ELIchrom glabrata

Test rapido per l'identificazione della Candida glabrata

40 Test
(Ref. 44506)
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Per diagnostico in vitro, per uso professionale.
| test sono esclusivamente monouso.

1- OBIETTIVO

ELIchrom glabrata € un test rapido (20 minuti) e unitario per lidentificazione rapida di colonie di
Candida glabrata.
Un kit permette di eseguire 40 test.

2 - INTRODUZIONE

| Iievipi del genere Candida possono causare candidosi cutanea, della mucosa, candidemia o candidosi
invasiva.

La Candida & un lievito commensale della mucosa digestiva e urogenitale. Diventa patogeno solo
quando nell'organismo ospite sussistono condizioni favorevoli. | fattori che favoriscono linfezione da
candidosi comprendono fattori fisiologici o patologici intrinseci (eta avanzata, gravidanza, diabete,
immunodeficienza e malattie maligne) e fattori estrinseci di natura essenzialmente iatrogena. La
prevalenza della candidosi € aumentata in modo significativo negli ultimi ventanni a causa della
comparsa di malattie come I'AIDS, dell'uso diffuso di antibiotici e contraccettivi orali, dello sviluppo di
terapie immunosoppressive, della nutrizione parenterale, della diffusione di metodi di esame aggressivi e
di procedure chirurgiche. Ad esempio, la candidemia & responsabile di circa il 10% di tutte le infezioni
nosocomiali e, secondo alcuni studi, questa percentuale pud raggiungere il 20%. Inoltre, la prognosi
rimane molto sfavorevole, con una mortalita nei pazienti affetti da micosi che varia tra il 38 e il 50%.

C. albicans ¢ la specie piu frequentemente isolata. Rappresenta il 60-80% degli isolati clinici. Tuttavia,
altre specie come C. dubliniensis, una specie molto vicina a C. albicans,

C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. lipolytica, sono sempre pil spesso
segnalate come agenti micotici.

Secondo alcuni studi, C. glabrata rappresenta dal 5 al 25% degli isolamenti di lieviti in micologia medica.
In termini di frequenza, questo lievito & attualmente la seconda specie presente nelluomo. Il suo
carattere patogeno non € oggi pit controverso, essendo responsabile del 10-25% delle candidature.
Inoltre, C. glabrata & generalmente meno sensibile ai derivati azolici e alcuni isolati di pazienti trattati con
fluconazolo o ketoconazolo sembrano essere resistenti a quasi tutti i derivati azolici.

L'isolamento e la rapida identificazione di C. glabrata sono quindi essenziali per l'inizio di una terapia
appropriata. Normalmente, questa identificazione viene effettuata con test biochimici, auxanogrammi del
carbonio (che studiano I'assimilazione dell'Oses come fonte di carbonio e di energia) e zimogrammi (che
studiano l'uso dell'Oses nell'anaerobiosi), che richiedono un tempo di reazione relativamente lungo, da
24 a 48 ore.

C. glabrata pud essere identificata piti rapidamente con sistemi basati sulla rilevazione di enzimi
preformati utilizzando substrati cromogenici o basati sull'assimilazione di trealosio. ELIchrom glabrata &
un test rapido per l'identificazione di C. glabrata basato sulla rilevazione di questo enzima.

3 - PRINCIPIO

Tra i lieviti di interesse medicinale, C. glabrata pud idrolizzare molto rapidamente il trealosio in glucosio in

determinate condizioni. La rivelazione di questa produzione di glucosio permette di identificare il lievito.

Oltre al test del trealosio, tuttavia, & necessario effettuare due controlli:

un controllo del maltosio, poiché alcuni isolati di C. tropicalis possono anche degradare il trealosio, ma

a differenza di C. glabrata, ingeriscono il maltosio;

un controllo in assenza di ose (controllo del terreno basale del reagente), poiché i terreni isolanti

contengono glucosio e un cattivo campione di colonia contenente agar potrebbe portare a una

reazione falsamente positiva.

ELIchrom glabrata consente di eseguire un test trifasico per l'identificazione di C. glabrata:

1. preparazione di una sospensione di lievito in acqua distillata.

2. Incubazione della sospensione di lievito con trealosio o maltosio (controllo del lievito) o terreno di
base (controllo del terreno isolante).

3. Rivelazione del glucosio da parte dello sviluppatore, che & una miscela di glucosio ossidasi,
perossidasi e substrato cromogenico.

Culture medium

Trehalose

—

Colonies of C.glabrata

Trehalase

Oxidized Chromogen
(orange-brown)

4 - REAGENTI E MATERIALI

Descrizione Numero
REAG: provetta di reagente liofilizzato
(da ricostituire con 1,3 ml di acqua distillata sterile) 3
SCHEDA DEL TEST: cartine da 12 pozzetti, quindi 4 identificazioni 10

i pozzetti T contengono un terreno di base e trealosio
i pozzetti M contengono un terreno di base e maltosio
i pozzetti B contengono un terreno di base

5 - PRECAUZIONI D'USO

- ELIchrom glabrata & destinato alla diagnosi in vitro solo da parte di personale autorizzato. | test
sono esclusivamente monouso.

- Assicurarsi che i terreni disidratati non siano alterati (presenza di una macchia blu in tutti i pozzetti).

| campioni sono potenzialmente infettivi. Devono essere trattati con le consuete misure precauzionali

e nel rispetto delle norme igieniche vigenti nel Paese di utilizzo.

Mai utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza.

- Mai utilizzare reagenti di lotti diversi.

Attendere che i reagenti si equilibrino a temperatura ambiente.

REAG: GHSO08

Contiene glucosio-ossidasi e 3,3-dimetossibenzide-diidrocloruro.

- H334: Puo provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie se inalato.
- H350: Puo provocare il cancro.

- P201: Procurarsi istruzioni specifiche prima dell'uso.

- P261: Evitare di respirare la polvere/fumi/gas/nebbia/vapori/aerosol.

- P280: Indossare guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhifil viso.

- P304+P340: IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all’aria aperta e mantenerlo a riposo in
posizione che favorisca la respirazione.

- P342+P311: In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico.

- P308+P313: IN CASO di esposizione o di possibile esposizione, consultare un medico.

6 - PRELIEVO DEL CAMPIONE
ELIchrom glabrata pud essere eseguito su lieviti isolati dopo coltura a +37 °C o +22 °C per 24-96 h su
terreni Sabouraud e su terreni cromogenici per Candida.

7 - CONSERVAZIONE E PRODUZIONE DEI REAGENTI

Conservare la SCHEDA DEL TEST e il reagente REAG (liofilizzato o ricostituito) a 2-8 °C e al riparo
dalla luce.

Dopo la ricostituzione, il reagente REAG é stabile per 2 mesi a 2-8 °C.

La durata di conservazione del reagente REAG ricostituito puo essere estesa a 6 mesi congelando (-20
°C) quantita da 75 pl (in microprovette accuratamente sigillate) subito dopo la ricostituzione. Una volta
scongelato, il reagente REAG non pud essere nuovamente congelato.

8 - MATERIALE NECESSARIO MA NON INCLUSO NELLA FORNITURA

- Pipetta/e automatica/e con un volume di pipettaggio adeguato alla quantita da misurare
- Tubicini emolitici - Acqua distillata sterile

- Contenitore per rifiuti contaminati - Pipetta Pasteur o occhiello

9 - PROCEDIMENTO

Lasciare che i reagenti si equilibrino a temperatura ambiente prima dell'uso.

1 Ricostituzione del reagente REAG:

- aprire delicatamente il reagente REAG (provetta sottovuoto).

- Aggiungere 1,3 ml di acqua distillata sterile alla provetta e agitare delicatamente.

2 Esecuzione del test:

- Prendere 1 o pitt SCHEDE DEL TEST a seconda del numero di lieviti da testare (per un lievito,
tagliare una scheda in modo che abbia i 3 pozzetti T, M e B).

- Selezionare un tubicino per emolisi e aggiungere 100 pl di acqua distillata sterile.

- Prelevare con cura le colonie di lievito da identificarle e omogeneizzarle in 100 pl di acqua distillata
per ottenere una densita di sospensione corrispondente al punto 5 dell'intervallo di Mc Farland (da
3 a 4 colonie se la coltura & stata effettuata su terreno Sabouraud e da 3 a 8 a seconda delle
dimensioni delle colonie se la coltura é stata effettuata su un terreno cromogenico).

- Aggiungere 25 pl della sospensione di lievito preparata a ciascuno dei punti blu T, M e B
utilizzando una micropipetta.

- Lasciare in incubazione per 10 minuti a temperatura ambiente (prolungare il tempo di incubazione
di 10 minuti non influisce sul risultato finale).

- Aggiungere 25 pL di reagente REAG in ciascuno dei pozzetti T, M e B utilizzando una
micropipetta.

- Lasciare in incubazione per 5-10 minuti a temperatura ambiente.

- Eseguire la lettura.

IMPORTANTE: se la lettura deve essere ritardata, la reazione deve essere bloccata aggiungendo 25 pL
di H2SO4 (3 M) in ogni pozzetto. In caso di reazione positiva, il colore diventa marrone/grigio, poi fucsia
e, in caso di reazione negativa, si osserva un colore leggermente bluastro.

10- LETTURA

Reazione positiva: comparsa di una colorazione arancione pitl 0 meno scura
Reazione negativa: nessuna decolorazione

11 - INTERPRETAZIONE DEGLI ESITI

RISULTATI
POZZETTO T POZZETTO M POZZETTO B CONCLUSIONI
(Trealosio) (Maltosio) (Terreno di base)
Positivo Negativo Negativo C. glabrata.
Negativo Negativo Negativo Lievito non C. glabrata. Continuare l'identificazione.
Positivo Positivo Negativo Lievito non C. glabrata. Continuare l'identificazione.
Negativo Positivo Negativo Lievito non C. glabrata. Continuare l'identificazione.
Non interpretabile. Ripetere i test
Positivo Positivo Positivo prelevando con cautela le colonie di lievito
senza agar.

12 - CAUSE DI ERRORI E LIMITAZIONI DEL TEST

Non rimuovere I'agar contemporaneamente alle colonie, poiché cid potrebbe portare a risultati non
interpretabili.

In tutti i casi, € necessario integrare tutti i dati clinici, epidemiologici e biologici prima di formulare la
diagnosi finale.

13 - PRESTAZIONI

| risultati delle valutazioni di ELIchrom glabrata mostrano una sensibilita compresa tra il 93,8 e il
97,9% (97,9% per i terreni Candida ID, CandiSelect e Sabouraud e 93,8% per il terreno ChROMagar
candida) e una specificita compresa tra il 97,6 e il 98,8% (98,8% per i terreni Sabouraud e
ChROMagar candida, 98% per il terreno Candida ID e 97,6% per il terreno CandiSelect), a seconda del
terreno isolante utilizzato. (Raymond Robert - Laboratorio di Parassitologia/Micologia, Facolta di
Farmacia, 49100 Angers e Anne-Marie Freydiére - Laboratorio di Microbiologia, Ospedale Debrousse,
hospices Civils de Lyon, 69322 Lione).

14 - SMALTIMENTO DEI RIFIUTI

Lo smaltimento dei rifiuti deve essere effettuato in conformita con le norme igieniche applicabili a questo
tipo di reagente nel Paese di utilizzo.

In caso di fuoriuscita accidentale del reagente o di contaminazione dellambiente da parte del lievito,
pulire con candeggina e carta assorbente.
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