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1 - IN
TER

ET
Le coffret C

AN
D

IFAST perm
et d’identifier les principales levures d’intérêt m

édical et de tester leur résistance à divers
antifongiques. Le coffret C

AN
D

IFAST ES TW
IN

perm
et de tester la résistance des levures à divers antifongiques.
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La fréquence des infections fongiques et en particulier celle des levuroses a augm
enté considérablem

ent au cours de ces dix
dernières années (5). Les levures sont des agents opportunistes. La plupart sont saprophytes m

ais peuvent devenir pathogènes
lorsqu’existent chez l’hôte des conditions favorables. C

es conditions sont principalem
ent les facteurs physiologiques (nouveau-

nés, personnes âgées, fem
m

es enceintes), les facteurs locaux (frottem
ents, m

acérations), les facteurs pathologiques (cancer,
insuffisance 

im
m

unitaire, 
troubles 

m
étaboliques....), 

les 
facteurs 

iatrogènes 
(antibiothérapie, 

pilules 
contraceptives,

im
m

unosuppresseurs, radiations ionisantes, chirurgie). Les tableaux cliniques provoqués par ces levures sont très variés:
atteintes cutanées (intertrigo, onyxis ... ), atteintes des m

uqueuses (m
uguet, œ

sophagites, colites, vaginites ... ), atteintes
viscérales et septicém

iques.
L’augm

entation du nom
bre des produits antifongiques ainsi que la survenue de m

ycoses résistantes aux traitem
ents justifient

l’évaluation du com
portem

ent des levures vis-à-vis des antifongiques (1, 2).
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L’identificalion de la levur e est basée sur:
• la sensibilité ou non de la souche à l’actidione visualisée par le virage au jaune, au jaune-orangé ou au fuchsia de l’indicateur
coloré,
• l’étude de la ferm

entation de sept sucres visualisée par le virage au jaune ou au jaune-orangé de l’indicateur coloré dû à
l’acidification du m

ilieu, 
• la m

ise en évidence d’une activité uréasique, qui alcalinise le m
ilieu et fait virer l’indicateur coloré au fuchsia.

La déter m
ination de la résistance des levures

aux antifongiques est basée sur la croissance ou non de ces levures en présence
de différents antifongiques. C

ette croissance est visualisée par un changem
ent de couleur du m

ilieu:
• la ferm

entation du glucose par les levures entraîne une acidification du m
ilieu qui fait virer le rouge de phénol présent dans le

m
ilieu au jaune ou au jaune-orangé.

• l’hydrolyse de l’urée par les levures uréase positive libère de l’am
m

oniaque qui alcalinise le m
ilieu et fait virer le rouge de

phénol au rose fuchsia
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C

onditionnem
ent :

R
éactif

Q
uantité

#44008
#44030

#44130

C
AN

D
IFAST

8
30

-
C

AN
D

IFAST ES Tw
in

-
-

15
R

1 : Flacon de Réactif 1
10

35
35

R
2

: Flacon de Réactif 2 
8

30
30

TC
: Flacon de contrôle de turbidité

1
1

1

D
escription :

C
AN

D
IFAST

:G
alerie 20 puits prête-à-l’em

ploi
C

haque galerie perm
et de tester un échantillon (identification + test de résistance)

C
AN

D
IFAST

ES Tw
in

:G
alerie 2x10 puits prête-à-l’em

ploi
Les deux séries de puits correspondent au test de résistance de la galerie C

AN
D

IFAST. 
C

haque galerie perm
et de tester deux échantillons (tests de résistance uniquem

ent)

R
1

- Flacon de 4 m
L

de m
ilieu sem

i-gélosé tam
ponné pour l’identification et la dilution.

Extrait de boeuf 1,3
g/L, Peptone de caséine 1,8

g/L, Extrait de levure 0,8
g/L, Acides am

inés, vitam
ines, m

inéraux 5,75
g/L,

U
rée 20

g/L, Agar 0,52
g/L, Antibiotiques 1,12

g/L. pH
 : 6,05 ±

0,1.

R
2 : Flacon de 2 m

L
de m

ilieu liquide pour le test de résistance.
Extrait de boeuf 1,3

g/L, Peptone de caséine 1,8
g/L, Extrait de levure 0,8

g/L, Acides am
inés, vitam

ines, m
inéraux 8,75

g/L,
U

rée 20
g/L, G

lucose 8,5
g/L, Rouge de phénol 0,052

g/L, Antibiotiques 1,16
g/L. pH

 : 7,3 ±
0,1.

TC
: Flacon de 4 m

L
de sulfate de baryum

 pour le contrôle de dilution.
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• Les réactifs de ce coffret sont destinés à usage in vitro
uniquem

ent et doivent être m
anipulés par des personnes habilitées.

• Les prélèvem
ents et les réactifs ensem

encés sont potentiellem
ent infectieux, ils doivent être m

anipulés avec les précautions
d'usage en respectant les règles d'hygiène et la réglem

entation en vigueur dans le pays d’utilisation pour ce type de produit.
• Les réactifs contenant des m

atières prem
ières d’origine anim

ale doivent être m
anipulés avec les précautions d’usage.

• N
e pas utiliser les réactifs au delà de la date de pérem

ption.
• N

e pas utiliser les réactifs endom
m

agés ou m
al conservés avant utilisation.
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L’identification et le test de résistance doivent être réalisés à partir de colonies:
- jeunes (24 à 48 heures)
- parfaitem

ent isolées à tem
pérature am

biante ou à 37 °C
 sur un m

ilieu gélosé, de préférence en boîte de Pétri. Il est
recom

m
andé d’effectuer l’isolem

ent sur des m
ilieux spécifiques des levures (3).
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Les réactifs conservés à 2-8 °C
 sous leur état d’origine sont stables jusqu’à la date de pérem

ption indiquée sur les étiquettes.
La dem

i-galerie C
AN

D
IFAST ES Tw

in
non utilisée,

peut être conservée 7 jours à 2-8°
C

 dans son em
ballage d’origine

herm
étiquem

ent ferm
é et avec le sachet déshydratant. 
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• H
uile de paraffine

• Pipettes stériles
• Etuve à 37 °C

• Récipient pour déchets contam
inés
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Am
ener les réactifs à tem

pérature am
biante (18-25 °C

) avant em
ploi.

9.1. Préparation de l’inoculum
Prélever une colonie isolée à l’aide d’une œ

se ou d’une pipette Pasteur bouchée. Puis la décharger dans un flacon de Réactif
1. H

om
ogénéiser. La standardisation de l’inoculum

 peut être réalisée de différentes façons :
• Par rapport au flacon TC

 de contrôle de turbidité
Ajuster l’opacité du Réactif 1 ensem

encé à celle du flacon TC
 en s’aidant des traits noirs des étiquettes de flacon.

Si le Réactif 1 est plus clair (inoculum
 insuffisant), réensem

encer le flacon jusqu’à l’obtention d’une opacité égale à celle du
flacon TC

.
Si le Réactif 1 est plus trouble (inoculum

 trop riche), diluer à l’aide d’un nouveau flacon de Réactif 1 jusqu’à obtention d’une
opacité correcte.
• A l’aide d’un densitom

ètre
Vérifier à l’aide d’un densitom

ètre que la turbidité du Réactif 1 ensem
encé est égale à 1 M

ac Farland. Si nécessaire opérer
com

m
e indiqué précédem

m
ent pour ajuster le trouble.

• N
um

ération en cellule de M
alassez

Il est possible de standardiser l’inoculum
 en effectuant une num

ération des levures en cellule de M
alassez. O

n doit obtenir une
solution de 2500 à 3500 levures par m

m
3.

9.3. Incubation
Incuber la galerie à 37 °C

 pendant 24 heures, si besoin et selon les souches poursuivre l’incubation jusqu’à 48 heures voire 72
heures.
Lire la galerie lorsque les levures ont poussé dans le puits contrôle.
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N
e lire l’ensem

ble de la galerie que si dans le puits contrôle (C
+ : Puits 1 de la série pour le test de résistance) on observe un

changem
ent de couleur du m

ilieu: 
- virage au jaune, ou au jaune-orangé ou au fuschia* (*pour les genres uréase positive)
10.1 Série pour l’identification
Puits 1 (AC

T)
Le caractère est positiflorsque dans le puits AC

T on observe un changem
ent de couleur du m

ilieu:
- Virage au jaune, ou au jaune-orangé ou au fuchsia
U

n caractère négatifse traduit par une absence de virage au jaune, ou au jaune-orangé ou au fuschia.
Puits 2 à 8 (G

LU
 à RAF)

U
n caractère est positiflorsque dans un de ces puits on observe un changem

ent de couleur du m
ilieu:

- Virage au jaune ou au jaune-orangé, ou au fuchsia
U

n caractère négatifse traduit par une absence de virage au jaune ou au jaune-orangé, ou au fuschia.
L’identification de la levure est réalisée à l’aide de la galerie et des caractères m

orphologiques des colonies.
Pour l’interprétation se reporter au tableau ci-dessous ou à la feuille incluse dans le coffret. Il est égalem

ent possible de s’aider
des indications inscrites sur l’adhésif de la galerie : lire le puits actidione (AC

T) puis repérer le dernier puits positif à droite.
Le nom

 du germ
e est indiqué sur l’adhésif à l’intersection du caractère positif (rangée inférieure) ou négatif (rangée supérieure)

de l’actidione et du sucre repéré.

Levure
AC

T
G

LU
G

AL
TRE

M
AL

C
EL

RAF
LAC

C
andida albicans

+
+

+
v

+
- 

-
-

C
andida albicans (var stellatoïdea)

+
+

-
v

+
-

- 
-

C
andida glabrata 

v
+

-
+

-
-

-
-

C
andida kefyr

+
+

+
-

-
-

v
+

C
andida krusei

v
+

-
-

-
-

-
-

C
andida lusitaniae

-
+

+
+

v
+

-
-

C
andida parapsilosis

- 
+ 

+ 
- 

v
-

-
-

C
andida tropicalis

-
+

+
+

+
-

-
-

Saccharom
yces

- 
+ 

+
v 

v
v

+
-

G
enres C

ryptococcus ou
Trichosporon ou Rhodotorula

v
uréase positive

• D
iagnostic différentiel

Les genres C
ryptococcus, Trichosporon et Rhodotorula

peuvent être différenciés par des caractères m
orphologiques.

- Rhodoturola
donne des colonies de couleur rouge saum

on bien caractéristiques sur gélose Sabouraud.
- C

ryptococcus
possède une capsule polysaccharidique m

ise en évidence par la coloration à l’encre de chine diluée au 1/5. Il
donne sur gélose Sabouraud des colonies de couleur rouge saum

on m
oins intense que les colonies de Rhodoturola.

- Trichosporon
présente un pseudom

ycélium
 sur m

ilieu PC
B.

• R
em

arques
• D

ans le genre Saccharom
yces, Saccharom

yces cerevisiae est la principale espèce pathogène rencontrée chez l’hom
m

e.
• D

es souches de Saccharom
yces boulardii ou de Saccharom

yces cerevisiae peuvent être isolées de patient sous traitem
ent à

base de levures.
• U

n exam
en m

icroscopique perm
et de différencier les deux espèces:

- S. cerevisiae sont des levures globuleuses de grande taille.
- S. boulardii sont des levures ovoïdes à allongées de plus petite taille.

• Avec la galerie C
AN

D
IFAST certaines souches C

ryptococcus
peuvent pousser en présence d’actidione.

10.2 Série pour le test de résistance
Puits 2 à 8  (AB à FC

Z)
U

n changem
ent de couleur du m

ilieu au jaune ou au jaune orangé ou au fuschia traduit la capacité de la souche testée à se
développer à la concentration testée de l’antifongique. D

ans ce cas, la souche est rendue résistante.
Par contre, la couleur rouge orangé du m

ilieu indique que la souche a été inhibée par l’antifongique contenu dans la cupule.
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Afin de vérifier la standardisation de la m

éthode, il est recom
m

andé de réaliser un contrôle de qualité de façon périodique en
utilisant les souches de référence, C

. albicans
ATC

C
 90029 et C

. parapsilosis
ATC

C
 22019.

Souche
Incubation

R
ésultats attendus

AC
T

G
LU

G
AL

TRE
M

AL
C

EL
RAF 

LAC
C

+
AB

N
FC

T
EC

Z
KTZ

M
C

Z
FC

Z
C

. albicans
24 heures

+
+

+
-

+
-

-
-

+
-

-
+

-
-

-
-

(ATC
C

 90029)
C

. parapsilosis
48 heures

- 
+

+
-

-
-

-
-

+
-

-
-

-
-

-
-

(ATC
C

 22019)
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• Préparation d’un inoculum
 trop riche ou trop faible.

• Préparation de l’inoculum
 à partir d’un m

élange de culture ou avec des colonies isolées de plus de 48 heures.
• Lecture de la galerie en absence de virage de couleur dans le puits de contrôle de croissance.
• Lecture de la galerie 24 ou 48 heures après virage de couleur dans le puits de contrôle de croissance.
Et d’une façon générale, le non-respect des recom

m
andations de la présente notice.
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• C

ette m
éthode de déterm

ination in vitro de la résistance aux antifongiques a une valeur indicative sur l’interaction du couple
antifongique-levure lors des traitem

ents
in vivo (2,4).

• La m
éthode C

AN
D

IFAST a été développé pour identifier et détecter la résistance des souches d’origine cutanéo-m
uqueuse,

il n’est donc pas recom
m

andé pour des souches isolées de m
ycoses systém

iques.
• La m

éthode C
AN

D
IFAST ne perm

et pas une catégorisation en Sensible-Interm
édiaire-Résistant.

• D
es souches therm

osensibles isolées à 20 °C
 poussent différem

m
ent à 37 °C

; dans ce cas, soit les levures ne pousseront
pas, soit pousseront m

al et l’identification ainsi que la m
ise en évidence de la résistance à certains antifongiques ne pourront

être réalisées.
• Pour certaines souches de C

. lusitaniae
un retard de croissance dans le puits TRE ne perm

et pas l’identification par la lecture
du tableau. Tenir com

pte de la lecture de l’étiquette.
• Pour certaines souches de C

. glabrata
la difficulté de lecture du caractère G

AL ne perm
et l’identification par le tableau. Tenir

com
pte de la lecture de l’étiquette.

• L’interprétation de la lecture des tests de résistance ne doit pas tenir com
pte du trouble, un voile pouvant apparaître après

incubation pour les antifongiques azolés.
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Etude sur souches de collection
L’étude a été réalisée sur 80 souches de collection (31 C

andida albicans, 17 C
. glabrata, 11 C

. tropicalis, 6 C
. lusitaniae, 3 C

.
parapsilosis,  2 C

. kefyr, 2 C
. krusei, 5 Saccharom

yces spp., 2 C
ryptococcus neoform

ans
et 1 Trichosporon cutaneum

.. 
78 souches ont été correctem

ent identifiées par la lecture à l’aide de l’étiquette, soit 97.5%
 de concordance par rapport à la

m
éthode FU

N
G

IC
H

RO
M

 d’ELITech
M

IC
RO

BIO
 ou API 32C

 de Biom
érieux.

La concordance globale du test de résistance, par com
paraison au FU

N
G

ITEST de Biorad et à la galerie ATB Fungus de
Biom

érieux, est de 87,4%
. 

Etude sur souches cliniques
L’étude a été réalisée sur 100 souches fraîchem

ent isolées provenant de prélèvem
ents cliniques en m

édecine de ville (72
C

andida albicans, 9 C
. glabrata, 8 C

. parapsilosis, 5 C
.tropicalis, 3 C

. krusei, 1 C
. kefyr, 1 C

. inconspicua et 1 Saccharom
yces

spp).
98 souches ont été correctem

ent identifiées par rapport au systèm
e VITEK de Biom

érieux.
La concordance globale du test de résistance, par com

paraison au FU
N

G
ITEST de Biorad et à la galerie ATB Fungus de

Biom
érieux, est de 98,5%

. Parm
is les 10 discordances, 3 sont des discordances m

ajeures et 7 sont des discordances m
ineures.

C
es discordances concernent 4 souches (2 C

. glabrata, 1 C
. parapsilosis

et 1 C
. tropicalis) et 3 antifongiques dont le l’éconazole

(2 R/I et 1 R/S), le kétoconazole (1 R/I et 2 R/S) et le m
iconazole (4 R/I).
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Les déchets doivent être élim
inés en respectant les règles d’hygiène et la réglem

entation en vigueur pour ce type de réactifs
dans le pays d’utilisation.
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9.2a. Inoculation de la galerie CANDIFAST
Série pour l’identification
Identifier la galerie. Soulever l’étiquette adhésive, puis distribuer
dans chacun des 8 prem

iers puits : 
- 100 µL

de R1 ensem
encé et standardisé 

- 2 gouttes d’huile de paraffine.
Recouvrir la série de puits avec l’étiquette adhésive.
Série pour le test de résistance
Dans un prem

ier tem
ps inoculer le Réactif 2 par 100 µl de Réactif 1

ensem
encé et standardisé (cf. § 9.1). Puis dans un deuxièm

e tem
ps

soulever l’étiquette adhésive et distribuer dans chacun des 8
prem

iers puits :
- 100 µL

de R2 préalablem
ent ensem

encé
- 2 gouttes d’huile de paraffine.
Recouvrir la série de puits avec l’étiquette adhésive.

9.2b. Inoculation de la galerie CANDIFAST ES Tw
in

Série pour un prem
ier échantillon

Inoculer le réactif R2 avec 100 µl de réactif R1 ensem
encé et

standardisé.
Bien identifier chacun des côtés de la galerie. 
Soulever l’étiquette adhésive puis distribuer dans chacun des 8
prem

ier puits de la prem
ière série :

- 100 µL
de Réactif 2 préalablem

ent ensem
encé

- 2 gouttes d’huile de paraffine.
Recouvrir la série de puits avec l’étiquette adhésive.
Série pour un deuxièm

e échantillon
Ensem

encer de la m
êm

e façon la deuxièm
e série à l’aide d’un autre

flacon de Réactif 2 préalablem
ent ensem

encé en procédant
com

m
e indiqué ci-dessus.

Recouvrir la série de puits avec l’étiquette adhésive.

Série pour l’identification
Le puits 1 contient de l’actidione (ACT), du glucose et du rouge de
phénol.
Les puits 2 à 8 contiennent différents sucres et du rouge de phénol
puits 2 : (G

LU) glucose
puits 3 : (G

AL) galactose
puits 4 : (TRE) tréhalose
puits 5 : (M

AL) m
altose

puits 6 : (CEL) cellobiose
puits 7 : (RAF) raffinose
puits 8 : (LAC) lactose
Les puits 9 et 10 sont vides.

Série pour le test de résistance
Le puits 1 est un puits de contrôle de croissance (C+).
Les puits 2 à 8 contiennent différents antifongiques:
puits 2 (AB) : am

photéricine B (4 µg/m
L)

puits 3 (NY) : nystatine (200 unités/m
L)

puits 4 (FCT) : flucytosine (35 µg/m
L)

puits 5 (ECZ) : éconazole (16 µg/m
L)

puits 6 (KTZ) : kétoconazole (16 µgIm
L)

puits 7 (M
CZ) : m

iconazole (16 µg/m
L)

puits 8 (FCZ) : fluconazole (16 µg/m
L)

Les puits 9 et 10 sont vides.

C
AN

D
IFAST

®

Identification des levures et test de résistance aux antifongiques
8 tests (Réf. 44008)        30 tests (Réf. 44030)

C
AN

D
IFAST

®
ES TW

IN
Test de résistance des levures aux antifongiques 

30 tests (Réf. 44130)

AC
T  G

LU
   G

AL   TRE   M
AL C

EL   RAF  LAC

C
    

   A
B 

    
 N

Y 
    

FC
T 

  E
C

Z 
  K

TZ
    

M
C

Z 
  F

C
Z

-
C

A
N

D
IFA

S
T

IMIM

C
A

N
D

IFA
ST E
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IN

C
A

N
D

IF
A

ST
 E

S 
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C 
     

AB
     

  N
Y 

     
 FC

T  
    E

CZ
     

KT
Z 

   M
CZ

    F
CZ

C      
AB       NY        FCT     ECZ     KTZ     M

CZ    FCZ
2 p

uits 
vid

es
2 p

uits 
vid

es

2 p
uits 

vid
es

2 p
uits 

vid
es
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The C
AN

D
IFAST kit allow

s the identification of the m
ain hum

an pathogenic yeasts as w
ell as the testing of their resistance to

various antifungal agents.
The C

AN
D

IFAST ES Tw
in

kit is intended for testing the resistance of yeasts to various antifungal agents.
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D

U
C

TIO
N

Fungal infections and especially those caused by yeasts have significantly increased over the last ten years (5). Yeasts are
opportunistic agents. M

ost of them
 are saprophytes, but they can becom

e pathogenic w
hen the conditions in the host becom

e
favourable. These conditions are m

ainly the physiological factors (new
born babies, elderly people, pregnant w

om
en), the local

factors (chafings, m
acerations), the pathological factors (cancer, im

m
une deficiency, m

etabolic disorders...), the therapy-related
factors (antibiotics, birth control pills, im

m
uno-suppressive agents, ionising radiation, surgery...).The clinical features caused by

these yeasts are quite varied: cutaneous conditions (intertrigo, onyxis ... ), m
ucocutaneous disorders (oral candidiasis,

œ
sophagitis, colitis, vaginitis ... ) visceral and septicaem

ic conditions.
The increase in the num

ber of available antifungal agents and the appearance of treatm
ent-resistant m

ycoses justify testing the
response of the yeasts in the presence of antifungal agents (1, 2).

3 - PR
IN

C
IPLE

The identification of the yeast is based on
: 

• the susceptibility of the strain being tested to actidione w
hich is visualized by a colour change of the indicator either to yellow

,
to orangey-yellow

 or to fuchsia;
• the ferm

entation of seven sugars w
hich is visualized by a colour change of the indicator to yellow

 or to orangey-yellow
 due

to the acidification of the m
edium

,
• the dem

onstration of urease activity, w
hich produces an alkalinization of the m

edium
, resulting in the indicator changing to a

fuchsia colour.
The deter m

ination of the resistance of yeasts
to antifungal agents is based on the grow

th or the absence of grow
th of these

yeasts in the presence of various antifungal agents. G
row

th is dem
onstrated by a colour change of the m

edium
 :

•
the ferm

entation of glucose by the yeasts leads to acidification of the phenol red containing m
edium

, m
aking it change to a

yellow
 or to an orangey-yellow

 colour,
•

the hydrolysis of urea by the urease-positive yeasts releases am
m

onia w
hich alkalinizes the phenol red containing m

edium
,

m
aking it change to a fuchsia-pink colour.

4 - R
EAG

EN
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Packaging 
R

eagent
Q

uantity
#44008

#44030
#44130

C
AN

D
IFAST

8
30

-
C

AN
D

IFAST ES Tw
in

-
-

15
R

1 : Vial of Reagent 1
10

35
35

R
2

: Vial of Reagent 2 
8

30
30

TC
: Vial of Turbidity C

ontrol
1

1
1

D
escription 

C
AN

D
IFAST : 20-w

ell tray, ready for use
Each tray allow

s the testing of one sam
ple (identification + resistance test)

C
AN

D
IFAST

ES Tw
in

: 2x10-w
ell tray, ready for use

The tw
o row

s of w
ells are identical to the resistance test row

 of the C
AN

D
IFAST tray.

Each tray allow
s the testing of tw

o sam
ples (resistance tests only).

R
1

: 4
m

L
vial of buffered agar m

edium
 for dilution and identification.

Beef extract 1.3
g/L, C

asein peptone 1.8
g/L, Yeast extract 0.8

g/L, Am
ino acids, vitam

ins, m
inerals 5.75

g/L, U
rea 20

g/L, Agar
0.52

g/L, Antibiotics 1.12
g/L. pH

 : 6.05 ±
0,1.

R
2 : 2

m
L

vial of YN
B (yeast nitrogen base) m

edium
 containing urea and phenol red for resistance test.

Beef extract 1.3
g/L, C

asein peptone 1.8
g/L, Yeast extract 0.8

g/L, Am
ino acids, vitam

ins, m
inerals 8.75

g/L, U
rea 20

g/L,
G

lucose 8.5
g/L, Phenol red 0.052

g/L, Antibiotics 1.16
g/L. pH

 : 7.3 ±
0,1.

TC
: 4

m
L

vial of barium
 sulphate solution.

5 - PR
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• The reagents are intended solely for in vitro use and m
ust be handled by authorised personnel.

• The sam
ples and inoculated reagents are potentially infectious; they m

ust be handled w
ith caution, in observance of hygiene

rules and the current regulations for this type of product in the country of use.
• Reagents containing raw

 m
aterials of anim

al origin m
ust be handled w

ith caution.
• D

o not use reagents after the expiry date.
• D

o not use reagents that have been dam
aged or that have been poorly conserved  before use.

6 - SPEC
IM

EN
 C

O
LLEC

TIO
N

The colonies used for perform
ing the identification and the resistance test should be young (24 to 48 hours old) and perfectly

isolated at room
 tem

perature or at 37 °C
 on an agar m

edium
, preferably in a Petri dish. It is recom

m
ended that isolation be

m
ade on m

edia that are specific for yeast (3).

7 - R
EAG

EN
T STO

C
K

AG
E

The kit and its contents w
hen stored at 2-8

°C
 in their original state are stable until the expiry date indicated on the box.

O
ne half of a C

AN
D

IFAST ES Tw
in

m
ay be stored at 2 to 8

°C
 for 7 days, in its original packaging, resealed w

ith the desiccant.

8 - R
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U
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• Paraffin oil
• Sterile pipettes

• Incubator at 37 °C
• C

ontainer for contam
inated w

aste

9 - PR
O

C
ED

U
R

E
Allow

 the reagents to reach room
 tem

perature (18-25 °C
) before use

9.1. Preparation of the inoculum
Pick up an isolated colony w

ith a w
ire loop or an occluded Pasteur pipette. Inoculate a vial of Reagent 1 w

ith the colony. M
ix

w
ell. The standardization of the inoculum

 can be perform
ed in three different w

ays:
• W

ith R
espect to the Turbidity C

ontrol Vial
Adjust the opacity of the inoculated Reagent 1 to that of the Turbidity C

ontrol w
ith the aid of the black lines printed on the vial

labels.
If Reagent 1 is lighter (insufficient inoculum

), inoculate the vial further until the opacity obtained equals that of the Turbidity
C

ontrol vial.
If Reagent 1 is m

ore turbid (inoculum
 too rich), dilute it w

ith Reagent 1 from
 another freshly opened vial until the correct turbidity

is obtained.
• W

ith a D
ensitom

eter
Verify w

ith a densitom
eter that the turbidity of inoculated Reagent 1 is equal to 1 M

ac Farland. If necessary, proceed as above
to adjust the turbidity.
• Enum

eration in M
alassez C

ell
It is possible to standardize the inoculum

 by counting the yeasts in a M
alassez cell. A solution of 2,500 to 3,500 yeasts per m

m
3

m
ust be obtained.

9.3. Incubation
Incubate the test-tray at 37

°C
 for 24 hours; if necessary and depending on the strains, this incubation m

ay be prolonged for
up to 48 or even, 72 hours. The tray is read once the yeast have grow

n in the control w
ell.

10 - R
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Read each test-tray in its entirety only if in the control w
ell (C

+ : W
ell 1 of the resistance test row

) there is the follow
ing colour

change of the m
edium

 :
- C

olour change to yellow
, to orangey-yellow

, or to fuchsia* (*for urease positive genera)
10.1 Identification R

ow
W

ell 1 (AC
T)

The characteristic is positive
w

hen a colour change of the m
edium

 is observed:
- C

olour change to yellow
, to orangey-yellow

, or to fuchsia
A characteristic is negative

w
hen there is no colour change to yellow

, to orangey-yellow
 or to fuschia.

W
ells 2 to 8 (G

LU
 to RAF)

A characteristic is positive
w

hen a colour change of the m
edium

 is observed:
- C

olour change to yellow
, to orangey-yellow

, or to fuchsia
A characteristic is negative

w
hen there is no colour change to yellow

, to orangey-yellow
, or to fuschia.

The identification of the yeasts is perform
ed w

ith the C
AN

D
IFAST tray in parallel w

ith the analysis of the m
orphological features

of the colonies.
For interpretation, refer to the table below

 or to the chart provided in the kit. The m
arkings on the test-tray adhesive tape m

ay
also be used :read the actidione w

ell first; then, locate the last positive w
ell, on the right of it. The nam

e of the germ
 is

printed on the adhesive tape at the intersection of the actidione-positive (low
er row

) or actidione-negative (upper row
)

characteristic and the located sugar. 
Yeast

AC
T

G
LU

G
AL

TRE
M

AL
C

EL
RAF

LAC
C

andida albicans
+

+
+

v
+

- 
-

-
C

andida albicans (var stellatoïdea)
+

+
-

v
+

-
-

-
C

andida glabrata 
v

+
-

+
-

-
-

-
C

andida kefyr
+

+
+

-
-

-
v

+
C

andida krusei
v

+
-

-
-

-
-

-
C

andida lusitaniae
-

+
+

+
v

+
-

-
C

andida parapsilosis
-

+
+

-
v

-
-

-
C

andida tropicalis
-

+
+

+
+

-
-

-
Saccharom

yces
ou

-
+

+
v

v
v

+
-

C
ryptococcus orTrichosporon 

or Rhodotorula genera
v

positive urease

• D
ifferential D

iagnosis
C

ryptococcus, Trichosporon
and Rhodoturola species m

ay be differentiated by m
orphological exam

ination.
- Rhodoturola species are characterised by distinctive orange-red colonies w

hen grow
n on Sabouraud’s dextrose agar.

- Som
e strains of C

ryptococcus
species m

ay also produce a reddish pigm
entation. Therefore, C

ryptococcus
species should be

exam
ined for the presence of a capsule.by an India ink preparation. 

- Trichosporon species produce pseudohyphae w
hen grow

n on PC
B agar m

edium
.

• N
ote

• Am
ong Saccharom

yces species , Saccharom
yces cerevisiae is the m

ain hum
an pathogenic species.

• Strains of Saccharom
yces boulardii or Saccharom

yces cerevisiae can be isolated from
 patients undergoing a treatm

ent based
on yeast.
• A m

icroscopic exam
ination can differentiate the tw

o species:
- S. cerevisiae are large globular yeasts.
- S. boulardii are sm

aller in size, egg-shaped or elongated.
• W

ith the C
AN

D
IFAST test som

e strains of C
ryptococcus

m
ay grow

 in presence of actidione.

10.2 R
esistance test row

W
ells 2 to 8 (AB to FC

Z)
A colour change of the m

edium
 to yellow

, to orangey-yellow
, or to fuschia indicates that the strain being tested is able to grow

in that w
ell and is therefore resistant to the antifungal present.

If the w
ell rem

ains orangey-red, the grow
th of the tested strain has been inhibited by the antifungal in that w

ell.

11 -Q
U

ALITY C
O

N
TR

O
L

It is recom
m

ended that the standardization of the m
ethod be checked from

 tim
e to tim

e using the reference strains, C
andida

albicans
ATC

C
 90029 and C

andida parapsilosis
ATC

C
 22019.

Strain
Incubation

Expected results
AC

T
G

LU
G

AL
TRE

M
AL

C
EL

RAF
LAC

C
+

AB
N

Y
FC

T
EC

Z
KTZ

M
C

Z
FC

Z
C

.albicans
24 hours

+
+

+
-

+
-

-
-

+
-

-
+

-
-

-
-

(ATC
C

 90029)
C

.parapsilosis   48 hours
- 

+
+

-
-

-
-

-
+

-
-

-
-

-
-

-
(ATC

C
 22019)

12 - C
AU

SES O
F ER

R
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R
• Preparation of an inoculum

 that is either too concentrated or not concentrated enough.
• Preparation of the inoculum

 from
 a m

ixed culture or w
ith isolated colonies grow

n for m
ore than 48 hours.

• Tray read before the apparition of a colour change of the grow
th indicator.

• Tray not read after incubation for 24 or 48 hours, even though the grow
th indicator w

as positive. 
In general, the non-respect of the recom

m
endations contained w

ithin the instructions.

13 - LIM
ITATIO

N
S

• This in vitro
m

ethod for the determ
ination of the resistance to antifungal agents has an indicative value for the antifungal-yeast

interaction during in vivo
treatm

ent (2,4).
• The C

AN
D

IFAST procedure is intended for the identification and the testing of resistance to antifungal agents of yeasts of
m

ucocutaneous origin only. It is therefore not to be used for yeast strains from
 system

ic m
ycoses.

• The C
AN

D
IFAST procedure does not allow

 a categorization into Susceptible-Interm
ediate-Resistant. 

• Som
e therm

osensitive strains isolated at 20 °C
 grow

 differently at 37 °C
. In this case, either the yeasts w

ill not grow
 or they

w
ill grow

 poorly. As a consequence it w
ould be very difficult, if not im

possible, to carry out a reliable strain identification or to
assess their resistance to certain antifungal agents.
• For certain strains of C

. lusitaniae a delay of grow
th in the TRE w

ell m
akes identification w

ith the enclosed table difficult to
achieve. 
Identification can also be achieved by referring to the m

arkings on the test-tray adhesive tape.
• For certain strains of C

. glabrata, difficulty reading the G
AL characteristic m

akes identification w
ith the enclosed table difficult

to achieve. Identification can also be achieved by referring to the m
arkings on the test-tray adhesive tape.

• The interpretation of the resistance tests does not take into account clouding of the m
edium

 that can appear after incubation
w

ith azole antifungal agents.

14 - PER
FO

R
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C
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H
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C

ollection strains
The study w

as carried out using 80 collection strains (31 C
andida albicans, 17 C

. glabrata,11 C
. tropicalis, 6 C

. lusitaniae, 3 C
.

parapsilosis, 2 C
. kefyr, 2 C

. krusei, 5 Saccharom
yces spp., 2 C

ryptococcus neoform
ans

and 1 Trichosporon cutaneum
). 

78 strains w
ere correctly identified w

ith the aid of the m
arkings on the test-tray adhesive tape and gave a concordance of 97.5%

w
ith the ELITech

M
IC

RO
BIO

 FU
N

G
IC

H
RO

M
 m

ethod and the Biom
érieux API 32C

 m
ethod. The overall concordance for the

resistance test com
pared w

ith the Biorad FU
N

G
ITEST and the Biom

érieux ATB Fungus tray, w
as 87.4%

.
C

linical strains
The study w

as carried out on 100 freshly isolated strains from
 clinical sam

ples taken from
 patients in com

m
unity health

practices (72 C
andida albicans, 9 C

. glabrata, 8 C
. parapsilosis, 5 C

. tropicalis, 3 C
. krusei, 1 C

. kefyr, 1 C
. inconspicua and 1

Saccharom
yces spp).

98 strains w
ere correctly identified in com

parison w
ith the Biom

érieux VITEK m
ethod.

The overall concordance for the resistance test com
pared w

ith the Biorad FU
N

G
ITEST and the Biom

érieux ATB Fungus tray,
w

as 98,5%
. Am

ong the 10 discrepancies, 3 are m
ajor errors and 7 are m

inor errors. These discrepancies concern 4 strains (2
C

. glabrata, 1 C
. parapsilosis

and 1 C
. tropicalis) and 3 antifungal agents : econazole (2 R/I and 1 R/S), ketoconazole (1 R/I and

2 R/S) and m
iconazole (4 R/I).

15 - W
ASTE ELIM

IN
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N
W

aste should be disposed of in accordance w
ith the hygiene rules and current regulations for this kind of product in the country

of use.
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9.2a. Inoculation of C
AN

D
IFAST tray

Identification row
M

ark the test-tray to identify the specim
en being tested. Lift

the adhesive tape and dispense into each of the first 8 w
ells

as follow
s:

- 100 µL
of inoculated standardized R1

- 2 drops of paraffin oil
Reseal the test-tray w

ith the adhesive tape.
R

esistance test row
First, 

inoculate 
R

eagent 
2 

w
ith 

100 
µL

of 
inoculated

standardized Reagent 1 (see § 9.1). Then, lift the adhesive
tape and dispense into each of the first 8 w

ells as follow
s:

- 100 µL
of inoculated R2

- 2 drops of paraffin oil
Reseal the test-tray w

ith the adhesive tape.

9.2b. Inoculation of C
AN

D
IFAST ES Tw

in tray
First sam

ple row
Inoculate reagent R2 w

ith 100
µL

of inoculated standardized
reagent R1.
Label both row

s of the tray.
Lift the adhesive tape and dispense into each of the first 8
w

ells :
- 100 µL

of inoculated Reagent 2
- 2 drops of paraffin oil
Reseal the test-tray w

ith the adhesive tape.
Second sam

ple row
Inoculate in the sam

e w
ay the second row

 w
ith an additional

vial of inoculated Reagent 2 as described above.
Reseal the test-tray w

ith the adhesive tape.

R
ow

 for Identification
W

ell 1 contains phenol red, actidione (AC
T) and glucose

W
ells 2 to 8 contain phenol red and a different sugar as

follow
s:

w
ell 2 (G

LU
) : glucose

w
ell 3 (G

AL) : galactose
w

ell 4 (TRE) : trehalose
w

ell 5 (M
AL) : m

altose
w

ell 6 (C
EL) : cellobiose

w
ell 7 (RAF) : raffinose

w
ell 8 (LAC

) : lactose
w

ells 9 and 10 are em
pty

R
ow

 for R
esistance Test

W
ell 1 is a grow

th control w
ell (C

+).
W

ells 2 to 8 contain a different antifungal agent as follow
s:

w
ell 2 (AB) : am

photericin B (4 µg/m
L)

w
ell 3 (N

Y) : nystatine (200 units/m
L)

w
ell 4 (FC

T) : flucytosine (35 µg/m
L)

w
ell 5 (EC

Z) : econazole (16 µg/m
L)

w
ell 6 (KTZ) : ketoconazole (16 µg/m

L)
w

ell 7 (M
C

Z) : m
iconazole (16 µg/m

L)
w

ell 8 (FC
Z) : fluconazole (16 µg/m

L)
w

ells 9 and 10 are em
pty

C
A

N
D

IFA
S

T
®

Id
entificatio

n o
f yeasts and

 antifung
al resistance test

8 tests (C
at. N

°44008)        30 tests (C
at. N

°44030)

C
A

N
D

IFA
ST

®
E

S TW
IN

A
ntifungal resistance test for yeasts 

30 tests (C
at. N

°44130)
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T  G
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   G
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C
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M
C
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  N
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    E

CZ
     

KT
Z 

   M
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    F
CZ

C      
AB       NY        FCT     ECZ     KTZ     M

CZ    FCZ
2 em

p
ty 

w
ells

2 em
p

ty 
w

ells

2 em
p

ty
w

ells
2 em

p
ty 

w
ells
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E
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1 -TESTSYSTEM
E

D
as C

AN
D

IFAST erlaubt die Identifikation der w
ichtigsten m

edizinisch relevanten H
efepilze und sim

ultan eine Resistenztestung
m

it üblichen Antim
ykotika. D

er C
AN

D
IFAST ES TW

IN
dient ausschließlich zur Resistenztestung gegen w

ichtige Antim
ycotika.

2 - EIN
LEITU

N
G

D
ie H

äufigkeit der Pilzinfektionen  besonders m
it H

efepilzen, hat im
 Lauf der letzten zehn Jahren deutlich zugenom

m
en (5).

H
efepilze sind opportunistische Erreger. D

ie m
eisten sind Saprophyten, können aber pathogen w

erden w
enn beim

 W
irt

entsprechende Bedingungen vorherrschen.
U

rsachen können sein: a)Physiologische Faktoren vor allem
 bei N

eugeborenen, älteren Personen und schw
angeren Frauen;

b)lokale U
rsachen: feuchte H

autstellen, H
autreizungen; c)pathologische U

rsachen bei im
m

ungeschw
ächten Personen m

it
schw

eren 
G

runderkrankungen 
oder 

Stoffw
echselstörungen; 

d)iatrogene 
Faktoren: 

Antibiotikatherapien, 
Kontrazeptiva,

Im
m

unsuppressiva, ionisierende Strahlung, operative Eingriffe.... D
urch H

efepilze verursachte Infektionen können in allen
O

rganen auftreten: H
aut- H

aar- und N
agel-m

ykosen (Intertrigo, O
nyxis...), Infektionen der Schleim

häute (M
und- Speiseröhren-,

D
ickdarm

-Infektionen, Vaginitis...), Infektion der inneren O
rgane und Sepsis. Aufgrund des verm

ehrten Vorkom
m

ens von
resistenten Pilzen ist eine Resistenztestung zu em

pfehlen um
 gezielt neue Antim

ykotika einsetzen zu können (1, 2).

3 - PR
IN

ZIP
D

ie Identifikation der H
efe beruht auf:

•Em
pfindlichkeit oder U

nem
pfindlichkeit auf Actidion, w

ird durch die U
m

färbung des Farbindikators auf gelb, gelb-orange oder
auf rötlich (fuchsin) sichtbar, • durch den Abbau von sieben G

lukosen sinkt der pH
 W

ert, w
as ebenfalls zu einer U

m
färbung des

Farbindikators auf gelb oder gelb-orange führt, • D
urch die H

arnstoff Aktivität w
ird das M

edium
 alkalisch und verfärbt sich

rötlich (fuchsin).
D

ie Resistenztestung der H
efen

beruht auf das W
achstum

 in G
egenw

art von Antim
ykotika. D

ieses W
achstum

 w
ird durch einen

Farbum
schlag  des M

edium
s sichtbar: • der Abbau der G

lukose durch die H
efen führt zu einer Ansäuerung des M

edium
s und

dam
it zu einer U

m
färbung des im

 M
edium

 vorhandenen Phenol-Rotes auf gelb oder gelb-orange. • die H
ydrolyse des

H
arnstoffes durch urease positive H

efepilze setzt Am
m

oniak frei, der das M
edium

 alkalisiert und zu einer rosa-rötlichen
U

m
färbung führt.

4 - R
EAG

EN
ZIEN

B
estandteile

R
eagenzien

M
enge

#44008
#44030

#44130
C

AN
D

IFAST
8

30
-

C
AN

D
IFAST ES Tw

in
-

-
15

R
1 : Reagenzfläschchen 1

10
35

35
R

2
: Reagenzfläschchen 2 

8
30

30
TC

: Kontrolle zur Trübungsm
essung

1
1

1
B

eschreibung
C

AN
D

IFAST :G
ebrauchsfertige Platte m

it 20 Vertiefungen.
M

it jeder Platte w
ird eine Probe getestet (Identifikation und Resistenztestung).

C
AN

D
IFAST

ES Tw
in

: G
ebrauchsfertige Platte m

it 2 x 10 Vertiefungen. D
ie zw

ei Reihen entsprechen dem
 gleichen Aufbau zur

Resistenztestung w
ie beim

 C
AN

D
IFAST. 

Jede Platte erm
öglicht daher zw

ei Patientenproben zu testen (nur Resistenztestung).
R

1:Fläschchen m
it 4 m

L
dickflüssigem

 gepuffertem
 M

edium
 zum

 Verdünnen und Identifizieren. Beefextrakt 1,3
g/L, Kasein-

Peptone 1,8
g/L, H

efeextrakt 0,8
g/L, Am

inosäuren, Vitam
ine, M

inerale 5,75
g/L, H

arnstoff 20
g/L, Agar 0,52

g/L, Antibiotika
1,12

g/L. pH
-W

ert: 6,05 ±
0,1.

R
2: Fläschchen m

it 2 m
L

flüssigen M
edium

 zur Resistenztestung. Beefextrakt 1,3
g/L, Kasein-Peptone 1,8

g/L, H
efeextrakt

0,8
g/L, Am

inosäuren, Vitam
ine, M

inerale 8,75
g/L, H

arnstoff 20
g/L, G

lukose 8,5
g/L, Phenol-Rot 0,052

g/L, Antibiotika 1,16.
pH

-W
ert: 7,3 ±

0,1.
TC

: Fläschchen m
it 4 m

L
Barium

-Sulfat.

5 - VO
R

SIC
H

TSM
ASSN

AH
M

EN
• D

ie Reagenzien dieses Kits sind einzig für in vitro G
ebrauch bestim

m
t und m

üssen von bevollm
ächtigten Personen verw

endet
w

erden.
• D

ie 
Proben 

und 
die 

eingeim
pften 

R
eagenzien 

sind 
m

öglicherw
eise 

infektiös, 
sie 

m
üssen 

m
it 

den 
üblichen

Vorsichtsm
assnahm

en behandelt w
erden, m

it Rücksicht auf die gesetzlichen G
egebenheiten, die im

 jew
eiligen Land für diese

Produkte vorgeschrieben sind.
• D

ie Reagenzien enthalten Rohstoffe m
it tierischer H

erkunft und m
üssen daher entsprechend behandelt w

erden.
• Abgelaufene Reagenzien m

üssen entsorgt w
erden.

• Beschädigte oder falsch gelagerte Reagenzien dürfen nicht m
ehr verw

endet w
erden.

6 - SAM
M

LU
N

G
 D

ER
 PR

O
B

EEN
TN

AH
M

EN
D

ie Identifizierung und der Resistenztestung erfolgt von Kolonien die: 
- 24 bis 48 Stunden
- bei Zim

m
ertem

peratur oder bei 37 °C
 auf einem

 festem
 N

ährboden in Petri Schalen kultiviert w
urden. Es w

ird em
pfohlen, die

Isolierung auf speziellen M
edien für H

efen durchzuführen (3).

7 - AU
FB

EW
AH

R
U

N
G

 D
ER

 R
EAG

EN
ZIEN

D
ie Reagenzien w

erden bei 2-8 °C
 in der O

riginalverpackung aufbew
ahrt und sind bis zum

 Verfallsdatum
 (am

 Kit angegeben)
stabil. D

ie nicht benötigte H
älfte der C

AN
D

IFAST ES Tw
in

Platte kann 7 Tage lang bei 2-8
°C

 in der fest verschlossenen
O

riginalverpackung m
it einem

 Trockenm
ittel aufbew

ahrt w
erden. 

8 – ER
FO

R
D

ER
LIC

H
E LAB

O
R

G
ER

ÄTE U
N

D
 H

ILFSM
ITTEL

• Paraffinöl
• Sterile Pipetten

• Brutschrank, 37 °C
• Behälter für infektiöse Abfälle

9 - M
ETH

O
D

E
D

ie R
eagenzien m

üssen vor deren Verw
endung auf R

aum
tem

peratur (18-25 °C
) gebracht w

erden.
9.1. Vorbereitung des Inokulum

s
M

it H
ilfe einer Im

pföse w
ird eine Einzelkolonie entnom

m
en und das Fläschchen 1 inokuliert und gut durchm

ischt. D
ie

Standardisierung des Inokulum
s kann m

it verschiedenen M
ethoden durchgeführt w

erden:
•Vergleich zum

 TC
 Fläschchen, Trübungskontrolle

D
ie Trübung des beim

pften Reagenz 1 an das TC
 Fläschchens anpassen. Zum

 Vergleich dienen die schw
arzen Striche auf dem

Etikett des TC
 Fläschchens. W

enn das Reagenzien 1 klarer ist (zuw
enig Inokulum

), m
uss noch Kulturm

aterial hinzugefügt
w

erden. W
enn das Reagenzien 1 trüber ist (zuviel Inokulum

), kann m
it einem

 neuem
 Reagenzfläschchen 1 die Trübung durch

entsprechendes Verdünnen eingestellt w
erden.

• M
it H

ilfe eines Turbidim
eters

M
it H

ilfe eines Turbidim
eters, prüfen ob die Trübung des beim

pften Reagenz 1, gleich 1 M
ac Farland ist. W

enn nötig, die Trübung
entsprechend anpassen.
• Aufzählung in M

alassez-Zellen
Es ist m

öglich, das Inokulum
 zu standardisieren, indem

 eine Zählung der H
efen in M

alassez-Zellen durchgeführt w
ird. D

ie
Lösung m

uss ein Zellzahl von 2500 bis 3500 H
efen pro m

m
3

enthalten.

9.3. Inkubation
D

ie Platte 24 Stunden bei 37 °C
 Stunden inkubieren, je nach Bedarf und  je nach Stam

m
, die Inkubation bis 48 Stunden oder

sogar bis auf 72 Stunden verlängern.
D

ie Ausw
ertung erfolgt sobald die Kontrollvertiefung positiv w

ird.

10 - AB
LESU

N
G

 U
N

D
 IN

TER
PR

ETATIO
N

 D
ER

 PLATTE
D

ie gesam
te Platte w

ird erst ausgew
ertet, w

enn in der Kontrollvertiefung (C
+: Vertiefung 1 für den Resistenztest), eine

Farbveränderung zu sehen ist: U
m

färbung auf gelb, gelb-orange, oder fuchsin ( für urease positive Spezies)
10.1 Serien für die Identifizierung
Vertiefung 1 (AC

T): Als positiv gilt, w
enn in der Vertiefung AC

T eine Farbveränderung des M
edium

s beobachtet w
ird:

- Eine U
m

färbung auf gelb, gelb-prange oder fuchsin
Tritt keine Farberänderung auf so ist dies als negativ zu w

erten.
Vertiefung 2 bis 8  (G

LU
 in RAF): Als positiv gilt, w

enn in einer der Vertiefungen eine Farbveränderung im
 M

edium
 beobachtet

w
ird:

- Farbveränderung nach gelb, gelb-prange, oder fuchsin
Tritt keine Farberänderung auf so ist dies als negativ zu w

erten.
D

ie Identifizierung der H
efen w

ird m
it H

ilfe der Ausw
ertung der Platte und der M

orphologie der Kolonien durchgeführt. Zur
Interpretation dient die unten angeführte Tabelle oder die Beilage im

 Kit. Auf der Klebefolie befindet sich ebenfalls ein
Ausw

erteschem
a: die Vertiefung Actidion (AC

T) ablesen, sich dann die letzte positive Vertiefung rechts m
erken. D

er N
am

e
des Keim

es w
ird auf der Klebefolie am

 Schnittpunkt vom
 Actidion (positive oder negative Reihe) und dem

 letzten positiven
Zucker abgelesen.

H
efe

AC
T

G
LU

G
AL

TRE
M

AL
C

EL
RAF

LAC
C

andida albicans
+

+ 
+ 

v 
+

-
-

-
C

andida albicans (var stellatoïdea)
+

+
-

v
+

-
-

-
C

andida glabrata
v

+
-

+
-

-
-

-
C

andida kefyr
+

+
+

-
-

-
v

+
C

andida krusei
v

+
-

-
-

-
-

-
C

andida lusitaniae
-

+
+

+
v

+
-

-
C

andida parapsilosis
-

+
+

-
v

-
-

-
C

andida tropicalis
-

+
+

+
+

-
-

-
Saccharom

yces
-

+
+

v
v

v
+

-
Arten

C
ryptococcus oder

Trichosporon oderRhodotorula
v

positiver urease

• Zusätzliche D
iagnostik

D
ie Arten C

ryptococcus, Trichosporon und Rhodotorula
können anhand der m

orphologischen C
harakters unterschieden

w
erden.

- Rhodoturola ergibt auf Sabouraud-Agar, sehr charakteristische lachsfarbene Kolonien. 
- C

ryptococcus
besitzt eine Polysaccharid-Kapsel die m

it 5 fach verdünnter Tinte gefärbt w
erden kann. Auf Sabouraud-Agar

sind die Kolonien lachsfarben, jedoch
w

eniger intensiv w
ie die Rhodoturola-Kolonien.

- Trichosporon
zeigt eine Pseudom

ycelium
 auf PC

B M
edium

.
• B

em
erkungen

•
In der G

attung Saccharom
yces ist Saccharom

yces cerevisiae die häufigste hum
anpathogene Art.

•
Stäm

m
e von Saccharom

yces boulardii oder Saccharom
yces cerevisiae

können bei Patienten, die m
it einer auf H

efe-Therapie
beruhenden Behandlung, isoliert w

erden.
•

Eine m
ikroskopische Analyse erm

öglicht, die zw
ei Arten zu unterscheiden:- S. cerevisiae sind große kugelartige H

efen.
- S. boulardii sind kleinere eiförm

ige bis lang gezogene, ovale H
efen.

• In der C
AN

D
IFAST Platte können bestim

m
te C

ryptococcus
Stäm

m
e in Anw

esenheit von Actidion w
achsen.

10.2 Serien für den R
esistenztest

Vertiefungen 2 bis 8 (AB bis FC
Z)

Eine Farbveränderung des M
edium

s auf gelb, gelb-prange oder fuchsin w
eist auf ein W

achstum
 hin und som

it besteht eine
Resistenz gegen die jew

eilige Konzentration des Antim
ykotikum

s.
H

ingegen zeigt die Rot-O
range Farbe des M

edium
s an, dass der Stam

m
 durch das enthaltene Antim

ykotikum
 gehem

m
t w

orden
ist.

11 - Q
U

ALITÄTSK
O

N
TR

O
LLE

U
m

 die Standardisierung der M
ethode zu prüfen, w

ird em
pfohlen eine Q

ualitätskontrolle regelm
äßig durchzuführen. D

azu
können die Referenz-Stäm

m
e, C

andida albicans ATC
C

 90029 und C
andida parapsilosis

ATC
C

 22019 verw
endet w

erden.
Stam

m
Inkubation

Erw
artete R

esultate
AC

T
G

LU
G

AL
TRE

M
AL

C
EL

RAF
LAC

C
+

AB
N

Y
FC

T
EC

Z
KTZ

M
C

Z
FC

Z
C

. albicans
24 Stunden

+
+

+ 
- 

+
-

- 
- 

+
-

-
+

-
-

-
-

(ATC
C

 90029)
C

. parapsilosis
48 Stunden

-
+

+
- 

-
-

-
- 

+
-

-
-

-
- 

-
-

(ATC
C

 22019)

12 - TR
O

U
B

LESH
O

O
TIN

G
•

D
ie Trübung des Inokulum

s schlecht eingestellt
•

Inoculum
s enthält eine M

ischkultur oder Kolonien die älter als 48 Stunden sind.
•

Ablesen der Platte bevor es zu einer Farbveränderung in der W
achstum

skontrollvertiefung gekom
m

en ist.
• Ablesen der Platte 24 oder 48 Stunden nach der Farbveränderung in der W

achstum
skontrollvertiefung. Allgem

ein, die
N

ichtbeachtung der Em
pfehlungen der Packungsbeilage.

13 – G
R

EN
ZEN

 D
ER

 M
ETH

O
D

E
•

D
iese in vitro Testm

ethode zur Bestim
m

ung der Antim
ykotika-Resistenz, hat einen indikativen-W

ert auf die Interaktion der
Antim

ykotika - H
efe Beziehung bei Behandlungen in vivo (2,4).

•
D

ie C
AN

D
IFAST M

ethode w
urde entw

ickelt, für die Identifizierung und die Resistenztestung von Stäm
m

en die von H
aut und

Schleim
haut isoliert w

urden; er w
ird also nicht für system

isch isolierte Pilzstäm
m

e em
pfohlen.

• D
ie C

AN
D

IFAST-M
ethode erlaubt keine Kategorisierung in sensibel-interm

ediär-resistent.
•

W
ärm

eem
pfindliche Stäm

m
e, die bei 20 °C

 isoliert w
erden, w

achsen anders bei 37 °C
. In diesem

 Fall w
achsen die H

efen nicht
oder schlecht und die Identifizierung ebenso w

ie die Resistenztestung können nicht durchgeführt w
erden.

•
Für gew

isse Stäm
m

e von C
. lusitaniae

kom
m

t es zu einer W
achstum

sverspätung in der Vertiefung TRE, die Identifizierung
durch Ausw

ertung der Tabelle ist in diesem
 Fall nicht m

öglich. D
ie Ausw

ertung m
ittels Etiketts auf der Platte ist jedoch

m
öglich.

• Bei m
anchen C

. glabrata-Stäm
m

en, ist die G
AL Vertiefung schw

ierig abzulesen. In diesem
 Fall ist eine Ausw

ertung m
ittels

Tabelle nicht m
öglich. D

ie Ausw
ertung m

ittels Etiketts auf der Platte ist jedoch m
öglich.

•
Bei der Interpretation der Resistenztestung darf die Trübung nicht in Betracht gezogen w

erden da ein Schleier nach der
Inkubation m

it azolhaltigen Antim
ykotika auftreten kann.

14 - LEISTU
N

G
EN

U
ntersuchung m

it der Stam
m

sam
m

lung 
D

ie U
ntersuchung w

urde m
it 80 Stäm

m
en (31

C
andida albicans, 17

C
. glabrata, 11

C
. tropicalis, 6 C

. lusitaniae, 3 C
. parapsilosis,

2 C
. kefyr, 2

C
. krusei, 5

Saccharom
yces spp., 2 C

ryptococcus neoform
ans und 1 Trichosporon cutaneum

.) durchgeführt. 78
Stäm

m
e w

urden durch die Ablesung, m
it H

ilfe vom
 Etikett, richtig identifiziert, oder 97.5%

ige Ü
bereinstim

m
ungen zum

FU
N

G
IC

H
RO

M
 von ELITech

M
IC

RO
BIO

 oder API 32C
 von Biom

érieux. D
ie G

esam
t-Ü

bereinstim
m

ung des Resistenztests,
durch Vergleich auf FU

N
G

ITEST von Biorad und der  ATB Fungus von Biom
érieux, ist 87,4%

. 
U

ntersuchung auf K
linische Stäm

m
e

D
ie U

ntersuchung  w
urde auf 100 frisch isolierte Stäm

m
e, klinischer Proben durchgeführt (72 C

andida albicans, 9 C
. glabrata,

8 C
. parapsilosis, 5 C

. tropicalis, 3 C
. krusei, 1 C

. kefyr, 1 C
. inconspicua

und 1 Saccharom
yces spp.). 98 Stäm

m
e w

urden korrekt
identifiziert verglichen m

it dem
 VITEK System

 von Biom
érieux.

D
ie geneerelle Ü

bereinstim
m

ung des Resistenztestes, im
 Vergleich zum

 FU
N

G
ITEST von Biorad und die  ATB Fungus von

Biom
érieux, ist 98.5 %

. U
nter den 10 unklaren Ergebnissen, sind 3 w

esentliche und 7 unw
esentliche Ergebnisse. D

iese unklaren
Ergebnisse betreffen 4 Stäm

m
e (2 C

. glabrata, 1 C
. parapsilosis

und 1 C
. tropicalis) und 3 Antim

ykotika darunter das Econazol
(2 R/I und 1 R/S), das Ketoconazol (1R/I und 2 R/S) und das M

iconazol (4 R/I). 

15 - EN
TSO

R
G

U
N

G
D

er Abfall m
uss entsprechend der gesetzlichen Vorschriften für die jew

eiligen Reagenzien entsorgt w
erden.
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Ü
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N
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W
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U
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N
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. 1987. Résistance de C

andida
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édico-C
hirurgicale, C
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2. D

U
PO

U
Y-C
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O

U
G

N
O

U
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U

R
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H
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m
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R
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M
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C
A

N
D

IFA
S

T ®
ist ein W

arenzeichen von ELITech M
IC

RO
BIO

9.2a. B
eim

pfung der C
AN

D
IFAST Platte

Vertiefungsserie für die Identifizierung
D

ie Klebefolie so abziehen, dass alle Vertiefungen beim
pft

w
erden können jedoch noch am

 Rand der Platte klebt.
Verteilen Sie in jede der 8 ersten Vertiefungen:
- 100 µL

beim
pftes und standardisiertes R1 

- 2 Tropfen Paraffinöl.
D

ie Platte m
it der Klebefolie w

ieder verschließen.
Serie für die R

esistenztestung
Zu 

R
eagenz 

2 
w

erden 
100 

µL
vom

 
beim

pftem
 

und
standardisiertem

 Reagenz 1 beigem
engt. (cf. § 9.1). D

ie
Klebefolie abziehen und in jeder der 8 Vertiefungen w

ie folgt
zugeben:
- 100 µL

vom
 R2 (m

it R1 beim
pft)

- 2 Tropfen von Paraffinöl.
D

ie Platte m
it der Klebefolie w

ieder verschließen.

9.2b. B
eim

pfung der C
AN

D
IFAST ES Tw

in Tray
Serie für eine Probe
Zu 

R
eagenz 

R
2 

w
erden 

100
µL

beim
pftes 

und
standardisiertem

 Reagenz R1 pipettiert.
D

ie beiden Reihen der Platte entsprechend beschriften. 
D

ie Klebefolie abziehen und in jede der 8 Vertiefungen w
ie

folgt zugeben:
- 100 µL

Reagenz 2 (m
it R1 beim

pft)
- 2 Tropfen Paraffinöl.
D

ie Platte m
it der Klebefolie w

ieder verschließen.
Serie für die  zw

eite Probe 
D

ie zw
eite Reihe w

ird m
it einem

 w
eiteren Fläschchen R2

beim
pft w

ie oben beschrieben. 
D

ie Platte m
it der Klebefolie w

ieder verschließen.

S
erie fü

r d
ie Id

en
tifikation

D
ie Vertiefung 1 enthält A

ctid
ion (A

C
T), G

lukose
und

 P
henol-R

ot.
D

ie Vertiefungen 2 b
is 8 enthalten verschied

ene
Z

ucker und
 P

henol-R
ot.

Vertiefung 2: (G
LU

) G
lukose

Vertiefung 3: (G
A

L) G
alaktose

Vertiefung 4: (TR
E

) Trehalose
Vertiefung 5: (M

A
L) M

altose
Vertiefung 6: (C

E
L) C

ellob
iose

Vertiefung 7: (R
A

F) R
affinose

Vertiefung 8: (LA
C

) Laktose
D

ie Vertiefungen 9 und
 10 sind

 leer.

S
erie fü

r d
en

 R
esisten

ztestu
n

g
D

ie Vertiefung 1 ist eine W
achstum

s-K
ontrolle (C

+
).

D
ie Vertiefungen 2 b

is 8 enthalten verschied
ene

A
ntim

ykotika:
Vertiefung 2 (A

B
): A

m
p

hotericin B
 (4 µg/m

L)
Vertiefung 3 (N

Y
): N

ystatin (200 µg/m
L)

Vertiefung 4 (FC
T): Flucytosin (35 µg/m

L)
Vertiefung 5 (E

C
Z

): E
conazol (16 µg/m

L)
Vertiefung 6 (K

TZ
): K

etoconazol (16 µg/m
L)

Vertiefung 7 (M
C

Z
): M

iconazol (16 µg/m
L)

Vertiefung 8 (FC
Z

): Fluconazol (16 µg/m
L)

D
ie Vertiefungen 9 und

 10 sind
 leer

C
A

N
D

IFA
S

T
®

Id
entifikatio

n und
 R

esistenztestung
 vo

n H
efep

ilzen
8 Tests (R

ef. 44008)        30 Tests (R
ef. 44030)

C
A

N
D

IFA
S

T
®

E
S

 T
W

IN
R

esistenztestung
 vo

n H
efep

ilzen
30 Tests (R

ef. 44130)

AC
T  G

LU
   G

AL   TRE   M
AL C

EL   RAF  LAC

C
    

   A
B 

    
 N

Y 
    

FC
T 

  E
C

Z 
  K

TZ
    

M
C

Z 
  F

C
Z

-
C

A
N

D
IFA

S
T

IMIM

C
A

N
D

IFA
ST E

S TW
IN

C
A

N
D
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1 - U
SO

Il kit C
AN

D
IFAST è indicato per l’identificazione dei principali lieviti coinvolti nelle patologie um

ane e per testare la loro resistenza
a diversi antim

icotici.
Il kit C

AN
D

IFAST ES TW
IN

serve ad analizzare la resistenza dei lieviti agli antim
icotici.

2 - IN
TR

O
D

U
ZIO

N
E

La frequenza delle infezioni fungine, e in particolare quelle causate da lieviti, è aum
entata significativam

ente nel corso degli
ultim

i 10 anni (5). I lieviti sono agenti opportunisti. La m
aggior parte di essi è saprofita, m

a può diventare patogena quando
l’organism

o ospite presenta dei fattori di predisposizione. Q
ueste condizioni sono principalm

ente le seguenti: fattori fisiologici:
neonati, anziani, donne in gravidanza;  fattori locali: escoriazioni, m

acerazioni; fattori patologici: cancro, im
m

unodeficienza,
disordini 

m
etabolici...; 

fattori 
correlati 

a 
terapie: 

antibiotici, 
pillola 

anticoncezionale, 
interventi 

chirurgici, 
farm

aci
im

m
unosoppressivi, radiazioni ionizzanti...Le caratteristiche cliniche causate da questi lieviti sono piuttosto varie: effetti cutanei

(intertrigine, onyxis...), disordini m
uco-cutanei (candidosi orali, esofagiti, coliti, vaginiti...), infezioni viscerali e setticem

ie.
L’aum

ento del num
ero degli agenti antim

icotici disponibili, e l’apparire di m
icosi resistenti, giustifica un test sul com

portam
ento

dei lieviti in presenza di antim
icotici (1,2).

3 - PR
IN

C
IPIO

L’identificazione dei lieviti si basa sulle seguenti osservazioni:
• valutazione della resistenza del ceppo nei confronti dell’actidione m

ediante viraggio al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia
dell’indicatore;
• ferm

entazione di sette zuccheri evidenziata dal viraggio al giallo o al giallo-arancio dell’indicatore, in seguito all’acidificazione
del terreno; 
• valutazione dell’attività ureasica m

ediante viraggio al fucsia dell’indicatore in seguito all’alcalinizzazione del terreno.
Il saggio di sensibilità dei lieviti nei confronti degli antim

icotici è basato sulla crescita, o sull’assenza di crescita, dei lieviti stessi
in presenza delle diverse m

olecole di antim
icotici.

La crescita è visualizzata m
ediante un cam

biam
ento di colore del terreno:

• la ferm
entazione del glucosio, ad opera dei lieviti, porta all’acidificazione del terreno (contente rosso fenolo) provocandone un

viraggio al giallo o al giallo-arancio;
• l’idrolisi dell’urea, prodotta dai lieviti ureasi positivi, rilascia am

m
oniaca la quale, alcalinizzando il terreno (contenente rosso

fenolo), ne provoca un viraggio al rosa-fucsia.

4 - R
EAG

EN
TI

C
onfezionam

ento 
R

eattivo
Q

uantità
#44008

#44030
#44130

C
AN

D
IFAST

8
30

-
C

AN
D

IFAST ES Tw
in

-
-

15
R

1
: Flacone di Reattivo 1 

10
35

35
R

2
: Flacone di Reattivo 2

8
30

30
TC

: Flacone di C
ontrollo della torbidità

1
1

1
D

escrizione 
G

alleria C
AN

D
IFAST

: G
alleria da 20 pozzetti pronta per l’uso.

O
gni galleria perm

ette di testare un cam
pione (identificazione + test di resistenza)

C
AN

D
IFAST

ES Tw
in

:G
alleria da 2x10 pozzetti pronta per l’uso.

Le due serie di pozzetti corrispondono al test di resistenza della galleria C
AN

D
IFAST. 

O
gni galleria consente di testare due cam

pioni (unicam
ente test di resistenza).

R
1 : Fiale da 4 m

L
con terreno parzialm

ente agarizzato e tam
ponato per la diluizione e l’identificazione.

Estratto di bue 1,3
g/L, Peptone di caseina 1,8

g/L, Estratto di lievito 0,8
g/L, Am

inoacidi, vitam
ine, m

inerali 5,75
g/L, U

rea
20

g/L, Agar 0;52
g/L, Antibiotici 1,12

g/L. pH
 : 6,05 ±

0,1.

R
2 : Fiale da 2 m

L
di YN

B (Yeast N
itrogen Base) contenente urea e rosso fenolo per il test di resistenza..

Estratto di bue 1,3
g/L, Peptone di caseina 1,8 g/L, Estratto di lievito 0,8 g/L, Am

inoacidi, vitam
ine, m

inerali 8,75 g/L, U
rea

20
g/L, G

lucosio 8,5 g/L, Rosso fenolo 0,052 g/L, Antibiotici 1,16 g/L. pH
 : 7,3 ±

0,1.

TC
: Fiale da 4 m

L
con soluzione di solfato di bario per il controllo de diluizione.

5 - A VVER
TEN

ZE
• I reagenti presenti in questo kit sono destinati esclusivam

ente ad uso
in vitro

e devono essere m
aneggiati solo da personale

abilitato.
• I ceppi e i reagenti inoculati sono potenzialm

ente infetti e devono pertanto essere m
aneggiati conform

em
ente alle precauzioni

d'uso, nel rispetto delle norm
e igieniche e delle norm

ative in vigore nel paese di utilizzo di questo tipo di prodotto.
• I reagenti contenenti m

aterie prim
e di origine anim

ale devono essere m
aneggiati nel rispetto delle precauzioni d'uso.

• N
on utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza.

• N
on utilizzare i reagenti danneggiati o conservati scorrettam

ente prim
a dell'uso.

6 - PR
ELIEVO

 D
EL C

AM
PIO

N
E

Le colonie da utilizzare per l’esecuzione del test d’identificazione e di resistenza devono essere:
- isolate da non più di 24-48 ore;
- perfettam

ente isolate a tem
peratura am

biente o a 37
°C

 su terreno agarizzato, preferibilm
ente in piastra di Petri. Si

raccom
anda che l’isolam

ento sia fatto su terreni specifici per i lieviti (3).

7 - C
O

N
SER

VAZIO
N

E D
EI R

EAG
EN

TI
I reagenti conservati a 2 - 8

°C
 al di sotto del loro stato originale sono stabili fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.

La sem
i-galleria C

AN
D

IFAST ES Tw
in

non utilizzata può essere conservata per 7 giorni a 2-8
°C

 nel suo im
ballaggio originale

erm
eticam

ente chiuso e con la bustina disidratante.

8 - R
EAG

EN
TI E M

A TER
IALI N

EC
ESSAR

I M
A N

O
N

 FO
R

N
ITI

• O
lio di paraffina 

• Pipette sterili
• Incubatore im

postato a 37
°C

• C
ontenitore per rifiuti contam

inati

9 - PR
O

C
ED

U
R

A
Lasciar stabilizzare i reagenti a tem

peratura am
biente (18-25

°C
) prim

a dell’uso.
9.1 Preparazione dell’inoculo
Prelevare una colonia isolata con un’ansa o con una pipetta Pasteur e stem

perarla in un flacone di Reagente 1. Per m
escolare

bene, agitare leggerm
ente il flacone.

La standardizzazione dell’inoculo può essere effettuata in tre m
odi differenti:

• In relazione al flacone TC
 di C

ontrollo della tordidità
Regolare la torbidità del Reagente 1 inoculato, con quella del flacone TC

 con l’aiuto delle linee nere stam
pate sull’etichetta del

flacone. Se il Reagente 1 è più chiaro (inoculo insufficiente) inoculare ulteriorm
ente il flacone finché la torbidità ottenuta sia

uguale a quella del flacone di controllo della torbidità. Se il Reagente 1 è più scuro (inoculo troppo ricco) diluire il flacone con
dell’altro Reagente 1 fino ad ottenere un’opacità corretta.
• C

on un densitom
etro

Verificare con un densitom
etro che la torbidità del Reagente 1 inoculato sia corrispondente a 1 M

cFarland. Se necessario
procedere com

e sopra per aggiustare la torbidità.
• N

um
erazione con C

ellula di M
alassez

La standardizzazione dell’inoculo può essere effettuata contando i lieviti con una cellula di M
alassez. Si deve ottenere una

soluzione da 2500 a 3500 lieviti per m
m

3.

9.3 Incubazione
Incubare la galleria a 37

°C
 per 24 ore. Se necessario, e a seconda dei ceppi, l’incubazione può essere protratta fino a 48 o anche 72 ore.

10 - LETTU
R

A E IN
TER

PR
ET AZIO

N
E D

ELLA G
ALLER

IA
Leggere ciascuna galleria nella sua com

pletezza solo se il pozzetto di controllo (C
+: pozzetto 1 della serie per il test di

resistenza)  presenta i seguenti viraggi:
- Viraggio al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia* (*per il genere ureasi positivo)
10.1 Serie di pozzetti per l’identificazione
Pozzetto 1 (AC

T)
Il carattere è positivo

quando si osserva un cam
biam

ento di colore:
- C

am
biam

ento di colore al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia 
U

n carattere è negativo
quando non si osserva alcun viraggio al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia.

Pozzetti da 2 a 8 (da G
LU

 a RAF)
U

n carattere è positivo
quando si osserva un cam

biam
ento di colore del terreno:

- C
am

biam
ento di colore al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia 

U
n carattere è negativo

quando non si osserva alcun viraggio al giallo o al giallo-arancio, o al fucsia.
L’identificazione dei lieviti è eseguita con la galleria C

AN
D

IFAST e con la contem
poranea osservazione delle caratteristiche

m
orfologiche delle colonie.

Per l’interpretazione, riferirsi alla tabella sotto riportata o all’inserto fornito nel kit. Può anche essere utilizzata la legenda posta
sul nastro adesivo di ogni galleria: leggere per prim

o il pozzetto dell’actidione; poi localizzare l’ultim
o pozzetto positivo,

alla vostra destra. Il nom
e del m

icrorganism
o è stam

pato sulla pellicola adesiva all’intersezione dell’actidione-positivo (fila
inferiore) o actidione-negativo (fila superiore) con lo zucchero corrispondente all’ultim

o pozzetto positivo.
Lieveti

AC
T

G
LU

G
AL

TRE
M

AL
C

EL
RAF

LAC
C

andida albicans
+

+
+

v
+

-
-

-
C

andida albicans (var stellatoïdea)
+

+
-

v
+

-
-

-
C

andida glabrata 
v

+
-

+
-

-
-

-
C

andida kefyr
+

+
+

-
-

-
v

+
C

andida krusei
v

+
-

-
-

-
-

-
C

andida lusitaniae
-

+
+

+
v

+
-

-
C

andida parapsilosis
-

+
+

- 
v

-
-

-
C

andida tropicalis
-

+
+

+
+

-
-

-
Saccharom

yces
-

+
+

v
v

v
+

-
C

ryptococcus oTrichosporon 
o G

enere Rhodotorula 
v                                 ureasi positivi

D
iagnosi differenziale

C
ryptococcus, Trichosporon

e Rhodotorula spp. potrebbero essere differenziati m
ediante osservazione m

orfologica.
- Rhodotorula spp. dà origine a caratteristiche colonie rosso-arancio quando crescono su Sabouraud D

extrose Agar.
- Alcuni ceppi di C

ryptococcus spp. potrebbero anche produrre una pigm
entazione rossastra, perciò C

ryptococcus spp.
dovrebbe essere esam

inato per la presenza di una capsula m
ediante India ink.

- Trichosporon spp. produce pseudoife che si sviluppano in PC
B Agar M

edium
.

N
ote

• Tra le specie di Saccharom
yces, Saccharom

yces cerevisiae
è il principale patogeno um

ano.
• C

eppi di Saccharom
yces boulardiio di Saccharom

yces cerevisiae
possono essere isolati da pazienti sotto trattam

ento con
lievito secco.
• L’osservazione m

icroscopica può differenziare le due specie:
- S. cerevisiae produce cellule di lievito grandi
- S. boulardiicostituisce cellule più piccole, a form

a 
d’uovo o allungate.

• C
on C

AN
D

IFAST alcuni ceppi di C
ryptococcus spp. potrebbero crescere in presenza di actidione, alla concentrazione testata.

10.2 Serie di pozzetti per il test di r esistenza
Pozzetti da 2 a 8 (da AB a FC

Z)
U

n cam
biam

ento di colore del terreno al giallo o al giallo-arancio, o al fucsia, indica che il ceppo saggiato è in grado di crescere
in quel pozzetto e di conseguenza è resistente all’antim

icotico di quel pozzetto.
Per contro, se il colore del pozzetto rim

ane arancio-rosso, la crescita del ceppo saggiato è stata inibita dall’antim
icotico

presente in quel pozzetto.

11 - C
O

N
TR

O
LLO

 D
I Q

U
ALITA

Per verificare la standardizzazione del m
etodo, si raccom

anda di realizzare periodicam
ente un controllo qualità usando i ceppi

di riferim
ento, C

andida albicans
ATC

C
 90029 e C

andida parapsilosis
ATC

C
 22019.

C
eppo

Incubazione
R

isultati attesi
AC

T
G

LU
G

AL
TRE

M
AL

C
EL

RAF
LAC

C
+

AB
N

Y
FC

T
EC

Z
KTZ

M
C

Z
FC

Z
C

. albicans
24 ore

+
+

+
-

+
-

-
-

+
-

-
+

-
-

-
-

(ATC
C

 90029)
C

. parapsilosis         48 ore
-

+
+

-
-

-
-

-
+

-
-

-
-

-
-

-
(ATC

C
 22019)

12 - C
AU

SE D
I ER

R
O

R
E

• Preparazione di un inoculo troppo ricco o troppo fragile.
• Preparazione dell'inoculo a partire da un m

élange di coltura o con colonie isolate da oltre 48 ore.
• Lettura della galleria in assenza di viraggio di colore nel pozzetto di controllo di crescita.
• Lettura della galleria 24 o 48 ore dopo il viraggio di colore nel pozzetto di controllo di crescita.
In generale, il m

ancato rispetto delle raccom
andazioni delle presenti istruzioni.

13 - LIM
ITAZIO

N
I

• Q
uesto m

etodo in vitro
per la determ

inazione della resistenza agli antim
icotici ha valore indicativo nei riguardi dell’interazione

antim
icotico-lieviti durante il trattam

ento in vivo
(2,4).

• La procedura C
AN

D
IFAST si applica ai ceppi di lieviti di origine m

uco-cutanea per la loro identificazione e per il saggio di
sensibilità agli antim

icotici; non è dunque indicata per ceppi di lieviti provenienti da m
icosi sistem

iche.
• La procedura C

AN
D

IFAST non perm
ette una categorizzazione in Sensibile-Interm

edio-Resistente 
• Alcuni ceppi term

osensibili isolati a 20°C
, crescono in m

odo diverso a 37°C
. N

el caso in cui i lieviti non dovessero crescere,
o dovessero crescere con difficoltà, l’identificazione e la resistenza ad alcuni antim

icotici non potrà essere determ
inata.

• Per alcuni ceppi di C
. lusitaniae

un ritardo di crescita nel pozzetto TRE non consente l'identificazione attraverso la lettura della
tabella. Tener conto della lettura dell'etichetta.
• Per alcuni ceppi di C

. glabrata
la difficoltà di lettura del carattere G

AL non perm
ette l'identificazione con la tabella. Tener conto

della lettura dell'etichetta.
• L'interpretazione della lettura dei test di resistenza non deve tener conto dell'aspetto torbido, poiché dopo l'incubazione per
gli antim

icotici azolati può apparire un velo.

14 - PR
ESTAZIO

N
I

Studio su ceppi di raccolta.
Lo studio è stato realizzato su 80 ceppi di raccolta (31 C

andida albicans, 17 C
. glabrata, 11 C

. tropicalis, 6 C
. lusitaniae, 3 C

.
parapsilosis,  2 C

. kefyr, 2 C
. krusei, 5 Saccharom

yces spp., 2 C
ryptococcus neoform

ans
e 1 Trichosporon cutaneum

).
78 ceppi sono stati correttam

ente identificati con la lettura tram
ite l'etichetta, pari al 97,5%

 di concordanza rispetto al m
etodo

FU
N

G
IC

H
RO

M
 di IN

TERN
ATIO

N
AL M

IC
RO

BIO
 o API 32C

 di Biom
érieux.

La concordanza globale del test di resistenza, rispetto al FU
N

G
ITEST di Biorad e alla galleria ATB Fungus di Biom

érieux, è
dell'87,4%

.
Studio su ceppi clinici
Lo studio è stato realizzato su 100 ceppi isolati di recente provenienti da prelievi clinici effettuati in un ospedale cittadino (72
C

andida albicans, 9 C
. glabrata, 8 C

. parapsilosis, 5 C
. tropicalis, 3 C

. krusei, 1 C
. kefyr, 1 C

. inconspicua
e 1 Saccharom

yces spp).
98 ceppi sono stati correttam

ente identificati rispetto al sistem
a VITEK di Biom

érieux.
La concordanza globale del test di resistenza, rispetto al FU

N
G

ITEST di Biorad e alla galleria ATB Fungus di Biom
érieux, è del

98,5%
. Tra le 10 discordanze, 3 sono discordanze m

aggiori e 7 sono discordanze m
inori. Q

ueste discordanze riguardano 4
ceppi (2 C

. glabrata, 1 C
. parapsilosis

e 1 C
. tropicalis) e 3 antim

icotici tra cui l’econazolo (2 R/I e 1 R/S), il chetoconazolo (1 R/I
e 2 R/S) e il m

iconazolo (4 R/I).

15 - SM
ALTIM

EN
TO

 D
EI R

IFIU
TI

I rifiuti devono essere sm
altiti rispettando le regole di igiene e la regolam

entazione vigente per questo tipo di prodotto nel paese
in cui viene utilizzato. 
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9.2a Inoculo della G
alleria C

AN
D

IFAST
Serie di pozzetti per l’identificazione
M

arcare la galleria per identificare il cam
pione da analizzare.

Sollevare il nastro adesivo e distribuire in ognuno dei prim
i 8

pozzetti:
- 100 µL

di R1 inoculato e standardizzato
- 2 gocce di olio di paraffina
Richiudere la galleria con il nastro adesivo.
Serie di pozzetti per il test di resistenza
Inoculare il Reagente 2 con 100 µL

di Reagente 1 inoculato
e standardizzato (vedi paragrafo 9.1). Sollevare il nastro
adesivo e distribuire in ognuno dei prim

i 8 pozzetti:
- 100 µL

di R2 inoculato
- 2 gocce di olio di paraffina
Richiudere la galleria con il nastro adesivo.

9.2b Inoculo della G
alleria C

AN
D

IF AST ES Tw
in

Serie per un prim
o cam

pione
Inoculare 

il 
reagente 

R
2 

con 
100 

µL
di 

reagente 
R

1
insem

inato e standardizzato.
Identificare bene ognuno dei lati della galleria.
Sollevare l'adesivo e distribuire in ognuno dei prim

i 8 pozzetti
della prim

a serie:
- 100 µL

di reagente 2 prelim
inarm

ente insem
inato

- 2 gocce di olio di paraffina.
Serie per un secondo cam

pione
Insem

inare allo stesso m
odo la seconda serie usando un

altro 
flacone 

di 
reagente 

2 
prelim

inarm
ente 

insem
inato

procedendo com
e indicato in precedenza.

Ricoprire la galleria con l'adesivo.

Serie per l’identificazione
Il pozzetto 1 contiene rosso fenolo, actidione (AC

T) e
glucosio.
I pozzetti da 2 a 8 contengono rosso fenolo e ciascuno di
essi i seguenti zuccheri:
pozzetto 2 (G

LU
): glucosio

pozzetto 3 (G
AL): galattosio

pozzetto 4 (TRE): trealosio
pozzetto 5 (M

AL): m
altosio

pozzetto 6 (C
EL): cellobiosio

pozzetto 7 (RAF): raffinosio
pozzetto 8 (LAC

): lattosio
I pozzetti 9 e 10 sono vuoti

Serie per il saggio di sensibilità
Il pozzetto 1 è il pozzetto di controllo della crescita (C

+).
I pozzetti da 2 a 8 contengono e ciascuno un diverso
antim

icotico, com
e di seguito:

pozzetto 2 (AB): am
fotericina B (4 µg/m

L)
pozzetto 3 (N

Y): nistatina (200 unità/m
L)

pozzetto 4 (FC
T): flucitosina (35 µg/m

L)
pozzetto 5 (EC

Z): econazolo (16 µg/m
L)

pozzetto 6 (KTZ): ketoconazolo (16 µg/m
L)

pozzetto 7 (M
C

Z): m
iconazolo (16 µg/m

L)
pozzetto 8 (FC

Z): fluconazolo (16 µg/m
L)

I pozzetti 9 e 10 sono vuoti
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