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1- PANAUDOJIMAS

CANDIFAST rinkinys yra skirtas pagrindiniy mieliy rasiy, susijusiy su Zmogaus
patologijomis, apibadinimui bei atsparumo prie$grybiniams preparatams
nustatymui.

CANDIFAST ES TWIN rinkinys yra skirtas mieliy atsparumo priesgrybiniams
preparatams nustatymui.

2 - BENDRA INFORMACIJA

Paskutinj deSintmetj iSaugo grybiniy infekcijy, ypa¢ ty, kurias sukelia mielés.
skaicius [5]. Mielés yra oportunistiniai agentai. Dauguma jy yra saprofitai, taciau
jos gali tapti patogeninémis, kai organizme, kuriame jos gyvena, susidaro
palankios salygos. Mieliy infekcijy plitimui skatinamieji veiksniai : fiziologiniai
veiksniai : naujagimiai, pagyvene zmonés, néscios moterys ir kt.; vietiniai veiksniai:
iSbrinke audiniai ir kt. patologiniai veiksniai: vézys, imuno-deficitas, medziagy
apykaitos sutrikimai ir kt.; su gydymu susije veiksniai : antibiotikai, kontraceptiniai
vaistai, imunosupresantai, jonizuojanti radiacija, chirurginis jsikiSimas ir kt.

odai (i$Sutimas, nagy uzdegimas ir kt.), mukokutaninis poveikis (odai ir gleivéms)
(burnos kandidozé, stemplés uzdegimas, stororsios Zarnos uzdegimas, maksties
uzdegimas ir kt.); poveikis pilvo vidaus organams ir kraujo uzkrétimas.
PrieSgrybiniy preparaty gausa yra glaudzZiai susijusi su
nepasiduodanciomis mikozémis.

gydymui

3-TYRIMO PRINCIPAS

Mielés apibddinamos stebint:

« tiriamo Stamo atsparuma aktibiotikui, spalvos pasikeitmag j geltong arba j fuksino
raudonuma

« tuomet, arba pagal septyniy angliavandeniy jsisavinimg, remiantis spalvos
pasikeitimu j geltong dél terpés ragstingumo padidéjimo

* pagal ureazés aktyvumg, dél kurio terpé tampa Sarmiskesné, o spalva
kiekvienoje duobutéje pasikeicia j fuksino raudona.

Atspariy mieliy nustatymas kai kuriems preiSgrybiniams preparatams tyrimas
paremtas mieliy augimu arba inhibicija, esant jvairiems prieSgrybiniams
preparatams. Apie augima sprendziama vertinant terpés spalvinj pasikeitima:

« dél fermentinio gliukozés jsisavinimo terpé, kurioje yra fenolio raudonojo. tampa
ragstingesne ir jos spalva pasikeicia j geltongmielés, kurios gali hidrolizuoti
angliavandenius, iSskiria amoniaka, kuris terpe su fenolio raudonuoju Sarmina, dél
Sios priezasties spalva keiciasi j fuksino raudona.

4 — RINKINIO SUDETIS

Reagentai Kiekis

#44030 #44130
CANDIFAST 30 -
CANDIFAST ES Twin - 15
R1: 1 reagento buteliukas 35 35
R2 : 2 reagento buteliukas 30 30
TC : drumstumo kontroles buteliukas 1 1
Apibudinimai:

CANDIFAST plokstelé: kiekvienoje ploksteléje yra dvi eilés po 10 duobutes.
Viena plokstelé — vienam tyrimui atlikti.

** Eilé identifikavimui
Duobutéje Nr.1 yra fenolio raudonojo, aktidiono (ACT) ir gliukozés.
Duobutése Nr. 2-Nr.8 yra fenolio raudonojo ir angliavandeniy :
duobuté Nr. 2 (GLU): gliukozé
duobuté Nr. 3 (GAL): galaktozé
duobuté Nr. 4 (TRE): trehalozé
duobuté Nr. 5 (MAL): maltozé
duobuté Nr. 6 (CEL): celobiozé
duobuté Nr. 7 (RAF):|rafinozé
duobuté Nr. 8 (LAC): laktoze
duobutés Nr. 9-10: tuscios.
** Eilé atsparumo tyrimui
Duobuté Nr.1 yra augimo kontrolés duobuté (C+)ir gliukozés.
Duobutése Nr.2 - Nr.8 yra gliukozeés ir vieno i$ Siy priesgrybiniy preparaty :
duobuté Nr. 2 (AB): amfotericinas B (4 pug/mL)
duobuté Nr. 3 (NY): nistatinas (200 vienety/mL)
duobuté Nr. 4 (FCT): flucitozinas (35 pug/mL)
duobuté Nr. 5 (ECZ): ekonazolas (16 pg/mL)
duobuté Nr. 6 (KTZ): ketokonazolas (16 pg/mL)
duobuté Nr. 7 (MCZ): mikonazolas (16ug/mL)
duobuté Nr. 8 (FCZ): flukonazolas (16 pg/mL).
duobutés Nr. 9-10: tuscios.

CANDIFAST ES TWIN plokstelé: kiekvienoje ploksteléje yra dvi eilés po 10
duobutes. Viena plokstelé - 2 identiSkiems CANDIFAST atsparumo prieSgrybiniam
preparatams tyrimams atlikti.

. Reagentas 1 : 4 mL buferizuoto mitybinio agaro skirto praskiedimui ir
identifikavimui. Sudétis g/L distiliuoto vandens :

Jaucio ekstraktas 1,3

Kaseino peptones 1,8

Mieliy ekstraktas 0.8
Amino ragstys, vitaminia, mineralai 5,75
Slapalas 20

Agaras 0,52
Antibiotikai 1,12
pH: 6,05 +/- 0,1

. Reagentas 2 : 2mL YNB (mieliy azoto bazé), kurios sudétyje yra Slapalo
ir fenolio raudonojo atsparumo tyrimui. Sudétis g/L distiliuoto vandens :

Jaucio ekstraktas 1,3
Kaseino peptones 1,8
Mieliy ekstraktas 0,8
Amino ragstys, vitaminia, mineralai 8,75
Slapalas 20
Gliukozé 8,5
Agaras 0,052
Antibiotikai 1,16
pH: 7,3 +/- 0,1

. Praskiedimo kontrolé : 4 mL su bario sulfato tirpalu.

5 - JSPEJIMAI
« Reagentai skirti in vitro diagnostikai ir gali b8ti naudojami tik specialisto.
» Méginiai ir inokuliuoti reagentai yra potencialiai pavojingi, galintys sukelti infekcijg;
naudoti juos laikantys visy saugaus darbo reikalavimy, utilizuoti remiantis
rekomendacijomis galiojan¢iomis $io tipo pavojingoms biologinéms atliekoms.
« Reagenty sudétyje yra gyvulinés kilmés produkty, todé naudoti laikantys saugumo
reikalavimy.
» Nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.
« Nenaudoti uztersty ar kitaip pazeisty reagenty.

6 - TIRIAMUJU MEGINIU SURINKIMAS
Tyrimui naudojamos jaunos (24-48 valandy) kolonijos izoliuotos kambario

temperatlroje ar 37 °C temperatiroje ant agaro, pageidautina Peri lékSteléje.
Rekomenduojama kolonijy i$skyrimui naudoti mieléms specifines terpes [3].

7 - REAGENTU SAUGOJIMAS

Rinkinys ir jame esantys reagentai i$lieka stabilGs laikant juos 2-8 °C temperattroje
originaliose pakuotése ir gali bati naudojami iki galiojimo datos nurodytos ant
pakuotés. Reagentai paruosti naudojimui ir turi bati naudojami i§ karto juos
atidarius.

8 - PAPILDOMOS PRIEMONES IR REAGENTAI
* parafino aliejus

« sterilios pipetés

« 37 °C temperatiros termostatas

* pavojingy medziagy konteineris

9-TYRIMO EIGA

Visi reagentai prie$ naudojant turi biiti kambario temperatiros (18-25 °C).
9.1 Inokuliato paruosimas

Kilpele ar Pastero pipete uzdaru galu paimkite iSskirtas kolonijas ir patalpinkite jas
j buteliukg su Reagentu 1. Buteliuka $velniai supurtikite. Inokuliato standartizacijg
galima atlikti trim skirtingais budais:

* su drumstumo kontrole

Palyginkite paruosto inokuliuoto Reagento 1 drumstumag su ant drumstumo
kontrolés buteliuko esan¢iom juodom juostelém Jei Reagentas 1 yra skaidresnis
(nepakankamas inokuliatas), papildomai jdékitekite dar kolonijy, kol drumstumas
bus lygus praskiedimo drumstumo kontrolei. Jei Reagentas 1 yra labiau drumstas
(per daug koncentruotas inokuliatas), skieskite jj su Reagentu 1 i$ kito naujai
atidaryto buteliuko, kol pasieksite tinkamg drumstuma.

* su densitometru

Su densitometru patikrinkite ar inokuliuoto Reagento 1 drumstumas yra lygus 1
Mac Farland. Esant poreikiui nustatykite drumstuma taip, kaip aprasyta auksciau.
* skai¢iavimas Malasezo kameroje

Standartizuoti inokuliatg galima skai¢iuojant mieles Malassez kameroje. Reikia
pasiekti 2500-3500 mieliy/ml titrg

9.2a. CANDIFAST plokstelés inokuliavimas

Identifikavimo eiluté: Plokstele pazymékite atitinkamu kodu. Nuimkite lipnig
juostele, dengiancig plokstele ir j pirmas 8 pirmos eilés duobutes lasinkite po :

- 100 pL inokuliuoto standartizuoto Reagento 1

- 2 la8us parafino aliejaus.

Ant plokstelés uzdékite lipnia juostele.

Atsparumo eiluté: Pirmiausia j Reagentg 2 jpilkite 100 pL standartizuoto
Reagentu 1 ( zr. skyreli 9.1). Po to nuimkite lipnia juostele ir j pirmas 8 antros eilés
duobutés jlasinkite po :

- 100 pL standartizuoto inokuliuoto Reagento 2

- 2 laSusparafino aliejaus.

Plokstele vél uzdenkite lipnia juostele.

9.2b. CANDIFAST ES TWIN plokstelés inokuliavimas

Pirmo meéginio eiluté

Reagentg R2 inokuliuokite 100 pL standartizuoto Reagentu R1. Plokstele
pazymeékite atitinkamu kodu. Po to nuimkite lipnia juostele ir j pirmas 8 vienos eilés
duobutés jlasinkite po :

- 100 pL standartizuoto inokuliuoto Reagento R2

- 2 ladus parafino aliejaus.

Plokstele vél uzdenkite lipnia juostele.

Antro méginio eiluté

Metodologiskai taip pat inokuliuokite kitu paruos$tu R2 ir antrg plokstelés eilute.
Plokstele uzdenkite lipnia juostele.

9.3. Inkubacija

Inkubuokite plokstele 37 °C temperatlroje 24 valandas. Esant poreikiui,
priklausomai nuo $tamo, inkubacijg galima pratesti 48-72 valandy.

Plokstele vertinkite, kai mielés uzauga kontrolinéje duobutéje (t.y. pasikeicia
spalva arba ir atsiranda drumstumas).

10 - PLOKSTELES REZULTATU JVERTINIMAS IR AISKINIMAS
Vertinkite visg plokstele tik tuomet, kai kontroliné duobuté (C+ : 1 duobuté




atsparumo tyrimas) yra terpés spalvinis pasikeitimas:
Spalva pasikeicia j geltona, geltonai-oranzing ar fuksino (ureazei teigiama)

10.1 Identifikavimo eiluté

Duobutél (ACT)

Teigiamas rezultatas, kai spalva pasikei¢ia j geltona, geltonai-oranzine ar
fuksino.

Neigiamas rezultatas, kai duobutéje esanti terpé iSlieka nepakeitusi spalvos j
geltona, geltonai-oranzine ar fuksino.

Duobutés 2-8 (GLU-RAF)

Teigiamas rezultatas, kai spalva pasikei¢ia j geltona, geltonai-oranzine ar
fuksino.

Neigiamas rezultatas, kai duobutéje esanti terpé iSlieka nepakeitusi spalvos |
geltona, geltonai-oranzine ar fuksino.

Mieliy identifikavimo tyrimas atliekamas CANDIFAST ploksteléje bei pasitelkiant
morfologinj kolonijy savybiy jvertinima.

Vertinant rezultatus pasitelkite j pagalbg lentelg, esancig Zemiau arba schema. kuri
jeina j rinkinj. Taip pat gali bati panaudoti Zyméjimai ant plokstelés lipnios juostelés:
pirmiausiai vertinkite aktidiono duobute; tuomet nustatykite paskuting
teigiama duobute, pradedant i$ desinés. Svarbiausios genties pavadinimas yra
nurodytas ant lipnios juostelés aktidiono-teigiamos (Zemesné eilé) arba aktidiono
- neigiamos (virSutinés eilés) savybés ir angliavandenio susikirtimo vietoje.
Identifikavimo lentelé

Mielés A|G|G|T|M|C|R|L

CILIA|R|A|E|A|A

TIU|JL|E|JL|L|F]|C
Candida albicans V- -] -
Candida albicans (var stellatoidea) | + | + | - |V |+ | - | - | -
Candida glabrata VI|i+|-]+]-1]-1-/-
Candida kefir +l+l+1-1-1-1v]|+
Candida krusei VI i+ |- |-1-1-1-1-
Candida lusitaniae [ R R e
Candida parapsilosis A e
Candida tropicalis T e
Saccharoniyces sp s+ vIivIv]+=]-
Cryptococcus ar Trichosporon ar A% ureazei teigiama
Rhodororula genera

v : kintamasis (+ arba -)

Diferenciavimo eiluté: Cryptococcus, Trichosporon, Rhodoturola gentys
diferencijuojamos morfologiskai.
- Rhodoturola genti charakterizuoja oranzinés-raudonos kolonijos augancios ant
Saburo dekstrozés agaro.
- kai kurios Cryptococcus rasys gali turéti raudong pigmenta. Bet jos turi turi
sudaryti kapsules reaguodamos su India ink reagentu.
- Trichosporon gentis auganti ant PCB agaro terpés iSskiria pseudofidia.
Pastaba:
- Saccharomyces gentyje Zzmonéms bidinga Saccharomyces cerevisiae rasis.
- Saccharomyces boulardii ar Saccharomyces cerevisiae rasys gali bati iSskirtos
Zmonéms, kurie gydomi dél mieliy.
- Mikroskopuojant galima diferencijuoti dvi rasis:

- S. cerevisiae - didelés, sferinés formos

- S. boulardii - mazesnés, kiausinio formos ar istestos.
Atliekant CANDIFAST tyrimg esant aktidionui gali augti kai kurios Cryptococcus
rasys.

10.2 Atsparumo eiluté

duobutés 2-8 (AB-FCZ)

Terpés spalvos pasikeitimas j geltong, geltonai -oranzine ar fuksino parodo, kad
tiriamasis Stamas gali augti toje duobutéje, o tai savo ruoztu reiskia, kad jis
atsparus toje duobutéje esan¢iam prieSgrybiniam preparatui. Bet jeigu duobutés
turinys lieka skaidrus ir oranzinio raudonumo spalvos, tai reiSkia, kad Stamo
augimas buvo stabdomas ir jis néra atsparus duobutéje esan¢iam priesgrybiniam
preparatui.

11 - KOKYBES KONTROLE
Rekomenduojama atlikti perioding kokybés kontrole naudojant Candida albicans
ATCC 90029 ir Candida parapsilosis ATCC 22019.

Inkubavim | Laukiami rezultatai
o laikas AlG G| T|M C|R|L
CILIA RIA|E|A|A
T/ U L|E|L|L|F|C
C.albicans ATCC 90029 24dvalandos | + | + | + | - | +| - | -
C.parapsilosis ATCC 22019 | 48 valandos + |+ - -] -1-1]-
ClA N F|E|K| M F
+|B|Y|C|C|T|C|C
T\ 2|2 72| Z
C.albicans ATCC90029 24 valandos | + | - S [ I I
C.parapsilosis ATCC22019 48 valandos | + | - ). - - - N

12 - GALIMOS KLAIDOS

« Per didelé ar per maza paruosto inokuliato koncentracija.

» Misriy kolonijy inokuliato paruoSimas arba kai kolonijy augimas ilgesnis nei 48
valandos.

« Kai rezultatas ploksteléje jvertinamas nepasikeitus spalvai augimo kontrolés
duobutéje.

« Kai rezultatas nejvertinamas pragjus 24-48 valandos inkubuojant, kai fiksuojamas
teigiamas augimas.

Kai nesilaikoma tyrimo eigos.

13 - GALIMOS KLAIDOS

» Nustatant atsparuma priesgrybiniams preparatams in vitro diagnostikoje jtakos gali
turéti in vivo gydymo kursas [2, 4].

« CANDIFAST tyrimas skirtas tik mikokutaniniy mieliy identifikavimui bei atsparumo
nustatymui, bet ne mieliy Stamy susijusiy su sisteminémis mikozémis.

« CANDIFAST tyrimas neleidzZia vertinti jautru-tarpiné-atsparu.

« Kai kurie Stamai termiskai jautrGs Stamai auga skirtingai inkubuojant 20 °C ir 37 °C
temperatirose. Tokiu atveju, mielés neaugs arba li bati sunku, jeigu i$ viso jmanoma,
jas jdentifikuoti ir jvertinti jy atsparuma tam tikriems prie$grybiniams preparatams.

« C. lusitaniae augimas yra labia létas, TRE duobuté, todél naudojant identifikacing
lentele sunku nustatyti rGsj. Batina zidréti j ant lipnios juostelés esancius Zenklus.

« C. glabrata augimas yra labia létas, GAL duobuté, todél naudojant identifikacing
lentele sunku nustatyti rGsj. Batina zidréti j ant lipnios juostelés esancius Zenklus.

« Vertinant atsparumo rezultatus nereikia kreipti démesio j terpés drumstuma, kuris
gali atsirasti inkubuojant azolinius priesgrybinius preparatus.

14 - PAGRINDINES CHARAKTERISTIK

Kolekciniai Stamai

Tyrimams buvo panaudoti 80 $tamai (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 ir 1 Trichosporon cutaneum). 78 Stamai buvo
tesingai idnetifikuoti, rezultatai atitiko 97,5% lyginant ELITech MICROBIO
FUNGICHROM metod1 su Biomérieux APl 32C metodu. Lygintas atsparumo tyrimas
su Bio-Rad FUNGITEST ir Biomérieux ATB Fungus plokstele, atitikimas 87,4%.

Buvo istirta 100 Svieziy izoliuoty Stamy iSskirty i$ klinikiniy meéginiy (ligoninés) (72
Candida albicans, 9 C.glabrata, 8 C.parapsilosis. 5 C.tropicalis, 3 C.krusei, 1 C.kefyr,
1 C.inconspicua ir 1 Saccharomyces spp.). 98 Stamai buvo nustatyti teisngai lyginant
su Biomérieux VITEK metodu. Atsparumo tyrimo rezultatai lyginti su Bio-Rad
FUNGITEST ir Biomérieux ATB Fungus plokstelém, atitikimas 98,5%. Neatitiko 10
tyrimy, 3 aiSkios klaidos ir 7 smulkios klaidos. Neatitikim1 iSrySkino 4 Stamai (2 C.
glabrata, 1 C. parapsilosis ir 1 C. tropicalis) ir 3 prieSgrybiniai preparatai: ekonazolis
(2 R/lir 1 R/S), ketonazolis (1 R/l ir 2 R/S) ir mikonazolis (4 R/l).

15 - ATLIKEU UTILIZAVIMAS

Atliekos turi bati utilizuotos laikantys Salyje nustatyty higieniniy normy.
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