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THERMO SCIENTIFIC SENSITITRE YEASTONE SUSCEPTIBILITY PLATES
For in vitro Diagnostic Use

For more information including plate layout and QC ranges, please refer to
www.trekds.com/techinfo. Plate code and batch number required.

Intended Use

The Thermo Scientific” Sensititre™ YeastOne™ susceptibility plate is an in vitro diagnostic
microbroth dilution method in a dried 96-well microplate format that provides quantitative
minimum inhibitory concentration (MIC) results for non-fastidious yeast including Candida
species, Cryptococcus species, Aspergillus species and miscellaneous other rapid-growing
yeast species.

Principles of Use
Sensititre YeastOne is a colorimetric microbroth dilution test. Each microplate is dosed with
antifungal agents at appropriate dilutions and a colorimetric indicator.

Results are manually read by observing the lowest antifungal concentration that exhibits no
growth (as evidenced by no color change).

Precautions

Results should be used as an aid in selecting the drug of choice for treatment.
Only trained personnel should operate the system.
Proper organism handling and disposal methods should be used.

Storage and Shelf Life

Plates should be stored at room temperature (15-25°C) away from direct sunlight and direct
heat. Each plate is packaged in foil with a silica gel desiccant. Do not use the plate or broth if (1)
the desiccant color is not orange, (2) the expiration date has passed, or (3) the foil pouch is
damaged.

Materials
Included:

Sensititre YeastOne plate
Adhesive seal
Not Included [Product Code]:

Thermo Scientific™ Sensititre™ Demineralised Water [T3339]
Sensititre YeastOne Broth [Y3462]
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Thermo Scientific” Sensititre™ Doseheads (for use with Thermo Scientific”Sensititre™ AIM™
Automated Inoculation Delivery System) [E3010]

Sensititre AIM System [V3020]

Thermo Scientific™Sensititre™ Vizion™ Digital MIC Viewing System [V2021]
Thermo Scientific™ Sensititre™ Nephelometer [V3011]

Manual Viewer [V4007]

0.5 McFarland Turbidity Standard [E1041]

Bacteriological Loop

20ul Pipette

Sterile Inoculum Reservoir

100ul Pipette and Disposable Tips

Quality Control Strains

Fungal Growth Agar Plates e.g Sabauroud Dextrose Agar (SDA)
Incubator 34 - 36°C, non-CO2
Vortex Mixer

Additional Materials Required for Aspergillus spp. Testing

Takashio Agar or Potato Dextrose Agar
Cotton Swab
Sterile Saline with 0.05% Tween™ 20

Specimen Collection and Preparation

Specimens should be collected, transported, stored and plated onto primary isolation medium
using standard proceduresl.

Selection of Susceptibility Test Broth

Sensititre System approved broths are performance tested for use with the Sensititre System.
Inoculation Procedure (Candida and Cryptococcus spp. Testing)

Allow all broths to come to room temperature before use.

Plates should be inoculated within 5 hours of removal from the pouch. A final organism density
of approximately 1.5 — 8 x 10° CFU/ml is recommended.

Steps 1 and 2 should be completed within 15 minutes.
1. Pick several well isolated colonies of >1mm diameter from a pure 24-hour culture

(Sabauroud Dextrose Agar) of the yeast isolate and emulsify into demineralised water.
Mix well ensuring the suspension is uniform, vortex if required. If clumping occurs, allow
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the suspension to settle before adjusting the density. Adjust to a 0.5 McFarland standard
visually or with a Sensititre Nephelometer

2. Transfer 20 pl of the suspension into 11 ml of Sensititre YeastOne Broth to give a final
inoculum of 1.5 — 8 x 10° CFU/m.

3. Transfer 100ul of the final suspension to the Sensititre YeastOne Plate within 15 minutes
of completing step 2 by either:

a. Sensititre AIM System - Replace the tube cap with a Sensititre Single-use
Dosehead and inoculate the plate according to the Sensititre AIM user manual.
Remove the test tube dosehead combination from the Sensititre AIM System
within 30 seconds of dosing a plate and store inverted in a rack or discard

b. Manual pipette — Pour the broth into a sterile seed trough and inoculate the
plate using an appropriate pipette

4. A check of the colony count should be done by removing 10pl from the positive control
well and plating onto Sabauroud Dextrose Agar (SDA). A correct inoculum will produce
10-80 colonies

5. Cover all wells with the adhesive seal. Avoid creases prevent well skips

Inoculation Procedure (Aspergillus spp. Testing) >"?

Allow all broths to come to room temperature before use.
Plates should be inoculated within 5 hours of removal from the pouch.
A final organism density of approximately 0.5-5 x 10* CFU/ml is recommended.

Subculture from Sabouraud Dextrose Agar onto or Potato Dextrose Agar.
Incubate for 7 days at 35°C to obtain adequate sporulation.

Collect conidia with a cotton swab and suspend in sterile saline with Tween™. Allow heavy
particles to settle for 3 to 5 minutes.

Collect supernatant and mix with a vortex mixer

Adjust turbidity of supernatant to 80 to 82% transmittance at 530nm measured with a
spectrophotometer equivalent to an inoculum of 0.6 — 5 x 10° cfu/ml. Alternatively, adjust to
a 0.5 McFarland Standard.

6. Add 100ul of the suspension to 11ml of Sensititre YeastOne broth to give a final inoculum of
0.5-5 x 10* cfu/mll.

7. Transfer 100ul of the final suspension to the Sensititre YeastOne plate within 15 minutes of
completing step 2 by either:

a.Sensititre AIM System.

Replace the tube cap with a Sensititre Single-use Dosehead and inoculate the plate according
to the Sensititre AIM user manual.
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Remove the test tube dosehead combination from the Sensititre AIM System within 30 seconds
of dosing a plate and store inverted in a rack or discard.

b. Manual pipette. Pour the broth into a sterile seed trough and inoculate the plate
using an appropriate pipette.

8. Check the colony count by removing 10ul of the inoculum from the positive control well and
plating the inoculum onto Sabauroud Dextrose Agar (SDA). A correct inoculum will produce
50-500 colonies.

9. Cover all wells with an adhesive seal. Avoid creases to prevent well skips.

Incubation
Incubate plates at 35C in a non-CO, incubator.
Incubation temperatures over 35°C may affect performance.
e Candida species should be incubated for 24 to 25 hours (refer to step 1 under READING
TEST RESULTS section)
¢ Cryptococcus species should be incubated for 72 hours.
e Aspergillus species should be incubated for 48 to 72 hours.

Reading Test Results

Plates may be read visually under normal laboratory lighting using a manual mirror viewer or by
using the Sensititre Vizion System. Refer to the Sensititre Vizion System user manual for
additional information. Yeast growth in the antifungal solutions will be evident as a change in the
colorimetric growth indicator from blue (negative) to red (positive). Some yeast species may not
change the indicator completely to red but display more of a purpling. Some organisms may
show a slight purpling in posaconazole, voriconazole, fluconazole, itraconazole and
ketoconazole.

1. Examine the positive growth well after incubation
a. Candida species should be incubated for 24 to 25 hours (refer to step 1 under
READING TEST RESULTS section)
b. Cryptococcus species should be incubated for 72 hours
c. Aspergillus species should be incubated for 48 to 72 hours
2. If the growth well is red, the endpoints for the antifungals can be determined. For
Candida species, if the well is blue or faint purple, re-incubate for an additional 24 hours
and re-examine.

DO NOT READ TURBIDITY IN THE SENSITITRE YEASTONE PLATE. Read Only Color
Change.

3. The MIC is the lowest concentration of an antifungal agent that substantially inhibits
growth of the organism as detected by a color change.
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Interpretation of Results

TABLE 1. lllustration and the interpretation of test results that may occur

Well Concentration pg/mi R = RED: Positive growth indication
B = BLUE: Negative growth indication

A. R R R B B B Typical growth pattern; MIC endpoint is

8 pug/ml.

B. R R R R R R Growth in all wells; MIC endpoint is
>32 pg/ml.

C. B B B B B B No growth in any well; MIC endpoint is
<1 pg/ml.

D. R R R B R R “Skipped Well”. MIC endpoint is

>32 pg/ml. Disregard “skip” when wells on
either side have growth. If more than one
“skip” should occur in a column, the test
results are invalidated®

E. R R B B R R Double “Skipped Well”. The test should be
repeated *

With careful techniques, these occurrences are not common.
Reading Notes

Amphotericin B.

For amphotericin B at 24 hours, the endpoints are typically easily defined and the MIC is read
as the lowest drug concentration that prevents any discernible color change. Trailing endpoints
with Amphotericin B are not usually encountered.

The first well showing a distinct color change as compared to the positive growth well is the
MIC.

Flucytosine and Azole Antifungals

Candida albicans, C. glabrata and C. tropicalis with flucytosine and azoles, such as fluconazole,
itraconazole, ketoconazole, voriconazole and posaconazole may give endpoints that are
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typically less sharp because of trailing growth, and may be a significant source of variability.
Trailing occurs when a slight colour change persists and it is often identical for all drug
concentrations above the MIC. The MIC should be read as the first well showing a less intense
colour change compared to the positive growth control well. Reference strains of defined
susceptibility may also help to train personnel. Isolates of Candida krusei are assumed to be
intrinsically resistant to fluconazole and their MICs should not be interpreted, (1) a comment
should accompany the test result reported.

Trailing endpoint: This occurs when a slight color change persists and is often identical in
several concentrations. The MIC should be read as the first well showing a less intense color
change compared to the positive growth control well.

e e N

"

Echinocandins

MIC end points should be determined after 24 hours of incubation at 35°C. The MIC should be
read as the first well showing a less intense color change as compared to the positive control
well.

ltraconazole

Itraconazole can occasionally come out of solution at concentrations of 24 ug/ml. This can result
in the affected well exhibiting growth and turning red.

From time to time we are encountering paradoxical growth in the higher concentrations of
Itraconazole on the Sensititre YeastOne Panels which results in pinking of these wells.

The paradoxical effect also known as the Eagle phenomenon refers to an observation where an
increase in the antimicrobic concentration beyond a certain point paradoxically results in an
increase to the number of bacteria that survive. An explanation could be that as the
concentration is too high, the agent might be self-antagonising the receptor with which it binds
(penicillin binding proteins, for example, in the case of a penicillin).
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0.008 0.015 0.03 0.06 012 025 05 1 2 4 8 16

Resolution

The growth in the high concentration should be ignored unless you have growth in all of the
other concentrations of Itraconazole. In the example below the 0.5ug/ml well highlighted with the
black square is where the MIC result should be recorded.

0.008 0.015 0.03 0.06 0.12 025 0.5 1 2 4 8 16

If you have any other questions or concerns please contact the technical support department on
Phone: +44 (0) 1256 694287 | Fax: +44 (0) 1256 463388 or see page 12 for list of emails.

Contamination/ Skips

Alternatively, a pink (growth) well between blue (no growth) wells could be indicative of contamination.
Sub-culture well contents to ascertain the cause.

A blue well in a series of red growth wells indicates a “skip” and should be ignored. The MIC should be
read above any skip wells. If there is more than one skipped well, the antifungal should not be reported.

Quality Control

Frequency of quality control testing should be conducted according to local guidelines®

Inoculum should be cultured onto a suitable medium to check for purity. Test results are invalid
if a mixed culture is detected.

All Sensititre Plates include positive control wells. Tests are invalid unless there is distinct
growth in all positive control wells

The following cultures from the American Type Culture Collection (ATCC™) are recommended
for user quality control:

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Results should not be reported if QC results are not in range.

The inoculation, reading and interpretation of Sensititre YeastOne susceptibility plates when
testing for user quality control should be performed as described on the preceding section.
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Table 2. Recommended 24 and 48 hour MIC limits for two quality control strains as per Broth
Microdilution CLSI M27 (Ref.2). Ranges that are different or additional to published quality
control ranges are underlined.

Antifungal Agent Issatchenkia orientalis Candida parapsilosis

ATCC6258 ATCC 22019

24 hour 48 hour 24 hour 48 hour
5 — Flucytosine 4-16 8-32 0.12-0.5 0.12-0.5
Amphotericin B 0.5-2 1-4 0.25-2 0.5-4
Anidulafungin 0.03-0.12 - 0.25-2 -
Caspofungin 0.12-1 0.25-1 0.25-1 0.5-4
Fluconazole 8-64 16-128 0.5-4 2-8
Itraconazole 0.12-1 0.25-1 0.06-0.5 0.12-0.5
Micafungin 0.06-0.5* 0.12-05 0.5-2 0.5-4
Posaconazole 0.06-0.5 0.12-1 0.03-0.25 0.06-0.25
Voriconazole 0.06-0.5 0.12-1 0.015-0.12 0.03-0.25

* Sensititre range

Expected QC values are provided in CLSI M27; for Aspergillus, refer to guidance document
M38.

Isolates of Issatchenkia orientalis (Candida krusei) are assumed to be intrinsically resistant to
fluconazole and their MICs should not be interpreted using this scale

NOTE 1: If minimal inhibitory concentrations (MICs) for Candida spp. are measured using a
scale that yields results falling between categories, the next higher category is implied. Thus an
isolate with a fluconazole MIC of 12.5 ug/mL would be placed in the S-DD category.

Please refer to CLSI* for more information concerning interpretation of results.

Limitations

1. Sensititre YeastOne Plates are for use with non-fastidious yeast including Candida
species, Cryptococcus species, Aspergillus species and miscellaneous rapid growing
yeast species. They are not intended for fastidious or slow growing yeast such as
Histoplasma or Blastomyces, and filamentous fungi.

2. Comparison between the Sensititre YeastOne System at 24 hours and the CLSI

reference method at 48 hour was evaluated. However due to the difficulty in correlating

end points of trailing organisms (C. albicans) at 48 hours incubation, high error rates are
observed.

Testing of fungi and antifungal agents is inherently less precise than testing bacteria.

Some investigators believe the 24-hour reading is more appropriate than the 48-hour

reading because of the problem with trailing with certain isolates. The CLSI official

Hw
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standard indicates that readings should be accomplished at 48 hours. Until sufficient
data is collected and analyzed, the question of most clinically relevant time of reading
remains unanswered. Reporting of results should indicate clearly the times of reading.

5. For additional guidance, refer to CLSI Antifungal Susceptibilities for yeast Standard M27
and for Aspergillus refer to M38.

6. Colour change is the indicator of the end point, not turbidity. (This fact alleviates some

major concerns with the interpretation of certain Candida species because of 'trailing'.

Trailing is more commonly seen with isolates other than those of blood and other sterile

body fluids.)

Do not read at 24 hours if the control well has not completely turned positive.

The performance of Voriconazole with Cryptococcus species and rapid growing yeast

species has not been determined. Voriconazole MIC’s should therefore only be reported

for Candida species.

9. Use only with Sensititre System approved yeast susceptibility inoculum broth. The use of
other broths could result in error.

10. As with any in-vitro susceptibility testing method, the results of testing should be
correlated with the patient's clinical response to prescribed therapy.

11. Performance has only been established for Amphoteracin B, Itraconazole Posaconazole
and Voriconazole with Aspergillus species.

12. Reference 5 showed high level (>99% agreement) with CLSI method for amphoteracin B
and Aspergillus species. Lower agreement was seen with Itraconazole, A. fumigatus, A.
flavus and A. terrus had >90% agreement whilst A. nidulans had 85% and A. ustus 33%
on panels incubated for 48 hours with a 10°cfu/ml inoculum. Agreement over 90% was
observed with an inoculum of 10* cfu/ml and 72 hours incubation with itraconazole and
amphoteracin B (M38).

13. Correlation of the MIC for Caspofungin to the treatment outcome following caspofungin
use has not been fully established. (9)

14. Performance of the Sensititre YeastOne system with Anidulafungin, Caspofungin, and
Micafungin with Cryptococcus, Aspergillus species and rapid growing yeast species
other than Candida species has not been established. Anidulafungin, Caspofungin and
Micafungin MIC's should therefore only be reported for Candida species.

15. Performance of the Sensititre YeastOne Plate with Posaconazole with Cryptococcus has
not been established.

16. Only instruments supported by the Sensititre system i.e. a simple mirror viewer, ,
Sensititre Vizion, , must be used to report results with CE IVD and FDA cleared
Sensititre products, any other system used will not be supported.

© N

Performance

Panels read manually are designed to give comparable performance to CLSI reference
microbroth procedure. Comparable performance is defined as > 90% essential and categorical
agreement to within a doubling dilution of the reference MIC (1).

10
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DISCLAIMER
The information provided in this technical insert is current at the time of printing and
may change without notice.

The latest information can be downloaded from www.trekds.com\techinfo or by

Contacting Thermo Fisher Scientific Microbiology Technical Services.
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Manufactured by TREK Diagnostic Systems (Part of Thermo Fisher Scientific Inc)
Units 17-19 Birches Industrial Estate, East Grinstead,

West Sussex. RH19 1XZ, UK.

Tel: +44- 1342-318777

ATCC Licensed ) The ATCC Licensed Derivativee Emblem, the ATCC Licensed Derivativee word mark, and the ATCC
_)”'W - catalog marks are trademarks of ATCC. Thermo Fisher Scientific Inc. is licensed to use these
trademarks and to sell products derived from ATCCe cultures.

© 2016 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. ATCC is a trademark of ATCC. All other
trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its subsidiaries.
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microbiologia.supportotecnico.it@thermofisher.com
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microbiologia.soporte.es@thermofisher.com

microbiology.techsupport.nordic@thermofisher.com

microbiology.techsupport.uk@thermofisher.com
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PLACAS DE SUSCEPTIBILIDAD SENSITITRE YEASTONE
DE THERMO SCIENTIFIC

Para uso diagnéstico in vitro

Para obtener mas informacion, que incluya el disefio y los rangos de CC de las placas, consulte
www.trekds.com/techinfo. Se necesita el codigo y el nUmero de lote de las placas.

Uso previsto

La placa de susceptibilidad Sensititre™ YeastOne™ de Thermo Scientific” es un método de
disolucion de diagnéstico in vitro en un formato de microplaca de 96 pocillos secos que
proporciona resultados de concentracion inhibitoria minima (minimum inhibitory concentration,
MIC) cuantitativa de hongos levaduriformes de cultivo no exigente, entre los que se incluyen el
género Candida, el género Cryptococcus, el género Aspergillus y otros géneros variados de
hongos levaduriformes de rapida proliferacién.

Principios de uso

Sensititre YeastOne es una prueba de disolucion colorimétrica. Cada microplaca se dosifica
con agentes antifungicos a las diluciones adecuadas y un indicador colorimétrico.

Los resultados se leen manualmente, observando la concentracién fungica menor que no
presenta proliferacién (tal y como se evidencia al no haber cambio de color).

Precauciones

Los resultados deben usarse como una ayuda para seleccionar el medicamento escogido para
el tratamiento.

El sistema solo debe ser utilizado por personal experimentado.

Deben usarse los métodos de manipulacién y eliminacién de microorganismos adecuados.

Conservacion y vida util

Las placas deben conservarse a temperatura ambiente (15-25 °C) alejadas de la luz solar y el
calor directos. Cada placa esta envasada en papel de aluminio con un desecante de gel de
silice. No utilice una placa o caldo de cultivo si (1) el color del desecante no es naranja, (2) la
fecha de caducidad ha pasado, o (3) el envoltorio de papel de aluminio esta dafiado.

Materiales
Incluido:

Placa Sensititre YeastOne
Sello adhesivo
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No incluido [Product Code]:

Agua desmineralizada Sensititre™ de Thermo Scientific™ [T3339]
Caldo de cultivo Sensititre YeastOne [Y3462]

Cabezales de dosificacién Sensititre™ de Thermo Scientific” (para uso con el sistema de
inoculacion automatizada Sensititre™ AIM™ de Thermo Scientific™) [E3010]

Sistema Sensititre AIM [V3020]

Sistema digital de visualizacién de MIC Sensititre™ Vizion™ de Thermo Scientific™ [V2021]
Nefelémetro Sensititre™ de Thermo Scientific™ [V3011]

Visor manual [V4007]

Estandar de turbidez 0,5 de McFarland [E1041]

Asa bacteriolégica

Pipeta de 20 pl

Depdsito de inéculo estéril

Puntas desechables y pipeta de 100 pl

Cepas de control de calidad

Placas de agar de proliferacion fangica p. ej. agar de dextrosa de Sabauroud (Sabauroud
Dextrose Agar, SDA)

Incubadora 34-36 °C, sin CO2
Agitadora vorticial

Materiales adicionales necesarios para el analisis de Aspergillus spp.

Agar de Takashio o agar de dextrosa de patata
Hisopo de algodon
Solucién salina estéril con Tween™ 20 al 0,05 %

Obtencidén y preparacion de muestras

Las muestras deben ser obtenidas, transportadas, conservadas y colocadas en una placa con
medio de aislamiento primario mediante el procedimiento estandarl.

Seleccion de caldo de cultivo para analisis de susceptibilidad

El rendimiento de los caldos de cultivo aprobados para el Sistema Sensititre ha sido
comprobado de cara a usarse con el Sistema Sensititre.

Procedimiento de inoculacién (Analisis de Candida y Cryptococcus spp.)
Antes de su uso, deje que todos los caldos de cultivo alcancen la temperatura ambiente.

Las placas se deben inocular en las 5 horas siguientes a la retirada del envoltorio. Se
recomienda una densidad de microorganismos final de aproximadamente 1,5 — 8 x 10° UFC/ml.
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Los pasos 1y 2 deben completarse en un plazo de 15 minutos.

Elija varias colonias bien aisladas de >1 mm de diametro de un cultivo puro de 24 horas (Agar
de dextrosa de Sabauroud) del aislado de hongos levaduriformes y emulsione en agua
desmineralizada. Mezclar bien Asegurar la suspensién es uniforme, Dar un vortex si se
considera necesario . Si se produce aglutinacion, permita que la suspension se asiente antes
de ajustar la densidad. Ajuste a un estandar 0,5 de McFarland visualmente o con un
nefeldbmetro Sensititre:

1. Transfiera 20 pl de la suspension a 11 ml de caldo de cultivo Sensititre YeastOne para

obtener un in6culo final de 1,5 — 8 x 10° UFC/m.

2. Transfiera 100 pl de la suspension final a la placa Sensititre YeastOne en un plazo de
15 minutos una vez completado el paso 2, utilizando uno de los siguientes métodos:

a. Sistema Sensititre AIM: Vuelva a colocar el tapon del tubo con un cabezal de
dosificacién de un solo uso Sensititre e inocule la placa de acuerdo con el
manual del usuario del Sensititre AIM. Retire la combinacion de tubo de andlisis
y cabezal de dosificacion del Sistema Sensititre AIM en los 30 segundos
posteriores a la dosificacion de una placa y guardela en posicion invertida en
una gradilla o deséchela

b. Pipeta manual: Vierta el caldo de cultivo en una simiente estéril e inocule la
placa con una pipeta adecuada

3. Debe realizarse una comprobacién del recuento de colonias retirando 10 ul del pocillo
de control positivo y sembrandolos en una placa de agar de dextrosa de Sabauroud
(SDA). Un in6culo correcto producira 10-80 colonias

4. Cubra todos los pocillos con el sello adhesivo. Evite pliegues para prevenir saltos de
pocillos

Procedimiento de inoculacion (Analisis de Aspergillus spp.) > %

Antes de su uso, deje que todos los caldos de cultivo alcancen la temperatura ambiente.
Las placas se deben inocular en las 5 horas siguientes a la retirada del envoltorio.

Se recomienda una densidad de microorganismos final de aproximadamente 0,5-5 x 10*
UFC/ml.
Realice un subcultivo de agar de dextrosa de Sabauroud o agar de dextrosa de patata.
Incube durante 7 dias a 35 C para obtener una esporulacion adecuada.

Recoja conidios con un hisopo de algodon y suspenda en solucion salina estéril con
Tween™., Permita que las particulas pesadas se asienten durante 3 a 5 minutos.

Recoja el sobrenadante y mezcle con una agitadora vorticial

Ajuste la turbidez del sobrenadante para conseguir una transmitancia del 80-82 % a
530 nm, medida con un espectrofotémetro equivalente a un inéculo de 0,6 — 5 x 10° ufc/ml.
Alternativamente, ajuste a un estandar 0,5 de McFarland.
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6. Afada 100 ul de la suspensiéon a 11 ml de caldo de cultivo Sensititre YeastOne para
obtener un inéculo final de 0,5-5 x 10* ufc/ml.

7. Transfiera 100 ul de la suspension final a la placa Sensititre YeastOne en un plazo de 15
minutos una vez completado el paso 2, utilizando uno de los siguientes métodos:

a. Sistema Sensititre AIM.

Vuelva a colocar el tapdn del tubo con un cabezal de dosificacion de un solo uso Sensititre e
inocule la placa de acuerdo con el manual del usuario del Sensititre AIM.

Retire la combinacion de tubo de analisis y cabezal de dosificacion del Sistema Sensititre AIM
en los 30 segundos posteriores a la dosificacion de una placa y guardela en posicién invertida
en una gradilla o deséchela.

b. Pipeta manual. Vierta el caldo de cultivo en una simiente estéril e inocule la
placa con una pipeta adecuada.

8. Compruebe el recuento de colonias retirando 10 ul del in6culo del pocillo de control positivo
y sembrando el in6culo en agar de dextrosa de Sabauroud (SDA). Un inéculo correcto
producira 50-500 colonias.

9. Cubra todos los pocillos con un sello adhesivo. Evite pliegues para prevenir saltos de
pocillos.

Incubacion
Incube placas a 35 C en una estufa de incubacion sin CO,.
Las temperaturas de incubacion superiores a 35°C pueden afectar al rendimiento.
o El género Candida debe incubarse durante 24 a 25 horas (consulte el paso 1 de la
seccion LECTURA DE LOS RESULTADOS DE LOS ANALISIS)
e El género Cryptococcus debe incubarse durante 72 horas.
e El género Aspergillus debe incubarse durante 48 a 72 horas.

Lectura de los resultados de los analisis

Las placas se pueden leer visualmente bajo una iluminacién de laboratorio normal utilizando un
visor de espejo manual o utilizando el Sistema Sensititre Vizion. Consulte el manual del usuario
del Sistema Sensititre Vizion para obtener informacion adicional. La proliferacién de hongos
levaduriformes en las soluciones antifiingicas se haré evidente como un cambio en el indicador
colorimétrico de proliferacion, que pasara de azul (negativo) a rojo (positivo). Algunos géneros
de hongos levaduriformes posiblemente no cambien el indicador por completo hasta el rojo,
sino que mostraran un tono mas purpura. Algunos microorganismos pueden mostrar un ligero
tono puarpura en posaconazol, voriconazol, fluconazol, itraconazol y ketoconazol.

1. Examine el pocillo de proliferacion positiva después de la incubacion
a. El género Candida debe incubarse durante 24 a 25 horas (consulte el paso 1 de
la seccion LECTURA DE LOS RESULTADOS DE LOS ANALISIS)
b. EIl género Cryptococcus debe incubarse durante 72 horas
c. El género Aspergillus debe incubarse durante 48 a 72 horas
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2. Si el pocillo de proliferacién esta rojo, se pueden determinar los puntos finales de los
antifingicos. Para el género Candida, si el pocillo esta de color azul o purpura débil,
vuelva a incubar durante 24 horas adicionales y vuelva a examinar.

NO LEA LA TURBIDEZ EN LA PLACA SENSITITRE YEASTONE. Lea solo el cambio de

color.

3. La MIC es la concentracion minima de un agente antifingico que inhibe
sustancialmente la proliferacion del microorganismo, tal y como se detecta mediante un

cambio de color.

Interpretacion de los resultados

TABLA 1. llustracion e interpretacion de los resultados del analisis que pueden producirse

Concentracién del pocillo pg/ml

R = ROJO (RED): Indica proliferacion
positiva

B = AZUL (BLUE): Indica proliferacién
negativa

Patron de proliferacion habitual; el punto final
de la MIC es 8 pg/ml.

Proliferacion en todos los pocillos; el punto
final de la MIC es >32 pg/ml.

Sin proliferacion en ningun pocillo; el punto
final de la MIC es <1 pg/ml.

«Pocillo saltadox». El punto final de la MIC es
>32 ug/ml. No tenga en cuenta un «salto»
cuando los pocillos a ambos lados hayan
proliferado. En caso de producirse mas de
un «salto» en una columna, esto invalida los
resultados del analisis®

Doble «pocillo saltado». Se debe repetir el
andlisis *

Con técnicas minuciosas, estas apariciones no son habituales.
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Notas de lectura

Anfotericina B.

Para la anfotericina B a las 24 horas, los puntos finales se definen de forma facil habitualmente
y la MIC se lee como la concentracion farmacoldgica minima que impide cualquier cambio de
color discernible. Habitualmente, no se encuentran puntos finales de proliferacion residual
(trailing) con la anfotericina B.

La MIC se corresponde con el primer pocillo que muestra un cambio de color evidente en
comparacion con el pocillo de proliferacion positiva.

Antifungicos de flucitosinay azol

Candida albicans, C. glabrata y C. tropicalis con flucitosina y azoles, tales como fluconazol,
itraconazol, ketoconazol, voriconazol y posaconazol pueden dar puntos finales habitualmente
menos precisos a causa de la proliferacion residual (trailing) y pueden ser una fuente
importante de variabilidad. La proliferacion residual se produce cuando persiste un ligero
cambio de color y con frecuencia es idéntico para todas las concentraciones de farmaco por
encima de la MIC. La MIC debe leerse como el primer pocillo que muestra un cambio de color
menos intenso en comparacion con el pocillo de control de proliferacion positiva. Las cepas de
referencia de susceptibilidad definida también pueden ayudar a formar al personal. Se asume
que los aislados de Candida krusei son intrinsecamente resistentes a fluconazol y sus MIC no
se deben interpretar; debe adjuntarse (1) un comentario al resultado del analisis comunicado.

Punto final de proliferacion residual: Se produce cuando persiste un ligero cambio de color y
con frecuencia es idéntico en varias concentraciones. La MIC debe leerse como el primer
pocillo que muestra un cambio de color menos intenso en comparacion con el pocillo de control
de proliferacién positiva.
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Equinocandinas

Los puntos finales de la MIC se deben determinar después de 24 horas de incubacion a 35°C.
La MIC debe leerse como el primer pocillo que muestre un cambio de color menos intenso en
comparacion con el pocillo de control positivo.

ltraconazol

El itraconazol puede aparecer, ocasionalmente, en la solucion a concentraciones de 24 ug/ml.
Esto puede dar lugar a que el pocillo afectado muestre proliferacion y se vuelva rojo.

Cada cierto tiempo nos encontraremos una proliferacion paraddjica en las concentraciones mas
elevadas de itraconazol en los paneles Sensititre YeastOne, que da lugar a que esos pocillos
se vuelvan rosas.

El efecto paradojico, también conocido como el fenémeno de Eagle, se refiere a una
observacion en la que un aumento de la concentracion antimicrobiana mas alla de un
determinado punto, da lugar, paraddjicamente, a un aumento del nUmero de bacterias que
sobreviven. Una explicacion podria ser que, dado que la concentracion es demasiado elevada,
el agente podria estar autoantagonizando al receptor al que se liga (proteinas ligadoras de
penicilina, por ejemplo, en el caso de una penicilina).

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16
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Resolucion

La proliferacién en la concentracion alta se debe ignorar a menos que tenga proliferacion en
todas las demas concentraciones de itraconazol. En el siguiente ejemplo, el pocillo de 0,5 pg/ml
resaltado con el cuadrado negro es el punto donde debe registrarse el resultado de la MIC.

0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Si tiene cualquier otra pregunta o preocupacion, pongase en contacto con el departamento de
asistencia técnica llamando al teléfono: +44 (0) 1256 694287 | Fax: +44 (0) 1256 463388 o
consulte la pagina 12 para ver la lista de correos electrénicos.

Contaminacion/Saltos

Alternativamente, un pocillo rosa (proliferacion) entre pocillos azules (sin proliferacion) podria
indicar contaminacion. Realice un subcultivo del contenido de los pocillos para averiguar la
causa.

Un pocillo azul en una serie de pocillos de proliferacion rojos, indica un «salto» y se debe
ignorar. La MIC se debe leer por encima de cualquier pocillo saltado. Si hay mas de un pocillo
saltado, no se debe comunicar el antifingico.

Control de calidad

La frecuencia de las pruebas de control de calidad seguira las directrices locales®

El in6culo debe cultivarse en un medio adecuado para comprobar su pureza. Si se detecta una
mezcla de cultivos, los resultados del analisis no seran validos.

Todas las placas Sensititre incluyen pocillos de control positivos. Los andlisis no son validos a
menos que haya una proliferacién clara en todos los pocillos de control positivos

Se recomiendan los siguientes cultivos de la Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo
(ATCC™) para un control de calidad del usuario:

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Los resultados no deben tenerse en cuenta si los resultados de control de calidad se
encuentran fuera del intervalo.

La inoculacion, la lectura y la interpretacion de las placas de sensibilidad Sensititre YeastOne al
analizar el control de calidad del usuario deberian realizarse tal y como se describe en la
seccion anterior.
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Tabla 2. Limites CIM recomendados de 24 y 48 horas para dos cepas de control de calidad
atendiendo a la microdilucién en caldo CLSI M27 (ref. 2). Los intervalos diferentes o adicionales
a los intervalos de control de calidad publicados se muestran subrayados.

Agente antifingico Issatchenkia orientalis Candida krusei

ATCC 6258 ATCC 22019

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
5-Flucitosina 4-16 8-32 0,12-0,5 0,12-0,5
Anfotericina B 0,5-2 1-4 0,25-2 0,5-4
Anidulafungina 0,03-0,12 - 0,25-2 -
Caspofungina 0,12-1 0,25-1 0,25-1 0,5-4
Fluconazol 8-64 16-128 0,5-4 2-8
Itraconazol 0,12-1 0,25-1 0,06-0,5 0,12-0,5
Micafungina 0,06-0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,5-4
Posaconazol 0,06-0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06-0,25
Voriconazol 0,06-0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

* Sensititre los intervalos

Los valores de CC previstos se proporcionan en CLSI M27; para Aspergillus, consulte el
documento de directrices M38.

Se asume que los aislados de Issatchenkia orientalis (Candida krusei) son intrinsecamente
resistentes a fluconazol y sus MIC no deben interpretarse usando esta escala

NOTA 1: Si las concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de Candida spp. se miden usando
una escala que ofrece resultados que caen entre categorias, se sobreentiende la siguiente
categoria superior. Por tanto, un aislado con una MIC de fluconazol de 12,5 pg/ml se incluiria
en la categoria S-DD.

Consulte al Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI)! para obtener méas informacion sobre la interpretacion de los
resultados.

Limitaciones

1. Las placas Sensititre YeastOne estan indicadas para usarse con hongos levaduriformes
de cultivo no exigente, entre los que se incluyen el género Candida, el género
Cryptococcus, el género Aspergillus y otros géneros variados de hongos levaduriformes
de r4pida proliferaciéon. No estan indicadas para hongos levaduriformes de cultivo
exigente o proliferacion lenta como Histoplasma o Blastomyces, y hongos filamentosos.

2. Se evalud la comparacion entre el Sistema Sensititre YeastOne a las 24 horas y el
método de referencia del CLSI a las 48 horas. Sin embargo, debido a la dificultad para
correlacionar los puntos finales de los microorganismos de proliferacion residual (C.
albicans) a las 48 horas de incubacion, se observaron tasas de error elevadas.
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© N

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

El analisis de los hongos y los agentes antifingicos es intrinsecamente menos preciso
gue el andlisis de las bacterias.

Algunos investigadores creen que la lectura a las 24 horas es més adecuada que la
lectura a las 48 horas, debido al problema con la proliferacion residual de determinados
aislados. El estandar oficial del CLSI indica que las lecturas deben llevarse a cabo a las
48 horas. Hasta que se obtengan y analicen suficientes datos, sigue sin respuesta la
cuestion del tiempo de lectura mas relevante a nivel clinico. La comunicacién de los
resultados debe indicar claramente los tiempos de lectura.

Para obtener directrices adicionales, consulte las Susceptibilidades antifungicas del
CLSI; en el caso de los hongos levaduriformes el estdndar M27 y en el caso de
Aspergillus consulte el M38.

El cambio de color es el indicador del punto final, no la turbidez. (Este hecho, atenta
algunas preocupaciones importantes respecto a la interpretaciéon de determinados
géneros Candida, debido a la proliferacién residual. La proliferacion residual se aprecia
con mas frecuencia con aislados que no sean de sangre ni de otros liquidos corporales
estériles).

No lea a las 24 horas si el pocillo de control no ha se ha puesto positivo por completo.
No se ha determinado el rendimiento de voriconazol con el género Cryptococcus ni con
géneros de hongos levaduriformes de rapida proliferacién. La MIC de voriconazol solo
se debe comunicar, por tanto, para el género Candida.

Use solo con el caldo de cultivo de indculo con susceptibilidad a hongos levaduriformes
aprobado del Sistema Sensititre. El uso de otros caldos de cultivo podria producir
errores.

Como ocurre con cualquier método de andlisis de la susceptibilidad in vitro, los
resultados del andlisis se deben correlacionar con la respuesta clinica del paciente al
tratamiento recetado.

Solo se ha establecido el rendimiento para anfotericina B, itraconazol, posaconazol y
voriconazol con el género Aspergillus.

La referencia 5 mostr6 un alto nivel (concordancia >99 %) con el método del CLSI para
anfotericina B y el género Aspergillus. Se aprecid una concordancia inferior con
itraconazol, A. fumigatus, A. flavus y A. terrus tuvieron una concordancia >90 %
mientras que A. nidulans tuvo una concordancia del 85 % y A. ustus del 33 % en
paneles incubados durante 48 horas con un indculo de 10° ufc/ml. Se observé una
concordancia superior al 90 % con un indculo de 10* ufc/ml y una incubacién de 72
horas con itraconazol y anfotericina B (M38).

No se ha establecido plenamente la correlacion de la MIC de caspofungina con el
resultado del tratamiento después de la utilizacion de caspofungina. (9)

No se ha establecido el rendimiento del sistema Sensititre YeastOne con
anidulafungina, caspofungina, y Micafungina con Cryptococcus, el género Aspergillus y
los géneros de hongos levaduriformes de rapida proliferacion distintos del género
Candida. Las MIC de anidulafungina, caspofungina y micafungina solo se deben
comunicar, por tanto, para el género Candida.

No se ha establecido el rendimiento de la Placa Sensititre YeastOne con posaconazol
con Cryptococcus.

Solo deben usarse instrumentos compatibles con el sistema Sensititre p. ej. un visor de
espejo simple, Sensititre Vizion, para comunicar resultados con productos Sensititre
autorizados por el marcado CE IVD y la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(Food and Drug Administration, FDA) de EE. UU., cualquier otro sistema no sera
compatible.
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Rendimiento

Los paneles que se leen manualmente estan disefiados para ofrece un rendimiento comparable con el
procedimiento de microcaldo de referencia del CLSI. El rendimiento comparable se define como una
concordancia esencial y categérica > 90 % en una dilucion doble de la CMI de referencia (1).
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PIASTRE PER TEST DI SENSIBILITA SENSITITRE YEASTONE
DI THERMO SCIENTIFIC

Per uso diagnostico in vitro

Per maggiori informazioni, inclusi il formato delle piastre e gli intervalli QC, consultare il sito
www.trekds.com/techinfo. Saranno richiesti il codice della piastra e il numero di lotto.

Uso previsto

La piastra per test di sensibilita Sensititre™ YeastOne™ di Thermo Scientific” & un metodo
diagnostico in vitro di microdiluizione in brodo in formato disidratato su una micropiastra a 96
pozzetti che fornisce risultati quantitativi sulla concentrazione minima inibente (MIC) per lieviti
non esigenti comprese le specie di Candida, Cryptococcus, Aspergillus e altre varie specie di
lieviti a crescita rapida.

Principi di utilizzo
Sensititre YeastOne € un test colorimetrico di microdiluizione in brodo. Ciascuna micropiastra é
dosata con agenti antifungini nelle diluizioni adeguate e con un indicatore colorimetrico.

| risultati vengono letti manualmente osservando la concentrazione piu bassa di antifungino che
presenti un’assenza di crescita (come indicato dall’'assenza di variazione di colore).

Precauzioni

| risultati devono essere utilizzati per facilitare la scelta del farmaco d’elezione per il trattamento.
Il sistema dovra essere utilizzato unicamente da personale che abbia ricevuto la necessaria
formazione.

E necessario adottare metodi adeguati di manipolazione e smaltimento degli organismi.

Conservazione e durata

Le piastre devono essere conservate a temperatura ambiente (15-25 °C) al riparo dal calore e
dalla luce solare diretta. Ciascuna piastra € confezionata in sacchetti in foglio di alluminio
contenenti un essiccante (gel di silice). Non utilizzare la piastra o il brodo se (1) il colore
dell'essiccante non é arancione, (2) la data di scadenza e stata superata o (3) il sacchetto in
foglio di alluminio € danneggiato.

Materiali
Inclusi:

Piastra YeastOne Sensititre
Pellicola adesiva

Non inclusi [codice prodotto]:

Acqua demineralizzata Sensititre™ di Thermo Scientific™ [T3339]
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Brodo Sensititre YeastOne [Y3462]

Tappi dosatori Sensititre™ di Thermo Scientific™ (da utilizzare con il sistema di distribuzione
automatica dell'inoculo Sensititre™ AIM™ di Thermo Scientific™) [E3010]

Sistema Sensititre AIM [V3020]

Sistema di visualizzazione digitale della MIC Sensititre™ Vizion™ di Thermo Scientific™ [V2021]
Nefelometro Sensititre™ di Thermo Scientific™ [V3011]

Visualizzatore manuale [V4007]

Standard di torbidita McFarland 0,5 [E1041]

Ansa batteriologica

Pipetta da 20 pl

Contenitore sterile per I'inoculo

Pipetta da 100 ul e puntali monouso

Ceppi di controllo qualita

Piastre di terreno di coltura agar per funghi, ad esempio agar destrosio Sabauroud (SDA)
Incubatore a 34 - 36 °C, non-CO2
Agitatore Vortex

Materiali supplementari necessari solo per il test delle Aspergillus spp.

Agar Takashio o agar patata destrosio
Tampone in cotone
Soluzione salina sterile con 0,05% di Tween™ 20

Raccolta e preparazione dei campioni

| campioni devono essere raccolti, trasportati, conservati e quindi piastrati su un terreno di
isolamento primario utilizzando procedure standard1.

Selezione del brodo per il test di sensibilita

| brodi approvati per il sistema Sensititre sono testati sulle prestazioni per essere utilizzati con il
sistema Sensititre.

Procedura di inoculazione (test delle Candida e Cryptococcus spp.)
Prima dell'utilizzo &€ necessario che tutti i brodi abbiano raggiunto la temperatura ambiente.

Le piastre devono essere inoculate entro 5 ore dalla rimozione dal sacchetto. Si consiglia una
densita finale degli organismi di circa 1,5 - 8 x 10° CFU/m.

Le fasi 1 e 2 devono essere completate entro 15 minuti.
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Prelevare alcune colonie ben isolate di diametro > 1 mm da una coltura pura di 24 ore (agar
destrosio Sabauroud) dell'isolato di lievito ed emulsionarle in acqua demineralizzata. Mescolare
bene per garantire che la sospensione sia uniforme. Vortexare se necessario . In caso di
agglutinazione, lasciar stabilizzare la sospensione prima di regolare la densita. Aggiustare a
uno standard McFarland 0,5 visivamente o utilizzando un nefelometro Sensititre’
1. Trasferire 20 ul della sospensione in 11 ml di brodo Sensititre YeastOne per ottenere un
inoculo finale di 1,5 - 8 x 10° CFU/m.

2. Trasferire 100 pl della sospensione finale nella piastra Sensititre YeastOne entro 15
minuti dal completamento della fase 2 tramite:

a. Sistema Sensititre AIM - Sostituire il tappo della provetta con un tappo dosatore
Sensititre monouso e inoculare la piastra secondo il manuale d’'uso del Sensititre
AIM. Rimuovere il gruppo provetta/tappo dosatore dal sistema Sensititre AIM
entro 30 secondi dal dosaggio di una piastra e posizionarlo in posizione
capovolta in una griglia o eliminare

b. Pipetta manuale - Versare il brodo in un contenitore sterile e inoculare la piastra
utilizzando una pipetta adeguata

3. Per effettuare un controllo della conta delle colonie, rimuovere 10 ul dal pozzetto di
controllo positivo e piastrare su agar destrosio Sabauroud (SDA). Se l'inoculo € corretto
si otterranno 10-80 colonie

4. Coprire tutti i pozzetti con la pellicola adesiva. Evitare la formazione di pieghe che
potrebbero lasciar scoperti alcuni pozzetti

Procedura di inoculazione (test delle Aspergillus spp.) >

Prima dell'utilizzo & necessario che tutti i brodi abbiano raggiunto la temperatura ambiente.
Le piastre devono essere inoculate entro 5 ore dalla rimozione dal sacchetto.
Si consiglia una densita finale degli organismi di circa 0,5 - 5 x 10* CFU/ml.

Fare una subcultura da agar destrosio Sabouraud in agar patata destrosio.
Incubare per 7 giorni a 35 'C per ottenere una sporulazione adeguata.

Raccogliere i conidi con un tampone in cotone e sospenderli in soluzione salina sterile con
Tween™. Lasciar sedimentare le particelle pesanti per 3-5 minuti.

Raccogliere il sopranatante e miscelare con un agitatore Vortex

Aggiustare la torbidita del sopranatante a 80-82% di trasmittanza a 530 nm misurata con
uno spettrofotometro equivalente ad un inoculo di 0,6 - 5 x 10° cfu/ml. In alternativa,
regolare a uno standard McFarland 0,5.

6. Trasferire 100 pl della sospensione in 11 ml di brodo Sensititre YeastOne per ottenere un
inoculo finale di 0,5-5 x 10* cfu/ml.

7. Trasferire 100 pl della sospensione finale nella piastra Sensititre YeastOne entro 15 minuti
dal completamento della fase 2 tramite:

33


http://www.thermoscientific.com/contactus

a. Sistema Sensititre AIM.

Sostituire il tappo della provetta con un tappo dosatore Sensititre monouso e inoculare la piastra
secondo il manuale d’'uso del Sensititre AIM.

Rimuovere il gruppo provetta/tappo dosatore dal sistema Sensititre AIM entro 30 secondi dal
dosaggio di una piastra e posizionarlo in posizione capovolta in una griglia o eliminare.

b. Pipetta manuale. Versare il brodo in un contenitore sterile e inoculare la piastra
utilizzando una pipetta adeguata.

8. Per effettuare un controllo della conta delle colonie, rimuovere 10 ul dal pozzetto di controllo
positivo e piastrare I'inoculo su agar destrosio Sabauroud (SDA). Se l'inoculo € corretto si
otterranno 50-500 colonie.

9. Coprire tutti i pozzetti con la pellicola adesiva. Evitare la formazione di pieghe che
potrebbero lasciar scoperti alcuni pozzetti.

Incubazione
Incubare le piastre a 35 C in un incubatore non-CO,.
L'incubazione a temperature superiori a 35°C pud compromettere le prestazioni delle piastre.
e Le specie di Candida devono essere incubate per 24 - 25 ore (vedere il punto 1 nella
sezione LETTURA DEI RISULTATI DEL TEST)
e Le specie di Cryptococcus devono essere incubate per 72 ore.
Le specie di Aspergillus devono essere incubate per 48 - 72 ore.

Lettura dei risultati del test

Le piastre possono essere lette visivamente in normali condizioni di illuminazione in laboratorio
utilizzando un visualizzatore manuale a specchio o con I'impiego del sistema Sensititre Vizion.
Per maggiori informazioni, fare riferimento al manuale d'uso del sistema Sensititre Vizion. La
crescita dei lieviti nelle soluzioni antifungine si evidenziera con il cambiamento dell'indicatore
colorimetrico di crescita da blu (negativo) a rosso (positivo). Con alcune specie di lieviti
lindicatore potrebbe non diventare completamente rosso ma di un colore violaceo. Alcuni
organismi potrebbero presentare un lieve colore violaceo per posaconazolo, voriconazolo,
fluconazolo, itraconazolo e ketoconazolo.

1. Esaminare il pozzetto di controllo della crescita positivo dopo I'incubazione
a. Le specie di Candida devono essere incubate per 24 - 25 ore (vedere il punto 1
nella sezione LETTURA DEI RISULTATI DEL TEST)
b. Le specie di Cryptococcus devono essere incubate per 72 ore
c. Le specie di Aspergillus devono essere incubate per 48 - 72 ore
2. Se il pozzetto di controllo della crescita & rosso, € possibile determinare gli endpoint
degli antifungini. Per le specie di Candida, se il pozzetto € blu o leggermente violaceo,
incubare nuovamente per altre 24 ore e riesaminare.
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NON LEGGERE LA TORBIDITA NELLE PIASTRE SENSITITRE YEASTONE . Leggere solo
la variazione di colore.

3. La MIC e la piu bassa concentrazione di un agente antifungino che inibisce
sostanzialmente la crescita dellorganismo, come evidenziato da una variazione di
colore.

Interpretazione dei risultati

TABELLA 1. lllustrazione e interpretazione dei possibili risultati del test

Concentrazione del pozzetto in pg/ml R = ROSSO: positivo, indicazione di

crescita
1 2 4 8 16 32 B'= BLU_: negativo, indicazione di assenza

di crescita

A. R R R B B B Schema tipico di crescita; endpoint della MIC
pari a 8 pg/ml.

B. R R R R R R Crescita in tutti i pozzetti; endpoint della MIC
>32 ug/mil.

C. B B B B B B Assenza di crescita in tutti pozzetti; endpoint

della MIC <1 pg/ml.

D. R R R B R R “Salto di un pozzetto”. Endpoint della MIC
>32 ug/ml. Ignorare il “salto” quando i
pozzetti su ambo i lati presentano crescita.
Se in una colonna si verifica piu di un “salto”,
i risultati del test non sono validi*

E. R R B B R R Doppio “salto di pozzetto”. E necessario
ripetere il test *

Con tecniche accurate questi eventi sono rari.
Note sulla lettura

Amfotericina B.

Per 'amfotericina B a 24 ore, gli endpoint vengono in genere definiti con facilita e la MIC
corrisponde alla piu bassa concentrazione di farmaco che previene qualsiasi variazione di
colore distinguibile. Di solito non si riscontrano endpoint con il fenomeno del trailing per
'amfotericina B.

Il primo pozzetto che mostra una variazione definita di colore rispetto al pozzetto di crescita
positiva corrisponde alla MIC.
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Flucitosina e antifungini azolici

Candida albicans, C. glabrata e C. tropicalis con flucitosina e azoli, quali fluconazolo,
itraconazolo, ketoconazolo, voriconazolo e posaconazolo possono dare endpoint meno netti a
causa del fenomeno di inibizione della crescita (trailing) tali da rappresentare un’importante
fonte di variabilitd. |l trailing si verifica quando persiste una leggera variazione di colore ed e
spesso identico per tutte le concentrazioni di farmaco superiori alla MIC. La MIC deve essere
letta in corrispondenza del primo pozzetto che mostra una variazione di colore meno intensa
rispetto al pozzetto con il controllo di crescita positivo. Ceppi di riferimento di sensibilita definita
possono essere utili per 'addestramento del personale. Si suppone che isolati di Candida krusei
siano intrinsecamente resistenti al fluconazolo e che le loro MIC non debbano essere
interpretate, (1) in questo caso un commento dovrebbe accompagnare il referto contenente i
risultati.

Endpoint con fenomeno di trailing: si verifica quando una lieve variazione di colore persiste ed &
spesso identica in varie concentrazioni. La MIC deve essere letta in corrispondenza del primo
pozzetto che mostra una variazione di colore meno intensa rispetto al pozzetto con il controllo di
crescita positivo.

- I 'p.-

Lo

Echinocandine

Gli endpoint della MIC devono essere determinati dopo 24 ore di incubazione a 35 °C. La MIC
deve essere letta in corrispondenza del primo pozzetto che mostra una variazione di colore
meno intensa rispetto al pozzetto con il controllo positivo.
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ltraconazolo

L'itraconazolo puo talvolta separarsi dalla soluzione a concentrazioni 24 ug/ml. In questi casi il
pozzetto interessato pud mostrare una crescita e diventare rosso.

Di quando in quando viene riscontrata una crescita paradossa nelle concentrazioni piu elevate
di itraconazolo su pannelli Sensititre YeastOne, il che comporta la colorazione di rosa di questi
pozzetti.

L’effetto paradosso, noto anche come fenomeno di Eagle, si riferisce ad un’osservazione in cui
un aumento della concentrazione antimicrobica oltre un determinato punto comporta, in maniera
paradossa, un aumento dei batteri in grado di sopravvivere. Questo potrebbe essere dovuto alla
concentrazione troppo elevata che induce I'agente ad auto-antagonizzare il recettore con il
quale lega (proteine leganti la penicillina, ad esempio, nel caso della penicillina).

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Risoluzione

La crescita nella concentrazione elevata deve essere ignhorata a meno che non vi sia una
crescita in tutte le altre concentrazioni di itraconazolo. Nell’esempio seguente il pozzetto
da 0,5 pg/ml evidenziato con il quadrato nero si trova dove dovrebbe essere registrato

il risultato MIC.

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

In caso di altre domande o dubbi, contattare I'ufficio di assistenza tecnica al numero telefonico:
+44 (0) 1256 694287, al numero di fax: +44 (0) 1256 463388 oppure vedere pagina 12 per
I'elenco di indirizzi e-mail.
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Contaminazione / “ Salti”

In alternativa, un pozzetto rosa (crescita) tra pozzetti blu (assenza di crescita) puo essere
indicativo di contaminazione. Sottoporre il contenuto del pozzetto a subcultura per stabilire la
causa.

Un pozzetto blu in una serie di pozzetti rossi di crescita indica un “salto” e deve essere ignorato.
Per la lettura della MIC dovranno essere omessi tutti i pozzetti saltati. Se e stato saltato piu di
un pozzetto, i risultati per gli antifungini non devono essere refertati.

Controllo qualita

La frequenza dei test di controllo qualita deve essere conforme alle linee di guida locali*

L’inoculo deve essere messo in coltura su un terreno adeguato per controllarne la purezza. Se
si rileva una coltura mista, i risultati del test sono invalidati.

Tutte le piastre Sensititre includono pozzetti di controllo positivo. | test non sono validi se non si
osserva una crescita evidente in tutti i pozzetti di controllo positivo

Per il controllo di qualita dell'utente, si consigliano le seguenti colture dell’American Type
Culture Collection (ATCC™):

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
| risultati non devono essere refertati, se i valori QC non rientrano nel range.

| valori QC previsti sono forniti nel CLSI M27; per I'’Aspergillus, consultare il documento guida
M38.

L'inoculo, la lettura e l'interpretazione delle piastre Sensititre YeastOne per la determinazione
della sensibilitd durante il test del controllo qualita devono essere eseguite come descritto nella
sezione precedente.
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Tabella 2. Limiti MIC consigliati di 24 e 48 ore per due ceppi di controllo qualita secondo le
raccomandazioni CLSI M27 per microdiluizione in brodo (Rif. 2). Gli intervalli diversi o aggiuntivi
rispetto agli intervalli di controllo qualita pubblicati sono sottolineati.

Agente antifungino Issatchenkia orientalis Candida parapsilopsis
ATCC 6258 ATCC 22019

24 ore 48 ore 24 ore 48 ore
5 - Flucitosina 4-16 8-32 0,12-0,5 0,12-0,5
Amfotericina B 0,5-2 1-4 0,25-2 0,5-4
Anidulafungina  0,03-0,12 - 0,25-2 -
Caspofungina 0,12-1 0,25-1 0,25-1 0,5-4
Fluconazolo 8-64 16-128 0,5-4 2-8
Itraconazolo 0,12-1 0,25-1 0,06-0,5 0,12-0,5
Micafungin 0,06-0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,5-4
Posaconazolo 0,06-0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06-0,25
Voriconazolo 0,06-0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

* Intervalli di concentrazione Sensititre

Si presume che gli isolati di Issatchenkia orientalis (Candida krusei) siano intrinsecamente
resistenti al fluconazolo e che le relative MIC non debbano essere interpretate utilizzando
guesta scala

NOTA 1: Se si misurano concentrazioni minime inibenti (MIC) per le Candida spp. utilizzando
una scala che fornisce risultati rientranti fra due categorie, viene considerata la categoria
immediatamente superiore. Pertanto, un isolato con una MIC di fluconazolo pari a 12,5 pg/ml
sara collocato nella categoria S-DD.

Per ulteriori informazioni sull’interpretazione dei risultati fare riferimento al CLSI".

Limiti

1.

3.

4.

Le piastre Sensititre YeastOne sono destinate all'uso con lieviti non esigenti tra cui
specie di Candida, di Cryptococcus, di Aspergillus e varie specie di lieviti a crescita
rapida. Non devono essere utilizzate per lieviti esigenti o a crescita lenta quali
Histoplasma o Blastomyces e funghi filamentosi.

E stato valutato il confronto tra il sistema YeastOne Sensititre a 24 ore e il metodo di
riferimento CLSI a 48 ore. Tuttavia, a causa della difficoltd nel correlare gli endpoint
degli organismi caratterizzati dal fenomeno del trailing (C. albicans) dopo un’incubazione
di 48 ore, sono stati osservati tassi di errore notevoli.

| test su funghi e agenti antifungini sono, per loro stessa natura, meno precisi dei test suli
batteri.

Alcuni ricercatori ritengono che la lettura a 24 ore sia piu idonea della lettura a 48 ore a
causa del fenomeno del trailing di alcuni isolati. Lo standard ufficiale CLSI indica che le
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letture devono essere effettuate a 48 ore. Fino a quando non sara stata raccolta e
analizzata una quantita sufficiente di dati, la domanda su quale tempo di lettura sia piu
pertinente dal punto di vista clinico rimarra senza risposta. | referti dei risultati devono
indicare chiaramente i tempi di lettura.

5. Per maggiori indicazioni sulla sensibilita agli antifungini, consultare gli standard CLSI
M27 per i lieviti e M38 per I'Aspergillus.

6. L’indicatore dell’endpoint & la variazione di colore, non la torbidita. (Questo mitiga in
parte le gravi preoccupazioni sull'interpretazione di alcune specie di Candida a causa
del fenomeno del trailing. |l trailing si verifica piu comunemente con isolati diversi da
guelli del sangue e di altri fluidi corporei sterili).

7. Non effettuare la lettura a 24 ore se il pozzetto di controllo non é diventato
completamente positivo.

8. Le prestazioni del voriconazolo con specie di Cryptococcus e specie di lieviti a crescita
rapida non sono state determinate. Pertanto, la MIC del voriconazolo deve essere
indicata solo per le specie di Candida.

9. Utilizzare solo con brodo di inoculo per sensibilita dei lieviti approvato per il sistema
Sensititre. L'uso di altri brodi pud causare errori.

10. Come per qualsiasi altro test di sensibilita in vitro, i risultati devono essere correlati alla
risposta clinica del paziente alla terapia prescritta.

11. Le prestazioni sono state stabilite solo per amfotericina B, itraconazolo, posaconazolo e
voriconazolo con specie di Aspergillus.

12. 1l riferimento bibliografico 5 ha indicato un livello elevato di concordanza (>99%) con il
metodo CLSI per amfotericina B e specie di Aspergillus. Un livello di concordanza
inferiore & stato osservato per l'itraconazolo; per A. fumigatus, A. flavus e A. terrus la
concordanza é risultata >90%, mentre per A. nidulans la concordanza é risultata pari
all'85% e per A. ustus al 33% su pannelli incubati per 48 ore con un inoculo pari a
10° cfu/ml. Una concordanza superiore al 90% & stata osservata con un inoculo di
10* cfu/ml e un’incubazione di 72 ore per itraconazolo e amfotericina B (M38).

13. Non € stata ancora pienamente stabilita la correlazione tra la MIC della caspofungina e il
risultato del trattamento dopo I'impiego di caspofungina. (9)

14. Non sono ancora state stabilite le prestazioni del sistema Sensititre YeastOne con
anidulafungina, caspofungina e micafungina con le specie di Cryptococcus, Aspergillus
e lieviti a rapida crescita, ad eccezione delle specie di Candida. Le MIC per
anidulafungina, caspofungina e micafungina devono pertanto essere refertate solo per le
specie di Candida.

15. Le prestazioni della piastra Sensititre YeastOne con posaconazolo con Cryptococcus
non sono state ancora stabilite.

16. Per refertare i risultati ottenuti con prodotti Sensititre per IVD marcati CE e approvati
dalla FDA devono essere utilizzati esclusivamente strumenti supportati dal sistema
Sensititre, vale a dire un semplice visore a specchio, Sensititre Vizion. Qualsiasi altro
sistema utilizzato non sara supportato.

Prestazioni
| pannelli a lettura manuale sono progettati per fornire prestazioni paragonabili alla procedura di
riferimento CLSI di microdiluizione in brodo. Sono definite paragonabili le prestazioni con
concordanza essenziale e categorica > 90% entro i limiti di una doppia diluizione della MIC di
riferimento (1).
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THERMO SCIENTIFIC SENSITITRE YEASTONE PLATTEN FUR
EMPFINDLICHKEITSTESTS

Zur In-vitro-Diagnostik

Weitere Informationen wie z.B. das Plattenlayout und QK-Bereiche finden Sie unter
www.trekds.com/techinfo. Halten Sie den Plattencode und die Chargennummer bereit.

Anwendungsbereich

Die Thermo Scientific” Sensititre™ YeastOne™ Platte fir Empfindlichkeitstests ist eine Mikro-
Bouillon-Verdinnung in einem Mikrotiterplattenformat mit 96 trockenen Wells fur die In-vitro-
Diagnostik, die zur quantitativen Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) fir
nicht anspruchsvolle Hefen wie z. B. Candida-Arten, Cryptococcus-Arten, Aspergillus-Arten und
verschiedene andere schnell wachsende Hefearten konzipiert ist.

Anwendungsprinzipien

Sensititre  YeastOne ist ein kalorimetrischer Mikro-Bouillon-Verdinnungstest. In jede
Mikrotiterplatte werden Antimykotika in geeigneten Verdinnungen und ein Farbindikator
zugegeben.

Die Ergebnisse werden manuell ausgewertet, indem die niedrigste Konzentration des
Antimykotikums bestimmt wird, bei der kein Wachstum (keine Farbanderung als Nachweis)
auftritt.

VorsichtsmalRhahmen

Die Ergebnisse sollten die Wahl des geeigneten Arzneimittels fir die Behandlung lediglich
stltzen.

Das System sollte nur von geschultem Personal verwendet werden.

Die richtigen Methoden zur Handhabung und Entsorgung der Organismen sind anzuwenden.

Aufbewahrung und Haltbarkeit

Die Platten sollten bei Raumtemperatur (15-25 °C) vor direktem Sonnenlicht und direkter
Warme geschitzt aufbewahrt werden. Jede Platte ist zusammen mit einem Silikagel-
Trockenmittel folienverpackt. Die Platte oder das Nahrmedium nicht verwenden, wenn 1. das
Trockenmittel nicht orange gefarbt, 2. das Verfallsdatum abgelaufen oder 3. der Folienbeutel
beschadigt ist.

Materialien
Enthalten:

Sensititre YeastOne Platte
Selbstklebende Abdeckfolie
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Nicht im Lieferumfang enthalten [mit Artikel- Nr.]:

Thermo Scientific™ Sensititre™ entmineralisiertes Wasser [T3339]
Sensititre YeastOne Bouillon [Y3462]

Thermo  ScientificSensititre™  Dosierkdpfe (zur Verwendung mit dem Thermo
Scientific™ Sensititre™ AIM™ Automated Inoculation Delivery System) [E3010]

Sensititre AIM-System [V3020]

Thermo Scientific™ Sensititre™ Vizion™ Digital MIC Viewing System [V2021]
Thermo Scientific”Sensititre™ Nephelometer [V3011]

Manueller Viewer [V4007]

0,5-McFarland-Triibungsstandard [E1041]

Impfose

20-pl-Pipette

Steriles Inokulumreservoir

100-pl-Pipette und Einwegspitzen

Qualitatskontrollstamme

Agar-Platten (z. B. Sabauroud-Dextrose-Agar-Platten, SDA) fur Pilzwachstum
Inkubator 34-36 °C, ohne CO,
Vortexmischer

Weitere Materialien, die fir Empfindlichkeitstests fur Aspergillus spp.
erforderlich sind

Takashio-Agar oder Kartoffel-Dextrose-Agar
Baumwolltupfer
Sterile Kochsalzlésung mit 0,05 % Tween™ 20

Gewinnung und Vorbereitung von Proben

Die Proben sollten nach Standard-Verfahren' gewonnen, transportiert, gelagert und auf dem
primaren Isoliermedium ausplattiert werden.

Wahl der Nahrlésung fur Empfindlichkeitstests
Fur das Sensititre-System zugelassene N&hrldsungen wurden hinsichtlich ihrer Funktion bei
Verwendung mit dem Sensititre-System gepruift.

Beimpfungsverfahren (Empfindlichkeitstests fur Candida und
Cryptococcus spp.)

Alle N&hrlésungen vor der Verwendung Raumtemperatur annehmen lassen.
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Nach Entnahme aus dem Beutel sollte die Beimpfung der Platten innerhalb der nachsten
5 Stunden erfolgen. Es wird eine endglltige Zelldichte der Organismen von ungefahr 1,5—
8 x 10° KBE/ml empfohlen.

Schritt 1 und 2 sollten innerhalb von 15 Minuten durchgefihrt werden.

Einige gut abgegrenzte Kolonien mit einem Durchmesser > 1 mm aus einer reinen 24-Stunden-
Kultur (Sabauroud-Dextrose-Agar) des Hefeisolats entnehmen und in entmineralisiertem

Wasser emulgieren. Gut mischen, falls erforderlich mit einem Vortexmischer, um die
Homogenitat der Suspension sicherzustellen.. Bei Verklumpung, vor der Einstellung der
Zelldichte Suspension absetzen lassen. Probe auf 0,5-McFarland-Standard einstellen —
entweder mit dem Auge oder dem Sensititre Nephelometer.
1. 20 ul der Suspension in 11 ml Sensititre YeastOne Nahrbouillon transferieren, um ein
endgiiltiges Inokulum von 1,5-8 x 10° KBE/ml zu erhalten.

2. Innerhalb von 15 Minuten nach Abschluss von Schritt2 100 yul der endgultigen
Suspension auf die Sensititre YeastOne Platte transferieren. Dazu eines der beiden
folgenden Verfahren verwenden:

a. Sensititre AIM System — Den Rohrchendeckel abnehmen und durch einen
Sensititre-Dosierkopf fur den Einmalgebrauch ersetzen und die Platte dem
Benutzerhandbuch fir das Sensititre AIM entsprechend beimpfen. Das
Testrohrchen mit aufgesetztem Dosierkopf innerhalb von 30 Sekunden nach
Beimpfung einer Platte aus dem Sensititre AIM-System nehmen und umgedreht
in einem Rack aufbewahren oder der Entsorgung zufuihren.

b. Manuelles Pipettieren — Das Nahrmedium in eine sterile Platte geben und die
Platte mit einer geeigneten Pipette beimpfen.

3. Die Anzahl der Kolonien sollte Uberprift werden. Dazu 10 yl aus dem Well der
Positivkontrolle entnehmen und auf Sabauroud-Dextrose-Agar (SDA) ausplattieren. Ein
korrektes Inokulum ergibt 10—80 Kolonien.

4, Alle Wells mit der selbstklebenden Folie abdecken. Falten vermeiden, damit ein
Uberspringen von Wells verhindert wird.

2Bzeimpfungsverfahren (Empfindlichkeitstests fur Aspergillus spp.) >™"

Alle N&hrlésungen vor der Verwendung Raumtemperatur annehmen lassen.

Nach Entnahme aus dem Beutel sollte die Beimpfung der Platten innerhalb der nachsten
5 Stunden erfolgen.

Es wird eine endgiiltige Zelldichte der Organismen von ungeféhr 0,5-5 x 10* KBE/ml
empfohlen.

1. Subkultur von Sabouraud-Dextrose-Agar auf Kartoffel-Dextrose-Agar anlegen.
2. 7 Tage bei 35 °C inkubieren, um adéaquate Sporenbildung zu erhalten.

48


http://www.thermoscientific.com/contactus

3. Konidien mit einem Baumwolltupfer sammeln und in steriler Kochsalzlésung mit Tween™
suspendieren. Schwere Partikel 3 bis 5 Minuten lang absetzen lassen.

Uberstand entnehmen und mit einem Vortexmischer mischen.

Tribung des Uberstands auf 80 bis 82 % Transmission bei 530 nm, mit einem
Spektralphotometer gemessen, einstellen, was einem Inokulum von 0,6-5 x 10° KBE/ml
entspricht. Alternativ auf einen 0,5-McFarland-Standard einstellen.

6. 100 ul der Suspension zu 11 ml Sensititre YeastOne Nahrbouillon hinzufiigen, um ein
endgiiltiges Inokulum von 0,5-5 x 10* KBE/ml zu erhalten.

7. Innerhalb von 15 Minuten nach Abschluss von Schritt 2 100 pl der endgultigen Suspension
auf die Sensititre YeastOne Platte transferieren. Dazu eines der beiden folgenden Verfahren
verwenden:

a. Sensititre AIM-System

Den Roéhrchendeckel abnehmen und durch einen Sensititre-Dosierkopf flr den Einmalgebrauch
ersetzen und die Platte dem Benutzerhandbuch fur das Sensititre AIM entsprechend beimpfen.

Das Testrohrchen mit aufgesetztem Dosierkopf innerhalb von 30 Sekunden nach Beimpfung
einer Platte aus dem Sensititre AIM-System nehmen und umgedreht in einem Rack
aufbewahren oder der Entsorgung zufuihren.

b. Manuelles Pipettieren Das Nahrmedium in eine sterile Platte geben und die
Platte mit einer geeigneten Pipette beimpfen.

8. Anzahl der Kolonien Uberpriifen. Dazu 10 pl des Inokulums aus dem Well der
Positivkontrolle entnehmen und das Inokulum auf Sabauroud-Dextrose-Agar (SDA)
ausplattieren. Ein korrektes Inokulum ergibt 50-500 Kolonien.

9. Alle Wells mit selbstklebender Folie abdecken. Falten vermeiden, um ein Uberspringen von
Wells zu verhindern.

Inkubation
Platten bei 35 °C in einem Inkubator ohne CO, inkubieren.
Inkubationstemperaturen von mehr als 35 °C kénnen die Leistung negativ beeinflussen.
¢ Candida-Arten sollten 24 bis 25 Stunden lang inkubiert werden (siehe Schritt 1 im
Abschnitt AUSLESEN DER TESTERGEBNISSE)
Cryptococcus-Arten sollten 72 Stunden lang inkubiert werden.
o Aspergillus-Arten sollten 48 bis 72 Stunden lang inkubiert werden.

Auslesen der Testergebnisse

Platten kénnen visuell bei normaler Laborbeleuchtung mit einem manuellen Spiegelbetrachter
oder mit dem Sensititre Vizion System ausgelesen werden. Siehe Benutzerhandbuch fur das
Sensititre Vizion System fur weitere Informationen. Hefewachstum in den antimykotischen
Losungen wird als Farbwechsel des kolorimetrischen Wachstumsindikators von blau (negativ)
nach rot (positiv) nachgewiesen. Einige Hefearten zeigen unter Umstédnden keinen
vollstdndigen Farbwechsel des Indikators nach rot, sondern eher zu einem Violettton. Einige
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Organismen zeigen einen leichten Violettton fir Posaconazol, Voriconazol, Fluconazol,
Itraconazol und Ketoconazol.

1. Well der Positivkontrolle nach der Inkubation untersuchen.
a. Candida-Arten sollten 24 bis 25 Stunden lang inkubiert werden (siehe Schritt 1
im Abschnitt AUSLESEN DER TESTERGEBNISSE)
b. Cryptococcus-Arten sollten 72 Stunden lang inkubiert werden.
c. Aspergillus-Arten sollten 48 bis 72 Stunden lang inkubiert werden.
2. Ist das Well rot, kdnnen die Endpunkte fur die Antimykotika bestimmt werden. Fur
Candida-Arten gilt: Ist das Well blau oder leicht violett, fir weitere 24 Stunden inkubieren
und erneut untersuchen.

NICHT DIE TRUBUNG DER SENSITITRE YEASTONE PLATTEN MESSEN. Nur den
Farbwechsel auslesen.

3. Die MHK ist die niedrigste Konzentration an Antimykotikum, die das Wachstum von
Organismen nachhaltig hemmt, was durch Farbanderung nachgewiesen wird.

Auswertung der Ergebnisse

TABELLE 1. lllustration und Interpretation der moglicherweise auftretenden Testergebnisse

Konzentration im Well in pg/ml R = ROT: Positives Wachstumsindiz

1 > 4 8 16 32 B = BLAU: Negatives Wachstumsindiz

A. R R R B B B Typisches Wachstumsmuster, MHK-
Endpunkt ist

8 pug/ml.

B. R R R R R R Wachstum in allen Wells, MHK-Endpunkt ist
> 32 ug/ml.

C. B B B B B B Wachstum in keinem Well, MHK-Endpunkt ist
<1 pg/ml.

D. R R R B R R ,Ubersprungenes Well*. MHK-Endpunkt ist

> 32 pg/ml. Ignorieren Sie ein
~ubersprungenes Well“, wenn die
Nachbarwells auf beiden Seiten Wachstum
aufweisen. Tritt mehr als ein
»ubersprungenes Well“ in einer Reihe auf,
sind die Testergebnisse ungiiltig.*
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E. R R B B R R Zwei ,ubersprungene Wells“. Der Test sollte
wiederholt werden.*

'Bei sorgfaltiger Durchfiihrung tritt dies nicht haufig auf.
Hinweise zum Auslesen

Amphotericin B

Die Endpunkte fir Amphotericin B nach 24 Stunden kdnnen in der Regel einfach bestimmt
werden; als MHK wird die niedrigste Wirkstoffkonzentration abgelesen, die eine sichtbare
Farbanderung verhindert. Ein Trailing des Endpunkts tritt bei Amphotericin B in der Regel nicht
auf.

Das erste Well, das eine deutliche Farbanderung im Vergleich zur Positivkontrolle zeigt, ist die
MHK.

Flucytosin und Azol-Antimykotika

Fur Candida albicans, C. glabrata und C. tropicalis konnen sich mit Flucytosin und Azolen wie
z. B. Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol, Voriconazol und Posaconazol Endpunkte ergeben,
die in der Regel aufgrund von Trailing beim Wachstum weniger scharf ausgepragt sind, was
eine erhebliche Variationsquelle darstellt. Trailing tritt auf, wenn eine leichte Farb&nderung
fortbesteht, die sich haufig in identischer Weise bei allen Wirkstoffkonzentrationen oberhalb der
MHK zeigt. Als MHK sollte das erste Well abgelesen werden, das eine weniger intensive
Farbanderung im Vergleich zur Positivkontrolle aufweist. Referenzstamme mit definierter
Empfindlichkeit kbnnen bei der Schulung des Personals helfen. Bei Isolaten von Candida
krusei wird davon ausgegangen, dass sie von sich aus gegen Fluconazol resistent sind. lhre
MHK sollten nicht interpretiert werden, dem berichteten Testergebnis sollte (1) ein Kommentar
hinzugefigt werden.

Endpunkt mit Trailing: Dies tritt auf, wenn eine leichte Farbanderung besteht, die sich haufig in
identischer Weise in mehreren Konzentrationen zeigt. Als MHK sollte das erste Well abgelesen
werden, das eine weniger intensive Farb&nderung im Vergleich zur Positivkontrolle aufweist.

Echinocandine
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MHK-Endpunkte sollten nach 24-stindiger Inkubation bei 35 °C bestimmt werden. Als MHK
sollte das erste Well abgelesen werden, das eine weniger intensive Farbanderung im Vergleich
zur Positivkontrolle aufweist.

ltraconazol

Itraconazol kann gelegentlich bei Konzentrationen = 4 ug/ml ausfallen. Dies kann dazu flihren,
dass das betroffene Well Wachstum aufweist und rot wird.

Von Zeit zu Zeit ist ein paradoxes Wachstum bei hdheren Itraconazol-Konzentrationen auf
Sensititre YeastOne Panels anzutreffen, was zu einer Rosaféarbung dieser Wells fihrt.

Der paradoxe Effekt, der auch als Eagle-Phanomen bekannt ist, nimmt Bezug auf eine
Beobachtung, bei der ein Anstieg der antimikrobiellen Konzentration tber einen bestimmten
Punkt hinaus paradoxerweise zu einem Anstieg der Anzahl an Bakterien fuhrt, die Uberleben.
Eine Erklarung hierfur kénnte sein, dass die Konzentration zu hoch ist; der Wirkstoff kénnte eine
Selbstantagonisierung des Rezeptors bewirken, an den er bindet (z. B. penicillinbindende
Proteine im Fall von Penicillin).

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Auflésung

Das Wachstum in der héheren Konzentration sollte ignoriert werden, es sei denn, es liegt
Wachstum in allen anderen Itraconazolkonzentrationen vor. Im folgenden Beispiel ist das Well
mit der Konzentration von 0,5 pg/ml, das durch ein schwarzes Quadrat markiert ist, das Well,
das als MHK-Ergebnis aufgezeichnet werden sollte.

0,008 0,015 0,03 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16
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Haben Sie weitere Fragen oder Anliegen, nehmen Sie bitte telefonisch Kontakt mit der
Abteilung fur technischen Support auf: +44 (0) 1256 694287 | Fax: +44 (0) 1256 463388 oder
siehe Seite 12 fir die Liste der E-Mail-Adressen.

Kontamination/Ubersprungene Wells

Ein rosafarbenes Well (Wachstum) zwischen blauen Wells (kein Wachstum) kann auch ein Anzeichen fir
eine Kontamination sein. Legen Sie eine Subkultur des Wellinhalts an, um die Ursache zu Uberprifen.

Ein blaues Well in einer Reihe von roten Wells mit Wachstum zeigt ein , ibersprungenes Well“ an und
sollte ignoriert werden. Die MHK sollte oberhalb Gibersprungener Wells abgelesen werden. Gibt es mehr
als ein tbersprungenes Well, sollte das Antimykotikum nicht berichtet werden.

Qualitatskontrolle
Die Haufigkeit der Durchfiihrung von Qualitatskontrollen sollte gemaf der Richtlinien vor Ort
festgesetzt werden.!

Zur Uberpriifung der Reinheit sollte eine Kultur des Inokulums auf einem geeigneten Medium
angelegt werden. Wenn eine Mischkultur vorhanden ist, sind die Testergebnisse ungdiltig.

Alle Sensititre Platten enthalten Wells zur Positivkontrolle. Die Tests sind nur dann gultig, wenn
in allen Positivkontroll-Wells deutliches Wachstum beobachtet wird.

Die folgenden Kulturen der American Type Culture Collection (ATCC™) werden zur Verwendung
als Qualitatskontrolle empfohlen:

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Ergebnisse durfen nicht berichtet werden, wenn die QK-Ergebnisse nicht im erwarteten Bereich
liegen.

Die Beimpfung, Ablesung und Interpretation von Sensititre YeastOne Platten fir
Hefeempfindlichkeitstests bei der Durchfiihrung von Qualitatskontrolltests durch den Anwender
ist wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben durchzufuhren.

Tabelle 2. Empfohlene 24- und 48-Stunden-MHK-Grenzwerte fir zwei Qualitatskontrollstimme

geman Bouillon-Mikrodilution CLSI M27 (Ref. 2). Von den vertffentlichten
Qualitatskontrollbereichen abweichende und zusatzliche Bereiche sind unterstrichen.

Antimykotikum Issatchenkia orientalis Candida parapsilosis
ATCC6258 ATCC 22019

24 Stunden 48 Stunden 24 Stunden 48 Stunden

5-Flucytosin 4-16 8-32 0,12-0,5 0,12-0,5
Amphotericin B 0,5-2 1-4 0,25-2 0,54

Anidulafungin 0,03-0,12 - 0,25-2 -
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Caspofungin 0,12-1 0,25-1 0,25-1 0,54

Fluconazol 8-64 16-128 0,5-4 2-8
Itraconazol 0,12-1 0,25-1 0,06-0,5 0,12-0,5
Micafungin 0,06-0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,54
Posaconazol 0,06-0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06-0,25
Voriconazol 0,06-0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

* Sensititre-Bereich
Erwartete QK-Werte gibt es in CLSI M27; fUr Aspergillus, siehe Orientierungsdokument M38.

Bei Isolaten von Issatchenkia orientalis (Candida krusei) wird davon ausgegangen, dass sie
intrinsisch gegen Fluconazol resistent sind. Ihre MHK sollten nicht mit dieser Skala interpretiert
werden.

HINWEIS 1: Werden minimale Hemmkonzentrationen (MHK) fir Candida-Arten mit Hilfe einer
Skala gemessen und fallt das erzielte Ergebnis zwischen zwei Kategorien, gilt die nachsthéhere
Kategorie. D. h. ein Isolat mit einer MHK fir Fluconazol von 12,5 pg/ml wiirde in die Kategorie
S-DD eingeordnet.

Um weitere Informationen zur Interpretation von Ergebnissen zu erhalten, wenden Sie
sich bitte an das CLSI".

Einschrankungen

1. Sensititre YeastOne Platten fir Empfindlichkeitstests sind zur Verwendung fir nicht
anspruchsvolle Hefen wie z. B. Candida-Arten, Cryptococcus-Arten, Aspergillus-Arten
und verschiedene schnell wachsende Hefearten bestimmt. Sie sind nicht bestimmt fir
anspruchsvolle oder langsam wachsende Hefen wie z.B. Histoplasma oder
Blastomyces und Fadenpilze.

2. Ein Vergleich zwischen dem Sensititre YeastOne-System nach 24 Stunden und der
CLSI-Referenzmethode nach 48 Stunden wurde evaluiert. Aufgrund der Schwierigkeit
bei der Korrelation von Endpunkten von Organismen mit Trailing (C. albicans) nach
einer Inkubation von 48 Stunden werden jedoch hohe Fehlerraten beobachtet.

3. Untersuchungen auf Pilze und Antimykotika sind von sich aus weniger genau als
Untersuchungen auf Bakterien.

4. Einige Prifer sind der Meinung, dass das Auslesen nach 24 Stunden geeigneter ist als
das Auslesen nach 48 Stunden, da es das Problem des Trailings bei bestimmten
Isolaten gibt. Der offizielle CLSI-Standard gibt an, dass nach 48 Stunden ausgelesen
werden sollte. Bis eine ausreichende Datenmenge erhoben und analysiert sein wird,
bleibt die Frage nach dem Kklinisch relevantesten Zeitpunkt fiir das Auslesen
unbeantwortet. Beim Berichten der Ergebnisse sollte der Zeitpunkt des Auslesens
deutlich angegeben werden.

5. Weitere Orientierung finden Sie im CLSI-Standard fur Empfindlichkeitstests gegen
Antimykotika M27 fur Hefen und M38 fur Aspergillus-Arten.

6. Das Indiz fir den Endpunkt ist die Farbdnderung, nicht die Tribung. (Diese Tatsache
entkraftet einige der Hauptbedenken bei der Interpretation flr bestimmte Candida-Arten
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aufgrund von ,Trailing“ ab. Trailing wird haufiger bei Isolaten beobachtet, die nicht aus
Blutproben oder anderen sterilen Kdrperfliissigkeiten gewonnen werden.)

7. Test nicht nach 24 Stunden auslesen, wenn das Kontrollwell nicht vollstandig nach
positiv umgeschlagen ist.

8. Die Leistung von Voriconazol bei Cryptococcus-Arten und schnell wachsenden
Hefearten wurde nicht bestimmt. MHK von Voriconazol sollten daher nur fir Candida-
Arten berichtet werden.

9. Nur mit fir das Sensititre-System zugelassenes Nahrmedium fir das Inokulum far
Hefeempfindlichkeitstests verwenden. Die Verwendung anderer Ndhrmedien kann zu
Fehlern fuhren.

10. Wie bei jeder In-vitro-Empfindlichkeitstestmethode sollten die Untersuchungsergebnisse
mit dem klinischen Ansprechen des Patienten auf die verschriebene Therapie korreliert
werden.

11. Die Leistung wurde nur fur Amphotericin B, ltraconazol, Posaconazol und Voriconazol
fur Aspergillus-Arten ermittelt.

12. Literaturverweis 5 zeigt ein hohes MaR an Ubereinstimmung (> 99 %) mit der CLSI-
Methode fur Amphotericin B und Aspergillus-Arten. Bei Itraconazol war die
Ubereinstimmung geringer, A. fumigatus, A. flavus und A. terrus hatten eine
Ubereinstimmung > 90 %, wéhrend A. nidulans eine Ubereinstimmung von 85 % und A.
ustus eine Ubereinstimmung von 33 % auf Panels hatten, die 48 Stunden lang mit einem
Inokulum von 10° KBE/ml inkubiert wurden. Eine Ubereinstimmung von mehr als 90 %
wurde mit einem Inokulum von 10* KBE/ml und 72-stiindiger Inkubation mit Itraconazol
und Amphotericin B beobachtet (M38).

13. Eine Korrelation der MHK fir Caspofungin mit dem Behandlungsergebnis nach einer
Anwendung von Caspofungin wurde bisher nicht vollstandig ermittelt. (9)

14. Die Leistung des Sensititre YeastOne Systems mit Anidulafungin, Caspofungin und
Micafungin bei Cryptococcus, Aspergillus-Arten und schnell wachsenden Hefearten,
auller Candida-Arten, wurde bisher nicht ermittelt. MHK von Anidulafungin,
Caspofungin und Micafungin sollten daher nur fir Candida-Arten berichtet werden.

15. Die Leistung der Sensititre YeastOne Platten mit Posaconazol bei Cryptococcus wurde
bisher nicht ermittelt.

16. Zur Erstellung von Ergebnisberichten bei Sensititre-Produkten fir die In-vitro-Diagnostik
mit CE-Kennzeichnung und FDA-Zulassung dirfen nur Gerate verwendet werden, die
vom Sensititre System unterstitzt werden, d. h. ein einfacher Spiegelbetrachter und
Sensititre Vizion. Andere Systeme werden nicht unterstutzt.

Leistung

Panels, die manuell gelesen werden, sind dazu ausgelegt, eine mit der CLSI-Referenzmethode
der Mikroverdinnung einer Nahrbouillon vergleichbare Leistung zu ergeben. Vergleichbare
Leistung ist definiert als > 90%ige unerlassliche und kategorische Ubereinstimmung mit dem
Wert innerhalb einer doppelten Verdiinnung der Referenz-MHK (1).
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NMAAKEXZ EYAIZOHZIAZ SENSITITRE YEASTONE THX THERMO SCIENTIFIC
MNa in vitro d1ayvwOoTIKA XprAon

MNa mwepiocodTepeg TANpoYopieg, oUPTTEPIAGUBAVONEVNG TNG BIATAENG TTAAKWY KAl TWV EUPWV
TOIOTIKOU gAéyxou, avaTtpééte otn S1adikTuakn Totmrolscia www.trekds.com/techinfo. Amaireital
Kw3IkO6G TTAdKaG Kal aplBudg TrapTidag.

Xpnon yia tnv omoia mpoopilsrai

H mAdka euaioBnoiog Sensititre” YeastOne™ 1n¢ Thermo Scientific” eivar pia in vitro
O1ayvwaoTiK HEBODOG HIKPOaPaiwong 0 CWHO PE TN HOPQN OTTOgNPANEVNG MIKPOTTAGKAG 96
UTTOOOXWY TTOU TTOPEXEI TTOOOTIKA ATTOTEAECUATA EAAXIOTNG AVAOTOATIKAG cuykévipwong (MIC)
yio CUUOMPUKNTEG XWPIG oUvOeTeG OPETITIKEG QVAYKEG, CUMTTEPIAAMBAVOUEVWV Twy  €10WV
Candida, Twv €1dwv Cryptococcus , Twv e1dwv Aspergillus kai dia@opwv GAAWV €I0WV TAXEWG
QVATITUOOOPEVWY CUHOUUKNTWV.

Apxég xpnong

To Sensititre YeastOne cival pia XpwUATOPETPIK DOKIPATIa PHIKPOAPAIWOEWY 0 {wHb. Z& KABE
MIKPOTTAGKQ XopnyouvTal avTIJUKNTIAOIKOI TTapAYoVTEG O€ KATAAANAEG apAIWCEIS Kal éva €vag
XPWHOTOUETPIKOG OEIKTNG.

Ta atroteAéopara  diapadovTal  Pn  autodata  Pe TNV TTApAkoAouBnon Tng  €AAXIoTNG
QVTIMUKNTIAOIKAG CUYKEVTPWONG OTNV oTroia dev TTapoudidletal avdamTugn (6TTwg atrodeIkvUETal
a1ré TNV atmouadia aAAayng Tou XpWHATOG).

Mpo@uAdgeig

Ta ammoteAéopata Ba TTPETTEN va XpNOIYOTToIoUvVTal WG BoABnua oTnv €AoYy Tou QAPUAKOU
€KAOYNG yia TN BeparTreia.

O XeIpIoPOG TOU CUCTAKATOG Ba TTPETTEI VA YivETAl HOVO aTTO EKTTAIBEUNEVO TTPOCWTTIKO.

Oa TpéTel va  XpnolgoTrolouvTal  KATAAANAEG pEBOdOI  XEIPIoWOU  Kal  amoppiyng  Twv
MIKPOOPYQVICUWV.

PUuAagn ka1 diapkela WG

O1 TAGKeg Ba TTpéTTel va QuAdooovTal oe Beppokpaaia dwpatiou (15 °C - 25 °C) pakpid amo
aueon nAiakr okTivoBoAia kai Gueon OepudtnTa. KaBe TAdka ocuokeudletal o€ QUAAO
aAoupliviou, Je atrognPavTIKO pe YéAN atrd ogidlo Tou TTupITiou. Mn XpNOIMOTTOIEITE TNV TTAGKA 1)
Tov (w6 €dv (1) TO Xpwua TOU ATTOENPAVTIKOU &gV gival TTOPTOKAAI, (2) n nuepounvia ARENG €xel
TapéABel A (3) N BAKN atrd @UAANO aloupiviou £xel uTTooTE CNUIG.

YAIka
MepiAapBavovrai:

MNMAdka Sensititre YeastOne
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AUTOKOAANTO OTEYAVWTIKG OPPAyIoUa
Aev trepiAappavovrtal [Kwdikog TpoidvTog]:
Agpalatwuévo vepd Sensititre™ Tn¢ Thermo Scientific™ [T3339]

Zwuoég Sensititre YeastOne [Y3462]

NooipeTpiké Kepalég Sensititre™ TN Thermo Scientific™ (yia XpAon WE TO AQUTOPGTOTIOINUEVO
oUoTNUa EQapuOYS evopBaAuiopou Sensititre™ AIM™ tng Thermo Scientific™) [E3010]

2uoTtnua Sensititre AIM [V3020]

Wneoiakd ouoTnua TpoBoArRg MIC Sensititre™ Vizion™ tn¢ Thermo Scientific™ [V2021]
NepeAdpeTpo Sensititre™ Tng Thermo Scientific™ [V3011]

Mn autéuato cuoTnua TPoRoAng [V4007]

Mpdétutro BoAepdtnTag 0,5 TnG KAipakag McFarland [E1041]

BaktnpioAoyIKOg Kpikog

Mréta Twv 20 pl

ATTOOTEIPWHPEVOG TTEPIEKTNG EVOPOOANICHATOG

Mméra 100 pl kKar avaAwaoipga puyxn

2TEAEXN TTOIOTIKOU EAEyXOU

MAGKeS avdaTITUENG HUKATWY HE Ayap, TT.X. ayap 6e¢Tpdlng Sabauroud (SDA)
EmmwaoTtipag 34 - 36 °C, 1Tou Acimroupyei xwpic CO2
AvadeuTiipag TUTTOU vortex

NMpooBeTa UAIKG TTOU aTtraiTouvTal yia Tn dokipacoia Aspergillus spp.

Ayap Takashio fj dyap de€TpAING TTATATAG
BauBakopdpo PakTpo
ATTOOTEIPWHEVOG QUOIOAOYIKOG 0pOG e 0,05% Tween™ 20

2UAAOYI KaI TTPOETOINACIO OEIYHATWYV

Ta deiyuata Ba TTpETTEl va CUAAEyovTal, va PETAQEPOVTAI, VO QUAGOOOVTAI KAl VO TOTToBeTOUVTAl
o€ TTAAKEG JE TTPWTOYEVEG HETO OTTOUOVWONG, XPNOIMOTTOIWVTAG TUTTIKEG dladikaaiegt.

EmiAoyn Tou {wHoU TG doKIpaoiag evaiobnoiag

O1 Cwpoi Tou €xouv eykplBei amd 10 cuoTnua Sensititre éxouv doOKINAOTE, WG TTPOG TNV
amoédoon Toug, yia Xprion Je To auoTnua Sensititre.

Aladikaoia evopBaApiopou (dokipacia Candida kai Cryptococcus spp.)
ApnoTe 6Aoug Toug wHoug va £pBouv oe Bepuokpacia dwpuaTtiou TTpIv attd TN XpHon.

O1 mAdkeg Ba TTpéTTel va evo@BaAuifovTal evidg 5 wpwv atd TV agaipeon amd TN OnRkn.
TUVIOTATAI TEAIK TTUKVOTNTA JIKPOOPYAVICUWY TTEPiTTou 1,5 — 8 x 10° CFU/mL.
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Ta BAMaTa 1 Kal 2 Ba TTPETTEI va OAOKANPWVOVTAI VTOG 15 AETTTWV.

MapTte apKeTEG KAAG ATTOPOVWMPEVEG ATTOIKIEG BIANETPOU >1 mm aTtTd Jia auiyr KaAAiEpyeia 24
wpwv (Gyap de¢Tpdlng Sabauroud) TOU ATTOUOVWHEVOU OTEAEXOUG TOU CUUOMUKNTA KOl
YOAQKTWHOTOTIOIROTE O€ APAAATWHEVO vEPD. AvakaTéWTe KaAd, dilac@alifovtag OTi TO
gvaiwpnua gival opoidpop@o. MepidivioTe, dv amaiteital. EQv oxnuatioTei cuptrayng pada,
Q@QAOTE TO EVAIWPNMA Va KATakabigel TTpoToU TTPOCapHOCETE TNV TTUKVOTNTA. [NpocapudoTe TO
mpoTuTTo 0,5 TNG KAipakag McFarland oTrmikd ] pe 10 ve@eAOPETPO Sensititre:

1. Mertagépete 20 pl Tou evaiwpnpatog ota 11 ml Tou {wuou Sensititre YeastOne yia va

dnuioupynOei éva TeAikd evo@BaApiopa 1,5 — 8 x 10° CFU/m.

2. Metagépere 100 pl Tou TEAIKOU evaiwpripaTtog otnv TTAGKa Sensititre YeastOne eviég 15
AETTTWV a1Td TNV OAOKARPWON TOU BripaTog 2 Pe oTIdATTOTE aTrd Ta dUO:

a. Xuotnupa Sensititre AIM - AvTIKOTQOTAOTE TO TTWPA TOU CWAnvapiou We pia
O0OIUETPIKA Ke@aAAR Sensititre piag xpriong kal evo@BaAuiote TNV TTAAKQ,
oUp@wva pE To gyxelpidlo xpriong Tou Sensititre AIM. A@aipéoTe TOv guvOUACHO
OOKINAOTIKOU CWANVaPiou-O0CIUETPIKNG KEPAANG aTTé TOo ouoTnua Sensititre AIM
eviog 30 SeutepoAéTTTwy amd Tn xopriynon 060ng o€ TTAAGKA Kol QUAAGETE
QVECTPAMNPEVO O€ Eva QOpE i aTTopPIYTE

b. Mn aurtéparn miméra — Xoote TOV QWMO O QTTOOTEIPWHEVO OIOKAPIO
EVOQOAAYIOPOU Kal evo@BaApioTe TNV TTAGKA, XPENOIUOTTOIWVTAG KOTAAANAN
TITETA

3. Oa mpétrel va yivetal €Aeyxog Tou aplBuou Twv atroikiwy agaipwvTtag 10 pl amd TV
uTTo00XN B€ETIKOU MPAPTUPA Kal TOTTOBETWVTOG Ta o¢ TAAka oOTO dyap 0e&Tpdlng
Sabauroud (SDA). To cwoTé evo@BdaApiopa Ba dnuioupyAoel 10-80 atroikieg

4. KaAuyTte OAeG TIG UTTODOXEG YE TO AUTOKOAANTO OTEYaAVWTIKG 0@PAyIoHa. Edv atmropuyeTe
TIG TITUXWOEIG Ba aTToTPEWETE TNV TTAPAAEIYN UTTODOX WV

Aiadikacia evo@BaApiopou (Sokipacia Aspergillus spp. ) *"?

ApnoTe 6Aoug Toug {wHoug va £€pBouv o€ Bepuokpacia dwpuaTtiou TTpIv attd T Xpron.
O1 TAdkeg Ba Tpétrel va evo@BaApidovTal eviog 5 wpwyv atréd TV agaipeon amwo Tn OQKN.
ZuvioTdTal TEAIKA TTUKVOTNTA HIKPOOPYAVIGHWV Trepitrou 0,5-5 x 10* CFU/mI.

1. AvakaAAiépyeia atrd dyap 6e¢Tpdlng Sabouraud og ayap de€TpdGING TTATATAG.
ETrwaoTe yia 7 nuépeg oToug 35 'C yia va eMTUXETE ETTAPKE GTTOPOTIOINGN.
2UAAEETE Ta Kovidla pe BapBako@Opo PAKTPO Kal EVAIWPAOTE OE ATTOOTEIPWHEVO
Quaioloyikd opd Tween™. AproTe Ta Bapid cwpaTidla va katakabicouv yia 3 €éwg 5 AeTTTd.
ZUAAEETE TO UTTEPKEIPEVO Kal avauEiETE uE avadeuTripa TUTTOU vortex

MpooappodoTe TN BoAepdTNTa TOU UTTEPKEIPEVOU O€ diatrepatotnta 80 £wg 82% ota 530 nm,
OTTWG PETPATAI PE POACHOATOPWTOUETPO I00SUVAUO pE evoPOaApiopa 0,6 — 5 x 10° cfu/ml.
EvaANaKTIKG, TTpocappooTe pe TpoTuTro 0,5 NG KAipakag McFarland.
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6. lMNpocBéaTe 100 pl Tou evaiwprpatog ota 11 ml Tou (wuou Sensititre YeastOne yia va
dnuioupynOei éva TeAkd evo@BaApiopa 0,5-5 x 10* cfu/ml.

7. Metagépete 100 pl Tou TEAIKOU evalwpripatog atnyv TTAdka Sensititre YeastOne eviég 15
AETTTWV a1Td TNV OAOKARPWON TOU BrPATOG 2 PE OTIdNTTOTE aTrd Ta dUO:

a. ZooTtnua Sensititre AIM.

AVTIKATACTAOTE TO TTWHUA TOU CWANvapiou Pe pia dooIPeTpIKr Ke@aA Sensititre piag xpriong kai
evo@BaAuioTe TNV TTAAKA, CUP@WVA UE TO eyXEIpidIo Xpriong Tou Sensititre AIM.

A@aip€oTe TOV CUVOUACHO DOKIJOOTIKOU CWANVAPIOU-BOCIUETPIKAG KEPOARG attd To oUoTnud
Sensititre AIM evtog 30 SeuTepOAETTTWY aATTO TN Xopriynon 60ong o€ TTAGKA Kol QUAAGETE
QVECTPAMUEVO O€ €va POPEA A ATTOPPIYTE.

b. Mn autéparn mimwéra. Xoote TOV CWwPd O ATTOOTEIPWHEVO  OIOKAPIO
evOQOaAuIoUOU Kal evOPBaAuioTE TNV TTAGKA, XPNOIKMOTTOIWVTAG KATAAANAN TTITTETA.

8. Oa mpéTTel va yiveTal EAeyX0G Tou apiBuoU TWV ATTOIKIWY TOU EVOPBAANIOUATOG aPaIpuVTOG
10 pl atmd TNV uttodoXr BETIKOU NAPTUPA KAl TOTTOBETWVTAG TO EVOPBAAMIOHA O€ TTAAKA OTO
ayap 6e&1pdlng Sabauroud (SDA). To cwoTo evopBdApioua Ba dnuioupyrioel 50-500
QTTOIKIEG.

9. KaAuwTe OAEG TIG UTTOBOXEG HE €va QUTOKOAANTO OTEYAVWTIKO OQPAYICHA. EAv atToQuUyETE TIG
TITUXWOE€IG B0 aTTOTPEWETE TNV TTAPAAEIYN UTTODOXWV.

ETrwaon
EmrwdoTe TIg TTAGKeS o€ Beppokpaaia 35 'C oe emwaoTripa TTou dev xpnaoipoTroiei CO,.
O¢epuokpaaoieg emwaong avw Twv 35 °C utropei va errnpedoouv Tnv amédoan.
e Ta €idn Candida 6a mpémmel va eTTwadovTal yia 24 éwg 25 wpeg (avatpéfte oTo BrAua 1,
otnv evotnTa ANAITNQZH AMOTEAEZMATQN AOKIMAZIQN)
e Ta €idn Cryptococcus Ba TrpéTrel va eTTwdagovTal yia 72 WPEG.
o Ta €idn Aspergillus Ba TpéTTel va eTTwdlovTal yia 48 £€wg 72 WPEG.

Avayvwon atroTEAEOHATWY SOKINATIWY

H avayvwon Twv TTAOKWY UTTOPEl va yivel oTTTIKA uTTd QUOIOAOYIKO QWTIONS €pyacTnpiou, ME
XPon Hn QUTOPOTOU CUCTAPATOG TTPOROANG WE KATOTITPA A XPNOIMOTIOIWVTAG TO OUCTNHO
Sensititre Vizion. Avatpéfte oOTO €yxeIpidlo xpriong Tou ouoThuatog Sensititre Vizion yia
TPOCOeTeG TTANPOPOpPiec. H avatTugn CUPOUUKATWY OTA QVTIMUKNTIOOIKG SlocAuuaTta Ba yivetal
EUPAVAG WG aAAQYA TOU XPWHATOG OTOV XPWHOTOMETPIKO O€iKTN avATITUENG atrd  UTTAE
(apvnTikO) O€ KOKKIVO (BeTIKO). Opiouéva €idn UUOPUKATWY PTTOPED va unv aAAGZouv TO Xpwpa
Tou OceikTn TTAAPWG O€ KOKKIVO, OAAG va gu@avidovtal Mo ToAU wg Pwl xpwua. Opiopévol
MIKPOOPYQVIOWOi PTTOPEI va TTapoucidlouv eAa@pU HwB XPWHOTIONS OTnv TTooakovaloAn, Tn
BopikovaloAn, Tn @AoukovaloAn, TNV ITpakovadoAn Kai TNV KETOKOVACOAN.

1. E&etdoTte TV uttodoxn BETIKNAG AVATITULNG META TRV £TTWACN
a. Ta €idn Candida Ba Trpétrel va emwdalovtal yia 24 £€wg 25 wpes (avatpééte aTo
BrAua 1, otnv evotnta ANAITNQZH AMOTEAEZMATQN AOKIMAZIQN)
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b. Ta €idn Cryptococcus Ba Trpétrel va emwdalovTtal yia 72 WPES
c. Ta €idn Aspergillus 6a péTrel va eTTwalovTal yia 48 £wg 72 WpES
2. Edv n utrodoxn avatmtugng €ival KOKKIVR, YTTOPOUV va TTPocdIopIoTOUV Ta TEAIKG onueia
ylo 1o avTiguknmiaoikd. MNa 1a €idn Candida, €dv n uttodoxn €xel PTTAE 1 axvo uwp
XPWHA, ETTAVOAGBETE TNV €TTWACN VIO 24 KON WPES KAl ETTAVEEETAOTE.

MH AIABAZETE TH ©OOAEPOTHTA 2THN MNAAKA SENSITITRE YEASTONE. AiaBdore

uovo TNV aAAdyr TOU XPWUATOC.

3. H MIC gival n eAdXoTn OUuykEVTPWON €VOG AVTIMUKNTIAOIKOU TTAPAYOVTA TTOU AVACTEAAE
ONUAvTIKA TNV avATITUEN TOU WIKPOOPYAVIOHOU, OTTWG avixveUeTal atrd Ty aAAayr] Tou

XPWHOTOG.

Eppnveia atroteAeoCHATWYV

MINAKAZ 1.
EupavioTouv

Eupadvion kai epunveia twv AamoreAEOUATWY TwV OOKIUACIWY TTOU UTTOPEl va

ZUuykévTpwan utrodoxng pg/mi

1 2 4 8 16 32

K = KOKKINO: O¢TikN évdei§n avamrugng
M = MIMAE: ApvnTikn £évoeI§n avdammrTugng

A. K K K M M M

Tumiké TTpdéTUTTO AVATITUENG. TO TEAIKO onuEio
MIC eivai 8 pg/ml.

AvaTrTuén o€ OAeg TIG UTTOS0XEG. To TEAIKO
onueio MIC gival >32 pg/ml.

AtToucia avatTuéng o€ oTToIadATTOTE UTTOB0XH.
To 1eAiké onuegio MIC eival <1 pg/ml.

«YTT000XI TTOU €XEl TTAPAAEIPOEi». To TeEAIKO
onueio MIC gival >32 pg/ml. Mn AdBete uttown
0ag TNV «TTapaAgipn» éTav ol UTTOBOXEG Kal
OTIG 6UO TTAEUPEG TTAPOUCIAZOUV avaTTTugn.
Edv TTapouciacTouV TTEPICCOTEPES ATTO [ia
KTTAPAAEIYPEIGH O€ Pia OTAAN, Ta ATTOTEAEOUATA
TWV SOKIJACIWY aKupwvovTart

E. K K M M K K

AITTAN «uTT0dO0XN TTOU £XEI TTAPOAEIPOEi». H
dokiur Ba TTpéTTel va eTTavaAngOei *

Me TTPOCEKTIKEG TEXVIKEG, QUTEG OI TTEPITITWOEIG OEV Eival GUXVEG.

2NMEIWOEIS VIO TNV avAyvwon
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Apgortepikivn B.

MNa v augoTtepikivn B 0TI 24 wpeg, Ta TEAIKA onueia kaBopifovtal ouvriiBwg UKOAOGTEPA Kal N
MIC diapaletal wg N XapnASTEPN CUYKEVTPWON TOU QAPUAKOU TTOU QTTOTPETTEI TUXOV OpaTh
oMoyl Tou XpwupaToG. TeAlkG onueia oTadlakng peiwong TNG avattugng Ogv aTTavTwvTal
ouvNOwG PE TNV aupoTepikivn B.

H mpwTtn utmodoxn 1mou eu@avilel pia diakpItT) aAAayr XPWHOTOG o€ oUYKPIon ME Tn BETIKA
uttodoxn avatTuéng ival n MIC.

®AoukuToCivn KAl AVTIHUKNTIOOIKA TUTTOU a{OAWYV

Ta Candida albicans, C. glabrata kai C. tropicalis pe @Aoukutooivn kai alOAeg, OTTWG N
@AoukovaloAn, n 1ITpakovaloAn, n KeTokovadoAn, n BopikovalOAn Kai n TTooakovadoAn PTTopei
va dwoouv TeAIKG onueia TTou gival, katd kavova, AlyoTepo éviova, AOyw oOTadIaKA PEIOUPEVNG
avdamTuénG Kal PTTopPEi va atroTeAOUV onuavtikr TNy dlokupavong. H otadiokh peiwon tng
avdmTuéng TrapouaiadeTal étav pia eAa@pid aAAayf TOUu XPWHOTOG ETTIMEVEI Kal €ival OUXVA
TTAVOUOIOTUTTN YIO OAEG TIG CUYKEVTPWOEIG TOU QApUAKoU TTou gival upnAéTtepeg ammd m MIC. H
MIC Ba mrpétrel va diaBdaleTal wg N TTPWTN UTTOd0XK TTOU eP@avidel pia Alydtepo €vtovn aAAayn
TOU XPWHATOG 0€ OUYKPION PE TNV UTTOO0XN EAEyXOU BETIKAG avaTTTugng. Ta oTeAEXN ava@opdag
KaBopiopévng euaioBnaiag ptmopei €mmiong va BonBAcouv oTnv ekTTaideucn ToUu TTPOCWTTIKOU.
Ta amopovwpéva oteAéxn Candida krusei Bewpolvtal 0TI gival evOOYEVWIG AVBEKTIKA OTN
@AoukovaloAn kai o1 MIC Toug &gv Ba TpéTTel va eppnvevdovtal, (1) éva oxoAio Ba TTpéTel va
ouvodEeUEl TO ATTOTEAEO A TNG DOKIPOTIAG TTOU QVAPEPETAI.

TeAIKO onpeio oTadlakAg Peiwong TG avamTuéng: Autd cupBaivel étav n eAdxioTn aAAayr Tou
XPWHATOG ETTIMEVEI KAI TO XPWHA €ival OUXVA TTAVOUOIOTUTTIO O€ APKETEG ouyKeEVTpwaoelg. H MIC
Ba TpéTTel va diaBadeTal wg N TTPWTN UTTodoxr TTou eP@avilel pia AiydTepo éviovn aAAayr Tou

XPWHOTOG 0€ OUYKPIoN KE TNV UTTOO0XK EAEYXOU BETIKNG avATITUENG.

Exivokavodiveg

Ta teAikd onueia MIC Ba Trpétrel va Tpoodiopifovtal HETA TIG 24 wpeg eTTwaong oTtoug 35 °C. H
MIC Ba mrpémrel va diaBAaletal wg n TPWTN UTTOd0XN TTOU gu@avidel pia Aiyotepo évrovn aAAayn
TOU XPWHOTOG O€ OUYKPION WE TN BETIKRA UTTOd0XN EAEYXOU.
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ItpakovaloAn

To didAupa ITpakovalOAng pTTopei TTEpIoTACIaKd va eEavTAnBei, oe cuykevIpwoelg 24 ug/ml.
AuTO pTTopEil va TTPoKaAéoel TNV u@avion avaTTuéng otnv TTpooBeBAnPEVN uTTodOXN Kal
EUPAVION KOKKIVOU XPWUATOG.

Mepiodikd, atmravraral Tapddofn avatTuén oTIG UPNAOGTEPEG CUYKEVTPWOEIG ITPAKOVALOANG OTIG
ouadeg e¢eTdoewy Sensititre YeastOne, kaTi TTou YTTOpEi Va TTPOKOAETEI EPAvIon pol
XPWHOATOG O€ AUTEG TIG UTTOOOXEG.

To Tapado&o eaivouevo, TTou gival TTioNg yvwoTo wg Qaivouevo Eagle, avagépeTtal o€ pia
TTapaTthpnon 61Tou N alénon TNG CUYKEVTPWONG TOU GVTILIKPORIOKOU TTEPAV VOGS CUYKEKPIUEVOU
onueiou TTPoKaAeil, TTapddoga, augnaon Tou apiBuol Twy BakTnpeiwv TTou empiwvouv. Mia
e€Aynon 1ou Ba ptropouoe va doBei ival OTI €TTEIBN N CUYKEVTPWON €ival TTOAU uwnAn, o
TTapdyovTag JTTopEi va avtaywvidetal o idlog Tov uTTodoxEa OTOV OTTOI0 TTPOCOEVETAI (TTPWTEIVEG
TTPOCOEONG TTEVIKIAIVNG, YIa TTAPAdEIYUA, OTNV TTEPITITWON MIOG TTEVIKIAIVNG).

0,008 0,015 0,03 006 0,12 025 0,5 1 2 4 8 16

ETtriAuon

H avamTuén otnv uwnAr ouykévipwaon Ba uTropouaoe va ayvonBei, eKTOG eav UTTAPYXElI avATITUEN
0€ OAEG TIG AAAEG OUYKEVTPWOEIG ITPAKOVALOANG. ZTO TTAPAKATW TTAPABEIYHA, N UTTOO0XN

0,5 pg/ml TTou emonuaiveTal ue To PaUpo TETPAYWVO gival OTTou Ba TTPETTEI va KATAYPAPETal

10 amotéAeopua MIC.

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16
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Edv €xete o1o1E00ATTOTE AANEG EPWTACEIS ] AVNOUXIES, ETTIKOIVWVIOTE JE TO TUAMG TEXVIKNAG
uTTooTAPIENG OTOV apIBuS TNAE@Wvou: +44 (0) 1256 694287 | dag: +44 (0) 1256 463388 1y
avatpegTe otn oeAida 12 yia AioTta Twv d1EuBUVOEWY NAEKTPOVIKOU TaXUSPOUEIOU.

MoéAuvon/MapaAgiyeig

EvoAAakTIKG, pia pol (avatrTuén) uttodoxn avapeoa o€ PITTAE (atroudia avatrTuéng) utTodoxEG
Ba utropouoav va gival evOEIKTIKEG HOAUvonG. KavTe avakaANIEPYEIT TWV TTEPIEXOUEVWY TWV
UTTOOOXWYV YIa va TTIRERBAILOCETE TNV AITIO.

Mia utTAe UTTOB0XNA O€ PIa OEIPA KOKKIVWY UTTOOOXWY AVATITUENG UTTODEIKVUEI JIa «TTOPAAEIYN»
Kal Ba Trpétrel va ayvoeital. H MIC Ba mrpétrel va diaBdadeTtal Trédvw atmo Tuxov UTTodoxEG TTou
£€xouv TTapaAei@Bei. Eav utrdpyouv TTepIcodTEPES aTTO Hia UTTOOOXEG TTOU £XOUV TTAPAAEIPOED, TO
QVTIMUKNTIAOIKO &gV Ba TTPETTEI VO QVAPEPETAI.

Mol10TIKOG £EAEYXOG

H ouxvotnTa Twv SOKINACIWY TTOIOTIKOU €AEYXOU Ba TTPETTEI VA TTPAYMATOTIOIEITAI CUPPWVA UE
TIC TOTTIKEC KATEUOUVTAPIEG 0dnyieg”

To evo@BdaApioua Ba TTpETTel va KaAAIEpYEiTal o€ KATAAANAO PECO yia va eAEyXETAl N KABAPATNTO.
Ta atmmoteAéopaTa TNG DOKIYAG €ival AKUpa €AV QVIXVEUTET UIKTA KOANEPYEIQ.

OAeg o1 TAGKkeg Sensititre mepiAauBévouv BeTikEG uTTOd0XEG EAEyXOU. O1 dokipaaieg eival Akupeg
€av Ogv UTTAPXEI DIAKPITH AVATITUEN O OAEG TIG BETIKEG UTTODOXEG EAEYXOU

O1 TTapakaTw kaANiépyeieg atrd Tnv American Type Culture Collection (ATCC™) cuvioTwvTtal yia
TTOIOTIKO £AgyX0 aT1Td TOV XPAOTN:

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258
Candida parapsilosis ATCC 22019

Ta amoteAéopaTta dev Ba TTPETTEI VO ava@EéPOVTal €AV TA ATTOTEAETHUATA TTOIOTIKOU €AEyXOU Oev
BpiokovTtal evTog €UpOUG.

O1 avauevoueveg TINEG TTOIOTIKOU €Aéyxou Trapéxovriar oto CLSI M27. MNa tov Aspergillus,
avaTpELTe aTO £yypago kaBodrynong M38.

MNa Tov evo@BaAPIoUO, TNV avdyvwaon Kal TNV epunveia Twv TTAaKwY euaiobnoiag Sensititre
YeastOne kaTd Tnv eKTEAEON DOKIUAG TTOIOTIKOU EAEYXOU ATTO TOV XPAOTN, AKOAOUBEITE TIG

00nyYieg TNG TTPONYOUUEVNG EVOTNTAG.

Mivakag 2. ZuvioTwueva 6pia eAdXI0TNG avaoTaATIKAG ouykévipwaong (MIC) 24 kal 48 wpwv yia
OUO OTEAEXN TTOIOTIKOU EAEYXOU CUUQWVA UE TIG KaTeEUBUVTHPIEG 0dnyieg Tou eyypdeou M27 Tou
CLSI yia Tov €Aeyx0 TNG PIKpoapaiwong o€ uypo BpeTTikd péoo (uEBodOG avapopds 2). Ta opia
TTOU IAPEPOUV 1) TTaPATIBEVTAI ETTITTPOCOETA TTPOG TA SNUOCIEUPEVA OPIA TTOIOTIKOU EAEYXOU
EP@aviCovTal UTTOYPAUUICHEVA.
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AvTipuknTIOoIKOG  Issatchenkia orientalis Candida parapsilopsis ATCC

TTapayovTag ATCC 6258 22019

24 wpeg 48 wpeg 24 wpeg 48 wpeg
5 — ®Aoukutooivn 4 — 16 8-32 0,12-05 0,12-0,5
Apgotepikivn B 0,5-2 1-4 0,25-2 05-4
Avidouhagouvykiv 0,03 — 0,12 — 0,25 -2 _
KaoTrogouvykivn 0 12 — 1 0,25-1 0,25-1 05-4
®dAoukovaldin 8 - 64 16 — 128 05-4 2-8
ITpakovaloAn 0,12-1 0,25-1 0,06 -0,5 0,12-0,5
Mikagouykivn 0,06 — 0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,5-4
MooakovaloAn 0,06 — 0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06 - 0,25
BopikovaloAn 0,06 -0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

*Sensititre e0pog

Ta aropovwpéva ateAéxn Issatchenkia orientalis (Candida krusei) Bewpeitai 611 gival evdoyevwg
avOekTIKA 0Tn @AoukovalodAn kal ol MIC Toug &ev Ba TTPETTEI va EpUNVEUOVTAI PE XPAON AUTAS
NG KAiJaKag

ZHMEIQZH 1: Edv o1 eAdxioTeg avaoTaATIkéG ouykevTpwoelg (MIC) yia Tov Candida spp.
METPOUVTAI XPNOIUOTTOIWVTAG MIO KAIUOKA TTOU aTTOdIOEI ATTOTEAETPATA TTOU EPTTITITOUV PETAEU
QUTWYV TWV KATNYOPIWY, N ETTOUEVN UYPNAGTEPN KATNYOPIA UTTOVOEITAI. ZUVETTWG, £Va
atTopovwpévo oTéAexog pe MIC @AoukovaloAng 12,5 pg/ml Ba mrpétrel va ToTroBeTEITAI OTRV
kartnyopia S-DD.

AvaTtpééte oTo CLSI' yia TTepIco6TEPES TTANPOPOPIES TTOU APOPOUV TNV EPUNVEIN TWV
OTTOTEAECHATWV.

Meplopiopoi

1. O1 mAdkeg Sensititre YeastOne 1rpoopiovTal yia Xprion o€ CUUOUUKNTES XWPIG OUVOETEG
OpeTTIKEG  avAykeg, ouptTepIAaupBavopévwy  Twyv  €dwv  Candida, Twv  €dwv
Cryptococcus, Twv €1dwv Aspergillus kar diapopwyv €10WV TAXEWG AVATITUCOOPEVWY
upopuknTwy. Agv TrpoopifovTal yio (UUOMUKNTEG PE OUVOETEG BPETITIKEG AVAYKEG N
Bpadiéwg avamTuoobduevoug CUPOMUKNTEG, OTIWG 10TOTTAaoua 1 BAQOTouUKNTES KOl
VNMOTWOEIG HUKNTEG.

2. Agiohoynbnke n ouykpion peTagu Tou ouoThuartog Sensititre YeastOne oTig 24 wpeg Kal
NG MEBBGdoU avagpopds CLSI oTig 48 wpes. QoTd00, AOyw TG BUCKOAIOG 0TN CUCXETION
TWV TEAIKWY CNUEIWY YIKPOOPYavIOUWYV PE oTadlakn peiwon TG avaTtuéng (C. albicans)
o€ £TTWAoN yIa 48 WPEG, TTapaTnpouvTal UPNAd TTooooTA COAAPATWY.

3. O1 doKIyooieg MUKATWY Kal QVTIMUKNTIOOIKWY TTOpayovIwy €ival eyyevwg AlyoTEPO
oKpIBEiG aTTd TIG SOKIYACIEG BAKTNPIWV.

4. Mepikoi gpeuvnTéG TTIOTEUOUV OTI N 24wpn avayvwon egival o KAatdAAnAn ammd tnv
48wpn avayvworn, Adyw Tou TTPORAAPATOS TNG OTABIOKAG MEIWONG TG AVATITUENG ME
opiopéva atrodovwuéva oTeAéxn. To emionuo TpoTutto CLSI utrodeikviel 6t ol
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avayvwoelg Ba TpETel va emTuyxavovtal oTig 48 wpes. MéExpl va cuAAexBouv kal va
avaAuBouv emTapkr dedopéva, To EpWTNUA TTOU a@opd Tov MO KATAAANAO KAIVIKA XpOvo
avayvwong Trapapével avattdvinto. H ava@opd Twv amoteAeoudTwy Ba TTpETTel va
UTTOOEIKVUEI COPWG TOUG XPOVOUG avAyvwonG.

5. lNa mpdabetn kKaBodrynaon, avatpélTe OTIG euaiobnaieg Twv avTiyikpoflakwy Katd CLSI
yla 10 TTpOTUTTO M27 Twv CUMOUUKATWY, £vw Yia Tov Aspergillus avatpé€re oto M38.

6. H aAlayn Tou XpwpaTog atroTeAei £vOeIgn Tou TEAIKOU onueiou, Ox1 n BoAepdTtnTa. (AuTto
TO YeEYOVOG METPIAZEl OPICPEVOUG OnUavTIKOUG TTpoBAnPaTioyol 6cov agopd Tnv
epunveia opiopévwy €1dwv Candida Adyw Tng «oTadiakAg peiwong TG avamTuéng». H
oTadiok MEIwoN TNG avaTTuéng TToPaTNEEITal ouXvOoTEPa HE GAAA ATTOPOVWHEVA
OTEAEXN, EKTOG ATTO AUTA TOU QiATOG KOl GAAWYV OTEIPWV CWHATIKWY UYPWV.)

7. Mn diapdalete Ta atmmoteAéopata OTIC 24 wPEG, €AV N UTTOOOXN eAéyXou Oev €Xel Yivel
TEAEIWG BETIKN.

8. H amdédoon 1ng BopikovaldAng ue €idn Cryptococcus Kal €idn Taxéwg avaTTTUoOOUEVWV
CupopuknTwy dev €xel kabBopioTei. Zuvertwg, ol MIC Tng BopikovaldAng Ba TTpéTTel va
avagépovtal uovo yia €idn Candida.

9. XpnOIUOTIOIEITE POVO HE EYKEKPIYEVO YIa TO ouoTnua Sensititre {wud evopBaApiopaTog
euaiodnoiag CuuouukATwy. H xpron dAwv {wpwv Ba PTTopoucE va TTPOKAAECE!
o@AaAua.

10. Omrwg 1oxUel ye otroladATToTE in-vitro péBodo dokiyaaoiag euaiobnaoiag, Ta ammoTeEAéoUATA
NG dokiyaaiag Ba TPETTEl va cuaxeTiovTal e TV KAIVIKH) avTaTToKpion Tou acBgvolg
oTn ouvtayovpagnuévn BeparTreia.

11. H amédoon éxel TeKunPIwOei povo yia Tnv au@oTepikivn B, tTnv impakovaloAn, tnv
TTooakovaloAn kai Tn BopikovalodAn pe €idn Aspergillus.

12. H BiBAioypa@ikry ava@opd 5 katédeige uwnAd emmitredo (>99% oupowvia) pe T PéBodo
CLSI yia v apgotepikivn B kai Ta €idn Aspergillus. XaunAdtepa TTO000TA CUPQWVIAG
TapatnEnOnkav ue Tnv ITpakovaloAn, ol A. fumigatus, A. flavus kai A. terrus
Tapouaiacav >90% cupgwvia, evw o A. nidulans trapouciace 85% kal o A. ustus 33%
OUPQWVia, 0¢ OPAdEG €EETACEWY TTOU ETTWACTNKAV YIa 48 wpeg PeE eVOPOAAUIoUA
10° cfu/ml. Zupewvia Tavw atmé 90% TrapatnprAbnke pe evo@BdApiopa 10* cfu/ml kai 72
WPEG £TTWACNG ME ITpakovaloAn kal augoTepikivn B (M38).

13. H ouoxétion ng MIC yia Tnv KaoTroQouykivn Pe TNV éKBacn TnG Beparreiag, PeETd T
XPron KaoTropouykivng, dev £xel TEKUNPIWOET TTARPWG. (9)

14.H amédoon Tou oucTAuatog Sensititre YeastOne pe Tnv aviviouAagouykivn, Tnv
KAOTTOQOUYKivn Kal Tn MIKagouykivn pe Ta €idn Cryptococcus, Aspergillus kai €idn
TAXEWG avaTITUCOOUEVWY CUUOMUKNTWY €KTOG atmré Ta €idn Candida Oev €xel
TEKUNPIWOEL. ZuveTtwg, or MIC yia Tnv aviviouAa@ouykivn, TNV KAoTTOQOUYKivn Kal TN
MIKa@ouyKivn Ba TTpéTTel va avagépovTtal uévo yia Ta €idn Candida.

15. H amédoon tn¢g TAdkag Sensititre YeastOne pe Tnv TTo0ekovaloAn pe Cryptococcus dev
EXEI TEKUNPIWOEI.

16. Mévo epyaAeia 1Tou uttooTnpiovTal amd To cuoTnua Sensititre, dnAadh éva atrAd
ouoTtnpa TTPoRoANS ue KATOTITPA, TOo Sensititre Vizion, TTpéTel va xpnoIUoTToIoUVTal YId
TNV ava@opd Twv OTTOTEAEOUATWY JE TTPoIdvTa TTou €xouv eykpiBei katd CE VD kai
FDA. OtroiodnroTte GAAo cuoTtnua dev Ba utrooTnpileTal.

Amrédoon
O1 ouddeg efetdoewv TOU dlaBAlovTal Pn aQuTOUaTa €XOUV OXEDIAOTE YIO va TTAPEXOUV CGUYKPITIUN
amédoon pe TN diadikagia pikpoapalwoewyv o€ (wud avagopdg tou CLSI. Qg ouykpioiun opietal n
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amédoon pe > 90% BaoiKA KAl KATNYOPIKA CUPQwvia wg TTpog Tnv apaiwan dimAaciacpou tng MIC
avapopdg (1).
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PLAQUES POUR ANTIBIOGRAMME THERMO SCIENTIFIC SENSITITRE
YEASTONE

Pour diagnostic in vitro

Pour obtenir plus d’informations, notamment sur la disposition de la plaque et les plages de CQ,
veuillez consulter I'adresse www.trekds.com/techinfo. Le code de la plaque et le numéro de lot
sont requis.

Utilisation prévue

La plaque pour antibiogramme Thermo Scientific™ Sensititre™ YeastOne" est une méthode de
diagnostic in vitro par microdilution en bouillon sur un format de microplaque séche de 96 puits
qui fournit des résultats quantitatifs de concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les levures
non exigeantes, notamment les especes de Candida, de Cryptococcus, d’Aspergillus et
diverses autres espéces de levures a croissance rapide.

Principes d’utilisation

Sensititre YeastOne est un test colorimétrique de microdilution en bouillon. Chaque microplaque
contient les antifongiques aux dilutions appropriées et un indicateur colorimétrique.

Les résultats sont lus manuellement en observant la plus faible concentration d’antifongique qui
ne présente aucune croissance (mise en évidence par I'absence de changement de couleur).

Précautions

Les résultats doivent étre utilisés comme une aide a la sélection du médicament de choix pour
le traitement.

Le systeme doit étre utilisé uniquement par du personnel formé.

Il convient d'utiliser des méthodes appropriées de manipulation et d’élimination des organismes.

Stockage et durée de conservation

Les plaques doivent étre stockées a température ambiante (entre 15 °C et 25 °C) a l'abri de la
lumiere directe du soleil et de la chaleur directe. Chaque plaque est emballée dans un sachet
avec un dessiccatif en gel de silice. Ne pas utiliser la plague ou le bouillon si (1) le dessiccatif
n'est pas de de couleur orange, (2) la date de préemption est dépassé ou (3) le sachet est
endommageé.

Matériaux
Eléments inclus :

Plaque Sensititre YeastOne
Film adhésif
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Eléments non inclus [code produit] :

Eau déminéralisée Thermo Scientific” Sensititre™ [T3339]
Bouillon Sensititre YeastOne [Y3462]

Tétes de dosage Thermo Scientific” Sensitire™ (& utiliser avec le systéme automatisé
d’inoculation Thermo Scientific™ Sensititre™ AIM™) [E3010]

Systeme Sensititre AIM [V3020]

Systéme d’affichage numérique de la CMI Thermo Scientific™ Sensititre™ Vizion™ [V2021]
Néphélometre Thermo Scientific” Sensititre™ [V3011]

Visionneuse manuelle [V4007]

Etalon de turbidité & 0,5 McFarland [E1041]

Anse bactériologique

Pipette de 20 pl

Réservoir stérile d'inoculum

Pipettes de 100 pl et embouts jetables

Souches de contrble qualité

Boites de milieu gélosé pour croissance fongique, par ex., gélose de Sabouraud au dextrose
(Sabouraud Dextrose Agar, SDA)

Incubateur a 34-36 °C, sans CO2
Agitateur vortex

Matériels supplémentaires requis pour I'analyse d’Aspergillus spp.

Gélose de Takashio ou gélose dextrosée a la pomme de terre
Ecouvillon en coton
Sérum physiologique stérile avec 0,05 % de Tween™ 20

Prélevement et préparation des échantillons

Les échantillons doivent étre prélevés, transportés, stockés et mis en culture sur milieu gélosé
d’isolement primaire a I'aide des procédures classiquesl.

Sélection du bouillon d’antibiogramme

Les performances des bouillons approuvés pour le systéme Sensititre sont testées pour une
utilisation avec le systeme Sensititre.

Procédure d’inoculation (analyse de Candida et Cryptococcus spp.)

Laisser tous les bouillons revenir a température ambiante avant utilisation.
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Les plagues doivent étre inoculées dans les 5 heures suivant leur retrait du sachet. Il est
recommandé d'utiliser une densité finale en organismes d’environ 1,5 & 8 x 102 UFC/ml

Les étapes 1 et 2 doivent étre terminées en 15 minutes.
1. Prélever plusieurs colonies bien isolées d’'un diamétre > 1 mm sur une culture pure de
24 heures (gélose de Sabouraud au dextrose) de l'isolat de levure et les émulsifier dans
de I'eau déminéralisée. Bien mélanger en s’assurant que la suspension est homogene,
vortexer, si nécessaire. En cas de présence d'agrégats, laisser la suspension se
déposer avant d’ajuster la densité. Ajuster visuellement sur I'étalon & 0,5 McFarland ou
a l'aide d’'un néphélométre Sensititre

2. Transférer 20 yl de la suspension dans 11 ml de bouillon Sensititre YeastOne pour
obtenir un inoculum final de 1,5 & 8 x 10° UFC/ml.

3. Transférer 100 pl de la suspension finale sur la plaque Sensititre YeastOne dans les
15 minutes suivant la réalisation de I'étape 2 en utilisant soit :

a. Le systeme Sensititre AIM — Remplacer le bouchon du tube par une téte de
dosage a usage unique Sensititre et inoculer la plague conformément au mode
d’emploi du Sensititre AIM. Retirer le tube de test associé a la téte de dosage du
systéme Sensititre AIM dans les 30 secondes suivant I'inoculation d’'une plaque
et le stocker a I'envers sur un support ou le jeter

b. Une pipette manuelle — Verser le bouillon dans une cuve d’ensemencement
stérile et inoculer la plaque a 'aide d’'une pipette appropriée

4. Veérifier la numération des colonies en prélevant 10 pl du puits de contrdle positif et en
I'étalant sur une gélose de Sabouraud au dextrose (Sabouraud Dextrose Agar, SDA).
Un inoculum correct produira 10 a 80 colonies

5. Recouvrir tous les puits avec le film adhésif. Eviter les plis pour empécher les sauts de
puits

Procédure d’inoculation (analyse d’Aspergillus spp.)>" %

Laisser tous les bouillons revenir a température ambiante avant utilisation.

Les plagues doivent étre inoculées dans les 5 heures suivant leur retrait du sachet.

Il est recommandé d’utiliser une densité finale en organismes d’environ 0,5 a5 x 10* UFC/ml.

1. Sous-culture a partir d'une gélose de Sabouraud au dextrose ou d'une gélose glucosée a la
pomme de terre.

Incuber pendant 7 jours & 35 "C pour obtenir une sporulation adéquate.

3. Recueillir les conidies a I'aide d’'un écouvillon en coton et les mettre en suspension dans
une solution physiologique stérile avec du Tween™. Laisser les particules lourdes se
déposer pendant 3 a 5 minutes.

4. Recuelllir le surnageant et le mélanger avec un agitateur a vortex.
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5. Ajuster la turbidité du surnageant a 80 % a 82 % de transmittance a 530 nm mesurée avec
un spectrophotométre, ce qui équivaut & un inoculum de 0,6 & 5 x 10° UFC/ml. Sinon,
ajuster sur un étalon a 0,5 McFarland.

6. Ajouter 100 pl de la suspension dans 11 ml de bouillon Sensititre YeastOne pour obtenir un
inoculum final de 0,5 a 5 x 10* UFC/ml.

7. Transférer 100 ul de la suspension finale sur la plaque Sensititre YeastOne dans les
15 minutes suivant la réalisation de I'étape 2 en utilisant soit :

a. Le systeme Sensititre AIM.

Remplacer le bouchon du tube par une téte de dosage a usage unigue Sensititre et inoculer la
plague conformément au mode d’emploi du Sensititre AIM.

Retirer le tube de test associé a la téte de dosage du systeme Sensititre AIM dans les
30 secondes suivant I'inoculation d’une plaque et le stocker a I'envers sur un support ou le jeter.

b. Une pipette manuelle. Verser le bouillon dans une cuve d’ensemencement stérile
et inoculer la plague a I'aide d’une pipette appropriée.

8. Vérifier la numération en colonies en prélevant 10 ul de I'inoculum dans le puits de contrble
positif et en étalant I'inoculum sur une gélose de Sabouraud au dextrose (SDA). Un
inoculum correct produira 50 a 500 colonies.

9. Recouvrir tous les puits avec un film adhésif. Eviter les plis pour empécher les sauts de
puits.

Incubation
Incuber les boites a 35 ‘C dans un incubateur sans CO.,.
Les températures d’incubation supérieures a 35 °C risquent d’affecter les performances.
e Les especes de Candida doivent étre incubées pendant 24 a 25 heures (consulter
I'étape 1 de la section LECTURE DES RESULTATS DE TEST)
o Les espéces de Cryptococcus doivent étre incubées pendant 72 heures.
o Les espéces d'Aspergillus doivent étre incubées pendant 48 a 72 heures.

Lecture des résultats de test

Les plaques peuvent étre lues visuellement sous I'éclairage normal du laboratoire a I'aide d’une
visionneuse manuelle & miroir ou en utilisant le systeme Sensititre Vizion. Consulter le mode
d’'emploi du systeme Sensititre Vizion pour obtenir des informations supplémentaires. La
croissance des levures dans les solutions d’antifongiques sera mise en évidence par un
changement de l'indicateur colorimétrique de croissance qui passera du bleu (négatif) au rouge
(positif). Certaines espéeces de levure peuvent ne pas colorer completement l'indicateur en
rouge mais affichent plutdt une teinte violacée. Certains organismes peuvent présenter une
coloration légérement violacée avec le posaconazole, le voriconazole, le fluconazole,
I'itraconazole et le kétoconazole.

1. Bien examiner le puits de croissance positive apres l'incubation.
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a. Les especes de Candida doivent étre incubées pendant 24 a 25 heures
(consulter I'étape 1 de la section LECTURE DES RESULTATS DE TEST)
b. Les especes de Cryptococcus doivent étre incubées pendant 72 heures
c. Les espéces d'Aspergillus doivent étre incubées pendant 48 a 72 heures
2. Si le puits de croissance est rouge, les résultats des antifongiques peuvent étre
déterminés. Pour les espéces de Candida, si le puits est bleu ou violet péle, réincuber
pendant 24 heures supplémentaires et réexaminer.

NE PAS LIRE LA TURBIDITE DANS LA PLAQUE SENSITITRE YEASTONE. Lire

uniquement le changement de couleur.

3. La CMI est la concentration la plus faible d'un antifongique permettant d'inhiber
considérablement la croissance de l'organisme, détectée par un changement de

couleur.

Interprétation des résultats

TABLEAU 1. lllustration et interprétation des résultats de test pouvant se produire

Concentration dans le puits pg/ml

32

R = ROUGE : indication d’une croissance
positive

B =BLEU : indication d’'une croissance
négative

Schéma typique de croissance ; le résultat de
CMl est de 8 pg/ml.

Croissance dans tous les puits ; le résultat de
CMl est > 32 pg/ml.

Croissance dans aucun des puits ; le résultat
de CMl est < 1 pg/ml.

« Puits sauté ». Le résultat de CMI est

> 32 pg/ml. Omettre le puits « sauté » quand
les puits qui I'encadrent des deux cétés
présentent une croissance. Si une colonne
comporte plus d'un puits « sauté », les
résultats du test sont invalidés®

Double « puits sauté ». Le test doit étre
répété *

Le recours a des techniques soigneuses limite la fréquence de ces événements.
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Remarques de lecture

Amphotéricine B.

Les résultats de 'amphotéricine B en 24 heures sont généralement facilement déterminés, et la
CMI est identifiée comme étant la plus faible concentration en médicament qui empéche tout
changement de couleur détectable. Les résultats de traine ne sont pas fréquents avec
'amphotéricine B.

Le premier puits présentant un changement de couleur distinct par rapport au puits de
croissance positive correspond a la CMI.

Flucytosine et antifongiques azolés

Candida albicans, C. glabrata et C. tropicalis peuvent produire des résultats habituellement
moins nets pour la flucytosine et les azoles, tels que le fluconazole, l'itraconazole, le
kétoconazole, le voriconazole et le posaconazole, en raison d’une traine de croissance, qui peut
constituer une importante source de variabilité. Le phénoméne de traine se produit quand un
léger changement de couleur persiste, souvent identique a toutes les concentrations en
médicament supérieures a la CMI. La CMI doit étre interprétée comme étant le premier puits
présentant un changement de couleur moins intense que celui du puits de contréle positif de
croissance. Les souches de référence présentant une sensibilité définie peuvent également
aider a former le personnel. Les isolats de Candida krusei sont supposés étre intrinsequement
résistants au fluconazole et leurs CMI ne doivent pas étre interprétées, (1) un commentaire doit
accompagner le résultat de test rendu.

Résultat de traine : ceci se produit quand un léger changement de couleur persiste, souvent
identique dans plusieurs concentrations. La CMI doit étre interprétée comme étant le premier
puits présentant un changement de couleur moins intense que celui du puits de contrdle positif
de croissance.

Echinocandines

Les résultats de CMI doivent étre déterminés aprés 24 heures d’incubation & 35 °C. La CMI doit
étre interprétée comme étant le premier puits présentant un changement de couleur moins
intense que celui du puits de contrdle positif de croissance.
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ltraconazole

L’itraconazole peut parfois disparaitre de la solution a des concentrations = 4 ug/ml. Ceci peut
conduire a une croissance visible dans le puits affecté qui vire au rouge.

Parfois, une croissance paradoxale est observée aux concentrations plus élevées
d’itraconazole sur les plaques Sensititre YeastOne, ce qui conduit & une coloration de ces puits
en rose.

L’effet paradoxal, qui est également désigné par le terme de phénomeéne d’Eagle, se rapporte a
une observation dans laquelle une augmentation de la concentration en antibiotique au-dela
d’une certaine valeur résulte de maniere paradoxale en une augmentation du nombre de
bactéries survivantes. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par le fait qu’en raison de la
concentration trop élevée, la molécule pourrait auto-antagoniser le récepteur sur lequel elle se
fixe (protéines de liaison des pénicillines par exemple dans le cas des pénicillines).

0,008 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Résolution

La croissance dans le puits a concentration élevée doit étre ignorée sauf si toutes les autres
concentrations d'itraconazole présentent une croissance. Dans I'exemple ci-dessous, le puits a
0,5 pg/ml encadré d’un carré noir correspond au résultat de CMI a consigner.

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Pour toute autre question ou préoccupation, veuillez contacter le service d’assistance technique
par téléphone : +44 (0) 1256 694287 | Fax : +44 (0) 1256 463388 ou voir page 12 pour la liste
des e-mails.
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Contamination / Puits sauteés

Un puits rose (croissance) entre des puits bleus (pas de croissance) pourrait par ailleurs étre le
signe d’'une contamination. Réaliser une sous-culture du contenu du puits pour vérifier la cause.
Un puits bleu dans une série de puits rouges indique un puits « sauté » et doit étre ignoré. La
CMI doit étre supérieure a tout puits sauté. En présence de plus d’un puits sauté, I'antifongique
ne doit pas étre rapporté.

Contrdle qualité

La fréquence de I'analyse de contrdle qualité doit respecter les directives locales®

L'inoculum doit étre mis en culture sur un milieu adapté pour vérifier sa pureté. Les résultats de
test sont non valides en cas de détection d’'une culture mixte.

Toutes les plaques Sensititre contiennent des puits de contrdle positif. Les tests sont non
valides sauf en présence d'une croissance distincte dans tous les puits de contréle positif

Les cultures suivantes de I’American Type Culture Collection (ATCC™) sont recommandées
pour le contrdle qualité par l'utilisateur :

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258
Candida parapsilosis ATCC 22019
Les résultats ne doivent pas étre rendus si les résultats de CQ ne se situent pas dans la plage.

Lors des analyses du contréle qualité de I'utilisateur, I'inoculation, la lecture et l'interprétation
des plagues de sensibilité Sensititre YeastOne doivent étre réalisées comme décrit dans la
section précédente.

Tableau 2. Limites CMI de 24 et 48 heures recommandées pour deux souches de contrble
qualité conformément & la directive M27 du CLSI relative & la microdilution en bouillon (réf. 2).
Les plages différentes ou en sus des plages du contrdle qualité publiées sont soulignées.

Agent antifongique  Issatchenkia orientalis Candida parapsilopsis

ATCC 6258 ATCC 22019

24 heures 48 heures 24 heures 48 heures
5-fluorocytosine 4-16 8-32 0,12-0,5 0,12-0,5
Amphotéricine B 0,5-2 1-4 0,25-2 0,5-4
Aidulafungine 0,03-0,12 - 0,25-2 -
Caspofungine 0,12-1 0,25-1 0,25-1 0,5-4
Fluconazole 8-64 16-128 0,5-4 2-8
Itraconazole 0,12-1 0,25-1 0,06-0,5 0,12-0,5
Micafungine 0,06-0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,5-4
Posaconazole 0,06-0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06-0,25
Voriconazole 0,06-0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

* Plages Sensititre
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Les valeurs de CQ attendues sont précisées dans le document CLSI M27 ; pour Aspergillus,
consulter le document de conseils M38.

Les isolats d’lIssatchenkia orientalis (Candida krusei) sont supposés étre intrinséquement
résistants au fluconazole et leurs CMI ne doivent pas étre interprétées en utilisant cette échelle

REMARQUE 1 : si les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de Candida spp. sont
mesurées a I'aide d’une échelle qui produit des résultats de répartition entre des catégories, la
catégorie supérieure est sous-entendue. Ainsi, un isolat avec une CMI de 12,5 pg/ml pour le
fluconazole doit étre classé dans la catégorie S-DD.

Pour plus d’informations concernant I'interprétation des résultats, consulter le CLSI%.

Limites

1.

© N

10.

Les plagues Sensititre YeastOne doivent étre utilisées pour les levures non exigeantes,
notamment les espéces de Candida, les especes de Cryptococcus, les espéces
d’Aspergillus et diverses autres espéces de levure a croissance rapide. Elles ne sont
pas destinées aux levures exigeantes ou a croissance lente telles que Histoplasma ou
Blastomyces ni aux champignons filamenteux.

Le systeme Sensititre YeastOne en 24 heures a été comparé a la méthode de référence
du CLSI en 48 heures. Cependant, en raison de la difficulté de corréler les résultats des
organismes présentant une traine (C. albicans) en 48 heures d’incubation, des taux
d’erreur élevés ont été observés.

L’analyse des fungi et des molécules antifongiques est intrinséquement moins précise
gue I'analyse des bactéries.

Certains investigateurs considérent que la lecture en 24 heures est plus appropriée que
celle en 48 heures en raison du probléeme de traine observé avec certains isolats. La
norme officielle du CLSI indique que les lectures doivent étre réalisées en 48 heures.
Tant qu'une quantité suffisante de données n'aura pas été recueillie et analysée, la
guestion du moment le plus approprié pour la lecture ne sera pas résolue. Le rendu des
résultats doit indiquer clairement le moment de la lecture.

Pour obtenir des conseils supplémentaires, consulter la norme M27 du CLSI sur la
sensibilité des levures aux antifongiques, et pour Aspergillus, consulter la norme M38.
Le changement de couleur — et non pas la turbidité — est l'indicateur du résultat. (Ceci
atténue des inquiétudes majeures concernant l'interprétation de certaines espéces de
Candida en raison du phénomeéne de traine. Le phénomeéne de traine est plus souvent
observé sur des isolats obtenus a partir de prélévements autres que le sang et les
liquides corporels stériles.)

Ne pas lire en 24 heures si le puits de contrdle n’est pas devenu entierement positif.

La performance du voriconazole n'a pas été déterminée pour les especes de
Cryptococcus et de levures a croissance rapide. Les CMI du voriconazole ne doivent
donc étre rendues que pour les especes de Candida.

Utiliser uniquement le bouillon d’'inoculum pour antibiogramme de levure approuvé pour
le systéme Sensititre. L'utilisation d’autres bouillons pourrait entrainer des erreurs.
Comme pour toute méthode d’antibiogramme in vitro, les résultats de I'analyse doivent
étre corrélés avec la réponse clinique du patient au traitement prescrit.
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11. La performance de I'amphotéricine B, de [litraconazole, du posaconazole et du
voriconazole a été établie uniquement pour les especes d’Aspergillus.

12. La référence 5 a montré un niveau élevé de concordance (> 99 %) de 'amphotéricine B
avec la méthode du CLSI pour les espéces d'Aspergillus. Une concordance moins
élevée a été observée pour litraconazole : A. fumigatus, A. flavus et A. terrus ont
présenté une concordance > 90 % alors qu’A. nidulans a présenté une concordance de
85% et A. ustus une concordance de 33 % sur des plagues incubées pendant
48 heures avec un inoculum de 10° UFC/ml. Une concordance supérieure & 90 % de
litraconazole et de 'amphotéricine B a été observée avec un inoculum de 10* UFC/ml et
une incubation de 72 heures (M38).

13. La corrélation entre la CMI de la caspofungine et le résultat thérapeutique aprés
I'utilisation de la caspofungine n'a pas été entiérement établie (9).

14. La performance du systéme Sensititre YeastOne pour I'anidulafungine, la caspofungine
et la micafungine n'a pas été établie sur les especes de Cryptococcus, d’Aspergillus et
de levures a croissance rapide autres que les especes de Candida. Les CMI de
'anidulafungine, de la caspofungine et de la micafungine ne doivent donc étre rendues
que pour les especes de Candida.

15. La performance de la plaque Sensititre YeastOne pour le posaconazole n'a pas été
établie sur Cryptococcus.

16. Seuls les instruments pris en charge par le systéme Sensititre, c'est-a-dire une simple
visionneuse a miroir ou le Sensititre Vizion, doivent étre utilisés pour rendre les résultats
des produits Sensititre marqués CE IVD et approuvés par la FDA ; tout autre systeme
utilisé ne sera pas pris en charge.

Performance

Les plaques lues manuellement sont congues pour obtenir une performance comparable a la
procédure de microdilution en bouillon de référence du CLSI. Une performance comparable se
définit par une concordance essentielle et catégorique > 90 % dans la limite d’une dilution au
demi de la CMI de référence (1).
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CLAUSE DE NON-RESPONSABILITE
Les informations fournies dans cette notice technique sont & jour au moment de
I'impression et peuvent évoluer sans preéavis.

Les informations les plus récentes peuvent étre téléchargées a lI'adresse
www.trekds.com\techinfo ou en contactant les services techniques en microbiologie de
Thermo Fisher Scientific.
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Instrukcja uzycia

Pilytki do oznaczania wrazliwosci Thermo Scientific
Sensititre YeastOne

029-YEAST — ROW-IVD CID9708

Data zmiany: 12 czerwca 2017
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PLYTKI DO OZNACZANIA WRAZLIWOSCI THERMO SCIENTIFIC

SENSITITRE YEASTONE
Do badan diagnostycznych in vitro

Wiecej informacji, w tym na temat ukiadu plytki izakresow KJ, mozna znalez¢ na stronie
www.trekds.com/techinfo. Wymagany jest kod ptytki i numer partii.

Przeznaczenie

Ptytka do oznaczania wrazliwosci Thermo Scientific” Sensititre™ YeastOne™ to zestaw do
badan diagnostycznych in vitro wykorzystujacy metode mikrorozcienczen w bulionie w formacie
suszonej 96-dotkowej mikroptytki umozliwiajgcy uzyskanie ilosciowych wynikéw minimalnego
stezenia hamujgcego (ang. minimum inhibitory concentration, MIC) dla niewymagajgcych
odzywczo drozdzy, w tym gatunkéw z rodzajéw Candida, Cryptococcus, Aspergillus i réznych
innych szybko rosngcych gatunkéw drozdzy.

Zasady uzycia

Sensititre YeastOne to oznaczenie kolorymetryczne wykorzystujace metode mikrorozcienczen
w bulionie. Do kazdej mikroptytki dozuje sie leki przeciwgrzybicze w odpowiednich stezeniach
i wskaznik kolorymetryczny.

Wyniki odczytuje sie recznie, sprawdzajgc najnizsze stezenie leku przeciwgrzybiczego, ktore
wykazuje brak wzrostu (ha co wskazuje brak zmiany zabarwienia).

Srodki ostroznosci

Wyniki powinny stanowi¢ pomoc w wyborze najlepszego leku do terapii.

System powinien obstugiwaé wylgcznie przeszkolony personel.

Konieczne jest prawidtowe obchodzenie sie z mikroorganizmami i stosowanie wiasciwych
metod utylizacji.

Przechowywanie i okres trwatosci

Ptytki nalezy przechowywa¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C), z dala od bezposredniego
dziatania promieni stonecznych i bezposrednich zrodet ciepta. Kazda ptytka zapakowana jest w
folie ze Srodkiem suszgcym (krzemionkg koloidalng). Nie wolno stosowac ptytki lub bulionu,
jesli: (1) kolor srodka suszgcego nie jest pomaranczowy, (2) uptyneta data waznosci lub (3)
opakowanie foliowe zostato uszkodzone.

Materiaty
Dostarczane:

Ptytka Sensititre YeastOne
Adhezyjna folia uszczelniajgca
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Niedostarczane [kod produktu]:

Woda demineralizowana Thermo Scientific” Sensititre™ [T3339]
Bulion Sensititre YeastOne [Y3462]

Gtowice dozujgce Thermo Scientific” Sensititre™ (do stosowania z automatycznym systemem
do inokulacji Thermo Scientific™Sensititre™ AIM™) [E3010]

System Sensititre AIM [V3020]

Cyfrowy system do odczytywania MIC Thermo Scientific” Sensititre™ Vizion™ [V2021]
Nefelometr Thermo Scientific” Sensititre™ [V3011]

Przyrzad do odczytu recznego [V4007]

Standard metnosci McFarland 0,5 [E1041]

Eza bakteriologiczna

Pipeta 20 pl

Jatowy pojemnik na inokulum

Pipeta 100 pl i jednorazowe koncowki

Szczepy do kontroli jakosci

Plytki agarowe do hodowli grzybdw, np. Sabauroud Dextrose Agar (SDA)
Inkubator zapewniajgcy 34—36°C, bez atmosfery CO2
Mieszadto wibracyjne

Dodatkowe materialty wymagane do oznaczen Aspergillus spp.

Podtoze Takashio Agar lub Potato Dextrose Agar
Wymazowka
Jatowa sdl fizjologiczna z dodatkiem roztworu Tween™ 20 0,05%

Pobieranie i przygotowanie probek

Prébki nalezy pobierac, przenosi¢, przechowywac i nanosi¢ na ptytki z podstawowym podtozem
do izolacji z wykorzystaniem standardowych procedurl.

Wybor bulionu do oznaczenia wrazliwosci

Buliony zatwierdzone do stosowania z systemem Sensititre zostaty przetestowane pod katem
wydajnosci w przypadku ich uzywania z systemem Sensititre.

Procedura inokulacji (oznaczenia Candida i Cryptococcus spp.)
Przed uzyciem odczekac, az wszystkie buliony osiggng temperature pokojows.

Inokulacji ptytek nalezy dokona¢ w ciggu 5 godzin od ich wyjecia z foliowego opakowania.
Zalecana jest ostateczna gesto$é mikroorganizméw w zakresie 1,5-8 x 10° CFU/m.
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Etapy 1 i 2 nalezy ukonczy¢ w ciggu 15 minut.

Wybra¢ kilka dobrze wyodrebnionych kolonii o srednicy > 1 mm z czystej 24-godzinnej hodowli
izolatu drozdzy (na podtozu Sabauroud Dextrose Agar) i dokonac jej emulgacji w wodzie
demineralizowanej. Doktadnie wymieszaé, w razie potrzeby w mieszadle wirowym, aby uzyskaé
jednorodng mieszanine. Jesli powstang grudki, przed dostosowaniem gestosci nalezy
odczekac, az zawiesina osigdzie. Dostosowa¢ do standardu McFarland 0,5, oceniajgc
wzrokowo lub za pomocg nefelometru Sensititrer

1. Przenies¢ 20 yl zawiesiny do 11 ml bulionu Sensititre YeastOne, aby uzyskac

ostateczne inokulum 1,5-8 x 10° CFU/m.

2. Przenies¢ 100 pl zawiesiny koncowej na ptytke Sensititre YeastOne w ciggu 15 minut od
zakonczenia etapu 2 za pomocg jednego z nastepujgcych dwdch sposobdw:

a. System Sensititre AIM — zastgpi¢ nasadke probowki jednorazowg gtowica
dozujgcg Sensititre i dokona¢ inokulacji ptytki zgodnie z podrecznikiem
uzytkownika systemu Sensititre AIM. Wyjg¢ prébowke wraz z gtowicg dozujgca
z systemu Sensititre AIM w ciggu 30 sekund od inokulacji ptytki i przechowywac
odwrécong do gory dnem w statywie lub wyrzucic.

b. Pipeta reczna — wla¢ bulion do jatowego pojemnika do inokulacji i dokonaé
inokulacji ptytki za pomocag odpowiedniej pipety.

3. Sprawdzenie liczby kolonii nalezy przeprowadzi¢, pobierajac 10 pl inokulum z dotka
dodatniej kontroli wzrostu i nanoszgc je na podtoze Sabauroud Dextrose Agar (SDA).
Prawidtowo przygotowane inokulum doprowadzi do powstania 10—-80 kolonii.

4. Zakry¢ wszystkie dofki folig uszczelniajgcg. Unika¢ zmarszczek, aby zapobiec powstaniu
dotkéw do pominiecia.

Procedura inokulacji (badanie Aspergillus spp.) > %

Przed uzyciem odczekaé, az wszystkie buliony osiggng temperature pokojows.

Inokulacji ptytek nalezy dokonaé w ciggu 5 godzin od ich wyjecia z foliowego
opakowania.

Zalecana jest ostateczna gesto$é mikroorganizméw w zakresie 0,5-5 x 10* CFU/ml.
1. Wykonaé hodowle pochodng, przenoszac probke z podioza Sabouraud Dextrose Agar na
podioze Potato Dextrose Agar.

Inkubowaé przez 7 dni w temperaturze 35°C, aby uzyska¢ odpowiednig sporulacje.

Zebra¢ konidia wymazéwka i zawiesi¢ w jatowej soli fizjologicznej z dodatkiem roztworu
Tween™, Odczekac¢ 3-5 minut, az ciezkie czastki osigdg na dnie.

Zebrac¢ supernatant i wymiesza¢ za pomocg mieszadta wibracyjnego.

Doprowadzi¢ metnos¢ do wartosci transmitancji 80-82% przy 530 nm mierzonej za pomoca
spektrofotometru, co odpowiada inokulum 0,6-5 x 10° CFU/ml. Ewentualnie dostosowaé do
standardu McFarland 0,5.
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6. Dodac¢ 100 ul zawiesiny do 11 ml bulionu Sensititre YeastOne, aby uzyskac ostateczne
inokulum 0,5-5 x 10* CFU/m.

7. Przenies¢ 100 ul zawiesiny koncowej na ptytke Sensititre YeastOne w ciggu 15 minut od
zakonczenia etapu 2 za pomocg jednego z nastepujgcych dwdch sposobdw:

a. System Sensititre AIM.

Zastgpi¢ nasadke probowki jednorazowg gtowicg dozujgcg Sensititre i dokonaé inokulacji ptytki
zgodnie z podrecznikiem uzytkownika systemu Sensititre AIM.

Wyjac¢ probéwke wraz z gtowicg dozujgcg z systemu Sensititre AIM w ciggu 30 sekund od
inokulacji ptytki i przechowywaé odwrécong do gory dnem w statywie lub wyrzucié.

b. Pipeta reczna. Wla¢ bulion do jatowego pojemnika do inokulacji i dokonac
inokulacji ptytki za pomocag odpowiedniej pipety.

8. Sprawdzic¢ liczbe kolonii, pobierajgc 10 ul inokulum z dotka dodatniej kontroli wzrostu
i nanoszac je na poditoze Sabauroud Dextrose Agar (SDA). Prawidtowo przygotowane
inokulum doprowadzi do powstania 50-500 kolonii.

9. Zakry¢ wszystkie doftki folig uszczelniajgcg. Unika¢ zmarszczek, aby zapobiec powstaniu
dotkéw do pominiecia.

Inkubacja
Inkubowaé ptytki w temperaturze 35 C w inkubatorze bez atmosfery CO..
Inkubacja w temperaturze powyzej 35°C moze wptyngé na wydajnosc.
e Drozdze gatunkéw z rodzaju Candida nalezy inkubowac przez okres od 24 do 25 godzin
(patrz etap 1 w rozdziale ODCZYTYWANIE WYNIKOW OZNACZENIA).
o Drozdze gatunkéw z rodzaju Cryptococcus nalezy inkubowac przez 72 godziny.
Drozdze gatunkéw z rodzaju Aspergillus nalezy inkubowaé przez okres od 48 do 72
godzin.

Odczytywanie wynikow oznaczenia

Ptytki mozna odczytywa¢ wzrokowo przy normalnym oswietleniu w laboratorium za pomocg
przyrzagdu do odczytu recznego wykorzystujgcego lusterko lub systemu Sensititre Vizion.
Dodatkowe informacje mozna nalez¢ w podreczniku uzytkownika systemu Sensititre Vizion.
Wozrost drozdzy w roztworach lekdw przeciwgrzybiczych bedzie widoczny w postaci zmiany
barwy kolorymetrycznego wskaznika wzrostu z niebieskiego (wynik ujemny) na czerwony (wynik
dodatni). Niektére gatunki drozdzy mogg nie powodowac catkowitej zmiany barwy wskaznika na
czerwony, lecz dawac kolor bardziej zblizony do fioletowego. Niektore mikroorganizmy moga
powodowac niewielkie fioletowe zabarwienie w przypadku pozakonazolu, worykonazolu,
flukonazolu, itrakonazolu i ketokonazolu.

1. Po inkubacji sprawdzi¢ dotek dodatniego wzrostu.
a. Drozdze gatunkéw z rodzaju Candida nalezy inkubowac przez okres od 24 do 25
godzin (patrz etap 1 w rozdziale ODCZYTYWANIE WYNIKOW OZNACZENIA).
b. Drozdze gatunkéw z rodzaju Cryptococcus nalezy inkubowac przez 72 godziny.
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c. Drozdze gatunkow z rodzaju Aspergillus nalezy inkubowa¢ przez okres od 48 do

72 godzin.

2. Jesli dotek wykazuje wzrost powodujacy zabarwienie na czerwono, mozna ustali¢ punkty
koncowe dla lekéw przeciwgrzybiczych. W przypadku gatunkéw z rodzaju Candida, jesli
dotek jest niebieski lub lekko fioletowy, nalezy prowadzi¢ inkubacje przez kolejne

24 godziny i dokonac¢ ponownego badania.

NIE NALEZY ODCZYTYWAC ZMETNIENIA NA PLYTCE SENSITITRE YEASTONE. Nalezy

odczytywaé wylacznie zmiane koloru.

3. MIC to najnizsze stezenie leku przeciwgrzybiczego, ktéry w istotny sposdb hamuje
wzrost organizmu, co mozna wykry¢ na podstawie zmiany koloru.

Interpretacja wynikow

TABELA 1. llustracja i interpretacja mozliwych wynikéw oznaczen

Stezenie w dotku w pg/ml

1 2 4 8 16 32

C = czerwony: dodatni wskaznik wzrostu

N = niebieski: ujemny wskaznik wzrostu

A. C C C N N N

Typowy wzor wzrostu; punkt koncowy MIC
wynosi 8 pg/ml.

Wzrost we wszystkich dotkach; punkt
koncowy MIC wynosi > 32 ug/ml.

Brak wzrostu w jakimkolwiek dotku; punkt
koncowy MIC wynosi < 1 pg/ml.

Dotek do pominiecia. Punkt koncowy MIC
wynosi > 32 pg/ml. Nie nalezy uwzgledniaé
dotka do pominiecia, jezeli z dowolnej jego
strony wystepuje wzrost. Jesli w kolumnie
wystepuje wiecej niz jedna kolumna, wyniki
oznaczenia nalezy uniewaznic¢'.

Podwojny dotek do pominiecia. Oznaczenie
nalezy powtorzyé™.

Jedli stosuje sie staranng technike, takie przypadki nie sg czeste.
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Uwagi dotyczace odczytywania wyniku
Amfoterycyna B

W przypadku odczytu amfoterycyny B po 24 godzinach punkty koncowe sg zwykle tatwe do
okreslenia, a MIC odczytuje jako najnizsze stezenie leku, ktére zapobiega powstaniu
jakichkolwiek zmian barwy. W przypadku amfoterycyny B zwykle nie spotyka sie punktow
koncowych z ptynnym przejsciem koloru.

Pierwszy dotek wykazujgcy wyrazng zmiane koloru w poréwnaniu z dotkiem dodatniego wzrostu
wyznacza MIC.

Flucytozyna i azolowe leki przeciwgrzybiczne

Candida albicans, C. glabrata i C. tropicalis w przypadku badania z zastosowaniem flucytozyny
i azoli, takich jak flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, worykonazol i pozakonazol, dajg
zazwyczaj mniej ostre punkty koncowe z powodu wzrostu z ptynnym przejsciem koloru, co
moze stanowic istotne zrédto zmiennosci. Plynne przejscie koloru wystepuje, gdy pomiedzy
kolejnymi dotkami utrzymujg sie niewielkie roznice zabarwienia i zjawisko to czesto ma
identyczng posta¢ dla wszystkich stezen leku powyzej MIC. MIC nalezy odczytywac jako
pierwszy dotek wykazujgcy wyrazng zmiane koloru w poréwnaniu z dotkiem dodatniej kontroli
wzrostu. Szczepy referencyjne o okreslonej wrazliwosci moga byc¢ takze przydatne w szkoleniu
personelu. Uznaje sie, ze izolaty Candida krusei sg naturalnie oporne na flukonazol, nie nalezy
wiec w ich przypadku interpretowa¢ wartosci MIC (1). Odnotowanemu wynikowi znaczenia
powinien towarzyszy¢ komentarz.

Punkt koncowy z ptynnym przejsciem koloru: Zjawisko to nastepuje, gdy pomiedzy kolejnymi
dotkami utrzymujg sie niewielkie réznice zabarwienia i czesto ma ono identyczng posta¢ przy
kilku réznych stezeniach leku. MIC nalezy odczytywa¢ jako pierwszy dotek wykazujgcy wyrazng
zmiane koloru w poréwnaniu z dotkiem dodatniej kontroli wzrostu.

Echinokandyny

Punkty koncowe MIC nalezy ustala¢ po 24-godzinnej inkubacji w 35°C. MIC nalezy odczytywaé
jako pierwszy dotek wykazujgcy wyrazng zmiane koloru w poréwnaniu z dotkiem kontroli
dodatniej.
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ltrakonazol

Itrakonazol moze w sporadycznych wypadkach wytrgcic sie z roztworu przy stezeniach
> 4 pug/ml. W dotku, w ktérym do tego dojdzie, moze nastgpi¢ wzrost i zmiana barwy na
czerwong.

Od czasu do czasu spotykamy sie z paradoksalnymi przypadkami wzrostu w wyzszych
stezeniach itrakonazolu w panelach Sensititre YeastOne, ktore skutkujg zabarwieniem tych
dotkdw na rézowo.

Ten paradoksalny efekt, nazywany réwniez zjawiskiem Eagle’a, odnosi sie do sytuacji, w ktorej
zwiekszanie stezenia srodka przeciwdrobnoustrojowego powyzej okreslonej wartosci
paradoksalnie prowadzi do wzrostu liczby przezywajgcych bakterii. Mozliwym wyjasnieniem jest
to, ze przy zbyt wysokim stezeniu lek moze dziata¢ niekorzystnie na receptor, z ktérym sie
wigze (np. biatka wigzgce penicyline w przypadku penicyliny).

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Rozwigzanie

Wzrost przy wysokim stezeniu nalezy zignorowac, chyba ze wystepuje wzrost we wszystkich
innych stezeniach itrakonazolu. W ponizszym przyktadzie oznaczony czarng ramka dotek o
stezeniu 0,5 pg/ml wskazuje miejsce, w ktérym nalezy odczytaé wynik MIC.

0,008 0,015 003 006 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16

W przypadku jakichkolwiek innych pytan lub watpliwosci prosimy o kontakt z dziatem pomocy
technicznej telefonicznie pod numerem: +44 (0) 1256 694287, za pomocg faksu pod numerem:
+44 (0) 1256 463388 lub zapoznanie sie ze strong 12, na ktdrej zawarto liste wszystkich
adresow e-mail.
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Skazenie/dotki do pominiecia

Dotek zabarwiony na rézowo (wzrost) pomiedzy dotkami zabarwionymi na niebiesko (brak
wzrostu) moze takze wskazywaé na skazenie. W celu ustalenia przyczyny nalezy wykonaé
hodowle pochodnag.

Niebieski dotek w serii dotkow z czerwonym wzrostem wskazuje na dotek do pominiecia, ktory
nalezy zignorowac. Wartos¢ MIC nalezy odczytywacé powyzej ewentualnych ptytek do
pominiecia. Jezeli wystepuje wiecej niz jeden dotek do pominiecia, nie nalezy odnotowywac
wyniku dziatania przeciwgrzybiczego.

Kontrola jakosci

Czestosé badan kontroli jako$ci nalezy dostosowaé do lokalnych wytycznych®.

Nalezy posia¢ inokulum na odpowiednim podtozu, aby sprawdzic¢ jego czystosc. Wyniki
oznaczen sg niewazne, jesli zostanie wykryta kultura mieszana.

Wszystkie ptytki Sensititre Plates majg dotki dodatniej kontroli wzrostu. Oznaczenia sg
niewazne, jesli nie ma wyraznego wzrostu we wszystkich dotkach dodatniej kontroli wzrostu.

Do kontroli jakosci zalecane sg nastepujgce hodowle ze zbioru American Type Culture
Collection (ATCC™):

Issatchenkia orientalis (Candida krusei) ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Nie nalezy odnotowywaé wynikow, jesli wyniki KJ nie mieszczg sie w zakresie.

Spodziewane wartosci KJ podano w normie CLSI M27; w przypadku gatunkéw z rodzaju
Aspergillus nalezy sie odnies¢ do dokumentu wytycznych M38.

Inokulacja, odczyt i interpretacja ptytek Sensititre YeastOne do pomiaru lekowrazliwosci w
ramach kontroli jakosci prowadzonej przez uzytkownika powinny odbywag sie tak, jak opisano to
w poprzedniej sekgciji.

Tabela 2. Zalecane limity MIC po 24 i 48 godzinach dla dwoch szczepdw do kontroli jakosci
zgodnie z wytycznymi CLSI M27 testowania metodg mikrorozcienczen w bulionie (pozycja 2).
Zakresy réznigce sie lub dodatkowe wzgledem opublikowanych zakresow kontroli jakosci sg
podkreslone.
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Srodek Issatchenkia orientalis Candida parapsilopsis
przeciwgrzybiczy = ATCC 6258 ATCC 22019

24 godziny 48 godzin 24 godziny 48 godzin
5-fluorocytozyna 4-16 8-32 0,12-0,5 0,12-0,5
Amfoterycyna B 0,5-2 1-4 0,25-2 0,54
Anidulafungina 0,03-0,12 - 0,25-2 -
Kaspofungina 0,12-1 0,25-1 0,25-1 0,5-4
Flukonazol 8-64 16-128 0,5-4 2-8
Itrakonazol 0,12-1 0,25-1 0,06-0,5 0,12-0,5
Mikafungina 0,06-0,5* 0,12-0,5 0,5-2 0,54
Posakonazol 0,06-0,5 0,12-1 0,03-0,25 0,06-0,25
Worykonazol 0,06-0,5 0,12-1 0,015-0,12 0,03-0,25

* Sensititre Zakres

Uznaje

sie, ze izolaty lIssatchenkia orientalis (Candida krusei) sg naturalnie oporne na

flukonazol, nie nalezy wiec w ich przypadku interpretowaé¢ wartosci MIC za pomocg tej skali.

UWAGA 1: Jesli minimalne stezenia hamujgce (MIC) dla Candida spp. sg mierzone za pomocg
skali, ktéra daje wyniki plasujgce sie pomiedzy kategoriami, zaktada sie, ze wynik nalezy do
nastepnej wyzszej kategorii. Zatem izolatowi o MIC flukonazolu rownym 12,5 ug/ml przypisano
by kategorie S-DD.

Wiecej

informacji na temat interpretacji wynikw mozna znalezé w wytycznych CLSI.

Ograniczenia

1.

Ptytki Sensititre YeastOne Plates sg przeznaczone do stosowania z niewymagajgcymi
odzywczo drozdzami, w tym gatunkami z rodzaju Candida, Cryptococcus, Aspergillus
oraz réznymi szybko rosngcymi gatunkami drozdzy. Nie sg one przeznaczone do
stosowania z wymagajgcymi odzywczo drozdzami, takimi jak rodzaje Histoplasma lub
Blastomyces, ani z grzybami strzepkowymi.

Dokonano poréwnania miedzy systemem Sensititre YeastOne po 24 godzinach a
metodg referencyjng CLSI po 48 godzinach. Jednakze ze wzgledu na trudnosci
w korelacji punktow koncowych w przypadku organizmoOw dajacych ptynne przejscie
koloru (C. albicans) po 48 godzinach inkubaciji obserwuje sie wysoki odsetek bteddéw.
Oznaczanie grzybow ilekdw przeciwgrzybiczych jest z natury mniej precyzyjne niz
badanie bakterii.

Niektérzy badacze sadzg, ze odczyt po 24 godzinach jest bardziej odpowiedni niz odczyt
po 48 godzinach ze wzgledu na problem ptynnego przejscia koloru w przypadku
okreslonych izolatoéw. Wedtug oficjalnej normy CLSI odczyty nalezy wykonywac po 48
godzinach. Do momentu zebrania iprzeanalizowania wystarczajgcej ilosci danych
pytanie o najbardziej odpowiedni Klinicznie czas odczytu pozostanie bez odpowiedzi.
Odnotowane wyniki powinny zosta¢ opatrzone wyraznie okreslonym czasem odczytu.
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5. Dodatkowe wytyczne mozna znalez¢é w normie CLSI M27 dotyczacej wrazliwosci
drozdzy na leki przeciwgrzybicze, a w przypadku rodzaju Aspergillus — w normie M38.

6. To zmiana koloru jest wskaznikiem punktu koncowego, nie metnos¢. (Fakt ten pozwala
ograniczy¢ pewne istotne watpliwosci dotyczace interpretacji niektérych gatunkow
Z rodzaju Candida wynikajgce z ptynnego przejscia koloru. Zjawisko ptynnego przejscia
zabarwienia jest czesciej spotykane w przypadku izolatow innych niz pobrane z krwi
i pozostatych jatowych ptynoéw ustrojowych).

7. Nie nalezy dokonywaé odczytu po 24 godzinach, jesli dotek kontroli nie osiggnat petnego
wyniku dodatniego.

8. Nie ustalono wydajnosci w przypadku oznaczania worykonazolu z gatunkami z rodzaju
Cryptococcus oraz szybko rosngcymi gatunkami drozdzy. Wartosci MIC worykonazolu
nalezy wiec podawac¢ wytgcznie w przypadku gatunkoéw z rodzaju Candida.

9. Nalezy stosowacC wytgcznie z bulionem do inokulacji przeznaczonym do oznaczania
wrazliwosci drozdzy i zatwierdzonym do stosowania z systemem Sensititre. Stosowanie
innych bulionéw moze poskutkowaé btedem.

10. Jak w przypadku wszystkich metod oznaczania wrazliwosci w warunkach in vitro nalezy
skorelowaé wyniki oznaczen z odpowiedzig pacjenta na przepisany lek.

11. Wydajnos¢ ustalono wytgcznie w przypadku stosowania amfoterycyny B, itrakonazolu,
pozakonazolu oraz worykonazolu z gatunkami z rodzaju Aspergillus.

12. W odnoéniku nr 5 wykazano wysoki poziom zgodnosci (> 99%) z metodg CLSI
w przypadku amfoterycyny B igatunkow z rodzaju Aspergillus. Nizszg zgodnosé
zaobserwowano w przypadku itrakonazolu: dla A. fumigatus, A. flavus oraz A. terrus
wykazano zgodnos¢ > 90%, natomiast dla A. nidulans stwierdzono zgodnos¢ 85%, a dla
A. ustus — 33% na panelach inkubowanych przez 48 godzin z inokulum 10° CFU/m.
Zgodno$é powyzej 90% obserwowano w przypadku inokulum 10* CFU/ml i72-
godzinnego czasu inkubaciji z itrakonazolem i amfoterycyng B (M38).

13. Korelacja miedzy MIC kaspofunginy a wynikiem leczenia po zastosowaniu tego leku nie
zostata jeszcze w petni okreslona (9).

14. Nie ustalono wydajnosci systemu Sensititre YeastOne w przypadku oznaczania
anidulafunginy, kaspofunginy i mykafunginy z gatunkami z rodzajow Cryptococcus
i Aspergillus oraz szybko rosngcymi gatunkami drozdzy nienalezacymi do rodzaju
Candida. Wartosci MIC anidulafunginy, kaspofunginy i mykafunginy nalezy wiec
podawac¢ wytgcznie w przypadku gatunkow z rodzaju Candida.

15. Nie ustalono wydajnosci ptytki Sensititre YeastOne w przypadku oznaczania
pozakonazolu z gatunkami z rodzaju Cryptococcus.

16. Do uzyskiwania wynikéw z wykorzystaniem produktéw Sensititre z certyfikatem CE IVD
i FDA wolno uzywa¢ tylko narzedzi wspieranych przez system Sensititre, tj. prostego
przyrzadu do odczytu wykorzystujgcego lusterko lub systemu Sensititre Vizion. Nie jest
wspierane stosowanie jakichkolwiek innych systemaéw.

Przeprowadzenie oznaczenia

Odczytywane recznie panele zaprojektowano tak, by charakteryzowaly sie podobng
wydajnoscig do referencyjnej procedury mikrorozcienczen w bulionie wedlug CLSI.
Porownywalng wydajnos$¢ definiuje sie jako zasadniczg i kategoryczng zgodnos¢ > 90% w
zakresie podwojonego rozcienczenia wzgledem referencyjnej wartosci MIC (1).
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WYLACZENIE ODPOWIEDZIALNOSCI
Informacje zawarte w niniejszej ulotce technicznej sa aktualne w momencie jej
wydrukowania i moga ulec zmianie bez powiadomienia.

Najnowsze informacje mozna pobra¢ ze strony www.trekds.com\techinfo lub uzyskag,
kontaktujgc sie z Pomocg Techniczng Dziatu Mikrobiologicznego firmy Thermo Fisher Scientific.

wl

Producent: TREK Diagnostic Systems (cze$¢ firmy Thermo Fisher Scientific Inc)
Units 17-19 Birches Industrial Estate, East Grinstead,

West Sussex. RH19 1XZ, Wielka Brytania.

Tel.: +44- 1342-318777

ATCC Licensed )® Emblemat ATCC Licensed Derivativee, znak stowny ATCC Licensed Derivativee oraz znaki
_)em = katalogowe ATCC s3g znakami handlowymi firmy ATCC. Firma Thermo Fisher Scientific Inc. posiada
zezwolenie na wykorzystywanie tych znakéw handlowych i sprzedaz produktéw pozyskiwanych z kultur ATCCe.

© 2016 Thermo Fisher Scientific Inc. Wszelkie prawa zastrzezone. ATCC jest znakiem towarowym

ATCC. Wszelkie pozostate znaki handlowe stanowig wtasno$¢ firmy Thermo Fisher Scientific Inc. i
jej spotek zaleznych.

C€

103


http://www.thermoscientific.com/contactus

Austria

Belgia

Czechy

Dania

Francja

Finlandia

Niemcy

Wiochy

Holandia

Norwegia

Hiszpania

Szwecja

Pomoc techniczna —
Wielka Brytania

Adresy e-mail pomocy technicznej

microbiology.techsupport.de@thermofisher.com

microbiology.techsupport.benelux@thermofisher.com

mikrobiologie.tech.podpora.cz@thermofisher.com

microbiology.techsupport.nordic@thermofisher.com

microbiologie.techsupport.fr@thermofisher.com

mikrobiologia.tekninentuki.fi@thermofisher.com

microbiology.techsupport.de@thermofisher.com

microbiologia.supportotecnico.it@thermofisher.com

microbiology.techsupport.benelux@thermofisher.com

microbiology.techsupport.nordic@thermofisher.com

microbiologia.soporte.es@thermofisher.com

microbiology.techsupport.nordic@thermofisher.com

microbiology.techsupport.uk@thermofisher.com
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boli/Symbol/Symboles/ctupoiro,Simbolis/Symbole

Symbols/Simbolos/Sim
GB

Batch code
DE Chargenbezeichnung
ES Cadigo de lote
IT Codice del lotto
FR Code du lot
LOT GR Kwdikdg TrapTidag
LI serijos numer;j.
Ccz Sarze kadex
PL Kod Partii
RO lot numar
PT Cédigo do grupo
GB Catalogue number
DE Bestellnummer
ES NUmero de catélogo
IT Numero di catalogo
FR Référence du catalogue
R E F GR Ap1Bu6¢ kaTtaAdyou
LI Reikia Zinoti plokstelés kodg
cz Katalogovho &islovka
PL Numer Katalogu
RO Catalog numar
PT Nimero de catélogo
GB Manufacturer
DE Hersteller
ES Fabricante
IT Fabbricante
FR Fabricant
GR KataokeuaoTrg
LI Dirbti
cz Vyyrobce
PL Producent
RO Manufacturer
PT Fabricante
GB Consult Instructions for Use-
DE Gebrauchsanweisung beachten
ES Consulte las instrucciones de uso
. IT Consultare le istruzioni per I'uso
FR Consulter les instructions d'utilisation
1 GR >upBouleurteite TIG 0dnyieg xpAong
LI leSkant instrukcija
cz Projednat Instrukce Zauziti
PL Przed uzyciem zapoznaj sie z instrukcjg
RO Consulate instructiuni pentru folos
PT Consulte instrucdes para o uso
GB Temperature limitation
DE Zuléssiger Temperaturbereich
ES Limite de temperatura
IT Limiti di temperatura
FR Limites de température
GR Opio Beppokpaaiag
LI Temperatura reba
cz Teplota Limit
PL Ograniczenie Temperatur
RO Temperatura limitation
PT Limitag&o de temperatura
GB Use By YYYYMMDD/YYYYMM (MM=end of month)
DE Verwendbar bis JJIJIMMTT/IIIImm (MM=Monatsende)
ES Fecha de caducidad aaaammdd/aaaamm (mm=fin del mes)
IT Utilizzare entro AAAAMMGG/AAAAMM (MM=fine mese)
FR Date de péremption AAAAMMJIJ/AAAAMM (MM=fin de mois)
GR Huepounvia AAgng EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = 1€A0G TOU prjva)
LI Baigtis Data KKKKMMDD
Ccz UZiti Za RRRRMMDD
PL Uzy¢ Do RRRR/MM/DD
RO Folos By AAAA/LLIZZ
PT Uso perto YYYYMMDD/YYYYMM (MM= fim do més)
GB In Vitro Diagnostic Medical Device
DE In Vitro Diagnostikum
ES Producto sanitario para diagnostico in vitro
IT Dispositivo medico-diagnostico in vitro
FR Dispositif médical de diagnostic in vitro
Iv D GR In vitro d1ayvwoTiké 1aTpIké Borenua
LI In vitro diagnostikai
cz In vitro diagnostic
PL Urzadzenie Diagnostyczne in vitro
RO Pentru diagnosticare in vitro
PT In Vitro Dispositivo Médico Diagnéstico
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Contains sufficient for <n> tests
Ausreichend fur <n> Ansétze
Contenido suficiente para <n> ensayos
Contenuto sufficiente per <n> saggi
Contenu suffisant pour <n> tests
Mepiexel eapkn TOooATNTA YIa <n> e€eTAOEIG
Skaicius bandymas <n>

Obsahuje vhodny <n> testy
Woystarczajgcy dla <n> probek

contact sufficient pentru <n> tests
Contem suficiente para <n> testes
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