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Vorbemerkung

Nach Erstellung des vorliegenden Berichtes hat das
EUCAST erstmalig Grenzwerte fur Micafungin bei
Candida albicans (S: <0,016 mg/l, R: >0,016 mg/l),
Fluconazol und Micafungin bei Candida glabrata

(S: 0,002 mg/l, R: >32 mg/l bzw. S: <0,03 mg/l,

R: >0,03 mg/l) sowie Anidulafungin und Micafungin
bei Candida parapsilosis (S: <0,002 mg/l, R: >4 mg/|
bzw. S: <0,002 mg/l, R: >2 mg/l) verdffentlicht (siehe
Version 6.1 vom 11.3.2013; http://www.eucast.org/
fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/AFST/Antifun-
gal_breakpoints_v_6.1.pdf).

Unter Anwendung der Grenzwerte und bei photome-
trischer Bestimmung der MHK-Werte (Wellenldngen
405 und 450 nm) wurden 3 (0,9%) bzw. 5 (1,5%)
Candida-albicans-Stamme als Micafungin-resistent be-
wertet. Bei Candida-glabrata fand sich ein Isolat (0,9%)
mit Micafungin-Resistenz. Weiterhin wiesen 7 (6,0%)
bzw. 8 Stdmme (6,9%) eine Fluconazol-Resistenz auf,
wahrend die Empfindlichkeit der Ubrigen Stéamme im
intermediaren Bereich lag. Eine intermedidre Empfind-
lichkeit zeigten auch die 27 Stamme von Candida
parapsilosis gegen Micafungin und Anidulafungin
(siehe nachfolgende Tabelle).

Tabelle: Verhaltnis der empfindlichen zu den resistenten Stammen von Candida albicans,

Candida glabrata und Candida parapsilosis (Ergebnisse n. 24-stiindiger Inkubation)

. . Messung bei 405 nm Messung bei 405 nm
Antimykotikum ‘ %S ‘ ‘ %R %S ‘ %l ‘ %R
Candida albicans (n=339)

Micafungin \ 99,1 | \ 0,9 98,5 \ - \ 1,5
Candida glabrata (n=116)

Micafungin \ 99,1 [ - 0,9 99,1 [ - \ 0,9
Fluconazol \ 0,0 | 94,0 \ 6,0 0,0 | 93,1 \ 6,9
Candida parapsilosis (n=27)

Micafungin \ 0,0 [ 1000 ] 0,0 0,0 [ 1000 ] 0,0
Anidulafungin \ 0,0 | 1000 | 0,0 0,0 | 1000 | 0,0

Erlduterungen: %-S, Prozentsatz sensibler Stdmme; %-I, Prozentsatz intermedidrer Stdmme; %-R, Prozentsatz resistenter Stamme
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Allgemeine Informationen

Die Arbeitsgemeinschaft Empfindlichkeitsprifungen &
Resistenz der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemothe-
rapie (PEG) untersucht seit 1975 im Rahmen regelma-
Biger Datenerhebungen (Longitudinalstudie) die Resis-
tenzsituation bei klinisch wichtigen Bakterien-Spezies
gegentber Antibiotika im mitteleuropaischen Raum
(PEG-Resistenzstudie). Die Untersuchungen wurden
zuletzt im Jahr 2007 durchgefihrt. Ein Merkmal der
Studie ist der hohe Qualitatsstandard, der u.a. dadurch
gewahrleistet wird, dass alle in einer Erhebungsperiode
gesammelten Isolate unter Verwendung einer einheit-
lichen und standardisierten Methodik identifiziert und
auf ihre Empfindlichkeit gegentiber Antibiotika gepriift
werden. Die Verwendung einheitlicher Methoden und
Grenzwerte ist eine wesentliche Voraussetzung fur

die Interpretation der Messergebnisse, da Aussagen,
die auf unterschiedlichen Testmethoden und unein-
heitlichen Bewertungsgrenzen beruhen, nur schwer
miteinander vergleichbar sind.

Die PEG-Resistenzstudie im Jahr 2010 wurde erstmals
in der Form von vier Teilprojekten durchgefihrt:

1. Teilprojekt N
Projekt mit bakteriellen Infektionserregern aus dem
niedergelassenen (ambulanten) Versorgungsbereich

2. Teilprojekt H
Projekt mit bakteriellen Infektionserregern aus dem
Hospitalbereich

3. Teilprojekt C
Projekt mit Candida-Isolaten aus Blut u.a. sterilen
Korperregionen — in Kooperation mit der Sektion
Antimykotische Chemotherapie

4. Teilprojekt G
Projekt mit Gonokokken

Neu ist auch, dass alle Bakterien-/Candida-Stamme
zur Re-ldentifizierung und Empfindlichkeitsprifung

an ein Referenzlabor versendet wurden. Die Stamme
aus den Teilprojekten N, H und C wurden im Labor der
Antiinfectives Intelligence GmbH in Rheinbach und die
Gonokokken im Institut fir Medizinische Mikrobiolo-
gie und Krankenhaushygiene am Klinikum der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt am Main,
untersucht.

Die Studie wurde mit Mitteln der Pharmazeutischen
Industrie finanziert. Folgende Firmen waren an der
Finanzierung von Teilprojekt C beteiligt:

Astellas Pharma GmbH
Gilead Sciences GmbH

MSD Sharp & Dohme GmbH
Pfizer Pharma GmbH

Die Arbeitsgemeinschaft dankt den Sponsoren fiir

die finanzielle Unterstitzung. Ein besonderer Dank
gilt der Fa. Bruker Daltonik GmbH fur die kostenlose
Bereitstellung des MALDI-Biotyper und der Fa. Merlin
Diagnostika GmbH fur die Bereitstellung der In-vitro-
Testsysteme zu Vorzugskonditionen. Ein weiterer Dank
gilt der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joachim Morsch-
hauser vom Institut fir Molekulare Infektionsbiologie
der Universitat Wrzburg fur die Durchfhrung von
molekularbiologischen Untersuchungen zur Fluconazol-
Resistenz.
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Immunologie und Parasitologie
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Institut fiir Infektionsmedizin

24105 Kiel
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Universitatsspital Basel
Klinische Mikrobiologie
4031 Basel

Verantwortlich: Dr. R. Frei

Kantonsspital Aarau AG
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Verantwortlich: Dr. H. Fankhauser
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1 Zusammenfassung

Der vorliegende Bericht fasst die Ergebnisse tber die
Spezies-Verteilung und die Verbreitung von Antimy-
kotikaresistenzen bei Candida-Isolaten aus Blut und
anderen sterilen Materialien aus dem Teilprojekt C
zusammen.

Im Zeitraum von Oktober 2010 bis September 2011
wurden in 24 Laboratorien (davon 20 in Deutschland,
3 in der Schweiz und eines in Osterreich) insgesamt
542 Candida-Isolate konsekutiv gesammelt. Die
Empfindlichkeitsprifungen wurden in einem Referenz-
labor (Antiinfectives Intelligence) mittels Mikrodilution
entsprechend der Richtlinie des European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) durch-
geflihrt. Die Ablesung der minimalen Hemmkonzentra-
tionen (MHK) erfolgte photometrisch bei Wellenlangen
von 405 und 450 nm. Zur Einstufung der Isolate als
sensibel, intermedidr bzw. resistent wurden, soweit
vorhanden, die vom EUCAST in der Version 4.1 vom
14. Marz 2012 veroffentlichten Spezies-spezifischen
klinischen Grenzwerte herangezogen.

Haufigste isolierte Spezies waren Candida albicans
(62,5 %) und Candida glabrata (21,4 %), gefolgt von
Candida parapsilosis und Candida tropicalis (je 5 %).
Auf der Basis der gegenwartig verfigbaren Grenzwerte

wurden bei 405 nm 2 Stamme von 522 auswertbaren
Isolaten (0,38 %) als resistent gegen Amphotericin B
bewertet bzw. ein Stamm von 495 Isolaten (0,2 %) als
resistent gegen Anidulafungin und ein Stamm von 393
Isolaten (0,25 %) als resistent gegen Fluconazol. Bei
450 nm zeigten 7 der 522 getesteten Stamme (1,34 %)
eine Resistenz gegen Amphotericin B, ein Stamm von
495 Isolaten (0,2 %) eine Resistenz gegen Anidula-
fungin und ein Stamm von 393 Isolaten (0,25 %) eine
Resistenz gegen Fluconazol. Alle Stdmme von Candida
albicans, Candida parapsilosis und Candida tropicalis
waren sensibel gegen Posaconazol und Voriconazol.

Die hochste Resistenzrate unter den Azol-Derivaten
betrug 0,3 % (Candida albicans gegenlber Fluco-
nazol) und die héchste Resistenzrate gegentber
Anidulafungin 0,9 % (Candida glabrata). Vier von 13
Candida-krusei-Wildtypstammen (30,8 %) wurden
nach Messung bei einer Wellenlange von 450 nm als
Amphotericin-B-resistent bewertet. Die Mehrzahl der
27 Stamme von Candida tropicalis (70,4 %) zeigte
verminderte Empfindlichkeit gegen 5-Fluorocytosin.

Zusammengefasst zeigt die aktuelle Erhebung eine
Pradominanz von Candida albicans und eine insgesamt
gunstige Resistenzsituation bei invasiven Candida-
Isolaten gegenuber Erstlinien-Antimykotika im mittel-
europaischen Raum.



2 Einleitung

Candida-Arten sind eine wichtige Ursache invasiver
Infektionen bei hospitalisierten Patienten. In den USA
wie auch in Deutschland stehen Candida-Arten an
vierter Stelle nosokomialer Blutstrominfektionen, und
in Abhdngigkeit von der Gesamtmorbiditat sind sie mit
einer fallbezogenen Mortalitatsrate von bis zu 50 %
assoziiert. Neben Candida albicans werden zunehmend
Infektionen durch sog. non-albicans Candida-Arten
beobachtet, die aufgrund von Resistenzen gegeniber
derzeit verfigbaren Antimykotika von besonderer
klinischer Relevanz sind [1-5].

Resistenzdaten aus Deutschland sind limitiert. In einer
zwischen Juli 2004 und August 2005 durchgefthrten
Untersuchung des Nationalen Referenzzentrums (NRZ)
fur Systemische Mykosen wurden erstmals deutsch-
landweit Daten zu Erregerverteilung und Resistenz

an einem Kollektiv von 561 Candida-Isolaten, die aus
primar sterilen Materialien erhalten wurden, ermittelt.
Die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) wur-
den entsprechend der Richtlinie M27-A2 des Clinical
Laboratory and Standards Institute (CLSI) bestimmt.
Candida albicans war die am haufigsten isolierte Spe-
zies (58,5 %), gefolgt von Candida glabrata (19,1 %),
Candida parapsilosis (8,0 %) und Candida tropicalis
(7,5 %).

Unter allen getesteten Stammen waren 3,7 % der Iso-
late resistent gegenlber Fluconazol, 0,4 % gegeniber
Voriconazol und 0,5 % gegentiber Amphotericin B [6].
In einer zweiten, zwischen Oktober 2008 und Méarz
2009 durchgefuhrten Untersuchung von 1.062 Uber-
wiegend (82,7 %) nicht-invasiven klinischen Isolaten
zeigte sich eine ahnliche Erregerverteilung. Auf Basis
einer Mikrodilutions-Methode des Deutschen Instituts
fir Normung (DIN) und variablen Kriterien der MHK-In-
terpretation war nahezu die Halfte (48,9 %) der Isolate
gegeniber allen verfugbaren Antimykotika empfind-
lich; keines der Ubrigen Isolate zeigte eine Resistenz
gegen alle getesteten Antimykotika [7].

Der vorliegende Bericht informiert Uber die Ergebnisse
einer Studie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemo-
therapie zur Erregerverteilung und Resistenzsituation
bei Candida-Isolaten aus Blut und anderen sterilen
Materialien im Zeitraum Oktober 2010 bis September
2011. Die Empfindlichkeitsprifungen wurden zentra-
lisiert in einem Referenzlabor mittels Mikrodilution
entsprechend der Richtlinie des European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Die
Interpretation erfolgte entsprechend den vom EUCAST
veroffentlichten Spezies-spezifischen klinischen Grenz-
werten.
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3 Material und Methoden
3.1 Stichprobe

An der Untersuchung waren 24 Labore fur medizini-
sche Mikrobiologie (davon 20 in Deutschland, 3 in der
Schweiz und eines in Osterreich) beteiligt. Jedes Labor
wurde gebeten, 20 konsekutiv gesammelte Candida-
Isolate in die Studie einzuschlieBen.

Wiederholte Isolierungen desselben Isolates von einem
Patienten (identische Spezies) wurden nicht bertcksich-
tigt, wahrend mehrere Candida-Isolate unterschiedli-
cher Spezies von einem Patienten Eingang in die Studie
finden konnten.

Folgende demographische und klinische Angaben
wurden zu jedem Isolat dokumentiert: Labornummer,
Genus und Spezies, Methode der Identifizierung,
Isolierungsdatum, Geschlecht und Geburtsdatum des
Patienten, Art und Herkunft des Untersuchungsmate-
rials sowie Methodik und Ergebnisse der Empfindlich-
keitstestung im Routinelabor. Die Patienten-bezogenen
Daten wurden in pseudonymisierter Form erfasst. Am
Ende des Sammlungszeitraums wurden die Stamme
zusammen mit den dokumentierten Daten an das Re-
ferenzlabor (Antiinfectives Intelligence) versendet. Dort
wurde das Ergebnis der Erregeridentifizierung tber-
prift und die Empfindlichkeit der Erreger gegen eine
Auswahl von Antimykotika mittels MHK-Bestimmung
ermittelt.

3.2 Antimykotika

Folgende Antimykotika wurden in die Empfindlich-
keitsprifungen einbezogen: konventionelles Ampho-
tericin B, liposomales Amphotericin B, Anidulafungin,
Caspofungin, Fluconazol, 5-Fluorocytosin, Itraconazol,
Micafungin, Posaconazol und Voriconazol.

3.3 Identifizierung der Candida-Isolate
und Empfindlichkeitspriifungen

Die Uberpriifung der Spezieszugehdrigkeit im Refe-
renzlabor erfolgte mit dem MALDI-Biotyper (Micro-
flex, Bruker Daltonik GmbH, Bremen). Die minimalen
Hemmkonzentrationen wurden mittels Mikrodilution
entsprechend der Richtlinie des EUCAST (EUCAST
Definitive Document EDef 7.1 [8]) bestimmt. Zu diesem
Zweck wurden primar industriell gefertigte Mikrotitra-
tionsplatten mit den Antimykotika in vakuum-getrock-
neter Form benutzt (Micronaut, Merlin Diagnostika,
Bornheim). Flr den Vergleich von konventionellem mit
liposomalem Amphotericin B wurden frisch hergestellte

Antimykotikalésungen verwendet. Als Testmedium
diente — entsprechend der Richtlinie des EUCAST —
RPMI-1640-Medium (Sigma-Aldrich, Steinheim) mit
Zusatz von 0,053 % w/v Phenolrot-Natriumsalz (Appli-
Chem, Darmstadt), 2 % w/v Glucose und MOPS-Puffer
[8].

Das Inokulum von ca. 1,5 x 10> KBE/ml wurde wie
folgt hergestellt: Von einer 24 h alten Sabouraud-Agar-
Kultur wurden einzeln liegende Kolonien entnommen
und in 1,8 ml sterile NaCl-Lésung (0,9 %) Uberfihrt.
Die Suspension wurde kraftig geschittelt und die Tri-
bung visuell auf den McFarland-Standard 4 eingestellt
(ca. 1,2 x10° KBE/ml). Von dieser Suspension wurden
250 pl in eine Petrischale mit 25 ml sterilem Testme-
dium gegeben. Bei 10 % der klinischen Isolate sowie
bei jeder Testung der Referenzstamme wurde das
Inokulum mittels Keimzahlbestimmung tGberpruft. Die
Toleranzgrenzen betrugen 0,5-2,5 x 10° KBE/ml.

In die Vertiefungen der industriell gefertigten Test-
platten wurden je 200 pl und in die bereits mit 100 pl
Antimykotikalésung gefullten Vertiefungen der Ubrigen
Platten je 100 pl der Candida-Suspension pipettiert.
Die Fullmenge in den Vertiefungen betrug somit jeweils
200 pl. Die Platten wurden anschlieBend mit einer Folie
verschlossen und bei 35°C inkubiert. Die Ablesung
wurde photometrisch mit Hilfe eines Platten-Lesegera-
tes (Micronaut Skan, Labsystems, Helsinki) bei Wellen-
langen von 405 und 450 nm durchgefuhrt. Die Mes-
sung erfolgte sowohl nach 24 h als auch nach 48 h.
Das EUCAST empfiehlt primar die Messung bei 530
nm. Die Ablesung bei dieser Wellenlange war aber aus
technischen Grunden nicht méglich. Die Berechnung
der MHK erfolgte strikt nach der Richtlinie des EUCAST
[8]. Die MHK von Amphotericin B war die Konzen-
tration, bei der das Inokulum um mindestens 90 % im
Vergleich zur Wachstumskontrolle reduziert war. Die
MHK-Werte der Ubrigen Antimykotika basierten auf
der Reduktion des Inokulums um mindestens 50 %.
Die EUCAST-Richtlinie empfiehlt die Ablesung der
MHK-Werte nach 24 h. Nur diese Werte werden in
dem vorliegenden Bericht dargestellt.

3.4 Qualitatskontrolle

Zur Sicherung der Qualitatskontrolle wurden die Re-
ferenzstdmme Candida krusei (Synonym: Issatchenkia
orientalis) ATCC 6258 und Candida parapsilosis ATCC
22019 an jedem Untersuchungstag mit in die Empfind-
lichkeitspriifungen einbezogen. Die Toleranzbereiche
fur die MHK-Werte der Testsubstanzen wurden dem



EUCAST Definitive Document EDef 7.2 entnommen
[9].

3.5 Datenerfassung und
Datenauswertung

Die MHK-Werte wurden zusammen mit den demogra-
phischen und klinischen Daten auf einer EDV-Anlage
mittels Microsoft Excel erfasst und ausgewertet.

3.6 Grenzwerte

Zur Bewertung der im Referenzlabor ermittelten MHK-
Werte wurden ausschlieBlich die vom EUCAST verof-
fentlichten Spezies-spezifischen klinischen Grenzwerte
(Version 4.1 vom 14. Marz 2012) herangezogen [10].
Bislang hat das EUCAST Grenzwerte fur Amphotericin
B, Anidulafungin, Fluconazol, Posaconazol und Vorico-
nazol publiziert (Tabelle 1, s. S. 18).
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische Daten

Insgesamt wurden 542 Candida-Isolate in die Studie
eingeschlossen. Die Zahl der pro Labor gesammelten
Isolate variierte zwischen 13 und 38 (Median 21,5)
(Abbildung 1).

Der Anteil der Isolate aus Blutkulturen betrug 70,3 %.
51,1 % der Isolate stammten von Patienten auf Inten-
sivstationen, 46,7 % von Patienten auf Allgemeinsta-
tionen und 0,7 % von Patienten aus dem ambulanten
Bereich. Von 8 Stammen (1,5 %) war die Herkunft des
Untersuchungsmaterials unbekannt. Die Mehrzahl der
Patienten (57,6 %) war mannlich. Die Altersverteilung
der Patienten weist einen Median (Q1, Q3) von 65 (51,
74) Jahren auf.
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357
356
355
353
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326
325
323
322
321 13
319
318
317
314
313
312
309 17
306 14
108
87

Zentrum (Nummer)

4.2 Uberpriifung der Spezies-
zugehorigkeit

Die Untersuchung mittels MALDI-Biotyper wurde als
Referenzmethode der Erregeridentifizierung definiert.
Die Uberpriifung der Spezieszugehdrigkeit ergab fiir
511 Stamme (94,3 %) ein Ubereinstimmendes Ergeb-
nis. In 31 Fallen stimmte das Identifizierungsergebnis
des Referenzlabors nicht mit dem Befund aus dem
Routinelabor Gberein. Ein Stamm konnte mit dem
MALDI-Biotyper nicht bis auf Speziesebene identifiziert
werden. Tabelle 2 (s. S. 19) fasst die Ergebnisse der
Untersuchungen zur Erregeridentifizierung im Refe-
renzlabor zusammen. Haufigste Spezies war Candi-
da albicans (62,5 %), gefolgt von Candida glabrata
(21,4 %), Candida parapsilosis und Candida tropicalis
(jeweils 5 %) sowie Candida krusei (2,4 %).
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Abbildung 1: Untersuchte Candida-Stdmme aufgeschlisselt nach der Zahl der Isolate pro Zentrum



4.3 Qualitat der Empfindlichkeitstestung
Die beiden Kontrollstamme wurden wahrend des
Zeitraums der Durchfuhrung der Empfindlichkeitspra-
fungen im Referenzlabor jeweils dreizehnmal in die
Empfindlichkeitsprifungen einbezogen (Tabellen 3a &
3b, s. S. 20, 21). Die MHK-Werte stimmten mit den in
der Richtlinie des EUCAST ausgewiesenen Toleranzbe-
reichen, soweit vorhanden, durchweg gut Gberein [9].
Die MHK-Werte von 5-Fluorocytosin lagen aber bei bei-
den Wellenlangen jeweils nur in 10/13 (76,9 %) Féllen
innerhalb der vorgegebenen Toleranzbereiche. Dabei
konnte ein vom Normbereich abweichendes Inokulum
als mogliche Ursache fiir die Divergenz ausgeschlossen
werden.

4.4 Empfindlichkeit der Isolate von ver-
mehrt isolierten Spezies gegeniiber den
Testsubstanzen

In den Tabellen 4-8 (s. S. 22-26) sind die Empfind-
lichkeitsdaten der funf Spezies, von denen jeweils
mindestens 10 Stamme untersucht wurden, gegeniber
den Azol-Derivaten, Echinocandinen sowie 5-Fluorocy-
tosin und konventionellem Amphotericin B zusammen-
gestellt.

Die nach einer Inkubationszeit von 24 h mit beiden
Wellenlangen (405 nm und 450 nm) ermittelten
MHK-Werte werden dargestellt. Die Tabellen enthalten
far jedes untersuchte Antimykotikum die Verteilung
der MHK-Werte, die kumulative Verteilung in Prozent
sowie (soweit vorhanden) die prozentuale Verteilung
der Isolate nach den MHK-Werten auf die drei Bereiche
sensibel, intermedidr und resistent.

Die Messung der Trilbung bei 450 nm resultierte fast
durchweg in héheren minimalen Hemmkonzentrati-
onen als die Ablesung bei 405 nm. Im Folgenden wird
die Resistenzsituation bei den finf Spezies betrachtet.

4.4.1 Candida albicans

Ein Stamm (PEG-10-53-15) wurde als Fluconazol-resis-
tent bewertet (MHK >128 mg/l). Die Fluconazol-Resis-
tenzrate betrug somit 0,3 %. Die MHK-Werte von Po-
saconazol (0,031 mg/l) und Voriconazol (0,063 mg/l)
far diesen Stamm lagen jedoch im sensiblen Bereich.
Die molekulare Charakterisierung der Fluconazol-Resis-
tenz im Institut far Molekulare Infektionsbiologie der
Universitat Wirzburg (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Joachim
Morschhauser) ergab eine Uberexpression des Gens
CDR1. CDR1 ist eine Efflux-Pumpe aus der Familie der
ABC (ATP-binding cassette)-Transporter [11].

Resistenz gegen Amphotericin B wurde einmal bei 405
nm und zweimal bei 450 nm beobachtet. Stamm PEG-
10-103-52 zeigte bei beiden Wellenldangen zunachst
eine MHK von 4 mg/l und bei wiederholter Testung
eine MHK von 2 mg/l. Die MHK-Werte des zweiten
Stammes (PEG-10-103-6; 0,5 mg/I bei 405 nm und 2
mg/l bei 450 nm) wurden in der Nachtestung bestatigt.
Die Betrachtung der photometrischen Messwerte bei
450 nm ergab fir beide resistenten Stamme, dass die
geforderte 90 %ige Wachstumshemmung bei 1 mg/l
um weniger als 2 % verfehlt wurde. Somit sind beide
Stdmme eher zur Wildtyppopulation zu zahlen. Zwei
weitere Stdmme zeigten verminderte Empfindlichkeit
gegen 5-Fluorocytosin. Anidulafungin war zu 100 % in
vitro wirksam (Tabellen 4a & 4b, s. S. 22).

4.4.2 Candida glabrata

Ein Stamm (PEG-10-13-66) wurde als Anidulafungin-
resistent eingestuft. Dementsprechend betrug die
Resistenzrate 0,9 %. Unter Verwendung beider Wel-
lenlangen wurde zunachst eine MHK von 0,125 mg/l
und nach wiederholter Testung eine MHK von 0,5 mg/I
ermittelt. Stamm PEG-10-13-66 zeigte zudem vermin-
derte Empfindlichkeit gegentber Caspofungin und
Micafungin. Ferner wurde ein Stamm (PEG-10-61-81)
bei 450 nm als Amphotericin-B-resistent bewertet. Die
MHK betrug 2 mg/l. Der Stamm gehdrt aber vermutlich
zur Wildtyppopulation, deren Peak-MHK bei 1 mg/l
lag. Die MHK-Werte der Azol-Derivate streuten jeweils
Uber einen groBen Konzentrationsbereich (Tabellen 5a
& 5b, s. S. 23).

4.4.3 Candida krusei

Bei einer Wellenlange von 450 nm wurden vier Stam-
me (30,8 %) als Amphotericin-B-resistent (MHK 2 mg/l)
bewertet. Ein Stamm (PEG-10-53-28) wurde zudem
bei 405 nm als resistent eingestuft. In der Nachtestung
lagen die MHK-Werte fur drei Stamme nach Messung
bei 450 nm ebenfalls bei 2 mg/l. Die Analyse der pho-
tometrischen Messergebnisse deutet darauf hin, dass
alle vier Stamme jedoch vermutlich zur Wildtyppopula-
tion gehdren. Die MHK-Werte von Fluconazol variierten
bei 405 nm zwischen 4 und 16 mg/l und bei 450 nm
zwischen 8 und 32 mg/l. Stdmme mit verminderter
Empfindlichkeit gegentber Echinocandinen wurden
nicht gefunden (Tabellen 6a & 6b, s. S. 24).

4.4.4 Candida parapsilosis

Erwartungsgemal wurden fir die Echinocandine ver-
gleichsweise hohe MHK-Werte bestimmt. Die MHKs,
lag meist bei 0,5 mg/I und die MHKg, bei 1 mg/l. Ein
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Stamm (PEG-10-72-26) zeigte aber eine deutlich ver-
minderte Empfindlichkeit gegentuber Caspofungin bei
450 nm. Hier wurde der geforderte Wert von 50 % fur
die Reduzierung der Keimzahl bis zu einer Konzentra-
tion von 8 mg/l nicht erreicht. Bei einer Konzentration
von 1 mg/l betrug die Reduktion der Keimzahl aller-
dings bereits 45,5 % Prozentpunkte. Die Caspofungin-
MHK bei 405 nm betrug 1 mg/I. Stdmme mit einer
Resistenz gegen Amphotericin B oder die Azol-Derivate
wurden nicht beobachtet (Tabellen 7a & 7b, s. S. 25).

4.4.5 Candida tropicalis

Alle Stamme zeigten Empfindlichkeit gegentiber Am-
photericin B, den Azol-Derivaten und Anidulafungin,
jedoch 19/27 (70,4 %) verminderte Empfindlichkeit
gegen 5-Fluorocytosin (Tabellen 8a & 8b, s. S. 26).

4.5 Empfindlichkeit der Isolate von
selten isolierten Spezies gegeniiber den
Testsubstanzen

In Tabelle 9a & 9b (s. S. 27, 28) sind die Empfind-
lichkeitsdaten der 20 Isolate von Spezies mit jeweils
weniger als 10 untersuchten Stammen dargestellt.

Ein Stamm von Candida dubliniensis zeigte bei bei-
den Wellenldngen eine verminderte Empfindlichkeit
gegen Caspofungin und ein weiterer Stamm bei 450
nm, wahrend ein Stamm von Candida quilliermondlii
bei beiden Wellenlangen eine reduzierte Sensibilitat
gegen Anidulafungin und Caspofungin erkennen lief3.
Candida lusitaniae PEG-10-80-39 wies gleichzeitig eine
verminderte Empfindlichkeit gegen 5-Fluorocytosin
und Fluconazol (MHK je 16 mg/l) auf. Dieses Resistenz-
muster lasst als Ursache eine Mutation im Gen fcy1
oder fcy2 vermuten [12].

4.6 Stamme mit unterschiedlicher S,I,R-
Bewertung aufgrund der Messung bei
den Wellenlangen 405 nm und 450 nm
Bei 5 von 542 getesteten Stammen (0,9 %) wurde
nach Messung bei 405 nm und 450 nm eine unter-
schiedliche Bewertung der Empfindlichkeit gegentber
Amphotericin B erzielt. Dies betraf drei Stdamme von
Candida krusei und je einen Stamm von Candida
albicans und Candida glabrata. Alle Stamme wurden
bei 450 nm als resistent (MHK 2 mg/l) und bei 405

nm als sensibel (MHK 0,5 bzw. 1 mg/l) eingestuft. Fir
vier Stdamme konnten die MHK-Werte in einer zwei-
ten Testung bestatigt werden. Dem gegeniiber zeigte
Candida krusei PEG-10-53-35 im Wiederholungsver-
such bei beiden Wellenlangen eine MHK von 1 mg/I
(Tabelle 10, s. S. 29). Die Auswertung der photomet-
rischen Messergebnisse bei 450 nm fur die Ubrigen vier
Stamme ergab, dass bei 1 mg/l die geforderte 90 %ige
Hemmung des Wachstums um 1,3 Prozentpunkte bei
Candida albicans PEG-10-103-6 und um 5,1 bis 8,5
Prozentpunkte bei den non-albicans Stémmen verfehlt
wurde. Alle vier Stdmme gehoéren somit vermutlich zur
Wildtyppopulation der jeweiligen Spezies.

4.7 Vergleich von konventionellem mit
liposomalem Amphotericin B

Der Vergleich der minimalen Hemmkonzentrationen
von konventionellem mit liposomalem Amphotericin
B ergab tendenziell niedrigere Werte zu Gunsten von
liposomalem Amphotericin B (Tabellen 11a & 11b, s.
S. 30). Dieselbe Beobachtung wurde bereits in einer
friheren Studie gemacht [13].



5 Fazit

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen
von Antimykotika wird stark von der Testmethodik
beeinflusst. Wichtige Einflussfaktoren sind z.B. das
Nahrmedium, das Inokulum, die Inkubationszeit und
die Art der Ablesung (visuell oder photometrisch bzw.
Wahl der Wellenldnge bei photometrischer MHK-
Bestimmung). Bereits geringe Abweichungen in der
Methodik kdnnen zu verdnderten Testergebnissen fuh-
ren. Aus diesen Griinden ist nicht zuletzt fur epidemio-
logische Untersuchungen wie der vorliegenden eine
standardisierte Messung in einem Referenzlabor unter
Einsatz einer international validierten und akzeptierten
Methode erforderlich.

Haufigste isolierte Spezies waren Candida albicans
(62,5 %) und Candida glabrata (21,4 %), gefolgt von
Candida parapsilosis und Candida tropicalis (je 5 %).
Auf der Basis der gegenwartig verfligbaren Grenzwerte
wurden bei 405 nm 2 Stamme von 522 auswertbaren
Isolaten (0,38 %) als resistent gegen Amphotericin B
bewertet bzw. ein Stamm von 495 Isolaten (0,2 %) als
resistent gegen Anidulafungin und ein Stamm von 393
Isolaten (0,25 %) als resistent gegen Fluconazol. Bei
450 nm zeigten 7 der 522 getesteten Stamme (1,34 %)

eine Resistenz gegen Amphotericin B, ein Stamm von
495 Isolaten (0,2 %) eine Resistenz gegen Anidula-
fungin und ein Stamm von 393 Isolaten (0,25 %) eine
Resistenz gegen Fluconazol. Alle Stdmme von Candida
albicans, Candida parapsilosis und Candida tropicalis
waren sensibel gegen Posaconazol und Voriconazol.

Die hochste Resistenzrate unter den Azol-Derivaten
betrug 0,3 % (Candida albicans gegeniber Fluco-
nazol) und die héchste Resistenzrate gegentber
Anidulafungin 0,9 % (Candida glabrata). Vier von 13
Candida-krusei-Wildtypstammen (30,8 %) wurden
nach Messung bei einer Wellenlange von 450 nm als
Amphotericin-B-resistent bewertet. Die Mehrzahl der
27 Stamme von Candida tropicalis (70,4 %) zeigte
verminderte Empfindlichkeit gegen 5-Fluorocytosin.

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Unter-
suchungen aus dem deutschsprachigen Raum an
invasiven [6] und Uberwiegend nicht-invasiven Isolaten
[7] zeigt die aktuelle Erhebung eine Prddominanz von
Candida albicans und eine insgesamt gunstige Resis-
tenzsituation bei invasiven Candlida-Isolaten gegentber
den zugelassenen Erstlinien-Antimykotika im mitteleu-
ropdischen Raum.
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