FUNGIFAST®AFG

Mayalarda antifungal duyarlilik testi
12 test (Ref. 44412)

CPB 0308_TR-2016-04
Yalnizca in vitro diagnostik kullanim icindir, sadece profesyonel
kullanima yoéneliktir
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| - KULLANIM AMACI

FUNGIFAST AFG kiti, yuzeysel veya sistemik mikozlarin tedavisinde kullanilan ana
insan patojenik mayalarindan gesitli antifungal ajanlara duyarliligin belirlenmesine
olanak sagdlar.

2 - GIRIS

Tedaviye direngli mikozlarin ortaya ¢cikmasi gibi nozokomiyal veya toplum kékenli
mantar enfeksiyonlarinin sikhgi artmaktadir. Yeni ilaglarin ticarilestirimesiyle,
antifungal ajanlarin mayalardaki aktivitesinin degerlendiriimesine ihtiyag vardir.
Antifungal duyarlilik testine yonelik CLSI (Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlist)
ve EUCAST (Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Testi Komitesi) referans yéntemleri, rutin
kullanim igin uygun olmayan zahmetli tekniklerdir.

FUNGIFAST AFG testi, kolorimetrik sivi besiyeri mikrodillisyon yéntemini kullanir.
Test hizhidir, kullanimi ve okunmasi kolaydir ve tim Klinik laboratuvarlar icin
uygundur. Ayrica, FUNGIFAST AFG standart yontemler ile oldukga uyumludur.

3 - PRENSIP

Antifungal duyarliligin belirlenmesi, li¢ veya dort konsantrasyonda test edilen gesitli
antifungal ajanlarin varliginda mayalarin gelismesine veya gelismemesine dayanir.
Sivi ortamdaki gelisme, ortamin renk degisimi ile kendini gosterir. Glikozun mayalar
tarafindan fermantasyonu redoks géstergesinin azalmasina yol acar, bu da ortamin
koyu mordan pembeye veya renksiz hale gelmesine neden olur.

Sonuglar, gelisme pozitif kontrol kuyusundaki (C+) renk degisikligini takiben 24
saatlik inklibasyondan sonra yorumlanir. Antifungal ajan icermeyen ilgili kuyu, MES
FUNGI menseli ortam ile inokule edilir.

Negatif kontrol kuyusunda (C-) renk degisikliginin olmamasi, diger kuyulardaki
sonuclarin yorumlanmasini kolaylastirir. Antifungal ajan igermeyen ilgili kuyu, MES
FUNGI menseli olmayan ortam ile inokiile edilir.

Acgiklama Miktar

SUSPENSION FUNGI: Koloni SUSPENSIONu ve
standardizasyonu icin 4 mL sisede Bacto Agar,
colimycin ve vancomycin igeren bufferli yari agar
ortami.
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MES FUNGI: Resazurin (biylime gostergesi) ve glikoz
iceren duyarllik testi igin 5 mL'lik sivi ortam (modifiye 12
RPMI ortami).

TC FUNGI : inokiil standardizasyonunun kontrolii
icin 4 mL sisede baryum stlfat solisyonu.

FUNGIFAST AFG : Alliminyum poset icinde ayri ayri
paketlenmis bir numunenin test edilmesine olanak 12
saglayan 20 kuyulu tepsi.

4 - REAKTIFLER
Tepsinin bilesimi
FUNGIFAST AFG tepsisi asadidaki konsantrasyonlarda gesitli antifungal ajanlar
icerir:

kuyu 1 (C+): (O pg/mL)
kuyu 2 (5FC): (4 pg/mL)
kuyu 3 (5FC): (8 ng/mL)
kuyu 4 (5FC): (16 pg/mL)
kuyu 5 (5FC): (32 pg/mL)
kuyu 6 (ITZ): (0,125 pg/mL)
kuyu 7 (ITZ): (0,25 pg/mL)
kuyu 8 (ITZ): (0,5 pg/mL)
kuyu 9 (ITZ): (1 pg/mL)
kuyu 10 (C-): (0 pg/mL)

kuyu 11 (AB): (0.5 pg/mL)
kuyu 12 (AB): (1 pg/mL)
kuyu 13 (AB): (2 ng/mL)
kuyu 14 (FCZ): (8 pg/mL)
kuyu 15 (FCZ): (16 pg/mL)
kuyu 16 (FCZ): (32 pg/mL)
kuyu 17 (FCZ): (64 pg/mL)
kuyu 18 (VRZ): (1 pg/mL)
kuyu 19 (VRZ): (2 pg/mL)
kuyu 20 (VRZ): (4 pg/mL)

Molekiil Kisaltma llac
Amfoterisin B AB FUNGIZONE (konvansiyonel)

ABELCET, AMBISONE (lipozomal)

Flucytosine 5FC ANCOTIL
Flukonazol FCz TRIFLUCAN
Itrakonazol ITZ SPORANOX
Vorikonazol VOR VFEND
.( N—
PDEEEE :
v 2 t]lmw = o sz + <0
[iezeuoouc [ ozeuoon|y [ 8 woueordury |
[ Flueytosin ] Htraconazol
[c+][ 4 8 % @|ois 05 05 1
0EEO ;

J

5- ONLEMLER

* Bu kit icindeki reaktifler sadece in vitro kullanim icindir ve yetkili personel
tarafindan kullaniimahdir.

* Numuneler ve inokile edilmis reaktifler potansiyel olarak bulasicidir ve
kullanilacak Ulkenin hijyen kurallarina ve bu tur drdn igin yararllkteki
duzenlemelere dikkat edilerek kullaniimalidir.

« Tehlikeli madde igeren tepsiler dikkatli kullaniimalidir (daha fazla bilgi icin
malzeme glivenligi veri sayfasina bakin).

» Reaktifleri son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

* Acilmadan énce hasar gérmus veya iyi korunmamis reaktifleri kullanmayin.

6 - ORNEK TOPLAMA

Duyarlilik testini gergeklestirmek igin kullanilan koloniler geng (en fazla 24 saatlik)
olmali ve agar ortaminda, tercihen bir Petri kabinda 37°C'de (veya Cryptococcus
neoformans igin 30°C'de) milkemmel sekilde izole edilmelidir. izolasyonun
mayalara 6zgl ortamlarda yapilmasi tavsiye edilir. ELITech MICROBIO'dan
kromojenik CANDICHROM Il ortami (Kat. N° 44211 or Kat. N° 44212) kullanilabilir.

7 - REAKTIF STOKU

Kit ve igerigi 2-8°C'de orijinal hallerinde saklandiginda kutuda belirtilen son
kullanma tarihine kadar stabildir.

Reaktifler kullanima hazirdir ve acildiktan hemen sonra kullaniimalidir.

8 GEREKLI OLAN FAKAT SAGLANMAYAN REAKTIFLER
« Parafin yagi

« Steril PASTOR pipetleri / 10 pL ve 100 uL mikropipetler

« 37°C ve 30°C'de inklibator (sadece Cryptococcus igin)

« Kontamine atiklar icin atik konteyneri

9 - PROSEDUR
Reaktifler kullanilmadan dnce oda sicakligina (18 - 25°C) getirilmelidir.
9,1. Inokiilum hazirlama *:

Kapatilmisg Pastor pipeti ile iki veya (¢ izole koloni alin. SUSPENSION FUNGI
sisesini kolonilerle inokiile edin. lyice karigtirin. inokilum standardizasyonu ii¢
farkh sekilde gergeklestirilebilir:

= Densitometre ile

Bir dansitometreyle inokile edilmis SUSPENSION ortaminin bulanikliginin 2 Mac
Farland'a esit oldugunu dogrulayin. Gerekirse bulanikhgr ayarlamak igin yukaridaki
islemleri yapiniz.

- TC FUNGI Sisesine Goére

Sisenin Uzerindeki etiketlere basiimis siyah gizgiler yardimiyla inokile edilmis
SUSPENSION FUNGI'nin opakligini TC FUNGI'ndaki opakliga ayarlayin.

TC FUNGI with the aid of the black lines printed on the vial labels.

SUSPENSION ortami daha hafifse (yetersiz inokllum), elde edilen opaklik
Bulaniklik Kontrolii sisesindekine esit olana kadar siseyi yeniden tohumlayin.
SUSPENSION ortami daha bulaniksa (inokllum gok yogun), dogru bulaniklik elde
edilene kadar yeni agilan bir siseden SUSPENSION FUNGI ile dilie edin.

- Malassez Hicresinde Sayim

Malassez hlicresindeki mayalari sayarak inokilum standardizasyonu mimkuindur.
Malassez cell. Elde edilen solisyonda mL bagina 10°-107 maya olmahdir.

9,2. Tepsinin inokiilasyonu

Negatif kontrol

Test edilen 6rnegi tanimlamak icin FUNGIFAST AFG tepsisini isaretleyin. Yapiskan
bandi kaldirin ve kuyu 10'a (C-) asagidaki gibi dagitin:

- MES FUNGI menseli olmayan 100 pL,

- 2 damla parafin yagi.

MES FUNGI ortaminin inokiilasyonu

MES FUNGI ortamini 6nceden standardize edilen SUSPENSION FUNGI menseli
10 pL ile inokiile edin (§9.1). lyice karistirin.

Tepsinin inokilasyonu

Asagidakileri, 6nceden doldurulmus olan 10 (C-) kuyu harig, her bir kuyuya dagitin:

- MES FUNGI menseli 100 L,
- 2 damla parafin yagi.
Tepsiyi yapiskan bantla kapatin.

9,3. Tepsinin inkiibasyonu

Tepsiyi 37°C'de 24 saat inkiibe edin; gerekirse susa bagli olarak, bu inkiibasyon
48 saate kadar uzatilabilir.

Not: Pozitif kontrol kuyusu renk degistirmis olsa bile, henliz 18-20 saatlik
inklibasyon evresindeyken okumayin. Sonuglari okumadan 6nce 24 saatlik siireye
uyulmalidir.

- Cryptococcus neoformans icin, tepsiyi 30°C'de inkiibe edin ve gerekirse
inklibasyon suresini 72 veya 96 saate kadar uzatin.

10 - OKUMA VE YORUMLAMA

Ortam renginin baslangicta koyu mor - pembeye veya renksizlige degisimi, test
edilen susun, bu kuyuda test edilen antifungal konsantrasyonun varliginda
buylyebildigini gésterir.

Bununla birlikte, herhangi bir renk degisikligi gérilmediginde, sus, test edilen
antifungal konsantrasyonda inhibe edilmistir.

10.1 Validasyon (pozitif kontrol kuyu C+)

Biiyume kontrol (C+) ortaminin pembe veya renksiz hale geldigini dogrulayin, aksi
takdirde inkiibasyon suresini uzatin (9.3).

C. neoformans i¢in, C+ kuyusunun ortami acik mor renge dénlstugunde sonuglar
okunabilir.

10.2 Negatif kontroliin okunmasi (neqatif kontrol kuyusu C-) Renk degisikligini,
ortamin orijinal rengini igeren negatif kontrol kuyusuyla (C-) karsilastirin.

10.3 Sonugclarin Yorumlanmasi

Yorumlamayi kolaylastirmak icin kite dahil edilen sonug¢ sayfasini kullanin.
Sonuglar minimum inhibitér konsantrasyonlar veya klinik kategorizasyonlar olarak
ifade edilebilir.

Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC)
MIC, hicbir biyimenin gézlenemedigi en diisik konsantrasyon olarak verilir (ilk
kuyu koyu morda kalir).

Klinik siniflandirma (S / | veya S-DD / R)

Sus, asagidaki tabloda agiklanan antifungal ajan kritik degerlerine gére Duyarli (S),
Orta (1) / Duyarh - Doza Bagimli (S-DD) veya Direnglidir (R): Candida spp. igin ug
/ mL cinsinden kritik degerler :

S | SDD R
Amfoterisin B* ND ND - ND
Flusitozin** <4 8-16 - =32
itrakonazol** <0.125 - 0,25-0,5
Flukonazol** <8 - 16-32 =64
Vorikonazol ** <1 - 2 >4

ND :Belirlenemedi.
Amfoterisin icin bir MIC > 2 ug/mL olasi direnci gdsterir.
** . Konsantrasyonlar CLSI tarafindan belirlenir.

10.4 Notlar
C. krusei, flukonazole karsi dogal olarak direnglidir ve sistematik olarak bu
antifungal ajan i¢in (R) olarak rapor edilmelidir.

11 - KALITE KONTROL

Yoéntem standardizasyonunun referans suslar, Candida albicans ATCC 90028 ve
Candida krusei ATCC 6258 kullanilarak zaman zaman dogrulanmasi tavsiye edilir.
Beklenen MIC degerleri asagidaki tabloda verilmistir:

Test edilen antifungal Car;ﬁgggégizgans Ci‘r;dcig?szgjsa
24 saat 24 saat
Amfoterisin B <0,5 ug/mL <0,5 ug/mL
Flusitozin <4 pg/mL < 4-16 pg/mL
itrakonazol <0,125- 0,5 pg/mL 0,125-1 pg/mL
Flukonazol <8 pg/mL 32 - 264 pg/mL
Vorikonazol <1 ug/mL <1 pg/mL

12 - HATA NEDENLERI

« inokiilumun karisik kiiltiirden veya 24 saatten fazla biiy(itiilmis izole kolonilerle
hazirlanmasi.

« Tepsinin 38°C'den daha yiiksek sicaklikta inkiibasyonu.

« 24 saatlik inkibasyon silresinden 6nce tepsi okunmasi (6rn: 18-20 saat) -20 saat




 Bllyime gostergesinin renk degisikligini gérmeden 6nce tepsi okumasi

« Tepsi, ortamin buylme kontrol kuyusundaki rengini degistirmesinden 24 veya
48 saat sonra okunur.

Genel olarak, bu talimatlarda yer alan 6nerilere uyulmalidir.

13 - LIMITASYONLAR

« Anti-fungal maddelere duyarlligin belirlenmesine yénelik bu in vitro yontem, in
vivo tedavi sirasinda antifungal maya etkilesimi igin gosterge degere sahiptir.

« itrakonazol, flukonazol ve vorikonazol ile ilgili olarak, 6zellikle Candida albicans
ile birlikte takip eden biyime fenomeni olusabilir. Bu, ayni antifungali igeren
kuyularda eksik renk degisimi (agik mor) ile karakterizedir.

14 - PERFORMANS OZELLIKLERI

Performans 6zelliklerinin degerlendiriimesi farkli hastane bdlimlerinden ve
toplum saghgr uygulamalarindaki hastalardan elde edilen mikolojik
numunelerden izole edilen farkli suslar Gizerinde (Candida albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii,
Saccharomyces cerevisi, Cryptococcus neoformans) gergeklestiriimistir.
Referans yontemlerle paralel bir karsilastirmali galisma yapilmistir: EUCAST
mikrodilisyon ydntemi (Amfoterisin B hari¢) ve AB Biodisk'ten E-Test yontemi.
Sonuglar asagidaki tabloda verilmistir:

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 %

ND: Belirlenemedi
% CA: Kategori Uyumunun % 'si.

inkiibasyon siireleri ile ilgili olarak, suslarin 93.3%'ii (97/104) 24 saat sonra sonu¢
verdi.

15 - ATIK GIDERME
Atik, kullanim Ulkesinde bu tlr bir Grln igin hijyen kurallarina ve yurirlikteki
diizenlemelere uygun olarak bertaraf edilmelidir.
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