FUNGIFAST® AFG

Mieliy jautrumo pries$grybeliniams preparatams nustatymas

CPB 0308_LT-2016-04_
Tik in vitro diagnostikai, tik profesionaliam naudojimui

12 tyrimy (Kat. Nr. 44412)
1-PASKIRTIS

FUNGIFAST AFG rinkinys yra skirtas nustatyti pagrindiniy Zmogaus
patogeniniy mieliy jautruma jvairiems prieSgrybeliniams preparatams,
naudojamiems tariamoms ar sisteminéms mikozéms gydyti.

ADAS
Pastebimas grybeliniy infekcijy daznéjimas yra susijes su mikoziy gydymu ir
ju atsparumu vaistams. Didéjant vaisty pasidilai, parenkant tinkamus gydymui
vaistus, batina atlikti jy aktyvumo jvertinima.
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute), ir EUCAST (European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) jautrumo prie$grybeliniams
preparatams parinkimo referentiniai metodai yra sudétingi ir netinkami
rutininiams tyrimams.
FUNGIFAST AFG tyrime panaudojamas  kolorimetrinis  terpés
mikropraskiedimo metodas. Tyrimas yra greitas, paprasta atlikimo metodika,
lengvai jvertinamas ir tinkamas naudoti visoms klinikinéms laboratorijoms. Be
to, FUNGIFAST AFG pilnai atitinka naudojamus standartinius metodus.

3-PRINCIPAS

Mieliy jautrumo prieSgrybeliniams preparatams nustatymas pagristas mieliy
augimu ar neaugimu esant trims ar keturioms jvairiy priesgrybeliniy preparaty
koncentracijoms. Augima skystoje terpéje parodo terpés spalvos pasikeitimas.
Mieléms fermentuojant gliukoze, redukuojasi redoks indikatorius, todél keiciasi
terpés spalva i§ tamsiai violetinés j rausva ar bespalve.

Rezultatai vertinami po 24 valandy inkubavimo. Pirmiausia jvertinami
spalviniai pasikeitimai teigiamos augimo kontrolés (C+) Sulinélyje. Siame
Sulinélyje néra priesgrybeliniy preparaty, jis inokuliuotas MES FUNGI terpe su
priedais.

Nejvykes spalvinis pasikeitimas neigiamos augimo kontrolés (C-) Sulinélyje
palengvina kity Sulinéliy spalvinj vertinima. Siame Sulinélyje néra
priesgrybeliniy preparaty, jis inokuliuotas MES FUNGI terpe be priedy.

4 - REAGENTAI
|ApraSymas Kiekig
SUSPENSION FUNGI : 4 mL buteliukas su buferizuota agaro terpe,| 14
kurios sudétyje yra Bacto agaras, kolimicinas ir vankomicinas, skirti
Inaudojamy kolonijy suspendavimui ir standartizavimui.

MES FUNGI : 5 mL buteliukas su skysta terpe (modifikuota RPMI| 12
terpé) jautrumo tyrimui, kurios sudétyje yra resazurinas (augimo|
indikatorius) ir gliukoz¢.

TC FUNGI : 4 mL buteliukas su bario sulfato tirpalu, skirtag 1
inokuliato standartizavimo kontrolei.

FUNGIFAST AFG : 20 sulinéliy plokstele, skirta vienam méginiui 12
istirti, supakuota individualioje hermetingje folijos pakuotéje.

Plokstelés kompozicija
FUNGIFAST AFG plokstelé : Sulinélivose yra tirpalai su tam tikromis

priesgrybeliniy preparaty koncentracijomis :

1 Sulinélis (C+): (0 pl/mL)

2 gulinélis (SFC): (4 pl/mL)

3 Sulinglis (5FC): (8 pl/mL)

4 gulinélis (SFC): (16 pl/mL)

5 sulinelis (SFC): (32 pl/mL)

6 sulinelis (ITZ): (0,125 pl/mL)
7 sulinélis (ITZ): (0,25 pl/mL)
8 sulinelis (ITZ): (0,5 pl/mL)

9 sulinélis (ITZ): (1 pl/mL)

10 $ulinélis (C-): (0 ul/mL)

11 Sulinélis (AB): (0,5 pl/mL)
12 Sulinélis (AB): (1 pl/mL)
13 Sulinélis (AB): (2 pl/mL)
14 ulinélis (FCZ): (8 pl/mL)
15 Sulinélis (FCZ): (16 pl/mL)
16 Sulinélis (FCZ): (32 pl/mL)
17 $ulinélis (FCZ): (64 pl/mL)
18 Sulinélis (VRZ): (1 pl/mL)
19 Sulinélis (VRZ): (2 pl/mL)
20 $ulinélis (VRZ): (4 pl/mL)

Vaistas
FUNGIZONE (jprastinis)
ABELCET, AMBISONE

Molekulé Trumpinys
AmfotericinasB ~ AB

(liposominis)
Flucitozinas 5FC ANCOTIL
Flukonazolis FCz TRIFLUCAN
Itrakonazolis ITZ SPORANOX
Vorikonazolis VOR VFEND
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5 - ATSARGUMO PRIEMONES

Reagentai skirti tik in vitro diagnostikai ir juos turi naudoti tik specialistai.
Meéginiai ir inokuliuoti reagentai yra potencialiai pavojingi, galintys sukelti
infekcija; juos privaloma naudoti atsargiai, vadovaujantis Salies higienos
normomis ir $io tipo produktams naudojimo $alyje galiojanéiais reglamentais.
Talpos su pavojingomis medziagomis turi buiti naudojamos atsargiai (daugiau
informacijos ieskokite medziagos saugos duomeny lape).

Nenaudokite reagenty pasibaigus jy galiojimo laikui.

Nenaudokite paZeisty ar prie§ naudojima uZzterSty reagenty.

6 —MEGINIU PAEMIMAS

Jautrumo tyrimams atlikti naudojamos kolonijos turéty buti $viezios (iki 24
valandy senumo) ir puikiai i$skirtos 37°C temperatiroje (ar 30°C temperatiiroje
Cryptoccocus neoformans) ant agarizuotos terpés, pageidautina Petri leksteléje.
Rekomenduojama kolonijy i§skyrimui naudoti mieléms specifines terpes.
Galima naudoti chromegening CANDICHROM 1I terp¢ i§ ELITech
MICROBIO(kat. Nr. 44211 ar kat. Nr. 44212).

*

*

*

7 —REAGENTU LAIKYMAS

Rinkinys ir jame esantys reagentai islicka stabilds, laikant juos 2 - 8°C
temperatiiroje originaliose pakuotése, ir gali biiti naudojami iki galiojimo datos,
nurodytos ant pakuotés. Reagentai paruosti naudojimui ir turi biiti sunaudoti i§
karto po atidarymo.

8 — REIKALINGI, BET NETIEKIAMI REAGENTAI IR PRIEMONES
Parafino aliejus

e Sterilios PASTERO pipetés / 10 pL ir 100pL mikropipetés

e 37°C ir 30°C (tik Cryptococcus) temperatiiros termostatas

e Uztersty atlieky konteineris

9 — PROCEDURA

Prie$ naudojima leiskite reagentams pasiekti kambario temperatiirg (18-
25°C)

9.1 _Inokuliato paruosimas

Uzdara Pastero pipete paimkite 2 ar 3 isskirtas kolonijas ir jomis inokuliuokite
SUSPENSION FUNGI buteliuka. Gerai iSmaiSykite. Inokuliato standartizacija
galima atlikti trimis skirtingais budais:

Su densitometru

Densitometro pagalba patikrinkite inokuliato drumstuma, jis turi bati 2 Mac
Farland. Esant poreikiui sureguliuokite drumstumg taip, kaip aprasyta
auksciau.

Palyginant su TC FUNGI buteliuku

Sureguliuokite paruosto SUSPENSION FUNGI inokuliato drumstuma
lygindami su TC FUNGI buteliuko drumstumu, jvertindami ant buteliuko
etiketés atspausdintas juodas linijas.

Jei suspensiné terpé yra yra $viesesné (nepakankamas inokuliatas), papildomai
dar uzsékite mégintuvélj, kol drumstumas bus lygiavertis esan¢iam drumstumo
kontroliniame buteliuke.

Jei paruosta suspensiné terpé yra labiau drumsta (per daug koncentruotas
inokuliatas), skieskite ja su SUSPENSION FUNGI i§ kito naujai atidaryto
buteliuko, kol pasieksite tinkamg drumstuma.

Skai¢iuojant Malassez kameroje

Standartizuoti inokuliata galima skai¢iuojant mieles Malassez kameroje.
Inokuliuoto tirpalo koncentracija turéty biiti 10°-107 mieliy/mL.

9.2.  Plokstelés inokuliavimas

Neigiama kontrolé

Pazymekite FUNGIFAST AFG plokstele identifikaciniu kodu. Nuimkite
plokstele dengianéia lipnia plévelg ir j 10 (C-) kontrolés Sulinélj jlasinkite :
100 pL neinokuliuoto MES FUNGI

2 lagus parafino aliejaus

MES FUNGI terpés inokuliavimas

Inokuliuokite MES FUNGI terpe 10 pL uzsétos SUSPENSION FUNGI terpés,
kuri buvo standartizuota (89.1). Gerai sumaisykite.

Plokstelés inokuliavimas

I kiekviena Sulinélj, i§skyrus jau pripildyta 10 (C-) $ulinélj, sulasinkite:
100 pL uzsétos MES FUNGI

2 lasus parafino aliejaus.

Plokstelés sulinélius veél uzdenkite lipnia juostele.

9.3. Plokstelés inkubavimas

Plokstele inkubuokite 24 valandas 37°C temperatiiroje, jei yra poreikis, ir
priklausomai nuo kamieno, inkubavimo laika galima pratesti iki 48 valandy.
Pastaba: Rezultato negalima vertinti po 18-20 valandy inkubavimo, net jei




kontrolés Sulinélyje spalva pasikeitusi. Rezultata vertinti galima tik po 24
valandy inkubavimo.

- Crystococcus neoformans atveju  plokstele  inkubuokite — 30°C
temperatiiroje, esant poreikiui inkubavimo laika galima pratesti iki 72 ar 96
valandy.

10 - PLOKSTELES REZULTATU IVERTINIMAS IR AISKINIMAS
Spalviniai terpés pasikeitimai Sulinélivose i§ tamsiai violetinés j rausva ar
bespalve parodo, kad tiriamas Stamas gali augti esant tam tikrai vaisto
koncentracijai.

Taciau, jei néra spalvinio pasikeitimo, tai parodo, kad Stamas yra atsparus tam
tikrai vaisto koncentracijai.

10.1_Patvirtinimas (teigiamos kontrolés Sulinélis C+)

Patikrinkite, ar augimo teigiamos kontrolés Sulinélyje (C+) esancios terpés
spalva tapo rausva ar bespalve, jei ne, tai prailginkite inkubavimo laika (9.3).
C.neoformans atveju rezultatus galima vertinti, kai tik C+ Sulinélyje spalva
pasikeite i Sviesiai violeting.

10.2 Neigiamos kontrolés jvertinimas (neigiamos kontrolés Sulinélis C-)
Palyginkite spalvinius pasikeitimus Sulinéliuose su augimo neigiamos
kontrolés sulinéliu (C-), kurio spalva isliko nepasikeitusi.

10.3 Rezultaty vertinimas

Norint pagreitinti rezultaty vertinima, naudokite su rinkiniu pateikiama
rezultaty lentele. Rezultatas galima pateikti kaip minimalias inhibicines
koncentracijas arba klinikinés klasifikacijos formose.

Minimali inhibiciné koncentracija (MIC)

MIC pateikiama kaip maziausia koncentracija, kurioje nestebimas augimas
(pirmam Sulinéliui isliekant tamsiai violetiniam).

Klinikiné Klasifikacija (S/l ar S-DD/R)

Stamas yra jautrus (S), tarpinis (1), jautrus tam tikrai dozei (S-DD) ar atsparus
(R) kaip nurodyta Zemiau esanlioje prieSgrybeliniy preparaty ribiniy
koncentracijy lenteléje.

Ribinés koncentracijos pg/mL, Candida spp. atveju:

S | SDD R
IAmfotericinas B* ND ND - ND
Flucitozinas** <4 8-16 - >32
Itrakonazolis** <0,125 - 0,25-0,5 >1
Flukonazolis** <8 - 16-32 > 64
\Vorikonazolis** <1 - 2 >4

ND — nenustatyta
* - amfotericinui, MIC > 2pg/mL parodo galimg atsparuma
** - NCCLS nustatyta koncentracija

10.4 Pastabos
C. krusei budingas atsparumas flukonazolui, ir $io prie$grybelinio preparato
atveju jis sistemiskai turi bati vertinamas kaip (R).

11- KOKYBES KONTROLE

Rekomenduojama atlikti perioding metodo standartizacijos kokybés kontrolg,
naudojant referentinius kamienus Candida albicans ATCC 90029 ir Candida
krusei ATCC 6258.

Laukiamos MIC reiksmeés pateikiamos sekancioje lenteléje :

Tikrintas Candida albicans Candida krusei ATCC
priesgrybelinis ATCC 90029 6258
preparatas 24 valandos 24 valandos
Amfotericinas B <0,5 pg/mL <0,5pug9/mL
Flucitozinas <4 pg/mL <4-16 pg/mL
Itrakonazolis < 0,125-0,5pg/mL 0,125-1pg/mL
Flukonazolis <8 pg/mL 32 - >64 pg/mL
Vorikonazolis < lpg/mL <1lpg/mL

12 - KLAIDU PRIEZASTYS

. Inokuliatas paruostas i§ negrynos kultaros, ar i§ ilgiau nei 24 valandas
auginty izoliuoty kolonijy.

e Plokstelés inkubavimas aukstesnéje nei 380C temperatiiroje.

. Rezultato vertinimas anks¢iau nei po 24 valandy inkubavimo (pvz. 18-
20 valandy).

. Rezultaty vertinimas, dar nepasikeitus augimo indikatoriaus spalvai.

e  Rezultaty vertinimas pragjus 24-48 valandoms po spalvos pasikeitimo
augimo kontrolés Sulinélyje.

Bendrai, kai nesilaikoma Siose instrukcijose pateikty rekomendacijy.

13 - APRIBOJIMAI

Sis in vitro metodas jautrumui priedgrybeliniams preparatams nustatyti turi tik

priesgrybeliniy vaisty ir mieliy sgveikos nurodomaja verte gydymo metu in

vivo.

e  Esant itrakonazoliui, flukonazoliui, vorikonazoliui, gali buti stebimas
iSilginis augimas, i§ dalies Candida albicans atveju. Stebimas nepilnas
spalvos pasikeitimas (Sviesiai violeting), kuris yra identiskas visuose
Sulin+liuose su tuo paciu vaistu.

14 - ATLIKIMO CHARAKTERISTIKOS

Atlikimo charakteristikos jvertinintos naudojant skirtingus kamienus (Candida
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei, C.
kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus
neoformans), isskirtus i§ mikologiniy méginiy, gauty i skirtingy ligoniniy
skyriy bei bendruomenés sveikatos jstaigy pacienty.

Lygiagre¢iai buvo atlikta palyginamoji studija su referentiniais metodais:
EUCAST mikropraskiedimo metodas (i$skyrus Amfotericing B) ir E-Test
metodas i§ AB Biodisk. Kategorijy sutapimo procentai pateikti Zemiau
esancioje lenteléje:

AB 5-FC ITZ| FCzZ VRZ| % CA
ND n=56| n=56| n=56 n =56 -
EUCAST]| ND 9299%| 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%
ND: Nenustatyta

% CA: Kategorijy sutapimo %.

Atsizvelgiant j inkubavimo laikus, 93.3% (97/104) kamieny rezultatai gauti
po 24 valandy.

15 - ATLIEKU UTILIZAVIMAS
Atliekos turi bati utilizuojamos laikantys naudojimo Salyje nustatyty higienos
normy ir §io tipo produktams galiojanéiy reglamenty
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