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KVALITEEDIKONTROLLI PROTSEDUURID (Valikuline)

SISSEJUHATUS

Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud’ dekstroosiagar) on mitteselektiivne s66de patogeensete ja mittepatogeensete seente
(eriti dermatoftiltide) kultiveerimiseks. Selektiivsuse saavutamiseks lisatakse klooramfenikooli.

RESULTATIIVSUSPROOVI PROTSEDUUR

1. Veeldage Sabouraud Dextrose Agar Deeps (Sabouraud’ dekstroosiagari s66tmed) A-suuruses katsutites, keetes neid
veevannis.* Jahutage temperatuurini 45-50 °C ja valage Petri tassile ning laske véahemalt 30 minutit tahkuda.

*MARKUS. Mikrolaineahju ei soovitata kasutada.
2. Inokuleerige tltpproove allpool loetletud kultuuridega.

a. Triibutage agari pinda 0,01 ml kalibreeritud silmusega, kasutades seenepuljongi kultuure (kuni 7 paeva vanused).
Escherichia coli jaoks inokuleerige iiks aas 18- kuni 24-tunnise Trypticase Soy Brothi (sojapuljongi) kultuuriga, mida on
lahjendatud 107"

b. Inkubeerige katseainumaid aeroobses keskkonnas temperatuuril 25-30 °C. Katsutis ja pudelis olevate sé6tmete korgid
tuleb lahti keerata.

c. Klooramfenikooliga Sabouraud’ dekstroosiagari kaldplaatide anallisimisel lisage mitteselektiivse kontrollmaterjalina
plaadid Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol (Sabourad’ dekstroosiagar kloonamfenikooliga).

MARKUS. Tddtage A. brasiliensis’ega (ATCC 16404) bioloogilises ohutuskapis.

3. Kontrollige mahuteid kuni 7 paeva kasvamise ja pigmentatsiooni suhtes ning selektiivsuse suhtes klooramfenikooli
sisaldavas so6tmes.

4. Oodatavad tulemused
Sabouraud’ dekstroosiagar

CLSI organismid ATCC Viljakiilvamine

*Candida albicans 60193 Kasv 72 tunni jarel
*Trichophyton mentagrophytes 9533 Kasv 72 tunni jarel
Sabouraud’ dekstroosiagar klooramfenikooliga

Organismid ATCC Viljakiilvamine

*Aspergillus brasiliensis 16404 Kasv

*Candida albicans 10231 Kasv

*Trichophyton mentagrophytes 9533 Kasv

*Escherichia coli 25922 Inhibitsioon (osaline voi taielik)

*Soovitatav organismikilv kasutaja kvaliteedikontrolliks.

TAIENDAV KVALITEEDIKONTROLL

1. Uurige katsuteid v6i pudeleid, nagu on kirjeldatud jaotises , Toote riknemine”.

2. Uurige tulpkatsuteid voi -pudeleid ja veenduge, et mingi fliusiline defekt ei takista nende kasutamist.
3. Maarake toatemperatuuril potentsiomeetriliselt pH, et jargida tapsustust 5,6 + 0,2.
4

Inkubeerige inokuleerimata tulipkatsuteid vdi -pudeleid temperatuuridel 20—25 °C ja 30-35 °C ning uurige neid 7 paeva
parast mikroobse saastumise suhtes.

TOOTETEAVE

SIHTOTSTARVE

Sabouraud’ dekstroosiagarit kasutatakse dermatofuititide kultiveerimiseks kvalitatiivsetes protseduurides. S66de muudetakse
seente suhtes selektiivsemaks klooramfenikooli lisamisega.

KOKKUVOTE JA SELGITUS

Sabouraud’ dekstroosiagar on iildotstarbeline s66de, mille Sabouraud téétas vélja dermatofiiiitide kultiveerimiseks.' Madal pH
(umbes 5,6) on soodne seente (eriti dermatofiititide) kasvuks ja kergelt inhibeeriv kliinilistes proovides sisalduvate saastavate
bakterite suhtes.** Klooramfenikooli lisamise eesmérk on suurendada bakterite inhibitsiooni ja véimaldada nende oportunistlike
seente isolatsiooni saastatud proovidest, mis péhjustavad dermatofiitoosiga sarnaseid kliinilisi nakkuseid, aga mis on tundlikud
mdnes selektiivses seensddtmes sisalduva tsiikloheksimiidi suhtes.®*

PROTSEDUURI PRINTSIIBID

Sabouraud’ dekstroosiagar on peptooni s66de, millele on seente kasvu soodustamiseks lisatud dekstroosi. Peptoonid on
lammastiku kasvutegurite allikad. Dekstroos on mikroorganismide kasvu energiaallikas. Klooramfenikool on laia spektriga
antibiootikum, millel on inhibeeriv mdju paljude gramnegatiivsete ja grampositiivsete bakterite suhtes, kui see koostisele
lisatakse.®
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REAGENDID
Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud’ dekstroosiagar)
Ligikaudne valem* liitri puhastatud vee kohta

Pankrease ensuimidega tdddeldud kaseiin .................. 50¢9
Maoensuimidega t66deldud loomne kude ..................... 50¢9
DEKSIr00S ..ot 40,09
AGAE e 15,09

*Vajaduse korral kohandatud ja/véi tdiendatud toimingu kriteeriumide jargi.

Agar Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol ((Sabouraud’ dekstroosiagar) klooramfenikooliga) sisaldab lisaks
Ulaltoodud koostisosadele ka 0,05 g klooramfenikooli.

Hoiatused ja ettevaatusabinéud. Kasutamiseks in vitro diagnostikas.

Tihedalt korgitud katsutid tuleb avada ettevaatlikult, et valtida klaasi purunemisest tingitud vigastusi.

Kliinilistes anallisides vdib esineda patogeenseid mikroorganisme, sh hepatiidiviiruseid ja HI-viirust. Kdigi vere véi muude
kehavedelikega saastatud esemete kéitlemisel tuleb jargida (ildisi ettevaatusabindusid (,Standardsed ettevaatusabindud”®®) ja
asutuses kehtivaid eeskirju. Parast kasutamist peavad ettevalmistatud tuubid, proovikonteinerid ja muud saastatud materjalid
olema steriliseeritud autoklaavis enne kdrvaldamist.

Sailitusjuhised. Parast kattesaamist sailitage katsuteid pimedas temperatuuril 2-8 °C. Valtige kilmutamist ja Glekuumenemist.
Avage vahetult enne kasutamist. Viige valguse ligipads miinimumini. Katsutis tarnitavat s66det, mida on kuni kasutuseni
sailitatud sildil toodud juhiste kohaselt, vdib inokuleerida kuni aegumiskuupaevani ja inkubeerida soovitatavaks
inkubatsiooniajaks, sh seens66tme puhul kuni 6 nadalat. Laske s66tmel enne inokulatsiooni soojeneda toatemperatuurini.
Toote riknemine. Arge kasutage katsuteid, kui neil on naha mikrobiaalse saastumise, varvimuutuse, kuivamise véi teisi
riknemise tunnuseid.

PROOVIDE KOGUMINE JA TOOTLEMINE

Kultuuri jaoks kdlblikke proove véidakse kaidelda erinevaid tehnikaid kasutades. Uksikasjaliku teabe saamiseks vaadake
asjakohaseid 16ike. """ Proovid peavad olema saadud enne antimikroobsete toimeainete manustamist. Tuleb hoolikalt jalgida, et
proov saabuks laborisse viivitamatult.

PROTSEDUUR

Komplekti kuuluvad materjalid Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud’ dekstroosiagar) voi Sabouraud Dextrose Agar with
Chloramphenicol (Sabouraud’ dekstroosiagar klooramfenikooliga)

Noutavad, kuid komplekti mittekuuluvad materjalid: Taiendavad kultuurs66tmed, reagendid, kvaliteedikontrolli organismid ja
laboriseadmed vajaduse alusel.

Katse protseduur. Jargige aseptikandudeid.

Veeldage A-suurustes katsutites olev agar, keetes neid veevannis.* Jahutage temperatuurini 45-50 °C ja valage Petri tassidele.
Laske vahemalt 30 minutit tahkuda.

Triibutage proov plaate ja pudeleid kasutades vdimalikult kiiresti parast proovi laboratooriumisse saabumist, kasutades
isoleeritud kolooniate saamiseks steriilset inokulatsioonisilmust. Proovide t66tlemise ja inokulatsiooni kohta vaadake teavet
vastavate viidete alt.>*

Ettevalmistatud kaldplaadid katsutites on peamiselt mdeldud puhaste kultuuridega kasutamiseks nende sailitamiseks vdi muul
eesmargil.

S6odet voib inokuleerida kuni aegumiskuupaevani ja inkubeerida kuni 6 nadala jooksul.

Seente isoleerimiseks potentsiaalselt saastatud proovidest tuleb koos mitteselektiivse sd6tmega koos inokuleerida selektiivne
s6dde. Inkubeerige mahutites suurema niiskusega ja temperatuuril 25-30 °C. K&ikides kultuurides tuleb seente kasvamist
kontrollida vahemalt kord nadalas ja neid tuleb alles hoida vahemalt 4—-6 nadalat, enne kui tulemused negatiivsena esitatakse.

*MARKUS. Mikrolaineahju ei soovitata kasutada.
Kasutaja kvaliteedikontroll Vaadake jaotist ,Kvaliteedikontrolli protseduurid®.

Iga s66tmepartiid on testitud, kasutades asjakohaseid kvaliteedikontrolli organisme, ning testid vastavad toote
spetsifikatsioonile ja CLSI standarditele (kui need on asjakohased). Nagu alati tuleb kvaliteedikontrolli tegemisel jargida
kehtivaid kohalikke, osariigi, foderaalseid voi riiklikke maarusi, akrediteerimisndudeid ja/vdi labori standardseid
kvaliteedikontrolli protseduure.

Katsutis, pudelis oleva ja Mycoflaski s66tme pH potentsiomeetriliseks maaramiseks tuleb kasutada tihekordset elektroodi, mis
on piisavalt vaike katsutisse mahtumiseks. Elektroodi ots peab agari massis olema pooltahke vdi tahke s66tme keskel.
TULEMUSED

Pérast piisavat inkubatsiooni vdivad isoleeritud kolooniad ndha olla mahutite viirutatud aladel ja samasuunaline kasv voib ndha
olla tugevalt inokuleeritud aladel.

Puhaste seenekultuuride saamiseks voib olla vaja kasv kaldplaatidelt plaatidel s66tmele viia.

Uurige plaatidel tiitipilise mikroskoopilise ja morfoloogiaga seente kolooniaid.*'? Leidude kinnitamiseks tuleb teha biokeemilised
ja seroloogilised protseduurid.

PROTSEDUURI PIIRANGUD

Kérge slisivesikute sisalduse t&ttu ei pruugi saada ménda seent (nt Blastomyces dermatitidis) sellelt séétmelt vélja kiilvata.™

Tuvastamiseks peavad organismid olema puhtas kultuuris. Téielikuks tuvastamiseks tuleb teha morfoloogilised, biokeemilised
jalvéi seroloogilised katsed. Uksikasjalikku teavet ja soovitatud protseduure vaadake asjakohastest tekstidest.'®"
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RESULTATIIVSUSE KARAKTERISTIKUD
Sabouraud’ dekstroosiagar

Enne valjasaatmist anallisitakse koiki Sabouraud’ dekstroosiagari mahutite partiisid resultatiivsuse karakteristikute suhtes.
Partii tiupproove viirg-inokuleeritakse Trichophyton mentagrophytes’i (ATCC 9533) ja Candida albicans’i (ATCC 60193)
varskete seenepuljongi kultuuridega, kasutades 0,01 ml kalibreeritud silmust. Kasvu ja kolooniate pigmentatsiooni kontrollitakse
mahutites 2, 5 ja 7 paeva jarel parast inkubeerimist temperatuuril 25-30 °C. C. albicans’i kasv on vahene kuni intensiivne
valgete kuni kreemikate kolooniatega. T. mentagrophytes’i kasv on vahene kuni intensiivne valgete kuni kreemikate ja pruunide
kolooniatega.

Klooramfenikooliga Sabouraud’ dekstroosiagar

Enne valjasaatmist anallisitakse koiki klooramfenikooliga Sabouraud’ dekstroosiagari mahutite partiisid resultatiivsuse
karakteristikute suhtes. Partii tilpproove viirg-inokuleeritakse Trichophyton mentagrophytes’i (ATCC 9533), Candida albicans’i
(ATCC 60193), Aspergillus brasiliensis’i (ATCC 16404) ja Escherichia coli (ATCC 25922) Trypticase’i sojapuljongi kultuuridega,
kasutades 0,01 ml kalibreeritud silmust. Kasvu ja kolooniate pigmentatsiooni kontrollitakse mahutites 2, 5 ja 7 paeva jarel parast
inkubeerimist temperatuuril 25-30 °C. C. albicans’i kasv on vahene kuni intensiivne valgete kuni kreemikate kolooniatega. T.
mentagrophytes’i kasv on vahene kuni intensiivne valgete kolooniatega. A. brasiliensis’e kasv on vahene kuni intensiivne
pruunide kuni mustade kolooniatega. E. coli kasv on kesine vdi taiesti inhibeeritud.

KATTESAADAVUS

Kat. nr Kirjeldus

221012 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants (Sabouraud’ dekstroosiagari kaldplaadid), pakendis 10 A-suuruses
katsutit

221013 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants (Sabouraud’ dekstroosiagari kaldplaadid), mahutis 100 A-suuruses
katsutit

296182 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Deeps (Sabouraud’ dekstroosiagari s66tmed) (Pour Tubes), 20 mL, mahutis
100 A-suuruses katsutit

221136 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar (Sabouraud’ dekstroosiagar), Mycoflask-i pudelid, pakendis 10

221825 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol Slants (Sabouraud’ dekstroosiagar klooramfenikooliga
kaldplaatidega), mahutis 100 A-suuruses katsutit

221314 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol (Sabouraud’ dekstroosiagar klooramfenikooliga
kaldplaatidega), Mycoflask-i pudelit, pakendis 10
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