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1 - INTERET n m

Le coffret CANDIFAST permet d'identifier les principales levures d'intérét médical et de tester leur résistance a divers
antifongiques. Le coffret CANDIFAST ES TWIN permet de tester la résistance des levures a divers antifongiques.

2 - INTRODUCTION

La fréquence des infections fongiques et en particulier celle des levuroses a augmenté considérablement au cours de ces dix
derniéres années (5). Les levures sont des agents opportunistes. La plupart mo:» saprophytes mais vmc<m3 devenir pathogénes
lorsqu'existent chez 'héte des conditions favorables. Ces conditions sont princi les facteurs pl i (nouveau-
nés, personnes agées, femmes enceintes), les facteurs locaux (frottements, macérations), les aﬁmca pathologiques (cancer,
insuffisance immunitaire, troubles métaboliques....), les facteurs iatrogénes (antibiothérapie, pilules contraceptives,
immunosuppresseurs, radiations ionisantes, chirurgie). Les tableaux cliniques provoqués par ces levures sont trés variés:
atteintes cutanées (intertrigo, onyxis ... ), atteintes des muqueuses (muguet, cesophagites, colites, vaginites ... ), atteintes
viscérales et septicémiques.

L'augmentation du nombre des produits antifongiques ainsi que la survenue de mycoses résistantes aux traitements justifient

I"évaluation du comportement des levures vis-a-vis des antifongiques (1, 2).

3 - PRINCIPE

L'identificalion de Ia levure est basée sur :
la sensibilité ou non de la souche a I'actidione visualisée par le virage au jaune, au jaune-orangé ou au fuchsia de I'indicateur
coloré,

* I'étude de la fermentation de sept sucres visualisée par le virage au jaune ou au jaune-orangé de I'indicateur coloré di a
I"acidification du milieu,

la mise en évidence d’une activité uréasique, qui alcalinise le milieu et fait virer I'indicateur coloré au fuchsia.

La détermination de la résistance des levures aux antifongiques est basée sur la croissance ou non de ces levures en présence
de différents antifongiques. Cette croissance est visualisée par un changement de couleur du milieu:
la fermentation du glucose par les levures entraine une acidification du milieu qui fait virer le rouge de phénol présent dans le
milieu au _WCDQ ou au _m::mno_‘w:mm

* I'hydrolyse de I'urée par les levures uréase positive libére de 'ammoniaque qui alcalinise le mi
phénol au rose fuchsia

u et fait virer le rouge de

4 - REACTIFS
Conditionnement :
Réactif Quantité

#44008 #44030 #44130
CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Flacon de Réactif 1 10 35 35
R2: Flacon de Réactif 2 8 30 30
TC : Flacon de contréle de turbidité 1 1 1
Description :
CANDIFAST : Galerie 20 puits préte-a-I'emploi
Chaque galerie permet de tester un échantillon (identification + test de résistance)
Série pour Fidentification Série pour le test de résistance
Le puits 1 contient de I'actidione (ACT), du glucose et du rouge de Le puits 1 est un puits de contrdle de croissance (C+).
phénol. Les puits 2 & 8 contiennent différents antifongiques:

Les puits 2 & 8 contiennent différents sucres et du rouge de phénol
puits 2 : (GLU) glucose

puits 3 : (GAL) galactose

puits 4 : (TRE) tréhalose

puits 5 : (MAL) maltose

puits 2 (AB) : amphotéricine B (4 pg/mL)
puits 3 (NY) : nystatine (200 unités/mL)
puits 4 (FCT) : flucytosine (35 pg/mL)
puits 5 (ECZ) : éconazole (16 pg/mL)

6 - RECUEIL DES ECHANTILLONS

- jeunes (24 a 48 heures)

recommandé d’effectuer
7 - CONSERVATION DES REACTIFS

Les réactifs conservés a 2-8 °C sous leur état d'o
La demi-galerie CANDIFAST ES Twin non ui
hermétiquement fermé et avec le sachet déshydratant.

8 - REACTIF ET MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS

o Huile de paraffine .
¢ Etuve a 37 °C

9 - MODE OPERATOIRE

ipettes stériles

nte ou & 37 °C sur un milieu gélosé, de préférence en boite de Pétri.
ieux spécifiques des levures (3).

tance doivent étre réalisés a partir de colonies:

est

ne sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur les étiquettes.
ée, peut étre conservée 7 jours

4 2-8° C dans son emballage d’origine

* Récipient pour déchets contaminés

>_.=m=2 les qmmnim a température ambiante (18-25 °C) avant emploi.

Prélever une colonie isolée a I'aide d’une cese ou d’une pipette Pasteur bouchée. Puis la décharger dans un flacon de Réactif
1. Homogénéiser. La standardisation de I'inoculum peut étre réalisée de différentes fagons :

* Par rapport au flacon TC de contrdle de turbidité

Ajuster 'opacité du Réactif 1 ensemencé a celle du flacon TC en s’aidant des traits noirs des étiquettes de flacon.
Si le Réactif 1 est plus clair (inoculum insuffisant), réensemencer le flacon jusqu'a I'obtention d’une opacité égale a celle du

flacon TC.

Si le Réactif 1 est plus trouble (inoculum trop riche), diluer & I'aide d’un nouveau flacon de Réactif 1 jusqu'a obtention d’une

opacité correcte.
* A laide d’un densitométre

Vérifier a I'aide d’un densitométre que la turbidité du Réactif 1 ensemencé est égale a 1 Mac Farland. Si nécessaire opérer

comme indiqué précédemment pour ajuster le trouble.
* Numération en cellule de Malassez

Il est possible de standardiser I'inoculum _en effectuant une numération des levures en cellule de Malassez. On doit obtenir une

solution de 2500 & 3500 levures par mm3

9.2a. Inoculation de la galerie CANDIFAST
Série pour Fidentification

Identifier la galerie. Soulever I'étiquette adhésive, puis distribuer
dans chacun des 8 premiers puits :

- 100 pL de R1 ensemencé et standardisé

- 2 gouttes d'huile de paraffine.

Recouvrir la série de puits avec I'étiquette adhésive.

Série pour le test de résistance

Dans un premier temps inoculer le Réactif 2 par 100 pl de Réactif 1
ensemencé et standardisé (cf. § 9.1). Puis dans un deuxieme temps
soulever Iétiquette adhésive et distribuer dans chacun des 8
premiers puits :

- 100 pL de R2 préalablement ensemencé

- 2 gouttes d'huile de paraffine.

Recouvrir la série de puits avec I'étiquette adhésive.

2 puits
vides ZOd ZON ZIM ZO3 104 AN & O

9.2b. Inoculation de la galerie CANDIFAST ES Twin

Série pour un premier échantillon

Inoculer le réactif R2 avec 100 i de réactif R1 ensemencé et
standardisé.

Bien identifier chacun des cotés de la galerie.

Soulever I'étiquette adhésive puis distribuer dans chacun des 8
premier puits de la premiére série :

- 100 pL de Réactif 2 préalablement ensemencé

- 2 gouttes d'huile de paraffine.

Recouwrir la série de puits avec 'étiquette adhésive.

Série pour un deuxiéme échantillon

Ensemencer de laméme fagon la deuxieme série a I'aide d'un autre
flacon de Réactif 2 préalablement ensemencé en procédant
comme indiqué ci-dessus.

Recouvrir la série de puits avec I'étiquette adhésive.

2 puits

vides ZHZONZDM ZH 104 N & O
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vides

9.3. Incubation

2 puits
C A8 NY FOT ECZ KIZ MZ RZ 2puits

Incuber la galerie & 37 °C pendant 24 heures, si besoin et selon les souches poursuivre I'incubation jusqu’a 48 heures voire 72

heures.

Lire la galerie lorsque les levures ont poussé dans le puits controle.

10 - LECTURE ET INTERPRETATION DE LA GALERIE

Ne lire 'ensemble de la galerie que si dans le puits contréle (C+ : Puits 1 de la série pour le test de résistance) on observe un

changement de couleur du milie

- virage au jaune, ou au jaune-orangé ou au fuschia* (*pour les genres uréase positive)

10.1 Série pour 'identification

Puits 1 (ACT

Le caracteére est positif lorsque dans le puits ACT on observe un changement de couleur du milie

puits 6 : (CEL) cellobiose
puits 7 : (RAF) raffinose
puits 8 : (LAC) lactose

Les puits 9 et 10 sont vides.

puits 6 (KT2) : kétoconazole (16 pglmL)
puits 7 (MCZ) : miconazole (16 pg/mL)
puits 8 (FCZ) : fluconazole (16 pg/mL)
Les puits 9 et 10 sont vides.

CANDIFAST ES Twin : Galerie 2x10 puits préte-a-I'emploi
Les deux séries de puits correspondent au test de résistance de la galerie CANDIFAST.
Chaque galerie permet de tester deux échantillons (tests de résistance uniquement)

Extrait de boeuf 1,3 g/L, Peptone de caséine 1,8 g/L, Extrait de levure 0,8 g/L, Acides aminés, vitamines, minéraux 5,75 g/L,
Urée 20 g/L, Agar 0,52 g/L, Antibiotiques 1,12 g/L. pH : 6,05 + 0,1.

R2 : Flacon de 2 mL de milieu 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 aminés, vitamines, minéraux 8,75 g/L,
Urée 20 g/L, Glucose 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 mL de sulfate de baryum pour le contréle de dilution.
5 - PRECAUTIONS

d'usage en respectant les régles d'hygiéne et la réglementation en vigueur dans le pays d'utilisation pour ce type de produi
o Les réactifs contenant des matiéres premiéres d’origine animale doivent étre manipulés avec les précautions d’usage.

* Ne pas utiliser les réactifs au dela de la date de péremption.

* Ne pas utiliser les réactifs endommagés ou mal conservés avant utilisation.

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

Un caractére négatif se traduit par une absence de virage au jaune, ou au jaune-orangé ou au fuschia.
Puits 2 a 8 (GLU & RAF)
Un caractére est positif lorsque dans un de ces puits on observe un changement de couleur du milieu:

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

Un caractére négatif se traduit par une absence de virage au jaune ou au jaune-orangé, ou au fuschia.

Lidentification de la levure est réalisée a 'aide de la galerie et des caractéres morphologiques des colonies.

Pour I'interprétation se reporter au tableau ci-dessous ou 4 la feuille incluse dans le coffret. Il est également possible de s’aider
des indications inscrites sur I'adhésif de la galerie : lire le puits actidione (ACT) puis repérer le dernier puits positif a droite.
Le nom du germe est indiqué sur I'adhésif a I'intersection du caractere positif (rangée inférieure) ou négatif (rangée supérieure)
de I'actidione et du sucre repéré.

Levure ACT Gi
Candida albicans +
Candida albicans (var stellatoidea) +
Candida glabrata v

"

v

U GAL TRE MAL CEL RAF LAC
+ -

Candida kefyr

Candida krusei

Candida lusitaniae -
Candida parapsilosis -
Candida tropicalis -
Saccharomyces -
Genres Cryptococcus ou

Trichosporon ou Rhodotorula v

e
+
<
+

+ o+ o+
+
<+ <<

* Diagnostic différentiel
Les genres Cryptococcus, Trichosporon et Rhodotorula peuvent étre a_mma:o és par amm caractéres Eoﬁro_omﬁcmm
- Rhodoturola donne des colonies de couleur rouge saumon
- Cryptococcus posséde une capsule polysacchal

- Trichosporon présente un pseudomyc
* Remarques
 Dans le genre Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae est la principale espéce pathogeéne rencontrée chez ’lhomme.
* Des souches de Saccharomyces boulardii ou de Saccharomyces cerevisiae peuvent étre isolées de patient sous traitement a
base de levures.
* Un examen microscopique permet de différencier les deux espéces:

- S. cerevisiae sont des levures globuleuses de grande taille.

- S. boulardii sont des levures ovoides a allongées de plus petite taille.
* Avec la galerie CANDIFAST certaines souches Cryptococcus peuvent pousser en présence d'actidione.

10.2 Série pour le test de résistance

Un changement de couleur du milieu au jaune ou au jaune orangé ou au fuschia traduit la capacité de la souche testée a se
développer a la concentration testée de I'antifongique. Dans ce cas, la souche est rendue résistante.
Par contre, la couleur rouge orangé du milieu indique que la souche a été inhibée par I'antifongique contenu dans la cupule.

11 - CONTROLE DE QUALITE

Afin de vérifier la standardisation de la méthode, il est recommandé de réaliser un contréle de qualité de fagon périodique en
utilisant les souches de référence, C. albicans ATCC 90029 et C. parapsilosis ATCC 22019.

Souche Incubation  Résultats attendus

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

12 - CAUSES D’ERREURS

 Préparation d’un inoculum trop riche ou trop faible.

* Préparation de I'inoculum & partir d’un mélange de culture ou avec des colonies isolées de plus de 48 heures.
. en absence de virage de couleur dans le puits de contrdle de croissance.

24 ou 48 heures aprés virage de couleur dans le puits de contrdle de croissance.

Et d’une fagon générale, le non-respect des recommandations de la présente notice.

13 - LIMITES DE LA METHODE

* Cette méthode de détermination in vitro de la résistance aux antifongiques a une valeur indicative sur I'interaction du couple
antifongique-levure lors des traitements in vivo (2,4).

» La méthode CANDIFAST a été développé pour identifier et détecter la résistance des souches d'ol
il n’est donc pas recommandé pour des souches isolées de mycoses systémiques.
* La méthode CANDIFAST ne permet pas une catégorisation en Sensible-Intermédiaire-Résistant.
°C poussent différemment & 37 °C; dans ce cas, soit les levures ne pousseront
lentification ainsi que la mise en évidence de la résistance & certains antifongiques ne pourront

ne cutanéo-muqueuse,

pousseront mal et
étre réalisées.

* Pour certaines souches de C. lusitaniae un retard de croissance dans le puits TRE ne permet pas I'identification par la lecture
du tableau. Tenir compte de la lecture de I'étiquette.

 Pour certaines souches de C. glabrata la difficulté de lecture du caractére GAL ne permet I'identification par le tableau. Tenir
compte de la lecture de I'étiquette.

* Linterprétation de la lecture des tests de résistance ne doit pas tenir compte du trouble, un voile pouvant apparaitre aprés
incubation pour les antifongiques azolés.

14 - PERFORMANCES

Etude sur souches de collection

L'étude a été réalisée sur 80 souches de collection (31 Candida albicans, 17 C. glabrata, 11 C. tropicalis, 6 C. lusitaniae, 3 C.
parapsilosis, 2 C. kefyr, 2 C. krusei, 5 ces spp., 2 Cr 1s et 1 Trichosporon cutaneum..

78 souches ont été correctement identifiées par la lecture a I'aide de I'étiquette, soit 97.5% de concordance par rapport a la
méthode FUNGICHROM d’ELITech MICROBIO ou API 32C de Biomérigux.

La concordance globale du test de résistance, par comparaison au FUNGITEST de Biorad et a
Biomérieux, est de 87,4%.
Etude sur souches clinigues
L'étude a été réalisée sur 100 souches fraichement isolées provenant de prélevements cliniques en médecine de ville (72
Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C.tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua et 1 Saccharomyces
spp)-

98 souches ont été correctement identifiées par rapport au systéme VITEK de Biomérieux.

La concordance globale du test de résistance, par comparaison au FUNGITEST de Biorad et a la galerie ATB Fungus de
Biomérieux, est de 98,5%. Parmis les 10 discordances, 3 sont des discordances majeures et 7 sont des discordances mineures.
Ces discordances concernent 4 souches (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis et 1 C. tropicalis) et 3 antifongiques dont le I'éconazole
(2 R/l et 1 R/S), le kétoconazole (1 R/l et 2 R/S) et le miconazole (4 R/l).

15 - ELIMINATION DES DECHETS
Les déchets doivent étre éliminés en respectant les regles d’hygiéne et la réglementation en vigueur pour ce type de réactifs
dans le pays d'utilisation.
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1 - INTENDED USE n m

The CANDIFAST kit allows the identification of the main human pathogenic yeasts as well as the testing of their resistance to
various antifungal agents.
The CANDIFAST ES Twin kit is intended for testing the resistance of yeasts to various antifungal agents.

2 - INTRODUCTION

Fungal infections and especially those caused by yeasts have significantly increased over the last ten years (5). Yeasts are
ic agents. Most of them are saprophytes, but they can become pathogenic when the conditions in the host become
favourable. These conditions are mainly the physiological factors (newborn babies, elderly people, pregnant women), the local
factors (chafings, macerations), the pathological factors (cancer, immune deficiency, metabolic disorders...), the therapy-related
factors (antibiotics, birth control pills, immuno-suppressive agents, ionising radiation, surgery...).The clinical features caused by
these yeasts are quite varied: cutaneous cond ... ), mucocutaneous disorders (oral candidiasis,

The increase in the number of available antifungal agents and the mnumm_‘mgom of treatment-resistant mycoses justify testing the
response of the yeasts in the presence of antifungal agents (1, 2).

3 - PRINCIPLE
The identification of the yeast is based on :

* the demonstration of urease moz\ y, which produces an alkalinization of the medium, resulting in the indicator changing to a
fuchsia colour.

The determination of the resistance of yeasts to antifungal agents is based on the growth or the absence of growth of these
yeasts in the presence of various antifungal agents. o_‘os;: is demonstrated by a colour o:m:mm of the medium :
« the fermentation of glucose by the yeasts leads to acidification of the phenol red containing medium, making it change to a
yellow or to an orangey-yellow colour,

* the hydrolysis of urea by the urease-positive yeasts releases ammonia which alkalinizes the phenol red containing medium,
making it change to a fuchsia-pink colour.

4 - REAGENTS
Packaging
Reagent Quantity

#44008 #44030 #44130
CANDIFAST 8 30
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Vial of Reagent 1 10 35 35
R2: Vial of Reagent 2 8 30 30
TC : Vial of Turbidity Control 1 1 1
Description

CANDIFAST : 20-well tray, ready for use
Each tray allows the testing of one sample (identification + resistance test)

Row for Resistance Test

Well 1 is a growth control well (C+).

Wells 2 to 8 contain a different antifungal agent as follows:
well 2 (AB) : amphotericin B (4 ug/mL)

well 3 (NY) : nystatine (200 units/mL)

(FCT) : flucytosine (35 pg/mL)
Avmooszo_m:mt@\BC
A
n

Row for Identification
Well 1 contains phenol red, actidione (ACT) and glucose
Wells 2 to 8 contain phenol red and a different sugar as
follow:
well 2 (GLU) : glucose
well 3 (GAL) : galactose
well 4 (TRE) : trehalose
well 5 (MAL) : maltose
well 6 (CEL) : cellobiose
7
8

Z) : ketoconazole (16 pg/mL)

Z) : miconazole (16 pg/mL)
(FCZ) : fluconazole (16 pg/mL)
wells 9 and 10 are empty

wel
wel
wells 9 and 10 are empty

CANDIFAST ES Twin : 2x10-well tray, ready for use
The two rows of wells are identical to the resistance test row of the CANDIFAST tray.
Each tray allows the testing of two samples (resistance tests only).

R1 : 4 mL vial of buffered agar medium for dilution and identification.

Beef extract 1.3 g/L, Casein peptone 1.8 g/L, Yeast extract 0.8 g/L, Amino acids, vitamins, minerals 5.75 g/L, Urea 20 g/L, Agar
0.52 g/L, Antibiotics 1.12 g/L. pH : 6.05 + 0,1.

R2: 2 mL vial of YNB (yeast nitrogen base) medium containing urea and phenol red for resistance test.

Beef extract 1.3 g/L, Casein peptone 1.8 g/L, Yeast extract 0.8 g/L, Amino acids, vitamins, minerals 8.75 g/L, Urea 20 g/L,
Glucose 8.5 g/L, Phenol red 0.052 g/L, Antibiotics 1.16 g/L. pH: 7.3 £ 0,1.

TC : 4 mL vial of barium sulphate solution.

5 - PRECAUTIONS

* The reagents are intended solely for in vitro use and must be handled by authorised personnel
* The samples and inoculated reagents are potentially infectious; they must be handled with caution, in observance of hygiene
rules and the current regulations for this type of product in the country of use.

* Reagents containing raw materials of animal origin must be handled with caution.

* Do not use reagents after the expiry date.

* Do not use reagents that have been damaged or that have been poorly conserved before use.

®~N oo

6 - SPECIMEN COLLECTION

The colonies used for performing the identification and the resistance test should be young (24 to 48 hours old) and perfectly
isolated at room temperature or at 37 °C on an agar medium, preferably in a Petri dish. It is recommended that isolation be
made on media that are specific for yeast (3).

7 - REAGENT STOCKAGE
The kit and its contents when stored at 2-8 °C in their original state are stable until the expiry date indicated on the box.
One half of a CANDIFAST ES Twin may be stored at 2 to 8 °C for 7 days, in its original packaging, resealed with the desiccant.

8 - REAGENT AND MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
o Paraffin oil o Sterile pipettes
* Incubator at 37 °C * Container for contaminated waste

9 - PROCEDURE

Allow the reag to reach room
9.1. Preparation of the inoculum
Pick up an isolated colony with a wire loop or an occluded Pasteur pipette. Inoculate a vial of Reagent 1 with the colony. Mix
well. The standardization of the inoculum can be performed in three different ways:

* With Respect to the Turbidity Control Vial

Adjust the opacity of the inoculated Reagent 1 to that of the Turbidity Control with 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
Control vial
If Reagent 1 is more turbid (inoculum too rich), dilute it with Reagent 1 from another freshly opened vial until the correct turbidity
is obtained.

 With a Densitometer

Verify with a densitometer that the turbidity of inoculated Reagent 1 is equal to 1 Mac Farland. If necessary, proceed as above
to adjust the turbidity.

* Enumeration in Malassez Cell

Itis possible to standardize the inoculum by counting the yeasts in a Malassez cell. A solution of 2,500 to 3,500 yeasts per mm3
must be obtained.

9.2a. Inoculation of CANDIFAST tra;

(18-25 °C) before use

9.2b. Inoculation of CANDIFAST ES Twin tra:

Identification row First sample row
Mark the test-tray to identify the specimen being tested. Lift  Inoculate reagent R2 with 100 L of inoculated standardized
the adhesive tape and dispense into each of the first 8 wel reagent R1.

as follows:
- 100 pL of inoculated standardized R1
- 2 drops of paraffin oil

Label both rows of the tray.
Lift the adhesive tape and dispense into each of the first 8

wells :
mewmma_m»-_”Mm,mnMM_‘ww_\_\s ith the adhesive tape. - 100 pL of inoculated Reagent 2
irst, inoculate Reagent 2 with 100 L of inoculated - 2 drops of paraffin oil
standardized Reagent 1 (see § 9.1). Then, lft the adhesive ~ Reseal the test-tray with the adhesive tape.
tape and dispense into each of the first 8 wells as follows: Second sample row

Inoculate in the same way the second row with an additional
vial of inoculated Reagent 2 as described above.
Reseal the test-tray with the adhesive tape.

- 100 pL of inoculated R2
- 2 drops of paraffin oil
Reseal the test-tray with the adhesive tape.

SR zazon Zizom 4 M = 0 2R iz i za o W o
N O
CANDIFASTESTWn L |
00[® |0000000000 [
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9.3. Incubation
Incubate the test-tray at 37 °C for 24 hours; if necessary and depending on the strains, this incubation may be prolonged for

up to 48 or even, 72 hours. The tray is read once the yeast have grown in the control wel

10 - READING AND INTERPRETATION
Read each test-tray in its entirety only if in the control well (C+ : Well 1 of the resistance test row) there is the following colour
change of the medium :

- Colour change to yellow, to orangey-yellow, or to fuchsia* (*for urease positive genera)

10.1 Identification Row

Well 1 (AC

The characteri s positive when a colour change of the medium is observed:

- Colour change to yellow, to orangey-yellow, or to fuchsia

A characteristic is negative when there is no colour change to yellow, to orangey-yellow or to fuschia.
Wells 2 to 8 (GLU to RA
A characteristic is positive when a colour change of the medium is observed:

- Colour change to yellow, to orangey-yellow, or to fuchsia

A characterist negative when there is no colour change to yellow, to orangey-yellow, or to fuschia.

The identification of the yeasts is performed with the CANDIFAST tray in parallel with the analysis of the morphological features
of the colonies.

For interpretation, refer to the table below or to the chart provided in the kit. The markings on the test-tray adhesive tape may
also be used : read the actidione well first; then, locate the last positive well, on the right of it. The name of the germ i
printed on the adhesive tape at the intersection of the actidione-positive (lower row) or actidione-negative (upper row)
characteristic and the located sugar.

Yeast ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC
Candida albicans + + + - -

Candida albicans (var stellatoidea) + - - -
Candida glabrata
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lusitaniae -
Candida parapsilosis -
Candida tropicalis -
Saccharomyces ou -
Cryptococcus or Trichosporon

or Rhodotorula genera v

<+ <+ +
o+
+ <<

+
<+ <<

positive urease

* Differential Diagnosis
Cryptococcus, E.nzomnoa: and Rhodoturola species may be differentiated by morphological examination.
- Rhodoturola species are characterised by distinctive orange-red colonies when grown on Sabouraud’s dextrose agar.
- Some strains of Cryptococcus species may also produce a reddish pigmentation. Therefore, Cryptococcus species should be
examined for the presence of a capsule.by an India ink preparation.
- Trichosporon species produce pseudohyphae when grown on PCB agar medium.
* Note
* Among Saccharomyces species , Saccharomyces cerevisiae is the main human pathogel
* Strains of Saccharomyces boulardii or Saccharomyces cerevisiae can be isolated from patients :_.amao_:m atreatment based
on yeast.
* A microscopic examination can differentiate the two species:

- S. cerevisiae are large globular yeasts.

- S. boulardii are smaller in size, egg-shaped or elongated.
» With the CANDIFAST test some strains of Cryptococcus may grow in presence of actidione.

10.2 Resistance test row
Wells 2 to 8 (AB to FCZ)
A colour change of the medium to yellow, to orangey-yellow, or to fuschia indicates that the strain being tested is able to grow
in that well and is therefore resistant to the antifungal present.

If the well remains orangey-red, the growth of the tested strain has been inhibited by the antifungal in that well.

11 -QUALITY CONTROL
Itis Jed that the dardization of the method be checked from time to time using the reference strains, Candida
albicans ATCC 90029 and Candida parapsilosis ATCC 22019.

Strain Incubation Expected results

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

12 - CAUSES OF ERROR

* Preparation of an inoculum that is either too concentrated or not concentrated enough.

* Preparation of the inoculum from a mixed culture or with isolated colonies grown for more than 48 hours.
« Tray read before the apparition of a colour change of the growth indicator.

« Tray not read after incubation for 24 or 48 hours, even though the growth indicator was positive.

In general, the non-respect of the recommendations contained within the instructions.

13 - LIMITATIONS

* This in vitro method for the determination of the resistance to antifungal agents has an indicative value for the antifungal-yeast
interaction during in vivo treatment (2,4).

» The CANDIFAST procedure is intended for the identification and the testing of resistance to antifungal agents of yeasts of
mucocutaneous origin only. It is therefore not to be used for yeast strains from systemic mycoses.

* The CANDIFAST procedure does not allow a categorization into Susceptible-Intermediate-Resistant.

* Some thermosensitive strains isolated at 20 °C grow differently at 37 °C. In this case, either the yeasts will not grow or they
will grow poorly. As a consequence it would be very difficult, if not impossible, 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 growth in the TRE well makes identification with the enclosed table difficult to
achieve.

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

* For certain strains of C. glabrata, difficulty reading the GAL characteristic makes identification with the enclosed table
to achieve. Identification can also be achieved by referring to the markings on the test-tray adhesive tape.

* The interpretation of the resistance tests does not take into account clouding of the medium that can appear after incubation
h azole antifungal agents.

14 - PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Collection strains

The study was carried out using 80 collection strains (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 and 1 Trichosporon cutaneum).

78 strains were correctly identified with the aid of the markings on the test-tray adhesive tape and gave a concordance of 97.5%
with the ELITech MICROBIO FUNGICHROM method and the Biomérieux APl 32C method. The overall concordance for the
resistance test compared with the Biorad FUNGITEST and the Biomérieux ATB Fungus tray, was 87.4%.

Clinical strains

The study was carried out on 100 freshly isolated strains from clinical samples taken from patients in community health
practices (72 Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua and 1
Saccharomyces spp).

98 strains were correctly identified in comparison with the Biomérieux VITEK method.

The overall concordance for the resistance test compared with the Biorad FUNGITEST and the Biomérieux ATB Fungus tray,
was 98,5%. Among the 10 discrepancies, 3 are major errors and 7 are minor errors. These discrepancies concern 4 strains (2
C. glabrata, 1 C. parapsilosis and 1 C. tropicalis) and 3 antifungal agents : econazole (2 R/l and 1 R/S), ketoconazole (1 R/l and
2 R/S) and miconazole (4 R/l).

15 - WASTE ELIMINATION
Waste should be disposed of in accordance with the hygiene rules and current regulations for this kind of product in the country
of use.
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CANDIFAST®

Identifikation und Resistenztestung von Hefepilzen
8 Tests (Ref. 44008) 30 Tests (Ref. 44030)

CANDIFAST® ES TWIN

Resistenztestung von Hefepilzen
30 Tests (Ref. 44130)

DE-2006-09

1 -TESTSYSTEME n m

Das CANDIFAST erlaubt die Identifikation der wichtigsten medizinisch relevanten Hefepilze und simultan eine Resistenztestung
mit tiblichen Antimykotika. Der CANDIFAST ES TWIN dient ausschlieBlich zur Resistenztestung gegen wichtige Antimycotika.

2 - EINLEITUNG

Die Haufigkeit der Pilzinfektionen besonders mit Hefepilzen, hat im Lauf der letzten zehn Jahren deutlich zugenommen (5).
Hefepilze sind opportunistische Erreger. meisten sind Saprophyten, konnen aber pathogen werden wenn beim Wirt
entsprechende Bedingungen vorherrschen.

Ursachen kénnen sein: a)Physiologische Faktoren vor allem bei Neugeborenen, &lteren Personen und schwangeren Frauen;
b)lokale Ursachen: feuchte Hautstellen, Hautreizungen; c)pathologische Ursachen bei immungeschwéchten Personen mit
schweren Grunderkrankungen oder Stoffwechselstorungen; d)iatrogene Faktoren: Antibiotikatherapien, Kontrazeptiva,
Immunsuppressiva, ionisierende Strahlung, operative Eingriffe.... Durch Hefepilze verursachte Infektionen konnen in allen
Organen auftreten: Haut- Haar- und Nagel-mykosen (Intertrigo, Onyxis...), Infektionen der Schleimhéute (Mund- Speiseréhren-,
Dickdarm-Infektionen, Vaginitis...), Infektion der inneren Organe und Sepsis. Aufgrund des vermehrten Vorkommens von
resistenten Pilzen ist eine Resistenztestung zu empfehlen um gezielt neue Antimykotika einsetzen zu kénnen (1, 2).

3 - PRINZIP

Die Identifikation der Hefe beruht auf:

*Empf :a:o:xm; oder Unempfindlichkeit auf Actidion, wird durch die Umfarbung des Farbindikators auf gelb, gelb-orange oder
ben Glukosen sinkt mm_ pH Wert, was ebenfalls zu einer Umférbung des
Farbin r&oa auf gelb oder gelb-orange fiihrt, ® Durch die Harnstoff Aktivitat wird das Medium alkalisch und verfa i
rétlich (fuchsin).

Die Resistenztestung der Hefen beruht auf das Wachstum in Gegenwart von Antimykotika. Dieses Wachstum wird durch einen
Farbumschlag des Mediums sichtbar: ® der Abbau der Glukose durch die Hefen fiihrt zu einer Anséuerung des Mediums und
damit zu einer Umfarbung des im Medium vorhandenen Phenol-Rotes auf gelb oder gelb-orange. ¢ die Hydrolyse des
Harnstoffes durch urease positive Hefepilze setzt Ammoniak frei, der das Medium alkalisiert und zu einer rosa-rétlichen
Umfarbung fiihrt.

4 - REAGENZIEN

Bestandteile
Reagenzien Menge

#44008 #44030 #44130
CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Reagenzflaschchen 1 10 35 35
R2 : Reagenzflaschchen 2 8 30 30
TC : Kontrolle zur Trilbungsmessung 1 1 1
Beschreibung

CANDIFAST : Gebrauchsfertige Platte mit 20 Vertiefungen.

Mit jeder Platte wird eine Probe getestet (Identifikation und Resistenztestung).

.mm:m ‘:w die Identifikation Serie fiir den Resistenztestung

Die Vertiefung 1 ist eine Wachstums-Kontrolle (C+).
Die Vertiefungen 2 bis 8 enthalten verschiedene

n (ACT), Glukose

und Phenol-Rot.

Die Vertiefungen 2 bis 8 enthalten verschiedene
Zucker und Phenol-Rot.
Vertiefung 2: (GLU) Glukose

: (MAL) Maltose
(CEL) Cellobiose
: (RAF) Raffinose
Vertiefung 8: (LAC) Laktose
Die Vertiefungen 9 und 10 sind leer.

Antimykotika:

Vertiefung 2 (AB): Amphotericin B (4 pg/mL)
Vertiefung 3 (NY): Nystatin (200 pg/mL)
<m:_m?_:n 4 (FCT): Flucytosin (35 pg/mL)

Vertiefung 7 (MCZ): Miconazol (16 pg/mL)
Vertiefung 8 (FCZ): Fluconazol (16 pg/mL)
Die Vertiefungen 9 und 10 sind leer

CANDIFAST ES Twin : Gebrauchsfertige Platte mit 2 x 10 Vertiefungen. Die zwei Reihen entsprechen dem gleichen Aufbau zur

Resistenztestung wie beim CANDIFAST.

Jede Platte ermdglicht daher zwei Patientenproben zu testen (nur Resistenztestung).
R1: Flaschchen mit 4 mL dickfliissigem gepuffertem Medium zum Verdiinnen und Identifizieren. Beefextrakt 1,3 g/L, Kasein-
Peptone 1,8 g/L, Hefeextrakt 0,8 g/L, Aminoséuren, Vitamine, Minerale 5,75 g/L, Harnstoff 20 g/L, Agar 0,52 g/L, Antibiotika

1,12 g/L. pH-Wert: 6,05 + 0,1.

R2: Flaschchen mit 2 mL flissigen Mex
0,8 g/L, Aminoséuren, Vital
pH-Wert: 7,3 +0,1.

TC: Flaschchen mit 4 mL Barium-Sulfat.

5 - VORSICHTSMASSNAHMEN

werden.

m zur Resistenztestung. Beefextrakt 1,3 g/L, Kasein-Peptone 1,8 g/L, Hefeextrakt
erale 8,75 g/L, Harnstoff 20 g/L, Glukose 8,5 g/L, Phenol-Rot 0,052 g/L, Antibiotika 1,16.

ie Reagenzien dieses Kits sind einzig fiir in vitro Gebrauch bestimmt und miissen von bevollméchtigten Personen verwendet

*Die Proben und die eingeimpften Reagenzien sind mdglicherweise infektios, sie miissen mit den (blichen

Vorsichtsmassnahmen behandelt werden, mit Riicksicht auf die gesetzlichen Gegebenheiten, die im jew

Produkte vorgeschrieben sind.

jen Land fiir diese

* Die Reagenzien enthalten Rohstoffe mit tierischer Herkunft und miissen daher entsprechend behandelt werden.

* Abgelaufene Reagenzien miissen entsorgt werden.

* Beschadigte oder falsch gelagerte Reagenzien durfen nicht mehr verwendet werden.

6 - SAMMLUNG DER PROBEENTNAHMEN

Die Identifizierung und der Resistenztestung erfolgt von Kolonien die:

- 24 bis 48 Stunden

- bei Zimmertemperatur oder bei 37 °C auf einem festem Nahrboden in Petri Schalen kultiviert wurden. Es wird empfohlen, die
Isolierung auf speziellen Medien fiir Hefen durchzufiihren (3).

7 - AUFBEWAHRUNG DER REAGENZIEN

Die Reagenzien werden bei 2-8 °C in der Originalverpackung aufbewahrt und sind bis zum Verfallsdatum (am Kit angegeben)

. Die nicht bendtigte Halfte der CANDIFAST ES Twin Platte kann 7 Tage lang bei 2-8 °C in der fest verschlossenen

Originalverpackung mit einem Trockenmittel aufbewahrt werden.

8 - ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

* Paraffind

* Brutschrank, 37 °C  Behdlter fir infektiose Abfalle

9 - METHODE

Die Reagenzien miissen vor deren Ver auf (18-25 °C) gt werden.

9.1. Vorbereitung des Inokulums
Mit Hilfe einer Impfose wird eine Einzelkolonie entnommen und das Flaschchen 1 inokuliert und gut durchmischt. Die
mﬁw:ama_m,mE:m des _:ox:_:am _Am:: mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt werden:

zum TCF
Die Triibung des beimpften Reagenz 1 an das TC Flaschchens anpassen. Zum Vergleich dienen die schwarzen Striche auf dem
Etikett des TC Flaschchens. Wenn das Reagenzien 1 klarer ist (zuwenig Inokulum), muss noch Kulturmaterial hinzugefiigt
werden. Wenn das Reagenzien 1 triiber ist (zuviel Inokulum), kann mit einem neuem Reagenzflaschchen 1 die Triibung durch
entsprechendes Verdiinnen eingestellt werden.
* Mit Hilfe eines Turbidimeters
Mit Hilfe eines Turbidimeters, priifen ob die Trilbung des beimpften Reagenz 1, gleich 1 Mac Farland ist. Wenn nétig, die Triibung
entsprechend anpassen.
¢ Aufzahlung in Malassez-Zellen
Es ist moglich, das Inokulum zu standardisieren, indem eine Z&hlung der Hefen in Malassez-Zellen durchgefiihrt wird. Die
Bsung muss ein Zellzahl von 2500 bis 3500 Hefen pro mms3 enthalten.
9.2a. Beimpfung der CANDIFAST Platte 9.2b. Beimpfung der CANDIFAST ES Twin Tra,
Vertiefungsserie fiir die Identifizierung Serie fiir eine Probe
Die Klebefolie so abziehen, dass alle Vertiefungen beimpft Zu Reagenz R2 werden 100 pL beimpftes und
werden kénnen jedoch noch am Rand der Platte klebt. standardisiertem Reagenz R1 pipettiert.
Verteilen Sie in jede der 8 ersten Vertiefungen: Die beiden Reihen der Platte entsprechend beschriften.
- 100 pL beimpftes und standardisiertes R1 Die Klebefolie abziehen und in jede der 8 Vertiefungen wie
- 2 Tropfen Paraffind folgt zugeben:
Die Platte mit der Klebefolie wieder verschlieBen. - 100 pL Reagenz 2 (mit R1 beimpft)
Serie fiir die Resistenztestung - 2 Tropfen Paraffindl.
Zu Reagenz 2 werden 100 pL vom beimpftem und Die Platte mit der Klebefolie wieder verschlieBen.
standardisiertem Reagenz 1 beigemengt. (cf. § 9.1). Die Serie fiir die zweite Probe
Klebefolie abziehen und in Die zweite Reihe wird mit einem weiteren Flaschchen R2
zugeben: beimpft wie oben beschrieben.
- 100 pL vom R2 (mit R1 beimpft) Die Platte mit der Klebefolie wieder verschlieBen.
- 2 Tropfen von Paraffindl
Die Platte mit der Klebefolie wieder verschlieBen.

2 leere
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9.3. Inkubation

Die Platte 24 Stunden bei 37 °C Stunden inkubieren, je nach Bedarf und je nach Stamm, die Inkubation bis 48 Stunden oder
sogar bis auf 72 Stunden verléngern.

Die Auswertung erfolgt sobald die Kontrollvertiefung positiv wird.

10 - ABLESUNG UND INTERPRETATION DER PLATTE
Die gesamte Platte wird erst ausgewertet, wenn in der Kontrollvertiefung (C+: Vertiefung 1 fir den Resistenztest), eine
mm&éasam:_:m u sehen ist: Umférbung auf gelb, gelb-orange, oder fuchsin ( fiir urease positive Spezies)

Vertiefung 1 (ACT) : Als positiv gilt, wenn in der Vertiefung ACT eine Farbveranderung des Mediums beobachtet wird:
- Eine Umférbung auf gelb, gelb-prange oder fuchsin
Tritt keine Farberdnderung auf so ist dies als negativ zu werten.
Vertiefung 2 bis 8 (GLU in RAF) : Als positiv gilt, wenn in einer der Vertiefungen eine Farbveranderung im Medium beobachtet
wird:
- Farbverédnderung nach gelb, gelb-prange, oder fuchsin
Tritt keine Farberdnderung auf so ist dies als negativ zu werten.
Die Identifizierung der Hefen wird mit Hilfe der Auswertung der Platte und der Morphologie der Kolonien durchgefiihrt. Zur
Interpretation dient die unten angefiihrte Tabelle oder die Beilage im Auf der Klebefolie befindet sich ebenfalls ein
Auswerteschema: die Vertiefung Actidion (ACT) ablesen, sich dann die letzte positive Vertiefung rechts merken. Der Name
des Keimes wird auf der Klebefolie am Schnittpunkt vom Actidion (positive oder negative Reihe) und dem letzten po:
Zucker abgelesen.

Hefe ACT Gl
Candida albicans +
Candida albicans (var stellatoidea) +
Candida glabrata v

¥

v

c
D
>
&

TRE MAL CEL RAF LAC
+ v + - - -
- v + - - -
- + - - - -
Candida kefyr

Candida krusei

Candida lusitaniae -
Candida parapsilosis -
Candida tropicalis -
Saccharomyces -
Arten Cryptococcus oder

Trichosporon oder Rhodotorula v

e =
+
<
+

+ + + +

positiver urease

» Zusatzliche Diagnostik

Die Arten Cryptococcus, Trichosporon und Rhodotorula kdnnen anhand der morphologischen Charakters unterschieden

werden.

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

- Cryptococcus besitzt eine Polysaccharid-Kapsel die mit 5 fach verdiinnter Tinte gefarbt werden kann. Auf Sabouraud-Agar
sind die Kolonien lachsfarben, jedoch weniger intensiv wie die Rhodoturola-Kolonien.

- Trichosporon zeigt eine Pseudomycelium auf PCB Medium.

* Bemerkungen

In der Gattung Saccharomyces ist Saccharomyces cerevisiae die haufigste humanpathogene Art.

 Stdmme von Saccharomyces boulardii oder Saccharomyces cerevisiae kdnnen bei Patienten, die mit einer auf Hefe-Therapie
beruhenden Behandlung, isoliert werden.

* Eine B,xsmxou_mo:m Analyse ermdglicht, die zwei Arten zu unterscheiden:- S. cerevisiae sind groBe kugelartige Hefen.

lang gezogene, ovale Hefen.

In der CANDIFAST Platte kénnen bestimmte Cryptococcus Stamme in Anwesenheit von Actidion wachsen.

10.2 Serien fiir den Resistenztest

Vertiefungen 2 bis 8 (AB bis FCZ)

Eine Farbveranderung des Mediums auf gelb, gelb-prange oder fuchsin weist auf ein Wachstum hin und somit besteht eine

Resistenz gegen die jeweilige Konzentration des Antimykotikums.

ingegen zeigt die Rot-Orange Farbe des Mediums an, dass der Stamm durch das enthaltene Antimykotikum gehemmt worden

ist.

11 - QUALITATSKONTROLLE
Um die Standardisierung der Methode zu priifen, wird empfohlen eine Qualitatskontrolle regelméaBig durchzufiihren. Dazu
konnen die Referenz-Stamme, Candida albicans ATCC 90029 und Candida parapsilosis ATCC 22019 verwendet werden.

Stamm Inkubation Erwartete Resultate

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB NY FCT ECZ KTZ MCZ FCZ
C. albicans 24 Stunden + + + -+ - - L R T
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 Stunden - + + - - - - -+ - - - - - - -
(ATCC 22019)

12 - TROUBLESHOOTING

* Die Triibung des Inokulums schlecht eingestel

Inoculums enthalt eine Mischkultur oder Kolonien die &lter als 48 Stunden sind.

* Ablesen der Platte bevor es zu einer Farbveranderung in der Wachstumskontrollvertiefung gekommen ist.

» Ablesen der Platte 24 oder 48 Stunden nach der Farbveranderung in der Wachstumskontrollvertiefung. Allgemei
Nichtbeachtung der Empfehlungen der Packungsbeilage.

, die

13 - GRENZEN DER METHODE

iese in vitro Testmethode zur Bestimmung der Antimykotika-Resistenz, hat einen indikativen-Wert auf die Interaktion der
Antimykotika - Hefe Beziehung bei Behandlungen in vivo (2,4).

« Die CANDIFAST Methode wurde entwickelt, fiir die Identifizierung und die Resistenztestung von Stammen die von Haut und
Schleimhaut isoliert wurden; er wird also nicht fiir systemisch isolierte Pilzstdmme empfohlen.

* Die CANDIFAST-Methode erlaubt keine Kategorisierung in sensibel-intermediar-resistent.

* Warmeempfindliche Stamme, die bei 20 °C isoliert werden, wachsen anders bei 37 °C. In diesem Fall wachsen die Hefen nicht
oder schlecht und die Identifizierung ebenso wie die Resistenztestung kdnnen nicht durchgefuihrt werden.

* Fiir gewisse Stdémme von C. Em;m:\mm kommt es 2 einer 2%:%:325856 5 der Vel
durch Auswertung der Tabelle ist in
méglich.

 Bei manchen C. glabrata-Stdmmen, ist die GAL Vertiefung schwierig abzulesen. In diesem F;
Tabelle nicht moglich. Die Auswertung mittels Etiketts auf der Platte ist jedoch méglich.

 Bei der Interpretation der Resistenztestung darf die Tribung
Inkubation mit azolhaltigen Antimykotika auftreten kann.

14 - LEISTUNGEN

Untersuchung mit der Stammsammlun:
Die Untersuchung wurde mit 80 Stammen (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 und 1 Trichosporon cutaneum.) durchgefiihrt. 78
Stémme wurden durch die Ablesung, mit Hilfe vom Etikett, richtig identifiziert, oder 97.5%ige Ubereinstimmungen zum
FUNGICHROM von ELITech MICROBIO oder API 32C von Biomérieux. Die Gesamt-Ubereinstil g des Resistenztests,
durch Vergleich auf FUNGITEST von Biorad und der ATB Fungus von Biomérieux, ist 87,4%.

Die Untersuchung wurde auf 100 frisch isolierte Stdmme, klinischer Proben durchgefiihrt (72 Candida albicans, 9 C. glabrata,
8C. nmsnm%ma 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua und 1 Saccharomyces spp.). 98 Stamme wurden korrekt

Die geneerelle Ubereinstimmung des Resistenztestes, im <m_d_m_o: zum FUNGITEST von Biorad und die ATB Fungus von
Biomérieux, ist 98.5 %. Unter den 10 unklaren Ergebnissen, sind 3 wesentliche und 7 unwesentliche Ergebnisse. Diese unklaren
Ergebnisse betreffen 4 Stamme (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis und 1 C. tropicalis) und 3 Antimykotika darunter das Econazol
(2 R/lund 1 R/S), das Ketoconazol (1R/I und 2 R/S) und das Miconazol (4 R/I).

15 - ENTSORGUNG
Der Abfall muss entsprechend der gesetzlichen Vorschriften fiir die jeweiligen Reagenzien entsorgt werden.
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et aspects épidémiologiques de 70 000 levures isolées en 8 ans.
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CANDIFAST®

Identificazione dei lieviti e saggio di resistenza agli antimicotici
8 test (Rif. 44008) 30 test (Rif. 44030)

CANDIFAST° ES TWIN

Saggio di resistenza dei lieviti agli antimicotici
30 test (Rif. 44130)

IT-2009-03

1-USO
Il kit CANDIFAST ¢ indicato per I'identificazione dei principali lieviti coinvolti nelle patologie umane e per testare la loro resistenza
a diversi antimicoti
Il kit CANDIFAST mm TWIN serve ad ar

2 - INTRODUZIONE
La :E:mﬁm delle infezioni fungine, e in particolare quelle causate da lieviti

izzare la resi dei

viti agl

& aumentata m_m:.:om.zmamam nel corso degl

3 - PRINCIPIO

L'identificazione dei lieviti si basa sulle sequenti osservazion
* valutazione della resistenza del ceppo nei confronti dell’actidione mediante viraggio al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia
dell'indicatore;

« fermentazione di sette zuccheri evidenziata dal viraggio al giallo o al giallo-arancio dell'indicatore, in seguito
del terreno;

. <m§muo:m del mn ita ureasica mediante viraggio al fucsia am indicatore in mmm:_s

acidificazione

"alcalinizzazione del terreno.
assenza di crescita, dei lieviti stessi

in presenza delle diverse molecole di antimicotit
La crescita e visualizzata mediante un cambiamento di colore del terreno:

la fermentazione del glucosio, ad opera dei lieviti, porta all’acidificazione del terreno (contente rosso fenolo) provocandone un
s&m@ 0 al giallo o al giallo-arancio;

zando

lascia ammoniaca la quale, alcal

terreno (contenente rosso
qm_._o_ov_ ne provoca un viraggio al rosa-fucsia.

4 - REAGENTI
Confezionamento
Reattivo Quantita
#44008 #44030 #44130

CANDIFAST 8 30 -
CANDIFAST ES Twin - - 15
R1 : Flacone di Reattivo 1 10 35 35
R2: Flacone di Reattivo 2 8 30 30

lo della torbidita 1 1 1
Descrizione

Galleria CANDIFAST : Galleria da 20 pozzetti pronta per I'uso.
Ogni galleria permette di testare un campione (identificazione + test di resistenza)
Serie per lidentificazione Serie per il saggio di sensibilita

pozzetto 1 contiene rosso fenolo, actidione (ACT) e pozzetto 1 & il pozzetto di controllo della crescita (C+).
glucosio. | pozzetti da 2 a 8 contengono e ciascuno un diverso
| pozzetti da 2 a 8 contengono rosso fenolo e ciascuno di antimicotico, come di seguito:

Mwww,mwwmwwm_ﬁmﬁ.om_ﬁﬂwa pozzetto 2 (AB): amfotericina B (4 ug/mL)

. . pozzetto 3 (NY): nistatina (200 unita/mL)
Wwwwmmw w %m__m.w mw_mm_mmm pozzetto 4 (FCT): flucitosina (35 pg/mL)
pozzetto 5 (MAL): maltosio pozzetto 5 (ECZ): econazolo (16 pg/mL)
pozzetto 6 AOmE cellobiosio pozzetto 6 (KTZ): ketoconazolo (16 pg/mL)
pozzetto 7 (| pozzetto 7 (MCZ): miconazolo (16 pg/mL)
pozzetto 8 F>Q lattosio pozzetto 8 (FCZ): fluconazolo (16 pg/mL)

| pozzetti 9 e 10 sono vuoti

CANDIFAST ES Twin : Galleria da 2x10 pozzetti pronta per I'uso.
Le due serie di pozzetti corrispondono al test di resistenza della galleria CANDIFAST.

Ogpni galleria consente di testare due campioni (unicamente test di resistenza).

R1 : Fiale da 4 mL con terreno parzialmente agarizzato e tamponato per la diluizione e I'identificazione.

Estratto di bue 1,3 g/L, Peptone di caseina 1,8 g/L, Estratto di lievito 0,8 g/L, Aminoacidi, vitamine, minerali 5,75 g/L, Urea
20 g/L, Agar 0;52 g/L, Antibiotici 1,12 g/L. pH : 6,05 + 0,1.

R2: Fiale da 2 mL di YNB (Yeast Nitrogen 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, Aminoacidi, vitamine, minerali 8,75 g/L, Urea
20 g/L, Glucosio 8,5 g/L, Rosso fenolo 0,052 g/L, Antibiotici 1,16 g/L. pH: 7,3 + 0,1.

TC : Fiale da 4 mL con soluzione di solfato di bario per il controllo de diluizione.

5 - AWERTENZE

* | reagenti presenti in questo kit sono destinati esclusivamente ad uso in vitro e devono essere maneggiati solo da personale
abilitato.

| ceppi e i reagenti inoculati sono coﬁm:N_m_Emim infetti e devono pertanto essere Em:mmm_ﬁ_ conformemente alle precauzioni

| pozzetti 9 e 10 sono vuoti

« | reagenti contenenti materie prime di origine animale devono essere maneggiati nel rispetto delle precauzioni d'uso.

* Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza.

* Non utilizzare i reagenti danneggiati o conservati scorrettamente prima dell'uso.

6 - PRELIEVO DEL CAMPIONE

Le colonie da utilizzare per I'esecuzione del test d’identificazione e di resistenza devono essere:

- isolate da non piti di 24-48 ore;

- perfettamente isolate a temperatura ambiente o a 37 °C su terreno agarizzato, preferibilmente in piastra di Petri. Si
raccomanda che I'isolamento sia fatto su terreni specifici per i lieviti (3).

7 - CONSERVAZIONE DEI REAGENTI

| reagenti conservati a 2 - 8 °C al di sotto del loro stato originale sono stabili fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.
La semi-galleria CANDIFAST ES Twin non utilizzata pud essere conservata per 7 giorni a 2-8 °C nel suo imballaggio originale
ermeticamente chiuso e con la bustina disidratante.

8 - REAGENTI E MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
* Olio di paraffina * Pipette ster
* Incubatore impostato a 37 °C * Contenitore per rifiuti contaminati

9 - PROCEDURA

Lasciar i ireagenti a
9.1 Preparazione dell'inoculo
Prelevare una colonia isolata con un’ansa o con una pipetta Pasteur e stemperarla in un flacone di Reagente 1. Per mescolare
bene, agitare leggermente il flacone.

La standardizzazione dell'inoculo puo essere effettuata in tre modi differenti:

* In relazione al flacone TC di Controllo della tordidita

Regolare la torbidita del mmm@mam 1 inoculato, con quella del flacone TC con I'aiuto delle linee nere stampate sull’etichetta del
flacone. Se il Reagente 1 € pil chiaro (inoculo insufficiente) inoculare ulteriormente é a
uguale a quella del flacone di controllo della torbidita. Se il Reagente 1 & pit scuro (inoculo troppo ricco) diluire il flacone con
dell'altro Reagente 1 fino ad ottenere un’opacita corretta.

¢ Con un densitometro

Verificare con un densitometro che la torbidita del Reagente 1 inoculato sia corrispondente a 1 McFarland. Se necessario
procedere come sopra per aggiustare la torbidita.
* Numerazione con Cellula di Malassez

La standardizzazione dell'inoculo puo essere effettuata contando
soluzione da 2500 a 3500 lieviti per mms,

9.2a Inoculo della Galleria CANDIFAST

Serie di pozzetti per identificazione

Marcare la galleria per identificare il campione da analizzare.
Sollevare il nastro adesivo e distribuire in ognuno dei primi 8
pozzetti:
- 100 pL 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 pL di Reagente 1 inoculato
e standardizzato (vedi paragrafo 9.1). Sollevare il nastro
adesivo e distribuire in ognuno dei primi 8 pozzetti:

- 100 pL di R2 inoculato

i (18-25 °C) prima dell’'uso.

ieviti con una cellula di Malassez. Si deve ottenere una

9.2b Inoculo della Galleria CANDIFAST ES Twin

Serie per un primo campione

Inoculare il reagente R2 con 100 pL di reagente R1
inseminato e standardizzato.

Sollevare |'adesivo e distribuire in ognuno dei v_‘i__ 8 pozzetti
della prima serie:

- 100 pL di reagente 2 preliminarmente inseminato

- 2 gocce di olio di paraffina.

Serie per un secondo campione

Inseminare allo stesso modo la seconda serie usando un
altro flacone di reagente 2 preliminarmente inseminato
procedendo come indicato in precedenza.

Ricoprire la m leria con |'adesivo.

Richiudere la galleria con il nastro adesivo.

Diagnosi differenziale

Cryptococcus, Trichosporon e Rhodotorula spp. potrebbero essere differenziati mediante osservazione morfologica.

- Rhodotorula spp. da origine a caratteristiche colonie rosso-arancio quando crescono su Sabouraud Dextrose Agar.

- Alcuni ceppi di Cryptococcus spp. potrebbero anche produrre una pigmentazione rossastra, percid Cryptococcus spp.
dovrebbe essere esaminato per la presenza di una capsula mediante India ink.

- Trichosporon spp. produce pseudoife che si sviluppano in PCB Agar Medium.

Note

* Tra le specie di Saccharomyces, Saccharomyces cerevisiae ¢ il principale patogeno umano.

. Omuu, di Saccharomyces boulardii o di Saccharomyces cerevisiae possono essere isolati da pazienti sotto trattamento con
lievito secco.
* L'osservazione

- S. boulardii costituisce cellule piu piccole, a forma
d'uovo o allungate.
* Con CANDIFAST m_oc:_ omun_ di anBnonn:m spp. potrebbero crescere in presenza di actidione, alla concentrazione testata.
10.2 Serie di

Un cambiamento di colore del terreno al giallo o al giallo-arancio, o al fucsia, indica che il ceppo saggiato & in grado di crescere
in quel pozzetto e di conseguenza € resistente all'antimicotico di quel pozzetto.

Per contro, se il colore del pozzetto rimane arancio-rosso, la crescita del ceppo saggiato &
presente in quel pozzetto.

11 - CONTROLLO DI QUALITA
Per verificare la standardizzazione del metodo, si raccomanda di realizzare periodicamente un controllo qualita usando i ceppi
di riferimento, Candida albicans ATCC 90029 e Candida parapsilosis ATCC 22019.

stata inibita dall’antimicotico

Ceppo Incubazione Risultati attesi

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC C+ AB NY FCT ECZ KTZ MCZ FCZ
C. albicans 24 ore + + + -4 - - -+ - -+
(ATCC 90029)
C. parapsilosis 48 ore - + + - - - - -+ - - - . - - -
(ATCC 22019)

12 - CAUSE DI ERRORE
* Preparazione di un inoculo troppo ricco o troppo ﬁ_‘m@

In generale,

13 - LIMITAZIONI

* Questo metodo in vitro per la determinazione della resistenza agli antimicotici ha valore indicativo nei riguardi dell'interazione
antimicotico-lieviti durante il trattamento in vivo (2,4).

* La procedura CANDIFAST si applica ai ceppi di lieviti di origine muco-cutanea per la loro identificazione e per il saggio di
sensibilita agli antimicotici; non & dunque indicata per ceppi di lieviti provenienti da micosi sistemiche.

* La procedura CANDIFAST non permette una categorizzazione in Sensibile-Intermedio-Resistente

* Alcuni ceppi termosensibili isolati a 20°C, crescono in modo diverso a 37°C. Nel caso in cui i lieviti non dovessero crescere,
o dovessero crescere con difficolta, I'identificazione e la resistenza ad alcuni antimicotici non potra essere determinata.

 Per alcuni ceppi di C. lusitaniae un ritardo di crescita nel pozzetto TRE non consente
tabella. Tener conto della lettura dell'etichetta.

mancato rispetto delle raccomandazioni delle presenti istruzioni.

e della _mn_:w dei test di resistenza non deve tener conto dell'aspetto tort

OOOOOOO@—@U_@>@H : OOOOO@;@mmﬁm_%uw
00 P |0000000000 E

ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC 2 pozzetti

2 pozzetti
R e C AB NY RCT ECZ KIZ MCZ Rz 2 R

vuoti
9.3 Incubazione
Incubare la galleria a 37 °C per 24 ore. Se necessario, e a seconda dei ceppi, Incubazione puo essere protratta fino a 48 o anche 72 ore.

10 - LETTURA E INTERPRETAZIONE DELLA GALLERIA
Leggere ciascuna galleria nella sua completezza solo se
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 Iidentificazione

Pozzetto 1 (ACT

Il carattere & positivo quando si osserva un cambiamento di colore
- Cambiamento di colore al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia

Un carattere & negativo quando non si osserva alcun viraggio al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia.
Pozzetti da 2 a 8 (da GLU a RAF)
Un carattere & positivo quando si osserva un cambiamento di colore del terreno:

- Cambiamento di colore al giallo, o al giallo-arancio, o al fucsia

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

Lidentificazione dei lieviti & eseguita con la galleria CANDIFAST e con la contemporanea osservazione delle caratteristiche
morfologiche delle colonie.

Per I'interpretazione, riferirsi alla tabella sotto riportata o all _:mm:o fornito :m_ kit. _uco anche essere utilizzata la ,mmm_am posta
sul nastro adesivo di ogni galleria: leggere per primo
la vostra destra. Il nome del microrganismo & ﬂmSuRo sulla pellicola adesiva all'intersezione dt mo»a_o:m -positivo (f
inferiore) o actidione-negativo (fila superiore) con lo zucchero corrispondente all'ultimo pozzetto positivo.

test di

pozzetto di controllo (C+: pozzetto 1 della serie per

Lieveti ACT GLU GAL TRE MAL CEL RAF LAC
Candida albicans + + + v + - -
Candida albicans (var stellatoidea) + + - % + - - -
Candida glabrata v + - + - - - -
Candida kefyr + + + - - - v +
Candida krusei % + - - - - - -
Candida lusitaniae - + + + v + - -
Candida parapsilosis - + + - % - - -
Candida tropicalis - + + + ¥ - - -
Saccharomyces - + + v v v + -
Cryptococcus oTrichosporon

o Genere Rhodotorula v ureasi positivi

azolati puo apparire un velo.

14 - PRESTAZIONI

Studio su ce, i raccolta.
Lo studio é stato realizzato su 80 ceppi di raccolta (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 e 1 Trichosporon cutaneum).

78 ceppi sono stati correttamente identificati con la lettura tramite |'etichetta, pari al 97,5% di concordanza rispetto al metodo
FUNGICHROM di INTERNATIONAL MICROBIO o API 32C di Biomérieux.

La concordanza globale del test di resistenza, rispetto al FUNGITEST di Biorad e alla galleria ATB Fungus di Biomérieux, &
'87,4%.

Lo studio é stato realizzato su 100 ceppi isolati di recente provenienti da prt effettuati in un ospedale cittadino (72
Candida albicans, 9 C. glabrata, 8 C. parapsilosis, 5 C. tropicalis, 3 C. krusei, 1 C. kefyr, 1 C. inconspicua e 1 Saccharomyces spp).
98 ceppi sono stati correttamente identificati rispetto al sistema VITEK di Biomérieux.

La concordanza globale del test di resistenza, rispetto al FUNGITEST di Biorad e alla galleria ATB Fungus di Biomérieux, & del
98,5%. Tra le 10 discordanze, 3 sono discordanze maggiori e 7 sono discordanze minori. Queste discordanze riguardano 4
ceppi (2 C. glabrata, 1 C. parapsilosis e 1 C. tropicalis) e 3 antimicotici tra cui I'econazolo (2 R/l e 1 R/S), il chetoconazolo (1 R/I
e 2 R/S) e il miconazolo (4 R/l).

15 - SMALTIMENTO DEI RIFIUTI
I rifiuti devono essere smaltiti rispettando le regole di igiene e la regolamentazione vigente per questo tipo di prodotto nel paese
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