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Antimicogramma per Candida: come farlo, quando farlo e come
interpretarlo (01-01-2015)

A cura del CoSM - Comitato di Studio per la Micologia

Candida

L’elevato tasso di mortalita associato alle infezioni invasive da Candida ed alle
candidemie, insieme ad un ritardo della terapia antifungina e ad una diagnosi non ottimale,
ha determinato un uso eccessivo di farmaci antifungini sia per la terapia che per la profilassi
di queste infezioni. Candida albicans rimane la specie di piu frequente riscontro: tuttavia
altre specie, quali C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusel, la cui sensibilita agli
agenti antifungini disponibili risulta spesso variabile, risultano in sensibile aumento. La
resistenza al fluconazolo nelle specie di Candida € ritenuta essere una grave minaccia negli
USA per la gestione dei singoli casi e quale evento epidemiologico di rilievo. C. glabrata e
C. parapsilosis rappresentano le due specie con ridotta sensibilita rispettivamente agli azoli
ed alle echinocandine di piu frequente riscontro. Di recente, in due importanti studi di
sorveglianza, € stata osservata una diminuzione della sensibilita alle echinocandine nei
ceppi di C. glabrata resistenti al fluconazolo (2,25,32).

La recente introduzione di nuove molecole antifungine meno tossiche, pur contribuendo a
migliorare sostanzialmente la gestione clinico-terapeutica dei pazienti, ha sollevato la
questione della scelta del regime terapeutico piu appropriato. I'incremento delle infezioni
fungine, la disponibilita di nuovi farmaci, cosi come la comparsa, accanto a forme di
resistenza primitiva, di fenomeni di resistenza secondaria, ha comportato la necessita, da
parte dei laboratori di Microbiologia Clinica, di perfezionare le tecniche diagnostiche atte
ad un piu accurato controllo delle sensibilita alle molecole antifungine. I fest di sensibilita
agli antifungini devono essere inclusi nella routine per l'ottimizzazione della terapia
adeguata nelle infezioni gravi ed in alcuni specifici casi. I test di sensibilita agli antifungini
per Candida spp. sono stati standardizzati nelle ultime due decadi e sono ancora in fase di

sviluppo per alcuni antifungini e per altre specie fungine.

Resistenza agli antifungini

Amfotericina B (AMB). La resistenza all’amfotericina B € un fenomeno poco frequente in
Candida spp. (1-3%). Sono rari i ceppi descritti con resistenza intrinseca all’AMB con
elevate MIC e in letteratura si menziona la possibilita di sviluppo di resistenza di C.lusitaniae
in corso di terapia con AMB (7). Diversi studi segnalano che i metodi di riferimento non sono

completamente affidabili per classificare i ceppi AMB-resistenti, in quanto i valori di MIC



dell’AMB si espletano in solo 3-4 doppie diluizioni di intervallo, precludendo la separazione
dei ceppi sensibili dai resistenti. AMB sta diventando l'ultima alternativa per il trattamento

delle infezioni invasive da C. glabrata resistenti al fluconazolo e alle echinocandine (14).

Azoli: Fluconazolo, Itraconazolo, Voriconazolo, Posaconazolo

Nei lieviti, il target degli azoli € I’enzima 14-alfalanosterol dimetilasi generato dal gene
ERGI11. La maggior parte delle resistenze di Candida spp. agli azoli sono dovute ad una
superespressione dei geni CDR e MDR che codificano le pompe di efflusso. Inoltre, sono
state associati ad un aumento della MIC le mutazioni dell’ERGI] ed altri cambiamenti
genetici. La resistenza agli azoli € stata descritta con certa frequenza nelle Candida spp.
Candida glabrata, € una specie con diminuita sensibilita al fluconazolo e ad altri triazoli che
viene con frequenza isolata nelle candidosi invasive. Candida krusei € naturalmente
resistente al fluconazolo. Sono state riscontrate resistenze agli azoli anche in C. albicans, C.

tropicalis ed in C. parapsilosis (14).

Echinocandine: Anidulafungina, Caspofungina e Micafungina

Le echinocandine mostrano in vitro un’attivita fungicida nei confronti della maggior parte
delle Candida spp., buoni profili farmacocinetici e tollerabilita, e sono state raccomandate
come antifungini di prima linea per le candidosi invasive finché sia identificata la specie
fungina e confermata la diagnosi clinica. Le echinocandine esercitano la loro attivita
antifungina inibendo I’enzima glucansintetasi codificato dai tre relativi geni (fksl, fks2 e
fks3). La maggior parte delle specie di Candida sono considerati buoni bersagli per le
echinocandine, ma alcune specie quali C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C.
guilliermondii e C. lipolytica, mostrano una sensibilita inferiore in wvitro, con una
concentrazione minima inibente (MIC) piu elevata, dovuta ad una alterazione intrinseca nel
gene target. L’'uso sempre piu frequente delle echinocandine ha comportato la comparsa di
resistenze acquisite, correlata alla pressione selettiva, in ceppi di Candida spp., includendo
C. albicans, C. dubliniensis, C. kefyr, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C. tropicalis (5). La
resistenza alle echinocandine frequentemente si instaura in modo progressivo. Per questo
motivo, quando le echinocandine sono prescritte per lunghi periodi, viene consigliato un
monitoraggio della resistenza antifungina da materiali biologici sede di infezione profonda
o di colonizzazione. La resistenza alle echinocandine € in aumento, in particolare nelle
infezioni da C. glabrata trattate con terapie prolungate (3-4 settimane) con echinocandine, in
relazione alla ridotta semnsibilita intrinseca al fluconazolo. Le MIC elevate sono state

associate a sostituzioni di un numero di singoli aminoacidi causate da mutazioni in regioni
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specifiche “hot spot” dei geni target fksl per tutte le Candida spp. e anche di fks2 per C.
glabrata. E stato solidamente documentato che l'outcome del paziente peggiora
significativamente con I’aumento delle MIC (2,8,34). La posizione, cosi come la sostituzione
di specifici aminoacidi, determina il grado dell’aumento della MIC nei singoli ceppi. Nella
maggior parte dei casi le alterazioni fks conferiscono resistenza crociata a tutte tre
echinocandine, ma nel caso di alcune specifiche alterazioni ’aumento della MIC & piu
moderato e non sempre per tutti i tre antifungini. Le doppie mutazioni eterozigotiche ed
omozigotiche aumentano significativamente la resistenza in vivo di C. albicans, se si
compara con la resistenza osservata con una singola mutazione eterozigotica, € comportano
un rischio maggiore di fallimento terapeutico (21).

La resistenza alle echinocandine pud essere determinata fenotipicamente mediante
I’antimicogramma o con metodi molecolari tramite la determinazione delle mutazioni nelle
regioni “hot spot” dei geni fksl e per C. glabrata anche del gene fks2. Non si € mai osservata

una resistenza clinicamente rilevante in Candida in assenza di mutazioni nei “hot spot” fks

(5).

Quali sono le tecniche di riferimento per I’antimicogramma di Candida?
Negli ultimi anni, il Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e ’European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) hanno lavorato proficuamente per
I’armonizzazione dei due protocolli internazionali di standardizzazione:
* Microdiluizione in brodo in micropiastra
+  CLSI M27-A3 (2008) e M27-S4 (2012)
+ EUCAST Edef 7.2 (2012) , nuovi BP (vs. 7.0, 12-8-2014)
+ Disco-diffusione

- CLSI M44-A2 e M44-S3 (2009)

E utile identificare la specie fungina?

LI’identificazione di specie del lievito isolato non solo €& utile ma € addirittura
indispensabile: € il primo passo necessario prima di decidere se realizzare in vitro i test di
sensibilita agli antifungini. Infatti in caso di identificazione di: C. krusei: non testare né usare
il fluconazolo; C. rugosa, C. norvegensis, C. lipolytica, C. valida, C. inconspicua, C.

zeylanoides: ridotta sensibilita agli azoli;



C. guilliermondii, C, metapsilosis, C. parapsilosis, C. fermentati: ridotta sensibilita alle
echinocandine; C. lusitaniae: ridotta sensibilita all’amfotericina B.

Attualmente, sia per I'EUCAST che per il CLSI, l'interpretazione dei risultati, cutoff
epidemiologici (ECV) e breakpoint clinici (CBP) € specie-dipendente.

EUCAST vs CLSI

Come si osserva nella tabella 1, le due metodiche standardizzate di microdiluizione in
brodo, proposte da CLSI (11) e da EUCAST (19), differiscono nella quantita di glucosio
presente nel terreno e nell’inoculo fungino (rispettivamente 10 e 100 volte superiori
nell’istruzione operativa proposta da EUCAST), nella tipologia dei pozzetti della
micropiastra (a fondo piatto piuttosto che ad “U”) e per le modalita di lettura
(spettrofotometrica con EUCAST e visiva con CLSI).

Per quanto attiene all’interpretazione, EUCAST (20) e CLSI (12) hanno stabilito i CBP a

seconda del valore del cutoff epidemiologico delle principali specie di Candida.

EUCAST (Edef 7.2) CLSI (M27-A3 e M21-54)
Glucosio 2% 0.2%
Inoculo 0.5-2.5 x 10° 0.5-2.5 x 10°
Piastre & Lettura Piatte & spettrofotometro Fondo ad “U” & Visiva
Tempo di incubazione 24 ore 24 ore
End point 50% inibizione 50% inibizione

(AMB: £90%) (AMB: 100%)
Interpretazione Per lieviti Per lieviti

Tabella 1.- Comparazione delle due metodiche standardizzate CLSI M27-A3 e M27-54 vs
EUCAST (Edef 71.2)

I metodi sono diversi tra loro ma esitano in valori di MIC molto simili quando si testano gli
azoli (fluconazolo e voriconazolo) e la lettura viene eseguita dopo 24 ore di incubazione.
Questa armonizzazione comporta che per alcuni antifungini i breakpoint clinici possono
coincidere (o variare solo marginalmente) per entrambe le metodiche standardizzate (24).
Buona concordanza si rileva tra CLSI ed EUCAST per amfotericina B (>98%) e 5-
fluorocitosina (>98%), ma non ci sono studi disponibili per le singole specie (13). In C.
glabrata, € stata osservata una concordanza in 50 su 51 ceppi che presentavano una
mutazione fks e la resistenza almeno ad una echinocandina con la metodica CLSI (32).
Attualmente sono disponibili nuove informazioni su quali siano le molecole di
echinocandine da testare, in quanto € stato osservato un numero inaspettatamente elevato di
ceppi di C. glabrata e di C. krusei categorizzati come caspofungina R e anidulafungina e

micafungina S, utilizzando il metodo CLSI o metodi commerciali (17,18,35). Recentemente, il
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CLSI, come gia indicato dall’EUCAST, propone di testare anidulafungina e micafungina e di
utilizzarli come marker surrogati per predire la sensibilita e la resistenza alla caspofungina
(29,31).

Ad oggi EUCAST ha stabilito per alcune specie i CBP solo per anidulafungina e micafungina
ed il valore di CBP, utilizzando la metodica operativa proposta da EUCAST, & generalmente
piu basso, da 1 a 3 diluizioni per anidulafungina e da 1 a 4 diluizioni per micafungina,
secondo la specie, rispetto a quello indicato col metodo CLSI.

La metodica di disco-diffusione del CLSI (M44-A2), di semplice realizzazione, si scontra con
il problema della mancanza di criteri interpretativi del BPC ripartiti per specie proposti

nell’ultimo standard pubblicato (M44-S3) nel 2009.

Come sono le MICs dei breakpoint clinici e quindi le interpretazioni per specie con
EUCAST e CLSI ?

Nella tabella 2 sono messi a confronto i valori di CBP con la metodica EUCAST (25) e CLSI
(14), con lettura alle 24 ore di incubazione:

Antifungino Specie EUCAST (v 7.0) CLSI (A27-54)
S I R S S-DD I R

Fluconazolo C. albicans <2 4 >4 <2 4 - >8
C. glabrata <0.002 0.004-32 >32 - <32 - >64
C. krusei NR NR NR - - -
C. parapsilosis <2 4 >4 <2 4 - 28
C. tropicalis <2 4 >4 <2 4 - >8
C. guilliermondii IE IE IE
Specie <2 4 >4
non-correlate*

Voriconazolo C. albicans <0.12 - >0.12 <0.12 - 0.25-0.50 >1
C. glabrata 1IE IE IE IE IE 1IE IE
C. krusei 1IE IE IE <0.50 - 1 >2
C. parapsilosis <0.12 - >0.12 <0.12 - 0.25-0.50 21
C. tropicalis <0.12 - >0.12 <0.12 - 0.25-0.50 21
C. guilliermondii IE 1E IE
Specie IE IE IE
non-correlate*

Posaconazolo C. albicans <0.06 - >0.06
C. glabrata IE IE IE
C. krusei 1IE IE IE
C. parapsilosis <0.06 - >0.06
C. tropicalis <0.06 - >0.06
C. guilliermondii IE IE IE
Specie IE IE IE
non-correlate*

Itraconazolo C. albicans <0.06 - >0.06 <0.12 0.25-0.50 >1
C. glabrata IE IE IE <0.12 | 0.25-0.50 21
C. krusei IE IE IE <0.12 | 0.25-0.50 >1
C. parapsilosis <0.12 - >0.12 <0.12 | 0.25-0.50 >1
C. tropicalis <0.12 - >0.12 <0.12 | 0.25-0.50 >1
C. guilliermondii IE IE IE <0.12 | 0.25-0.50 21
Specie IE IE IE
non-correlate*

AMB? C. albicans <1 - >1 - - - -
C. glabrata <1 - >1 - - - -
C. krusei <1 - >1 - - - -
C. parapsilosis <1 - >1 - - - -




C. tropicalis <1 - >1 - - - -
C. guilliermondii IE IE IE
Specie IE IE IE
non-correlate®

Caspofungina® C. albicans - - - <0.25 - 0.50 >1
C. glabrata - - - <0.12 - 0.25 =20.50
C. krusei - - - <0.25 - 0.50 21
C. parapsilosis - - - <2 - 4 28
C. tropicalis - - - <0.28 - 0.50 21
C. guilliermondii IE IE IE <2 4 =8
Specie IE IE IE
non-correlate®

Micafungina C. albicans <0.016 >0.016 | <0.25 - 0.50 =1
C. glabrata <0.03 >0.03 <0.06 - 0.12 20.25
C. krusei IE IE IE <0.28 - 0.50 21
C. parapsilosis <0.002 0.004-2 >2 <2 - 4 >8
C. tropicalis IE IE IE <0.25 - 0.50 21
C. guilliermondii IE IE IE <2 4 =8
Specie IE IE IE
non-correlate®

Anidulafungina C. albicans <0.03 - >0.03 <0.25 - 0.50 =1
C. glabrata <0.06 - >0.06 <0.12 - 0.28 20.50
C. krusei <0.06 - >0.06 <0.28 - 0.50 =1
C. parapsilosis <0.002 | 0.004-2 >4 <2 - 4 =8
C. tropicalis <0.06 - >0.06 <0.25 - 0.50 21
C. guilliermondii IE IE IE <2 4 =8
Specie IE IE IE
non-correlate®

5-Fluorocitosina® Candida spp - - - <4 8-16 232

S: sensibile, I: intermedio, S-DD: sensibile dose-dipendente; R: resistente; NR: non raccomandato; IE:
dati insufficienti per determinare i breakpoint

Tabella 2.- CBP EUCAST e CLSI a confronto

*1 breakpoint non correlati alle specie sono determinati dall’EUCAST in base principalmente dei dati PK/PD e
sono indipendenti della distribuzione delle MIC specifiche di specie. Sono da utilizzare unicamente per le
specie senza breakpoint specifici.

# Per amfotericina B, EUCAST indica che i valori di breakpoint si basano sui valori di cutoff epidemiologici. R se
>1 pg/mL. Non esiste esperienza clinica con ceppi che presentano meccanismi di resistenza acquisita e, quindi,
non € possibile attualmente correlare direttamente la MIC in vitro e I'outcome clinico. In particolare, CLSI
stabilisce che una MIC >2 pg/mL deve essere considerata inusuale per la maggior parte di Candida spp. e
suggerisce che per questi ceppi la terapia con AMB potrebbe essere non ottimale. Diversi studi hanno stabilito
comunque, che queste metodiche sono capaci di individuare i ceppi con valori di MIC elevati, peroé non sono
completamente attendibili per classificare correttamente alcuni ceppi AMB-R. Inoltre, la determinazione dei
meccanismi di resistenza all’AMB a livello molecolare € clinicamente irrilevante.

® Per caspofungina: i ceppi che sono sensibili o resistenti all’anidulafungina e anche alla micafungina devono
essere considerati sensibili o resistenti alla caspofungina, fino che non siano stati determinati i breakpoint alla
caspofungina. Per lo stesso motivo i ceppi di C. parapsilosis intermedi all’anidulafungina e micafungina
possono essere refertati come intermedi alla caspofungina.

¢ Nel caso della 5-fluorocitosina, non sono definiti i breakpoint da parte di EUCAST, mentre quelli proposti da
CLSI nel documento MS-S3, non essendo distinti per specie, non sono piu validi. I breakpoint CLSI (2008) (<4,
232) sono troppo alti, non sono o sono stati poco considerati i dati clinici o i meccanismi di resistenza e
probabilmente, sono poco sensibili per determinare i ceppi con alcuni tipi di mutazioni (Mutazioni in FCY2:

MIC >0.5 mg/mL ma < 8 mg/mL) (27).




Per testare echinocandine, azoli e amfotericina B, l'ultimo documento EUCAST Edef 7.2 (2012) (3) da

indicazione di scioglierle in DMSO e non in acqua.

Prima di eseguire ed interpretare un antimicogramma € quindi, mandatorio eseguire i test
di controllo di qualita con colture fresche su Sabouraud destrosio agar di almeno due ceppi
di controllo ATCC: C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, i cui risultati devono
evidenziare valori di MIC compresi nei limiti attesi segnalati nella tabella 3 con le

metodiche EUCAST o CLSI e lettura delle micropiastre dopo 24 ore di incubazione.

Antifungino Candida krusei Candida parapsilosis
ATCC 6258 ATCC 22019
EUCAST CLSI EUCAST CLSI
Amfotericina B 0.12-1 0.5-2. 0.12-1 0.25-2
5-Fluorocitosina 1-4 4-16 0.12-0.5 0.06-0.25
Fluconazolo 16-64 8-64 0.5-2 0.5-4
Itraconazolo 0.03-0.12 0.12-1 0.03-0.12 0.06-0.5
Voriconazolo 0.03-0.25 0.06-0.5 0.015-0.06 0.016-0.12
Posaconazolo 0.015-0.06 0.06-0.5 0.015-0.06 0.03-0.25
Caspofungina NA 0.12-1 NA 0.25-1
Anidulafungina <0.06 0.03-0.12 0.25-1 0.25-2
Micafungina NA 0.12-0.5 NA 0.5-2

Tabella 3.- Intervalli di MIC accettabili (ug/mL) degli antifungini con i ceppi di controllo di
qualita secondo le metodiche EUCAST e CLSI (lettura alle 24 ore)
NA, Non disponibile

Quale corrispondenza hanno i metodi standardizzati con i sistemi commezrciali per
testare la sensibilita di Candida?

Dopo la standardizzazione dell’antimicogramma e la definizione dei breakpoint, si € reso
necessario I'uso di metodiche piu pratiche e meno complesse da utilizzare nella routine
diagnostica, ma che devono essere validate per l'utilizzo nei laboratori clinici. Sono
disponibili diverse tecniche commerciali che mostrano una elevata correlazione con i
risultati dei test di riferimento e sono gia in uso in molti laboratori clinici. Il Comitato di
Studio per la Micologia (CoSM) dell’Associazione Microbiologi Clinici Italiani (AMCLI)
considera unicamente i tre sistemi per i quali sono disponibili le certificazioni FDA per
®cc

almeno alcune delle molecole saggiate: il metodo “Sensititre YeastOne

Inc), I’ “Etest®” (bioMérieux s.a.) e “Vitek 2”® (bioMérieux s.a.).

(ThermoFisher

Una delle maggiori criticita in questo tipo di valutazione € rappresentata dal numero poco
significativo di ceppi resistenti, per ogni combinazione specie-antifungino. Inoltre, i
cambiamenti significativi dei valori CBP per gli azoli e per le echinocandine possono

impattare in modo notevole sui sistemi commerciali in corso di valutazione: tali sistemi




furono infatti sviluppati quando i valori di CBP erano ritenuti piu alti € quando non si
conoscevano ancora i valori di ECV.

Per ritenere un sistema commerciale correlabile ad una delle metodiche standardizzate
(CLSI o EUCAST) vanno confrontati i valori delle MICy, del sistema commerciale considerato
con quelli di MIC;, proposti da CLSI e da EUCAST, per ogni specie di Candida (la MICsy
riflette la sensibilita della specie). I CBP del sistema commerciale in valutazione possono
essere adottati solo se le MIC corrispondono a quelle del metodo di riferimento. I test
commerciali devono essere considerati come tecniche di screening per determinare i ceppi
che mostrano una MIC elevata agli antifungini.

I risultati discrepanti con i metodi commerciali devono essere confermati mediante
procedure di riferimento particolarmente per i ceppi con valori di MIC borderline/resistenti
(D).

In particolare:

YeastOne®

CLSI e YeastOne sono metodiche comparabili per testare la sensibilita di Candida spp. agli
antifungini (26). La concordanza di categoria (S-I-R) tra CLSI e YeastOne, risulta essere pari
a: fluconazolo 89,2%; anidulafungina 98.3%; caspofungina 93.6%; micafungina 99.6%. Le
principali discordanze, sempre minor error, sono per C. parapsilosis e fluconazolo (40%) e C.
krusei e caspofungina (29.7%) (26).

Buona concordanza € stata riscontrata per amfotericina B (97.4%-97.9%) e 5-fluorocitosina
(96%-95.2%), rispettivamente con CLSI e con EUCAST, ma non ci sono studi dettagliati
ripartiti per specie (13). L’armonizzazione assoluta tra EUCAST e CLSI per fluconazolo,
itraconazolo e pressoché assoluta per voriconazolo permette di interpretare queste
molecole con i CBP proposti da EUCAST/CLSI.

In assenza di breakpoints clinici specifici con il metodo YeastOne, sono stati determinati i
cutoff epidemiologici di fluconazolo, itraconazolo, posaconazolo, voriconazolo,
echinocandine, AMB e 5-fluorocitosina, per sei specie di Candida e questi valori possono
essere utili come tentativo per monitorare I’emergenza di resistenze quando la metodica
utilizzata € il YeastOne. Gli ECV proposti con YeastOne erano uguali o concordanti entro 2
doppie diluizioni a quelli del CLSI. La principale differenza € stata osservata per C. tropicalis
dove I’ECV alla anidulafungina era 3 diluizioni piu alto con il metodo YeastOne (9,10). La
performance del metodo YeastOne per caspofungina € stata valutata in ceppi di C. glabrata
con mutazioni fks. Nei pazienti con infezione invasiva da ceppi di C. glabrata con mutanti fks
prominenti e MIC alla caspofungina >0.5 mg/L, il fallimento terapeutico con echinocandine

e risultato del 100% (5/5 casi), invece in presenza di mutanti fks meno prominenti e MIC alla
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caspofungina < 0.25 mg/L il fallimento terapeutico con echinocandine ¢é risultato del 20%
(1/5 casi) (8). In uno studio multicentrico con la metodica YeastOne, eseguita di routine in
8/9 ospedali, la valutazione della sensibilita alle echinocandine ha evidenziato la riduzione
della variabilita interlaboratorio delle MIC di tutte le echinocandine, inclusa la caspofungina
contro Candida spp, diversamente da quanto osservato per quest’ultima con le metodiche di
riferimento CLSI e EUCAST. Gli autori suggeriscono che l'utilizzo del metodo YeastOne
potrebbe superare la variabilita delle MIC della caspofungina osservata con i metodi di

riferimento (17).

Etest®

Buona concordanza ¢ stata rilevata tra CLSI ed EUCAST per amfotericina B (>97%) e gli azoli
(>95%), ma non ci sono studi ripartiti per specie (13)

L’ Etest, utilizzato nel laboratorio clinico, mostra una concordanza complessiva per AMB,
fluconazolo, itraconazolo, voriconazolo, 5-fluorocitosina e caspofungina, con il metodo di
riferimento EUCAST pari al 71%, che € piu elevata per voriconazolo (86.6%) e piu bassa per
itraconazolo (59.6%) (15).

L’Etest ha dimostrato una buona correlazione complessivamente con la metodica CLSI per le
echinocandine (32). Per caspofungina 'interpretazione puo essere effettuata secondo CLSI
per C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, ma non ha alcuna corrispondenza né per C.
glabrata né per C. krusei (rischio di indicarle erroneamente come resistenti) (4). Per le

echinocandine, non esistono a tutt’oggi lavori comparativi tra la metodica EUCAST e I’Etest.

Vitek2®

La concordanza (entro * 2 diluizioni) tra CLSI e Vitek 2® & > 95% per i triazoli, fluconazolo e
voriconazolo, ’AMB e la 5-fluorocitosina ed i risultati sono comparabili a quelli del ottenuti
con le metodiche proposte da CLSI e da EUCAST (13,22,28).

In uno studio multicentrico recente, applicando gli ultimi valori di breakpoint al fluconazolo
per specie di Candida previsti da CLSI, la concordanza con la metodica CLSI & stata del 94%

con discordanze pari al 0.3% di very major errors e 2.6% di major errors (28). Cio non si

verifica, perd, per le echinocandine. In uno studio di confronto della sensibilita alla
caspofungina per ceppi con mutazioni fks tra la nuova card di Vitek2, AST-Y06 Yeast, e la
metodica standard del CLSI, il metodo Vitek2 ha misidentificato circa il 20% dei ceppi con
mutazioni fks interpretandoli come sensibili, mentre solo <4% dei ceppi fks sono risultati
sensibili con la metodica CLSI. Tale problema € riconducibile al fatto che con il metodo

Vitek2 & impossibile discriminare in C. glabrata i ceppi sensibili dagli intermedi perche i
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breakpoints non sono inclusi nel range di determinazione del Vitek2 stesso (MIC di <0.25 a

>4 mg/L) (6).

Quando eseguire ’antimicogramma per Candida?

Per guidare la terapia € raccomandato eseguire i fest di sensibilita sui ceppi isolati da forme
invasive, nei pazienti immunocompromessi, nei casi di fallimento terapeutico, su ceppi
“breakthroug” oppure in caso di una precedente terapia antifungina.

In particolare, in accordo con la letteratura, si raccomanda di testare alcuni antifungini per

Candida spp. nelle seguenti occasioni (27):

Di routine:
Testare FLUCONAZOLO, ANIDULAFUNGINA e MICAFUNGINA in C. glabrata da siti
profondi
Puo essere utile testare FLUCONAZOLO, ANIDULAFUNGINA e MICAFUNGINA in altre
specie ma generalmente la sensibilita € prevedibile per specie
Utilizzare CBP o ECV per l'interpretazione appropriata
Considerare reazione crociata completa tra FLUCONAZOLO e gli altri azoli per C.
glabrata

Candidosi delle mucose:
Non € necessario determinare di routine la sensibilita agli AZOLI, ma solo in caso di
mancata risposta terapeutica a questi farmaci.

Infezione invasiva e fallimento clinico alla terapia iniziale:
Considerare l’esecuzione del test di sensibilita per AMB, 5-FC, FLUCONAZOLO,
VORICONAZOLO, ANIDULAFUNGINA e MICAFUNGINA
Si raccomanda di consultare con un microbiologo con esperienza.

Infezioni da specie con elevato tasso di resistenza intrinseca o acquisita
Test non necessario quando si conosce la resistenza intrinseca: C. lusitaniae e AMB; C.
krusei e fluconazolo, 5-FC; C. guilliermondii e anidulafungina e micafungina
Con tassi elevati di R acquisita, monitorare la resistenza, in caso di fallimento
terapeutico:C. glabrata e fluconazolo, AMB, anidulafungina e micafungina; C. rugosa e
AMB, fluconazolo, anidulafungina e micafungina; C. krusei e AMB; C. guilliermondii e AMB

Nuove opzioni terapeutiche:

Obbligatorio in caso di esposizione precedente a fluconazolo o echinocandine
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Nelle vulvovaginiti recidivanti (RVVC) da C. albicans la correlazione clinica con i valori di
MIC di fluconazolo ¢ difficile da stabilire in quanto gli isolati, nella maggior parte dei casi
recidivanti, sono molto sensibili al fluconazolo stesso. In particolare i test di sensibilita che
precisano i valori di MIC non sono indicati per le donne con RVVC ma unicamente in caso di
breakthrough, di recidive frequenti o di infezioni refrattarie, dato che é possibile che tra le
cause del fallimento terapeutico ci sia quella dovuta ad una diminuita sensibilita al
fluconazolo. Sia gli azoli, sia I’AMB non sono comunque efficaci nella terapia delle candidosi
da C. glabrata e neanche in caso di C. albicans con ridotta sensibilita agli azoli,
indipendentemente dal risultato del test di sensibilita eseguito con una metodica

standardizzata (16,33).

Conclusioni a proposito di Candida spp.
Si riportano alcuni punti essenziali, alla base delle raccomandazioni prospettate dal CoSM-
AMCLI:

1. prioritaria rispetto all'esecuzione dei test di sensibilita € l'identificazione del lievito
isolato in coltura: essa € assolutamente obbligatoria;

2. € opportuno eseguire i test di sensibilita solo in casi particolari di infezione fungina:
in caso di forme invasive, in caso di infezione in soggetti immunodepressi, oppure in
caso di fallimento terapeutico, su ceppi breakthroug ovvero se una precedente
terapia antifungina ha fallito clinicamente. Caso a s€ € quello rappresentato dalle
candidosi genitali, per le quali l'esecuzione dei test di sensibilita deve essere
riservata solo quando siano coinvolti ceppi fungini breakthrough, ovvero in caso di
infezioni refrattarie o di recidive frequenti;

3. l'esecuzione dei test di sensibilita deve essere eseguita solo se € possibile effettuare,
per ogni seduta analitica, gli opportuni controlli di qualita in accordo con le
prescrizioni delle linee-guida degli organismi internazionali di standardizzazione. In
caso contrario € opportuno astenersi dall'esecuzione dei fest, ma € consigliato al
contrario rivolgersi a Centri di referenza che possano provvedere, in modo
centralizzato, alla realizzazione delle prove in accordo con le indicazioni degli
organismi internazionali di standardizzazione;

4. nel rispetto di quanto sopra ricordato ed in attesa di una conclusiva armonizzazione
delle proposte di standardizzazione, € possibile utilizzare nei laboratori periferici i kit
commerciali validati FDA (Sensititre Yeast One®; Etest®, Vitek2®) che garantiscono

livelli di assoluta affidabilita e di sostanziale equivalenza con i metodi standard
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descritti da CLSI e da EUCAST, con le limitazioni segnalate per le singole specie
secondo la metodica e I’antifungino.

pare opportuno raccomandare ai laboratori di Microbiologia Clinica di adeguazrsi alle
indicazioni interpretative proposte da EUCAST/CLSI per AMB e azoli. Per le
echinocandine, la maggior parte degli studi sono stati eseguiti in confronto della
metodica CLSI e pare piu opportuno che con la metodica Sensititre YeastOne® siano
utilizzati 1 nuovi breakpoint del CLSI, fino a che non siano disponibili valori di
breakpoint propri della metodica commerciale. E’ indispensabile, comunque,
riportare in ogni caso sul referto il criterio internazionale cui € stato fatto riferimento;

per quanto concerne le echinocandine, nessun metodo ¢é attendibile per la

caspofungina: desumere il risultato dall’anidulafungina o micafungina;
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Antimicogramma per Aspergillus species complex nel Laboratorio Clinico: come
farlo, quando farlo e come interpretarlo (01-01-2015)

A cura del CoSM - Comitato di Studio per 1a Micologia

Aspergillus

Aspergillus € coinvolto in diverse forme di patologie umane e colpisce sia soggetti
immunocompromessi [aspergillosi acuta invasiva (neutropenici con malattie ematologiche
maligne, trapiantati d’organo solido, trapiantati di midollo allogenico, AIDS, ecc)] che
pazienti non immunodepressi [aspergillosi cronica invasiva (BPCO in terapia steroidea,
fibrosi cistica, malattia granulomatosa cronica, ecc.), oltre a forme localizzate (aspergilloma)
e forme allergiche]. In uno studio prospettico di sorveglianza sulla presenza di Aspergillus
nel tratto respiratorio, la frequenza maggiore di isolamenti € stata osservata nei pazienti con
fibrosi cistica (65%), in pazienti con BPCO (13%) ed in pazienti con malattie ematologiche
maligne (7%). Di questi pazienti il 18% erano ricoverati in Terapia Intensiva (10).

Le forme invasive sono caratterizzate da elevata mortalita ed inoltre & stata recentemente
segnalata in letteratura la comparsa di ceppi di A. fumigatus, la specie piu comune che
causa infezioni nell’'uomo, resistenti ai triazoli (8,9,13). Questi stipiti sembrano
particolarmente diffusi in Europa, compresa l'ltalia (11) forse per l'uso degli azoli in
agricoltura (4). Per questi motivi si € recentemente evidenziata la necessita di eseguire i test
di sensibilita. Dal punto di vista epidemiologico, poco si sa sulla prevalenza della resistenza
nelle infezioni da Aspergillus: in parte cid € dovuto al fatto che la maggior parte dei
laboratori non esegue questi test di routine, in parte perché molti laboratori hanno anche
difficolta nell’identificazione corretta della specie aspergillare. I ceppi di A. fumigatus WT
sono sensibili agli azoli attivi contro le muffe ed alle echinocandine. Tuttavia, A. fumigatus
complex include piu di 30 sottospecie che non possono essere differenziate
morfologicamente da A. fumigatus. Alcune di queste sono state isolate dall’'uomo e mostrano
resistenza intrinseca ad uno o piu antifungini (1). Inoltre & stata osservata la resistenza
intrinseca all’AMB in ceppi di A. terreus e anche in A. flavus ed altre specie poco comuni (3).
Un certo numero di queste specie meno frequenti di Aspergillus, sono resistenti anche agli
azoli e, in alcuni casi, anche alle echinocandine.

Attualmente esistono dei test standardizzati a livello internazionale sia da parte di EUCAST
che di CLSI per studiare la sensibilita agli antifungini (AMB e azoli), cosi come sono
disponibili i criteri interpretativi, i cutoff epidemiologici (ECV) e breakpoint clinici (CBP)
utili per ottimizzare la terapia. Il ruolo principale dei test in vitro € la rilevazione di una

resistenza, indicante la mancata efficacia di un determinato antifungino.



Quali sono le tecniche di riferimento per I’antimicogramma di Aspergillus?:

Gli organismi internazionali preposti alla standardizzazione hanno codificato le procedure

per I’esecuzione dei test di sensibilita mediante due metodiche:
Microdiluizione in brodo in micropiastra
CLSI M38-A2 (2008)
EUCAST Edef 9.1, (2008), BP (vs. 7.0, 12-8-2014)
Disco-diffusione

CLSI M51-A (2010)

E’ utile identificare la specie di Aspergillus?
I’identificazione accurata della specie € obbligatoria per gli stipiti clinicamente importanti.

* Alcune specie di A. fumigatus complex sono resistenti agli azoli (A. lentulus, A.
pseudofisheri e A. fumigatiaffinis) e all’ AMB (A. lentulus e A. fumigatiaffinis)

* Alcune specie di Aspergillus diverse da fumigatus sono resistenti ad alcuni
antifungini: A. terreus presenta resistenza intrinseca all’AMB; A. qudrilineata ¢
resistente a caspofungina; A. calidioustus mostra resistenza intrinseca agli azoli ed a
caspofungina, mentre A. niger pud manifestare resistenza acquisita agli azoli.

Attualmente, sia per EUCAST che per CLSI, l'interpretazione dei risultati (ECV e CBP) &

specie-dipendente.

EUCAST vs CLSI

Come si osserva nella tabella 1, le due metodiche standardizzate di microdiluizione in
brodo, proposte da CLSI (2) e da EUCAST (12), differiscono nella quantita di glucosio
presente nel terreno e nell’inoculo fungino (10 volte superiore nell’istruzione operativa
proposta da EUCAST), nella tipologia dei pozzetti della micropiastra (a fondo piatto piuttosto
che ad “U”), per le modalita di standardizzazione dell’inoculo (spettrofotometrica con CLSI
e con camera emocitometrica con EUCAST) e per la concentrazione di DMSO (0.5% con
EUCAST e 1% con CLSI).

Entrambe le metodiche introducono il concetto di Minimum Effective Concentration (MEC)
per la lettura delle echinocandine: punto di transizione dalle ife normali alla comparsa di ife
aberranti, che si evidenziano per la comparsa di granulazioni o clusters sul fondo dei
pozzetti delle micropiastre, non sempre facili da vedere e che spesso richiede

I'osservazione al microscopio. La lettura della MEC e considerata difficile anche per gli
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esperti ed EUCAST indica che non ci sono ancora metodi affidabili per lo studio della

sensibilita delle muffe alle echinocandine.

Per quanto attiene all’interpretazione, EUCAST (6) ha stabilito i CBP e CLSI i CVP (2014) a

seconda del valore del cutoff epidemiologico delle principali specie di Aspergillus

EUCAST (Edef 9.1)

CLSI (M38-A2)

Terreno di coltura

RPMI 1640 + 2% glucosio

RPMI 1640 + 0.2% glucosio

Buffer MOPS, pH 7.0 + 0.1 MOPS, pH 7.0 + 0.1
Concentrazione DMSO 0.5% 1%
Inoculo 2-5x 105 0.4-5x 103

Standardizzazione dell’inoculo

Camera emocitometrica

Spettrofotometricamente

Piastre Celle a fondo piatto Celle ad “U”

Tempo di incubazione 48 ore 46-50 ore

Lettura Visiva Visiva

End point Totale inibizione (MIC) per | Totale inibizione (MIC) per

azoli e polieni

MEC per echinocandine

azoli e polieni
MEC per echinocandine

Tabella 1.- Comparazione delle due metodiche standardizzate CLSI M38-A2 vs EUCAST

Edef 9.1

La lettura per AMB e gli azoli - a differenza di quella dei lieviti - va eseguita alla

concentrazione piu bassa dove non si osserva crescita. Ad oggi EUCAST ha stabilito i CBP

solo per AMB e gli azoli (itraconazolo, voriconazolo e posaconazolo) per alcune specie di

Aspergillus.
Nella tabella 2 sono messi a confronto i valori di CBP con la metodica EUCAST e i valori di
ECYV del CLSI.
Antifungino Specie EUCAST (v 7.0) BPC CLSI (2011)
ECV
S I R wT
Itraconazolo A. flavus <1 2 >2 <1
A. fumigatus <1 2 >2 <1
A. nidulans <1 2 >2 <1
A. niger IE! IE! [E21 <2
A. terreus <1 2 >2 <1
A. versicolor - - - <2
Specie non-correlate IE IE IE -
Voriconazolo A. flavus IE IE IE <1
A. fumigatus <1 2 >2 <1
A. nidulans IE IE IE <2
A. niger IE IE IE <2
A. terreus IE IE IE <1
A. versicolor <2
Specie non-correlate IE IE IE -
Posaconazolo A. flavus IE! IE1 IE! <0.5
A. fumigatus <0.12 0.25 >0.25 <0.5
A. nidulans IE! IE! IE! <1
A. niger IE! IE! IE! <1
A. terreus <0.12 0.25 >0.25 <0.5




A. versicolor - - - <4
Specie non-correlate IE IE IE -
AMB* A. flavus IE2 IE2 1E2 <2
A. fumigatus <1 2 >2 <2
A. nidulans Nota? NotaZ?
A. niger <1 2 >2 <2
A. terreus - - - <4
Specie non-correlate IE IE IE

Tabella 2.- CBP EUCAST e ECV CLSI (201 1) (www.clsi.org) a confronto

*Nota': I valori di ECV per queste specie sono generalmente 1 diluizione superiori rispetto a A. fumigatus.
*Nota?: Non ci sono i breakpoint perché i dati di MIC disponibili per stabilire 'ECV sono troppo limitati.

Per studiare la performance rispetto alla qualita del test (reagenti, terreno, inoculo e
procedura) si raccomanda l’'uso di ceppi per il controllo di qualita. EUCAST raccomanda, tra
gli altri, i ceppi A. fumigatus ATCC 204305 ed A. flavus ATCC 204304. CLSI raccomanda, tra
altri, I'uso dei ceppi Paecilomyces variotii ATCC MYA 3630 e A. flavus ATCC 204304. I valori
di MIC ottenuti con questi ceppi devono essere compressi nei limiti segnalati nella tabella 3,

secondo la metodica utilizzata.

Antifungino Paecilomyces A. flavus A. fumigatus
variotii ATCC 204304 ATCC 204305
ATCC MYA 3630
CLSI EUCAST CLSI EUCAST
Amfotericina B 1-4 0.5-2 0.5-4 0.25-1
Itraconazolo 0.06-0.5 0.12-0.5 0.25-0.5 0.12-0.5
Voriconazolo 0.015-0.12 0.5-2 0.5-4 0.25-1
Posaconazolo 0.03-0.25 0.12-0.5 0.06-0.5 0.03-0.25

Tabella 3.- Intervalli di MIC accettabili (1g/mL) degli antifungini con i ceppi di controllo di qualita
secondo le metodiche EUCAST e CLSI

Quale corrispondenza hanno i metodi standardizzati con i sistemi commezrciali per

testare la sensibilita di Aspergillus?

E disponibile una discreta varieta di prodotti commerciali come 1'Etest® (ThermoFisher Inc),

Sensititre YeastOne® (bioMérieux s.a.) nonché pannelli per la disco diffusione: la maggior

parte di questi test non sono pero stati validati per I’antimicogramma di Aspergillus, anche

se la maggior parte di questi metodi esprime una stima del valore di MIC entro tre doppie

diluizioni, nel confronto dei metodi standardizzati.

e FEtest® & un metodo appropriato per determinare la resistenza in vitro per itraconazolo,
voriconazolo e posaconazolo. Una migliore correlazione per AMB e l'itraconazolo si ha
quando la lettura viene eseguita a 24 h, piuttosto che a 48 h, o quando sia visibile una

crescita sufficiente. Per voriconazolo e posaconazolo 24 o 48 h. Punti di vista divergenti




per quanto riguarda l’amfotericina B. Le MICs dell’amfotericina B possono cambiare

sostanzialmente a seconda della durata del periodo di incubazione (24 vs 48 h) (5).

by

- Sensititre YeastOne®: per Aspergillus spp. la performance & stata stabilita solo per
amfotericina B, itraconazolo e voriconazolo. Sono state osservate leggere discrepanze in

®

quanto si sono osservate MIC piu alte con Sensititre YeastOne™. Per A. flavus la

concordanza € pero piu bassa con itraconazolo e voriconazolo (7).
+ La disco-diffusione € un metodo facile ma a volte i risultati sono contraddittori, se

comparata alla microdiluizione in brodo. La correlazione € bassa per ’amfotericina B.

Quando eseguire ’antimicogramma per Aspergillus?

Secondo le diverse esperienze cliniche, il fest di sensibilita agli antifungini di Aspergillus
dovrebbe essere eseguito o per ottimizzare la terapia del singolo paziente o per finalita
epidemiologiche. E raccomandato eseguire la MIC se il micete & stato isolato da materiale
biologico in caso di infezioni profonde in pazienti sottoposti a terapia antifungina, in caso di
fallimento terapeutico, quando la specie isolata € rara e/o emergente oppure in caso di
particolari specie per le quali esiste il sospetto che possano essere resistenti o meno
sensibili agli antifungini (9). I test di sensibilita agli antifungini possono essere inoltre

esegquiti a fini epidemiologici.

Conclusioni
Identificare accuratamente la specie di Aspergillus
» [In particolare in caso di:
* ceppiisolati da pazienti infetti in terapia prolungata con gli azoli e/o
= isolamento ricorrente di Aspergqillus spp. e
* nei ceppi isolati da pazienti con aspergillosi invasiva ed infezione con specie
rare di Aspergillus.
= Metodiche standardizzate: EUCAST, CLSI (MBD) non sono ideali per la routine
diagnostica (tecnicamente sono laboriose e richiedono esperienza) e sono
raccomandate per laboratori specializzati.
= Non conviene testare i ceppi con elevata resistenza intrinseca (A. terreus e
amfotericina B) ma determinare la MIC all’amfotericina B pud essere utile in alcune

specie come A. flavus.
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