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Έλεγχος ευαισθησίας υφομυκήτων: 
Aspergillus
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Εργαστήριο Κλινικής Μικροβιολογίας,
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Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών
Τηλ: 210-583-1909, Email: jmeletiadis@med.uoa.gr

Αντιμυκητικά φάρμακα

Κυτταρική μεμβράνη (εργοστερόλη)

- Πολυένια  αμφοτερικίνη Β

- Αζόλες φλουκοναζόλη,

ιτρακοναζόλη,

ποσακοναζόλη

βορικοναζόλη

ισαβουκοναζόλη

Κυτταρικό τοίχωμα (β-D-glucan συνθετάση)

Εχινοκανδίνες  κασποφουγκίνη

ανιντουλαφουγκίνη

μικαφουγκίνη

Νουκλεϊκά οξέα (DNA, RNA) 

- 5-φθοριοκυτοσίνη

Atlas of fungal Infections, Richard Diamond Ed. 1999

Introduction to Medical Mycology. Merck and Co. 2001 

Rezafungin

(CD101)

Ibrexafungerp

(SCY078) 

Olorofim

(F901318)

Σιδηροφόρος

VL-2397

Γιατί πρέπει να ελέγχουμε την 
ευαισθησία των μυκήτων?

• Διαφορετικά προφίλ ευαισθησίας

- μεταξύ στελεχών, μεταξύ ειδών

• Μεταβαλλόμενη επιδημιολογία λοιμώξεων

- νέα είδη με ενδογενή αντοχή

- επίκτητη αντοχή ευαίσθητων ειδών

• Πολλά φάρμακα – περισσότερες επιλογές

-Βελτιστοποίηση θεραπείας

• Ανακάλυψη νέων φαρμάκων

• Πρόβλεψη κλινικού αποτελέσματος
Turner et al. Expert Opin Emerg Drugs. 2006;11(2):231–250.

Maertens et al. Curr Med Chem-Anti-infective Agents. 2002;1:65–81.

Ελάχιστη ανασταλτική συγκέντρωση (ΕΑΣ)
Μinimal Inhibitory Cocentration (MIC)

Drug (mg/l): 64   32     16       8  4  2 1 0.5  0.25  0.13  0.06     0

10 ml RPMI 1640

+ MOPS (pH 7)

Incubation at 35oC for 24-72 h

105 CFU/ml

100 l

Scores: 0        0       0        0       0        1 2 3 4        4  4 Control

MIC





Δοκιμασίες ευαισθησίας

Μικροαραιώσεις σε ζωμό
(πρότυπες μεθοδολογίας 

κατά CLSI και EUCAST)

Διάχυση σε άγαρ
(δισκία , διαβαθμισμένες ταινίες)

Χρωματομετρικές
Yeast one, XTT

Διάλυση σε άγαρ

MIC=

Minimal 

Inhibitory 

Concentration

ΕΑΣ=

Ελάχιστη 

Ανασταλτική 

Συγκέντρωση
No drug2 mg/l POS

2 mg/l ITR 2 mg/l VOR

Μέθοδοι αναφοράς

CLSI

- M27-A3 Broth micro/macro-dilution for yeasts

- M38-A2 Broth Micro/macro-dilution for moulds

- M44-A2 Disk diffusion for yeasts

- M51-A   Disk diffusion for moulds

EUCAST

- E.def.  7.3 Broth microdilution for yeasts 

- E.def.  9.3 Broth microdilution for moulds

- E.Def. 10.1 Agar screening method for 

azole resistance in Aspergillus fumigatus 
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Πρότυπες μέθοδοι 
μικροαραιώσεων σε ζωμό για υφομύκητες

Πρωτόκολλο CLSI M38-Α3 EUCAST–E.Def 9.3

Τύπος μικροπλάκας U-shaped 96-well plate Flat-bottom 96-well plate

Θρεπτικό μέσο RPMI1640+
MOPS pH 7.0
0.2% glucose

RPMI1640+
MOPS pH 7.0+

2% γλυκόζη

Διαλύτης DMSO, 1% DMSO, 0.5%

Θερμοκρασία 35-37οC

Εναιώρημα (CFU/ml) 1% Τween20, Θολερότητα
0.5-2.5 104

(1-3x103 για δερματόφυτα)

0.1% Tween20, Αιμοκυτ/μετρο
(Θολερότητα για Aspegillus)

0.5-2.5x105

Επώαση 24h για Zygomycetes
48h για Aspergillus και λοιπούς υφομύκητες

72h για Scedosporium

Ανάγνωση Οπτική με την βοήθεια 
μεγεθυντικού καθρέπτη

Οπτική
(φωτομετρικά)

MIC Endpoints-
% αναστολής

100% (AMB, και αζόλες), MEC (εχινοκανδίνες )
50%/80% (FLU,FC,KET/CPO,GRIS,TB)

Αν >5% υφές, 

φιλτράρισμα

Οπτική ανάγνωση μικροπλακών
μεθοδολογία EUCAST 

AMB

ANI

VOR 

ITR

FLU

CON

Growth control ANI  0.06mg/l

Low High
Χρήση ασπρόμαυρου χαρτιού

EUCAST E.DEF. 9.3

Μικροσκοπική παρατήρηση

<

Πρότυπα στελέχη 
για εσωτερικό έλεγχο ποιότητας 

http://www.eucast.org/

Φωτομετρική ανάγνωση μικροπλακών
μεθοδολογία EUCAST για Aspergillus spp. 

Meletiadis et al, CMI 2016

Endpoints: 

<10% απορρόφηση OD490

Συμφωνία:

92-99% με την οπτική ανάγνωση

Σφάλματα:

0% πολύ μεγάλα (VME), <3% μεγάλα (ME)

<6% μικρά (MiE)

Απορρόφηση στα 490nm Ποσοστά ανάπτυξης
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New

E. Def 9.4

32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.13 0.06 0.03 No

Caspofungin (µg/mL)

MEC

Ελάχιστη Αποτελεσματική Συγκέντρωση
(minimal effective concentration, MEC) κατά CLSI 

εχινοκανδινών έναντι υφομυκήτων

Kurtz et al. Antimicrob Agents Chemother. 1994;38(7):1480–1489.

• No traditional MIC (complete inhibition of growth)

• The Minimum Effective Concentration (MEC)  reflects morphological Effects

• CLSIM38A: MIC endpoint prominent reduction of growth (50%)

Ελάχιστη Αποτελεσματική Συγκέντρωση
(minimal effective concentration, MEC) κατά EUCAST 

εχινοκανδινών έναντι υφομυκήτων

Εναιώρημα

105 CFU/ml

Οπτική ανάγνωση Φωτομετρική ανάγνωση

104 CFU/ml

103 CFU/ml

102 CFU/ml
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XTT assay for echinocandin 
EUCAST AFST of Aspergillus spp

Susceptible isolate

ANI

MIC

CAS

Resistant isolate

ANI

MIC

CAS

Colorimetric
concentration-effect curves
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A. fumigatus (MEC=0.015)

A. flavus (MEC=0.125)

A. terreus (MEC=0.004)

A. niger (MEC=0.015)

A. fumigatus (MEC=32)

Anidulafungin concentration (mg/L)
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1. EUCAST E.Def 9.3 for 24h 

2. Add XTT/MEN 400mg/l+6.25μM

3. Incubate for 1h, read at 450/630nm 

Meletiadis JAC2020

CLSI μέθοδοι με δισκία διάχυσης σε άγαρ
Για υφομύκητες (M51A)

Μόνο για Ζυγομύκητες

Όχι για Ζυγομύκητες

VME

10-30% 

Espinel-Ingroff et al, Curr Fungal Infect Rep 2012

Μέθοδος διάλυσης σε άγαρ κατά EUCAST 
για αζόλες και Aspergillus

ITC 4 mg/l VRC 2 mg/l

POS 0.5 mg/l Control

A. fumigatus G54W

Arendrup et al JAC 2018

A. fumigatus TR34/L98H

 Απλή διαδικασία

- Ενοφθαλμισμός 25μλ κονιδίων 0.5 McFarland

 Γρήγορο αποτέλεσμα

- Επώαση στους 35-37oC για 48 ώρες 

(ανάπτυξη στις 24hαντοχή)

 Εύκολη ανάγνωση

-Οπτική παρατήρηση για παρουσία ανάπτυξης 

κάθε βαθμού

- 86%–99% συμφωνία μεταξύ παρατηρητών και 

κέντρων 

 Υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα 99% (95%–

100%) στην ανίχνευση ανθεκτικών στελεχών

μόνο με έλεγχο σε ITC/VRC

-δυνατότητα ενσωμάτωσης 3ου φαρμάκου

 Ανίχνευση αντοχής μικτών αποικιών 5S:1R

ITC 4 mg/l VRC 2 mg/l

POS 0.5 mg/l Control

New

E. Def 

10.2

Μέθοδος διάλυσης σε άγαρ κατά EUCAST 

για εχικονανδίνες και Aspergillus

 48h incubation 

 Caspofungin (1 mg/l) Drug-free control 
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Πολυκεντρική μελέτη (3 κέντρα)

• 4 well assay (0.25 mg/L anidulafungin, 1 mg/L caspofungin and 0.125 mg/L micafungin)

• 40 WT isolates (A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, Α. niger + 4 non-WT A. fumigatus)

 All centres successfully 

discriminated non-WT and WT 

strains even after 24 h (100% 

sensitivity/specifictity). 

 Anidulafungin produced the 

clearest endpoints.

New

E. Def 

10.2

fluffy colony

fluffy colonyfluffy colony

compact colony

A. fumigatus NWT DPL1035homo

CAS ANI

MIC GC

Εμπορικά τεστ για υφομύκητες

• Χρωματομετική μέθοδος 
μικροαραιώσεων

– Sensititre YeastOne

• Ταινίες με διαβαθμισμένες 
συγκεντρώσεις φαρμάκων

– Etest, MTS

Sensititre YeastOne

Red =growth,     Purple=growth inhibition     Blue = no growth

Candida Azoles, Echinocandins, FC         Amphotericin B

Drug concentrations

GC Low High
MIC
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Fusarium spp.

* υφές

Εργαστηριακός έλεγχος ευαισθησίας 
υφομυκήτων

EUCAST E.Def 9.2Sensititre YeastOne

High LowHighLow

Οπτική παρατήρηση παρουσία ανάπτυξης κάθε 

βοθρίου ανεξάρτητα του χρώματος

Κατηγορική συμφωνία = 94-98%

Mello AAC 2017

Σύγκριση CLSI με Sensititre YeastOne για αζόλες και Aspergillus (10 ανθεκτικά στελέχη)

Εργαστηριακός έλεγχος ευαισθησίας με 
Sensititre YeastOne

αζόλες και ασπέργιλλος

Εργαστηριακός έλεγχος ευαισθησίας υφομυκήτων
Εχινοκανδίνες και ασπέργιλλος

Siopi JCM 2017

Συμφωνία=0/24/23% για CAS και 67/88/0% για MCF για τα 3 είδη

x MEC

Etest για υφομύκητες

Etest για υφομύκητες

Lamoth JCM 2015

Αναθεώρηση ορισμών EUCAST

1. To κλινικό όριο «Ε» σχετίζεται με την καθιερωμένη 
δοσολογία του φαρμάκου

• Μειωμένη ευαισθησία που μπορεί 
να ξεπεραστεί με αυξημένη έκθεση 
στο φάρμακο λόγω 

i. συγκέντρωσης του φαρμάκου
στην εστία της λοίμωξης

ii. αλλαγή δοσολογικού σχήματος

• Ουδέτερη ζώνη (buffer zone) για 
την αποφυγή μεγάλων και πολύ 
μεγάλων σφαλμάτων

Ευαισθησία σε αυξημένη έκθεση (ΕΑΕ)

Susceptible Increased exposure (Ι)

Περιοχή τεχνικής αβεβαιότητας (ΠΤΑ)

Area of Technical Uncertainty (ATU)

Αναφέρεται στο αντιμυκητόγραμμα ΔΕΝ Αναφέρεται στο αντιμυκητόγραμμα

2. Η ενδιάμεση ευαισθησία «I» σήμαινε:
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Νέα κλινικά όρια ευαισθησίας 
για Aspergillus spp.

d. Isavuconazole. If voriconazole wildtype, report as isavuconazole S

g. Itraconazole. Report as R with the following comment: In some clinical situations (non-

invasive infections forms) itraconazole can be used provided sufficient exposure is ensured.

i. Posaconazole. If S to itraconazole: report as S with the comment: The MIC is 0.25 mg/L and 

thus one dilution above the S breakpoint due to overlapping wt and non-wt populations. 

If not S to itraconazole: report as R and refer to reference laboratory for 

CYP51A sequencing and confirmation of MICs.

j. Voriconazole. Report as R with the following comment: In some clinical situations (non-

invasive infections forms) voriconazole can be used provided sufficient exposure is ensured.

ΠΤΑΠΤΑ ΠΤΑ ΠΤΑ

Arendrup Clin Microbiol Infect. 2020

Επιδημιολογικά όρια ευαισθησίας
κατά EUCAST για υφομύκητες

Περισσότερα επιδημιολογικά όρια (ECV) από CLSI

Arendrup et al 2020 Nov;26(11):1464-1472

Espinel-Ingroff, Rev Iberoam Micol. 2016;33(2):63–75

Επιδημιολογικό όριο ευαισθησίας
ποσακοναζόλης έναντι A. fumigatus

ECΟFF

Posaconazole MIC (mg/l)

Espinel-Ingroff AAC 2018

S I R

Άγριου τύπου (WT) Μη άγριου τύπου (NWT)

 Κλινικά όρια ευαισθησίας

Εν κατακλείδι……
 Οι πρότυπες μεθοδολογίες απαιτούν μεγάλη εξειδίκευση και εμπειρία για την 

εφαρμογή τους

-Οι πρότυπες γρήγορες δοκιμασίες ανίχvευσης αντοχής (screening test) είναι 

πιο εύκολα εφαρμόσιμες

 Κλινικά όρια ευαισθησίας υπάρχουν μόνο για συγκεκριμένα φάρμακα και είδη 

Aspergillus

- Προσοχή στα αναθεωρημένα κλινικά όρια και ειδικά στην ΠΤΑ

 Για τα υπόλοιπα είδη και φάρμακα δεν μπορεί να γίνει κλινική αξιολόγηση της 

ευαισθησίας παρά μόνο η κατηγοριοποίησή τους σε άγριου τύπου και μη άγριου 

τύπου με βάση επιδημιολογικά όρια ευαισθησίας

 Προσοχή στην εφαρμογή κλινικών ορίων ευαισθησίας κατά EUCAST σε 

εμπορικά τεστ που δεν δίνουν παρόμοιες τιμές MIC

Άγριου τύπου

Στέλεχος χωρίς φαινοτυπικά ανιχνεύσιμη 

αντοχή  S ή R

Χρήση κλινικών ορίων ευαισθησίας για 

παρόμοια είδη Aspergillus

Μη άγριου τύπου στέλεχος

Στέλεχος με φαινοτυπικά

ανιχνεύσιμη αντοχή R

Ευχαριστώ


