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10 TESTOW

OZNACZANIE WRAZLIWOSCI DROZDZAKOW NA LEKI PRZECIWGRZYBICZE

IVD

1 - ZNACZENIE KLINICZNE
W ostatnich latach notuje sie coraz wiekszg liczbe zakazen grzybiczych, wystepujacych u pacjentéw w immunosupres;i (9).

Przede wszystkim jest to spowodowane agresywniejszg terapig przeciwnowotworowa, wyzszym poziomem immunosupresji u
pacjentdw po przeszczepie narzgdow lub szpiku, stosowaniem antybiotykdw o szerokim spektrum (2,3).

Wozrost liczby zakazen jest jednoczesnie zwigzany z coraz czestszym wystepowaniem rzadkich dotad gatunkéw patogennych
drozdzakéw (10), oraz z narastaniem opornosci gatunkéw dotgd wrazliwych.

Biorgc pod uwage powyzsze aspekty, test do oznaczen in vitro wrazliwosci drozdzakéw na preparaty przeciwgrzybicze wydaje
sie byé¢ wielce przydatnym (1, 4, 7, 8). FUNGITEST" spetnia podane kryteria, jest tatwym do wykonania i interpretaciji testem,
ktory pozwala oznaczy¢ wrazliwos¢ drozdzakéw na preparaty przeciwgrzybicze wystandaryzowang metoda, opracowang na
podstawie metody referencyjnej (5,6).

2 -ZASADA METODY

FUNGITEST" pozwala na badanie wzrostu grzyboéw w obecnosci 6 preparatéw przeciwgrzybiczych, zastosowanych w dwach
réznych stezeniach, w zmodyfikowanym zbuforowanym podfozu ptynnym RPMI 1640, w obecnosci barwnego wskaznika redox.

O wzroscie drozdzakéw swiadczy redukcja wskaznika, dzieki czemu podtoze zmienia barwe z niebieskiej na rézowa. Jesli
wzrost badanego szczepu jest zahamowany przez preparat przeciwgrzybiczy, podtoze pozostaje niebieskie.

Zestaw w postaci mikroptytki o 16-tu studzienkach, zawiera:

e 2 studzienki kontroli wzrostu

e 12 studzienek z odwodnionymi czynnikami przeciwgrzybiczymi (6 czynnikow w dwéch réznych stezeniach)
e 2 studzienki kontroli ujemnej

Wartosci stezen antybiotykéw ustalono na podstawie wartosci MIC dla poszczegdlnych preparatéw, uzyskanych na
prototypowej mikroptytce w tej samej procedurze, wg ktérej wykonuje sie FUNGITEST™.

Badania wstepne wykonano w dwoch referencyjnych laboratoriach; w Zaktadzie Mikologii Instytutu Pasteura w Paryzu oraz w
Laboratorium Immunologicznym Wydziatlu Farmacji w Montpellier; do testu wybrano 193 reprezentatywne szczepy
odpowiadajace izolowanym podczas rutynowej diagnostyki, w tym szczepy oporne na antybiotyki. W tescie tym, badano wzrost
szczepow w 8 rozcienczeniach szesciu preparatow przeciwgrzybiczych, co pozwolito oznaczy¢ wartosci MIC dla
poszczegolnych antybiotykow. W oparciu o wykres czestosci rozktadu oraz najnowsze dane literaturowe, wybrano stezenia
lekéw do panelu.

Z powodu braku aktualnych miedzynarodowych rekomendacji, dotyczacych interpretaciji wartosci MIC, stezenia wybrane jako
warto$¢ graniczna (breakpoint) stanowia pewng wypadkowa dostepnych danych i moga byé w przysztosci zmienione;
okreslenie zaleznosci pomiedzy wynikami uzyskiwanymi in vitro a odniesieniami klinicznymi wymaga dalszych badan.

3 - SKLAD ZESTAWU
FUNGITEST" zawiera:

o Mikroptytka: 10 indywidualnie zapakowanych mikroptytek o 16-tu studzienkach (diagram mikroptytki przedstawiono na
etykiecie)

o 10 sztuk folii adhezyjnej
e Podtoze do sporzadzenia zawiesiny: 10 fiolek po 3 ml podtoza gotowego do uzycia podtoza do sporzgdzenia zawiesiny
Kazda mikroptytka jest osobno zapakowana w zgrzewang torebke z folii aluminiowej z folig adhezyjng i pochtaniaczem wilgoci.
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Diagram mikroptytki

-T+ -T+ é
=1 T = kontrola dodatnia
m m 5FC = 5-fluorocytozyna (2-32 pl/ ml)
AB fot B (2-8 pl/ ml
E = amfoterycyna B (2-8 pl/ ml)
E % % MCZ = mikonazol (0.5-8 pl/ ml)
=
% KET = ketokonazol (0.5-4 pl/ ml)
S|—L_
. ITR = itrakonazol (0.5-4 pl/ ml)
FLU = flukonazol (8-64 ul/ ml)
.
e g| T = kontrola ujemna
JEmi

4 - PRZECHOWYWANIE
Odczynniki, przechowywane w temperaturze +2-8°C, sg trwate zgodnie z datq waznosci podang na opakowaniu.

5 - INNE NIEZBEDNE MATERIALY

e Jatowa woda destylowana

o Mikropipety pobierajgce 20 pli 100 pl

e Jatowe probowki

o Wozorzec gestosci 1 w skali McFarlanda: nr kat. 56499
e Cieplarka o temp. 37°C i 32°C

6 - PROCEDURA

A. PRZYGOTOWANIE ZAWIESINY DROZDZAKOW

e Z czystej, mtodej hodowli na podtozu Sabouraud z antybiotykami lub bez, pobra¢ dwie podobne kolonie i zawiesi¢ w 3 ml
jatowej wody destylowanej. Inokulum powinno mie¢ gesto$¢ wzorca nr 1 w skali McFarlanda, co w przyblizeniu odpowiada
liczbie 3 x 10° komorek/mililitr.
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PRZYGOTOWANIE INOKULUM
- | 2 wylzolowana kolonie 100 i
Hodowla 24 - 48 godz
{Sabouraud medium ..
3 M ahowe) Wody destylcwans| 1.9 ml Jalows] wody deslylowaneg]
1w skall Mac Farland = 3 x 10% CFU/mi
INOKULACJA 2001
l DD oo +  + |Koniole dodatnie
DD 2 - 325 urecyiozyna
DD 2 . & |amioerycyma B
100 p/aokek Od 05- 8 |mikonazol
e —-
DD 05- 4 |keickenazol
Od 05 4 [iwakonazd
3 ml of podioza do zawlesin DD ER P
(105 CFUL/m) B
OO Od i j = . [r—

INKUBACJA £
48hw 37°C T2h w32°C

(Cryplococel)
ODCZYT | INTERPRETACJA

np. szczep C.krusel n°4 227
DD ol + + |Kontole dodatrie
DD e Inhibicja przez S-fluorocytozyne

§§ I:ID e Inhibicja przez amioteryeyneB

DD INTERPRETACIA + - |Seczep Smdninwrazivy na mikonazol
DD —- | Saczep simdniowratiiny na ketokonazol
DD + Szczen &rechniowratlivy na irakonazal
DD + v |Szczep nie hamowany przez fukonazol

OO O0: is e

. Pipetg kalibrowana rozcienczy¢ inokulum w wodzie destylowanej: 100 pl inokulum w 1.9 ml wody.

. Pobra¢ 20 ul rozciehnczonego inokulum i zaszczepi¢ podtoze dotgczone w zestawie. Liczba komérek w tej zawiesinie
wynosi w przyblizeniu 1 x 10° / mililitr.

B. INOKULACJA MIKROPLYTKI
. Pipetg kalibrowana nanies¢ po 100 pl zawiesiny komorek do kazdej studzienki mikroptytki.
. Zakry¢ folig adhezyjna.

C. INKUBACJA MIKROPLYTKI
Inkubowac: - W temperaturze 32°C przez 72 godziny w przypadku Cryptococcus neoformans
- W temperaturze 37°C przez 48 godzin w przypadku innych drozdzakéw

D. ODCZYTIINTERPRETACJA WYNIKOW
. Test jest wazny tylko wtedy, gdy kontrola dodatnia (T+) ma barwe ré6zowa.

. Nalezy obserwowaé¢ zmiane barwy w studzienkach zawierajgcych preparaty przeciwgrzybicze w pordwnaniu ze
studzienkami kontroli ujemnej (niebieskie).

. Wynik dla kazdego preparatu uzyskuje sie na podstawie interpretacji barwy w dwéch studzienkach o réznych jego

stezeniach:
- Niebieska — Niebieska = brak wzrostu: wzrost szczepu zahamowany przez antybiotyk in vitro
- R6zowa - Niebieska = staby wzrost: szczep $rednio-wrazliwy
- R6zowa - Rézowa = wzrost: szczep oporny na antybiotyk in vitro

7 — SRODKI OSTROZNOSCI
Nie uzywac¢ odczynnikow po uptywie terminu waznosci.

BEZPIECZENSTWO | HIGIENA PRACY

Kliniczne szczepy drozdzakow i ich zawiesiny w wodzie i podtozu stanowig materiat potencjalnie zakazny; nalezy obchodzi¢ sie
z nimi zachowujac odpowiednie srodki ostrozno$ci, przestrzega¢ zasad higieny, oraz eliminowa¢ w odpowiedni sposoéb.
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KONTROLA JAKOSCI

Parametry jakosciowe FUNGITEST™ kontrolowane sa z uzyciem podanych szczepéw wzorcowych:

SZCZEP WYNIK PO INKUBACJI W 37°C PRZEZ 48 GODZIN
T+ 5FC AB MCZ KET ITRA FLU T-
C. tropicalis ATCC 750 Roézowa S S/ S/ S S/ S niebieska
C. krusei ATCC 6258 Rézowa | S/l | S/ S/l | niebieska
C. albicans CIP 884.65 Rézowa S S/ S/l S S S niebieska
C. glabrata SDP A35 Rézowa S S S/ | IIR IIR niebieska
C. parapsilosis ATCC 22019 Rézowa S S S/ S S/ S niebieska
C. neoformans SDP B53* Rézowa S/ S S/ S/ S/ IIR niebieska

inkubacja w temp. 32°C przez 72 godziny

9 — KONTROLA JAKOSCI PRODUCENTA
Wszystkie odczynniki sg produkowane oraz sprzedawane zgodnie z naszym Systemem Jakosci, zaczynajac od otrzymania
surowcow do wykonania finalnego produktu. Kazda seria odczynnikdw jest poddana kontroli jakosci i dopuszczona do
sprzedazy po uzyskaniu okreslonych kryteriow. Dane dotyczgace procesu produkcji oraz kontroli jakosci kazdej serii
odczynnikéw sg archiwizowane u producenta.
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