
l - BUT
Le coffret FUNGIFAST AFG permet de déterminer la sensibilité des levures,
les plus fréquemment rencontrées en pathologie humaine, à divers antifon-
giques utilisés pour traiter les mycoses superficielles ou profondes.

2 - INTERET
Une augmentation de la fréquence des infections fongiques nosocomiales
ou communautaires, l’apparition de résistance aux antifongiques habituelle-
ment utilisés, ainsi que la mise sur le marché de nouvelles molécules,
nécessitent d’évaluer le comportement des levures vis-à-vis des antifon-
giques.
Les techniques de référence du CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), ou de l’ EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing) pour les tests de sensibilité des levures aux antifongiques, sont des
méthodes trop lourdes pour une utilisation en routine. 
Le test FUNGIFAST AFG utilise une méthode liquide colorimétrique en
microdilution. Il est rapide, simple à utiliser, facile à lire et adapté à tous les
laboratoires d’analyses. De plus il présente une bonne corrélation par rap-
port à des méthodes de référence.

3 - PRINCIPE
La détermination de la sensibilité des levures aux antifongiques est basée
sur la croissance ou non de ces levures en présence de différents antifon-
giques présents à trois ou quatre concentrations.
Cette croissance en milieu liquide est visualisée par un changement de cou-
leur du milieu. La fermentation du glucose par les levures entraîne une
réduction de l’indicateur redox qui fait virer le milieu du violet foncé au rose
ou à l’incolore.
Les résultats sont interprétés après 24 heures d’incubation, dès le virage de
couleur du milieu du puits de contrôle positif de croissance (C+). Le puits
correspondant, exempt d’antifongique, est inoculé par le milieu MES FUNGI
ensemencé.
L’absence de virage dans le milieu du puits de contrôle négatif   (C-) permet
de comparer facilement le changement de couleur dans les autres puits. Le
puits correspondant, exempt d’antifongique, est inoculé par le milieu MES
FUNGI non ensemencé.

4 - REACTIFS

Composition de la galerie
La galerie FUNGIFAST AFG contient différents antifongiques aux concentra-
tions suivantes :
puits 1 (C+): (0 µg/mL)                          puits 11 (AB): (0,5 µg/mL)
puits 2 (5FC): (4 µg/mL)                       puits 12 (AB): (1 µg/mL)
puits 3 (5FC): (8 µg/mL)                        puits 13 (AB): (2 µg/mL)
puits 4 (5FC): (16 µg/mL)                      puits 14 (FCZ): (8 µg/mL)
puits 5 (5FC): (32 µg/mL)                      puits 15 (FCZ): (16 µg/mL)
puits 6 (ITZ): (0,125 µg/mL)                  puits 16 (FCZ): (32 µg/mL)
puits 7 (ITZ): (0,25 µg/mL)                   puits 17 (FCZ): (64 µg/mL)
puits 8 (ITZ): (0,5 µg/mL)                      puits 18 (VRZ): (1 µg/mL)
puits 9 (ITZ): (1 µg/mL)                         puits 19 (VRZ): (2 µg/mL)
puits 10 (C-): (0 µg/mL)                        puits 20 (VRZ): (4 µg/mL)

Principe actif        Abr.           Dénomination commerciale
Amphotéricine B        AB             FUNGIZONE (conventionnelle)
                                                    ABELCET, AMBISONE (liposomales)
Flucytosine                5FC           ANCOTIL
Fluconazole                FCZ           TRIFLUCAN
Itraconazole                ITZ             SPORANOX
Voriconazole               VOR          VFEND

5 - PRECAUTIONS
• Les réactifs de ce coffret sont destinés au diagnostic in vitro et doivent être
manipulés par des personnes habilitées.
• Les prélèvements et les réactifs ensemencés sont potentiellement infec-
tieux, ils doivent être manipulés avec les précautions d'usage en respectant
les règles d'hygiène et la réglementation en vigueur dans le pays d’utilisa-
tion pour ce type de produit.
• Les galeries contiennent des substances dangereuses et doivent être
manipulées avec précautions (pour plus d’information, se référer à la fiche
de données de sécurité)
• Ne pas utiliser les réactifs au delà de la date de péremption.
• Ne pas utiliser les réactifs endommagés ou mal conservés avant utilisation.

6 - RECUEIL DES ECHANTILLONS
La détermination de la sensibilité doit être réalisée à partir de colonies
jeunes, agées de 24 heures au plus après isolement, et parfaitement isolées
à 37 °C (ou à 30 °C pour Cryptococcus neoformans) sur un milieu gélosé,
de préférence en boîte de Pétri. Il est recommandé d’effectuer l’isolement
sur des milieux spécifiques des levures. Le milieu Sabouraud ou la gélose
chromogénique CANDICHROM II d’ELITech MICROBIO (Réf. 44211 ou Réf.
44212) sont préconisés.

7 - CONSERVATION DES REACTIFS
Les réactifs conservés à 2-8 °C sous leur état d’origine sont stables jusqu’à
la date de péremption indiquée sur le coffret.
Les réactifs sont prêts à l’emploi et doivent être utilisés aussitôt après leur
ouverture.

8 - REACTIF ET MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS
• Huile de paraffine
• Pipettes PASTEUR stériles / Pipettes 10 µL et 100 µL
• Etuve à 37 °C et 30 °C (uniquement pour Cryptococcus)
• Récipient pour déchets contaminés

9 - MODE OPERATOIRE
Amener les réactifs à température ambiante (18-25 °C) avant emploi.
9.1. Préparation de l’inoculum
Piquer deux à trois colonies isolées identiques à l’aide d’une pipette Pasteur
bouchée. Puis les décharger dans un milieu SUSPENSION FUNGI.
Homogénéiser. 
La standardisation de l’inoculum peut être réalisée de différentes façons:
A l’aide d’un densitomètre : 
Vérifier à l’aide d’un densitomètre que la turbidité du milieu de suspension
ensemencé est égale à 2 Mac Farland. Si nécessaire opérer comme indiqué
précédemment pour ajuster le trouble.
Par rapport au flacon TC FUNGI : 
Ajuster l’opacité du milieu SUSPENSION FUNGI ensemencé à celle du TC
FUNGI en s’aidant des traits noirs des étiquettes de flacon. Si le milieu de
suspension est plus clair (inoculum insuffisant), réensemencer le flacon
jusqu’à l’obtention d’une opacité égale à celle du flacon de contrôle. Si le
milieu de suspension est plus trouble (inoculum trop riche), diluer à l’aide
d’un nouveau flacon SUSPENSION FUNGI jusqu’à l’obtention d’une opacité
correcte.
Numération en cellule de Malassez : 
Il est possible de standardiser l’inoculum en effectuant une numération des
levures en cellule de Malassez. On doit obtenir une suspension de 106 à 107
levures par mL.
9.2. Inoculation de la galerie
Contrôle négatif
Bien identifier une galerie FUNGIFAST AFG.
Soulever l’étiquette adhésive et distribuer dans le puits 10 (C-) :
- 100 µL de milieu MES FUNGI non ensemencé,
- 2 gouttes d’huile de paraffine.
Inoculation du milieu MES FUNGI
Inoculer un milieu MES FUNGI par 10 µL de SUSPENSION FUNGI ense-

mencé et préalablement standardisé (§9.1). Homogénéiser.
Inoculation de la galerie
Distribuer dans chacun des puits, sauf le puits 10 (C-) déjà rempli:
- 100 µL de MES FUNGI préalablement ensemencé,
- 2 gouttes d’huile de paraffine.
Remettre l’étiquette adhésive sur la galerie.

9.3. Incubation de la galerie
- Incuber la galerie à 37 °C pendant 24 heures, si besoin et selon les
souches poursuivre l’incubation jusqu’à 48 heures.
Important : Ne pas lire à 18-20 heures d’incubation, même si le puits de
contrôle positif a viré, mais attendre 24 heures.
- Pour les souches de Cryptococcus neoformans incuber la galerie à 30°C
et poursuivre si nécessaire l’incubation jusqu’à 72-96 heures. 

10 -  LECTURE ET INTERPRETATION
Un changement de couleur du milieu, initialement violet foncé,  au rose ou
à l’incolore traduit la capacité de la souche à se développer à la concentra-
tion testée de l’antifongique. 
Par contre, l’absence de changement de couleur du milieu indique que la
souche a été inhibée à la concentration testée de l’antifongique.

10.1 Validation (puits contrôle positif C+)
Vérifier que le milieu correspondant au contrôle de croissance (C+) a viré au
rose ou à l’incolore, sinon poursuivre l’incubation (9.3). Pour les souches de
C. neoformans, la lecture est possible dès que le milieu du puits C+ a viré
au violet clair.

10.2 Contrôle négatif de lecture (puits contrôle négatif C-)
Lire le changement de couleur par rapport au puits de contrôle négatif 10
(C-) présentant la couleur initiale du milieu.

10.3 Interprétation des résultats
Pour plus de facilité, utiliser la feuille de résultats inclus dans le coffret. Les
résultats peuvent être exprimés en concentration minimale inhibitrice ou en
catégorisations cliniques.

Concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est déterminée par la concentration la plus faible pour laquelle il n'y
a pas de croissance visible de la bactérie (premier puits où le milieu reste
violet foncé).

Catégorisation clinique (S / I ou S-DD / R)
La souche est dite Sensible (S), Intermédiaire (I) / Sensible Dose Dépendant
(S-DD) ou Résistante (R) en fonction des concentrations critiques de l’anti-
fongique décrites dans le tableau suivant :

Concentrations critiques en µg/mL pour Candida spp. :

ND : Non déterminé.
* : Pour l’amphotéricine, une CMI > 2 µg/mL indique une 

résistance probable.
** : Concentrations déterminées par le CLSI.

10.4 Remarques
C. krusei présente une résistance intrinsèque au fluconazole et doit être sys-
tématiquement rendu (R) à cet antifongique.

11 - CONTROLE DE QUALITE
Afin de vérifier la standardisation de la méthode, il est recommandé de réa-
liser un contrôle de qualité de façon périodique en utilisant les souches de
référence, Candida albicans ATCC 90028 et Candida krusei ATCC 6258. Les
valeurs de CMI attendues sont données dans le tableau suivant :

12 - CAUSES D’ERREURS
• Préparation de l’inoculum à partir d’un mélange de culture ou avec des
colonies isolées de plus de 24 heures.
• Incubation de la galerie au-delà de 38 °C.
• Lecture de la galerie avant un temps d’incubation de 24 heures (ex: 18-20
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 recommandations de la pré-
sente notice.

13 - LIMITES DE LA METHODE
• La méthode de détermination in vitro de la sensibilité aux antifongiques a
une valeur indicative sur l’interaction du couple antifongique-levure lors des
traitements in vivo.
• Pour l’ itraconazole, le fluconazole et le voriconazole, un phénomène de
traîne peut se produire, notamment pour l’espèce Candida albicans. Celui-
ci se caractérise par un virage de couleur incomplet (violet clair) identique
dans tous les puits d’un même antifongique.

14 - PERFORMANCES
L’évaluation des performances a été réalisée à l’aide de différentes souches
(Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus
neoformans) isolées de prélèvements mycologiques provenant de différents
services de centres hospitaliers ou de laboratoires d’analyses en médecine
de ville.
L’étude comparative a été effectuée parallèlement à des méthodes de réfé-
rence, méthode de microdilution de l’EUCAST (sauf pour l’Amphotéricine B)
et méthode E-Test d’ AB Biodisk. Les résultats des pourcentages de
concordance (en CMI catégorisées) avec les méthodes de référence sont
donnés dans le tableau ci-dessous :

ND: Non déterminé
% conc. : % de concordance.

En ce qui concerne le temps d’incubation, 93.3% (97/104) des souches ont
permis de donner un résultat après 24 heures.

15 - ELIMINATION DES DECHETS
Les déchets doivent être éliminés en respectant les règles d’hygiène et la
réglementation en vigueur pour ce type de réactifs dans le pays d’utilisation.
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Description Quantité

SUSPENSION FUNGI : Flacon de 4 mL de milieu semi-
gélosé tamponné pour la mise en suspension des colonies
et la standardisation; contenant du Bacto Agar, de la coli-
mycine et de la vancomycine.

14

MES FUNGI : Flacon de 5 mL de milieu liquide d’étude de
la sensibilité (milieu RPMI modifié) contenant de la résazu-
rine comme indicateur de croissance et du glucose.  

12

TC FUNGI :  Flacon de 4 mL de sulfate de baryum pour le
contrôle de standardisation de l’inoculum. 1

FUNGIFAST AFG : Galerie de 20 puits, pour un test, 
conditionnée individuellement en sachet aluminium. 12
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S I SDD R 

Amphotéricine B* ND ND - ND

Flucytosine** < 4 8-16 - > 32

Itraconazole** < 0,125 - 0,25-0,5 > 1

Fluconazole** < 8 - 16-32 > 64

Voriconazole ** < 1 - 2 > 4

Antifongique 
testé

Candida albicans
ATCC 90028

Candida krusei
ATCC 6258

24 heures 24 heures

Amphotéricine B < 0,5 µg/mL < 0,5 µg/mL

Flucytosine < 4 µg/mL < 4-16 µg/mL

Itraconazole < 0,125 - 0,5 µg/mL 0,125-1 µg/mL

Fluconazole < 8 µg/mL 32 - > 64 µg/mL

Voriconazole < 1 µg/mL < 1 µg/mL

AB 5-FC ITZ FCZ VRZ %Conc.

ND n = 56 n = 56 n = 56 n = 56 -

EUCAST ND 92,9% 69,6% 73,2% 92,9% 82,2%

n = 100 n = 99 n = 99 n = 99 n = 100 -

E-Test 99% 90,9% 79,8% 84,8% 97% 90,3%

l - INTENDED USE
The FUNGIFAST AFG kit allows the determination of the susceptibility of
the main human pathogenic yeasts to various antifungal agents used in
the treatment of superficial or systemic mycoses. 

2 - INTRODUCTION
The frequency of nosocomial or community acquired fungal infections is
increasing, as is the appearance of treatment-resistant mycoses. With the
commercialization of new drugs, there is a necessity to evaluate the activ-
ity of antifungal agents in yeasts. 
The CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute), and the EUCAST
(European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) reference
methods for antifungal susceptibility testing, are laborious techniques
that are unsuitable for routine use.
The FUNGIFAST AFG test uses a colorimetric broth microdilution method.
The test is rapid, easy-to-use, easy-to-read and suitable for all clinical
laboratories. Moreover there is good agreement between FUNGIFAST
AFG and the standard methods.

3 - PRINCIPLE
The determination of antifungal susceptibility is based upon the growth or
the absence of growth of yeasts in the presence of various antifungal
agents tested at three or four concentrations.
Growth in a liquid medium is demonstrated by the colour change of the
medium. The fermentation of glucose by the yeasts leads to reduction of
the redox indicator, resulting in a colour change of  the medium from
dark-violet to pink or colourless.
The results are interpreted after incubation for 24 hours, immediately fol-
lowing a colour change in the growth positive control well (C+). The cor-
responding well, free of antifungal agent, is inoculated with seeded MES
FUNGI medium. 
The absence of a colour change in the negative control well (C-) facilitates
the interpretation of the results in the other wells. The corresponding well,
free of antifungal agent, is inoculated with non-seeded MES FUNGI medi-
um.

4 - REAGENTS
Composition of the tray
The FUNGIFAST AFG tray contains various antifungal agents at the fol-
lowing concentrations : 
well 1 (C+): (0 µg/mL) well 11 (AB): (0.5 µg/mL)
well 2 (5FC): (4 µg/mL) well 12 (AB): (1 µg/mL)
well 3 (5FC): (8 µg/mL) well 13 (AB): (2 µg/mL)
well 4 (5FC): (16 µg/mL) well 14 (FCZ): (8 µg/mL)
well 5 (5FC): (32 µg/mL) well 15 (FCZ): (16 µg/mL)
well 6 (ITZ): (0.125 µg/mL) well 16 (FCZ): (32 µg/mL)
well 7 (ITZ): (0.25 µg/mL) well 17 (FCZ): (64 µg/mL)
well 8 (ITZ): (0.5 µg/mL) well 18 (VRZ): (1 µg/mL)
well 9 (ITZ): (1 µg/mL) well 19 (VRZ): (2 µg/mL)

well 10 (C-): (0 µg/mL) well 20 (VRZ): (4 µg/mL)
Molecule              Abbr.        Drug
Amphotericin B         AB            FUNGIZONE (conventional)
                                                  ABELCET, AMBISONE (liposomal)
Flucytosine               5FC           ANCOTIL
Fluconazole               FCZ          TRIFLUCAN
Itraconazole              ITZ            SPORANOX
Voriconazole             VOR          VFEND

5 - PRECAUTIONS
• The reagents are intended for in vitro diagnostic use only and must be
handled by authorized personnel.
• The samples and inoculated reagents are potentially infectious; they
must be handled with caution, in observance of hygiene rules and the cur-
rent regulations for this type of product in the country of use.
• Trays containing dangerous substances must be handled with caution
(for more information, refer to the material safety data sheet).
• Do not use reagents after the expiry date.
• Do not use reagents that have been damaged or that have been poorly
conserved  before use.

6 - SPECIMEN COLLECTION
The colonies used for performing the susceptibility testing should be
young (up to 24 hours old) and perfectly isolated at  37 °C (or at 30 °C for
Cryptococcus neoformans) on an agar medium, preferably in a Petri dish. 
It is recommended that isolation be made on media that are specific for
yeasts. The chromogenic CANDICHROM II medium from ELITech
MICROBIO (Cat. N° 44211 or Cat. N° 44212) can be used.

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.
The reagents are ready-to-use and should be used immediately after
opening.

8 - REAGENT AND MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
• Paraffin oil
• Sterile PASTEUR pipettes / 10 µL and 100 µL micropipettes
• Incubator at 37 °C and 30 °C (only for Cryptococcus)
• Container for contaminated waste

9 - PROCEDURE
Allow the reagents to reach room temperature (18-25 °C) before use

9.1. Preparation of the inoculum
Pick up two or three isolated colonies with an occluded Pasteur pipette.
Inoculate a vial of SUSPENSION FUNGI with the colonies. Mix well. The
standardization of the inoculum can be performed in three different ways:
• With a Densitometer
Verify with a densitometer that the turbidity of the inoculated suspension
medium is equal to 2 Mac Farland. If necessary, proceed as above to
adjust the turbidity.
• With Respect to the TC FUNGI Vial
Adjust the opacity of the inoculated SUSPENSION FUNGI to that of the
TC FUNGI with the aid of the black lines printed on the vial labels.
If the suspension medium is lighter (insufficient inoculum), reseed the vial
until the opacity obtained equals that of the Turbidity Control vial.
If the suspension medium is more turbid (inoculum too rich), dilute it with
SUSPENSION FUNGI from another freshly opened vial until the correct
turbidity is obtained.
• Enumeration in Malassez Cell
It is possible to standardize the inoculum by counting the yeasts in a
Malassez cell. A solution of 106 to 107 yeasts per mL must be obtained.

9.2. Inoculation of the tray
Negative control
Mark the FUNGIFAST AFG tray to identify the specimen being tested.
Lift the adhesive tape and dispense into well 10 (C-) as follows :
- 100 µL of non-seeded MES FUNGI,
- 2 drops of paraffin oil.
Inoculation of the MES FUNGI medium
Inoculate a MES FUNGI medium with 10 µL of seeded SUSPENSION
FUNGI that has previously been standardized (§9.1). Mix well.

Inoculation of the tray
Distribute into each of the wells, except into well 10 (C-) already been fil-
led, as follows:
- 100 µL of seeded MES FUNGI,
- 2 drops of paraffin oil.
Reseal the tray with the adhesive tape.

9.3. Incubation of the tray
Incubate the tray at 37°C for 24 hours; if necessary and depending on the
strain, this incubation may be prolonged up to 48 hours. 
Note: Do not read after an incubation of only 18-20 hours, even if the pos-
itive control well has changed colour. A period of 24 hours should be
respected before reading the results.
- For Cryptococcus neoformans, incubate the tray at 30 °C and, if neces-
sary, prolong the incubation time for up to 72 or 96 hours. 

10 -  READING AND INTERPRETATION
A colour change of the medium, initially dark violet to pink or to colour-
less, indicates that the tested strain is able to grow in the presence of the
antifungal concentration tested in that well.
However, when no colour change is seen, the strain has been inhibited at
the concentration of the antifungal tested.

10.1 Validation (positive control well C+)
Verify that the growth control (C+) medium has turned pink or colourless,
otherwise prolong the incubation time (9.3). 
For C. neoformans, the results can be read as soon as the medium of the
C+ well has turned light violet.

10.2 Reading of the negative control (negative control well C-)
Compare the colour change with the negative control well (C-) that con-
tains the original colour of the medium. 

10.3 Interpretation of the results
In order to facilitate interpretation, use the result sheet included in the kit.
The results can be expressed as minimal inhibitory concentrations or as
clinical categorizations. 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
The MIC is given as the lowest concentration at which no growth can be
observed (first well remaining dark-violet).

Clinical categorization (S / I or S-DD / R)
The strain is Susceptible (S), Intermediate (I) / Susceptible - Dose
Dependant (S-DD) or Resistant (R) according to the antifungal agent crit-
ical values described in the following table :
Critical values in µg/mL for Candida spp. :

ND : Non determined.
* : For amphotericin, a MIC > 2 µg/mL indicates 

possible resistance.
** : Concentrations determined by the CLSI.

10.4 Notes
C. krusei is intrinsically resistant to fluconazole and should systematically
be reported as (R) for this antifungal agent.

11 - QUALITY CONTROL
It is recommended that the standardization of the method be verified from
time to time using the reference strains, Candida albicans ATCC 90028
and Candida krusei ATCC 6258.
The expected MIC values are given in the following table :

12 - CAUSES OF ERROR
• Preparation of the inoculum from a mixed culture or with isolated
colonies grown for more than 24 hours.
• Incubation of the tray at a temperature superior to 38 °C.
• Tray read before a 24 hour incubation period (ex: 18-20 hours)
• Tray read before the apparition of a colour change of the growth indica-
tor.
• Tray read 24 or 48 hours after the medium has changed colour in the
growth control well.
In general, the non-respect of the recommendations contained within
these instructions.

13 - LIMITATIONS
• This in vitro method for the determination of the susceptibility to anti-
fungal agents has an indicative value for the antifungal-yeast interaction
during in vivo treatment.
• With regards to itraconazole, fluconazole and voriconazole, a trailing-
growth phenomenon can occur, in particular with Candida albicans. This
is characterised by an incomplete colour change (light violet) that is iden-
tical in all of the wells containing the same antifungal.

14 - PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Evaluation of the performance characteristics was carried out upon differ-
ent strains (Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
lusitaniae, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisi-
ae, Cryptococcus neoformans) isolated from mycological samples
obtained from different departments of hospitals and from patients in
community health practices.
A parallel comparative study was carried out with the reference methods:
the EUCAST microdilution method (except for Amphotericin B) and the E-
Test method from AB Biodisk. The percentages of category agreement
are given in the table below:

ND: Non determined
% CA: % of Category Agreement.

With regards to incubation times, 93.3% (97/104) of the strains gave a
result after 24 hours.

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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Description Quantity

SUSPENSION FUNGI : 4 mL-vial of buffered semi-agar
medium containing Bacto Agar, colimycin and vancomycin,
for colony suspension and standardization.

14

MES FUNGI : 5 mL-vial of liquid medium (modified RPMI
medium) for susceptibility testing, containing resazurin
(growth indicator) and glucose.  

12

TC FUNGI :  4 mL vial of barium sulphate solution for the
control of inoculum standardization. 1

FUNGIFAST AFG : 20 well-tray, allowing the testing of one
sample, individually packed in an aluminium sachet. 12

S I SDD R 

Amphotericin B* ND ND - ND

Flucytosine** < 4 8-16 - > 32

Itraconazole** < 0,125 - 0,25-0,5 > 1

Fluconazole** < 8 - 16-32 > 64

Voriconazole ** < 1 - 2 > 4

Antifungal 
tested

Candida albicans
ATCC 90028

Candida krusei
ATCC 6258

24 hours 24 hours

Amphotericin B < 0,5 µg/mL < 0,5 µg/mL

Flucytosine < 4 µg/mL < 4-16 µg/mL

Itraconazole < 0,125 - 0,5 µg/mL 0,125-1 µg/mL

Fluconazole < 8 µg/mL 32 - > 64 µg/mL

Voriconazole < 1 µg/mL < 1 µg/mL

AB 5-FC ITZ FCZ VRZ % CA

ND n = 56 n = 56 n = 56 n = 56 -

EUCAST ND 92,9% 69,6% 73,2% 92,9% 82,2%

n = 100 n = 99 n = 99 n = 99 n = 100 -

E-Test 99% 90,9% 79,8% 84,8% 97% 90,3%

IM
IM

C+      C-      

Itraconazole

4          8         16         32          0.125     0.25      0.5        1 

Flucytosine  

Fluconazole 

0.5         1           2          8        16         32          64

Amphotericin B

1          2          4         

Voriconazole 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

11

10

121314151617181920

CPB 0308_FR-2016-04
Pour diagnostic in vitro uniquement, pour usage
professionnel seulement

Les modifications
par rapport à la version
précédente sont
surlignées en gris.

CPB 0308_EN-2016-04
For in vitro diagnostic use only, for professionnal use only

The changes from
the previous version
are highlighted in grey.

CPB 0308 FUNGIFAST AFG_44412.qxp_CPB 0308  10/05/2016  10:41  Page1



l – WOZU DIENT DIESE TESTPACKUNG
FUNGIFAST AFG dient zur Empfindlichkeitstestung der häufigsten human-
pathogenen Hefen gegenüber unterschiedlichen, zur Behandlung oberfläch-
licher oder tiefer Mykosen verabreichten Antimykotika.

2 – KLINISCHE BEDEUTUNG
Die Häufung nosokomialer oder in der Gesellschaft erworbener
Pilzinfektionen, das Auftreten von Resistenzen gegenüber den üblicherwei-
se verabreichten Antimykotika sowie die Markteinführung neuer Wirkstoffe
führen zur Notwendigkeit, das Verhalten der Hefen gegenüber Antimykotika
zu bewerten. 
Die CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) und EUCAST (European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) Referenzmethoden zur
Empfindlichkeitsbestimmung von Hefen sind zur Routinetestung nicht
geeignet.
Der FUNGIFAST AFG Test verwendet eine flüssige Farbmethode in
Mikrodilution. Er ist schnell durchführbar, benutzerfreundlich, leicht auszu-
werten und für alle biomedizinischen Laboratorien geeignet. Darüber hinaus
weist er eine gute Korrelation mit den Referenzmethoden auf.

3 – TESTPRINZIP
Das Prinzip dieser Empfindlichkeitsbestimmung beruht darauf, ob die Hefen
in Anwesenheit unterschiedlicher Antimykotika in drei- bis vierfacher
Konzentration wachsen, oder nicht.
Das Wachstum in flüssigem Medium wird durch die Verfärbung des
Mediums sichtbar gemacht. Die hefebedingte Gärung der Glukose führt zu
einer Reduzierung des Redoxindikators, durch die das dunkelviolette
Medium eine rosarote Färbung annimmt bzw. farblos wird.
Die Ergebnisse werden nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden ausge-
wertet, sobald sich das Medium der Vertiefung für positive
Wachstumskontrolle (C+) verfärbt. Die entsprechende, antimykotikumfreie
Vertiefung wird mit der beimpften MES FUNGI Nährlösung inokuliert.
Die Nichtverfärbung des Mediums der negativen Kontrollvertiefung (C-)
gestattet den leichten Vergleich der Verfärbung in den anderen Vertiefungen.
Die entsprechende, antimykotikumfreie Vertiefung wird mit dem nicht
beimpften MES FUNGI Medium inokuliert.

4 – REAGENZIEN

Tray-Zusammensetzung
Das FUNGIFAST AFG Tray enthält verschiedene Antimykotika mit folgenden
Konzentrationen: 
Vertiefung 1 (C+): (0 µg/mL)       Vertiefung 11 (AB): (0,5 µg/mL)
Vertiefung 2 (5FC): (4 µg/mL)     Vertiefung 12 (AB): (1 µg/mL)
Vertiefung 3 (5FC): (8 µg/mL)     Vertiefung 13 (AB): (2 µg/mL)
Vertiefung 4 (5FC): (16 µg/mL)    Vertiefung 14 (FCZ): (8 µg/mL)
Vertiefung 5 (5FC): (32 µg/mL)   Vertiefung 15 (FCZ): (16 µg/mL)
Vertiefung 6 (ITZ): (0,125 µg/mL)Vertiefung 16 (FCZ): (32 µg/mL)
Vertiefung 7 (ITZ): (0,25 µg/mL)  Vertiefung 17 (FCZ): (64 µg/mL)
Vertiefung 8 (ITZ): (0,5 µg/mL)    Vertiefung 18 (VRZ): (1 µg/mL)
Vertiefung 9 (ITZ): (1 µg/mL)      Vertiefung 19 (VRZ): (2 µg/mL)
Vertiefung 10 (C-): (0 µg/mL)      Vertiefung 20 (VRZ): (4 µg/mL)

Wirkstoff Abkürz.     Handelsname
Amphotericin B          AB             FUNGIZONE (konventionell)

ABELCET, AMBISONE (liposomale)
Flucytosin 5FC           ANCOTIL
Fluconazol FCZ           TRIFLUCAN
Itraconazol ITZ SPORANOX
Voriconazol VRZ           VFEND

5 - VORSICHTSMASSNAHMEN
• Die Reagenzien der Testpackung sind ausschließlich für den in-vitro-
Gebrauch bestimmt und dürfen nur von befugten Personen gehandhabt
werden.
• Die Proben und beimpften Reagenzien sind potenziell infektiös und müs-
sen mit der üblichen Vorsicht und unter Einhaltung der Hygienevorschriften
und Verordnungen gehandhabt werden, die im jeweiligen Benutzerland 
gelten.
• Die Trays enthalten gefährliche Substanzen und müssen vorsichtig
gehandhabt werden (für genauere Informationen beziehe man sich auf das
Sicherheitsdatenblatt).
• Die Reagenzien nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

6 - PROBENVORBEREITUNG
Die Empfindlichkeitsbestimmung muss mit jungen, bei 37 °C gewachsenen
(oder bei 30 °C im Falle von Cryptococcus neoformans), nach der Isolierung
höchsten 24-Stunden alten und einwandfreien Kolonien auf einem
Agarmedium (vorzugsweise in Petrischale) vorgenommen werden. Es wird
empfohlen, die Isolierung an spezifischen Hefenährlösungen durchzuführen.
Wir empfehlen Sabouraudagar oder das Chromogenagar CANDICHROM II
von ELITech MICROBIO (Art.nr. 44211 oder Art.nr. 44212).

7 – LAGERUNG DER REAGENZIEN
In ihrem ursprünglichen Zustand gelagerte Reagenzien sind bei 2-8 °C bis
zum Verfallsdatum auf der Testpackung stabil. Die Reagenzien sind
gebrauchsfertig und müssen sofort nach dem Öffnen verwendet werden.

8 – ZUSÄTZLICH ERFORDERLICHE LABORGERÄTE UND HILFSMITTEL
• Paraffinöl
• Sterile PASTEUR-Pipetten / 10 µL und 100 µL Pipetten
• Inkubator bei 37 °C (30 °C nur für Cryptococcus)
• Behälter für kontaminierte Abfälle

9 - TESTDURCHFÜHRUNG
Die Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-25 °C) bringen. 
9.1. Vorbereitung des Inokulums
Zwei oder drei identische, isoliert wachsende Kolonien mit einer verschlos-
senen Pasteur-Pipette anstechen und anschließend ein SUSPENSION
FUNGI Medium damit beimpfen. Homogenisieren. Die Standardisierung des
Inokulums kann auf unterschiedliche Weise erfolgen:
Mit einem Densitometer:
Mit einem Densitometer überprüfen, ob die Trübung des beimpften
Suspensionsmediums gleich 2 Mac Farland beträgt.
Gegebenenfalls wie obenstehend beschrieben vorgehen, um die Trübung
anzugleichen.
Im Vergleich zum TC FUNGI Fläschchen: 
Die Trübung des beimpften SUSPENSION FUNGI Mediums an diejenige des
TC FUNGI, unter Zuhilfenahme der schwarzen Striche auf dem
Fläschchenetikett, angleichen. Wenn das Suspensionsmedium heller ist
(mangelhaftes Inokulum), ist das Fläschchen erneut zu beimpfen bis man
die gleiche Trübung wie im Kontrollfläschchen erhält. Wenn das
Suspensionsmedium trüber ist (zu stark beimpftes Inokulum) mit dem neuen
SUSPENSION FUNGI Fläschchen so weit verdünnen, bis man die richtige
Trübung erhält. 
Zählung in einer Malassez’schen Zählkammer:
Das Inokulum kann standardisiert werden, indem die Hefen in einer
Malassez’schen Zählkammer gezählt werden. Man muss eine Suspension
mit 106 bis 107 Hefen pro mL erhalten.
9.2. Inokulation des Trays
Negativkontrolle
Ein FUNGIFAST AFG Tray deutlich anschreiben.
Das Klebeetikett abziehen und in die Vertiefung 10 (C-):
- 100 µL des nicht beimpften MES FUNGI Mediums und
- 2 Tropfen Paraffinöl füllen.

Inokulation des MES FUNGI Mediums
Ein MES FUNGI Medium mit 10 µL beimpfter und zuvor standardisierter
SUSPENSION FUNGI inokulieren (§9.1). 
Gut mischen.
Inokulation des Trays
In jede Vertiefung, außer der bereits befüllten Vertiefung 10 (C-) 
- 100 µL vorab beimpftes MES FUNGI und
- 2 Tropfen Paraffinöl inokulieren.
Das Etikett wieder auf das Tray kleben.
9.3. Inkubation des Trays
- Das Tray 24 Stunden bei 37 °C inkubieren, gegebenenfalls und je nach
Stamm, die Inkubation bis zu 48 Stunden fortsetzen.
Wichtig: Resultate nicht nach 18-20 Stunden Inkubation ablesen, selbst
wenn sich die positive Kontrollvertiefung verfärbt hat; immer 24 Stunden
warten!
- Im Falle von Cryptococcus neoformans Stämmen das Tray bei 30 °C inku-
bieren und die Inkubation gegebenenfalls bis zu 72-96 Stunden fortsetzen.

10 -  ABLESEN UND AUSWERTEN 
Wenn sich das ursprünglich dunkelviolette Medium rosarot verfärbt oder
farblos wird, so zeigt dies an, dass sich der Stamm bei der getesteten
Antimykotikumkonzentration wachsen kann. 
Eine Nichtverfärbung des Mediums hingegen zeigt an, dass der Stamm bei
der getesteten Antimykotikumkonzentration inhibiert wurde. 
10.1 Validation (positive Kontrollvertiefung C+)
Überprüfen, ob sich das der Wachstumskontrolle entsprechende Medium
(C+) rosarot verfärbt hat oder farblos geworden ist; andernfalls die
Inkubationszeit verlängern (9.3). 
Für C. neoformans kann das Ergebnis abgelesen werden, sobald die C+
Kontrolle hell violett wird.
10.2 Negative Ablesekontrolle (negative Kontrollvertiefung C-)
Die Farbveränderung im Vergleich zur negativen Kontrollvertiefung 10 (C-)
ablesen, die die ursprüngliche Farbe des Mediums zeigt. 
10.3 Auswertung der Ergebnisse 
Zur Vereinfachung verwendet man das in der Testpackung beiliegende
Ergebnisblatt. Die Ergebnisse können als minimale Hemmkonzentration
oder als klinische Kategorien ausgedrückt werden. 
Minimale Hemmkonzentration (MHK)
Die MHK wird durch die kleinste Konzentration des Antimykotikum
bestimmt, bei der kein sichtbares Hefenwachstum stattfindet (erste
Vertiefung, in der das Medium dunkelviolett gefärbt bleibt).
Klinische Messung (S / I oder S-DD / R)
Der Stamm wird als sensibel (S), intermediär (I) /  sensible dose dependant
(S-DD) oder resistent (R) bezeichnet, entsprechend den kritischen
Antimykotikumkonzentrationen in der nachstehenden Tabelle : 
Kritische Konzentrationen in µg/mL für Candida spp. :

ND : Nicht bestimmt
* : bei Amphotericin, zeigt eine MHK > 2 µg/mL eine 

wahrscheinliche Resistenz an 
** : Vom CLSI bestimmte Konzentrationen 

10.4 Hinweise
C. krusei weist eine intrinsische Fluconazol-Resistenz auf und muss syste-
matisch gegen dieses Antimykotikum resistent (R) gewertet werden. 

11 - QUALITÄTSKONTROLLE
Zur Überprüfung der Standardisierung der Methode wird empfohlen, regel-
mäßig eine Qualitätskontrolle unter Verwendung der Referenzstämme
Candida albicans (ATCC 90028) und Candida krusei (ATCC 6258) durchzu-
führen. Die MHK-Sollwerte sind der nachstehenden Tabelle zu entnehmen:

12 - FEHLERURSACHEN
• Vorbereitung des Inokulums anhand einer Kulturmischung oder mit
Kolonien, die älter als 24 Stunden sind.
• Tray-Inkubation bei über 38 °C.
• Ablesen des Trays vor Ablauf der 24-stündigen Inkubation (Bsp.: Nach 18-
20 Stunden).
• Ablesen des Trays bei Nichtverfärbung in der Vertiefung für
Wachstumskontrolle.
• Ablesen des Trays 24 oder 48 Stunden nach Verfärbung in der
Wachstumskontrollvertiefung.
Generell: Die Nichtbeachtung der Empfehlungen der Gebrauchsanleitung.

13 - VERFAHRENSGRENZEN
• Das in-vitro-Verfahren zur Bestimmung der Empfindlichkeit gegenüber
Antimykotika liefert Richtwerte über die Wechselwirkung zwischen
Antimykotikum und Hefe bei einer in-vivo-Behandlung.
• Bei Itraconazol, Fluconazol und Voriconazol kann es zu einem “Trailing
Growth Phenomenon”, vor allem bei Candida albicans, kommen.
Dies äußert sich durch eine unvollständige Verfärbung (hellviolett), die in
allen Vertiefungen des gleichen Antimykotikums identisch ist.

14 - LEISTUNGEN
Die  Leistungsbewertung  wurde mit verschiedenen Stämmen (Candida albi-
cans, C.  glabrata,  C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei, C.
kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neofor-
mans) durchgeführt.  Die isolierten  Kolonien stammten von mykologischen
Proben aus unterschiedlichen Abteilungen einer Klinik.
Gleichzeitig  wurde  eine  vergleichende  Studie  mit den Referenzmethoden
durchgeführt:  der  EUCAST Mikrodilutionsmethode (außer Amphotericin B)
und der  E-Test  Methode  von  AB Biodisk. Die Ergebnisse sind in der fol-
genden Tabelle aufgeführt :

ND: Non determined: Nicht bestimmt
%CA: % Caterogy Agreement: % Übereinstimmung

93,3 % (97/104) der Stämme lieferten innerhalb von 24 Stunden ein
Ergebnis.

15 - ABFALLENTSORGUNG
Die Abfälle müssen nach den, für derartige Reagenzien im Benutzerland gel-
tenden Vorschriften, entsorgt werden. 
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Beschreibung Menge

SUSPENSION FUNGI: 4 mL Fläschchen mit halbgeliertem
Puffermedium für die Suspendierung der Kolonien und die
Standardisierung. Enthält Bacto Agar, Colimycin und
Vancomycin.

14

MES FUNGI: 5 mL Fläschchen mit flüssigem Medium zur
Empfindlichkeitstestung (modifiziertes RPMI-Medium).
Enthält Resazurin und Glukose als Wachstumsindikatoren.

12

TC FUNGI: 4 mL Fläschchen mit Bariumsulfat für die
Standardisierungsprüfung des Inokulums. 1

FUNGIFAST AFG : Tray mit 20 Vertiefungen für einen Test,
Einzelverpackt in Aluminiumtütchen. 12

S I SDD R 

Amphotericin* ND ND - ND

Flucytosin** < 4 8-16 - > 32

Itraconazol** < 0,125 - 0,25-0,5 > 1

Fluconazol** < 8 - 16-32 > 64

Voriconazol ** < 1 - 2 > 4

Getestetes 
Antimykotikum

Candida albicans
ATCC 90028

Candida krusei
ATCC 6258

24 Stunden 24 Stunden

Amphotericin B < 0,5 µg/mL < 0,5 µg/mL

Flucytosin < 4 µg/mL < 4-16 µg/mL

Itraconazol < 0,125 - 0,5 µg/mL 0,125-1 µg/mL

Fluconazol < 8 µg/mL 32 - > 64 µg/mL

Voriconazol < 1 µg/mL < 1 µg/mL

AB 5-FC ITZ FCZ VRZ %CA

ND n = 56 n = 56 n = 56 n = 56 -

EUCAST ND 92,9% 69,6% 73,2% 92,9% 82,2%

n = 100 n = 99 n = 99 n = 99 n = 100 -

E-Test 99% 90,9% 79,8% 84,8% 97% 90,3%

IM
IM

C+   C-      

Itraconazol

4      8     16      32          0.125     0.25      0.5        1 

Flucytosin

Fluconazol 

0.5      1      2     8      16      32      64

Amphotericin B

1      2      4   

Voriconazol 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

11
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l - SCOPO
La confezione FUNGIFAST AFG permette di determinare la sensibilità dei
lieviti, quelli che più di frequente risconto nella patologia umana, a diversi
antimicotici utilizzati per trattare le micosi superficiali o profonde.

2 - INTERESSE
Un aumento della frequenza delle infezioni micotiche in nosocomi o comu-
nità, la comparsa della resistenza agli antimicotici abitualmente utilizzati e la
comparsa sul mercato di nuove molecole richiedono la valutazione del com-
portamento dei lieviti nei confronti degli antimicotici.
I metodi di riferimento CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) ed
EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) per i test
di sensibilità dei lieviti agli antimicotici rappresentano tecniche troppo com-
plesse per un utilizzo di routine.
Il test FUNGIFAST AFG utilizza un liquido colorimetrico in microdiluizione. Il
test è veloce, facile da usare, facile da leggere ed adatto a tutti i laboratori
di analisi. Presenta inoltre una buona correlazione rispetto ai metodi di rife-
rimento.

3 - PRINCIPIO
La determinazione della sensibilità dei lieviti agli antimicotici si basa sulla
crescita o meno di questi lieviti in presenza di vari antimicotici presenti in tre
o quattro concentrazioni.
Questa crescita in ambiente liquido è visibile grazie ad un cambiamento di
colore del terreno. La fermentazione del glucosio da parte dei lieviti com-
porta una riduzione dell’indicatore redox che fa sì che il terreno passi dal
viola scuro al rosa o che diventi incolore.
L’interpretazione dei risultati avviene dopo 24 ore di incubazione, in seguito
al viraggio di colore del terreno presente nel pozzetto di controllo positivo
della crescita (C+). Il terreno MES FUNGI inseminato è inoculato nel poz-
zetto corrispondente privo di antimicotici.
L’assenza di viraggio nel terreno del pozzetto di controllo negativo (C-) per-
mette di confrontare facilmente la variazione di colore negli altri pozzetti. Il
terreno MES FUNGI non inseminato è inoculato nel pozzetto corrispondente
privo di antimicotici.
4 – REAGENTI

Composizione della galleria
La galleria FUNGIFAST AFG contiene vari antimicotici nelle seguenti con-
centrazioni:
pozzetto 1 (C+): (0 µg/mL) pozzetto 11 (AB): (0,5 µg/mL)
pozzetto 2 (5FC): (4 µg/mL)           pozzetto 12 (AB): (1 µg/mL)
pozzetto 3 (5FC): (8 µg/mL)           pozzetto 13 (AB): (2 µg/mL)
pozzetto 4 (5FC): (16 µg/mL)         pozzetto 14 (FCZ): (8 µg/mL)
pozzetto 5 (5FC): (32 µg/mL)         pozzetto 15 (FCZ): (16 µg/mL)
pozzetto 6 (ITZ): (0,125 µg/mL)      pozzetto 16 (FCZ): (32 µg/mL)
pozzetto 7 (ITZ): (0,25 µg/mL)        pozzetto 17 (FCZ): (64 µg/mL)
pozzetto 8 (ITZ): (0,5 µg/mL)          pozzetto 18 (VRZ): (1 µg/mL)
pozzetto 9 (ITZ): (1 µg/mL) pozzetto 19 (VRZ): (2 µg/mL)
pozzetto 10 (C-): (0 µg/mL)            pozzetto 20 (VRZ): (4 µg/mL)

Principio attivo     Abbr.         Denominazione commerciale
Amfotericina B           AB FUNGIZONE (convenzionale)

ABELCET, AMBISONE (liposomiali)
Flucitosina 5FC           ANCOTIL
Fluconazolo FCZ           TRIFLUCAN
Itraconazolo ITZ SPORANOX
Voriconazolo VOR          VFEND

5- PRECAUZIONI
• I reagenti di questa confezione sono destinati alla diagnosi in vitro e devo-
no essere manipolati da personale abilitato.
• I prelievi ed i reagenti inseminati sono potenzialmente infettivi e devono
essere manipolati con tutte le precauzioni d’uso rispettando le norme igie-
niche e le normative in vigore nel paese di utilizzo per questo tipo di pro-
dotto.
• Le gallerie contengono sostanze pericolose e devono essere manipolate
con cura (per maggiori informazioni consultare la scheda dei dati di sicurezza).
• Non utilizzare i reagenti oltre la data di scadenza.
• Non utilizzare reagenti danneggiati o mal conservati prima dell’uso.

6 – RACCOLTA DEI CAMPIONI 
La determinazione della sensibilità deve essere eseguita a partire da colonie
fresche (isolate da non più 24 ore) e ben distinte; isolate dopo incubazione
a 37 °C (o a 30 °C per Cryptococcus neoformans) su un terreno agarizzato,
preferibilmente in piastre Petri. Si raccomanda di eseguire l’isolamento su
terreni specifici per lieviti. Si consiglia il terreno Sabouraud o l’agar cromo-
genico CANDICHROM II di ELITech MICROBIO (Rif. 44211 o Rif. 44212).

7 - CONSERVAZIONE DEI REAGENTI
I reagenti conservati a 2-8 °C nel loro stato originale sono stabili fino alla
data di scadenza indicata sulla confezione.
I reagenti sono pronti all’uso e devono essere utilizzati subito dopo l’aper-
tura.

8 – REAGENTE E MATERIALE RICHIESTO MA NON FORNITO
• Olio di paraffina
• Pipette PASTEUR sterili / Pipette 10 µL e 100 µL
• Autoclave a 37 °C e 30 °C (solo per Cryptococcus)
• Contenitore per rifiuti contaminati 

9 – MODALITA’  OPERATIVE
Portare i reagenti a temperatura ambiente (18-25 °C) prima dell’uso.
9.1. Preparazione dell’inoculum
Con l’ausilio di una pipetta Pasteur occlusa, raccogliere  da due a tre colonie
ben isolate identiche. Risospendere nel terreno SUSPENSION FUNGI.
Omogeneizzare. 
La standardizzazione dell’inoculo può essere eseguita in tre diversi modi:  
Con l’ausilio di un densitometro: 
Servendosi di un densitometro, controllare che la torbidità del terreno di
sospensione inoculato sia uguale a 2 Mac Farland. Se necessario, operare
come indicato sopra per regolare la torbidità.
Rispetto al flacone TC FUNGI: 
Regolare l’opacità del terreno SUSPENSION FUNGI  inoculato con quella di
TC FUNGI servendosi delle linee nere delle etichette del flacone. Se il ter-
reno di sospensione è più chiaro (inoculo insufficiente), reinseminare il fla-
cone fino ad ottenere un’ opacità uguale a quella del flacone di controllo. Se
il terreno di sospensione è più torbido (inoculo troppo abbondante), diluire
con un nuovo flacone di SUSPENSION FUNGI fino a raggiungere la giusta
opacità.
Conteggio in cella di Malassez: 
L’inoculo può essere standardizzato eseguendo un conteggio dei lieviti in
cella di Malassez. Si dovrà ottenere una sospensione da 106 a 107 lieviti per
mL. 
9.2. Inoculazione della galleria
Controllo negativo
Identificare una galleria FUNGIFAST AFG.
Sollevare l’etichetta adesiva e dispensare nel pozzetto 10 (C-):
- 100 µL di terreno MES FUNGI non inoculato,
- 2 gocce d’olio di paraffina.
Inoculazione del terreno MES FUNGI
Inoculare un terreno MES FUNGI con 10 µL di SUSPENSION FUNGI inse-
minato e precedentemente standardizzato (§9.1).

Omogeneizzare.
Inoculazione della galleria
Distribuire in ogni pozzetto ad eccezione del pozzetto 10 (C-) già riempito:
- 100 µL di MES FUNGI precedentemente inoculato,
- 2 gocce d’olio di paraffina.
Rimettere l’etichetta adesiva sulla galleria.

9.3. Incubazione della galleria
- Incubare la galleria a 37 °C per 24 ore, se necessario e a seconda dei ceppi
protrarre l’incubazione fino a 48 ore. 
Importante: Non eseguire la lettura dopo 18-20 ore d’incubazione, anche se
il pozzetto di controllo positivo presenta il viraggio, ma attendere 24 ore.
- Per i ceppi di Cryptococcus neoformans, incubare la galleria a 30 °C e pro-
trarre se necessario l’incubazione fino a 72-96 ore.

10 -  LETTURA E INTERPRETAZIONE
Una variazione di colore del terreno, da viola scuro dell’inizio a rosa o al non
colore, indica la capacità del ceppo di svilupparsi alla concentrazione testa-
ta dell’antimicotico. 
L’assenza di variazioni di colore del terreno indica invece che il ceppo è
stato inibito alla concentrazione testata dell’antimicotico.

10.1 Convalida (pozzetto controllo positivo C+)
Verificare che il terreno corrispondente al controllo di crescita (C+) sia pas-
sato al rosa o diventato incolore, in caso contrario protrarre l’incubazione
(9.3). Per i ceppi di C. neoformans, la lettura è possibile quando il terreno del
pozzetto (C+) è virato al viola chiaro.

10.2 Controllo negativo di lettura (pozzetto controllo negativo C-)
Leggere il cambiamento di colore rispetto al pozzetto di controllo negativo
10 (C-) che presenta il colore iniziale del terreno.

10.3 Interpretazione dei risultati 
Per semplificare l’operazione, utilizzare il foglio dei risultati contenuto nella
confezione. I risultati possono essere espressi in concentrazione minima
inibente o in categorizzazioni cliniche.
Concentrazione minima inibente (CMI)
La CMI è determinata dalla concentrazione più bassa per la quale non si
registra alcuna crescita visibile del batterio (primo pozzetto dove il terreno
rimane di colore viola scuro).
Categorizzazione clinica (S / I o S-DD / R)
Il ceppo è detto Sensibile (S), Intermedio (I) / Sensibile Dose Dipendente (S-
DD) o Resistente (R) a seconda delle concentrazioni critiche dell’antimicoti-
co descritte nella seguente tabella:

Valori critici in µg/mL per Candida spp :

ND: Non determinato.
* : Per l’amfotericina, una CMI > 2 µg/mL indica una 

possibile resistenza.
** : Concentrazioni determinate dal CLSI.

10.4 Note
C. krusei presenta una resistenza intrinseca al fluconazolo e deve sistemati-
camente essere reso (R) a questo antimicotico.

11 - CONTROLLO DI QUALITA’
Per verificare la standardizzazione del metodo, si raccomanda di eseguire
periodicamente un controllo di qualità utilizzando i ceppi di riferimento
Candida albicans ATCC 90028 e Candida krusei ATCC 6258. La tabella sot-
tostante mostra i valori di CMI previsti:

12 - CAUSE DI ERRORE
• Preparazione l’inoculo a partire da un mix di colture o con colonie isolate
da oltre 24 ore.
• Incubazione della galleria a temperature superiori a 38 °C.
• Lettura della galleria prima di una durata di incubazione di 24 ore (es: 18-
20 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.
E, in generale, il mancato rispetto delle presenti istruzioni.

13 - LIMITI DEL  METODO
• Il metodo  di determinazione in vitro della sensibilità agli antimicotici ha un
valore indicativo sull’interazione della coppia antimicotico-lievito al momen-
to dei trattamenti in vivo.
• Per l’itraconazolo, il fluconazolo e il voriconazolo può verificarsi un fenom-
eno di trailing, in particolare per la specie  Candida albicans. Questo fenom-
eno è caratterizzato da un viraggio di colore incompleto (viola chiaro) iden-
tico per tutti i pozzetti di uno stesso antimicotico.

14 - PRESTAZIONI
La valutazione delle prestazioni è stata eseguita con differenti ceppi
(Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus
neoformans) isolati da prelievi micotici provenienti da diversi reparti
ospedalieri e da pazienti che vivono in comunità.
In parallelo è stato effettuato uno studio comparativo con i metodi di riferi-
mento: il metodo in microdiluizione EUCAST (eccetto per l’Amphotericina B)
e il metodo E-Test di AB Biodisk. Le percentuali di concordanza sono illus-
trate nella seguente tabella:

ND: Non determinato
% Conc.: % di concordanza

Con riferimento al tempo di incubazione, il 93,3% (97/104) dei ceppi ha
fornito un risultato in 24 ore.

15 - SMALTIMENTO DEI RIFIUTI
I rifiuti devono essere smaltiti conformemente alle norme d’igiene ed alla
regolamentazione in vigore nel paese di utilizzo per questo tipo di reagenti.
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Descrizione Quantità

SUSPENSION  FUNGI : Flacone da 4 mL di terreno semi-
agarizzato tamponato per la messa in sospensione delle
colonie e la standardizzazione; contiene Bacto Agar, coli-
micina e vancomicina.

14

MES FUNGI : Flacone da 5 mL di terreno liquido per lo stu-
dio della sensibilità (terreno RPMI modificato) contiene
resazurina come indicatore di crescita e glucosio.

12

TC FUNGI :  Flacone da 4 mL di solfato di bario per il
controllo della standardizzazione dell’inoculo. 1

FUNGIFAST AFG: Galleria da 20 pozzetti, per un test, con-
fezionata singolarmente in sacchetto di alluminio. 12

S I SDD R 

Amfotericina B* ND ND - ND

Flucitosina** < 4 8-16 - > 32

Itraconazolo** < 0,125 - 0,25-0,5 > 1

Fluconazolo** < 8 - 16-32 > 64

Voriconazolo** < 1 - 2 > 4

Antimicotico 
testato

Candida albicans
ATCC 90028

Candida krusei
ATCC 6258

24 ore 24 ore

Amfotericina B < 0,5 µg/mL < 0,5 µg/mL

Flucitosina < 4 µg/mL < 4-16 µg/mL

Itraconazolo < 0,125 - 0,5 µg/mL 0,125-1 µg/mL

Fluconazolo < 8 µg/mL 32 - > 64 µg/mL

Voriconazolo*** < 1 µg/mL < 1 µg/mL

AB 5-FC ITZ FCZ VRZ %Conc.

ND n = 56 n = 56 n = 56 n = 56 -

EUCAST ND 92,9% 69,6% 73,2% 92,9% 82,2%

n = 100 n = 99 n = 99 n = 99 n = 100 -

E-Test 99% 90,9% 79,8% 84,8% 97% 90,3%

IM
IM

C+   C-      

Itraconazole

4      8     16      32          0.125     0.25      0.5        1 

Flucytosine  

Fluconazole 

0.5      1      2     8      16      32      64

Amphotericin B

1      2      4   

Voriconazole 

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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