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1 - FIN
A

LID
A

D
E

l estuche C
A

N
D

IFA
S

T
perm

ite identificar las principales levaduras de interés m
edico y testar su resistencia a diversos

antifúngicos.
E

l estuche C
A

N
D

IFA
S

T
E

S
 TW

IN
  perm

ite testar la resistencia de las levaduras a diversos antifúngicos.
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La frecuencia de las infecciones fúngicas y en particular la de las provocadas por levaduras ha aum

entado considerablem
ente

a lo largo de los 10 últim
os años (5). Las levaduras son agentes oportunistas. La m

ayoría son saprofitas, pero pueden
convertirse en patógenas cuando existen en el huésped condiciones favorables ,
E

stas condiciones son principalm
ente los factores psicológicos : recién nacidos, personas de edad, m

ujeres encintas; los
factores locales : frotam

ientos, m
aceraciones; los factores patológicos : cáncer, insuficiencia inm

unitaria, trastornos m
etabólicos

....los factores iatrógenos : antibioterapia, píldoras anticonceptivas, inm
unosupresores, radiaciones ionizantes, cirugía,....Los

cuadros clínicos provocados por estas levaduras son m
uy variados: afecciones cutáneas (intértrigo, onyxis......), afecciones de

las m
ucosas (m

uget, esofagitis, colitis, vaginitis...), afecciones viscerales y septicem
ias.

E
l aum

ento del num
ero de productos antifúngicos así com

o la proliferación de m
icosis resistentes a los tratam

ientos, justifican
la evaluación del com

portam
iento de las levaduras frenta a los antifúngicos (1,2)
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La identificacion de la levadura se basa sobre
:

• La sensibilidad o no de la cepa a la actidiona, visualizada por el virage al am
arillo, o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia del
indicador coloreado;
• E

l estudio de la ferm
entación de siete azucares, visualizada por el viraje al am

arillo o al am
arillo-anaranjado del indicador

coloreado debido a la acidificacion del m
edio;

• La deteccion de una actividad ureasica que alcaliniza el m
edio y hace virar el indicador coloreado al fucsia.

La determ
inación de la resistencia de las levaduras a los antifúngicos

se basa en el crecim
iento o no de estas levaduras en

presencia de diferentes antifúngicos. E
ste crecim

iento se visualiza por un cam
bio de color del m

edio:
• La ferm

entación de la glucosa por las levaduras lleva consigo una acidificación del m
edio que hace virar el rojo de fenol

presente en el m
edio del rojo anaranjado al am

arillo.o al am
arillo-anaranjado,

• La hidrólisis de la urea por las levaduras ureasa positiva, libera am
oniaco que alcaliniza el m

edio y hace virar el rojo de fenol
del rojo anaranjado al rosa fucsia.

4 - R
E

A
C

TIV
O

S
E

nvasado 
R

eactivo
C

antitad
#44008

#44030
#44130

C
A

N
D

IFA
S

T
8

30
-

C
A

N
D

IFA
S

T E
S

 Tw
in

-
-

15
R

1
: Frasco de R

eactivo 1 
10

35
35

R
2

: Frasco de R
eactivo 2

8
30

30
TC

: Frasco de control de turbidez
1

1
1

D
escription 

G
alería C

A
N

D
IFA

S
T: G

alería 20 pocillos, lista para su uso.
C

ada galería perm
ite testear una m

uestra (identificación + test de resistencia)

C
A

N
D

IFA
S

T E
S

 Tw
in

:G
alería 2x10 pocillos, lista para su uso.

Las dos series de pocillos corresponden al test de resistencia de la galería C
A

N
D

IFA
S

T.
C

ada galería perm
ite testear dos m

uestras (tests de resistencia únicam
ente).

R
1

: Frasco de 4 m
L

de m
edio agarosado tam

ponado para el dilución y la identificación.
E

xtracto de buey 1,3
g/L, P

eptona de caseína 1,8
g/L, E

xtracto de levadura 0,8
g/L, A

m
inoácidos, vitam

inas, m
inerales

5,75
g/L, U

rea 20
g/L, A

gar 0,52
g/L, A

ntibióticos 1,12
g/L. pH

 : 6,05 ± 0,1.

R
2 : Frasco de 2 m

L
de m

edio para el test de resistencia.
E

xtracto de buey 1,3
g/L, P

eptonoa de caseína 1,8
g/L, E

xtracto de levadura 0,8
g/L, A

m
inoácidos, vitam

inas, m
inerales

8,75
g/L, U

rea 20
g/L, G

lucosa 8,5
g/L, R

ojo de fenol 0,052
g/L,A

ntibióticos 1,16
g/L. pH

 : 7,3 ± 0,1.

TC
: Frasco de 4 m

L
de sulfato de bario para el control de dilución.
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• Los reactivos de este estuche son únicam
ente para uso in vitro

por personas autorizadas.
• Las m

uestras y los reactivos sem
brados son potencialm

ente infecciosos; deben ser m
anipulados con precauciones de uso y

desecharse a continuación respetando las reglas de higiene y la reglam
entación vigente para este tipo de productos en el país

de utilización.
•

Los reactivos que contienen m
aterias prim

as de origen anim
al deben ser m

anipulados con las precauciones de uso
correspondientes.
• N

o utilice los reactivos pasada la fecha de caducidad.
• N

o utilice los reactivos deteriorados o m
al conservados antes de usar.
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La identificación y el test de resistencia deben realizarse a partir de colonias.:
- jóvenes (24 a 48 horas)
- perfectam

ente aisladas a tem
peratura am

biente o a 37 ªC
 sobre un m

edio agarosado, de preferencia en placa de P
etri. S

e
recom

ienda efectuar el aislam
iento sobre m

edios específicos de las levaduras (3). 
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Los reactivos conservados a 2-8 ºC

 en su estado de origen, son estables hasta la fecha de caducidad indicada en el estuche.
La m

itad de la galería C
A

N
D

IFA
S

T
E

S
 Tw

in
sin utilizar puede conservarse durante 7 días a 2-8

ºC
 en su envase original

herm
éticam

ente cerrado y junto a su bolsa deshidratante. 
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U

M
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A
D

O
• A

ceite de parafina
• P

ipetas estériles
• E

stufa a 37 ºC
• R

ecipiente para desechos contam
inados

9 - P
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Llevar los reactivos a tem
peratura am

biente (18-25 ºC
 ) antes de su em

pleo
9.1. P

reparación de la inoculación
Tom

ar una colonia aislada con ayuda de una O
ese o de una pipeta P

asteur taponada. D
espués descargar la m

uestra en un
frasco de R

eactivo 1. H
om

ogeneizar. La estandarización de la inoculación puede realizarse de diferentes form
as:

•C
on relación a un frasco de C

ontrol de turbidez
A

justar la opacidad del R
eactivo 1 sem

brado a la del frasco TC
 de control de turbidez ayudándose de las rayas negras de las

etiquetas del frasco.
S

i el R
eactivo 1 es m

as claro, (inoculación insuficiente), resem
brar el frasco hasta la obtención de una opacidad igual a la del

frasco de control de turbidez. S
i el R

eactivo 1 es m
as turbio, (inoculación dem

asiado rica), diluir con ayuda de un nuevo frasco
de R

eactivo 1 hasta la obtención de una opacidad correcta.
• C

on ayuda de un densitóm
etro

Verificar con la ayuda de un densitóm
etro que la turbidez del R

eactivo 1 sem
brado es igual a 1 M

ac Farland. S
i es necesario

actuar com
o se indicó precedentem

ente para ajustar la turbidez.
•N

um
eración en célula de M

alassez
E

s posible estandarizar la inoculación efectuando una num
eración de las levaduras en célula de M

alassez. S
e debe obtener una

solución de 2500 a 3500 levaduras por m
m

3.

9.3. Incubación
Incubar la galería a 37 ºC

 durante 24 horas, si es necesario y según las cepas continuar la incubación hasta 48 horas o 72 horas.
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Leer el conjunto de la galería, únicam
ente si el pocillo de control (C

+ : P
ocillo 1 de la serie para el test de resistancia) se observa

un cam
bio de color en el m

edio:
- P

aso al am
arillo, o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia* (*generos ureasa positiva)
10.1 S

erie para la identificación
P

ocillo 1 (A
C

T)
U

n carácter es positivo
cuando en el pocillo A

C
T

se observa un cam
bio de color en el m

edio:
- P

aso al am
arillo, o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia
U

n carácter negativo
se traduce por una ausencia de cam

bio de color al am
arillo, o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia.
P

ocillos 2 al 8 (G
LU

 al R
A

F)
U

n carácter es positivo
cuando en el pocillo se observa un cam

bio de color en el m
edio:

- paso al am
arillo, o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia
U

n carácter negativo
se traduce por una ausencia de cam

bio de color al am
arillo o al am

arillo-anaranjado, o al fucsia.
La identificación de la levadura se realiza con ayuda de la galería y de los caracteres m

orfológicos de las colonias.
P

ara la interpretación, referirse al cuadro siguiente o a la hoja incluida en el estuche. E
s igualm

ente posible ayudarse de las
indicaciones inscritas sobre el adhesivo de la galería: leer el pocillo actidiona (A

C
T), despues localizar el ultim

o pocillo
positivo a la derecha. E

l nom
bre del germ

en se indica sobre el adhesivo en la interseccion del carácter positivo ( fila inferior )
o negativo (fila superior) de la actidiona y el azucar localizado. 
Levadura

A
C

T
G

LU
G

A
L

TR
E

M
A

L
C

E
L

R
A

F
LA

C
C

andida albicans
+

+
+

v
+

-
-

-
C

andida albicans (var stellatoïdea)
+

+
-

v
+

-
-

-
C

andida glabrata 
v

+
-

+ 
-

-
-

-
C

andida kefyr
+

+
+

- 
-

-
v

+
C

andida krusei
v

+
-

-
- 

-
-

-
C

andida lusitaniae
-

+
+

+
v

+
-

-
C

andida parapsilosis
-

+
+

-
v

-
-

-
C

andida tropicalis
-

+
+

+
+

-
-

-
S

accharom
yces

-
+

+
v

v
v

+
-

G
éneros

C
ryptococcus o 

Trichosporon o R
hodotorula

v                           ureasa positiva

D
iagnostico D

iferencial
C

ryptococus, Trichosporon
y las especies R

hodoturola
podran ser diferenciadas m

ediante su exam
inacion m

orfologica.
- La especie R

hodoturola
origina colonias distintivas con coloracion anaranjado-rojo creciendo sobre el m

edio agar dextrosa de
S

abouraud’s .
A

lgunas cepas de la especie C
ryptococcus

podran tam
bien producir una pigm

entacion rojiza, es por esto que las especies de
C

ryptococcus
deberan ser exam

inadas para observar la presencia capsular m
ediante la utilización de la preparación de tinta

india.
-E

species Trichosporon
producen un crecim

iento S
eudohifa sobre el m

edio agar P
C

B
 .

N
ota

• E
stre las especies de S

accharom
yces, S

accharom
yces cerevisiae es la principal especie patogenica en hum

anos.
• Las cepas de S

accharom
yces boulardiio S

accharom
yces cerevisiae

podran ser aisladas de pacientes bajo un tratam
iento de

secado de la levadura.
• La exam

inacion m
icroscopica puede diferenciar entre estas dos especies :

-S
. cerevisiae

produce celulas grandes de levaduras
-S

. boulardiison de un tam
año m

enor, con apariencia de huevo o alargadas.
• C

on el m
etodo C

A
N

D
IFA

S
T

algunas cepas de la especie C
ryptococcus

podran crecer en presencia de actidiona, a la
concentración analizada.
10.2 S

erie para el test de resistencia
P

ocillos 2 al 8 (A
B

 al FC
Z)

U
n cam

bio de color del m
edio al am

arillo o al am
arillo-anaranjado, o al fucsia traduce la capacidad de la cepa testada para

desarrollarse en presencia del antifúngico. E
n este caso, la cepa se ha vuelto resistente.

P
or el contra, el color rojo anaranjado del m

edio indica que la cepa se ha inhibido por el antifúngico contenido en la cúpula.
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O

N
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D
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C
A

LID
A

D
P

ara verificar la estandarización del m
étodo, se recom

ienda realizar un control de calidad en form
a periódica utilizando las cepas

de referencia C
andida albicans

ATC
C

 90029 y C
andida parapsilosis

ATC
C

 22019.
C

epa
Incubación

R
esultados esperados

A
C

T
G

LU
G

A
L

TR
E

M
A

L
C

E
L

R
A

F
LA

C
C

+
A

B
N

Y
FC

T
E

C
Z

K
TZ

M
C

Z
FC

Z
C

. albicans
24 horas

+
+

+
-

+
-

-
-

+
-

-
+

-
-

-
-

(ATC
C

 90029)
C

. parapsilosis       48 horas
-

+
+

-
-

-
-

-
+

-
-

-
-

-
-

-
(ATC

C
 22019)
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• P

reparación de un inóculo dem
asiado rico o dem

asiado débil.
• P

reparación del inóculo a partir de una m
ezcla de cultivos o con colonias aisladas por m

ás de 48 horas.
• Lectura de la galería en ausencia de viraje de color en el pocillo de control del crecim

iento.
• Lectura de la galería 24 ó 48 horas después del viraje de color en el pocillo de control del crecim

iento. 
Y, de m

anera general, el incum
plim

iento de las recom
endaciones de las presentes instrucciones de uso. 
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• E

ste m
étodo de determ

inación in vitro de la resistencia de los antifúngicos tiene un valor indicativo sobre la interacción de la
pareja antifúngico - levadura durante los tratam

ientos in vivo (2,4) 
• E

l m
étodo C

A
N

D
IFA

S
T

se ha desarrollado para detectar la resistencia de cepas de origen cutáneo-m
ucosas, no se recom

ienda
por tanto para cepas aisladas de m

icosis sistém
icas.

• E
l m

étodo C
A

N
D

IFA
S

T
no perm

ite una clasificación en S
ensible-Interm

edio-R
esistente.

• C
epas term

osensibles aisladas a 20 ºC
 crecen de una form

a diferente a 37 ºC
 ; en este caso, o bien las levaduras no crecerán

o crecerán m
al y la resistencia a ciertos antifúngicos no se podrá detectar.

• P
ara ciertas cepas de C

. lusitaniae
un retraso de crecim

iento en el pocillo TR
E

 no perm
ite la identificación por m

edio de la
lectura de la tabla. Tener en cuenta la lectura de la etiqueta. 
• P

ara ciertas cepas de C
. glabrata

la dificultad de lectura del carácter G
A

L
no perm

ite la identificación por la tabla. Tener en
cuenta la lectura de la etiqueta. 
• La interpretación de la lectura de los tests de resistencia no debe tener en cuenta la turbidez: en los antifúngicos azolados
puede aparecer una película o velo tras la incubación.

14 - P
E

R
FO

R
M

A
N

C
E

S
E

n cepas de colección
E

l estudio fue realizado sobre 80 cepas de colección (31 C
andida albicans, 17 C

. glabrata, 11 C
. tropicalis, 6 C

. lusitaniae, 3 C
.

parapsilosis,  2 C
. kefyr, 2 C

. krusei, 5 S
accharom

yces spp., 2 C
ryptococcus neoform

ans
y 1 Trichosporon cutaneum

.
D

e todas las cepas estudiadas, 78 fueron correctam
ente identificadas por la lectura de la etiqueta, es decir, 97,5%

 de
concordancia con respecto al m

étodo FU
N

G
IC

H
R

O
M

 de E
LITech

M
IC

R
O

B
IO

 o el A
P

I 32C
 de B

iom
érieux.

La concordancia global del test de resistencia, en com
paración con el FU

N
G

ITE
S

T
de B

iorad y la galería ATB
 Fungus de

B
iom

érieux, es de 87,4%
. 

E
studio en cepas clínicas

E
l estudio fue realizado sobre 100 cepas recientem

ente aisladas provenientes de m
uestras clínicas recogidas en m

edicina de
ciudad (72 C

andida albicans, 9 C
. glabrata, 8 C

. parapsilosis, 5 C
. tropicalis, 3 C

. krusei, 1 C
. kefyr, 1 C

. inconspicua
y 1

S
accharom

yces spp).
D

e todas las cepas estudiadas, 98 fueron correctam
ente identificadas con respecto al m

étodo V
ITE

K
 de B

iom
érieux.

La concordancia global del test de resistencia, en com
paración con el FU

N
G

ITE
S

T
de B

iorad y con la galería ATB
 Fungus de

B
iom

érieux, es de 98.5%
. E

ntre las 10 discordancias, 3 son discordancias m
ayores y 7 son discordancias m

enores. E
stas

discordancias afectan a 4 cepas (2 C
. glabrata, 1 C

. parapsilosis
y 1 C

. tropicalis) y 3 antifúngicos: econazol (2 R
/I y 1 R

/S
),

ketoconazol (1 R
/I y 2 R

/S
) y m

iconazol (4 R
/I).

15 - E
LIM

IN
A

C
IÓ

N
 D

E
 LO

S
 D

E
S

E
C

H
O

S
Los desechos deben ser elim

inados respetando las reglas de higiene y la reglam
entación en vigor para este tipo de productos

en el país de utilización. 
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9.2a. Inoculación de la G
alería C

A
N

D
IFA

S
T

S
erie de pocillos para la identificación

Identificar bien la galería. Levantar el adhesivo, después
distribuir en cada uno de los 8 prim

eros pocillos.
- 100 µL

de R
1 sem

brado y estandarizado
- 2 gotas de aceite de parafina 
C

ubrir la serie de pocillos con el adhesivo
S

erie para el test de resistencia
E

n un prim
era fase, inocular el R

eactivo 2 por 100 µL
de

R
eactivo 

1 
sem

brado 
y 

estandarizado 
(párrafo 

9.1).
D

espués 
en 

una 
segunda 

fase 
levantar 

el 
adhesivo 

y
distribuir en cada uno de los 8 prim

eros pocillos de la serie
para el test de resistencia :
- 100 µL

de R
2 previam

ente sem
brado

- 2 gotas de aceite de parafina 
R

ecubrir la serie de pocillos con el adhesivo.

9.2b. Inoculación de la G
alería C

A
N

D
IF A

S
T E

S
 Tw

in
S

erie para una prim
era m

uestra
Inocultar el reactivo R

2 con 100 µL
de reactivo R

1 sem
brado

y estandarizado.
Identificar 

correctam
ente 

cada 
uno 

de 
los 

lados 
de 

la
galería. 
D

espegar la película adhesiva y distribuir en cada  uno de
los ocho pocillos de la prim

era serie:
- 100 µL

de R
eactivo 2 ya sem

brado
- 2 gotas de vaselina líquida.
S

erie para una segunda m
uestra

S
em

brar del m
ism

o m
odo la segunda serie utilizando otro

frasco de R
eactivo 2 ya sem

brado procediendo com
o se

indica m
ás arriba. 

Volver a cubrir la galería con la película adhesiva.

S
erie para la identificación

E
l pocillo 1 contiene actidiona (A

C
T), glucosa y rojo de fenol.

Los pocillos 2 a 8 contienen diferentes azucares y rojo de
fenol.
pocillo 2 (G

LU
): glucosa

pocillo 3 (G
A

L): galactosa 
pocillo 4 (TR

E
): trealosa 

pocillo 5 (M
A

L): m
altosa 

pocillo 6 (C
E

L): celobiosa 
pocillo 7 (R

A
F): rafinosa 

pocillo 8 (LA
C

): lactosa 
Los pocillos 9 y 10 están vacíos

S
erie para el test de resistencia

E
l pocillo 1 es un pocillo de control (C

+).
Los pocillos 2 a 8 contienen diferentes antifúngicos.
pocillo 2 (A

B
): anfotericina B

 (4 µg/m
L)

pocillo 3 (N
Y

): nistatina (200 unidades/m
L)

pocillo 4 (FC
T): flucitosina (35 µg/m

L)
pocillo 5 (E

C
): econazol (16 µg/m

L)
pocillo 6 (K

TZ): ketoconazol (16 µg/m
L)

pocillo 7 (M
C

Z): m
iconazol (16 µg/m

L)
pocillo 8 (FC

Z): fluconazol (16 µg/m
L)

Los pocillos 9 y 10 están vacíos

C
A

N
D

IFA
S

T
Id

en
tificació

n
 d

e las levad
u

ras y test d
e resisten

cia a lo
s an

tifu
n

g
ico

s
8 test (R

ef. 44008)        30 test (R
ef. 44030)

C
A

N
D

IFA
S

T
E

S
 TW

IN
Test de résistance des levures aux antifongiques 

30 test (R
ef. 44130)

A
C

T  G
LU

   G
A

L
TR

E   M
A

L
C

EL
R

A
F  LA

C

C
    

   A
B

    
  N

Y
FC

T 
  E

C
Z 

  K
TZ

    
M

C
Z 

  F
C

Z

-
C

A
N

D
IFA

S
T

IMIM

C
A

N
D

IFA
S

T E
S

 T
W

IN

C
A

N
D

IF
A

S
T 

E
S

 T
W

IN

C 
     

AB
     

  N
Y

FC
T 

     
EC

Z 
    K

TZ
    M

CZ
    F

CZ

C      
AB       NY

FCT     ECZ     KTZ     M
CZ    FCZ

2 pocillos
vacíos

2 pocillos
vacíos

2 pocillos
vacíos

2 pocillos
vacíos

IMIM

E
LITech M

IC
R

O
B

IO
P

arc d
’activités d

u P
lateau

19, allée d
’A

thènes
83870 S

IG
N

E
S

 - FR
A

N
C

E
Tél. : 04 94 88 55 00
Fax : 04 94 88 55 22
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11  ––  UU
TTIILLIIZZAA

ÇÇ
ÃÃ

OO
  PP

RR
EE

VV
IISS

TTAA
O

 kit C
A

N
D

IFA
S

T
perm

ite identificar as principais leveduras patogénicas para o ser hum
ano, e testar a respectiva

resistência a diversos agentes antifúngicos.
O

 kit C
A

N
D

IFA
S

T
E

S
 TW

IN
perm

ite testar a resistência das leveduras a diversos antifúngicos.
22  --  IINN

TTRR
OO

DD
UU

ÇÇ
ÃÃ

OO
N

os 
últim

os 
dez 

anos, 
verificou-se 

um
 

aum
ento 

considerável 
da 

frequência 
das 

infecções 
fúngicas 

e, 
m

ais
especificam

ente, das infecções causadas por leveduras(5). A
s leveduras são agentes oportunistas. A

m
aior parte são

saprófitas, m
as transform

am
-se em

 agentes patogénicos, se o hospedeiro apresentar condições favoráveis. E
stas

condições são, essencialm
ente as seguintes: factores fisiológicos: recém

-nascidos, idosos, grávidas; factores locais:
abrasões, 

m
acerações; 

factores 
patológicos: 

cancro, 
im

unodeficiência, 
perturbações 

m
etabólicas...; 

factores
iatrogénicos: antibioterapia, anticoncepcionais, im

unosupressores, radiações ionizantes, cirurgias...O
s quadros clínicos

provocados 
pelas 

leveduras 
são 

extrem
am

ente 
variados: 

doenças 
cutâneas 

(intertrigo, 
onixia...), 

doenças 
das

m
ucocutâneas (candidíase oral, esofagites, colites, vaginites...), infecções viscerais e septicém

ia. 
O

 aum
ento do núm

ero dos agentes antifúngicos disponíveis bem
 com

o o surgim
ento de m

icoses resistentes aos
tratam

entos justificam
 a avaliação da resposta das leveduras aos ant-fúngicos (1, 2).

33  --  PP
RR

IINN
CC

ÍÍPP
IIOO

A
identificação da levedura baseia-se:

• na sensibilidade ou não da estirpe à actidiona visualizada pela passagem
 do indicador corante a am

arelo, am
arelo-

alaranjado ou a fuchsia,
• na ferm

entação de sete açúcares visualizada pela passagem
 do indicador para am

arelo ou am
arelo alaranjado, devido

à acidificação do m
eio, 

• na dem
onstração da actividade urease, que alcaliniza o m

eio e faz passar o indicador corante para fuchsia.
A

determ
inação da resistência das leveduras aos ant-fúngicos baseia-se no crescim

ento ou da sua ausência, das
leveduras na presença de diferentes antifúngicos. E

ste crescim
ento visualiza-se através de um

a alteração da cor do
m

eio:
• a ferm

entação da glicose pelas leveduras conduz a um
a acidificação do m

eio, com
 o verm

elho de fenol presente que
se torna am

arelo ou am
arelo-alaranjado.

• a hidrólise da ureia pelas leveduras urease-positivas liberta am
ónia que alcaliniza o m

eio e o verm
elho de fenol do m

eio
altera-se para rosa fuchsia
44  --  RR

EE
AA

GG
EE

NN
TTEE

SS
AA

ccoonnddiicciioonnaamm
eennttoo

QQ
uuaannttiiddaaddee

RR
eeaaggeennttee

##4444000088
##4444003300

4444113300
CC

AA
NN

DD
IIFFAA

SS
TT

8
30

-
CC

AA
NN

DD
IIFFAA

SS
TT  EE

SS
  TTww

iinn
-

-
15

RR
11  : Frasco de R

eagente  1
10

35
35

RR
22

: Frasco de R
eagente  2 

8
30

30
TTCC

: Frasco de controlo da turvação
1

1
1

DD
eessccrriiççããoo

GG
aalleerriiaa  CC

AA
NN

DD
IIFFAA

SS
TT

  ::G
aleria de 20 poços, pronta a utilizar.

C
ada galeria perm

ite testar um
a am

ostra (identificação + teste de resistência)

CC
AA

NN
DD

IIFFAA
SS

TT
EE

SS
  TTww

iinn
::G

aleria de 2x10 poços, pronta a utilizar.
A

s duas séries de poços são idênticas à série do teste de resistência da galeria C
A

N
D

IFA
S

T. 
C

ada galeria perm
ite testar duas am

ostras (apenas testes de resistência)
RR

11
--  Frasco de 4 m

L
de m

eio agar tam
ponado para a diluição e a identificação. 

E
xtracto de bovino 1,3

g/L, P
eptona de caseína 1,8

g/L, E
xtracto de levedura 0,8

g/L, A
m

inoácidos, vitam
inas, m

inerais
5,75

g/L, U
reia 20

g/L, A
gar 0,52

g/L, A
ntibióticos 1,12

g/L. pH
: 6,05 ± 0,1.

RR
22::  Frasco de 2 m

L
com

 m
eio Y

N
B

 (base azotada para leveduras) com
 ureia e verm

elho de fenol.
E

xtracto de bovino 1,3
g/L, P

eptona de caseína 1,8
g/L, E

xtracto de levedura 0,8
g/L, A

m
inoácidos, vitam

inas, m
inerais

8,75
g/L, U

reia 20
g/L, G

licose 8,5
g/L, Verm

elho de fenol 0,052
g/L, A

ntibióticos 1,16
g/L. pH

: 7,3 ± 0,1.
TTCC

::Frasco de 4 m
L

de sulfato de bário para o controlo da diluição.
55  --  PP

RR
EE

CC
AA

UU
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ÕÕ
EE

SS
••  O

s reagentes desta em
balagem

 foram
 concebidos apenas para utilização in vitro, só devendo ser m

anipulados por
técnicos especializados.
••  A

s am
ostras e os reagentes inoculados são potencialm

ente infecciosos; logo, devem
 ser m

anipulados de acordo com
as precauções de utilização im

plem
entadas, respeitando as norm

as em
 term

os de higiene bem
 com

o a legislação em
vigor no país de utilização para este tipo de produto.
• O

s reagentes que contêm
 m

atérias-prim
as de origem

 anim
al devem

 ser m
anipulados de acordo com

 as precauções de
utilização.
• N

ão utilize os reagentes que estejam
 fora do prazo de validade.

• N
ão utilize os reagentes danificados ou indevidam

ente conservados antes do respectivo uso.

66  --  CC
OO

LLHH
EE

IITT AA
DD

AA
SS

  AA
MM

OO
SS

TTRR
AA

SS
A

s colónias utilizadas para a identificação da levedura e para o teste de resistência devem
 ser recentes (com

 24 horas
a 48 horas) e perfeitam

ente isoladas à tem
peratura am

biente ou a 37 °C
 num

 m
eio de agar, num

a placa de P
etri. É

aconselhável que se proceda ao isolam
ento em

 m
eios específicos para leveduras (3).

77  --  CC
OO

NN
SS

EE
RR

VVAA
ÇÇ

ÃÃ
OO

  DD
OO

SS
  RR

EE
AA

GG
EE

NN
TTEE

SS
O

s reagentes conservados a 2-8 °C
 no estado original perm

anecem
 estáveis até ao fim

 do prazo de validade indicado
na em

balagem
. A

m
etade da galeria C

A
N

D
IFA

S
T

E
S

 Tw
in

não utilizada, pode ser conservada durante 7 dias à
tem

peratura de 2-8°C
, na em

balagem
 de origem

 resselada e com
 o dessecante.

88  --  RR
EE

AA
GG

EE
NN

TTEE
  EE

  MM
AATTEE

RR
IIAA

LL
NN

EE
CC

EE
SS

SS
ÁÁ

RR
IIOO

  MM
AA

SS
  NN

ÃÃ
OO

  FFOO
RR

NN
EE

CC
IIDD

OO
SS

• Ó
leo de parafina

• P
ipetas estéreis

• E
stufa a 37 °C

• R
ecipiente para resíduos contam

inados
99  --  MM

OO
DD

OO
  DD

EE
  FFUU

NN
CC

IIOO
NN

AA
MM

EE
NN

TTOO
EE

ssttaabbiilliizzee  ooss  rreeaaggeenntteess  àà  tteemm
ppeerraattuurraa  aamm

bbiieennttee  ((1188--2255  °°CC
))  aanntteess  ddaa  ssuuaa  uuttiilliizzaaççããoo..

99..11..  PP
rreeppaarraaççããoo  ddoo  iinnóóccuulloo

C
om

 a ajuda de um
a ansa ou de um

a pipeta P
asteur com

 a extrem
idade fundida, proceda à colheita de um

a colónia
isolada. D

e seguida, inocule num
 frasco de reagente. M

isture bem
.

A
padronização do inóculo pode ser efectuada de diferentes m

aneiras:
••  RR

eellaattiivvaamm
eennttee  aaoo  ffrraassccoo  CC

TT
  ddee  ccoonnttrroolloo  ddaa  ttuurrvvaaççããoo

A
juste a opacidade do R

eagente 1 inoculado de acordo com
 a do frasco C

T, com
 a ajuda das linhas pretas na etiqueta

do frasco. 
C

aso o R
eagente 1 seja m

ais claro (inóculo insuficiente), proceda à re-inoculação do frasco até obter um
a opacidade

igual à do frasco C
T.

S
e o R

eagente 1 se apresentar m
ais turvo (inóculo dem

asiado rico), proceda à sua diluição com
 um

 frasco de R
eagente

1 aberto de novo, até conseguir um
a opacidade correcta.

••  CC
oomm

  aa  aajjuuddaa  ddee  uumm
  ddeennssiittóómm

eettrroo
C

om
 a ajuda de um

 densitóm
etro, certifique-se de que a turvação do R

eagente 1 inoculado corresponde a 11  MM
aacc

FF
aarrllaanndd. C

aso se m
ostre necessário, proceda conform

e previam
ente indicado de m

odo a ajustar a turvação.
••  NN

uumm
eerraaççããoo  eemm

  ccéélluullaa  MM
aallaasssseezz

É
 possível padronizar o inóculo procedendo a um

a contagem
 das leveduras em

 células de M
alassez. D

eve obter-se um
a

solução de 2500 a 3500 leveduras por m
m

3.

99..22aa..  IInnooccuullaaççããoo  ddaa  ggaalleerriiaa  CC
AA

NN
DD

IIFFAA
SS

TT
S

érie de identificação
Identifique devidam

ente a galeria em
 relação à am

ostra
testada. R

etire o revestim
ento adesivo e, distribua em

 cada
um

 dos 8 prim
eiros poços:

- 100 μL
de R

1 inoculado e padronizado 
- 2 gotas de óleo de parafina.
Volte a tapar a série de poços com

 o revestim
ento adesivo.

S
érie para o teste de resistência

P
rim

eiro, proceda à inoculação do R
eagente 2 com

 100 μL
de

R
eagente 1 inoculado e padronizado (ver § 9.1). D

epois,
retire o revestim

ento adesivo e distribua em
 cada um

 dos 8
prim

eiros poços:
- 100 μL

de R
2 previam

ente inoculado
- 2 gotas de óleo de parafina.
Volte a tapar a série de poços com

 o revestim
ento adesivo.

99..33..  IInnccuubbaaççããoo
Incube a galeria a 37 °C

 durante 24 horas se necessário e, consoante o tipo de estirpes, prossiga com
 a incubação até

48 horas ou, inclusivam
ente, 72 horas.

Leia a galeria quando as leveduras tiverem
 crescido no poço controlo.

1100  --  LLEE
IITTUU

RR
AA

EE
  IINN

TTEE
RR

PP
RR

EE
TTAA

ÇÇ
ÃÃ

OO
  

LLeeiiaa  ttooddaa  aa  ggaalleerriiaa,,  aappeennaass  ssee  oobbsseerrvvaarr,,  nnoo  ppooççoo  ccoonnttrroolloo  ((CC
++::  PP

ooççoo  11  ddaa  sséérriiee  ppaarraa  tteessttee  ddee  rreessiissttêênncciiaa)),,  aa
sseegguuiinnttee  mm

uuddaannççaa  ddee  ccoorr  ddoo  mm
eeiioo::  

--  ppaassssaaggeemm
  aa  aamm

aarreelloo  oouu  aa  aamm
aarreelloo--aallaarraannjjaaddoo  oouu  aaoo  ffuucchhssiiaa**  ((**ppaarraa  ooss  ggéénneerrooss  uurreeaassee--ppoossiittiivvooss))

1100..11  SS
éérriiee  ppaarraa  aa  iiddeennttiiffiiccaaççããoo

P
oço 1 (A

C
T) 

A
reacção é positiva

quando, no poço A
C

T, se observar um
a m

udança da cor do m
eio:

--  PP
aassssaaggeemm

  aaoo  aamm
aarreelloo  oouu  aaoo  aamm

aarreelloo--aallaarraannjjaaddoo  oouu  aaoo  ffuucchhssiiaa
U

m
a reacção negativa

traduz-se por um
a inexistência de passagem

 ao am
arelo ou ao am

arelo-alaranjado ou ao
fuchsia.
P

oço 2 a 8 (G
LU

 a R
A

F) 
A

característica é positiva
quando, num

 desses poços, se observa um
a m

udança da cor do m
eio:

--  PP
aassssaaggeemm

  aaoo  aamm
aarreelloo  oouu  aa  aamm

aarreelloo--aallaarraannjjaaddoo  oouu  aa  ffuucchhssiiaa
U

m
a característica é negativa

quando não há passagem
 a am

arelo ou a am
arelo-alaranjado ou a fuchsia.

A
identificação da levedura é efectuada com

 a galeria C
A

N
D

IFA
S

T
e com

 a análise em
 paralelo das características

m
orfológicas das colónias.

P
ara a interpretação, consulte a tabela seguinte ou o quadro em

 anexo na em
balagem

. É
 igualm

ente possível
consultar as m

arcações inscritas no revestim
ento adesivo da galeria: lleeiiaa  pprriimm

eeiirroo  oo  ppooççoo  ddee  aaccttiiddiioonnaa  ((AA
CC

TT
))  ee,,  ddee

sseegguuiiddaa,,llooccaalliizzee  oo  úúllttiimm
oo  ppooççoo  ppoossiittiivvoo  àà  ddiirreeiittaa. O

 nom
e do m

icrorganism
o vem

 indicado no revestim
ento adesivo,

na intersecção da reacção positiva (fileira inferior) ou negativa (fileira superior) da actidiona e do açúcar localizado.
Levedura

ACT
G

LU
G

AL
TRE

M
AL

CEL
RAF

LAC
Candida albicans

+
+

+
v

+
- 

-
-

Candida albicans (var stellatoïdea)
+

+
-

v
+

-
- 

-
Candida glabrata 

v
+

-
+

-
-

-
-

Candida kefyr
+

+
+

-
-

-
v

+
Candida krusei

v
+

-
-

-
-

-
-

Candida lusitaniae
-

+
+

+
v

+
-

-
Candida parapsilosis

- 
+ 

+ 
- 

v
-

-
-

Candida tropicalis
-

+
+

+
+

-
-

-
Saccharom

yces
- 

+ 
+

v 
v

v
+

-
G

éneros
Cryptococcus ou

Trichosporon ou Rhodotorula
v

urease positiva

••  DD
iiaaggnnóóssttiiccoo  ddiiffeerreenncciiaall

O
s géneros C

ryptococcus, Trichosporon
e R

hodotorula
podem

 ser diferenciados por exam
e m

orfológico.
- A

s espécies R
hodoturola

caracterizam
-se por colónias distintas de cor verm

elho-salm
ão cultivadas em

 m
eio S

abouraud.
-A

lgum
as espécies de C

ryptococcus
tam

bém
 produzem

 um
a coloração averm

elhada. D
evem

 ser exam
inadas na

presença de um
a cápsula com

 um
a preparação de tinta da china.

- Trichosporon
form

a pseudohifas em
 m

eio agar P
C

B
.

••  NN
oottaa

••
N

o género S
accharom

yces, a S
accharom

yces
cerevisiae

é a principal espécie patogénica para o ser hum
ano.

••
É

 possível isolar estirpes de S
accharom

yces boulardiiou de S
accharom

yces
cerevisiae

de doentes com
 tratam

ento à
base de leveduras.
••

U
m

 exam
e ao m

icroscópio perm
ite diferenciar as duas espécies:

- S
. cerevisiae

são leveduras esféricas de grandes dim
ensões.

- S
. boulardiisão leveduras ovóides a alongadas de dim

ensões m
ais reduzidas.

••
C

om
 a galeria C

A
N

D
IFA

S
T, determ

inadas estirpes C
ryptococcus

podem
 crescer na presença de ctidiona.

1100..22  SS
éérriiee  ppaarraa  oo  tteessttee  ddee  rreessiissttêênncciiaa

P
oço 2 a 8 (A

B
 a FC

Z)
U

m
a m

udança de cor do m
eio para am

arelo ou am
arelo-alaranjado ou fuchsia, traduz a capacidade da estirpe testada para

se desenvolver nesse poço, na concentração testada do antifúngico, à qual é resistente. P
elo contrário, a cor verm

elho-
alaranjada do m

eio indica que a estirpe foi inibida pelo antifúngico presente no poço
1111  --  CC

OO
NN

TTRR
OO

LLOO
  DD

EE
  QQ

UU
AA

LLIIDD
AA

DD
EE

P
ara verificar a padronização do m

étodo, recom
enda-se a realização de um

 controlo de qualidade, periodicam
ente, com

estirpes de R
eferência, C

andida albicans ATC
C

 90029 e C
andida parapsilosis

ATC
C

 22019.

EE
ssttiirrppee

IInnccuubbaaççããoo
RR

eessuullttaaddooss  eessppeerraaddooss
ACT

G
LU

G
AL

TRE
M

AL
CEL

RAF 
LAC

C+
AB

N
FCT

ECZ
KTZ

M
CZ

FCZ
C. albicans

24 horas
++

++
++

--
++

--
--

--
++

--
--

++
--

--
--

--
(ATCC 90029)
C. parapsilosis

48 horas
--  

++
++

--
--

--
--

--
++

--
--

--
--

--
--

--
(ATCC 22019)

1122  --  CC
AA

UU
SS

AA
SS

  DD
EE

  EE
RR

RR
OO

SS
••

P
reparação de um

 inóculo dem
asiado rico ou dem

asiado fraco.
••

P
reparação do inóculo a partir de um

a m
istura de culturas ou com

 colónias isoladas com
 m

ais de 48 horas de
crescim

ento.
••

Leitura da galeria na ausência de m
udança da cor no poço de controlo de crescim

ento.
••

Leitura da galeria 24 ou 48 horas após a m
udança da cor no poço de controlo de crescim

ento.
E

, de um
 m

odo geral, a inobservância das recom
endações incluídas no presente folheto inform

ativo.
1133  --  LLIIMM

IITT AA
ÇÇ

ÕÕ
EE

SS
••  E

ste m
étodo de determ

inação in vitro
da resistência aos anti-fúngicos possui um

 valor indicativo acerca da interacção
do par antifúngico-levedura, nos tratam

entos in vivo
(2,4).

••O
 m

étodo C
A

N
D

IFA
S

T
ou C

A
N

D
IFA

S
T

E
S

 Tw
in

foi desenvolvido com
 o propósito de identificar e detectar a resistência

aos antifúngicos, apenas em
 estirpes de origem

 m
ucocutânea; não é, pois, recom

endado para estirpes isoladas de
m

icoses sistém
icas.

• O
 m

étodo C
A

N
D

IFA
S

T
não perm

ite um
a categorização em

 S
ensível-Interm

édio-R
esistente 

••A
lgum

as estirpes term
ossensíveis isoladas a 20 °C

 crescem
 de m

odo diferente a 37 °C
; N

este caso, as leveduras não
crescem

 ou crescem
 m

al, e tanto a identificação com
o a dem

onstração da resistência a determ
inados antifúngicos, em

term
os de fiabilidade, serão m

uito difíceis, se não m
esm

o im
possíveis.

••
N

o caso de determ
inadas estirpes de C

. lusitaniae,um
 atraso do crescim

ento no poço TR
E

 torna difícil a identificação
através da leitura da tabela. A

leitura da etiqueta torna possível a identificação.
••

N
o caso de determ

inadas estirpes de C
. glabrata, a dificuldade de leitura da reacção G

A
L

torna difícil a identificação
através da leitura da tabela. A

leitura da etiqueta torna possível a identificação.
••

A
interpretação da leitura dos testes de resistência não deve tom

ar em
 consideração a turvação do m

eio, que pode
surgir após a incubação com

 antifúngicos azóis.
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ssttuuddoo  ccoomm
  eessttiirrppeess  ddee  ccoollhheeiittaa

O
 estudo foi efectuado com

 80 estirpes de colheita (31 C
andida albicans, 17

C
. glabrata, 11

C
. tropicalis, 6 C

. lusitaniae,
3 C

. parapsilosis, 2 C
. kefyr, 2

C
. krusei, 5 S

accharom
yces spp., 2 C

ryptococcus neoform
ans e 1 Trichosporon cutaneum

). 
78 estirpes foram

 identificadas correctam
ente através da leitura com

 a ajuda da etiqueta, com
 97,5%

 de concordância
relativam

ente ao m
étodo FU

N
G

IC
H

R
O

M
 da E

LITech
M

IC
R

O
B

IO
 ou A

P
I 32C

 da B
iom

érieux.
A

concordância global do teste de resistência, em
 com

paração com
 o FU

N
G

ITE
S

T
da B

iorad e com
 a galeria ATB

 Fungus
da B

iom
érieux, foi de 87,4%

. 
EE

ssttiirrppeess  ccllíínniiccaass
O

 estudo foi efectuado com
 100 estirpes recentem

ente isoladas provenientes de am
ostras clínicas colhidas em

consultório m
édico (72 C

andida albicans, 9 C
. glabrata, 8 C

. parapsilosis, 5 C
. tropicalis, 3 C

. krusei, 1 C
. kefyr, 1 C

.
inconspicua

e 1 S
accharom

yces spp).
Foram

 correctam
ente identificadas 98 estirpes, em

 com
paração com

 o sistem
a V

ITE
K

 da B
iom

érieux.
A

concordância global do teste de resistência, em
 com

paração com
 o FU

N
G

ITE
S

T
da B

iorad e com
 a galeria ATB

 Fungus
da B

iom
érieux, é de 98,5%

. E
ntre as 10 discordâncias, 3 são erros m

aiores e 7 são erros m
enores. E

stas discordâncias
dizem

 respeito a 4 estirpes (2 C
. glabrata, 1 C

. parapsilosis
e 1 C

. tropicalis) e a 3 anti-fúngicos
: econazol (2 R

/I e 1
R

/S
), o cetoconazol (1 R

/I e 2 R
/S

) e o m
iconazol (4 R

/I).
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SS
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SS

O
s resíduos têm

 de ser elim
inados, respeitando as norm

as de higiene bem
 com

o a legislação em
 vigor para este tipo de

reagentes no país de utilização.
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arca registada da E
LITech M
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O
B
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SS
éérriiee  ppaarraa  aa  iiddeennffiiccaaççããoo

O
 poço 1 contém

 actidiona
(A

C
T), glicose e verm

elho de
fenol.
O

s poços 2 a 8 contêm
 diferentes açùcares e verm

elho
de fenol
poço

2: (G
LU

) glicose
poço

3: (G
A

L) galactose
poço

4: (TR
E

) trealose
poço

5: (M
A

L) m
altose

poço
6: (C

E
L) celobiose

poço
7: (R

A
F) rafinose

poço
8: (LA

C
) Lactose

O
s poços

9 e
10 estão vazios

SS
éérriiee  ppaarraa  oo  tteessttee  ddee  rreessiissttêênncciiaa

O
 poço 1 consiste num

 poço de controlo de crescim
ento

(C
+)

O
s poços 2 a

8 diferentes anti-fungicos :
poço

2 (A
B

): anfotericina
B

 (4 μg/m
L)

poço
3 (N

Y
): nistatina

(200 unidades/m
L)

poço
4 (FC

T): flucitosina
(35 μg/m

L)
poço

5 (E
C

Z): econazol (16 μg/m
L)

poço
6 (K

TZ): cetoconazol (16 μg/m
L)

poço
7 (M

C
Z): m

iconazol (16 μg/m
L)

poço
8 (FC

Z): fluconazol (16 μg/m
L)

O
s poços

9 e
10 estão vazios

C
A

N
D

IFA
S

T
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ee
nn

ttiiffiiccaa
ççãã
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  dd

ee
  llee

vvee
dd
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ss  ee
  ttee

ssttee
  dd

ee
  rree

ssiissttêê
nn

cciiaa
  aa

oo
ss  aa

nn
ttiiffúú

nn
gg

iiccoo
ss

88
  ttee

ssttee
ss  (R

ef. 44008)        33
00

  ttee
ssttee

ss  (R
ef. 44030)
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S
érie para prim

eira am
ostra 

Inocule o reagente R
2 com

 100 μL
de reagente R

1
inoculado e padronizado. 
Identifique devidam

ente cada um
a das filas da galeria.

R
etire o revestim

ento adesivo e, de seguida, distribua
em

 cada um
 dos 8 prim

eiros poços:
- 100 μL

de R
eagente 2 previam

ente inoculado
- 2 gotas de óleo de parafina.
Volte a tapar a galeria com

 o revestim
ento adesivo.

S
érie para a segunda am

ostra 
Inocule a segunda série segundo o m

esm
o processo

com
 

a 
ajuda 

de 
um

 
outro 

frasco 
de 

R
eagente 

2
previam

ente inoculado. Volte a tapar a galeria com
 o

revestim
ento adesivo.
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