CANDIFAST
Identificarea levurilor gi test de determinare a sensibilitétii la antifungice
30 de teste (Cod 44030)

CANDIFAST ES TWIN
Test pentru determinarea rezistentei levurilor la
antifungice
30 de teste (Cod 44130)

CPB 0038_R0-2024-10
Numai pentru diagnostic in vitro, numai pentru uz profesional.
Test de diagnostic in vitro de unica folosinta

1 - RECOMANDARI GENERALE

CANDIFAST a fost conceput pentru identificarea principalelor levuri de interes
medical si testarea rezistentei acestora la diferite substante antifungice. Pachetul
CANDIFAST ES TWIN a fost conceput pentru testarea sensibilitatii levurilor la
diferite antifungice.

2 - INTRODUCERE

Frecventa infectiilor cauzate de levuri a crescut semnificativ in ultimii zece ani (5).
Levurile sunt agenti oportunisti. Majoritatea dintre ele sunt saprofite, dar pot deveni
patogene cand organismul gazda ofera conditii favorabile. Aceste conditii sunt Tn
principal factori fiziologici (nou nascuti, persoane in varsta, sarcina), factori locali
(ulcerati, maceratii), factori patologici (cancer, imunodeficienta, disfunctii
metabolice), factori ce tin de terapii (antibiotice, anticonceptionale, medicamente
imunosupresive, radiatii ionizante, interventii chirurgicale). Modificarile clinice
cauzate de levuri sunt variate: efecte cutanate (intertigo, onyxis), disfunctii
mucocutanate (candidoza orala, esofagita, colitd, vaginita), afectiuni viscerale si
septicemii.

Cresterea numarului de antifungice accesibile si aparitia micozelor rezistente la
tratament justifica testarea comportamentului levurilor in prezenta antifungicelor
1, 2).

3 - PRINCIPIU

Identificarea levurilor se bazeaza pe urmatoarele observatii:

« sensibilitatea tulpinii la actidiona, care se indicata prin schimbarea culorii
indicatorului in galben, galben-portocaliu sau rosu,

« studiul de fermentare a sapte tipuri de glucide, detectata prin schimbarea culori
indicatorului in galben sau galben-portocaliu datorita acidificari mediului

» demonstrarea activitati ureazice, care cauzeaza alcalinizarea mediului,
schimband culoarea indicatorului in rosu.

Determinarea sensibilitatii levurilor la antifungice se bazeaza pe cresterea sau
inhibitia cresterii acestora in prezenta diferitelor substante antifungice. Cresterea
este demonstrata prin schimbarea culorii mediului:

« fermentarea glucozei datorita levurilor acidifica mediul, ceea ce determina virajul
de rosu fenol din mediu in galben sau galben- portocaliu.

* hidroliza ureei prin eliberarea amoniacului de catre levurile ureazo-pozitive
alcalinizeaza mediul, ceea ce determina virajul de rosu fenol din mediu in roz.

4 - REACTIVII

Conditionare:

Reactiv Cantitate
#44030 #44130

CANDIFAST 30 -

CANDIFAST ES Twin - 15

R1 : Flacon de reactiv 1 35 35

R2 : Flacon de reactiv 2 30 30

TC : Flacon de control de turbiditate 1 1

Descriere:

CANDIFAST: Galerie cu 20 de godeuri deja pregatite
Fiecare galerie permite testarea unui esantion (identificare + test de rezistenta)

Randul de identificare:

Godeul 1 contine rosu fenol, actidionida (ACT) si
glucoza.

Godeurile 2-8 contin rosu fenol si cate un zahar
godeul 2 (GLU): glucoza

godeul 3 (GAL): galactoza

godeul 4 (TRE): trehaloza

godeul 5 (MAL): maltoza
(
(

Randul pentru testarea rezistentei:

Godeul 1 este un godeu de control al cresterii.
Godeurile 2-8 contin antifungice diferite:

godeul 2 (AB): amfotericina B (4 pg/mL)
godeul 3 (NY): nistatina (200 unitati/mL)
godeul 4 (FCT): flucitozina (35 pg/mL)
godeul 5 (ECZ): econazol (16 pg/mL)
godeul 6 (KTZ): ketoconazol (16 pg/mL)
godeul 7 (MCZ): miconazol (16 ug/mL)
godeul 8 (FCZ): fluconazol (16 pg/mL)
Godeurile 9 si 10 sunt goale.

godeul 6 (CEL): celobioza
godeul 7 (RAF): rafinoza
godeul 8 (LAC): lactoza
Godeurile 9 si 10 sunt goale.

CANDIFAST ES Twin: Galerie 2x10 godeurile deja pregatite

Cele doud randuri de godeuri corespund testului de rezistentd din galeria
CANDIFAST. Fiecare galerie permite testarea a doua esantioane (numai teste de
rezistenta)

R1: Flacon de 4 mL de mediu semi-geloza tamponata pentru identificare si diluare.
Extract de bou 1,3 g/L, Peptona de caseina 1,8 g/L, Extract de levura 0,8 g/L,
Aminoacizi, vitamine, minerale 5,75 g/L, Uree 20 g/L, Agar 0,52 g/L, Antibiotice 1,12
g/L. pH: 6,05 £ 0,1.

R2: Flacon de 2 mL mediu lichid pentru testul de rezistenta.

Extract de bou 1,3 g/L, Peptona de caseina 1,8 g/L, Extract de levura 0,8 g/L,
Aminoacizi, vitamine, minerale 5,75 g/L, Uree 20g/L, Glucoza 8,5g/L, Rosu de fenol
0,052 g/L, Antibiotice 1,16 g/L. pH: 7,3 £ 0,1.

TC: Flacon de 4 mL de sulfat de bariu pentru controlul dilutiei.

5- PRECAUTI

» Reactivii sunt numai pentru diagnostic in vitro si trebuie utilizati de personal
autorizat.

« Probele colectate si reactivii insamantati reprezinta o potentiala sursa de infectie si
vor fi manipulati cu precautie, respectand regulile de igiena si reglementarile
nationale Tn vigoare pentru acest tip de produs.

« Reactivii contin materii prime de origine animala si trebuie manipulati cu atentie.

« Nu utilizati reactivii dupa termenul de expirare.

» Nu utilizati reactivii care sunt deteriorati sau care au fost depozitati in mod
necorespunzator inainte de utilizare.

6 - RECOLTAREA PROBELOR

Coloniile prelevate pentru identificarea si testarea sensibilitatii trebuie sa fie:

- tinere (24-48 ore)

- sa fie izolate la temperatura camerei sau la 37 °C pe mediu solid, de preferabil Tn
cutii Petri. Se recomanda ca mediul sa fie specific pentru levuri. (3).

7 - PASTRAREA REACTIVILOR

Reactivii pastrati la 2-8°C sunt stabili in starea originala pana la data mentionata pe
cutie.

Semi-galeria CANDIFST ES Twin neutilizatd poate fi pastrata 7 zile la 2-8°C in
ambalajul original inchis ermetic impreuna cu agentul de deshidratare.

8 - REACTIVI S| MATERIALE NECESARE DAR NEINCLUSE iN KIT
« Ulei de parafina * Pipete sterile
« Incubator la 37°C « Container pentru deseuri contaminate

9 - METODA DE LUCRU

Aduceti reactivii la temperatura camerei (18-25°C) tnainte de utilizare.

9.1. Prepararea inocului

Prelevati o colonie izolatd cu o ansd sau cu o pipetd Pasteur. in continuare,
fnsamantati colonia intr-un flacon cu Reactiv 1. Se amesteca cat mai bine.
Standardizarea inocului se poate efectua pe trei cai:

«In raport cu flaconul TC de control de turbiditate

Ajustati opacitatea Reactivului 1 deja insdmantat in functie de flaconul TC consultand
liniile negre tiparite pe eticheta flaconului TC.

Daca Reactivul 1 este mai deschis la culoare decét (inocul insuficient), reinsdmantati
flaconul pana se obtine o opacitate egala cu cea a flaconului TC.

Daca Reactivul 1 este prea tulbure (inocul prea bogat), diluati cu un nou flacon de

Reactiv 1 pana ce obtineti opacitatea corecta.

¢ Cu ajutorul Densitometrului

Verificati cu un densitometru daca turbiditatea Reactivului 1 inoculat este egala cu
1 MacFarland. Daca este necesar, ajustati turbiditatea conform procedurii
descrise.

* Enumerare intr-o Celula Malassez

Standardizarea inocului este posibila prin numararea levurilor intr-o celula
Malassez. Trebuie obtinuta o solutie de 2 500-3500 levuri/mmq.

9.2b. hocularea in galerie CANDIFAST
ES Twin

Serie pentru identificare Serie pentru primul esantion

Marcati testul pentru a putea fi identificat. Inoculati reactivul R2 cu 100 uL de reactiv
Ridicati folia protectoare si dispensati in fiecare R1 inoculat si standardizat. Identificati bine
din primele 8 godeuri: fiecare parte a galeriei.

-100 pL din Reactivul 2 inoculat si standardizat Ridicati folia protectoare si dispensati n
- 2 picaturi de ulei de parafina. fiecare din primele 8 godeuri din prima
Acoperiti godeurile cu folia protectoare. serie:

Serie pentru testul de rezistenta - 100 pl din Reactivul 2 inoculat in prealabil
in primul rand, inoculati Reactivul 2 cu 100 pL din - 2 picaturi de ulei de parafina.

Reactivul 1 inoculat Acoperiti seria de godeuri cu eticheta
si standardizat (conf. §9.1). in al doilea rand, adeziva.

Ridicati folia protectoare si dispensati in fiecare Serie pentru al doilea esantion

din primele 8 godeuri: Inoculatj in acelasi mod cea de-a doua serie
- 100 pl din R2 inoculat in prealabil cu ajutorul unui alt flacon de Reactiv 2
- 2 picaturi de ulei de parafina. inoculat in prealabil, conform metodei de

9.2a. Inocularea in galerie CANDIFAST

Acoperiti seria de godeuri cu eticheta adeziva. mai sus.
Acoperiti seria de godeuri cu eticheta
adeziva.
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9.3. Incubatie

Incubati galeria la 37°C timp de 24 de ore, daca este cazul si, in functie de tulpini
prelungiti perioada de incubatie pana la 48 sau chiar 72 de ore.

Cititi galeria dupa ce levurile au patruns in godeurile de control.

10 - CITIREA SI INTERPRETAREA GALERIEI

Nu cititi intreaga galerie decéat daca in godeul de control (C+: Godeuri 1 din seria
de test de rezistenta) se observa o schimbare a culorii mediului:

- viraj la galben sau galben-portocaliu sau rosu* (* pentru genurile de
ureaza pozitiva)

10.1 Serie pentru identificare

Godeuri 1 (ACT)

Caracterul este pozitiv daca fintr-unul din aceste godeuri se observa o
schimbare de culoare a mediului:

- Viraj la galben sau galben-portocaliu sau purpuriu

Caracterul negativ se traduce prin lipsa virajului de culoare la galben sau
galben-portocaliu sau purpuriu.

Godeuri 2+8 (GLU a RAF)

Caracterul este pozitiv daca fintr-unul din aceste godeuri se observa o
schimbare de culoare a mediului:

- Viraj la galben sau galben-portocaliu sau purpuriu

Caracterul negativ se traduce prin lipsa virajului de culoare la galben sau
galben-portocaliu sau purpuriu.

Levura se identificd cu ajutorul galeriei si a caracterelor morfologice ale
coloniilor.

in vederea interpretérii trebuie sa ne raportam la tabelul de mai jos sau la fisa
inclusa in pachet, ne mai putem folosi in egala méasura de indicatiile mentionate
de folia adeziva a galeriei: cititi godeurile actidione (ACT), dupa care reperati
ultimul godeu pozitiv din partea dreapta. Numele germenului este mentionat




pe folia adeziva la intersectarea caracterului pozitiv (randul inferior) sau negativ

(randul superior) al actidionei si aminoacizilor depistati.
Levura ACT  GLU GAL TRE
+

RI MAL CEL RAF LAC
Candida albicans + v + - - -

v

+

Candida albicans (var stellafoidea) +

Candida glabrata

Candida kefyr

Candida krusei

Candida lusitanize
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Saccharomyces

Genurile Cryptococcus sau
Trichosporon sau Rhodoforula v

Vv : variabila (+ sau -)
Diagnostic diferential
Genurile Cryptococcus, Trichosporon sau Rhodotorula pot fi diferentiate prin
caractere morfologice.
- Rhodoturola produce colonii de culoare rogie somon cu caracteristici puternice
pe geloza Sabouraud.
- Cryptococcus are o capsuld polizaharidica evidentiata de coloratie de cerneala
de China diluata la 1/5. Il pe geloza Sabouraud da colonii de culoare rogie somon
de intensitate mai mica decat coloniile de Rhodoturola.
- Trichosporon prezinta un pseudomicellium pe mediu PCB.
Observatii
«In cadrul speciei Saccaromyces, Saccaromyces cerevisiae este principala specie
patogena intalnita la om.
* Tulpinile de Saccaromyces boulardii sau Saccaromyces cerevisiae pot fi izolate
de pacient prin tratament pe baza de levuri.
* Analiza la microscop permite o diferentiere intre cele doua specii:

- S. cerevisiae sunt levuri globuloase de talie mare.

- S. boulardii sunt levuri ovoide cu prelungiri de talie mai mica.
+ In cazul galeriei CANDIFAST, anumite tulpini Cryptococcus pot creste in
prezenta actidionei.
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10.2 Seria pentru testul de rezistenta

Godeurile 2-8 (AB-FCZ)

O schimbare de culoare a mediului in galben sau galben portocaliu sau rosu
denota capacitatea tulpinii testate de a se dezvolta in medii cu concentratia
antifungica testata. In acest caz, tulpina a dobandit rezistent.

in caz contrar, dacd mediul devine rosu portocaliu, tulpina a fost inhibata de
concentratia de antifungic din recipient.

11 - CONTROL DE CALITATE

Pentru a verifica standardizarea metodei, se recomanda realizarea unui control
periodic al calitatii folosind tuldine de referinta, C. albicans ATCC 90029 si C.
parapsilosis ATCC 22019.

Tulpina Incubatie  Rezultate scontate

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB NY FCT ECZ KTZ MCZ FCZ
C. albicans 24deore + + + - + - - -+ - - + - - - -
(ATCC 90029)
C.parapsiosis 48 deore - + + - - - - -+ - - - - - - -
(ATCC 22019)

12 - CAUZE DE EROARE

* Prepararea unui inocul prea bogat sau prea slab.

« Prepararea unui inocul pomind de la un amestec de cultura sau cu colonii
izolate pe perioade mai mari de 48 de ore.

« Citirea galeriei in lipsa unui viraj de culoare in godeurile de control de crestere.
« Citirea galeriei la 24 sau 48 de ore dupa virajul de culoare in godeurile de
control de crestere.

$i, in general, nerespectarea recomandarilor din prezentul aviz.

13 - LIMITELE METODEL

* Aceasta metoda de determinare in vitro a rezistentei la antifungice are valoare
orientativd cu prvire la interactiunea cuplului antifungice-levuri in urma
tratamentelor in vivo (2, 4).

* Metoda CANDIFAST a fost dezvoltata pentru identificarea si detectarea
rezistentei tulpinilor de origine cutaneo-mucoasa si, in consecintd, nu este
recomandata pentru tulpinile izolate de micoze sistemice.

* Metoda CANDIFAST nu permite o categorisire pe criterrile Sensibil -

Intermediar - Rezistent.

» Tulpinile termosensibile izolate la 20°C cresc diferit la 37°C; in acest caz, fie
levurile nu vor creste, fie nu vor creste bine iar identificarea precum si evidentierea
rezistentei la anumite antifungice nu vor putea fi realizate.

« Pentru anumite tulpini de C. lusitaniae, o intarziere de crestere in godeurile TRE nu
permite identificarea prin citirea tabelului. Tineti cont de indicatiile de pe eticheta.

« Pentru anumite tulpini de C. glabrata, dificultatea de citire a caracterului GAL nu
permite identificarea cu ajutorul tabelului. Tineti Cont de indicatiile de pe eticheta.

« Interpretarea rezultatelor testelor de rezistenta nu trebuie sa tina cont de tulburare,
un strat care se poate crea dupa incubatie in cazul antfungicelor izolate.

14 - PERFORMANTE

Studii pe tulpini de colectie

Studiul a fost realizat pe 80 de tulpini de colectie (31 Candida albicans, 17 C. glabrata,
11 C. tropicalis, 6 C. lusitaniae, 3 C. parapsilossis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5
Saccharomyces spp., 2 Cryptococcus neoformans si 1 Trichosporon cutaneum.)

78 de tulpini au fost identificate corect prin citirea cu ajutorul etichetei, fie 97,5% de
concordanta n raport cu metoda FUNGICHROM a ELITech MICROBIO sau AP| 32C
a Biomerieux.

Concordanta globalé a testului de rezistenta, in comparatie cu FUNGITEST de Biorad
si cu galeria ATB Fungus de Biomerieux este de 87,4%.

Studiu pe tulpinile clinice

Studiul a fost realizat pe 100 de tulpini izolate de curand, provenind din probe clinice
(72 Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1
C. kefyr, 1 C. inconspicua si 1 Saccharomyces spp.)

98 de tulpini au fost identificate corect in raport cu sistemul VITEK al Biomerieux.
Concordanta globala a testului de rezistenta, in comparatie cu FUNGITEST al Biorad
si cu galeria ATB Fungus a Biomerieux este de 98,5%. Printre cele 10 discrepante, 3
sunt discrepante majore si 7 sunt discrepante minore. Aceste discrepante se aplica
n cazul a 4 tulpini (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis si 1 C. tropicalis) si 3 antifungice
printre care enumeram econazol (2 R/l si 1 R/S), ketonazol (1 R/l si 2 R/S) si
miconazol (4R/I).

15 - ELIMINAREA DESEURILOR
Deseurile trebuie eliminate in conformitate cu regulile de igiena si reglementarile
nationale n vigoare referitoare la acest tip de reactivi.
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