CANDIFAST

Identificacién de las levaduras y test de resistencia a los antifungicos
8 test (Ref. 44008) 30 test (Ref. 44030)

CANDIFAST ES TWIN

Test de résistance des levures aux antifongiques
30 test (Ref. 44130)

ES-2009-03

o C€

El estuche CANDIFAST permite identificar las principales levaduras de interés medico y testar su resistencia a diversos
antiflingicos.
El estuche CANDIFAST ES TWIN permite testar la resistencia de las levaduras a diversos antiftingicos.

2 - INTRODUCCION

La frecuencia de las infecciones fungicas y en particular la de las provocadas por levaduras ha aumentado considerablemente
a lo largo de los 10 dltimos afios (5). Las levaduras son agentes oportunistas. La mayoria son saprofitas, pero pueden
convertirse en patdgenas cuando existen en el huésped condiciones favorables ,

Estas condiciones son principalmente _om factores psicoldgicos : ﬂmo_m; :mOaOm personas de edad, mujeres encintas; los
factores locales : frotamientos, los factores 16gi , trastornos metabolicos
los factores iatrégenos : antibioterapia, pildoras anticonceptivas, inmunosupresores, radiaciones ionizantes, cirugia,....Los
cuadros clinicos provocados por estas _m<ma_:mw son muy variados: afecciones o_:m:mmm tértrigo, onyxis......), afecciones de
las mucosas (muget, esofagitis, colitis, vaginitis...), m*ooo_osmm

El aumento del numero de productos antifingicos asi como la proliferacion de micosi
la evaluacion del comportamiento de las levaduras frenta a los antiftingicos (1,2)

3 - PRINCIPIO

La identificacion de la levadura se basa sobre :

« La sensibilidad o no de la cepa a la actidiona, visualizada por el virage al amarillo, o al amarillo-anaranjado, o al fucsia del
indicador coloreado;

« El estudio de la fermentacion de siete azucares, visualizada por el viraje al amarillo o al amarillo-anaranjado del indicador
coloreado debido a la acidificacion del medio;

« La deteccion de una actividad ureasica que alcaliniza el medio y hace virar el indicador coloreado al fucsia.

La determinacién de la resistencia de las levaduras a los antiflingicos se basa en el crecimiento o no de estas levaduras en
presencia de diferentes antiftingicos. Este crecimiento se visualiza por un cambio de color del medio:

« La fermentacién de la glucosa por las levaduras lleva consigo una acidificacion del medio que hace virar el rojo de fenol
presente en el medio del rojo anaranjado al amarillo.o al amarillo-anaranjado,

resistentes a los tratamientos, justifican

« La hidrdlisis de la urea por las levaduras ureasa positiva, libera amoniaco que alcaliniza el medio y hace virar el rojo de fenol
del rojo anaranjado al rosa fucsia.
4 - REACTIVOS
Envasado
Reactivo Cantitad

#44008 #44030 #44130
CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Frasco de Reactivo 1 10 35 35
R2 : Frasco de Reactivo 2 8 30 30
TC : Frasco de control de turbidez 1 1 1
Description

Galeria CANDIFAST: Galeria 20 pocillos, lista para su uso.

Cada galeria permite testear una muestra (identificacion + test de resistencia)

Serie para la identificacién Serie para el test de resistencia

El pocillo 1 contiene actidiona (ACT), glucosa y rojo de fenol.  El pocillo 1 es un pocillo de control (C+).

Los pocillos 2 a 8 contienen diferentes azucares y rojo de  Los pocillos 2 a 8 contienen diferentes antifingicos.
fenol. pocillo 2 (AB): anfotericina B (4 pg/mL)

pocillo 2 (GLU): glucosa pocillo 3 (NY): nistatina (200 unidades/mL)
pocillo 3 (GAL): galactosa pocillo 4 (FCT): flucitosina (35 pg/mL)
pocillo 4 (TRE): trealosa pocillo 5 (EC): econazol (16 pg/mL)

poci pocillo 6 (KTZ): ketoconazol (16 pg/mL)
poci pocillo 7 (MCZ): miconazol (16 pg/mL)
poci pocillo 8 (FCZ): fluconazol (16 pg/mL)

poci Los pocillos 9y 10 estan vacios

Los pocillos 9 y 10 estan vacios

CANDIFAST ES Twin : Galeria 2x10 pocillos, lista para su uso.
Las dos series de pocillos corresponden al test de resistencia de la galeria CANDIFAST.
Cada galeria permite testear dos muestras (tests de resistencia Ui

R1 : Frasco de 4 mL de medio agarosado tamponado para el dilucién y la identificacion.
Extracto de buey 1,3 g/L, Peptona de caseina 1,8 g/L, Extracto de levadura 0,8 g/L, Aminoacidos, vitaminas, minerales
5,75 g/L, Urea 20 g/L, Agar 0,52 g/L, Antibiéticos 1,12 g/L. pH : 6,05 + 0,1.

R2 : Frasco de 2 mL de medio para el test de resistencia.
Extracto de buey 1,3 g/L, Peptonoa de caseina 1,8 g/L, Extracto de levadura 0,8 g/L, Aminoécidos, vitaminas, minerales
8,75 g/L, Urea 20 g/L, Glucosa 8,5 g/L, Rojo de fenol 0,052 g/L,Ant 0s 1,16 g/L. pH:7,3£0,1.

TC : Frasco de 4 mL de sulfato de bario para el control de dilucion.

5 - PRECAUCIONES DE EMPLEO
* Los reactivos de este estuche son tnicamente para uso in vitro por personas autorizadas.
« Las muestras y los reactivos sembrados son potencialmente infecciosos; deben ser manipulados con precauciones de uso y
desecharse a continuacion respetando las reglas de higiene y la reglamentacion vigente para este tipo de productos en el pais
de utilizacion.

Los reactivos que contienen materias primas de origen animal deben ser manipulados con las precauciones de uso
correspondientes.
* No utilice los reactivos pasada la fecha de caducidad.
« No utilice los reactivos deteriorados o mal conservados antes de usar.

6 - TOMA DE LAS CEPAS

La identificacion y el test de resistencia deben realizarse a partir de colonias.:

- jovenes (24 a 48 horas)

- perfectamente aisladas a temperatura ambiente o a 37 2C sobre un medio agarosado, de preferencia en placa de Petri. Se
recomienda efectuar el aislamiento sobre medios especificos de las levaduras (3).

7 - CONSERVACION DE LOS REACTIVOS

Los reactivos conservados a 2-8 °C en su estado de origen, son estables hasta la fecha de caducidad indicada en el estuche.
La mitad de la galeria CANDIFAST ES Twin sin utilizar puede conservarse durante 7 dias a 2-8 °C en su envase original
herméticamente cerrado y junto a su bolsa deshidratante.

8 - REACTIVO Y MATERIAL REQUERIDO PERO NO SUMINISTRADO
« Aceite de parafina * Pipetas estériles

« Estufa a 37 °C * Recipiente para desechos contaminados
9 - PROCEDIMIENTO
Llevar los r ivos a i (18-25 °C ) antes de su empleo

9.1. Preparacién de la inoculacion
Tomar una colonia aislada con ayuda de una Oese o de una pipeta Pasteur taponada. Después descargar la muestra en un
frasco de Reactivo 1. Homogeneizar. La estandarizacion de la inoculacion puede realizarse de diferentes formas:

+ Con relacién a un frasco de Control de turbidez

Ajustar la opacidad del Reactivo 1 sembrado a la del frasco TC de control de turbidez ayudandose de las rayas negras de las
etiquetas del frasco.

Si el Reactivo 1 es mas claro, (inoculacién insuficiente), resembrar el frasco hasta la obtencién de una opacidad igual a la del
frasco de control de turbidez. Si el Reactivo 1 es mas turbio, (inoculacién demasiado rica), diluir con ayuda de un nuevo frasco
de Reactivo 1 hasta la obtencién de una opacidad correcta.

« Con ayuda de un densitometro

Verificar con la ayuda de un densitometro que la turbidez del Reactivo 1 sembrado es igual a 1 Mac Farland. Si es necesario
moEm: como se indico precedentemente para ajustar la turbidez.

. i6n en célula de Mal

Es posible estandarizar la inoculacion efectuando una numeracion de las levaduras en célula de Malassez. Se debe obtener una
solucion de 2500 m 3500 ,m<ma5mm por mm?.

Serie de uonsom para la identificacion
Identificar bien la galeria. Levantar el adhesivo, después

Serie para una primera muestra

Inocultar el reactivo R2 con 100 L de reactivo R1 sembrado
y estandarizado.

Identificar correctamente cada uno de los lados de la
galeria.

Despegar la pelicula adhesiva y distribuir en cada uno de

- 100 pL de R1 sembrado y estandarizado

- 2 gotas de aceite de parafina

Cubrir la serie de pocillos con el adhesivo

Serie para el test de resistencia

En un primera fase, inocular el Reactivo 2 por 100 pL de
Reactivo 1 sembrado y estandarizado (parrafo 9.1).
Después en una segunda fase levantar el adhesivo y
distribuir en cada uno de los 8 primeros pocillos de la serie
para el test de resistencia :

- 100 pL de R2 previamente sembrado

- 2 gotas de aceite de parafina

Recubrir la serie de pocillos con el adhesivo.

los ocho pocillos de la primera seri
- 100 pL de Reactivo 2 ya sembrado

- 2 gotas de vaselina liquida.

Serie para una segunda muestra

Sembrar del mismo modo la segunda serie utilizando otro
frasco de Reactivo 2 ya sembrado procediendo como se
indica mas arriba.

Volver a cubrir la galeria con la pelicula adhesiva.
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9.3. Incubacién

Incubar la galeria a 37 °C durante 24 horas, si es necesario y seguin las cepas continuar la incubacion hasta 48 horas o 72 horas.

10 - LECTURA E INTERPRETACION DE LA GALERIA
Leer el conjunto de la galeria, Gnicamente si el pocillo de control (C+ : Pocillo 1 de la serie para el test de resistancia) se observa
un cambio de color en el medio:

- Paso 2 m:.m::o. oal m:.m::o -anaranjado, o al fucsia* (*generos ureasa positiva)

101
Pocillo 1 39.

Un carécter es positivo cuando en el pocillo ACT se observa un cambio de color en el medi
- Paso al amarillo, o al amarillo-anaranjado, o al fucsia

Un carécter negativo se traduce por una ausencia de cambio de color al amarillo, o al amarillo-anaranjado, o al fucsia.
Pocillos 2 al 8 (GLU al RAF)
Un carécter es positivo cuando en el pocillo se observa un cambio de color en el medio:
- paso al amarillo, o al amarillo-anaranjado, o al fucsia

Un carécter negativo se traduce por una ausencia de cambio de color al amarillo o al amarillo-anaranjado, o al fucsia.

La identificacion de la levadura se realiza con ayuda de la galeria y de los caracteres morfoldgicos de las colonias.

Para la interpretacion, referirse al cuadro siguiente o a la hoja incluida en el estuche. Es igualmente posible ayudarse de las
indicaciones inscritas sobre el adhesivo de la galeria: leer el pocillo actidiona (ACT), despues localizar el ultimo pocillo
positivo a la derecha. EIl nombre del germen se a sobre el adhesivo en la interseccion del carécter positivo ( fi
o negativo (fila superior) de la actidiona y el azucar localizado.

Levadura ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC
Candida albicans + + + v + - - -
Candida albicans (var stellatoidea) - v + - - -
Candida glabrata
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lusitaniae -
Candida parapsilosis -
Candida tropicalis -
Saccharomyces -
Géneros Cryptococcus o

Trichosporon o Rhodotorula v

+
v
+
v

R s

+ o+ o+ o+
< +<<

ureasa positiva

Diagnostico Diferencial
Cryptococus, Trichosporon y las especies Rhodoturola podran ser diferenciadas mediante su examinacion morfologica.
- La especie Rhodoturola origina colonias distintivas con coloracion anaranjado-rojo creciendo sobre el medio agar dextrosa de
Sabouraud’s .
Algunas cepas de la especie Cryptococcus podran tambien producir una pigmentacion rojiza, es por esto que las especies de
Cryptococcus deberan ser examinadas para observar la presencia capsular me n de la preparacion de tinta
indi
.mmumo_mm Trichosporon producen un crecimiento Seudohifa sobre el medio agar PCB .
Nota
« Estre las especies de Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae es la principal especie patogenica en humanos.
« Las cepas de Saccharomyces boulardii o Saccharomyces cerevisiae podran ser aisladas de pacientes bajo un tratamiento de
secado de la levadura.
+ La examinacion microscopica puede diferenciar entre estas dos especies :

-S. cerevisiae produce celulas grandes de levaduras

-S. boulardii son de un tamafio menor, con apariencia de huevo o alargadas.
+ Con el metodo CANDIFAST algunas cepas de la especie Cryptococcus podran crecer en presencia de actidiona, a la
concentracion analizada.
10. N Serie para el test de resisten

Un cambio de color del medio al amarillo o al amarillo-anaranjado, o al fucsia traduce la capacidad de la cepa testada para
desarrollarse en presencia del antifiingico. En este caso, la cepa se ha vuelto resistente.
Por el contra, el color rojo anaranjado del medio indica que la cepa se ha inhibido por el antifingico contenido en la ctpula.

11 - CONTROL DE CALIDAD

Para verificar la estandarizacion del método, se recol
de referencia Om:qam m\snw:m >._.00 woomw y Candida bm\mnm;ewa ATCC 22019.
Cepa

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB NY FCT ECZ KTZ MCZ FCZ

C. albicans 24 horas + + + -4+ - A - - -
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 horas - + + - - - - - - . . .
(ATCC 22019)

12 - CAUSAS DE ERRORES

* Preparacion de un indculo demasiado rico o demasiado débil.

* Preparacion del inéculo a partir de una mezcla de cultivos o con colonias aisladas por mas de 48 horas.
+ Lectura de la galeria en ausencia de viraje de color en el pocillo de control del crecimiento.

* Lectura de la galeria 24 6 48 :o_‘mm después del viraje de color en el pocillo de control del crecimiento.
Y, de manera general, el inct to de las rec iones de las p instrucciones de uso.

13 - LIMITES DEL METODO

+ Este método de determinacion in vitro de la resistencia de los antiftngicos tiene un valor indicativo sobre la interaccion de la
pareja antifiingico - levadura durante los tratamientos in vivo (2,4)

« El método CANDIFAST se ha desarrollado para detectar la resistencia de cepas de origen cutaneo-mucosas, no se recomienda
por tanto para cepas aisladas de micosis sistémicas.

+ El método CANDIFAST no permite una clasificacion en Sensible-Intermedio-Resistente.

« Cepas termosensibles aisladas a 20 °C crecen de una forma diferente a 37 °C ; en este caso, o bien las levaduras no creceran
o creceran mal y la resistencia a ciertos antifiingicos no se podra detectar.

« Para ciertas cepas de C. lusitaniae un retraso de crecimiento en el pocillo TRE no permite la identificacion por medio de la
lectura de la tabla. Tener en cuenta la lectura de la etiqueta.

« Para ciertas cepas de C. glabrata la dificultad de lectura del caracter GAL no permite la identificacion por la tabla. Tener en
cuenta la lectura de la etiqueta.

« La interpretacion de la lectura de los tests de resistencia no debe tener en cuenta la turbidez: en los antifingicos azolados
puede aparecer una pelicula o velo tras la incubacion.

14 - PERFORMANCES

En cepas de coleccién

El estudio fue realizado sobre 80 cepas de coleccion (31 Candida albicans, 17 C. glabrata, 11 C. tropicalis, 6 C. lusitaniae, 3 C.
parapsilosis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5 Saccharomyces spp., 2 Cryptococcus neoformans'y 1 Trichosporon cutaneum.

De todas las cepas estudiadas, 78 fueron correctamente identificadas por la lectura de la etiqueta, es decir, 97,5% de
concordancia con respecto al método FUNGICHROM de ELITech MICROBIO o el API 32C de Biomérieux.

La concordancia global del test de resistencia, en comparacién con el FUNGITEST de Biorad y la galeria ATB Fungus de
Biomérieux, es de 87,4%.

Estudio en cepas clinicas

El estudio fue realizado sobre 100 cepas recientemente aisladas provenientes de muestras clinicas recogidas en me
ciudad (72 Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua y 1
Saccharomyces spp).

De todas las cepas 98 fueron corr identificadas con respecto al método VITEK de Biomérieux.

La concordancia global del test de resistencia, en comparacion con el FUNGITEST de Biorad y con la galeria ATB Fungus de
Biomérieux, es de 98.5%. Entre las 10 discordancias, 3 son discordancias mayores y 7 son discordancias menores. Estas
discordancias afectan a 4 cepas (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis y 1 C. tropicalis) y 3 antifingicos: econazol (2 R/l y 1 R/S),
ketoconazol (1 R/l'y 2 R/S) y miconazol (4 R/I).

Los desechos deben ser eliminados respetando las reglas de higiene y la reglamentacion en vigor para este tipo de productos
en el pais de u
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CANDIFAST

Identificagdo de leveduras e teste de resisténcia aos antifingicos
8 testes (Ref. 44008) 30 testes (Ref. 44030)

CANDIFAST ES TWIN

Teste de resisténcia das leveduras aos antifingicos
30 testes (Ref. 44130)

PT-2009-03

1 - UTILIZACAO PREVISTA

O kit CANDIFAST permite identificar as principais leveduras patogé
resisténcia a diversos agentes antiftingi
O kit CANDIFAST ES TWIN permite 5&2 a resisténcia das leveduras a diversos antiftingicos.

2 - INTRODUGAO

Nos ultimos dez anos, verificou-se um aumento consideravel da frequéncia das infecgbes fungicas e, mais
especificamente, das infec¢des causadas por leveduras(5). As leveduras s@o agentes oportunistas. A maior parte sdo
saprdfitas, mas transformam-se em agentes patogénicos, se o hospedeiro apresentar condi¢des favoraveis. Estas
condigbes sdo, essencialmente as seguintes: factores fisiologicos: recém-nascidos, idosos, gravidas; factores locais:
0 6gicos: cancro, imunodeficiéncia, perturbagdes metabolicas...; factores
iatrogénicos: antibioterapia, anticoncepcionais, imunosupressores, radiagdes ionizantes, cirurgias...Os quadros clinicos
provocados pelas leveduras sdo extremamente variados: doengas cutaneas (intertrigo, onixia. doengas das
mucocutaneas (candidiase oral, esofagites, colites, vaginites...), infecgdes viscerais e septicémia.

q

as para o ser humano, e testar a respectiva

O aumento do nimero dos agentes antiftingicos disponiveis bem como o surgimento de micoses resistentes aos
tratamentos justificam a avaliagéo da resposta das leveduras aos ant-flngicos (1, 2).
3- PRINCIPIO

idade ou nédo da mmzam m actidiona visualizada pela passagem do indicador corante a amarelo, amarelo-
alaranjado ou a fuchsia,

« na fermentag&o de sete agucares visualizada pela passagem do indicador para amarelo ou amarelo alaranjado, devido
a acidificagéo do meio,

* na demonstragéo da actividade urease, que alcaliniza o meio e faz passar o indicador corante para fuchsia.

A determinacédo da resisténcia das leveduras aos ant-flingicos baseia-se no crescimento ou da sua auséncia, das
leveduras na presenga de diferentes antifingicos. Este crescimento visualiza-se através de uma alteragéo da cor do
meio:

« a fermentag&o da glicose pelas leveduras conduz a uma acidificagéo do meio, com o vermelho de fenol presente que
se torna amarelo ou amarelo-alaranjado.

« a hidrélise da ureia pelas leveduras urease-positivas liberta aménia que alcaliniza o meio e o vermelho de fenol do meio
altera-se para rosa fuchsia

4 - REAGENTES

Acondicionamento Quantidade

Reagente #44008 #44030 44130
CANDIFAST 8 30

CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Frasco de Reagente 1 10 35 35
R2 : Frasco de Reagente 2 8 30 30
TC : Frasco de controlo da turvagao 1 1 1
Descrigdo

Galeria CANDIFAST : Galeria de 20 pogos, pronta a utilizar.

Cada galeria permite testar uma amostra (identificagéo + teste de resisténcia)

Série para a idenficagdo Série para o teste de resisténcia

0O pogo 1 contém actidiona (ACT), glicose e vermelho de O pogo 1 consiste num pogo de controlo de crescimento

(C+)

Os pocos 2 a 8 diferentes anti-fungicos :

pogo 2 (AB): anfotericina B (4 pg/mL)

pogo 3 (NY): nistatina (200 unidades/mL)

pogo 4 (FCT): flucitosina (35 pg/mL)

pogo 5 (ECZ): econazol (16 ug/mL)
(
(

Os pogos 2 a 8 contém diferentes aglicares e vermelho

de fenol

pogo 2: (GLU) glicose

pogo 3: (GAL) galactose

pogo 4: (TRE) trealose
(
(
(

pogo 5: (MAL) maltose

pogo 6: (CEL) celobiose
pogo 7: (RAF) rafinose

pogo 8: (LAC) Lactose

Os pogos 9 e 10 estdo vazios

CANDIFAST ES Twin : Galeria de 2x10 pogos, pronta a utilizar.

As duas séries de pogos sdo idénticas a série do teste de resisténcia da galeria CANDIFAST.

Cada galeria permite testar duas amostras (apenas testes de resisténcia)

R1 - Frasco de 4 mL de meio agar tamponado para a dilui¢ao e a identificagéo.

Extracto de bovino 1,3 g/L, Peptona de caseina 1,8 g/L, Extracto de levedura 0,8 g/L, Aminoacidos, vitaminas, minerais
5,75 g/L, Ureia 20 g/L, Agar 0,52 g/L, Antibi¢ticos 1,12 g/L. pH: 6,05 £ 0,1.

R2: Frasco de 2 mL com meio YNB (base azotada para leveduras) com ureia e vermelho de fenol.

Extracto de bovino 1,3 g/L, Peptona de caseina 1,8 g/L, Extracto de levedura 0,8 g/L, Amino&cidos, vitaminas, minerais
8,75 g/L, Ureia 20 g/L, Glicose 8,5 g/L, Vermelho de fenol 0,052 g/L, Antibicticos 1,16 g/L. pH: 7,3 + 0,1.

TC: Frasco de 4 mL de sulfato de bario para o controlo da diluigéo.
5- PRECAUCOES

« Os reagentes desta embalagem foram concebidos apenas para u
técnicos especializados.

« As amostras e os reagentes inoculados s@o potencialmente infecciosos; logo, devem ser manipulados de acordo com
as precaugdes de utilizagdo implementadas, respeitando as normas em termos de higiene bem como a legislagéo em
vigor no pais de utilizagdo para este tipo de produto.

« Os reagentes que contém matérias-primas de origem animal devem ser manipulados de acordo com as precaucdes de
utilizagéo.

«+ Néo utilize os reagentes que estejam fora do prazo de validade.

« Nao utilize os reagentes danificados ou indevidamente conservados antes do respectivo uso.

pogo 6 (KTZ): cetoconazol (16 pg/mL)
pogo 7 (MCZ): miconazol (16 pg/mL)
poco 8 (FCZ): fluconazol (16 pg/mL)
Os pogos 9 e 10 estdo vazios

acdo in vitro, sé devendo ser manipulados por

6 - COLHEITA DAS AMOSTRAS

As colénias utilizadas para a identificacdo da levedura e para o teste de resisténcia devem ser recentes (com 24 horas
a 48 horas) e perfeitamente isoladas a temperatura ambiente ou a 37 °C num meio de agar, numa placa de Petri. E
aconselhavel que se proceda ao isolamento em meios especificos para leveduras (3).

7 - CONSERVAGAO DOS REAGENTES
Os reagentes conservados a 2-8 °C no estado original permanecem estaveis até ao fim do prazo de validade indicado
na embalagem. A metade da galeria CANDIFAST ES Twin nao utilizada, pode ser conservada durante 7 dias a
temperatura de 2-8°C, na embalagem de origem resselada e com o dessecante.

8 - REAGENTE E MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDOS

+ Oleo de umi_:m

« Estufaa 37 °C
« Recipiente para residuos contaminados
9 - MODO DE FUNCIONAMENTO
Estabilize os reagentes & temperatura ambiente (18-25 °C) antes da sua utilizag3o.
9.1. Preparacéo do inéculo
Com a ajuda de uma ansa ou de uma pipeta Pasteur com a extremidade fundida, proceda a
isolada. De seguida, inocule num frasco de reagente. Misture bem
A padronizagao do inéculo pode ser efectuada de diferentes maneiras:
* Relativamente ao frasco CT de controlo da turvagéo
Ajuste a opacidade do Reagente 1 inoculado de acordo com a do frasco CT, com a ajuda das linhas pretas na etiqueta
do frasco.
Caso o Reagente 1 seja mais claro (inéculo insuficiente), proceda a
igual & do frasco CT.
Se o Reagente 1 se apresentar mais turvo (inéculo demasiado rico), proceda a sua
1 aberto de novo, até conseguir uma opacidade correcta.
* Com a ajuda de um densitémetro
Com a ajuda de um densitometro, certifique-se de que a turvagéo do Reagente 1 inoculado corresponde a 1 Mac
mm:m:n Ommo se Bnﬂm__a necessario, proceda conforme previamente indicado de modo a ajustar a turvagéo.

¢do em célula Mal
m possivel padronizar o inéculo procedendo a uma contagem das leveduras em células de Malassez. Deve obter-se uma
solugao de 2500 a 3500 leveduras por mm?*
9.2a. Inoculagdo da galeria CANDIFAST
Série de identificagdo
Identifique devidamente a galeria em relagdo a amostra
testada. Retire o revestimento adesivo e, distribua em cada
um dos 8 primeiros pogos:
- 100 pL de R1 inoculado e padronizado
- 2 gotas de 6leo de parafina.
Volte a tapar a série de pogos com o revestimento adesivo.
Série para o teste de resisténcia - 2 gotas de 6leo de parafina.
Primeiro, proceda a inoculag&o do Reagente 2 com 100 pL de <omm atapar a mm_m%m com o revestimento adesivo.
Reagente 1 inoculado e padronizado (ver § 9.1). Depois,  sgrie para a sequnda amostra
retire o revestimento adesivo e distribua em cada um dos 8 |yocyle a segunda série segundo 0 MeSMO Processo
Primeiros pogos: com a ajuda de um outro frasco de Reagente 2

- 100 pL de R2 previamente inoculado previamente inoculado. Volte a tapar a galeria com o
- 2 gotas de 6leo de parafina. revestimento adesivo.

Volte a tapar a série de pogos com o revestimento adesivo.

colheita de uma col6nia

re-inoculagdo do frasco até obter uma opacidade

luicdo com um frasco de Reagente

9.2b. Inoculagdo da galeria CANDIFAST ES Twin
Série para primeira amostra

Inocule o reagente R2 com 100 pL de reagente R1
noculado e padronizado.

Identifique devidamente cada uma das filas da galeria.
Retire o revestimento adesivo e, de seguida, distribua
em cada um dos 8 primeiros pogos:

- 100 pL de Reagente 2 previamente inoculado

2 pogos
vazios Z04ZIN ZDIZ3 104 AN & O

0000000000 |
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|

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC m<mw_MWm
9.3. Incubagdo
Incube a galeria a 37 °C durante 24 horas se necessario e, consoante o tipo de estirpes, prossiga com a incubacéo até
48 horas ou, inclusivamente, 72 horas.
Leia a galeria quando as leveduras tiverem crescido no pogo controlo.
10 - LEITURA E INTERPRETACAO
Leia toda a galeria, apenas se observar, no pogo controlo (C+: Pogo 1 da série para teste de resisténcia), a
seguinte mudanga % cor do mei
- aa lo ou a I Vi
10.1 Série para a identificagéo
Pogo 1 (ACT)
A reacgao é positiva quando, no pogo ACT, se observar uma mudanga da cor do meio:
- Passagem ao amarelo ou ao amarelo-alaranjado ou ao fuchsia
Uma reacgéo negativa traduz-se por uma inexisténcia de passagem ao amarelo ou ao amarelo-alaranjado ou ao
fuchsia.
Pogo 2 a 8 (GLU a RAF,
A owaam:mzom € positiva quando, num desses Pogos, se observa uma mudanga da cor do meio:
P: ao oua ou a fuchsia
Uma caracteristica é :mmm:_\m quando ndo ha nmmmmmms a amarelo ou a amarelo-alaranjado ou a fuchsia.
Aidentificagéo da levedura é efectuada com a galeria CANDIFAST e com a andlise em paralelo das caractel
morfolégicas das colénias.
Para a interpretacéo, consulte a tabela seguinte ou o quadro em anexo na macm_m@ma E igualmente possivel
consultar as marcagdes inscritas no revestimento adesivo da galeria: leia primeiro o pogo de actidiona (ACT) e, de
seguida, localize o Gltimo pogo positivo & dirsita. O nome do microrganismo vem indicado no revestimento adesivo,
na intersecgéo da reacgao positiva (fileira inferior) ou negativa (fileira superior) da actidiona e do agucar localizado.
Levedura ACT GLU  GAL TRE MAL  CEL RAF  LAC
Candida albicans + + + v + - - -
Candida albicans (var stellatoidea) + - v + - - -
Candida glabrata v - + - - - -
Candida kefyr +
Candida krusei v
Candida lusitaniae -
Candida parapsilosis -
Candida tropicalis -
Saccharomyces -
Geéneros Cryptococcus ou
Trichosporon ou Rhodotorula v

2 pogos

vazios ZHZONZD ZA I AN & O
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Al

ou ao fuchsia* (*para os géneros urease-positivos)

o+

+ 4+ o+
+ 0
< +<<

urease positiva

« Diagndstico diferencial
Os géneros Cryptococcus, Trichosporon e Rhodotorula podem ser diferenciados por exame morfoldgico.

-Algumas espécies de Cryptococcus também produzem uma coloragdo avermelhada. Devem ser examinadas na
presenga de uma capsula com uma preparagao de tinta da china.

- Trichosporon forma pseudohifas em meio agar PCB.

* Nota

* No género Saccharomyces, a Saccharomyces cerevisiae é a principal espécie patogénica para o ser humano.

« E possivel isolar estirpes de Saccharomyces boulardii ou de Saccharomyces cerevisiae de doentes com tratamento &
base de leveduras
*Um exame ao

permite diferenciar as duas espécies:

- S. cerevisiae séo leveduras esféricas de grandes dimensoes.

- S. boulardii sdo leveduras ovéides a alongadas de dimensdes mais reduzidas.

* Com a galeria CANDIFAST, determinadas estirpes Cryptococcus podem crescer na presenga de ctidiona.
10.2 Série para o teste de resisténcia
Pogo2a8(ABaFC2)

Uma mudanga de cor do meio para amarelo ou amarelo-alaranjado ou fuchsia, traduz a capacidade da estirpe testada para
se desenvolver nesse pogo, na concentragdo testada do antifingico, & qual é resistente. Pelo contrério, a cor vermelho-
alaranjada do meio indica que a estirpe foi inibida pelo antifingico presente no pogo

11 - CONTROLO DE QUALIDADE

Para verificar a padronizagdo do método, recomenda-se a realizagdo de um controlo de qualidade, periodicamente, com
estirpes de Referéncia, Candida albicans ATCC 90029 e Candida parapsilosis ATCC 22019.

Estirpe Incubagéo Resultados esperados

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB N FCT ECZ KIZ MCZ FCZ
C. albicans 24 horas + + + - + - - L I - - -
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 horas - + + - - - - -t - - - - - - -
(ATCC 22019)

12 - CAUSAS DE ERROS

* Preparagao de um inéculo demasiado rico ou demasiado fraco.

* Preparagéo do inéculo a partir de uma mistura de culturas ou com colénias isoladas com mais de 48 horas de
crescimento.

« Leitura da galeria na auséncia de mudanga da cor no pogo de controlo de crescimento.

« Leitura da galeria 24 ou 48 horas ap6s a mudanca da cor no pogo de controlo de crescimento.

E, de um modo geral, a inobservancia das recomendagdes incluidas no presente folheto informativo.

13 - LIMITAGOES

« Este método de determinag&o in vitro da resisténcia aos anti-fun:
do par antiftngico-levedura, nos tratamentos in vivo (2,4).

+ O método CANDIFAST ou CANDIFAST ES Twin foi desenvolvido com o propdsito de identificar e detectar a resisténcia
aos antifingicos, apenas em estirpes de origem mucocutanea; néo é, pois, recomendado para estirpes isoladas de
micoses sistémicas.

+ O método CANDIFAST n&o permite uma categorizagdo em Sensivel-Intermédio-Resistente

soladas a 20 °C crescem de modo diferente a 37 °C; Neste caso, as leveduras nio
acdo como a demonstragao da re:
termos de fiabilidade, serdo muito dificeis, se ndo mesmo impossiveis.

* No caso de determinadas estirpes de C. lusitaniae, um atraso do crescimento no pogo TRE torna difi
através da leitura da Ecm_w A _m_EE da etiqueta torna uomw_<m_ a identificag&o.

0s possui um valor indicativo acerca da interacgéo

| a identificagéo

a identificagéo
através da leitura da tabela. A leitura da etiqueta torna uomm_<m_ a identificag&o.

<A _am_ﬁanmomo da leitura dos testes de resisténcia ndo deve tomar em consideragéo a turvagédo do meio, que pode
surgir apds a incubagao com antiflingicos azois.

14 - DESEMPENHO

Estudo com estirpes de colheita
O estudo foi efectuado com 80 estirpes de colheita (31 Candida albicans, 17 C. glabrata, 11 C. tropicalis, 6 C. lusitaniae,
3 C. parapsilosis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5 Saccharomyces spp., 2 Cryptococcus neoformans e 1 Trichosporon cutaneum).
78 estirpes foram identificadas correctamente através da leitura com a ajuda da etiqueta, com 97,5% de concordancia
relativamente ao método FUNGICHROM da ELITech MICROBIO ou API 32C da Biomérieux.

A concordancia global do teste de resisténcia, em comparagéo com o FUNGITEST da Biorad e com a galeria ATB Fungus
da Biomérieux, foi de 87,4%.

Estirpes clinicas
O estudo foi efectuado com 100 estirpes recentemente isoladas provenientes de amostras clinicas colhidas em
consultério médico (72 Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C.
inconspicua e 1 Saccharomyces spp).

Foram correctamente identificadas 98 estirpes, em comparagéo com o sistema VITEK da Biomérieux.

A concordancia u_ocm_ do teste de resisténcia, em comparagéo com o FUNGITEST da Biorad e com a galeria ATB Fungus
da Biomérieux, é de 98,5%. Entre as 10 discordancias, 3 sao erros maiores e 7 sao erros menores. Estas discordancias
dizem respeito a 4 estirpes (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis € 1 C. tropicalis) e a 3 anti-fungicos : econazol (2 R/l e 1
R/S), o cetoconazol (1 R/l e 2 R/S) e o miconazol (4 R/l).

15 - ELIMINACAO DOS RESIDUOS
Os residuos tém de ser eliminados, respeitando as normas de higiene bem como a legislagéo em vigor para este tipo de
reagentes no pais de utilizag&o.
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