CANDIFAST

Maya tanimlama ve antifungal direng testi
8 test (Ref. 44008) 30 test (Ref. 44030)

CANDIFAST ES TWIN

Antifungallere kargi maya direnci testi
30 test (Ref. 44130)

CPB 0038-TR-2009-03
Yalnizca in vitro diagnostik kullanim igindir, sadece profesyonel kullanim igindir.
Tek kullanimlik testler.

1-lLGl
CANDIFAST kiti, tibbi alandaki ana mayalari tanimlar ve gesitli antifungallere kargi onlarin direncini test eder. CANDIFAST ES
TWIN kiti, mayalarin gesitli antifungallere karsi direncini test etmede kullanilir.

2-GIRis

Fungal enfeksiyonlarin sikligi ve 6zellikle de maya enfeksiyonlarinin sikligi son on yilda énemli éigide artmigtir (5). Mayalar,

firsatgl maddelerdir. Cogu saprofitiktir ancak konakgi kosullari elverigli oldugunda patojenik hale gelebilirler. Bu durumlar baslica

fizyolojik faktorler (yenldogan bebekler yaslilar, hamlle kadinlar), lokal faktorler (strtiinme, maserasyon), patolojik faktorler
vb), i jenik faktorler (antibiy dogum kontrol haplar

dyasyon, cerrahi). Bu mayalarin neden oldugu klinik tablolar ok gesitlidir: deri lezyonlari

(intertrigo, oniks ..), mukoza zarlarn (pamukguk, ozofajlt kolit, vajinit ...), viseral ve septisemi.

(kanser ek SI |g|

Antifungal Griin sayls\ndakl am§ ve ayrica tedaviye direngli mantarlarin ortaya gikmasi, mantarlarin antifungallere gére
inin ded i hakit (1,2).
3-ILKE
Mayanin o ilere d:
« renkli gostergenin sari, sari-turuncu veya fusya rengine déniismesi ile gorsellestirilen aktidiyona olan gerinimin duyarliligi veya
yoklugu,
+ ortamin deniyle renkli indikatoriin sari veya sari-turuncu renge doniismesi ile gorsellestirilen yedi sekerin

femantasyonunun incelenmesi,
« ortami alkalize eden ve renkli |nd|katoru fu@yaya dénistiiren bir lreaz aktivitesinin gosterilmesi.

Antifungallere kars1 maya di farkl in varliginda bu mayalarin bilylimesine veya bilyimemesine
dayanir. Bu bilylime, ortamin renginin degismesiyle gorsellestirilir:
* Glikozun mayalar tarafindan , ortamin asif ine yol agar ve bu da ortamdaki fenol kirmizisinin sari veya

sari-turuncuya doniismesine neden olur.
« Pozitif lireaz mayas! ile drenin hidrolizi, ortami alkalize eden ve fenol kirmizisini fusya pembesine donlstiiren amonyak salgilar

4 - REAKTIFLER

Ambalaj :
Reaktif Miktar

#44008 #44030 #44130
CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Reaktif 1 Sigesi 10 35 35
R2 : Reaktif 2 Sigesi 8 30 30
TC : Bulaniklik kontrolii sisesi 1 1 1
Agciklama:

CANDIFAST : 20'li galeri kullanima hazir
Her galeri bir 6rnegi test etmek igin kullanilir (tanimlama + direng testi)

Ttammlama igin seri
Gozenek 1, aktidiyon (ACT), glukoz ve fenol kimizisi igerir.
2 ila 8 arasi gozenekler farkli sekerler ve fenol kirmizisi igerir

Direng testi igin seriler

(4 ug / mL) Gozenek 3 (NY): nistatin (200 tinite / mL)

gozenek 2: (GLU) glikoz

gbzenek 3: (GAL) galaktoz gozenek 4 (FCT): flusitozin (35 pg / mL)
gozenek 4: (TRE) trehaloz gozenek 5 (ECZ): ekonazol (16 pg / mL)
gozenek 5: (MAL) maltoz gozenek 6 (KTZ): ketokonazol (16 pgimL)
gbzenek 6: (CEL) sellobiyoz gdzenek 7 (MCZ): mikonazol (16 pg / mL)
gbzenek 7: (RAF) rafinoz gbzenek 8 (FCZ): flukonazol (16 pg / mL)

gozenek 8: (LAC) laktoz
Gozenek 9 ve 10 bos.

Gozenek 9 ve 10 bos.

CANDIFAST ES Twin : Galeri 2x10 gézenekli kullanima hazir

Gozeneklerin iki serisi, CANDIFAST galerisinin direng testine karsilik gelir.

Her bir galeri iki 5rnegi test edebilir (sadece direng testleri)

R1, - Tanimlama ve seyi igin yari-agar 4 mL flakon.

Sigir Ozii 1.3 g/L, Kazein Pepton 1.8 g/L, Maya Ozii 0.8 g/L, Amino Asitler, Vitaminler, Mineraller 5.75 g/L, Ure 20g/L, Agar 0,52
g/L, Antibiyotik 1.12 g/L pH: 6.05 + 0.1.

R2, : Direng testi igin sivi ortamda 2 mL sise.

Sigir Ozii 1.3 g/L, Kazein Pepton 1.8 g/L, Maya Ozii 0.8 g/L, Amino Asitler, Vitaminler, Mineraller 8.75 g/L, Ure 20 gL, Glikoz 8.5
g/L, Fenol Kirmizi 0.052 g/L, Antibiyotik 1.16 g/L. pH: 7,3 £0,1.

TC : Seyreltme kontroli igin 4 mL sise baryum siilfat.

5-ONLEMLER

« Bu kitin reaktifleri in vitro kullanim amaglidir, sadece yetkili kisiler tarafindan kullaniimalidir.

« Testler sadece tek kullanim igindir.

+ Tohumlanan 6rnekler ve reaktifler potansiyel olarak bulasicidir, hijyen kurallarina ve bu tir triinlerde kullanim Ulkelerinde
ylrirliikte olan yonetmeliklere uygun olarak genel nlemler ile birlikte kullaniimalidir.

+ Hayvansal kékenli hammaddeler igeren reaktifler, her zamanki 6nlemler ile ele alinmalidir.

* Son kullanma tarihi sonra reaktifi

+ Kullanmadan 6nce hasarli veya yetersiz kosullarda depolanmig reaktifleri kullanmayin.

6 - ORNEKLERIN TOPLANMASI

Tanimlama ve direng testi kolonilerden yapilmalidir:

- gengler (24 ila 48 saat)

- tercihen bir petri kabinda, oda veya bir agar
ortamlarda izolasyonun yapilmasi tavsiye edilir (3).

37 °C'de milkkemmel sekilde izole edilir. Mayaya 6zgii

Gozenek 1 bir bliyiime kontrol gézenegidir (C+). Gézenek 2
ila 8 farkl antifungaller igerir: Gozenek 2 (AB): Amfoterisin B

7 - REAKTIFLERIN KORUNMASI

Orijinal durumunda 2-8 °C'de saklanan reaktifler, etiketierde belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Yarim galeri
CANDIFAST ES Twin kullaniimayan, orijinal miihiirli ambalajinda ve kurutucu posetiyle 2-8 °C'de 7 giin saklanabilir.

8 - GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN REAKTIF VE MALZEMELER

« Parafin yagi « Steril pipetler

+ 37 °C'de finn + Kontamine atik igin kap

9 CALISMA SEKLI

once ifleri oda

getirin (18-25 °C).

9.1. inokulumun hazirlanmasi
Bir cese ya da tapall Pasteur plpet ile izole bir koloni toplayin. Daha sonra onu bir reaktif sisesine bosaltin.

1.t jenize edin. | farkli yollarla saglanabilir:
« Bulaniklik kontrolii igin TC sisesi ile kargilastirildiginda
T Reaktif 1'in gini, ufak sise etil inin siyah gizgileri yardimiyla TC sisesinin opakligina ayarlayin.

Reaktif 1 daha agiksa (inokulum eksikse), flakonu/kiigiik siseyi TC flakonununkine esit olana kadar yeniden tohumlayin.

Reaktif 1 daha koyu ise (inokulumu gok zengin), opaklik dogru olana kadar yeni bir Reaktif 1 flakonu ile seyreltin.

* Densitometrenin kullaniimasi

T Reaktif 1'in o] 1 Mac Farland'a esit oldugunu bir densitometre ile dogrulayin. Gerekirse, bozuklugu
diizeltmek igin 6nceden belirtildigi sekilde iglem yapin.

*Malassez hiicresinde sayma

Malassez hiicresinde bir maya sayimi yaparak inokulumun standartlagtinimasi mimkiindiir. *bagina 2500 ila 3500 mayalik bir
gozelti elde edilmelidir.

9.2a. CANDIFAST galerisinin asilanmasi Tammlama igin seri

Galeriyi tanimla. Yapigkanli etiketi kaldirin, ardindan ilk 8 gukurcugun her birine dagitin:

-100 pL R1 tohumlu ve standardize

- 2 damla parafin yagi.

Cukurcuk serisini yapigkanli etiketle 6rtiin.

Direng testi igin seriler

llk adimda, Reagent 2'yi 100 pl tohumlu ve standartlagtinlmis Reaktif 1 ile inokiile edin (bakiniz béliim 9.1). Daha sonra ikinci
kez yapiskanli etiketi kaldirin ve ilk 8 kuyucugun her birine dagitin:

- Onceden tohumlu 100 pL R2

- 2 damla parafin yagi.

Cukurcuk serisini yapigkanli etiketle .
9.2b. CANDIFAST ES Twin galerisinin inokiile edilmesi llk érnek igin seri

R2 reaktifini 100 pl tohumlu ve standardize R1 reaktifi ile inokiile edin.

Galerinin her bir tarafini iyi sekilde tanimlayin.

Yapiskanl etiketi kaldirin ve ilk serinin ilk 8 géziiniin her birine dagitin:

- Onceden tohumlu 100 uL Reaktif 2

- 2 damla parafin yagi.

Cukurcuk serisini yapigkanli etiketle 6rtiin.

Ikinci bir érnek igin seri

Ayni sekilde, ikinci seri, yukarida agiklandigi gibi nceden tohumlu baska bir Reaktif 2 flakonu ile inokdile edilir.
Cukurcuk serisini yapigkanli etiketle 6rtiin.
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9.3. inkiibasyon
Galeriyi 24 saat stireyle 37 °C'de inkiibe edin, gerekirse ve suslara bagl olarak inkiibasyonu 48 saat hatta 72 saate kadar devam

edtirin.
Mayalar kontrol kuyusuna ydneltildiginde galeriyi okuyun.
10 - GALERI OKUMA VE YORUMU
Tiim galeriyi yalnizca kontrol gozeneginde ( C +: direng testi igin serinin Gozenek 1'i) birinin ortamin renk degisiminin
gobzlemlemesi durumunda okuyun:
- san veya sani-turuncu veya fusya*ya renk degisimi (pozitif iireaz tiirleri i¢in) 10.1
Tanimlama icin seri
Gozenek 1 (ACT)
ACT gézeneginde biri ortamin renginde bir degisiklik gozlemlerse karakter pozitiftir:
- Sari veya san-turuncu veya fusyaya renk degisimi
Negatif bir karakter, sari veya sari-turuncu veya fusyaya renk degisiminin yoklugu ile sonuglanir.
Gozenek 2ila 8 (GLU ila RAF)
Bir gézeneklerin birinde ortamin renginde bir degisiklik varsa bir karakter pozitiftir:
- Sar veya sani-turuncu veya fusyaya renk degisimi
Negatlf bir karakter, sari veya sari turuncu veya fu§yaya renk degisiminin yoklugu ile sonuglanir.
Maya galeri ve ilir.
‘Yorumlama igin, a§ag|dak| tabloya veya kltte bulunan sayfaya bakin. Aynca galerinin yapistincisi tizerine yazilan endikasyonlar
kullanmak da mii ini (ACT) okuyun, sonra sagdaki son pozitif gézenekleri bulun. Tohumun
ad1, yapistinci tizerinde, aktidiyonun pozitif (alt sira) veya negatif (list sira) karakterinin tespit edilen sekerin kesisim noktasinda
belirtilir.
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« Ayirici tani
Tiirler C1 i ve morfolojik ile ayirt edilebilir.
- Rhodoturola Sabouraud agar tizerinde karakteristik somon kirmizi kolonileri verir.

- C 1/5 ilmis Hint m iile irilmis bir poli id kapsiiline sahiptir. O
kolonilerinden daha az yogun somon kirmizi renkli Sabouraud agar kolonileri verir.

- Trif BirPCB bir ps&: iyosium sunar.

« Uyarilar

. 3 )% isiae cinsleri, bulunan ana patojenik tiirlerdir.

. boulardii veya suslar maya tabanl islemde hastadan izole edilebilir.

+ Mikroskobik bir inceleme, iki tiriin ayirt edilmesini miimkiin kilar:

- S. cerevisiae bliyiik boy kiiresel mayalardir.

- S. boulardii daha kiigtik boyutlu uzatiimis mayalarin ovalldlr
+ CANDIFAST galerisi ile baz suslar Ci actidiyon o}

10.2 Direnc testi icin seriler

2la 8 arasi gézenek (AB ila FCZ)

Ortamin saridan sari-turuncuya ya da fusyadan renkte degisimi, test edilen susun antifungal test edilen konsantrasyonunda
biiytiyebildigini gosterir. Bu durumda, sus direngli hale getirilir.

Tersine, ortamin turuncu-kirmizi rengi, susun kupula iginde bulunan antifungal tarafindan engellendigini gosterir.

'Yéntemin standardizasyonunu dogrulamak igin periyodik olarak bir kalite kontroliinin yapilmasi tavsiye edilir.

referans suslari kullanarak, C. albicans ATCC 90029 ve C. parapsilosis ATCC 22019.

Sus Inkiibasyon Beklenen sonuglar
ACT GLU GAL TREMAL CELRAF LAC C+ AB N FCT ECZ KTZ MCZ FCZ
C. albikans 24 saat + + + - + - - P - - - -
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 saat - + + - - - - -+ e e . - - - -
(ATCC 22019)

12 - HATALARIN NEDENLERI
« Bir inokulumun (asilama maddesinin) gok zengin veya gok zayif bir sekilde hazirlanmasi.

« Inokiilumun bir kiltiir karisimindan veya 48 saatten fazla izole edilmis kolonilerden hazirlanmasi.
Uyl gisikliginin yoklugunda galerinin okunmasi.
« Bliylime kontrol goziinde renk degisiminin olmasindan 24 ya da 48 saat sonra galerinin okunmasi.
Ve genel olarak, bu brosiriin 6nerilerine uymama.

13 - METODUN SINIRLAMALARI

« Bu belirleme yéntemi in vitro antifungallere karsi direncin antif cifti etkilegimi tizerinde
invivo iglemler esnasinda (2,4).

« CANDIFAST yontemi, mukokutan kaynakli suglarin direncini belilemek ve tespit etmek igin gelistirilmigtir.

Bu nedenle izole sistemik mikozis suslari igin Gnerilmemektedir.

« CANDIFAST y6ntemi, Duyarli Orta Direngli'de kategorilere izin vermez.

+ 20 °C'de izole edilen 1siya duyarl suslar 37 °C'de farkli sekilde biyiir; bu durumda, ya mayalar blylimeyecek
Ya da yetersiz bir sekilde biiyliyeyecek ve bazi antifungallere karsi direncin belilenmesi ve gosteriimesi
basarilamayacaktir.

« Bazi C. lusitaniae suslan igin, TRE géziinde biiyiime gecikmesi, tablo okumasiyla belirlemeye olanak vermez
. Etiketi okumayi dikkate alin.

Bazi C. glabrat suslari igin GAL karakterini okuma zorlugu tablo ile tanimlanmaya olanak vermez. .

Etiketi okumayl dlkkate aln.

« Direng azol
kan$|kl|g| dikkate almamalidir

yici bir degeri vardir

inkiib 1 sonras| ortaya gikabilecek bir engelleme olan

14 - PERFORMANSLAR

Toplama suslari iizerinde calisma

Calisma 80 toplama susu lizerinde gergeklestirilmistir (31). Candida albicans17 C. glabrata, 11 C. tropicalis6 C. lusitaniae, 3 C.
parapsilosis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5 spp., 2 Ci ve 1 Tric

78 sus, etiket okumayla ya da d’ELITech MICROBIO’nun FUNGICHROM yéntemi veya Biomérieux'un API 32C'sine gére % 97.5
uyum ile dogru sekilde tanimlanmistir.

Direng testinin genel eslesmesi, Biorad'un FUNGITEST ve Biomérieux'un ATB Fungus galerisi ile karsilastiriidiginda % 87 4'tir.
Klinik suslar iizerinde calisma

Calisma, kentsel tipta klinik 6rneklerden 100 yeni izole edilmis sus tizerinde gergeklestirilmistir (72). Candida albicans, 9 C.
glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua ve 1 Saccharomyces spp).

Biomérieux'un VITEK sistemine gore 98 sus dogru sekilde tanimlanmistir.

Direng testinin genel eslesmesi, Biorad'un FUNGITEST ve Biomérieux'un ATB Fungus galerisi ile karsilastinidiginda % 98.5'tlr.
10 uyusmaziik arasinda, 3 6nemli uyusmaziik ve 7 kiigiik uyusmazlik. Bu uyusmazliklar 4 susla ilgilidir (2 C. glabrata, 1 C.
parapsilosis ve 1 C. tropicalis) ve ekonazol (2 R/l ve 1 R/S), ketokonazol (1 R/l ve 2 R/S) ve mikonazol (4R/I) dahil olmak zere 3
antifungal.

15 - ATIKLARIN ATILMASI
Atik, kullanim Ulkesindeki bu tir reaktifler i¢in gegerli olan hijyen kurallarina ve yonetmeliklerine uygun olarak ortadan
kaldinimalidir.
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