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BD Sabouraud GC Agar/ CHROMagar Candida Medium (Biplate)

NAMJENA

BD Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida Medium (Biplate) [GC agar BD Sabouraud
/ Podloga CHROMagar Candida (dvostruka ploc¢a)] koristi se za selektivnu izolaciju gljivica te
za izolaciju i identifikaciju Candida albicans, C. tropicalis i C. krusei iz klini¢kih uzoraka.

NACELA | OBJASNJENJE POSTUPKA

MikrobioloSka metoda.

Agar Sabouraud s glukozom podloga je Siroke primjene koja je, zbog svoje niske pH vrijednosti i
visoke koncentracije glukoze, djelomi¢no selektivna za gljivice. Buduci da veliki broj bakterija
tolerira nisku pH vrijednost i visoku koncentraciju glukoze, a rastu na agaru Sabouraud,
posebice za vrijeme razdoblja produljene inkubacije koji je Eesto potreban za izolaciju gljivica,
razvijeno je nekoliko formulacija koje sadrze antibakterijske inhibitore. Protumikrobni agensi kao
8to su penicilin, kloramfenikol, aminoglikozidi ili njihova kombinacija, pokazali su se u€inkovitima
u inhibiciji bakterija, a da pritom nisu utjecali na rast gljivica.™®

U GC agaru Sabouraud peptoni predstavljaju izvor duSika. Glukoza (=dekstroza) predstavlja
izvor energije za rast gljivica. Kloramfenikol i gentamicin antibiotici su Sirokog spektra koji sluze
kao inhibitori za veliku koli€¢inu gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija.

Podloga CHROMagar Candida selektivna je i diferencijalna podloga za izolaciju gljivica.
Umetanjem kromogenih supstrata u podlogu kolonije C. albicans, C. tropicalis i C. krusei
stvaraju razli¢ite boje i na taj nacin dopustaju izravno otkrivanje ove vrste kvasca na izolacijskoj
plogici.”" Kolonije C. albicans pojavljuju se svijetlozelene do srednjezelene boje, kolonije C.
tropicalis plavo-zelenkaste do metalik plave boje, a kolonije C. krusei svijetloruzi€aste s
bjelkastim rubom. Ostale vrste kvasca mogu razviti ili svoju prirodnu boju (kremastu) ili biti
svijetloruzi€aste ili svijetloljubiCaste do tamnoljubiaste boje [npr. Candida (Torulopsis) glabrata
i ostale vrste]. Dodatna prednost podloge jednostavno je otkrivanje mijeSanih podloga kvasca
zbog njihovog pojavljivanja u kolonijama razligitih boja.”*"2

Posebno odabrani peptoni opskrbljuju podlogu CHROMagar Candida Medium hranjivim tvarima.
Zasticena mjesavina kromogena sastoji se od umjetnih supstrata (kromogena) koji otpustaju
razli¢ito obojene spojeve nakon raspadanja pod utjecajem posebnih enzima. Ovo dopusta
diferencijaciju odredenih vrsta ili otkrivanje odredenih grupa organizama uz minimalnu koli¢inu
potvrdnih ispitivanja. Kloramfenikol inhibira vecéinu bakterijskih kontaminata. Titan dioksid dodan
je radi diferencijacije ove podloge od Sabouraud GC Agar.

Podlogu CHROMagar Candida Medium razvio je A. Rambach, a prodaje je tvrtka BD Diagnostic
Systems na temelju licencnog ugovora sklopljenog s CHROMagarom, Pariz, Francuska.

REAGENSI
Formule* po litri proCiS¢ene vode
Sabouraud Agar with Gentamicin and CHROMagar Candida Medium
Chloramphenicol

Pankreati¢na digestija kazeina 5049 Kromopepton 10,0 g
Pepti¢na digestija zivotinjskog tkiva | 5,0 Glukoza 20,0
Glukoza 40,0 Kromogenska mjesavina 2,0
Agar 15,0 Kloramfenikol 0,5
Gentamicin 0,04 Titan dioksid 0,35
Kloramfenikol 0,4 Agar 15,0
pH 5,6 +/- 0,3 pH 6,0 +/- 0,3

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima ucinkovitosti.
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MJERE OPREZA

[vD] Samo za profesionalnu primjenu. @
Ne upotrebljavajte ploCice ako su vidljivi znakovi kontaminacije mikrobima, promjena boje,
suSenje, pucanije ili ostali znakovi pogorsanja kvalitete.
Pogledaijte dokument OPCE UPUTE ZA UPOTREBU o postupcima asepti¢nog rukovanja,

bioloskim opasnostima i odlaganju iskoriStenog proizvoda.

CUVANJE | ROK VALJANOSTI
Po primitku pohranite ploCice na tamnom mjestu pri temperaturi od 2 — 8°C u originalnom

pakiranju do trenutka upotrebe. Pazite da ne dode do smrzavanja i pregrijavanja. PloCice se
mogu inokulirati do datuma isteka valjanosti (pogledajte naljepnicu na pakiranju) te inkubirati
tijekom preporucenih rokova inkubacije.
Plocice iz otvorenih pakiranja po 10 plo€ica mogu se koristiti tiedan dana ako se €uvaju na
¢istom mjestu pri temperaturi od 2 — 8°C.
Smanijite izlozenost svjetlu prije i tijekom inkubacije jer svjetlost moze unistiti kromogene.

KORISNICKA KONTROLA KVALITETE )
Inokulirajte reprezentativne uzorke sa sljede¢im sojevima (detalje potrazite u dokumentu OPCE
UPUTE ZA UPOTREBU). Plocice inkubirajte aerobno tijekom 20 — 48 sati pri temperaturi od

35+ 2°C.

Sojevi Sabouraud GC Agar CHROMagar Candida Medium
Candida albicans Dobar do odli¢an rast, bijele Dobar do odli¢an rast;

ATCC 60193 kolonije svijetlozelene do srednjezelene

kolonije

Candida krusei
ATCC 34135

Dobar do odli¢an rast; bijele
do kremaste plosnate
kolonije

Dobar do odli¢an rast;
svijetloruzi¢aste do ruziCaste
plosnate kolonije s bjelkastim
rubom

Candida tropicalis
ATCC 1369

Dobar do odli¢an rast; bijele
do kremaste kolonije

Dobar do odli¢an rast; sivo
plave do plavo-zelenkastih ili
metalik plave kolonije s
ljubi€astim vijencem ili bez njega
u okolnoj podlozi

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Djelomi¢na do potpuna
inhibicija

Djelomi¢na do potpuna inhibicija

*Aspergillus niger
ATCC 16404

Dobar do odli¢an rast

Dobar do odli¢an rast

Nije inokulirano

Svijetlozuti, proziran

Mlijeéno bijela, neprozirna

* moze se inkubirati najviSe 4 dana

POSTUPAK
Prilozeni materijal

BD Sabouraud GC Agar / Podloga CHROMagar Candida (dvostruke plo¢e Stacker od 90
mm) Mikrobioloski kontrolirano.
Radi diferencijacije dviju podloga ove dvostruke ploce, CHROMagar Candida Medium sadrzi
titan oksid (pogledajte formulu) zbog Cega je podloga mlije¢no bijela i neprozirna, dok je

Sabouraud GC Agar proziran.

Materijal koji nije prilozen

Podloge za dodatne kulture, reagensi i laboratorijska oprema prema potrebi.

Vrste uzoraka

Podloge u ovoj dvostrukoj plo€i koriste se za izolaciju gljivica te za izolaciju i identifikaciju
Candida albicans, C. tropicalis i C. kruseiiz svih vrsta Klinickih uzoraka (pogledajte takoder
RADNA SVOJSTVA | OGRANICENJA POSTUPKA).
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Postupak ispitivanja

Razmazite uzorak ili stani¢nu kulturu za izolaciju na povrSinu svake podloge. Ako se uzorak
nanosi izravno Stapi¢em, njezno protrljajte Stapi¢ na rubu manjeg podrucja svake povrsine, a
zatim ga razmazite s tih povrSina mikrobioloskom petljom. Inkubirajte ploCice aerobno pri
temperaturi od 35 +/- 2°C. Smanijite izlozenost svjetlu prije i tijekom inkubacije. Ocitajte podlogu
CHROMagar Candida Medium po isteku razdoblja od 42 do 48 sati. Buduéi da nekim sporo
rastu¢im nitastim gljivicama moze trebati dulje vrijeme inkubacije, vratite plocicu u inkubator do
4. dana ili dulje. Po isteku tog vremena ispitajte ima li na Sabouraud GC Agar dodatnih izolata
koji jo$ nisu pronadeni na podlozi CHROMagar Candida Medium, ali ne oCitavajte podlogu
CHROMagar Candida Medium ponovno nakon produljenog razdoblja inkubacije. I1zolate na GC
agaru Sabouraud treba dalje diferencirati za kompletnu identifikaciju.*® Povremeni izolati,
poput Cryptococcus neoformans i nitastih gljivica, zahtijevaju dulje vrijeme inkubacije i moguce
nize temperature inkubacije. Stoga se preporucuje inokulirati plo€icu s BD Sabouraud Agar
with Gentamicin and Chloramphenicol uzorkom i inknubirati ovu plocicu pri temperaturi od
25 — 30°C, u sluc¢aju da se ocekuju gljivice koje zahtijevaju nizu temperaturu inkubacije.

Rezultati

Po isteku odredenog vremena inkubacije ispitajte jesu li se na Sabouraud GC Agar pojavile
kolonije gljivica tipiéne boje i morfologije. Treba provesti biokemijska ispitivanja i mikroskopske
i seroloske postupke radi potpune identifikacije izolata.*®

CHROMagar Candida Medium: ovu je podlogu preporu¢eno ocitati na bijeloj pozadini. U
slu€¢aju da su prisutne vrste Candida, pojavljuju se kolonije svijetlozelene do srednjezelene
boje (C. albicans), svijetloruziCaste do ruzi€aste s bjelkastim rubom (C. krusei) ili plavo-
zelenkaste do metalik plave s ili bez ljubi¢astog vijenca (C. tropicalis). Ostale vrste Candida i
ostale vrste kvasaca imaju svijetloljubi¢astu do tamnoljubicastu boju (ruzi€asta do ljubicasta) ili,
u slu€aju da se ne koriste kromogeni supstrati, poprimaju svoju prirodnu boju kolonije
(kremasta do bijela).

Podaci iz razlicitih studija ukazuju da daljnja ispitivanja u svrhu identifikacije nisu potrebna za
Candida albicans, C. tropicalis i C. krusei.”*"

Kolonije svijetloruzi¢aste do tamnoruzicaste boje ili svijetloljubi¢aste do ljubi¢aste boje, kao i
kolonije koje se pojavljuju u svojoj prirodnoj kremastoj boji treba identificirati pomocu
standardnih metoda.”

RADNA SVOJSTVA | OGRANICENJA POSTUPKA

BD Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida Medium (dvostruka plo¢a) koristi se za
selektivnu izolaciju gljivica (Sabouraud GC Agar) te za izolaciju i identifikaciju C. albicans, C.
krusei i C. tropicalis (podloga CHROMagar Candida Medium).

Sabouraud GC Agar konvencionalna je podloga Siroke primjene za selektivnu izolaciju gljivica.
Izolate i1260ve podloge treba dalje diferencirati koristenjem klasi¢nih postupaka za identifikaciju
gljivica.”

Nocardia i Actinomyces nitaste su bakterije (ne gljivice!) i zbog toga ne rastu na podlogama
Sabouraud koje sadrze bakterijske inhibitore.

Detaljne informacije i preporu€ene postupke za identifikaciju izolata potrazite u odgovarajuc¢im
referentnim materijalima.>®®

Upotreba podloge CHROMagar Candida Medium za izravnu identifikaciju C. albicans, C.
krusei i C. tropicalis zabiljezena je u nekoliko studija i prirucnika u kojima mozete takoder
pronaéi dodatne informacije o preporuéenim postupcima.”®'? Rezultate nedavnog ocjenjivanja
uginkovitosti podloge BD CHROMagar Candida Medium zabiljeZili su Jabra-Rizk i suradnici."’

Candida (Torulopsis) glabrata obi¢no proizvodi svijetloljubiCaste do tamnoljubicaste kolonije na
ovoj podlozi.? Medutim, preporuéuje se da se organizmi koji se pojavljuju u ovoj boji potvrde
dodatnim biokemijskim ispitivanjima buduci da tu boju kolonije moze proizvesti nekoliko vrsta
kvasca.
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Kolonije ruzi¢aste boje ili svijetloljubiCaste do tamnoljubiCaste boje, kao i kolonije koje se
pojavljuju u svojoj prirodnoj kremastoj boji na ovoj podlozi treba identificirati pomocu
standardnih metoda.®®

Sve ostale gljivice, osim kvasca, mogu se takoder izolirati na ovoj podlozi ako su inkubirane pri
odgovarajuéoj temperaturi i na vremenski rok koji je prikladan za ove organizme.

Buduci da nitaste gljivice mogu metabolizirati kromogene supstrate, boje koje ovi organizmi
pokazuju na podlozi CHROMagar Candida mogu se razlikovati od onih koje se prikazuju na
drugim gljivicnim podlogama. Ne koristite izgled rasta nitastih gljivica na ovoj podlozi u svrhu
tradicionalne morfoloSke identifikacije.

ZabiljeZeno je da C. dubliniensis proizvodi distinktivno tamnozelenu boju na primarnoj izolaciji s
podlogom CHROMagar Candida.'®"® Medutim, potkultura moZda ne sadrZi ovo svojstvo. Za
potvrdu pojave C. dubliniensis potrebna su dodatna fenotipska i genotipska ispitivanja.Za
diferencijaciju dvije vrste moguce je koristiti jednostavna fenotipska ispitivanja, primjerice rast
izolata pri temperaturi od 45°C (C. dubliniensis: negativan; C. albicans: pozitivan)."?

Prije prve upotrebe podloge BD CHROMagar Candida Medium preporucuje se obuka o
uobi¢ajenom izgledu kolonije s definiranim sojevima C. albicans, C. krusei i C. tropicalis, npr.
sojevima spomenutim u KORISNICKOJ KONTROLI KVALITETE.

Nekoliko nitastih gljivica zahtijeva nize temperature inkubacije od one koja je potrebna za BD
Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida Medium (dvostruka plo€a). Medutim inkubacija
ove dvostruke ploce pri temperaturama nizim od 35°C moze odgoditi kromogene reakcije na
podlozi CHROMagar Candida Medium.
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PAKIRANJE/DOSTUPNOST

BD Sabouraud GC Agar / CHROMagar Candida Medium (Biplate)

Kat. br. 254515 Plo¢aste podloge spremne za upotrebu, cpu 20
Kat. br. 257663 Plo¢aste podloge spremne za upotrebu, cpu 120

DODATNE INFORMACIJE
Dodatne informacije zatrazite od lokalnog predstavnika tvrtke BD.

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection

Svi drugi zastitni znakovi u vlasniStvu su tvrtke Becton, Dickinson and Company.
© 2014 BD
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