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Srpski

NAMENA

BBL Crystal Anaerobe (ANR) Identification (ID) System (BBL Crystal sistem za identifikaciju anaeroba) je minimizovani
metod identifikacije koji koristi modifikovane uobicajene, fluorogene i hromogene supstrate. Namenjen je za
identifikaciju anaerobnih bakterija koje se ¢esto izoluju.1-9

REZIME | OBJASNJENJE

Mikrometode za biohemijsku identifikaciju mikroorganizama otkrivene su jo3 1918.10 Nekoliko publikacija se
bavilo metodama za diferencijaciju enteri¢nih bakterija pomocu papirnih diskova sa impregniranim reagensom
i mikroepruveta.'%-14 Interesovanje za minimizovane identifikacione sisteme dovelo je do uvodenja nekoliko
komercijalnih sistema u kasnim Sezdesetim, a njihove prednosti bile su: mali prostor za ¢uvanje, produzeni vek
trajanja, standardizovana kontrola kvaliteta i lakoca upotrebe.

U celini, mnogi testovi koji se koriste u sistemima BBL Crystal ID Systems su modifikacije klasi¢nih metoda. Tu spadaju
testovi za fermentaciju, oksidaciju, degradaciju i hidrolizu razli¢itih supstrata. Takode, tu su i supstrati povezani
hromogenom i fluorogenom, kao u BBL Crystal ANR ID panelu (BBL Crystal panel za identifikaciju anaeroba), koji
sluze za otkrivanje enzima koje koriste mikrobi za metabolisanje razli¢itih supstrata.12.15-22

BBL Crystal ANR ID kit (BBL Crystal pribor za identifikaciju anaeroba) se sastoji od:(i) BBL Crystal ANR ID panel lids
(BBL Crystal poklopci panela za identifikaciju anaeroba), (ii) BBL Crystal bases (BBL Crystal baze) i (iii) epruveta sa
BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokulacionom te¢nos¢u (IF) (BBL Crystal epruvete sa inokulacionom te¢no$cu za
identifikaciju ANR, GP, RGP i N/H). Poklopac sadrzi 29 dehidriranih supstrata i uredaj za fluorescentnu kontrolu na
vrhovima plasti¢nih Sipki. Baza ima 30 reakcionih polja. Test inokulum se priprema sa inokulacionom te¢noscu i njime
se puni svih 30 reakcionih polja u bazi. Kada se poklopac izravna sa bazom i ¢vrsto zatvori, test inokulum rehidrira
isusene supstrate i pocinju reakcije.

Posle perioda inkubacije, ispituje se da li su u reakcionim poljima prisutne promene boje ili fluorescencija kao
posledica metaboli¢kih aktivnosti mikroorganizama. Sifra koja nastaje kao posledica 29 reakcija prebacuje se u
desetocifreni broj koji se koristi kao osnova za identifikaciju.23 Obrasci biohemijskih i enzimskih reakcija za 29

BBL Crystal ANR ID supstrata za sijaset mikroorganizama se ¢uvaju u BBL Crystal ANR ID bazi podataka. Identifikacija
se izvodi poredenjem Sifre reakcija test izolata i Sifri koje se ¢uvaju u bazi podataka. Kompletna lista vrsta koja
predstavlja aktuelnu bazu podataka data je u tabeli 1.

PRINCIPI PROCEDURE

BBL Crystal ANR ID paneli sadrze 29 osu$enih biohemijskih i enzimskih supstrata. Bakterijska suspenzija u
inokulacionoj te¢nosti koristi se za rehidriranje supstrata. Testovi koji se koriste u sistemu zasnovani su na upotrebi
mikroba i degradaciji specifi¢nih supstrata koje otkrivaju razni sistemi indikatora. Enzimska hidroliza fluorogenih
supstrata koji sadrze derivate kumarina od 4-metilumbeliferona (4MU) ili 7-amino-4-metilkumarina (7-AMC) dovodi do
povecane fluorescencije koja se vizuelno'5-19 lako otkriva pomo¢u ultraljubi¢astog svetlosnog izvora.'9-21 Hidrolizom
hromogeni supstratistvaraju vidljive promene u boji. Osim toga, u sistemima BBL Crystal ID Systems postoje testovi koji
otkrivaju sposobnost organizma da hidrolizuje, degradira, redukuje ili na drugi nacin iskoristi supstrat.

Reakcije koje koriste razni supstrati i kratko objasnjenje principa koji se koriste u sistemu opisani su u tabeli 2. Lokacija
na panelu u navedenim tabelama ukazuje na red i kolonu u kojoj se nalazi reakciono polje (primer: 1J se odnosi na red
1 u koloni J).



Tabela 1

Vrste u sistemu BBL Crystal ANR ID System

Gramnegativni bacili

Otporni na zuc

Osetljivi na Zu¢

Grupa Bacteroides fragilis Bez pigmenta

B. caccae

Grupa B. distasonis'®
eggerthii

fragilis

ovatus

stercoris
thetaiotaomicron
uniformis
vulgatus

Ostali:

B. splanchnicus
Porphyromonas levii'l
Osetljivina Zuc i
pigmentisani

Vrste Capnocytophaga
Prevotella

P. corporis

P. denticola

P intermedia

P, loescheii

P. melaninogenica
Porphyromonas

P. asaccharolytica

P. endodontalis

P. gingivalis

oD I DD

Prevotella

P. bivia

P. buccae

P. buccalis

P. disiens

P, oralis

P, oris

P. veroralis'!
Otporni na zu¢
bez pigmenta
Bacteroides
B. capillosus
Tissierella

T. praeacuta
Odolné voci zl¢i,
nepigmentované
Bilophila

B. wadsworthia
Desulfomonas

D. pigra

Vrste Desulfovibrio
Campylobacter

C. curvus/rectus

Bez pigmenta,
Sa ulegnuéem
Bacteroides

B. ureolyticus
Campylobacter
C. gracilis
Fusobacterium
F. gonidiaformans'. 1
F. mortiferum

F. necrophorum
F. nucleatum

F. russii

F. varium
Leptotrichia

L. buccalis

Klju¢: 1= Vrstasamo u BBL Crystal, BBL Schaedler baza podataka.
2 = Vrsta samo u BBL Crystal, BBL Schaedler i BBL Crystal baza podataka sa drugim krvnim agarom.
3 = Obuhvata B. distasonisi B. merdae.
4 = Ove vrste imaju manje od 10 jedinstvenih BBL Crystal profila u trenutnoj bazi podataka.

Clostridia Grampozitivni bacili Grampozitivne koke
koji ne stvaraju spore

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. paraputrificum1
C. perfringens
C. putrificum’
C. ramosum

C. septicum

C. sordellii

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

C. tetani*

Bifidobacterium
B. adolescentis
B. dentium

B. species
Eubacterium

E. aerofaciens
E. lentum

E. limosum
Mobiluncus

M. curtisii

M. mulieris

M. species211
Propionibacterium
P. acnes

P avidum

P granulosum?
P. propionicus
Lactobacillus
L. acidophilus
L. casei

L. catenaformis
L. fermentum
L. jensenii

L. johnsonii

L. rhamnosus

Ruminococcus

R. productus™
Staphylococcus

S. saccharolyticus
Streptococcus

S. constellatus

S. intermedius
Gramnegativne koke
Vrste Veillonella




Tabela 2

Principi testova koji se koriste u sistemu BBL Crystal ANR ID System

Lokacija na Karakteristika testa Kod Princip (referenca)
panelu
4A Kontrola sa negativnom FCT Kontrola sa ciljem standardizacije rezultata fluorescentnih
fluorescencijom supstrata.

2A L-arginin-AMC FAR Enzimska hidroliza amidne ili glikozidne veze dovodi do
oslobadanja fluorescentnog derivata kumarina.19-21

1A L-histidin-AMC FHI

4B 4MU-a-D-manozid FAM

2B L-serin-AMC FSE

1B L-izoleucin-AMC FIS

4C 4AMU-B-D-manozid FBM

2C Glicin-AMC FGL

1C L-alanin-AMC FAL

4D 4MU-N-acetil-B-D-galaktozamin FGA

2D L-piroglutaminska kiselina-AMC FPY

1D L-lizin-AMC FLY

AE L-metionin-AMC FME

2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE

1E 4AMU-B-D-ksilozid FXY

4F L-fenilalanin-AMC FPH

2F L-leucin-AMC FLE

1F Eskozil FSC Hidroliza glikozidne veze dovodi do oslobadanja eskuletina
koji nije fluorescentan.22

4G Disaharid DIS Koris¢enje ugljenihhidrata izaziva nizu pH vrednost i

2G Furanoza FUR promenu u indikatoru (fenol crveno).!.2.11.12

1G Piranoza PYO

4H p-nitrofenil-a-D-galaktozid AGA Enzimska hidroliza bezbojnog glikozida sa supstituisanim

2H p-nitrofenil--D-galaktozid NPG arilom oslobada Zuti p-nitrofenol.15-19

1H p-nitrofenil-fosfat PHO

4 p-nitrofenil-a-D-glukozid AGL

21 p-nitrofenil-N-acetil-glukozaminid NAG

11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Enzimska hidroliza bezbojnog amidnog supstrata oslobada
zuti p-nitroanilin. 15-19

4) p-nitrofenil-a-L-fukozid AFU Enzimska hidroliza bezbojnog glikozida sa supstituisanim

2) p-nitrofenil-B-D-glukozid BGL arilom oslobada Zuti p-nitrofenol. 15-19

1) L-alanil-L-alanin-p-nitroanilid ALA Enzimska hidroliza bezbojnog amidnog supstrata oslobada

Zuti p-nitroanilin. 15-19




REAGENSI

BBL Crystal ANR ID panel sadrzi 29 enzimskih i biohemijskih supstrata.

da vidite li
Tabela 3

Reagensi koji se koriste u sistemu BBL Crystal ANR ID System

stu aktivnih sastojaka.

Pogledajte tabelu koja je data dole ako zZelite

Lokacija o i Prib.li_ina
na panelu Supstrat Kod Poz. Neg. Aktivni sastojci koli¢ina
(9/L)
4A Kontrola sa negativnom FCT NP NP Fluorescentni <1
fluorescencijom derivat kumarina
2A L-arginin-AMC FAR plava fluorescencija  plava fluorescencija L-arginin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
1A L-histidin-AMC FHI  plava fluorescencija  plava fluorescencija L-histidin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4B 4MU-a-D-manozid FAM plava fluorescencija  plava fluorescencija 4MU-0-D-manozid <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
2B L-serin-AMC FSE  plava fluorescencija  plava fluorescencija L-serin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
1B L-izoleucin-AMC FIS plava fluorescencija  plava fluorescencija L-izoleucin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4c 4MU-B-D-manozid FBM plava fluorescencija  plava fluorescencija 4AMU-B-D-manozid <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
2C Glicin-AMC FGL plava fluorescencija  plava fluorescencija Glicin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
1C L-alanin-AMC FAL plava fluorescencija  plava fluorescencija L-alanin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4D 4AMU-N-acetil-B-D- FGA plava fluorescencija  plava fluorescencija 4AMU-N-acetil-B-D- <1
galaktozamin > FCT reakciono polje < FCT reakciono polje galaktozamin
2D L-piroglutaminska FPY plava fluorescencija  plava fluorescencija L-piroglutaminska <1
kiselina-AMC > FCT reakciono polje < FCT reakciono polje kiselina-AMC
1D L-lizin-AMC FLY plava fluorescencija  plava fluorescencija L-lizin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4E L-metionin-AMC FME plava fluorescencija  plava fluorescencija L-metionin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
2E 4MU-B-D- FCE plava fluorescencija  plava fluorescencija 4AMU-B-D- <1
celobiopiranozid > FCT reakciono polje < FCT reakciono polje celobiopiranozid
1E 4MU-B-D-ksilozid FXY plava fluorescencija  plava fluorescencija 4AMU-B-D-ksilozid <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4F L-fenilalanin-AMC FPH plava fluorescencija  plava fluorescencija L-fenilalanin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
2F L-leucin-AMC FLE plava fluorescencija  plava fluorescencija L-leucin-AMC <1
> FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
1F Eskozil* FSC Plava/zelena Plava/zelena Eskozil <1
fluorescencija fluorescencija
>FCT reakciono polje < FCT reakciono polje
4G Disaharid DIS Zlatno/zuto Narandzasto/crveno Disaharid <300
2G Furanoza FUR Zlatno/zuto Narandzasto/crveno Furanoza <300
1G Piranoza PYO Zlatno/zuto Narandzasto/crveno Piranoza <300
4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA Zuto Bezbojno p-n-p-a-D- <7
galaktozid
2H p-n-p-B-D-galaktozid NPG Zuto Bezbojno p-n-p-B-D- <7
galaktozid
1H p-n-p fosfat PHO Zuto Bezbojno p-n-p fosfat <7
41 p-n-p-a-D-glukozid AGL Zuto Bezbojno p-n-p-a-D-glukozid <7
21 p-n-p-N-acetil- NAG Zuto Bezbojno p-n-p-N-acetil- <7
glukozaminid glukozaminid
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO Zuto Bezbojno L-prolin-p- <7
nitroanilid
4) p-n-p-a-L-fukozid AFU  Zuto Bezbojno p-n-p-a-L-fukozid <7
2) p-n-p-B-D-glukozid BGL Zuto Bezbojno p-n-p-B-D-glukozid <7
1 L-alanil-L-alanin-p- ALA Zuto Bezbojno L-alanil-L-alanin-p- <7

nitroanilid

nitroanilid

*Supstrat sa eskozilom je fluoresc entan bez hidrolize. Fluorescencija ¢e se smanijiti u prisustvu enzima.

Mere opreza: in vitro dijagnostika

Nakon upotrebe, sav inficirani materijal, uklju¢ujuéi ploce, pamucne tupfere, epruvete za inokulum, filter-papir koji se
koristi za testove sa indolom i panele, mora biti obraden u autoklavu pre bacanja ili spaljivanja.



CUVANIJE | RUKOVANIJE /ROK UPOTREBE

Poklopci: Poklopci se zasebno pakuju i moraju se neraspakovani ¢uvati u frizideru na temperaturi od 2 do 8 °C. NE
ZAMRZAVAIJTE. Pregledajte da li na pakovanju ima rupa ili pukotina u omotu. Ne koristite ako pakovanje izgleda
osteceno. Ako se ¢uvaju kao sto je preporuceno, poklopci ¢e u originalnom pakovanju zadrzati o¢ekivanu reaktivnost
do isteka roka trajanja.

Baze: Baze se pakuju u dve grupe od po deset komada, u BBL Crystal inkubacionim nosac¢ima. Baze su pri redanju
okrenute nadole kako bi se maksimalno smanjilo zagadenje iz vazduha. Cuvajte ih u okruzenju bez prasine na
temperaturi od 2 - 25 °C, pre upotrebe. Cuvajte neiskoris¢ene baze u nosacima, u plasti¢noj kesi. Prazne nosace treba
koristiti za inkubaciju panela.

Inokulaciona tec¢nost: BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID inokulaciona te¢nost (IF) se pakuje u dve grupe od po deset
epruveta. Pregledajte da li na epruvetama ima pukotina, da li cure itd. Ne koristite ih ako vam se ¢ini da ima curenja,
ostecenja epruveta ili poklopaca ili vidljivih tragova kontaminacije (npr. zamagljenost, zamuéenost). Cuvajte epruvete
na temperaturi od 2 - 25 °C. Rok trajanja je prikazan na nalepnici epruvete. Sa BBL Crystal ANR panelima treba koristiti
samo BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H inokulacionu te¢nost.

Po preuzimanju, ¢uvajte BBL Crystal ANR pribor na temperaturi od 2 do 8 °C. Kada se pribor jednom otvori, samo
poklopce treba ¢uvati na temperaturi od 2 do 8 °C. Preostale komponente pribora se mogu cuvati na temperaturi od
2 do 25 °C. Ako se pribor ili neka od komponenti ¢uvaju u frizideru, sve ih treba zagrejati do sobne temperature pre
upotrebe.

PRIKUPLJANJE | OBRADA UZORAKA

BBL Crystal ID sistemi nisu za koris¢enje direktno na klini¢kim uzorcima. Koristite izolate sa podloge koja sadrzi neki
neselektivni krvni agar kao $to je CDC Anaerobe Blood Agar, Brucella Blood Agar, Columbia Blood Agar ili Schaedler
Blood Agar. Test izolat mora biti ¢ista kultura, za ve¢inu rodova stara najvise 24 do 48 sati; za neke koke koje sporo
rastu (do 72 sata) i vrste Actinomyces (od 72 do 96 sati) starije kulture mogu biti prihvatljive. Za pripremu inokuluma
treba koristiti samo tupfere sa pamué¢nim vrhovima, jer neki tupferi od poliestera mogu da dovedu do problema pri
inokulaciji panela. (Pogledajte odeljak , Ograni¢enja procedure”.) Kada se poklopci izvade iz zapecacenih kesica,
moraju da se upotrebe u roku od jednog sata da bi se obezbedilo njihovo adekvatno funkcionisanje. Plasti¢ni zastitni
omotac treba da ostane na poklopcu do upotrebe.

Inkubator koji se koristi treba ovlaziti kako bi se sprecilo isparavanje tecnosti iz reakcionog polja u toku inkubacije.
Preporuceni nivo vlaznosti je od 40 do 60%. Kvalitet samih uzoraka direktno uti¢e na upotrebljivost BBL Crystal
identifikacionih sistema ili bilo koje druge dijagnostitke procedure koja se izvodi na klinickim uzorcima. Najiskrenije
preporucujemo da laboratorije na primarne podloge za izolaciju primene metode za prikupljanje, transport i
inokulaciju uzoraka koje su opisane u Priru¢niku za klini¢cku mikrobiologiju (Manual of Clinical Microbiology).! Jo§
neka stiva u vezi sa rukovanjem anaerobnim uzorcima koja preporucujemo su Vodsvortov prirucnik za anaerobnu
bakteriologiju (Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual)® i Principi i praksa klinicke anaerobne bakteriologije
(Principles and Practice of Clinical Anaerobic Bacteriology).3

PROCEDURA TESTA

Obezbedeni materijal: BBL Crystal ANR ID Kit —

20 BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids,

20 BBL Crystal Bases,

20 BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid Tubes. Svaka epruveta sadrzi priblizno 2,3 + 0,15 mL inokulacione
te¢nosti sa: 7,5 g KCl, 0,5 g CaCl,, 0,895 g tricin N-[2-hidroksi-1, 1-bis (hidroksimetil)metil] glicina i do 1.000 mL
precis¢ene vode.

2 inkubacioni nosadi,

1 BBL Crystal ANR ID Report Pad.

Materijal koji nije obezbeden: Sterilni pamucni tupferi (ne koristite tupfere od poliestera), inkubator (35 — 37 °C) bez

ugljendioksida (40 - 60% vlaznosti), Mekfarlandovi standardi br. 4 i br. 5, BBL Crystal Panel Viewer, BBL Crystal ID

System Electronic Codebook ili BBL Crystal ANR Manual Codebook, BBL DMACA Indole Reagent Droppers, ploca sa

neselektivnom kulturom i katalaza reagens.

Takode su potrebni i neophodna oprema i laboratorijski pribor za pripremu, ¢uvanje i rukovanje klini¢kim uzorcima.

Procedura testa: Za BBL Crystal ANR ID sistem neophodno je bojenje bakterija po Gramu, kao i rezultati testa sa

katalazom i indolom. Pre postavljanja panela, treba izvriiti testove sa katalazom i indolom. Obavite test sa indolom po

uputstvima koja su vam data u umetku pakovanja. Za test sa katalazom se preporucuje rastvor vodonik peroksida od

15,0% sa dodatkom Tween 80 od 1,0%.9:24

1. lzvadite poklopce iz kesice. Bacite desikant. Kada se poklopci sa omotom
izvade iz kesice, treba ih upotrebiti u roku od jednog sata. Ne koristite
panel ako nema desikanta u kesici.

2. Uzmite epruvetu sa inokulacionom te¢nos¢u i oznacite je brojem
pacijentovog uzorka. Koristeci asepti¢nu tehniku, pokupite kolonije
iste morfologije iz jedne od preporucenih podloga (pogledajte
odeljak ,Prikupljanje i obrada uzoraka") vrhom sterilnog pamuc¢nog
tupfera (nemojte da koristite tupfer od poliestera), drvenim Stapom za
nanosenje leka ili plastichom omcom za jednokratnu upotrebu.

3. Rastvorite kolonije u epruveti koja sadrzi BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum Fluid.
Poklopite epruvetu i tresite je oko 10 do 15 sekundi. Zamucenost bi trebalo da bude ekvivalentna McFarland

standardu br. 4 (ne veca od McFarland standarda br. 5). Ako koncentracija inokuluma prelazi preporuceni
McFarland standard, preporucuje se da preduzmete neki od sledecih koraka:

a. Pomocu nove epruvete sa inokulacionom te¢noséu, pripremite novi inokulum koji je ekvivalentan McFarland
standardu br. 4.




b. Ako nemate pristup novim kolonijama za pripremu inokuluma, onda asepti¢nim tehnikama razblazite
inokulum tako sto ¢ete dodati minimalnu potrebnu zapreminu (ne vecu od 1,0 mL) sterilnog slanog rastvora
od 0,85% kako biste spustili ekvivalent zamucenosti na nivo McFarland standarda br. 4. Uklonite visak u
epruveti sterilnom pipetom tako da kona¢na zapremina inokuluma bude priblizno ekvivalentna prvobitnoj
zapremini u epruveti (2,3 + 0,15 mL). Ako ne uspete ovo da uradite, to e izazvati prosipanje inokuluma na crni
deo baze, $to ¢e uciniti panel neupotrebljivim.

5. Uzmite bazu i napisite broj pacijentovog uzorka sa strane.
6. Prospite svu inokulacionu te¢nost u ciljnu oblast baze.

7. Drzite bazu obema rukama i lagano premestajte inokulum preko tragova
dok sva reakciona polja ne budu puna. Vratite bilo kakav visak te¢nosti u
ciljnu oblast i stavite bazu na postolje. Zbog visokih koncentracija celija
koje se koriste u BBL Crystal ANR ID panelima, inokulum treba polako
premestati duz tragova kako bi se sva reakciona polja pravilno napunila.
Pre nego $to poravnate poklopac, proverite da li izmedu reakcionih polja
ima viska tecnosti.

8. Poravnajte poklopac tako da njegov deo sa nalepnicom bude iznad ciljne
oblasti baze.

9. Gurajte nadole sve dok ne osetite blagi otpor. Postavite palceve na ivicu
poklopca sa obe strane i usmerite ih ka sredini panela, a zatim ih gurajte
nadole istovremeno sve dok poklopac ne bude ¢vrsto zatvoren (treba da
Cujete dva "klika”).

Ploca sa potvrdom o ¢istoci: Uzmite kapljicu iz epruvete sa inokulacionom

te¢nos¢u pomocu sterilne omce pre ili posle inokulacije baze i inokulisite

agarnu plocu (bilo koja neselektivna podloga) kako biste proverili ¢istocu.

Bacite epruvetu sa inokulumom i poklopac u kontejner za bioloski otpad.

Inkubirajte plo¢u od 24 do 48 sati na temperaturi od 35 do 37 °C pod

anaerobnim uslovima. Ploca sa potvrdom o Cistoci se, po potrebi, takode

moze koristiti za sve dopunske testove ili serologiju.

Inkubacija: Stavite inokulisane panele u inkubacione nosace. Deset panela
moze da stane u jedan nosac (5 redova od po 2 panela). Sve panele treba
inkubirati kada su okrenuti nadole (veci prozori okrenuti nagore; nalepnica
okrenuta nadole) u inkubatoru bez ugljen-dioksida sa vlaznos¢u od 40 do
60%. Ne treba stavljati vie od dva nosaca jedan preko drugog tokom
inkubacije. Vreme trajanja inkubacije za panele je 4 sata na temperaturi od
35 do 37 °C. NAPOMENA: Vrata inkubatora ne treba stalno otvarati u toku
inkubacije (dobro bi bilo da se otvaraju manje od 3 puta).

Ocitavanje: Nakon preporucenog perioda inkubacije, izvadite panele iz
inkubatora. Sve panele treba o¢itavati kada su okrenuti nadole (veci prozori
okrenuti na gore; nalepnica okrenuta na dole) pomocu uredaja BBL Crystal
Panel Viewer. Pogledajte tablicu sa bojama reakcija i/ili tabelu 3 da biste
razumeli reakcije. Koristite BBL Crystal ANR Report Pad za beleZenje reakcija.
a. Ocitajte prvo kolone od G do J pomocu vidljivog (belog) svetla.

b. Ocitajte kolone od A do F (fluorescentni supstrati) pomocu
ultraljubicastog svetlosnog izvora u pregledacu panela. Reakciono
polje sa fluorescentnim supstratom se smatra pozitivnim jedino ako je
primeceni intenzitet fluorescencije u reakcionom polju veciod onog u
reakcionom polju za negativnu kontrolu (A4).




Izra¢unavanje BBL Crystal broja profila: Svakom rezultatu testa (osim 4A, koji se koristi kao Kontrola sa negativnom
fluorescencijom) koji je pozitivan daje se vrednost 4,2 ili 1, u zavisnosti od reda u kome se test nalazi. Vrednost 0 (nula)
se daje bilo kom negativnom rezultatu. Brojevi (vrednosti) iz svake pozitivne reakcije u svakoj koloni se zatim sabiraju.
Nastaje desetocifreni broj; to je broj profila.

Primer: A B C D E F G H 1 J
4 * + - - + + - + -
2 N + + + . + - + + -
1 + - + - + - - + + -
Profil: 1 6 3 2 5 6 4 3 7 0

*(4A) = negativna kontrola fluorescencije

Izaberite odgovarajucu BBL Crystal anaerobnu bazu podataka iz ponudenog menija. Tip primarne ploce koja se
koristi za pripremu inokuluma ce odrediti odgovarajucu bazu podataka. Za podloge koje sadrZe Brucella ili Columbia
krvni agar, izaberite neku drugu bazu podataka krvnog agara iz menija.
Dobijeni broj profila i rezultate testa van mreze (bojenje po Gramu, katalaza i indol) treba uneti u racunar na kome je
instalirana BBL Crystal ID System Electronic Codebook da bi se dobila trazena identifikacija. Na raspolaganju vam je i
knjiga kodova za ru¢nu upotrebu. Ako nemate pristup ra¢unaru, obratite se lokalnom predstavniku kompanije BD za
pomoc pri identifikaciji.
Korisnicka kontrola kvaliteta: Kontrola kvaliteta se preporucuje za svaku seriju panela i to prema slede¢im
uputstvima —
1. InokuliSite panel rastvorom Bacteroides fragilis ATCC 25285 po preporucenoj proceduri (pogledajte odeljak
.Procedura testa”).
2. Preinkubacije, neka panel ostane na sobnoj temperaturi 1 minut (ne vie od 2 minuta).
Ocitajte i zabelezite reakcije pomocu pregledaca panela i tablice sa bojama reakcija.
4. Ako su bilo koja od reakcionih polja, osim 1F, pozitivna po jednoj tablici boja reakcija (posle 1 - 2 minuta),
NE UPOTREBLJAVAJTE PANELE iz ove serije. Obratite se lokalnom predstavniku kompanije BD za pomo¢.
(NAPOMENA: Reakciono polje 1F [Eskozil] treba da bude pozitivho po rehidraciji.)
5. Ako su sva reakciona polja negativnai, inkubirajte panel 4 sata na temperaturi od 35 °C do 37 °C.

w

Ocitajte panel pomocu pregledaca panela i tablice sa bojama reakcija; zabelezite reakcije u beleznicu za rezultate.

7. Uporedite zabeleZene reakcije sa onima koje su navedene u tabeli 4. Ako se rezultati ne slazu, potvrdite ¢istocu
grupe bakterija na kojoj se vrii kontrola kvaliteta pre nego $to se obratite lokalnom predstavniku kompanije BD.

8. Vrata inkubatora ne treba stalno otvarati u toku inkubacije (dobro bi bilo da se otvaraju manje od 3 puta).
Ocekivani rezultati testa za dodatne grupe bakterija na kojima se vrsi kontrola kvaliteta navedeni su u tabeli 5.

OGRANICENJA PROCEDURE

BBL Crystal ANR ID System je napravljen za vrste koje su na raspolaganju. Vrste kojih nema u tabeli 1 ne treba
upotrebljavati u ovom sistemu.

Sve BBL Crystal Anaerobe ID baze podataka su razvijene sa BBL podlogama. Reaktivnost nekih supstrata u sistemima
za brzu identifikaciju moZze da zavisi od izvornih podloga koje su se koristile u pripremama inokuluma. Preporuc¢ujemo
da sa sistemom BBL Crystal ANR ID System koristite slede¢e BBL podloge: CDC Anaerobe Blood Agar (CDC anaerobni
krvni agar), Schaedler Agar with Vitamin K; i 5% Sheep Blood (Schaedler agar sa vitaminom K i 5% ov¢ije krvi),
Columbia Agar with 5% Sheep Blood (Columbia agar sa 5% ovcije krvi) i Brucella Blood Agar with Hemin and
Vitamin K (Brucella krvni agar sa heminom i vitamom K) (pogledajte odeljak ,Dostupnost”).

BBL Crystal identifikacioni sistemi koriste modifikovano mikrookruzenje; iz tog razloga, o¢ekivane vrednosti za
pojedinacne testove mogu biti razli¢ite od informacija do kojih se prethodno doslo sa konvencionalnim testovima.
Preciznost sistema BBL Crystal ANR ID System se zasniva na statistickoj upotrebi specijalno napravljenih testova i
ekskluzivne baze podataka.

lako BBL Crystal ANR ID System pomaze pri mikrobnoj diferencijaciji, priznajemo da moze do¢i do manjih varijacija
izmedu razlicitih sojeva iste vrste. Za upotrebu panela i tumacenje rezultata potreban je kompetentan mikrobiolog.
Pri kona¢noj identifikaciji izolata treba uzeti u obzir izvor uzorka, otpornost na vazduh, morfologiju ¢elije,
kolonijalne karakteristike raznih podloga, kao i krajnje proizvode metabolizma onako kako su odredeni gasnom
hromatografijom, kada je opravdana.



Tabela 4

Tablica kontrole kvaliteta za BBL Crystal ANR ID Systemx*

Lokacij B roides fragili
d__ Doactte gl
4A Kontrola sa negativnom FCT _
fluorescencijom
2A L-arginin-AMC FAR \Y
1A L-histidin-AMC FHI -
4B 4MU-a-D-manozid FAM V1
2B L-serin-AMC FSE -
1B L-izoleucin-AMC FIS -
4C 4MU-B-D-manozid FBM +
2C Glicin-AMC FGL -
1C L-alanin-AMC FAL \Y
4D 4MU-N-acetil-B-D-galaktozamin FGA +
2D L-piroglutaminska kiselina-AMC FPY \ank
1D L-lizin-AMC FLY \%
4E L-metionin-AMC FME \%
2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE +
1E 4MU-B-D-ksilozid FXY V1
4F L-fenilalanin-AMC FPH \%
2F L-leucin-AMC FLE +
1F Eskozil FSC -3.4,10
4G Disaharid DIS +
2G Furanoza FUR +
1G Piranoza PYO +1
4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA +
2H p-n-p-B-D-galaktozid NPG +
1H p-n-p fosfat PHO +
41 p-n-p-a-D-glukozid AGL +
21 p-n-p-N-acetil-glukozaminid NAG +
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO -
4) p-n-p-a-L-fukozid AFU +
2) p-n-p-B-D-glukozid BGL +
1J L-alanil-L-alanin-p-nitroanilid ALA +

1 = Negativan sa agarom BBL Schaedler
2 = Pozitivan sa agarom BBL Schaedler
3 = Promenljiv sa agarom BBL Schaedler
4 = Negativan sa agarom BBL Brucella

5 = Pozitivan sa agarom BBL Brucella

6 = Promenljiv sa agarom BBL Brucella
7 = Negativan sa agarom BBL Columbia
8 = Pozitivan sa agarom BBL Columbia
9 = Promenljiv sa agarom BBL Columbia




Tabela 5
Dodatne grupe bakterija za kontrolu kvaliteta sa sistemom BBL Crystal ANR ID System

Lokacija Bacteroides Peptostreptococcus Lactobacillus Fusobacterium

na panelu Supstrat Kod distasonis asaccharolyticus  acidophilus varium
ATCC 8503 ATCC 29743 ATCC314 ATCC 27725

4A Kontrola sa negativnom FCT _ _ _

fluorescencijom
2A L-arginin-AMC FAR + + + -4,10
1A L-histidin-AMC FHI v n 43 -
4B 4MU-a-D-manozid FAM + - — _
2B L-serin-AMC FSE - - +3 —
1B L-izoleucin-AMC FIS _4 _ + _
4C 4MU-B-D-manozid FBM +10 - - _
2C Glicin-AMC FGL V112 \Al V2 —
1C L-alanin-AMC FAL + Al + —
4D 4MU-N-acetil-B-D- FGA

galaktozamin + B B B
2D L-piroglutaminska kiselina- FPY

AE/IC 9 V112 - V11,24 +
1D L-lizin-AMC FLY V212,15 + + -
4E L-metionin-AMC FME + +4.10 + vV
2E 4MU-B-D-celobiopiranozid FCE V12 - + _
1E 4AMU-B-D-ksilozid FXY +10 - - -
4F L-fenilalanin-AMC FPH V12 \Y + _
2F L-leucin-AMC FLE + +10 + v
1F Eskozil FSC V V215 —3,4,10 V15
4G Disaharid DIS + - +3,10,24 _
2G Furanoza FUR + - + \
1G Piranoza PYO + - +10 +
4H p-n-p-a-D-galaktozid AGA + - +3,4,10 -
2H p-n-p-B-D-galaktozid NPG + - +34,10 -
1H p-n-p fosfat PHO + - — _
41 p-n-p-a-D-glukozid AGL + - V1 -
21 p-n-p-N-acetil-glukozaminid NAG + - V12,15 _
11 L-prolin-p-nitroanilid PRO - - \ -
4) p-n-p-a-L-fukozid AFU - — _
2) p-n-p-B-D-glukozid BGL + - + -

L-alanil-L-alanin-p- ALA
v nitroanilid i * - v -

*Rezultati koji su prikazani su ocekivani kada se koristi BBL CDC Anaerobe Agar with 5% sheep blood.

Za pripremu rastvora inokuluma treba koristiti samo tupfere za nanosenje leka sa pamuénim vrhovima, drvene Stapice
za nanosenje leka ili plastiécne om¢e za jednokratnu upotrebu jer neki tupferi od poliestera mogu da prouzrokuju
viskozitet inokulacione te¢nosti. Ovo moze da dovede do toga da nema dovoljno inokulacione te¢nosti da bi se
napunila reakciona polja. Kada se poklopci jednom izvade iz zapecacenih kesica, moraju da se upotrebe u roku

od jednog sata da bi se obezbedilo njihovo adekvatno funkcionisanje. Plasti¢ni zastitni omotac treba da ostane na
poklopcu do upotrebe.

Inkubator u koji su stavljeni paneli treba ovlaziti kako bi se sprecilo isparavanje inokulacione te¢nosti iz reakcionog
polja u toku inkubacije. Preporuceni nivo vlaznosti je od 40 do 60%.

Nakon inokulacije, panele treba inkubirati samo kada su okrenuti na dole (veci prozori okrenuti na gore, nalepnica
okrenuta na dole) da bi se maksimalno iskoristila efektivnost supstrata.

Kolonije treba uzimati sa ploca koje sadrze neselektivni krvni agar kao $to je BBL CDC Anaerobe, Brucella, Columbia i
Schaedler (pogledajte odeljak , Dostupnost”).

Ako BBL Crystal profil testa izbaci da ,,nema identifikacije” a potvrdena je ¢isto¢a kulture, onda to verovatno znaci

da: (i) test izolat stvara atipicne BBL Crystal reakcije (koje takode mogu da nastanu usled gre3aka u proceduri), (ii) test
vrsta ne spada u predvidene vrste ili (iii) sistem ne moze da identifikuje test izolat dovoljno pouzdano. Konvencionalne
metode testiranja se preporucuju ako ne postoji mogucnost da je korisnik pogresio.

FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE

Reproduktivnost: U spoljnoj studiji u koju su bile uklju¢ene Cetiri klinicke laboratorije, (ukupno pet evaluacija),
reproduktivnost reakcija sa BBL Crystal ANR ID supstratima (29) je proucavana ponavljanim testiranjem.
Reproduktivnost reakcija sa pojedina¢nim supstratima kretala se od 96,2 do 100%. Utvrdeno je da je ukupna
reproduktivnost BBL Crystal ANR panela 99,1%.25

Preciznost identifikacije: Funkcionisanje sistema BBL Crystal ANR ID System je poredeno sa trenutno dostupnim
komercijalnim sistemom kao i sa konvencionalnim referentnim metodama identifikacije na osnovu VA preporuka
Vodsvortove laboratorije, pomocu klini¢kih izolata i osnovnih kultura. Ukupno pet studija je izvedeno u Cetiri
nezavisne laboratorije. Za odredivanje funkcionalnih karakteristika koris¢eni su sveZi, ustaljeni izolati koji su pristizali u
klini¢ku laboratoriju, kao i prethodno identifikovani izolati izabrani na lokacijama klini¢ke studije.
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Od ukupno 633 izolata koji su testirani u ovih pet studija, sistem BBL Crystal ANR Identification System je ta¢no
identifikovao 588 (93%) (ukljucujudi izolate za koje je bilo potrebno dopunsko testiranje). Ukupno 36 (6%) izolata je
pogresno identifikovano, a poruka ,nema identifikacije” pojavila se za 9 (1%) izolata.2>

DOSTUPNOST

Kat. br.  Opis Kat.br. Opis

245010 BBL Crystal Anaerobe ID Kit, svaki sadrzi po 221734 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep
20 komada: BBL Crystal Anaerobe ID Panel Lids, Blood, sadrzi 100 ploca.
BBL Crystal Bases i BBL Crystal Anaerobe ID 221539  BBL Schaedler Agar with Vitamin K, and
Inoculum Fluid. 5% Sheep Blood, pakovanje od 20 komada.

245038  BBL Crystal ANR, GP, RGP, N/H ID Inoculum 221540 BBL Schaedler Agar with Vitamin K; and
Fluid, sadrze 10 komada. 5% Sheep Blood, sadrze po 100 komada.

245031  BBL Crystal Panel Viewer, domaci model, 110V, 231165 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
60 Hz. pakovanje od 20 komada.

245032 BBL Crystal Panel Viewer, evropski model, 221263 BBL Columbia Agar with 5% Sheep Blood,
220V, 50 Hz. sadrze po 100 komada.

245033  BBL Crystal Panel Viewer, japanski model, 100V, 297848 BBL Brucella Blood Agar with Hemin and
50/60 Hz. Vitamin Ky, pakovanje od 20 komada.

245034 BBL Crystal Panel Viewer Longwave UV Tube. 297716  BBL Brucella Blood Agar with Hemin and

245036 BBL Crystal Panel Viewer White Light Tube. Vitamin K, sadrze po 100 komada.

245011  BBL Crystal Identification Systems Anaerobe 261187 BBL DMACA Indole Reagent Droppers, sadrze
Manual Codebook. po 50 komada.

221733 BBL CDC Anaerobe Blood Agar with 5% Sheep 212539  BBL Gram Stain Kit, pakovanje boca 4 x 250 mL.
Blood, pakovanje od 20 ploca.
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Pouzite do / Upotrebiti do / Anvand fére / Son kullanma tarihi / Bukopuctatu golline

YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month)

rrrr-mMM-ga / rerr-Mm (MM = kpasi Ha meceua)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = konec mésice)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutning af maned)

JJJI-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende)

EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = 1éA0g TOU prjva)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fin del mes)

AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu 16pp)

AAAA-MM-JJ / AAAA-MM (MM = fin du mois)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj mjeseca)

EEEE-HH-NN / EEEE-HH (HH = hénap utolsé napja)

AAAA-MM-GG / AAAA-MM (MM = fine mese)

HKAAK-AA-KK / HAKAKAK-AA / (AA = ainfiblH COHbI)

MMMM-MM-DD / MMMM-MM (MM = ménesio pabaiga)

GGGG-MM-DD/GGGG-MM (MM = ménesa beigas)

JJJJ-MM-DD / JJJJ-MM (MM = einde maand)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutten av maneden)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec miesigca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fim do més)

AAAA-LL-ZZ | AAAA-LL (LL = sfarsitul lunii)

rrrr-MM-aa / rrrr-Mm (MM = koHel Mecsiua)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec mesiaca)

GGGG-MM-DD / GGGG-MM (MM = kraj meseca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutet av manaden)

YYYY-AA-GG / YYYY-AA (AA = ayin sonu)

PPPP-MM-01 / PPPP-MM (MM = kiHeub micsiLs)

Catalog number / KatanoxeH Homep / Katalogové &islo / Katalognummer / ApiBuo6g katahdyou / Nimero de catalogo
/ Katalooginumber / Numéro catalogue / Kataloski broj / Katalégusszam / Numero di catalogo / Katanor Hemipi /

Katalogo numeris / Kataloga numurs / Catalogus nummer / Numer katalogowy / Numar de catalog / Homep no katanory /

Katalégové ¢islo / Kataloski broj / Katalog numarasi / Homep 3a katanorom

g Use by / Manonagaiite go / Spotfebujte do / Brug fer / Verwendbar bis / Xprion éwg / Usar antes de / Kasutada enne

Authorized Representative in the European Community / Otopuaupax npegctasuten B EBponeiickarta
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