Fluorescensfargade
Candida albicans-jastceller
i direktpreparat.

Framsteg inom mykosdiagnostiken
Nyatest pavisar
Candida-infektioner

I nvasiva svampinfektioner har blivit vanligare, sarskilt
hosimmunsupprimerade patienter. Nu finns nya tekniker
att detektera djupa svampinfektioner, aven om annu ing-
et enskilt test palitligt diagnostiserar disseminerad candi-
dos. Tyngdpunkten i diagnostiken ligger pa Candida albi-
cans, som ar vart vanligaste agensvid dessa tillstand.
Skillnaden mellan svampar och bakterier har stor bety-
delsefor saval diagnostik som behandling av svampinfek-

tioner.

Den kliniska mykologin & adre én
bakteriologin. Redan 1846 skrev den
sedermeraforste professorni pediatrik i
Sverige, Alfred Berg, »Om torsk hos
barn» och visade mikroskopiskt att be-
l&ggningen pa munslemhinnan bestod
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av svampceller [1]. Forst omkring 1860
kom Pasteurs pionjararbeten, dar sam-
bandet mellan bakterier och infektioner
pévisades.

Enviktig orsak till att mykologin fo-
regick bakteriologin ligger i att svam-
parna & storre an bakterier och léttare
kan ses i mikroskop. Detta biologiska
faktum paverkar fortfarande diagnosti-
ken pa sa st att mikroskopiska direkt-
prov fran patienten och svampens mor-
fologi utgor vasentliga delar av myko-
logidiagnostiken (Faktaruta 1).

Andrat infektionspanorama

Svampinfektioner har altid varit
mindre vanliga an bakterieinfektioner.
Under det senaste decenniet har emel-
lertid invasiva svampinfektioner blivit
vanligare, sarskilt hosimmunsupprime-
rade patienter [2]. Den cytostatikabe-
handling som ges bl avid leukemi och i
samband med transplantation har vanli-
gen generell effekt patillvaxandeceller.
Detta drabbar foérutom maligna celler
aven granulocytbildningen och celler
p& slemhinnorna (tex i tunntarmen),
som normalt delar sig ofta. Forsvaret
mot vara vanliga mikrober pa slemhin-
norna forsvagas altsa pa flera nivaer.
Endogena infektioner orsakade av op-

portunistiska mikrober fran matsmalt-
ningskanalen eller luftvagarna kan da
ge upphov till livshotande, dissemine-
rade infektioner.

Utvecklingen av antibakteriellaanti-
biotika har forbéttrat skyddet mot bak-
terieinfektioner. Dettahar lett till att pa-
tienter oftakan motstabakterieinfektio-
ner trots ytterligt bristfalligt immunfor-
svar. B&de endogena Candida-infektio-
ner frdn matsmaltningskanalen och
exogena Aspergillus-infektioner i luft-
vagarnablir daallvarligarisker.

Antalet svamparter har beréknatstill
minst 60 000. Av dessa har n&got hund-
ratal beskrivits kunna vara humanpato-
gena, deflestaendast vid enstakatilIfél-
len hos gravt immundefekta patienter.
Mer etablerade som patogener & endast
négratiotal.

Svampar som slaktingar

Tidigare betraktades vara vanliga
(&kta) bakterier som tamligen ndrasl ak-
tingar till svampar, eventuellt som fylo-
genetiskt forstadium. Detta stammer
inte nér utvecklingskedjan analyseras
med modern DNA-teknik (Figur 1) [3].
Nukleotidsekvenserna i ribosomrelate-
rat DNA (rDNA), vilkaar starkt konser-
verade, visar att svampar & mycket néra
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bedédktade med djur.  Svamp-
celler har ocksd i likhet med animala
celler organeller som mitokondrier och
endoplasmatiskt retikel hos djur (Figur
2). Den néra dléktskapen till djur kan
ligga bakom det faktum att det har visat
sig svart att hitta bra antimykotika med
hog selektiv toxicitet mot svampar.

Den moderna svamptaxonomin an-
sluter sig i huvudsak till den klassiska
indelningen, som baseras pa svampar-
nas sexuella stadier (Figur 2). Den vik-
tigaste gruppen fran medicinsk syn-
punkt & askomyceterna, vilkai det te-
leomorfa (sexuella) stadiet bildar spor-
sackar (asci). De flesta askomyceter
forokar sig huvudsakligen genom
knoppning, en process som skapat rikli-
ga, for olika arter karakteristiska, mor-
fologiska strukturer.

Pneumocystisér ett sléktetidigti den
fylogenetiska utvecklingen som forr
klassificerades som protozo, men som
med DNA-analys visats varaen svamp.
Man har &nnuintelyckatsodlasvampen
i laboratoriet, men smittdmnet fore-
kommer i naturen och sprids huvudsak-
ligen genom luften, &ven om spridning
fran infekterade méanniskor ocksa har
visats[4, 5].

Slaktet Saccharomyces — som om-
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fattar bl abagerijast, 6ljast och vinjast —
bildar i sitt teleomorfastadium vanligen
4-8 askosporer i varje sporsack. Hittar
man inget sexuellt stadium kallas mot-
svarande svampar Candida, varav den
vanligastearten & C abicans. Denfore-
kommer normalt i tarmfloran hos de
flestaménniskor, varifran den kan orsa-

Elektronmikroskopisk
bild av Candida-celler.
Forstoring ca 4 x10 pm.

ka endogena, opportunistiska infektio-
ner i t ex urinvégar, vagina och fuktiga
hudveck. Den kan ocksa genom tarm-
vaggen na blodbanan och spridas till
njurar, till retikuloendoteliala systemet
(lever, benmarg, mjalte) och till évriga
delar av kroppen.

Aven Aspergillus, Penicillium och

— FAKTARUTA 1

Jamforelse mellan svampar och bakterier

Svampar Bakterier
Cellvolym (umd) >20 Cal
Forokning Knoppning och andra Bindr delning
oregelbundnaformer
Kérna Eukaryot Prokaryot
Cytoplasma Mitokondrier (M), Ursprung till M; ER
endoplasmatiskt retikel (ER)  saknas
Cytoplasmamembran Ergosterol Ej steroler
Cellvégg Glukan, mannan, kitin Peptidoglukan
Dimorfism Hos manga arter Ej
K emoterapi Flucytosin, polyener, azoler B-Ifz?ktamer, kinoloner
m
Sléktskap med djur-/ Néra Avlégset
rDNA
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Uppsplittring i eukaryota

huvudgrupper —l

Figur 1. Utvecklingen av biologiska
huvudgrupper (efter Taylor 1995).

dermatofyterna hor till askomyceterna.
Aspergillus fumigatus &r det vanligaste
maoglet vid invasiva mykoser. Svam-
pens huvudsakliga tillvaxt sker i natu-
ren genom nedbrytning av vaxtmateri-
al, varifran sporer sprids vida omkring
genom luften. Smittan &r alltsdvanligen
exogen, och infektionsrisken okar i an-
dlutning till ombyggnader, om bygg-
dammtillatsspridastill kansligapatien-
ter.

Diagnostiska hjalpmedel

vid disseminerad candidos

Disseminerad Candida-infektion &r
en dlvarlig komplikation bl a hos gra-
nulocytopena patienter. Den kliniska
diagnostiken &r svér och erhdlisoftain-
direkt antingen genom att andra orsaker
till feber uteslutseller vid terapisvikt ef-
ter behandling med antibakteriellaanti-
biotika. Rutindiagnostiken palaborato-
riet & fortfarande baserad padirektmik-
roskopi (biopsier), odling och antigen-
test. Tidigt inséttande av antimykotika
ar angel &get for att minskamortaliteten
i disseminerad candidos.

Oversiktsodlingar & vérdefulla for
att se om patienten &r koloniserad med
jastsvamp; vid negativa odlingar &r ris-
ken for disseminerad candidos liten.
Upp till 70 procent men oftare under 50
procent av blododlingar & positiva vid
disseminerad candidos om tillréackligt
stor blodvolym (>30 ml ) tas [6]. Isole-
ring av svampen ger mdjlighet till typ-
ning och resistensbestdmning.

Histopatologi och odlingar fran
biopsier har hdg diagnostisk traff séker-
het, men manga onskvardabiopsier kan
g tas pa grund av blodningsrisken hos
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Svampar

Djur

Gronalger, gréna vaxter

Brunalger

Kiselalger

Ciliater och dinoflagellater

Rodalger

Cellulara slemsvampar (Acrasiomycetes)
Plasmodieslemsvampar (Myxomycetes)
Giardia

Arkebakterier (prokaryoter)

(Akta) bakterier (prokaryoter)

svart sjuka patienter. Darfor behdvs
snabbadiagnostiskatest som kan ge po-
sitivt resultat &ven hos candidospatien-
ter med negativa blododlingar.

Att pavisa antigen

och antikroppar

Pavisande av Candida-antigen i se-
rum har provats med viss framgang,
men sensitiviteten host ex mannananti-
gen varierar mellan 30 och 50 procent,
medan specificiteten &r dver 95 procent.
Ett kommersidllt test finns tillgangligt
(Pastorex, Sanofi Diagnostics; fors av
ILS Laboratories Scandinavia AB).
Aven andra Candida-antigener har an-

vantsdiagnostiskt, t ex 47 kD-antigenet
som &r en nedbrytningsprodukt av »heat
shock protein» 96, samt 48 kD-enola-
santigen [7].

Antikroppar ger begransad informa-
tion vid disseminerad candidos. Dock
kan man hosimmunkompetenta patien-
ter med langvarigare djup candidosfin-
na antikroppar mot cytoplasmatiska
Candida-antigener som & av diagnos-
tiskt varde. Antikroppar mot hela Can-
dida-cellen &r inte specifikafor djup in-
fektion.

Betaglukan fran svampceller

kan pavisasvid invasiv mykos

Betaglukan finns i alla svampars
cellvagg — dock inte i animala celler —
och kan detekteras i serum vid djup
svampinfektion[8]. Det betyder att man
har ett test pa svampinfektion utan art-
specifikation, vilket alltsa inte gor n&
gon skillnad mellan jastsvamp (som
Candida) eller mogel (som Aspergil-
lus). Kryptokocker, som ju raknas till
jéstsvamparna, tycks dock, méjligen pa
grund av sin omfangsrika kapsel, inte
alltid ge upphov till férhéjda varden av
betaglukan ens vid disseminerad infek-
tion [9]. Metoden ger alltsd ingen art-
diagnos, men daremot en tydlig finger-
visning om att behandling mot svamp-
infektion bor inledas.

Svérigheten bestdr i praktiken i att
det rér sig om minimala mangder beta-
glukan som skall pavisas, vilket kraver
ett mycket kangligt test. Mangderna &
sasmaaitt risken fér kontaminering med
exogent betaglukan fran glas, plast och
reagenslosningar &r stor. Principen for

Figur 2. Utvecklingen av svampar (efter
Taylor 1995).

Zygomycota
Teleomorf: zygospor
Mucor,Rhizopus (Kulmdgel)

Basidiomycota
Teleomfort: basidium (p& hattsvampars undersida)
Filobasidiella-teleomorf/ Cryptococcus-anamorf

Ascomycota

Teleomorf: ascus (sporsack)
Pneumocystis, Schizosaccharomyces
(tidiga askomyceter)

Saccharomyces-teleomorf/ Candida-anamorf

Sporothrix, Pseudallescheria, Fusarium

Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces
Histoplasma, Coccidioides
Microsporum, Trichophyton
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Penicillium-mdégel
i 30 000 gangers forstoring.

att pévisa betaglukan liknar den vid li-
mulustest for bakteriellt endotoxin.
Man har utvecklat ett betaglukanspeci-
fikt test som aktiverar ett koagulations-
enzym fran hastskokrabban Tachypleus
tridentatus, vilket i sin tur hydrolyserar
ett kromogent substrat.

Obayashi undersokte halten av beta-
glukan i plasma frén 202 patienter dér
man tagit rutinbl ododlingar pAgrund av
feber [8]. Friska kontrollpersoner hade
véarden under 10 pg/ml. Vid 37 av 41 ob-
duktionsverifierade eller mikrobiolo-
giskt konfirmerade svampinfektioner
hade patienterna positiva betaglukan-
test. Om gransen for positivitet sattes
vid 20 pg/ml fick man en sensitivitet pa
90 procent. Ingen av de 59 episoderna
av icke-svampinfektion, som tumdrfe-
ber eller kollagen sjukdom, uppvisade
positiva varden (specificitet 100 pro-
cent). Infektionerna orsakades av savél
Candida som Aspergillus och Tricho-
sporon. Plasmaglukannivaerna var sig-
nifikant hogre vid obduktionsverifiera-
de mykoser och fungemier 8nvid andra
mikrobiologiskt eller kliniskt verifiera-
de svampinfektioner (medianvarden
280 respektive 32).
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Det &r snarare en fordel 8n en nack-
del att glukantestet detekterar infektio-
ner orsakade av olika svamparter. Det
har ndmligen inte funnits test som rea-
gerar for bl a Trichosporon och Fusari-
um, som internationellt tycks bli alt
vanligare agens vid opportunistiska
svampinfektioner. Aven andra mer
ovanliga svamparter kan astadkomma
opportunistisk djup infektion hos im-
munsupprimerade  patienter, varvid
glukantestet sannolikt ger utslag.

Bestamning av betaglukan &r ett
kangligt test, specifikt for invasiv
svampinfektion, som har potential att
forbéttra diagnostiken, sarskilt hos im-
munsupprimerade patienter. An sa
lange & dock reagenserna dyra. Med
modifierad teknik kan detta eller lik-
nande test kommai bruk inom kort och
bli en del av den rutindiagnostiskaarse-
nalen. Ett kommersiellt testkit finns pa
marknaden (Gluspecy GS-6, Seikagaku
Corp, Tokyo; fors av Labkemi, Stock-
holm).

Candida-PCR i serum
PCR, polymeraskedereaktionen, &r
en teknik for specifik amplifiering av

mal-DNA frént ex jastsvamp. PCR-ba-
serad diagnostik for pavisning av Can-
dida-DNA kan anvéndas som komple-
ment till odling och antigentest. Sedan
1990 har ett fatal studier om amplifie-
ring av Candida-DNA fran kliniska
prov publicerats.

Buchman och medarbetare var de
forsta att utveckla en PCR-metod for
pavisande av Candida-DNA isolerat
fran helblod [10]. Detektionsnivan Iag
p&120 Candida-celler per ml; testet var
positivti blod frén trekirurgiska patien-
ter, varav tva hade positiv blododling
for Candida.

De flesta publicerade extraktions-
metoderna for Candida-DNA fran hel-
blod &r tidskréavande och méste utforasi
flera steg. Mgjligheten att »naket»
DNA kvarstdr i serum kan utnyttjas for
en snabbare extraktion. Fran 11 av 14
patienter (79 procent) med candidemi
kunde Kan [11] amplifiera en aktin-
gensekvens fran C albicans med PCR i
serum.

Diagnostiken vid djupa Candida-in-
fektioner har forbéttrats med en »nes-
tad» PCR-teknik med yttre primerpar
fran Buchmans arbete. Malséttningen
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var att utveckla en metod for att pavisa
Candida-DNA i serumi stéllet for i hel-
blod. Metoden &r specifik for C albicans
och reagerar intefor andrakliniskt rele-
vanta Candida-arter. Kénslighet & 1 pg
Candida-DNA [12].

Med denna metodik gjordes en for-
soksserie i djurmodell. Grupper av
moss bestrdlades for att inducera im-
munsuppression, samt injicerades med
olikadoser av C albicans-celler intrave-
nost. Serum analyserades med PCR
som fungerade brai denna djurmodell.
PCR var ocksa anvandbar for att detek-
teraCandida-DNA i vavnader.

| en retrospektiv studie analyserades
serafran patienter med candidemi. PCR
och blododling visade likvardig kans-
lighet (11/17 sera var PCR-positiva,
15/17 var blododlingspositiva). Blod
for odling respektive PCR var inte tag-
na samtidigt, vilket kan forklara en del
av de negativa PCR-resultaten.

| en annan grupp av transplanta-
tionspatienter med negativa blodod-
lingar men obduktionsverifierad djup
Candida-infektion var PCR i serum ta-
get fore doden positiv i fem av gu fall.
Det finns inga kommersiella Candida-
PCR-test, men metoden anvands i be-
grénsad skala vid avdelningen for kli-
nisk mikrobiologi, Karolinska sukhu-
seti Stockholm.

D-arabinitol diagnostisk

markor vid invasiv candidos

De flesta Candida-arter bildar meta-
boliten D-arabinitol, en sockeralkohol,
savéd invitrosominvivo[13]. Hosfris-
ka manniskor & sdval D- som L-arabi-
nitol normalt forekommande i bl a se-
rum och urin. Med gaskromatogra-
fi/masspektrometri har férhojda vérden
av D-arabinitol tidigare pavisatsi serum
hos patienter med invasiv candidos
[14].

Metoden har dock fatt mycket be-
gransad anvandning, da masspektrome-
tri ansetts vara en alltfor komplicerad
och dyrbar teknik for rutindiagnostik.

En gaskromatografisk metod har ny-
ligen utvecklats som bygger pa berak-
ning av kvoten D-arabinitol/L-arabini-
tol [15]. Friska personer har normalt en
kvot paca2i saval serum som urin. Pa-
tienter med mukokutan candidos eller
kolonisation i urinvégarna har normala
kvoter. Eftersom de absol utakoncentra-
tionernaav de tva arabinitolisomererna
& ca 60 ganger hogrei urin ani serum,
méts D-arabinitol/L-arabinitolkvoten
justi urin for att darmed slippaanvanda
den betydligt mer selektivamasspektro-
metriska detektionstekniken. Fordelar-
na & att kvoten inte paverkas av njur-
funktionen, metoden & enkel, snabb
och reproducerbar och analystiden kor-
tare an en timme.

Metoden [ampar sig for rutinbruk
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och kraver endast tillgang till en gaskro-
matograf med elektronfangardetektor
samt en kiral kolonn for separation av
de bagge arabinitolisomererna. Endast
15 pl urin krévs for analys; en droppe
urin pa ett filtrerpapper kan vid behov
med fordel sdndastill |aboratoriet brev-
ledes.

| en nyligen avslutad prospektiv stu-
die av invasiv candidos hos neutropena
barn med cancer [ 16] rapporteradesfor-
hojda arabinitolkvoter hos alla barn
med sdkerstélld infektion, och dess-
utom hos omkring hélften av de barn
som fick empirisk svampbehandling pa
klinisk misstanke om invasiv svampin-
fektion. Diagnosen kunde stéllas i ge-
nomsnitt tva veckor tidigare &n med
konventionell diagnostik.

Eftersom tidigt insatt svampbehand-
ling Okar Overlevnaden hos patienter
med dessapotentiellt livshotandeinfek-
tioner, samtidigt som empirisk behand-
ling pa felaktiga grunder &r bade kost-
sam och kan vara forenad med alvarli-
ga biverkningar, bor arabinitolkvoten i
urin bestdmmas regelbundet tvatill tre
ganger per vecka hos alla riskpatienter.
Metoden anvands sedan 1995 i rutin-
diagnostiken vid mikrobiol ogiskalabo-
ratoriet i Lund.

Det finns @&nnu inget enskilt test som
pdlitligt diagnostiserar disseminerad
candidos. Man kan folja hdgriskpatien-
ter med dvervakningsodlingar och ara-
binitolkvot. Odling frén biopsier (med
direktpreparat) och blod kompletterad
med Candida-PCR kan verifiera djup
candidos. Betaglukan kan varaett kraft-
fullt test for definitiv diagnos av djup
svampinfektion. Antikroppstest har be-
gransat varde, sarskilt hos immunsup-
primerade individer. Tillgéngliga anti-
gentest & okansliga, men specifika.

Snabba, kansliga och specifika me-
toder for mykol ogisk diagnostik bor ut-
vecklasfor att minimerabehovet av em-
pirisk svampterapi pa patienter med
misstankt djup mykos.
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Summary

Advancesin the detection

of fungal infection;

new testsfor Candidainfection

Bjorn Petrini, Bertil Christensson, Erja
Chryssanthou, Lars Edebo, Lennart Larsson
Léakartidningen 1998; 95: 738-42.

New techniques for the detection of deep
fungal infections are reviewed with afocus on
Candida albicans, the species most frequently
isolated. The introduction provides an outline
of the similarities and differences between bac-
teriaand fungi on one hand and animal cellson
the other, which are important to bear in mind
in the detection and treatment of deep fungal in-
fections.

In addition to cultures of biopsy material,
blood, and mucous membranes (colonisation),
serum tests for such fungal constituents as anti-
gensor 3-glucan, the PCR technique for the de-
tection of fungal DNA, and atest for the D-/L-
arabinitol ratio in urine, are all valuable ap-
proaches. As yet, no single laboratory test is
availablethat reliably detectsdisseminated can-
didosis. Rapid, sensitive, and specific methods
for mycological diagnosisneed to be devel oped
to minimse the necessity of resorting to empiri-
cal therapy when deep mycosisis suspected.
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