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Cesky

UCEL POUZITI
Anaerobni (ANR) identifika¢ni (ID) systém BBL Crystal je miniaturizovana identifika¢ni metoda pouzivajici modifikované
bézné, fluorogenni a chromogenni substraty. Je uréen pro identifikaci ¢asto izolovanych anaerobnich bakterii.!9

SHRNUTI A VYSVETLENI

Mikrometody pro biochemickou identifikaci mikroorganismt byly zminény jiz v roce 1918.10 Nékolik publikaci
pojednavalo o pouziti metod s papirovymi disky impregnovanymi reagen¢nim ¢inidlem a s mikrozkumavkami pro rozliseni
stfevnich bakterii.10-14 Zajem o miniaturizované identifika¢ni systémy vedI k zavedeni nékolika komer¢nich systém

na konci $edesatych let minulého stoleti. Jejich vyhodou bylo to, Ze vyzadovaly maly prostor pro uskladnéni a nabizely
prodlouzenou Zivotnost, standardni kontrolu jakosti a jednoduché pouziti.

Obecné vzato, mnoho testt pouzivanych v ID systémech BBL Crystal je pouze modifikaci klasickych metod. Mezi né
patfi testy pro fermentaci, oxidaci, degradaci a hydrolyzu rtznych substratt. Dale jsou zde chromogenné a fluorogenné
znacené substraty, jako napfiklad v ID ANR panelu BBL Crystal ANR, schopné detekovat enzymy, které mikroby vyuzivaji
pro metabolizaci rGznych substratd.12.15-22

Sada BBL Crystal ANR ID se sklada z (i) panelovych vicek ANR ID BBL Crystal, (ii) bazi BBL Crystal a (iii) inokula¢nich nadob
BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID (Inoculum Fluid IF). Vicko obsahuje 29 dehydratovanych substrat( a fluorescenéni
kontrolu na konci umélohmotnych vétvi. Baze ma 30 reakénich jamek. Testovaci inokulum je pfipraveno z tekutiny s
inokulem a slouzi k naplnéni vech tficeti jamek v bazi. Po zarovnani victka s bazi a po zaklapnuti vicka testovaci inokulum
rehydratuje suché substraty, a spusti tak testovaci reakce.

Po inkuba¢ni dobé jamky prohlédnéte a zjistéte, zda doslo ke zméné barvy ¢&i zda je pfitomna fluorescence nasledkem
metabolické aktivity mikroorganism0. Vysledné schéma téchto 29 reakci je prevedeno na desetimistné profilové &islo,
které se pouzije jako zaklad pro identifikaci.23 Biochemicka a enzymaticka reakéni schémata téchto 29 ID substrath

BBL Crystal ANR ID pro Sirokou $kalu mikroorganism0 se ulozi v databazi BBL Crystal ANR ID. Identifikace se zaklada na
komparativni analyze reakéniho schématu testovaného izolatu s vysledky v databazi. Kompletni seznam druh, které se
nachazeji v soucasné databazi, je uveden v tabulce 1.

PRINCIP POSTUPU

Identifikacni panely BBL Crystal ANR ID obsahuji 29 suchych biochemickych a enzymatickych substratd. Suspenze
bakterii v tekutiné s inokulem se pouziva pro rehydrataci substratG. Testy pouZité v tomto systému jsou zalozeny na
mikrobialni utilizaci a degradaci specifickych substratd, které byly zjistény rdznymi indika¢nimi systémy. Enzymaticka
hydrolyza fluorogennich substratt obsahujicich kumarinové derivaty 4-methylumbelliferonu (4MU) nebo 7-amino-4-
methylkumarinu (7-AMC) ma za nasledek zvy3enou fluorescenci, kterou Ize snadno detekovat vizualné'5-19 pomoci UV
zdroje.19-21 Chromogenni substraty po hydrolyze zpGsobi zménu barvy, kterou Ize detekovat vizualné. Dale jsou zde
testy, které detekuji schopnost organismu hydrolyzovat, degradovat, redukovat ¢i jinak vyuzit substrat v ID systémech
BBL Crystal.

V tabulce 2 jsou popsany reakce probihajici za pfitomnosti rliznych substrat a kratké vysvétleni zasad vyuzitych v
systému. Umisténi na panelu v danych tabulkach oznacuje fadu a sloupec, ve kterém se jamka nachazi (ptiklad: 1J
oznacuje fadu 1 ve sloupci J).



Tabulka 1

Druhy v identifika¢nim systému BBL Crystal ANR

Gramnegativni bacily

Tolerantni k pisobeni Zluci
skupina Bacteroides fragilis
B. caccae

skupina B. distasonis'®

B. eggerthii

fragilis

ovatus

stercoris
thetaiotaomicron
uniformis

vulgatus

Jiné:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii'l
Citlivé k pusobeni Zludi, pigmentované
druhy Capnocytophaga
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P intermedia

P. loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

oo W@ @

@

Citlivé k pasobeni zludi, Nepigmentované,

nepigmentované s dalky

Prevotella Bacteroides

P. bivia B. ureolyticus

P. buccae Campylobacter

P. buccalis C. gracilis

P. disiens Fusobacterium

P. oralis F. gonidiaformans!.11
P. oris F. mortiferum

P. veroralis'!
Nepigmentované,

F. necrophorum
F. nucleatum

bez dilku F. russii
Bacteroides F. varium

B. capillosus Leptotrichia
Tissierella L. buccalis

T. praeacuta

Tolerantni k pasobeni zludi,
nepigmentované

Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra

Desulfovibrio druhy
Campylobacter

C. curvus/rectus

Kli¢: 1 = Druh v BBL Crystal, pouze databaze BBL Schaedler.
2 = Druh v BBL Crystal, pouze databaze BBL Schaedler a alternativni databaze BBL Crystal pro krevni agar.

3 =Zahrnuje B. distasonis a B. merdae.

4 = Tyto druhy maji v sou¢asné databazi <10 jedine¢nych profilt BBL Crystal.

Nesporulujici

Clostridia Grampozitivni bacily Grampozitivni koky
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
C. histolyticum
C. innocuum

C. limosum

C. novyi A

C. paraputrificum'
C. perfringens
C. putrificum?
C. ramosum

C. septicum

C. sordellii

C. sphenoides
C. sporogenes
C. subterminale
C. tertium

C. tetani*

Bifidobacterium Ruminococcus
B. adolescentis R. productus'

B. dentium Staphylococcus
druhy B. S. saccharolyticus
Eubacterium Streptococcus

E. aerofaciens S. constellatus

E. lentum S. intermedius

E. limosum Gramnegativni koky
Mobiluncus druhy Veillonella
M. curtisii

M. mulieris

druhy M.211

Propionibacterium

P. acnes

P avidum

P. granulosum*

P. propionicus

Lactobacillus

L. acidophilus

L. casei

L. catenaformis

L. fermentum

L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

2



Tabulka 2

Principy testd pouzivanych v identifika¢nim systému BBLCrystal ANR

Umisténi Charakter Zasada
na panelu testu Koéd (odkaz)

4A Fluorescen¢ni negativni kontrola FCT Kontrola pro standardizaci vysledkd fluorescenénich
substratd.

2A L-arginin-AMC FAR Enzymaticka hydrolyza amidové nebo glykosidové vazby
ma za nasledek uvolnéni fluorescencniho kumarinového
derivatu.19-21

1A L-histidin-AMC FHI

4B 4MU-o-D-manosid FAM

2B L-serin-AMC FSE

1B L-isoleucin-AMC FIS

4C 4MU-B-D-manosid FBM

2C Glycin-AMC FGL

1C L-alanin-AMC FAL

4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosaminid FGA

2D L-pyroglutamova kyselina-AMC FPY

1D L-lysin-AMC FLY

4E L-methionin-AMC FME

2E 4MU-B-D-celobiopyranosid FCE

1E 4MU-B-D-xylosid FXY

4F L-fenylalanin-AMC FPH

2F L-leucin-AMC FLE

1F Escosyl FSC Hydrolyza glykosidickych vazeb ma za nasledek uvolnéni
nefluorescenéniho esculetinu.2?

4G Disacharid DIS Utilizace uhlovodiku méa za nasledek snizeni pH
a zménu indikatoru (fenolova ¢erven).1.2,.11.12

2G Furanéza FUR

1G Pyranéza PYO

4H p-nitrofenyl-a-D-galaktosid AGA Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého arylem
substituovaného glykosidu se uvolni zluty
p-nitrofenol.15-19

2H p-nitrofenyl-p-D-galaktosid NPG

1H p-nitrofenyl-fosfat PHO

4] p-nitrofenyl-a-D-glukosid AGL

21 p-nitrofenyl-N-acetyl-glukosaminid ~ NAG

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého amidového
substratu se uvolni Zluty p-nitroanilin.!5-19

4) p-nitrofenyl-o-L-fukosid AFU Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého arylem
substituovaného glykosidu se uvolni zluty
p-nitrofenol.15-19

2) p-nitrofenyl-p-D-glukosid BGL

1) L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA Enzymatickou hydrolyzou bezbarvého amidového

substratu se uvolni zluty p-nitroanilin.!5-19




Reagenty
Identifika¢ni panel BBL Crystal ANR obsahuje 29 enzymatickych a biochemickych substratd. V nize uvedené tabulce

naleznete seznam aktivnich slozek.

Tabulka 3

Reagenty pouzivané v identifika¢nim systému BBL Crystal ANR

Umisténi Substrat Kéd Poz. Neg. Aktivni Pribl. mnozstvi
na panelu slozky (g/L)

4A Fluorescenéni negativni kontrola FCT  nepouziva se nepouziva se Fluorescenéni kumarinovy derivat <1

2A L-arginin-AMC FAR modra fluorescence modra fluorescence L-arginin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

1A L-histidin-AMC FHI  modra fluorescence  modra fluorescence L-histidin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

4B 4MU-o-D-manosid FAM  modré fluorescence modra fluorescence  4MU-a-D-manosid <1
>miska FCT <miska FCT

2B L-serin-AMC FSE  modra fluorescence  modra fluorescence L-serin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

1B L-isoleucin-AMC FIS  modra fluorescence modra fluorescence L-isoleucin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

4C 4MU-B-D-galaktosid FBM modra fluorescence  modra fluorescence 4MU-B-D-galaktosid <1
>miska FCT <miska FCT

2C Glycin-AMC FGL modra fluorescence modré fluorescence Glycin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

1C L-alanin-AMC FAL modra fluorescence  modra fluorescence L-alanin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

4D 4MU-N-acetyl-B-D- FGA modra fluorescence modra fluorescence 4MU-N-acetyl-B-D- <1

galaktosaminid >miska FCT <miska FCT galaktosaminid

2D L-glutamova kyselina-AMC FPY modra fluorescence modra fluorescence L-glutamova kyselina-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

1D L-lysin-AMC FLY modréa fluorescence modra fluorescence L-lysin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

4AE L-methionin-AMC FME modré fluorescence  modra fluorescence L-methionin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

2E 4MU-B-D-celobiopyranosid FCE modréa fluorescence  modra fluorescence 4MU-B-D-cellobiopyranosid <1
>miska FCT <miska FCT

1E 4MU-B-D-xylosid FXY modra fluorescence  modra fluorescence 4MU-B-D-xylosid <1
>miska FCT <miska FCT

4F L-fenylalanin-AMC FPH modré fluorescence  modra fluorescence L-fenylalanin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

2F L-leucin-AMC FLE  modra fluorescence  modra fluorescence L-leucin-AMC <1
>miska FCT <miska FCT

1F Escosyl* FSC  modra/zelena modra/zelena Escosyl <1
fluorescence fluorescence
>miska FCT <miska FCT

4G Disacharid DIS  zlaty/zluty oranzovy/Cerveny Disacharid <300

2G Furanéza FUR  zlaty/zluty oranzovy/¢erveny  Furandza <300

1G Pyrandza PYO zlaty/zluty oranzovy/Cerveny Pyranéza <300

4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA  Zluty bezbarvy p-n-p-a-D-galaktosid <7

2H p-n-p-p-D-galaktosid NPG  Zluty bezbarvy p-n-p-B-D-galaktosid <7

H p-n-p-fosfat PHO Zluty bezbarvy p-n-p-fosfat <7

41 p-n-p-a-D-glukosid AGL Zluty bezbarvy p-n-p-a-D-glukosid <7

21 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG Zluty bezbarvy p-n-p-N-acetyl-glukosaminid <7

1l L-prolin-p-nitroanilid PRO  Zluty bezbarvy L-prolin-p-nitroanilid <7

4) p-n-p-a-L-fukosid AFU  zZluty bezbarvy p-n-p-a-L-fukosid <7

2) p-n-p-p-D-glukosid BGL Zluty bezbarvy p-n-p-B-D-glukosid <7

1 L-alanyl-L-alanin-p- ALA  Zluty bezbarvy L-alanyl-L-alanin-p- <7

nitroanilid

nitroanilid

*Escosyl substrat je fluorescen¢ni v nehydrolyzované formé. Fluorescence se snizi v pfitomnosti enzymu.

Bezpecnostni opatieni: Diagnostika in vitro.
Po pouziti musi byt veskeré infekéni materialy jako desti¢ky, bavinéné tampony, nadoby na inokulum, filtry pouzivané pro
indolovy test a panely sterilizovany v autoklavu pted likvidaci ¢i spalenim.

SKLADOVANI A MANIPULACE / ZIVOTNOST
Vicka: Vika jsou jednotlivé zabalena a musi byt skladovana zaviena v chladicim zafizeni pfi teploté 2-8 °C. NEZMRAZUJTE.
Prohlédnéte baleni a zkontrolujte, zda neni féliovy obal protrzeny. Nepouzivejte, pokud balevni jevi znamky poskozeni.
Vicka, ktera jsou v originalnim baleni a ktera byla skladovana dle doporuceni, si udrzi o¢ekavanou reaktivitu do data

expirace.



Baze: Baze jsou zabaleny ve dvou sadach po deseti (v inkubacnich nadobach BBL Crystal). Baze jsou naskladany svrchni
stranou dol(, aby se minimalizovalo riziko kontaminace vzduchem. Skladujte az do pouziti v bezprasném prostiedi pfi
teploté 2-25 °C. Nepouzivané baze skladujte v nddobé a v umélohmotném obalu. Prazdné nadoby pouZijte pro inkubaci
paneld.

Tekutina s inokulem: Tekutina s identifika¢nim inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H je zabalena ve dvou sadach po
deseti zkumavkach. Prohlédnéte a zkontrolujte zkumavky, zda nejsou poskozené, zda neprotékaji atd. Nepouzivejte,
pokud zjistite Unik, poskozeni zkumavky ¢i uzavéru nebo znamku kontaminace (tj. zamlzeni, zakaleni). Nadoby skladujte
pri teploté 2-25 °C. Datum expirace je uvedeno na Stitku zkumavky. S panely BBL Crystal ANR Ize pouzivat pouze tekutinu
s inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.

Po dodani skladujte sady BBL Crystal ANR pfi teploté 2-8 °C. Po otevieni musi byt pouze vika skladovana pfi teploté

2-8 °C. Zbyvajici soucasti sady mohou byt skladovany pfi teploté 2-25 °C. Pokud je sada nebo nékteré jeji soucasti
skladovana v chladu, méla by se pfed pouzitim nechat ohfat na pokojovou teplotu.

ODBER A ZPRACOVANI VZORKU

1D systémy BBL Crystal nejsou urc¢eny k pfimému pouziti s klinickymi vzorky. Pouzivejte izolaty z neselektivnich ptd

s krevnim agarem jako anaerobni krevni agar CDC, krevni agar Brucella, krevni agar Columbia nebo krevni agar
Schaedler. Testovany izolat musi byt ¢ista kultura, pro vétsinu druht ne starsi nez 24-48 hodin; pro nékteré pomalu
rostouci koky (az 72 hodin) a druhy Actinomyces (72-96 hodin) jsou ptijatelné i starsi kultury. Pro pfipravu suspenze
inokula pouzivejte pouze aplikatory zakoncené bavinénym tampoénem, jelikoz nékteré polyesterové tampény mohou
zpUsobovat problémy pii inokulaci na panely. (Viz ,,Omezeni postupu”.) Po sejmuti vi¢ek z utésnénych obalt je nutné je
pouzit nejpozdéji do jedné hodiny, aby byla zachovana odpovidajici G¢innost. Umélohmotny kryt by mél zdstat na vi¢ku
do té doby, nez je vicko pouzito.

Pouzivany inkubator zvlhéete, predejdete tak vypafovani tekutiny z jamek béhem inkubace. Doporucena vlhkost je
40-60 %. U¢innost ID systému BBL Crystal ¢i jinych diagnostickych postup( provadénych na klinickych vzorcich je pfimo
ovlivnéna kvalitou samotnych vzorki. Doporucuje se, aby laboratofe pouzivaly metody uvedené v Manual of Clinical
Microbiology (Navod pro klinickou mikrobiologii) pro odbér vzorkd, transport a umisténi na primarni izolaéni pady.' Dalsi
doporucena literatura o anaerobnich druzich je Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual® a Principles and Practice of
Clinical Anaerobic Bacteriology.3

PROVEDENI TESTU

Dodané materialy: Identifika¢ni sada BBL Crystal ANR:
20 panelova vitka anaerobniho ID systému BBL Crystal,
20 baze BBLCrystal,
20 zkumavky pro tekutinu s ID inokulem BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H. Kazda zkumavka obsahuje pfiblizné
2,3 £ 0,15 mL tekutiny s inokulem obsahujici: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl,, 0,895 g Tricin N-[2-Hydroxy-1,1-bis
(hydroxymethyl)methyl] glycinu, destilovanou vodu do 1 000 mL,
2 inkubaéni nadoby,
1 ID zdznamovy blok BBL Crystal ANR.
Material, ktery neni soucasti dodavky: Sterilni bavinéné tampony (nepouZzivejte polyesterové tampdny), inkubator
(35-37 °C) bez CO, (40-60% vlhkost), standardy podle McFarlanda ¢islo 4 a islo 5, ¢teci zafizeni pro panel BBL Crystal,
elektronicka piirucka kédovani ID systému BBL Crystal nebo ru¢ni prirucka kédovani systému BBL Crystal, kapatko na
indol BBL DMACA, neselektivni miska a reakéni ¢inidlo pro katalazovou zkousku.
Dale jsou zapotiebi nezbytna zafizeni a laboratorni potfeby pouzivané pro pfipravu, skladovani a zpracovani klinickych
vzorkd.
Provedeni testu: ID systém BBL Crystal ANR pozaduje Gramovo barveni a vysledky katalazové a indolové zkousky. Pfed
nastavenim panelu musi byt proveden katalazovy a indolovy test. Proved‘te indolovy test podle instrukci v ptibalovém
letaku. Pro katalazovy test se doporucuje 15,0 % roztok peroxidu vodiku s ptidanym ¢inidlem 1,0 % Tween 80.9.24
1. Vyjméte victka z obalu. Odstrarte vysousec. Jakmile byla vika vyjmuta z obalu,
méla by byt pouzita do jedné hodiny. Nepouzivejte panel, pokud v obalu
chybi vysousedlo.

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

3. Suspendujte kolonie ve zkumavce s tekutinou s inokulem ID BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H.



4. Uzaviete zkumavku a michejte ji 10-15 sekund. Zakal by mél byt stejny jako u standardu ¢islo 4 dle McFarlanda (nesmi
byt vyssi nez u standardu ¢islo 5 McFarlanda). Pokud je koncentrace inokula vyssi nez doporuc¢ena McFarlandova
norma, postupujte dle jednoho z uvedenych krok:

a. V nové zkumavce s tekutinou s inokulem pfipravte nové inokulum se zakalenim odpovidajicim standardu ¢islo
4 podle McFarlanda.

b. Pokud nemate k dispozici dalsi kolonie pro ptipravu nového inokula, zied'te inokulum za pouziti aseptické techniky
tak, ze ptidate malé mnozstvi (ne vice nez 1,0 mL) 0,85 % sterilniho fyziologického roztoku, ¢imz se zakal snizi a
bude odpovidat stupni 4 podle McFarlanda. Sterilni pipetou odstrarte prebyvajici mnozstvi tak, aby vysledny objem
inokula byl pfiblizné stejny jako pavodni objem ve zkumavce (2,3 + 0,15 mL). Pokud tak neucinite, dojde k rozliti
inokula ptes ¢ernou ¢ast baze a panel bude nepouzitelny.

5. Vezméte bazi a oznacte ji na bocni sténé ¢islem pacientova vzorku.
6. Nalijte vlastni tekutinu s inokulem na cilovou ¢ast baze.

7. Drzte bazi obéma rukama a jemné prelévejte inokulum po drazkach, dokud
se viechny jamky nenaplni. Prelijte veskerou prebytecnou tekutinu zpét do
cilové oblasti a umistéte bazi na stal. Vzhledem k vysoké koncentraci bunék
na ID panelech BBLCrystal ANR je nutné inokulum pielévat pomalu pies
drazky, aby se naplnily spravné viechny jamky. Ujistéte se pred
ptipojenim vika, Ze mezi jamkami neni zadna prebytecna tekutina.

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

9. Zatlacte dold, dokud neucitite jemny odpor. Na kazdé strané umistéte palec
na okraj vitka smérem ke sttedu panelu a zatla¢te sou¢asné smérem dolu,
dokud vicko nezaklapne (uslysite dvoji zaklapnuti).

Desticka pro kontrolu ¢istoty: Za pouziti sterilni smycky odeberte pted inokulaci
baze nebo po ni malou kapku ze zkumavky s tekutym inokulem a inokulujte ji
na agarovou desti¢ku (jakakoliv neselektivni pada) za ucelem kontroly &istoty
vzorku. Zlikvidujte zkumavku s inokulem a jeji uzavér do odpadniho kontejneru
pro biologicky nebezpecny odpad. Inkubujte desku po dobu 24-48 hodin pfi
teploté 35-37 °C za anaerobnich podminek. Desti¢ku pro kontrolu ¢istoty Ize
podle potieby pouzit také pro pridatné testy a sérologii.

Inkubace: Inokulované panely umistéte do inkubacnich nadob. Do jedné
nadoby |ze umistit 10 panelud (5 fad po dvou panelech). Viechny panely
inkubujte svrchni stranou smérem dolu (vétsi okna smérem nahoru; stitky
smérem doll) v inkubatoru bez CO, s vlhkosti 40-60 %. Béhem inkubace nesmi
byt na sebe navrseny vice nez dvé nadoby. Inkubacni doba pro panely je

4 hodiny pti teploté 35-37 °C. POZNAMKA: Dvitka inkubatoru by neméla byt
béhem inkubace opakované otvirana (radéji méné nez trikrat).

Odecet: Po doporucené dobé inkubace vyjméte panely z inkubatoru. Vsechny
panely by mély byt ode¢teny svrchni stranou smérem dolt (vétsi okna
smérem nahoru; stitek smérem dol) za pouziti ¢teciho zafizeni BBL Crystal.
Pri interpretaci reakci se fid'te barevnou reakéni stupnici nebo tabulkou 3. Pro
zaznam reakci pouzivejte zaznamovy blok BBL Crystal ANR.

a. Nejprve provedte odecet sloupct G az J za pouziti bézného (bilého)
svételného zdroje.

b. Proved‘te odecet sloupcti A az F (fluorescenéni substraty) za pouziti UV
svételného zdroje na ¢tecim zafizeni panelu. Fluorescen¢ni substrat je
povazovan za pozitivni pouze v ptipadé, ze je intenzita pozorované
fluorescence v jamce vyssinez v jamce negativni kontroly (A4).
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Vypocet profilového cisla BBL Crystal: Ke kazdému vysledku testu (mimo 4A, ktery se pouziva jako negativni
fluorescen¢ni kontrola), ktery je oznacen za pozitivni, je pfifazena hodnota 4, 2 nebo 1 podle fady, v niZ je test umistén.
Hodnota 0 (nula) se pfifazuje ke viem negativnim vysledkam. Cisla (hodnoty) ziskané z kazdé pozitivni reakce v kazdém
sloupci jsou poté sefazeny. Vznikne desetimistné ¢islo; jedna se o profilové ¢islo.

Priklad: A B C D F H 1 J
4 * + - - + + + - + -

2 - + + + - + - + + -

1 + - + - + - - + + -
Profil 1 6 3 2 5 6 4 3 7 0

*(4A) = fluorescen¢ni negativni kontrola

Vyberte odpovidajici anaerobni databazi BBL Crystal z nabizené nabidky. Typ primarniho média pouZitého pro pripravu

inokula ur¢i odpovidajici databazi. Pii pouZziti pudy s krevnim agarem Brucella nebo Columbia vyberte z nabidky

databazi pro krevni agar.

Vysledné profilové Cislo a vysledky z nezavislych testl (Gramovo barveni, katalazova a indolova reakce) by mély byt

zadany do pocitace, ve kterém je nainstalovana elektronicka ptirucka kodovani ID systému BBL Crystal. K dispozici je

také rucni pfirucka kédovani. Pokud nemate k dispozici pocita¢, obrat'te se na technickou podporu pro mikrobiologické

systémy spole¢nosti BD.

Kontrola kvality uZivatelem: Testovani kontroly kvality se doporucuje pro panely kazdé 3arze, a to nasledujicim

zpUsobem:

1. Nainokulujte panel s Bacteroides fragilis ATCC 25285 podle doporu¢eného postupu (viz ,,Postup testu”).

2. Pred inkubaci ponechejte panel pti pokojové teploté po dobu jedné minuty (ne vice nez 2 minuty).

3. Odectéte a zaznamenejte reakce pomoci ¢teciho zafizeni panelu a barevné reakéni stupnice.

4. Pokud je néktera z jamek (kromé jamky 1F) dle barevné reakéni stupnice pozitivni (po 1-2 minutach), PANELY této
$arze NEPOUZIVEJTE. Obrat'te se na technickou podporu pro mikrobiologické systémy spole¢nosti BD. (POZNAMKA:
Jamka 1F [Escosyl] by méla byt pozitivni po rehydrataci.)

. Pokud jsou viechny jamky negativni, inkubujte panel po dobu 4 hodin pfi teploté 35-37 °C.

v

6. Odectéte panel pomoci ¢teciho zatizeni panelu a barevné reakéni stupnice a zaznamenejte reakce do zdznamového
bloku.

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

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

OMEZENI POSTUPU

Identifikacni systém BBL Crystal ANR je uréen pro uvedené druhy. Druhy, které nejsou uvedeny v tabulce 1, nejsou uréeny
k pouziti s timto systémem.

Vsechny ID anaerobni databaze BBL Crystal byly vyvinuty s pidami BBL. Reaktivita nékterych substratd v rychlych
identifika¢nich systémech muze zaviset na pdvodnim médiu pouzitém pro pfipravu inokula. Doporu¢ujeme pouzit s ID
systémem BBL Crystal ANR nékteré z nasledujicich piid BBL: anaerobni krevni agar CDC, agar Schaedler s vitaminem K
a5 % ovci krve, agar Columbia s 5 % ovci krve a krevni agar Brucella s heminem a vitaminem K; (viz ,,Dostupnost”).
Identifika¢ni systémy BBL Crystal pouzivaji modifikované mikroprosttedi, proto se o¢ekavané hodnoty pro individualni
testy mohou odlisovat od hodnot ziskanych ve standardnich testovacich reakcich. Presnost ID systému BBL Crystal ANR
spodiva ve statistickém pouziti specialné vyvinutych testl a exkluzivni databaze.

Zatimco 1D systém BBL Crystal ANR pomaha pfi mikrobialni diferenciaci, je nutno poditat s tim, ze mezi kmeny v

ramci druhu mohou existovat drobné odchylky. Pouzivat panely a interpretovat vysledky smi pouze kompetentni
mikrobiolog. Pred kone¢nou identifikaci izolatu zvazte plivod vzorku, toleranci vzdusného kysliku, bunéénou morfologii,
charakter kolonii na rdznych médiich a pfipadné kone¢né metabolické produkty uréené pomoci plynovo-kapalinové
chromatografie, pokud byla provedena.



Tabulka 4
Tabulka pro kontrolu kvality pro ID systém BBL Crystal ANR*

Bacteroides
Umisténi Substrat Kod fragilis
na panelu ATCC 25285
4A Fluorescenc¢ni negativni kontrola FCT -
2A L-arginin-AMC FAR \%
1A L-histidin-AMC FHI -
4B 4MU-o-D-manosid FAM \z
2B L-serin-AMC FSE -
1B L-isoleucin-AMC FIS -
e 4MU-B-D-manosid FBM +
2C Glycin-AMC FGL -
1C L-alanin-AMC FAL \Y
4D 4MU-N-acetyl-B-D-galaktosaminid FGA +
2D L-glutamova kyselina-AMC FPY vin
1D L-lysin-AMC FLY \
4E L-methionin-AMC FME \Y
2E 4MU-B-D-celobiopyranosid FCE +
1E 4MU-B-D-xylosid FXY V1
4F L-fenylalanin-AMC FPH \%
2F L-leucin-AMC FLE +
1F Escosyl FSC 34,10
4G Disacharid DIS +
2G Furanéza FUR +
1G Pyrano6za PYO +1
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA +
2H p-n-p-p-D-galaktosid NPG +
1H p-n-p-fosfat PHO +
4] p-n-p-a-D-glukosid AGL +
21 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG +
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO -
4) p-n-p-a-L-fukosid AFU +
2) p-n-p-B-D-glukosid BGL +
1) L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA +
1 = negativni z BBL Schaedler 6 = variabilni z BBL Brucella
2 = pozitivni z BBL Schaedler 7 = negativni z BBL Columbia
3 =variabilni z BBL Schaedler 8 = pozitivni z BBL Columbia
4 = negativni z BBL Brucella 9 = variabilni z BBL Columbia

5 = pozitivni z BBL Brucella

Tabulka 5
Dalsi kmeny pro kontrolu kvality pro ID systém BBL Crystal ANR

Bacteroides Peptostreptococcus  Lactobacillus Fusobacterium

Umisténi Substrat Kéd distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
na panelu ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC 314 ATCC 27725

aA Fluorescen¢ni negativni kontrola FCT - - - -
2A L-arginin-AMC FAR + + + —4.10
1A L-histidin-AMC FHI \ + +3 -
4B 4MU-a-D-manosid FAM + - - -
2B L-serin-AMC FSE - - +3 -
1B L-isoleucin-AMC FIS -4 - + -
4C 4MU-B-D-galaktosid FBM +10 - - -
2C Glycin-AMC FGL vz V1 V2 -
1C L-alanin-AMC FAL + V1 + -
4D 4MU-N-acetyl-B-D-

galaktosaminid FGA + - - -
2D L-glutamova kyselina-AMC FPY vz - vi2a +
1D L-lysin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-methionin-AMC FME + +4.10 + \Y
2E 4MU-B-D-celobiopyranosid FCE V12 - + -
1E AMU-B-D-xylosid FXY +10 - - -
4F L-fenylalanin-AMC FPH vi2 \ + -
2F L-leucin-AMC FLE + +10 + Vv
1F Escosyl FSC Y V2,15 34,10 V15
4G Disacharid DIS + - +3,10.24 -
2G Furandza FUR + - + \
1G Pyranéza PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktosid AGA + - +3:4.10 -
2H p-n-p-B-D-galaktosid NPG + - +3:4.10 -



Bacteroides Peptostreptococcus  Lactobacillus Fusobacterium

Umisténi Substrat Kéd distasonis asaccharolyticus acidophilus varium
na panelu ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC314 ATCC 27725

1H p-n-p-fosfat PHO + - - -

4 p-n-p-a-D-glukosid AGL + - V1 -

21 p-n-p-N-acetyl-glukosaminid NAG + - V12,15 -

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO - - \% -

4) p-n-p-a-L-fukosid AFU - - - -

2) p-n-p-B-D-glukosid BGL + - + -

1) L-alanyl-L-alanin-p-nitroanilid ALA + - \% -

*Uvedené vysledky Ize o¢ekavat, pokud byl pouzit anaerobni agar BBL CDC s 5 % ov¢i krve.

Pro pfipravu suspenze inokula by mély byt pouzivany pouze aplikatory zakoncené bavinénym tamponem, dievéné
aplika¢ni ty¢inky nebo umélohmotné kli¢ky na jedno pouziti, jelikoz nékteré polyesterové tampony mohou zpisobovat
viskozitu inokula¢ni tekutiny. To maze mit za nasledek nedostate¢né naplnéni jamek tekutym inokulem. Po sejmuti
vicek z utésnénych obalu je nutné je pouzit nejpozdéji do jedné hodiny, aby byla zachovana odpovidajici t¢innost.
Umélohmotny kryt by mél z(stat na vicku do té doby, nez je vicko pouzito.

Inkubator, kam umist’ujete panely, zvlhcete; predejdete tak vyparovani tekutiny s inokulem z jamek béhem inkubace.
Doporucena vlhkost je 40-60 %.

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

Kolonie by mély byt odebirany z neselektivnich pad s krevnim agarem, jako jsou BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia
a Schaedler (viz ,Dostupnost”).

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

UCINNOST

Moznost reprodukce: V externi studii zahrnujici ¢tyfi klinické laboratofe (celkem z péti vyhodnoceni) moznost reprodukce
reakci (29) substrati BBL Crystal ANR ID byla studovana testovanim. Moznost reprodukce jednotlivych reakci substrat(
byla v rozmezi od 96,2 % do 100 %. Celkova moznost reprodukce panelu BBLCrystal ANR byla uré¢ena jako 99,1 %.25
Presnost identifikace: Uc¢innost ID systému BBL Crystal ANR byla srovnana se sou¢asné dostupnymi komer¢nimi systémy
a s béznymi referen¢nimi identifikaénimi metodami zaloZzenymi na laboratornich doporuéenich VA Wadsworth; byly
pouzity klinické izolaty a kmenové kultury. Bylo provedeno celkem pét studii ve ¢tyfech nezavislych laboratofich. Pro
stanoveni Ucinnosti byly pouzity ¢erstvé bézné izolaty zaslané do klinické laboratote a jiz dfive identifikované izolaty z
klinickych testd.

Z celkem 633 izolatd testovanych v péti studiich jich 588 (93 %) bylo spravné identifikovano (jsou zde zahrnuty i izolaty,
u'kterych byly nutné dodatec¢né testy) pomoci identifika¢niho systému BBL Crystal ANR. Celkem 36 (6 %) izolatd bylo
nespravné identifikovano a vysledek ,No Identification” (Zadna identifikace) byl stanoven u 9 (1 %) izol4t(1.25

DOSTUPNOST
Kat.¢.  Popis Kat.¢.  Popis
245010 BBLCrystal Anaerobe ID Kit, obsahuje 20 kusu: 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids, BBL Crystal Blood, po 100 miskach.
Bases a BBL Crystal Anaerobe ID Inoculum Fluid. 221539 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
245038 BBLCrystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid, 5% Sheep Blood, baleni po 20.
baleni po 10. 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
245031 BBLCrystal Panel Viewer, domaci model, 110V, 5% Sheep Blood, baleni po 100.
60 Hz. 221165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, baleni
245032 BBLCrystal Panel Viewer, evropsky model, 220V, po 20.
50 Hz. 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood, baleni
245033 BBLCrystal Panel Viewer, japonsky model, 100V, po 100.
50/60 Hz. 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245034 BBLCrystal Panel Viewer Longwave UV Tube. Vitamin K, baleni po 20.
245036 BBLCrystal Panel Viewer White Light Tube. 297716 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
245011 BBLCrystal Identification Systems Anaerobe Vitamin Ky, baleni po 100.
Manual Codebook. 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, baleni
221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep po 50.
Blood, baleni po 20 miskach. 212539 BBL Gram Stain Kit, baleni lahvi¢ek 4 x 250 mL.
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