FUNGIFAST® AFG

Determinacion de la sensibilidad de las
levaduras a los antiftingicos

12 pruebas (Ref. 44412)

Principio activo Abr.Denominacion comercial

Anfoter AB FUNGIZONA (convencional)
ABELCET, AMBISONE (liposomalas)

Flucitosina 5FC ANCOTIL

Fluconazol FCZ TRIFLUCAN

Itraconazol ITZ SPORANOX

Voriconazol VOR VFEND
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I - OBJETIVO

El kit FUNGIFAST AFG permite determinar la sensibilidad de las levaduras -
las que se encuentran con mayor frecuencia en patologia humana- a los
diferentes antifingicos utilizados en el tratamiento de las micosis superficia-
les o profundas.

2 - INTERES

El aumento de las infecciones fungicas nosocomiales o comunitarias, la
aparicion de resistencia a los antifungicos utilizados habitualmente y la
zacion de nuevas moléculas hacen que sea necesario evaluar el
comportamiento de las levaduras frente a los antifingicos.

Las técnicas de referencias del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute), o del EUCAST (European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing), para las pruebas de sensibilidad de las levaduras a los antifingi-
cos es un método demasiado largo para utilizarlo como rutina.

La prueba FUNGIFAST AFG utiliza un método nc_ao colorimétrico en
microdilucion. Es rapido, con una u
do a todos los laboratorios de andlisis clinicos. Ademas presenta una buena
correlacion respecto a los métodos de referencia.

3 - PRINCIPIO

La determinacion de la sensibilidad de las levaduras a los antifungicos se
basa en el crecimiento o en la ausencia de crecimiento de estas levaduras
en presencia de diferentes antifingicos que se encuentran en tres o cuatro
concentraciones distintas.

Este crecimiento en medio liquido se visualiza por un cambio de color del
medio. Las levaduras fermentan la glucosa, lo que implica una reduccion del
indicador redox que hace virar el medio de violeta oscuro a rosa o a incoloro.
Los resultados se interpretan tras 24 horas de incubacion, cuando el me
del po control positivo de crecimiento (C+) vira de color. El pocillo
correspondiente, libre de antifingico, se inocula con el medio MES FUNGI
sembrado.

La ausencia de viraje en el medio del pocillo control negativo (C-) permite
comparar facilmente el cambio de color en los otros pocillos. El pocillo
correspondiente, libre de antifingico, se inocula con el medio MES FUNGI
no sembrado.
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5 - PRECAUCIONES

* Los reactivos de este kit se destinan al diagndstico in vitro y deben ser
manipulados por personal de laboratorio.

® Las muestras y los reactivos sembrados son productos potencialmente
infecciosos. Deben ser manipulados con las precauciones habituales respe-
tando las reglas de higiene y con arreglo a la reglamentacion local vigente
para ese tipo de producto.

 Las galerias contienen sustancias peligrosas y deben manipularse con pre-
caucion (para mas informacion, consultar la ficha de datos de seguridad).

ar los reactivos una vez superada la fecha de caducidad.

izar los reactivos deteriorados o mal conservados antes de su uti-

lizacion.

6 - OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La determinacion de la sensibilidad se debe realizar con colonias jovenes, con
una edad méaxima de 24 horas tras su aislamiento, y perfectamente aisladas
a 37 °C (o0 a 30 °C para Cryptococcus neoformans) en un medio gelosado,
preferentemente en placa Petri. Se recomienda efectuar el aislamiento en
medios especificos de las levaduras. Se aconseja usar el medio Sabouraud o
la gelosa cromogénica CANDICHROM |l de ELITech MICROBIO (Ref. 44211
o Ref. 44212).

7 - CONSERVACION DE LOS REACTIVOS

Conservados a 2-8 °C en su estado original, los reactivos son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en el kit.

Los reactivos estan listos para usar y deben utilizarse inmediatamente tras
su apertura.

8 - REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO
® Aceite de parafina

* Pipetas PASTEUR estériles / Pipetas de 10 yL y 100 pL

* Estufa a 37 °C y 30 °C (s6lo para Cryptococcus)

* Recipiente para residuos contaminados

ar los reactivos a temperatura ambiente (18-25 °C) antes de

Picar dos o tres colonias aisladas idénticas con una pipeta Pasteur con
tapén y pasar a un medio SUSPENSION FUNGI. Homogeneizar. La estan-

Con el densitometro se comprueba que la turbidez del medio de suspension

sembrado es igual a 2 Mac Farland. Si es necesario, proceder como se ha

Ajustar la opacidad del medio SUSPENSION FUNGI sembrado con la de TC
FUNGI empleando las rayas negras de las etiquetas del frasco. Si el medio
de suspension es mas claro (indculo insuficiente), repetir la siembra hasta
obtener una opacidad igual a la del frasco control. Si el medio de suspen-
sién es mas turbio (indculo demasiado rico), diluir utilizando un frasco nuevo

4 - BEACTIVOS 9 - PROCEDIMIENTO
Descripcion Quantidad
SUSPENSION FUNGI Frasco de 4 mL de medio
semi-gelosado tamponado para resuspender las colonias y
para la standarizacion; contiene Bacto Agar, colimicina y 14
vancomicina. darizacion del in6culo se puede realizar de diferentes formas:
MES FUNGI : _u_‘mmoo de 5 mL de medio liquido para el Con un densitometro:
estudio de la sensi ad (medio RPMI modificado) que 12
contiene resazurina como indicador de crecimiento y indicado anteriormente para ajustar a turbidez
glucosa. Comparando con el frasco TC FUNGI:
TC FUNGI : Frasco de 4 mL de sulfato de bario para 1
controlar la estandarizacién del inéculo.
Galerie FUNGIFAST AFG : Galeria de 20 pocillos, para una
prueba, envasada individualmente en una bolsa de alumi- 12 £
nio. de SUSPENSION FUNGI hasta conseguir la opacidad correcta.

Composicion de la galeria
La galeria FUNGIFAST AFG contiene diferentes antifungicos a las siguien-
tes concentraciones:

pocillo 1 (C+): (0 pg/mL)
pocillo 2 (5FC): (4 pg/mL)
o 3 (5FC): (8 pg/mL)

pocillo 11 (AB): (0,5 pg/mL)
(AB): (1 pg/mL)
(AB): (2 pg/mL)

(:
(: (

o » (5FC): (16 pg/mL) ( (8 pg/mL)
5 (5FC): (32 pg/mL) ( (16 pg/mL)
(IT2): (0,125 pg/mL) ( (32 pg/mL)
(IT2): (0,25 pg/mL) ( (64 pg/mL)
(IT2): (0,5 pg/mL) (VR2): (1 pg/mL)
(IT2): (1 pg/mL) (VRZ): (2 pg/mL)

(C-): (0 pg/mL) (\4 (4 pg/mL)

Recuento en célula de Malassez:

Se puede estandarizar el inéculo realizando un recuento de las levaduras en
una célula de Malassez. Hay que obtener una suspensién de 10° a 107 leva-
duras por mL.

9.2. Inoculacién de la galeria
Control negativo

Identificar claramente una galeria FUNGIFAST AFG.

Retirar la etiqueta adhesiva y distribuir en el pocillo 10 (C-):

- 100 pL de medio MES FUNGI no sembrado,

- 2 gotas de aceite de parafina.

Inoculacién del medio MES FUNGI

Inocular un medio MES FUNGI con 10 pL. de SUSPENSION FUNGI sembra-
da y previamente estandarizada (§9.1).

Homogeneizar.

Inoculacién de la galeria
Distribuir en cada uno de los po
esta lleno:

- 100 pL de MES FUNGI previamente sembrado,
- 2 gotas de aceite de parafina.

Colocar la etiqueta adhesiva sobre la galeria.

s, excepto en el pocillo 10 (C-) que ya

9.3. Incubacién de la galeria
- Incubar la galeria a 37 °C durante 24 horas; si es necesario y dependien-
do de las cepas, la incubacién se puede mantener hasta 48 horas.
Importante: No leer a las 18-20 horas de incubacion. Aunque el pocillo de
control positivo haya virado, se debe esperar 24 horas.

- Para las cepas de Cryptococcus neoformans incubar la galeria a 30 °C y,
si es necesario, mantener la incubacion hasta 72-96 horas.

10 - LECTURA E INTERPRETACION

Un cambio de color del medio, desde el violeta oscuro inicial a rosa o a
incoloro, indica la capacidad de la cepa para desarrollarse a la concentra-
cién de antifungico probada.

Por el contrario, la ausencia de cambio de color del medio indica que la
cepa se inhibe a la concentracion de antifungico probada.

10.1 Validacién (pocillo control positivo C+)

Comprobar que el medio correspondiente al control de crecimiento (C+) vira
arosa o a incoloro. En caso contrario, mantener la incubacion (9.3). Para las
cepas de C. neoformans, la lectura es posible cuando el medio del pocillo
C+ vira a violeta claro.

10.2 Control negativo de lectura (pocillo control negativo C-]
Leer el cambio de color respecto al pocillo de control negativo 10 (C-) que
presenta el color i | del medio.

10.3 Interpretacién de los resultados
Para facilitar la prueba, utilice la hoja de resultados incluida en el kit. Los
resultados se pueden expresar en concentracién minima inhibitoria o en
categorias clinicas.

C -acién minima inhibitoria (CMI)
La CMI es la concentracion mas baja en la que no existe crecimiento visible
de la bacteria (primer pocillo donde el medio se mantiene violeta oscuro).

Categorias clinicas (S /10 S-DD / R)

Se dice que la cepa es Sensible (S), Intermedia () / Sensible Dosis
Dependiente (S-DD) o Resistente (R) en funcién de las concentraciones cri-
ticas de antifingico descritas en la siguiente tabla:

Concentraciones criticas en ug/mL para Candida spp.:

12 - CAUSAS DE ERRORES

* Preparacion del indculo a partir de una mezcla de cultivos o con colonias
aisladas con una anterioridad superior a 24 horas.

* Incubacién de la galeria a mas de 38 °C.

® Lectura de la galeria tras una incubacién menor de 24 horas (ej: 18-20
horas).

 Lectura de la galeria en ausencia de viraje de color en el pocillo de con-
trol de crecimiento.
* Lectura de la galeria 24 o 48 horas tras el viraje de color en el pocillo de
control de crecimiento.

Y de forma general, no respetar las recomendaciones del presente prospec-
to.

13 - LIMITES DEL METODO

* El método de determinacion in vitro de la sensi ad a los antifingicos
tiene un valor indicativo sobre la interaccién del par antifingico-levadura en
los tratamientos in vivo.

* Con el itraconazol, el fluconazol y el voriconazol se puede producir un
fenémeno de arrastre, particularmente con la especie Candida albicans.
Este fendmeno se caracteriza por un viraje de color incompleto (violeta
claro) idéntico en todos los pocillos con un mismo antifingico.

14 - ESPECIFICACIONES

La evaluacion de las prestaciones ha sido realizada con la ayuda de varias
cepas (Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusita-
niae, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans) aisladas de muestras micoldgicas proviniendo
de varios servicios de centros hospitales o de laboratorios de andlisis de
medicina de ciudad.

El estudio comparativo ha sido efectuado paralelamente a métodos de refe-
rencia, método de micro dilucién del EUCAST (a parte por la Anfotericina B)
y método E-Test de AB Biodisk. Los resultados en porcentajes de concor-
dancia (en CMI categorizadas) con los métodos de referencia son comuni-
cados en la tabla mas abajo:

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 | Nn=99 | n=99 | n=100 -

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

S I SDD R
Anfotericina B* ND ND - ND
Flucitosina** <4 8-16 - >32
Itraconazole** <0,125 - 0,25-0,5 >1
Fluconazole** <8 - 16-32 >64
Voriconazol ** <1 - 2 >4
ND: No determinada.

Para la anfotericina, una CMI > 2 pg/mL i
probable resistencia.
Concentraciones determinadas por el CLSI.

e

10.4 Advertencias
C. krusei presenta una resistencia intrinseca al fluconazol y debe considera-
se sistematicamente (R) a este antiflingico.

11 - CONTROL DE CALIDAD

Para comprobar la estandarizacién del método, se recomienda efectuar un
control de calidad de forma periédica utilizando las cepas de referencia,
Candida albicans ATCC 90028 y Candida krusei ATCC 6258. Los valores
esperados de CMI se incluyen en la siguiente tabla:

Candida albicans Candida krusei

Antifingico ATCC 90028 ATCC 6258
probado
24 horas 24 horas
Anfotericina B < 0,5 pg/mL < 0,5 pg/mL
Flucitosina <4 ug/mL < 4-16 pg/mL

<0,125 - 0,5 pyg/mL 0,125-1 pg/mL

Itraconazole

< 8 pg/mL 32 - > 64 pg/mL

Fluconazole

<1 pg/mL <1 pg/mL

Voriconazole

ND: no determinado
% conc: % de concordancia

Con respecto al tiempo de incubacion, 93,3% (97/104) de las cepas han
permitido dar un resultado después de 24 horas.

15 - ELIMINACION DE RESIDUOS
Los residuos se eliminaran con arreglo a las reglas de higiene y a la regla-
mentacion local vigente para este tipo de reactivos.
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FUNGIFAST® AFG
Determinacéao da sensibilidade dos fungos
aos antifingicos
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| - FINALIDADE

O dispositivo FUNGIFAST AFG permite determinar a sensibilidade dos
fungos mais frequentemente encontrados em patologia humana, a diversos
antifungicos utilizados para tratamento de micoses super ou
profundas.

2 - INTERESSE DO DISPOSITIVO

Um aumento na frequéncia das infecgbes flingicas nosocomiais ou
comunitdrias, o aparecimento de resisténcia aos antifingicos habitualmente
utilizados, bem como a introdugdo no mercado de novas moléculas,
determinam a necessidade de uma avaliagdo do comportamento dos
fungos perante os antifingicos.
Os métodos de referéncia para testar a susceptil ade a antiflingicos do
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) e do EUCAST (European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) sdo técnicas laboriosas e
ndo adequadas a rotina laboratorial.

O teste FUNGIFAST AFG utiliza um método liquido colorimétrico em
microdiluigdo. E répido, simples de utilizar, facil de ler e adaptado a todos
os laboratérios de andlises. Além disso, apresenta boa correlagdo em
relagdo aos métodos de referéncia.

3 - PRINCIPIO

A determinagéo da sensibilidade dos fungos aos antifingicos baseia-se no
crescimento, ou ndo, destes fungos em presenca de diferentes antifingicos
presentes em trés ou quatro concentragoes.

Este crescimento em meio liquido é visualizado através de uma alteragdo de
cor do meio. A fermentagdo da glicose pelos fungos provoca uma redugéo
do indicador redox que faz com que o violeta escuro passe a rosa ou a
incolor.

Os resultados s&o interpretados apés 24 horas de incubagéo, desde a
alteragéo de cor do meio do pogo de controlo positivo de crescimento (C+).
O pocgo correspondente, isento de antifingico, é inoculado com o meio
MES FUNGI inoculado.

A auséncia de alteragdo de cor no meio do pogo de controlo negativo (C-)
permite comparar facilmente a alteragédo de cor nos outros pogos. O pogo
correspondente, isento de antifingico, é inoculado pelo meio MES FUNGI
nao inoculado.

4 - REAGENTES

Principio activo Abr.
AB FUNGIZONE (convencional)
ABELCET, AMBISONE (com liposomas)
Flucitosina 5FC ANCOTIL
Fluconazole FCz TRIFLUCAN
Itraconazole ITZ SPORANOX
Voriconazole VOR VFEND
-
14 [ 3

- PRECAUGOES
* Os reagentes contidos neste dispositivo destinam-se a diagnéstico in vitro
e devem ser manipulados por pessoal habilitado para o efeito.
* As amostras e os reagentes inoculados sdo potencialmente infec
pelo que devem ser manipulados com as precaugdes habituais, respeitando
as regras de higiene e a regulamentag@o em vigor nos paises onde este tipo
de produto € utilizado.
* As galerias contém substancias perigosas e devem ser manipuladas com
precaucdo (para mais informagdes é favor reportar-se a ficha de dados de
seguranga)
* Nao utilizar reagentes que tenham ultrapassado o prazo de validade.
* Nao utilizar reagentes danificados ou indevidamente conservados antes
da utilizagao.

6 - COLHEITA DAS AMOSTRAS

A determinagdo da sensibilidade deve ser realizada a partir de colénias
jovens, com um maximo de 24 horas apds o isolamento, e perfeitamente
isoladas a 37 °C (ou a 30 °C para Cryptococcus neoformans) em meio de
gelose, de preferéncia sobre placa de Pétri. Recomenda-se efectuar o
isolamento em meios especificos para fungos. O meio Sabouraud ou a
gelose cromogénica CANDICHROM |l de ELITech MICROBIO (Ref. 44211
ou Ref. 44212) sao aconselhados.

7 - CONSERVACAO DOS REAGENTES
Quando conservados a 2-8 °C, na embalagem de origem, os reagentes
mantém-se estaveis até ao prazo de validade indicado na embalagem.

Os reagentes estdo prontos a usar e devem ser utilizados imediatamente
apos a abertura.

8 - REAGENTES E MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO
* Oleo de parafina

* Pipetas PASTEUR esterilizadas / Pipetas de 10 uL e 100 pL

* Estufa a 37 °C e 30 °C (apenas para Cryptococcus)

* Recipiente para residuos contaminados

9 - MODO DE FUNCIONAMENTO

Descricao Quantidade
SUSPENSION FUNGI : Frasco de 4 mL de meio em semi-
gelose tamponado, para colocagdo em suspensdo das 14

colénias e standardizagdo; contém Bacto Agar, colimicina
e vancomicina.

MES FUNGI : Frasco de 5 mL de meio liquido de estudo
da sensibilidade (meio RPMI modificado) contendo resazu- 12
rina como indicador de crescimento e glicose.

TC FUNGI:Frasco de 4 mL de sulfato de bario para
controlo de standardizagao do in6culo.

Galerie FUNGIFAST AFG : Galeria de 20 pogos, para um
teste, individualmente acondicionada em saqueta de 12
aluminio.

Composicao da galeria
A galeria FUNGIFAST AFG contém diferentes antiflngicos, nas seguintes
concentragdes:

poco 1 (C+): (0 pg/mL) poco 11 (AB): (0,5 pg/mL)
poco 2 (5FC): (4 pg/mL) poco 12 (AB): (1 pg/mL)
poco 3 (5FC): (8 pg/mL) poco 13 (AB): (2 pg/mL)
poco 4 (5FC): (16 pg/mL) poco 14 (FC2): (8 pg/mL)
pogo 5 (5FC): (32 pg/mL) pogo 15 (FC2): (16 pg/mL)
pogo 6 (ITZ): (0,125 pg/mL) pogo 16 (FC2): (32 pg/mL)
pogo 7 (IT2): (0,25 pg/mL) pogo 17 (FCZ): (64 pg/mL)
pogo 8 (IT2): (0,5 pg/mL) pogo 18 (VRZ): (1 pg/mL)
pogo 9 (IT2): (1 pg/mL) pogo 19 (VRZ): (2 pg/mL)

pogo 10 (C-): (0 pg/mL) pogo 20 (VRZ): (4 pg/mL)

Levar os reagentes a temperatura ambiente (18-25 °C) antes de usar.
9.1. Preparacgéo do inéculo
Picar duas a trés colonias isoladas idénticas, por meio de uma pipeta
Pasteur com tampa. Depois, descarrega-las num meio SUSPENSION
FUNGI. Homogeneizar. A standardizagdo do inéculo pode ser realizada de
varias maneiras:

Por meio de um densitémetro:

Verificar, através do densitémetro, se a turvagdo do meio de suspensédo
inoculado é igual a 2 Mac Farland. Se necessario, proceder como indicado
anteriormente para ajustar a turvagéo.

Com relacéo ao frasco TC FUNGI:
Ajustar a opacidade do meio SUSPENSION FUNGI inoculado a do TC
FUNGI, orientando-se pelos tragos pretos das etiquetas do frasco. Se o
meio de suspensédo for mais claro (indculo insuficiente), voltar a inocular o
frasco até obtengdo de uma opacidade igual a do frasco de controlo. Se o
meio de suspenséao for mais turvo (inéculo em excesso), r por meio de
um novo frasco SUSPENSION FUNGI até obtengéo da opacidade correcta.
Contagem em célula de Malassez:
E possivel standardizar o inéculo efectuando uma contagem dos fungos em
célula de Malassez. Deve-se obter uma suspensao de 10¢ a 107 fungos por mL.
9.2. Inoculagéao da galeria
Controlo negativo
Identificar correctamente uma galeria FUNGIFAST AFG.

Retirar a etiqueta adesiva e distribuir no pogo 10 (C-):

- 100 pL de meio MES FUNGI ndo inoculado,

- 2 gotas de 6leo de parafina.

Inoculagdo do meio MES FUNGI

Inocular um meio MES FUNGI com 10 pyL de SUSPENSION FUNGI
inoculada e previamente standardizada (§9.1).

Homogeneizar.

Inoculagao da galeria

Distribuir em cada um dos pogos, a excepgdo do pogco 10 (C-) ja
preenchido:

- 100 pyL de MES FUNGI previamente inoculado,

- 2 gotas de 6leo de parafina.

Voltar a colocar a etiqueta adesiva sobre a galeria.

9.3. Incubacéo da galeria
- Incubar a galeria a 37 °C durante 24 horas, se necessario e consoante as
estirpes, prosseguir a incubagéo até 48 horas.

Importante: N&o efectuar a leitura a 18-20 horas de incubagdo, mesmo que
o pogo de controlo positivo tenha mudado de cor, mas aguardar sempre as
24 horas.

- Para as estirpes de Cryptococcus neoformans incubar a galeria a 30 °C e,
se necessario, prosseguir a incubagéo até as 72-96 horas.

10 - LEITURA E INTERPRETACAO
Uma alteragdo de cor do meio, inicialmente violeta escuro, para rosa ou
incolor, traduz a capacidade da estirpe em se desenvolver a concentragao
testada do antifungico.

Inversamente, a auséncia de alteragdo de cor do meio indica que a estirpe
foi inibida a concentragéo testada do antifngico.

10.1 Validacéo (poco de controlo positivo C+)

Verificar se o meio correspondente ao controlo de crescimento (C+) passou
a rosa ou a incolor; se ndo, prosseguir a incubacgao (9.3). Para as estirpes
de C. neoformans, a leitura é possivel logo que o meio do pogo C + passou
ao violeta claro.

10.2 Controlo negativo de leitura (poco de controlo negativo C-|
Registar a alteragdo de cor com _‘m_mmmo ao pogo de controlo negativo 10
(C-) que apresenta a cor inicial do meio.

10.3 Interpretacio dos resultados
Para maior facilidade, utilizar a folha de resultados incluida na embalagem.
Os resultados podem ser expressos em concentragdo minima inibitéria ou

em classificagdes clinicas.
Ci -acao ima inibitéria (CMI)
A CMI é determinada Um_m oo:om:?mn.mo mais fraca para a qual ndo se

regista crescimento visivel da bactéria (primeiro pogo em que o meio se
mantém violeta escuro).

Classificagéo clinica (S / I ou S-DD / R)

A estirpe diz-se Sensivel (S), Intermédia (1) / Sensivel Dependente da Dose
(S-DD) ou Resistente (R). em fungdo das concentragdes criticas do
antifingico descritas no quadro seguinte:

Concentracbdes criticas em pg/mL para Candida spp.:

12 - CAUSAS DE ERRO

* Preparagéo do inéculo a partir de uma mistura de cultura ou com colénias
isoladas de mais de 24 horas.

* Incubacéo da galeria acima de 38 °C.

¢ Leitura da galeria antes de um tempo de incubagéo de 24 horas (p.ex: 18-
20 horas).

¢ Leitura da galeria na auséncia de alteragéo de cor, no pogo de controlo de
crescimento.

* Leitura da galeria 24 ou 48 horas apds a alteragdo de cor no pogo de
controlo de crescimento.

E, de uma maneira geral,
apresentadas.

o incumprimento das recomendacdes aqui

13 - LIMITACOES DO METODO
* O método de determinacéo in vitro da sensibilidade aos antifingicos tem
um valor indicativo sobre a interacgdo da ligacdo antifingica/fungo, em
tratamentos in vivo.

* Para o itraconazole, fluconazole e voriconazole pode produzir-se um
fenémeno de arrastamento, nomeadamente quanto a espécie Candida
albicans. Este caracteriza-se por uma alteragdo de cor incompleta (violeta
claro), idéntica em todos os pogos de um mesmo antiflingico.

14 - DESEMPENHOS

A avaliagdo das caracteristicas de desempenho foi efectuada em estirpes
diferentes (Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
lusitaniae, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans) isoladas a partir de amostras micolégicas
obtidas em diferentes departamentos de hospitais e em doentes
ambulatorios.

Foi realizado um estudo comparativo paralelo com os métodos de
referéncia: O método de microdiluicho EUCAST (excepto para a
Anfotericina B) e o método E-Test da AB Biodisk. As percentagens de
concordancia das categorias estdo na tabela seguinte:

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%
=100 | n=99 | n=99 | n=99 | n=100 -

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

S | sSDD R
Amfotericina B* ND ND : ND
Flucitosina** <4 8-16 : >32
Itraconazole** <0,125 - 0,25-0,5 >1
Fluconazole** <8 - 16-32 >64
Voriconazole ** <1 - 2 >4
ND: N&o determinado.

Para a anfotericina, uma CMI > 2 pg/mL indica uma
resisténcia provavel.
Concentragdes determinadas pelo CLSI.

10.4 Observacées
C. krusei apresenta uma resisténcia intrinseca ao fluconazole e deve ser
sistematicamente submetida (R) a este antifungico.

11 - CONTROLO DE QUALIDADE
A fim de verificar a standardizagdo do Bm»oao recomenda-se realizar
periodicamente um controlo de qualidade, utilizando as estirpes de
referéncia, Candida albicans ATCC 90028 e Candida krusei ATCC 6258. Os
valores de CMI esperados sado fornecidos no quadro seguinte:

Candida albicans Candida krusei

Antifingico ATCC 90028 ATCC 6258
testado
24 horas 24 horas
Amphotéricine B < 0,5 pg/mL < 0,5 pg/mL
Flucitosina <4 ug/mL < 4-16 pg/mL

<0,125 - 0,5 pyg/mL 0,125-1 pg/mL

Itraconazole

< 8 pg/mL 32 - > 64 pg/mL

Fluconazole
Voriconazole <1 ug/mL <1 pg/mL

ND: ndo determinado
% Conc. : % de concordancia de categoria

No que respeita aos tempos de incubagéo, em 93,3% (97/104) das estirpes
houve resultados depois das 24 horas.

15 - ELIMINACAO DOS RESIDUOS
Os residuos devem ser eliminados em cumprimento das regras de higiene
e da regulamentacdo em vigor para este tipo de reagentes, no pais onde
s&o utilizados.
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