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EUCAST-CLSI: differenze analitiche ed
interpretative per i lieviti

EUCAST-CLSI for yeast: differences in methods and interpretation

Summary

The European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) Subcommittee on Antifungal Su-
sceptibility Testing have recently published standards for determining the susceptibility of fermentative yeast to
antifungals. Both methods are based on broth dilution and methodological differences include glucose con-
centration, inoculum size, shape of microtitre wells (flat or round) and end-point reading (visual or spectropho-
tometric). EUCAST have published Clinical Breakpoints for Fluconazole and Voriconazole but not for echino-
candins for the principal yeast species.
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"antimicogramma, cosi come

I'antibiogramma, ha I'ambi-
zioso obiettivo di a) guidare il cli-
nico nella scelta del protocollo
terapeutico piu adeguato, b) for-
nire allarmi circa I'insorgenza di
resistenze anomale il pit preco-
cemente possibile, ¢) dare infor-
mazioni sull’identificazione di
specie, confermandola o meno,
secondo I'evidenza di meccani-
smi di resistenza innata, d) for-
nire dati epidemiologici utili alla
gestione della terapia empirica.
La storia dell’antimicogramma
€ pero pit recente. Comincia nel
1982 quando si formo il primo
comitato per la standardizzazio-
ne dell’antimicogramma dell’al-
lora NCCLS (National Committe
of Clinical Laboratory Standar-
ds) (figura 1). Nel 1992 si ha la
pubblicazione del primo docu-
mento provvisorio (M27-P) per
I’esecuzione del saggio di sen-
sibilita agli antimicotici in dilui-
zione in brodo. In tale documen-
to viene stabilito il tipo di terre-
no da utilizzare, RPMI-1640,
con un’inoculo di 0,5-2,5 x 103
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UFC/ml, con incubazione di 24-
48h e lettura visiva. Nel 1997
viene approvato il primo docu-
mento definitivo (M27-A)tin cui
vengono pubblicati i breakpoin-
ts per l'interpretazione della
MIC di fluconazolo e itraconazo-
lo nelle categorie di Sensibile,
Sensibile-Dose Dipendente e
Resistente. Solo nel 2002 si ha
il primo documento approvato
per la standardizzazione del
saggio agli antimicotici per i fun-
ghi filamentosi produttori di co-
nidi (M38-A)2.

Contemporaneamente si svilup-
pa in Europa I'EUCAST AFST (Eu-
ropean Committe on Antimicro-
bial Susceptibility Testing- Anti-
Fungal Susceptibilities Testing),
che nel 2007 pubblica sul WEB
i primi Breakpoint Clinici per Flu-
conazolo e nel 2008 quelli per
Voriconazolo. Il metodo viene
pubblicato nel 20082 e le princi-
pali differenze rispetto al CLSI
(tabella 1) consistono: nella
quantita di glucosio presente
nel’lRPMI 1640, nella quantita
di cellule usate per I'inoculo,
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Figura 1. Breve storia dell’antimicogramma.
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filamentosi

EUCAST
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Endpoint 24h
Lettura
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nella modalita di lettura del ri-
sultato e nella utilizzazione di
micro piastre a fondo piatto o a
fondo tondo.

Nel documento CLSI M27-S3 del
2008 vengono stabiliti i criteri
interpretativi delle MIC ottenute
con il metodo in Microdiluizione
per i principali antimicotici oggi
sul mercato (tabella 2), compre-
se le echinocandine. | criteri in-
terpretativi per i saggi di sensi-
bilita agli antimicotici in agar dif-
fusione vengono pubblicati nel
settembre 2009 nel documen-
to CLSI M44-A2 ed M44-S3. |
breakpoint clinici (BPC) stabiliti
dall’lEUCAST sono notevolmen-
te diversi da quelli CLSI (tabel-
la 3), in particolare EUCAST
pone il BPC di Sensibilita per
Fluconazolo <2 ug/ml e quello
di Resistenza >4 pg/ml, mentre
per Voriconazolo <£0.125 pg/ml
e quello di Resistenza >0.125
pug/ml. Inoltre EUCAST specifica
i BPC correlandoli alla specie
fungina, pertanto su Candida
krusei per Voriconazolo e su
Candida glabrata non stabilisce
alcun BPC non rilevando eviden-
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ze scientifiche sufficienti a de-
finirne alcuno. Non sono anco-
ra stati definiti BPC per altre
molecole oltre Fluconazolo e Vo-
riconazolo, e collegandosi al
sito www.EUCAST.org & possibi-
le vedere la distribuzione delle
MIC nelle diverse specie di lievi-
ti; novita di EUCAST é la defini-
zione di un nuovo parametro,

I’'ECOFF (Epidemiological Cut-
Off), MIC al di sotto della quale
non dovrebbero esistere ceppi
con meccanismi di resistenza.

Per quanto riguarda le Echino-
candine, Caspofungina, Anidula-
fungina e Micafungina, vi sono
al momento studi di comparazio-
ne CLSI e EUCAST per le diverse
tecniche di allestimento del-

Tabella 1. Differenze fra i metodi CLSI ed EUCAST per i Lieviti.

CLSI

EUCAST

METODICA
Macro - Microdiluizione
Fondo tondo

TERRENO
RPMI con 0.2% glucoso

INOCULO
0,5-2,5x10° CFU/mL

INCUBAZIONE
24-48 ore

LETTURA
Visiva
BREAKPOINTS

Triazoli, flucitosina,
echinocandine

Microdiluizione
Fondo piatto

RPMI con il 2% di glucoso

1-5x10° CFU/mL

24 ore

Spettrofotometrica

Fluconazolo, voriconazolo
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Tabella 2. CLSI M27-S3 (2008), M44-S3 (2009): criteri interpretativi dei saggi di suscettibilita agli
antimicotici, metodo in micro diluizione in brodo e metodo in agar-diffusione.

Farmaco Sensibile Sensibile Intermedio Resistente
Dose Dipendente
MIC mm MIC mm MIC mm MIC mm
(ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
Fluconazolo <8 >19 16-32 15-18 >64 <14
ltraconazolo <0,125 ND 0,25-0,5 ND >1 ND
Voriconazolo <1 >17 2 14-16 >4 <13
5-Fluorocitosina <4 ND 8-16 ND >32 ND
Anidulafungina <2 ND ND ND >2 (non ND
suscettibile)
Caspofungina <2 ND ND ND >2 (non ND
suscettibile)
Micafungina <2 ND ND ND >2 (non ND

suscettibile)

Tabella 3. Interpretazione dei risultati dei saggi in vitro per Candida spp. Secondo EUCAST EDef 7.1.

Fluconazolo Voriconazolo
Candida albicans <2S/24R <0.125S/>0.125R
Candida tropicalis <2S/>4R <0.125S/>0.125R
Candida parapsilosis <2S/>4R <0.125S/>0.125R
Candida glabrata El El
Candida krusei Resistenza innata El
NON specie correlabile <2S/>4R ND

El: Evidenza insufficiente dei dati per giustificare I'uso del farmaco per infezioni causate da queste specie.
ND: Non determinati per scarsita dei dati e variabilita cinetica della molecola

I'antimicogramma?®, che eviden-
zierebbero come metodi che dan-
no la migliore “performance”
I’Agar diluizione con RPMI-2G
(RPMI con Glucosio al 2%) ed il
metodo EUCAST Edef 7.1. | BPC
per le Echinocandine sono in cor-
so di pubblicazione e pertanto al
momento non sono disponibili.

In conclusione si evidenzia che
per EUCAST rimangono ancora
da definire i Breakpoints Clinici
specie-specifici per tutte le clas-
si di antimicotici, informazione
ormai necessaria per dare ri-
sposte utili al Clinico, che oggi
ha a disposizione una scelta di-
versificata per il trattamento

delle micosi invasive. E’ comun-
que evidente che i Breakpoint
Clinici di EUCAST sono tenden-
zialmente piu bassi di quelli at-
tualmente stabiliti da CLSI.

La valutazione delle diverse me-
todologie con cui & possibile
eseguire il saggio di sensibilita
in vitro agli antimicotici ha evi-
denziato che nessun metodo &
perfetto. CLSI, EUCAST con
RPMI -2G, ed e-test sono meto-
di appropriati a rilevare in buo-
na percentuale anche meccani-
smi di resistenza non espressi
completamente, risultati meno
confortanti si hanno invece con
I'agar-diffusione. E’ stato anche
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effettuata una valutazione del
metodo automatizzato Vitek®
che evidenzia un buon livello di
correlazione con il metodo EU-
CAST (ICC-intraclass correlation
coefficient: >95%).
Linterpretazione ragionata del-
I'antimicogramma deve condur-
re il clinico ed il microbiologo al
trattamento pill appropriato pos-
sibile considerando il paziente,
la patologia, il patogeno e la sua
sensibilita in vitro, nello sforzo di
evitare l'insorgenza di resisten-
ze in specie fungine epidemiolo-
gicamente sensibili, e 'emergen-
za di specie fungine “natural-
mente” resistenti.
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