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ELIchrom glabrata ist ein Schnelltest (20 Minuten) und Unit-Test zur schnellen Identifizierung von
Kolonien von Candida glabrata.
Ein Kit erméglicht die Durchfiihrung von 40 Tests.

2 - EINFUHRUNG

hefen der Gattung Candida koénnen haut-Candidiasis, Schleimhaut-Candidiasis, Candidamie oder
invasive Candidiasis verursachen.

Candida sind meist kommensale hefen der Verdauungs- und Urogenitalschleimhaut. Sie werden erst
dann pathogen, wenn im Wirtsorganismus giinstige Bedingungen herrschen. Zu den Faktoren, die eine
Candidiasis-Infektion begtinstigen, gehoren intrinsische physiologische oder pathologische Faktoren
(extreme Lebensalter, Schwangerschaft, Diabetes, Immunschwéache und bosartige Erkrankungen) und
extrinsische Faktoren, die im Wesentlichen iatrogener Natur sind. Die Pravalenz der Candidiasis ist in
den letzten zwanzig Jahren durch das Auftreten von Krankheiten wie AIDS, dem weit verbreiteten
Einsatz von Antibiotika und oralen Kontrazeptiva, der Entwicklung immunsuppressiver Therapien,
parenteraler Erndhrung, der Verbreitung aggressiver Untersuchungsmethoden und chirurgischer Eingriffe
erheblich gestiegen. Zum Beispiel machen Candidamien etwa 10 % aller nosokomialen Infektionen aus,
dieser Prozentsatz kann laut einigen Studien sogar 20 % erreichen. Zudem bleibt ihre Prognose sehr
schlecht, die Mortalitat bei Pilzpatienten schwankt zwischen 38 und 50 %.

C. albicans ist die am haufigsten isolierte Art. Es stellt 60 bis 80 % der klinischen Isolate dar. Dennoch
werden andere Arten wie C. dubliniensis, eine Art, die dem C. albicans sehr nahe ist,

C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. lipolytica, immer haufiger als
Mykoseerreger angegeben.

C. glabrata stellt laut Studien 5 bis 25 % der hefeisolationen in der medizinischen Mykologie dar. In
Bezug auf die héaufigkeit ist diese hefe derzeit die zweite beim Menschen anzutreffende Art. Ihr
pathogener Charakter ist heute nicht mehr umstritten, da sie fir 10 bis 25 % der Kandidaturen
verantwortlich ist. Dariiber hinaus ist C. glabrata generell weniger empfindlich gegeniiber Azolderivaten,
und einige Isolate von Patienten, die mit Fluconazol oder Ketoconazol behandelt wurden, scheinen
gegen fast alle Azolderivate resistent zu sein.

Die Isolierung und schnelle Identifizierung von C. glabrata ist daher fiir die Einleitung einer geeigneten
Therapie unerléasslich. Klassischerweise wird diese Identifizierung mit biochemischen Tests,
Auxanogrammen von Kohlenstoff (Untersuchung der Assimilation von Oses als Kohlenstoff- und
Energiequelle) und Zymogrammen (Untersuchung der Verwendung von Oses bei der Anaerobiose)
durchgefiihrt, die eine relativ lange Reaktionszeit von 24 bis 48 h erfordern.

C. glabrata kann schneller mit Systemen identifiziert werden, die auf dem Nachweis von vorgeformten
Enzymen basieren, die chromogene Substrate verwenden oder auf der Assimilation von Trehalose
basieren. ELIchrom glabrata ist ein Schnelltest zur Identifikation von C. glabrata, basierend auf dem
Nachweis dieses Enzyms.

3 - GRUNDSATZ

Unter den hefen von medizinischem Interesse kann C. glabrata unter bestimmten Bedingungen sehr

schnell Trehalose zu Glukose hydrolysieren. Die Offenbarung dieser Glukoseproduktion erlaubt dann die

Identifizierung der hefe. Zusétzlich zum Trehalosetest missen jedoch zwei Kontrollen durchgefiihrt

werden:

« eine Maltosekontrolle, da einige Isolate von C. tropicalis auch Trehalose abbauen konnen, sie aber im
Gegensatz zu C. glabrata, Maltose aufnehmen.

« eine Kontrolle in Abwesenheit von Ose (basale Mediumkontrolle des Reagenzes), da die Isoliermedien
Glukose enthalten und eine schlechte Kolonieprobe, die Agar enthalten wiirde, zu einer falsch-
positiven Reaktion fiihren kénnte.

ELIchrom glabrata erlaubt die Durchfithrung eines dreistufigen Test zur Identifizierung von C. glabrata :

1. herstellung einer hefesuspension in destilliertem Wasser.

2. Inkubation der hefesuspension mit Trehalose oder Maltose (hefekontrolle) oder Basismedium

(Isoliermediumkontrolle).
3. Offenbarung von Glukose durch den Entwickler, der eine Mischung aus Glukose-Oxidase,
Peroxidase und chromogenem Substrat ist.

Culture medium

Trehalose

Colonies of C.glabrata

Trehalase

Oxidized Chromogen
(orange-brown)

| Chromogen

4 - REAGENZIEN UND MATERIALIEN

Beschreibung Anzahl

REAG : gefriergetrocknetes Reagenzflaschchen
(zu rekonstituieren mit 1,3 mL sterilem destilliertem Wasser) 3

TEST CARD : Karten von 12 Brunnen, also 4 Identifikationen 10
die Brunnen T enthalten ein Basismedium und Trehalose
die Brunnen M enthalten ein Basismedium und Maltose

die Brunnen B enthalten ein Basismedium

5 - VORSICHTSMARNAHMEN FUR DEN GEBRAUCH

- Die ELIchrom glabrata ist fir die in vitro-Diagnose nur durch autorisiertes Personal bestimmt. Die

Tests sind nur fur den einmaligen Gebrauch bestimmt.

Stellen Sie sicher, dass die dehydrierten Medien nicht verandert werden (Vorhandensein eines blauen

Flecks in allen Brunnen).

- Die Proben sind potentiell infektiés. Sie mussen mit den tblichen Vorsichtsmanahmen und unter
Beachtung der im Verwendungsland geltenden hygienevorschriften behandelt werden.

- Verwenden Sie keine Reagenzien tber das Verfallsdatum hinaus.

- Verwenden Sie keine Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

- Warten Sie, bis sich die Reagenzien bei Raumtemperatur ausgeglichen haben.

REAG: GHSO08
Enthalt Glucoseoxidase und 3,3-Dimethoxybenzidindihydrochlorid.

- H334: Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden

verursachen.

- H350: Kann Krebs erzeugen.

- P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

- P261: Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.

- P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

- P304+P340: BEI EINATMEN: An die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die das
Atmen erleichtert.

- P342+P311: Bei Symptomen der Atemwege: GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.
- P308+P313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

6 - PROBENAHME
ELIchrom glabrata kann auf isolierten hefen nach der Kultur bei +37 °C oder +22 °C 24 bis 96 h lang
auf Sabouraud-Medien und auf chromogenen Medien fiirCandida durchgefuhrt werden.

7 - KONSERVIERUNG UND HERSTELLUNG VON REAGENZIEN

Lagern Sie TEST CARD und Reagenz REAG (lyophilisiert oder rekonstituiert) bei 2-8 °C und vor Licht
geschtzt.

Nach der Rekonstitution ist das Reagenz REAG 2 Monate lang bei 2-8°C stabil.

Die haltbarkeit des rekonstituierten Reagenzes REAG kann durch Einfrieren (-20 °C) in Form von 75 pl
Aliquot (in sorgféltig verschlossenen Mikrotuben) unmittelbar nach der Rekonstitution auf 6 Monate
verlangert werden. Einmal aufgetautes Reagenz REAG kann nicht mehr eingefroren werden.

8 - BENOTIGTES, ABER NICHT IM LIEFERUMFANG ENTHALTENES MATERIAL
- Automatische Pipette(n) mit an die zu messende Menge angepasstem Pipettiervolumen
- hamolyse Réhrchen - Steriles destilliertes Wasser

- Behalter fur verunreinigte Abfalle - Pasteur-Pipette oder Ose

9 - VORGEHENSWEISE

Lassen Sie die Reagenzien vor Gebrauch bei Raumtemperatur ausgleichen.

1 Rekonstitution des REAG-Reagenzes:

- Das Reagenz REAG vorsichtig 6ffnen (Vakuumflasche).

- Geben Sie 1,3 mL steriles destilliertes Wasser in das Flaschchen und schitteln Sie es vorsichtig.

2 Durchfuhrung des Tests:

- Nehmen Sie 1 oder mehr TEST CARDS abhangig von der Anzahl der zu untersuchenden hefen
(Fur eine hefe schneiden Sie eine Karte so aus, dass sie die 3 Vertiefungen T, M und Bhaben).

- Identifizieren Sie ein hamolyseréhrchen und geben Sie 100 pl steriles destilliertes Wasser hinzu.

- Entehmen Sie vorsichtig die zu identifizierenden hefekolonien und homogenisieren Sie sie in 100
pl destilliertem Wasser, um eine Suspensionsdichte zu erhalten, die der von Punkt 5 des Mc
Farland-Bereichs entspricht (3 bis 4 Kolonien, wenn die Kultur auf Sabouraud-Medium
durchgefiihrt wurde, und 3 bis 8 je nach GroRe der Kolonien, wenn die Kultur auf einem
chromogenen Medium durchgefiihrt wurde).

- Geben Sie 25 pl der vorbereiteten hefesuspension mit hilfe einer Mikropipette auf jeden der blauen
Punkte T, Mund B .

- Lassen Sie 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (eine Verlangerung der Inkubationszeit um
10 Minuten hat keinen Einfluss auf das Endergebnis).

- Geben Sie 25 uL Reagenz REAG mithilfe einer Mikropipette in jeden der Brunnen T, Mund B .

- Lassen Sie 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

- Fihren Sie das Ablesen durch.

WICHTIG : Wenn das Ablesen verzdgert werden soll, muss die Reaktion blockiert werden, indem in

jeden Brunnen 25 pL H,SO. (3 M) hinzugefiigt werden. Fiir eine positive Reaktion wird die Farbe

braun/grau, dann fuchsia und im Falle einer negativen Reaktion wird eine leicht blauliche Farbe
beobachtet.

10 - ABLESEN

Positive Reaktion: Auftauchen einer mehr oder weniger dunklen Orangefarbung
Negative Reaktion: Keine Verfarbung

11 - INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

ERGEBNISSE
BRUNNEN T BRUNNEN M BRUNNEN B SCHLUSSFOLGERUNG
(Trehalose) (Maltose) (Basismedium)
Positiv Negativ Negativ C. glabrata.
Nicht- C. glabrata-hefe. Fiihren Sie die Identifizierung
Negativ Negativ Negativ fort.
Nicht- C. glabrata-hefe. Fiihren Sie die Identifizierung
Positiv Positiv Negativ fort.
Nicht- C. glabrata-hefe. Fiihren Sie die Identifizierung
Negativ Positiv Negativ fort.
Nicht interpretierbar. Wiederholen Sie die Tests
Positiv Positiv Positiv durch vorsichtiges Entnehmen der hefekolonien
ohne Agar zu entnehmen.

12 - FEHLERURSACHEN UND EINSCHRANKUNGEN DES TESTS

Entnehmen Sie Agar nicht gleichzeitig mit Kolonien, da dies zunicht

interpretierbaren Ergebnissen fiihren kann.

In allen Fallen ist es notwendig, alle klinischen, epidemiologischen und biologischen Daten zu
integrieren, bevor die endgiiltige Diagnose gestellt wird.

13 - LEISTUNGEN

Die Ergebnisse der Auswertungen von ELIchrom glabrata zeigen je nach verwendetem
Isolationsmedium eine Empfindlichkeit von 93,8 bis 97,9 % (97,9 % fur Candida ID-Medien,
CandiSelect, und Sabouraud und 93,8 % fiir das Medium ChROMagar candida) und eine Spezifitat von
97,6 bis 98,8 % (98,8% fur das Medium Sabouraud und ChROMagar candida, 98 % fur das Medium
Candida ID und 97,6 % fiur das Medium CandiSelect). (Raymond Robert - Labor fir
Parasitologie/Mykologie, Fakultat fur Pharmazie, 49100 Angers und Anne-Marie Freydiere - Labor fur
Mikrobiologie, Krankenhaus Debrousse, hospices Civils de Lyon, 69322 Lyon).

14 - ABFALLENTSORGUNG

Die Entsorgung von Abféllen muss gemaR den fur diese Art von Reagenzien im Verwendungsland
geltenden hygienevorschriften erfolgen.

Bei versehentlichem Verschutten des Reagenzes oder bei Verunreinigung der Umgebung durch hefe mit
Bleichmittel und saugfahigem Papier reinigen.
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