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Resistensbestemmelse af
gaersvampe pa Sensititre

YeastOne og E-test

- en metodesammenligning

Resultat af bachelorprojekt har sendret testmetode pa Klinisk

Mikrobiologisk Afdeling pd Rigshospitalet

Introduktion

Der ses en stigende tendens i antallet af candidiasis-tilfeelde i
Danmark (1). I Danmark er tilfeeldet af candideemi tre gange
hgjere i forhold til andre skandinaviske lande (2). Resistens
over for antimykotika har veeret anset som mindre problema-
tisk ved Candida species end ved andre patogene slegter af
geersvampe. Der er dog en stigende tendens til resistensudvik-
ling over for bade azoler og echinocandiner, hvilket har fort til
kliniske fejlbehandlinger og samtidig pget behovet for en pree-
cis og hurtig resistensbestemmelse (3).

P34 baggrund af et stigende behov er der de seneste ar pree-
senteret flere nye kommercielle testmetoder til resistensbe-
stemmmelse af geersvampe, heriblandt Sensititre YeastOne
(SYO). SYO er en semiautomatiseret metode, som in vitro kan
MIC-bestemme for flere forskellige antimykotika ved samme
analysekgrsel. Det er en metode, som bygger pa et kolorime-
trisk mikrofortyndingsprincip, og som pa nuveerende tids-
punkt benyttes i flere kliniske laboratorier (4).

I projektet fplges European Committee on Antimicrobial Su-
sceptibility Testing (EUCAST) breakpoints (BP) til klassificering
af de aflaeste MIC-veerdier. Disse BP indikerer, om en stamme
er sensitiv (S), intermedizer (1) eller resistent (R) over for et anti-
mykotikum.

Formalet med projektet er at p&vise, hvorvidt SYO kan er-
statte E-test til MIC-bestemmelse.

E-test er den gyldne standard, og ved sammenligningen af
de to metoder overseettes de opndede MIC-veerdier ift. de geel-
dende EUCAST-standarder til hhv. S, T eller R.

Teori

Echinocandiner

Caspofungin, micafungin og anidulafungin er echinocandiner.
Echinocandiner har en fungicid effekt over for de fleste Candi-
da species og er det foretrukne antimykotika til behandling af
invasiv candidiasis (5). Dette skyldes blandt andet, at echino-
candinerne kun har f4 bivirkninger (5). Echinocandiner virker
ved at heemme enzymet (1,3)-3-D-glucansyntetase, hvilket be-
virker, at geersvampens celleveegsdannelse blokeres (5).

Azoler

Fluconazole, itraconazole, voriconazole og posaconazole er de
azoler, som er mest anvendt til behandling ved invasive geer-
svampeinfektioner (3). Azoler har overvejende en fungistatisk
effekt over for de fleste Candida species (6). Azoler virker ved
selektivt at heemme syntesen af ergosterol. Denne mekanisme
forer til mangel eller udtpmning af ergosterol hos den udsatte
gaersvamp, hvilket vil svaekke stabiliteten af geersvampens cel-
lemembran, membranpermeabiliteten og transporten af nee-
ringsstoffer (7).

Materiale og metode:

54 geerstammer er benyttet til metodesammenligningen. 3
ATCC-stammer er benyttet til kvalitetssikring. De indsamlede
stammer kommer fra patientprgver hos indlagte patienter pa
Rigshospitalet. For hver stamme skulle der laves E-test for 9
forskellige antimykotika; micafungin, s-flucytosine, posacona-
zole, voriconazole, itraconazole, fluconazole, anidulafungin, ca-
spofungin og amphotericin B. Der er udfgrt et total antal E-
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Tabel 1:
Oversigt over de benyttede
geerstammer.

test pa 513 stk. i forbindelse med projektet. P4 alle de benytte-
de stammer er der MIC-bestemt ved bade SYO og E-test for alle
ni antimykotika. Fordelingen af de 57 geerstammer er illustre-
retitabel 1.

E-test

E-test er en agarbaseret gradientteknik til kvantitativ antifun-
gal fplsomhedstest. MIC kan bestemmes pd baggrund af en
preedefineret koncentrationsgradient af ét specifikt antimykoti-
kum. E-test er opbygget som en tynd plaststrimmel. Pa den ene
side af strimlen er angivet en MIC-afleesningsskala, som angiver
MIC i pg/ml. Den modsatte side af strimlen indeholder en speci-
fik preedefineret eksponentiel antifungal gradient, som er im-
mobiliseret pa strimlen. Skeeringspunktet ved afleesning af E-
test varierer for hvert antimykotikum. Eksempelvis skal 5-flucy-
tosine afleeses ved ca. 9o % heemning, som det vurderes med
det blotte gje. Svagt slpr og minutkolonier ignoreres. Se billede 1.

Candideemi skyldes fore-
komsten af geer af slaeg-
ten Candida i blodet. In-
vasiv candidiasis er teet
forbundet med hgj mor-
talitet og morbiditet (12).
Selvom gaeer indgar som
en del af normalfloraen
hos mennesker, haenger
den hgje mortalitet i stor
grad sammen med, at
iseer immunsupprimerede
patienter er udsatte over
for candidiasis (13, 14).
Kemoterapi ved kraeftbe-
handling medferer im-
munsuppression, hvilket

Sensititre YeastOne

gor patienterne udsatte
over for candidiasis (16).
Ogsa patienter pa inten-
sivafdeling er udsatte, da
der i mange tilfeelde be-
handles med bredspek-
trede antibiotika, hvilket
giver en foreget risiko for
invasiv candidiasis (13).
De hyppigst forekomne
Candida species ved pa-
togene tilfeelde hos men-
nesker er Candida albi-
cans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candi-
da krusei og Candida pa-
rapsilosis (13, 15).

Sensititre YeastOne er en mikrotiter bouillon-metode baseret
pa mélingen af MIC pa en fortyndingsraekke bestdende af
brgnde coatede med antimykotika. Resultatet aflaeses manuelt
ved et kolorimetrisk farveskift fra bl til rpd ved vaekst.

MIC bestemmes ud fra den brgnd med den laveste koncen-
tration af antimykotika, som forhindrer veekst. Se billede 2

Billede 2: MIC
Den sorte firkant angiver MIC.

= - A"
bestemmes ud fra den forste brend uden vaekst (bla).

Kilde: Thermo Fisher Scientific, procedurevejledning, Sensititre

YeastOne august 2012.

For azolerne ved Candida albicans, Candida glabrata og Candi-
da tropicalis geelder en undtagelse. MIC bgr bestemmes ud fra
den forste brgnd, som viser en mindre farveintensitet ift. den
positive kontrolbrgnd. Se billede 3.

Billede 1:

Eksempel pa aflees-
ning af 5-flucytosi-
ne E-test. Til venstre
ses makrokolonier i
ellipsen, MIC er be-
stemt til >32 pg /ml.
Til hejre ses forsin-
kede kolonier, hvor
MIC er bestemt til

8 ug /ml.

KILDE: BIOMERIEUX PACK-
AGE INSERT 9395956D
2013/02.
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Billede 3: MIC bestemmes ud fra den fgrste breand med en mindre
farveintensitet end den positive kontrolbrend. Den sorte firkant
angiver, hvor MIC ber fastseettes.

KILDE:
THERMO FISHER SCIENTIFIC, PROCEDURE VEJLEDNING , SENSITITRE YEASTONE AUGUST 2012.

Resultater
Bade E-test og SYO angiver resultatet som en MIC-vaerdi.

Antimykotika e
Posaconazole 83,3 %
Voriconazole 97,2 %
Itraconazole 88,9 %
Fluconazole 96,3 %
Micafungin 94,3 %
Anidulafungin 79,6 %
Caspofungin 80 %
Amphotericin B 100 %
5-flucytosine -

Alle antimykotika 90,3 %

Tabel 2: Oversigt over de procentmeessige kategoriske overens-
stemmelser mellem E-test og Sensititre YeastOne, bade overens-
stemmelsen for de enkelte antimykotika og samlet for alle anti-
mykotika vises. "-" 5-flucytosine kan ikke inddeles i breakpoint,
og overensstemmelsen kan derfor ikke beregnes.

De opnaede resultater for amphotericin B, voriconazole og
fluconazole var alle >95 %.

Reproducerbarhed: 100 % underspgt over for benyttede
ATCC-stammer.

Tabel 3:
Oversigt over
antal afvigel-

ser ved de
enkelte Can-
dida species.

Afvigelser i forhold til art
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Condide art

Antal afigelser

20 DANSKE BIOANALYTIKERE 04//15

Diskussion

Afleesningen af E-test er en subjektiv vurdering (10). Der vil
dermed forekomme variationer mellem MIC-bestermmelse, alt
efter hvilken person der afleser E-test. Producenten oplyser, at
E-test kun bgr afleeses af erfarent personale, som har modtaget
undervisning i mykologi og antifungal fgplsomhedstest.

SYO er i mindre grad en subjektiv vurdering og er nemmere
at afleese end E-test (10). Hvilket betyder, at det er en metode,
som vil kunne benyttes af en stgrre del af personalet samtidig
med at kunne bringe mindre variation ved MIC-bestemmelse.

Posaconazole havde den laveste overensstemmelse for azo-
lerne. Den fungistatiske effekt, som azolerne har, kan vanske-
ligggre afleesningen af E-test, da det kan medfgre dannelsen
af minutkolonier i heemningsellipsen. Se billede 1.

Dette ses typisk ved Candida tropicalis og er tidligere lagt til
grund for lave overensstemmelser ved sammenligning af
E-test og mikro-bouillon-fortyndingsmetoder som SYO (8).
Som det kan ses ud fra tabel 3, er det ogsa ved Candida tropi-
calis, der ses flest afvigelser ved sammenligningen af de to
metoder.

Den fungistatiske effekt kommer ogsa til udtryk ved mikro-
bouillon-fortyndingsmetoder og kan veere en plausibel forkla-
ring pd misklassifikationerne. Feenomenet kaldes "trailing
endpoints”. Se billede 3. Det kan medfgre en for hgj bestem-
melse af MIC, som dermed kan give anledning til misklassifi-
kation (9).

Candida glabrata kan i mange tilfeelde veere problematisk
at afleese ved E-test, da veekst tit er begreenset, og afleesnin-
gen foretages efter 24-48 timer (11). Alle Candida glabrata (E-
test) blev aflaest efter 48 timer, da der ikke fandtes nok veekst
til en afleesning efter 24 timer. For en patient kan det betyde,
at en optimal behandling fgrst kan pabegyndes efter 48 ti-
mer. Ved brug af SYO kunne MIC i alle tilfeelde aflaeses efter 24
timer. SYO er en automatiseret metode, der er tidsbesparende
for personalet og samtidig en metode, som er nemmere at af-
leese end E-test, da der forekommer mindre variationer ved
afleesningsreglerne for de enkelte antimykotika. Det at der
ved Sensititre YeastOne MIC bestemmes for flere antimykoti-
ka pa én gang, og at MIC-veerdierne automatisk gemmes i en
elektronisk database, kan i nogle situationer betyde, at en op-
timal behandling hurtigere kan pdbegyndes end ved brug af
E-test.

SYO kan MIC-bestemme for et stgrre antal antimykotika ad
gangen, og de opndede MIC-veerdier lagres automatisk i soft-
waren. Det betyder, at sdfremt den ansvarlige laege, efter frigi-
velse af de bestilte MIC-vaerdier, senere vil have MIC for andre
antimykotika, kan disse nemt fremskaffes. Dette kreever hver-
ken dyrkning af den pagaeldende geersvamp eller fremstilling
af inokulum og er dermed tidsbesparende for personalet og
kan samtidig optimere behandlingen af patienten.

At MIC-bestemme ved brug af E-test kan veere tidskreeven-
de, da der er en del forberedende arbejde. Veekstegenskaberne
for de enkelte stammer er varierende, hvilket kan besveerlig-
gore afleesningen. Yderligere er der varierende aflaesningsreg-
ler for de enkelte antimykotika.

Ved MIC-bestemmelse pa SYO vurderes resultatet ud fra
en farveindikator pa panelet. Her kan dog opsta tvivl ved
afleesningen pga. farveintensiteten i panelet. Forarbejdet er
vaesentligt mindre ved brug af SYO end ved E-test.



