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ÚÈEL POUŽITÍ
Anaerobní (ANR) identifikaèní (ID) systém BBL Crystal je miniaturizovaná identifikaèní metoda používající modifikované 
bìžné, fluorogenní a chromogenní substráty. Je urèen pro identifikaci èasto izolovaných anaerobních bakterií.1-9

SHRNUTÍ A VYSVÌTLENÍ
Mikrometody pro biochemickou identifikaci mikroorganismù byly zmínìny již v roce 1918.10 Nìkolik publikací 
pojednávalo o použití metod s papírovými disky impregnovanými reagenèním èinidlem a s mikrozkumavkami pro rozlišení 
støevních bakterií.10-14 Zájem o miniaturizované identifikaèní systémy vedl k zavedení nìkolika komerèních systémù 
na konci šedesátých let minulého století. Jejich výhodou bylo to, že vyžadovaly malý prostor pro uskladnìní a nabízely 
prodlouženou životnost, standardní kontrolu jakosti a jednoduché použití.

Obecnì vzato, mnoho testù používaných v ID systémech BBL Crystal je pouze modifikací klasických metod. Mezi nì 
patøí testy pro fermentaci, oxidaci, degradaci a hydrolýzu rùzných substrátù. Dále jsou zde chromogennì a fluorogennì 
znaèené substráty, jako napøíklad v ID ANR panelu BBL Crystal ANR, schopné detekovat enzymy, které mikroby využívají 
pro metabolizaci rùzných substrátù.12,15-22

Sada BBL Crystal ANR ID se skládá z (i) panelových víèek ANR ID BBL Crystal, (ii) bází BBL Crystal a (iii) inokulaèních nádob 
BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID (Inoculum Fluid IF). Víèko obsahuje 29 dehydratovaných substrátù a fluorescenèní 
kontrolu na konci umìlohmotných vìtví. Báze má 30 reakèních jamek. Testovací inokulum je pøipraveno z tekutiny s 
inokulem a slouží k naplnìní všech tøiceti jamek v bázi. Po zarovnání víèka s bází a po zaklapnutí víèka testovací inokulum 
rehydratuje suché substráty, a spustí tak testovací reakce.

Po inkubaèní dobì jamky prohlédnìte a zjistìte, zda došlo ke zmìnì barvy èi zda je pøítomná fluorescence následkem 
metabolické aktivity mikroorganismù. Výsledné schéma tìchto 29 reakcí je pøevedeno na desetimístné profilové èíslo, 
které se použije jako základ pro identifikaci.23 Biochemická a enzymatická reakèní schémata tìchto 29 ID substrátù 
BBL Crystal ANR ID pro širokou škálu mikroorganismù se uloží v databázi BBL Crystal ANR ID. Identifikace se zakládá na 
komparativní analýze reakèního schématu testovaného izolátu s výsledky v databázi. Kompletní seznam druhù, které se 
nacházejí v souèasné databázi, je uveden v tabulce 1.

PRINCIP POSTUPU
Identifikaèní panely BBL Crystal ANR ID obsahují 29 suchých biochemických a enzymatických substrátù. Suspenze 
bakterií v tekutinì s inokulem se používá pro rehydrataci substrátù. Testy použité v tomto systému jsou založeny na 
mikrobiální utilizaci a degradaci specifických substrátù, které byly zjištìny rùznými indikaèními systémy. Enzymatická 
hydrolýza fluorogenních substrátù obsahujících kumarinové deriváty 4-methylumbelliferonu (4MU) nebo 7-amino-4-
methylkumarinu (7-AMC) má za následek zvýšenou fluorescenci, kterou lze snadno detekovat vizuálnì15-19 pomocí UV 
zdroje.19-21 Chromogenní substráty po hydrolýze zpùsobí zmìnu barvy, kterou lze detekovat vizuálnì. Dále jsou zde 
testy, které detekují schopnost organismu hydrolyzovat, degradovat, redukovat èi jinak využít substrát v ID systémech 
BBL Crystal.
V tabulce 2 jsou popsány reakce probíhající za pøítomnosti rùzných substrátù a krátké vysvìtlení zásad využitých v 
systému. Umístìní na panelu v daných tabulkách oznaèuje øadu a sloupec, ve kterém se jamka nachází (pøíklad: 1J 
oznaèuje øadu 1 ve sloupci J).
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Tabulka 1
Druhy v identifikaèním systému BBL Crystal ANR

Gramnegativní bacily
Tolerantní k pùsobení žluèi	 Citlivé k pùsobení žluèi,	 Nepigmentované,
skupina Bacteroides fragilis	 nepigmentované	 s dùlky
B. caccae	 Prevotella	 Bacteroides
skupina B. distasonis10	 P. bivia	 B. ureolyticus
B. eggerthii	 P. buccae	 Campylobacter
B. fragilis	 P. buccalis	 C. gracilis
B. ovatus	 P. disiens	 Fusobacterium
B. stercoris	 P. oralis	 F. gonidiaformans1,11

B. thetaiotaomicron	 P. oris	 F. mortiferum
B. uniformis	 P. veroralis11	 F. necrophorum
B. vulgatus	 Nepigmentované,	 F. nucleatum
Jiné:	 bez dùlku	 F. russii
B. splanchnicus	 Bacteroides	 F. varium
Porphyromonas levii11	 B. capillosus	 Leptotrichia
Citlivé k pùsobení žluèi, pigmentované	 Tissierella	 L. buccalis
druhy Capnocytophaga	 T. praeacuta
Prevotella	 Tolerantní k pùsobení žluèi,
P. corporis	 nepigmentované
P. denticola	 Bilophila
P. intermedia	 B. wadsworthia
P. loescheii	 Desulfomonas
P. melaninogenica	 D. pigra
Porphyromonas	 Desulfovibrio druhy
P. asaccharolytica	 Campylobacter
P. endodontalis	 C. curvus/rectus
P. gingivalis

Klíè: 1 = Druh v BBL Crystal, pouze databáze BBL Schaedler.
	 2 = Druh v BBL Crystal, pouze databáze BBL Schaedler a alternativní databáze BBL Crystal pro krevní agar.
	 3 = Zahrnuje B. distasonis a B. merdae.
	 4 = Tyto druhy mají v souèasné databázi <10 jedineèných profilù BBL Crystal.

Clostridia	 Nesporulující 	 Grampozitivní koky 	 Grampozitivní bacily	
Clostridium	 Actinomyces	 Gemella
C. baratii	 A. bovis	 G. morbillorum
C. beijerinckii	 A. israelii	 Peptostreptococcus
C. bifermentans	 A. meyeri	 P. anaerobius
C. botulinum	 A. naeslundii	 P. asaccharolyticus
C. butyricum	 A. odontolyticus	 P. indolicus
C. cadaveris	 A. pyogenes	 P. magnus
C. clostridioforme	 A. viscosus	 P. micros
C. difficile	 Atopobium	 P. prevotii
C. glycolicum	 A. minutum	 P. tetradius
C. hastiforme	 Bifidobacterium	 Ruminococcus
C. histolyticum	 B. adolescentis	 R. productus11

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

C. sporogenes	 Propionibacterium
C. subterminale	 P. acnes
C. tertium	 P. avidum
C. tetani4	 P. granulosum4

	 P. propionicus
	 Lactobacillus
	 L. acidophilus
	 L. casei
	 L. catenaformis
	 L. fermentum
	 L. jensenii
	 L. johnsonii
	 L. rhamnosus  
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Tabulka 2

Principy testù používaných v identifikaèním systému BBLCrystal ANR

	 Umístìní	 Charakter			   Zásada 
	 na panelu	 testu		 Kód		  (odkaz)

	 4A	 Fluorescenèní negativní kontrola	 FCT	� Kontrola pro standardizaci výsledkù fluorescenèních 		
substrátù.

	 2A	 L-arginin-AMC	 FAR	� Enzymatická hydrolýza amidové nebo glykosidové vazby 
má za následek uvolnìní fluorescenèního kumarinového 
derivátu.19-21

	 1A	 L-histidin-AMC	 FHI
	 4B	 4MU-α-D-manosid	 FAM
	 2B	 L-serin-AMC	 FSE
	 1B	 L-isoleucin-AMC	 FIS
	 4C	 4MU-β-D-manosid	 FBM
	 2C	 Glycin-AMC	 FGL
	 1C	 L-alanin-AMC	 FAL
	 4D	 4MU-N-acetyl-β-D-galaktosaminid	 FGA
	 2D	 L-pyroglutamová kyselina-AMC	 FPY
	 1D	 L-lysin-AMC	 FLY
	 4E	 L-methionin-AMC	 FME
	 2E	 4MU-β-D-celobiopyranosid	 FCE
	 1E	 4MU-β-D-xylosid	 FXY
	 4F	 L-fenylalanin-AMC	 FPH
	 2F	 L-leucin-AMC	 FLE
	 1F	 Escosyl	 FSC	� Hydrolýza glykosidických vazeb má za následek uvolnìní 

nefluorescenèního esculetinu.22

	 4G	 Disacharid	 DIS	� Utilizace uhlovodíku má za následek snížení pH 
a zmìnu indikátoru (fenolová èerveò).1,2,11,12

	 2G	 Furanóza	 FUR
	 1G	 Pyranóza	 PYO
	 4H	 p-nitrofenyl-α-D-galaktosid	 AGA	� Enzymatickou hydrolýzou bezbarvého arylem 

substituovaného glykosidu se uvolní žlutý  
p-nitrofenol.15-19

	 2H	 p-nitrofenyl-β-D-galaktosid	 NPG
	 1H	 p-nitrofenyl-fosfát	 PHO
	 4I	 p-nitrofenyl-α-D-glukosid	 AGL
	 2I	 p-nitrofenyl-N-acetyl-glukosaminid	 NAG
	 1I	 L-prolin-p-nitroanilid	 PRO	� Enzymatickou hydrolýzou bezbarvého amidového 

substrátu se uvolní žlutý p-nitroanilin.15-19

	 4J	 p-nitrofenyl-α-L-fukosid	 AFU	� Enzymatickou hydrolýzou bezbarvého arylem 
substituovaného glykosidu se uvolní žlutý  
p-nitrofenol.15-19

	 2J	 p-nitrofenyl-β-D-glukosid	 BGL
	 1J	 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid	 ALA		�  Enzymatickou hydrolýzou bezbarvého amidového 

substrátu se uvolní žlutý p-nitroanilin.15-19
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Reagenty
Identifikaèní panel BBL Crystal ANR obsahuje 29 enzymatických a biochemických substrátù. V níže uvedené tabulce 
naleznete seznam aktivních složek.

Tabulka 3

Reagenty používané v identifikaèním systému BBL Crystal ANR

	Umístìní	 Substrát	 Kód	 Poz.	 Neg.	 Aktivní	 Pøibl. množství 
	na panelu					    složky	 (g/L)

	 4A	 Fluorescenèní negativní kontrola	 FCT	 nepoužívá se	 nepoužívá se	 Fluorescenèní kumarinový derivát	 ≤1

	 2A	 L-arginin-AMC	 FAR	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-arginin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1A	 L-histidin-AMC	 FHI	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-histidin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4B	 4MU-α-D-manosid	 FAM	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 4MU-α-D-manosid	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 2B	 L-serin-AMC	 FSE	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-serin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1B	 L-isoleucin-AMC	 FIS	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-isoleucin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4C	 4MU-β-D-galaktosid	 FBM	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 4MU-β-D-galaktosid	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 2C	 Glycin-AMC	 FGL	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 Glycin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1C	 L-alanin-AMC	 FAL	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-alanin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4D	 4MU-N-acetyl-β-D-	 FGA	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 4MU-N-acetyl-β-D-	 ≤1 
		  galaktosaminid		  >miska FCT	 ≤miska FCT	 galaktosaminid

	 2D	 L-glutamová kyselina-AMC	 FPY	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-glutamová kyselina-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1D	 L-lysin-AMC	 FLY	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-lysin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4E	 L-methionin-AMC	 FME	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-methionin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 2E	 4MU-β-D-celobiopyranosid	 FCE	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 4MU-β-D-cellobiopyranosid	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1E	 4MU-β-D-xylosid	 FXY	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 4MU-β-D-xylosid	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4F	 L-fenylalanin-AMC	 FPH	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-fenylalanin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 2F	 L-leucin-AMC	 FLE	 modrá fluorescence	 modrá fluorescence	 L-leucin-AMC	 ≤1 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 1F	 Escosyl*	 FSC	 modrá/zelená	 modrá/zelená	 Escosyl	 ≤1 
				    fluorescence	 fluorescence 
				    >miska FCT	 ≤miska FCT

	 4G	 Disacharid	 DIS	 zlatý/žlutý	 oranžový/èervený	 Disacharid	 ≤300

	 2G	 Furanóza	 FUR	 zlatý/žlutý	 oranžový/èervený	 Furanóza	 ≤300

	 1G	 Pyranóza	 PYO	 zlatý/žlutý	 oranžový/èervený	 Pyranóza	 ≤300

	 4H	 p-n-p-α-D-galaktosid	 AGA	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-α-D-galaktosid	 ≤7

	 2H	 p-n-p-β-D-galaktosid	 NPG	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-β-D-galaktosid	 ≤7

	 1H	 p-n-p-fosfát	 PHO	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-fosfát	 ≤7

	 4I	 p-n-p-α-D-glukosid	 AGL	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-α-D-glukosid	 ≤7

	 2I	 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid	 NAG	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid	 ≤7

	 1I	 L-prolin-p-nitroanilid	 PRO	 žlutý	 bezbarvý	 L-prolin-p-nitroanilid	 ≤7

	 4J	 p-n-p-α-L-fukosid	 AFU	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-α-L-fukosid	 ≤7

	 2J	 p-n-p-β-D-glukosid	 BGL	 žlutý	 bezbarvý	 p-n-p-β-D-glukosid	 ≤7

	 1J	 L-alanyl-L-alanin-p-	 ALA	 žlutý	 bezbarvý	 L-alanyl-L-alanin-p-	 ≤7 
		  nitroanilid				    nitroanilid

*Escosyl substrát je fluorescenèní v nehydrolyzované formì. Fluorescence se sníží v pøítomnosti enzymu.

Bezpeènostní opatøení: Diagnostika in vitro.

Po použití musí být veškeré infekèní materiály jako destièky, bavlnìné tampóny, nádoby na inokulum, filtry používané pro 
indolový test a panely sterilizovány v autoklávu pøed likvidací èi spálením.

SKLADOVÁNÍ A MANIPULACE / ŽIVOTNOST
Víèka: Víka jsou jednotlivì zabalena a musí být skladována zavøená v chladícím zaøízení pøi teplotì 2–8 °C. NEZMRAZUJTE. 
Prohlédnìte balení a zkontrolujte, zda není fóliový obal protržený. Nepoužívejte, pokud balevní jeví známky poškození. 
Víèka, která jsou v originálním balení a která byla skladována dle doporuèení, si udrží oèekávanou reaktivitu do data 
expirace.
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Báze: Báze jsou zabaleny ve dvou sadách po deseti (v inkubaèních nádobách BBL Crystal). Báze jsou naskládány svrchní 
stranou dolù, aby se minimalizovalo riziko kontaminace vzduchem. Skladujte až do použití v bezprašném prostøedí pøi 
teplotì 2–25 °C. Nepoužívané báze skladujte v nádobì a v umìlohmotném obalu. Prázdné nádoby použijte pro inkubaci 
panelù.

Tekutina s inokulem: Tekutina s identifikaèním inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H je zabalena ve dvou sadách po 
deseti zkumavkách. Prohlédnìte a zkontrolujte zkumavky, zda nejsou poškozené, zda neprotékají atd. Nepoužívejte, 
pokud zjistíte únik, poškození zkumavky èi uzávìru nebo známku kontaminace (tj. zamlžení, zakalení). Nádoby skladujte 
pøi teplotì 2–25 °C. Datum expirace je uvedeno na štítku zkumavky. S panely BBL Crystal ANR lze používat pouze tekutinu 
s inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po dodání skladujte sady BBL Crystal ANR pøi teplotì 2–8 °C. Po otevøení musí být pouze víka skladována pøi teplotì  
2–8 °C. Zbývající souèásti sady mohou být skladovány pøi teplotì 2–25 °C. Pokud je sada nebo nìkteré její souèásti 
skladována v chladu, mìla by se pøed použitím nechat ohøát na pokojovou teplotu.

ODBÌR A ZPRACOVÁNÍ VZORKÙ

ID systémy BBL Crystal nejsou urèeny k pøímému použití s klinickými vzorky. Používejte izoláty z neselektivních pùd  
s krevním agarem jako anaerobní krevní agar CDC, krevní agar Brucella, krevní agar Columbia nebo krevní agar 
Schaedler. Testovaný izolát musí být èistá kultura, pro vìtšinu druhù ne starší než 24–48 hodin; pro nìkteré pomalu 
rostoucí koky (až 72 hodin) a druhy Actinomyces (72–96 hodin) jsou pøijatelné i starší kultury. Pro pøípravu suspenze 
inokula používejte pouze aplikátory zakonèené bavlnìným tampónem, jelikož nìkteré polyesterové tampóny mohou 
zpùsobovat problémy pøi inokulaci na panely. (Viz „Omezení postupu“.) Po sejmutí víèek z utìsnìných obalù je nutné je 
použít nejpozdìji do jedné hodiny, aby byla zachována odpovídající úèinnost. Umìlohmotný kryt by mìl zùstat na víèku 
do té doby, než je víèko použito.

Používaný inkubátor zvlhèete, pøedejdete tak vypaøování tekutiny z jamek bìhem inkubace. Doporuèená vlhkost je  
40–60 %. Úèinnost ID systémù BBL Crystal èi jiných diagnostických postupù provádìných na klinických vzorcích je pøímo 
ovlivnìna kvalitou samotných vzorkù. Doporuèuje se, aby laboratoøe používaly metody uvedené v Manual of Clinical 
Microbiology (Návod pro klinickou mikrobiologii) pro odbìr vzorkù, transport a umístìní na primární izolaèní pùdy.1 Další 
doporuèená literatura o anaerobních druzích je Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual 9 a Principles and Practice of 
Clinical Anaerobic Bacteriology.3

PROVEDENÍ TESTU

Dodané materiály: Identifikaèní sada BBL Crystal ANR:

20	 panelová víèka anaerobního ID systému BBL Crystal,
20	 báze BBL Crystal,
20	� zkumavky pro tekutinu s ID inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Každá zkumavka obsahuje pøibližnì  

2,3 ± 0,15 mL tekutiny s inokulem obsahující: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl2, 0,895 g Tricin N-[2-Hydroxy-1,1-bis 
(hydroxymethyl)methyl] glycinu, destilovanou vodu do 1 000 mL,

2	 inkubaèní nádoby, 

1	 ID záznamový blok BBL Crystal ANR.

Materiál, který není souèástí dodávky: Sterilní bavlnìné tampóny (nepoužívejte polyesterové tampóny), inkubátor 
(35–37 °C) bez CO2 (40–60% vlhkost), standardy podle McFarlanda èíslo 4 a èíslo 5, ètecí zaøízení pro panel BBL Crystal, 
elektronická pøíruèka kódování ID systému BBL Crystal nebo ruèní pøíruèka kódování systému BBL Crystal, kapátko na 
indol BBL DMACA, neselektivní miska a reakèní èinidlo pro katalázovou zkoušku.

Dále jsou zapotøebí nezbytná zaøízení a laboratorní potøeby používané pro pøípravu, skladování a zpracování klinických 
vzorkù.

Provedení testu: ID systém BBL Crystal ANR požaduje Gramovo barvení a výsledky katalázové a indolové zkoušky. Pøed 
nastavením panelu musí být proveden katalázový a indolový test. Proveïte indolový test podle instrukcí v pøíbalovém 
letáku. Pro katalázový test se doporuèuje 15,0 % roztok peroxidu vodíku s pøidaným èinidlem 1,0 % Tween 80.9,24

1.	� Vyjmìte víèka z obalu. Odstraòte vysoušeè. Jakmile byla víka vyjmuta z obalu, 
mìla by být použita do jedné hodiny. Nepoužívejte panel, pokud v obalu 
chybí vysoušedlo.

2.	� Vezmìte zkumavku s tekutinou s inokulem a oznaète ji štítkem s èíslem pacientova vzorku. Za použití aseptické 
techniky odeberte špièkou sterilního bavlnìného tampónu (nepoužívejte polyesterové tampóny) nebo pomocí 
døevìného aplikátoru èi jednorázové umìlohmotné smyèky kolonie stejné morfologie z jednoho z doporuèených 
médií (viz èást „Odbìr a zpracování vzorkù“).

3.	 Suspendujte kolonie ve zkumavce s tekutinou s inokulem ID BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.
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4.	� Uzavøete zkumavku a míchejte ji 10–15 sekund. Zákal by mìl být stejný jako u standardu èíslo 4 dle McFarlanda (nesmí 
být vyšší než u standardu èíslo 5 McFarlanda). Pokud je koncentrace inokula vyšší než doporuèená McFarlandova 
norma, postupujte dle jednoho z uvedených krokù:

	 a.	� V nové zkumavce s tekutinou s inokulem pøipravte nové inokulum se zakalením odpovídajícím standardu èíslo 		
4 podle McFarlanda.

	 b.	� Pokud nemáte k dispozici další kolonie pro pøípravu nového inokula, zøeïte inokulum za použití aseptické techniky 
tak, že pøidáte malé množství (ne více než 1,0 mL) 0,85 % sterilního fyziologického roztoku, èímž se zákal sníží a 
bude odpovídat stupni 4 podle McFarlanda. Sterilní pipetou odstraòte pøebývající množství tak, aby výsledný objem 
inokula byl pøibližnì stejný jako pùvodní objem ve zkumavce (2,3 ± 0,15 mL). Pokud tak neuèiníte, dojde k rozlití 
inokula pøes èernou èást báze a panel bude nepoužitelný.

5.	 Vezmìte bázi a oznaète ji na boèní stìnì èíslem pacientova vzorku.

6.	 Nalijte vlastní tekutinu s inokulem na cílovou èást báze.

7.	� Držte bázi obìma rukama a jemnì pøelévejte inokulum po drážkách, dokud 
se všechny jamky nenaplní. Pøelijte veškerou pøebyteènou tekutinu zpìt do 
cílové oblasti a umístìte bázi na stùl. Vzhledem k vysoké koncentraci bunìk 
na ID panelech BBL Crystal ANR je nutné inokulum pøelévat pomalu pøes 
drážky, aby se naplnily správnì všechny jamky. Ujistìte se pøed  
pøipojením víka, že mezi jamkami není žádná pøebyteèná tekutina.

8.	� Pøiložte víèko tak, aby èást se štítkem pøiléhala nad cílové místo na bázi.

9.	� Zatlaète dolù, dokud neucítíte jemný odpor. Na každé stranì umístìte palec 
na okraj víèka smìrem ke støedu panelu a zatlaète souèasnì smìrem dolù, 
dokud víèko nezaklapne (uslyšíte dvojí zaklapnutí).

Destièka pro kontrolu èistoty: Za použití sterilní smyèky odeberte pøed inokulací 
báze nebo po ní malou kapku ze zkumavky s tekutým inokulem a inokulujte ji 
na agarovou destièku (jakákoliv neselektivní pùda) za úèelem kontroly èistoty 
vzorku. Zlikvidujte zkumavku s inokulem a její uzávìr do odpadního kontejneru 
pro biologicky nebezpeèný odpad. Inkubujte desku po dobu 24–48 hodin pøi 
teplotì 35–37 °C za anaerobních podmínek. Destièku pro kontrolu èistoty lze 
podle potøeby použít také pro pøídatné testy a sérologii.

Inkubace: Inokulované panely umístìte do inkubaèních nádob. Do jedné 
nádoby lze umístit 10 panelù (5 øad po dvou panelech). Všechny panely 
inkubujte svrchní stranou smìrem dolù (vìtší okna smìrem nahoru; štítky 
smìrem dolù) v inkubátoru bez CO2 s vlhkostí 40–60 %. Bìhem inkubace nesmí 
být na sebe navršeny více než dvì nádoby. Inkubaèní doba pro panely je 
4 hodiny pøi teplotì 35–37 °C. POZNÁMKA: Dvíøka inkubátoru by nemìla být 
bìhem inkubace opakovanì otvírána (radìji ménì než tøikrát).

Odeèet: Po doporuèené dobì inkubace vyjmìte panely z inkubátoru. Všechny 
panely by mìly být odeèteny svrchní stranou smìrem dolù (vìtší okna 
smìrem nahoru; štítek smìrem dolù) za použití ètecího zaøízení BBL Crystal. 
Pøi interpretaci reakcí se øiïte barevnou reakèní stupnicí nebo tabulkou 3. Pro 
záznam reakcí používejte záznamový blok BBL Crystal ANR.

a.	� Nejprve proveïte odeèet sloupcù G až J za použití bìžného (bílého) 
svìtelného zdroje.

b.	� Proveïte odeèet sloupcù A až F (fluorescenèní substráty) za použití UV 
svìtelného zdroje na ètecím zaøízení panelu. Fluorescenèní substrát je 
považován za pozitivní pouze v pøípadì, že je intenzita pozorované 
fluorescence v jamce vyšší než v jamce negativní kontroly (A4).
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Výpoèet profilového èísla BBL Crystal: Ke každému výsledku testu (mimo 4A, který se používá jako negativní 
fluorescenèní kontrola), který je oznaèen za pozitivní, je pøiøazena hodnota 4, 2 nebo 1 podle øady, v níž je test umístìn. 
Hodnota 0 (nula) se pøiøazuje ke všem negativním výsledkùm. Èísla (hodnoty) získané z každé pozitivní reakce v každém 
sloupci jsou poté seøazeny. Vznikne desetimístné èíslo; jedná se o profilové èíslo. 

Pøíklad: 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) = fluorescenèní negativní kontrola

Vyberte odpovídající anaerobní databázi BBL Crystal z nabízené nabídky. Typ primárního média použitého pro pøípravu 
inokula urèí odpovídající databázi. Pøi použití pùdy s krevním agarem Brucella nebo Columbia vyberte z nabídky 
databázi pro krevní agar.
Výsledné profilové èíslo a výsledky z nezávislých testù (Gramovo barvení, katalázová a indolová reakce) by mìly být 
zadány do poèítaèe, ve kterém je nainstalována elektronická pøíruèka kódování ID systému BBL Crystal. K dispozici je 
také ruèní pøíruèka kódování. Pokud nemáte k dispozici poèítaè, obrat’te se na technickou podporu pro mikrobiologické 
systémy spoleènosti BD.

Kontrola kvality uživatelem: Testování kontroly kvality se doporuèuje pro panely každé šarže, a to následujícím 
zpùsobem:

1.	 Nainokulujte panel s Bacteroides fragilis ATCC 25285 podle doporuèeného postupu (viz „Postup testu“).

2.	 Pøed inkubací ponechejte panel pøi pokojové teplotì po dobu jedné minuty (ne více než 2 minuty).

3.	 Odeètìte a zaznamenejte reakce pomocí ètecího zaøízení panelu a barevné reakèní stupnice.

4.	� Pokud je nìkterá z jamek (kromì jamky 1F) dle barevné reakèní stupnice pozitivní (po 1–2 minutách), PANELY této 
šarže NEPOUŽÍVEJTE. Obrat’te se na technickou podporu pro mikrobiologické systémy spoleènosti BD. (POZNÁMKA: 
Jamka 1F [Escosyl] by mìla být pozitivní po rehydrataci.)

5.	 Pokud jsou všechny jamky negativní, inkubujte panel po dobu 4 hodin pøi teplotì 35–37 °C.

6.	� Odeètìte panel pomocí ètecího zaøízení panelu a barevné reakèní stupnice a zaznamenejte reakce do záznamového 
bloku.

7.	� Srovnejte zaznamenané reakce s reakcemi uvedenými v tabulce 4. Pokud zjistíte, že se výsledky rozcházejí, potvrïte 
nejprve èistotu kmene kontroly kvality a teprve poté se obrat’te na technickou podporu pro mikrobiologické systémy 
spoleènosti BD.

8.	� Dvíøka inkubátoru by nemìla být bìhem inkubace opakovanì otvírána (radìji ménì než tøikrát). 
Oèekávané výsledky testu pro další kmeny testu kontroly kvality jsou uvedeny v tabulce 5.

OMEZENÍ POSTUPU
Identifikaèní systém BBL Crystal ANR je urèen pro uvedené druhy. Druhy, které nejsou uvedeny v tabulce 1, nejsou urèeny 
k použití s tímto systémem.

Všechny ID anaerobní databáze BBL Crystal byly vyvinuty s pùdami BBL. Reaktivita nìkterých substrátù v rychlých 
identifikaèních systémech mùže záviset na pùvodním médiu použitém pro pøípravu inokula. Doporuèujeme použít s ID 
systémem BBL Crystal ANR nìkteré z následujících pùd BBL: anaerobní krevní agar CDC, agar Schaedler s vitamínem K1 
a 5 % ovèí krve, agar Columbia s 5 % ovèí krve a krevní agar Brucella s heminem a vitamínem K1 (viz „Dostupnost“).

Identifikaèní systémy BBL Crystal používají modifikované mikroprostøedí, proto se oèekávané hodnoty pro individuální 
testy mohou odlišovat od hodnot získaných ve standardních testovacích reakcích. Pøesnost ID systému BBL Crystal ANR 
spoèívá ve statistickém použití speciálnì vyvinutých testù a exkluzivní databáze.

Zatímco ID systém BBL Crystal ANR pomáhá pøi mikrobiální diferenciaci, je nutno poèítat s tím, že mezi kmeny v 
rámci druhu mohou existovat drobné odchylky. Používat panely a interpretovat výsledky smí pouze kompetentní 
mikrobiolog. Pøed koneènou identifikací izolátu zvažte pùvod vzorku, toleranci vzdušného kyslíku, bunìènou morfologii, 
charakter kolonií na rùzných médiích a pøípadnì koneèné metabolické produkty urèené pomocí plynovo-kapalinové 
chromatografie, pokud byla provedena.
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Tabulka 4
Tabulka pro kontrolu kvality pro ID systém BBL Crystal ANR*
				    Bacteroides  
Umístìní 		  Substrát 	 Kód 	 fragilis 
na panelu				    ATCC 25285

4A	 Fluorescenèní negativní kontrola	 FCT	 –
2A	 L-arginin-AMC	 FAR	 V
1A	 L-histidin-AMC	 FHI	 –
4B	 4MU-α-D-manosid	 FAM	 V1

2B	 L-serin-AMC	 FSE	 –
1B	 L-isoleucin-AMC	 FIS	 –
4C	 4MU-β-D-manosid	 FBM	 +
2C	 Glycin-AMC	 FGL	 –
1C	 L-alanin-AMC	 FAL	 V
4D	 4MU-N-acetyl-β-D-galaktosaminid	 FGA	 +
2D	 L-glutamová kyselina-AMC	 FPY	 V1,11

1D	 L-lysin-AMC	 FLY	 V
4E	 L-methionin-AMC	 FME	 V
2E	 4MU-β-D-celobiopyranosid	 FCE	 +
1E	 4MU-β-D-xylosid	 FXY	 V1

4F	 L-fenylalanin-AMC	 FPH	 V
2F	 L-leucin-AMC	 FLE	 +
1F	 Escosyl	 FSC	 –3,4,10

4G	 Disacharid	 DIS	 +
2G	 Furanóza	 FUR	 +
1G	 Pyranóza	 PYO	 +1

4H	 p-n-p-α-D-galaktosid	 AGA	 +
2H	 p-n-p-β-D-galaktosid	 NPG	 +
1H	 p-n-p-fosfát	 PHO	 +
4I	 p-n-p-α-D-glukosid	 AGL	 +
2I	 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid	 NAG	 +
1I	 L-prolin-p-nitroanilid	 PRO	 –
4J	 p-n-p-α-L-fukosid	 AFU	 +
2J	 p-n-p-β-D-glukosid	 BGL	 +
1J	 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid	 ALA	 +

1 = negativní z BBL Schaedler	 6 = variabilní z BBL Brucella
2 = pozitivní z BBL Schaedler	 7 = negativní z BBL Columbia
3 = variabilní z BBL Schaedler	 8 = pozitivní z BBL Columbia
4 = negativní z BBL Brucella	 9 = variabilní z BBL Columbia
5 = pozitivní z BBL Brucella

Tabulka 5
Další kmeny pro kontrolu kvality pro ID systém BBL Crystal ANR
					     Bacteroides	 Peptostreptococcus	 Lactobacillus	 Fusobacterium 
	 Umístìní		  Substrát 	 Kód	 distasonis	 asaccharolyticus	 acidophilus	 varium 
	na panelu				    ATCC 8503	 ATCC 29743	 ATCC 314	 ATCC 27725

	 4A	 Fluorescenèní negativní kontrola	 FCT	 –	 –	 –	 –
	 2A	 L-arginin-AMC	 FAR	 +	 +	 +	 –4,10

	 1A	 L-histidin-AMC	 FHI	 V	 +	 +3	 –
	 4B	 4MU-α-D-manosid	 FAM	 +	 –	 –	 –
	 2B	 L-serin-AMC	 FSE	 –	 –	 +3	 –
	 1B	 L-isoleucin-AMC	 FIS	 –4	 –	 +	 –
	 4C	 4MU-β-D-galaktosid	 FBM	 +10	 –	 –	 –
	 2C	 Glycin-AMC	 FGL	 V1,12	 V1	 V2	 –
	 1C	 L-alanin-AMC	 FAL	 +	 V1	 +	 –
	 4D	 4MU-N-acetyl-β-D- 
		  galaktosaminid	 FGA	 +	 –	 –	 –
	 2D	 L-glutamová kyselina-AMC	 FPY	 V1,12	 –	 V11,24	 +
	 1D	 L-lysin-AMC	 FLY	 V2,12,15	 +	 +	 –
	 4E	 L-methionin-AMC	 FME	 +	 +4,10	 +	 V
	 2E	 4MU-β-D-celobiopyranosid	 FCE	 V12	 –	 +	 –
	 1E	 4MU-β-D-xylosid	 FXY	 +10	 –	 –	 –
	 4F	 L-fenylalanin-AMC	 FPH	 V12	 V	 +	 –
	 2F	 L-leucin-AMC	 FLE	 +	 +10	 +	 V
	 1F	 Escosyl	 FSC	 V	 V2,15	 –3,4,10	 V15

	 4G	 Disacharid	 DIS	 +	 –	 +3,10,24	 –
	 2G	 Furanóza	 FUR	 +	 –	 +	 V
	 1G	 Pyranóza	 PYO	 +	 –	 +10	 +
	 4H	 p-n-p-α-D-galaktosid	 AGA	 +	 –	 +3,4,10	 –

	 2H	 p-n-p-β-D-galaktosid	 NPG	 +	 –	 +3,4,10	 –



9 

					     Bacteroides	 Peptostreptococcus	 Lactobacillus	 Fusobacterium 
	 Umístìní		  Substrát	 Kód	 distasonis	 asaccharolyticus	 acidophilus	 varium 
	na panelu				    ATCC 8503	 ATCC 29743	 ATCC 314	 ATCC 27725
	 1H	 p-n-p-fosfát	 PHO	 +	 –	 –	 –
	 4I	 p-n-p-α-D-glukosid	 AGL	 +	 –	 V1	 –
	 2I	 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid	 NAG	 +	 –	 V12,15	 –
	 1I	 L-prolin-p-nitroanilid	 PRO	 –	 –	 V	 –
	 4J	 p-n-p-α-L-fukosid	 AFU	 –	 –	 –	 –
	 2J	 p-n-p-β-D-glukosid	 BGL	 +	 –	 +	 –
	 1J	 L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid	 ALA	 +	 –	 V	 –

*Uvedené výsledky lze oèekávat, pokud byl použit anaerobní agar BBL CDC s 5 % ovèí krve.

Pro pøípravu suspenze inokula by mìly být používány pouze aplikátory zakonèené bavlnìným tamponem, døevìné 
aplikaèní tyèinky nebo umìlohmotné klièky na jedno použití, jelikož nìkteré polyesterové tampony mohou zpùsobovat 
viskozitu inokulaèní tekutiny. To mùže mít za následek nedostateèné naplnìní jamek tekutým inokulem. Po sejmutí 
víèek z utìsnìných obalù je nutné je použít nejpozdìji do jedné hodiny, aby byla zachována odpovídající úèinnost. 
Umìlohmotný kryt by mìl zùstat na víèku do té doby, než je víèko použito.

Inkubátor, kam umíst’ujete panely, zvlhèete; pøedejdete tak vypaøování tekutiny s inokulem z jamek bìhem inkubace. 
Doporuèená vlhkost je 40–60 %.

Panely po inokulaci inkubujte svrchní stranou smìrem dolù (vìtší okna smìrem nahoru; štítek smìrem dolù), aby se 
zvýšila efektivita substrátù.

Kolonie by mìly být odebírány z neselektivních pùd s krevním agarem, jako jsou BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia 
a Schaedler (viz „Dostupnost“).

Pokud bude výsledkem testového profilu BBL Crystal „No identification“ (Žádná identifikace) a èistota kultury byla 
potvrzena, pak je pravdìpodobné, že (i) testovaný izolát produkuje atypické reakce BBL Crystal (které mohou být 
zpùsobeny také chybami v postupu), (ii) testovaný druh není souèástí zamýšlených druhù nebo (iii) systém není schopen  
s požadovanou úrovní spolehlivosti identifikovat testovaný izolát. Pokud byla vylouèena chyba pracovníka, doporuèuje se 
použít standardní testové metody.

ÚÈINNOST
Možnost reprodukce: V externí studii zahrnující ètyøi klinické laboratoøe (celkem z pìti vyhodnocení) možnost reprodukce 
reakcí (29) substrátù BBL Crystal ANR ID byla studována testováním. Možnost reprodukce jednotlivých reakcí substrátù 
byla v rozmezí od 96,2 % do 100 %. Celková možnost reprodukce panelu BBL Crystal ANR byla urèena jako 99,1 %.25

Pøesnost identifikace: Úèinnost ID systému BBL Crystal ANR byla srovnána se souèasnì dostupnými komerèními systémy 
a s bìžnými referenèními identifikaèními metodami založenými na laboratorních doporuèeních VA Wadsworth; byly 
použity klinické izoláty a kmenové kultury. Bylo provedeno celkem pìt studií ve ètyøech nezávislých laboratoøích. Pro 
stanovení úèinnosti byly použity èerstvé bìžné izoláty zaslané do klinické laboratoøe a již døíve identifikované izoláty z 
klinických testù.

Z celkem 633 izolátù testovaných v pìti studiích jich 588 (93 %) bylo správnì identifikováno (jsou zde zahrnuty i izoláty, 
uÿkterých byly nutné dodateèné testy) pomocí identifikaèního systému BBL Crystal ANR. Celkem 36 (6 %) izolátù bylo 
nesprávnì identifikováno a výsledek „No Identification“ (Žádná identifikace) byl stanoven u 9 (1 %) izolátù.25

DOSTUPNOST

Kat. è.	 Popis
245010	� BBL Crystal Anaerobe ID Kit, obsahuje 20 kusù: 

BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids, BBL Crystal 
Bases a BBL Crystal Anaerobe ID Inoculum Fluid.

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

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

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

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

245034	 BBL Crystal Panel Viewer Longwave UV Tube.

245036 	 BBL Crystal Panel Viewer White Light Tube.

245011 	� BBL Crystal Identification Systems Anaerobe 
Manual Codebook.

221733 	� BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 
Blood, balení po 20 miskách.

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

Blood, po 100 miskách.

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

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

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

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

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

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

261187	� BBL DMACA Indole Reagent Droppers, balení 
po 50.

212539 	� BBL Gram Stain Kit, balení lahvièek 4 x 250 mL.
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12 

B

m 	 Becton, Dickinson and Company 	 A 	Benex Limited 
	 7 Loveton Circle		  Pottery Road Laoghaire  
	 Sparks, MD 21152 USA		  Co. Dublin, Ireland

Tween is a trademark of ICI Americas, Inc.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, BBL and BBL Crystal are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2014 BD


