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POUZITIE

Identifikacny (ID) systém BD BBLCrystal Neisseria/Haemophilus (N/H) je identifika¢na mikrometoda, ktora pouziva
modifikované konven¢né, fluorogénne a chromogénne substraty. Je uréeny na identifikaciu ¢asto izolovanych
Neisseria a Haemophilus, ako aj niektorych dalsich naro¢nych baktérii.!.2.6.15.18

ZHRNUTIE A VYSVETLENIE

Uz v roku 1918 sa pouzivali mikrometédy na biochemicku identifikaciu mikroorganizmov.3 V niekolkych publikaciach

sa zaznamenalo pouzitie papierovych diskov napustenych ¢inidlom a metédy mikroskimaviek na rozlisenie

¢revnych baktérii.3.4.8.19.21 Zaujem o identifikatné mikrosystémy viedol na konci 60-tych rokov k uvedeniu niekofkych

komerénych systémov, ktoré priniesli vyhody malého skladovacieho priestoru, predizenej Zivotnosti, Standardizovanej
kontroly kvality a jednoduchého pouzitia.

Vo vseobecnosti sU mnohé testy pouzité v ID systémoch BD BBL Crystal modifikaciami klasickych metod. Tie zahiaja
testy na fermentaciu, oxidaciu, degradaciu a hydrolyzu réznych substratov. Navyse obsahuji chromogénové a
fluorogénové viazané substraty, tak ako v ID paneli BD BBL Crystal N/H, na detekciu enzymoy, ktoré mikroby
pouzivaju na metabolizaciu réznych substratov.5.6.8-10,13-17

ID suprava BD BBL Crystal N/H sa sklada z (i) viek ID panela BD BBL Crystal N/H, (ii) baz BD BBL Crystal a (iii) zo
skumaviek s ID oc¢kovacou latkou (IF) BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Veko obsahuje 29 dehydrovanych substratov
a kontrolu fluorescencie na 3pi¢kach plastovych hrotov. Baza ma 30 reakénych komoérok. Testovacia o¢kovacia latka
sa pripravi pomocou oc¢kovacej latky a pouzije sa na naplnenie 30 komérok v baze. Ked' je veko zarovno s bazou a
spravne nasadené, testovacia ockovacia latka rehydratuje vysusené substraty a spusti testovacie reakcie.

Po inkubacnej dobe sa komorky skontroluju, ¢i nastala zmena farby alebo ¢i je pritomna fluorescencia ako nasledok
metabolickych ¢innosti mikroorganizmov. Vysledny vzorec 29 reakcii je skonvertovany na desat'ciferné ¢islo profilu,
ktoré sa pouzije ako zaklad na identifikaciu.20 Biochemické a enzymatické reakéné vzorce pre 29 ID substratov

BD BBL Crystal N/H urcené pre mnozstvo réoznych mikroorganizmov st ulozené v ID databaze BD BBL Crystal N/H.
Identifikacia sa ziskava z porovnavacej analyzy reak¢nych vzorcov testovaného izolatu a reakénych vzorcov v databaze.
Uplny zoznam taxénov, ktory tvori si¢asnu databazu, je k dispozicii v Tabulke 1.

PRINCIPY POSTUPU

ID panely BD BBL Crystal N/H obsahuju 29 suchych biochemickych a enzymatickych substratov. Bakterialna suspenzia

v ockovacej latke sa pouziva na rehydrataciu substratov. Testy pouZité v systéme su zaloZzené na mikrobiologickom pouziti
a degradacii $pecifickych substratov, ktoré boli zistené pomocou réznych indika¢nych systémov. Enzymaticka hydrolyza
fluorogénnych substratov obsahujtca derivaty kumarinu 4-metylumbeliferénu (4MU) alebo 7-amino-4-metylkumarinu
(7-AMC) sposobuje zvysenu fluorescenciu, ktora je 'ahko viditelna pomocou zdroja UV svetla.!3.14.16.17 Pri hydrolyze
dochadza k zmenam farby chromogénnych substratov, ktoré mozno zistit’ vizualne. V ID systémoch BD BBL Crystal sa
nachadzaju aj testy na detekciu schopnosti organizmu hydrolyzovat’, rozkladat’, redukovat’ alebo inak vyuZzivat' substrat.
Reakcie réznych substratov a kratke vysvetlenie principov uplatnenych v systéme su opisané v Tabulke 2. Poloha na
paneli v zmienenych tabulkach vyjadruje rad a stlpec, v ktorom je umiestnena komérka (napriklad 1J oznacuje rad

1 v stlpci J).



Tabulka 1

Taxény v ID systéme BD BBLCrystal 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 (vratane K. denitrificans a K. kingae)
Moraxella atlantae

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Moraxella lacunata’

Moraxella nonliquefaciens

Moraxella osloensis

Moraxella phenylpyruvica’

Druhy Moraxella (vratane M. atlantae, M. lacunata, M. nonliquefaciens, M. osloensis a M. phenylpyruvica)
Neisseria cinerea’

Neisseria elongata (vratane 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 (vratane N. subflava biovar flava, N. subflava biovar perflava a N. subflava biovar subflava)
Neisseria weaverii'

Druhy Oligella (vratane O. urethralis a O. ureolytica)
Oligella ureolytica'

Oligella urethralis

Pasteurella multocida

Suttonella indologenes

Popis: 1 = Tieto taxény maju v sticasnej databaze < 10 unikatnych profilov BD BBLCrystal.



Tabul'ka 2

Principy testov pouzitych v ID systéme BD BBLCrystal N/H

Poloha Funkcia Oznacenie Princip
na paneli testu (Referencia)

4A Fluorescencna negativna kontrola FCT Kontrola na standardizaciu fluorescen¢nych vysledkov
substratu.

2A 4MU-fosfat FHO  Enzymaticka hydrolyza amidu alebo

1A L-prolin-AMC FPR glykozidickej vazby ma za nasledok uvolnenie

4B L-serin-AMC FSE fluorescen¢ného kumarinového derivatu.5.2.13.14,16,17

2B LYS-ALA-AMC FLA

1B L-tryptofan-AMC FTR

ac L-fenylalanin-AMC FPH

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

1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA

4D L-kyselina glutamova-AMC FTA

2D L-arginin-AMC FAR

1D Ornithin-AMC FOR

4E Glycin-AMC FGL

2E GLY-PRO-AMC FGP

1E 4MU-B-D-galaktozid FBG

4F Sacharéza SAC  Vyutzitie karbohydratu spdsobi nizsie pH a zmenu

2F Maltotrioza MTT  indikatora (fenolova ¢ervend).1-4.8.18

1F Karubinéza CAR

4G Pyranéza PYO

2G Maltobidéza MTB

1G Disacharid DIS

4H Riberol RBL

2H Levuléza LEV

TH p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC Enzymaticka hydrolyza bezfarebného arylu
nahradeného glykozidom uvolfiuje ZIty p-nitrofenol.5.10.14

41 y-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL  Enzymaticka hydrolyza bezfarebného amidového
substratu uvoltiuje ZIty p-nitroanilin.5.10.14

21 p-nitrofenyl-fosfat PHO  Enzymaticka hydrolyza bezfarebného arylu
nahradeného glykozidom uvoltiuje Zlty p-
nitrofenol.5.10.14

11 o-nitrofenyl-p-D-galaktozid (ONPG))  OPG

4) Mocovina URE  Hydrolyza mocoviny a vysledny amoniak zmeni farbu pH
indikatora (bromhytmolova modra).2.7.12

2) Resazurin REZ Redukcia resazurinu na resorufin spdsobi zmenu farby.6

1) Ornitin ORN  VyuZzitie ornitinu sposobi zvysenie pH a zmenu farby

indikatora (bromkrezolova purpurova).2




ZLOZENIE
ID panely BD BBL Crystal N/H obsahuji 29 enzymatickych a biochemickych substratov. V Tabulke 3 najdete zoznam
aktivnych zlozZiek.
Tabulka 3

Cinidl4 pouzité v ID systéme BD BBL Crystal N/H

Poloha na Substrat Oznacenie Poz. Neg. Aktivne Priblizné
paneli zlozky mnoz. (g/L)

4A  Fluorescencna negativna kontrola FCT  n/a n/a Fluorescencna negativna kontrola <1

2A  4MU-fosfat FHO modra fluorescencia modra fluorescencia 4MU-fosfat <1
> komérka FCT < komérka FCT

1A L-prolin-AMC FPR  modré fluorescencia modra fluorescencia L-prolin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

4B L-serin-AMC FSE  modra fluorescencia modra fluorescencia L-serin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

2B LYS-ALA-AMC FLA  modra fluorescencia modré fluorescencia LYS-ALA-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

1B L-tryptofan-AMC FTR  modra fluorescencia modra fluorescencia L-tryptofan-AMC <1
> komoérka FCT < komérka FCT

4C  L-fenylalanin-AMC FPH  modréa fluorescenciae modra fluorescencia L-fenylalanin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

2C N-sukcinyl-ALA-PRO-ALA-AMC FNS  modra fluorescencia modra fluorescencia N-sukcinyl-ALA-PRO-ALA-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

1C ALA-ALA-PHE-AMC FAA  modra fluorescencia modra fluorescencia ALA-ALA-PHE-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

4D  L-kyselina glutamova-AMC FTA  modra fluorescencia modra fluorescencia L-kyselina glutamova-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

2D L-arginin-AMC FAR  modré fluorescencia modra fluorescencia L-arginin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

1D Ornithin-AMC FOR modra fluorescencia modra fluorescencia Ornithin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

4E  Glycin-AMC FGL modra fluorescencia modré fluorescencia Glycin-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

2E GLY-PRO-AMC FGP modré fluorescencia modra fluorescencia GLY-PRO-AMC <1
> komérka FCT < komérka FCT

1E  4MU-b-D-galaktozid FBG modré fluorescencia modra fluorescencia 4MU-B-D-galaktozid <1
> komoérka FCT < komérka FCT

4F  Sacharéza SAC zlata/zlta oranzova/cervend  Sacharéza <300

2F Maltotriéza MTT  zlaté/zlta oranzové/Cervend  Maltotriéza <300

1F Karubinéza CAR zlata/zlta oranzova/Cervena  Karubin6za <300

4G Pyranoza PYO zlatd/zlta oranzové/Cervena  Pyrandza <300

2G Maltobiéza MTB zlata/zlta oranzové/Cervend  Maltobidza <300

1G Disacharid DIS zlata/zlta oranzova/Cervena Disacharid <300

4H  Riberol RBL zlata/zlta oranzova/¢ervena  Riberol <300

2H Levuléza LEV  zlatd/zlta oranzova/Cervend  Levuléza <300

TH p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC Zlta bezfarebna p-nitrofenyl-fosforylcholin <10

4 y-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL zltd bezfarebna v-L-glutamyl-p-nitroanilid <10

21 p-nitrofenyl-fosfat PHO Zlta bezfarebna p-nitrofenyl-fosfat <10

11 o-nitrofenyl-B-D-galaktozid (ONPG)OPG Zlta bezfarebna o-nitrofenyl-B-D-galaktozid (ONPG) < 10

4) Mocovina URE svetla zelenomodra/ Zzlté/zelena Mocovina <50
modra

2) Resazurin REZ ruzova modra/purpurovd  Resazurin <1

1) Ornitin ORN purpurova zIta/siva Ornitin <200

Upozornenia. Na diagnostiku in vitro

Po pouziti sa panely a vsetky infekéné materialy, vratane misiek, bavinenych tampénov, skimaviek s o¢kovacou
tekutinou, musia pred vyhodenim alebo spalenim sterilizovat’ autoklavom.

USKLADNENIE A MANIPULACIA /ZIVOTNOST
Veka. Veka st samostatne balené a musia byt’ uskladnené neotvorené v chladnicke pri teplote 2-8 °C. NEZMRAZUJTE.
Prezrite, Ci féliovy obal nie je deravy alebo prasknuty. Ak sa balenie zda byt poskodené, nepouzivajte ho. Ak st veka v
poévodnom baleni uskladnené podla odporucani, oakavanu reaktivitu si uchovaju az do dia exspiracie.
Bazy. Bazy su balené v dvoch supravach po desat’, vinkubac¢nych zasobnikoch BD BBL Crystal. Bazy su zabalené hore
dnom, aby sa minimalizovalo znecistenie vzduchom. Az do pouZzitia uskladnujte v bezprasnom prostredi pri teplote
2-30 °C. Nepouzité bazy uskladnujte v zasobniku, v plastovom vrecku. Prazdne zasobniky treba pouzit’' na inkubovanie
naockovanych panelov.



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

Po prijati skladujte sipravu BD BBL Crystal N/H pri teplote 2-8 °C. Po otvoreni je potrebné uskladnit’ pri teplote

2-8 °Clen veka. Ostatné komponenty stpravy sa moézu uskladnit’ pri teplote 2-25 °C. Ak bola stprava alebo niektory
z komponentov ulozZeny v chladnitke, musi sa pred pouzitim ohriat’ na izbovu teplotu.

ODBER VZORIEK A SPRACOVANIE

ID systémy BD BBL Crystal nie st ur¢ené na priame pouZzitie s klinickymi vzorkami. Pouzite izolaty z pody ¢okoladovy
(Chocolate) agar, Trypticase Soy Agar s 5 % ovcou krvou (TSA) alebo pédy Columbia Agar s 5 % ovcou krvou
(Columbia) a zivinovy (Nutrient) agar. Takisto sa m6zu pouzit' pody ako Martin-Lewis Agar, Thayer-Martin Modified
(MTM) Agar, New York City (NYC) Medium Modified, V Agar (for G. vaginalis), a GC-Lect Agar. Nemali by sa pouzivat’
pody obsahujlce eskulin. Testovany izolat musi byt' Cista kultdra, nie starsia ako 18-24 hod. pre vacsinu rodov, pri
niektorych pomaly rastdcich organizmoch az do 48 hod. Ked'Ze niektoré polyesterové tampony mézu spésobit’
problémy pri o¢kovani panelov, pri priprave ockovacej suspenzie by sa mali pouzit' len bavinené aplika¢né tampony.
(Pozri ¢ast’ ,,Obmedzenia postupu”.) Ked'sa veka vyberu zo zapecatenych vreciek, musia byt pouzité do jednej
hodiny, aby sa zabezpecil adekvatny ucinok. Plastovy vrchnak musi zostat’ na veku, az kym sa veko nepoutzije.
Inkubator by sa mal zvih¢it’, aby sa zabranilo vyparovaniu tekutiny z komérok pocas inkubacie. Odporucana uroven
vlhkosti je 40-60 %. UZito¢nost’ ID systémov BD BBL Crystal alebo hocijakého iného diagnostického postupu
uskutoc¢neného na klinickych vzorkach je priamo ovplyvnena kvalitou samotnych vzoriek. Dérazne sa odporuca,

aby laboratoria pouzivali metody analyzované v prirucke Manual of Clinical Microbiology na odoberanie, prenos a
naockovanie vzoriek do primarnych izola¢nych péd.1.17

POSTUP TESTU

Dodavany material: ID suprava BD BBL Crystal N/H —
20 viek ID panela BD BBL Crystal,
20 baz BD BBL Crystal,
20 skumaviek s ID otkovacou latkou BD BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Kazda skimavka ma priblizne
2,3 £ 0,15 mL ockovacej latky, ktora obsahuje: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl, , 0,895 g tricinu N-[2-hydroxy-1, 1-bis
(hydroxymethyl)methyl] glycinu, purifikovand vodu na 1 000 mL.
2 inkubac¢né zasobniky,
1 D blok na zéznamy BD BBL Crystal N/H.
Nedodavany material: Sterilné bavinené tampény (nepouZivajte polyesterové tampdny), inkubator (35-37 °C) bez
CO, (40-60 % vlhkost'), norma 3 McFarlandy, prehliadac panela BD BBL Crystal, ID systémovy elektronicky abecedny
zoznam slov s ekvivalentmi BD BBL Crystal alebo manualny abecedny zoznam slov s ekvivalentmi BD BBL Crystal N/H
a vhodné kultiva¢né pody.
TaktieZ sa vyzaduje potrebné vybavenie a laboratérne pomacky, ktoré sa pouzivaju pri priprave, uskladneni a
manipulacii s klinickymi vzorkami.
Postup testu. ID systém BD BBL Crystal N/H vyzaduje Gramovo farbenie.

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

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

.Odber vzoriek a spracovanie”).

3. Rozpustite koldnie v skimavke s ID ockovacou latkou
BD BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H.

4. Znovu uzatvorte skimavku a virte asi 10-15 sekind. Zakal by mal zodpovedat’ miere 3 McFarlandy. Ak koncentracia
ockovacej suspenzie presahuje odportacanu normu McFarlandom, odporuca sa jeden z nasledujucich krokov:
a. Pomocou novej skimavky s ockovacou tekutinou pripravte novu ockovaciu suspenziu zodpovedajicu miere
3 McFarlandy.

b. Ak nie su k dispozicii dodato¢né kolonie na pripravu novej ockovacej suspenzie, aseptickymi technikami zried'te
ockovaciu latku s minimalnym mnozstvom (nie viac ako 1,0 mL) 0,85 % sterilného fyziologického roztoku alebo
ockovacej latky, aby ste znizili zakal na mieru zodpovedajticu 3 McFarlandom. Sterilnou pipetou odstrarite
prebyto¢né mnozstvo pridané do skimavky tak, aby bol kone¢ny objem octkovacej latky priblizne rovnaky ako
poévodny objem v skimavke (2,3 + 0,15 mL). Ak sa nepodari nastavit’ objem, o¢kovacia suspenzia sa rozleje na
Ciernu cast’ bazy a panel bude nepouzitelny.



5. Vezmite bazu a oznacte jej stenu ¢islom pacientovej vzorky.
6. Vylejte cely obsah ockovacej latky do cielovej oblasti bazy.

7. Drzte bazu oboma rukami a opatrne po drazkach nalievajte
ockovaciu latku, az kym nie su vsetky komorky plné.
Akukolvek prebytoc¢nu tekutinu zlejte spat’ do cielovej oblasti
a umiestnite bazu na rovnu plochu. Z dévodu vysokych
koncentracii buniek pouzitych v ID paneloch BD BBL Crystal
N/H by sa ockovacia latka mala cez drazky liat’ opatrne, aby
sa zaistilo spravne naplnenie vietkych komérok. Skér ako
nasadite veko, skontrolujte, ¢i medzi komérkami nie je ziadna
prebytocna tekutina alebo ¢i nevyteka z cielovej oblasti
do komoérok.

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

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

Miska na kontrolu ¢istoty. Bud' pred alebo po naockovani bazy
odoberte pomocou sterilnej kfu¢ky mald kvapku zo skimavky
s ockovacou latkou a na kontrolu ¢istoty naockujte sikmu podu
alebo pddu v miske (akukolvek vhodnu podu). Zlikvidujte
skimavku s ockovacou latkou a vyhod'te do kontajnera pre
biologicky nebezpecny odpad. Vo vhodnych podmienkach
inkubujte $ikmu podu alebo pédu v miske 24-48 hodin pri
teplote 35-37 °C. Ak je potrebné, miska na kontrolu ¢istoty alebo
sikma poda sa moze pouzit’ aj na akékolvek dodatocné testy
alebo serolégiu.
Inkubacia. Vlozte naotkované panely do inkubacnych zasobnikov.
Do jedného zasobnika sa zmesti desat’ panelov (5 radov po 2
panely). Vsetky panely by sa mali inkubovat’ hore dnom (vacsie okna
smerom nahor, $titok smerom nadol) v inkubétore bez CO, s 40-60 %
vihkost'ou. Pocas inkubacie neukladajte na seba viac ako dva
zasobniky. Inkubacna doba pre panely je 4 hod. pri teplote 35-37 °C.
POZNAMKA. Dvere inkubétora by sa nemali pocas inkuba¢nej doby
opakovane otvarat’ (pokial' moZno menej ako 3-krét). Panely by sa
mali od¢itat’ v priebehu 30 minut po vybrati z inkubatora.
Odcitanie. Po odporucanej inkubaénej dobe vyberte panely
z inkubatora. Vsetky panely by sa mali od¢itavat’ hore dnom
(vacsie okna smerom nahor, stitok smerom nadol) pomocou
panelového prehliadac¢a BD BBL Crystal. Pozrite si farebnud
reakciu na schéme alebo v Tabulke 3 na interpretaciu reakcii.
Reakcie zaznamenajte do bloku na vysledky.
a. Od¢itajte najprv stipce F az J prostrednictvom normalneho

(bezného) zdroja sveta.
b. Ode¢itajte stipce A a2 E (fluorescen¢né substraty)

pomocou zdroja UV svetla v prehliadaci panela. Komorka

s fluorescenénym substratom sa povazuje za pozitivnu, iba ak

intenzita fluorescencie pozorovana v komorke je vacsia ako

v komérke Negativnej kontroly (4A).

6




Vypocet ¢isla profilu BD BBL Crystal. Kazdy vysledok testu je oznaceny ako pozitivny (okrem 4A, ktory sa pouziva ako
kontrola negativnej fluorescencie) a je mu pridelena ¢iselna hodnota 4, 2 alebo 1 zodpovedajlca radu, v ktorom je test
umiestneny. Hodnota 0 (nula) je pridelena akémukolvek negativnemu vysledku. Hodnoty z kaZdej pozitivnej reakcie

v kazdom stlpci sa potom navzajom spoja. Vytvori sa tak 10-ciferné &islo, tzv. 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) = kontrola negativnej fluorescencie
Vysledné profilové ¢islo a, ak je znama, aj morfologia buniek by sa mali vlozit’ do poditaca, v ktorom bol nainstalovany
ID systémovy elektronicky abecedny zoznam s ekvivalentmi BD BBL Crystal na ziskanie identifikacie. K dispozicii je aj
manualny abecedny zoznam slov s ekvivalentmi. Ak nemate k dispozicii po¢ita¢, kontaktujte oddelenie technickych
sluzieb spolo¢nosti BD, ktoré vam poméze s identifikaciou.
Kontrola kvality. Testovanie kontroly kvality sa odporuca pre kazdu $arzu panelov nasledovne:
1. Naockujte panel kmeriom Moraxella (Branhamella) catarrhalis ATCC 25240 podla odporucaného postupu

(pozri ¢ast’ ,,Postup testu”).
2. Pred inkubaciou nechajte panel 1 min (nie viac ako 2 min) ohriat’ na izbovu teplotu.

w

. Oditajte a zaznamenajte reakcie pomocou prehliadaca panela a tabulky farebnych reakcii.

4. Ak je niektora komérka na zaklade tabulky farebnej reakcie (okrem komérky 1J) pozitivna (po 1-2 minutach),
NEPOUZIVAIJTE PANELY tejto Sarze. Kontaktujte oddelenie technickych sluzieb spolo¢nosti BD.

5. Ak su vsetky komorky negativne, inkubujte panel 4 hod. pri teplote 35-37 °C.

6. Odcitajte panel pomocou prehliadaca panela a tabulky farebnej reakcie, zaznamenajte reakcie pomocou
bloku na zaznamy.

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

8. Dvere inkubatora by sa nemali pocas inkuba¢nej doby opakovane otvarat’ (pokial' mozno menej ako 3-krat).

Ocakavané vysledky testov pre dodatoc¢nu kontrolu kvality testovanych kmerov st uvedené v Tabulke 5.

OBMEDZENIA POSTUPU

ID systém BD BBL Crystal N/H je vyvinuty na menované taxoény. Iné taxény, nez su uvedené v Tabulke 1, nie st uréené
na pouzitie s tymto systémom.

Na ur¢enie izolatu identifikovaného systémom ako Neisseria gonorrhoeae je potrebny dodato¢ny potvrdzujuci test
v tychto pripadoch: (1) ak sa pozitivne vysledky ziskali od pacientov s nizkym rizikom, (2) ak sa pozitivne vysledky
ziskali od pacientov so sociologickymi alebo lekarskopravnymi aspektmi.!!

ID databaza BD BBL Crystal N/H bola vyvinuta pre pédy BBL. Reaktivita niektorych substratov v identifika¢nych
mikrosystémoch méze zavisiet’ od zdroja pédy pouzitej pri priprave ockovacej latky. S ID systémom BD BBL Crystal N/H
odporucame pouzivat' nasledujliice pédy: Chocolate, TSA Il, Columbia a Nutrient. Takisto sa mézu pouzit’' pédy ako
Martin-Lewis, MTM, NYC Medium, V a GC-Lect. Nemali by sa pouzivat' pédy obsahujuce eskulin.

Identifika¢né systémy BD BBL Crystal vyuZivaju zmenené mikroprostredie, a preto sa ocakavané hodnoty pre
individualne testy mézu odlisovat’ od informacii preukazanych pri reakciach tradi¢nych testov v minulosti. Presnost’ ID
systému BD BBLCrystal N/H je zaloZena na Statistickom pouZiti $pecialne vyvinutych testov a vyhradnej databazy.

Aj ked' ID systém BD BBL Crystal N/H pomaha pri mikrobialnom rozliseni, treba pripustit’, ze v kmerioch v ramci druhov
mozu existovat’ mensie variacie. Pouzivanie panelov a interpretacia vysledkov si vyzaduje kvalifikovaného mikrobioléga.
Pri konec¢nej identifikacii izolatu treba vziat’ do Uvahy zdroj vzorky, aerotoleranciu, morfolégiu buniek, charakteristiku
kolonii na roznych pédach, ako aj kone¢né produkty metabolizmu potvrdené plynovokvapalnou chromatografiou.

Pri priprave ockovacej suspenzie by sa mali pouzit’ len bavinené aplika¢né tampdny, pretoze niektoré polyesterové
tampony mézu sposobit’ zhustnutie ockovacej latky. Toto by mohlo spdsobit’ nedostatky pri plneni komérok
ockovacou latkou. Ked' sa veka vyberu zo zapecatenych vreciek, musia byt’ pouzité do 1 hodiny, aby sa zabezpecil
adekvatny Gcinok. Plastovy vrchnak musi zostat’ na veku, az kym sa veko nepouzije.

Inkubator, v ktorom st umiestnené panely, by sa mal zvlh¢it', aby sa zabranilo vyparovaniu ockovacej latky z komérok
pocas inkubacie. Odporacana uroven vihkosti je 40-60 %.

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

Koldnie by sa mali odoberat’ z misiek z pédami Chocolate, TSA, Columbia alebo Nutrient. Takisto sa mézu pouzit’ pody
ako Martin-Lewis, MTM, NYC Medium, V a GC-Lect.

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



Tabul'ka 4
Tabulka kontroly kvality pre ID systém BD BBL Crystal N/H po 4 hodinach
inkubacie z p6dy Chocolate Agar

Moraxella
Poloha (Branhamella)
na paneli Substrat Oznadenie catarrhalis
ATCC 25240
4A Fluorescen¢na negativna kontrola FCT -
2A 4MU-fosfat FHO -
1A L-prolin-AMC FPR -
4B L-serin-AMC FSE +
2B LYS-ALA-AMC FLA v
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-kyselina glutamova-AMC FTA -
2D L-arginin-AMC FAR \
1D Ornithin-AMC FOR \Y
4E Glycin-AMC FGL +
2E GLY-PRO-AMC FGP -
1E 4MU-B-D-galaktozid FBG -
4F Sachar6za SAC -
2F Maltotriéza MTT -
1F Karubinéza CAR -
4G Pyranéza PYO -
2G Maltobidza MTB -
1G Disacharid DIS -
4H Riberol RBL -
2H Levuloza LEV -
1H p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC -
4 v-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL -
21 p-nitrofenyl-fosfat PHO -
11 o-nitrofenyl-B-D-galaktozid (ONPG) OPG -
4) Mocovina URE -
2) Resazurin REZ +
1 Ornitin ORN \




Tabul'ka 5
Tabul'ka dodato¢nej kontroly kvality pre ID systém BD BBL Crystal N/H po
4 hodinach inkubacie z pody Chocolate Agar

H. philus Neisseria Kingella Haemophilus
Poloha Substrat Oznacdenie aphrophilus lactamica denitrificans influenzae
na paneli ATCC 19415 ATCC49142  ATCC 33394 ATCC 35056
4A Fluorescencna negativna kontrola FCT - - - -
2A 4MU-fosfat FHO + - - +
1A L-prolin-AMC FPR - + + -
4B L-serin-AMC FSE v + + v
2B LYS-ALA-AMC FLA \ 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-kyselina glutamova-AMC FTA + - -
2D L-arginin-AMC FAR v + v +
1D Ornithin-AMC FOR - + v -
4E Glycin-AMC FGL + + + +
2E GLY-PRO-AMC FGP \ +
1E 4MU-B-D-galaktozid FBG + + - -
4F Sacharéza SAC + - - -
2F Maltotrioza MTT + - - -
1F Karubinoza CAR v - - -
4G Pyran6za PYO + v - v
2G Maltobioza MTB + v - -
1G Disacharid DIS + - - -
4H Riberol RBL v - - -
2H Levuloza LEV + - - -
1H p-nitrofenyl-fosforylcholin PHC v - - +
4 y-L-glutamyl-p-nitroanilid GGL + - - -
21 p-nitrofenyl-fosfat PHO + - - +
11 o-nitrofenyl-p-D-galaktozid (ONPG) ~ OPG + + - -
4) Mocovina URE - - - +
2) Resazurin REZ v - v -
1 Ornitin ORN \ v v +

VLASTNOSTI POSTUPU

Reprodukovatel'nost'. V externej §tudii zahriujucej tri klinické laboratoéria (celkovo tri hodnotenia) sa skimala
reprodukovatelnost’ reakcii ID substratov (29) BD BBL Crystal N/H opakovanim testovania. Reprodukovatelnost’
jednotlivych reakcii substratov sa pohybovala v rozmedzi od 85,7 % do 100 %. Celkova reprodukovatelnost’ ID panela
BD BBL Crystal N/H bola stanovena na 95,9 %.22

Presnost’ identifikacie. U¢innost’ ID systému BD BBL Crystal N/H sa pomocou klinickych izolatov a zasobnych

kultur porovnala so suc¢asne dostupnym komercnym systémom. Celkovo tri Studie sa vykonali v troch nezavislych
laboratdriach. Pouzili sa ¢erstvé rutinné izolaty, vyrobené v klinickych laboratériach, ako aj v minulosti identifikované
izolaty, ktoré sa vybrali na klinickych pokusnych pracoviskach, aby sa stanovili vlastnosti efektivity.

Z celkovo 513 izolatov testovanych v troch studiach sa bez pouzitia doplnkového identifikacného systému spravne
identifikovalo 459 (89,5 %) izolatov a s pouzitim doplnkovych testov sa spravne identifikovalo 480 (93,6 %)
izolatov. Nespravne sa identifikovalo celkom 26 (5,1 %) izolatov a oznacenie ,Ziadna identifikacia” sa ziskalo u 7
(1,4 %) izolatov.22




DOSTUPNOST

Kat. ¢. Opis

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

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

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

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

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

245034 BD BBL Crystal Panel Viewer, UV skimavka s dlhou vinovou dizkou.

245036 BD BBL Crystal Panel Viewer, skiimavka s beznym zdrojom svetla.

245035 BD BBL Crystal Identification Systems Neisseria/Haemophilus Manual Codebook.
221169 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX), balenie po 20 ks.
221267 BD BBL Chocolate Il Agar (GC Il Agar with Hemoglobin and IsoVitaleX), nadoba po 100 ks.
221165 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, balenie po 20 ks.

221263 BD BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, nadoba po 100 ks.

221557 BD BBL Martin-Lewis Agar, balenie po 20 ks.

221558 BD BBL Martin-Lewis Agar, nadoba po 100 ks.

297173 BD BBL New York City (NYC) Medium Modified, balenie po 20 ks.

297801 BD BBL Nutrient Agar, balenie po 10 ks.

221567 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM I1) Agar, balenie po 20 ks.

221568 BD BBL Thayer-Martin, Modified (MTM I) Agar, nadoba po 100 ks.

221239 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II), balenie po 20 ks.
221261 BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II), nadoba po 100 ks.
221874 BD BBL V Agar (pre G. vaginalis), balenie po 10 ks.

221875 BD BBL V Agar (pre G. vaginalis), balenie po 100 ks.

297715 BD BBL GC-Lect Agar, balenie po 20 ks.

297928 BD BBL GC-Lect Agar, nadoba po 100 ks.

212539 BD BBL Gram Stain Kit, balenie 4 x 250 mL flia3.POUZITA LITERATURA
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Consult Instructions for Use / HanpaeeTe cnpaeka B nHCTpyKkumnTe 3a ynotpeba / Prostudujte pokyny k pouZziti / Se
brugsanvisningen / Gebrauchsanweisung beachten / ZupBouleuteite Tig 0dnyieg Xpriong / Consultar las instrucciones de uso /
Lugeda kasutusjuhendit / Consulter la notice d’emploi / Koristi upute za upotrebu / Olvassa el a hasznalati utasitast / Consultare le
istruzioni per I'uso / MaiipanaHy HyckaynblfbiIMEH TaHbIChIN anbiHbI3 / Skaitykite naudojimo instrukcijas / Skatit lietosanas pamacibu
/ Raadpleeg de gebruiksaanwijzing / Se i bruksanvisningen / Zobacz instrukcja uzytkowania / Consultar as instrugdes de utilizagédo
/ Consultati instructiunile de utilizare / Cm. pykoBogcTeo no akcnnyatauum / Pozri Pokyny na pouzivanie / Pogledajte uputstvo za
upotrebu / Se bruksanvisningen / Kullanim Talimatlar’'na bagvurun / [Jus. iHCTPyKLUii 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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