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Wozu Resistenztestung?
Wozu Breakpoints?

Es sollen die Stamme, bei denen mit keinem Ansprechen
gegenluber dem getesteten Antimykotikum zu rechnen ist,
auf moglichst einfache und verlassliche Art erkannt werden.

Breakpoints sollen ermoglichen zwischen Patienten mit
wahrscheinlichem und unwahrscheinlichem therapeutischen
Ansprechen zu unterscheiden.

Mouton et al. CMI 2012; epub ahead print



Spezies Identifikation
Der erste Schritt der Resistenztestung

 C. krusei: keine Verwendung von Fluconazol
e C. glabrata: Fluconazol wird nicht mehr empfohlen (EUCAST)
e C. parapsilosis — Achtung bei Echinocandinen

* C. rugosa

* C. norvegensis
« C. lipolytica Reduzierte Empfindlichkeit gegentiber

e C. valida Azolen

* C. inconspicua
 C. zeylanoides

* Trichosporon Echinocandine -

* Rhodotorula nur geringe Aktivitat

*Malassezia



Standardisierte Methoden zur
Resistenzbestimmung

EUCAST - fermentierende Hefen

EUCAST - Schimmelpilze (Aspergillus)

CLSI M27-A3- Makro/Mikrodilution —Hefen
CLSI M38-A — Mikrodilution/Schimmelpilze
CLSI M 44-A2 - Agardiffusion/Hefen

CLSI M 51-A — Agardiffusion/Schimmelpilze
DIN 58940-84 — Mikrodilution (Hefen)



Mikrodilution
Unterschiede zwischen CLSI und EUCAST

Glucose concentration in RPMI 1640 0.2% 2%
Shape of well in microtiter plate Round bottom Flat bottom
Inoculum size 0.5-2.5x10° 0.5-2.5x10°
Incubation time 48 hours* 24 hours
Readout Visual Spectrophotometric
Endpoint
Amphotericin B Optically clear Lowest concentration to inhibit
growth by < 90%
Azole drugs and Prominent decrease Lowest concentration to
echinocandins inhibit growth by < 50%

*except for echinocandins, in which case the endpoint is achieved at 24 hours.

Rodriguez -Tudela et al.2010. Drug News & Perspectives 23: 93-97



Hefen
Breakpoints nach EUCAST

e Spezies-spezifische Breakpoints
* Breakpoints fur

— Amphotericin B
— Azole

e Fluconazol

e Voriconazol

e Posaconazol
— Echinocandine

e Anidulafungin

EUROFEAN COMMITTEE
E U C A S T 0N ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Sac &l Microbialogy and Infectious Dlsrases
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Die ersten MHK - Breakpoints fiir Hefen

Antifungal Susceptible Susceptible- Intermediate Resistant  Nonsusceptible
Apgent (S) dose dependent  (I)° (R) (NS)

(S-DD)"
Anidulafungin® <2 - - - >2
Caspofungin® <2 - - - >2
Fluconazole" <8 16-32 - >64 .
Flucytosine® <4 - B-16 =32 -
Itraconazole® <(.125 0.25-0.5 - >1 -
Micafungin® <2 - - - >2
Voriconazole =<1 2 - i -

Ampho MHKs sind in einem engen Bereich verteilt, Detektion resistenter Stamme ist
daher sehr schwierig; Antibiotic Medium 3 als mogliche Alternative (kontraversielle
Daten)

Breakpoints zu hoch um alle resistenten Stamme zu erkennen?

CLSI M27-A3, 2008



Hefen
Breakpoints nach EUCAST

Spezies spezifisch!

www.eucast.org - Stand 14.3.2012




WT-Verteilung — Speziesspezifische BPs

Flucenazele / Candida albicans
EUCAST MIC Distribution - Reference Database 2012-03-20

MIC distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Hefen
Breakpoints nach EUCAST

Spezies spezifisch!

Antifungal MIC breakpoint (mg/L)
agent C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
S< R > S< R> S< R > S< R > Sc< R >
Amphotericin B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Anidulafungin 0,03 0,03 0,06 0,06 0,06 0,06 - - 0,06 0,06
Fluconazole 2 4 IE2 IE2 - - 2 4 2 4
Posaconazole 0,06 0,06 IE® IE® IE® IE® 0,06 0,06 0,06 0,06
Voriconazole 0.12° 0.12° IE IE IE IE 0.12° 0.12° 0.12° 0.12°
Fluconazol: -- resistent angeben ohne Testung
C. krusei —intrinsisch resistent IE insufficient evidence — ev. Kommentar,
C. glabrata — nicht indiziert aber keine Kategorisierung

ltraconazol — in Vorbereitung

Caspofungin — wegen zu
grol3er Variationen zwischen
e et 2ers madn [KEne EF www.eucast.org - Stand 14.3.2012




Neu vorgeschlagene Breakpoints fiir CLSI

) MIC breakpoint (mg/L)
Antifungal agent N - —— — - — n Pr—
C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis C. guillermondii Candida lusitaniae
S< R> Ss R> Ss R> Ss R> Ss R> Ss R> S< R>
Fluconazol 2 4 32 32 2 4 2 4 k.A. k.A. KA. KA.
Voriconazol 0,125 0,5 - 0,5 1 0,125 0,5 0,125 0,5 k.A. k.A. k.A. k.A.
Caspofungin 0,25 0,5 0,125 0,25 0,25 0,5 - 0,25 0,5 2 4 2 4
Anidulafungin 0,25 0,5 0,125 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 2 4 0,5 1
Micafungin 0,25 0,5 0,06 0,125 0,25 0,5 0,25 0,5 2 4 0,5 1

Modifziert nach M. Pfaller 2010-2012

k.A. keine Angabe




MHK-Vertellung Fluconazol

(n=10.803 invasive Candida-lsolate)
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M. Pfaller 2012. The American Journal of Medicine: 125; S3-S13



Fluconazol
ECV und klinische Breakpoints fiir Candida
spp. hach CLSI

Species ECV (wg/mL) CBP (wg/mL)
C albicans 0.5 2
C tropicalis 2 2
C parapsilosis 2 2
C lusitaniae 2 2
C glabrata 32 32

Im Gegensatz zu EUCAST: CBP fur C. glabrata und Fluconazol

CBPs sensitiver und spezifischer beziglich Nachweis von Resistenz und
Vorhersage des therapeutischen Ansprechens!

Pfaller et al. 2010. Drug Res Update 13: 180-95



CLSI: Neue Breakpoints

Voriconazol

New 24-h CLSI MIC and zone diameter interpretive breakpoints for

voriconazole and Candida®

Species MIC (ug/mL) Zone diameter
defining” (mm) defining”
S I R S I R
C. albicans =<0.125 025-05 =1 =17 15-16 <14
C. tropicalis =<0.125 025-05 =1 =17 15-16 <14
C. parapsilosis  <0.125 0.25-0.5 =>1 =17 15-16 <1
|C'. krusei <0.5 1 =2 =215 13-14 =1 #EUCAST
C. glabrata Ansprechrate bei C. glabrata wesentlich geringer,

a -
Esrreakpmrnts keine Empfehlung seitens IDSA
shows Ingpffcient e

Falls notig: 24h - ECV < 0,5 pg/ml um WT von non-WT zu unterscheiden

keine Korrelation MHK - Kklin. Ansprechen = keine CBP,

Pfaller et al. 2011 Diagn Microbiol & Infect Dis 70: 330-43
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Resistenzsituation - was wiirde sich andern?

AmB

Amphotericin B-MHK-Verteilung bei Candidamien C. albicans und non-C. albicans
nach Prozentim Jahj 2010
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Resistenzsituation - was wiirde sich andern?
Triazole

Fluconazol-MHK-Verteilung bei Candidamien C. albicans und non-C. albicans
nach Prozent im Jahr 2010
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Neue Azole

Voriconazol-MHK-Verteilung bei Candidémien C. albicans und non-C. albicans

nach Prozent im Jahr 2010
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\ Korrelation EUCAST/CLSI und
kommerzielle Methoden

Antifungal

agent” Vitek and Vitek and Vitek and Etest and
EUCAST CLSI24H CLSI48H EUCAST

AMB 08.7 99.3 100 08.4

5FC 98.0 08.6 96.0 96.4

FlLL 97.5 96.6 96.2 97.2

VRC 97.5 96.8 96.6 05.2

Total 97.9 97.8 97.3 96.8

Cuenca-Estrella et al. 2010. JCM 48: 1782 - 1786
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Korrelation EUCAST/CLSI und
kommerzielle Methoden

No. of errors or discrepancies between EUCAST and”:

Antimgal Vitek Etest

agent”
VME ME MIE SD NSD VME ME MiE SD NSD

AMB 0 2 0 5
SFC 0 3 1 4
FLZ 8 0 23 T 0 24
VOR 0 0 10 0 0 6
Total 8 0 33 0 5 7 0 30 1 9

Cuenca-Estrella et al. 2010. JCM 48: 1782 - 1786



Eigene Daten zu Posaconazol

Isolat CLSI24h  CLSI48h CLSI photom. Eucast 24h Eucast photom. E-Test

C.parapsilosis ATCC 20019 0,25 0,25 0,25 0,12 0,12 0,023
0,25 0,12 0,12 0,12 0,12 0,023

Sollwerte 0,06-0,25 0,06-0,25 0,015-0,06
C.krusei ATCC 6258 0,25 0,25 0,25 0,25 0,12 0,032
0,25 0,12 0,25 0,12 0,12 0.047

Sollwerte 0,06-0,5 0,12-1,0 0,015-0,06
C.a. 0,06 0,06 0,06 0,015 0,015 0,016
C.a. 0,12 0,12 0,06 0,03 0,03 0,012
C.a. 0,06 0,12 0,06 0,06 0,03 0,016
C.a. 0,06 0,06 0,06 0,015 0,015 0,008
C.a. 0,12 0,12 0,06 0,015 0,015 0,008
C.a. 0,06 0,06 0,06 0,015 0,015 0,008
C.a. 0,06 0,06 0,06 0,015 0,015 0,006
C.a. 0,12 0,12 0,06 0,03 0,03 0,006
C.a. 0,06 0,06 0,06 0,015 0,015 0,004
C.a. 1 1 1 1 0,5 1,5
C.glabr. 0,5 1 0,5 1 0,5 32
C.glabr. 1 1 1 1 1 6
C.glabr. 0,5 0,25 1 1 1 1,5
C.glabr. 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,38



Agardiffusion

e Standardisierte Verfahren nach CLSI fiir
— Hefen M44-A2

e Fluconazol Breakpoints vorhanden!
e Voriconazol

— Fadenpilze M51-A (ohne Dermatophyten)
 AmB
* |traconazol, Voriconazol, Posaconazol

e Caspofungin keine klinischen BPs, jedoch ECV

Agardiffusion von EUCAST?



Candida und Echinocandine

e |IDSA Guidelines empfehlen Echinocandine bei
kritisch kranken Patienten mit invasiver Candidose
oder bei Patienten mit vorheriger Azolgabe

e CLSI legte 2007 klinische Breakpoints von
< 2 ug/ml fir alle Echinocandine fest

* Werden damit auch die Isolate mit fks Mutationen
erkannt?

Effron et al., AAC 2009; 3. 112



Candida und Echinocandine

e |IDSA Guidelines empfehlen Echinocandine bei
kritisch kranken Patienten mit invasiver Candidose
oder bei Patienten mit vorheriger Azolgabe

e CLSI legte 2007 klinische Breakpoints von
< 2 ug/ml fir alle Echinocandine fest

* Werden damit auch die Isolate mit fks Mutationen
erkannt?
— MHK dieser Stamme kann durchaus niedriger sein

Effron et al., AAC 2009; 3. 112



Candida und Echinocandine

e |IDSA Guidelines empfehlen Echinocandine bei
kritisch kranken Patienten mit invasiver Candidose
oder bei Patienten mit vorheriger Azolgabe

e CLSI legte 2007 klinische Breakpoints von
< 2 ug/ml fir alle Echinocandine fest

* Werden damit auch die Isolate mit fks Mutationen
erkannt?
— MHK dieser Stamme kann durchaus niedriger sein
— MHK< 0,5 sensitiver bei der Detektion von Stammen

Effron et al., AAC 2009; 3. 112



Wildtyp MHK-Verteilung

Mo, af

o Antifungal izolates tested MIC (pg/ml) %guig{ﬂéﬂ;?:gim
ageni irnl
Range Mode ECV (%) P
C. albicans Anidulafungin 4283 0.007-1 0.03 0.12 (99.7) 100.0
Caspofungin 4,283 0.007-0.5 0.03 0.12 (99.8) 100.0
Micafungin 4,283 0.007-0.5 0.015 0.03 (97.7) 100.0
C. plabrata Anidulafungin 1,236 0.015-4 0.06 0.25 (99.4) 99.9
Caspofungin 1236 0.015-8 0.03 0.12 (98.5) 99.8
Micafungin 1236 0.007-2 0.015 0.03 (98.2) 100.0
C. tropicalis Anidulafungin 996 0.007-2 0.03 0.12 (98.9) 100.0
Caspofungin 996 0,007->8 0.03 0.12 (99.4) 99.9
Micafungin 996 0.007-1 0.015 0.12 (99.1) 100.0
C. kefir Anidulafungin 61 0.015-0.12 0.06 0.25 (100.0) 100.0
Caspofungin 61 0.007-0.03 0.015 0.03 (100.0) 100.0
Micafungin 61 0.015-0.06 0.06 0.12 (100.0) 100.0
C. krusei Anidulafungin 270 0.015-0.5 0.03 0.12 (99.3) 100.0
Caspofungin 270 0.015-1 0.06 0.25 (96.3) 100.0
Micafungin 270 0.015-0.25 0.06 0.12 (97.8) 100.0
€. tusitanige ) Anidulafungin 99 o061 (05 ) 2(100) 100.0
Caspofungin 99 0.03-1 0.25 0.5 (98.0) 100.0
Micafungin 99 0.007-1 0.12 0.5 (99.0) 100.0
C. parapsilosis Anidulafungin 1,238 0.015-4 2 4 (100.0) 93.1
Caspofungin 1,238 0.015-4 0.25 1(98.6) 99.9
Micafungin 1,238 0.015-2 1 4 (100) 100.0
€. guitlizrmondii Anidulafungin 88 0.06-4 2 16 (100.0) 92.0
\ ) Caspofungin 88 0.03->8 0.5 4(95.5) 955
Micafungin 88 00158 \_ 05 )  4(989) 98.9

Pfaller, Drug Resistance Update 2010



MIC Distributions of Caspofungin vs Candida spp. with
and without fks1/fks2 Mutations

Species Test No. ofisolates at MIC  (showing mutation)

(no.tested) method <0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 > 8

C. albicans  CLSI 15 23 3 - 2(2) 1(1 3 (3) 2(2) 3(3)

(52) EUCAST 30 1 - 1 9 1(1) 6 (6) -
Etest 22 15 4 2(2) | - - 3 (3) 4(4) 4(4)

2(2)

C. glabrata  CLSI 1 20 7 3(1) |1 8(3) 5 (4) 5(4) 6(6)

(53) EUCAST 20 3 2 1 10 2(1) 7 (5) 7(5) 5(5)
Etest 2 (1) 11 7(1) | 4 5 (4) 5(3) 53) 3(3)

12

C. tropicalis  CLSI 8 12 3 3(1) | - 1(1) 2(2) 2(2)

(31) EUCAST 7 2 1 1 11 4 3 (3) 3(3) -
Etest 9 7 4 4 1(1) - - 3 (3)

Arendrup et al. AAC 2009, 53: 1628
Pfaller et al. JICM 2010



Breakpoints flir Anidulafungin
(EUCAST)

Candida sp. Sensibel

C. albicans < 0,03 mg/L

C. glabrata

C. krusel
C. tropicalis < 0,06 mg/L

e Nicht gultig fur C. parapsilosis

www.eucast.org



Neue Breakpoints fiuir Echinocandine

MIC breakpoint for S/MIC breakpoint for R (ug/ml)

Species
Anidulafungin Caspofungin Micafungin
C. albicans® =0.25/=1 =0.25/=1 =(.25/=1
C. dubliniensis® =0.25/=1 =0.25/=1 =0.25/=1
C. glabrata® =0.125/=0.5 =0.125/=0.5 =0.06/=0.25
C. krusei® =0.25/=1 =(0.25/=1 =0.25/=1
C. tropicalis® =0.25/=1 =(0.25/=1 =0.25/=1
C. parapsilosis® =2/=8 =2/=8 =2/=8
C. guilliermondii® =2/=8 =2/=8 =2/=8
C. lusitaniae“ =2/=8 =0.5/=2 =0.5/=2

“ CLSI breakpoints as approved at the CLSI meeting, 9 to 11 January 2011,
Orlando, FL, and based on reference 28.

® Based on C. albicans, because MICs for C. albicans and C. dubliniensis are
similar, and no breakpoints have been established for C. dubliniensis.

“ Based on epidemiological cutoff values (ECVs) described previously by
Pfaller et al. (27).

Pfaller et al. 2011: Diagn.Microbiol & Infect.Dis.70:330-43



Echinocandine

Anidulafungin-MHK-Verteilung bei Candidamien C. albicans und non-C. albicans

&0 nach Prozent im Jahr 2010
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Breakpoints flir Aspergillus
ECOFFs nach EUCAST

MIC breakpoint (mg/L)

Non-species
A, flavus A. fumigatus A. nidulans A. niger A. terreus related

breakpoints’'
S< A= 5« A= 5= A= 5= A= 5« R= 5= R=>

Antifungal agent

Amphotericin B IE? IE* 1 2 Mote® | Note® 1 2 - . IE IE
Anidulafungin IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE

Caspofungin IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE
Fluconazole . - - . - - - - - . - .

liraconazole’ 1 2 1 2 1 2 IE*® | IE™® 1 2 IE® IE®
Micafungin IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE
Posaconazole IE* E* | 0.12° | 025" | IE IE* IE* IE* | 0.12° | p.25° IE IE
Voriconazole IP IP IP IP IP IP IP IP IP P IP IP

www.eucast.org - Stand 5.3.2012




Epidemiological Cutoff Values fiir Azole
und Aspergillus spp. — Vorschlag fur CLSI

ECV
(ug/ml)
ITR PSC VRC
Species No. tested
A. fumigatus 2815 1 0.25 1
A. flavus 592 1 0.5 1
A. niger 520 2 1 2
A. terreus 462 2 0.5 1

Espinell Ingroff et al. JCM 2010



Vergleich EUCAST - CLSI

Antifungal MIC breakpoint (mg/L)
agent A. flavus A. fumigatus A. nidulans A. niger A. terreus

S$s R> S$s R> S$s R> S$s R> S$s R>
Itraconazole’ 1 2 1 2 1 2 IE2® IE2® 1 2
CLSI 1 1 1 1 2 2 2 2
Posaconazole IE? IE? 0.12° 0.25° IE? IE? IE? IE? 0.12° 0.25°
CLSI 0,25 0,25 0,25 0,25 1 1 0,5 0,5




STANDARDS
INSTITUTE

SUSCEPTIBILITY TESTING ﬁ; //Lneown'rom
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Time to change?

Pro:

e CLSI hat sich EUCAST sehr stark angenahert mit nunmehr
geringeren Unterschieden

* Breakpoints fir AmB

e ECOFFS fur Aspergillus

e Updates jederzeit kostenfrei zuganglich (# CLSI)
e Schnelleres Einspielen der Updates

Contra:

e Hohere Anzahl von ,resistenten” Stammen - ?

e CLSI-Breakpoints flir Substanzen ohne EUCAST BP
e Agardiffusion - Plattchentest?

Vielen Dank flir lhre Aufmerksamkeit!



