekavané hodnoty pro
individualni testy mohou odlisovat od hodnot ziskanych ve standardnich testovacich reakcich. Pfesnost ID systému
BD BBL Crystal N/H spociva ve statistickém pouZziti specialné vyvinutych testt a exkluzivni databaze.

Zatimco ID systém BD BBL Crystal N/H pomaha pii mikrobialni diferenciaci, je nutno pocitat s tim, ze mezi kmeny

v rdmci druhu mohou existovat drobné odchylky. Pouzivat panely a interpretovat vysledky smi pouze kompetentni
mikrobiolog. Pied kone¢nou identifikaci izolatu zvazte pavod vzorku, toleranci vzdusného kysliku, buné¢nou
morfologii, charakter kolonii na riiznych médiich a pfipadné kone¢né metabolické produkty ur¢ené pomoci plynovo-
kapalinové chromatografie, pokud byla provedena.

Pro pfipravu suspenze inokula pouzivejte pouze aplikatory zakoncené bavinénym tampénem, jelikoz nékteré
polyesterové tampdny mohou zvy3ovat viskozitu tekutiny s inokulem. To mize mit za nasledek nedostate¢né
naplnéni jamek tekutym inokulem. Po sejmuti vi¢ek z utésnénych obalu je nutné je pouzit nejpozdéji do jedné hodiny,
aby byla zachovana odpovidajici G¢innost. Umélohmotny kryt by mél zistat na vicku do té doby, nez je vicko pouzito.

Inkubator, kam umist'ujete panely, zvlhcete, ¢imz predejdete vyparovani tekutiny s inokulem z jamek béhem
inkubace. Doporucena vihkost je 40-60%.

Panely po inokulaci inkubujte svrchni stranou smérem dolt (vétsi okna smérem nahoru; stitek smérem dolu), aby se
zvysila efektivita substratd.

Kolonie mohou byt odebirany z misek s ¢cokoladovym agarem, agarem TSA, agarem Columbia nebo Zivnym agarem.
Pouziti selektivnich médii, napf. Martin-Lewis, MTM, médium NYC, V a GC-Lect, je také mozné.

Pokud bude vysledkem testového profilu BD BBL Crystal ,No identification” (Zadna identifikace) a ¢istota kultury byla
potvrzena, pak je pravdépodobné, Ze (i) testovany izolat produkuje atypické reakce BD BBL Crystal (které mohou byt
zplsobeny také chybami v postupu), (i) testovany druh neni soucasti zamyslenych druhti nebo (jii) systém neni schopen
s pozadovanou Urovni spolehlivosti identifikovat testovany izolat. Pokud byla vylou¢ena chyba pracovnika, doporucuje
se pouzit standardni testové metody.



Tabulka 4

Tabulka kontroly jakosti pro ID systém BBL Crystal N/H
po 4 hodinach inkubace z ¢cokoladového agaru

Moraxella
Umisténi (Branhamella)
na panelu Substrat Kod catarrhalis
ATCC 25240

4A Fluorescen¢ni negativni kontrola FCT -

2A 4AMU-fosfat FHO -

1A L-prolin-AMC FPR -

4B L-serin-AMC FSE +

2B LYS-ALA-AMC FLA \

1B L-tryptofan-AMC FTR v

4C L-fenylalanin-AMC FPH +

2C N-sukcinyl-ALA-PRO-ALA-AMC FNS +

1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA +

4D L-glutamova kyselina-AMC FTA -

2D L-arginin-AMC FAR v

1D Ornitin-AMC FOR v

4E Glycin-AMC FGL +

2E GLY-PRO-AMC FGP -

1E 4MU-B-D-galaktosid FBG -

4F Sacharéza SAC -

2F Maltotriéza MTT -

1F Karubindza CAR -

4G Pyrandza PYO -

2G Maltobiéza MTB -

1G Disacharid DIS -

4H Riberol RBL -

2H Levuléza LEV -

1H p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC -

4] y-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL -

21 p-nitrofenyl-fosfat PHO -

11 o-nitrofenyl-B-D-galaktosid (ONPG) OPG -

4) Mocovina URE -

2) Resazurin REZ +

1 Ornitin ORN v




Tabulka 5
Dalsi kmeny kontroly jakosti pro ID systém BBL Crystal N/H po 4 hodinach inkubace z ¢okoladového agaru

Coew Haemophilus Neisseria Kingella Haemophilus
Umisténi Substrat Kéd  aphrophilus lactamica denitrificans influenzae
na panelu ATCC 19415 ATCC 49142 ATCC 33394 ATCC 35056
4A Fluorescencni negativni kontrola ~ FCT - - - -
2A 4MU-fosfat FHO + - - +
1A L-prolin-AMC FPR - + + -
4B L-serin-AMC FSE \ + + v
2B LYS-ALA-AMC FLA \ v v
1B L-tryptofan-AMC FTR v + + v
4C L-fenylalanin-AMC FPH + + + v
2C N-sukcinyl-ALA-PRO-ALA-AMC FNS - - - -
1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA v + v v
4D L-glutamova kyselina-AMC FTA + - -
2D L-arginin-AMC FAR v + v +
1D Ornitin-AMC FOR - + v -
4E Glycin-AMC FGL + + + +
2E GLY-PRO-AMC FGP - \ + -
1E 4MU-B-D-galaktosid FBG + + - -
4F Sacharéza SAC + - - -
2F Maltotrioza MTT + - - -
1F Karubinoéza CAR v - - -
4G Pyrandza PYO + v - v
2G Maltobioza MTB + v - -
1G Disacharid DIS + - - -
4H Riberol RBL \ - - -
2H Levuléza LEV + - - -
1H p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC \ - - +
4 v-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL + - - -
21 p-nitrofenyl-fosfat PHO + - - +
11 o-nitrofenyl-B-D-galaktosid (ONPG) OPG + + - -
4) Mocovina URE - +
2) Resazurin REZ v - v -
1) Ornitin ORN v v v +




UCINNOST

Moznost reprodukce: V externi studii zahrnuijici tfi klinické laboratofe (celkem ze t¥i vyhodnoceni) byla moznost
reprodukce reakci (29) substrat( ID systému BD BBL Crystal N/H studovana testovanim replikovaného vzorku.
Moznost reprodukce jednotlivych reakci substrat(i byla v rozmezi od 85,7 % do 100 %. Celkova moznost reprodukce
ID panelu BD BBL Crystal N/H byla ur¢ena jako 95,9 %.22

Presnost identifikace: U¢innost ID systému BD BBL Crystal N/H byla srovnana se sou¢asné dostupnymi komer¢nimi
systémy za pouziti klinickych izolatd a kmenovych kultur. Byly provedeny celkem tfi studie ve tfech nezavislych
laboratotich. Pro stanoveni U¢innosti byly pouzZity cerstvé bézné izolaty zaslané do klinické laboratofe a jiz dfive
identifikované izolaty z klinickych testu.

Z celkového poctu 513 testovanych izolatli z téchto tii studii bylo spravné identifikovano 459 (89,5 %) za pouziti
identifika¢niho systému BD BBL Crystal N/H bez pouziti pridatnych test a 480 (93,6 %) jich bylo spravné identifikovano
za pouziti pridatnych testt. Celkem 26 (5,1 %) izolatd bylo nespravné identifikovano a vysledek ,, No Identification”
(Zadna identifikace) byl stanoven u 7 (1,4 %) izolat(1.22

DOSTUPNOST

Kat. ¢islo  Popis Kat. ¢islo Popis

245130 BD BBL Crystal Neisseria/Haemophilus ID Kit, 1. 221263 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,

245038 BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum baleni po 100.
Fluid, baleni po 10. 221557 BD BBL Martin-Lewis Agar, baleni po 20.

245031 BD BBL Crystal Panel Viewer, doméaci model, 221558 BD BBL Martin-Lewis Agar, baleni po 100.
110V, 60 Hz. 297173 BD BBL New York City (NYC) Medium Modified,

245032 BD BBL Crystal Panel Viewer, evropsky model, baleni po 20.
220V, 50 Hz. 297801 BD BBL Nutrient Agar, baleni po 10.

245033 BD BBL Crystal Panel Viewer, japonsky model, 221567 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM 1) Agar,
100V, 50/60 Hz. baleni po 20.

245034 BD BBL Crystal Panel Viewer, dlouhovinna 221568 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM Il) Agar,
UV trubice. baleni po 100.

245036 BD BBL Crystal Panel Viewer, trubice s 221239 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep
bilym svétlem. Blood (TSA II), baleni po 20.

245035 BD BBL Crystal Identification Systems 221261 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep
Neisseria/Haemophilus Manual Codebook. Blood (TSA II), baleni po 100.

221169 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with 221874 BD BBLV Agar (pro G. vaginalis), baleni po 10.
Hemoglobin and IsoVitaleX), baleni po 20. 221875 BD BBLV Agar (pro G. vaginalis), baleni po 100.

221267 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with 297715 BD BBL GC-Lect Agar, baleni po 20.
Hemoglobin and IsoVitaleX), balenipo 100. 297928 BD BBL GC-Lect Agar, baleni po 100.

221165 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, 212539 BD BBL Gram Stain Kit, baleni
balent po 20. 4x250 mL lahvicek.
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Kop naptum (not) / Kéd série (8arza) / Kod serije / Partinummer (Lot) / Parti Kodu (Lot) / Koa naprii

Consult Instructions for Use / HanpaseTe cnpaBska B MHCTpyKuuuTE 3a ynoTpeba / Prostudujte pokyny k pouziti / Se
brugsanvisningen / Gebrauchsanweisung beachten / ZupBoulAeuteite Tig 0dnyieg Xpriong / Consultar las instrucciones de uso /
Lugeda kasutusjuhendit / Consulter la notice d’emploi / Koristi upute za upotrebu / Olvassa el a haszndlati utasitast / Consultare le
istruzioni per I'uso / MaiipanaHy HyckaynbiFbIMEH TaHbIChIN anblHbI3 / Skaitykite naudojimo instrukcijas / Skatit lietoSanas pamacibu
/ Raadpleeg de gebruiksaanwijzing / Se i bruksanvisningen / Zobacz instrukcja uzytkowania / Consultar as instrugdes de utilizagdo
/ Consultati instructiunile de utilizare / Cm. pykoBoacTso no akcnnyatauuu / Pozri Pokyny na pouzivanie / Pogledajte uputstvo za
upotrebu / Se bruksanvisningen / Kullanim Talimatlar’'na bagvurun / [Ius. iHCTPyKLi 3 BUKOPUCTaHHS
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Australian Sponsor:
‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited Becton Dickinson Pty Ltd.
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire 4 Research Park Drive
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland Macquarie University Research Park
North Ryde, NSW 2113
Australia

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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