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1- ZAMER
ELIchrom glabrata je rychly jednotny test (20 minut) pro rychlou identifikaci kolonii

Candida glabrata.
Kazdy kit umozriuje provedeni 40 testu.

C€

2-UvoD

Kvasinky rodu Candida mohou byt odpovédné za kutanni kandidozy, mukosalni kandidozy
a kandidémie nebo invazivni kandidozy.

Candidas jsou obvykle komenzalni kvasinky travicich nebo urogenitalnich sliznic. Stavaji se
patogennimi, jen pokud v hostiteli vzniknou pfiznivé podminky. Mezi témito faktory, které
podporuji  kandidovou infekci jsou vnitini fyziologické faktory nebo onemocnéni (pokrocily
vék, téhotenstvi, diabetes, imunologické deficience a nadorové onemocnéni). Jako vnéjsi
faktor se primarné udava pfirodni 1écba. Prevalence kandidéz vyznamné vzrostla béhem
poslednich dvaceti let, jako dusledek vzniku onemocnéni jako jsou AIDS, generalizovani
antibiotické Iécby a antikoncepénich pilulek, vyvoje terapeutickych imunosupresivnich ¢inidel,
parenteralni vyzivy a zmnohonasobeni agresivnich vySetfovacich metod a chirurgickych
zakroku. Napfiklad kandidémie odpovidaji za pfiblizné 10% nozokomidlnich infekci, podle
uréitych studii mGze jit az o 20%. Navic prognéza kandidozy je Spatna, s Umrtnosti
postizenych pacientt pohybujici se mezi 38 a 50%.

C. albicans je nejcastgji izolovanym druhem. Odpovida za 60 az 80% klinickych izolatl. AvSak
dalsi druhy jako jsou C. dubliniensis (druh velmi blizky C. albicans), C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis a C. lipolytica, jsou stale ¢astéji uvadéné jako organismy
zpusobujici mykdzu.

Studie ukazuiji, Ze C.glabrata je zapletena do 5 az 25% vs$ech pfipadl kvasinek izolovanych v
lékarské mykologii. Tento druh je druhou nej€astéjsi kvasinkou u lidi. Jeji patogenni povaha uz
je nesporna, C.glabrata je odpovédna za 10 az 25% vSech kandidémii. Navic je C.glabrata
véeobecné méné citliva k derivatim azolu, ukazuje se, Ze nékteré izolaty od pacientll Ié¢enych
flukonazolem nebo ketokonazolem se stavaji rezistentnimi k prakticky vSem azolovym
derivatim.

Izolace a rychla identifikace C.glabrata je proto nezbytnou volbou zdravotnického personalu.
Tradi¢né jsou pro identifikaci C.glabrata pouzivany biochemické testy. Nevyhodou auxanogramu
uhliku (studium asimilace monosacharidt jako zdroje uhliku a energie) a zymogramu (studium
vyuziti monosacharidu v anaerobioze) je to, ze pred tim nez mohou byt testy odecteny, tak se
musi ¢ekat dlouhych 24 az 48 hodin.

C.glabrata mtze byt uréena mnohem rychleji pomoci systému zaloZzenych na detekci enzymd,
které vyuzivaji chromogenni substraty nebo které jsou zaloZené na asimilaci trehal6zy.
ELIchrom glabrata je rychly test pro identifikaci C.glabrata zalozeny na detekci trehaldzy.

3-PRINCIP

Z kvasinek lékafského zajmu je C.glabrata schopnd za urcitych podminek rychle

hydrolyzovat

trehalézu na glukézu. Proto mize byt detekce produkce glukosy spolehlivé pouzitd k uréeni

tohoto druhu. AvSak navic k testu trehalézy musi byt také provedeny dvé kontroly:

- je nutna kontrola maltézy, protoze nékteré izolaty C. tropicalis umi také degradovat trehalézu,

na rozdil od C.glabrata ale i asimiluji maltézu.

- kontrola se provede v nepfitomnosti monosacharidu (kontrola reagencie zakladniho média). To

je nezbytné kvuli pfitomnosti glukosy v izolaénim médiu. Proto pokud pii odebirani kolonii neni

postupovano dostate¢né opatrné, muze existovat riziko kontaminace vzorku agarem, coz vede k

fale$né pozitivni reakci.

ELIchrom glabrata umoziiuje identifikaci C.glabrata pomoci tii kroku:

1. Priprava suspenze kvasinek v destilované vodé

2. Inkubace suspenze kvasinek s trehalézou nebo maltézou (kontrola kvasinek) nebo se
zakladnim médiem (kontrola izolaéniho média).

3. Detekce pritomnosti glukéz pomoci relevatoru, ktery obsahuje oxidazu glukosy, peroxidazu a

chromogenni substrat.
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4-REAGENCIE 11 - INTERPRETACE VYSLEDKU
Popis Mnozstvi VYSLEDKY
REAG : lahvicka s lyofilizovanou reagencii 3 JAMKA T JAMKA M JAMKAB INTERPRETACE
(k rekonstituci se 1,3 ml sterilni destilované vody) 10 (Trehaloza) (Maltéza) (Z&kladni meédium)

TE_ST CARD: Testovaci panely s 12 jamkami, z nichZ 4 jsou pro identifikaci Pogzitivni Negativni Negativni C. glabrata.

-T jamky obsahuji zékladni médium a trehalozu

-M jamky obsahuji zakladni médium a maltézu Negativni Negativni Negativni Kvasinka neni C. glabrata. Pokragujte v identifikaci.

-B jamky Of)SahLl]I za’kladm ”jemulm Pozitivni Pogzitivni Negativni Kvasinka neni C. glabrata. Pokracuite v identifikaci.
5 W i v it : i 5 ~ ; Negativni Pozitivni Negativni Kvasinka neni C. glabrata. Pokracuijte v identifikaci.
- Reagencie jsou ureny pouze pro in vitro pouziti a musi s nimi zachazet pouze vyskoleny
personal. Pozitivni Pozitivni Pogitivni Neinterpretovatelné. Opakuijte test s odebranymi
- Ujistéte se, Zze se dehydratované médium nijak nezménilo (pfitomnost modrého barviva ve koloniemi kvasinek bez agaru.

vSech jamkach).

- Vzorky jsou potencialné infekéni, musi se s nimi zachazet opatrné v souladu s hygienickymi
pravidly a aktualnimi predpisy pro dany typ produktu a zemi jeho pouZziti.

- NepouZivejte reagencie po datu exspirace.

- Nepouzivejte reagencie z ruznych Sarzi.

- Pfed pouZitim nechte reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu.

TEST CARD: T: Toxicky.
Obsahuje chloramfenikol.
- R45: Mlze vyvolat rakovinu.
- S45 V pFipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte
lékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte toto oznaceni)
REAG : T : Toxicky.
Obsahuje oxidasu glukosy a 3,3-dimethoxibenzidin dihydrochlorid.
- R22: Zdravi skodlivy pfi poziti
- R42: Muze vyvolat senzibilizaci pfi vdechovani
- R45: Muze vyvolat rakovinu
- S22: Nevdechujte prach. . .
- S45: V pfipadée nehody, nebo necitite-li se dobre, okamzité
vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte toto oznaceni)
- S53: Zamezte expozici - pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce

6 — ODBER VZORKU

ELIchrom glabrata muze byt proveden na kvasinkach izolovanych z 24-96 hod kultury pfi
+37°C nebo +22°C (Sabouraud médium nebo Candida chromogenni médium).
7 - STABILITA, UCHOVAVANI A PRIPRAVA REAGENCII
Testovaci karticky TEST CARD stejné jako reagencii REAG (lyofilizovanou i rozpusténou)
skladujte pfi 2-8°C a nevystavujte je svétlu.
Po rozpusténi je reagencie REAG stabilni 2 mésice pfi 2-8°C.
Trvanlivost rozpusténé reagencie REAG muze byt prodlouZzena az na 6 mésicu zamrazenim
(-20°C) 75 pl alikvét (v mikrozkumavkach s dobfe uzavienym uzavérem) ihned, jakmile je
reagencie rekonstituovana. Rozmrazena reagencie REAG nemuze byt znovu zamrazena.

8 - POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

- Automatické pipeta(y) s objemem pfizptisobenym méfenému objemu

Hemolytické zkumavky - Nadoba na kontaminovany odpad
- Sterilovana destilovana voda - Pasteurova pipeta nebo klicka
9-METODA

Pred pouZitim nechte reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu.

1 Rozpusténi reagencie REAG:

- S obezfetnosti otevrete reagencii REAG (lahvicka s podtlakem).

- Do lahvi¢ky napipetujte 1,3 ml sterilni destilované vody a opatrné protreste.

2 Provedeni testu:

- Podle mnozstvi testovanych vzorkt kvasinek vyjméte adekvatni pocet testovacich kartiek

TEST CARD (v pfipadé jedné kvasinky, rozstfihnéte karticku tak, aby obsahovala jamky T, M i

B.

- Oznacte hemolytickou zkumavku a napipetujte do ni 100 ul sterilni destilované vody.

- Pfi sbirani kolonii kvasinek, které budou identifikovany testem, dejte velky pozor na

kontaminaci. Kolonie homogenizujte ve 100 pl destilované vody, aby byl zakal suspenze

ekvivalentni stupni 5 na Mc Farlandové stupnici. (3 az 4 kolonie pokud byla kultivace provedena

na Sabouraud médiu a 3 az 8 kolonii podle jejich velikosti, pokud byla kultivace provedena na

chromogennim médiu).

- Mikropipetou napipetujte 25 pl pfipravené suspenze kvasinek na modré body v jamkach T, M
iB

- Test 10 minut inkubuijte pfi pokojové teploté (prodlouzeni inkubaéniho ¢asu v zadném pripadé

neovliviiuje finalni vysledek).

- Do jamek T, M a B napipetujte mikropipetou 25 pl reagencie REAG.

- 5 az 10 minut inkubuijte test pfi pokojové teploté.

- Odectéte vysledky.

Dulezité: Pokud ma byt odecet vysledkd opozdény, mize byt reakce blokovana pfidavkem 25 pl

H,SO, (3M) do kazdé jamky. Pfi pozitivni reakci se zbarveni jamky zméni na hnédou/Sedou a

pak fuchsiovou. V pfipadé negativni reakce je jamka slabé namodrale zbarvena.

10 - ODECET
Pozitivni reakce: Objeveni vice ¢i méné intenzivniho oranZového zabarveni
Negativni reakce: Zadné zabarveni
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12 — PRICINY CHYB A LIMITY TESTU

Nenaberte spolu s koloniemi agar, protoze to mize vést k neinterpretovatelnym vysledkim.
Ve vsech pfipadech je nutné pred stanovenim finalni diagnézy brat v tvahu klinicka,
epidemiologicka a biologicka data.

13 - CHARAKTERISTIKA TESTU

Vyhodnoceni vysledk( testu ELIchrom glabrata dokazuje, citlivost od 93,8 do 97,9% (v
zavislosti na pouzitém izola¢nim médiu - 97,9% u Candida ID, CandiSelectu a Sabouraud
média a 93,8% u CHROMagar Candida média) a specificnost od 97,6 do 98,8% (98,8%
u Sabouraud a CHROMagar Candida média, 98% u Candida ID média a 97,6% u
CandiSelect média). (Raymond Robert - Laboratoire de Parasitologie/Mycologie, Faculté
de Pharmacie, 49100 Angers and Anne-Marie Freydiére - Laboratoire de Microbiologie,
Hépital Debrousse, Hospices Civils de Lyon, 69322 Lyon).

14 -LIKVIDACE ODPADU

Odpad by mél byt likvidovan v souladu s hygienickymi predpisy a aktualnimi smérnicemi
pro tento typ produktu a zem pouziti. Po vyliti reagencie TEST LATEX nebo v pfipadé
kontaminace pracovni plochy koloniemi, vycistéte povrch pomoci dezinfekéniho prostiedku
na bazi chloru a papirovou utérkou.
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