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Wytacznie do uzytku diagnostycznego in vitro, wylgcznie do uzytku profesjonalnego. c E
Testy jednorazowego uzytku.

1-ZNACZENIE

Zestaw CANDIFAST stuzy do identyfikacji kluczowych drozdzakéw o znaczeniu
medycznym i badania ich opornosci na rézne $rodki przeciwgrzybicze. Zestaw
CANDIFAST ES TWIN stuzy do badania odpornosci drozdzakéw na rézne $rodki
przeciwgrzybicze.

2 - WPROWADZENIE

Liczba infekcji grzybiczych, zwtaszcza drozdzyc, znacznie wzrosta w ciggu ostatniej
dekady (5). Drozdzaki sg czynnikami o charakterze oportunistycznym. Wigkszos$¢ z
nich to saprofity, ale moga sta¢ sie patogenami, jesli warunki panujace u zywiciela
sg sprzyjajace. Chodzi gtéwnie o czynniki fizjologiczne (noworodki, osoby starsze,
kobiety w cigzy), czynniki miejscowe (tarcie, maceracja), czynniki patologiczne
(nowotwory, niedobor odpornosci, zaburzenia metaboliczne...), czynniki jatrogenne
(antybiotykoterapia,  tabletki  antykoncepcyjne, leki  immunosupresyjne,
promieniowanie jonizujgce, zabiegi chirurgiczne). Objawy kliniczne wywotywane
przez te drozdzaki sg bardzo zréznicowane: choroby skéry (odparzenie, onyksja
itp.), choroby bton $luzowych (plesniawki, zapalenie przetyku, zapalenie okreznicy,
zapalenie pochwy itp.), choroby trzewne i posocznica.

Wzrost liczby preparatéw grzybobdjczych oraz wystgpowanie choréb grzybiczych
opornych na leczenie uzasadniajg ocene zachowania drozdzakéw w stosunku do
Srodkow przeciwgrzybiczych (1, 2).

3-ZASADA

Identyfikacja drozdzakéw opiera sie na:

» wrazliwosci lub jej braku na jony aktydu, wizualizowanej przez zabarwienie

wskaznika na zéito, zéttopomaranczowo lub fuksje,

* badaniu fermentacji siedmiu cukréw wizualizowanej przez odbarwienie pozywki
na zotto lub zéttopomaranczowo w wyniku zakwaszenia pozywki,

+odkryciu aktywnosci ureazy, ktora alkalizuje pozywke i powoduje zabarwienie
wskaznika na fuksjowy.

Okreslenie opornosci drozdzakéw na $rodki przeciwgrzybicze opiera sie na

stwierdzeniu, czy drozdzaki te rosng w obecnosci réznych srodkéw
przeciwgrzybiczych. Wzrost ten obrazuje zmiana koloru pozywki:

« fermentacja glukozy przez drozdzaki powoduje zakwaszenie pozywki, co
powoduje zmiane czerwieni fenolowej na zotty lub zéttopomaranczowy.

4 - ODCZYNNIKI
Kondycjonowanie:

Odczynnik Liczba

#44030 #44130
CANDIFAST 30 .
CANDIFAST ES Twin - 15
R1 :: fiolka Odczynnika 1 35 35
R2 : fiolka Odczynnika 2 30 30
TC : fiolka do kontroli zmetnienia 1 1
Opis:

CANDIFAST:galeria 20 basenikéw gotowych do uzycia
Kazda galeria umozliwia badanie jednej probki (identyfikacja + test opornosci)

Seria do identyfikacji

Basenik 1 zawiera aktidion (ACT), glukoze i
czerwien fenolowa.

baseniki od 2 do 8 zawierajg rézne cukry i
czerwien fenolowg

basenik 2: (GLU) glukoza

basenik 3: (GAL) galaktoza

basenik 4: (TRE) trehaloza

basenik 5: (MAL) maltoza

basenik 6: (CEL) celobioza

basenik 7: (RAF) rafinoza

basenik 8: (LAC) laktoza

baseniki 9 i 10 sg puste.

Direng testi igin seriler

Basenik 1 jest basenikiem kontroli wzrostu (C+).
Baseniki 2-8 zawierajg rézne $rodki przeciwgrzybicze:
basenik 2 (AB): amfoterycyna B (4 pg/mL)
basenik 3 (NY): nystatyna (200 jednostek/mL)
basenik 4 (FCT): flucytozyna (35 pg/mL)
basenik 5 (ECZ): ekonazol (16 pg/mL)

basenik 6 (KTZ): ketokonazol (16 pg/mL)
basenik 7 (MCZ): mikonazol (16 pg/mL)
basenik 8 (FCZ): flukonazol (16 pg/mL)
baseniki 9 i 10 sg puste.

CANDIFAST ES Twin: galeria 2x10 basenikdéw gotowych do uzycia

Dwa zestawy basenikéw odpowiadajg testowi odpornosci galerii CANDIFAST.

W kazdej galerii mozna przetestowa¢ dwie probki (tylko testy odpornosci)

R1 - fiolka 4 mL buforowanej pozywki potagarowej do identyfikacji i rozcienczenia.
Ekstrakt wotowy 1,3 g/L, pepton kazeinowy 1,8 g/L, ekstrakt drozdzowy 0,8 g/L,
aminokwasy, witaminy, mineraty 5,75 g/L, mocznik 20 g/L, agar 0,52 g/L, antybiotyki
1,12 g/L. pH: 6,05 £ 0,1.

R2 : 2 ml fiolka z ptynng pozywka do testu odpornosci.

Ekstrakt wotowy 1,3 g/L, pepton kazeinowy 1,8 g/L, ekstrakt drozdzowy 0,8 g/L,
aminokwasy, witaminy, mineraty 8,75 g/L, mocznik 20 g/L, glukoza 8,5 g/L, czerwien
fenolowa 0,052 g/L, antybiotyki 1,16 g/l. pH: 7,3 £ 0,1.

TC: 4 ml fiolka siarczanu baru do kontroli rozcienczenia

5 - SRODKI OSTROZNOSCI

Odczynniki w tym zestawie sg przeznaczone do zastosowania in vitro i powinny byé

stosowane przez upowazniony personel.

« Testy sg do jednorazowego uzytku.

« Prébki i zaszczepione odczynniki mogg by¢ zakazne i nalezy sig z nimi obchodzi¢

z zachowaniem zwyktych $rodkéw ostroznosci, biorgc pod uwage zasady dotyczace

higieny i przepisy obowigzujace dla tego typu produktéw w kraju uzytkowania.

*Z odczynnikami zawierajgcymi surowce pochodzenia zwierzgcego nalezy
obchodzi¢ sie ostroznie.

6 - POBIERANIE PROBEK

Identyfikacje i test odpornosci nalezy przeprowadzi¢ z kolonii:

- mtode kolonie (24 do 48 godzin)

- doskonale izolowane kolonie w temperaturze pokojowej lub 37 °C na POZYWCE
agarowEJ, najlepiej na szalce Petriego. Zaleca sie wykonanie izolacji na
okreslonych drozdzakach (3).

7 - PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKOW

Odczynniki przechowywane w oryginalnym stanie w temperaturze 2-8°C sg stabilne
do daty waznosci podanej na etykiecie. Niewykorzystang potgalerie CANDIFAST
ES Twin mozna przechowywac¢ przez 7 dni w temperaturze 2-8°C w oryginalnym,
hermetycznie zamknigtym opakowaniu z saszetkg ze srodkiem osuszajgcym.

8- ODCZYNNIK | MATERIAY WYMAGANY, ALE NIE DOSTARCZONY
* Olej parafinowy « Sterylne pipety
* Inkubator w 37 °C  * Pojemnik na odpady skazone

9 - METODA

Przed uzyciem doprowadzi¢ odczynniki do temperatury pokojowej (18-25°C).
9.1. Przygotowanie inokulum

Zbierz wyizolowana kolonie za pomoca pipety uszczelniajgcej lub pasteurowskie;j.
Nastepnie przelej ja do fiolki z odczynnikiem.

1. Homogenizuj. Standaryzacje inokulum mozna osiggna¢ na kilka sposobdéw:

* Do poréwnania z fiolka TC do testu zmetnienia

Dostosuj zmetnienie Odczynnika 1 do fiolki TC, uzywajgc czarnych linii na
etykietach fiolki.

Jesli Odczynnik 1 jest bardziej klarowny (niewystarczajgca ilo$¢ inokulum),
ponownie zaszczep fiolkg, az zmetnienie zréwna sie z fiolkg TC.

Jesli Odczynnik 1 jest bardziej metny (zbyt bogaty w inokulum), rozciencz w nowe;j
fiolce Odczynnik 1, az do uzyskania prawidtowego zmetnienia.

* Korzystanie z densytometru

Za pomocg densytometru sprawdz, czy zmetnienie zaszczepionego Odczynnika 1
jest réwne 1 Mac Farland. W razie potrzeby postepuj zgodnie z wcze$niejszymi
zaleceniami, aby dostosowaé zmetnienie.

* Liczba komérek Malasseza

Istnieje mozliwo$¢ standaryzacji inokulum poprzez zliczenie drozdzakéw w
komorce Malasseza. Nalezy uzyskac roztwér z 2500 do 3500 drozdzakami na
mm?.

9.2a. Zaszczepienie galerii CANDIFAST Seria do identyfikacji

Zidentyfikuj galerie. Podnie$ etykiete samoprzylepng, a nastepnie podziel na
kazdy z pierwszych 8 basenikéw:

-100 pL zaszczepionego i znormalizowanego R1

-2 krople oleju parafinowego.

Ponownie przykryj serige basenikéw etykieta samoprzylepna.

Seria do testu odpornosci

Najpierw zaszczep Odczynnik 2 na 100 pl zaszczepionego i znormalizowanego
Odczynnika 1 (patrz §9.1). Nastepnie podnie$ samoprzylepna etykiete i podziel na
kazdy z pierwszych 8 basenikéw:

-100 pl wstepnie zaszczepionego R2

-2 krople oleju parafinowego.

Ponownie przykryj serig¢ basenikow etykietag samoprzylepna.

9.2b. Inokulacja galerii CANDIFAST ES Twin Seria dla pierwszej

probki

Zaszczep odczynnik R2 100 pl zaszczepionego i znormalizowanego odczynnika
R1.

Dobrze zidentyfikuj kazdg strone galerii.

Podnies$ etykiete samoprzylepng, a nastepnie podziel na kazdy z pierwszych 8
basenikow:

- 100 pl wstgpnie zaszczepionego odczynnika 2

- 2 krople oleju parafinowego.

Ponownie przykryj serig¢ basenikow etykieta samoprzylepna.

Sekwencja dla drugiej probki

Zaszczep drugg serie w ten sam sposéb w innej fiolce wstepnie zaszczepionego
Odczynnika 2, jak opisano powyzej.

Ponownie przykryj seri¢ basenikéw etykieta samoprzylepna.

2 puste 2 puste

baseniki ZHZIWZIN 203 104 AN 8V D ZX4ZIW ZIN 233 104 AN 8V D

baseniki
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9.3. Inkubacija

W razie potrzeby inkubuj galerig¢ w 37 °C przez 24 godziny i, w zaleznos$ci od
szczepu, kontynuuj inkubacje przez 48 lub 72 godziny. Odczytaj galerie, gdy
drozdzaki wyrosty w baseniku kontrolnym.

C AB NY FCT ECZ KTZ MCZ FCZ 2 Gozene

10 - ODCZYTYWANIE | INTERPRETACJA GALERII

Odczytaj catg galerig tylko w przypadku zaobserwowania zmiany koloru pozywki w
baseniku kontrolnym (C+: basenik 1 serii testéw odpornosci):

- przebarwienie na zotto, zéftopomaranczowo lub fuksje* (*dla dodatnich
rodzajéw ureazy)

-10.1 Seria do identyfikacji

Basenik 1 (ACT)

Znak jest pozytywny, gdy w baseniku ACT obserwuje si¢ zmiang koloru pozywki:
-Przebarwienia na z6fto, zé6ttopomaranczowo lub fuksje

Negatywny charakter skutkuje brakiem zabariwen na zétto, zéttopomaranczowo lub
fuksje.

Baseniki 2-8 (GLU do RAF)

Znak jest pozytywny, gdy obserwuje sie zmiane koloru pozywki w jednym z tych
basenikow:

- Zabarwienie na z6fto, zé6ftopomaranczowo lub fuksje

*Nie uzywaj odczynnikdéw po uptywie terminu waznosci.




*Nie uzywaj uszkodzonych lub odczynnikéw, ktére byty nieprawidtowo

przechowywanych przed uzyciem.
Drozdzak Al
Candida albicans
Candida albicans (var stellatoidea)
Candida glabrata
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Saccharomyces
Rodzaje Cryptococcus lub
Trichosporon lub Rhodotorula v
v : zmienny (+ lub -)

Diagnostyka réznicowa

Rodzaje Cryptococcus, Trichosporon oraz Rhodotorula mozna odrézni¢ od siebie

cechami morfologicznymi.

-Rhodoturola daje charakterystyczne tososiowoczerwone kolonie na agarze
Sabourauda.

-Cryptococcus posiada polisacharydowg otoczke reprezentowang przez
przebarwienie tuszem chifskim w rozciefnczeniu 1/5. Na Agar Sabourauda daje
mniej intensywne kolonie tososiowoczerwone niz kolonie Rhodoturola.

- Trichosporon wykazuje pseudomycelium na pozywce PCB.
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dodatnia ureaza

Uwagi
*W rodzaju Saccharomyces to Saccharomyces cerevisiae jest gtdwnym gatunkiem
patogennym wystepujgcym u ludzi.
*Szczepy Saccharomyces boulardiic lub Saccharomyces cerevisiae mozna
wyizolowa¢ od pacjentéw poddawanych leczeniu drozdzakowemu.
*Badanie mikroskopowe pozwala rozrézni¢ dwa rodzaje:
-S. cerevisiae to duze kuliste komorki drozdzakéw.
-S. boulardii to mniejsze, wydtuzone, jajowate drozdzaki.
*Galeria CANDIFAST pozwala rosng¢ niektérym szczepom Cryptococcus w
obecnosci aktidionu.

10.2 serie do testu odpornosci
Baseniki 2-8 (AB do FCZ)

Zmiana barwy pozywki na zotta, zoéttopomaranczowg lub fuksje odzwierciedla
zdolno$¢ badanego szczepu do rozwoju przy badanym stezeniu $rodka
przeciwgrzybiczego. W tym przypadku szczep stat sie odporny.

Jednak pomaranczowoczerwony kolor pozywki wskazuje, ze szczep zostat
zahamowany przez $rodek przeciwgrzybiczy w osklepku.

11 - KONTROLA JAKOSCI

W celu weryfikacji standaryzacji metody zaleca sie okresowe przeprowadzanie
kontroli jako$ci z wykorzystaniem szczepdw referencyjnych, C. albicans ATCC
90029 i C. parapsilosis ATCC 22019.

Sus inkiibasyon Beklenen sonuglar

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB N FCT ECZ KTZ MCZ FCZ
C. albikans 24 saat + + + - + - - -+ - + - - - -
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 saat - + + - - - - - +
(ATCC 22019)

12 - PRZYCZYNY BLEDOW

*Przygotowanie zbyt bogatego lub zbyt stabego inokulum.

*Przygotowanie inokulum z mieszaniny kultur lub kolonii izolowanych przez ponad
48 godzin.

*Odczyt galerii bez zmiany koloru w basenikach w celu kontroli wzrostu.

+Odczyt z galerii 24 lub 48 godzin po zmianie koloru w basenikach monitorujgcych
wzrost.

| ogdlnie: niestosowanie sie do zalecen zawartych w tej instrukcji.

13 - OGRANICZENIA METODY

* Ta metoda oznaczania in vitro opornosci na $rodki przeciwgrzybicze ma warto$¢
wskaznikowa dla interakcji pary srodka przeciwgrzybiczego z drozdzakami podczas
zabiegu in vivo (2.4).

* Metoda CANDIFAST zostata opracowana w celu identyfikacji i wykrywania
opornosci szczepow wystepujacych na btonach $luzowych skéry, dlatego tez
metoda ta nie jest zalecana dla izolowanych szczepéw ogélnoustrojowych choréb
grzybiczych.

* Metoda CANDIFAST nie moze by¢ zaklasyfikowana jako wrazliwa-$rednio-oporna.

« Wrazliwe na ciepto szczepy izolowane w 20°C rosng inaczej w 37°C; w tym
przypadku drozdzaki nie beda rosty lub beda rosty stabo, a identyfikacja i wykrycie
opornosci na niektore srodki przeciwgrzybicze nie bedzie mogto zosta¢ wykonane.
« Dla niektérych szczepoéw C. lusitaniae opdznienie wzrostu w basenikach TRE
uniemozliwia identyfikacje poprzez odczyt tabeli. Koniecznie przeczytaj etykiete.

» Dla niektérych szczepion C. glabrata trudno$ci w odczytaniu znaku GAL nie
pozwalajg na identyfikacje za pomoca tabeli. Koniecznie przeczytaj etykiete.

« Zmetnienia nie nalezy bra¢ pod uwage podczas interpretacji odczytéw testu
odpornosci; zastona moze pojawi¢ sie po inkubacja w przypadku
przeciwgrzybiczych srodkéw azolowych.

14 - WYNIKI

Badania nad szczepami kolekcjonerskimi

Badania przeprowadzono na 80 szczepach kolekcjonerskich (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 en 1 Trichosporon
cutaneum.

78 szczepow zostato prawidtowo zidentyfikowanych na podstawie odczytu etykiety,
tj. 97,5% zgodnie z metodg FUNGICHROM firmy ELITech MICROBIO lub API 32C
firmy Biomérieux.

Ogdlna zgodnos¢ testu odpornosci w poréwnaniu z FUNGITEST firmy Biorad i
galerig ATB Fungus firmy Biomérieux wynosi 87,4%.

Badania nad klinicznymi szczepami
Badanie przeprowadzono na 100 $wiezo wyizolowanych szczepach prébek

klinicznych w medycynie miejskiej (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 szczepodw zostato prawidtowo zidentyfikowanych w systemie Biomérieux VITEK.
Ogodlna zgodnos¢ testu odpornosci w poréwnaniu z FUNGITEST firmy Biorad i
galerig ATB Fungus firmy Biomérieux wynosi 98,5%. Sposrod 10 rozbieznosci sg 3
duze rozbieznosci i 7 drobnych rozbieznosci. Te rozbieznosci obejmujg 4 szczepy
(2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis i 1 C. tropicalis) i 3 $rodki przeciwgrzybicze, w tym
ekonazol (2 R/I'i 1 R/S), ketokonazol (1 R/l'i 2 R/S) i mikonazol (4 R/S).

15 - UTYLIZACJA ODPADOW
Atik, kullanim Ulkesindeki bu tir reaktifler igin gegerli olan hijyen kurallarina ve
yoénetmeliklerine uygun olarak ortadan kaldiriimahdir.
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