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PRZEZNACZENIE
System identyfikacyjny (ID) BD BBL Crystal Neisseria/Haemophilus (N/H) jest zminiaturyzowanym testem opartym na 
wykorzystaniu zmodyfikowanych konwencjonalnych substratów fluorogennych oraz chromogennych. Przeznaczony jest do 
identyfikacji czêsto izolowanych bakterii Neisseria oraz Haemophilus, jak równie¿ kilku innych bakterii szybko rosn¹cych.1,2,6,15,18

STRESZCZENIE I OBJAŒNIENIE
Pierwsze informacje o mikrometodach s³u¿¹cych do biochemicznej identyfikacji drobnoustrojów pochodz¹ z 1918 roku.3 
W kilku publikacjach donoszono o zastosowaniu impregnowanych odczynnikami kr¹¿ków papierowych oraz metod 
wykorzystuj¹cych mikroprobówki do ró¿nicowania bakterii jelitowych.3,4,8,19,21 Zainteresowanie zminiaturyzowanymi systemami 
identyfikacji doprowadzi³o pod koniec lat 60. do wprowadzenia kilku systemów komercyjnych, które umo¿liwi³y u¿ytkownikom 
skorzystanie z udogodnieñ zwi¹zanych m.in. ze zmniejszeniem przestrzeni magazynowej, wyd³u¿eniem dopuszczalnego 
okresu magazynowania, wystandaryzowaniem kontroli jakoœci oraz u³atwieniem obs³ugi. 

Ogólnie rzecz bior¹c, wiele wykorzystywanych przez systemy BD BBL Crystal ID testów to modyfikacje metod klasycznych. 
Obejmuj¹ one testy w kierunku fermentacji, utleniania, rozk³adu oraz hydrolizy ró¿nych substratów. Dodatkowo, w 
celu wykrycia enzymów, dziêki którym bakterie metabolizuj¹ ró¿ne substraty, stosowane s¹, podobnie jak w zestawie 
BD BBL Crystal N/H, substraty zwi¹zane z chromogenami lub fluorogenami.5,6,8-10,13-17

Zestaw BD BBL Crystal N/H ID obejmuje (i) pokrywki panelu BD BBL Crystal N/H ID, (ii) podstawki BD BBL Crystal oraz (iii) 
probówki z p³ynem inokulacyjnym (IF) BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID. Na koñcówkach plastikowych z¹bków pokrywki 
znajduje siê 29 odwodnionych substratów oraz kontrola fluorescencji. Podstawka zawiera 30 studzienek reakcyjnych. Inokulum 
testowe sporz¹dzone jest z p³ynu inokulacyjnego i u¿ywane jest do wype³nienia wszystkich 30 studzienek w podstawce. Po 
dopasowaniu  
i zatrzaœniêciu pokrywki i podstawki inokulum testowe nas¹cza suche substraty i inicjuje reakcje testowe.

Po up³ywie okresu inkubacji nale¿y sprawdziæ, czy nast¹pi³a zmiana koloru lub czy pojawi³a siê fluorescencja wynikaj¹ca z 
metabolicznej aktywnoœci drobnoustrojów. Otrzymany wzór 29 reakcji jest konwertowany do 10-cyfrowego numeru profilu 
u¿ywanego jako podstawa identyfikacji20. Wzory reakcji biochemicznych i enzymatycznych dla 29 substratów BD BBL Crystal 
N/H ID dla rozmaitych drobnoustrojów s¹ przechowywane w bazie danych BD BBL Crystal N/H ID. Identyfikacja wynika z 
analizy porównawczej wzorów reakcji badanych izolatów z tymi, które przechowywane s¹ w bazie danych. Pe³na lista grup 
taksonomicznych obejmuj¹ca aktualn¹ bazê danych przedstawiona jest w tabeli 1.

ZASADY PROCEDURY 
Panel BD BBL Crystal N/H ID zawiera 29 suchych substratów biochemicznych i enzymatycznych. Do nawodnienia tych 
substratów jest u¿ywana zawiesina bakteryjna w p³ynie inokulacyjnym. Testy u¿ywane w niniejszym systemie oparte s¹ na 
wykorzystaniu  
i rozk³adzie przez bakterie okreœlonych substratów wykrywanym dziêki systemom ró¿nych wskaŸników. Enzymatyczna 
hydroliza substratów fluorogennych zawieraj¹cych pochodne kumarynowe 4- metyloumberliferonu (4MU) lub 7-amino-4-
metylokumaryny (7-AMC) powoduje wzrost fluorescencji, która mo¿e byæ z ³atwoœci¹ wykryta wzrokowo przy u¿yciu Ÿród³a 
promieniowanie UV13,14,16,17. Pod wp³ywem hydrolizy chromogenne substraty zmieniaj¹ barwê, co równie¿ mo¿e byæ wykryte 
wzrokowo. Dodatkowo istniej¹ inne testy wykrywaj¹ce zdolnoœæ drobnoustrojów do hydrolizy, rozk³adu, redukcji lub innego 
sposobu wykorzystania substratu wchodz¹cego w sk³ad systemów BD BBL Crystal ID. 

Reakcje zaanga¿owane przez ró¿ne substraty oraz krótkie wyjaœnienie zasad stosowanych w niniejszym systemie opisane s¹ w 
tabeli 2. Lokalizacja panelu w odpowiednich tabelach wskazuje rz¹d oraz kolumnê, w której znajduje siê studzienka (przyk³ad: 
1J odnosi siê do rzêdu 1 w kolumnie J).
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Tabela nr 1

Grupy taksonomiczne systemu BD BBL Crystal N/H ID

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Cardiobacterium hominis1

Eikenella corrodens

Gardnerella vaginalis

Haemophilus aphrophilus/ paraphrophilus

Haemophilus ducreyi

Haemophilus haemoglobinophilus1

Haemophilus haemolyticus

Haemophilus influenzae 

Haemophilus parahaemolyticus1

Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus segnis1

Kingella denitrificans

Kingella kingae

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

Moraxella atlantae

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Moraxella lacunata1

Moraxella nonliquefaciens

Moraxella osloensis

Moraxella phenylpyruvica1

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

Neisseria cinerea1

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

Neisseria flavescens1

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 weaverii1

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

Oligella ureolytica1

Oligella urethralis

Pasteurella multocida 

Suttonella indologenes

Klucz: 1 = Ta grupa taksonomiczna posiada <10 unikatowych profili BD BBL Crystal w niniejszej bazie danych.
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Tabela nr 2

Zasady testów wchodz¹cych w sk³ad systemu BD BBL Crystal N/H ID

 Lokalizacja Cecha Kod Zasada 
 panelu testu  (referencja)

 4A Kontrola fluorescencyjnie ujemna FCT  Kontrola s³u¿¹ca standaryzacji wyników substratu 
fluorescencyjnego.

 2A 4MU - fosforan FHO Enzymatyczna hydroliza wi¹zania amidowego
 1A L-prolina-AMC FPR lub glikozydowego wywo³uje uwolnienie
 4B L-seryna-AMC FSE fluoryzuj¹cej 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 wêglowodanów powoduje obni¿enie 
 2F Maltotrioza MTT pH oraz zmianê wskazañ indykatora (czerwieñ 
 1F Karubinoza CAR fenolowa).1-4,8,18

 4G Piranoza PYO
 2G Maltobioza MTB
 1G Disacharyd DIS
 4H Riberol RBL
 2H Lewuloza LEV

 1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC  Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego arylu 
zastêpuj¹cego glikozyd powoduje uwolnienie  
¿ó³tego p-nitrofenolu.5,10,14

 4I g-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL  Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego substratu 
amidowego powoduje uwolnienie ¿ó³tej  
p-nitroaniliny.5,10,14

 2I p-nitrofenylo-fosforan PHO Enzymatyczna hydroliza bezbarwnego arylu 
 1I o-nitrofenylo-b-D-galaktozyd (ONPG) OPG  zastêpuj¹cego glikozyd powoduje uwolnienie  

¿ó³tego p-nitrofenolu.5,10,14

 4J Mocznik URE  Hydroliza mocznika i powstaj¹cy amoniak 
powoduj¹ zmianê barwy wskaŸnika pH (b³êkit 
bromotymolowy).2,7,12

 2J Resazuryn REZ  Redukcja resazurynu do rezorufinu powoduje  
zmianê barwy.6

 1J Ornityna ORN  Utylizacja ornityny powoduje wzrost pH i zmianê  
barwy wskaŸnika (czerwieñ bromkrezolowa).2
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   Odczynniki

Panel BD BBL CrystalN/H ID zawiera 29 enzymatycznych i biochemicznych substratów. Zobacz tabelê 3, aby zapoznaæ siê z list¹ 
aktywnych sk³adników.

Tabela nr 3

Odczynniki u¿yte w systemie BD BBL Crystal N/H ID

 Lokalizacja Substrat Kod Dodatni Ujemny Sk³adniki Iloœæ – oko³o 
 panelu     aktywne (g/L)

 4A Kontrola fluorescencyjnie FCT b/d b/d Pochodna kumaryny o w³aœci- ≤ 1 
  ujemna    woœciach fluorescencyjnych 
 2A 4MU-fosforan FHO b³êkitna fluorescencja b³êkitna 4MU-fosforan ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 1A L-prolina-AMC FPR b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-prolina-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 4B L-seryna-AMC FSE b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-seryna-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 2B LYS-ALA-AMC FLA b³êkitna fluorescencja  b³êkitna LYS-ALA-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 1B L-tryptofan-AMC FTR b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-tryptofan-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 4C L-fenyloalanina-AMC FPH b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-fenyloalanina-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 2C N-sukcynylo-ALA-PRO-ALA-AMC FNS b³êkitna fluorescencja  b³êkitna N-succinyl-ALA-PRO-ALA-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA b³êkitna fluorescencja  b³êkitna ALA-ALA-PHE-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 4D L-kwas glutamylowy-AMC FTA b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-kwas glutamylowy-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 2D L-arginino-AMC FAR b³êkitna fluorescencja  b³êkitna L-arginino-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 1D Ornityno-AMC FOR b³êkitna fluorescencja  b³êkitna Ornityno-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 4E Glicyno-AMC FGL b³êkitna fluorescencja  b³êkitna Glicyno-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 2E GLY-PRO-AMC FGP b³êkitna fluorescencja b³êkitna GLY-PRO-AMC ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 1E 4MU-b-D-galaktozyd FBG b³êkitna fluorescencja  b³êkitna 4MU-b-D-galaktozyd ≤ 1 
    >studzienki FCT ≤ studzienki FCT
 4F Sacharoza SAC z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Sacharoza ≤ 300
 2F Maltotrioza MTT z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Maltotriose ≤ 300
 1F Karubinoza CAR z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Karubinoza ≤ 300
 4G Piranoza PYO z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Piranoza ≤ 300
 2G Maltobioza MTB z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Maltobioza ≤ 300
 1G Disacharyd DIS z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Disacharyd ≤ 300
 4H Riberol RBL z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Riberol ≤ 300
 2H Lewuloza LEV z³oty/¿ó³ty pomarañczowy/czerwony Lewuloza ≤ 300
 1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC ¿ó³ty bezbarwny p-nitrofenylo-fosforylocholina ≤ 10
 4I g-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL ¿ó³ty bezbarwny g-L-glutamylo-p-nitroanilid ≤ 10
 2I p-nitrofenylo-fosforan PHO ¿ó³ty bezbarwny p-nitrofenylo-fosforan ≤ 10
 1I o-nitrofenylo-b-D-galaktozyd (ONPG) OPG ¿ó³ty bezbarwny o-nitrofenylo-b-D-galaktozyd (ONPG) ≤ 10
 4J Mocznik URE nieb.ziel./niebieski ¿ó³ty/zielony Mocznik ≤ 50
 2J Resazuryn REZ ró¿owy niebieski/purpurowy Resazuryn ≤ 1
 1J Ornityna ORN purpurowy ¿ó³ty/szary Ornityna ≤ 200

Œrodki ostro¿noœci: Produkt przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Po u¿yciu wszystkie materia³y zakaŸne, takie jak p³ytki, wymazówki, probówki z p³ynem inokulacyjnym oraz panele musz¹ byæ 
przed usuniêciem lub spaleniem wyja³owione w autoklawie. 

PRZECHOWYWANIE I SPOSÓB POST POWANIA/DOPUSZCZALNY OKRES MAGAZYNOWANIA
Pokrywki: Pokrywki pakowane s¹ pojedynczo i w trakcie przechowywania w lodówce w temperaturze 2–8 °C nie mog¹ byæ 
otwierane. NIE ZAMRA¯AÆ. Nale¿y wzrokowo oceniæ opakowanie pod k¹tem dziur lub pêkniêæ. Nie nale¿y u¿ywaæ, jeœli 
opakowanie wygl¹da na uszkodzone. P³ytki znajduj¹ce siê w oryginalnym opakowaniu, przechowywane w zalecanych warunkach 
zachowaj¹ oczekiwan¹ reaktywnoœæ do up³ywu daty wa¿noœci.

Podstawki: Podstawki pakowane s¹ w dwóch zestawach po dziesiêæ sztuk na tacach inkubacyjnych BD BBL Crystal. Podstawki 
ustawione s¹ stron¹ robocz¹ w dó³, aby zminimalizowaæ ryzyko zanieczyszczenia drog¹ powietrzn¹. Przechowywaæ do 
momentu u¿ycia w œrodowisku wolnym od kurzu, w temperaturze 2–30 °C. Nieu¿ywane podstawki nale¿y przechowywaæ  
na tacy, w plastikowej torebce. Puste tace powinny byæ u¿yte do inkubacji inokulowanych paneli.

P³yn inokulacyjny: P³yn inokulacyjny (IF) BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID pakowany jest w dwa zestawy po dziesiêæ 
probówek. Nale¿y wzrokowo oceniæ probówki pod k¹tem pêkniêæ, wycieków itd. Nie nale¿y ich u¿ywaæ, jeœli zauwa¿ony 
zostanie wyciek, uszkodzenie probówki lub nakrywki lub gdy widoczne s¹ oznaki zanieczyszczenia (np. brak przejrzystoœci, 
zmêtnienie). Probówki nale¿y przechowywaæ w temperaturze 2–25 °C. Data wa¿noœci podana jest na etykiecie probówki.  
Z panelami BD BBL Crystal N/H nale¿y u¿ywaæ wy³¹cznie p³ynu inokulacyjnego BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po otrzymaniu zestaw BD BBL Crystal N/H ID nale¿y przechowywaæ w temperaturze 2–8 °C. Po otwarciu jedynie pokrywki 
wymagaj¹ przechowywania w temperaturze 2–8 °C. Pozosta³e sk³adniki zestawu mog¹ byæ przechowywane w temperaturze 
2–25 °C. Jeœli zestaw lub jakakolwiek z jego czêœci przechowywane by³y w lodówce, przed u¿yciem nale¿y doprowadziæ je do 
temperatury pokojowej.
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POBIERANIE PRÓBEK I OBCHODZENIE SIÊ Z NIMI
Systemy BD BBL Crystal ID nie s¹ przeznaczone do bezpoœredniego u¿ycia z próbkami klinicznymi. Nale¿y u¿ywaæ izolatów  
z p³ytek z pod³o¿em takim jak agar czekoladowy, Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA), Columbia Agar with 5% Sheep Blood 
(Columbia) oraz Nutrient Agar. Mo¿na równie¿ u¿yæ pod³o¿y 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 nale¿y u¿ywaæ 
pod³o¿y zawieraj¹cych eskulinê. Izolat testowy musi, dla wiêkszoœci rodzajów, pochodziæ z czystej hodowli, nie starszej ni¿ 
18–24 h; dla organizmów wolno rosn¹cych dopuszczalny okres mo¿e dochodziæ do 48 h. Do przygotowania zawiesiny inokulum 
nale¿y u¿ywaæ wy³¹cznie bawe³nianych wymazówek, gdy¿ niektóre wymazówki poliestrowe mog¹ powodowaæ problemy przy 
inokulacji paneli. (Zobacz czêœæ „Ograniczenia procedury”.) Po wyjêciu pokrywek z zapieczêtowanych torebek nale¿y w celu 
zapewnienia odpowiedniej dok³adnoœci badania zu¿yæ je w ci¹gu 1 h. Plastikowa os³onka powinna zostaæ na pokrywce a¿ do 
momentu jej u¿ycia.

Stosowany inkubator powinien byæ wyposa¿ony w system nawil¿ania, aby zapobiec odparowaniu p³ynu ze studzienek w 
trakcie inkubacji. Zalecany poziom wilgotnoœci wynosi 40–60%. U¿ytecznoœæ systemów BD BBL Crystal ID lub jakiejkolwiek 
innej procedury diagnostycznej wykonywanej na próbkach klinicznych uzale¿niona jest od jakoœci samych próbek. Szczególnie 
zalecane jest stosowanie przez laboratoria metod omówionych w Podrêczniku mikrobiologii klinicznej (Manual of Clinical 
Microbiology) dotycz¹cych pobierania próbek, transportu oraz inokulacji na pierwotnych pod³o¿ach izoluj¹cych.1,17

PROCEDURA TESTOWA 
Dostarczane materia³y: Zestaw BD BBL Crystal N/H ID –

20 pokrywek panelowych BD BBL Crystal N/H ID,

20 podstawek BD BBL Crystal,
20  probówek BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID IF. W ka¿dej probówce znajduje siê oko³o 2,3 ±0,15 mL p³ynu 

inokulacyjnego zawieraj¹cego: KCl 7,5 g, CaCl2 0,5 g, Tricino N-[2-Hydroksy-1, 1-bis (hydroksymetyl)metyl] glicynê 0,895 g, 
oczyszczon¹ wodê do 1000 mL.

  2 tace inkubacyjne, 

   1 tablet wyników BD BBL Crystal N/H ID Report Pad. 

Materia³y niedostarczane: Ja³owe bawe³niane wymazówki (nie u¿ywaæ wymazówek poliestrowych), inkubator (35–37 °C) bez 
obiegu CO2 (wilgotnoœæ 40–60%), standard McFarlanda nr 3, czytnik BD BBL Crystal Panel Viewer, elektroniczna ksi¹¿ka kodów 
systemu BD BBL Crystal ID lub ksi¹¿ka kodów BD BBL Crystal N/H oraz odpowiednie pod³o¿a hodowlane.

Ponadto wymagane jest niezbêdne wyposa¿enie oraz sprzêt laboratoryjny u¿ywany do przygotowania i przechowywania próbek 
klinicznych oraz pracy z nimi.

Procedura testowa: System BD BBL Crystal N/H ID wymaga barwienia metod¹ Grama.

1.  Wyj¹æ pokrywki z torebek. Wyrzuæ œrodek poch³aniaj¹cy wilgoæ. 
Po usuniêciu z torebki os³oniête pokrywki powinny zostaæ 
zu¿yte w ci¹gu 1 h. Nie nale¿y u¿ywaæ panelu, jeœli w torebce  
nie ma œrodka poch³aniaj¹cego wilgoæ.

2.  Probówkê inokulacyjn¹ oznaczyæ numerem próbki pobranej 
od pacjenta. Zachowuj¹c zasady aseptyki, koñcem sterylnej 
bawe³nianej wymazówki (nie u¿ywaæ wymazówek 
poliestrowych), drewnianego aplikatora lub jednorazowej, 
plastikowej ezy pobieraæ z p³ytki z zalecanym pod³o¿em kolonie 
o takim samym wygl¹dzie (zobacz czêœæ „Pobieranie próbek  
i obchodzenie siê z nimi”).

3.  Wykonaæ zawiesinê kolonii w probówce z p³ynem 
inokulacyjnym BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID.

4.  Ponownie zamkn¹æ probówkê i wirowaæ przez oko³o 10–15 s. Zmêtnienie powinno odpowiadaæ wzorcowi nr 3 McFarlanda. 
Jeœli stê¿enie zawiesiny inokulum przewy¿sza zalecany standard McFarlanda, zaleca siê wykonanie jednej z podanych 
poni¿ej czynnoœci:

 a.  Pos³uguj¹c siê œwie¿¹ probówk¹ z p³ynem inokulacyjnym, wykonaæ now¹ zawiesinê inokulum odpowiadaj¹c¹ wzorcowi  
nr 3 McFarlanda.

 b.  Jeœli nie ma dodatkowych kolonii do sporz¹dzenia nowej zawiesiny inokulum, zachowuj¹c zasady aseptyki, rozcieñczyæ 
inokulum, dodaj¹c minimaln¹ wymagan¹ objêtoœæ (nieprzekraczaj¹c¹ 1,0 mL) 0,85% ja³owego roztworu soli fizjologicznej 
lub p³ynu inokulacyjnego, tak aby zmniejszyæ zmêtnienie do odpowiadaj¹cego nr. 3 wzorca McFarlanda. Pos³uguj¹c siê 
ja³ow¹ pipet¹, usun¹æ z probówki nadmiar p³ynu, tak aby ostateczna objêtoœæ p³ynu inokulacyjnego by³a w przybli¿eniu 
równowa¿na pocz¹tkowej objêtoœci znajduj¹cej siê w probówce (2,3 ±0,15 mL). Niedostosowanie objêtoœci spowoduje 
rozlanie siê zawiesiny inokulum na czarn¹ czêœæ podstawki; w efekcie panel stanie siê niezdatny do u¿ycia.

5.  Boczn¹ œciankê podstawki oznaczyæ numerem próbki pobranej od pacjenta.
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6.  Wlaæ ca³¹ zawartoœæ p³ynu inokulacyjnego w docelowe miejsce 
na podstawce.

7.  Przytrzymaæ podstawkê obiema rêkami i delikatnie przetoczyæ 
inokulum wzd³u¿ rowków a¿ do wype³nienia wszystkich 
studzienek. Zlaæ nadmiar p³ynu do miejsca docelowego i umieœciæ 
podstawkê na szczycie stojaka. Z uwagi na du¿e stê¿enia 
komórek u¿ywane w panelach BD BBL Crystal N/H ID inokulum 
powinno byæ ostro¿nie przetaczane wzd³u¿ rowków, tak aby 
zapewniæ odpowiednie wype³nienie wszystkich studzienek. 
Upewniæ siê przed wyrównaniem pokrywki, ¿e nadmiar p³ynu nie 
znajduje siê pomiêdzy studzienkami lub nie wylewa siê z miejsca 
docelowego w kierunku studzienek.

8.  Wyrównaæ pokrywkê, tak aby jej oznaczona krawêdŸ znalaz³a siê 
na szczycie miejsca docelowego podstawki.

9.  Docisn¹æ, a¿ bêdzie wyczuwalny lekki opór. Umieœciæ kciuki 
skierowane ku œrodkowi panelu na krawêdzi pokrywki po obu 
stronach panelu i równoczeœnie naciskaæ, a¿ pokrywka zatrzaœnie siê 
w odpowiednim miejscu (bêd¹ s³yszalne dwa „klikniêcia”).

P³ytka kontrolna: U¿ywaj¹c sterylnej ezy, pobraæ niewielk¹ kroplê z 
probówki zawieraj¹cej p³yn inokulacyjny (przed inokulacj¹ pod³o¿a lub 
po niej), i wykonaæ posiew na skos agarowy lub p³ytkê (jakiekolwiek 
odpowiednie pod³o¿e) w celu sprawdzenia czystoœci. Usun¹æ probówkê 
z p³ynem inokulacyjnym oraz nakrêtkê do pojemnika na odpady 
stanowi¹ce zagro¿enie mikrobiologiczne. Inkubowaæ skos lub 
p³ytkê przez 24–48 h w temperaturze 35–37 °C w odpowiednich 
warunkach. Jeœli jest to wymagane, p³ytka kontrolna lub skos mog¹ 
byæ tak¿e wykorzystane do wykonania dodatkowych testów lub 
badañ serologicznych.

Inkubacja: Umieœciæ inokulowane panele na tacach inkubacyjnych. Na 
jednej tacy mo¿e zmieœciæ siê dziesiêæ paneli (5 rzêdów po 2 panele). 
Wszystkie panele do inkubacji powinny byæ odwrócone (wiêksze 
okienka skierowane do góry; etykieta skierowana w dó³) i umieszczone 
w inkubatorze bez CO2 przy wilgotnoœci 40–60%. Podczas inkubacji 
tace nie powinny byæ uk³adane w stos wy¿szy ni¿ ich dwie wysokoœci. 
Czas inkubacji paneli wynosi 4 h w temperaturze 35–37 °C. UWAGA: 
W trakcie procesu inkubacji drzwiczki inkubatora nie powinny byæ 
wielokrotnie otwierane (najlepiej mniej ni¿ 3 razy). Panele powinny byæ 
odczytane w ci¹gu 30 min po wyjêciu z inkubatora.

Odczytywanie: Po zalecanym okresie inkubacji wyj¹æ panele z 
inkubatora. Odczytu nale¿y dokonywaæ z odwróconych paneli 
(wiêksze okienka skierowane do góry; etykiety skierowane w dó³) 
przy u¿yciu czytnika BD BBL Crystal Panel Viewer. Aby zinterpretowaæ 
reakcje, zobacz diagram reakcji barwnej i (lub) tabelê 3. W celu 
odnotowania reakcji u¿yæ tabletu wyników.

a.  Odczytaæ najpierw kolumny F do J, u¿ywaj¹c Ÿród³a zwyk³ego 
(bia³ego) œwiat³a.

b.  Odczytaæ kolumny A do E (substraty fluorescencyjne), u¿ywaj¹c w 
czytniku paneli Ÿród³a œwiat³a UV. Wynik w studzience z substratem 
fluorescencyjnym uwa¿any jest za dodatni wy³¹cznie wtedy, gdy 
natê¿enie fluorescencji w studzience jest wiêksze ni¿ w ujemnej 
studzience kontrolnej (4A).
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Obliczanie numeru profilu BD BBL Crystal: Ka¿dy wynik testu (z wyj¹tkiem 4A, który u¿ywany jest jako ujemna kontrola 
fluorescencji) zaliczony jako dodatni otrzymuje wartoœæ 4, 2 lub 1, odpowiednio do rzêdu, w którym test siê znajduje. Wartoœæ 
0 (zero) przyznawana jest ka¿demu wynikowi ujemnemu. Wartoœci wyników ka¿dej dodatniej reakcji w ka¿dej kolumnie 
dodawane s¹ do siebie. Generowana jest 10-cyfrowa liczba, która 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 komórek, jeœli jest znana, powinny zostaæ 
wprowadzone do komputera PC, w którym zainstalowano elektroniczn¹ ksi¹¿kê kodów systemu BD BBL Crystal ID. 
Dostêpna jest równie¿ ksi¹¿ka kodów. Jeœli komputer PC nie jest dostêpny, skontaktowaæ siê z obs³ug¹ techniczn¹ firmy 
BD w celu uzyskania pomocy w identyfikacji. 

Kontrola jakoœci przez u¿ytkownika: Wykonanie poni¿szego testu kontroli jakoœci jest zalecane dla ka¿dej partii paneli:

1.  Dokonaæ inokulacji panelu przy u¿yciu Moraxella (Branhamella) catarrhalis ATCC 25240 zgodnie z zalecan¹ procedur¹ 
(zobacz czêœæ „Procedura testowa”).

2. Przed inkubacj¹ pozostawiæ panel w temperaturze pokojowej przez 1 min (nie wiêcej ni¿ 2 min).

3.  Odczytaæ i odnotowaæ reakcje za pomoc¹ czytnika panelu i diagramu reakcji barwnych.

4.  Jeœli jakakolwiek ze studzienek (z wyj¹tkiem 1J) jest zgodnie z diagramem reakcji barwnych dodatnia (po 1–2 min),  
NIE U¯YWAÆ PANELI z tej partii. Skontaktowaæ siê z obs³ug¹ techniczn¹ BD.

5. Jeœli wszystkie studzienki s¹ ujemne, inkubowaæ panel przez 4 h w temperaturze 35–37 °C.

6.  Odczytaæ panel przy u¿yciu czytnika panelu i diagramu reakcji barwnych, odnotowaæ reakcje, u¿ywaj¹c tabletu wyników.

7.  Porównaæ odnotowane reakcje z wymienionymi w tabeli 4. Jeœli otrzymano niespójne wyniki, potwierdziæ czystoœæ szczepu 
kontrolnego przed skontaktowaniem siê z obs³ug¹ techniczn¹ BD.

8.  W trakcie procesu inkubacji drzwiczki inkubatora nie powinny byæ wielokrotnie otwierane (najlepiej mniej ni¿ 3 razy).

Oczekiwane wyniki testów dodatkowej kontroli jakoœci szczepów testowych wymienione s¹ w tabeli 5.

OGRANICZENIA PROCEDURY
System BD BBL Crystal N/H ID jest zaprojektowany dla okreœlonych grup taksonomicznych. Niniejszy system nie jest 
przewidziany do stosowania do grup taksonomicznych innych ni¿ wymienione w tabeli 1.

Dodatkowe testy potwierdzaj¹ce wymagane s¹ w celu odnotowania izolatu zidentyfikowanego przez niniejszy system jako 
Neisseria gonorrhoeae w nastêpuj¹cych przypadkach: (1) w przypadku otrzymania dodatniego wyniku u osób z niewielkim 
ryzykiem, (2) gdy dodatnie wyniki uzyskane od pacjenta maj¹ znaczenie socjologiczne lub medyczno-prawne.11

Baza danych BD BBL Crystal N/H ID powsta³a w oparciu o firmowe pod³o¿a BBL. Reaktywnoœæ niektórych substratów  
w zminiaturyzowanych systemach identyfikacyjnych mo¿e byæ zale¿na od pod³o¿a wyjœciowego wykorzystanego do 
przygotowania inokulum. Zalecamy u¿ywanie z systemem BD BBL Crystal N/H ID jednego z nastêpuj¹cych pod³o¿y: 
czekoladowe, TSA II, Columbia oraz Nutrient. Mo¿na równie¿ u¿yæ pod³o¿y selektywnych, takich jak: Martin-Lewis, MTM, NYC 
Medium, V oraz GC-Lect. Nie nale¿y u¿ywaæ pod³o¿y zawieraj¹cych eskulinê.

W systemach identyfikacji BD BBL Crystal wykorzystano zmodyfikowane mikroœrodowisko, tak wiêc spodziewane wartoœci dla 
poszczególnych testów mog¹ ró¿niæ siê od informacji ustalonych uprzednio przy u¿yciu konwencjonalnych reakcji testowych. 
Dok³adnoœæ systemu BD BBL Crystal N/H ID oparta jest na statystycznym zastosowaniu specjalnie zaprojektowanych testów oraz 
na wyj¹tkowej bazie danych.

Poniewa¿ system BD BBL Crystal N/H ID wspomaga ró¿nicowanie mikrobiologiczne, nale¿y pamiêtaæ, ¿e mog¹ wystêpowaæ 
niewielkie ró¿nice w obrêbie poszczególnych szczepów w ramach gatunków. U¿ycie paneli oraz interpretacja wyników 
wymaga udzia³u kompetentnego mikrobiologa. W ostatecznej identyfikacji izolatu nale¿y wzi¹æ pod uwagê Ÿród³o próbki, 
tolerancjê wobec powietrza, morfologiê komórki, charakterystyki kolonii na ró¿nych pod³o¿ach, jak równie¿ koñcowe produkty 
metabolizmu ustalone na podstawie chromatografii gazowo-cieczowej, gdy jest to wymagane.

Do przygotowania zawiesiny inokulum nale¿y u¿ywaæ wy³¹cznie bawe³nianych wymazówek, gdy¿ niektóre wymazówki 
poliestrowe mog¹ powodowaæ zwiêkszenie lepkoœci p³ynu inokulacyjnego. Mo¿e to spowodowaæ niewystarczaj¹ce wype³nienie 
studzienek przez p³yn inokulacyjny. Po wyjêciu pokrywek z zapieczêtowanych torebek nale¿y zu¿yæ je w ci¹gu 1 h w celu 
zapewnienia odpowiedniej dok³adnoœci badania. Plastikowa os³onka powinna zostaæ na pokrywce a¿ do momentu jej u¿ycia.

Inkubator, w którym umieszczono panele, powinien byæ wyposa¿ony w system nawil¿ania, aby zapobiec odparowaniu p³ynu 
inokulacyjnego ze studzienek w trakcie inkubacji. Zalecany poziom wilgotnoœci wynosi 40–60%.

Inokulowane panele do inkubacji powinny byæ odwrócone (wiêksze okienka skierowane do góry, etykieta skierowana w dó³), 
aby maksymalnie zwiêkszyæ skutecznoœæ substratów.

Kolonie powinny byæ pobrane z pod³o¿a Chocolate Agar, TSA, Columbia lub Nutrient. Mo¿na równie¿ u¿yæ pod³o¿y 
selektywnych, takich jak: Martin-Lewis, MTM, NYC Medium, V oraz GC-Lect.

Jeœli profil testowy BD BBL Crystal wskazuje na wynik „Brak identyfikacji” a czystoœæ szczepu zosta³a potwierdzona, 
prawdopodobnie (i) izolat testowy wytwarza atypowe reakcje BD BBL Crystal (które mog¹ byæ równie¿ spowodowane 
nieprawid³owoœciami postêpowania), (ii) szczep testowy nie nale¿y do grupy taksonomicznej wykrywanej przez system lub (iii) 
system nie jest w stanie zidentyfikowaæ testowego izolatu z zak³adan¹ pewnoœci¹. Po wykluczeniu b³êdu u¿ytkownika zaleca siê 
przeprowadzenie testów z u¿yciem metod konwencjonalnych.



8

Tabela nr 4 
Diagram kontroli jakoœci dla systemu BD BBL Crystal N/H ID 
po 4 h inkubacji na pod³o¿u 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 -
4B L-seryna-AMC FSE +
2B LYS-ALA-AMC FLA v
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 -
4I g-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL -
2I p-nitrofenylo-fosforan PHO -
1I o-nitrofenylo-b-D-galaktozyd (ONPG) OPG -
4J Mocznik URE -
2J Resazuryn REZ +
1J Ornityna ORN v

Tabela nr 5
Dodatkowe szczepy kontroli jakoœci dla systemu BD BBL Crystal N/H ID  
po 4 h inkubacji na pod³o¿u 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
 4C 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 - v + -
 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 + - - -
 1H p-nitrofenylo-fosforylocholina PHC v - - +
 4I g-L-glutamylo-p-nitroanilid GGL + - - -
 2I p-nitrofenylo-fosforan PHO + - - +
 1I o-nitrofenylo-b-D-galaktozyd (ONPG) OPG + + - -
 4J Mocznik URE - - - +
 2J Resazuryn REZ v - v -
 1J Ornityna ORN v v v +
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CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOŒCIOWA
Odtwarzalnoœæ: W niezale¿nym badaniu, w którym udzia³ wziê³y trzy laboratoria kliniczne (suma trzech ocen), powtarzalnoœæ 
reakcji (29) substratów BD BBL Crystal N/H ID by³a badana za pomoc¹ powtarzanych testów. Odtwarzalnoœæ reakcji 
poszczególnych substratów wynosi³a od 85,7% do 100%. Ca³kowita odtwarzalnoœæ paneli BD BBL Crystal N/H ID okreœlona 
zosta³a na 95,9%.22

Dok³adnoœæ identyfikacji: Dzia³anie systemu BD BBL Crystal N/H ID zosta³o porównane z aktualnie dostêpnymi na rynku 
systemami przy u¿yciu izolatów z materia³u klinicznego i czystych kultur laboratoryjnych. Przeprowadzono w sumie trzy 
badania w trzech niezale¿nych laboratoriach. Do ustalenia w³aœciwoœci systemu wykorzystano nowe, kliniczne izolaty i izolaty 
wczeœniej zidentyfikowane w ramach badañ klinicznych.
Spoœród ca³kowitej liczby 513 badanych izolatów z trzech badañ wykorzystuj¹cych system identyfikacyjny BD BBL Crystal N/H 459 
(89,5%) zidentyfikowano prawid³owo bez u¿ycia badañ dodatkowych, a 480 (93,6%) zosta³o prawid³owo zidentyfikowanych  
po wykonaniu dodatkowych testów. W sumie 26 (5,1%) izolatów nie zosta³o prawid³owo zidentyfikowanych a komunikat „Brak 
identyfikacji” uzyskano w wypadku 7 (1,4%) izolatów.22

DOST PNOŒÆ
Nr kat. Opis
245130  BD BBL Crystal Neisseria/Haemophilus ID Kit, 1.

245038  BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, zawieraj¹ 10 sztuk.

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

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

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

245034  BD BBL Crystal Panel Viewer, Ÿród³o œwiat³a UV o d³ugiej fali.

245036  BD BBL Crystal Panel Viewer, Ÿród³o œwiat³a bia³ego.

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

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

221267  BD BBL Chocolate II Agar (GC II Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX), zawieraj¹ 100 sztuk.

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

221263  BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, zawieraj¹ 100 sztuk.

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

221558  BD BBL Martin-Lewis Agar, zawieraj¹ 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 II) Agar, pakowane po 20.

221568  BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM II) Agar, zawieraj¹ 100 sztuk.

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

221261  BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II), zawieraj¹ 100 sztuk.

221874  BD BBL V Agar (for G. vaginalis), pakowane po 10.

221875  BD BBL V Agar (for G. vaginalis), zawieraj¹ 100 sztuk.

297715 BD BBL GC-Lect Agar, pakowane po 20.

297928 BD BBL GC-Lect Agar, zawieraj¹ 100 sztuk.

212539  BD BBL Gram Stain Kit, pakowane w butelkach 4 x 250 mL.
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