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BD Clostridium Difficile Agar with 7% Sheep Blood

VERWENDUNGSZWECK

BD Clostridium Difficile Agar with 7% Sheep Blood (Clostridium-Difficile-Agar mit 7 %
Schafblut) ist ein selektives Medium zum Erstisolierung von Clostridium difficile aus Stuhlproben
und anderen klinischen Proben.

GRUNDLAGEN UND ERLAUTERUNG DES VERFAHRENS

Mikrobiologische Methode.

Clostridium difficile gilt als einer der haufigsten Ausléser von Antibiotika-assoziierter Kolitis und
pseudomembrandser Kolitis (PMK)*. Fir die Isolierung von C. difficile sind eine Reihe von
Verfahren entwickelt worden.?* Im Jahre 1979 haben George et al. ein Medium mit dem
Namen CCFA (Cycloserin-Cefoxitin-Fructose-Agar) entwickelt, ein blutfreies Medium basierend
auf der von McClung und Toabe entwickelten Eigelb-Agar-Rezeptur, in welchem die Glucose
durch Fructose ersetzt wurde.® BD Clostridium Difficile Agar mit 7% Sheep Blood ist eine
Modifikation der urspriinglichen CCFA-Rezeptur. Die Peptonkonzentration wurde auf einen mit
anderen fur C. difficile verwendeten Medien vergleichbaren Gehalt verringert, wahrend der
Cycloserin- und Cefotixin-Gehalt reduziert wurde, da die urspriingliche Rezeptur eine allzu
hemmende Wirkung zeigte.® Das Eigelb wurde weggelassen, da C. difficile lecithinase- und
lipase-negativ ist und das Medium die meisten anderen Clostridien hemmt. Das Schafblut
liefert die Nahrstoffe und erlaubt eine gute Sporulation und den Nachweis einer griinlichen
Fluoreszenz unter Langwellen-UV-Licht. "

Pepton und Fructose liefern die notwendigen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen. Phosphate
erhalten den pH-Wert aufrecht. Cycloserin und Cefoxitin sind selektive Agenzien zur
Unterdriickung von begleitenden Bakterien.

REAGENZIEN
BD Clostridium Difficile Agar with 7% Sheep Blood
Zusammensetzung* pro 1 Liter destilliertem Wasser

Peptisch abgebautes Tiergewebe 32,09
Fructose 6,0
Kaliumdihydrogenphosphat 1,0
Dinatriumphosphat 5,0
Natriumchlorid 2,0
Magnesiumsulfat 0,1
Cycloserin 0,5
Cefoxitin 0,016
Agar 20,0
Schafblut, defibriniert 7%
pH7,2+0,3

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.

VORSICHTSMASSNAHMEN

. Nur fur den professionellen Gebrauch. @

Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung, Rissen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

Hinweise zur aseptischen Arbeitsweise, Biogefahrdung und Entsorgung des Produkts sind der
ALLGEMEINEN GEBRAUCHSANLEITUNG zu entnehmen.

PA-254406.06 -1-



AUFBEWAHRUNG UND HALTBARKEIT

Nach Erhalt Platten bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Dunkeln bei 2 — 8 °C in der
Originalverpackung lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Die Platten kdnnen bis zum
Verfallsdatum (s. Kennzeichnung auf der Verpackung) inokuliert und entsprechend den
empfohlenen Inkubationszeiten inkubiert werden.

Platten aus bereits gedffneten Stapeln mit jeweils 10 Platten kdnnen bei Lagerung in einem
sauberen Bereich bei 2 — 8 °C bis zu einer Woche verwendet werden.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Reprasentative Proben mit den nachfolgend aufgefiihrten Stammen inokulieren (detaillierte
Informationen sieche ALLGEMEINE GEBRAUCHSANLEITUNGEN). Platten 48 — 72 h bei
35 — 37 °C anaerob inkubieren.

Stamme Wachstum

Clostridium difficile ATCC™ 9689 Gutes bis ausgezeichnetes Wachstum, graue
Kolonien mit gewolbten Randern, keine Hdmolyse

Clostridium perfringens ATCC 13124 Teilweise bis vollstandig gehemmtes Wachstum,
Beta-Hamolyse

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Vollstdndig gehemmtes Wachstum

Escherichia coli ATCC 25922 Vollstandig gehemmtes Wachstum

Proteus mirabilis ATCC 12453 Vollstandig gehemmtes Wachstum

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Vollstandig gehemmtes Wachstum

Nicht inokuliert Rot (blutfarben)

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial
BD Clostridium Difficile Agar with 7% Sheep Blood (90 mm Stacker™-Platten).
Mikrobiologisch kontrolliert.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien und Laborgerate nach Bedarf.

Probenarten und Probenentnahme

Dieses Medium wird zur Isolierung von C. difficile aus Fakalproben verwendet. Frische
Stuhlproben (idealerweise 10 — 20 mL wassriger Stuhl) von Patienten mit Verdacht auf
pseudomembrandse Kolitis (PMK) sind zu verwenden. Die Ergebnisse von Tests mit festem,
geformten Stuhl werden wahrscheinlich nicht zur Diagnose von PMK beitragen. Besonders
hospitalisierte Patienten, welche wéhrend oder kurz nach einer Antibiotikatherapie Durchfall
entwickeln, sollten auf eine Infektion mit C. difficile und PMK getestet werden. Clostridium
difficile ist sehr sauerstoffempfindlich. Deshalb missen die Stuhlproben frisch sein und innerhalb
von 2 Stunden weiterverarbeitet werden, wenn keine anaeroben Transportmedien verwendet
werden (siehe auch LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN).
Wenn die Proben in anaerobe Transportmedium-Réhrchen gegeben werden, ist eine langere
Transportzeit akzeptabel. 24 h sollten jedoch nicht Gberschritten werden.

Proben nicht einfrieren!”®

Testverfahren

Proben méglichst bald nach Eingang im Labor auf BD Clostridium Difficile Agar with 7%
Sheep Blood inokulieren und zur Isolierung ausstreichen. Da einige Stamme von C. difficile
auf Grund der selektiven Eigenschaften des Mediums moglicherweise nur ein schwaches
Wachstum zeigen, empfiehlt es sich, auch ein nicht selektives Medium, wie z.B. BD Schaedler
Agar with Vitamin K1 and 5% Sheep Blood oder BD CDC Anaerobe Agar with 5% Sheep
Blood miteinzubeziehen. Da einige fakultative Anaerobier potenziell ahnliche Reaktionen
hervorrufen wie C. difficile, wird ebenfalls die Anwendung einer aerob inkubierten Blutagar-
Platte empfohlen, um zu bestétigen, dass es sich bei dem Isolat um einen obligaten Anaerobier
handelt.

Anaerobe Medien sollten vor der Inokulation reduziert werden, indem sie vor Gebrauch 6 —

24 h einer anaeroben Umgebung ausgesetzt werden. Eine effiziente und einfache Art,
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geeignete anaerobe Bedingungen zu erreichen, ist die Verwendung des anaeroben BD
GasPak Systems.

Platten sofort 48 h bei 35 — 37 °C anaerob inkubieren. Ungeachtet des verwendeten
anaeroben Systems ist es wichtig, einen Indikator der Anaerobiose einzuschlie3en, wie z.B.
den anaeroben BD GasPak Einmalindikator.

Ergebnisse

Nach einer Inkubationszeit von 48 — 72 h erscheint Clostridium difficile als grau-weif3e Kolonien, im
Aussehen gemahlenem Glas ahnelnd und mit leicht faserigem Rand, jedoch ohne Anzeichen von
Beta-Hamolyse. Gut gewachsene Kulturen zeigen den charakteristischen ,pferdestallartigen”
Geruch, welcher durch die Bildung von p-Cresol hervorgerufen wird. Wachstum mit einem
Langwellen-UV-Licht auf griinliche Fluoreszenz tberpriifen. Dies sollte innerhalb einer Stunde nach
der Entnahme aus der anaeroben Atmosphare gemacht werden. Nach der Exposition gegenlber
Sauerstoff, kbnnen die Kolonien schnell absterben, was Ublicherweise mit einem Verlust der

Fluoreszenz einhergeht. Zur vollstandigen Identifizierung der Isolate sind weitere Tests notwendig.”
13

Interpretation der Ergebnisse

Da das Vorhandensein von Clostridium difficile in der Kultur ohne den Nachweis der Toxine A und B
des Organismus nicht auf eine Antibiotika-assoziierte oder pseudomembranése Kaolitis schlieBen
lasst, missen mit der Stuhlprobe auch die geeigneten immunologischen Tests durchgefihrt werden.
Ebenfallafgllten die Ergebnisse im Zusammenhang mit den klinischen Beobachtungen interpretiert
werden.™

LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Dieses Plattenmedium ist eine der Standardrezepturen zur Erstisolierung von Clostridium
difficile. Einige diagnostische Tests konnen auf der Priméarisolierplatte durchgefuhrt werden.
Zur ldentifizierung muss der Mikroorganismus in Reinkultur vorliegen. Die vollstandige
Identifizierung kann auf Grund von Gramreaktion, Zellmorphologie, Sauerstoffempfindlichkeit,
biochemischen Reaktionen, Empfindlichkeit auf antimikrobielle Agenzien und Gas-Flissigkeit-
Chromatographie der Stoffwechselprodukte erreicht werden.

Andere Clostridia-Spezies, z.B. C. ramosum, kénnen auf diesem Medium Wachstum und
Fluoreszenz zeigen. AuRerdem sollte die etiologische Diagnose von pseudomembrandser
Kolitis nicht allein auf der Isolierung von Clostridium difficile basieren (siehe auch
Interpretation der Ergebnisse).***

Da es das perfekte Medium nicht gibt, kbnnen auch einige Stamme von C. difficile angetroffen
werden, die auf diesem Medium nur ein schwaches Wachstum zeigen. Die Art der Proben und
der physiologische Zustand der Organismen kdnnen die Isolierung der gewiinschten Spezies
beeinflussen, sowie die Wirkung der Hemmeigenschaften des Mediums verandern.
Clostridium difficile ist sehr sauerstoffempfindlich. Proben und Kulturen die Gber langere Zeit
Sauerstoff ausgesetzt sind, verlieren schnell ihre Lebensfahigkeit.®
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VERPACKUNG/LIEFERBARE PRODUKTE
BD Clostridium Difficile Agar with 7% Sheep Blood
Best.-Nr. 254406 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 20 Platten

WEITERE INFORMATIONEN
Weitere Informationen erhalten Sie bei lhrer drtlichen BD-Vertretung.

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/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD logo, GasPak and Stacker are trademarks of Becton, Dickinson and Company.
© 2011 BD
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