Gjaersopp

Resistensbestemmelse og
resistensutvikling

Per Sandven

| Ispet av senere ar har man sett en gkt forekomst av
alvorlige soppinfeksjoner i mange land. Dette har fgrt
til et gkt forbruk av antimykotika, seerlig azoler. Fore-
Igpig har imidlertid resistensutvikling overfor antimy-
kotika veert et lite problem. Utvikling av flukonazol-re-
sistens kan forekomme hos pasienter som behandles
over lang tid (f. eks. aids-pasienter). @kt flukonazol-
forbruk kan ogsa forarsake en endring i species forde-
ling fra flukonazolfglsomme species til species som en-
ten er resistente (f. eks. Candida krusei) eller som har
nedsatt fglsomhet (f. eks. Candida glabrata). Det er
viktig at resistenssituasjonen overvakes.
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mange ar var det relativt liten interesse for a utvikle me-
Itoder til resistensbestemmelse av gjer- og muggsopp.

Arsaken til dette var forst og fremst at soppinfeksjoner
ble ansett for a vaere sjelden foreckommende. I tillegg hadde
man bare ett behandlingsalternativ, amfotericin B. I Igpet av
senere ar har man imidlertid i mange land sett en kraftig
pkning i antall pasienter med alvorlige infeksjoner forarsa-
ket av sopp (1-4). I noen stgrre sykehus i USA utgjor f.eks.
gjeersopp 10-15% av alle positive blodkulturer hos sykehus-
innlagte pasienter (5).

Denne gkningen av soppinfeksjoner har fgrt til gkt bruk
av antimykotika og ogsa til utvikling av nye medikamenter,
slik at man na har alternativ til amfotericin B ved behandling
av invasive mykoser. Det er seerlig utviklingen av azoler (mi-
konazol, ketokonazol, flukonazol og itrakonazol) pa slutten
av 1980-tallet og begynnelsen av 1990-tallet som har betydd
et stort fremskritt. Uheldigvis viste det seg at noen av azole-
ne (mikonazol og ketokonazol) kan forarsake alvorlige bi-
virkninger hos et fatall pasienter, og disse medikamentene
benyttes derfor i liten grad. Itrakonazol og seerlig flukonazol
brukes imidlertid mye til behandling av bade lokale og sy-
stemiske soppinfeksjoner.

Pa denne bakgrunn har det derfor blitt ngdvendig a utvik-
le metoder til resistensbestemmelse ogsd innen mykologien.
Forelgpig har dette arbeidet i hovedsak veaert konsentrert om

gjeersopp.

Resistensbestemmelse

Alt for flere dr siden var det noen laboratorier som hadde
utviklet metoder til resistensbestemmelse av gjeersopp. Me-
todene var imidlertid ikke standardiserte og undersgkelser
viste at det kunne vaere sveert store variasjoner i resultatene
nar man sammenlignet ulike metoder (6). Resistensbestem-
melse av gjaersopp er vanskelig fordi en rekke ulike faktorer
kan influere pa resultatet. Dette gjelder f.eks. valg av medi-
um, tillaging av inokulat, inokulatets tetthet, inkubasjonstid,
inkubasjonstemperatur og valg av kriterium for avlesning av
endepunkt (7).

I de senere ar har det veert utfort et betydelig arbeid i regi
av National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) i USA for a komme frem til en standardisert refer-
ansemetode, slik at man kan sammenligne resultater opp-
nddd i ulike laboratorier. En buljongfortynningsmetode som
enten kan utfgres i ror eller i mikrotiterbrett ble relativt nylig
godkjent som referansemetode (8). Med denne metoden la-
ger man fgrst en 2-fold fortynningsrekke av antimykotika i
rgr eller brgnner i et mikrotiterbrett. Deretter inokuleres
rgrene (brgnnene) med et standardisert gjeersopp-inokulat.
Etter inkubasjon i 24 eller 48 timer finner man den minste
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konsentrasjonen av antimykotika som hemmer vekst av
gjeersopp. Verdien for minste hemmende konsentrasjon
(MIC) er uttrykk for soppstammens fglsomhet for vedkom-
mende medikament.

Resultatet av resistensbestemmelse med NCCLS-metoden
kan imidlertid veere vanskelig a avlese for noen medikamen-
ter. Azoler kan ofte gi en gradvis hemming av soppens vekst
over flere antimykotikakonsentrasjoner. Det er derfor ngd-
vendig med relativt lang erfaring for & kunne bestemme
MIC-verdien for enkelte Candida-stammer pa en standardi-
sert mate. I tillegg er NCCLS-metoden relativt arbeidskre-
vende.

Den er derfor lite egnet for bruk i mindre laboratorier og
det har fplgelig veert arbeidet med a utvikle enklere metoder.
Eksempler pa dette er Etest (AB Biodisk, Sverige) og agardif-
fusjonsmetoden. Med Etest benyttes en plaststrimmel som
inneholder en ferdiglaget fortynningsrekke av antimykotika.
Denne legges pa en agarskal inokulert med en gjersopp-
stamme. Etter inkubasjon kan MIC avleses direkte fra en
skala trykket pa plaststrimmelen (Fig. 1). Med agardiffu-

Fig. 1. Etest. Plaststrimmelen inneholder en ferdiglaget for-

tynningsrekke av amfotericin B. MIC-verdien avleses direkte
pa skalaen pa plaststrimmelen.
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sjonsmetoden benyttes en tablett (eller filterpapirlapp) med
et depot av antimykotikum. Tabletten legges pa en agarskal
inokulert med en gjersoppstamme. Etter inkubasjon vil
man fa en sone rundt tabletten der gjeersoppstammen ikke
vokser. Stgrrelsen pa hemningssonen vil vaere et uttrykk for
stammens fglsomhet for medikamentet i tabletten (Fig. 2).

En rekke sammenlignende undersgkelser mellom NCCLS-
metoden og Etest-metoden har veaert utfgrt. De fleste av disse
studiene konkluderer med at Etest er et palitelig alternativ til
referansemetoden (9), men det er ogsa noen undersgkelser
som har vist en del avvik ved resistensbestemmelse overfor
azoler (10). Ulempen med Etest er at den er relativt kostbar.

De aller fleste mikrobiologiske laboratorier i Skandinavia
benytter allerede en agardiffusjonsmetode til resistensbe-
stemmelse av bakterier og kjenner derfor denne metoden
godt. Det ville derfor vaere en fordel dersom denne metoden
ogsa kunne benyttes til resistensbestemmelse av sopp. En
slik test ble da ogsa utviklet for neermere 25 ar siden og ser
ut til & veere i bruk i flere land i Europa (11,12). Metoden har
fgrst og fremst veert evaluert for resistensbestemmelse over-
for flukonazol (13-16).

Undersgkelser, blant annet fra Norge, har vist at den er en
god screeningunderspkelse for gjersopp med nedsatt
fglsomhet (15,16). Det er imidlertid et problem at man ikke
kan skille mellom helt resistente stammer (MIC > 64 pg/ml)
og stammer med moderat nedsatt fglsomhet (MIC 16-32
pg/ml). I tillegg kan noen fplsomme stammer bli angitt som
resistente. Det er derfor npdvendig at stammer som har ned-
satt fplsomhet med agardiffusjonsmetoden undersgkes pa
nytt med en MIC-metode (16).

Fig. 2. Agardiffusjonstesten. Hver tablett inneholder forskjel-
lige antimykotika. Stgrrelsen pa hemningssonen rundt tablet-
ten er et mal pi stammens fplsomhet.

ANTIBIOTICA Il 145



Soppinfeksjoner

Klinisk korrelasjon

Resistensbestemmelse in vitro har klinisk nytteverdi bare hvis
det et er en sammenheng mellom resultatet av resistensbe-
stemmelsen og behandlingsresultat in vivo. Imidlertid er det
en rekke faktorer i tillegg til gjeersoppens in vitro-fplsomhet
som har stor betydning for behandlingsutfallet. Eksempler
pa dette er pasientens immunforsvar, underliggende syk-
dom, farmakokinetikk, medikamentinteraksjoner, den @vri-
ge pasientbehandlingen osv. Det er derfor pa ingen mate sik-
kert at antimykotisk behandling av en alvorlig infeksjon for-
arsaket av en soppstamme med lav MIC-verdi (en in vitro-
fglsom stamme) vil veere vellykket. Dersom en pasient har
en infeksjon forarsaket av en in vitro-resistent stamme bgr
imidlertid sjansen for behandlingssvikt veere stor dersom
medikamentet benyttes.

Fordi det na er utviklet en referansemetode for resistens-
bestemmelse, har det ogsa vaert mulig & sammenholde resul-
tatet av en rekke kliniske studier med siktemal & evaluere
korrelasjon mellom resistensundersgkelse in vitro og be-
handlingsresultat in vivo. De fleste av disse undersgkelsene
gjelder flukonazol og itrakonazol og oftest hos aids-pasien-
ter med candidagsofagitt eller ikke-ngytropene pasienter
med fungemi. P4 grunnlag av slike studier har NCCLS na
kommet med forslag til MIC brytningspunkter for disse to
medikamentene (Tabell 1) (17). Nar det gjelder amfotericin
B, foreligger det langt fzerre underspkelser. Arsaken til dette
er trolig at resistens forekommer sjelden, men det kan ogsa
se ut til at NCCLS-buljongfortynningsmetoden er mindre eg-
net til resistensbestemmelse overfor dette medikamentet
(18).

Tabell 1. Brytningspunkter for antimykotika til systemisk bruk.
Minste hemmende konsentrasjon, pg/ml

Folsom dose-avhengig#

Antimykotika ~ Fglsom eller intermediaer Resistent
Flukonazol (17) <8 16-32 >32
Itrakonazol (17) <0,125 0,25-0,5 >0,5
Flucytosin (35) <4 Intermedizer: 8-16 >16
Amfotericin B (18) <1 >1

# Folsom dose-avhengig: Betegnelse innfert av NCCLS
(susceptible dose-dependent) for flukonazol og itrakonazol.
Stammen har nedsatt folsomhet, men bgr veere tilgjengelig
for behandling dersom doseringen gkes.

146

Resistensforhold

Det er i dag to medikamenter, amfotericin B og flukonazol,
som anbefales til behandling av alvorlige soppinfeksjoner
(19). I tillegg kan flucytosin i visse situasjoner anvendes sam-
men med amfotericin B.

Amfotericin B har veaert det viktigste medikamentet til be-
handling av alvorlige soppinfeksjoner i over 40 ar. Forbruket
i Norge er imidlertid lavt. Grunnen til dette er ganske sikkert
at medikamentet ofte kan forarsake alvorlige bivirkninger og
derfor kun benyttes pa strenge indikasjoner. Resistens over-
for amfotericin B har sveert sjelden vaert rapportert. Noe av
arsaken til dette kan imidlertid veere metodologiske proble-
mer forbundet med resistensbestemmelse overfor amfoteri-
cin B (18). I en nylig publisert oversiktsartikkel over amfoteri-
cin B-resistens (20) ble det kun referert til 26 publikasjoner
med i alt 44 pasienter. Resistensutvikling ser derfor ikke ut
til & vaere et problem av betydning. Man regner med at de al-
ler fleste gjeersopparter, med unntak av noen fi og sjelden
forekommende species, er fglsomme overfor amfotericin B.

Flucytosin benyttes lite til behandling av alvorlige soppin-
feksjoner. Resistens overfor dette medikamentet kan utvikles
raskt og flucytosin skal derfor alltid gis i kombinasjon med
et annet medikament (amfotericin B). Av 506 Candida-blod-
kulturisolat fra Norge i perioden 1991-1996 hadde 27 (5%)
stammer nedsatt folsomhet (MIC > 8 pg/ml) for flucytosin
(Tabell 2). I en undersgkelse fra Sverige har man funnet lik-
nende resultat. Av 232 blodkulturisolat fra 15 svenske syke-
hus i perioden 1994-1998 hadde 11 (5%) stammer nedsatt
flucytosin-fglsomhet (21).

Flukonazol har lite bivirkninger og har vist seg likeverdig
med amfotericin B til behandling av infeksjoner forarsaket
av fplsomme stammer hos ikke-neutropene pasienter (22).
Preparatet benyttes derfor mye bade til behandling av lokale
og invasive gjeersoppinfeksjoner. De aller fleste gjeersoppar-
ter er folsomme overfor flukonazol, men det er imidlertid
noen viktige unntak. Alle isolat som tilhgrer artene Candida
krusei og Candida norvegensis vil for eksempel veere resistente
uansett tidligere eksponering for medikamentet. I tillegg har
en stor andel av en tredje Candida-art, Candida glabrata, ned-
satt felsomhet overfor flukonazol med MIC-verdier over 4-8
pg/ml (23,24). Infeksjoner forarsaket av slike stammer vil
vaere vanskelige 4 behandle med vanlige doser (17).

Den hyppigst forekommende Candida-arten, Candida albi-
cans, er fplsom for flukonazol, men denne arten kan imidler-
tid utvikle resistens som et resultat av genetiske mutasjoner
(26). Resistensutvikling overfor azoler ble beskrevet allerede
pa begynnelsen av 1980-tallet. Antall rapporter var imidler-
tid sveert fa og gjaldt stort sett pasienter med mukokutan
candidiasis som hadde vert behandlet med mikonazol eller
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ketokonazol over lang tid (27). I de fleste land ble flukonazol
registrert til bruk i begynnelsen av 1990-arene. Dette sam-
menfalt med et gkende antall pasienter med aids med be-
handlingstrengende oral candidiasis og candidagsofagitt.
Disse pasientene ble ofte gitt flukonazoltabletter til selvbe-
handling over kortere eller lengre tid for a kurere symptom-
givende infeksjoner i hals- og spisergr. Infeksjonen var resi-
diverende og mange pasienter hadde derfor et relativt stort
flukonazolforbruk.

Det tok ikke lang tid fgr det kom rapporter om resistensut-
vikling overfor flukonazol hos C. albicans-isolat (15, 28, 29).
De fleste av disse pasientene hadde benyttet medikamentet
over lang tid. Det har etter hvert blitt utfert mye arbeid for a
avklare de genetiske mekanismene som forer til resistens
overfor azoler (26). Flere ulike mekanismer er beskrevet.
Noen av disse vil forarsake resistens overfor et enkelt azol,
mens andre vil forarsake kryssresistens overfor flere medika-
menter. Azolresistens kan utvikles gradvis over tid og ulike
kombinasjoner av resistensmekanismer kan veere tilstede i et
klinisk isolat (26,30).

Hos aids-pasienter har utvikling av flukonazolresistente C.
albicans-stammer veert et problem. Forelgpig ser det imidler-
tid ut til at det er en sveert lav forekomst av resistente C. albi-
cans-stammer hos andre pasientgrupper (Tabell 2). Arsaken
til dette er trolig at de fleste pasienter behandles over kort tid
slik at resistensutvikling ikke finner sted.

Undersgkelser av Candida-arter isolert fra blodkultur i
Danmark, Norge og Sverige har bekreftet at den hyppigst fo-
rekommende arten, C. albicans, i regelen er fgplsom for fluko-
nazol, mens C. glabrata oftest har nedsatt fplsomhet (Tabell 3)
(21,24,31).

Det har ogsa vert bekymring for at gkt flukonazolbruk
skal fgre til et seleksjonspress med gkt forekomst av non-
albicans-arter med nedsatt fglsomhet. Endringer kan sikkert
forekomme i sykehus der flukonazol brukes mye til profyl-
akse og behandling (32). Det er imidlertid mange faktorer
som kan ha betydning for hvilke Candida-arter som domine-
rer pa hvert enkelt sykehus. Det kan blant annen veaere bety-
delige forskjeller fra land til land nar det gjelder forekomst
av ulike gjeersopparter.

1 USA er f. eks. C. albicans-andelen av isolat fra blodkultur
omkring 50%, mens man i Norge og Finland finner at ca. 65-
75% av candidemi-isolatene utgjores av C. albicans (24, 25). 1
USA ser det ut til at det har skjedd en endring i fordelingen
av non-albicans-artene isolert fra blod i og med at forekom-
sten av Candida tropicalis har gatt ned og C. glabrata har gkt de
senere ar (4). I en studie fra fem universitetssykehus i Neder-
land fant man ogsa en gkning av C. glabrata-forekomsten fra
6,8% i 1987 til 14,8% i 1995 (33). Arsaken til slike endringer
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er ikke klarlagt. Ved andre sykehus har speciesfordeling veert
uendret gjennom lang tid. Pa Rigshospitalet i Kgbenhavn var
det for eksempel ingen forskjell i fordeling av Candida-speci-
es isolert fra blodkultur fra 1984 til 1994 (34). Speciesforde-
lingen var ogsa omtrent den samme i norske sykehus i peri-
oden 1991 til 1999 (4). Forekomsten av C. glabrata i Norge har
veert forholdsvis hgy (13-14%) bade fgr og etter at fluko-
nazol ble introdusert pa markedet.

Tabell 2. Antimykotikaresistens hos gjcersopp - de viktigste resultat et-
ter 10 ars resistensovervakning i Norge (16, 24).

Antimykotika Resistensforhold

Amfotericin B Candidemi-isolat (506 stammer): Alle iso-
lat foplsomme.

Ifplge litteraturen kan C. lusitaniae-stam-
mer veere resistente, men denne arten er
sjeldent arsak til infeksjon i Norge.

Flucytosin Candidemi-isolat (506 stammer): De

fleste isolat er feplsomme.

Andel stammer med nedsatt fglsomhet
var under 1% i 1991 og 1992, 8,9% i 1993,
5,4% i 1994, 9,2% i 1995 og 5,2% i 1996.
Alle C. krusei-stammer hadde MIC > 16
pg/ml mens 3% av C. albicans, C. glabrata
og C. tropicalis-stammer hadde nedsatt
felsomhet med MIC = 8 pg/ml.

Flukonazol Klinisk viktige isolat fra 1991-1999 (1407
stammer): Vel 14% av stammene hadde
nedsatt fglsomhet (fplsom dose-avhengig

8,7%, resistent 5,5%).

C. albicans (992 stammer): Folsom 97%,
fplsom dose-avhengig 2%, resistent 1%.
Stammer med nedsatt folsomhet var iso-
lert fra AIDS-pasienter eller fra andre pa-
sienter som hadde veert behandlet over
sveert lang tid.

C. parapsilosis (76 stammer): Folsom 99%,
folsom dose-avhengig 1%, resistent 0%.

C. tropicalis (105 stammer): Folsom 97%,
folsom dose-avhengig 2%, resistent 1%.

C. glabrata (142 stammer): Folsom 33%,
fplsom dose-avhengig 48%, resistent 19%.

C. krusei og C. norvegensis: Alle isolat skal
betraktes som resistente uavhengig av in
vitro-resultat.
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Soppinfeksjoner

Tabell 3. Candida spp. isolert fra blodkultur i Danmark, Norge og Sverige - folsomhet for flukonazol (21, 24, 31).

Antall
Species Land stammer
C. albicans Danmark 92
Norge 336
Sverige 123
C. glabrata Danmark 12
Norge 66
Sverige 51
Andre Candida spp.* ~ Danmark 10
Norge 104
Sverige 58
Alle species Danmark 114
Norge 506
Sverige 232

Andel (%) av stammer som er:

Folsom
Fglsom dose-avhengig# Resistent

96 0 4
100 0 0
100 0 0
0 92 8
36 50 14
4 55 41
80 0 20
80 B 15
76 0 24

84 10
88 8 5
73 12 15

# Folsom dose-avhengig: Betegnelse innfert av NCCLS (susceptible dose-dependent) for flukonazol og itrakonazol.

Stammen har nedsatt faplsomhet, men bgr vaere tilgjengelig for behandling dersom doseringen gkes.

*Andre Candida spp.:
Danmark: C. tropicalis 7, C. parapsilosis 2, C. krusei 1

Norge: C. tropicalis 35, C. parapsilosis 44, C. krusei 11, C. guilliermondii 5, C. lusitaniae 1, C. kefyr 3, C. norvegensis 2, C. blankii 1, C. sake 1,

C. spaerica 1

Sverige: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. lusitaniae 49, C. krusei 9

Fordi antall medikamenter til behandling av alvorlige my-
koser er svaert begrenset, vil en gkning i resistens kunne fa
alvorlige konsekvenser. Det er derfor viktig at resistenssitua-
sjonen i Skandinavia overvakes for & oppdage eventuelle en-
dringer. Dersom resistens skulle bli et problem, vil det vare
viktig & endre behandlingsrutiner for om mulig 4 snu en slik
utvikling.

I Norge har man fra 1991 systematisk overvaket resistens-
forholdene for gjaersopp isolert fra blodkultur og andre vik-
tige isolat. Alle de mikrobiologiske laboratoriene i landet
sender slike isolat til identifisering og resistensbestemmelse
ved mykologisk laboratorium pa Statens institutt for folke-
helse. De viktigste resultat av denne overvdkningen er gjen-
gitt i Tabell 2.

Konklusjon
1. Utvikling av resistens mot antimykotika har forelgpig vaert

et lite problem nar det gjelder gjeersopp. Dersom nye azo-
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ler gis over lang tid, kan det oppsta genetiske mutasjoner
som fgrer til resistens. Det er ogsa en fare for at et gkt to-
talforbruk av azoler kan fgre til en seleksjon av azolresi-
stente species.

2. Fordi antall medikamenter til behandling av alvorlige my-
koser er svert begrenset, vil en pkning i resistens kunne fa
alvorlige konsekvenser. Det er derfor viktig at resistens-
situasjonen i Skandinavia overvakes for & oppdage even-
tuelle endringer.

3. De fleste gjeersopparter har forelgpig et forutsigbart resi-
stensmgnster overfor de viktigste antimykotika (Tabell 2
og 3). En identifikasjon til speciesniva vil derfor gi et godt
holdepunkt for valg av medikament.

4. Fordi soppbehandling ofte startes pd empirisk grunnlag
vil en samlet oversikt over hvilke arter som vanligvis for-
arsaker alvorlige soppinfeksjoner pa et sykehus veaere nyt-
tig ved valg av medikament.
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English summary

Antifungal susceptibility testing of yeasts

In recent years there has been an increase in serious fungal
infections in many countries. The use of antifungal agents,
especially fluconazole, has increased in parallel with the in-
creased recognition of yeasts as important pathogens.
Development of resistance to antifungal agents has so far
been a small problem. Resistance to fluconazole has, how-
ever, occurred in many patients (e.g. AIDS patients) that
have been treated for a prolonged period of time. There is
also a danger that increased fluconazole use will exert a se-
lective pressure causing a shift in species distribution from
fluconazole-susceptible species to resistant species (e.g.
Candida krusei) or species with decreased susceptibility (e.g.
Candida glabrata). It is important that the resistance situation
is monitored in each country.
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