CANDIFAST

Identificatie van gist en test van resistentie tegen schimmelwerende middelen
8 testen (Ref. 44008) 30 testen (Ref. 44030)

CANDIFAST ES TWIN

Test van resistentie van gist tegen schimmelwerende middelen
30 testen (Ref. 44130)

CPB 0038-DU-2009-03
Alleen voor diagnostisch gebruik in vitro, alleen voor professioneel gebruik.
Tests voor eenmalig gebruik.

1-BELANG

De CANDIFAST-kit wordt gebruikt om de belangrijkste gisten van medisch belang te identificeren en om hun resistentie tegen
verschillende schimmelwerende middelen te testen. De CANDIFAST ES TWIN-kit wordt gebruikt om de resistentie van gist
tegen verschillende schimmelwerende middelen te testen.

2 - INLEIDING

Het aantal schimmelinfecties, en met name gistinfecties, is de laatste tien jaar aanzienlijk toegenomen (5). Gisten zijn
opportunistische agenten. De meeste zijn saprofyten, maar kunnen pathogeen worden wanneer de omstandigheden in de
gastheer gunstig zijn. Het gaat voornamelijk om fysiologische factoren (pasgeborenen, ouderen, zwangere vrouwen), lokale
factoren (wrijving, maceratie), pathologische factoren (kanker, immuundeficiéntie, stofwisselingsstoomissen...), iatrogene

factoren , ioniserende strallng chirurgie). De Klinische symptomen
dle door deze gisten worden veroorzaakt zijn zeer gevarieerd: huidaandoeningen (intertrigo, onyxie, efc.), aandoeningen van de
1 (spruw, colitis, vaginitis, etc.), viscerale en septicemische aandoeningen.

De toename van het aantal schimmelwerende producten alsook het optreden van schimmelziektes die resistent zijn tegen
behandelingen, rechtvaardigen de evaluatie van het gedrag van gist ten opzichte van schimmelwerende middelen (1, 2).

3 - PRINCIPE

De identificatie van gisten is gebaseerd op:

« de gevoeligheid of niet-gevoeligheid van de stam voor actidionen, gevisualiseerd door de verkleuring van de indicator in geel,
geeloranje of fuchsia,

« de studie van de fermentatie van zeven suikers gevisualiseerd door de verkleuring van het medium in geel of geeloranje door
de verzuring van het medium,

« de ontdekking van een ureaseactiviteit die het medium alkaliseert en ervoor zorgt dat de indicator verkleurt in fuchsia.

De bepaling van de reslstentle van glsten tegen i de middelen is g d op het al dan niet groeien van deze
gisten in van hirr middelen. Deze groei wordt gevisualiseerd door een verandering
van kleur van het medium:

« de fermentatie van glucose door gisten veroorzaakt een verzuring van het medium waardoor het fenolrood in het medium geel
of geeloranje verkleurt.

4 -REAGENTIA
Conditionnering:
Reagens Aantal
#44008 #44030 #44130

CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15

1 : : flacon van Reagens 1 10 35 35
R2 : flacon van Reagens 2 8 30 30
TC : flacon voor controle van troebelheid 1 1 1
Omschrijving:

CANDIFAST :galerij van 20 putjes klaar voor gebruik

Elke galerij maakt het mogelijk om één monster te testen (identificatie- + resistentietest)

Reeks voor de identificatie Direng testi igin seriler

Put_]e 1 bevat actidione (ACT), gluoos_e en feno_lrood. Putie 1 is een putie voor controle van de groei
putjes 2 toten met 8 bevatten verschillende suikers en fenolrood (C+). Puties 2 tot en met 8 bevatten

putje 2: (GLU) glucose verschillende schimmelwerende middelen:
putje 3: (GAL) galactose putje.Z (AB): amfotericine B (4 ug/mL) put3
putie 4: (TRE) trehalose (NY): nystatine (200 eenheden/mL)

(
(
pute 5+ :MAL) maltose putj:e 4 (FCT): flucytosine (35 pg/mL)
putje 6: (CEL) cellobiose putje 5 (ECZ): econazool (16 pug/mL)
putie 7: (RAF) raffinose putje 6 (KTZ): ketoconazol (16 pg/mL)
putje 8: (LAC) lactose putje 7 (MCZ): miconazool (16 pg/mL)
putjes 9 en 10 zijn leeg. putje 8 (FCZ): fluconazool (16 pg/mL)
putjes 9 en 10 zijn leeg.
CANDIFAST ES Twin: galerij 2x10 putjes klaar voor gebruik
De twee reeksen putjes komen overeen met de resistentietest van de CANDIFAST-galerij.
In elke galerij kunnen twee monsters worden getest (alleen resistentietests)
R1 - flacon van 4 mL semi-agar gebufferd medium voor identificatie en verdunning.
R 1,3 gL, il 1,84/, 0,8 g/L, aminozuren, vitaminen, mineralen 5,75 g/L, ureum 20 g/L, agar
0,52 g/L, antibiotica 1,12 g/L. pH: 6,05 +0,1.
R2 : flacon van 2 mL van vioeibaar medium voor de resistentietest.

R 1,3 gL, il 1,8 g/L, 0,8 g/L, aminozuren, vitaminen, mineralen 8,75 g/L, ureum 20 g/,
glucose 8,5 g/L, fenolrood 0,052 g/L, antibiotica 1 16g/L.pH:7,3+0,1.
TC: flacon van 4 mL bari voor

5 - VOORZORGSMAATREGELEN

7 - OPSLAG VAN REAGENTIA

De reagentia die bij 2-8 °C in hun oorspronkelijke staat worden bewaard, zijn stabiel tot de op het etiket vermelde uiterste
gebruiksdatum. De ongebruikte halve galerij van CANDIFAST ES Twin kan 7 dagen bij 2-8 °C worden bewaard in de originele
hermetisch gesloten verpakking en met het zakje met droogmiddel.

8 - REAGENS EN BENODIGD, MAAR NIET MEEGELEVERD MATERIAAL
« Paraffineolie « Steriele pipetten
« Broedstoof op 37 °C « Container voor verontreinigd afval

9 - WERKWIJZE

Breng de reagentia vé6r gebruik op kamertemperatuur (18-25 °C).

9.1. Bereiding van het inoculum

Neem een geisoleerde kolonie af met behulp van een oese of pasteurpipet met dop. Laad die vervolgens los in een flacon
reagens.

1. Homogeniseer. De standaardisatie van het inoculum kan op verschillende manieren worden bereikt:

« Ter vergelijking met de TC-flacon voor troebelheidstest

Pas de opaciteit van Reagens 1 aan die van de TC-flacon aan met behulp van de zwarte lijnen op de etiketten van de flacon.
Als Reagens 1 helderder is (onvoldoende inoculum), inoculeert u de flacon opnieuw totdat de opaciteit gelijk is aan die van de
TC-lacon.

Als Reagens 1 troebeler is (te rijk aan inoculum), verdunt u het met een nieuwe flacon van Reagens 1 totdat een correcte
opaciteit wordt verkregen

*Met behulp van een densitometer

Controleer met behulp van een densitometer of de troebelheid van geinoculeerd Reagens 1 gelijk is aan 1 Mac Farland. Handel
indien nodig zoals eerder aangegeven om de troebelheid aan te passen.

«Telling in cel van Malassez

Het is mogelijk om het inoculum te standaardiseren door een telllng van de gisten in de cel van Malassez uit te voeren. Er moet
een oplossing worden verkregen van 2500 tot 3500 gisten per mm®.

9.2a. Inoculatie van de CANDIFAST -galerij Serie voor de identificatie

Identificeer de galerij. Til het zelfklevende label op en verdeel vervolgens in elk van de eerste 8 putjes:

-100 pLl van geinoculeerd en gestandaardiseerd R1

- 2 druppels paraffineolie.

Dek de serie putjes opnieuw af met het zelfklevende label.

Reeks voor de resistentietest

Inoculeer eerst het Reagens 2 per 100 pL van geinoculeerd en gestandaardiseerd Reagens 1 (zie § 9.1). Til vervolgens het
zelfklevende etiket op en verdeel in elk van de eerste 8 putjes:

-100 pL van vooraf geinoculeerd R2

- 2 druppels paraffineolie.

Dek de serie putjes opnieuw af met het zelfklevende label.

9.2b. Inoculatie van de galerij CANDIFAST ES Twin Serie voor een eerste monster

Inoculeer het reagens R2 met 100 pL van geinoculeerd en gestandaardiseerd reagens R1.

Identificeer elke kant van de galerij goed.

Til het zelfklevende label op en verdeel vervolgens in elk van de eerste 8 putjes van de eerste reeks:

-100 pL van vooraf geinoculeerd reagens 2

- 2 druppels paraffineolie.

Dek de serie putjes opnieuw af met het zelfklevende label.

Reeks voor een tweede monster

Inoculeer de tweede reeks op dezelfde manier met een andere flacon van vooraf geinoculeerd Reagens 2 zoals hierboven
beschreven.

Dek de serie putjes opnieuw af met het zelfklevende label.
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9.3. Incubatie
Incubeer de galerij bij 37 °C gedurende 24 uur, indien nodig en afhankelijk van de stam zet u de incubatie voort gedurende 48 of
72 uur. Lees de galerij wanneer de gisten in het controleputje zijn gegroeid.

10 - AFLEZING EN INTERPRETATIE VAN DE GALERIJ

Lees de gehele galerij alleen af als in het controleputje (C+: putje 1 van de reeks voor de resistentietest) een verandering van
kleur van het medium wordt waargenomen:

- verkleuring in geel, oranjegeel of fuschia* (*voor positieve ureasegeslachten) 10.1

Reeks voor de identificatie

Putje 1 (AC

Het karakter is positief wanneer in het ACT-putje een verandering van kleur van het medium wordt waargenomen:

- Verkleuring in geel, oranjegeel of fuchsia

Een negatief karakter ineen igheid van gele,
Putjes 2 tot 8 (GLU tot RAF)

Een karakter is pos wanneer in een van deze putjes een verandering van kleur van het medium wordt waargenomen:

- Verkleuring in geel, oranjegeel of fuchsia

+ Gebruik reagentia niet langer dan de vervaldatum.

+ Gebruik geen beschadigde of voor het gebruik verkeerd opgeslagen reagentia.

Gist ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC

of fuschia-verkleuringen.

Candida albicans + + + v + - - -
Candida albicans (var stellatoidea) + + - v + - - -
Candida glabrata v + - + - - - -
Candida kefyr + + + . - - v o+
Candida krusei v + - - - - - -
Candida lusitaniae - + + + v + - -
Candida parapsilosis - + + - v - -
Candida tropicalis - + + + + - - -

- + + v v v + -

De ia in deze kit zijn bedoeld voor in-vitro-gebruik en dienen door geautoriseerd personeel te worden
gehanteerd.
. De testen zijn voor eenmalig gebruik.
en ia kunnen zijn en moeten worden gehanteerd met de
met il ing van de geldende hygié oorschriften en wetgeving voor dit type product in het land
van gebruik.

+ Reagentia die grondstoffen van dierlijke oorsprong bevatten, moeten voorzichtig worden gehanteerd.

6 - VERZAMELING VAN MONSTERS
De identificatie en de resistentietest moeten worden uitgevoerd vanuit de kolonies:
- jonge kolonies (24 tot 48 uur)

- perfect op of 37 °C kolonies op een agar-medium, bij voorkeur in een petrischaal. Het wordt
aanbevolen om de isolatie uit te voeren op specifieke gisten (3).

Geslachten Cryptococcus of

Trichosporon of Rhodotorula v positieve urease

« Differentiéle diagnose

De Ci Tri en kunnen van elkaar worden onderscheiden door morfologische
kenmerken.

- RI la geeft kolonies op gar.

- Ci heeft een polysachari die wordt door door de verkleuring met Chinese inkt in 1/5

verdunning. Op Sabouraud-agar geeft die minder intense zalmrode kolonies dan de kolonies van Rhodoturola.
- Tri vertoont een ium op PCB: i

+ Opmerkingen

« In het geslacht is de belangrijkste pathogene soort die bijde mens wordt
aangetroffen.
. van boulardii of kunnen worden geisoleerd bij patiénten die een

behandeling op basis van gist ondergaan.
« Een microscopisch onderzoek maakt het mogeluk de twee soorten van elkaar te onderscheiden:

-S. isiae zijn grote bol
- S. boulardii zijn kleinere Iangwerplge eivormige gisten.
+ Met de CANDIFAST-galerij kunnen Ci groeien in id van actidione.

10.2 Serie voor de resistentietest

Putjes 2 tot 8 (AB tot FCZ)

Een verandering in kleur van het medium in geel of oranjegee\ of fuchsia weerspiegelt het vermogen van de geteste stam om
zich te i bij de geteste ie van het middel. In dit geval is de stam resistent geworden.

De oranjerode kleur in het medium geeft echter aan dat de stam is geremd door het schimmelwerende middel in de cupula.

11 - KWALITEITSCONTROLE

Om de standaardisering van de methode te wordt het 1 periodiek een ontrole uit te voeren door
gebruik te maken van referentiestammen, C. albicans ATCC 90029 en C. parapsilosis ATCC 22019.
Sus Inkiibasyon Beklenen sonuglar

ACT GLU GAL TREMAL CELRAFLAC C+ AB N FCT ECZKTZ MCZ FCZ
C. albikans 24 saat + o+ + - + - - P + - - - -
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 saat -+ + - - - - -+ - . - - - - -
(ATCC 22019)

12 - OORZAKEN VAN FOUTEN

« Bereiding van een te rijk of te zwak inoculum.

« Bereiding van het inoculum uit een kweekmengsel of met kolonies die langer dan 48 uur geisoleerd werden.
« Aflezing van de galerij zonder kleurverandering in de putjes voor controle van de groei.

« Aflezing van de galerij 24 of 48 uur na kleurverandering il in de putjes voor controle van de groei.

En over het het niet opvolgen van de b gen in deze g.

13 - BEPERKINGEN VAN DE METHODE

« Deze in vit van i ie tegen
interactie van het

koppel van schimmelwerend middel met gist tijdens de in vivo-behandelingen (2.4).

« De CANDIFAST-methode werd i om de resi ie van cutane mucosale stammen te identificeren en op te sporen,
en daarom wordt de methode niet aanbevolen voor gei van sy e schi

« Met de CANDIFAST-methode kan er niet worden als g lig-intermed tent.

« Hittegevoelige stammen geisoleerd bij 20 °C groeien anders bij 37 °C; in dit geval zullen de gisten niet groeien

of slecht groeien en de identificatie en de detectie van resistentie tegen sommige schimmelwerende middelen zullen niet
kunnen worden uitgevoerd.

+ Voor ig van C. lusitaniae staat de
van de tabel niet toe. Zorg ervoor dat u het etiket leest.
Voor sommige stammen van C. glabrata staat de moeilijkheid om het GAL-teken af te lezen de identificatie aan de hand van de
tabel niet toe. Zorg

ervoor dat u het etiket leest.

« Bij de interpretatie van de aflezing van de resistentietests mag geen rekening worden gehouden met de troebelheid; er kan een
sluier verschijnen na

incubatie voor de schimmelwerende azoolmiddelen.

middelen heeft een indicatieve waarde voor de

in de TRE-putjes de identificatie door aflezing

14 - PRESTATIES

Onderzoek op collectorstammen

De studie werd uitgevoerd op 80 collectorstammen (31 Candida albicans, 17 C. glabrata, 11 C. tropicalis, 6 C. lusitaniae, 3 C.
parapsilosis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5 spp-, 2 C en 1 Tri

78 stammen werden correct geidentificeerd door de aflezing met behulp van het etiket, d.w.z. 97,5% concordantie met de
FUNGICHROM-methode van ELITech MICROBIOof API 32C van Biomérieux.

De totale ie van de resi met FUNGITEST van Biorad en de ATB Fungus-galerij van
Biomérieux, bedraagt 87,4%.

Onderzoek op ische stammen

De studie werd uitgevoerd op 100 vers geisoleerde stammen van klinische monsters in de stadsgeneeskunde (72 Candida
albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C.tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua en 1 Saccharomyces spp).

98 stammen werden correct ge\dentlfloeerd ten opzichte van het Biomérieux VITEK-systeem.

De totale ie van de 1 met FUNGITEST van Biorad en de ATB Fungus-galerij van
Biomérieux, bedraagt 98,5%. Van de 10 discrepanties zijn er 3 grote discrepanties en 7 kleine discrepanties. Die discrepanties
omvatten 4 stammen (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis en 1 C. tropicalis) en 3 i middelen

(2 R/l'en 1 R/S), ketoconazol (1 R/l en 2 R/S) en miconazool (4 R/).

15 - AFVALVERWIJDERING

Atik, kullanim (Ulkesindeki bu tiir reaktifler i¢in gegerli olan hijyen kurallarina ve yonetmeliklerine uygun olarak ortadan
kaldinimalidir.
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