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Forord

Det 27. strategimetet i regi av Referansegruppen for eksterne kvalitetsvurderinger i
bakteriologi, mykologi og parasittologi omhandlet ”Soppinfeksjoner” og ble avholdt
01.11.2013 i Oslo. P4 meatet deltok 46 representanter fra landets medisinsk-mikrobiologiske
laboratorier.

Ansvarlig programkomité, som ogsa har ferdigstilt denne avsluttende rapporten, var Cecilie
Torp Andersen (leder), Peter Gaustad og Kjersti Wik Larssen. Det har tatt tid & ferdigstille
rapporten siden det har vart mye stoff som skulle gjennomarbeides.

Rapporten inneholder en innledende og oppsummerende del som er fort i pennen av
programkomiteen i forstdelse med forfatterne av innleggene. I tillegg gjengis et gjennom-
arbeidet sammendrag av forelesernes innlegg med referanser som ble sendt ut til alle deltakere
i forkant av metet.

Vi hédper rapporten vil vise seg & bli nyttig for de enkelte laboratoriene.

Oslo, 26.10.2015

For Referansegruppen

Per Sandven Martin Steinbakk
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1 Sammendrag og konklusjoner

1.1 Bakgrunn

Maotets hovedfokus var diagnostikk ved invasive mykoser. Dermatofytt-diagnostikken ble
likevel viet plass i et eget kapittel siden dette fortsatt er en viktig del av soppdiagnostikken
ved de enkelte laboratoriene. Problemstillingene med sopp som arsak til allergiske lidelser og
«syke hus» samt temaet mykotoksiner er utelatt. I Norge ivaretas dette i stor grad utenfor vare
mikrobiologiske avdelinger.

Kjente risikogrupper for invasiv soppsykdom er immunkompromiterte og kritisk syke
pasienter, se tabellen under. Det er viktig at bdde klinikere og mikrobiologer tenker pa
muligheten for soppinfeksjon slik at diagnostikk og behandling ikke blir forsinket.
Internasjonalt rapporteres en trend med ekning av invasiv soppsykdom, ekende andel non-
albicans gjersoppisolater og om en gkende forekomst av resistente stammer. Dette har vi s
langt sett lite til i Norge. I Norge utgjor C. albicans fortsatt neermere 70% av candidemi-
isolatene og A. fumigatus er den hyppigst forekommende invasive muggsopparten. @kt bruk
av soppmidler, gkende bruk av profylakse og ekende bruk av bredspektret soppbehandling
kan endre bade speciesdistribusjonen og forekomsten av resistens ogsé hos oss. I andre
europeiske land observeres ogséd en gkt forekomst av azolresistente A. fumigatus med opphav
fra milje og landbruk. Rask identifisering og korrekt resistensbestemmelse av soppisolat ma
antas a fa ekende betydning for optimal pasientbehandling i1 fremtiden.

Viktige risikofaktorer for invasive soppinfeksjoner’

Risikofaktorer
Noytropeni
Corticosteroider,

Cytostatika
Immunosuppressiva

Bredspektret antibiotikaterapi

Omfattende kirurgi
(abdominal, thorax)

Sentrale venekatetre
Kolonisering med sopp
HIV-relatert immunsvikt
Akutt nyresvikt
Ketoacidose

Omfattende byggearbeid i
sykehus

Sopp
Cand, Asp, Crypt,
Zyg
Cand, Asp, Crypt,
Zyg, PJ
Cand, Asp

Cand

Cand

Cand, Asp

PJ, Crypt, Asp
Cand

Zyg
Asp

Viktige pasientgrupper

Hematologisk cancer, benmarg/ stamcelletransplantasjon,
aplastisk anemi

Hematologisk cancer, autoimmune sykdommer,
transplantasjon (organ-, stamcelle-), GVHD
Mange pasientgrupper, bl.a. intensivpasienter

Postoperative pasienter

Mange pasientgrupper, bl.a. intensivpasienter
Mange pasientgrupper

HIV-pasienter

Intensivpasienter

Diabetes

Benmarg-/stamcelle-transplantasjon

Cand= Candida, Asp= Aspergillus, Crypt = Cryptococcus, Zyg= Zygomycetes,

PJ=Pneumocystis jirovecii

' Fra Nasjonal faglig retningslinje for antibiotikabruk i sykehus: Invasive soppinfeksjoner
http://sites.helsedirektoratet.no/sites/antibiotikabruk-i-sykehus/terapikapitler/invasive-soppinfeksjoner/Sider/default.aspx




1.2 Medisinsk mykologi- hva forventer klinikerne av
laboratoriene i 2013

Invasive soppinfeksjoner er av de infeksjonene vi frykter mest pga. hoy dedelighet.

For en kliniker er det et hovedproblem at invasiv soppinfeksjon gir uspesifikke symptomer.
Diagnostiske verktoy for rask og spesifikk diagnose mangler. Selv om vi de siste 20 &rene har
fatt flere behandlingsalternativer, vet vi enda ikke om dette faktisk har redusert dedeligheten
ved disse infeksjonene. Studier viser at det er av betydning 4 starte riktig behandling tidlig. Vi
ender derfor ofte opp med empirisk behandling som kan medfere bivirkninger og
vanskeliggjore annen behandling siden flere soppmidler interagerer til dels betydelige med
andre medikamenter. Slik soppbehandling er ogsa sveart kostbar.

Fra en klinikers stdsted er det enskelig raskt & fa avklart om det dreier seg om en
soppinfeksjon. Tester som har hey negativ prediktiv verdi vil ogsa vere til hjelp for & unngé
overbehandling. Diagnostikk som raskt paviser soppinfeksjonen vil kunne hjelpe oss & starte
malrettet behandling tidlig.

1.3 Sopp i blodkultur:

Anbefalingene om gjersopp i blodkultur fra strategimetet i 2002 med oppdateringer fra 2004
gjelder fortsatt.

Soppdyrkning i blod ber foretas bade ved klinisk mistanke om soppsepsis og som rutine ved
mistanke om alvorlig infeksjon hos pasienter i risikogruppene.

Ett blodkultursett defineres som blodkultur (en eller flere flasker) tatt ved ett innstikk.
Blodvolum:

Antall gjaerceller 1 blodet under en candidemi er ofte lavt (<1 cfu/ml). European Society for
Clinical Microbiology and Infectious Disease (ESCMID) anbefaler derfor at det tappes 40-60
ml blod pr. episode hos voksne. Anbefalt blodvolum hos barn er avhengig av vekt, se tabell.
Fra storre barn (> 36-40 kg) tappes samme blodvolum som fra voksne. (1)Anbefalingene
sammenfaller med amerikanske retningslinjer (IDSA)(2).

Mengde Total Antall Medium
pr flaske volum ' sett
Voksne 10 ml 40-60 ml 2 Bactec: Aerob + anaerob+ sopp flaske

Bactec: 2 aerobe + 1 anaerob flaske
BactAlert: 2 aerobe + 1 anaerob flaske

Nyfodt( <2 (0,5)1-2 2-4 ml 2 2 Ped flasker a 1-2 ml

kg) ml

Barn 2-12 kg 1-3 ml 6 ml 2 2 Ped flasker a 3 ml

Barn 12-36 10 ml 20 ml 2 2 aerobe flasker a 10 ml *

kg Alternativt Ped flaske + soppflaske x 2°

'ESCMID Guideline 2012

IDSA 2013 anbefaler kun aerobe flasker til barn < 36 kg

’Avhengig av problemstilling: Anaerob flaske pa indikasjon mukositt, GI symptomer, enterocolitt. Soppflaske
mindre pakrevet hvis det ikke er mistanke om blandingsinfeksjon da C. glabrata fortsatt er sjelden hos sma barn.

Blodkultursystemer:

Det er pt. to blodkulturleveranderene pd det norske markedet:
e BactAlert: Aerobe flasker er gode til & detektere gjeersopp, inklusiv C. glabrata.
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* Bactec: Aerobe flasker er gode for pdvisning av de fleste gjersopparter med unntak av
C. glabrata. En selektiv soppflaske oppveier denne ulempen og den selektive flasken er
overlegen for deteksjon av sopp ved blandingsinfeksjoner med bakterier.

Ved mistanke om eller risiko for fungemi :
Pa sykehus som benytter Bactec anbefales:
* Mpycosisflasken som supplement til aerob og anaerob flaske.

e 2 sett pr episode

Pé sykehus hvor selektiv soppflaske ikke benyttes anbefales:
* en ekstra aerob blodkulturflaske pr sett
alternativt :
* 3 sett for & oppna optimalt blodvolum pr episode

Inkubasjonstid: Blodkulturene inkuberes i 5-7 dager. Hvis man har kapasitet anbefales 7
degn ved mistanke om sopp, lenger ved mistanke om dimorf sopp.

Utszed: Kromagar som anbefales til foreleopig identifisering og for & avdekke eventuell
blandingskultur med ulike sopparter. Skalene inkuberes i 3 degn. Spesielle pasientgrupper kan
kreve spesiell hidndtering, for eksempel ved infeksjon med Malazzesia spp. hos premature og
nyfedte eller ved mistanke om dimorf sopp.

Identifikasjon og resistensbestemmelse: Rask identifikasjon til artsniva ber utfores ved alle
laboratorier. Sterre laboratorier ber ogsd kunne utfore resistensbestemmelse. Alle
candidemiisolat innsendes til referanselaboratoriet for verifisering, resistensbestemmelse og
epidemiologisk overvikning.

Réd om behandling: Candida spp. isolert fra blodkultur tatt perifert e/ler fra CVK definerer
candidemi og skal alltid behandles. Ved livstruende sykdom, spesielt hos immunsupprimerte
pasienter, anses nd echinocandiner som forstevalg. Ved andre problemstillinger og pasienter
< 65 &r, er fortsatt flukonazol et godt alternativ i Norge. Anbefalt behandlingslengde ved
candidemi er 14 dager etter at blodbanen er sterilisert. ESCMID anbefaler daglig blodkultur
inntil dette oppnas. (1) Gjentatte blodkulturer anbefales ogsa for a folge behandlingsrespons.
Kliniker ber vurdere & fjerne CVK ved pavist candidemi.

1) Clin Microbiol Infect 2012;18(Suppl. 7): 9-18 og 19-37
2) Clin Infect Dis. (2013) 57 (4): e22-e121 doi:10.1093/cid/cit278
http://www.idsociety.org/Other Guidelines/#Other

1.4 Provetaking og forsendelse til mykologiske analyser

Provetaking av materiale til mykologiske analyser ber tas pd en adekvat mate, etterfulgt av
rask forsendelse til laboratoriet for & ha mest optimal soppdiagnostikk.

Samarbeid med og informasjon til aktuelle kliniske avdelinger er viktig for & sikre at biopsier
og vevspraver undersgkes bdde av patolog og mikrobiolog ved mistanke om soppinfeksjon.

Ved kliniske problemstillinger hvor direkte inokulasjon av prevemateriale (ikke blod) pa
soppmedium kan vere indisert, er det anbefalt & avtale dette med laboratoriet.

Under strategimotet ble det tatt opp sveart fa diskusjonspunkter, noe som gjenspeiler at det er
stor grad av konsensus 1 litteraturen.
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Sterile prevematerialer | Provetaking Forsendelse Kommentar
Benmarg Optimalt proevevolum: Benmarg ber helst Anbefalt provemateriale
- barn 0.5 ml ankomme laboratoriet | ved mistanke pa

- voksne 3.0 ml
* aseptisk provetaking i
heparinrer (ev.
pediatrisk isolatorrer)
* Levret benmarg er
ikke akseptabelt.

innen 15 minutter i
romtemperatur og
aldri nedkjelt.

disseminert candidiasis,
kryptokokkose,
Penicillium marneffei
eller histoplasmose.
Benmarg inokulert pa
blodkulturflasker kan gi
falsk positivt signal
grunnet CO2-dannelse
fra leukocyttene.

Blod *  40-60 ml blod pr. Rask forsendelse til Se ogsa avsnitt 1.3
episode hos voksne laboratoriet. 2-4
e Soppflaske der dette timer
er tilgjengelig
* Barn avhengig av vekt
Spinalvaeske * 3-5ml Steril beholder
Rask forsendelse til
laboratoriet < 2 timer.
Evt. inokulasjon i
blodkulturmedium
Sterile kroppsvesker Prevevolum Unngé koagulasjon
ascites e Helst>2ml Rask forsendelse til
pleuravaske e Ascites 5-10 ml laboratoriet
thoracocentesevzaske Inokulasjon i blodkultur- <2 timer
synovialvaske medium evt i heparinrer el
leddvaske isolatorrer

Vevsprover og aspirat

steril beholder med litt
sterilt saltvann uten
tilsetning for & unnga
utterking

Rask forsendelse < 2
timer

Ikke-sterile Prevetaking Forsendelse Kommentar
provematerialer
Dermatofyttpavisning For soppdyrkning av Steril beholder Se eget avsnitt
eller dyrkning av hudgvskrap er det anbefalt & | Mange laboroatorier
desinfisere hud med 70 % onsker ikke & motta
hudavskrap, . )
. alkohol fer prevetaking. materiale mellom 2
hér eller Hudavskrap skal tas fra objektglass.
negl kanten av lesjonen. Innen 72 timer.
Minst 10 hér med rotter. Romtemperatur.

Steril (tann)berste kan i
tillegg benyttes pé infisert
hodebunn.

Infiserte negler skal skrapes
eller klippes av.

Kornea-avskrap

Kornea-avskrap bar taes av
oyelege og sés ut
umiddelbart pa ikke-
inhibitorisk soppmedium
Preparat til mikroskopi

Sendes umiddelbart
til laboratoriet 1
romtemperatur.

Lokale avtaler ber
inngas for optimal
héndtering

Nasopharynx-sekret

Provetakingspinne
Steril beholder

Kan oppbevares i
romtemperatur i
opptil 2 timer etter
provetaking.

Utover dette ved 4°C

Virustransportmedium er
ikke egnet til
soppanalyser
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Ikke-sterile Provetaking Forsendelse Kommentar
provematerialer
Indusert sputum Steril beholder Kan oppbevares i Prover fra nedre luft-
/ekspektorat romtgmpgraturi veier, spesielt sputum
/bronkialskyllevaske opptil 2 timer etter /ekspektorat eldre enn
provetaking. 24-timer, er uegnet til
Utover dette ved 4°C | soppdyrkning pga. risiko
for overvekst av
normalflora fra gvre
luftveier.
Prostatasekret Prevetaking etter Inokuleres direkte pad | Pasienter med

prostatamassasje evt.
urinprove etter

soppmedium eller
rask transport til

blastomykose eller
kryptokokkose kan ha

prostatamassasje. laboratoriet infeksjon i prostata.
I steril beholder. Bar oppbevares i
romtemperatur.

Sekret fra bihuler/sar i
nese ved mistanke om
soppinfeksjon

Penselprove er ikke anbefalt
provemateriale.
Se vevsprover

Dyrkning av neseprever
kan ikke benyttes til
diagnostikk av sinus-
infeksjon.

Ved bihuleinfeksjon
anbefales aspirat eller
vev fra kirurgisk inngrep
Lesjoner/sér i nese
krever biopsitaking eller
avskrap fra sérkanten.

Sekret fra slimhinner

Penselprove.
Forsek & unnga tungen.

Forsendelse ved
romtemperatur helst
innen 2 timer

Lesjoner/sér i munnhule
krever biopsitaking eller
avskrap fra sérkanten.

Urin Midtstremsprove, Sendes i innen 1-2
suprapubisk eller kateterisert | timer i romtemperatur
morgenurin i steril beholder | Hvis dette ikke er
eller proveglass med mulig, ber urinpreven
borsyre. sendes nedkjolt i
temperatur ved 4 °C.
Vaginalsekret Prevepinne eller avskrap ved | Proven oppbevares i
mistanke pé residiverende romtemperatur
soppinfeksjon sendes til laboratoriet
innen 2 -12 timer
(provepinner i
adekvat transport-
medium)
Qyesekret Pensel Veske fra Corpus
vitreum, se sterile
vasker

1.5 Dyrkning

- inklusiv tabellarisk oversikt over prevemateriale og dyrkningsbetingelser ved ulike kliniske

problemstillinger (unntatt mistanke om dimorf sopp og dermatofytter)

Det var ingen kontroverser om temaet under metet, men internasjonalt er det sprikende
anbefalinger for bruk av ulike medier, inkubasjonslengde og temperatur. Dette er til dels
begrunnet i ulik forekomst av endemiske mykoser og ulikt fokus pa vekst av muggsopp i
ulike pasientpopulasjoner. For norske forhold er det viktig & finne en generell anbefaling til
bruk ved ulike problemstillinger, med anbefaling om en ekstra innsats for eksempel der en
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finner sopphyfer i vev. For hdndtering av prover og dyrkingsbetingelser ved mistanke om
dimorf sopp og dyrkning av dermatofytter, se 1.15, 1.16 og 1.17).

Forbehandling: For utsad pé skiler er forbehandling av preven et kritisk punkt for et

vellykket resultat.

Sentrifugering, 1500 g i 5-10 min, eventuelt med resuspensjon av et gitt volum for utsaed.
* Flytende materialer som spinalvaske, BAL, peritoneal dialyseveaske og aspirat

Forbehandling med mukolytisk middel (0,5 % pancreatin, 0,5% N-acetyl-L-cysteine eller
Sputolysin)
* mukoide prover som ekspektorat og andre slimete prover fra luftveier.

Biopsier skal skjaeres eller klippes, ikke mortres eller homogeniseres; ise&er Mucoralishyfer er
svart emfintlige.

Medier: Sopp vokser godt pd mange rutinemedier, men kan hemmes av normalflora.
Pavisning av langsomtvoksende arter kan vanskeliggjores av samtidig forekommende
hurtigvoksende sopp. Sabouraud agar (SAB) er velegnet for de fleste sopparter, og kromskal
er nyttig om og nar det er viktig 4 pavise blandingskultur av ulike candidaarter. Maltagar er
overlegen for pavisning av muggsopp.

I praver hvor gjarsopp er mest aktuelt anbefales utsaed pd SAB. Kromskal ber legges til der
soppen er en del av normalflora eller hvor rask identifikasjon av blandingsflora er essensielt
(f. eks. positiv blodkultur, abscesser). Dyrkning mtp muggsopp er indisert i ulike risiko-
grupper og provematerialer og man ber vurdere & supplere SAB-skilen med maltagar hos
slike pasienter. Unntaksvis anbefales et rikere medium som brain heart infusion (BHI) agar,
iseer ved mistanke om dimorf sopp. Viktig materiale fra presumptivt sterile omrader kan ogsa
dyrkes 1 aerob blodkulturflaske eller Myco/F Lytic mediet med forlenget inkubering. Disse
flaskene ma inspiseres mtp soppballer, og det anbefales blindutsed for de svares ut som
negative.

Stort utseedsvolum er essensielt for oppvekst av muggsopp i luftveisprever (100pnL).

Inkubasjonstid og temperatur: Mest hensiktsmessig er en tilnerming med utsed pa SAB i
37 grader med 2-3 dagers inkubering av prever hvor gjersopp er mest aktuelt.
Inkubasjonstiden ber forlenges til 7 degn ved prover fra normalt sterile omrdder. Ved
mistanke om muggsopp ber skaler ogsa inkuberes ved 28-30 grader i minst 1 uke, helsti 14
dager. Laboratoriets kapasitet og pasientenes risikoprofil ma avgjere inkubasjonslengden.
Ved klinisk mistanke om kryptokokker og/eller dimorf sopp, eller ved positiv mikroskopi
uten oppvekst ber inkubering forlenges til 4 uker.

Utsadstabell*:
Prevemateriale Medie(r)** Temperatur | Tid Kommentar
Abscess SAB + krom 37°C 3d. Vurdere blodkulturflaske
Abscess (immunsupprimerte) | SAB + krom 37°C+28°C 7 d. Vurdere blodkulturflaske
Aspirat/vaeske (sterile SAB 37°C 7 d. Vurdere blodkulturflaske
omrader)
Benmarg SAB 37°C +28°C 7d. Vurdere blodkulturflaske
Biopsi/vev SAB 37°C +28°C 7 d. Vevet ma ikke mortres
Vurder langtidsdyrkning
Blodkultur, utsaed av positiv | SAB + krom 37°C 3d. Evt egen Malassezia dyrkning***
Hud SAB*#* 37°C 2-3 d. | Evt egen Malassezia dyrkning***
For dermatofytter: se eget innlegg
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Prevemateriale Medie(r)** Temperatur | Tid Kommentar

Kateterspiss SAB 37°C 2-3 d. | SVK: semikvantitativ utsed

Luftveier (immunfriske) SAB + krom 37°C 2-3 d. | Gjersopp=normalflora

Luftveier (immunsupprimerte | SAB + krom 37°C +28°C 7d. Utseedsvolum 100ul

CF, KOLS mm)

Spinalvaeske SAB 37°C 3d. 4 uker ved kryptokokk- mistanke
Vurdere blodkulturflaske

Sar SAB 37°C 2-3 d.

Sar SAB + krom 37°C +28°C 7d.

(Brannskade/Diabetes/penetre

rende traume)

Urin SAB 37°C 2-3 d.

Vaginalpensel SAB + krom 37°C 2-3 d.

Forkortelser: SAB (Sabouraud agar); SVK (sentralvenest kateter); d (dager)
*Ved mistanke om kryptokokker og/eller dimorf sopp, eller ved positiv mikroskopi uten oppvekst, bar
inkubering forlenges til 4 uker.

**Vurder maltagar

*** Malassezia-skal/SAB m olivenolje

1.6 Mikroskopi i diagnostikk av soppinfeksjoner

Mikroskopi er en helt essensiell del 1 diagnostikk av soppinfeksjoner og brukes til:
1. Direkte pavisning av sopp i klinisk materiale
* Gir grunnlag for tidlig behandling (antimykotika, eventuelt kirurgi)
* Ved typisk morfologi gi grunnlag for videre handtering i klinikk og pa
laboratoriet (antimykotika, selektive medier, temperaturer, inneslutningsniva)
2. Konfirmere at vekst av sopp 1 kultur representerer infeksjon versus kontaminasjon

3. Morfologisk identifikasjon av soppkulturer

Det var fa kontroverser rundt metoder pa metet, og generell enighet om at direkte mikroskopi
med tanke pé & pavise soppelementer i storre grad ber prioriteres.

Direkte mikroskopi av ulike typer provematerialer bor tilbys som hasteundersokelse ved
mistanke om invasiv mykose hos alvorlig syk og/eller immunsupprimert pasient.

Pavisning av sopp i normalt sterile materialer er alltid av betydning og ringes til kliniker
straks. Betydningen av funn i andre materialer ma vurderes i relasjon til problemstilling.

Fargemetoder ved direkte pavisning:
10% KOH + optical brightener (Calcofluor White, Blankophor)
* forstevalg i de fleste situasjoner.

Andre fargemetoder som Giemsa, India Ink eller fluorescerende antistoffer
* brukes som forstevalg eller supplement ved spesielle materialer og/ eller diagnoser.

For alle fargemetoder gjelder at soppelementer kan vere ujevnt fordelt i materialet. Flere
undersokelser/ repeterte prover kan vaere nedvendig, ogsa dersom tvil om mikroskopifunnet
er reelt eller et artefakt.

Mikroskopi for morfologisk identifikasjon:
Lactophenol cotton blue kan benyttes til artsidentifikasjon.
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1.7 Serologiske tester og antigenpavisning ved
soppinfeksjoner

Gullstandardtester (f.eks. blodkultur) for pavisning av invasive soppinfeksjoner er lite
sensitive og tar ofte lang tid. Pasientpopulasjonen at risk” eker og dedeligheten av disse
infeksjonene er hay pa tross av nye soppmidler og ekende forbruk. Gjennom ar er det derfor
arbeidet for & utvikle tester som raskere og bedre kan identifisere pasienter med aktuell
soppinfeksjon, bade ved hjelp av surrogatmarkerer for aktuelle agens og mer tradisjonelle
serologiske tester. Bruken av surrogatmarkerer for invasiv soppinfeksjon er lite utbredt i
Norge, men er pd vei inn 1 handtering av ulike risikogrupper.

Aktuelle ”hurtigtester”
* lateral flow tester
o kryptokokkantigen
o aspergillusantigen
* agglutinasjonstester for pavisning av
o kryptokokkantigen
o candidaantigen

Serologisk pavisning av ulike soppantigener:
* galaktomannan- (aspergillus) antigen

* mannan (candida) antigen
* B-1,3-D-glukan en celleveggskomponent i de fleste sopparter,

o “Limulus amebocyte lysat” benyttes til serologisk pavisning
* [ heyendemiske land tilbys antigentesting mot dimorfe sopparter.

Serologisk pavisning av ulike soppantistoff:
* antistoff mot aspergillus
* andre muggsopp
* candida (mannan)
e antistoff mot dimorfe sopparter

Immundiffusjon eller dobbeldiffusjon kan benyttes for pavisning av presipiterende antistoff
mot Aspergillus, men metoden er mange steder erstattet med pavisning av IgG.
Immundiffusjon benyttes ogsa for pavisning av antistoff mot dimorfe sopparter.

Total IgE og IgE antistoff mot ulike sopparter benyttes i utredning av allergisk sykdom og
allergisk bronkopulmonal aspergillose (ABPA).

Valg av analytt og anbefalt metode for pavisning av de aktuelle agens avhenger av klinisk
problemstilling og i stor grad insidensen til sykdommen som skal pdvises.

Mange av testene som omhandles i rapporten er ikke optimale, men brukt fornuftig kan de
bidra til tidligere diagnose, sikrere diagnostikk og forhapentlig ogsa vere en indikasjon pa
fraveer av aktuell sykdom.

Internasjonalt er det utarbeidet anbefalinger for nytten av flere av disse testene, mens det for
nyere tester ikke er nok studier til & konkludere og disse utelates i oversikten, for mer
utfyllende lesning vises til innleggene fra motet.
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Galaktomannan:

Utredning av aktuell aspergillusinfeksjon:

Galaktomannan kan pdvises i serum, BAL, spinalvaske eller andre sterile vaesker. Testen kan
vare indikasjon pd aktuell aspergillusinfeksjon ved klinisk mistanke om slik infeksjon, men
m4d vurderes 1 relasjon til risikogruppe, eventuell behandling og annen utredning, for eksempel
radiologiske funn. Positiv test inngdr i EORTC/MSG* kriterier for definisjon av invasiv
aspergillusinfeksjon og anbefales av ESCMID**/ECIL 4*** som surrogatmarker ved ulike
kliniske problemstillinger.

* Pévisning i serum ved utredning av aktuell infeksjon hos risikopasienter.

* Hos ikke-ngytropene pasienter anses undersgkelse i BAL som en bedre marker pa

lungeinfeksjon da undersegkelse i serum hos denne pasientgruppen ofte er negativ.

Screening av utvalgte hematologiske pasienter i hoyrisikogruppen mtp aspergillusinfeksjon.

Oftest som ledd i aktuell behandlingsprotokoll.
Fortrinnsvis ved

* langvarig neytropeni

* ved GVHD etter benmargstransplantasjon

Testen ber utferes i serum 2 (-3 dager) pr uke 1 henhold til europeiske anbefalinger.

Ved stigende indeks som lar seg reprodusere i ny preve anbefales utredning (eks.
CT/MR/BAL/biopsi) og oppstart av soppbehandling selv hos asymptomatiske pasienter siden
testen ofte blir positiv for kliniske tegn pd sykdom.

Utferes pa OUS Rikshospitalet 3 ganger/uke.

B-1,3- D-glukan:

B-1,3- D-glukan er bestanddel i celleveggen til viktige humanpatogene sopparter med unntak
av ulike Mucoralisarter og kryptokokker. Testen er derfor mer ’panfungal” enn pavisning av
galaktomannan. Den inngér i EORTC/MSG* definisjon av invasiv soppsykdom pi linje med
galaktomannan og anbefales av ESCMID**/ECIL 4*** som surrogatmarker ved ulike
kliniske problemstillinger.

Screening anbefales minst 2 ganger ukentlig pé linje med galaktomannan, men ogsé denne
testen er darlig ved lav insidens av invasiv infeksjon og ber forbeholdes heyrisikogruppene.
Pavisning av B-1,3- D-glukan som ledd i utredningen av akutt invasiv mykose hos
immunsupprimerte og risikopasienter pa indikasjon er ogsa aktuelt, og testen synes & kunne
ha potensiale til & skille mellom infeksjon og kolonisering med Pneumocystis jirovecii ved
negativ mikroskopi. Det er et enske & etablere et tilbud om B-1,3- D-glukan i Norge.

* European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections
Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Disease Mycoses Study Group
(EORTC/MSG) Consensus Group.

** European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

*** European Conference on Infections in Leucaemia
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Systematisk bruk av Galaktomannan og eventuelt f-1,3- D-glukan sammen med CT evt
annen radiologisk diagnostikk er vist & kunne erstatte en feberbasert empirisk
soppbehandling med en mer preemptiv eller diagnosebasert tilneerming. Mélet er & kunne
behandle ferre pasienter, men mer malrettet, tidligere og forhdpentligvis med bedret
prognose.

* (Galaktomannan utferes pa OUS Rikshospitalet 3 ganger/uke.

* B-1,3- D-glukan planlegges innfort

Kryptokokkantigen ber tilbys som en pasientner test pd alle storre sykehus og ber supplere
eventuelt erstatte mikroskopi med tus;j eller calcofluor white ved mistanke om
kryptokokkmeningitt.
* Referanseundersgkelse med titerbestemmelse og kontroll av pdgaende behandling tilbys pa
OUS-Rikshospitalet.

1.8 Molekylaerbiologiske undersgkelser ved sopp-
infeksjoner

Molekylerdiagnostikk er et nyttig tillegg til annen diagnostikk for pavisning av sopp direkte i
provematerialet, serlig ved invasive mykoser. Metodene vil sannsynligvis f ekende
betydning de kommende ar. Et tilstrekkelig prevevolum, samt korrekt forbehandling og
nukleinsyre-ekstraksjon er helt nodvendige forutsetninger for et godt resultat. Det forventes
bedre retningslinjer og standardisering pd dette omradet. Ogsa valg av mélgen(er) og
retningslinjer for utforelse av amplifiseringsreaksjonen (PCR eller tilsvarende) forventes
bedre standardisert fremover.

Ved invasive mykoser har pdvisning av bl a Candida DNA og Aspergillus DNA bedre
sensitivitet enn andre metoder. Pdvisning av Prneumocystis jirovecii DNA er en viktig del av
pneumocystis-diagnostikken (sammen med immunmorfologisk metodikk). PCR og
sekvensering av ITS1/2 kan benyttes til direkte padvisning i vev, men er ogsa velegnet for
identifikasjon av sopparter der en ikke kommer til mélet med fenotypiske metoder, eventuelt
med tillegg av andre malgener som B-tubulin og D1D2.

Lokalt pasientgrunnlag og ettersporsel etter molekylerdiagnostikk innen mykologi ma vare
avgjerende for hvilke laboratorier som tar opp metodene, eller velger a sende prover til annet
laboratorium der disse metodene er i bruk.

Pé referanselaboratoriet finnes i dag et tilbud om direkte PCR for pdvisning av
*  Pneumocystis jirovecii
*  Aspergillus spp og Aspergillus fumigatus
* Direkte”panfungal” PCR og sekvensering (ITS2 og D1D2)
* Dermatofytt PCR.
*  Mucoralis(Zygomycetes) PCR (innfert hesten 2015)
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Det er utarbeidet protokoll for pavisning av soppgener i formalinfiksert vev og
molekylardiagnostikk kan bidra til artsidentifikasjon der patologene finner hyfer i vev, men
sensitiviteten er dessverre darligere enn i ferskt vev.

Det jobbes for & kunne tilby en PCR for pavisning av ulike Candidaarter i vev samt pavisning
av resistensgener hos Candida. Sekvensering av ulike mélgener benyttes dessuten til
identifikasjon av ulike sopparter.

1.9 Identifisering av soppisolat ved hjelp av MALDI TOF
massespektrografi

MALDI TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) massespektro-
metri erstatter i ekene grad tradisjonell identifikasjon av ulike soppisolat. Metoden kan
generelt sammenlignes med DNA-sekvensering nar det gjelder identifisering.

Kommersielle databaser folger MALDI TOF MS plattformen. Disse har en rekke referanse-
spektre av klinisk viktige sopparter. En av leveranderene tilbyr en tilleggsdatabase med
filamentese sopparter. Biblioteket avgjer sammen med proteinekstraksjon hvor god
opplesning metoden har til identifikasjon pa arts og subart-niva. MALDITOF MS muliggjer
effektive arbeidsflyt, hurtig analysetid, lave brukskostnader og til dels svart god
diskriminering mellom ulike sopparter.

Standard identifikasjon av sopp benytter ekstraksjon med etanol-maursyre kombinert med en
matriks, men avhengig av soppart kan man fa gode spektre med “direkte metode” og “utvidet
direkte metode”.

MALDI TOF MS er et godt hjelpemiddel for rask identifikasjon av gjeersopp fra kultur.
Metoden viser ogsa lovende resultater for a identifisere gjaersopp direkte fra positive
blodkulturer. Med utvikling av bibliotekene kan metoden ogsé forventes & kunne gi rask
identifikasjon av filamentese sopp og dermatofytter. Det er dessuten utviklet en metode for
direkte pavisning av resistens mot soppmidler. Med noe utvikling kan dette bli et nyttig
hjelpemiddel ved ekende grad av ervervet resistens innen mykologien.

Identifikasjonen med MALDI TOF MS ber sammenholdes med morfologi og andre
karakteristiske egenskaper ved isolatet.

Invasive isolat skal sendes til referanselaboratoriet for endelig identifisering,
resistensbestemmelse, karakterisering og epidemiologisk overvékning.

1.10 Resistensbestemmelse av sopp

I Norge kan rask artsbestemmelse av bade gjer- og muggsopp i stor grad rettlede valg av
adekvat antifungal behandling. Internasjonalt sees en ekning av ervervet resistens. Det
anbefales okt oppmerksomhet ved soppisolat fra gjennombrudds-infeksjoner og ved
persisterende infeksjoner for 4 kunne oppdage resistensutvikling som igjen far betydning for
valg av behandling.

Sterre laboratorier ber foreta resistenstesting av invasive candidaisolat med en validert
kommersiell test mot flukonazol, amfotericin B og anidulafungin.
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EUCAST har i de senere drene etablert brytningspunkt for de hyppigst forekommende sopp-
arter og de fleste soppmidler. Kommersielle metoder for resistensbestemmelse av sopp er stort
sett gode til & pdvise resistens, men da det inngdr fi resistente stammer i utprevingen av
mange av testene mé en anbefale drvikenhet. For en kommersiell test tas i bruk ma den
valideres, ikke alle drug-bug kombinasjoner fungerer like godt for alle testene.

Verifisering av resistensbestemmelsen skal skje pa referanselaboratoriet som ogsa
identifiserer alle invasive soppisolat til artsnivé og forvalter nasjonal stammebank med
samtidig mulighet for epidemiologisk overvakning og overvakning av resistens.

Det arbeides for at referanselaboratoriet implementerer EUCAST buljongfortynnings metode
samt pavisning av de hyppigst forekommende resistensgener ved azol og
echinocandinresistens. Inntil dette er pa plass er det etablert et samarbeid med Statens
Seruminstitutt i Kebenhavn.

Invasive muggsoppisolat og muggsoppisolat fra pasienter pa antifungal behandling ber
resistensbestemmes.
Pga lite provevolum/erfaring ber dette forelopig kun gjeres ved referanselaboratoriet.

Alle invasive og potensielt invasive soppisolat sendes til referanselaboratoriet for a fa bedre
kjennskap til den epidemiologiske situasjonen i Norge. Azolresistente A.fumigatus med
opphav i landbruket er et gkende problem i pasientprever i Europa, slike isolat er ogsd funnet
i Norge.

1.11 Serumkonsentrasjonsmalinger av soppmidler

Det er viktig at fagmiljeet har kjennskap til betydningen av serumkonsentrasjonsmalinger ved
behandling med nyere azoler og flucytosin. Etter strategimetet er det publisert britiske
retningslinjer for monitorering av soppmidler. Vi har valgt 4 ta inn disse som rettledning i

denne rapporten.(Ashbee, H. R., et al. (2014). "Therapeutic drug monitoring (TDM) of antifungal agents:
guidelines from the British Society for Medical Mycology." J Antimicrob Chemother 69(5): 1162-1176.)

Valg av medikament og dosering ved optimal behandling av soppinfeksjoner ma ta hoyde for
blant annet infeksiost agens, medikamentinteraksjoner og ko-morbiditet som lever og nyre-
svikt. Biotilgjengelighet vil vaere avhengig av bla administrasjonsform, opptak, eliminasjon
og infeksjonssted. Noen av soppmidlene doseres etter vekt og alder med korreksjon for nyre-
funksjon, eller dialyse og eventuelt leverfunksjon.

Amfotericin B (alle formuleringer), flukonazol, terbinafin, kaspofungin, mikafungin og
anidulafungin krever ikke terapeutiske konsentrasjonsmaélinger for optimal dosering.

Det er etablert praksis a bruke konsentrasjonsmalinger for 4 tilpasse doseringen av azolene
med unntak av flukonazol og for flucytosin individuelt.
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Biotilgjengelighet for triazoler er mer variabel med stor variasjon i farmakokinetikk, variabel
absorpsjon, metabolisering og utskillelse. Alle triazolene er substrat for et eller flere av
enzymene i cytokrom P-450 systemet. Aktiviteten i disse enzymene er delvis genetisk
betinget. Kjennskap til genetisk disposisjon og interaksjoner kan lette dosering, og det finnes
oversikter over mange genvarianter og legemiddelinteraksjoner med forutsigbar effekt pa
forventet serumkonsentrasjon. For Aspergillus spp forutsetter folsomhetskategoriseringen at
man oppndr terapeutiske serumkonsentrasjoner.

Serumkonsentrasjonsmélinger av azoler ved hjelp av massespektrometri (LC-MSxMS)

OUS-Rikshospitalet*

Antifungalt Terapeutisk | Terapeutisk Toksisk Indikasjon for Tidspunkt for
middel omrade: omrade: behandling | konsentrasjon | monitorering provetaking
profylakse
Vorikonazol 1-5 mg/L >5-6 mg/L Behandlingsstart CO0
> 1 eller MIC ratio Overgang fra intravenes Anbefales ila forste 5
2-5 ber tilstrebes. til peroral behandling dager, deretter
For infeksjoner med Doseendring regelmessig
darlig prognose ber Terapisvikt
konsentrasjoner > 2 Toksisitet
mg/L tilstrebes.
Posakonazol | 0,7 mg/L >1mg/L Det er ikke Behandlingsstart CO
rapportert om GI- eller lever dys- Anbefales etter 7
doseavhengige funksjon dagers behandling
bivirkninger Usikker absorpsjon Noen oppgir anbefalt
eks diare serumkonsentrasjon
Spersmal om 0,38 mg/L 48 timer
interaksjoner etter oppstart ved
Usikker compliance, profylakse.
doseendringer
Itrakonazol 0,5 mg/L ca4 mg/L Sveert variabel ila forste
(0,5-4.0 mg/L ved farmakokinetikk og behandlingsuke,
HPLC og masse- mange interaksjoner. deretter jevnlig
spektrometri)
Flukonazol Ingen

*Prevetaking og forsendelse ved serumkonsentrasjonsméling av azoler: se www.anx.no
Kontaktpersoner: Nils Tore Vethe og Stein Bergan (OUS, RH).

Flucytosin brukes lite i Norge, hovedsakelig ved candidaendokarditt og kryptokokk-
infeksjoner. Midlet skal ikke brukes som monoterapi og fis kun pa registreringsfritak.
Flucytosin har et smalt terapeutisk omrade og serumkonsentrasjonsmaling anbefales for a
unnga toksiske konsentrasjoner og bivirkninger som benmargssuppresjon og leverpavirkning.

* Konsentrasjonsmaling bgr foretas den fgrste uken etter oppstart hos alle pasienter, innen 72
timer hos nyfgdte og ved nyresvikt.

I litteraturen opererer man med noe ulike terapeutiske omrader avhengig av malemetode som
benyttes. Undersegkelsen utfores med bioassay ved Mycology Reference Centre, Manchester:
http://www.mycologymanchester.org/antifungal.php
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Serumkonsentrasjonsmaélinger flucytosin (Mycology Reference Centre, Manchester)

Terapeutisk omride Flucytosin

Voksne: Pre-dose 30-40 mg/L
Post-dose 70-80 mg/L
Nyfodte: (<3 maneder) Pre-dose 20-40 mg/L
Post-dose 50-80 mg/L

Verdier >100mg/L er potensielt toksiske

Lenker til oversikt over interaksjoner:
http://www.aspergillus.org.uk/indexhome.htm?nac/interactions/patientchoosegeneric.php~main
http://www.pharmacologyweekly.com/

1.12 Mikrobiologisk diagnostikk ved gjaersoppinfeksjoner

Invasive gjersoppinfeksjoner domineres av ulike Candida spp. 1 Norge dominerer fortatt C.
albicans, etterfulgt av C. glabrata. Cryptococcus neoformans er vanligste non-Candida
agens, men forekomsten av invasive non-candida arter er fortsatt lav i Norge.

Ved mistanke om invasiv gjarsoppinfeksjon er det viktig a sikre materiale til dyrkning, men
gullstandardtestene blodkultur og biopsi har lav sensitivitet. Surrogatmarkerer for Candida-
infeksjon kan benyttes, men tilbys p.t. ikke i Norge. Bruk av genteknologiske teknikker ber
tilstrebes ved negativ dyrkning fra normalt sterile omrader, isa@r ved positiv
mikroskopi/histologi. Riktig blodvolum er essensielt ved blodkulturtaking og blodkulturer ber
inkuberes 1 (5-)7 dager. Vevspraver og prover fra sterile omréder ber inkuberes lengre enn
overflatekulturer. Candida spp isolert fra blodkultur tatt perifert eller fra CVK definerer
candidemi og skal alltid behandles. For detaljer vedr dette vises det til andre punkter i
rapporten.

Ved oppvekst av gjersopp 1 blodkultur ber utsaed utferes direkte pa kromskéler som
inkuberes i1 3 degn. Lang inkuberingstid er viktig for kunne pavise en blandingskultur av
candidaarter med ulik veksthastighet.

Rask identifikasjon er viktig rettledning for valg av behandling. Maldi-TOF forenkler
identifikasjon av gjersopp, men identifikasjonen ber sammenholdes med morfologi og andre
karakteristiske egenskaper ved isolatet. Kommersielle identifikasjonssystemer krever mer tid,
men identifiserer ogsé vanlig forekommende arter.

Fortsatt er det slik at resistensmensteret til norske gjersoppisolat er forutsigbart.

Naturlig (primeer) resistens hos vanligste gjaersopp ovenfor midler til systemisk bruk:
bearbeidet fra Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 1030—1045

Mikrobe AMB Echinocandin Flukonazol Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flucytosin
C. albicans S S S S S S S
C. glabrata S S I/R S/I/R* S/I/R* S/I/R* S
C. parapsilosis S | S S S S S
C. tropicalis S S S S S S S
C. krusei S S I/R S/I/R* S/I/R* I/R R
C. dubliniensis S S S S S S S
C. norvegiensis S S R S S/l S/R R
Cryptococcus S R S ** S | S
neoformans

Trichosporon sp S/I/R R I/R S S I/R R
Rhodutorola sp S R R R R R S

* ogsa villtypen uten ervervet resistens er mindre fglsom for azoler **heteroresistens er beskrevet
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Invasive isolat skal identifiseres til artsniva og resistensbestemmes
* Isolatene skal sendes til nasjonalt referanselaboratorium.

* Isolat fra persisterende og «recurrent» candidemi egnskes ogsa innsendt for
resistensovervakning og karakterisering av stammer.

Candida spp i normalflora tillegges sjelden vekt, med noen unntak;

Koloniseringsprever fra heyrisikopasienter.

Identifikasjon til artsniva anbefales. Om pasienten er massivt kolonisert og har andre risiko-
faktorer, ber eventuell empirisk behandling dekke det aktuelle agens. Kolonisering alene er en
dérlig marker for 4 identifisere pasienter som trenger empirisk soppbehandling, negative
overvakningskulturer har en hoy negativ prediktiv verdi.

Ved osofagitt:

Identifikasjon til artsniva og resistensbestemmelse indisert ved opplysninger om kronisk eller
komplisert infeksjon eller pdgaende azol-behandling.

Gjentatte funn i urin hos utvalgte pasienter (urologiske pasienter, ngytropene og pasienter
pa nyfedtintensiv) ber sannsynligvis ogsa tillegges vekt.

Ved kompliserte og residiverende vaginitter og ved forutgaende azolbehandling utferes
identifikasjon til artsniva og resistensbestemmelse mot flukonazol, som er det eneste anbefalte
perorale middel ved tilstanden. Nytten av resistensbestemmelse mot lokale midler er
omdiskutert. (se Strategirapport 2010, side 14).

Alle laboratorier ma:
® Identifisere og skille mellom C. albicans og andre Candida spp

® Pavise Cr. neoformans (spinalveske, blod, BAL, urin, hudlesjoner)

o Kryptokokk hurtigtest og/eller mikroskopi med tusj eller Calcofluor white og
forlenget inkubering mtp kryptokokker anbefales. Selektiv agar fra BAL og omrider
med normalflora.

Alle laboratorier ber:
® @jenkjenne vanligst forekommende isolat med kjent resistensprofil som fér betydning for
behandlingsvalg.

o Flukonazol: C. glabrata (I eller R) og C. krusei (R)

o Helst kunne utelukke C. parapsilosis mtp unedig echinocandinbehandling.

Alle sykehus med stoerre hematologiske avdelinger ber:
¢ Utfere artsidentifikasjon ila 2 degn
e MALDI-TOF forenkler identifikasjon av gjaersopp.
» Utfore resistensbestemmelse mot flukonazol, Amfotericin B og anidulafungin med en
validert test

1.13 Mikrobiologisk diagnostikk ved muggsoppinfeksjoner

I Norge er A. fumigatus hyppigste agens, men en ser ogsa infeksjoner med andre Aspergillus
arter som A. flavus og A. terrus. Aspergillus niger er hyppig arsak til ekstern otitt og sees ogsé
ved aspergillomer. Andre viktige slekter/arter er Mucorales/Entomophthorales (gir
zygomycosis, mucormycosis), Fusarium, Acremonium, Pseudallescheria boydii/
Scedosporium apiospermum. Ogsé invasive infeksjoner domineres av A. fumigatus og andre
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aspergillus-arter, men infeksjoner forarsaket av tidligere meget sjeldne arter oker. Rask
tilbakemelding til kliniker ved oppvekst er viktig.

1.13.1 Nar skal en mistenke muggsoppinfeksjon

Sykdom hos immunsvekkede med grav ngytropeni, men ogsa hos andre immunsvekkede som
transplanterte (obs benmarg), ved GVHD, CMV infeksjon, steroidbehandling, HIV og ulike
medfedte immunsviktsykdommer, se oversikten foran.

Funn av muggsopp i preve fra immunsupprimert pasient skal alltid rapporteres. Kliniker mé
vurdere om funnet er reelt ved & sammenholde med klinikk og radiologiske funn, eventuell
mikroskopi/histologi og eventuelt ta nye prever (unntak Penicillum sp).

Det er vanskelig 4 skille kolonisering fra infeksjon i luftveier. Funn av muggsopp ber
identifiseres og rapporteres hos pasienter pa respirator, ved allergisk bronkopulmonal
aspergillose (ABPA), aspergillom, astma, CF og hos pasienter pa steroider.

Vekst av muggsopp i blodkultur sees kun for sopp som sporulerer i vev (Fusarium,
Acremonium). Oppvekst av Aspergillus og Mucoralis i blodkultur kan forekomme hos
terminale pasienter, men er vanligvis forurensning.

For sikker diagnose kreves funn av hyfer i vev med vevsskade eller vekst av muggsopp fra
prove tatt ved steril prosedyre fra normalt sterilt omrade.

Sensitiviteten er lav og oppvekst i ikke-sterilt materiale er en viktig indikasjon pa infeksjon
hos risikopasienter.

Bruken av antigentester og PCR som surrogatmarkerer for sannsynlig eller mulig infeksjon
er okende.

Tidlig klinisk mistanke og empirisk behandling ber sekes verifisert ved adekvat diagnostikk
som inneba&rer samarbeid med radiologer, patologer, mikrobiologer og infeksjonsmedisinere.

1.13.2 Krav til identifikasjon ved primzr laboratorium

Ved invasiv sykdom viktig med identifikasjon helst til artsniva, siden det gir opplysninger om
behandlingsvalg.

i. I ulike provematerialer

Fra sterile omrader og hos immunsupprimert: identifisere til artsniva

Fra ikke sterile omrdder og overflateinfeksjon: tilstrekkelig med identifikasjon til slektsniva.
Ved gjentatte funn av samme art muggsopp ved ABPA, KOLS og CF kan funnet ha klinisk
betydning og identifikasjon og resistenstesting er indisert.

Hvis et funn oppfattes som forurensning kan det besvares uten nermere identifikasjon som

muggsopp.

ii. Metoder

Konvensjonelle metoder:

Makroskopisk morfologi. Koloniutseende (form, farge, storrelse) bakside og forside.
Mikroskopisk morfologi (bomullsblatt, bruk av stereomikroskop). Hyfer med og uten septa,
forgreining, parallelle/ikke parallelle hyfevegger. Pigmenthyfer og/ eller konidier.
Konidiogenese, utseende og sterrelse av makrokonidier og mikrokonidier,
Dyrkningsbetingelser: vekst ved forskjellige temperaturer, vekst pa spesialmedier
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"Hurtig -id” av A. fumigatus: grenn pa Sabouraud, vekst ved 45 °C, typiske hoder ved
mikroskopi.

«Nye» metoder:

Maldi-Tof og nukleinsyre pavisning se 1.8 og 1.9.

1.13.3 Konklusjon

Korrekt forbehandling og hindtering av provematerialet viktig for optimalt
dyrkningsresultat:
* Biopsier ma skjeres IKKE mortres
* Seigt provemateriale ber forbehandles, f. eks. med dithiotreitol.
*  Oppkonsentrering ved sentrifugering (>= 1000g i minst 10 min.) anbefales for provemateriale
1 veeskeform.
* For mikroskopi kan materiale avsettes pa objektglass manuelt eller ved hjelp av cytospin
sentrifuge.

Optimale dyrkningsbetingelser er viktig for 4 eke det diagnostiske utbyttet:
* to temperaturer

* selektive soppskaler
» forlenget inkubasjonstid

Oppvekst av muggsopp
* Vurder pasientkategori og kliniske opplysninger for funnet rapporteres som muggsopp og
forurensning.

* Funn av muggsopp i preve fra immunsupprimert pasient skal alltid rapporteres

Primzerlaboratoriene:
* bor identifisere muggsopp fra sterile omrader og fra immunsupprimerte pasienter til artsniva
ved hjelp av makroskopisk utseende, mikroskopi og vekst ved forskjellige temperaturer.
* Tilsvarende ved funn fra ikke sterile omrdder ved andre tilstander som CF eller ABPA hvor
antimykotisk behandling igangsettes.
* Isolatene sendes til Referanselaboratorium for verifisering av identifikasjon og
resistensbestemmelse.

Det er fortsatt viktig & sammenholde molekylzer diagnostikk med morfologi og mikroskopi.

1.14 Diagnostikk ved pneumocystis jirovecii infeksjoner

Pneumocystis jirovecii forarsaker alvorlig pneumoni hos pasienter med svekket T-
celleimmunitet. De fleste smittes av P. jirovecii for 2-4 ars alder sannsynligvis som subklinisk
infeksjon eller som en banal luftveisinfeksjon. Enkelte autopsifunn fra lunge tyder pa at P.
Jirovecii er vanlig i befolkningen, mens andre studier av immunkompetente individer ikke har
pavist tilstedeverelse av P. jirovecii DNA. Pneumocystis-pneumoni hos immunsupprimerte
skyldes sannsynligvis luftsmitte fra koloniserte personer eller andre pasienter med
pneumocystis-pneumoni. En rekke utbrudd av pneumocystis-pneumoni i sykehus blant
immunsupprimerte er beskrevet.
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Pneumocystis-pneumoni er beskrevet
* Hos premature og underernarte barn
e Som opportunistisk infeksjon ved HIV.
o Etter innforingen av moderne HIV-behandling i vér del av verden har antall tilfelle
med pneumocystis-pneumoni hos HIV-positive falt betydelig.
* Hos organ- og stamcelletransplanterte pasienter
* Hos pasienter med malign sykdom (sarlig maligne blodsykdommer)
* Hos pasienter som far immunosuppressiv behandling.
o Forekomsten av pneumocystis-pneumoni i HIV- negative pasientgrupper synes a ake.

Sykdommen hos HIV-negative pasienter har
* mer akutt forlep

e kraftigere inflammasjon
* hoyere letalitet.

1.14.1 Aktuelle undersokelser og egnet prevemateriale

(1) kjemiske fargemetoder som viser soppelementenes (spesielt cystenes) morfologi ved
mikroskopi.

(i1) immunmorfologiske fargemetoder med merkede antistoffer som er spesifikke for P.
Jirovecii antigener, gjerne i form av immunfluorescensmikroskopi.

(ii1) pavisning av P. jirovecii DNA ved PCR (eller andre molekylare metoder).

Til mikroskopi: Bronkial skyllevaeske anbefales. Indusert sputum kan aksepteres, men har
lavere sensitivitet. Lungebiopsi er akseptabelt.
* Seigt provemateriale ber forbehandles, f. eks. med dithiotreitol.
*  Oppkonsentrering ved sentrifugering (>= 1000g i minst 10 min.) anbefales for provemateriale
i veeskeform.
* For mikroskopi kan materiale avsettes pa objektglass manuelt eller ved hjelp av cytospin
sentrifuge.

Péavisning av P. jirovecii DNA: Bronkial skyllevaske, indusert sputum og lungebiopsi er
anbefalte provematerialer. P. jirovecii DNA kan ogsa pavises i lettere tilgjengelige
provematerialer som munnskyllevann ved PCR.

Pneumocystis-diagnostikken er n4 i stor grad rettet mot immunsupprimerte som er
HIV-negative.
Dette stiller gkte krav til sensitiv diagnostikk, samtidig som man mi seke & skille infeksjon
fra kolonisering
* Ved PCR-undersgkelse vil negativt resultat ha hey prediktiv verdi.
* Hoy DNA-konsentrasjon vil tale for infeksjon mens lav DNA-konsentrasjon vil tale for
kolonisering.

Basert pa tilgjengelig litteratur anbefales det & kombinere immunmorfologisk metode
med PCR-diagnostikk, der det gjores en semikvantitativ eller kvantitativ vurdering av
mengden av Pneumocystis-DNA.
= Diagnostisk kan en primert utfore immunmorfologisk metode, og ved negativt funn gjere
(semi)kvantitativ PCR
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= Alternativt kan det primert settes opp PCR, dernest immunmorfologisk metode ved positiv
PCR (evt positiv PCR over definert grenseverdi ved bruk av (semi)kvantitativ metodikk).

Laboratoriet bor gjere en samlet vurdering av funnene og kommentere sannsynlighet
for infeksjon, henholdsvis kolonisering.

Betydningen av (3-glukan i serum som tilleggsundersokelse ved sparsmél om pneumocystis-
pneumoni er pt. uavklart. Det er mulig at denne analysen kan bidra til 4 skille kolonisering fra
infeksjon med P. jirovecii. Dette ber studeres nermere i form av prosjekt, helst med
deltakelse fra flere laboratorier.

1.15 Mikrobiologisk diagnostikk av endemiske mykoser

Endemiske mykoser forarsaket av dimorfe sopper (se kapittel 1.16 for en liste over aktuelle
sopparter) kan gi infeksjon hos immunfriske og immunsvekkede, men pavises sjelden i
Norge. Importerte infeksjoner sees som regel etter reise til endemisk omride. Kan ogsé sees
hos immunsupprimerte som reaktivert infeksjon etter tidligere opphold i endemisk omrade.
Alvorlighet av sykdom er relatert til smittedose og vertsfaktorer.

De fleste dimorfe sopparter tilhorer smitterisikogruppe 3 og mange vil velge & sa ut
provene og 4 handtere dem 1 P3 lab, se avsnitt 1.16 om laboratoriesikkerhet.

Mikrobiologisk diagnostikk er basert pa:

Pavisning av typisk utseende gjersoppformer av de dimorfe soppene ved direkte mikroskopi
® (Calcofluor white/blankophor + Kalilut (KOH).
® Giemsafarget blodutstryk/ beinmarg.
* Histopatologi (viktig)

Dette kan gi grunnlag for korrekt videre handtering i lab og behandling av pasienten.

Dyrkning
® Sterilt materiale pad Sabouraud SDA og BHI agar ved bdde 25-30° C og 35-37° C.
® Usterilt materiale pd SDA og BHI ved bade 25-30° C og 35-37° C+ tillegg av medier med
kloramfenikol ved 25-30° C og 35-37° C, samt medier med bade cycloheximide og
kloramfenikol ved 25-30 grader.
* Isolatorsystem er godt egnet for pdvisning av coccidioidomykose og histoplasmose i blod,
men benyttes lite i Norge.

Skélene dyrkes 1 inntil 6 uker. Rask utsaed etter provetakning viktig for overlevelse.
Veksthastighet variabel, men oppvekst kan som regel forventes innen 1-2 uker.

Identifikasjon

* Sekvensering av ITS-omréadet pa unge kulturer (utfores pa Referanselaboratoriet) kan gi rask
identifikasjon for isolatet har utviklet en typisk morfologi. Kultur sendes pa Amies medium.
Kategori A biologisk materiale.

* Morfologisk identifikasjon av koloniutseende pé skal og ved mikroskopi med lactophenol
cotton blue (LPCB).

® OBS aldri «slide culture» av P3 organismer. «Tease» preparat med inokulasjonsnaler er &
foretrekke fremfor tape preparat pga mindre mengde konidier og bedre kontroll med at alt
materialet blir dekt av LPCB.

* Demonstrere termal dimorfisme (fra mugg til gjersoppppfase). Ikke alltid mulig og tar tid.
Bruk evt. BHI agar til dette.
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Serologi
* Antistoffundersegkelse med immundiffusjonstest er tilgjengelig pa Referanselaboratoriet.
Nyttigst hos immunfriske ved akutt histoplasmose og ved coccidioidomykose.

* Antigentester er ikke tilgjengelig i Norden per i dag.

® Positiv Galaktomannan i serum pga kryssreaksjon er beskrevet ved penicillinose,
histoplasmose og blastomycose.

1.16 Laboratoriesikkerhet ved handtering av
smitterisikogruppe 3 agens i mykologien

Oppsummering og anbefaling:

For generelle smittevernrutiner i laboratoriet henvises til tidligere strategirapport (1999).
Innen mykologien er dannelse av aerosol eller inhalasjon av konidier is@r fra kulturer med
Coccidioides immitis og Histoplasma capsulatum 1 muggfasen fryktet som arsak til
laboratoriesmitte. Det foreligger ogsé rapporter om inokulasjonssmitte ved handtering av
prover eller kulturer. Smitte rapporteres ogsa fra lavendemiske omréder, ofte i forbindelse
med uventet funn av dimorf sopp. Okende reisevirksomhet og gkende antall immun-
supprimerte pasienter gjor at slik smitte ogsa kan inntreffe i Norge. Reiser til endemiske
omrader i USA, men ogsa mer eksotiske reiseméal kan medfere smitte og latent sykdom, ogsa
hos ellers friske pasienter. Akutt sykdom forekommer i forbindelse med massiv eksponering
eller ved reaktivering i forbindelse med senere immunsuppresjon.

Faren for laboratorieuhell er storst om man ikke har laboratorierutiner som tar heyde for
potensiell smitterisiko.

Sopp i smitterisikogruppe 3 der luftbiaren smitte ikke er utelukket'

Sopp Smitte
Blastomyces dermatitidis Inhalasjon. Inokulasjon.
(Ajellomyces dermatitidis) Smitte mellom mennesker er sjelden.
Laboratoriesmitte (inhalasjon, inokulasjon)
Cladophialophora bantiana Fra jord/planter.
(Xylohypha bantiana, Cladosporium bantianum) Ikke kjent om det smitter mellom mennesker
Coccidioides immitis/ posadasii Fra jord. Inhalasjon av stev.
Inokulasjon
Laboratoriesmitte (inhalasjon, inokulasjon)
Histoplasma capsulatum var capsulatum Inhalasjon av jord/stev forurenset med avfering
(Ajellomyces capsulatus) fra fugler eller flaggermus.
Laboratorieinfeksjon (inhalasjon, inokulasjon)
Histoplasma capsulatum duboisii Fra jord. Inhalasjon av stav.
Laboratorieinfeksjon (inhalasjon, inokulasjon)
Paracoccidioides brasiliensis Fra jord. Inhalasjon.
Smitter ikke mellom mennesker.
Gir ikke laboratorieinfeksjon

Penicillium marneffei og Sporothrix schenckii er dimorfe sopparter som kategoriseres som
smitterisikogruppe 2.

Dannelse av aerosoler er en viktig drsak til laboratoriesmitte og kan inntreffe i forbindelse
med homogenisering, vibrasjoner (vortex-mikser), sentrifugering, pipettering, flamme-
fiksering av preparater, katalasetest, agglutinasjon, frysesnitt og apning av skaler med mycel.
For muggsopp og dimorf sopp i muggstadiet er inhalasjon av konidier viktig smittekilde.
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Fornuftig bruk av sikkerhetskabinett og riktig inneslutningsniva vil minimere fare for
laboratoriesmitte, men tiltakene ma vaere hensiktsmessige slik at de folges i den daglige
rutinen. Det vil ogsé vere hensiktsmessig & ha prosedyre for handtering av potensiell
laboratoriesmitte.”

Det er ikke automatisk samsvar mellom smitterisikogruppe og inneslutningsniva, og
internasjonale anbefalinger er ikke helt identiske.

Handtering av prevemateriale ved mistanke om dimorfe sopp
* Inneslutningsniva 2*

* ved mistanke om dimorf sopp vil mange laboratorier vil velge & hndtere provematerialet i

P3lab

Héndtering av muggsopp
* Mikrobiologisk sikkerhetskabinett klasse 2

Héndtering av kultur med dimorfe sopp
* Inneslutningsniva 3.
*  Drep kulturen for den blir gammel (innen 7d)

Hvordan redusere smitterisiko

Kulturer med muggsopp
e Alltid tapede skaler.

* Apning i sikkerhetskabinett klasse 2 (1?)

* Dersom man uforvarende dpner en skal med vekst av muggsopp pé benk, skal skélen straks
lukkes og flyttes til et sikkerhetskabinett.

* Skaler som tas vare pd i mer enn 3 dager ved romtemperatur skal tapes.

* Ved sterk mistanke om dimorf sopp anbefales dyrkning i rer med skrdagar og skrukork
(mindre overflate/ konidier ).

Inaktivering av konidier

e Bomullsblitt (lactophenol cotton blue) inneholder 20 - 25 % (2 - 2,5 mg/ml) fenol (C6H50OH)

som har antimykotisk effekt.
* Mange anbefaler & spre ut provematerialet i 70 % alkohol fer bomullsblatt blandes inn.
* Det anbefales ikke a lage «slide culture» av P3 organismer.

* «Tease» preparat med inokulasjonsnaler er & foretrekke over tape preparat pga mindre mengde

konidier og bedre kontroll med at alt materialet blir dekket av lactofenolbomullsblatt.
*  Obs det finnes bomullsblatt uten lactophenol!

Referanser:
1. http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/bmbl5_sect viii_b.pdf

2. Stevens DA, Clemons KV, Levine HB et al. Expert opinion: What to do when there is

coccidioides exposure in the laboratory. CID 2009; 49: 919-23.
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1.17 Mikrobiologisk diagnostikk ved dermatofyttinfeksjoner

PCR kan erstatte dyrkning og direkte mikroskopi dersom en tar hoyde for valgte
metodes svakhet og lager en proveflyt og besvaring som ivaretar dette.

Ideelt sett ber gjentatte PCR negative praver mikroskoperes og dyrkes.

Direkte mikroskopi
— Bor utferes pé alle prover som dyrkes mtp dermatofytter,
— Resultatet bar gis ut for dyrkning er ferdig
— KOH-Calcofluor White

Dyrkning ber utferes pé alle prover til:
— Sabouraud eller tilsvarende med kloramfenikol
— Sabouraud eller tilsvarende med kloramfenikol og cycloheximid
— Inkubering i minst 2 uker (minst 3 uker uten mikroskopi)
— Temperatur 26-30 grader (28).
— Atmosfere: Romluft

Lokalt ber en minimum kunne identifisere de vanligste artene (7. rubrum, T.
mentagrophytes, T. violaceum, M. canis, E. floccosum)

— Tradisjonelle fenotypiske metoder
— MALDI-TOF

Videre identifikasjon ved MALDI-TOF eller sekvensering
— Egen lab
— Regionlaboratorium
— Unntaksvis kan dermatofytt-stammer sendes til referanselaboratoriet.

Funn av non-dermatofytt, spesielt i negleprover, ber vurderes mot direkte mikroskopi
og anbefaling om ny preve for repetering av funn.

Krav til identifikasjon ved funn av non-dermatofytt varierer utfra hvert enkelt funn og
resultat av mikroskopi. Helst til genusniva.

Svarutgivelse som vekst av muggsopp og/eller gjersopp ber unngas, spesielt dersom
det ikke utfores mikroskopi.
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1.18 Nasjonalt referanselaboratorium

Nasjonalt referanselaboratorium for medisinsk mykologi (NRMM) har ansvar for
identifikasjon og resistensbestemmelse av invasive soppisolat, med sarskilt ansvar for
oppfelging og overvakning av invasive Candida-infeksjoner.

NRMM er en del av Helse Ser-Ost sitt regionale nettverk “Invasive fungal infections:
epidemiology, resistance mechanisms and host-pathogen interactions”.

Referanseundersokelsene utferes ved Sopplaboratoriet, Bakteriologisk seksjon, OUS-
Rikshospitalet.

Sopplaboratoriet ligger under Bakteriologisk seksjon og samarbeider bdde med Bakteriologisk
seksjon og med Enhet for Virologi og infeksjonsimmunologi (VIM) om andre soppanalyser.

NRMM - se egen nettside: www.mykologi.no

Innsending av invasive Candida-isolat

Alle invasive Candida-isolat skal sendes inn for identifikasjon og resistensbestemmelse.

I Norge har vi gjennom ar opparbeidet en unik stammebank med Candidemi-isolat med
mulighet for epidemiologisk overvakning og karakterisering av stammer.

Vi ensker okt oppmerksomhet pa og overvakning med tanke pa resistensutvikling under
pagaende behandling. I tillegg til alle nye Candida-isolat enskes det ogsa at gjentatte Candida-
isolat sendes referanselaboratoriet hvis det er >7 dager mellom provetakingstidspunktene.

Innsending av andre fungemi-isolat.
Alle fungemi-isolat og andre invasive soppisolat skal sendes inn for identifikasjon og
resistensbestemmelse.

Vurdering og innsending av ikke-invasive Candida-isolat
Identifikasjon til artsniva og resistensbestemmelse er indisert ved opplysninger om kronisk
eller komplisert infeksjon eller pagdende azol-behandling. F. eks. ved gsofagitt, cystitt hos
utvalgte pasientgrupper, koloniseringsprover fra pasienter med serlig hoy risiko for invasiv
soppinfeksjon. Vurderingen av normalflora eller mulig infeksjon er ikke alltid entydig . Om
ikke identifikasjon og resistensbestemmelse av slike isolat utferes lokalt kan isolatet sendes til
referanselaboratoriet

* Ved funn av uventet resistens ber funnet verifiseres ved referanselaboratoriet

Gjeersopp i vaginalprever

Problemer knyttet til funn av gjersopp i vaginalprever ble lite berert pé strategimeatet som
hadde hovedfokus pa invasive infeksjoner. Vurderingen av normalflora vs infeksjon er ikke
alltid entydig og tematikken ble heller ikke omtalt i serlig grad i1 Strategirapport 2010
(Mikrobiologiske undersgkelser ved underlivsinfeksjoner).

Handtering av Candida i vaginalprever kunne trenge en egen gjennomgang da vellykket
behandling ikke stotter seg pa bruk av antifungale midler alene, og mange mener
resistensbestemmelse av disse isolatene ikke speiler behandlingseffekt ut i fra lokale forhold
som pH og bruk av lokale midler. Tidligere er det konkludert med at resistensbestemmelse
skal utferes mot flukonazol, og dette ber utfores lokalt.
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Innsending av muggsoppisolat

Det onskes okt fokus pa invasiv eller mulig invasiv muggsoppinfeksjon og forekomst av
azolresistens. Det er viktig a sende inn isolater for at vi skal fa nasjonal oversikt over
muggsoppinfeksjoner.

* Alle muggsopp-isolater fra sterile omrader hvor disse tillegges diagnostisk verdi skal sendes
til referanselaboratoriet.

* Funn fra ikke sterile omrdder innsendes ogsé fra pasienter med alvorlig immunsuppresjon om
funnet tillegges vekt og ved andre tilstander som CF eller ABPA hvor antimykotisk
behandling igangsettes.

Resistensbestemmelse av muggsopp-isolat
* Resistensbestemmelse utfores pé isolater fra normalt sterile omrdder og hos pasienter hvor
soppbehandlig er indisert.
* Det er bare etablert brytningspunkter for noen Aspergillus spp.
*  MIC-bestemmelse og identifikasjon gir god behandlingsveiledning.

Hva ber ikke sendes til identifikasjon
* Isolat fra overflatiske infeksjoner (ekstern otitt, hud, har, negl)

* Koloniseringsprever nar behandling ikke er indisert. Evt. fryse isolatet ned lokalt.

Identifikasjon av dermatofytter:
Referanselaboratoriet er behjelpelig med identifikasjon av dermatofytter. Dette arbeidet tar
ofte lang tid da stammene vokser sent.
* Det oppfordres til et samarbeid om en dermatofyttdatabase i til bruk i MaldiTOF som kan lose
problemet lokalt eller regionalt uten & belaste referanselaboratoriet.

Referanselaboratoriet merker gkende pagang for a fi utfort resistensbestemmelse av ikke-
invasive soppisolat, ofte uten opplysninger om indikasjon for undersgkelsen.

Referanselaboratoriet tilbyr felgende genteknologiske tester direkte pa provematerialet
i samarbeid med Bakt.lab:

* Pévisning av P. jirovecii DNA

* Pévisning av 4. fumigatus DNA

*  Pévisning av Aspergillus spp DNA

*  Pévisning av Mucoralis (Zygomycetes) DNA

* Dermatofytt PCR

* Pévisning av sopp-DNA og sekvensering

o ITS2o0gDID2
Utferes vanligvis ikke pd materialer der (gjer)sopp inngar i normalfloraen

Metode for pavisning av azolresistens hos A. fumigatus er innfort hesten 2015
Vi ensker ogsa & utvide diagnostikken med pavisning av Candida DNA.
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Referanselaboratoriet tilbyr felgende mikroskopimetoder i samarbeid med Bakt.lab:

*  Pneumocystis IF-mikroskopi
o Ved behov ved positiv PCR i BAL, indusert sputum eller biopsi (unntatt svakt
positive)
* (Calcofluor-white mikroskopi direkte pa biopsi/BAL/aspirat/puss/vev
o Ved behov

Referanselaboratoriet tilbyr folgende serologiske tester og antigentester:
* Galaktomannan

o 3 ganger per uke (VIM)
Telefonbeskjed til rekvirent ved positiv indeks der telefonnummer er oppgitt pa
rekvisisjonen.
* Kryptokokk antigen med titrering (Sopplab)
o daglig
Telefonbeskjed til rekvirent ved positiv prave der telefonnummer er oppgitt pa
rekvisisjonen.

* Antistoffundersegkelse med immundiffusjonstest (presipiterende antistoff) mot Aspergillus

fumigatus (Sopplab)
o ved behov/x 1 pr uke
* Antistoffundersegkelse med immundiffusjonstest mot dimorfe sopparter.
o ved behov (Sopplab)
Best egnet hos immunfriske ved akutt histoplasmose og ved coccidioidomykose.

Vi ensker ogsa a utvide diagnostikken med pavisning av1,3--D-glukan.

Referanselaboratoriet ensker & tilby EUCAST buljongfortynning:
Referanselaboratoriet har startet arbeidet med & implementere resistensbestemmelse med
EUCAST buljongfortynning som referansemetode bade ved uventet resistens og for

epidemiologisk overvakning. I tillegg ensker vi & kunne tilby pavisning av resistensgener i

invasive Candida-isolat.

Inntil dette er pa plass er det etablert et samarbeid med Statens Seruminstitutt i Kebenhavn for

verifisering av uventet resistens.
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2 INNLEGGENE PA M@TET

2.1 Medisinsk mykologi- hva forventer klinikerne av
laboratoriene i 2013

Ingvild Nordoy, Seksjon for klinisk immunologi og infeksjonssykdommer, OUS Rikshospitalet

Invasive soppinfeksjoner er av de infeksjonene vi frykter mest pga hoy dedelighet. Disse
rammer primert immunkompromiterte pasienter, eller pasienter som har kompliserte
sykehusopphold. Pé verdensbasis er den viktigste arsak til invasive soppinfeksjoner Candida
sp. (1). TUSA er Candida sp. det 4. vanligste blodkulturfunn pa sykehus (2). Hos barn er de
den 3. vanligste arsak til alvorlig infeksjon med positive blodkulturer bade i USA og i Europa
(3, 4). Forekomsten av invasive infeksjoner gker pa verdensbasis og s@rlig forekomsten av
candidemier (5,6 ).

I Norge er de invasive soppinfeksjonene fortsatt overveiende fordrsaket av Candida sp.,
dernest Aspergillus arter. Andre sopparter kan ogsé gi invasiv infeksjon, men forekommer
sveert sjeldent. I Norge er C. albicans fremdeles den dominerende arsak til invasive Candida
infeksjoner (8,9).

Invasiv soppinfeksjon har oftest utgangspunkt i sopp fra gastrointestinaltraktus eller
luftveiene. Under gitte betingelse vil en kolonisator bli invasiv og derfra kunne spres
hematogent til andre organer. For en kliniker er det et hovedproblem at invasiv soppinfeksjon
gir helt uspesifikke symptomer. Diagnostisk verktoy for rask og spesifikk diagnose mangler.
Selv om vi de siste 20 drene har fatt flere behandlingsalternativer, vet vi enda ikke om dette
faktisk har redusert dedeligheten ved disse infeksjonene. Studier viser dog at det er av
betydningen a starte riktig behandling tidlig, og vi ender derfor ofte opp med empirisk
behandling som kan medfere bivirkninger og vanskeliggjore annen behandling, da flere
soppmidler interagerer til dels betydelige med andre medikamenter (7). Denne behandlingen
er ogsa svert kostbar.

Fra en klinikers stdsted er det enskelig raskt & fa avklart om det dreier seg om en
soppinfeksjon. Tester som har heoy negativ prediktiv verdi vil ogsa vere til hjelp for & unngé
potensiell overbehandling. Diagnostikk som raskt paviser soppinfeksjonen, vil kunne hjelpe
oss & starte malrettet behandling tidlig.

Referanser:

1. Rueping M J, Vehreschild JJ, Cornely OA. Invasive candidiasis and candidemia: from current opinions to
future perspectives. Expert Opin Investig Drugs 2009;18:735-748. .

2. Wispinghoff H, Bischoff T, Tallent SM, et al. Nosocomial bloodstream infections in US hospitals: analysis of
24,179 cases from a prospective nationwide surveillance study. Clin Infect Dis 2004;39:309-17.

3. Wisplinghoff H, Seifert H, Tallent SM, et al. Nosocomial bloodstream infections in pediatric patients in
United States hospitals: epidemiology, clinical features and susceptibility. Pediatr Infect Dis J 2003;22:686-691
4. Raymond J, Aujard Y. Nosocomial infections in pediatric patients: a European multicenter prospective study.
European Study Group. Infect Control Hosp Epidemiol 2000;21:260-263.

5. Martin GS, Mannino DM, Eaton S, et al. The epidemiology of sepsis in the United States from 1979 through
2000. N Engl J Med 2003;37:634-43.

6. Pfaller MA, Diekema DJ. Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent public health problem. Clin
Microbiol Rev 2007;20:133-163.

7. Morrell M, Fraser VJ, Kollef MH. Delaying the empiric treatment of Candida bloodstream infection until
positive blood culture results are obtained: a potential risk factor for hospital mortality. Antimicrob Agents
Chemother 2005;49:3640-45.
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8. Sandven P, Bevanger L, Digranes A, Haukland HH, Mannsaker T, Gaustad P, and the Norwegian Yeast Study
Group. Candidemia in Norway (1991 to 2003): Results from a nationwide study. J Clin Microbiol 2006;44:
1977-1981.

9. Nordey I, Gaustad P, Sandven P, and the Norwegian Yeast Study Group. Candidemia in Norway, a 5 year
follow-up of a nationwide study. Mycoses 2009;52: (Suppl. 1) 66-67.

2.2 Sopp i blodkultur

Liv Hesstvedt, Mikrobiologisk avdeling OUS Rikshospitalet

Blodkulturer og sopp — Hovedsakelig Candida sp., og 70 % av det igjen er C.albicans.
C.glabrata forekomst i Norge er stabilt lav pd 13-15 %. Insidensen av fungemi de siste 10 ar

er fortsatt lav, pa ca. 3-4 / 100 000 innbyggere. Pé verdensbasis derimot, ser man en betydelig
okning av antall candidemier og ekende forekomst av non-albicans fungemier. Mortaliteten er
uendret hoy, pa tross av nye antifungale midler de siste 10 ar.

Forekomst av kryptokokker og dimorfe sopp i blodkulturer er sveart sjelden.

1. BLK systemer

Automatiserte blodkultursystemer med kontinuerlig overvakning er né innfoert ved alle
mikrobiologiske laboratorier i Norge. Ved 13 laboratorier bruker man na Bactec (Beckton
Dickinson Microbiology Systems), mens ved 11 laboratorier bruker man BacT/Alert
(BioMerieux) etter undersekelse fra 2013. De to systemene synes omtrent like gode for
pavisning av bakterier, mens det de senere ar er det pavist forskjeller ved pavisning av
Candida sp.og ved dobbeltinfeksjoner med sopp og bakterier. Forskjellene kommer tydeligere
frem ved bruk av det tradisjonelt benyttede blodkultursettet med aerob + anaerob flaske.

ISOLATOR blodkultur system er fortsatt tilgjengelig, i tillegg til de to overnevnte systemer,
ved noen laboratorier i Norge. Systemet er kjent for & vare pélitelig og bra for pavisning av
sopp, og klart best ved pdvisning av Histoplasma .

(Strategimete nr.16, Blodkultur, 2002, Sandven, Vetter 2001)

Et dilemma er lav deteksjonsevne ved begge automatiserte systemer. Undersegkelser av
terminalt utsaed av negative blodkulturflasker viser oppvekst av candida sp., og har avdekket
flere falskt negative blodkulturer.

(Horvath 2003, 2004, UK standards of Microbiology Investigations 2013)

Evaluering av de 2 overnevnte automatiserte systemer er gjort og publisert de senere ar.

1. Generelt ved candidemier (aer + ana flaske ) BacT/Alert > Bactec
(Horvath 2004, Arendrup 2011, 2012, Klingspor 2012)

2. Generelt ved candidemier (aer + ana + mycosis flaske) BacT/Alert = Bactec

(Horvath 2004)
2. Blodkulturmedier og inkubasjonstid av blodkulturflasker
Standard Medium Bactec system:
Bactec Plus Aerobic/F, Bactec Plus Anaerobic/F, Bactec Peds Plus:
Bactec Myco/F Lytic: Inneholder saponin (lyserer) gjerekstrakt og karbohydrater
Bactec Mycosis IC/F: Innh. saponin (lyserer), gjerekstrakt karbohydrater, kloramfenikol og
tobramycin
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Standard Medium BacT/Alert system:
BacT/Alert FA, BacT/Alert FN og BacT/Alert Pediatric

Inkubasjonstid -Generelle retningslinjer:

Inkubasjonstid varierer fra laboratorium til laboratorium. De fleste inkuberer minimum i 5
dager, mange forlenger til 7 dager, 14 dager eller mer, ved klinisk mistanke om langsomt
voksende mikrobe eller invasiv soppinfeksjon. Gjersopp kan vanligvis pavises innen 72 timer
(unntatt C.glabrata), mens det kan ga 3-6 uker for oppvekst av dimorf sopp.

Medium Bruksomride Inkubasjonstid Bemerkning

Bactec Plus Aerobic/F -bakterier og sopp 5-7 dager !

Bactec Plus Anaerobic/F -bakterier og sopp 5-7 dager !

Bactec Mycosis IC/F -selektivt for gjeersopp 5-7 dager !
- ikke dimorfe sopp”

Bactec Myco/F Lytic - ikke-selektivt for sopp og 7,30 og 42 dager for !
mycobakt. mycobact.

Bactec Peds Plus -barn; bakterier / sopp 5-7 dager !

BacT/Alert FA (aerob) 5-7 dager !

BacT/Alert FN (anaerob) 5-7 dager !

BacT/Alert Pediatric -barn; bakterier / sopp 5-7 dager !

" forlenge inkubasjon ved behov
%iflg. BD (Beckton Dickinson) produktinformasjon

Evaluering av de 5 ulike blodkulturmediene er gjort og publisert de senere ar.

1. FOR antifungal behandling gitt: Bactec Mycosis IC/F = BacT/Alert FA
(Ericson 2012)

2. ETTER antifungal behandlingstartet:

Bactec Mycosis IC/F < BacT/Alert FA < Bactec Fx Plus Aerobic/F
(Ericson 2012, Jekarl 2012)

3. Fungemier med C.glabrata:  Bactec Mycosis IC/F > BacT/Alert FA
(Horvath 2004, Ericson 2012)
(Strategimete nr.16, Blodkultur, 2002/ Endring 2004, Sandven)

4. Dobbelt infeksjoner med sopp og bakterier: Bactec Mycosis IC/F = BacT/Alert FA
(Chiarini 2008, Meyer 2004)

5. Infeksjoner med Fusarium sp Malazzesia sp., kryptokokker and C.guillermondi:

Bactec Mycosis IC/F > Bactec Plus Aerobic/F
(Meyer 2004)
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Pdstand:

- De som har Bactec system ber legge til Bactec Mycosis IC/F flaske, alt. Myco/F Lytic
=» DA er Bactec = BacT/Alert mtp sopp- pavisning

- Vurdere eke inkubasjonstiden til 7 dager mtp C.glabrata

- Vurder terminal utszed ved klinisk mistanke om sopp infeksjon UTEN positiv blodkultur.

3. Blod mengde og valg av medier
Medier: Et blodkultursett er definert som blodkultur tatt ved ett innstikk:
(Tradisjonelt 1 aerob + 1 anaerob flaske)
Anbefalinger :
=» 3 flasker (acrob/ anaerob/ soppflaske) ved anleggelse av blodkultur
(ESCMID Guideline 2012, Denning 2003)

=> 2 flasker (aerob + anaerob) ved anleggelse av blodkultur
+ Tillegg av Mycosis IC/F flaske der det klinisk er mistanke om soppinfeksjon og
evt. ved enkelte avdelinger / pasientgrupper: Hematologisk-, Intensiv- og
Infeksjonsmedisinsk avdeling.
(Strategimete nr.16, Blodkultur, 2002/ Endring 2004, Sandven)

Mengde pr flaske Total volum Medium
Voksne 10-15 ml 40-60 ml Aerob + anaerob+ sopp flaske
Alt. 2 aerobe + 1 anaerob

Nyfodt( under 2 kg) 1-2 ml 2-4 ml Ped flaske + soppflaske
Alt. 2 Ped flasker (?)

Barn 2-12 kg 3ml 6 ml Ped flaske + soppflaske
Alt. 2 Ped flasker (?)

Barn 12-36 kg 10 ml 20 ml Ped flaske + soppflaske
Alt. 2 Ped flasker (?)

( ESCMID Guideline 2012)

’Tid til deteksjon (TTD) ved Bactec 9240 var i storre grad avhengig av inoculum sterrelse,
Candida sp. og medium enn BacT/Alert”

(George 2005)
\Pdstand : ” jo mer blod jo bedre”, da dette gker sannsynligheten for pavisning av agens|

S. Positiv blodkultur- rutine for videre arbeid

- Direkte mikroskopi med Acridin og/eller Gram farging,

- Tusjpreparat ved mistanke om kryptokokker

- Calcofluor white (CFW)- ved mistanke om gjarsopp-infeksjon

- Kimreor test - (?)

- PNA FISH — 4 trinns metode for rask identifikasjon direkte fra blodkulturbuljong.
- MALDI TOF: Raskt og billig - Direkte fra blodkultur ( ikke akkreditert enda )

- Utsaed
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Medium Inkubasjons- Inkubasjons- Bemerkning
temperatur tid

Blod agar 37°C 3 dager !

Sjokolade agar 37°C 3 dager !

Lactose agar 37°C 3 dager !

Sabouraud agar 37°C 3 dager !

Chrome agar 37°C (2-)3 dager !
30° C v/kryptokokk-mistanke

Sabouraud agar m/ cycloheximide 30-35°C 5-7 dager .

og olivenolje’

CHROMagar Malazzesia®

' Forlenges ved mistanke om dimorf sopp/ annet

* Arendrup 2009

? Mistanke om Malazzesia sp.infeksjon hos nyfedt/ premature

6. Positiv blodkultur — ndvaerende brukte metoder for rask identifikasjon
ALLE positive blodkulturisolater med sopp skal identifiseres til species nivé.
- Chrome agar- Candida sp. differensiering
- MALDI TOF: Massespektrometri er tatt i bruk ved flere laboratorier i Norge.(8?)
- PNA FISH - 4 trinns metode identifikasjon direkte fra blodkulturbuljong.
- API (Candida, 20C, 32C)
- VITEK
- MicroScan (Siemens Healthcare)-(microtiterplate, automatisert avlesning)
- PCR og sekvensering

Pastand :

”Alle laboratorier mdi kunne identifisere de vanligst forekommende Candida species
(C.albicans 70 %, C. glabrata 15 %, og C. parapsilosis 5 %) i positive blodkulturer”

Det er avgjerende da de ulike gjeersopp species har et relativt forutsigbart
resistensmeonster, og dermed kan pasientene tidlig fa adekvat behandling.

7. Positiv blodkultur — fremtidige nyttige metoder for rask identifikasjon
Molekylere metoder

8. Positiv blodkultur — resistensbestemmelse
ALLE positive blodkulturer med sopp skal resistensbestemmes.

- De vanligst benyttede metoder for resistensbestemmelse i Norge i dag er
E-test (BioMeriuex) og VITEK.

9. Soppdiagnostikk — innsendelse til Referanse Laboratoriet
- Referanse Laboratoriet har en nasjonal stammebank av soppisolater
- innsamling av isolater har pagétt siden 1991
- viktig i forhold til overvikning av nasjonal epidemiologi og resistensforhold.

Alle positive blodkulturer med gjzersopp og dimorfe sopp SKAL sendes inn.

- ogsé fra annet sterilt materiale enn blod, satt pa blodkultur flasker
- for repetert identifikasjon og resistensbestemmelse av isolatet
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2.3 Provetaking og forsendelse til mykologiske analyser

Nicola Isabelle Kols og Kjersti Wik Larssen, Avdeling for medisinsk mikrobiologi,

St. Olavs Hospital HF

Ved en mistenkt infeksjon fordrsaket av sopp, er adekvat isolering og identifisering av den
aktuelle sopparten viktig. For et laboratorium som tilbyr mykologiske analyser er riktig
provetaking og forsendelse forste trinn 1 pavisning av en soppart, og et laboratorium ber ha en
veiledende funksjon i & formidle hvordan representativt prevemateriale skal tas og hvilke
pravebeholdere som gir optimale forhold for ulike sopparter.

Noen lokalisasjoner krever spesielle provetakingsmater, og det er viktig & sikre seg stort nok
volum av det aktuelle materialet samt oppbevaring i riktig temperatur under forsendelse.

I blant ankommer prevematerialer laboratoriet pd en mate som ikke kan aksepteres. Dette kan
skyldes administrative grunner (pasientens personnummer stemmer ikke med rekvisisjon eller
prove, ikke angitt hva prevematerialet er) eller mangelfull provetaking (uegnede
transportmedier, for lite provemateriale). Rekvirenten ber da kontaktes for & be om nytt
provemateriale til riktig prosessering av preven.

Nedenfor beskrives et utvalg av de vanligste provematerialene og hvordan prevetaking og
forsendelse ber forega.

Blod og benmarg

Diagnostikk av soppinfeksjon med hematogen spredning er en viktig funksjon for
laboratoriene. Candida spp. har tendens a vokse 1 standard blodkulturmedier, mens
filamentese sopp ofte krever spesielle buljongmedier eller isolatorrer. Fer provetaking ma
huden desinfiseres med 70 % etanol eller klorheksidinsprit.'

Proven taes ideelt for oppstart av antimykotisk terapi, men ellers har tidspunkt ved
provetaking ikke stor pavirkning pa diagnostikken. Provevolum er derimot av kritisk
betydning. For inokulasjon av et sett blodkulturer ber man sikre minst 20.0 ml blod fra
voksne. Hos barn ber man forsgke a f4 mest mulig blod, men volumet mi ofte tilpasses
barnets alder og vekt.’ Bade for voksne og barn er det anbefalt 4 ta 2-4 sett blodkulturer. En
kan vurdere a sende 2 aerobe flasker i stedet for en aerob og en anaerob flaske da gjaersopp er
strikt aerobe, eventuelt en aerob flaske pluss en mykosis flaske eller ett isolatorror.”
Blodkulturer ber sendes innen 2 timer til laboratoriet ved romtemperatur for tidlig
inkubasjon.'

Nér det er mistenkt infeksjon av muggsopp eller dimorfe sopp anbefales inokulasjon av 10.0
ml blod i hvert isolatorrer. Etter provetaking ber rerene transporteres direkte til laboratoriet
under romtemperatur og helst behandles innen 8 timer etter inokulasjon’, men opptil 16 timer
kan aksepteres'. Ulemper med isolatorrer er en hoy kontaminasjonsrate og like lang tid til
pavisning av gjersopp som automatiserte blodkulturer. Derfor er det ikke anbefalt & bruke
isolatorrer som standardmetode ved mistenkt hematogen soppinfeksjon.'

Ved mistanke pa disseminert candidiasis, kryptokokkose, Penicillium marneffei eller
histoplasmose er benmarg et anbefalt provemateriale. I tillegg ber analysering av disseminert
soppinfeksjon suppleres med prover fra andre aktuelle organsystemer som luftveiene og
huden, samt at blodkulturer ber taes.” > Med unntak av histoplasmose, er disseminert
soppinfeksjon hos immunkompetente personer en sjelden tilstand. Benmarg ber tas aseptisk i
heparinrer eller pediatrisk isolatorrer. Levret benmarg er ikke akseptabelt, heller ikke
benmarg inokulert i blodkulturer grunnet CO,-dannelse fra leukocyttene. Optimalt
provevolum er 0.5 ml fra barn og 3.0 ml fra voksne. Etter provetaking ber benmarg helst
ankommes laboratoriet innen 15 minutter i romtemperatur og aldri nedkjelt.
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Luftveisprover

De vanligste materialene fra luftveier er munn-, nese- eller nasopharynxsekret,
sputum/ekspektorat og bronkialskyllevaeske. Pravepinne over mucosa-overflate med mistenkt
soppinfeksjon kan benyttes. Forsgk a4 unnga tungen. Prgvepinnen forsendes helst innen 2
timer ved romtemperatur. De fleste sopparter kan dyrkes fra standard bakteriologiske
transportmedier.” Ved mistenkt bihuleinfeksjon anbefales aspirat eller vev fra kirurgisk
inngrep. Dyrkning av neseprover kan ikke benyttes til diagnostikk av sinusinfeksjon.*
Lesjoner/sar i nese eller munnhule krever biopsitaking eller avskrap fra sarkanten.’
Morgensputum/ekspektorat etter tannbersting er anbefalt for & senke bakteriell
kontaminasjon. Ekspektorat eller morgensputum kan samles opp i vanlig proverer.
Bronkialskyllevaeske ber oppsamles under kirurgiske/skopiske forhold i vanlig proverer. Et
storre mengde bronkialskyllevaske oker sensitiviteten pa soppdyrkning. Prover fra nedre
luftveier kan oppbevares i romtemperatur i opptil 2 timer etter provetaking. Utover dette er
det anbefalt & oppbevare provene nedkjelt ved 4 °C for & hindre multiplisering av
kommensale bakterier."” * Pa grunn av dette er 24-timers prover fra nedre luftveier, spesielt
sputum/ekspektorat, uegnede provematerialer til soppdyrkning og ber derfor ikke aksepteres.

Sterile kroppsveesker (ikke blod)

Sterile kroppsvasker blir sjeldent dyrkningspositive for sopp, men bade ascites, spinalvaske,
pleura-, synovial- og thoracentesevaske kan sendes inn til soppdyrkning.' Huden ber
desinfiseres for provetaking. Anbefalt pravevolum for ascites er 5-10 mL. For analyse av
spinalveske ber det mottas minst 3-5 mL, og hvis spinalvaske blir samlet i flere ror, bor reret
med klarest innhold sendes til mikrobiologisk analyse. Et representativt volum av andre typer
sterile kroppsvaesker ber oppsamles i flere sterile proveglass.” * Ikke alle referanser angir et
optimalt prevevolum. Et provevolum pd minst 2 mL ber sikres for optimal soppanalysering,
men et storre volum eker sensitiviteten pa dyrkningen.

Med unntak av spinalvaske, anbefales det a transportere de fleste sterile vaesker 1 heparinrer
eller isolatorrer for 4 unnga blodlevring. En annen maéte a utfore soppdyrkning pa er a
inokulere blodkulturflasker direkte ved provetaking.' Spinalvaeske derimot ber oppsamles i
sterile ror med skrutopp. For alle sterile kroppsvaesker er det viktig & ha rask forsendelse til
laboratoriet. Anbefalt transporttid er helst innen 15 minutter ved romtemperatur', men
ankomst opptil 2 timer etter provetaking kan aksepteres’.

Urin, vaginalsekret og prostatasekret

Det bor taes midtstremspreve, suprapubisk eller kateterisert morgenurin. 24-timersurin kan
ikke aksepteres til soppdyrkning. Vasking av huden for prevetaking er fortsatt anbefalt for &
minke et hoyt antall bakterier som er forenelig med forurensning.’ For beste
dyrkningsresultater mé det samles opp et provevolum pa 10-50 ml i steril beholder eller
vakuumrer med borsyre, og deretter sentrifugering for pavisning av dype mykoser." **
Urinpreven ma sendes i romtemperatur til laboratoriet innen 1-2 timer, hvis dette ikke er
mulig, ber urinpreven sendes nedkjoelt i temperatur ved 4 °C.

Vaginalsekret kan tas med provepinne eller avskrap ved mistanke pa residiverende
soppinfeksjon.' Sekretet sendes i romtemperatur til laboratoriet med en transporttid som
varierer per referanse fra 2 timer til 12 timer for provepinner i adekvat transportmedium.'->
Pasienter med blastomykose eller kryptokokkose kan ha infeksjon i prostata.” For optimal
provetaking ber pasienten temme urinblaera for det blir utfort prostatamassasje for & fa utskilt
prostatasekret. Prostatasekret bor inokuleres direkte pa soppmedium eller transporteres til
laboratoriet i steril beholder. Proven ber ankommes laboratoriet innen 15 minutter og
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oppbevares i romtemperatur.” * I tillegg kan forste urinen etter prostatamassasje benyttes til
soppdyrkning. Den urinen er vanligvis utmerket for pavisning av endemiske mykoser.'

Dermatologiske prover

De vanligste provematerialene ved mistenkt overflate- eller kutan mykose er hudavskrap, har
og neglavskrap. Minst 10 har med rotter ber samles, og en steril tannberste kan 1 tillegg
benyttes pa infisert hodebunn i sirkulaer bevegelse. Woods lampe kan brukes for a velge
fluorescerende har." * Hudavskrap skal tas fra lesjonskanten og aldri fra sentrum, infiserte
negler skal skrapes eller klippes av. Det er anbefalt & desinfisere hud for hudavskrap med

70 % alkohol for prevetaking™ *, men noen referanser mener at desinfeksjon i infisert omrade
uansett provemateriale er best for 4 unngé bakteriell kontaminering'*. For overnevnte
provematerialer er direkte inokulasjon pd soppmedium ved 4 trykke materiale med steril
provepinne og/eller tannberste sakte ned i agaren en god praksis. Andre muligheter er & sende
materialet i ren papirkonvolutt eller mellom 2 preparatglass. De fleste referanser anbefaler
transporttid under 72 timer, men en enkel referanse angir en transporttid under 4 timer’. Det er
viktig at provemateriale ikke skal forsendes under hoy luftfuktighetsgrad i steril beholder for &
hindre overvekst av bakterier.* Transport pi romtemperatur anses som optimalt.
Dermatofytter er sensitive for kulde og nedkjolt provemateriale anbefales ikke.'

Forskjellige provematerialer

Overnevnte provematerialer er blant de mest viktige og mest innsendte. I denne paragrafen
skal det fokuseres pa gyeprover og vevsprover. For andre provematerialer henvises til tabeller
som finnes i referanselitteraturen.

Qyesekret, korneaavskrap eller vaeske fra corpus vitreum er vanlige provematerialer ved
mistanke om okuler soppinfeksjon. Ofte er det kun lite provemateriale tilgjengelig.
QOyesekret kan tas med prevepinne og ber transporteres pa adekvat transportmedium 1
romtemperatur innen 15 minutter til 2 timer."> Alternativt kan eyesekretet inokuleres direkte
pa soppmedium etter provetaking.” Et preparat lages ved provetaking for farging med
Calcofluor White.” Soppinfeksjoner i kornea er assosiert med kontaktlinsebruk, traume eller
okulare operasjoner. Korneaavskrap ber taes av gyelege og sés ut umiddelbart pa ikke-
inhibitorisk soppmedium (fe. Sabouraud dekstrose agar) med varmesterilisert platina spatel i
to til tre C- eller X-formede figurer i sentrum av agaren, med avmerking pa skaler hva som er
forste deponeringen. Et avskrap pa preparatglass kan 1 tillegg sendes. Deretter bor det
inokulerte mediet og preparatglass sendes raskt til laboratoriet til soppmikroskopi og
inkubering. Vaske fra corpus vitreum ber aspireres sterilt. Provemateriale ber sendes
umiddelbart til laboratoriet i romtemperatur. Ofte er dette provemateriale fortynnet med
skyllevaske og sentrifugering er nedvendig for utsaing av bunnfallet.'

Vevsprover ber sendes i steril beholder med litt sterilt salt vann uten tilsetning for & unnga
utterkning.>* Anbefalt forsendelsestid varierer mellom 15 minutter og opptil 2 timer per
referanse."® Det er viktig 4 ta flere prover. To til fire vev med storrelse med en ert per
soppmedium er anbefalt.'

Diskusjon & Konklusjon

Litteraturen viste stor konsensus 1 hvordan prevetaking ber forega, samt optimal forsendelse
av de forskjellige provematerialene.

Direkte inokulasjon pa soppmedier ved provetaking av dermatologiske og eyeprover er en
praksis de fleste referansene anbefaler. I praksis er dette ikke alltid gjennomferbart.
Klinikerne har ikke nedvendigvis god praksis i optimal utsding og kontaminasjonsrate kan bli
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hay. I tillegg kan det oppsta et logistisk problem med & ha lager med ferske soppmedier pa en
klinisk avdeling. Pa disse grunner ber direkte inokulasjon ved prevetaking avtales mellom
laboratoriet og avdelingen for 4 ha en avtale alle parter er forneyd med.

Transporttiden nevnt i litteraturen viste en stor variasjon fra 15 minutter opp til flere timer,
men alle referanser var enige i at prover ber sendes raskest mulig til et laboratorium for &
optimalisere dyrkningsresultat.

Referanser:

1. J Versalovic, Manual of Clinical Microbiology, 10™ Edition, ASM Press
LS Garcia, Clinical Microbiology Procedures Handbook, 3™ Edition, ASM Press

3. EJ Baron et al, A Guide to Utilization of the Microbiology Laboratory for Diagnosis of Infectious Diseases:
2013 Recommendations by the Infectious Diseases Society of America (IDSA) and the American Society
for Microbiology (ASM), CID 2013; 57 (4): e22-121

4. NL Wengenack et al, Principles and Procedures for Detection of Fungi in Clinical Specimens — Direct
Examination and Culture; Approved Guideline, CLSI document M54

5. EJ Anaissie et al, Clinical Mycology, 2" Edition, Churchill Livingstone Elsevier

2.4 Dyrkning inklusiv tabellarisk oversikt over prove-
materiale og dyrkningsbetingelser ved ulike kliniske
problemstillinger (unntatt dermatofytter)

Karianne Wiger Gammelsrud, Avd. for Mikrobiologi, OUS HF, Rikshospitalet

Oppvekst av sopp fra kliniske prever er avhengig av mange faktorer, serlig valg av medier,
inkubasjonstemperatur og inkubasjonstid. I tillegg vil forutgdende antimykotisk behandling
kunne influere resultatet (darligere/fravaerende vekst).

Medier: Sabouraud agar (SAB) benyttes til bade gjaersopp- og muggsoppdyrkning. For
gjersopp ber man legge til en kromskal nér det er viktig a pavise blandingskultur (f.eks.
immunsupprimerte og intensivpasienter). For muggsopp ber man vurdere & supplere med et
rikere medium, f.eks. brain heart infusion (BHI) agar eller malt ekstrakt agar for spesielt
«mugg-utsatte» pasienter (f.eks. transplanterte). Mugg vokser ofte raskere pa disse mediene.
Man kan ogsé vurdere a sette flytende materialer pa en aerob blodkulturflaske som inneholder
anrikningsstoffer i tillegg til resiner som fjerner antibiotika.

Temperatur: De fleste Candida-arter (unntatt C. famata) og andre gjaeresopparter vokser
godt i 37°C. Det finnes imidlertid noen gjersopplignende arter, f.eks. Exophiala spp, som
trives best ved lavere temperaturer (28°C). Muggsopp vokser ofte godt i 37°C. Dimorf sopp
ber inkuberes i bade 37°C + 28°C som ledd i identifiseringen. Generelt kan man si at alle
klinisk relevante sopp vokser godt i 28°C (unntatt Zygomycetes som trives best i 37 °C), men
bruker ofte mye lengre tid pa & vokse, noe som kan vare et problem i forhold til krav om rask
diagnostikk.

Inkubasjonstid: Det finnes ingen fasit for optimal inkubasjonstid. De fleste Candida-arter
vokser 1 lopet av 2 dogn, dog anbefales kromskélene & gé i 3 degn. De fleste kryptokokker
vokser frem pa noen dager, men det kan ogsa ta opptil 3-4 uker, sarlig ved forutgaende
antimykotisk behandling. Den svenske strategirapporten fra 2010 gir en overordnet
anbefaling om daglig avlesning i 1 uke for gjersopp, forlenget inkubering til 2 uker ved
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mistanke om muggsopp og opp til 4 uker ved mistanke om endemiske mykoser (kryptokokker
og dimorf sopp). I sin artikkel, presenterer Bosshard en dyrkningsalgoritme med anbefaling
om 5-7 dager for gjarsopp, 2 uker for muggsopp og inntil 4-6 uker for dimorf sopp og
kryptokokker.

I litteraturen finner man mange forslag til utsaedsskjema, men det finnes ingen internasjonal
konsensus for utsed og inkubering av prever med tanke pa sopp. Hovedutfordringene er bl.a.
at det finnes utallige typer provematerialer. I tillegg ma man vurdere pasientens klinikk eller
underliggende diagnose. Eksempler pa underliggende tilstander som kan gi gkt risiko for
soppinfeksjon er immunsuppresjon (sarlig transplanterte, HIV og langvarig neytropeni),
intensivpasienter, premature, cystisk fibrose og diabetes. Nedenfor folger et forslag til utsaeds-

tabell som kan benyttes i diskusjonen pd Strategimetet for mykologi 2013.

Momenter til diskusjon:

* Medier: Hva ber veere minimumskrav for valg av medier?
e Temperatur: Hvilke prover ber ga i 28°C?
* Inkubasjonstid: Hvor lenge er lenge nok — og hva lar seg gjennomfere pa et

rutinelaboratorium?
Prevemateriale Medie(r) Temperatur | Tid Kommentar
Abscess SAB + krom 37°C 3d. Vurdere blodkulturflaske
Aspirat/vaeske (sterile omrader) SAB 37°C 3-7d. Vurdere blodkulturflaske
Benmarg* SAB 37°C +28°C 7d. Vurdere blodkulturflaske
Biopsi/vev* SAB 37°C +28°C 7d. Vevet md ikke mortres
Utszed av positiv blodkultur SAB + krom 37°C 3d.
Hud SAB 28°C Se eget dermatofytt-innlegg
Kateterspiss SAB 37°C 2-3d. CVK: semikvantitativ utsaed
Luftveier (immunfriske) SAB + krom 37°C 2-3d.
Luftveier (immunsupprimerte) SAB + krom 37°C +28°C 7d.
Spinalveeske* SAB 37°C 3d.
Sér SAB 37°C 2-3d. Brannskade: 7 d.
Urin SAB 37°C 2-3d.
Vaginalpensel SAB + krom 37°C 2-3d.

Forkortelser: SAB (Sabouraud agar); CVK (sentralvengst kateter); d (dager)
*Ved mistanke om kryptokokker og/eller dimorf sopp, eller ved positiv mikroskopi uten oppvekst, ber
inkubering forlenges til 3-4 uker.

Referanser (anbefalt litteratur):

*  Arendrup MC, Bille J, Dannaoui E, et al. ECIL-3 classical diagnostic procedures for the diagnosis of
invasive fungal diseases in patients with leukaemia. Bone Marrow Transplant. 2012;47:1030-45.

¢ Arendrup MC, Chryssanthou E, Gaustad P, et al. Diagnostics of fungal infections in the Nordic
countries: we still need to improve! Scand J Infect Dis. 2007;39:337-43.

*  Bosshard PP. Incubation of fungal cultures: how long is long enough? Mycoses. 2011;54:¢539-45.

*  Cuenca-Estrella M, Verweij PE, Arendrup MC et al; ESCMID Fungal Infection Study Group.
ESCMID* guideline for the diagnosis and management of Candida diseases 2012: diagnostic
procedures. Clin Microbiol Infect. 2012; Suppl 7:9-18.

¢  Walsh TJ, Gamaletsou MN, McGinnis MR, et al. Early clinical and laboratory diagnosis of invasive
pulmonary, extrapulmonary, and disseminated mucormycosis (zygomycosis). Clin Infect Dis. 2012
Feb;54 Suppl 1:S55-60

* Vyzantiadis T-AA ef al. From the patient to the clinical mycology laboratory: how can we optimise
microscopy and culture methods for mould identification? J Clin Pathol. 2012;65:475-83.

*  Svensk strategirapport mykologi:
http://www.referensmetodik.smi.se/w/Referensmetdik:Svampinfektioner

* UK Standards for Microbiology Investigations:
http://www.hpa.org.uk/webc/HPAwebFile/HPAweb C/1317136458974
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2.5 Mikroskopi i diagnostikk av soppinfeksjoner

Kjersti Wik Larssen, Mikrobiologisk avdeling, St.Olavs Hospital HF
Hva er nytten av soppmikroskopi?:
Mikroskopi er en essensiell del av soppdiagnostikk, og har tre hovedfunksjoner:

1) Direkte pavisning av sopp i klinisk materiale.
2) Konfirmere at vekst av en sopp representerer infeksjon og ikke kontaminasjon
3) Identifikasjon av sopp basert pa morfologisk utseende

Mikroskopi utferes billig og raskt, og kan gi en tidlig presumptiv diagnose ved
soppinfeksjoner, - bdde overfladiske og systemiske, og vare av betydning for tidlig
igangsetting av korrekt behandling. Metoden forutsetter tilstrekkelig provemateriale. Dersom
sparsomt prioriteres dyrkning (eller PCR), da dette er mer sensitivt. Unntak her er hud, har og
neglemateriale, der mikroskopi (eller PCR) ber foretrekkes fremfor dyrkning. Utseendet til
soppen ved direkte mikroskopi kan vere karakteristisk ved enkelte infeksjoner, og bidra til &
optimalisere valg av initial behandling. Ulike fargeteknikker kan supplere hverandre.

Tilstedeverelse av soppelementer i preparatet er av verdi for & korrelere vekst 1 kultur mot
klinisk betydning, serlig ved vekst av en sopp som kan vare kontaminant, men som ogsd kan
gi infeksjon. Positiv dyrkning og negativ mikroskopi kan skyldes at: a) soppen koloniserer
pasienten uten & gi infeksjon, b) soppen er en kontaminant i laboratoriet, ¢) preoven til
mikroskopi og dyrkning er tatt fra to ulike omréder, d) preven er ikke mikroskopert grundig
nok eller trenger spesielle fargeteknikker (histopatologi).

Sensitiviteten ved soppdyrkning er variabel, og mange sopper er vanskelige & dyrke i
laboratoriet. For en del pasienter vil derfor diagnosen stilles kun ved hjelp av mikroskopi.
En negativ soppmikroskopi utelukker aldri en soppinfeksjon.

Hvilke provematerialer skal mikroskoperes?:

Soppmikroskopi ber alltid gjeres ved mistanke om invasiv mykose. Prioriteres som
hasteprove pd immunsupprimerte eller alvorlig syke pasienter. Aktuelle materialer kan vare
sputum, BAL, ekspektorat, abscessinnhold, vevsbiopsier/ aspirat, bihuleaspirat, sinus trakt
exudat, corneaavskrap, blodutstryk, beinmarg, CSF og urin.

Hudavskrap, har og neglemateriale er egnet for soppmikroskopi, og skal prioriteres dersom
lite materiale grunnet dérlig sensitivitet ved dyrkning.

For vaginalprever anbefales ikke rutinemessig mikroskopi av prever tatt med pensel.
Sensitiviteten er ca 50 % i forhold til dyrkning.

CSF, urin og andre tyntflytende kroppsvasker sentrifugeres ved 1500 rpi/min i 10 min.
Sedimentet brukes til dyrkning og mikroskopi.
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Fargemetoder direkte mikroskopi:

* IF (Immunfluorescens).

Metode Egenskap ved test Kommentarer
10 % KOH Laser opp celler/ debris/ vev og letter vanlig Krever erfaring. Falske positive/
lysmikroskopi falske negative resultat mulig.
Ser pigment i sopphyfene Mindre sensitiv enn KOH + optical
brightener.
10 % KOH + optical Farger chitin og cellulose i sopp-celleveggen, Krever IF-mikroskop. *

brightener (Calcofluor
White, Blankophor
mm)

inklusive Pneumocystis jirovecii cyster.
Fluorescerer skarpt gront eller bldhvitt under
UV lys.

Okt sensitivitet, rask screening.

Far ikke frem pigment.
Artefakter kan gi fluorescens.
Krever erfaring.

Fluorescin konjugerte

Pneumocystis jiroveci asci (cyster) fluorescerer

Krever [F-mikroskop. *

monoklonale eplegront. Cysteinnhold farger som regel ikke. | Mindre sensitiv enn PCR.
antistoffer Lettere for uerfarne enn Giemsa.
India Ink (tusj) Rask presumptiv diagnostikk av cryptococcus Falsk negative (for mye blekk)
spp 1 spinalvaske. Lymfocytter kan ligne
Kan brukes ogsa pa urin/ andre kroppsvasker cryptococcus spp.
Antigentest mest sensitive metode!
Gram Kan gi indikasjon pé sopp i en prove. Bade gjaersopp og muggsopp kan

Aerobe actinomycetes
Alltid som supplement til KOH+ optical
brightener ved hjernebiopsier.

farge sveert variabelt med Gram.
Farger ikke alltid hyfer eller
pseudohyfer. Mer spesifikk
soppfargemetode kreves.

Acridin oransje

Vil farge bade gjersopp ogeventuelt
muggsopp. Oransje/red fluorescens som
bakterier.

Viser ikke hyfestrukturer som septa
eller hyfevegg.

Mer spesifikk soppfargemetode
kreves.

Giemsa

Farger sopp og bakterier blélilla.
Farger ogsa Pneumocystis jirovecii (alle
stadier)

OBS! Leishmania spp med mer
kan ligne soppelementer.

Fargemetodene som velges avhenger av utstyr tilgjengelig. 10 % KOH + optical brightener
Blankophor er anbefalt metode for de fleste situasjoner og har heyere sensitivitet enn KOH
alene (9,10). Preparatene screenes med 100x forsterrelse, og deretter 400x for vurdering av
strukturer. Preparatet kan om nedvendig farges i etterkant med Gram, Grocott metenamin selv
(GMS) eller Periodic acid schiff (PAS).
Spinalvasker farges i tillegg med India Ink.
Ved mistanke om pneumocystis: supplement med fluorescin konjugerte monoklonale
antistoffer (evt Giemsa eller GMS).
Avhengig av mistenkt etiologi kan man supplere med 10 % KOH og vanlig lysmikroskopi for
a vurdere farge pé observerte hyfer.
Ved mistanke om endemiske mykoser, suppler med Giemsa og histopatologiske fargemetoder
(GMS, PAS) pa beinmarg, blodutstryk, CSF, BAL eller annet materiale.

Oppskrift pa fargemetoder finnes i diverse av lerebgkene under referanser.

Ved direkte mikroskopi, se etter:

Gjerceller:

e Sterrelse: smé (2-5 pm), moderate (6-15 pm) eller store (>15 pm)
* Knoppskyting (uni-, bi- eller multipolar? Smal eller bredbaset?)

* Pseudomycel +/-?

* Kapsel +/- (India ink)
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Sopphyfer:

Ekte hyfer eller pseudohyfer? (parallelle vegger, rette septa uten innsnevringer)
* Forgreining (90 grader eller 45 grader)
¢ Septa +/- (OBS ogsa mucormycotina kan ha enkelte septa).
* Bredde, veggtykkelse, regularitet
* Pigment +/- (KOH preparat ved mistanke om phaeohyphomycosis)

Fargemetoder histopatologi:

Fargemetode

Egenskap

Kommentar

Hematoxylin og Eosin (H&E)

Farger noen soppelementer lilla.
Tillater naturlige pigment i soppen.
Nedvendig for & se vertens
vevsreaksjon.

Lite kontrast til bakgrunn, noen
sopp synes darlig.

Farger ikke celleveggen, kun
cytoplasma og kjerne.

Grocott/Gomori Metenamin Sglv
(GMS)

Farger cellevegg

Sopp i vev inklusive pneumocystis
og nocardia/ actinomycetes blir
gra/sorte.

Farger soppen for kraftig til & se
strukturelle detaljer.

Mucorales kan i noen tilfeller
farges darlig. Tidkrevende.

Periodic Acid Schiff (PAS)

Farger sopp rosared. (Paviser
glykogen)

Enkelte PAS positive artefakter
kan likne pé gjeerceller.

Ved de fleste invasive mykoser anbefales samtidig prove til histopatologi. Alltid ved vev/
biopsier. Da vil det ogsa vaere mulig & vurdere vevsreaksjonen (akutt/ kronisk inflammasjon,
granulomates betennelse, angioinvasjon, infarkt/nekroser) rundt eventuelle soppelementer.
Patologene ma informeres om mulig soppdiagnose. En kombinasjon av ulike fargeteknikker
er ofte nedvendig, da rutinemetoden ikke alltid farger alle sopper. Andre mulige fargemetoder
som kan vaere nyttige i spesielle situasjoner er Mucicarmine (cryptokokk kapsel) farging,
Fontana Masson farging (paviser melanin i sopp) eller modifisert syrefastfarging
(aktinomykose). Soppelementene kan vare ujevnt fordelt i materialet. Flere undersokelser/

biopsier kan vere nedvendig.

Mikroskopisk vurdering av vekst/ artsidentifikasjon av sopp:

farger ytre cellevegg og glyserol
hindrer utterring.

Fargemetode Egenskap Kommentar
Lactophenol cotton blue Lactic acid bevarer soppstrukturen, | Lactic acid cotton blue kan
(LPCB) phenol dreper soppen, anilin bla vurderes som alternativ for sopp

uten smittepotensiale/
kontaminasjonspotensiale.

Legg opp preparat med inokulasjonsnaler (tease) eller tape pa objektglass med LPCB. Fa
oversikt med 10x linse. Se pé strukturer med 40x linse. For detaljer brukes 100x linse/
oljeimmersjon. Let etter hyfer og konidier/ sporer. Dersom dette mangler, vurder subkultur pa
medier som fremmer sporeproduksjon (for eksempel Potet dextrose agar, Cornmeal agar)
samt forlenget inkubasjon. Slide culture kan i noen situasjoner vare nedvendig for & fa god
oversikt over strukturer, men ma aldri benyttes ved mistanke om endemisk mykose eller
annen sopp tilherende smitterisikogruppe 3 pa grunn av smittefare.

Som regel vil en ved bruk av LPCB kunne vurdere naturlig pigment i hyfer og konidier. Bruk
atlas/ oppslagsverk i artsidentifikasjonen, for eksempel referanse 2 og 4.
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Rapportering av direkte mikroskopisvar:

Vurdering av mikroskopifunn mé sees i lys av prevematerialet og kliniske opplysninger.
Ethvert direkte mikroskopifunn av soppelementer i sterilt materiale som blod, CSF,
dialysevaske, dype biopsier, peritonealveaske, ascitesvaeske med mer skal straks rapporteres
til kliniker som sikkert tegn pa en soppinfeksjon. Fortrinnsvis telefonsvar til behandlende
lege.

Soppelementer pavist i hud og neglemateriale rapporteres ogsa samme dag til kliniker, og kan
tolkes som sikkert tegn pé soppinfeksjon, uavhengig av utfall av dyrkning.

Funn av hyfer forenlig med muggsopp 1 for eksempel BAL eller prover fra bihuler ma
vurderes i lys av sykehistorien. Histopatologi vil kunne avklare eventuell angioinvasjon. P&
generell basis vil faren for invasiv mykose (aspergillose, fusariose, mucormykose med mer)
veaere storre jo lenger og mer alvorlig en immunsvekkelse er. Serlig er noytropene,
transplanterte og de med heydose steroidbehandling utsatte. Ver ogsd OBS ved opplysninger
om diabetes, brannskade og nyresvikt, serlig i forhold til mucormykose. Diskusjon med
kliniker er nyttig, og svaret ber rapporteres telefonisk til behandlende lege straks.

Cryptococcose og endemiske mykoser sees sa@rlig ved HIV, men ogsa ved andre tilstander
med immunosuppresjon. Var oppmerksom pé mulighet for endemiske mykoser, ogsé hos
personer det er lenge siden har opphold seg i endemisk omrade dersom nytilkommet
immunsvekkelse. Dyrkning skal i sé fall forega i et P3 laboratorium. Det kliniske materialet i
seg selv representerer ikke noen smittefare. Se eget innlegg om endemiske mykoser.
Telefonisk beskjed til behandlende lege samme dag ved suspekte funn i direkte mikroskopi.

Positiv soppmikroskopi besvares skriftlig kun ndr man er sikker pa at funnet er reelt og ikke et
artefakt. Bruk ulike fargemetoder dersom tvil. Be eventuelt om mer materiale hvis behov for
nermere undersokelser.

Folgende kommentarer er forslag som kan benyttes ved skriftlige svar av soppmikroskopi
inntil svar pa dyrkning eller andre undersekelser (antigentest, PCR analyse) folger:
¢ Soppelementer ikke pavist
* Soppelementer pavist, eventuelt naermere spesifisert:
o Gjarceller pavist
= Gjerceller med pseudomycel pavist
= Gjarceller med kapsel pavist
o Sopphyfer pavist
= Sopphyfer med septa pavist (kun nar sikker)
= Pigmenterte sopphyfer pavist
= Brede bandliknende sopphyfer uten septa péavist (kun nar sikker)
o Soppelementer forenelig med Malassezia species pavist
o For har: Artrokonidier pdvist. Endothrix/ ectothrix harinvasjon.
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™

2.6 Serologiske tester og antigenpavisning ved sopp-
infeksjoner

Cecilie Torp Andersen, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

Innledning:

Gullstandardtester for pavisning av invasive soppinfeksjoner er lite sensitive og tar ofte lang
tid. Pasientpopulasjonen “at risk” eker og dedeligheten av disse infeksjonene er hoy pé tross
av nye soppmidler og ekende forbruk. Gjennom &r er det jobbet med tester som raskere og
bedre kan skille ut pasienter med aktuell soppinfeksjon ved hjelp av surrogatmarkerer for
pavisning av aktuelle agnes.

Pé& markedet er det noen fa aktuelle hurtigtester (lateral flow- for pavisning av
kryptokokkantigen og aspergillusantigen,) i tillegg til agglutinasjonstester for bla kryptokokk
og candidaantigen, i hoyendemiske land tilbys ogsa antigentesting av dimorfe sopparter. En
serologisk test benytter ” Limulus amebocyte lysat” til pavisning av B-1,3-D-glukan, en
celleveggskomponent i ulike sopparter, i tillegg finnes mer tradisjonelle serologiske tester for
pavisning av ulike antigen som galaktomannan- (aspergillus antigen) og mannan (candida
antigen) og tester for pavisning antistoff mot aspergillus, andre muggsopp og candida
(mannan). Det benyttes fremdeles immundiffusjon eller dobbeldiffusjon for pavisning av
presipiterende antistoff badde mot Aspergillus og dimorf sopp. Valg av analytt og anbefalt
metode for pavisning av de aktuelle agens avhenger av klinisk problemstilling og i stor grad
insidensen til sykdommen som skal pavises. Mange av testene som omhandles i dette avsnittet
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kan ikke sies & vere optimale, men brukt fornuftig kan de bidra til tidligere diagnose, sikrere
diagnostikk og forhdpentlig veere indikasjon pa fravaer av aktuell sykdom.' Internasjonalt er
det utarbeidet anbefalinger for nytten av flere av disse testene, mens det for nyere tester ikke
er nok studier til 4 konkludere og disse utelates i denne oversikten. >

Referanser:

1: Barnes A. Directed therapy for fungal infections: focus on aspergillosis. ] Antimicrob Chemother 2013;
68:2431-2434.

2: Cuenca-Estrella M et al. ESCMID guideline for the diagnosis and management of Candida diseases 2012.
Diagnostic procedures. Clinical Microbiology and Infection 2012; 18 (Suppl. 7), 9-18

3: Maertens J, Marchetti O, Herbrecht R, Cornely OA, Fliickiger U, Frére P, Gachot B, Heinz W1J, Lass-Florl C,
Ribaud P, Thiebaut A, Cordonnier C; Third European Conference on Infections in Leukemia. European
guidelines for antifungal management in leukemia and hematopoietic stem cell transplant recipients: summary of
the ECIL 3-2009 update. Bone Marrow Transplant. 2011 May; 46(5):709-18.

2.6.1 Antigentester:

Kryptokokkantigen:

Kapselpolysakkaridet glucuronoxylomannan produseres av ulike Cryptococcus sp og kan
pavises 1 ulike kroppsvasker ved sykdom. Pévisning av kryptokokkantigen i serum ved
disseminert sykdom og i spinalvaske ved kryptokokkmeningitt er en god marker for aktuell
infeksjon. ' Det er viktig 4 merke seg at kryptokokkinfeksjon ogsa forekommer hos
immunkompetente (pneumoni og meningitt) og at disse pasientene kan ha normalt celletall og
lite utslag pa spinalsukker og protein. Positiv kryptokokkantigen med lavt titer i spinalvaeske
(eventuelt BAL) kan vere eneste indikasjon pd sykdom, da dyrkning kan vare negativ.
Tradisjonelt har lateksagglutinasjon vert benyttet, med hey sensitivitet i spinalvaske 1 alle
pasientgrupper og i serum ved HIV/AIDS. Rikshospitalet utforer en screeningtest i serum og
spinalvaeske og om positiv test utfores titrering. Titer kan benyttes til & vurdere
behandlingseffekt. Testen tilbys av flere firmaer.(Meridian Diagnostics, International
Biological Labs, MicroScan, Eiken, Murex Biotech og IMMY.) Pravene mé forbehandles for
agglutinering kan utfores. Sensitivitet og spesifisitet angis mellom hhv 93—-100 % og 93-98
%. Kryptokokkantigen kan ogsa pavises med Enzyme immunoassays med sensitivitet og
spesifisitet mellom hhv 85-99 % og 97 %. Falskt positivt resultat (0-0,4 %) opptrer pga
reumatoid faktor og infeksjon med Trichosporon sp. Det er na utviklet en enkel og sveert
sensitiv hurtigtest (IMMY) som i heyendemiske omrader til og med kan utferes i urinen hos
pasienter med HIV/AIDS med spersmél om kryptokokkinfeksjon (antatt 20 fold lavere titer i
urin enn i spinalveske). Hurtigtesten er en dip-stic test som ber vere tilgjengelig for &
diagnostisere kryptokokkmeningitt hos risikopasienter ogsa i Norge. Testen krever ingen
forbehandling og skal vere minst like sensitiv og spesifikk som lateksagglutinasjon og ber pa
sykehus benyttes i serum, spinalvaeske og BAL. >~

Referanser:

1: Arendrup MC, Bille J, Dannaoui E, et al ECIL-3 classical diagnostic procedures for the diagnosis of invasive
fungal diseases in patients with leukaemia Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 1030—-1045

2: Denning DW, Kibbler CC, Barnes RA. British Society for Medical Mycology proposed standards of care for
patients with invasive fungal infections. Lancet Infect Dis 2003; 3:230-40.

3: Lindsley M, Mekha N, Baggett H, et al. Evaluation of a newly developed lateral flow immunoassay for the
diagnosis of cryptococcosis. Clin Infect Dis. 2011;53:321-5

4: Klausner JD, Vijayan T, Chiller T. Sensitivity and specificity of a new cryptococcal antigen lateral flow assay
in serum and cerebrospinal fluid. MLO Med Lab Obs. 2013;45:16-20.
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5: Gates-Hollingsworth MA, Kozel TR. Serotype sensitivity of a lateral flow immunoassay for cryptococcal
antigen. Clin Vaccine Immunol. 2013;20:634-5.

2.6.2 Antigenpéavisning ved infeksjoner med dimorf sopp

Utferes ikke i Norge

Pavisning av Aspergillus antigen (Aspergillus hurtigtest):

Dette er en immunkromatografisk hurtigtest. Testen benytter et monoklonalt antistoff JF5 som
bindes til ekstracellulaert glykoprotein (a-1-3-, al-6-linked mannoprotein) som bare
produseres av Aspergillus nar hyfene vokser. ' Den skal vare i stand til 4 skille mellom
tilstedevarelse av hyfer (invasiv infeksjon) og tilstedevarelse av sporer og kryss-reagerer
ikke med antigen fra andre klinisk relevante sopp som ulike arter av Candida, Trichosporon,
Fusarium, Scedosporium og Zygomycetes, men testen kryss-reagerer med Penicillum spp og
Paecilomyces variotti. Forelopig er det fa studier, men testen synes lovende. > Den kan
vurderes brukt bedside, evt i kombinasjon med andre tester. ***

Referanser:

1: Thornton CR. Development of an immunochromatographic lateral-flow device for rapid serodiagnosis of
invasive aspergillosis. Clin Vaccine Immunol 2008;15:1095-105.

2: Wiederhold NP, Najvar LK, Bocanegra R, Kirkpatrick WR, Patterson TF, Thornton CR. Interlaboratory and
interstudy reproducibility of a novel lateral-flow device and the influence of antifungal therapy on the detection
of invasive pulmonary aspergillosis. J. Clin. Microbiol- 2012;51:459-465.

3: Barnes A. Directed therapy for fungal infections: focus on aspergillosis. J Antimicrob Chemother
2013;68:2431-2434.

4: Lindsley MD The future of Fungal Serology. Curr Fungal Infect Rep (2013)7:161-170

2.6.3 Aspergillus antigen - galaktomannan:

Galaktomannan produseres i hyfene og inkorporeres i glykoproteiner i celleveggen til ulike
Aspergillus sp. Under gunstige vekstforhold is@r ved angioinvasiv sykdom kan
galaktomannan pavises i serum og galaktomannan kan brukes som surrogatmarker for invasiv
aspergillusinfeksjon hos risikopasienter. "> Mengden galaktomannan i serum korrelerer med
graden av invasiv sykdom og tillegges betydning som indikasjon pa invasiv soppinfeksjon iht
EORTC/MSG definisjoner av invasiv aspergillusinfeksjon®.

I studier oppgis sensitivitet opp til 90 % og spesifisitet pa 84 % ved serietesting av
risikopasienter ved hoy insidens av invasiv aspergillose, mens man mé godta langt darligere
verdier 1 andre pasientpopulasjoner.

Galaktomannan kan undersekes i serum”* og BAL. ®’ Cut off: OD-indeks 0,5. For bedret
spesifisitet anbefales 2 positive prover i serum. Testen er FDA godkjent og anbefales av
ECIL3 og ESCMID for enkelte pasientkategorier. Falsk negative resultat i serum forekommer
hos ikke-ngytropene, transplanterte, pasienter med CGD, Jobs syndrom og ved lokalisert
abscessdannelse. Galaktomannan i BAL kan indikere invasiv lungeaspergillose ved suspekt
klinikk og har hgyere sensitivitet enn i serum hos ikke neytropene pasienter. Testen kan ogsé
utfores i spinalvaske og andre kroppsvasker, men er ikke valdidert for dette. Testen pavirkes
negativt av profylakse eller pagaende behandling med muggaktive medikamenter. ° Falsk
positive verdier har vert rapportert pga forurensning 1 betalaktamantibiotika, saerlig knyttet til
tazobactam, men dette synes nd mindre problematisk og unngds om preven tas for antibiotika
injiseres. Cycofosfamid kan gi falsk positiv galaktomannan og det er rapportert om
kryssreaksjon med enkelte Bifidobacterium arter, noe som gjor testen uegnet hos spedbarn.
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Galaktomannan finnes i ulike matvarer (eks soya og morsmelkerstatning) noe som kan gi
falsk positiv preve ved bla. mukositt og GVHD.

Screening 2-3 ganger ukentlig anbefales i enkelte hayrisikogrupper ved langvarig aplasi og
eventuelt ved GVHD, men ber ikke utfores som villscreening”. Positivt resultat ma alltid
verifiseres med ny prove, og ma lede til utvidet diagnostikk med CT/MR og ved fokale funn
anbefales BAL, eventuelt biopsi for 4 verifisere agens om dette lar seg gjore.’ Uten slik
utredning innen rimelig tid anbefales fortsatt empirisk strategi for behandling, men satt i
system ber screening kunne bidra til en mer diagnosebasert behandling, tidligere og av
riktigere pasienter.

Galaktomannan kan ogsé benyttes som surrogatmarker for pavisning av mulig agens ved
utredning hos immunsupprimerte ved mistanke om infeksjon, men ma alltid sees i
sammenheng med klinikk, radiologiske funn og andre underseokelser som histologi, dyrkning
og mikroskopi og ved denne problemstilling anbefales bdde serum og BAL evt. spinalvaske.
Negativ undersokelse i serum i denne pasientgruppen utelukker ikke infeksjon, men i BAL
stotter positiv indeks muligheten for aktuell aspergillusinfeksjon og negativ prediktiv verdi i
BAL ved samtidige lungeinfiltrat er god. °® Produsenten angir cutoff OD-indeks >0,5 ogs4 i
BAL, men flere studier antyder at spesifisiteten eker om cutoff ekes til 1,5 og anser verdier
>3.0 som svert suspekt pa aktuell aspergillusinfeksjon’. Fall i galaktomannan under pagaende
behandling kan vere indikasjon pd behandlingseffekt, mens videre stigning eller vedvarende
hoy verdi kan tyde pa det motsatte.’

Galaktomannan er ogsa positiv i serum ved infeksjon med bla Penicillum marneffei,
Histoplasma capsulatum, i BAL kan galaktomannan kryssreagere med kontaminanter som
andre Penicillum species og Paecillomyces species.
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2.6.4 P -1,3-D-glukan (utfores ikke i Norge)

B-1,3-D-glukan er en polysakkaridkomponent i celleveggen til ulike soppspecies med et viktig
unntak for kryptokokker og Zygomycetes. Testen anses derfor mer “panfungal” enn
galaktomannan og er ogsé beskrevet positiv hos pasienter med pneumocystisinfeksjon.
Pavisning av B-1,3-D-glukan er tillagt vekt som indikasjon pa invasiv soppinfeksjon iht.
EORTC/MSG definisjoner p4 linje med galaktomannan' og anbefales av ESCMID som
surrogatmarker ved invasiv soppinfeksjon ved ulike problemstillinger’. p-1,3-D-glukan kan
pavises 1 serum og plasma. Screening av heyrisikopasienter anbefales minst 2 ganger ukentlig
i tillegg pavisning som ledd i utredningen av akutt invasiv mykose hos immunsupprimerte og
risikopasienter pa indikasjon. > Testen synes nyttig pa intensivenheter pa pasienter med hoy
risiko for invasiv soppinfeksjon, men sensitivitet og spesifisitet er varierende avhengig av
risikogruppe og har stor variasjon i ulike studer.” Ogsé pavisning av p-1,3-D-glukan er
beheftet med falsk positive resultat, bla i forbindelse med kontaminasjon med betaglucan fra
visse celluloseholdige membraner brukt ved hemodialyse og ved bruk av glukanholdig
forbindningsmateriell i forbindelse med kirurgiske prosedyrer. Dessuten er det pavist falsk
positive verdier hos pasienter som har fétt bla albumin, immunglobulinprodukter og enkelte
betalaktamantibiotika. Testen tilbys fortsatt ikke i Norge, men i pasientgrupper med hgy
risiko for soppinfeksjoner kan testen vurderes innfort sammen med galaktomannan. Man kan
da tenke at negativ prediktiv verdi av testene i parallell vil kunne demme opp for empirisk
bruk av antifungale midler™’, og dessuten vil vi forhdpentligvis fa et tilleggskriterium for
evaluering av positiv Prneumocystis jirovecii PCR hos pasienter med negativ mikroskopi.
Det finnes flere kommersielle tester: Wako, Glucatell, Fungitec-G og Fungitell, sistnevnte er
mest benyttet i Europa. Til forskjell fra galaktomannan pévirkes testen lite av antifungale
midler og B-1,3-D-glukan gjenfinnes i serum i lang tid p4 tross av adekvat behandling.
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2.6.5 Kombinert antigen og antistoffpivisning:

Candida mannan og anti- mannan antistoff (utferes ikke i Norge)

Mannan er polysakkarid i celleveggen til ulike Candida species og kan benyttes som en
surrogatmarker for candidainfeksjon.' Pévisning av kombinert antigen/antistoff i blod anses
som en relativt sensitiv marker for candidemi og kronisk dissiminert sykdom '* Men
sensitiviteten er avhengig av speciesdistribusjon og angis a veere opp mot 100 % for
C.albicans, noe dérligere ved C.glabrata (83 %) og C.tropicalis (80 %), men darlig ved
C.parapsillosis, C.krusei og C.kefyr (40-50%). Totalt oppgis en sensitivitet pd 80 % og en
spesifisitet pa 90 % ved gjentatt pravetaking, men ogsa her er det store variasjoner i ulike
studier avhengig av pasientpopulasjonene som testes. Negativ prediktiv verdi angis & vaere >
85 %. Testene synes ikke like egnet hos risikopasienter pa profylakse. Brukt fornuftig hevdes
det at infeksjon kan detekteres tidligere, opp til 16 dager for positiv kultur ved kronisk
dissiminert sykdom og at testene kan tjene som en indikasjon pé aktuell infeksjon der hvor
blodkultur og biopsi forblir negativ.'” Men mange er fortsatt avventende til nytten av disse og
andre surrogatmarkerer ved invasiv candidainfeksjon. * Kombinasjon av begge testene
anbefales hos voksne, hos spedbarn holder mannan antigen som marker for mulig candidemi.
Mannan og anti-mannan (Candida antigen og -antistoff) tilbys pd SSI, i Kebenhavn, men
benyttes heller ikke i Sverige (2011). Hvilke tester som ber velges for tidlig pavisning av
candidainfeksjon eller for & utelukke aktuell infeksjon vil vaere avhengig av pasientkategori,
speciesdistribusjon og eventuell bruk av profylakse®, og konkurrerer nok pé sikt med
innforing av en effektiv Candida PCR.
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2.6.6 Antistoffpavisning:

Aspergillus antistoff

Pavisning av Aspergillus antistoff kan vare uttrykk for aktuell infeksjon, tidligere infeksjon
eller sensibilisering. Pavisning av ulike antistoff mot sopparter utferes i stor grad av
immunologene (IgE og IgG) avhengig av klinisk problemstilling. ”Aspergillus antistoff” kan
vare en IgG antistoffpdvisning ved ELISA eller pavisning av aspergillus presipiterende
antistoff ved dobbeldiffusjon, hvor sistnevnte er ikke en ren IgG test. Ved pavisning av
antistoff utferes en titerbestemmelse, enten mot det aktuelle agens eller Aspergillus fumigatus
katalase antistoff som anses som et svart spesifikt antistoff ved infeksjon. '

De beste IgG testene skal ha 90-95 % sensitivitet ved kronisk pulmonal aspergillose og
aspergillomer, og er mye mer sensitive enn oppvekst i kultur, men for 4 stille diagnosen méa
typisk radiologi foreligge hos en relativt immunkompetent pasient. Titer varierer. Det
beskrives et langsomt fall i titer selv ved adekvat behandling.

Aspergillusantistoff kan ogsé péavises ogsa hos 30-50 % av pasientene med ABPA, ofte med
lave titer, noe som ogsa kan finnes ved andre tilstander med sensibilisering mot sopp
(hypersensitivitetspneumonitt, allergisk alveolitt, SAFS (Severe asthma with fungal
sensitization) med og uten samtidige IgE antistoff. Pavisning av aspergillus antistoff og
eventuelt titer er ikke alene diagnostisk for noen av disse tilstandene.

Aspergillusantistoff har vaert ansett som med lite aktuell undersekelse hos immunsupprimerte
pasienter. Dette stemmer hos neytropene, men undersekelsen har fatt noe utbredelse i andre
pasientgrupper, ogsé ved spersmal om invasiv sykdom, men uten entydige anbefalinger sa
langt.
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Antistoff mot dimorf sopp

Pavisning av presipiterende antistoff mot Histoplasma capsulatum Coccidioides immitis og
Blastomycose dermatidis hos pasienter med invasiv sykdom. Kan vere negative ved uttalt
immunsvikt og tidlig i forlepet. Serokonversjon kan kreve 2-6 uker. Se innlegg om dimorf
sopp. Testene utfores pa OUS Rikshospitalet ved behov. Vi har tilbudt disse siden vi overtok
referansefunksjonen for mykologi, men vi far ikke mange prever og har sjelden positive
prover, ikke uventet da dette ikke er hyppig foreckommende sykdommer i vér del av verden.

2.6.7 Péavisning av metabolitter:

D/L-arabinitol (utferes ikke i Norge)

D- arabinitol produseres av de fleste Candidaarter med unntak av C. glabrata og C. krusei og
kan pavises i1 serum og kroppsvasker hos pasienter med infeksjon. D/L-arabinitol produseres
ogsé 1 menneskekroppen, og utskilles via nyrene. Begge typer arabinol kan pévises gass-
kromatografisk og arabinolkvosienten i urinen har vist seg a korrelere med invasiv candida-
infeksjon hos neytropene pasienter og hos nyfedte, men sensitivitet og spesifisitet varierer i
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ulike studier og ulike pasientpopulasjoner. Metoden er relativt utbredt i Sverige, men utfores
ikke 1 Norge.

Referanser:
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2.7 Molekylaerbiologiske undersgokelser ved sopp-
infeksjoner

Fredrik Miiller, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

Bakgrunn

Molekylarbiologiske undersekelser har sé langt hatt en noe begrenset plass innen diagnostisk
mykologi.

Imidlertid er et stort antall soppsekvenser tilgjengelig. Dessuten har dyrkning ofte begrenset
sensitivitet. Tidlig pavisning av sopp er s&rlig viktig ved invasive soppinfeksjoner hos
immunsupprimerte pasienter. Alt dette taler for ekt bruk av molekylare metoder for pdvisning
av sopp.

Det er en del utfordringer knyttet til valg av provemateriale, optimalisering av forbehandling
og ekstraksjon, kontaminering fra sopparter i miljoet og liten grad av standardiserte
metodikker.

2.7.1 Prevemateriale, forbehandling og ekstraksjon

Valg av fullblod eller serum (eventuelt plasma) er fortsatt kontroversielt. Enkelte
sammenliknende studier har vist at serum ikke kommer darligere ut enn fullblod vurdert ved
Candida PCR (1) og Aspergillus PCR (2), men dette er ikke endelig klarlagt (3). Flere studier
anbefaler bruk av et stort prevevolum i sterrelsesorden 1-3 mL blod eller serum (1;2;4-7).
Ved bruk av blod synes EDTA a vare akseptabelt som antikoagulans, mens det er observert
hemning av PCR-reaksjonen (Aspergillus PCR) ved bruk av citrat eller heparin (8).

Bronkial skyllevaeske ber sentrifugeres og DNA ekstraheres fra pellet (9).

Sopp har en robust cellevegg som stiller krav til effektiv lysis med enzymatiske og/eller
mekaniske metoder. The ”European Aspergillus PCR Initiative” (EAPCRI) har satt opp
mekanisk forbehandling ("bead beating”) for lysis av cellevegg som et viktig trinn i
provebehandlingen (4;10). Ved bruk av enzymatisk behandling er det viktig & vaere
oppmerksom pa at bdde proteinase K og lytikase (spalter 1-3-f3-glukan og har
proteaseaktivitet) kan vaere kontaminert med sopp DNA (11).

Sammenlikning av metoder for ekstraksjon av DNA fra Candida albicans og
Aspergillus fumigatus har vist store forskjeller i utbytte, og det var ikke de samme metodene
som egnet seg best for hhv Candida albicans og Aspergillus fumigatus (11).

DNA i formalinfiksert og parafininnstept materiale vil ofte vare delvis degradert og
det kan vaere problemer med PCR-inhibitorer i materialet (12). Forbehandling og ekstraksjon
av slikt materiale for pavisning av sopp-DNA krever spesielle protokoller (13). Flere studier
har anvendt DNA-sekvensering for pavisning av sopp (13) samt spesifikke PCR-metoder til
pavisning av bl a Aspergillus (14), Zygomycetes (14) og Histoplasma (15) fra parafininnstept
materiale med godt resultat. For ekstraksjon av muggsopp som f eks Aspergillus sp. kreves
bruk av lytikase for vellykket DNA-ekstraksjon (13;16).
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2.7.2 Amplifiseringsmetoder for pavisning av ett — noen fi agens

Stort sett anvendes PCR-metodikk i form av sanntids PCR for pavisning av spesifikt sopp-
DNA. Ofte velges multikopigener for gkt sensitivitet, som f eks 18S, 28S, ITS1 og ITS2
rDNA gener og enkelte mitokondrielle gener (17). Selv om det eksisterer enkelte kommersielt
tilgjengelige PCR-"kits”, anvendes i stor grad ’in house” analyser. | QCMD-utsendinger for
2012 brukte hhv 20 % og 13 % kommersielle “’kits” for pavisning av Pneumocystis jirovecii
og Aspergillus sp. (http://www.qcmd.org/). Det er betydelig behov for standardisering og
dokumentasjon av de forskjellige PCR-metodene. Det finnes en rekke generelle krav til PCR-
metodikk som er nyttig i validering og utvikling av nye metoder (18;19).

For gvrig har fluorescens in situ hybridisering (FISH) vert anvendt for pavisning av Candida
sp. fra positive blodkulturer med godt resultat (20-22). Mye taler for at denne anvendelsen
etter hvert vil bli erstattet av MALDI-ToF direkte fra blodkultur.

Candida species

Pavisning av Candida DNA er hovedsakelig knyttet til pavisning i blod, som oppsummert i en
meta-analyse av Avni og medarbeidere (23). De konkluderer med at PCR har heyere
sensitivitet enn dyrkning og at bruk av PCR er velegnet for tidlig pavisning av Candida sp. i
blod hos risikopasienter.

Aspergillus species

Molekylerdiagnostisk Aspergillus-diagnostikk har sarlig vert rettet mot pavisning av
Aspergillus DNA i blod og nedre luftveisprover. I en meta-analyse fra 2009 har Mengoli og
medarbeidere gjennomgatt litteraturen nér det gjelder pavisning i blod og konkludert med at
negativt funn i én prove var nok til & avkrefte mistanke om invasiv aspergillose, mens det var
behov for positive funn i to prever for & bekrefte funn av invasiv sykdom (24). De etterlyste
ellers en standardisering av PCR-diagnostikken. Det arbeides med slik standardisering
gjennom EAPCRI (4;10).

Naér det gjelder Aspergillus DNA pévisning i bronkial skyllevaske, ble det utfort en meta-
analyse 1 2007 der det ble konkludert med at metoden var nyttig hos risikopasienter, men at
det var utfordringer knyttet til kontaminering med Aspergillus sp. fra miljoet og til valg av
primere og metodikk for gvrig (25).

Dermatofytter

PCR-metodikk har heyere sensitivitet og er betydelig raskere enn dyrkning av dermatofytter,
og det foreligger en rekke studier der dermatofytt DNA er pavist ved hjelp av spesifikke
prober, eller ved bruk av SYBR Green (26-31).

Pneumocystis jirovecii

Som beskrevet i annet innlegg pa Strategimetet, anvender de fleste multi-kopigener som mt
rLSU (mitochondrial ribosome large sub-unit) og MSG (major surface glycoprotein) som
maélgen for PCR. Da P. jirovecii kan kolonisere luftveiene, er tolkning av positivt PCR-
resultat vanskelig. Semikvantitativ/kvantitativ PCR-metodikk sammenholdt med
immunmorfologisk diagnostikk muliggjer en vurdering av om funn representerer infeksjon
eller kolonisering (32).

Andre sopparter

Det henvises til omfattende litteratur om DNA-basert pavisning av mer uvanlige sopparter.
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2.7.3 Metoder for bredere pavisning av forskjellige sopparter

For genotypisk pavisning av sopp 1 prevemateriale, er sekvensering av [TS-omradet anbefalt
som primermetode (33) og dette er ogsa vedtatt av "The International Sub-commission on
Fungal Barcoding” (http://www.allfungi.com/its-barcode.php). Samme metode kan ogsa
anvendes ved identifisering av sopp etter dyrkning. Opplesningsevnen er noe varierende og
for enkelte sopp kan opplesningsevnen okes ved sekundar bruk av andre malgener som 28S
D1/D2 (gjeersopp, dimorfe sopp, Zygomycetes, dermatofytter), EF-1o (Fusarium) eller -
tubulin (Aspergillus, Pseudallescheria boydii, Phaeoacremonium, Penicillium marneffer)
(34). Kvaliteten pa ITS-sekvensene i forskjellige databaser er varierende og kompliseres
ytterligere av en uoversiktlig nomenklatur med ulike navn pa ukjennede og kjennede former
innen Ascomycota og Basidiomycota (35). Amsterdam-deklarasjonen for soppnomenklatur
gikk 12011 inn for en endring der alle sopparter skulle fa eff navn ("One fungus = One
name”) (35), noe som vil forenkle nomenklaturen.

I GenBank (36) finnes i storrelsesorden 170.000 sopp ITS-sekvenser, men kvaliteten er
varierende. Flere har ensket andre databaser med strengere krav til validering av de sekvenser
som importeres i databasen. ISHAM (”International Society for Human and Animal
Mycology; http://www.isham.org/) har engasjert seg i dette arbeidet og bygger opp en
database med strengt validerte ITS soppsekvenser (http://www.mycologylab.org).

Andre metoder for bredere pavisning av forskjellige sopparter omfatter Luminex-teknologi
(37-39) og mikromatrise-metoder (40;41). Bruk av PCR sammen med massespektrometri
("Electrospray lonisation Time of Flight”; ESI-ToF) har vart kommersielt tilgjengelig (Plex-
ID, Abbott) og har veert anvendt i noen publikasjoner (42-44). Multiplex PCR har ogsé vert
anvendt til pdvisning av DNA fra sopp (og bakterier) i blod, bl a ved bruk av det
kommersielle SeptiFast-systemet fra Roche (45;46).

I de kommende ar vil dypsekvensering (”Next-generation sequencing”) fa ekende utbredelse i
identifikasjon, genotypisk resistensbestemmelse og typing av mikroorganismer, inklusive
sopp (47). Imidlertid er metodene enné sépass omfattende at det vil ta tid for de finner sin
plass i diagnostisk mykologi.

2.7.4 Genotypisk resistensbestemmelse

Sekvensering for kartlegging av punktmutasjoner som bidrar til resistens mot soppmidler kan
veaere aktuelt bl a ved funn av fenotypisk azolresistens hos Aspergillus sp. (48;49) og ved
undersekelse av sulfaresistens hos Prneumocystis jirovecii (32).

2.7.5 Eksterne kvalitetskontroller

For enkelte agens er eksterne kvalitetskontroller kommersielt tilgjengelige. Quality Control
for Molecular Diagnostics” (QCMD; http://www.qcmd.org) sender ut arlige kontroller for
Aspergillus sp. DNA og P. jirovecii DNA. P. jirovecii DNA er ogsé tilgjengelig fra Instand
(http://www.instandev.de/en/). Fra ”United Kingdom National External Quality Assessment
Service (UKNEQAS) for Microbiology” (http:// www.uknegasmicro.org.uk) er
kvalitetskontroll for soppdyrkning tilgjengelig og denne kan brukes til genotypisk
soppidentifikasjon etter dyrkning ved f eks ITS-sekvensering.
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2.7.6 Konklusjon

Molekylerdiagnostikk er et nyttig tillegg til annen diagnostikk for pavisning av sopp, serlig
ved invasive mykoser. Metodene vil sannsynligvis fa ekende betydning de kommende &r. Et
tilstrekkelig provevolum, samt korrekt forbehandling og nukleinsyre-ekstraksjon er helt
nedvendige forutsetninger for et godt resultat. Det forventes bedre retningslinjer og
standardisering pa dette omradet.

Ogsé valg av malgen(er) og retningslinjer for utferelse av amplifiseringsreaksjonen (PCR
eller tilsvarende) forventes bedre standardisert fremover.

Pavisning av bl a Candida DNA og Aspergillus DNA ved invasive mykoser har bedre
sensitivitet enn andre metoder. Pévisning av Pneumocystis jirovecii DNA er en viktig del av
Pneumocystis-diagnostikken (sammen med immunmorfologisk metodikk).

Sekvensering av ITS1/2 med eventuelt tillegg av andre mélgener er velegnet for identifikasjon
av sopparter der en ikke kommer til malet med fenotypiske metoder.

Lokalt pasientgrunnlag og ettersporsel etter molekylerdiagnostikk innen mykologi ma vare
avgjerende for hvilke laboratorier som tar opp metodene, eller velger & sende prover til annet
laboratorium der disse metodene er i bruk.
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2.8 ldentifisering av sopp ved hjelp av MALDI TOF masse-
spektrografi

André Ingebretsen, Oslo universitetssykehus RH, Avd. for mikrobiologi og Avd. for smittevern
Fenotypisk identifisering av mikroorganismer har lenge veert avhengig av en kombinasjon av
gramfarging, oksygenkrav, karbohydratmetabolisme og tilstedeverelse av diverse enzymer.
De siste drene har imidlertid identifisering ved hjelp av MALDI TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight) massespektrometri vert pa fremmarsj og erstattet mange
av disse testene(1). Det er mye grunnet metodens effektive arbeidsflyt, hurtige analysetid(2)
og lave kostnad at flere og flere laboratorier investerer i en MALDI TOF MS plattform(3, 4).
Metoden kan generelt sammenlignes med DNA-sekvensering nar det gjelder identifisering og
det hevdes at MALDI TOF MS er pé vei til 4 bli en universalmetode for & kunne identifisere
bade prokaryoter og eukaryoter(5). Det som er avgjerende for hvilke arter en kan identifisere
og for hvor god opplesning metoden har pa subart-niva er i hovedsak to variabler;
proteinekstraksjon og antall referansespektre i identifikasjonsdatabasen. Kommersielle
databaser fra Bruker Daltonics (MALDI Biotyper) og fra Biomerieux (Vitek MS/SARAMIS)
er inkludert nr man kjoper en MALDI TOF MS plattform til identifisering av
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mikroorganismer. Disse har som standard en rekke referansespektre av klinisk viktige
sopparter. I tillegg har Bruker Daltonics en egen database med filamentese sopparter som man
kan kjope. Databasene er bygd opp ved at man bruker en standard etanol-maursyre
ekstraksjon kombinert med HCCA-matriks. Det er ogsé dette leveranderene av databasene
anbefaler at man bruker til identifikasjon. Det har imidlertid vist seg at man kan {4 gode
spektre med “direkte metode” og “utvidet direkte metode”, men at dette er artsavhengig (6, 7).

Gjersopp

Selv om det er rapportert om hey positiv ID- prosent og korrekt ID-prosent for identifisering
av gjersopp sa gjelder dette stort sett for Candida sp (7, 8). For non-Candida gjersopp
(Geotrichum, Trichosporon) identifiseres kun mellom 41 % og 61 % av isolatene. Dette
reflekterer innholdet i referansedatabasene. Genus som er darlig dekket i referansedatabasene
inkluderer Aurobasidium, Geotrichum og Pichia. Lesningen pa dette er a selv legge til
referansespektre i referansedatabasen. Ved & gjore dette har MALDI TOF MS vist seg &
kunne identifisere artene Cryptococcus neoformans og Cryptococcus gatti godt. Og teknikken
kan ogsa brukes til 4 skille variantene C.neoformans var.grubii og C.neoformans
var.neoformans fra hverandre(9). Skal man konstruere et eget bibliotek er det ikke bare viktig
a inkludere mange forskjellige arter, men ogsd mange forskjellige stammer av samme art.
Forskjeller mellom stammer av samme art kan ha mye & si i MALDI TOF MS identifisering
(10). Inkludering av mange forskjellige stammer av samme art muliggjer ogséa subtyping av
arten. Det er gjort forsek pa subtyping av gjersopp i utbruddssammenheng (11), men dette vil
bli mer utbredt idet databasene vokser og man far flere apne databaser.

Korrekt identifisering av gjersopp direkte i fra positive blodkulturer kan hjelpe til med valg
av antifungal terapi 24 - 48 timer tidligere enn identifisering fra subkultur. Det finnes flere
metoder for & analysere gjersopp direkte fra positive blodkulturer inkludert et kommersielt
kit(12, 13). Metodene fungerer godt sé lenge de positive blodkulturene ikke er
polymikrobielle eller at antall mikrober er over grenseverdien (5,9 x 10° CFU/ml) for
identifisering ved hjelp av MALDI TOF MS.

Identifisering av muggsopp og dermatofytter

Som for gjersopp er identifisering av muggsopp og dermatofytter avhengig av
proteinekstraksjon og databaseinnhold(14-16). Bruker Daltonics har utviklet en egen database
for filamentese sopper. Denne inneholder 366 stammer fra 129 arter. Direkte metode” der
man tar biomateriale fra front mycel har vist seg brukbar til identifikasjon av Aspergillus sp
og dermatofytter.

Resistenstesting
Det er gjort forsek pa resistenstesting pa bade Candida sp og Aspergillus sp, men dette
trenger mer dokumentasjon og videreutvikling (17-19).
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2.9 Resistensbhestemmelse av sopp
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Maiken C Arendrup hadde en omfattende presentasjon pa strategimetet med gjennomgang av
bakgrunnsdokumentasjon for fastsettelse av brytningspunkt for sopp, harmonisering av CLSI
og EUCAST brytningspunkt, informasjon om likheter og ulikheter ved de to
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Hun var nylig fersteforfatter av en oversiktsartikkel med oppdatering av brytningspunkt for
antifungale midler hvor mange av hennes tema fra metet forklares i detalj og med mange
nyttige referanser vedrerende resistens og resistensbestemmelse.(1)

Her gjengis en oppsummering av tema fra strategimetet:

Det er anbefalt at gjeersoppisolat fra normalt sterile omrdder og blod skal
resistensbestemmes, i tillegg anbefales resistensbestemmelse ved invasive infeksjoner og
slimhinneinfeksjoner ved behandlingssvikt og av gjersoppisolat som vurderes som klinisk
relevante hos pasienter eksponert for antifungale midler. (2,3)

De ulike candiaartene har et forutsigbart resistensmenster og ervervet resistens er fortsatt
sveert sjelden 1 Norge. Rask og korrekt artsbestemmelse vil for de fleste candidainfeksjoner
vare essensielt for valg av antifungal behandling, men resistensbestemmelsens betydning for
héndtering av pasientene og valg av best mulig behandling m4 antas & oke.

Ervervet azolresistens kan medieres via mutasjoner i target enzym, oppregulering av
targetenzym eller effluxpumper og pavises oftest i forbindelse med langvarig azobehandling.
Ervervet echinocandinresistens rapporteres ogsa i ekende grad internasjonalt, vanligvis etter
2-3 ukers behandling, mediert via mutasjoner 1 hot-spot genene FKS1 og FKS2.

Minst like bekymringsfullt er en dreining fra infeksjoner med felsomme til infeksjoner med
naturlig resistente candidaarter, en trend vi sd langt har vaert forskanet for i Norge. (4-6)
Okende bruk av profylakse og ekende bruk av nye bredspektrede antifungale midler kan
endre dette.

Resistensbestemmelse av invasive muggsoppisolat ber ogsa utfores, og spesiell drvakenhet
anbefales ved gjennombruddsinfeksjoner, eller ved funn av uvanlige arter. (2,7,8) Aspergillus
fumigatus er hyppigste agens ved invasive muggsoppinfeksjoner, og har tidligere vert ansett &
ha en forutsigbar resistensprofil, men det rapporteres om gkende azolresistens i mange
europeiske land hvor bla stort forbruk av azoler i landbruket er satt i sammenheng med
forekomst av resistens 1 kliniske isolat hos pasienter som aldri tidligere har fétt
azolbehandling. (9-11) Det rapporteres ogséd om ekende forekomst av ’kryptiske” arter innen
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Aspergillus fumigatus komplekset med en hoyere andel arter med naturlig forekommende
azolresistens og okende forekomst av andre muggsopp med mer resistens eller mindre
forutsigbart resistensmenster. (12)
Béde CLSI og EUCAST har utviklet referansemetoder for resistensbestemmelse av sopp. (13-
15) Referansemetodene baserer seg pa buljongfortynning, men de er ikke identiske. Det har
foregatt et omfattende harmoniseringsarbeid, og resultatet av resistensbestemmelsen, den
endelige folsomhetskategoriseringen, er med noen unntak uavhengig av hvilken av de 2
referansemetodene som benyttes. For gjersopp er CLSIs brytningspunkt for anidulafungin og
micafungin noe lavere enn de tilsvarende hos EUCAST, men den metoden genererer noe
lavere MIC verdier. CLSI har dessuten brytningspunkt for caspofungin, i motsetning til
EUCAST og anser ikke som EUCASTSs retningslinjer at villtypepopulasjonen til
C.parapsillosis og C.guillerimondi er echinocandin intermedizr folsom.(1).
I lopet av fa &r har EUCAST etablert brytningspunkt for de fleste candidaarter og Aspergillus
Sfumigatus og aktuelle soppmidler (16). Det kommer jevnlige oppdateringer med artsspesifikke
brytningspunkt etter hvert som tilstrekkelige data foreligger for a beregne disse, og EUCAST
har en stor database med MIC distribusjoner for ulike arter og antifungale midler.
(www.eucast.org). EUCAST referansemetode baseres pa buljongfortynning i mikrotiterplate,
enten med visuell eller automatisert avlesning, men metoden er arbeidsintensiv og lite
hensiktsmessig til bruk i rutinelaboratoriene. (17,18)
Kommersielle tester er utviklet for bruk i rutinelaboratoriene og mange av disse er gode til 4
detektere resistens mot de ulike antifungale midler.(19-24) De er enklere a handtere, men det
er ogsa vist at ulike laboratorier tildels far ulike resultat med samme test, og for man kan
benytte EUCAST (eller CLSI) brytningspunkt med en kommersiell test ma laboratoriet
forsikre seg om at MIC bestemmelsen de utforer speiler den som genereres ved
referansemetoden. Dette kan gjores ved & sammenligne modal MIC og MIC range med MIC
distribusjonen for hver art gjengitt i rasjonale-dokumentene pA EUCASTs hjemmeside, og ma
gjores for alle drug-bug kombinasjoner for brytningspunkt kan adopteres og metoden tas i
bruk ved eget laboratorium.
De ulike kommersielle testene pa markedet er validert opp mot de ulike referansemetodene,
men dokumentasjon varier noe, isa@r for leveranderer av de nyeste testene pd markedet.
Den mest benyttede testen i Norge er agardiffusjon. Agardiffusjon med E-test® (bioMérieux)
er velprovd og benyttes pa referanselaboratoriet pa Rikshospitalet, men avlesning av
brytningspunkt, kan vaere problematisk med bakgrunn i signifikant trailingvekst i
hemningssonen is&r for azolene, noe som kan mistolkes som resistens. Heteroresistens med
store kolonier i ellipsen kan ogsa overses eller mistolkes som trailing av en utrenet avleser, og
stammen kan feilaktig rapporteres som felsom. Hvilket medium som benyttes har ogsa stor
betydning for dette fenomenet. End-point avlesning varierer med ulike agens, og tid for
avlesning varierer mellom 24-48 timer avhengig av agens, opp til 78 timer ved kryptokokker.
Korrekt avlesning krever derfor bade trening og harmonisering med kontroller med
referansestammer og kvalitetskontroll av anvendte medier og for resistensbestemmelse.(25)
MIC test strip fra Liofilchem® benytter samme testprinsipp.
Diskdiffusjon med lapper er en annen enkel og billigere testmetode som er spesielt egnet for
vannlgslige soppmidler som 5FC, flukonazol og vorikonazol. For gjersopp er metoden ogsa
egnet for resistensbestemmelse av echinocandiner. Det finnes ikke europeiske brytningspunkt,
men CLSIs M 44 A for IN VITRO resistensbestemmelse av CANDIDA spp og CLSIs M51-
A for muggsopp med etablerte brytningspunkt kan benyttes.(26-29) Stort sett genereres
folsomhetskategorisering i samsvar med buljongfortynning og andre kommersielle tester.( 30-
34).
Andre kommersielle testsystem baseres pa buljongfortynning med inkorporert fargeomslag i
mediet for visuell eller spektrometrisk avlesning, som Sensititre YeastOne® (TREK
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Diagnostic Systems), Fungitest® (BioRad), Micronaut®, (MERLIN Diagnostika) Vitek®,
(BioMeérieux) eller SensiQuattro Candida EU® (Liofilchem). Semi-automatiset avlesning
reduserer problemet med subjektiv vurdering av endepunkt, men testene er beheftet med
andre utfordringer. Utvalget av antifungale midler og MIC “range” er gitt pa forhdnd og vil
for noen drug-bug kombinasjoner ikke vaere i harmoni med aktuelle EUCAST
brytningspunkt, avhengig av hvilket testsystem som benyttes.

Da det ofte er f4 stammer med ervervet resistens i evalueringer av de ulike kommersielle
testene, og forelapig ogsa lite pavist resistens i kliniske isolat er det knyttet noe usikkerhet til
hvordan kommersielle tester klarer a skille ut resistente stammer.(31,34-37) Det er derfor
viktig & ha fokus pé gjennombruddsinfeksjoner og persisterende invasive infeksjoner og
terskelen for retesting ved terapisvikt skal vare lav. Feilaktig pavisning av resistens er ogsa
problematisk og uventet resistens ber verifiseres.(36) De kommersielle testene kan indikere
resistensutvikling, men for 4 fastsla sikker resistens anbefales det at isolatet retestes pa et
referanselaboratorium,(38) og pa sikt ber pavisning av ulike resistensgener innga i
overvakningen av resistens hos sopp.(39,40)

Det anbefales at storre laboratorier har mulighet for resistensbestemmelse av gjersopp med en
validert kommersiell test i pdvente av verifisering fra referanselaboratoriet, men laboratoriet
ber ha et visst volum og personellet som utforer testingen ber vaere skolert for dette,
kvalitetssikre resultatene og delta i SLP (NEQAS) for & sikre kompetanse pa omradet. Igjen
vil rask og korrekt identifisering av agens vare til god hjelp.

EUCAST har etablert metode for resistensbestemmelse av filamentese sopp (14) og etablert
brytningspunkt for blant annet for A.fumigatus og amfotericin og azoler. (41) Det er ogsa flere
kommersielle tester tilgjenglig pa markedet og resistensbestemmele av viktige kliniske isolat
blir stadig viktigere for handtering av pasienter.(8,17,42) Da erfaringen med
resistensbestemmelse av muggsopp ved norske laboratorier er liten, anbefaler vi at dette
sentraliseres til referanselaboratoriet, som ogsa star for korrekt artsidentifikasjon og som
derved vil fa mulighet til epidemiologisk overvakning og overvakning av resistens hos
muggsopp i Norge.

Pga okende azolresistens (43) har man i Danmark valgt & benytte en screeningmetode med en
kommersielt tilgjenglig 4-brenners plate med 3 ulike azoler i RPMI medium til bruk i
primarlaboratoriene for innsending til endelig resistensbestemmelse. P4 denne maten kan
man raskt utelukke resistens og sikre adekvat soppbehandling av pasienten. (44)

Man har i Danmark pavist azolresistens 1 8% av A. fumigatus isolater fra jordbruket (45)
Azolresistens rapporteres i gkende grad internasjonalt og flere land har innfert overvikning av
slik resistens.(46) Azolresistente Aspergillus er ogséa funnet i miljoprover i Norge, (47) men sa
langt har vi ikke sett dette i de fa kliniske isolatene vi resistensbestemmer, men arvakenhet
anbefales.

Resistensbestemmelsen av mer sjeldne sopparter ma fortsatt vurderes med forsiktighet da
brytningspunkt ikke foreligger og folsomhetskategorisering derfor blir umulig. Man kan ikke
uten videre anta at avlest MIC-verdi kan si noe om forventet behandlingseffekt, og
behandlingsanbefalinger ma i stor utstrekning basere seg pa kjennskap til naturlig
forekommende resistens. (48)

Med ekende bruk av soppmidler sees en internasjonal ekning bade av resistente sopparter og
okning 1 ervervet resistens. Resistensbestemmelse av sopp forventes derfor a fa gkende
betydning for adekvat pasientbehandling i tiden som kommer.(49)Rask resistensbestemmelse
av soppisolat ved hjelp av genteknologi, MaldiTOF eller flowcytometri vil sannsynligvis ogsa
fa okt utbredelse da rask pavisning av resistens vil fa stor betydning for valg av optimal
behandling av kritisk syke pasienter om omfanget av resistente stammer oker. (50-52)
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2.10 Serumkonsentrasjonsmalinger av antimykotika

Stein Bergan, Medisinsk biokjemi, seksjon for farmakoterapi, OUS-Rikshospitalet
Farmakologisk monitorering (Therapeutic Drug Monitoring; TDM) av soppmidler er
begrunnet i variabel farmakokinetikk, relativt smalt terapeutisk omrade og muligheten for
individualisert dosering som bade kan eke effekt og redusere forekomsten av bivirkninger.

Analyse av azolene vorikonazol, itrakonazol (inkl hydroksy-itrakonazol) og posakonazol er
etablert som rutinetilbud ved Avdeling for farmakologi, Rikshospitalet, Oslo universitets-
sykehus. Det anbefales at man tar sdkalt medikamentfastende prove ("C0"), og analysen
gjores i serum.

Anbefalte terapeutiske konsentrasjonsomrader er omtrentlige og har forelopig ikke
tilstrekkelig stette i prospektive studier. Underbehandling har vert ansett som et problem, og
det er anbefalt at man for vorikonazol og itrakonazol oppnar CO-verdier over 1 mg/L, i visse
situasjoner over 2 mg/L. Tilsvarende forslag for posakonazol ligger omkring 0,7 til 1,25
mg/L. Nar det gjelder toksisitet, har man ikke kunnet pavise sterk assosiasjon mellom
konsentrasjon og bivirkninger, men i et par studier er det vist henholdsvis ekt nevrotoksisitet
(vorikonazol over 5,5 mg/L) og utslag i leverprever ved hagyere vorikonazol-konsentrasjoner.

Farmakokinetisk variabilitet er betydelig, bade innen og mellom individer. Forskjellene i
dosebehov for & nd terapeutiske serumkonsentrasjoner mellom individer kan bl.a. skyldes
sekvensvarianter i gener som koder for metaboliserende enzymer. Azolene metaboliseres
primart av cytokrom P450 (CYP)2C19-enzymet. Her forekommer genvarianten
CYP2C19*17 som gir okt enzymaktivitet og dermed redusert konsentrasjon, og andre
sekvensvarianter som gir manglende (*2, *3, og *4) eller redusert (*10) enzymaktivitet og
dermed okt konsentrasjon. I en kaukasisk befolkning vil omtrent 60 % baere minst en gen-
variant som kan pavirke CYP2C19-enzymaktiviteten. Flere studier har vist sammenheng
mellom CYP2C19-genotype og azol-konsentrasjon og -toksisitet. Andre legemiddel-
metaboliserende enzymer er ogsa involvert 1 ulik grad ved metaboliseringen av ulike
soppmidler. For denne legemiddelgruppen kan det vere aktuelt & utfore CYP-genotyping,
enten pa forhdnd for mer tilpasset startdose eller under behandling for eventuelt a forklare
haye eller lave konsentrasjoner. Dette er forelopig ikke i rutinemessig bruk for azolene.
Siden azolene bade er substrater for CYP-enzymer og stér for betydelig hemming av
enzymaktiviteten, er de bade utsatt for og arsak til legemiddelinteraksjoner. Spesielt har det
veert vist flerfoldig reduksjon av dosebehov for immunsuppressiva som takrolimus og
everolimus under behandling med vorikonazol.

For andre soppmidler som micafungin, caspofungin og flucytosin har analyse vert etterspurt,
men er sa langt ikke etablert ved noe laboratorium her i landet.

Kontaktpersoner for analyse av soppmidler: Nils Tore Vethe og Stein Bergan.

2.10.1 Oppsummering og anbefaling etter motet med henvisning til nylig
publiserte Britiske retningslinjer for monitorering av soppmidler:

Det var ingen kontroverser pé strategikonferansen, men det presiseres at det er viktig at
fagmiljeet har kjennskap til betydningen av serumkonsentrasjonsmélinger ved behandling
med nyere azoler.
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Valg av medikament og dosering ved optimal behandling av soppinfeksjoner mé ta hoyde for
blant annet infeksiost agens, medikamentinteraksjoner og komorbiditet som lever og nyresvikt
(1). Biotilgjenglighet vil veere avhengig av bla administrasjonsform, opptak, eliminasjon og
infeksjonssted (2). Noen av soppmidlene doseres etter vekt og alder med korreksjon for
nyrefunksjon, eller dialyse og eventuelt leverfunksjon. Amfotericin B (alle formuleringer),
flukonazol, terbinafin, caspofungin, micafungin og anidulafungin krever ikke terapeutiske
konsentrasjonsmélinger for optimal dosering. Biotilgjenglighet for triazoler er mer variabel
med stor variasjon i farmakokinetikken, variabel absorpsjon, metabolisering og utskillelse.
Dette kan fore til insuffisient behandling eller toksisitet. Alle triazolene er substrat for en eller
flere av enzymene i cytokrom P-450 systemet. Aktiviteten i disse enzymene er delvis genetisk
betinget. Kjennskap til genetisk disposisjon og interaksjoner kan lette dosering, og det finnes
oversikter over utallige genvarianter og legemiddelinteraksjoner med forutsigbar effekt pd
forventet serumkonsentrasjon (3). Det er ogsa etablert praksis & bruke konsentrasjons-
maélinger for a tilpasse doseringen av azolene med unntak av flukonazol og for flucytosin
individuelt (4-7). Britiske retningslinjer for monitorering av soppmidler er nylig publisert(9).
For Aspergillus sp forutsetter dessuten folsomhetskategoriseringen at man har oppnddd tera-
peutiske serumkonsentrasjoner (10,11). Serumkonsentrasjonsmaling av Flucytosin anbefales
da midlet har et smalt terapeutisk omréde (9,12). I litteraturen opererer man med noe ulike
terapeutiske omrader avhengig av malemetode som benyttes.

P& OUS-Rikshospitalet er det etablert tilbud om serumkonsentrasjonsmalinger av azoler ved
hjelp av massespektrometri (LC-MSxMS)

Vorikonazol:

Terapeutisk omrade: Vorikonazol 1-5 mg/L (tentativt)

Det er stor variasjon i oppnadd serumkonsentrasjon blant annet avhengig av alder, genetisk
predisposisjon (bla polymorfisme i Cyp2C19A genet) og interaksjoner med andre
medikamenter. Uten konsentrasjonsmalinger mé en anta at en betydelig andel av pasientene
er underdosert, men man kan ogsé se overdosering med okt risiko for bivirkninger som syns-
forstyrrelser, leverpavirkning og nevropsykiatriske symptomer, noe som eker med serum-
konsentrasjoner over 5-6 mg/L. Overgang fra intravenes til peroral behandling er kritisk,
likesd interaksjoner med medikamenter som pavirker cytokrom P-450 og forandring i klinisk
tilstand. Serumkonsentrasjonsmaling anbefales ila forste 5 dager, deretter regelmessig og
terapeutisk konsentrasjon >1 mg/L eller MIC ratio ber 2-5 tilstrebes. For infeksjoner med
dérlig prognose ber konsentrasjoner > 2 mg/L tilstrebes.

Posakonazol

Anbefalt terapeutisk omréade: 0,7 mg/L (tentativt ved profylakse) >1mg/L (terapeutisk)
Studier viser stor variasjon 1 oppnadd plasmakonsentrasjon, sannsynlig med bakgrunn i ulik
absorpsjon fra tarm. Det er ikke rapportert om doseavhengige bivirkninger.
Serumkonsentrasjonsméling anbefales etter 7 dagers behandling, ved usikker absorpsjon, eks
diare, ved spersmal om interaksjoner eller usikker compliance, og i forbindelse med
doseendringer. Noen oppgir anbefalt serumkonsentrasjon 0,38 mg/L 48 timer etter oppstart
ved profylakse.

Itrakonazol

Anbefalt terapeutisk omrade: 0,5 (profylakse) >0,5- ca 4 mg/L (terapeutisk)

Sveert variabel farmakokinetikk og mange interaksjoner. Konsentrasjonsmalinger er anbefalt,
men terapeutisk omrade er avhengig av malemetode pga bioaktive metabolitter. Angis & vere
0,5-4.0 mg/L ved HPLC og massespekrometri. Gjennombruddsinfeksjoner er rapportert ved
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lave serumkonsentrasjoner og okt fare for bivirkninger ved heye konsentrasjoner. Det
anbefales kontroll av serumkonsentrasjon ila ferste behandlingsuke og deretter jevnlig.

Prevetaking og forsendelse ved serumkonsentrasjonsmaling av azoler: se hjemmesiden
WWW.anx.no

Prevemateriale: Serum (glass uten tilsetning, send inn serum),

Volum: minst 0,5 ml serum (sentrifugert)

Prevetakingstidspunkt: som regel umiddelbart for dose (CO)

Oppbevaring: 3 degn i romtemp.1 uke i kjoleskap, Lengre tid: i fryser.

Forsendelse:

Proven ber sendes samme dag. Ordingr post og romtemperatur.

Hvis preven skal oppbevares ber den fryses fram til forsendelse, men kan da sendes i
romtemperatur.

Preven sendes til:

Oslo Universitetssykehus HF-Rikshospitalet

Provemottak - Avd. for medisinsk biokjemi

Postboks 4950 Nydalen

0424 Oslo

Flucytosin

Flucytosin brukes lite i Norge, hovedsakelig ved candidaendokarditt og
kryptokokkinfeksjoner. Midlet skal ikke brukes som monoterapi og fas kun pa
registreringsfritak. Monitorering anbefales, hovedsakelig for & unngé toksiske konsentrasjoner
og bivirkninger som benmargssuppresjon og leverpavirkning, men utferes ikke i Norge.
Konsentrasjonsmaling ber foretas i forste uken etter oppstart hos alle pasienter, innen 72 timer
hos nyfedte og ved nyresvikt.

Undersokelsen utferes med bioassay ved Mycology Reference Centre, Manchester
http://www.mycologymanchester.org/antifungal.php

Terapeutisk omride Flucytosin (Mycology Reference Centre, Manchester):

Voksne: Pre-dose 30-40 mg/L
Post-dose 70-80 mg/L
Nyfoedte: (<3 maneder) Pre-dose 20-40 mg/L
Post-dose 50-80 mg/L

Verdier >100mg/L er potensielt toksiske.

Lenker til oversikt over interaksjoner:
http://www.aspergillus.org.uk/indexhome.htm?nac/interactions/patientchoosegeneric.php~main
http://www.pharmacologyweekly.com/
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2.11 Mikrobiologisk diagnostikk ved gjaersoppinfeksjoner

Cecilie Torp Andersen, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

Innledning:

Gjearsopp er betegnelsen pa en vekstform for ikke beslektede sopp innen Ascomycota og
Basidiomycota og bestéar av runde, ovale eller elongerte celler eller blastokonidier som deler
seg ved knoppskyting fra overflaten og danner nye enkeltceller eller kjeder av gjaerceller.
Celleveggen inneholder kitin, mannan og andre polysakkarider. Mange av gjersoppene har
bade kjonnet og en ukjonnet formering, og har forskjellig navn avhengig av om de forkommer
1 den ene eller andre formeringsformen. 200 ulike anamorfe stadier av Candida sp fordeler
seg pd minst 10 ulike telemorf (seksuelle former) genera Clavispora, Debarymyces,
Issatchenkia, Kluyveromyces og Pichia som ogsa tilherer Saccharomycetales ordenen.
Cryptococcus spp, Malassezia spp, Trichosporon spp og Rhodotorula spp tilherer ulike
ordener i gruppen av Basidiomycota

Identifisering baserer seg tradisjonelt pa en kombinasjon av biokjemiske og morfologiske
egenskaper. Med unntak av Malassezia vokser gjarsopp godt pd rutinemedier for bakterier og
sopp, vanligvis innen 1-3 degn.

Molekylar mikrobiologi har fort til en reorganisering av sopp. Nomenklaturen endres og det
arbeides internasjonalt med & organisere s en art bare skal ha et navn for & forhindre
forvirring.

Infeksjoner med gjzersopp

Candidainfeksjoner sees hos ulike grupper med immunsvekkede pasienter inklusiv pasienter
pa intensivenheter. Immunsupprimerende behandling, steroider, neytropeni,
andominalkirurgi, bredspektret antibiotika, nyresvikt, CVK og TPN er noen av
riskofaktorene.' Risiko for soppinfeksjoner vedvarer etter organtransplantasjon, selv om
insidensen er hoyest i tidlig fase etter transplantasjon.” Gastrointestinaltraktus er den vanligste
inngangsporten ved disseminert Candida-infeksjon. Sjeldnere sees primar katererrelatert
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infeksjon, men intravasale kateter vil i annen omgang kunne koloniseres ved hematogen
spredning av Candida.

C. albicans utgjer ca 70 % av de invasive candidainfeksjoner i Norge'”, etterfulgt av C.
glabrata, C. parapsilosis og C. tropicalis. Ogsé andre sjeldnere Candida species sees
regelmessig, mens infeksjon med Cryptococcus, Saccharomyces, Pichia, Rhodotorula,
Geotrichum og Trichosporon species sjeldent forekommer 1 Norge. Internasjonalt rapporteres
en endring i speciesdistribusjon ved candidemi og med unntak av kryptokokker rapporteres
det om okende forekomst ogsé av disse spjeldene artene.*

Invasive Candidainfeksjoner:
A. Hematogent disseminerte infeksjoner
* (Candidemi
¢ Akutt disseminert Candida-infeksjon med eller uten candidemi
* Kronisk disseminert Candida-infeksjon (tidligere ogsa kalt hepatosplenisk candidiasis)
B. lokalisert infeksjon
* Organmanifestasjon i bletdeler, bukhule, CNS, indre gye, nyrer/urinveier, skjelett,
pleura, lunger (sjelden).

tid

Candidemi

Organ affeksjon

Akutt Kron

Candidemi disseminert disseminert
candidiasis| |candidiasis

Organ

e
candalaiast

Invasive invasive infeksjoner med annen gjaersopp
A: Fungemi:(opp til 5 % av alle invasive gjaersoppinfeksjoner)
* Saccharomyces cervisiae
o neytropene/immunsupprimerte/kritisk syke- enteral translokasjon/CVK
*  Rhodotorula spp
o neytropene/immunsupprimerte CVK relatert sjelden: lokalisert sykdom
* Malassezia furfur species compleks
o Premature/immunsupprimerte ofte relatert til lipidholdig TPN
o Vokser ikke pa rutinemedier- trenger lipid!
* Trichosporon spp
o T.asahii, T.mucoides, T.inkin og T.louberi kan gi systemisk infeksjon hos

immunsupprimerte.
B: Kryptokokkose: C. neoformans, og C. gattii (Meningitt og/eller disseminert sykdom)
o AIDS

o Immunsuppresjon

Overfladiske infeksjoner candida og andre gjeersopp
A: Hud
¢ Kutan candidainfeksjon
o Intertrigo
bleiedermatitt
Candida-infeksjon i mamillen (amming/traske)
Kronisk mucokutan candidiasis

O O O
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* Pityriasis versicolor (Malassezia furfur)
*  Malassezia-follikulit
B: Neglinfeksjon
* Paronyki
* Kronisk Candida-onykomykose
C: Slimhinner
* Oral candidose
o troske
o glossitt
o stomatitt
o anguler cheilit (perleéche)
* Vulvo-vaginal candidose
e Balanitt
*  Osofagitt

2.11.1 Mikrobiologisk diagnostikk ved gjaersoppinfeksjoner:

Egnet provemateriale avhenger av risikogruppe og sykdomsmanifestasjon. Ved ovefladiske
candidainfeksjoner er dyrkning ikke nedvendigvis indisert, men anbefales ved behandlings-
svikt under pagédende behandling. Mikroskopi/histologi er viktig ved vevsbiopsier (se innlegg)
og nok blod ved blodkulturprevetaking.(se innlegg) Dyrkning og blodkultur kan vare negativ
og bruk av surrogatmarkerer gker internasjonalt.

ESCMID har utarbeidet anbefalinger for handtering av Candida infeksjoner i ulike
pasientgrupper som ikke neytropene voksne °, barn og nyfodte °, hos hematologiske
pasienter’ og ved HIV/AIDS * med anbefalinger om kriterier for bruk av profylakse, valg av
behandlingsstrategi, dessuten en egen anbefaling for diagnostikk av ulike typer av
candidainfeksjoner’. Pavisning av Mannan/anti-mannan og 1,3-B-D-glukan er fortsatt ikke
tilgjenglig 1 Norge.

Pavisning av gjersopp direkte i provemateriale lykkes noen ganger ved 18sPCR eller ITS
PCR og sekvensering, men spesifikk PCR tilbys fortsatt ikke i Norge. Patologene kan pavise
C.albicans ved immunhistokjemi om hyfer pavises ved histologi, noen steder anvendes ogsé
in situ hybridisering pa snitt og mucinfarging for pavisning av kapsel i vev ved mistanke om
kryptokokkinfeksjon. Kryptokokkantigen i spinalvaske og serum samt direkte mikroskopi av
spinalveeske med tusj eller calcofluor white anbefales ved mistanke om kryptokokkinfeksjon.
1%11geptifast og andre PCR metoder for pavisning av sopp direkte i blod har sa langt ikke slatt
an, mens rask identifikasjon av agens i positiv blodkulturflaske ved hjelp av PNA-FISH,
DNAmicroarray, og Maldi-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight)
massespektrometri er svaert lovende. Implementering av ny metodikk i mykologien har tatt
tid, og in-house PCR tester med manglende standardisering er fortsatt vanlig. Pga manglende
data er ikke metodene vurdert/gradert i europeiske retningslinjer, sa langt.

Av mangel pd bedre surrogatmarkerer er massiv kolonisering gjerne innarbeidet i en
’koloniseringsindeks” eller ”candidascore” som anvendes som en indikasjon pa mulig invasiv
sykdom hos en risikopasient. Funn ved kolonisering er til hjelp for valg av adekvat empirisk
behandling i risikogruppene. ®'° Forsinket adekvat behandling over 12 timer oker
dodeligheten ved invasiv candidinfeksjon signifikant. '* Bruk av surrogatmarkerer vil i
fremtiden forhapentligvis kunne bedre diagnostikken ved invasive infeksjoner.
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Fig bearbeidet fra ° Cuenca-Estrella et al Clin Microbiol Infect 2012;18(Suppl 7) 9-18:

Sykdomsbilde | Prevetype Tester ESCMID Grad
anbefaling
Blod Blodkultur Essensielt NA
Mannan/anti-mannan Anbefalt 1T
Candidemi B-D-glucan Anbefalt 11
Serum Andre: Antistoff Ingen Ingen data
Septifast Ingen Ingen data
Andre PCR tester Ingen Ingen data
Blod Blodkultur Essensielt NA
Serum
B-D-glucan Anbefalt 1T
Invasive Direkte mikroskopi og Essensielt NA
Cqe . histopatologi
candidiasis : .
Vev og sterile vasker Dyrkning Essensielt NA
Blod Blodkultur Essensielt NA
Serum B-D-glucan Anbefalt 11
Kronisk
disseminert Direkte mikroskopi og Essensielt NA
ool histopatologi
candidiasis . .
Vev og sterile vasker Dyrkning Essensielt NA
Penselprove Dyrkning Essensielt NA
Orofaryngeal og
f: 1 Direkte mikroskopi og E el NA
280 aga . Biopsi histopatologi ssensie
candidiasis (ikke pakrevet) Dyrkning Essensielt NA
. Direkte mikroskopi Essensielt NA
Vaglnal . Dyrkning Essensielt NA
D Pensel/vaginal-sekret K el Bruk valid NA
cand1d1351s ommersielle tester ruk validerte tester

2.11.2 Identifikasjon av gjersopp i laboratoriet:

Som i mykologien forgvrig baseres identifikasjonen av gjarsopp tradisjonelt pd morfologi,
vekstbetingelser og biokjemiske reaksjoner som assimilasjon og fermentasjon av sukker,

assimilasjon av nitrat og ureaseproduksjon. Kommersielle identifikasjonsmetoder benytter seg
av disse egenskapene og av pavisning av enzymaktivitet, delvis i kombinasjon med

morfologi. Nye sekvensbaserte metoder erobrer ogsa mykologien (se eget innlegg om
MaldiTOF og molekylare metoder), de er tidsbesparende og utfordrer tidligere tradisjonell
inndeling og nomenklatur. MaldiTOF MS teknologi er i tillegg sveert rask og rimelig og har
kommet for a bli.

Krav til speciesidentifikasjon:
Avhengig av provemateriale og pasientkategori kreves ulikt presisjonsniva for

speciesidentifikasjon og behov for resistensbestemmelse av isolatet. Isolat fra blod og sterilt

omréde skal alltid identifiseres til speciesniva og resistensbestemmes.
Rask identifikasjon av invasive isolat er avgjerende for riktig behandling da ulike species har
forutsigbar resistensprofil.(fig 2)
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Fig 2 Naturlig (primeer) resistens hos gjersopp ovenfor midler til systemisk bruk:
bearbeidet fra '° Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 1030—1045

Mikrobe AMB Echinocandin Flukonazol Posakonazol Vorikonazol Itrakonazol Flucytosin
C. albicans S S S S S S S
C. glabrata S S I/R S/I/R* S/I/R* S/I/R* S
C. parapsilosis S | S S S S S
C. tropicalis S S S S S S S
C. krusei S S I/R S/I/R* S/I/R* I/R R
C.dubliniensis S S S S S S S
C. norvegiensis S S R S S/l S/R R
Cryptococcus S R S ** S | S
neoformans

Trichosporon sp S/I/R R I/R S S I/R R
Rhodutorola sp S R R R R R S

* ogsa villtypen uten ervervet resistens er mindre fglsom for azoler **heteroresistens er beskrevet

Gjaersopp er en del av var normalflora og oppvekst fra ikke sterile omrader vil vere vanskelig
a tolke og er ikke ensbetydende med infeksjon. Under pdgaende antibiotikabehandling vil i
tillegg normalflora pavirkes og gjeersopp kan dominere helt, uten at infeksjon foreligger. Pa
laboratoriet m& man derfor forsgke a skille mellom normalflora, kolonisering og infeksjon
avhengig av prevemateriale og pasientkategori. Ved bruk av sopp-profylakse vil
normalfloraen kunne pévirkes og man mé ta heyde for & kunne pavise sopp resistent for det
aktuelle middel.

Hos hematologiske pasienter og andre hoyrisikopasienter pa nyfedtintensiv, intensiv og
postoperativ skal gjersopp ALLTID identifiseres til species niva da senere infeksjon kan
oppsté fra koloniserende flora. >

Candida isolert fra mer enn 3 lokalisasjoner tyder pa massiv kolonisering og oker
sannsynligheten for infeksjon, men behandlingsindikasjon mé vurderes sammen med kliniske
parametere.

2.11.3 Krav til identifikasjon av gjeersopp i ulike prevematerialer:

Oppvekst fra
antatt sterilt
omrade:

Krav til identi-
fikasjon til
species- niva

Resistens-
bestemmelse

Referanse-
undersokelse

Spesielle
vekstforhold

Spesielle
forhold/
vurdering

Blod

JA

JA

JA

Vurder utseed mtp.
Malazessia sp hos
premature

Obs dimorf sopp og
kryptokokk

Candida sp isolert
fra blodkultur tatt
perifert eller fra
CVK definerer
candidemi og skal
alltid behandles
1,5-9,13

CVK ber om
mulig fjernes ved
candidemi
Daglige
blodkulturer for
vurdering av
behandlings-
lengde’

Spinalvaeske

JA

JA

anbefales

tusj-mikroskopi
mtp kapsel

urease og CRAG

Aspirat
Biopsi

Vev

JA

JA

anbefales

Ved hepato-splenisk
candida kun 20-30
% positive biopsier

PCR,
sekvensering
insitu-
hybridisering
Immunhistokjemi
ber tilstrebes
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Oppvekst fra Krav til identi- | Resistens- Referanse- Spesielle Spesielle
antatt sterilt fikasjon til bestemmelse undersokelse vekstforhold forhold/
omrade: species- nivé vurdering
Peritoneal- JA Ved non-albicans Evt ved non- ALLTID
. . SIGNIFIKANT
dialysevaeske o albicans
Ved pagaende
behandling og
behandlingssvikt
Ascites JA Ved non-albicans Tkke rutine Obs kolonisering av | Gj@rsopp er en
inneliggende dren del av normal
. Ved pagaende taﬂrrrhlﬂorafog
Puss intra- behandling og pavises ofte
. . . intraabdominalt i
abdominalet behandlingssvikt forbindelse med
perforasjoner og
etter kirurgiske
inngrep i tarm,
galleveier,
pankreas'* og ved
organ-
transplantasjoner
Materiale: Krav til Resistens- Referanse- Kolonisering | Vurdering
identifikasjon | bestemmelse | undersgkelse | vs infeksjon
CVK-spiss Ved Ved Ikke rutine . CVK fiernes ved
. . . . Forurensning med mistanke om
Slgnlﬁkant Slgnlﬁkant hudflora eller infeksjon. Spissen
. . infeksjon ber sendes til
oppvekst: oppvekst: dyrining sammen
med perifer
Som blod Som blod blodkultur
Maki's roll
teknikk med
semikvantitativ
utsad anbefales,
men ingen har
studert verdien av
metoden for
candidemier. "
Luftveier/BAL Species- Vurderes ved Tkke rutine Candida Candida er en del
identifikasjon kun pagaende abscesser/invasiv av normalflora i
som ledd i behandling og ved sykdom i lunger kan | evre luftveier og
overvakning av behandlingssvikt foreligge som ledd i sees hyppig som
risikopasienter disseminert sykdom, | forurensning fra

eller ved direkte
invasjon av
lungevev, men funn
i BAL, sputum og
trakealsekret
korrelerer ikke
med disse
tilstandene.

Det kreves en biopsi
for & pavise
invasivitet, likesa
anastomoseinfeksjon
med
candidainfeksjon

ovre luftveier.’

Fraver av

Candida i BAL
har hey negativ
prediktiv verdi.

5,15

OBS kryptokokk
og dimorf sopp
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Materiale: Krav til Resistens- Referanse- Kolonisering | Vurdering
identifikasjon | bestemmelse | undersgkelse | vs infeksjon
Urin Candida albicans Ved pagaende Tkke rutine Candiuri ber Signifikant
eller non-albican behandling og ved behandles candiduri:
behandlingssvikt hos:nyretransplanter
Der hvor behandling te, pasienter som 1% 10°
er 1ndlsert o slfal gjennomgd CFU/mL (7)
identifikasjon til kirurgiske inngrep i
species niva urinveiene,
premature, man ber
neytropene og hos bekrefte funnet i
inneliggende ny preve
pasienter megd0
L1
symptomer. (spontan eller
kateter)
OBS kryptokokk
og dimorf sopp
alltid signifikant
esofagus Species Resistens- Tkke rutine Det kreves en biopsi | Normal-flora
identifikasjon ved bestemmelse for & pavise
kompliserte anbefales ved invasivitet, men hos
infeksjoner og hos gjentatte eller risikopasienter
pasienter pa kompliserte regnes endoskopisk
behandling infeksjoner og ved tatt prove med
forutgaende oppvekst som godt
azolbehandling **'° nok for diagnose”'®
1 _ Species resistenstesting 1 Dyrkning pa
Vagmal identifikasjon anbefales ved Ikke rutine selektiv agar’
sekret*® anbefales ved gjentatte eller

gjentatte eller
kompliserte
infeksjoner og ved
forutgaende
azolbehandling’

kompliserte
infeksjoner og ved
forutgaende
azolbehandling’

*Utdrag fra strategirapporten 2010 s 14:

Diagnostikk

Ved ukomplisert CVV:
e Klinisk undersekelse, pH maling fra materiale tatt fra vaginalveggen (ikke 1 fluor). Som oftest vil pH veere

normal; <4.5.

e  Mikroskopi etter sopphyfer og gjerceller av KOH- vétpreparat
e Dyrkning dersom mikroskopi er negativ

Besvares med vekst av gjeersopp med mengdeangivelse (artsidentifikasjon ikke nedvendig)

Ved komplisert CVV:
e Dyrkning. Uavhengig av resultat fra vatpreparat
Besvares med artsidentifikasjon, mengdeangivelse og eventuelt resistensbestemmelse for midler som kan

vaere aktuelle 1 behandlingen.
Dyrkning

e Selektive soppmedier inkuberes ved 28-30 grader i minimum 2 dager.
e Kromogene medier kan benyttes til primarutsad. Inkuberes 1 henhold til skalprodusentens anvisning.

e Inkubasjonstid forlenges ved kliniske opplysninger om antimykotisk terapi.

2.11.4 Metoder for identifikasjon av gjersopp:

I tillegg til kimror som er spesifikk for C. albicans og C. dubliniensis, finnes mange
kommersielle tester for rask identifikasjon av andre vanlige Candida species inklusiv lateks
agglutinasjonstester og hurtig trehalose test som ila minutter tillater identifikasjon av C.
albicans, C. dubliniensis, C. krusei og C. glabrata.
Maldi-TOF utkonkurrerer disse testene ved & gi speciesidentifikasjon bade av ulike Candida

spp, men ogsa andre gjaersopp
1 utstyr og tilgang til rett bibliotek/soppdatabase.

118§ lopet av kort tid til en rimelig pris, men krever investering
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Tradisjonelle hurtigtester:
e Kimror positiv: Candida albicans eller C. dubliniensis
* Tusjpreparat — pavise kapsel (mukoide isolat - Cr.neoformans)
Kommersielle hurtigtester:
* Bichro-Latex albicans (Fumouze Diagnostics, Levallois-Perret Cedex, Frankrike)
o Til gruppeidentifiering av Candida albicans og Candida dubliniensis.
o Testen kan erstatte kimror pa enkeltkolonier. Positiv agglutinasjon tyder pé at
stammen er C. albicans eller C. dubliniensis. Tidsforbruk: 5 min
* Bichro-Dubli (Fumouze Diagnostics, Levallois-Perret Cedex, Frankrike)
o Latexpartikler med monoklonale antistoff mot C. dubliniensis ytterantigen.
¢ Krusei-Color (Fumouze Diagnostics)
o Latexpartikler med monoklonale antistoff mot C.krusei ytterantigen.
* (Glabrata R.T.T. (Fumouze Diagnostics, Levallois-Perret Cedex, Frankrike)
o paviser trehalose *°
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight massespektrometri
identifikasjon (MaldiTOF MS): (Se eget innlegg)
* Tillater species identifikasjon og skiller mellom nzert beslektede species til en rimelig
kostnad i lepet av kort tid.
* svert god hjelp til identifikasjon av gjarsopp 1 rutinen, bide direkte pa positiv
blodkulturflaske og fra kultur.
* Noen species md ombenevnes for besvarelse.., se nomenklatur

* Minst 9 norske mikrobiologiske laboratorier har MALDI TOF MS

Genteknologisk identifikasjon (Se eget innlegg)
In situ hybridisering pa blodkulturflaske/kultur/vev
* PNAFISH (AdvanDx, Vedbaak,Danmark) '

ITS PCR og sekvensering direkte pa biopsier eller for identifikasjon av isolat
Nomenklatur:

Ved bruk av MALDI TOF MS teknologi og sekvensering far man noen “overraskelser” om
man ikke er oppdatert innen nomenklatur. Det arbeides internasjonalt med begrepet “one
fungus-one name”.

Noen eksempler pa species som kan skape forvirring:

anamorf : teleomorf:
C. krusei Issatchenkia orientalis
C. sorbosa Issatchenkia occidentalis
C. robusta Saccharomyces cerevisiae
C. famata. Debaromyces hansenii
C. guilliermondii Pichia guilliermondii

var. guilliermondii
C.kefyr Kluyveromyces marxianus
Cr. neoformans Filobasidiella neoformans

Identifikasjon av vekst av gjeersopp pa skil:
Morfologisk undersekelse basert pia mikroskopi og karakteristika pa ulike vekstmedier

Kromogene medier
Kromogene medier inneholder spesifikke kromogene substrat som ved degradering ved hjelp
av spesifikke enzymer hos de ulike candidaarter gir ulike fargede produkt ved vekst pd skalen.
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Disse mediene kan benyttes som primarmedium og til subkultivering av kolonier. De
hyppigst forekommende Candida spp har karakteristisk farge og kolonimorfologi og i tillegg
til preliminaer identifikasjon vil mediene bedre avslere blandingsinfeksjon. Fargeomslag
krever minst 48 timers inkubasjon for entydig identifikasjon og skalene ber inkuberes i 3
degn for & avdekke blandingskulturer. Ulike nyanser av rosa kan gjere det vanskelig a skille
for eksempel C.glabrata og C.parapsillosis.”**

CMT Cornmeal tween-skal

fremmer dannelse av hyfer, pseudohyfer, klamydiokonidier, artrokonidier og blastokonidier
til hjelp ved artsbestemmelse.

PAL skal

Fremmer produksjonen av hyfer, pseudohyfer og klamydkonidier hos Candida dubliniensis
og gjer det mulig a skille C. dubliniensis fra Candida albicans morfologisk.

Noen typiske karakteristika hos ulike gjzersopp til hjelp ved artsbestemmelse:

blastokonidier | pseudohyfer | hyfer | askosporer | artrokonidier | diverse

C.albicans + + + Kimror+
non-albicans + \% \% Klamydiosporer
Saccharomyces | + v N +
Cryptococcus | + Kapsel+
Rhodotorula + rosa/rad/gul

evt kapsel
Geotrichium + + +
Tricosporon + + + + Ofte torre

Hjelp til preliminzer artsbestemmelse:

Kromagar 2-3 CMT forgjeering | diverse
dager
C.albicans Grenn (*ikke Hyfer, 4+ Kimror +
torr) pseudohyfer (skiller ikke
blastokonidier, evt m.C.dubliniensis)
chlamydiokonidier ’stjerner”
C.glabrata Lilla +-me- Trealose hurtigtest+
C.krusei Lilla og terr +emm- Konfluerende vekst
ved 42°
C.tropicalis Blélilla, -
diffunderer i
agar
C.parapsillosis | Lys rosa ++-—-
S.cervisiae Sma, lilla Store ofte avlange | ++++- ascosporer
pigment blastokonidier,
diffunderer i agar | pseudohyfer
Cr.neoformans | Bleke Blastokonidier | ----- Kapsel, Urease+
kremfarget/rosa assimilasjon
Rhodotorula gul-rosa-rad. Blastokonidier Kan ha kapsel,
Urease+
Trichosporon | *Grenn til bla Hyfer, Kan vare torr,
pseudohyfer, (Urease + Falsk
blastokonidier og positiv kryptokokk
arthrokonidier Ag)
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Forgjeering:
Glukose/galaktose/sakkarose/maltose/laktose (noe
variasjon kan forekomme)

a) b) C) d) e)
a) Blastokonidier- dannet ved knoppskyting
b) Pseudohyfer - elongerte celler som fortsatt henger sammen.
c) Ekte hyfer - har markerte septa.
d) Arthrokonidier - fragmentert hyfer som danner kjeder av individuelle celler.
e) Klamydosporer - oppstar i enden av en pseudohyfe. Store, sfaeriske, sterkt refraktile celler.

Kommersielle identifikasjonssystemer

Kommersielle identifikasjonssystemer baserer seg pa ulike biokjemiske reaksjoner og
pavisning av ulike enzymer fra kultur, til dels med samtidig bruk av morfologiske egenskaper
eller ulike vekstegenskaper hos agens for sikrere speciesidentifikasjon. ****Vitec benytter
colometrisk maling.”” Ulike systemer opererer med ulik inkubasjonstid for endelig svar, opptil
42 timer. Ved utforelse av sekundaerarbeid benyttes forst og fremst sabouraudskalen, men
noen av identifikasjonsmetoder er mindre agaravhengige.”* Obs feilidentifikasjoner
forekommer.

* Vitec2 ID-YST (bioM¢érieux, Mercy I’Etoile, France)

* Phoenix Yeast ID (BD)

* API 20C AUX (bioM¢érieux, Mercy I’Etoile, France)

¢ API Candida (bioMérieux, Mercy I’Etoile, France)

* Rapid ID 32 C (bioMérieux, Mercy I’Etoile, France)

* RapidIDYeastPlus (bioMérieux, Mercy I’Etoile, France)

* MicroScan (Baxter, W. Sacramento, California.)

* Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteaur)

* Fungichrom (International Microbio)

Identifikasjon av Cryptococcus neoformans:

Kort om sykdom:

Kryptokokkinfeksjon er vanligst hos HIV/AIDS pasienter, men sees ogsd hos pasienter med
underliggende sykdom som leukemi, transplanterte, sarkoidose, lupus erythematous og
Cushings syndrom). I sjeldne tilfeller kan det gi sykdom hos friske mennesker. Meningitt er
det vanligste sykdomsbildet, men disseminerende infeksjoner med utgangspunkt i lungene
forekommer ogsd. Lungeinfeksjonen er ofte subklinisk. Soppen har predilleksjon til CNS men
kan isoleres fra hud, skjelett og viscerale organer. Kryptokokkinfeksjon ble bare delvis omtalt
1 strategirapporten bakterielle infeksjoner i CNS fra 2008.

Agens: Cz'l;y%tococcus neoformans (95 %), sjeldnere Cr.gatti (5%) is@r i tropisk/ subtropiske
omrader.”"
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Diagnostikk.

Meningitt kan foreligge med normalt celletall og lite utslag pd spinalsukker og protein.
Antigentest 1 spinalvaske ved meningitt og serum ved kryptokokkose er avgjerende for
diagnosen. Det finnes en enkel hurtigtest (dip-stic) og mikroskopi av spinalveeske med tus;j
eller calcofluor white er ogsé en essensiell undersekelser ved klinisk mistanke og ber alltid
utfores.

Dyrkning av spinalvaske, blod, ekspektorat/BAL, urin kan kreve lang inkubasjonstid og
selektive medier anbefales fra ikke sterile omrader.(Birdseed evt kromagar)

I vev kan kapsel pdvises ved mucinfarging, denne farger mukopolysakkaridet i kapselen, men
er ikke spesifikk for kryptokokker.

Kryptokokkantigentest med titerbestemmelse for vurdering av behandlingseffekt anbefales.
Identifikasjon i laboratoriet:

Alle kryptokokker produserer urease og er nonfermentere. P4 Cornmeal tween 80 produseres
kun blastokonidier. For & pavise kapsel ber soppen dyrkes pa rike medier (brunskal) for bedre
a fremme kapselproduksjon. Koloniene vil da vere typisk mukoide. P4 kromagar vil
koloniene vare kremfarget/rosa, pa birdseed agar brune.

Differensiering av de ulike artene gjores med hjelp av MaldiTOF, vér erfaring er at helt unge
kolonier pa fattige medier gir best score. VITEK og andre kommersielle
identifikasjonssystemer kan sammen med av vekst ved 37°C gi presumptiv identifikasjon,
men kan bla ha problemer med a skille Cryptococcus neoformans fra Cryptococcus gatti. Pa
Kanavanin-glycin-bromtymol skal vokser bare Cr.gattii med fargeomslag fra gront til blatt pa
agaren. 18 s/ITS PCR og sekvensering fra kultur eller direkte pé provemateriale kan ogsa
benyttes. Pavisning av Kryptokokkantigen pa kultur skiller ikke mellom ulike species.

Gjeersopp og Ringtester 2012-13- hva gjorde vi:

1) C. glabrata i blodkultur.

Forhapentligvis benytter alle laboratoriene en selektiv agar for sopp ved utsaed av positiv
blodkultur, men dette fremkommer ikke i rapporten. 16 av 24 laboratorier benytter krom-agar
til identifikasjon av gjersopp, men det fremkommer ikke hvor mange av disse som benytter
kromagar til primerutsad, og hvor lenge denne skélen inkuberes mtp blandingskulturer med
ulike candidaarter. Identifikasjonen av agens var oppleftene, alle unntatt et laboratorium kom
frem til C. glabrata og et laboratorium svarte «Candida sp., ikke-albicansy. Tid til
identifikasjon kommer ikke frem og hvilke rdd som gis om behandling og hvor raskt kan
heller ikke vurderes i rapporten. Rad om gjentatte blodkulturer og eventuell fjerning av CVK
er heller ikke belyst.

2) C. albicans fra peroperativ prove fra abdomen

C. albicans. 75 % av laboratoriene benytter Sabouraud agar, knapt 50 % benyttet krom-agar
ved utsed. Kun et laboratorium paviste ikke gjaersopp i proven og alle identifiserte stammen
korrekt. 11 laboratorier utferte resistensbestemmelse; de fleste (n=9) brukte Etest.

Alle har funnet at stammen var svert folsom overfor alle grupper antimykotika. Bare 4
laboratorier som gir behandlingsrad.

3) C. albicans fra vaginalprove

Alle benyttet selektiv skal (n=18) og/eller kromagar (n=17), og alle med unntak av ett
laboratorium fant C. albicans (en feilvurdering av kimrer), men fa anga mengde. 14 utforte
resistensbestemmelse mot flukonazol, dessuten vorikonazol (n=8), anidulafungin (n=5),
caspofungin (n=2), amfotericin B (n=1), ekonazole (n=1), nystatin (n=1), klotrimazol (n=1),
ketokonazol (n=1). Rapporten kommenterer dette & vere helt unedvendig og dessuten
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villedende. Retningslinjene for antibiotikabruk i primar-helsetjenesten gir
behandlingsanbefaling med Imidazol vagitorier eller flukonazol po.

Pasienten kategoriseres som komplisert infeksjon, men det foreld ingen opplysninger om
tidligere behandling. Kommentar “Erfaringsmessig flukonazol folsom” kunne vere
tilstrekkelig 1 Norge nar det ikke foreligger opplysninger om tidligere azolbehandling eller
behandlingssvikt, men forfatterne av rapporten anbefaler at resistensbestemmelse utfores mot
flukonazol selv om flukonazolresistens hos C. albicans er uvanlig, i trdd med europeiske
retningslinjer’.

Resultat fra ringtestene:

Mikro-
skopi

Kim-

ror

Vitek

Krom-
agar

Fumouze
glabrata

ID
32C

API
Candida

Maldi-
TOF

Micro
Scan

Behandlings
anbefaling

Resistens-
bestemmelse

1) C. glabrata
Isolert fra blod

7

6

9

16

1

2

11

14

2 av disse
angir
fluconazol S
(MIC hhv 4
og 24)

Antar at alle
ville sendt til
ref.lab

2) C. albicans
intraabdomainalt

14

11

hvorav 9
med E-test
3 sendt til
ref. lab

3) C. albicans
Isolert fra
vaginalsekret

18

14
7 sender til
ref.lab

2.11.5 Anbefaling

Ved mistanke om invasiv gjarsoppinfeksjon er det viktig a sikre materiale til dyrkning,
Biopsier ber underseokes histologisk, mikroskoperes og dyrkes pa selektive skaler i tillegg til
vanlig bakteriologisk underseokelse.
Invasivt materiale ber dyrkes i minst 14 dager’, lenger ved positiv mikroskopi eller mistanke
om kryptokokker.
Bruk av genteknologiske teknikker ber tilstrebes ved negativ dyrkning fra sterile omrader,
iser ved positiv mikroskopi/histologi.
Riktig blodvolum er essensielt ved blodkulturtaking og blodkultur ber inkuberes 1 5-7 dager.
Ved oppvekst av sopp 1 blodkultur ber utsaed utferes direkte pa kromskaler som ber inkuberes

i 3 dogn mtp blandingskultur.”’

Candida spp isolert fra blodkultur tatt perifert eller fra CVK definerer candidemi og skal

alltid behandles.

Surrogatmarkerer kan benyttes, men tilbys pt ikke i Norge.
Invasive isolat skal identifiseres til artsniva og resistensbestemmes og isolatene skal sendes til
nasjonalt referanselaboratorium. Ogsd isolat ved persisterende og recurrent candidemi enskes

innsendt.

Identifikasjon av agens til artsnivé er ensket i koloniseringsprover hos heyrisikopasienter.”"
Om pasienten er massivt kolonisert og har andre risikofaktorer iht. “koloniseringsindeks” eller

’candidascore” bar eventuell empirisk behandling dekke det aktuelle agens.

Ved esofagitt er identifikasjon av agens til artsniva og resistensbestemmelse indisert ved
opplysninger om kronisk eller komplisert infeksjon eller pagdende azolbehandling.
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Ved kompliserte og residiverende vaginitter og ved forutgdende azolbehandling utferes
species identifikasjon og resistenbestemmelse mot flukonazol som er det eneste anbefalte
perorale middel ved tilstanden.

Alle laboratorier ma:
e Identifisere og skille mellom C.albicans og andre Candida spp
e Pévise Cr. neoformans ( spinalvaske, blod, BAL, urin, hudlesjoner)

Alle laboratorier ber:
* Gjenkjenne vanligst forckommende isolat med kjent resistensprofil som fir betydning
for behandlingsvalg.
o Flukonazol: C. glabrata (1 eller R) og C. krusei (R)
o Helst kunne utelukke C.parapsillosis mtp unedig echinocandinbehandling

Alle sykehus med storre hematologiske avdelinger ber:
* ha mulighet for artsidentifikasjon ila 2 degn
o MALDI-TOF leser oppgaven raskere og svert godt og er na tilgjenglig pa
minst 9 laboratorier i Norge. Obs Riktig bibliotek er viktig (se egen sesjon)

2.11.6 Konklusjon

Pé motet fremkom ingen kontroverser vedrerende anbefalingene oppsummert over. Norske
laboratorier gjorde det godt i ringtestene forut for strategimetet. Ny teknologi blir stadig mer
utbredt og “revolusjonerer” identifikasjon i mykologien, MaldiTOF gjer dette raskt og
effektivt. Man poengterte betydning av koloniserende flora hos immunsupprimerte. Candida
spp 1 normalflora hos andre pasienter skal sjelden tillegges vekt, med noen unntak; eks ved
mistanke om gsofagitt, dessuten mulig betydning av gjentatte funn i urin hos utvalgte
pasienter (urologiske pasienter, noytropene og pasienter pa nyfedtintensiv). Dette er ikke
beskrevet i strategirapporten for urinveisinfeksjoner. Problemstillingen med residiverende
vaginitter og vulvitter ble ikke inngdende diskutert da dette ble tatt opp pé strategimete 1 2010
(se Strategirapport 2010, side 14). Dyrkning og identifikasjon til artsniva er bare nedvendig ved
kompliserte infeksjoner og som hovedregel er det ogsa da nok med resistensbestemmelse mot
flukonazol.

Det var bred enighet om fortsatt innsending av invasive isolat til referanselaboratoriet, nd ogsa
ved persisterende infeksjon.
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2.12 Mikrobiologisk diagnostikk ved muggsoppinfeksjoner
Peter Gaustad, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

2.12.1 Kort oversikt over vanligste agens

Snakker ikke om dimorfe sopp og dermatofytter som ogsé er filamentase sopper.

Hva er sopp?

Er fylogenetisk et eget kongedemme: Fungi

Sopp kan ha asexuell og seksuell formering. De seksuelle (teleomorfe) og de aseksuelle
formene (fungi imperfecti) har forskjellige navn (Pseudoscheria boydii/Scedosporium
apiospermum), noe som kan virke forvirrende.

Eukaryote organismer. Bryter ned organisk materiale med syre og hydrolytiske enzymer for
de tar opp naringsstoffene. Kan leve pa dedt (kompost Aspergillus) eller levende materiale
(ringorm, fotsopp).

Muggsopp er filamentese (hyfer, mycelium) i motsetning til gjeersopp som er enkeltceller
(blastosporer). Muggsopp formerer seg ved sporer — disse kan lett vaere luftbdrne. Viktigste
smittereservoar er luftbarne sporer, men kan ogsa se smitte fra mat, vann, vanntanker i
sykehus, kompost, annet nedbrutt organisk materiale og ventilasjon.

Smittemadte er viktig for riktig provetaking. Ved invasiv sykdom er inhalasjon viktigste
smittemate og luftveier hyppigst affisert (lunger, bihuler). Men ser ogsa primare infeksjoner i
for eksempel GIT, hud, kornea og etter traumer. Sekundeert kan filamentese sopp spre seg
med blodbanene fra primar fokus og gi infeksjoner i andre organer. Aspergillus kan ikke
dyrkes fra blod, men det kan flere andre filamentese sopper (Fusarium, Acremonium,
Scedosporium).

Hyppigste ikke invasive infeksjon er i ytre eregang.

A. fumigatus forarsaker de fleste muggsoppinfeksjonene i Norge, men ser ogsa non-fumigatus
arter (A. flavus, A. terrus). A. niger er ofte forurensning ved dype infeksjoner, men er
hyppigste arsak ved ekstern otitt og sees hyppig ved aspergillom.

Andre viktige slekter/ arter er Mucorales/Entomophthorales (gir Zygomycosis,
mucormycosis), Fusarium, Acremonium, Pseudoscheria boydii/Scedosporium apiospermum.
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En vanlig inndeling av muggsoppinfeksjoner er etter mikroskopisk bilde ved histopatologi. Et
lignende bilde vil ses ved mikroskopering i det mikrobiologiske laboratoriet, men svart
pigmenteringen av hyfer er vanskelig a se uten spesialfarging.
e Aspergillus: hyaline hyfer med septa. Hyfene har parallelle vegger og deler seg i to
dichotomously i en vinkel <45 grader.

e Zygomycetes: brede, tynnveggede, hyaline hyfer med fa eller ingen septa.
Hyfeveggene er ikke parallelle, irregulaere og vridde.

e Phaeohyphomycosis (dematiaceous, sort pigmenterte hyfer): sopp i familien
Dematiaceae (Curvularia, Bipolaris, Exserohilum, Alternaria). Heterogen gruppe av
muggsopp som ved mikroskopi av infisert vev opptrer med fargelese, forgrenede hyfer
med septa som kan vare vanskelig 4 skille fra Aspergillus.

e Hyalohyphomycosis (non-dematiaceous, hyaline, “ikke” pigmenterte hyfer) er mugg-
sopp infeksjoner med ikke-pigmenterte sopp andre enn slektene Aspergillus og
Zygomycetes. Vanligst er arter innen slektene Scedosporium, Fusarium, Paecilo-
myces, Acremonium, Trichoderma eller Pseudallescheria. De er karakterisert av et
svakt brunt til svart melaninlignede pigment I hyfeveggen.

2.12.2 Vanligste sykdomsbilder

Aspergillus arter er de vanligste drsakene til muggsoppinfeksjoner i Norge hos
immunsvekkede pasienter, men infeksjoner forarsaket av tidligere meget sjeldne hyaline og
sort pigmenterte filamentese sopper oker i hyppighet.
Invasiv — ikke invasiv infeksjon. Invasiv soppinfeksjon er til stede nér det:
e [ histo- eller cytopatologisk undersekelse fra tynn-nalsaspirasjon eller biopsi pavises
hyfer i vev med vevsskade (mikroskopisk eller ved billeddiagnostikk)

e Pavises vekst av sopp fra prove tatt ved steril prosedyre fra normalt sterilt omrade
med unntak av urin og slimhinner.

Mennesker inhalerer flere hundre sporer daglig. Disse handteres av granulocytter/fagocytter
og gir kun sykdom hos immunsvekkede. Obs ngytropeni.

Aspergillusinfeksjoner.

Sykdomsspekter:

Kolonisering - Invasiv aspergillose — Kronisk aspergillose - Allergisk aspergillose:
Diagnostisk er det viktig med prover fra sterile omrader. @kende fokus pa kolonisering og
sensibilisering hos ABPA og alvorlig astma. Diagnostisk nytte av serologi ved kroniske og
allergiske lidelser.

Zygomycosisinfeksjoner.

Sykdomsspekter: rhinocerebral, pulmonzr, gastrointestinal, kutan (etter traume), disseminert.
Dyrkning fra sterile omréder. Ingen serologi.

Fusarium infeksjoner.

Sykdomsspekter; kutane/subkutan (hyppigste presentasjon), disseminerte (nest hyppigste),
pulmoneer (3. hyppigst), rhinocerebral, keratitt, osteomyelitt, gastrointestinal. Dyrkning fra
sterile omrader. Ingen serologi.

2.12.3 Nér mistenke muggsoppinfeksjon

Klinisk mistanke: Sykdom hos immunsvekkede med grav neytropeni.
Predisponerende faktorer: ngytropeni, transplantasjon (obs benmarg), GVHD, CMV
infeksjon, steroidbehandling, HIV, IDA, CGD.
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Mikrobiologisk mistanke: Funn av muggsopp i preve fra immunsupprimert pasient skal
alltid rapporteres. Kliniker ma vurdere om funnet er reelt ved & samholde med eventuell
klinikk og radiologiske funn , eventuell mikroskopi/histologi og eventuelt ta nye prover.
(Unntak Penicillium sp)

Vanskelig & skille kolonisering fra infeksjon i luftveier. Funn av muggsopp ber identifiseres
og rapporteres hos pasienter pa respirator, ved ABPA, aspergillom, astma, CF og hos
pasienter pa steroider

Vekst i blodkultur: kun sopp som sporulerer i vev (Fusarium, Acremonium). Oppvekst av
Aspergillus og Zygomycetes i blodkultur kan forekomme hos terminale pasienter, men er
vanligvis forurensning.

2.12.4 Krav til identifikasjon ved primzer laboratorium

Ved invasiv sykdom viktig med identifikasjon helst til artsniva, siden det gir opplysninger om
behandlingsvalg

i. I ulike provematerialer

Fra sterile omrader og hos immunsupprimert: identifisere til arts niva

Fra ikke sterile omrdder og overflate infeksjon: tilstrekkelig med identifikasjon til slekts niva.
Ved gjentatte funn av samme art muggsopp ved ABPA, KOLS og CF kan funnet ha klinisk
betydning og identifikasjon og resistensbestemmelse er indisert.

Hvis et funn oppfattes som forurensning kan det besvares uten nermere identifikasjon som
muggsopp.

ii. Metoder

Konvensjonelle metoder:

Makroskopisk morfologi. Koloni utseende (form, farge, storrelse) bakside og forside.
Mikroskopisk morfologi (bomullsblatt, bruk av stereomikroskop). Hyfer med og uten septa,
deling, parallelle/ikke parallelle hyfevegger. Utseende og sterrelse av makrokonidier,
makrokonidier,

Dyrkningsbetingelser: vekst ved forskjellige temperaturer, vekst pa spesial medier
“Hurtigid” av A. fumigatus: grenn pa Sabouraud, vekst ved 45° C, typiske hoder ved
mikroskopi.

«Nye» metoder:

Maldi-Tof og nukleinsyre pavisning se egne kapitler

2.12.5 Bruk av Referanselaboratoriet

Alle muggsopp isolater fra sterile omrader hvor disse tillegges diagnostisk verdi skal sendes
til referanselaboratoriet. Funn fra ikke sterile omrader innsendes ogsa fra pasienter med
alvorlig immunsuppresjon nar funnet tillegges diagnostisk verdi eller ved andre tilstander som
CF eller ABPA hvor antimykotisk behandling igangsettes.

Viktig & sende inn isolater for at vi skal fa nasjonal oversikt over muggsoppinfeksjoner.
Hva ber ikke sendes til id

Fra overflatiske infeksjoner (ekstern otitt, hud, hér, negl, ??7?)

Koloniseringsprever nar behandling ikke er indisert. Evt fryse ned lokalt.

Nar utferes resistensbestemmelse

Resistensbestemmelse av isolater fra sterile omrader og hos pasienter hvor soppbehandlig er
indisert. Det er kun noen Aspergillus sp. hvor det er etablert brytningspunkter. Men MIC
bestemmelse pluss identifikasjon gir god behandlingsveiledning.
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Konklusjon

Viktig & vurdere pasient og kliniske opplysninger for funnet rapporteres som muggsopp og
forurensning.

Forbehandling av prevematerialet med middel for utszed viktig for optimalt
dyrkningsresultat.

Dyrkningsbetingelser: bruke to temperaturer, selektive soppskéler og forlenget
inkubasjonstid for 4 eke det diagnostiske utbyttet.

Samholde molekylaer diagnostikk med morfologi og mikroskopi

Primzerlaboratoriet: bor identifisere muggsopp fra sterile omrdder og fra immunsupprimerte
pasienter til artsniva ved hjelp makroskopisk utseende, mikroskopi og vekst ved forskjellige
temperaturer.

Isolatene sendes til Referanselaboratorium for verifisering av identifikasjon og
resistensbestemmelse.
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2.13 Diagnostikk ved pneumocystis jirovecii infeksjoner

Fredrik Muller, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

Kort om agens

P. jirovecii er en soppart innen phylum Ascomycota der menneske er eneste vert. P. jirovecii
fordrsaker alvorlig pneumoni hos pasienter med svekket T-celleimmunitet. Beslektede
Pneumocystis-arter har andre pattedyr som vert, f. eks. Pneumocystis carinii hos rotte og
Pneumocystis murina hos mus. Mye taler for at menneske er eneste reservoar for P. jirovecii,
selv om forekomst av denne sopparten i naturen ikke kan utelukkes (1). P. jirovecii har intet
kjent dyrereservoar. Andre Pneumocystis-arter smitter ikke til menneske (2).

De fleste smittes av P. jirovecii for 2-4 ars alder (3-6), sannsynligvis som subklinisk infeksjon
eller som en banal luftveisinfeksjon. Enkelte autopsifunn fra lunge tyder pa at P. jirovecii er
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vanlig i befolkningen (7), mens andre studier av immunkompetente individer ikke har pavist
tilstedevaerelse av P. jirovecii DNA (8). Pneumocystis-pneumoni hos immunsupprimerte
skyldes sannsynligvis luftsmitte fra koloniserte personer eller andre pasienter med
Pneumocystis-pneumoni (9;10). En rekke utbrudd av Pneumocystis-pneumoni i sykehus blant
immunsupprimerte er beskrevet (11).

P. jirovecii genomet er nylig sekvensert (12). Bl. a. mangler en rekke gener som koder for
aminosyresyntese og P. jirovecii mé derfor tilegne seg aminosyrer fra verten. Celleveggen er
rik péd (1-3)-p-D-glukan, men mangler ergosterol. Det viktigste overflateproteinet er “major
surface glycoprotein” (MSG). Over tid viser MSG antigen variasjon, noe som bidrar til at
soppen unngér vertens immunrespons. P. jirovecii har hittil ikke latt seg dyrke 1 laboratoriet.
Soppens livssyklus er ikke endelig avklart, men basert pé studier av P. carinii er det beskrevet
en tynnvegget, “trofisk” form som binder seg til type 1 alveolar epitel. Denne formen kan via
tidlige, intermediere og sene sporocytter utvikle seg til en cyste. Cysten er opphav til sporer
som igjen binder seg til epitelcellene som den trofiske” formen (13;14).

Alveolermakrofager og CD4" T-lymfocytter er sentrale i immunresponsen mot P. jirovecii
(10). Ved pneumocystis-pneumoni eker antall granulocytter og CD8" T-lymfocytter i
alveolene (10). Disse cellene forer til gkt lokal inflammasjon og vevsskade som igjen forer til
nedsatt gassutveksling og forverring av tilstanden. Med andre ord er immunologiske
mekanismer viktige i patogenesen ved pneumocystis-pneumoni (10;15).

Etter de forste beskrivelsene av Pneumocystis for litt over 100 r siden, gikk det nesten 40 ar
for Pneumocystis-pneumoni ble beskrevet hos premature og underernarte barn (9). Fra starten
av HIV-epidemien ble pneumocystis-pneumoni erkjent som en viktig opportunistisk infeksjon
(16;17). Etter innforingen av moderne HIV-behandling i var del av verden har antall tilfelle
med pneumocystis-pneumoni hos HIV-seropositive falt betydelig (18;19). Andre viktige
pasientgrupper som er utsatt for pneumocystis-pneumoni er organ- og stamcelletransplanterte
pasienter, pasienter med malign sykdom (s@rlig maligne blodsykdommer) og pasienter som
far immunosuppressiv behandling (20;21). Forekomsten av pneumocystis-pneumoni i disse
pasientgruppene synes & gke (19) og sykdommen har ogsé et mer akutt forlep med kraftigere
inflammasjon og heyere letalitet (9;20;22). I nedre luftveisprover er det ogsa farre cyster til
stede enn hos HIV-seropositive med pneumocystis-pneumoni (23).

2.13.1 Aktuelle undersokelser og egnet prevemateriale

Aktuelle metoder for pavisning av P. jirovecii i luftveisprever omfatter (i) kjemiske
fargemetoder som viser soppelementenes (spesielt cystenes) morfologi ved mikroskopi, (ii)
immunmorfologiske fargemetoder med merkede antistoffer som er spesifikke for P. jirovecii
antigener, gjerne i form av immunfluorescensmikroskopi, (iii) pavisning av P. jirovecii DNA
ved PCR (eller liknende teknikker). I tillegg kan maling av 3-glukan i serum vere en aktuell
tilleggsundersokelse.

Kjemiske fargemetoder

Det er beskrevet en rekke kjemiske fargemetoder, hvorav noen gir farging av cystevegg, bl. a.
Gomori’s methenamin-selvfarging, toluidin blatt O og Calcofluor white farging. Andre, og
mindre spesifikke, metoder farger sporocytter og sporer (“’trophozoitter”), bl. a.
Giemsafarging og Wright farging (24). Disse fargemetodene ble anvendt i sterre utstrekning
tidligere, men er nd i stor grad erstattet av immunmorfologiske og DNA-baserte metoder.
Kun bronkial skyllevaske, indusert sputum og lungebiopsi anbefales ved bruk av disse
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metodene (24). De er mindre sensitive enn immunmorfologiske metoder (9;20).

Immunmorfologiske fargemetoder

Mange monoklonale antistoffer mot P. jirovecii er kommersielt tilgjengelige, bl. a. klon 3F6
og 2G2 som gjenkjenner ulike stadier av soppen, inklusive cyster. Andre kloner, som
R13/3G4-6 og 5E12, gjenkjenner kun cyster. Antistoffene kan kjopes konjugert, f. eks. til
fluorescein isotiocyanat (FITC) og det er ogsa ferdige “kits” pa markedet. Pavisning av cyster
kreves for sikker identifikasjon av P. jirovecii (25;26).

Anbefalt provemateriale er bronkial skylleveske. Indusert sputum kan aksepteres, men har
lavere sensitivitet (27). Lungebiopsi er akseptabelt. Seigt provemateriale ber forbehandles, f.
eks. med dithiotreitol (28). Oppkonsentrering ved sentrifugering (>= 1000g i minst 10 min.)
anbefales for provemateriale i vaskeform. For mikroskopi kan materiale avsettes pa
objektglass manuelt eller ved hjelp av cytospin sentrifuge. Provebehandling er godt beskrevet
1(27).

Pavisning av P. jirovecii DNA

Det anvendes flere ulike malgener for pavisning av P. jirovecii DNA (22). Malgener som mt
rLSU (mitochondrial ribosome large sub-unit) og MSG er multikopi-gener og anvendes for &
oppna hgyere sensitivitet. Andre malgener som p-tubulin, 5S rDNA, 18S rDNA, DHFR
(dihydrofolat reduktase), DHFS (dihydrofolat syntase) og Hsp 70 (heat shock protein 70)
anvendes ogsd (22). I folge siste rapport fra QCMD (Quality Control for Molecular
Diagnostics) for P. jirovecii fra 2012 (29) ble mt rLSU og MSG hyppigst anvendt som
maélgen, av hhv 39 % og 34 % av deltakerne. Selv om enkelte kommersielle tester er
tilgjengelige, brukes stort sett ”in house” metoder. | QCMD-rapporten angis det at 69 av 86
deltakende laboratorier (80 %) anvendte “’in house” metoder (29). Ved bruk av ’real-time”
PCR kan P. jirovecii DNA-mengden kvantiteres. I den samme QCMD-rapporten var det 10
laboratorier (12 %) som rapporterte kvantitative svar. Siden nevneren i et kvantitativt PCR-
resultat fra nedre luftveisprover er usikker, er det et alternativ & angi DNA-mengden
semikvantitativt (30).

Bronkial skyllevaske, indusert sputum og lungebiopsi er anbefalte provematerialer for
pavisning av P jirovecii DNA, der bronkial skylleveeske sannsynligvis er & foretrekke fremfor
indusert sputum. I tillegg har P. jirovecii vart pavist i lettere tilgjengelige provematerialer
som munnskyllevann (31;32).

(123)-B-D-glukan i serum

B-glukan er til stede i celleveggen hos de aller fleste medisinsk viktige sopparter og pavisning
1 serum brukes derfor ved diagnostikk av invasive soppinfeksjoner (33;34). Det er gjort flere
studier av nytten av 3-glukanmaling i serum ved P. jirovecii infeksjon (35;36). Brukt alene
har markeren lav positiv prediktiv verdi, mens den negative prediktive verdien er hay (36).
Maling av serum [-glukan har i flere studier vaert brukt ssmmen med PCR fra nedre
luftveisprover for & skille P. jirovecii kolonisering fra klinisk infeksjon (37;38).

2.13.2 Resistensforhold

Trimetoprim-sulfa og Dapson er viktige midler ved behandling og profylakse ved P. jirovecii
infeksjon (20). Dyrestudier viser at det overveiende er sulfa-komponenten i trimetoprim-sulfa
som har anti-Pneumocystis aktivitet (39). Sulfaresistens hos P. jirovecii er assosiert med visse
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punktmutasjoner 1 genet som koder for dihydropteroat syntase (DHPS) og som forer til
aminosyresubstitusjoner i posisjon 55 og 57 (40). Siden P. jirovecii ikke lar seg dyrke, baserer
studiene seg pa genotypiske undersgkelser med pavisning av aktuelle resistensmutasjoner.
Forekomsten av disse resistensmutasjonene er svart varierende i ulike publikasjoner — i
enkelte studier pavises hoy forekomst av DHPS-mutasjoner (41-43), mens det i andre studier
pavises fa eller ingen resistensmutasjoner (44-46). Flere studier har vist ssmmenheng mellom
DHPS-mutasjoner og trimetoprim-sulfa profylakse, men enkelte studier er vanskelig & vurdere
(40). Videre er ssmmenhengen mellom DHPS-mutasjoner og klinisk resistens uklar (40).

2.13.3 Anbefaling

Pneumocystis-diagnostikken er na i stor grad rettet mot immunsupprimerte pasienter som er
HIV-seronegative. Disse pasientene, som har et mer akutt sykdomsforlep og sterre grad av
inflammasjon i lungene, har ogsé farre cyster i nedre luftveisprover (22;23;47). Dette stiller
okte krav til sensitiv diagnostikk, samtidig som man ma seke 4 skille infeksjon fra
kolonisering. I svenske anbefalinger for pavisning av P. jirovecii ved hematologisk sykdom
og etter stamcelletransplantasjon anbefales primert bruk av immunmorfologisk metode fra
bronkialskyllevaske. Ved PCR-undersegkelse vil negativt resultat ha hey prediktiv verdi, hoy
DNA-konsentrasjon vil tale for infeksjon mens lav DNA-konsentrasjon vil tale for
kolonisering (48).

Basert pa tilgjengelig litteratur anbefales det & kombinere immunmorfologisk metode med
PCR-diagnostikk, der det gjores en semikvantitativ eller kvantitativ vurdering av mengden av
Pneumocystis-DNA (49). Laboratoriet ber gjere en samlet vurdering av funnene og
kommentere holdepunkt for infeksjon, henholdsvis kolonisering.

Diagnostisk kan en primart utfere immunmorfologisk metode, og ved negativt funn gjere
(semi)kvantitativ PCR. Alternativt kan det primeert settes opp PCR, dernest
immunmorfologisk metode ved positiv PCR (evt positiv PCR over definert grenseverdi ved
bruk av (semi)kvantitativ metodikk).

Betydningen av (3-glukan i serum som tilleggsundersokelse ved sparsmél om Pneumocystis-
pneumoni er pt uavklart. Det er mulig at denne analysen kan bidra til & skille kolonisering fra
infeksjon med P. jirovecii. Dette ber studeres nermere i form av prosjekt, helst med
deltakelse fra flere laboratorier.

Mange norske laboratorier utforer immunmorfologisk fargemetode for pavisning av P.
Jirovecii, enkelte utforer ogsd PCR-diagnostikk. De laboratorier som utferer PCR-diagnostikk
ber gjore en form for kvantitering (semikvantitativ/kvantitativ) for & vurdere hvor mye
Pneumocystis-DNA som er til stede i proven. Det antas at disse laboratoriene ogsé utferer
immunmorfologisk fargemetode og dermed kan sammenholde resultater fra de to
undersokelsene.

De laboratorier som kun anvender immunmorfologisk fargemetode ber ved negative funn og

klinisk mistanke om Pneumocystis-pneumoni videresende prover til PCR-diagnostikk. Det ma
da gjeres en samlet vurdering av resultat av de to underseokelsene.

93



Referanser:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Morris,A., and Norris,K.A. 2012. Colonization by Pneumocystis jirovecii and its role in disease. Clin.
Microbiol. Rev. 25:297-317.

Aliouat-Denis,C.M., Chabe,M., Demanche,C., Aliouat,e.M., Viscogliosi,E., Guillot,J., Delhaes,L., and
Dei-Cas,E. 2008. Pneumocystis species, co-evolution and pathogenic power. Infect. Genet. Evol. 8:708-
726.

Pifer,L.L., Hughes,W.T., Stagno,S., and Woods,D. 1978. Pneumocystis carinii infection: evidence for
high prevalence in normal and immunosuppressed children. Pediatrics 61:35-41.

Vargas,S.L., Hughes,W.T., Santolaya,M.E., Ulloa,A.V., Ponce,C.A., Cabrera,C.E., Cumsille,F., and
Gigliotti,F. 2001. Search for primary infection by Pneumocystis carinii in a cohort of normal, healthy
infants. Clin. Infect. Dis. 32:855-861.

Meuwissen,J.H., Tauber,l., Leeuwenberg,A.D., Beckers,P.J., and Sieben,M. 1977. Parasitologic and
serologic observations of infection with Pneumocystis in humans. J. Infect. Dis. 136:43-49.

Beard,C.B., Fox,M.R., Lawrence,G.G., Guarner,J., Hanzlick,R.L., Huang,L., Rio,C.D., Rimland,D.,
Duchin,J.S., and Colley,D.G. 2005. Genetic differences in Pneumocystis isolates recovered from
immunocompetent infants and from adults with AIDS: Epidemiological Implications. J. Infect. Dis.
192:1815-1818.

Ponce,C.A., Gallo,M., Bustamante,R., and Vargas,S.L. 2010. Pneumocystis colonization is highly
prevalent in the autopsied lungs of the general population. Clin. Infect. Dis. 50:347-353.

Wilson,J.W., Limper,A.H., Grys,T.E., Karre,T., Wengenack,N.L., and Binnicker,M.J. 2011.
Pneumocystis jirovecii testing by real-time polymerase chain reaction and direct examination among
immunocompetent and immunosuppressed patient groups and correlation to disease specificity. Diagn.
Microbiol. Infect. Dis. 69:145-152.

Kovacs,J.A., and Masur,H. 2009. Evolving health effects of Pneumocystis: one hundred years of progress
in diagnosis and treatment. JAMA 301:2578-2585.

Thomas,C.F., Jr., and Limper,A.H. 2007. Current insights into the biology and pathogenesis of
Pneumocystis pneumonia. Nat. Rev. Microbiol. 5:298-308.

de Boer,M.G., de Fijter,J.W., and Kroon,F.P. 2011. Outbreaks and clustering of Pneumocystis pneumonia
in kidney transplant recipients: a systematic review. Med. Mycol. 49:673-680.

Cisse,0.H., Pagni,M., and Hauser,P.M. 2012. De novo assembly of the Pneumocystis jirovecii genome
from a single bronchoalveolar lavage fluid specimen from a patient. MBio. 4:¢00428-12.

Chabe,M., iouat-Denis,C.M., Delhaes,L., Aliouat,e.M., Viscogliosi,E., and Dei-Cas,E. 2011.
Pneumocystis: from a doubtful unique entity to a group of highly diversified fungal species. FEMS Yeast
Res. 11:2-17.

Martinez,A., Aliouat,e.M., Standaert-Vitse,A., Werkmeister,E., Pottier,M., Pincon,C., Dei-Cas,E., and
iouat-Denis,C.M. 2011. Ploidy of cell-sorted trophic and cystic forms of Pneumocystis carinii. PLoS. One.
6:¢20935.

Gigliotti,F., and Wright, T.W. 2005. Immunopathogenesis of Pneumocystis carinii pneumonia. Expert.
Rev. Mol. Med. 7:1-16.

Masur,H., Michelis,M.A., Greene,J.B., Onorato,l., Stouwe,R.A., Holzman,R.S., Wormser,G.,
Brettman,L., Lange,M., Murray, H.W. et al 1981. An outbreak of community-acquired Pneumocystis
carinii pneumonia: initial manifestation of cellular immune dysfunction. N. Engl. J. Med. 305:1431-1438.
Gottlieb,M.S., Schroff,R., Schanker,H.M., Weisman,J.D., Fan,P.T., Wolf,R.A., and Saxon,A. 1981.
Pneumocystis carinii pneumonia and mucosal candidiasis in previously healthy homosexual men:
evidence of a new acquired cellular immunodeficiency. N. Engl. J. Med. 305:1425-1431.

Kaplan,J.E., Hanson,D., Dworkin,M.S., Frederick,T., Bertolli,J., Lindegren,M.L., Holmberg,S., and
Jones,J.L. 2000. Epidemiology of human immunodeficiency virus-associated opportunistic infections in
the United States in the era of highly active antiretroviral therapy. Clin. Infect. Dis. 30 Suppl 1:S5-14.
Maini,R., Henderson,K.L., Sheridan,E.A., Lamagni,T., Nichols,G., Delpech,V., and Phin,N. 2013.
Increasing Pneumocystis pneumonia, England, UK, 2000-2010. Emerg. Infect. Dis. 19:386-392.
Carmona,E.M., and Limper,A.H. 2011. Update on the diagnosis and treatment of Pneumocystis
pneumonia. Ther. Adv. Respir. Dis. 5:41-59.

Tasaka,S., and Tokuda,H. 2012. Pneumocystis jirovecii pneumonia in non-HIV-infected patients in the
era of novel immunosuppressive therapies. J. Infect. Chemother. 18:793-806.

Reid,A.B., Chen,S.C., and Worth,L.J. 2011. Pneumocystis jirovecii pneumonia in non-HIV-infected
patients: new risks and diagnostic tools. Curr. Opin. Infect. Dis. 24:534-544.

Limper,A.H., Offord,K.P., Smith,T.F., and Martin,W.J. 1989. Pneumocystis carinii pneumonia.
Differences in lung parasite number and inflammation in patients with and without AIDS. Am. Rev.
Respir. Dis. 140:1204-1209.

94



24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Chatterton,J.M., and Yen,D.O. 1992. Laboratory investigation of Pneumocystis carinii pneumonia.
Genitourin. Med. 68:336-341.

Ng,V.L., Yajko,D.M., McPhaul,L.W., Gartner,l., Byford,B., Goodman,C.D., Nassos,P.S., Sanders,C.A.,
Howes,E.L., Leoung,G. et al 1990. Evaluation of an indirect fluorescent-antibody stain for detection of
Pneumocystis carinii in respiratory specimens. J. Clin. Microbiol. 28:975-979.

Midgley,J., Parsons,P., Leigh,T.R., Collins,J.V., Shanson,D.C., Husain,O.A., and Harcourt-Webster,J.N.
1989. Increased sensitivity of immunofluorescence for detection of Pneumocystis carinii. Lancet 2:1523.
Arendrup,M.C., Bille,J., Dannaoui,E., Ruhnke,M., Heussel,C.P., and Kibbler,C. 2012. ECIL-3 classical
diagnostic procedures for the diagnosis of invasive fungal diseases in patients with leukaemia. Bone
Marrow Transplant. 47:1030-1045.

Zaman,M.K., Wooten,O.J., Suprahmanya,B., Ankobiah,W., Finch,P.J., and Kamholz,S.L. 1988. Rapid
noninvasive diagnosis of Pneumocystis carinii from induced liquefied sputum. Ann. Intern. Med. 109:7-
10.

2012. Pneumocystis jirovecii 2012 EQA Programme Final Report. QCMD.

Fillaux,J., Malvy,S., Alvarez,M., Fabre,R., Cassaing,S., Marchou,B., Linas,M.D., and Berry,A. 2008.
Accuracy of a routine real-time PCR assay for the diagnosis of Pneumocystis jirovecii pneumonia. J.
Microbiol. Methods 75:258-261.

Larsen,H.H., Huang,L., Kovacs,J.A., Crothers,K., Silcott,V.A., Morris,A., Turner,J.R., Beard,C.B.,
Masur,H., and Fischer,S.H. 2004. A prospective, blinded study of quantitative touch-down polymerase
chain reaction using oral-wash samples for diagnosis of Pneumocystis pneumonia in HIV-infected
patients. J. Infect. Dis. 189:1679-1683.

Helweg-Larsen,J., Jensen,J.S., and Lundgren,B. 1997. Non-invasive diagnosis of Pneumocystis carinii
pneumonia in haematological patients using PCR on oral washes. J. Eukaryot. Microbiol. 44:59S.
Onishi,A., Sugiyama,D., Kogata,Y., Saegusa,J., Sugimoto,T., Kawano,S., Morinobu,A., Nishimura,K.,
and Kumagai,S. 2012. Diagnostic accuracy of serum 1,3-beta-D-glucan for pneumocystis jiroveci
pneumonia, invasive candidiasis, and invasive aspergillosis: systematic review and meta-analysis. J. Clin.
Microbiol. 50:7-15.

Karageorgopoulos,D.E., Vouloumanou,E.K., Ntziora,F., Michalopoulos,A., Rafailidis,P.I., and
Falagas,M.E. 2011. beta-D-glucan assay for the diagnosis of invasive fungal infections: a meta-analysis.
Clin. Infect. Dis. 52:750-770.

Karageorgopoulos,D.E., Qu,J.M., Korbila,l.P., Zhu,Y.G., Vasileiou,V.A., and Falagas,M.E. 2013.
Accuracy of beta-D-glucan for the diagnosis of Pneumocystis jirovecii pneumonia: a meta-analysis. Clin.
Microbiol. Infect. 19:39-49.

Held,J., Koch,M.S., Reischl,U., Danner,T., and Serr,A. 2011. Serum (1 --> 3)-beta-D-glucan
measurement as an early indicator of Pneumocystis jirovecii pneumonia and evaluation of its prognostic
value. Clin. Microbiol. Infect. 17:595-602.

Matsumura,Y ., Ito,Y., linuma,Y., Yasuma,K., Yamamoto,M., Matsushima,A., Nagao,M., Takakura,S.,
and Ichiyama,S. 2012. Quantitative real-time PCR and the (1-->3)-beta-D-glucan assay for differentiation
between Pneumocystis jirovecii pneumonia and colonization. Clin. Microbiol. Infect. 18:591-597.
Damiani,C., Le,G.S., Da,C.C., Virmaux,M., Nevez,G., and Totet,A. 2013. Combined quantification of
pulmonary Pneumocystis jirovecii DNA and serum (1->3) beta-D-glucan for differential diagnosis of
Pneumocystis pneumonia and Pneumocystis colonization. J. Clin. Microbiol.

Walzer,P.D., Foy,J., Steele,P., Kim,C.K., White,M., Klein,R.S., Otter,B.A., and Allegra,C. 1992.
Activities of antifolate, antiviral, and other drugs in an immunosuppressed rat model of Pneumocystis
carinii pneumonia. Antimicrob. Agents Chemother. 36:1935-1942.

Huang,L., Crothers,K., Atzori,C., Benfield,T., Miller,R., Rabodonirina,M., and Helweg-Larsen,J. 2004.
Dihydropteroate synthase gene mutations in Pneumocystis and sulfa resistance. Emerg. Infect. Dis.
10:1721-1728.

Dini,L., du,P.M., Frean,J., and Fernandez,V. 2010. High prevalence of dihydropteroate synthase
mutations in Pneumocystis jirovecii isolated from patients with Pneumocystis pneumonia in South Africa.
J. Clin. Microbiol. 48:2016-2021.

Friaza,V., Morilla,R., Respaldiza,N., de La,H.C., and Calderon,E.J. 2010. Pneumocystis jiroveci
dihydropteroate synthase gene mutations among colonized individuals and Pneumocystis pneumonia
patients from Spain. Postgrad. Med. 122:24-28.

Taylor,S.M., Meshnick,S.R., Worodria,W., Andama,A., Cattamanchi,A., Davis,J.L., Y00,S.D.,
Byanyima,P., Kaswabuli,S., Goodman,C.D. et al 2012. Low prevalence of Pneumocystis pneumonia
(PCP) but high prevalence of pneumocystis dihydropteroate synthase (dhps) gene mutations in HIV-
infected persons in Uganda. PLoS. One. 7:¢49991.

95



44. Munoz,C., Zuluaga,A., Restrepo,A., Tobon,A., Cano,L.E., and Gonzalez,A. 2012. Molecular diagnosis
and detection of Pneumocystis jirovecii DHPS and DHFR genotypes in respiratory specimens from
Colombian patients. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 72:204-213.

45. Dimonte,S., Berrilli,F., D'Orazi,C., D'Alfonso,R., Placco,F., Bordi,E., Perno,C.F., and Di,C.D. 2013.
Molecular analysis based on mtLSU-rRNA and DHPS sequences of Pneumocystis jirovecii from
immunocompromised and immunocompetent patients in Italy. Infect. Genet. Evol. 14:68-72.

46. Beser,J., Dini,L., Botero-Kleiven,S., Krabbe,M., Lindh,J., and Hagblom,P. 2012. Absence of
dihydropteroate synthase gene mutations in Pneumocystis jirovecii isolated from Swedish patients. Med.
Mycol. 50:320-323.

47. Kovacs,J.A., Hiemenz,J.W., Macher,A.M., Stover,D., Murray,H.-W., Shelhamer,J., Lane,H.C.,
Urmacher,C., Honig,C., Longo,D.L. et al 1984. Pneumocystis carinii pneumonia: a comparison between
patients with the acquired immunodeficiency syndrome and patients with other immunodeficiencies. Ann.
Intern. Med. 100:663-671.

48. Information frdn Likemedelsverket 2011. Profylax och behandling av invasiv svampinfektion vid
hematologisk sjukdom samt efter stamcellstransplantation — uppdaterad rekommendation. 36-47.

49. Alanio,A., Desoubeaux,G., Sarfati,C., Hamane,S., Bergeron,A., Azoulay,E., Molina,J.M., Derouin,F., and
Menotti,J. 2011. Real-time PCR assay-based strategy for differentiation between active Pneumocystis
jirovecii pneumonia and colonization in immunocompromised patients. Clin. Microbiol. Infect. 17:1531-
1537.

2.14 Mikrobiologisk diagnostikk av endemiske mykoser

Kjersti Wik Larssen, Mikrobiologisk avdeling, St.Olav
Endemiske mykoser skyldes i hovedsak Blastomyces dermatitidis, Coccidioides spp,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis og Penicillium marneffei.
Artene har folgende fellestrekk:
* Etendemisk omrade der de fins i jordsmonn.
*  Produksjon av luftbarne konidier som kan inhaleres (eller traumatisk inokulasjon).
* Evne til 4 gi infeksjon hos immunfriske i tillegg til immunsupprimerte.
* Eksponering er vanlig i endemiske omrdder, men sykdom er ofte subklinisk og/ eller
selvbegrensende. Alvorlig sykdom ofte relatert til smittedose og vertsfaktorer.
* Evne til dimorfisme. Vokser som muggsopp 1 miljg (25-30 °C), som gjersopp ved
infeksjon (37 °C).

Soppene gir ofte ett av folgende sykdomsbilder:
* Primarinfeksjon
* Kronisk pulmonar og/eller disseminert infeksjon
* Reaktivert infeksjon

Ogsa Sporothrix schenckii er en dimorf sopp som ofte inkluderes i endemiske mykoser. Fins i
tropiske og subtropiske omrader. Gir hyppigere infeksjon via traumatisk inokulasjon enn via
inhalasjon.

For informasjon om geografisk utbredelse, ekologisk nisje, sykdomsmanifestasjoner og
utredning henvises til lerebeker. Kliniske opplysninger man ber vare serlig oppmerksom pa:
reise, tidligere bosted, yrke, fritidsaktiviteter, immunsuppresjon. Var oppmerksom pa
mulighet for reaktivert infeksjon ved nytilkommet immunsuppresjon, ogsd mange ar etter
opphold i endemisk omrade.
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Biosafety:
Laboratoriesmitte med dimorfe sopper er velkjent. Mikrobene tilherer smitterisikogruppe 3.

Pasientmateriale med dimorfe sopper er ikke smittsomt. I muggsoppfase (25-30 °C) dannes
svart smittsomme konidier. Ogsa gjarsoppfasen i kultur ved 37 °C kan vare smittsom ved
dannelse av aerosoler eller inokulasjon. Ved mistanke skal dyrkning skje pé et P3
laboratorium, og all manipulasjon av kulturer ma skje i biosikkerhetskabinett klasse I (BSC-
IT). CLSI anser imidlertid biosikkerhetsniva (BSL)-2 med bruk av BSL-3 beskyttelse som
BSC-II for & veere tilstrekkelig til & isolere og identifisere arter som for eksempel
Coccidioides spp, Histoplasma spp fra pasientmateriale (1). Prover skal sées ut i et BSC.

De fleste anbefaler dyrkning i rer (ca 20 mm diameter) med skrukork for & minimere
smittefare i forbindelse med handtering av kulturer. Dersom mistanke om coccidioidomykose
frarddes ofte & dyrke i petriskaler. Om petriskdler benyttes skal de alltid forsegles med
parafilm eller tilsvarende.

For & drepe en hel kultur for mikroskopering kan hele kulturen dekkes med 10 % formalin
som far virke i 48 timer (2). Forutsetter nok et BSC som handterer kjemikalier (uten
resirkulasjon av luft til laboratoriet). Ved referanselaboratoriet i Sverige kontrollerer de i
tillegg til formalindrap at soppen er ded ved subkultur for de lager preparat og tar den ut av
sikkerhetskabinettet (personlig kommunikasjon Erja Chryssantou, Karolinska insitutet).
Fenolkomponenten i lactofenolblatt (LPCB) vil ogsé drepe sopp. Litteraturen sier ikke noe om
hvor lenge fenolkomponenten mé virke, og om hvor sikkert soppdrapet er. Formalindrap for
morfologisk identifikasjon av en kultur mistenkt & kunne inneholde dimorfe sopper er ikke
nevnt 1 verken i Manual of clinical microbiology, Clinical microbiology procedures handbook
eller CLSI guidelines (1,8,9).

Manual of clinical microbiology anbefalte i tidligere utgave (8th ed) bruk av Permount
mounting medium som forsegling for ekstra sikkerhet for mikroskopering. Som ekstra
personlig sikkerhetstiltak kan eventuelt P3 maske benyttes nar preparat tas ut av
sikkerhetskabinett.

Gravide ber om det kan unngés ikke jobbe med kulturer som mistenkes & kunne inneholde
Coccidioides spp. Dersom uhell i lab med kultur som viser seg & vaere Coccidioides spp finnes
det en god oversiktsartikkel over anbefalte tiltak fra 2009 (3). Mange av vurderingene her
rundt smittefare ved ulike situasjoner er nyttige ogsa til bruk ved risikovurderinger ved andre

sopptyper.

Aktuelle provematerialer:
Organismene overlever ikke godt i kliniske materialer, og ma handteres straks etter
provetaking for optimal vekst. Dette gjelder sarlig ved histoplasmose.
Aktuelle provematerialer er blant annet:
* Luftveismateriale (BAL, ekspektorat, indusert sputum, biopsi)
* Beinmargsaspirat
* Lymfeknuteaspirat
* Spinalvaeske
* Hudbiopsier (fra lesjoner) evt hudavskrap
e Fullblod pa 2 lysis- sentrifugering (Isolator) flasker (mer sensitiv enn automatiske

blodkultursystem)
* Biopsier
* Aspirat
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Direkte mikroskopi:

Alle materialer farges med Calcofluor White/Blankophor + KOH. Eventuelt rent KOH
preparat ved behov i tillegg. Giemsa pé blodutstryk og pd beinmarg. Alltid tillegg av
histopatologiske fargemetoder (GMS, H&E og PAS) pa biopsier/vev, beinmarg og
blodutstryk. Se etter typiske karakteristika og sammenlign med atlas/ leerebeker:

Organisme Sterrelse | Uniform/ | Karakterisitka i provemateriale
(pm) Variabel
storrelse
H.capsulatum | 2-5 Oftest Ovale/runde knoppskytende gjerceller. Ofte
uniform ansamlinger i makrofager. Vanskelig & se nar fa.
Histopatologi: ofte pseudokapsel.
S.schenckii 2-6 Variabel/ | Sma rund-ovale-elongerte celler (“cigar bodies”).
sfeeriske el | Mono eller multipolar knoppskyting.
avlange Histopatologi: polygranulomates respons. Ofte fa
gjerceller i lesjoner. Kan vere vanskelig & se.
P.marneffei 2-5 Variabel | Sma, ovale/avlange artroconidiale former uten
knoppskyting. Karakteristisk internt septa.
Intracellulaere.
B.dermatitidis | 8-15 Uniform Store, sfeeriske dobbelt refraktere celler.
(ikke Tykkveggede. Monopolar knoppskyting med bred
alltid) base. Kan se multinucleate ut.
H.duboisii 8-15 Variabel | Smal base. Kan ha "timeglass” utseende. Tykk
(evt 150) cellevegg. Kan likne B.dermatitidis.
Coccidioides | 10-200 Variabel | Sferuler av variabel storrelse, noen med 2-4 um
spp endosporer. Diagnostisk. Etter ruptur kan
endosporer likne gjerceller. OBS fraver av
knoppskyting! Artrokonidier/hyfer kan dannes 1
kavitaere lesjoner.
P.brasiliensis | 5-60 Variabel | Store celler med multipolar budding/”’skipsratt”.

Ovale datterceller kan likne H.capsulatum.

Funn suspekt pa endemisk mykose i klinisk materiale ringes til kliniker straks. Vurder mulig
nytte av supplerende tester (ITS PCR pa direktemateriale, serologi).

Dyrkning:

Dyrkningen av endemiske mykoser kan ta tid for enkelte arter. Skéler/ror inkuberes i inntil 6
uker. Sannsynligheten for vekst varierer med sykdomsbilde og prevemateriale. Repeterte

prover kan gke sensitiviteten.

* Sterilt materiale dyrkes pa SDA og BHI agar (eventuelt sjokoladeagar) ved 25-30 °C
og 35-37 °C.

* Usterilt materiale dyrkes som over og i tillegg pa medier tilsatt kloramfenikol ved 35-
37 °C og 25-30 °C og medier tilsatt kloramfenikol og cykloheximide (for eksempel
Mycosel, Mycobiotic) ved 25-30 °C.

* Blodkultur pé Isolatorsystem er godt egnet for coccidioidomykose og histoplasmose.
Lysis av hvite blodceller (frigir fagocyterte gjeerformer) sammen med konsentrasjon
(sentrifugering) oker sannsynligheten for vekst. Provene handteres 1 henhold til
leverander. Sas ut pd samme medier og betingelser som sterilt materiale.
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Kloramfenikol hindrer bakterievekst. Cyclohexaimid hemmer vekst av mange forurensende
muggsopp, men ogsé av gjersoppformen til de fleste dimorfe sopper og muggsoppformen til
Penicillium marneffei og Sporothrix schenckii. Selektive medier kan derfor ikke benyttes
alene.

De fleste muggsoppformene vil vokse innen 1-2 uker, noen allerede etter 3-5 dager.
Konidieproduksjon kan ta mer tid, ofte 5-10 dager. Smittefaren i laboratoriet eker jo eldre
kulturene blir, ettersom luftmycel og konidier far utvikle seg. Coccidioides spp vokser ikke
med gjersoppform i laboratoriet med mindre man benytter spesialmedier eller forseksdyr.

Identifikasjon:

Identifikasjon foregdr morfologisk og/ eller ved hjelp av molekylere metoder. Generelt vil
identifikasjon via prober (for eksempel Accuprobe (GenProbe)) eller sekvensering (av ITS2
regionen til rRNA) kunne vare raskere enn morfologisk identifikasjon da dette kan utfores pa
mycelfase, for typiske konidier og/eller konversjon til gjeersoppfasen tillater sikker
morfologisk diagnostikk. Slik vil en ogsé minske faren for laboratoriesmitte. Exoantigentest
er beskrevet i litteraturen som en sensitiv og spesifikk méte a identifisere kulturer pa fra
mycelform (for konidieproduksjon). Dette er arbeids- og tidkrevende (48-72 timer), krever en
viss kolonisterrelse for en kan ekstrahere nok antigen, og er mange steder né erstattet med
molekylare metoder.

Demonstrasjon av termal dimorfisme har tradisjonelt vart den definitive testen for
identifikasjon av dimorfe sopp. For coccidioides spp er dette ikke praktisk gjennomferbart i
rutinelaboratorier, og ogsa for enkelte av de andre kan det kreve tid (1-4 uker), flere
subkulturer eller spesielle medier. Stort sett vil BHI agar med blod fungere for konversjon fra
muggsoppfasen til gjeerfasen. Det henvises til lerebeker for konkrete anbefalinger om teknikk
og medier, for eksempel referanse 9.

Béde morfologisk identifikasjon, men ogsé via prober er beskrevet & kunne gi falsk positiv
identifikasjon (12,13). Ved bruk av sekvensbaserte metoder ma man vare klar over
fallgruvene 1, og kvaliteten p4, tilgjengelige sekvensdatabaser (22).

Rikshospitalet tilbyr sekvensbasert identifikasjon av sopp. Unge kolonier overfores til
transportmedium (Amies) og kan sendes som kategori A materiale for sekvensering.

Ved morfologisk identifikasjon av kultur ser en etter typiske karakteristika makroskopisk og
mikroskopisk, og sammenligner med atlas/leerebeker, for eksempel referanse 4 el 6. Bruk
fortrinnsvis tease”- preparat med inokulasjonsnéler fra dyrkning i rer (8). (Noen lerebeoker
frarader tape- preparat ved mistanke om endemiske mykoser. Tape-preparat vil dessuten kun
kunne brukes om dyrkningen er gjort pd petriskaler). Utfor aldri ”slide culture” pa mistenkte
P3 organismer pd grunn av smittefare!

Serologiske undersgkelser:

Antistoffundersegkelser har primart vert brukt ved coccidioidomykose og histoplasmose.
Serologi for coccidioidomykose anses som folsom, for histoplasmose akseptabel men med
kryssreaksjoner. For paracoccidioidomykose er det problem med kryssreaksjoner. Serologiske
tester for blastomykose er lite nyttige pga lav sensitivitet, men spesifisiteten er god.
Sensitivitet i testene vil pavirkes av eventuell immunsvikt. Vanligst brukt er
immundiffusjonstest (ID) eller KBR. For coccidioidomykose er det anbefalt at det benyttes
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ulike teknikker for & gke sensitiviteten (ID + KBR + EIA). KBR kan ogsé benyttes pa CSF
ved mistanke om coccidioidomykose. Ogsa ved histoplasmose kan man gke sensitiviteten ved
a bruke bade ID og KBR. Det kan ta opptil 4-8 uker for antistoffrespons. Det fins ogsé
beskrevet ELISA for pavisning av antistoffer mot Penicillium marneffei. Rikshospitalet
utforer antistoffundersekelse med ID test for H.capsulatum, Coccidioides spp og B.
dermatitidis.

Det fins EIA- tester for antigenpdvisning av Histoplasma (IMMY og Mira VistaLaboratories),
Coccidioides og Blastomyces (Mira Vista Laboratories) fra urin, serum, CSF og BAL.
Sensitiviteten er ofte storst i urinprover. Kryssreaksjoner forekommer. Det er ogsa beskrevet
tester for antigenpdvisning av P.marneffei. Testene er mest nyttige i endemiske omrader, og
kan ogsa brukes til & folge behandlingsrespons. Per i dag finnes ikke tilbud om dette i Norden.

Direkte pavisning av dimorfe sopp med PCR pa pasientmateriale:

Det fins flere publikasjoner pa bruk av molekylaere metoder for direkte pavisning av dimorfe
sopp 1 prevematerialet. Ogséd bruk av panfungal assays til deteksjon av sopp fra klinisk
materiale er beskrevet. Forelopig er ingen slike tester kommersielt tilgjengelige, og deres
endelige plass 1 diagnostikken er ikke avklart.
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2.15 Laboratoriesikkerhet ved handtering av klasse 3
agens i mykologien
Egil Lingaas, Avdeling for smittevern, OUS Rikshospitalet

http://mikrobiologi.thi.no/PageFiles/3302/17%20Laboratoriesikkerhet%20ved%20soppdiagn
ostikk%202.pdf

Oppsummering og anbefaling:

For generelle smittevernrutiner i laboratoriet henvises til tidligere strategirapport (1999).
Innen mykologien er dannelse av aerosol eller inhalasjon av konidier fra isar fra kulturer med
Coccidioides immitis og Histoplasma capsulatum 1 muggfasen fryktet som arsak til
laboratoriesmitte. Det foreligger ogsé rapporter om inokulasjonssmitte ved handtering av
prover eller kulturer. Slik smitte rapporteres ogsé fra lavendemiske omrader ofte i forbindelse
med uventet funn av dimorf sopp. Okende reisevirksomhet og ekende antall
immunsupprimerte pasienter gjor at slik smitte ogsd kan inntreffe i Norge. Reiser til
endemiske omrader i USA, men ogsa mer eksotiske reisemél kan medfere smitte og latent
sykdom, ogsa hos ellers friske pasienter, med fare for akutt sykdom i forbindelse med massiv
eksponering eller reaktivering i forbindelse med senere immunsuppresjon. Faren for
laboratorieuhell storst om man ikke har laboratorierutiner som tar hgyde for potensiell
smitterisiko. Penicillium marneffei er en dimorf sopp som kategoriseres som risikogruppe 2.

Sopp i risikogruppe 3 der luftbiren smitte ikke er utelukket '

Sopp Smitte
Blastomyces dermatitidis Inhalasjon. Inokulasjon.
(Ajellomyces dermatitidis) Smitte mellom mennesker er sjelden.
Laboratoriesmitte (inhalasjon, inokulasjon)
Cladophialophora bantiana Fra jord/planter.
(Xylohypha bantiana, Cladosporium bantianum) Ikke kjent om det smitter mellom mennesker
Coccidioides immitis/ posadasii Fra jord. Inhalasjon av stev.
Inokulasjon
Laboratoriesmitte (inhalasjon, inokulasjon)
Histoplasma capsulatum var capsulatum Inhalasjon av jord/stev forurenset med avfering
(Ajellomyces capsulatus) fra fugler eller flaggermus.
Laboratorieinfeksjon (inhalasjon, inokulasjon)
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Sopp Smitte

Histoplasma capsulatum duboisii Fra jord. Inhalasjon av stev.
Laboratorieinfeksjon (inhalasjon, inokulasjon)
Paracoccidioides brasiliensis Fra jord. Inhalasjon.

Smitter ikke mellom mennesker.
Gir ikke laboratorieinfeksjon

Dannelse av aerosoler er en viktig drsak til laboratoriesmitte og inntreffer i forbindelse med
homogenisering, vibrasjoner (vortex-mikser), sentrifugering, pipettering, avbrenning av
preparater, katalase, agglutinasjon, frysesnitt og apning av skaler med mycel.

For muggsopp og dimorf sopp i muggstadiet er inhalasjon av konidier viktig smittekilde.
Fornuftig bruk av sikkerhetskabinett og riktig inneslutningsniva vil minimere fare for
laboratoriesmitte, men tiltakene ma vaere hensiktsmessige, slik at de felges i den daglige
rutinen. Det vil ogsé vere hensiktsmessig 4 ha en rutine for hva som skal gjeres om uhellet er
ute (2).

Det er ikke automatisk samsvar mellom risikogruppe og inneslutningsniva, og internasjonale
anbefalinger er ikke helt identiske.

Handtering av prevemateriale ved mistanke om dimorfe sopp

Inneslutningsniva 2

Héndtering av muggsopp

Mikrobiologisk sikkerhetskabinett klasse 2

Handtering av dimorfe sopp

Ved hindtering av kulturer: Inneslutningsniva 3. Drep kulturen for den blir gammel (<7d)
Inaktivering av konidier

Bomullsblétt (lactophenol cotton blue) inneholder 20 - 25 % (2 - 2,5 mg/ml) fenol (C6H50H)
Fenol har antimykotisk effekt.

Mange anbefaler & spre ut provematerialet i 70 % alkohol for bomullsblatt blandes inn.

Det anbefales 4 ikke lage slide culture av P3 organismer. Tease preparat med
inokulasjonsnéler er & foretrekke over tape preparat pga mindre mengde konidier og bedre
kontroll med at alt materialet blir dekket av bomullsblatt. (obs det finnes bomullsblatt uten
lactophenol!).

Kulturer med muggsopp

Alltid tapede skaler, ved sterk mistanke om dimorf sopp anbefales gjerne dyrkning i rer med
skrdagar og skrukork (mindre overflate/ konidier ).

Apning i sikkerhetskabinett klasse 2 (1?)

Skaler som &pnes uten at man har sett muggsopp, skal straks lukkes og flyttes til et
sikkerhetskabinett

Skaler som tas vare pa i mer enn 3 dager ved romtemperatur skal tapes.

Referanser:
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2. Stevens DA, Clemons KV, Levine HB et al. Expert opinion: What to do when there is coccidioides
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3. CLSI M54-A. Vol32 Nol14. 2012: Principles and procedures for detection of fungi in clinical specimens-
direct examination and culture; approved guideline.
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2.16 Mikrobiologisk diagnostikk ved dermatofyttinfeksjoner

Aasmund Fostervold, Mikrobiologisk avdeling, Stavanger universitetssykehus
Dermatofytter er muggsopparter som tilherer Trichophyton, Microsporum og
Epidermophyton-familiene. De kan bryte ned keratin og siledes infiserer hud, negler og hér.
Taksonomien er komplisert[1, 2], men en hensiktsmessig inndeling kan baseres pa
vertspreferanse og naturlig habitat[3, 4].

* Antropofile arter — smitter direkte eller indirekte mellom mennesker

* Zoofile arter— smitter fra dyr. Sekundarsmitte mellom mennesker forekommer

* Geofile arter — smitter fra jord til menneske direkte eller via dyr.

Tabell 1 — Artsoversikt

Anthropofile arter Geofile arter Zoofile arter(typisk vertspreferanse)
Trichophyton concentricum Trichophyton vanbreuseghemii Trichophyton erinacei (pinnsvin)

Trichophyton gourvilii Microsporum preacox Trichophyton equinum (hest)

Z;l;fldoé flt); tloen mentagrophytes Microsporum racemosum Trichophyton mentagrophytes mentagrophytes (gnagere)
Trichophyton megnini Microsporum gypseum complex Trichophyton quinckeanum (mus)

Trichophyton rubrum Microsporum vanbreuseghemii Trichophyton simii(aper??)

Trichophyton schoenleinii Trichophyton verrucosum (kveg)

Trichophyton soudanense Microsporum canis (katter,hunder)

Trichophyton tonsurans Microsporum gallinae (kylling)

Trichophyton violaceum Microsporum nanum (gris)

Trichophyton yaoundei Microsporum persicolor (gnagere,smd pattedyr))

Microsporum audouinii

Microsporum ferrugineum

Epidermophyton floccosum

Bearbeidet tabell fra referanse.[3]

Enkelte arter forekommer hyppigere ved enkelte anatomiske lokalisasjoner.(tabell 3)
Trichophyton spp. kan infisere bade hud, har og negler. Microsporum spp. og
Epidermophyton spp. pavises svart sjelden 1 henholdsvis negl og hér.

T. rubrum, T, mentagrophytes interdigitale, M.canis og E.floccosum finns utbredt i hele
verden. Utbredelsen av andre arter er i storre eller mindre grad geografisk betinget.
Utbredelsen kan endres over tid som folge av folkemigrasjon, turistreiser eller endring i
sosiogkonomiske forhold. F.eks oker nd forekomsten 1 Europa og USA av
T.soudanese(endemisk 1 Asia og Afrika) pd grunn av migrasjon[4, 5].

Den vanligste arten i Sverige er T.rubrum(80%) fulgt av T.mentagrophytes, E.floccosum og
M. canis. Disse utgjor til sammen over 90%. [6] Det finnes lite publiserte om norske forhold.
I en norsk studie fra 1984 ble det hos 385 rekrutter pavist tinea pedis hos 6 %. Det ble pavist
T.rubrum hos ca 80 % og E.floccosum hos ca. 20 % [7]. 1 boken Medisinsk mikrobiologi
angis det at T.rubrum utgjor 85-90 % av norske isolat, fulgt av T.mentagrophytes,
T.violaceum og E.floccosum|[8].

I en sperreundersgkelse til norske laboratorier i forkant av metet fikk vi svar fra 8 laboratorier
som utferer dermatofyttdiagnostikk. Samlet ble det i 2012 funnet dermatofytter i 1088 (18 %)
av 1 6048 prover. Variasjon i funnrate mellom laboratoriene var 11-28 %. Seks laboratorier
rapporterte fordeling av provematerialer; Her fordelte 4643 prover seg 12693 (58 %) negl,
1903 (41%) hud og 47 (1%) hér. Fordelt pa provemateriale vokste det dermatofytter i 22 %
av neglpravene, 37 % av harprevene og 15 % av hudprevene.
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Tabell 2 - Artsfordeling vekst 8 norske laboratorier

Art Antall prover % av
med vekst antall pavist
Trichophyton rubrum 874 80,5 %
Trichophyton violaceum 62 5,7%
Trichophyton mentagrophytes 59 5,4 %
Trichophyton species 39 3,6%
Microsporum canis 13 1,2%
Trichophyton tonsurans 12 1,1%
Epidermophyton floccosum 9 0,8%
Microsporum andouinii 8 0,7%
Trichophyton soudanese 5 0,5%
Trichophyton megninii 2 0,2%
Trichophyton verrucosum 1 0,1%
Microsporum gypseum 1 0,1%
Microsporum ferrugineum 1 0,1%

I tillegg rapporterte enkelte sporadiske funn (<1%) av andre sopparter. Fusarium spp.,
Scopolariopsis spp., mugg, Aspergillus spp. og gjersopp.

Kommentar: Ringtestprover er inkludert i resultatene fra ett laboratorium. En del tinea capitis
prover er sannsynligvis registrert som hudprever. Det er ogsa rimelig 4 anta et en del
infeksjoner, sarlig tinea pedis og tinea cruris behandles uten diagnostikk.

Non dermatofytt-infeksjon

Candida intertrigo er hyppig forekommende. Malasezzia spp.(gjersopp), hyppigst M .furfur,
kan gi pityriasis (tinea) versicolor, seborroisk dermatitt, og follikulitt[9, 10].
Non-dermatofytt muggarter, utenom dermatofyttene som kan infisere frisk hud, deriblant
Scytalidium dimidiatum, Scytalidium hyalinum, Phaeoannellomyces werneckii, Piedraia
hortae(Hvit Piedra), Trichosporon beigelii(Svart Piedra), Fusarium spp. Mange forekommer
hovedsakelig 1 varme strok. Overnevnte og en rekke andre arter kan infisere hud eller negler
som har skade, eller eksisterende dermatofyttinfeksjon. Scopolariopsis brevicaulis, Fusarium
spp, Aspergillus spp, Scytalidium dimidiatum og Acremonium spp. er de hyppigst rapporterte i
litteraturen. Candida spp., scerlig C. parapsilosis, C. guilliermondii og C. albicans kan ogsa
veere aktuelle.[10-13]

Vekst av «uvanlige» arter, serlig i negleprover, ber medfore evt. litteraturkonsultasjon,
vurdering mot direkte mikroskopi. Ny preve anbefales for repetering av funn. Det ber
undersekes om en «vanlig» dermatofytt ogsa er tilstede[ 14] og behandlende lege ber vurdere
om tilstanden kan skyldes ikke-infeksios arsak (tabell 3).

Subkutane mykoser, dimorfe soppinfeksjoner og hematogen spredning av andre systemiske
soppinfeksjoner kan ogsa gi overfladiske lesjoner[10]. Omtales ikke nermere her.

Klinikk og behandling

Klinisk presentasjon avhenger av soppart, kroppsomrade og vertens immunstatus. Invasiv
vekst forekommer svert sjelden, men kan vere aktuelt hos immunsvekkede[15]. T-celle
respons antas & vere den viktigste forsvarsmekanismen. Antropofile arter gir oftere lite
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inflammasjon og kronisk infeksjon. Zoofile arter gir oftere inflammatoriske lesjoner og noen
ganger storre pustellesjoner(kerion).

Tabell 3 — Klinisk presentasjon

Tilstand

Tinea capitis

Tinea favosa

Tinea barbae

Tinea faciei

Tinea pedis

Tinea manuum

Tinea cruris

Tinea
unguinum
(onycho-
mycosis)
Tinea corporis

Tinea imbricata

Tinea incognito

Lokalisasjon

Hodebunn og hér

Hodebunn
Skjeggomradet med

invasjon av har

Ansiktshud uten
terminal beharing.

Fotter og mellom taer

Hender

Lyske og lar

Negler

Trunkus, skuldre
Trunkus

Alle lokalisasjoner

Klinikk

Oftest hos barn 3-7 ar. Varierer fra misfargede,
avbrutte harstra til smertefulle
betennelsesomrader med héravfall. Ringformet.

Alvorlig, kronisk infeksjon. Kan gi permanent
hértap. Vanligst i Asia og Afrika.

Ofte hos bender. Ofte sterk innflammasjon med
pustules folikulitt. Infiserte har kan lett nappes ut.
Vanligvis lite plagsom, men kosmetisk
skjemmende

Smitte oftest fra kjeledyr eller fra andre
kroppsomrader. Erythem, men ofte uten
ringstruktur. Papler og makler forekommer.
Steroidbruk kan gi ukarakteristisk bilde.
Hyppigste infeksjon. Prevalens 10%, serlig
laterale timellomrom hos menn. Smitte i fuktige
miljeer. Reinfeksjon veldig vanlig. Flassing,
maserasjon og kronisk klge. Ofte mykotisk
eksem. Bakteriell superinfeksjon forekommer
ikke sjelden. Er ofte kilde ved infeksjon i negler
eller andre lokalisasjoner

Hyperkeratose med finkornet flassing.
Eksematgse forandringer forekommer. Ofte
ensidig. Ofte smitte fra fottene

lyse og avgrensede omrader av larene- serlig hos
menn, fuktige og varme strek. Sportsmiljeer, sterk
svetting.. Ofte smitte fra egne fotter via handkle.
Klee,symmetrisk vifteformet utslett med
flassende elevert randsone. Affeksjon av skrotum
forekommer ofte, spredning til eksterne genitalia,
nates, rygg og abdomen forekommer. Papler og
pustler kan forekomme

Forekommer ofte sammen med tinea pedis.
Traumer, darlig perifer sirkulasjon og hey alder
disponerer Neglen invaderes forfra eller fra side.
Soppen penetrerer neglen som farges hvit.
Negleplaten blir tykk og sprekker lett opp.
Ringformede lesjoner.

Kronisk infeksjon, konsentriske overlappende
ringer. Oceania, ser-gst asia, latin-amerika.
Klinisk uvanlig presentasjon, ofte uten
innflammasjonstegn. Skyldes ofte feilbehandling
med steroider. Soppen pavises lett med vanlig
diagnostikk

Typiske
diff.diagnoser
Serborroisk dermatitt,
psoriasis, impetigo,
lupus erythematosus.

Bakterielle
folikulitter(kan
forekomme samtidig)

Lysdermatoser, Lupus
erythematosus,
psoreasis, eksemer,
rosacea

Bakteriell infeksjon,
psoreasis og andre
eksemer

Psoreasis, handeksem

Candida- eller
bakteriell interrigo,
psoreasis, seborroisk
eksem,
ekstramammar Paget

Psoreasis,
paronychier

Hyppige
arsak(usortert)*
T.tonsurans, (4)
T.verrucosum (Z)
T.soudanese (A)
T.violaceum (4)
M.canis (Z)
T.schonleinii(A)

T.verrucosum(Z)
T.mentagrophytes
mentagrophytes (Z)

T.ruburm (A)

T.ruburm (A)
T.mentagryphytes
interdigitale (4)
E.floccosum (4)

T.rubrum (A)

T.ruburm (A)
T.mentagryphytes

T.ruburm (A)
T.mentagryphytes(A4)
E.floccosum(A)

T.ruburm (A)
T.tonsurans (A)

T.concentricum(A)

Tabell utarbeidet etter referansene(2, 9, 10, 16]
A)-antropofil, (Z)-zoofil *Vestlig/europeisk epidemiologi

Dermatofyttinfeksjoner har en rekke differensialdiagnoser, avhengig av lokalisasjon, bade
infeksigse og immunologiske tilstander. Kutane infeksjoner kan vanligvis lokalbehandles i 2-
3 uker. For enkelte infeksjoner, sarlig i negler og har er det aktuelt med systemisk
behandling. Fingerneglsopp behandles systemisk i1 6 uker, taneglsopp 1 12 uker. Terbinafin og
itrakonazol/flukonazol er mest bruket. Riktig art kan, s&rlig ved reinfeksjonsproblem, gi
grunnlag for miljetiltak eller endring av adferd[6, 9]

Undersokelse, provetaking og forsendelse
Sammenfatning av referansene[ 13, 17].
Skritt, negler og timellomrom er ofte smittereservoar, ber undersekes klinisk dersom en har
mistanke om dermatofyttinfeksjon ved andre lokalisasjoner. Kliniker kan ta prove for egen
mikroskopi med KOH eller NaOH. Woods lampe kan ogsa brukes til diagnostikk av Pityriasis
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versicolor (Malazessia furfur), dersom det er aktuelt med dyrkning ma dette angis pa
rekvisisjonen, da M.furfur har spesielle vekstkrav(lipofil).

Lost materialet som hudavskrap, har og negleavskrap kan samles pa et svart papir, som sé kan
brettes slik at en far en trakt som letter overforing til beholder. Alternativt kan materialet
samles mellom to objektglass, men det ma da teipes rundt kanten slik at materialet ikke faller
ut under transport. Unngd hermetisk lukking ved lengre transport. Praven ber transporteres
tort og 1 romtemperatur.

Rekvirenten ber instrueres i & ta rikelig med prevemateriale.

Hud

Desinfiser forst med 70% alkohol. Praven ber tas i randsonen mot friskt vev. Avskrap kan
gjores med skalpell, eller steril berste, f.eks. tannberste. Dersom hudomrédet er lite flassende
kan prove tas med gjennomsiktig tape, som sa klistres pa et objektglass.

Negl

Proven ber tas i randsonen mot friskt vev, fortrinnsvis proksimalt. Skrap med skalpell eller
curette, samle opp alt lost materialet. Distale deler av lesjonen har ofte soppelementer som er
synlige ved mikroskopi, men som vokser dérlig ved dyrkning. Distale del av neglen kan
klippes vekk, slik at en lettere far tatt provematerialet fra alle neglelagene. Det kan vere
vanskelig 4 fa god provetaking.

Har

Infeksjon sitter oftest naer eller 1 harroten. Lange har kan klippes korte (1-2 cm) for
provetaking. Harstra nappes ut med pinsett, infiserte hér losner lett. En ber tilstrebe a fa
provematerialet fra bade hér, harfolikkel og hodebunn(se Hud over). Woods lampe(UV 365
nm) fluoresere infiserte harstra og slik lette provetaking ved infeksjon med ectothrix-stammer
som M.canis, M.audouinii, M. ferrugineum og T.schonleinii Ved kraftig inflammasjon av
hodebunnen kan mengden viable soppelementer vere liten, slik at repeterte prover er
nedvendige for & fa vekst.

Pavisning og identifikasjon
Tabell 4 - Oversikt ulike metodeanbefalinger

Direkte Medievalg ved .
Land mikroskopi primsr utseed Inkuberingslengde Temperatur
Anbefalt  SA-K 2-3-4 uker 25-30
Norge[18] SA-K-C Negativt svar etter 2-3 uker
Anbefalt SA-K 3 uker 30
Sverige[17] DTM-K-C'
MBA-K-C
Anbefalt SA-K)? Inntil 4 uker 25-30
USABI (SA-K-Zj
Anbefalt  SA-K’ 2 uker 28 (26-30)
SA-K-C ¢ skaler med vekst inkuberes ytterligere 3 uker i

romtemperatur for verifikasjon av id
* negativt svar etter 1 uker, reinkuber i 1 fgr kast..
Storbritannia[13] ¢ ved positiv mikroskopi uten vekst etter 2 uker,
reutsaed og reinkubering av orginalskal.
Orginalskal undersgkes saerskilt for
langsomtvoksende arter. (T.verrucosum,
T.violaceum).

1:DTM og MBA ansees likeverdig

2:Dersom en mistenker cycloheximid felsom organisme(typisk nondermatofytt.) Obs. Microsporum-arter i sjeldne tilfeller.

3:Kun for hud og negl primeert.

Avlesning av skéler 1-2 ganger per uke.

SA - Sabouraud agar(pepton og glukose) fremmer vekst av de fleste sopparter.

MBA - Mycobiotic agar- (soyaekstrakt og glukose). Fremmer vekst av de fleste sopparter Soyaekstrakt skal

stimulere sporulering.
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DTM - Dermatophyte Test Medium (soyapepton, glukose, fenolredt). Produksjon av alkaliske produkt gir
fargeomslag ved vekst av dermatofytter. Enkelte non-dermatofyttarter kan ogsé gi fargeomslag(7richophyton
terrestre, Chyrosporium spp. og andre). Fargeomslag kan i sjeldne tilfeller mangle for enkelte Microsporum-
arter.

K - Kloramfenikol fjerner vekst av bakterier. Dersom en har fortsatt har problemer med bakteriell overvekst, kan
ytterligere tilsats av gentamicin eller ciprofloxacin forsekes.

C - Cycloheximid fjerner hurtigvoksende muggsopp, men kan hemme aktuelle non-dermatofytt arter. Hemmer
ikke C.albicans. Medium uten cycloheximid ber benyttes dersom non-dermatofytt mistenkes. Enkelte
Microsporum arter kan ogsa hemmes.

Malasezzia spp. krever lipid substrat for vekst, f.eks olivenolje p4 Sabouraud.

Direkte mikroskopi

Det er bred enighet om anbefalingen av mikroskopi utfert direkte pd provematerialet, da
dyrkning alene har lav sensitivitet. Lav sensitivitet kan skyldes fi viable soppelementer i
provematerialet eller at lesjonen har kun et lite omrade med viable soppelementer, som
vanskeliggjor provetaking. KOH behandlet provematerialet undersekes med fasekontrast pa
400X forsterrelse, alternativt fluorescensmikroskopi med Calcofluor-White. Mikroskopi
krever erfaring [3, 13, 17, 18]

Av 8 laboratorier som responderte utforer 1 mikroskopi pé alle prever med tilstrekkelig
materiale og ett 1 oppfordring.

Tabell 5 - St. Olavs Hospital - Resultat mikroskopi 2012

Provemateriale Mottatt Mikroskopert Sopp pévist
(%)
Hér 2 2 0()
Negler 1038 1010 448 (44%)
Hud 841 487 202 (41%)

Svensk referensmetodik[17] henviser til en ikke-referert studie hvor 5 % av mikroskopi-
negative prover var dyrknings-positive, mens 31 % av mikroskopi-positive var dyrknings-
negative (hovedsakelig negleprover).

Morfologi ved direkte mikroskopi kan i noen tilfeller gi mistanke om agens, men dyrkning
og/eller molekylare metoder er som regel pakrevd for sikker artsidentifikasjon.
Utfordring er & fa rekvirentene til 4 sende nok prevematerialet for bade mikroskopi og
dyrking.

Direkte PCR

Dyrkning og direkte mikroskopi har i beste fall en sensitivitet 70-80 %, i mange tilfeller
vesentlig lavere. PCR-baserte teknikker utfort direkte pd provematerialet har stort potensialet
for mere sensitiv og raskere diagnostikk.[19, 20]

Agensspesifikk, «pan-dermatofytt» eller «pan-sopp»—metode har alle svakheter utfra hvilke
arter de kan pdvise og om pévist art utgjer infeksjon, sekundaer kolonisering eller
kontaminering.

Pavisning av patogen art som passer med klinisk problemstilling, f.eks 7.rubrum ved

onychomykose, bor kunne utelukke ytterligere diagnostikk. En stor del av prevene kan
sannsynligvis handteres pa denne maten.
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Identifisering

Fenotypisk identifisering

Fenotypisk identifisering krever erfaring. Makroskopisk vurdering utseende inkl.
stereomikroskopisk undersokelse av koloniutseende, farge over og under agar. Mikroskopisk
bilde, gjerne teip-bomullblatt preparat hvor form, sterrelse, anordning av makro og
mikrokonidier, klamydosporer, hyfeformer vurderes. Dette sammenholdes med et godt
oppslagsverk. Svensk referensmetodik har angitt en liste over anbefalte oppslagsverk[17].
Pass pd at en sammenligner bilder og egen vekst fra samme type vekstmedium.

En rekke differensialtester eksisterer, hvor de fleste er tidkrevende, opptil flere uker. Se tabell
for noen av de vanligste. Kun bruksomrdde for dermatofytter er angitt.

Tabell 6 — Fenotypiske identifikasjonsmetoder

Test Beskrivelse

Cornmeal agar m 1 % dextrose Skiller 7"rubrum (rodt pigment) fra
T.mentagrophytes, pigmentdannelse.

Potet-dextrose agar T.rubrum pigmentering. Vekst for
kolonimikroskopi

Polert ris medium M.andouii vokser darlig, skilles fra M.canis.

Trichophyton agarer 1-7 Differensiering av Trichophyton spp.

Urea agar/buljong Nedbryting av urea. Skiller 7.rubrum fra
T.mentagrophytes

In vitro hirperforasjonstest Vekstmenster ved mikroskopi. Differensierer
enkelte Microsporum spp. og Trichophyton
Spp.

BromCreosolPurple(BCP) medium Skiller T.rubrum, T.mentagrophytes,
M.persicolor. Vekst menster og pH-endring.

Temperaturtoleranse Differensiering av Trichophyton spp., M.
ferrugineum

Kliniske opplysninger om lesjonens utseende og lokalisasjon, reiseanamnese kan og vare av
betydning. Enkelte non-dermatofyttinfeksjoner har spesiell farge.

MALDI-TOF

Relativt ny teknologi. Mindre avhengig av erfaring hos operater enn tradisjonelle fenotypiske
metoder. Rask metode(timer) og kan ofte gjores pd kultur fra skél, alternativt fra
buljonginkubering Kommer bedre ut enn konvensjonelle metoder i de fleste publikasjoner, og
det er lite feilidentifikasjon sammenlignet med sekvensbasert identifisering.[21, 22]
Kommersielle artsbibliotek som inneholder relevante arter finnes bade for Bruker og
VitekMS. Vil sannsynligvis kunne erstatte vanlige fenotypiske metoder i de fleste tilfeller.

Molekyleere teknikker.

Malomrader i ulike deler av DNA kan benyttes for identifisering. Sekvensering av ITS
regionen er gullstandard.

Spersmal til metet

Er dyrking alene godt nok?

Kan dyrkning droppes ved innfering av PCR?
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Kan mikroskopi droppes ved innfering av PCR?
Hva ansees som rimelig svartid ved innsending av stamme til referanselaboratorium?
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2.17 Nasjonalt referanselaboratorium for medisinsk
mykologi

Cecilie Torp Andersen, Mikrobiologisk avdeling, OUS Rikshospitalet

Nasjonalt referanselaboratorium for medisinsk mykologi (NRMM) har ansvar for

identifikasjon og resistensbestemmelse av invasive soppisolat, med sarskilt ansvar for

oppfelging og overvikning av invasive Candida infeksjoner. Ny nettside www.mycologi.no er
under oppbygging.

NRMM er en del av HelseSer@st sitt regionale nettverk “Invasive fungal infections:

epidemiology, resistance mechanisms and host-pathogen interactions”.

Analyser utferes ved:

Sopplaboratoriet, Bakteriologisk seksjon, Rikshospitalet

(Referanseunderseokelse soppdyrkning og resistensbestemmelse, Dermatofytt-PCR  tlf: 23 07 31 15
sekvensering/PCR- og antigenundersekelser)

Bakteriologisk seksjon, Rikshospitalet, Provemottak
(Resultater av soppdyrkning og resistensbestemmelse, sekvensering/PCR- og
antigenundersokelser)

tif: 2207 11 25

Enhet for Virologi og infeksjonsimmunologi, Rikshospitalet

(resultater galaktomanan undersekelser) (f: 23 071099

Kontaktpersoner for Nasjonalt referanselaboratorium for mykologi:

Fagansvarlig overlege Cecilie Torp Andersen e-post:cecilie.torp.andersen@ous-hf.no
Fagansvarlig bioingenier: Aina Myhre e-post: aina.myhre@ous-hf.no
Forskningsansvarlig: Professor Peter Gaustad e-post: peter.gaustad@ous-hf.no

Vére hovedoppgaver:

Bistd primarlaboratorier med identifikasjon og resistensbestemmelse av alle Candidaisolat fra
blodkultur, og a forvalte nasjonal stammebank for invasive Candidaisolat.

Nasjonal overvakning av Candidaresistens

Bistd primarlaboratorier med identifikasjon og resistensbestemmelse av andre kliniske
soppisolat.

Soppserologi og antigenpédvisning

Utvikling og utprevning av analyser for diagnostikk, og oppfelging av soppinfeksjoner i
samarbeid med utviklingsseksjonen.

Arbeidet utfores i samarbeid med bakteriologisk seksjon og enhet for virologi og
infeksjonsimmunologi. Dessuten har vi samarbeid med Seksjon for klinisk farmakologi,
enheten pa Rikshospitalet utforer serumkonsentrasjonsmalinger av antimykotika.

Oversikt over aktuelle underseokelser, utferende seksjon og lenker til aktuelle
rekvisisjoner:

Nasjonalt referanselaboratorium for medisinsk mykologi (NRMM) (sopplabben)
* Isolat til identifikasjon og eventuell resistensbestemmelse fra primarlaboratoriene
o All gjersopp 1 blodkultur til endelig identifikasjon og resistensbestemmelse
o Alle andre invasive isolat for identifikasjon og resistensbestemmelse
o Identifikasjon og pa forespersel resistensbestemmelse av muggsoppisolat
o Identifikasjon av dermatofytter
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Rekvisisjon for Identifikasjon og resistensbestemmelse av soppisolater.pdf

Avdeling for mikrobiologi, Seksjon for bakteriologi.
e 18s/ITS DNA-pavisning og sekvensering direkte i provematerialet,
* Aspergillus PCR,
*  Pneumocystis PCR og immunfluorscensmikroskopi,
*  Mikroskopi mtp sopp (Calcofluorwhite evt KOH)
* Vanlig soppdyrkning og eventuell resistensbestemmelse 1 primearprove
* Dermatofytt PCR og dermatofyttdyrkning

Rekvisisjon for bakterie-, sopp- og parasittanalyser - MIK Rikshospitalet (pdf)

Analyser ved enhet for virologi og infeksjonsimmunologi, Rikshospitalet (VIM)
* Galaktomannan (Aspergillusantigen),
* Kryptokokkantigen,
e Aspergillus presipiterende antistoff og fugleantistoff
* Antistoff mot dimorf sopp: Prevene rekvireres pa remissen til og sendes dit.

Rekvisisjon for virus og serologiske undersgkelser (RH)

Vi samarbeider med:
Seksjon for klinisk farmakologi, enhet Rikshospitalet
Kontakttelefon: 23071014 (laboratoriet)

* Enheten utforer serumkonsentrasjonsmalinger av antimykotika. (vorikonazol,
posakonazol og itrakonazol)

Lenke til nettsiden http://anx.no/analyseoversikt/

Hva ensker vi i tilby?:

Utvidet diagnostikk:
1,3-B-D-glukan
Zygomycetes PCR
Mannan og anti-mannan

Fortsatt utviklingsarbeid med MaldiTOF blant annet for identifikasjon av filamentese sopp
inklusiv dermatofytter.

Nye metoder for resistensbestemmelse
Innfere EUCAST buljongfortynning som referansemetode
Pévisning av resistensgener hos sopp

Hva ensker vi fra primaerlaboratoriene?:

Vi ensker ogsa 4 fa tilsendt gjentatte candidaisolat under pagaende behandling (>7dager) for &
se pa resistensutvikling og a fa tilsendt alle muggsoppisolat med antatt klinisk betydning,
inklusiv isolat fra ikke-sterile omrader hos risikopasienter.
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