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PRZEZNACZENIE

System identyfikacyjny (ID) BD BBL Crystal Neisseria/Haemophilus (N/H) jest zminiaturyzowanym testem opartym na
wykorzystaniu zmodyfikowanych konwencjonalnych substratow fluorogennych oraz chromogennych. Przeznaczony jest do
identyfikacji czesto izolowanych bakterii Neisseria oraz Haemophilus, jak réwniez kilku innych bakterii szybko rosnacych.26.15.18

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Pierwsze informacje o mikrometodach stuzacych do biochemicznej identyfikacji drobnoustrojéw pochodzag z 1918 roku.3

W kilku publikacjach donoszono o zastosowaniu impregnowanych odczynnikami krazkéw papierowych oraz metod
wykorzystujgcych mikroprobéwki do réznicowania bakterii jelitowych 3481921 Zainteresowanie zminiaturyzowanymi systemami
identyfikacji doprowadzito pod koniec lat 60. do wprowadzenia kilku systeméw komercyjnych, ktére umozliwity uzytkownikom
skorzystanie z udogodnien zwigzanych m.in. ze zmniejszeniem przestrzeni magazynowej, wydtuzeniem dopuszczalnego
okresu magazynowania, wystandaryzowaniem kontroli jakosci oraz utatwieniem obstugi.

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

celu wykrycia enzymow, dzieki ktorym bakterie metabolizujg rézne substraty, stosowane sa, podobnie jak w zestawie

BD BBL Crystal N/H, substraty zwigzane z chromogenami lub fluorogenami.568-10,13-17

Zestaw BD BBL Crystal N/H ID obejmuje (i) pokrywki panelu BD BBL Crystal N/H ID, (ii) podstawki BD BBL Crystal oraz (iii)
probowki z ptynem inokulacyjnym (IF) BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID. Na koncéwkach plastikowych zgbkéw pokrywki
znajduje sie 29 odwodnionych substratéw oraz kontrola fluorescencji. Podstawka zawiera 30 studzienek reakcyjnych. Inokulum
testowe sporzadzone jest z ptynu inokulacyjnego i uzywane jest do wypetnienia wszystkich 30 studzienek w podstawce. Po
dopasowaniu

i zatrzasnieciu pokrywki i podstawki inokulum testowe nasacza suche substraty i inicjuje reakcje testowe.

Po uptywie okresu inkubacji nalezy sprawdzi¢, czy nastgpita zmiana koloru lub czy pojawita sie fluorescencja wynikajaca z
metabolicznej aktywnosci drobnoustrojow. Otrzymany wzor 29 reakgji jest konwertowany do 10-cyfrowego numeru profilu
uzywanego jako podstawa identyfikacji20. Wzory reakcji biochemicznych i enzymatycznych dla 29 substratow BD BBL Crystal
N/H 1D dla rozmaitych drobnoustrojow sg przechowywane w bazie danych BD BBL Crystal N/H ID. Identyfikacja wynika z
analizy poréwnawczej wzoréw reakcji badanych izolatéw z tymi, ktére przechowywane sg w bazie danych. Petna lista grup
taksonomicznych obejmujgca aktualng baze danych przedstawiona jest w tabeli 1.

ZASADY PROCEDURY

Panel BD BBL Crystal N/H ID zawiera 29 suchych substratow biochemicznych i enzymatycznych. Do nawodnienia tych
substratow jest uzywana zawiesina bakteryjna w ptynie inokulacyjnym. Testy uzywane w niniejszym systemie oparte sg na
wykorzystaniu

i rozktadzie przez bakterie okreslonych substratéw wykrywanym dzieki systemom réznych wskaznikéw. Enzymatyczna
hydroliza substratow fluorogennych zawierajacych pochodne kumarynowe 4- metyloumberliferonu (4MU) lub 7-amino-4-
metylokumaryny (7-AMC) powoduje wzrost fluorescencji, ktéra moze by¢ z tatwoscig wykryta wzrokowo przy uzyciu zrédta
promieniowanie UV13.14.16.17, Pod wptywem hydrolizy chromogenne substraty zmieniajg barwe, co rowniez moze by¢ wykryte
wzrokowo. Dodatkowo istniejg inne testy wykrywajgce zdolno$¢ drobnoustrojow do hydrolizy, rozktadu, redukgji lub innego
sposobu wykorzystania substratu wchodzacego w sktad systemoéw BD BBL Crystal ID.

Reakcje zaangazowane przez rézne substraty oraz krétkie wyjasnienie zasad stosowanych w niniejszym systemie opisane sg w

tabeli 2. Lokalizacja panelu w odpowiednich tabelach wskazuje rzad oraz kolumne, w ktérej znajduje sie studzienka (przyktad:
1J odnosi sie do rzedu 1 w kolumnie J).



Tabelanr 1

Grupy taksonomiczne systemu BD BBL Crystal N/H ID

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

Kingella species (obejmuje K. denitrificans oraz K. kingae)
Moraxella atlantae

Moraxella (Branhamella) catarrhalis
Moraxella lacunata’

Moraxella nonliquefaciens

Moraxella osloensis

Moraxella phenylpyruvica'

Gatunki Moraxella (obejmuje M. atlantae, M. lacunata, M. nonliquefaciens, M. osloensis oraz M. phenylpyruvica)
Neisseria cinerea’

Neisseria elongata (obejmuje N. elongata podgat. elongata, N. elongata podgat. glycolytica oraz N. elongata pod-
gat. nitroreducens)

Neisseria flavescens’

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria lactamica

Neisseria meningitidis

Neisseria mucosa

Neisseria sicca

Neisseria subflava (obejmuje N. subflava biovar flava, N. subflava biovar perflava oraz N. subflava biovar subflava)
Neisseria weaverii

Gatunki Oligella (obejmuje O. urethralis oraz O. ureolytica)
Oligella ureolytica'

Oligella urethralis

Pasteurella multocida

Suttonella indologenes

Klucz: 1 = Ta grupa taksonomiczna posiada <10 unikatowych profili BD BBL Crystal w niniejszej bazie danych.



Tabela nr 2

Zasady testéw wchodzgcych w sktad systemu BD BBL Crystal N/H ID

Lokalizacja Cecha Kod Zasada
panelu testu (referencja)
4A Kontrola fluorescencyjnie ujemna FCT Kontrola stuzaca standaryzacji wynikéw substratu
fluorescencyjnego.
2A 4MU - fosforan FHO Enzymatyczna hydroliza wigzania amidowego
1A L-prolina-AMC FPR lub glikozydowego wywotuje uwolnienie
4B L-seryna-AMC FSE fluoryzujacej pochodnej kumaryny.5.9.13.14.16,17
2B LYS-ALA-AMC FLA
1B L-tryptofan-AMC FTR
4C L-fenyloalanina-AMC FPH
2C N-sukcynylo-ALA-PRO-ALA-AMC FNS
1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA
4D L-kwas glutamylowy-AMC FTA
2D L-arginino-AMC FAR
1D Ornityno-AMC FOR
4E Glicyno-AMC FGL
2E GLY-PRO-AMC FGP
1E 4MU-b-D-galaktozyd FBG
4F Sacharoza SAC Utylizacja weglowodandw powoduje obnizenie
2F Maltotrioza MTT pH oraz zmiane wskazan indykatora (czerwien
1F Karubinoza CAR fenolowa).1-4818
4G Piranoza PYO
2G Maltobioza MTB
1G Disacharyd DIS
4H Riberol RBL
2H Lewuloza LEV
1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego arylu
zastepujacego glikozyd powoduje uwolnienie
26ttego p-nitrofenolu.5.10.14
4 y-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego substratu
amidowego powoduje uwolnienie z6ttej
p-nitroaniliny.510.14
21 p-nitrofenylo-fosforan PHO Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego arylu
11 o-nitrofenylo-p-D-galaktozyd (ONPG) OPG zastepujacego glikozyd powoduje uwolnienie
26ttego p-nitrofenolu.5.10.14
4) Mocznik URE Hydroliza mocznika i powstajgcy amoniak
powoduja zmiane barwy wskaznika pH (btekit
bromotymolowy).27.12
2) Resazuryn REZ Redukcja resazurynu do rezorufinu powoduje
zmiane barwy.6
1 Ornityna ORN Utylizacja ornityny powoduje wzrost pH i zmiane

barwy wskaznika (czerwien bromkrezolowa).2




Odczynniki

Panel BD BBL CrystalN/H ID zawiera 29 enzymatycznych i biochemicznych substratow. Zobacz tabele 3, aby zapoznac sie z listg
aktywnych sktadnikow.

Tabela nr 3
Odczynniki uzyte w systemie BD BBL Crystal N/H ID

Lokalizacja Substrat Kod Dodatni Ujemny Sktadniki lloé¢ - okoto
panelu aktywne (9/L)
4A  Kontrola fluorescencyjnie FCT b/d b/d Pochodna kumaryny o wiasci- <1
ujemna wosciach fluorescencyjnych
2A  4MU-fosforan FHO btekitna fluorescencja biekitna 4MU-fosforan <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
1A L-prolina-AMC FPR btekitna fluorescencja biekitna L-prolina-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
4B L-seryna-AMC FSE btekitna fluorescencja biekitna L-seryna-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
2B LYS-ALA-AMC FLA btekitna fluorescencja biekitna LYS-ALA-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
1B L-tryptofan-AMC FTR btekitna fluorescencja biekitna L-tryptofan-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
4C  L-fenyloalanina-AMC FPH btekitna fluorescencja biekitna L-fenyloalanina-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
2C  N-sukcynylo-ALA-PRO-ALA-AMC FNS btekitna fluorescencja biekitna N-succinyl-ALA-PRO-ALA-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
1C  ALA-ALA-PHE-AMC FAA btekitna fluorescencja biekitna ALA-ALA-PHE-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
4D L-kwas glutamylowy-AMC FTA btekitna fluorescencja biekitna L-kwas glutamylowy-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
2D L-arginino-AMC FAR btekitna fluorescencja biekitna L-arginino-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
1D Ornityno-AMC FOR btekitna fluorescencja biekitna Ornityno-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
4E  Glicyno-AMC FGL btekitna fluorescencja biekitna Glicyno-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
2E  GLY-PRO-AMC FGP btekitna fluorescencja biekitna GLY-PRO-AMC <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
1E  4MU-B-D-galaktozyd FBG btekitna fluorescencja biekitna 4MU-B-D-galaktozyd <1
>studzienki FCT < studzienki FCT
4F  Sacharoza SAC zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Sacharoza <300
2F Maltotrioza MTT zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Maltotriose <300
1F  Karubinoza CAR zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Karubinoza <300
4G Piranoza PYO zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Piranoza <300
2G Maltobioza MTB zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Maltobioza <300
1G Disacharyd DIS zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Disacharyd <300
4H Riberol RBL zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Riberol <300
2H Lewuloza LEV zloty/zotty pomaranczowy/czerwony Lewuloza <300
1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC 206Mty bezbarwny p-nitrofenylo-fosforylocholina <10
4l y-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL 206tty bezbarwny v-L-glutamylo-p-nitroanilid <10
2l p-nitrofenylo-fosforan PHO 206tty bezbarwny p-nitrofenylo-fosforan <10
11 o-nitrofenylo-p-D-galaktozyd (ONPG) OPG 206ity bezbarwny o-nitrofenylo--D-galaktozyd (ONPG) <10
4]  Mocznik URE nieb.ziel./niebieski 206tty/zielony Mocznik <50
2) Resazuryn REZ rézowy niebieski/purpurowy Resazuryn <1
1) Ornityna ORN purpurowy 20tty/szary Ornityna <200

Srodki ostroznosci: Produkt przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Po uzyciu wszystkie materiaty zakazne, takie jak ptytki, wymazoéwki, probéwki z ptynem inokulacyjnym oraz panele musza by¢
przed usunieciem lub spaleniem wyjatowione w autoklawie.

PRZECHOWYWANIE | SPOSOB POST POWANIA /DOPUSZCZALNY OKRES MAGAZYNOWANIA

Pokrywki: Pokrywki pakowane sa pojedynczo i w trakcie przechowywania w lodéwce w temperaturze 2-8 °C nie moga by¢
otwierane. NIE ZAMRAZAC. Nalezy wzrokowo oceni¢ opakowanie pod katem dziur lub peknig¢. Nie nalezy uzywaé, jesli
opakowanie wyglada na uszkodzone. Ptytki znajdujace sie w oryginalnym opakowaniu, przechowywane w zalecanych warunkach
zachowajg oczekiwang reaktywnos¢ do uptywu daty waznosci.

Podstawki: Podstawki pakowane sg w dwdch zestawach po dziesiec¢ sztuk na tacach inkubacyjnych BD BBL Crystal. Podstawki
ustawione sg strong roboczg w dot, aby zminimalizowac ryzyko zanieczyszczenia drogg powietrzng. Przechowywac do
momentu uzycia w srodowisku wolnym od kurzu, w temperaturze 2-30 °C. Nieuzywane podstawki nalezy przechowywac

na tacy, w plastikowej torebce. Puste tace powinny by¢ uzyte do inkubacji inokulowanych paneli.

Plyn inokulacyjny: Plyn inokulacyjny (IF) BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID pakowany jest w dwa zestawy po dziesiec
probowek. Nalezy wzrokowo ocenic¢ probéwki pod katem peknie¢, wyciekéw itd. Nie nalezy ich uzywac, jesli zauwazony
zostanie wyciek, uszkodzenie probowki lub nakrywki lub gdy widoczne sg oznaki zanieczyszczenia (np. brak przejrzystosci,
zmetnienie). Probowki nalezy przechowywac w temperaturze 2-25 °C. Data waznosci podana jest na etykiecie probowki.
Z panelami BD BBL Crystal N/H nalezy uzywac wytgcznie ptynu inokulacyjnego BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po otrzymaniu zestaw BD BBL Crystal N/H ID nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2-8 °C. Po otwarciu jedynie pokrywki
wymagaja przechowywania w temperaturze 2-8 °C. Pozostate sktadniki zestawu moga by¢ przechowywane w temperaturze
2-25 °C. Jesli zestaw lub jakakolwiek z jego czesci przechowywane byty w lodéwce, przed uzyciem nalezy doprowadzic je do
temperatury pokojowej.



POBIERANIE PROBEK | OBCHODZENIE SIE Z NIMI

Systemy BD BBL Crystal ID nie s przeznaczone do bezposredniego uzycia z prébkami klinicznymi. Nalezy uzywac izolatow

z ptytek z podtozem takim jak agar czekoladowy, Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA), Columbia Agar with 5% Sheep Blood
(Columbia) oraz Nutrient Agar. Mozna réwniez uzy¢ podtozy selektywnych, takich jak: Martin-Lewis Agar, Thayer-Martin
Modified (MTM) Agar, New York City (NYC) Medium Modified, V Agar (dla G. vaginalis) oraz GC-Lect Agar. Nie nalezy uzywa¢
podtozy zawierajacych eskuline. Izolat testowy musi, dla wigkszosci rodzajéw, pochodzi¢ z czystej hodowli, nie starszej niz
18-24 h; dla organizméw wolno rosnacych dopuszczalny okres moze dochodzi¢ do 48 h. Do przygotowania zawiesiny inokulum
nalezy uzywac wytacznie bawetnianych wymazoéwek, gdyz niektére wymazoéwki poliestrowe mogg powodowac problemy przy
inokulacji paneli. (Zobacz cze$¢ ,,Ograniczenia procedury”.) Po wyjeciu pokrywek z zapieczetowanych torebek nalezy w celu
zapewnienia odpowiedniej doktadnosci badania zuzy¢ je w ciggu 1 h. Plastikowa ostonka powinna zostac na pokrywce az do
momentu jej uzycia.

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

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

innej procedury diagnostycznej wykonywanej na prébkach klinicznych uzalezniona jest od jakosci samych prébek. Szczegdlnie
zalecane jest stosowanie przez laboratoria metod oméwionych w Podreczniku mikrobiologii klinicznej (Manual of Clinical
Microbiology) dotyczacych pobierania probek, transportu oraz inokulacji na pierwotnych podtozach izolujgcych..17

PROCEDURA TESTOWA
Dostarczane materialy: Zestaw BD BBL Crystal N/H ID -

20 pokrywek panelowych BD BBL Crystal N/H ID,

20 podstawek BD BBL Crystal,

20  probowek BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID IF. W kazdej probéwce znajduje sie okoto 2,3 +0,15 mL ptynu
inokulacyjnego zawierajgcego: KCl 7,5 g, CaCl, 0,5 g, Tricino N-[2-Hydroksy-1, 1-bis (hydroksymetyl)metyl] glicyne 0,895 g,
oczyszczong wode do 1000 mL.

2 tace inkubacyjne,
1 tablet wynikow BD BBL Crystal N/H ID Report Pad.

Materialy niedostarczane: Jatowe bawetniane wymazoéwki (nie uzywacé wymazowek poliestrowych), inkubator (35-37 °C) bez

obiegu CO, (wilgotnos¢ 40-60%), standard McFarlanda nr 3, czytnik BD BBL Crystal Panel Viewer, elektroniczna ksigzka kodow

systemu BD BBL Crystal ID lub ksigzka kodéw BD BBL Crystal N/H oraz odpowiednie podtoza hodowlane.

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

klinicznych oraz pracy z nimi.

Procedura testowa: System BD BBL Crystal N/H ID wymaga barwienia metoda Grama.

1. Wyjac pokrywki z torebek. Wyrzu¢ srodek pochtaniajacy wilgoc.
Po usunieciu z torebki ostonigte pokrywki powinny zostac¢
zuzyte w ciggu 1 h. Nie nalezy uzywac panelu, jesli w torebce
nie ma $rodka pochtaniajgcego wilgo¢.

2. Probéwke inokulacyjng oznaczy¢ numerem probki pobranej
od pacjenta. Zachowujac zasady aseptyki, korncem sterylnej
bawetnianej wymazowki (nie uzywac wymazdéwek
poliestrowych), drewnianego aplikatora lub jednorazowej,
plastikowej ezy pobierac z ptytki z zalecanym podtozem kolonie
o takim samym wygladzie (zobacz czes¢ , Pobieranie probek
i obchodzenie sig z nimi”).

3. Wykonac zawiesine kolonii w probéwce z ptynem
inokulacyjnym BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID.

4. Ponownie zamkna¢ probéwke i wirowac przez okoto 10-15 s. Zmetnienie powinno odpowiada¢ wzorcowi nr 3 McFarlanda.
Jedli stezenie zawiesiny inokulum przewyzsza zalecany standard McFarlanda, zaleca si¢ wykonanie jednej z podanych
ponizej czynnosci:

a. Postugujac sie Swiezg probdwka z ptynem inokulacyjnym, wykonac nowg zawiesine inokulum odpowiadajaca wzorcowi
nr 3 McFarlanda.

b. Jesli nie ma dodatkowych kolonii do sporzadzenia nowej zawiesiny inokulum, zachowujgc zasady aseptyki, rozcienczyc
inokulum, dodajac minimalng wymagana objetosc¢ (nieprzekraczajacg 1,0 mL) 0,85% jatowego roztworu soli fizjologicznej
lub ptynu inokulacyjnego, tak aby zmniejszy¢ zmetnienie do odpowiadajacego nr. 3 wzorca McFarlanda. Postugujac sie
jatowa pipeta, usunac z probowki nadmiar ptynu, tak aby ostateczna objetos¢ ptynu inokulacyjnego byta w przyblizeniu
réwnowazna poczgtkowej objetosci znajdujgcej sie w probowce (2,3 0,15 mL). Niedostosowanie objetosci spowoduje
rozlanie si¢ zawiesiny inokulum na czarna czes¢ podstawki; w efekcie panel stanie si¢ niezdatny do uzycia.

5. Boczna $cianke podstawki oznaczy¢ numerem prébki pobranej od pacjenta.



6. Wilac cata zawartos¢ ptynu inokulacyjnego w docelowe miejsce
na podstawce.

7. Przytrzymac podstawke obiema rekami i delikatnie przetoczy¢
inokulum wzdtuz rowkoéw az do wypetnienia wszystkich
studzienek. Zla¢ nadmiar ptynu do miejsca docelowego i umiesci¢
podstawke na szczycie stojaka. Z uwagi na duze stezenia
komérek uzywane w panelach BD BBL Crystal N/H ID inokulum
powinno by¢ ostroznie przetaczane wzdtuz rowkoéw, tak aby
zapewni¢ odpowiednie wypetnienie wszystkich studzienek.
Upewnic sie przed wyréwnaniem pokrywki, ze nadmiar ptynu nie
znajduje sie pomiedzy studzienkami lub nie wylewa sie z miejsca
docelowego w kierunku studzienek.

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

9. Docisna¢, az bedzie wyczuwalny lekki opér. Umiescic kciuki
skierowane ku srodkowi panelu na krawedzi pokrywki po obu
stronach panelu i réwnoczesnie naciska¢, az pokrywka zatrzasnie sie
w odpowiednim miejscu (bedg styszalne dwa ,, kliknigcia”).

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

probowki zawierajgcej ptyn inokulacyjny (przed inokulacja podtoza lub

po niej), i wykonac posiew na skos agarowy lub ptytke (jakiekolwiek
odpowiednie podtoze) w celu sprawdzenia czystosci. Usung¢ probowke

z ptynem inokulacyjnym oraz nakretke do pojemnika na odpady

stanowigce zagrozenie mikrobiologiczne. Inkubowac skos lub

plytke przez 24-48 h w temperaturze 35-37 °C w odpowiednich

warunkach. Jesli jest to wymagane, ptytka kontrolna lub skos moga

byc¢ takze wykorzystane do wykonania dodatkowych testow lub
badan serologicznych.

Inkubacja: Umiesci¢ inokulowane panele na tacach inkubacyjnych. Na

jednej tacy moze zmiescic sie dziesie¢ paneli (5 rzedéw po 2 panele).

Wszystkie panele do inkubacji powinny by¢ odwrécone (wigksze

okienka skierowane do gory; etykieta skierowana w dét) i umieszczone

w inkubatorze bez CO, przy wilgotnosci 40-60%. Podczas inkubacji

tace nie powinny by¢ uktadane w stos wyzszy niz ich dwie wysokosci.

Czas inkubacji paneli wynosi 4 h w temperaturze 35-37 °C. UWAGA:

W trakcie procesu inkubacji drzwiczki inkubatora nie powinny by¢

wielokrotnie otwierane (najlepiej mniej niz 3 razy). Panele powinny by¢

odczytane w ciggu 30 min po wyjeciu z inkubatora.

Odczytywanie: Po zalecanym okresie inkubacji wyja¢ panele z

inkubatora. Odczytu nalezy dokonywac z odwréconych paneli

(wieksze okienka skierowane do gory; etykiety skierowane w dot)

przy uzyciu czytnika BD BBL Crystal Panel Viewer. Aby zinterpretowac

reakcje, zobacz diagram reakcji barwnej i (lub) tabele 3. W celu
odnotowania reakgji uzy¢ tabletu wynikow.

a. Odczytac najpierw kolumny F do J, uzywajac zrodta zwyktego
(biatego) swiatta.

b. Odczyta¢ kolumny A do E (substraty fluorescencyjne), uzywajac w
czytniku paneli zrodta $wiatta UV. Wynik w studzience z substratem
fluorescencyjnym uwazany jest za dodatni wyfacznie wtedy, gdy
natezenie fluorescencji w studzience jest wieksze niz w ujemnej
studzience kontrolnej (4A).




Obliczanie numeru profilu BD BBL Crystal: Kazdy wynik testu (z wyjatkiem 4A, ktéry uzywany jest jako ujemna kontrola
fluorescencji) zaliczony jako dodatni otrzymuje warto$¢ 4, 2 lub 1, odpowiednio do rzedu, w ktérym test sie znajduje. Warto$¢
0 (zero) przyznawana jest kazdemu wynikowi ujemnemu. Wartosci wynikéw kazdej dodatniej reakcji w kazdej kolumnie
dodawane sg do siebie. Generowana jest 10-cyfrowa liczba, ktéra jest numerem profilu.

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) = ujemna kontrola fluorescencji

W celu zidentyfikowania otrzymany numer profilu oraz morfologia komérek, jesli jest znana, powinny zosta¢
wprowadzone do komputera PC, w ktérym zainstalowano elektroniczng ksigzke kodow systemu BD BBL Crystal ID.
Dostepna jest rowniez ksigzka kodéw. Jesli komputer PC nie jest dostepny, skontaktowac sie z obstuga techniczna firmy
BD w celu uzyskania pomocy w identyfikacji.

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

1. Dokonac inokulacji panelu przy uzyciu Moraxella (Branhamella) catarrhalis ATCC 25240 zgodnie z zalecang procedurg
(zobacz czes¢ ,Procedura testowa”).

2. Przed inkubacja pozostawi¢ panel w temperaturze pokojowej przez 1 min (nie wiecej niz 2 min).
3. Odczytaciodnotowac reakcje za pomoca czytnika panelu i diagramu reakgcji barwnych.

4. Jesli jakakolwiek ze studzienek (z wyjatkiem 1J) jest zgodnie z diagramem reakcji barwnych dodatnia (po 1-2 min),
NIE UZYWAC PANELI z tej partii. Skontaktowat sie z obstuga techniczna BD.

Jesli wszystkie studzienki sg ujemne, inkubowac panel przez 4 h w temperaturze 35-37 °C.
6. Odczytac panel przy uzyciu czytnika panelu i diagramu reakcji barwnych, odnotowac reakcje, uzywajac tabletu wynikow.

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

8. W trakcie procesu inkubacji drzwiczki inkubatora nie powinny by¢ wielokrotnie otwierane (najlepiej mniej niz 3 razy).
Oczekiwane wyniki testéw dodatkowej kontroli jakosci szczepdw testowych wymienione sg w tabeli 5.

OGRANICZENIA PROCEDURY

System BD BBL Crystal N/H ID jest zaprojektowany dla okreslonych grup taksonomicznych. Niniejszy system nie jest
przewidziany do stosowania do grup taksonomicznych innych niz wymienione w tabeli 1.

Dodatkowe testy potwierdzajgce wymagane sg w celu odnotowania izolatu zidentyfikowanego przez niniejszy system jako
Neisseria gonorrhoeae w nastepujacych przypadkach: (1) w przypadku otrzymania dodatniego wyniku u oséb z niewielkim
ryzykiem, (2) gdy dodatnie wyniki uzyskane od pacjenta majg znaczenie socjologiczne lub medyczno-prawne.

Baza danych BD BBL Crystal N/H ID powstata w oparciu o firmowe podtoza BBL. Reaktywnos¢ niektorych substratow

w zminiaturyzowanych systemach identyfikacyjnych moze by¢ zalezna od podtoza wyjsciowego wykorzystanego do
przygotowania inokulum. Zalecamy uzywanie z systemem BD BBL Crystal N/H ID jednego z nastepujacych podtozy:
czekoladowe, TSA Il, Columbia oraz Nutrient. Mozna réwniez uzy¢ podtozy selektywnych, takich jak: Martin-Lewis, MTM, NYC
Medium, V oraz GC-Lect. Nie nalezy uzywac podtozy zawierajacych eskuline.

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

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

Do przygotowania zawiesiny inokulum nalezy uzywac wytacznie bawetnianych wymazéwek, gdyz niektére wymazowki
poliestrowe mogg powodowac¢ zwiekszenie lepkosci ptynu inokulacyjnego. Moze to spowodowac niewystarczajace wypetnienie
studzienek przez ptyn inokulacyjny. Po wyjeciu pokrywek z zapieczetowanych torebek nalezy zuzyc¢ je w ciggu 1 h w celu
zapewnienia odpowiedniej doktadnosci badania. Plastikowa ostonka powinna zosta¢ na pokrywce az do momentu jej uzycia.

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

Inokulowane panele do inkubacji powinny by¢ odwrécone (wieksze okienka skierowane do géry, etykieta skierowana w dot),
aby maksymalnie zwiekszy¢ skutecznos¢ substratow.

Kolonie powinny by¢ pobrane z podtoza Chocolate Agar, TSA, Columbia lub Nutrient. Mozna réwniez uzy¢ podtozy
selektywnych, takich jak: Martin-Lewis, MTM, NYC Medium, V oraz GC-Lect.

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



Tabelanr 4

Diagram kontroli jakosci dla systemu BD BBL Crystal N/H ID

po 4 h inkubacji na podtozu Chocolate Agar

Moraxella
Lokalizacja (Branhamella)
panelu Substrat Kod catarrhalis
ATCC 25240

4A Kontrola fluorescencyjnie ujemna FCT -

2A 4MU-fosforan FHO -

1A L-prolina-AMC FPR -

48 L-seryna-AMC FSE +

2B LYS-ALA-AMC FLA \

1B L-tryptophan-AMC FTR v

4C L-fenyloalanina-AMC FPH +

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

1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA +

4D L-kwas glutamylowy-AMC FTA -

2D L-arginino-AMC FAR v

1D Ornityno-AMC FOR v

4E Glicyno-AMC FGL +

2E GLY-PRO-AMC FGP -

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

4F Sacharoza SAC -

2F Maltotriose MTT -

1F Karubinoza CAR -

4G Piranoza PYO -

2G Maltobioza MTB -

1G Disacharyd DIS -

4H Riberol RBL -

2H Lewuloza LEV -

1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC -

41 v-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL -

2| p-nitrofenylo-fosforan PHO -

11 o-nitrofenylo-B-D-galaktozyd (ONPG)  OPG -

4) Mocznik URE -

2) Resazuryn REZ +

1 Ornityna ORN v
Tabelanr5

Dodatkowe szczepy kontroli jakosci dla systemu BD BBL Crystal N/H ID

po 4 h inkubacji na podtozu Chocolate Agar

Haemophilus Neisseria Kingella Haemophilus
Lokalizacja Substrat Kod aphrophilus lactamica denitrificans influenzae
panelu ATCC 19415 ATCC 49142 ATCC 33394 ATCC 35056
4A Kontrola fluorescencyjnie ujemna  FCT - - - -
2A 4MU-fosforan FHO + +
1A L-prolina-AMC FPR - + + -
4B L-seryna-AMC FSE v + + v
2B LYS-ALA-AMC FLA - v v v
1B L-tryptofan-AMC FTR v + + v
4ac L-fenyloalanina-AMC FPH + + + v
2C N-sukcynylo-ALA-PRO-ALA-AMC FNS - - - -
1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA v + v v
4D L-kwas glutamylowy-AMC FTA + - - -
2D L-arginino-AMC FAR v + v +
1D Ornityno-AMC FOR - + v -
4E Glicyno-AMC FGL + + + +
2E GLY-PRO-AMC FGP - \ + -
1E 4MU-B-D-galaktozyd FBG + + - -
4F Sacharoza SAC + - - -
2F Maltotriose MTT + - - -
1F Karubinoza CAR v - -
4G Piranoza PYO + v - v
2G Maltobioza MTB + v - -
1G Disacharyd DIS + - - -
4H Riberol RBL v - - -
2H Lewuloza LEV + - - -
H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC v - - +
41 v-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL + - - -
21 p-nitrofenylo-fosforan PHO + - - +
11 o-nitrofenylo-B-D-galaktozyd (ONPG)OPG + + - -
4) Mocznik URE - - - +
2) Resazuryn REZ v - v -
1 Ornityna ORN \ v v +




CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Odtwarzalnos¢: W niezaleznym badaniu, w ktérym udziat wziety trzy laboratoria kliniczne (suma trzech ocen), powtarzalnos¢
reakgji (29) substratow BD BBL Crystal N/H ID byta badana za pomocg powtarzanych testéw. Odtwarzalnos¢ reakgji
poszczegdlnych substratéw wynosita od 85,7% do 100%. Catkowita odtwarzalnos¢ paneli BD BBL Crystal N/H ID okreslona
zostata na 95,9%.22

Dokfadnos¢ identyfikacji: Dziatanie systemu BD BBL Crystal N/H ID zostato poréwnane z aktualnie dostepnymi na rynku
systemami przy uzyciu izolatéw z materiatu klinicznego i czystych kultur laboratoryjnych. Przeprowadzono w sumie trzy
badania w trzech niezaleznych laboratoriach. Do ustalenia wtasciwosci systemu wykorzystano nowe, kliniczne izolaty i izolaty
weczeséniej zidentyfikowane w ramach badan klinicznych.

Sposrod catkowitej liczby 513 badanych izolatéw z trzech badan wykorzystujacych system identyfikacyjny BD BBL Crystal N/H 459
(89,5%) zidentyfikowano prawidtowo bez uzycia badan dodatkowych, a 480 (93,6 %) zostato prawidtowo zidentyfikowanych
po wykonaniu dodatkowych testéw. W sumie 26 (5,1%) izolatéw nie zostato prawidtowo zidentyfikowanych a komunikat , Brak
identyfikacji” uzyskano w wypadku 7 (1,4%) izolatow.22

DOST PNOSC

Nr kat. Opis

245130 BD BBL Crystal Neisseria/Haemophilus ID Kit, 1.

245038 BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, zawierajg 10 sztuk.

245031 BD BBL Crystal Panel Viewer, model amerykanski, 110 V, 60 Hz.

245032 BD BBL Crystal Panel Viewer, model europejski, 220 V, 50 Hz.

245033 BD BBL Crystal Panel Viewer, model japonski, 100 V, 50/60 Hz.

245034 BD BBL Crystal Panel Viewer, zrédto Swiatta UV o dtugiej fali.

245036 BD BBL Crystal Panel Viewer, zrédto swiatta biatego.

245035 BD BBL Crystal Identification Systems Neisseria/Haemophilus Manual Codebook.

221169 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX), pakowane po 20.

221267 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX), zawierajg 100 sztuk.

221165 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, pakowane po 20.

221263 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, zawierajg 100 sztuk.

221557 BD BBL Martin-Lewis Agar, pakowane po 20.

221558 BD BBL Martin-Lewis Agar, zawierajg 100 sztuk.

291773 BD BBL New York City (NYC) Medium Modified, pakowane po 20.

297801 BD BBL Nutrient Agar, pakowane po 10.

221567 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM Il) Agar, pakowane po 20.

221568 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM II) Agar, zawieraja 100 sztuk.

221239 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il), pakowane po 20.

221261 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il), zawierajg 100 sztuk.
221874 BD BBL V Agar (for G. vaginalis), pakowane po 10.
221875 BD BBL V Agar (for G. vaginalis), zawieraja 100 sztuk.

297715 BD BBL GC-Lect Agar, pakowane po 20.
297928 BD BBL GC-Lect Agar, zawierajg 100 sztuk.
212539 BD BBL Gram Stain Kit, pakowane w butelkach 4 x 250 mL.
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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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