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Forord

Ambitionen med detta dokument ar att redovisa de mikrobiologiska metoder for att diagnostisera
invasiv svampsjukdom som finns tillgangliga i Sverige samt redogora for indikationer och tolkning av
koncentrationsbestamning av antimykotiska lakemedel.

Dokumentet ar skrivet gemensamt av medlemmarna i Referensgruppen fér AntiMykotika (RAM) som
ar en oberoende expertgrupp vars ledamoter utses av Svenska Lakareséllskapets namnd efter
nominering av sektioner for klinisk mikrobiologi (2), infektionssjukdomar (2), pediatrik (1),
hematologi (1) och lakemedelslara (1). RAM:s huvuduppgifter ar att verka for en rationell anvandning
av antimykotikiska lakemedel vid invasiv svampsjukdom genom att sprida information om
antimykotiska lakemedel och kontinuerligt utveckla och uppdatera rekommendationer for
anvandandet av antimykotiska lakemedel vid invasiv svampsjukdom. En viktig del i detta arbete ar att
verka for att antimykotiska ldkemedel ges pa ratt indikation. Invasiva svampinfektioner ar generellt
svara att diagnostisera vilket riskerar att leda till 6veranvandning i form av sa kallad empirisk
svampbehandling. Spridandet av information om de i Sverige tillgangliga mikrobiologiska metoderna
och i vilka sammanhang de kan anvandas ar darfor viktigt. Dokumentet innehaller tre olika delar: 1)
Oversikt dver de tillgingliga diagnostiska metodernas bakgrund, styrkor, svagheter samt tolkning av
resultatet, 2) Indikation fér provtagning inom intensivvard och vid uttalad immunsuppression samt
tolkning av resultaten och 3) Indikationer for koncentrationsbestdamning av antimykotiska lakemedel
samt tolkning av resultaten. Dokumentet avhandlar i férsta hand diagnostik for vuxna men
principerna galler i allmanhet dven inom pediatriken.

Innehallet baseras huvudsakligen pa den vetenskapliga litteraturen men avsikten med dokumentet
har inte att varit att ge en heltidckande litteraturgenomgang utan snarare en syntes av litteraturen
och RAM:s egna erfarenheter. Pa sa satt hoppas vi att dokumentet blir anvandbart i den kliniska
vardagen och kan var till hjalp vid stallningstagande till insattning eller férdandringar av antimykotisk
behandling. Ambitionen ar att aterkomma med en uppdaterad version under andra halvaret 2022.

Forutom medlemmarna i RAM sa har Helena Hammarstrom, infektionsldkare och klinisk mikrobiolog
pa Sahlgrenska Universitetssjukhuset, medverkat i avsnitten om betaglukan samt lamnat synpunkter
pa ovrig text, och Silvia Botero och Robert Dyrdak, kliniska mikrobiologer pa Karolinska
Universitetssjukhuset, skrivit avsnitten om Pneumocystis-diagnostik.

For RAM 210624,

Ola Blennow (Sektionen fér Infektionssjukdomar), Honar Cherif (Sektionen for Hematologi), Erja
Chryssanthou (Sektionen for Klinisk Mikrobiologi), Erik Eliasson (Sektionen for Likemedelslara),
Nahid Kondori (Sektionen for Klinisk Mikrobiologi) och Jan Sjolin (Sektionen for Infektionssjukdomar)



1
2

Mikrobiologisk indelning av svampriket..........coo i 7
Mikrobiologiska metoder tillgangliga i SVEIIZE ...ccceuvveii et 8
2.1 Y110 1Y o S PRSP 8
211 IMLEEOM ...t ettt b e sttt et et e b e he e sae e s e ar e b e nes 8
2.1.2 PrOVMAterial ...coo i et e e saree s 8
2.13 PrESTANdA. . et e s bt e e e e are e s reeesaree s 8
2.1.4 INdikation fOr ProVEAGNING.....cccviii e e et e e be e e e e arae e s e nreeas 8
2.15 SVarsrutiner 0Ch tOIKNING ..o.uvviiiieee e et e e ebre e e e ebae e e e eanes 8
2.2 L0 o |11 PRSP 9
221 IMLEEOM ..ttt ettt ettt et e st e s bt e e s ab e e s be e e sab e e s be e e bee e sabe e e neeesnreesneeesareenn 9
2.2.2 ProVMAterial ...coo ittt st et aes 10
2.23 PrESTANDA. . ettt e st e st e s e sbe e e abe e sbeeenaes 10
2.2.4 INdikation fOr ProVIAgNING.......c.vvii it e e e e earae e e e 10
2.2.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......vviiieiee e e e b e e e aaeeeeas 10
2.2.6 RETEIENSEN ..ttt ettt sbe e sttt e et e e sbeesbeesbeesaeenas 10
23 GalaKEOMANNAN ...t sttt et e s e e st e s be e e sbeeeaes 11
23.1 V1= o Yo PP UPP 11
2.3.2 ProVMAterial ...coo ittt e e aes 11
233 PrESTANGA. ..ttt st sttt re e be e sheenaeenas 11
2.3.4 INdikation fOr ProVIAgNING......ccuvii i e e e areeas 12
2.3.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......vviiieiee e e e b e e e aaaeeeeas 12
2.3.6 RETEIENSEN ..ttt s st s er e r e reesane e 13
2.4 1,3-B-D-BIUKAN (BDG) ..eoueetirueeieniieietieiteniesieete sttt st e ettt et st et s h e et nbesae bbb seeeneen 14
24.1 IMLBEOM ...ttt st r e e r e e e e 14
242 ProVMAtErial ..c..co ettt sttt b e 14
243 [ 0= = o - PO TP P RO TSRPPPO 14
2431 SENSIHIVITET ..oeiiiiiee e e 15
2.4.3.2  SPECIHICIHET c.vveie et e e bae e e e araeas 15
2.4.4 INdikation fOr ProvVEAgNING.....cccuviii i 16
2.4.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......veieiei e e e 16
246 REFEIENSEN ...ttt et b e bt st et e e beesbe e sbeesaeesaeeeas 17
2.5 PO R ettt et e e e — et e e e e e e e habette e e e e e e baretteeeee e e e nabateeeeeeeeananaeaeeeas 17
2.5.1 ASPEIGIIUS-DNA ...ttt e e e e te e e e st e e e s e sbaeeeenbaeeeenraeesennsenas 17
T 0 R |V = o T« TSP PP PP 17



2.5.1.2  ProVmaterial .c...cooeeeeeeeiiee et st e s e e sreeeaee 18
2.5 1.3 Prestanda... oo oo sttt st st 18
2.5.1.4 Indikation fOr Provtagning.....ccccceeeeciieieeiiiee e e et e e e abae e e 18
2.5.1.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......coooiiiiiiiiee e e e e 18
2.5.1.6  REFEIENSEI ..ottt ettt st e bt e e s e s bee e sare e sbee e sareeeane 19
2.5.2 (0T aTo [To = TN 0 VPP 19
2.5.2. 1 IMIBEOM ettt st sttt e b e bt e sae e st e b e b nnes 19
2.5.2.2  Provmaterial 0Ch SVarsrutin ........ccoceorieiiiiieieeeeee e 19
2.5.2.3  PreStanda. ..o e sttt st 19
2.5.2.4  Indikation fOr provtagning.....cccccueiieciiiiiiiii e 20
2.5.2.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......coivciiiiiiiii e e 20
2.5.2.6  REFEIENSEI ..eiiiieee ettt ettt s e st e s e s be e e sabeesbeeesabeeeane 20
253 Kommersiell Candida-PCR: T2CaNdida .......cooeerieriieiieieesieesieeseesee st 21
2.5.3. 1 IMIBEOM ittt s he e st et b e bt e sae e st e b b ens 21
2.5.3.2  Provmaterial 0Ch SVarsrutin ........ccoceeiieiiiiieeeeee e 21
2.5.3.3  Prestanda. ..ot st e s e s sareesbeeesabeeeane 21
2.5.3.4  Indikation fOr provtagning.....ccccceeeeciieieiiiieee e e 21
2.5.3.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......coiviiiiiiiie e e 22
2.5.3.6  REFEIENSEI ..ottt ettt st s 22
2.5.4 Sekvensering SVAMP (ITS) .oouuiie ittt ere e e et e e e e sara e e e eenba e e e eennaeeeeas 22
255 V=] 1o o PO U PP P RO TSRPPPO 22
2.5.5. 1 ProvmMaterial ..o e s 22
2.5.5.2  Prestanda... .o e 23
2.5.5.3 Indikation fOr provtagning.....cccccceeeecieieiiieee e e 23
2.5.5.4  Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ......oooeiiiiieee e e e e 23
2.5.5.5  REFEIENSEI ..ttt b e sttt 23
2.6 PNeumocystisdiagnostiK........ocuieei i e e 23
2.6.1 IMMUNOTIOUIESCENS (IF)...eveieiiiieiee ettt ettt e e et e e e e etee e e eeateeeeenreeas 23
B S 0 R |V = o T« TSP PR PR TRUR 23
2.6.1.2  ProVmaterial .c....ooieeeieieiie et aee 24
2.6.1.3  Prestanda.....oooci it e e s ree e saree e 24
2.6.1.4  Indikation fOr ProVtagning........cccueieeciiiiecciee et e e e e e earae e e enreeas 24
2.6.1.5  Svarsrutin 0Ch toIKNING......c.vviiiiiee e e e 24
2.6.2 Pneumocystis: Realtids-PCR (GPCR). .....cccivieeieieiieeceeeeree ettt et eveeevee e re e v e 25



Y R |V, =] o Y [T 25

2.6.2.2  ProVmMaterial...ooee oot s st 25
2.6.2.3  PreStanda.. ..o oo sttt st st 26
2.6.2.4 Indikation fOr Provtagning.....cccccueeeeciieiecciee e e e bae e e 26
2.6.2.5 Svarsrutiner 0Ch tOIKNING ....ooviviiiiiiee e e 26
2.6.3 RETEIENSEN ...ttt et et ettt e st e e s bt e e sabeesbeesseeesareeennees 27

3 Provtagning/diagnostik pa IVA och efter KirUrgi.....c.ccooueieiiieeciieecee et 29
3.1 SCrEENING/OVEIVAKNING ... veiiieeieiee ettt ettt e et e et e e e te e s be e e abe e sabeeebeeesaseesseeennnas 29
3.2 Diagnostik av candidainfektioner..........occuvviiiiie i e 29
3.21 (070 | 17aY-aeTol s W o 11 (g0 1] o o | H PR 29
3.2.2 2T = R D = 1T o PP UPP 30
3.2.3 OVFIZa MELOTEN ..ottt ettt ettt et et ettt ete st e s eteeseneeaens 31
312,31 PCR ettt sttt b e b e b et sh et et e et e e be e nheeeaeesate e bt e beennes 31
3.2.3.2 T2 CaNdida..cecueeeeieeieeiee ettt sttt b e sh e st e be e es 31
3.2.3.3  Antigen- antikropPpSanalys. ... uieie ettt eaba e e e areeas 31

33 Diagnostik av aspergillusinfektioner .......c.eueiiiii i 31
3.3.1 (0o | [7aY-aeTol s a11 (o 1] o o | H PP 32
3.3.2 Galaktomannan/aspergillusanti@en ........c.cccueeviecieeiieiee ettt 32
3.3.3 ST = D= 111 o O PS 32
3.34 (O a1 W 1 1= 100 e =L OO 32
TR o 2 OO VST U PP UPRURRRRTN 32
3.3.4.2  ANTIKrOPPSANAIYS .eveiiiiiiiieciiie ettt e et a e e e e abaee e e narreas 32

3.4 Uppfoljning av behandling .........ooiiiiiei i e e e 33
35 REFEIENSET ..ttt st ettt et s e st s an e et b e r e s reesaee e s 34
4 Provtagning Pa hemMatOIOZEN ........ueii ittt e e e et e e e e aaa e e e earaeeeeennaeeeean 37
4.1 SCrEENING/OVEIVAKNING ... veietieeeie ettt ettt et e bt e e te e e te e e teeesbeeeeteeeetseeeteeeeanes 37
4.1.1 GalaktomanNnan (GIM) .......oocuiiie e et e e e e e saa e e e e eabae e e e eabbe e e e eaaaaeaean 38
4.1.2 2 TST =T =d 1T o PSPPSR 38
4.1.3 ASPEIGIIUS-PCR ...ttt e e e e e e s e e e s abe e e e s abaeeeeabeeeeenareeas 38
4.2 Diagnostik av CandidainfektioNer ...........ceeiiiiuiii i e 39
4.2.1 (@ Lo 11T o= SRR 39
4.2.2 3TN =4 (V]2 o USSR 39
4.2.3 PCR ettt ettt b e b e st et e et e e reenbeenheenaee e 40
4.2.3.1  Candida PCRu.....coiiiiiiiieiteeteee ettt st et s s 40



/0 0 T A X 62 (o [T - W TR 40

4.3 Diagnostik av aspergillusinfektion..........ccuee i 40
43.1 MIKIOSKOPI/OAING ...ttt et e e et e e tbe e e beeeeanas 40
4.3.2 GalaktomMaNNAN ..o e s e 40

4.3.2.1  Galaktomannan i SEIUM ......cccueiiiiiiiiiie ettt e s e s e sreeesareeenee 40
4.3.2.2 Galaktomannan i bronkoalveoldrt [avage (BAL)........cccceeeveeeriieeeceeeciee e eve e 41
4.3.2.3 Galaktomannan i cerebrospinalvatska (CSV) .....ccooeiieiieiiiciiie e, 41
433 2T =T ={ 1V Lo S P 42
4.3.4 PR, ettt sttt et b e b e e e b et e he e et e et e e beenbeesheenanena 42

4.4 Mogelsvampsinfektioner andra an aspergillus .......ccceeeveiieiiieiee e, 42
4.4.1 Sekvensering SVAMP (ITS) ..uii ettt rre e e e tr e e sre e etae e sare e e baeesareean 42
4.4.2 PN BUMOCYSEIS. ceiiiiiieiiiiteee ettt s e sttt e e e e e s s sabr e e e e e e e s s ssnbsbaeeeeesensnnnrenes 43

4.4.2.1 PCR och immuNnOfloUr@SCaNS......cc.coiuiiiiieiietee e 43
L R - 1= - =4[] - SR 44

4.5 Uppfoljning av behandling .........coooiiiii ittt 44
4.5.1 MIKFOSKOPI/OAING 1evveetieiteeciee ettt ettt ettt s e e b e b e ebe e beesbeesanesabeens 44
4.5.2 GalaKEOMANNAN Lttt et st e sb e st sabeesneeesaree s 44
45.3 2T =T <{ [T o PP UPP 44

4.6 REFEIENSE ...ttt b e ettt et e s bt e s bt e sate st e e bt e b e e beesbeesaeeenrean 45

5  Koncentrationsbestamning av antimykotiKa.........ccoccuieiieciiii e s 47

5.1 [[a1 =T oY o= USSP 47

5.2 [ 0101V o1 [ o PP 47

5.3 AMTOTEIICIN Bttt st e s st 48

5.4 Triazoler (flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol) ..........c.ccc.ue..... 48
54.1 FIUKON@ZO. ...ttt sttt et esbe e saeesaee e 48
5.4.2 ErAKONAZON ...ttt sttt et e be e sae e saee e 49
543 VOETKONAZON ..ttt ettt b e st sttt e b e saee e 50
544 POSAKONAZON ... e 51
545 [SAVUKONAZON ...t e 52

5.5 Trimetoprim-sulfameEtoXazol.......ccccuviiicciiie et e e e e e 53

5.6 Echinocandiner (caspofungin, micafungin, anidulafungin) ..........ccccoceeeiiiiiiiciiie e, 53

5.7 SAMMANTATINING ..eiiiiciiee e et e e e e e ettt e e e e tb b e e e seabaeeeesasbeeeseasaeeesansaeeans 53

5.8 Tabell 1. Indikationer for koncentrationsbestamning av antimykotika .........ccccceeeveeeennnnn. 54

5.9 20 (=T =T 0 1= PSPPSR PPOPROPRRT 55



1 Mikrobiologisk indelning av svampriket

Inom klinisk mykologi delas svamparna i jastsvampar, tradsvampar och dimorfa svampar.

Jastsvampar ar encelliga organismer som delar sig med knoppning och dessutom kan manga arter

dven bilda pseudohyfer och/eller dkta hyfer (tradar). Tradsvampar vaxer ut som hyfer och bildar

mycel. | gruppen tradsvampar ingar mogel och dermatofyter. Dimorfa svampar har jastform vid

kroppstemperatur men vaxer som tradsvampar i naturen. De kliniskt viktiga dimorfa svamparna

forekommer endemiskt i vissa geografiska platser.

Jastsvampar

Tradsvampar

Dimorfa svampar

Candida albicans

Saccharomyces cerevisiae

Cryptococcus neoformans
Trichosporon spp.

Rhodotorula spp.

Malassezia spp.

Aspergillus fumigatus

Fusarium spp.

Scedosporium spp.
Penicillium spp.

Mucorales: Rhizopus spp,

Rhizomucor spp. Mucor spp.

Dermatofyter: Trichophyton
spp. Microsporum spp.

Histoplasma capsulatum

Coccidioides immitis,
C. posadasii

Blastomyces dermatiditis
Paracoccidioides brasiliensis

Talaromyces marneffei

Sporothrix spp.



2 Mikrobiologiska metoder tillgangliga i Sverige

2.1 Mikroskopi

2.1.1 Metod

Mikroskopi fran kliniska prov kan ge vardefull information om vilken typ av svampinfektion patienten
har. Mikroskopifynd kan besta av jastceller och/eller jasthyfer vid Candida- och andra
jastsvampsinfektioner, septerade hyfer vid tradsvampsinfektioner ex. Aspergillus och osepterade
hyfer vid infektioner orsakade av Mucorales (zygomyceter). Endemiska dimorfa svampar har specifika
strukturer som kan vara diagnostiska vid positivt mikroskopifynd, exempelvis sma intracelluldra
Histoplasma jastceller, Coccidioides sferulae, stora Blastomyces jastceller med bredknoppning och

I”

Paracoccidioides ”pilot wheel” jastceller.

Kliniskt provmaterial 6verfors till objektglaset, en droppe Blankophor eller Calcofluor white
appliceras och tackglas laggs pa. Preparatet studeras i fluorescensmikroskop med 250-400 x
forstoring.

2.1.2 Provmaterial
Nedre luftvagsprov (bronkoalveolart lavage (BAL), bronksekret, sputum, trakealsekret), sinusaspirat,
normalt sterila vatskor (till exempel likvor, perikardvatska, pleuravatska), vavnadsprov.

2.1.3 Prestanda

Mikroskopi ar en snabbmetod och positiva fynd kan vara till hjalp i valet av antimykotika vid
svampinfektioner som kraver olika medel for behandling exempelvis aspergillos kontra mucormykos.
Mikroskopi ar viktig att utféra da den kan vara positiv dven vid negativ odling, till exempel pavisning
av icke-septerade hyfer vid mukormykos da Mucorales sdllan vaxer fram med konventionella
odlingsmetoder (1). Begransningar med mikroskopi ar att den inte kan sarskilja Aspergillus fran andra
tradsvampar (exempelvis Fusarium) samt ett den ar en okanslig metod som kraver relativt mycket
svampstrukturer i provet for att kunna detekteras i mikroskopin.

2.1.4 Indikation for provtagning
Misstankt svampinfektion.

2.1.5 Svarsrutiner och tolkning
Namnet pa fyndet, alternativt negativt.

Vanligaste fynd:

Candida och annan jast: jastceller med eller utan hyfer och pseudohyfer (jastceller som efter
knoppning, vaxer i langden och atar sig hyf-liknande utseende)



Cryptococcus: runda kapselférsedda jastceller i varierande storlek. Som alternativ till
fluorescensmikroskopi kan tusch (India ink) preparat anvandas for pavisning av kapsel.

Aspergillus/Fusarium/Scedosporium m fl.: relativt smala (2—3 um), ofdrgade och septerade hyfer, ofta
med dikotoma (45°) forgreningar.

Mucorales (zygomyceter): osepterade eller med fa septa, relativt breda (6- >16 um) ofargade och
oregelbundna bandliknande hyfer, forgreningar ofta i ratt, 90°, vinkel men dven i 45°.

Tolkning: Mikroskopifynd fran normalt sterila provmaterial &r diagnostiskt och bekraftar
svampinfektion. Fynd fran icke-sterila provmaterial kan anvdndas som stod for klinisk diagnos.

2.2 0Odling

2.2.1 Metod

Odling fran kliniskt prov ar “gold standard” for diagnostik av svampinfektion. For definitiv diagnos av
svampsjukdom kravs isolering av den specifika svampen fran det infekterade omradet. For att
garantera basta mojliga odlingsbetingelser for olika grupper av svampar som skiljer sig betraffande
naringskrav och optimal odlingstemperatur, ska provmaterial odlas pa olika substrat och
inkuberingen utféras i olika temperaturer. Det finns flera olika generella och selektiva substrat for
odling av svamp. Kliniskt provmaterial appliceras pa chromagar for isolering av jastsvamp (inkubering
vid 36-37 °C upp till en vecka beroende pa provmaterial), pa blod-dextrosagar for isolering av jast-
och tradsvamp (inkubering vid 36-37 °C upp till 2 veckor beroende pa provmaterial) pa
Sabouraudagar for isolering av jast- och tradsvamp (inkubering 30 °C, 2-3 veckor ex. biopsier, likvor),
samt pa potatis-dextrosagar for isolering av termofila trddsvampar (Aspergillus fumigatus, vissa
Mucorales) som vaxer dven i hogre dn kroppstemperatur (inkubering vid 42-45°C upp till en vecka
beroende pa provmaterial).

Inkuberingstiden kan férldangas, vid behov, for prov fran sarskilda patientgrupper till exempel sputum
med langsamt viaxande svampar fran cystisk fibros patienter.

Odlingstiden av blododlingsflaskor forlangs till 10 dagar vid svampfragestalining.

Odlingar for dimorfa endemiska svampar (P3 organismer) inkuberas upp till 8 veckor i
sakerhetslaboratorium. For att kunna isolera svampar ar det viktigt att anvanda selektiva substrat
som innehaller antibiotika, sarskilt for odling av icke-sterila provmaterial med mycket koloniserande
bakterier. Eftersom det kliniska provet kan innehalla lagt antal svampceller/svamphyfer ar det
fordelaktigt att odla mycket material och om majligt pa flera substrat.

Optimal odlingstemperatur: Patogena jastsvampar, Aspergillus och Mucorales 36-37 °C. Fusarium
och Cryptococcus neoformans/gattii 30 °C.

Olika tekniker kan anvandas for artidentifiering av det framodlade svampisolatet. Konventionell
artidentifiering av tradsvampar baseras pa mikro- och makromorfologi. De fér arten karakteristiska
strukturerna studeras i mikroskopipreparat och utgor grunden for artidentifieringen tillsammans
med koloniutseendet. Som forsta steg for artidentifiering av de vanligaste patogena jastsvamparna
kan kommersiella kromogena substrat anvdndas. Plattorna innehaller artificiella kromogena substrat



som specifika enzymer degraderar till olikfargade kemiska féreningar beroende pa Candida-arten.
Candida albicans, C. tropicalis och C. krusei bildar grona, bla respektive rosa kolonier pa kromagar
(Chromagar Candida).

Maldi-Tof ar en férkortning pa matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry. Maldi-Tof har ersatt de tidigare anvanda biokemiska metoderna for artidentifiering av
jast- och tradsvampar.

Sekvensering (NGS, next generation sequencing) av ITS (internal transcribed spacer som finns mellan
det stora och lilla rRNA subenheter), TEF-1a (translation elongation factor) eller andra specifika
gensekvenser ar gold standard for artidentifiering av svampar. Klassificeringen och namngivning av
svampar (taxonomin) baseras pa fylogenetiska trad framtagna med hjalp av gensekvenser fran
besldktade arter. Pa grund av hog variabilitet ar ITS-sekvensen val lampad for att differentiera olika
arter inom samma slakte. Sekvensering anvands nar Maldi-Tof och/eller morfologiska metoder inte
racker till for artidentifiering.

2.2.2 Provmaterial
Sterila vatskor, vavnad, biopsi, sekret.

Vavnad och biopsi: Vid nalbiopsi efterstravas minst 2 mm. Materialet laggs i sterilt provror med 0,5
mL-1,0 mL fysiologisk koksaltlosning. Forvara provet kylt. Omgaende transport till laboratoriet.
Blododling: Aerob 8-10 mL blod per flaska (BacT/ALERT FA Plus och/eller Mycosis IC/F blodflaska).

2.2.3 Prestanda

Fordelen ar att den specifika sjukdomsalstrande svampen kan identifieras fran positiv odling.
Isolering av stammen genom odling ar en forutsattning for resistensbestamning. Begrdansningar med
odlingsmetoder ar att de ar langsamma och har relativt l1ag kanslighet.

2.2.4 Indikation for provtagning
Misstankt svampinfektion.

2.2.5 Svarsrutiner och tolkning

Odlingsfynd svaras ut med artnamn pa species-niva om majligt. Svampfynd fran normalt sterila
provmaterial ar diagnostiska och bekraftar svampinfektion. Svampfynd fran icke-sterila provmaterial
kan anvandas som stdd for klinisk diagnos.

2.2.6 Referenser
1. Cornely O. A. et al. ESCMID and ECMM joint clinical guidelines for the diagnosis and
management of mucormycosis 2013. Clin Microbiol Infect. 2014 Suppl 3:5-26.
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2. Cornely O. A. et al. Global guideline for the diagnosis and management of mucormycosis: an
initiative of the European Confederation of Medical Mycology in cooperation with the
Mycoses Study Group Education and Research Consortium. Lancet Infect Dis 2019.

3. Tortorano A. M. ESCMID and ECMM joint guidelines on diagnosis and management of
hyalohyphomycosis: Fusarium spp., Scedosporium spp. and others. Clin Microbiol Infect.
2014. Suppl 3:27-46.

2.3 Galaktomannan

2.3.1 Metod

Galaktomannan (GM) tillhor en grupp polysackarider som innehaller mannos och ett varierande antal
galaktofuran-sidokedjor med storlek mellan 35—200 kDa. Huvuddelen av cellvaggen hos Aspergillus-
arter bestar av GM och GM utsondras in vivo under invasiv vaxt. Pavisning av GM har utvecklats for
diagnostik av invasiv aspergillos men testet har ocksa visat sig anvandbart for diagnostik av fusarios
(1) och kan aven vara positiv vid histoplasmos (2). Det finns ett flertal olika metoder och darmed test
for pavisande av GM varav flera &r pa vag in pa den svenska marknaden. Den vanligaste metoden i
Sverige ar ett ELISA-test som avhandlas nedan. Av 6vriga metoder sa finns i skrivande stund (2021) i
Sverige ett sa kallat snabbtest i form av Aspergillus Galactomannan Lateral Flow Assay (LFA). Detta &r
ett sandwich immunokromatografiskt test med monoklonala antikroppar riktade mot GM (3). Rent
praktiskt ser kitet likadant ut som de som anvands for snabbtester mot grupp A streptokocker och
malaria dar provmaterialet droppas pa testet och resultat lases av i form av bildande av streck eller
ej, antigen kvalitativt eller kvantitativt med en for detta avsedd lasare. Det finns flera tillverkare av
LFA med i stort sett likartad prestanda som ELISA-testen.

Den vanligaste metoden for detektion av GM &r en double-sandwich enzyme immunoassay (EIA)-test
som nyttjar den monoklonala antikroppen EBA-2 som ar riktad mot GM (Platelia™ Aspergillus
antigen, Bio-Rad, Frankrike). Metoden ar godkand och validerad for serum och BAL-vatska men har i
studier dven vistas vara anvandbar for cerebrospinalvatska (CSV) (4). Resultat anges som index pa
optisk densitet som erhalls genom att rdkna fram kvoten mellan absorbansvardet pa kliniska prov
och referensserum.

2.3.2 Provmaterial
Provmaterial: Serum, BAL, cerebrospinalvatska (CSV).

2.3.3 Prestanda

Testning med GM har framférallt studerats for immunsupprimerade patienter eftersom det ar i
denna grupp som aspergillusinfektioner ar vanligast och allvarligast. En Cochrane-analys fran 2015
som inkluderade data fran 47 artiklar fann att analys av GM i serum hos immunsupprimerade
patienter (definierade som neutropeni, organtransplantation, cytostatikabehandling eller sjukdomar
som paverkar T-cellsfunktion) hade en sensitivitet pa 78% och specificitet pa 85% vid en incidens pa
11% om 0,5 anvdndes som cut-off varde pa 0,5 (5). Vid cut-off pa 1,0 var motsvarande siffror 71%
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och 90%. Andra meta-analyser har funnit liknande resultat (6). Om GM i serum anvands i
patientgrupper med lagre incidens sa sjunker det positiva prediktiva vardet patagligt.

| BAL ligger kdnsligheten pa 85—90% och specificiteten pa 90-95% for immunsupprimerade patienter
(7,8). FOr 6vriga patientgrupper ar prestandan samre, till stor del pa grund av lagre incidens. Till
exempel fann man i en studie att for patienter som inte hade genomgatt organtransplantation eller
hade hematologisk malignitet sa var GM-varden i BAL mellan 0,5 och 1,0 falskt positiva i cirka 50% av
fallen (9). Kliniska studier har visat att ett GM index <0,5 i BAL har ett hogt ett hégt negativt
prediktivt varde och att index 23 har ett hogt positivt prediktivt varde (10).

Aven om invasiv aspergillusinfektion i CNS &r en ovanligt &r pavisning av GM i cerebrospinalvitska
(CVS) vardefullt, och mindre studier har visat relativt hog kanslighet pa 88% och specificitet pa 96%
for GM index 0,5-2 (11).

Vissa tradsvampar, till exempel Penicillium spp. och Fusarium spp. som ar narbesldktade med
Aspergillus, kan korsreagera i antigentestet i BAL. Falskt positiva resultat kan bland annat orsakas av
blodprodukter och translokation av GM fran mat och enterala naringsprodukter via tarmen ut i
blodet. Ddremot finns det inte langre nagon risk for falskt positiva resultat pa grund av samtidig
behandling med piperacillin-tazobactam (12). Man har inte pavisat GM i naringslésningar for
parenteral nutrition (13).

2.3.4 Indikation for provtagning
Serum: Tva principiellt olika indikationer: Screening av asymtomatisk patient samt som diagnostiskt
prov vid misstanke om invasiv aspergillusinfektion.

BAL: Misstanke pa aspergillusinfektion i lunga.
CSV: Misstanke pa aspergillusinfektion i hjarnan.

Exakt indikation och tidpunkter fér provtagning ar mycket beroende pa individuella riskbedémningen
av patienten baserad pa bakomliggande sjukdom, medicinering, grad avimmunbrist och pagaende
profylaxmedicinering mot svampinfektioner och diskuteras utférligt i avsnittet "Provtagning pa IVA
och efter kirurgi” samt ”Provtagning pa hematologen och vid tillstand med uttalad T-
cellssuppression”.

2.3.5 Svarsrutiner och tolkning

Resultatet anges som index pa optisk densitet som erhalls genom att rakna fram kvoten mellan
absorbansvardet pa kliniska prov och referensserum. Hégsta vardet som anges ar 3 eller 5 beroende
pa metod.

Tillverkarna av testerna rekommenderar en cut-off for serum och CSV pa 0,5 och for BAL 1,0. | den
senaste versionen av de internationella definitionerna av invasiva svampinfektioner hos
immunsupprimerade patienter rekommenderas cut-off pa 1,0 fér serum (och plasma), BAL och CSV,
eller en kombination av 0,7 serum/plasma och 0,8 i BAL (14). F6r icke-immunsupprimerade ar det
svart att satta nagra sikra cut-off varden eftersom ”“pre-test likelihood” det vill sdga sannolikheten
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for att patienten skall ha sjukdomen, ar mycket lagre. Skulle man anvanda sig av samma cut-off

nivaer som for immunsupprimerade skulle antalet falskt positiva bli hogt och det positiva prediktiva

vardet saledes lagt.

2.3.6

13

10.

11.

12.

13.

14.
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2.4 1,3-B-D-glukan (BDG)

2.4.1 Metod

Polysackariden 1,3-B-D-glukan (BDG) ar en viktig bestandsdel av cellvdggen hos majoriteten av
humanpatogena svampar och kan detekteras i blod hos patienter med invasiv infektion orsakade av
exv. Candida-arter, Aspergillus-arter, Pneumocystis jirovecii, Fusarium och Histoplasma.
Cryptococcus-arter och svampar fran slaktet Mucorales har 1ag mangd 1,3-B-D-glukan i sina cellvaggar
varfor patienter med infektioner orsakade av dessa svampar sallan har detekterbart BDG i blod.

Analysmetoden for BDG baseras pa en enzymatisk reaktion mellan den aktiva substansen Faktor G
(en koagulationsfaktor fran blodceller av hastskokrabban Limulus) och BDG i patientprovet dar
resultatet av det sista reaktionssteget ar ett fargomslag (kolorimetrisk analysmetod) eller en
gelbildning av provet (turbidimetrisk analysmetod) beroende pa vilket test som anvands.
Absorbansen respektive grumligheten i provet avlases sedan och tolkas mot en standardkurva for att
uppskatta BDG koncentrationen i provet.

Det finns flera olika kommersiella tester for detektion av BDG. Fungitell® &r det test som framst har
anvants i Europa och USA. Nyligen blev dven det turbidimetriska BDG-testet Wako (FUJIFILM Wako
Chemicals Europe, Germany), som anvants under lang tid i Japan, godkant for forsaljning pa den
europeiska marknaden. Bada dessa metoder &r baserade pa samma aktiva reagens (Limulus
Amebocyte Lysate) men skiljer sig at i avlasningsmetodik och har nagot skilda matomraden fér BDG-
detektion.

BDG-test (Glucatell® med viss “in-house” vidareutveckling) finns tillgangligt pa klinisk mikrobiologi i
Goteborg sedan 2010 och sedan 2017 finns BDG-test (Fungitell®) dven tillgangligt pa klinisk
mikrobiologi pa Karolinska. | klinisk praxis verkar valet av Glucatell och Fungitell spela mindre roll.

2.4.2 Provmaterial

BDG &r an sa lange endast godkant for serumprover, men studier har visat att BDG kan detekteras i
cerebrospinalvatska hos patienter med invasiv svampinfektion i CNS (1, 2). Detektion av BDG i BAL-
vatska har visat begransad diagnostisk prestanda (3).

2.4.3 Prestanda

BDG koncentrationer i blod uppvisar stor variabilitet mellan patienter och paverkas av vilken typ av
invasiv svampinfektion som foreligger, vilket/vilka organsystem som &r engagerade, svampbordan i
kroppen, tidpunkten fér provtagning i forhallande till symptomdebut samt individrelaterade faktorer
for elimination av BDG fran cirkulationen. Pga av denna stora individuella variabilitet visar olika
studier mycket varierande resultat avseende BDG testets diagnostiska prestanda och exakta siffror
avseende sensitivitet och specificitet ar svartolkade. | en nyligen genomford systematisk Cochrane
genomgang som inkluderade 49 diagnostiska studier noterades en alltfor stor heterogenitet mellan
studier for att mojliggéra en formell meta-analys och siffror avseende sensitivitet, specificitet och
prediktiva varden kunde inte presenteras (4).
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2.4.3.1 Sensitivitet

BDG kan vara lagt om provet tas tidigt i forloppet vid en invasiv svampinfektion (4, 5). En studie
visade att endast 52% av patienter med invasiv aspergillos och 62% av patienter med candidemi hade
positivt BDG (>80 pg/ml) vid tidpunkten for diagnos (5). Vid upprepad provtagning under de forsta
tva veckorna efter infektionsdebut dr sannolikheten for att patienten har ett positivt BDG resultat
betydligt hdgre och sensitiviteten 6kar vid provtagning senare i infektionsforloppet, dven om
patienten blivit insatt pa antifungal behandling (6). BDG vid invasiv svampinfektion nar ofta hoga
serumnivaer (inte sallan>400-500 pg/ml) under de ndrmsta dagarna-veckorna efter infektionsdebut.

2.4.3.2 Specificitet

BDG kan detekteras i blod dven hos patienter utan invasiv svampinfektion. Flera faktorer har
beskrivits som majliga kallor till BDG reaktivitet i blod. Administration av olika lakemedelsprodukter
kontaminerade med betaglukan ar sannolikt en av de viktigaste kallorna till “falskt positivt” BDG i
blod. | tidiga studier sags en korrelation mellan olika typer av intravendsa antibiotikalosningar och
"falskt positivt” BDG i blod, men med forbattrade tillverkningsprocesser anses inte langre antibiotika
vara en kélla for BDG-reaktivitet i blod (7). Blodprodukter sdsom albumin, koagulationsfaktorer och
immunoglobulinlésningar har visats kunna innehalla betaglukan pga kontamination av cellulosafilter
som anvands vid dess framstéallande och studier har visat forhojda BDG nivaer i blod hos patienter
utan invasiv svampinfektion som fatt vissa blodprodukter (8) och intravenosa
immunoglobulinlésningar (9). | den senare studien sags férhojda BDG-nivaer upp till 3 veckor efter
givet immunoglobulin. Tidiga studier har visat att cellulosa-innehallande dialysfilter kan ge férhojda
BDG nivaer hos patienter som genomgar hemodialys, men med dagens dialysfilter verkar detta inte
langre vara relevant (10). Man har spekulerat kring om Candida translokation éver tarmslemhinnan
kan ge positiva BDG nivaer i blod hos neutropena patienter, men detta verkar inte vara fallet (11). |
en studie dar man utvarderat BDG-nivaer i blod hos neutropena hematologpatienter med
biomarkdérverifierad mukosit i tarmen fann man ingen korrelation mellan mukosit och BDG-nivaer
(12). En annan kalla till falskt positiva BDG testresultat kan vara optisk interferens vid analys av
lipemiska, hemolyserade eller bilirubinemiska serumprov (Ass. Cape Cod) och en svensk studie har
visat en korrelation mellan triglyceridnivaer och BDG nivaer i blod hos patienter utan invasiv
svampinfektion (6). Detta géller kolorimetriska BDG-assays som exempelvis Fungitell. Upphettning av
prover kan mojligen minska denna interferens. Betaglukan kan dven finnas i miljon pa laboratorier
varfor stringent metodik vid genomfdrandet av BDG test ar av yttersta vikt for att minska risken for
kontamination fran omgivningen.

Studier har visat att specificiteten for BDG-testet forbattras om tva konsekutivt positiva testresultat
anvands for att definiera ett positivt resultat (6, 13).

| en prospektiv studie pa patienter med hematologisk malignitet sags att patienter med "falskt”
forhojda BDG-test (Glucatell/Fungitell® assay) oftast hade BDG-nivaer <400 pg/ml och vid en cut-off
niva pa 800 pg/ml var specificiteten 100%. Vidare fann man att patienter med invasiv svampinfektion
tenderade att ha successivt stigande BDG nivaer i blod under perioden 2 veckor fore till 2 veckor
efter att diagnosen faststélldes (oavsett tidpunkt for insatt antifungal behandling) medan patienter
med positiva BDG utan invasiv svampinfektion uppvisade ett monster av enstaka positiva viarden
eller varierande BDG nivaer (6).
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2.4.4 Indikation for provtagning
Diagnostiskt prov vid klinisk misstanke pa invasiv svampinfektion exv. invasiv aspergillos, invasiv
Candida-infektion eller Pneumocystis pneumoni (se ovan bakgrund).

Screeningtest for invasiv svampinfektion i en hégriskpopulation.

2.4.5 Svarsrutiner och tolkning
Resultatet anges kvantitativt i pg/ml.

Cut-off niva for ett positivt resultat varierar mellan olika BDG test. Tillverkaren for
Glucatell/Fungitell® assay kit rekommenderar féljande cut-off granser: BDG koncentration <60 pg/ml
= negativ, 60—79 pg/ml = obestamd, >80 pg/ml = positiv. Pga av den stora individuella variabiliteten i
BDG nivaer enligt ovan (avsnitt Prestanda) ar det dock svart att bestamma exakta cut-off granser och
BDG-resultat bor tolkas utifran den aktuella kliniska situationen.

Faktorer att beakta vid tolkning av testresultat:

e Infektioner orsakade av Cryptococcus eller svampar fran slaktet Mucorales ger séllan férhojda
BDG nivaer i blod.

e BDG kan vara negativt tidigt i forloppet vid en invasiv svampinfektion men stiger
successivt inom loppet av 2 veckor

e Patienter med invasiv svampinfektion uppvisar ofta en kinetik med successivt stigande
BDG nivaer i blod under de forsta veckorna av infektionen.

e Enstaka forhojda BDG nivaer i blod med efterféljande negativa varden talar emot invasiv
svampinfektion

e Minst tva konsekutivt positiva BDG resultat bér anvandas for att definiera ett positivt
testresultat

=> Analys av upprepade BDG test med 2-3 dagars mellanrum rekommenderas

e Ju hogre BDG-nivaer, desto storre sannolikhet att invasiv svampinfektion foreligger.
e BDG-nivaer >800 pg/ml talar starkt fér invasiv svampinfektion (6)

=>» Vid héga BDG nivder (hégre dn den évre detektionsgréinsen) rekommenderas exakt
kvantifiering av BDG-niva.

Faktorer sdsom administration av vissa typer av blodprodukter, immunglobulinlésningar och
lipemiska serumprover kan ge positiva BDG-nivaer

=>» Beakta mdéjliga faktorer som kan ge upphov till férhéjda BDG nivaer i blod hos
patienter utan invasiv svampinfektion.
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2.5 PCR
2.5.1 Aspergillus-DNA
2.5.1.1 Metod

Pavisande av Aspergillus-DNA kan anvdandas som komplement till galaktomannan (GM) och beta-D-
glukan for att starka misstanken om en invasiv aspergillos. Pavisande av Aspergillus-DNA gors med en
PCR reaktion som riktas mot for Aspergillus-slaktet unika DNA-sekvenser. Standardiserade
kommersiella metoder finns inte pa samma satt som for GM och beta-D-glukan varfér in house PCR
ofta anvands. Malsekvensen &r oftast beldgen inom rDNA, dvs gener som kodar for ribosomalt RNA
(vanligen 18S eller ITS). Férdelen med att valja ribosomala gener ar att de oftast ar multipla viket
Okar metodens kanslighet. En val utvecklad PCR-reaktion blir bade kanslig och specifik. Aspergillus
forekommer dock i den omgivande miljon varfor risk for kontamination finns bade vid provtagning
och analys. | nulaget erbjuds Aspergillus-DNA analys i Sverige endast vid Karolinska laboratoriet.
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2.5.1.2 Provmaterial
EDTA-blod, BAL, cerebrospinalvatska, biopsi.

2.5.1.3 Prestanda

European Aspergillus PCR Initiative (EAPCRI) som ar en internationell arbetsgrupp under ISHAM och
EORTC publicerade en utvardering av det diagnostiska vardet av Aspergillus-DNA 2015 (1). Man
inkluderade 15 prospektiva studier med en genomsnittlig incidens av invasiv aspergillos pa 14% och
fann en sensitivitet pa 82 % och specificitet pa 92 % for PCR i serum. For BAL berdknade man
sensitiviteten till 77 % - 80 % och specificiteten till 94 % - 95 %. Sammantaget gjorde man
beddmningen att detektion av Aspergillus-DNA hade en liknande sensitivitet och specificitet som
GM. Man fann dock att valet av procedur fér DNA extraktionen var avgdrande for ett gott resultat.

Det diagnosiska vardet av Aspergillus PCR i serum undersdktes dven i en Cochrane-analys publicerad
2019 (2). Analysen inkluderade immunsupprimerade patienter fran 29 studier genomférda under
perioden 2000-2018 med en genomsnittlig incidens av invasiv aspergillos pa 11 %. Man fann en
sensitivitet och specificitet pa 79% respektive 80% for ett enstaka positivt test och 60 % respektive 95
% for tva konsekutivt positiva test (2).

| den senaste versionen av de internationella definitionerna av invasiva svampinfektioner hos
immunsupprimerade patienter har man inkluderat Aspergillus PCR som ett godkdnt mykologiskt test i
form av tva konsekutivt positiva test i blod/serum/plasma eller tva positiva PCR test i BAL (i
publikationen anges duplikat test utan ndgon narmare specifikation, varfor detta kriterium ar
svarbedémt) eller en kombination av ett positivt test i blod/serum/plasma och ett positivt test i BAL
(3).

Analys av Aspergillus PCR i blod har, nar den anvants tillsammans med GM och beta-D-glukan, dven
visat sig vara anvandbart for att styra empirisk antimykotikabehandling (4).

2.5.1.4 Indikation for provtagning

Internationellt ar indikation for provtagning antingen screening av patienter med hog risk for invasiv
aspergillos, da i kombination med GM och/eller BDG (se avsnitt Provtagning pa hematologen), eller
vid misstanke pa etablerad invasiv infektion. | Sverige dr dock erfarenheterna av Aspergillus PCR
begrdnsade da testet inte anvants systematiskt och nagra tydliga rekommendationer avseende
indikationer for provtagning kan darfor inte ges. Det har pa nagra stallen i landet ingatt i BAL-
analyser hos immunsupprimerade patienter med nytillkomna lunginfiltrat, dar nyttan upplevts vara
varierande. Internationellt bedoms prestandan dock vara sa bra att testet numera ingar i de
reviderade definitionerna for invasiv svampinfektioner hos immunsupprimerade patienter (3).

2.5.1.5 Svarsrutiner och tolkning
Svarsrutin: Positivt, Negativt.
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| Sverige har Aspergillus PCR i blod inte anvants systematiskt och erfarenheterna ar darfor
begransade varfor nagra tydliga tolkningsrekommendationer inte kan ges. Enligt internationella
publicerade data (se ovan) har tva konsekutivt positiva analyser i blod visats ha ett hogt positivt
prediktivt varde. Prestandan for PCR i BAL har angetts vara lik den for GM (1, 2).
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in immunocompromised people. Cochrane Database of Systematic Reviews 2019.

3. Donnelly et al. Revision and Update of the Consensus Definitions of Invasive Fungal Disease
From the European Organization for Research and Treatment of Cancer and the Mycoses
Study Group Education and Research Consortium. Clin Infect Dis. 2020 Sep 12;71(6):1367-
1376.

4. Morrisey et al. Galactomannan and PCR versus culture and histology for directing use of
antifungal treatment for invasive aspergillosis in high-risk haematology patients: a
randomised controlled trial. Lancet Infect Dis. 2013; 13: 519-28.

2.5.2 Candida DNA

2.5.2.1 Metod

Pavisande av Candida -DNA kan anvandas som ett komplement till blododling och beta-D-glukan for
att starka misstanken om en invasiv Candida infektion. Pavisande av Candida -DNA gors med en PCR-
reaktion som riktas mot fér Candida -slaktet unika DNA-sekvenser. Malsekvensen ar oftast beldgen
inom rDNA, dvs gener som kodar for ribosomalt RNA (vanligen 18S, 28S eller ITS) men dven andra
gener kan forekomma. Fordelen med att vélja ribosomala gener ar att de oftast ar multipla vilket
Okar metodens kdnslighet. Ett antal kommersiella metoder finns tillgéngliga pa marknaden men
ocksa in-house metoder férekommer. Vissa av testerna ar artspecifika, dvs de kdnner igen de
vanligaste Candida arterna (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata och C. krusei). Andra
tester detekterar endast Candida som genus utan att sarskilja arter. | nuldaget erbjuds in-house
Candida -DNA analys i Sverige endast vid Karolinska laboratoriet med malsekvensen ar 18S rDNA.

2.5.2.2 Provmaterial och svarsrutin
EDTA-blod, cerebrospinalvatska, biopsi.

2.5.2.3 Prestanda

Prestanda varierar med metod, typ av infektion och vilken patientpopulation som studerats. | en
metaanalys av det diagnostiska utbytet av Candida PCR, innefattande totalt 54 olika publikationer,
fann man en god sensitivitet och specificitet for patienter med misstankt candidemi (1). Hos totalt 85
% av dessa patienter kunde Candida-DNA detekteras medan motsvarande siffra for blododling var 38
%. Prestandan forefaller battre vid candidemi an vid djupa infektioner. | en studie pa
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intensivvardspatienter som genomgatt olika typer av bukkirurgi och som féljdes prospektivt med
avseende pa abdominal candidainfektion fann man en sensitivitet pa 0,85 och en specificitet som var
<0,5 och lagre ju mer koloniserad patienten var (2). En senare studie har visat klart lagre sensitivitet
an i metaanalysen (3) och manga anser att dokumentationen dnnu inte ar tillracklig for att anvénda
metoden i rutinbruk (4).

Sammanfattningsvis kan in-house Candida PCR eventuellt ge ett battre utbyte dn blododling och
skulle kunna vara ett vardefullt tillskott i diagnostiken vid candidemi, sarskilt med tanke pa den
snabbare “turn around” tiden. Fordelen med in-house metoden jamfért med den kommersiella
metod som beskriv nedan ar att den gar att kdra dven pa annat material an blod sasom
cerebrospinalvatska och biopsi. Ytterligare karaktarisering av prestanda skulle dock 6ka metodens
varde.

2.5.2.4 Indikation fér provtagning

| Sverige har Candida PCR inte anvéants systematiskt och erfarenheterna ar begransade varfér nagra
tydliga rekommendationer inte kan ges. En brist ar att det inte ar standardiserad metod. Avseende
provtagning i blod ar det mojligt att metoden pa sikt kommer att ersattas av T2Candida (se nedan).
For vavnadsdiagnostik har analysen fortfarande en plats i dagslaget men det ar mojligt att metoden
har kan komma att ersattas av svampsekvensering (ITS) (se langre ned) i framtiden.

2.5.2.5 Svarsrutiner och tolkning
Positivt, negativt.

| Sverige har Candida PCR i blod inte anvants systematiskt och erfarenheterna ar begransade varfor
nagra tydliga tolkningsrekommendationer inte kan ges.

2.5.2.6 Referenser

1. Avni et al. PCR diagnosis of invasive candidiasis: systematic review and meta-analysis. J Clin
Microbiol. 2011 Feb;49(2):665-70.

2. Léon et al. Contribution of Candida biomarkers and DNA detection for the diagnosis of
invasive candidiasis in ICU patients with severe abdominal conditions. Critical Care. 2016; 20:
149.

3. Nieto et al. Polymerase Chain Reaction Versus Blood Culture to Detect Candida Species in
High-Risk Patients with Suspected Invasive Candidiasis: The MICAFEM Study. Infect Dis Ther.
2019; 8: 429-4.

4. Clancy CJ, Nguyen MH. Rapid diagnosis of invasive candidiasis: ready for prime-time? Curr
Opin Infect Dis. 2019;32:546-52.
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2.5.3 Kommersiell Candida-PCR: T2Candida

2.5.3.1 Metod

Pavisande av Candida-DNA med T2Candida kan anvdandas som komplement till blododling och
betaglukan for att starka misstanken om en invasiv Candida infektion. T2Candida ar en helt
automatiserad PCR-metod dar DNA-extraktion, amplifiering och detektion gors i ett slutet system.
T2-metodiken bygger pa en ny unik metod dar man pavisar Candida DNA med hjalp av PCR-
amplifiering direkt i provroret (malsekvenser inom ribosomalt-DNA) f6ljt av pavisning av amplifikatet
med magnetiska nano-partiklar (1, 2). Finns det amplifierat Candida DNA i provroret binder de
magnetiska nano-partiklarna in till detta vilket orsakar en magnetisk forandring som kan avlasas.
Svarstiden ar 4-6 timmar och svaras ut som Candida albicans/tropicalis, Candida parapsilosis eller
Candida glabrata/krusei. Metoden kan saledes inte skilja pa albicans och tropicalis, inte heller pa
glabrata och krusei. Metoden finna att bestélla rutinmassigt pa Karolinska Universitetssjukhuset,
Stockholm sedan sommaren 2021.

2.5.3.2 Provmaterial och svarsrutin
Blod (EDTA-ror).

2.5.3.3 Prestanda

| en studie av 1801 kliniska prover tagna pa sjukhusvardade patienter i samband med blododlingar,
varav 250 prover sedan spikades med Candida (det vill sdga Candida tillfordes i provroren), fann man
en specificitet pa 99,4% och en sensitivitet pa 92,3% (2). | en annan studie foljde man upp patienter
med positiv blododling med provtagning med Candida med T2Candida och nya blododlingar efter det
att antimykotisk behandling pabérjats och fann att T2Candida var positiv i 50% av fallen mot 21% for
nya blododlingarna (mediantid for given antimykotisk behandling vid tidpunkten for provtagningen
var 12,5 timmar) (3). | en studie fran Danmark av 126 IVA patienter med hog risk fér candidainfektion
fann man att inklusion av T2Candida i diagnostiken 6kade sannolikheten for att na diagnos fran
knappt 30% med enbart blododling till drygt 50% med kombinationen T2Candida och blododling (4). |
en metaanalys fran 2019 inkluderande 8 studier fann man relativt likartade resultat avseende
sensitivitet, sammanlagt varde pa 0,94, men ett mer heterogent resultat avseende specificitet,
troligen pa grund av svarigheter att definiera sann candidainfektion, med varden mellan 0,59 och
1,00, sammanlagt 0,91 (5).

2.5.3.4 Indikation f6r provtagning

I nuldget saknas tillrackligt med data for att fastsla T2Candidas plats i diagnostiken och ddarmed
indikation for provtagning. Av det som finns publicerat ter sig en potentiell indikation vara
provtagning av patienter som redan blivit insatta pa empirisk behandling mot Candida eftersom
T2Candida visats vara positiv langre tid an blododlingar efter insatt behandling mot verifierad
candidemi (3). Ett annat majligt scenario ar som komplement till blododlingar for svart sjuka
patienter med forhojd risk for invasiv candidainfektion, sasom komplicerade postoperativa
bukinfektioner, for att na snabbare diagnos (en studie av T2Candidas varde vid postoperativa
bukinfektioner i Sverige ar slutférd och data vantas under 2021).
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2.5.3.5 Svarsrutiner och tolkning
Positivt, negativt. Positiva resultat svaras ut som positiv PCR for Candida albicans/tropicalis, Candida
parapsilosis eller Candida glabrata/krusei.

T2Candida har bara anvants i studieform i Sverige och darmed saknas erfarenhet som hur svaret skall
tolkas. Som ndmnts ovan har bade sensitiviteten och specificiteten rapporterats vara god men precis
som for dvriga mykologiska tester maste patientens risk for invasiv candidainfektion, den sa kallade
pre-test sannolikheten, tas med vid tolkningen av resultatet.

2.5.3.6 Referenser

1. Neely et al. T2 Magnetic Resonance Enables Nanoparticle-Mediated Rapid Detection of
Candidemia in Whole Blood. Sci Transl Med. 2013; 5: 182.

2. Mylonakis et al. T2 magnetic resonance assay for the rapid diagnosis of candidemia in whole
blood: a clinical trial. Clin Infect Dis. 2015; 60: 892-99.

3. Clancy et al. Detecting Infections Rapidly and Easily for Candidemia Trial, Part 2 (DIRECT2): A
Prospective, Multicenter Study of the T2Candida Panel. Clin Infect Dis. 2018; 17: 1678-86.

4. Arendrup et al. Diagnostic Performance of T2Candida Among ICU Patients With Risk Factors
for Invasive Candidiasis. Open Forum Infectious Diseases. Open Forum Infectious Diseases.
2019; 6: Volume 6, ofz136.

5. Tang et al. Pooled analysis of T2 Candida for rapid diagnosis of candidiasis. BMC Infectious
Diseases. 2019; 19: 798.

2.5.4 Sekvensering svamp (ITS)

2.5.5 Metod

Next Generation Sequencing (NGS) anvands for pavisande av svamp-DNA. Vid sekvensering utfors i
ett forsta steg en PCR reaktion mot ITS-regionen inom den delen av svampgenomet som innehaller
ribosomalt DNA. ITS-regionen ar beldgen mellan generna for 18S och 28S vilka kodar fér ribosomens
subenheter. Eftersom denna ITS region finns i genomet hos alla svamparter och dessutom har visat
sig vara hypervariabel ar den ett anvandbart verktyg for att detektera och sarskilja olika svamparter.
Vid PCR amplifiering av ITS-regionen inkluderas adaptorsekvenser for efterkommande lon Torrent
sekvensering. De erhallna sekvenserna mappas mot en sekvensdatabas. Alla sekvenseringsreaktioner
innehaller aven mycket laga nivaer intern positiv kontroll av syntetiskt DNA vilket mojliggor
semikvantitativ bedomning av ITS DNA. NGS sekvensering har i jamférelse med klassisk
Sangersekvenseringsteknik dven férdelen att kunna hantera fynd av flera olika svamparter i samma
prov. NGS sekvensering finns sedan 2020 att tillga vid Karolinska laboratoriet. Utveckling av likvardig
teknik pagar vid andra universitetslaboratorier.

2.5.5.1 Provmaterial
BAL (2—3 ml), cerebrospinalvatska (2 ml), vavnad, biopsi, 6vrigt provmaterial (normalt sterila vatskor).
Anvand sterilt provror/burk utan tillsats.
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2.5.5.2  Prestanda

Sensitivitet och specificitet gar inte att berdkna for sekvensering da resultatet skulle vara beroende
av vilken svampart som férvantas pavisas i provet. Fordelen med sekvensering ar att det mojliggor
fynd av svarodlade species. | laboratoriet anvands ocksa sekvenseringsteknik for artbestamning av
svampisolat som ar svara att typa morfologiskt.

2.5.5.3 Indikation fér provtagning

Sekvensering bor 6vervagas vid misstanke om djup svampinfektion dar annan svampdiagnostik ar
negativ alternativt direkt som ett komplement till annan svampdiagnostik vid invasiv provtagning hos
patienter med hog risk for invasiv svampinfektion. Sadana situationer kan vara nar BAL genomfors pa
grund av att annan svampdiagnostik varit negativ eller direkt, som ett komplement till annan
svampdiagnostik, vid provtagning av sterila lokaler som biopsier och CSV.

2.5.5.4  Svarsrutiner och tolkning
Svarsrutin: Detekterad art alternativt Svamp-DNA har inte kunnat pavisas med sekvensering. Ofta
medfoljer det en svarskommentar om vad for sorts svamp det handlar om.

Den begransade erfarenhet som finns i Sverige ar att det ar relativt vanligt med fynd av
omgivningssvampar vid svampsekvensiering av icke-sterila prover som BAL. | kombination med att
det &r en férhallandevis ny metod betyder det att resultatet av svampsekvensiering maste varderas
noggrant mot klinik och andra mykologiska fynd.

2.5.5.5 Referenser
1. Bellemain et al. ITS as an environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach reveals
potential PCR biases. BMC Microbiol. 2010: 10; 189.
2. Kommedal et al. Direct 16S rRNA Gene Sequencing from Clinical Specimens, with Special
Focus on Polybacterial Samples and Interpretation of Mixed DNA Chromatograms. J Clin
Microbiol. 2009: 47; 3562—-3568.

2.6 Pneumocystisdiagnostik

2.6.1 Immunoflourescens (IF)

2.6.1.1 Metod

Luftvagsinfektioner med Pneumocystis jirovecii (Pj) boérjar alltid med kolonisering av lungalveolerna
och vid ratt forutsattningar, framst i form av att individens immunstatus ar nedsatt, kan Pj vaxa till
och eventuellt orsaka pneumocystis-pneumoni, PCP (1). Diagnostiken i Sverige utférs med
immunofluorescensfargning (IF) och realtids-PCR (qPCR). IF ar diagnostisk "gold standard” for att
verifiera PCP: Positiv IF tolkas som en sdkerstalld PCP medan negativ IF inte utesluter en klinisk
signifikant infektion (2). IF-metodens otillfredsstéllande kliniska kdnslighet samt svarighet att
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uppréatthalla mikroskoperingskompetens hos laboratoriepersonalen gor att det endast finns nagra fa
laboratorier i Sverige som utfér metoden, for narvarande Karolinska Universitetssjukhuset och
Folkhalsomyndigheten i Stockholm samt vid Norrlands Universitetssjukhus i Umea.

Immunoflourescens utférs genom mikroskopisk pavisning med fluorescenskonjugerade monoklonala
antikroppar mot Pj ascus (tidigare kallad cysta) och ascosporen (trofisk form). Olika antikroppar finns
tillgangliga som del av fardiga kit eller som reagens. Efter centrifugering underséks immunofargat
cellsediment med UV-ljus som synliggdr de fluorescenskonjugerade antikropparna bundna till
svampens yta. De olika monoklonala antikropparnas specificitet avgér om de kan binda till svampens
bada former eller endast en av dem men de basta alternativ ska farga bada. Metodens prestanda ar
avhéangig pavisning av svampstrukturer med karakteristisk morfologi och kraver erfaren mikroskopist
och tillgang till positiva kontroller. Infektion med Pj uppvisar en naturlig gradient dar den hogsta
svampboérdan forekommer i lungalveolerna med minskande antal organismer hogre upp i
luftvagstradet (2). Det mest representativa provmaterialet ar saledes bronkskoljvatska (BAL) foljt av
inducerat sputumprov och i sista hand vanlig sputum.

2.6.1.2 Provmaterial

BAL, inducerat sputum, sputum, lungbiopsi.

Infektion med Pj uppvisar en naturlig gradient dar den hégsta svampbérdan forekommer i
lungalveolerna med minskande antal organismer hogre upp i luftvagstradet (2). Det mest
representativa provmaterialet ar saledes bronkskoljvatska (BAL) f6ljt av inducerat sputumprov och i
sista hand vanlig sputum. Luftvagsprov fran ovre luftvagar, munskoljvatska och nasofarynxaspirat
innehaller vanligtvis lagre mangder av morfologiskt igenkannliga pneumocystis-strukturer varfor
analys med IF inte rekommenderas.

2.6.1.3 Prestanda

IF-metoden uppvisar en hog klinisk specificitet for PCP men den rapporterade kliniska sensitiviteten
kan variera mellan ca 50 — 70% beroende pa metod och typ av studie (3, 4).

2.6.1.4 Indikation for provtagning

Lunginfiltrat hos immunsupprimerade patienter.

2.6.1.5 Svarsrutin och tolkning
Positiv IF eller negativ IF.

Positivt IF-svar verifierar PCP. Negativt IF-svar ska alltid kompletteras med ett qPCR resultat eftersom
PCP ej kan uteslutas.
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2.6.2 Pneumocystis: Realtids-PCR (qPCR).

2.6.2.1 Metod

Till skillnad fran IF - som &r en kvalitativ analys — &r qPCR en semikvantitativ diagnostik vilket,
atminstone teoretiskt, skulle kunna ge en majlighet att skilja mellan kolonisering och kliniskt
signifikant infektion. | praktiken finns det dock olika manga variabler som férsvarar bedomningen
sasom typ och mangd av provmaterial, om provet ar representativt for de nedre luftvdgarna, om
behandling har hunnit sattas in samt patientens bakgrundssjukdom. Infektion med Pj uppvisar en
naturlig gradient dar den hogsta svampbdrdan férekommer i lungalveolerna med minskande antal
organismer hogre upp i luftvagstradet (2). Det mest representativa provmaterialet ar saledes BAL
foljt av inducerat sputum prov och sputum, men Pj kan dven pavisas med qPCR i prov fran ovre
luftvdgar som till exempel nasofarynxaspirat och munskoljvatska (5, 6).

Pj DNA pavisas genom amplifiering av Pneumocystis-specifika malsekvenser, antingen fran ”“singel
copy” gener (till exempel beta-tubulin eller di-hydropteroatsyntas genen (DHPS)) eller fran “multiple
copy” gener (till exempel den stora subenheten av mitokondriellt ribosomalt RNA (LSU mt rRNA) eller
gensekvenser for det storre ytglykoproteinet, (MSG)). | svenska laboratorier anvands oftast
malsekvensen LSU mt rRNA i egenutvecklade gPCR-metoder men det finns ocksa kommersiella gPCR-
metoder som anvander samma malsekvenser. Metoder som baseras pa detektion av ”multiple copy”
gener har en teoretiskt hogre kanslighet dn de baserade pa “singel copy” gener (7). Kvantifiering av
malsekvensen, uttryckt i antal kopior per milliliter provmaterial, kan géras genom anvandning av en
standardkurva i form av en spadningsserie av malsekvensen (8). Som ett grévre kvantifieringsmatt
kan cykeltroskelvardet (CT-vardet) anvandas. For att kunna tolka semikvantitativa resultat maste
laboratoriet utféra en validering av sin metod ddr gPCR-resultat (antal genkopior/ml eller CT-vérde)
jamfors med respektive IF-resultat och korreleras med patienternas kliniska bild avseende Pj
infektion i en representativ samling kliniska prov. Anledningen till behovet av lokal validering ar att
kvantifieringen ar avhangig av lokala variabler i utférandet sdsom effektiviteten av extraktionen eller
i PCR.

2.6.2.2 Provmaterial

BAL ar mest representativt, féljt av inducerat sputum och i sista hand vanligt sputum (2). Géllande
ovriga provmaterial fran de nedre luftvagarna (till exempel trakealsekret) finns inte lika manga
publicerade studier men man kan naturligtvis analysera dven dessa med gPCR aven tolkningen av det
negativa resultatet kommer att vara mer oviss (9). Lungbiopsimaterial ar ett representativt prov men
anvands oftast inte pre-mortem. Prov fran skyddad borste har tidigare rapporterats som mindre
representativt an andra provmaterial fran nedre luftvdagarna och brukar inte rekommenderas (10).
Ovre luftvigsprover, som till exempel nasofarynxaspirat och munskéljvitska, rekommenderas enbart
om djupare prover som BAL och/eller sputum inte kan erhallas (5, 6). Fynd av DNA i dessa
provmaterial tyder pa férekomst av hogre svampmangder i de nedre luftvdgarna men signifikansen
ar oftast svarvarderad.

| en svensk retrospektiv studie fran Géteborg pa patienter med HIV kunde Pj DNA pavisas i

serumprov fran 26/26 patienter med Pneumocystis pneumoni (11). Pa klinisk mikrobiologi,
Sahlgrenska, ar serum darmed ett accepterat provmaterial vid klinisk misstanke om PCP hos
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patienter med HIV. Pa grund av begrdnsad dokumentation far provresultat dock tolkas med
forsiktighet.

2.6.2.3 Prestanda

Vil validerade gPCR-metoder har en analytisk kanslighet och specificitet ndra 100%. Den kliniska
kansligheten och negativa prediktiva vardet ar héga i BAL och inducerat sputum men lagre for mindre
invasiva provmaterial (12).

Det undersokta materialet utgdrs av koncentrerat cellsediment. Férutom provtagningslokal kan dven
andra faktorer som till exempel spadning, homogenitet och provvolym paverka utbytespotentialen.
Utover inhibitionskontroll i gPCR anvands i vissa studier humana gensekvenser som kontroll for
forekomst av humancellinnehallet i prov med misstankt tveksam representativitet. Det ar dock inte
latt att kunna skilja mellan nedre och 6vre luftvdgscellsinnehall med endast DNA-baserade humana
cellmarkorer.

2.6.2.4 Indikation fér provtagning

Lunginfiltrat hos immunsupprimerade patienter.

2.6.2.5 Svarsrutiner och tolkning
Positivt eller negativt fynd av Pj DNA.

De flesta qPCR-metoder anvander 45 amplifikationscykler. Vanligtvis tolkas CT-varden < 40 som
positivt resultat. Det finns en inverterad korrelation mellan CT-varde och mangd av Pj-DNA i det
undersokta provet: Ju lagre CT-varde desto storre DNA mangd i provet. En del laboratorier i Sverige
har valt att ange gPCR-resultaten som kvalitativa svar, det vill sdga negativt eller positivt (for
narvarande Halmstad, Jonkoping, Goteborg, Folkhdlsomyndigheten). Andra har valt att ange ett
semikvantitativt svar (Lund, Umead, Karolinska Universitetssjukhuset i Stockholm). | Lund anvands tva
gPCR-metoder samtidigt med olika analytiska kansligheter (med malgenerna beta-tubulin och LSU mt
rRNA). Svaret ar semikvantitativt och baseras pa en sambedémning av de olika metodernas
delresultat och anges som negativt, svagt positivt eller positivt (Wasserstrom L., personlig
kommunikation). Umea och Karolinska Universitetssjukhuset i Stockholm svarar ut ett
semikvantitativt resultat utifran CT-varde i intervaller faststallda genom validering och jamférelse
mellan gPCR och IF-resultat (Umea, Ronstrom H., personlig kommunikation) och genom validering
och jamforelse mellan gPCR, IF-resultat och klinisk bild (Karolinska Universitetssjukhuset). Svaret
anges i en tregradigskala (hogt/starkt, intermediart, lagt/svagt).

| publicerade studier finns det en - oavsett typ av provmaterial - bra korrelation mellan en stark
klinisk misstanke och radiologisk bild forenlig med PCP, positiv IF och fynd av ett lagt CT-varde vid
gPCR (4, 12-14). Ett hogt/starkt positivt resultat, det vill séga lagt CT-virde, bedéms darfor vanligen
som kliniskt relevant och darmed diagnostiskt fér PCP.

| andra @andan av skalan gor qPCRs hoga sensitivitet att ett negativt prov i BAL i princip utesluter PCP
medan ett negativt prov i representativt sputum talar starkt mot (11).
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Osdkerheten av huruvida det foreligger infektion eller bara kolonisering ligger framst vid

intermedidra och svagt positiva qPCR resultat. Har maste manga faktorer vagas vid tolkningen sdsom

typ, mangd och kvalitet av det analyserade provmaterialet, patientens kliniska bild och riskfaktorer

samt resultatet av andra laboratorie- och kliniska undersokningar. Det ar saledes svart att faststélla

exakta brytpunkter fér bedéomning av klinisk relevans vid intermedidra och svagt positiva resultat av

gPCR-analyser.

2.6.3

10.

11.

12.

13.
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3 Provtagning/diagnostik pa IVA och efter kirurgi

Vanligaste invasiva svampinfektion hos patienter inom intensivvarden eller som nyligen opererats
orsakas av olika candidaarter. Under senare ar har en 6kad forekomst av mogelsvampsinfektioner,
framst orsakade av Aspergillus, noterats hos patienter utanfoér de traditionella riskgrupperna vanligen
definierade som hematologpatienter med neutropeni eller nedsatt T-cellsfunktion och patienter som
genomgatt organtransplantation och som pa grund av rejektionsproblematik star pa kraftig
immunsuppression.

En viktig riskfaktor for invasiv candidainfektion ar genomgangen kirurgi och sarskilt da bukkirurgi.
Tunga riskfaktorer ar dven allvarlighetsgrad och omfattning av trauma- eller sepsisinducerad
organdysfunktion och kolonisationsgrad (1). Andra tillstand och faktorer som visats associerade med
okad risk ar pankreatit, diabetes, dialys, centrala infarter samt steroid- och antibiotikabehandling.
Framsta riskfaktorer for mogelsvampsinfektioner ar neutropeni och nedsatt T-cellsfunktion och inte
séllan vardas patienter med hematologisk sjukdom eller som genomgatt organtransplantation pa
intensivvardsavdelning. Utéver dessa hogriskgrupper kan kliniskt relevanta aspergillusinfektioner ses
hos intensivvardspatienter med kronisk obstruktiv lungsjukdom, levercirrhos, steroidbehandling,
diabetes, njursvikt, influensa, SARS-CoV-2 eller den immunsuppression som man ibland ser hos
patienter med langvarig IVA-vard (2,3).

3.1 Screening/6vervakning

Screening av patientgrupper utan misstankta symtom for invasiv svampsjukdom pa samma satt som
inom hematologin har inte varit aktuellt inom intensivvarden. Overvakning med beta-D-glukan av
hogriskgrupper som patienter med komplikationer efter bukkirurgi, aterkommande tarmlackage eller
nekrotiserande pankreatit har visserligen foreslagits (4) men underlaget ar brackligt.

3.2 Diagnostik av candidainfektioner

Symtombilden vid candidemi ar ofta ospecifik och bestar i feber med eller utan sepsisinducerad
organpaverkan. Sekundart till candidemin kan svampen sla sig ned i andra organ som 6ga, lunga,
njurar, skelett, leder, hjartklaffar och karlproteser. Candida kan ocksa orsaka en lokalt invasiv
infektion i samtliga organ, oftast dock i buk eller pleura med utveckling av abscess/empyem,
eventuellt med sekundéar candidemi som foljd. Den kliniska bilden vid dessa lokalt invasiva
infektioner skiljer sig inte fran den som orsakas av bakterier.

Misstanke om invasiv candidainfektion foreligger vid klinisk bild hos patient med riskfaktorer.

3.2.1 0dling och mikroskopi

Vid misstankt invasiv candidainfektion har blododlingar en central plats. Mangden
candidaorganismer i blodet ar lag och ligger ofta i ndrheten av detektionsgransen (5). Detta gor
blododlingar kansliga for antimykotika, varfor det ar av synnerlig vikt att blododlingar tas innan
behandling med antimykotika startar. Minst tva blododlingar bor tas, en via central och en via perifer
infart. Tidigare vaxt i den centralt tagna odlingen kan indikera en kateterassocierad candidemi, dven
om detta inte studerats pa samma satt som for koagulasnegativa stafylokocker (KNS) och ingen
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dokumenterad tidsgrans har kunnat faststéllas. | fall dar svampinfektionen misstanks utga fran en
intravaskular kateter kan det ibland vara av varde att odla vid insticksstéllet eller pa kateterspetsen
om denna dras.

Vid lokalt invasiv infektion tas om mdjligt odling via punktion for att undvika kontamination. Odling
fran kvarliggande drén ar att betrakta som kolonisationsodling men positiv odling tagen inom 24
timmar efter att dranet lagts in indikerar infektion (6). Odlingar pa punktat fran sterila organ och
peroperativa biopsier ar viktiga och har kan aven mikroskopering vara av stort varde. Vaxt av Candida
i bronkoalveolart lavage (BAL), annat luftvagssekret, sar och kateterurin ar att betrakta som
kolonisation och kolonisationsgraden utgor en riskfaktor for invasiv svampsjukdom. Positiv urinodling
hos patient utan kateter kan ddaremot indikera invasiv candidasjukdom med nedslag i njuren.

3.2.2 Beta-D-glukan

Den relativt laga sensitiviteten hos odlingar vid candidemi gor att icke-odlingsbaserade tester ar av
stort varde, sarskilt om de ar kvantitativa. Beta-D-glukan (BDG) ar en sadan test som har utvarderats i
ett stort antal studier med varierande resultat. Metaanalyser visar en sensitivitet pa 65-85% och
specificitet pa 75-85% (7-9). Candidemier orsakade av C. albicans har hégre BDG-varden, vilket leder
till hogre sensitivitet, medan candidemier orsakade av C. parapsilosis har lagre an de som orsakas av
andra candidaarter (10). Hos IVA-patienter med hog risk for invasiv candidainfektion ar risken for
falskt positiva resultat storre, vilket leder till att specificiteten ligger i den lagre delen av
metaanalysernas intervall (11, 12). Falskt positiva reaktioner kan orsakas av bukdukar,
plasmaprodukter som albumin, koagulationsfaktorer och immunglobuliner (13,14). Bakteremier och
antibiotika har daven rapporterats som orsak till falskt positivt resultat men ar troligen av mindre
betydelse (15). Hos IVA patienter tyder resultaten pa att kolonisationsgraden spelar en vasentlig roll
(11). Viktigt att ocksa tanka pa att forhojda halter av BDG kan orsakas av andra BDG-innehallande
svampar som t ex Aspergillus.

Vid BDG-koncentrationer >200-400 pg/ml forbattras specificiteten och det positiva prediktiva vardet
utan att sensitiviteten férsdmras namnvart. Tva konsekutiva positiva provresultat forbattrar
specificitet och PPV ytterligare och ingar som en mykologisk parameter i begreppet sannolik
candidainfektion som nyligen foreslagits av en grupp som arbetar med diagnosgradering pa IVA (6).
Det negativa prediktiva vardet av BDG-nivaer <80 pg/ml ar hogt, >90-95%, sarskilt i situationer med
Iag eller mattlig risk (4) men uppges dven kunna vara anvandbart i situationer med hogre risk for
invasiv svampsjukdom (11, 13, 16, 17). Observationsstudier som undersékt om negativt BDG kan
anvandas som en indikator for utsattning av empirisk svampbehandling pa IVA pekar mot att en
biomarkdrbaserad algoritm dar BDG ingar troligen kan anvdandas som guidning till utsattning av
empirisk behandling (18-21). | en prospektiv studie pa IVA dar ca 100 patienter med empirisk
svampbehandling pga misstankt invasiv candidainfektion randomiserades till antingen
biomarkdrbaserad 6vervakning, inkluderande BDG och mannan/anti-mannan, eller ordinarie klinisk
rutin fann man att svampbehandling kunde sattas ut tidigare i gruppen som 6vervakades med
biomarkoérer utan negativ paverkan pa det kliniska utfallet (22). Studien var dock liten och
internationella guidelines invantar storre prospektiva och randomiserade studier innan en
biomarkor-baserad strategi for empirisk svampbehandling kan éverforas till klinisk praxis (23-25).
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3.2.3 Ovriga metoder

3231 PCR

Det foreligger en mangd publikationer, dar olika PCR-metoders prestanda redovisas (26).
Kansligheten verkar vara ungefar den samma som for odling men resultatet paverkas inte i samma
grad av insatt antimykotikabehandling. Det stora problemet jamfért t ex med BDG-analysen ar
bristen pa en standardiserad metod som kunnat testas i flera olika patientpopulationer. Manga av
metoderna visar pa sjunkande specificitet hos koloniserade patienter (11, 26, 27), varfor analys i blod
troligen inte tillfor sa mycket i denna patientgrupp. PCR kan dock vara av varde vid misstankt lokalt
invasiv infektion, sarskilt om patienten behandlats med antimykotika.

3.2.3.2 T2 Candida

T2Candida ar en ny PCR-baserad metod for att snabbt pavisa Candida i helblod utan inkubation. Svar
inklusive artbestamning erhalls redan efter 4—6 timmar. Metoden detekterar de fem vanligaste
arterna, C. albicans/tropicalis C. parapsilosis och C. glabrata/krusei. Och har utvarderats kliniskt i
olika grupper, inklusive intensivvardspatienter (27,28). Kansligheteten ar ungefar densamma som for
blododlingar men synes vara hogre om antimykotisk behandling redan har getts. Saledes torde
T2Candida kunna bli ett tillskott och det snabba svaret utgor en vasentlig fordel. Metoden ar fran
2021 tillgdnglig pa Karolinska Universitetssjukhuset. En nackdel dr dock den héga analyskostnaden.

3.2.3.3 Antigen- antikroppsanalys

Olika analyser av candidaantigen och antikroppar var for sig eller i kombination har studerats i ett
antal studier med varierande resultat. En kommersiell metod med kombination av antigen och
antikroppsbestdmning (mannan/anti-mannan) har studerats mer (29) och rekommenderas i vissa
internationella guidelines (13). Dokumentationen i olika patientgrupper ar dock relativt begransad. |
Sverige finns i dagsldget metoden inte uppsatt for rutinbruk.

3.3 Diagnostik av aspergillusinfektioner

Infektioner med Aspergillus hos intensivvardspatienter ar i det stora flertalet av fallen lokaliserad till
lungan men kan ocksa ses i buken, CNS, endovaskulart och enstaka ganger i sinus och hud (30).
Diagnostiken vid aspergillusinfektioner forsvaras av problemen med att skilja kolonisation fran
infektion och att den kliniska bilden hos patienter utanfor patientgrupperna med hematologisk
sjukdom eller som genomgatt organtransplantation oftast saknar de aspergillustypiska radiologiska
forandringarna (30). Kavernbildning och ”air crescent sign” kan ses i en mindre del av fallen medan
halofenomenet inte ar att radkna med hos i icke-neutropena patienter samtidigt som det i denna
patientgrupp blir mer ospecifikt. | de flesta fall &r bilden okaraktéristisk och férenlig med en
komplicerad bakteriell infektion. Definitionen av aspergillusinfektion som galler for kraftigt
immmunsupprimerade (31) ar i de flesta fall inte tillamplig pa intensivvardspatienter da vardfaktorn
saknas. FOr ndrvarande pagar ett internationellt projekt med syfte att arbeta fram en anvandbar
definition av aspergillusinfektioner inom intensivvarden (6, 32).

Misstanke om aspergillusinfektion féreligger hos intensivvardspatienter med aspergillustypiska
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radiologiska forandringar eller nekrotiska infektioner men bor ocksa misstankas hos patienter med
riskfaktorer och en infektion som inte synes orsakas av bakterier.

3.3.1 0Odling och mikroskopi

Prov for odling och mikroskopi utgér grundpelare vid diagnostik av aspergillususinfektion och boér
alltid tas vid misstanke om aspergillusinfektion. Pavisande av Aspergillus i prov fran sterila lokaler &r
diagnostiskt medan fynd fran luftvagssekret och andra icke-sterila lokaler ar mer svartolkade. Vaxt av
aspergillus i BAL-vatska tillsammans med fynd av hyfer i mikroskopin talar for att det ocksa foreligger
en djupare infektion jamfort med enbart positiv odling (33), vilket dven validerats i en prospektiv
multicenterstudie (34). Negativ odling och mikroskopi fran luftvagssekret utesluter inte
aspergillusinfektion.

3.3.2 Galaktomannan/aspergillusantigen

Sensitiviteten for galaktomannan (GM)-testen i serum &r hos organtransplanterade och
intensivvardspatienter lagre an hos neutropena patienter (35-37). Daremot har GM-test i BAL hos
icke-neutropena patienter en liknande sensitivitet och specificitet som hos neutropena, eventuellt pa
grund av att neutrofila granulocyter inte har samma majlighet att eliminera frisatt galaktomannan
(GM) i lungan som i blodet (37). Analys av GM i BAL-vatska har visats ha ett bra tillaggsvarde till
odling och mikroskopi (38).

3.3.3 Beta-D-glukan

BDG stiger vid aspergillusinfektioner och kan vara ett komplement till diagnostiken (6, 32) men
specifika studier som utvarderar BDG nivaer vid aspergillusinfektioner hos olika icke-neutropena
intensivvardspatienter saknas. Aven om férhojda virden i denna patientgrupp kan orsakas av ménga
olika skal (se ovan under candidainfektioner) kan analys av BDG vara av varde.

3.3.4 Ovriga metoder

3.3.4.1 PCR

Studier som varderar PCR i aspergillusdiagnostiken hos intensivvardspatienter ar fa men indikerar ett
mojligt tillaggsvarde (39).

3.34.2 Antikroppsanalys

Bestamning av precipiterande antikroppar kan vara av varde vid aspergillom och vissa former av
kronisk aspergillos men saknar varde vid de aspergillusinfektioner som férekommer hos
intensivvardspatienter.
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3.4 Uppfoljning av behandling

Vid candidemier bestams behandlingstidens langd i forsta hand efter tidpunkten for forsta negativa
odling, varfor uppfdljande blododlingar initialt minst varannan dag rekommenderas. | 6vriga fall fljs
kliniken och mykologisk uppfoljning ar sallan aktuell. | utvalda komplicerade fall kan uppféljning med
BDG vara tankbart men nivaerna efter insatt behandling sjunker endast ldangsamt (40), varfor BDG i
detta sammanhang inte kan betraktas som nagon snabb markor.
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4 Provtagning pa hematologen

Patienter som behandlas fér hematologiska maligniteter |I6per en 6kad risk for att drabbas av
invasiva svampinfektioner (IFD, Invasive Fungal Disease). Risken varierar markant beroende pa
grunddiagnos och given behandling. For hela hematologipopulationen ar risken att drabbas av en IFD
i olika studier cirka 1-2% att jamfora med patienter som far induktionsbehandling med
intensivcytostatika for behandling av akut leukemi dar risken ar 7-10 %. Frekvensen ar betydligt lagre
nar det géller enbart invasiv Candida (0,1% respektive 1%) (1-2). IFD &r fortfarande férknippade med
hog morbiditet och mortalitet och leder inte sallan till férdréjd behandling av grundsjukdomen. Olika
strategier med antimykotika anvands idag for att forebygga och/eller behandla IFD. Dessa kan variera
mellan primar profylax, sekundar profylax, empirisk behandling, pre-emptiv behandling eller
behandling enbart vid pavisad infektion. Val av strategi beror pa patientpopulation, riskfaktorer och
lokala epidemiologiska data.

De vanligaste infektionerna ar mogelsvampsorsakad pneumoni och/eller sinuit. Andra
manifestationer sdsom spridning av mogelsvampsinfektion till CNS &r inte ovanligt. Candidemi och
hepato-splenisk Candida férekommer men ar betydligt mindre vanliga.

Tidig utredning och diagnostik har avgérande betydelse for en adekvat handlaggning av IFl hos
patienter med hematologiska maligniteter eftersom infektionen kan progrediera snabbt och ge
permanenta och/eller livshotande komplikationer. Det &r oftast svart att stilla en definitiv diagnos av
IFD och ofta far man géra en sammanvagning av ett flertal faktorer som den kliniska bilden,
riskfaktorer for att fa IFD, radiologisk diagnostik (framforallt datortomografi av bihalor, torax och
buk) och mikrobiologiska analyser (direktmikroskopi, odlingar, antigentest och DNA-analyser). De
vanligaste kliniska tillstanden dar utredning av IFD pabdrjas ar ihallande neutropen feber trots
pagaende adekvat antibakteriellbehandling, progress eller utebliven férbattring av pneumoni eller
sinuit under adekvat antibakteriellbehandling, samt lunginfiltrat eller andra rontgenfynd med
utseende som ger misstanke for svampinfektion. Utredning av IFD ar ocksa ofta aktuellt for patienter
som planeras for allogen stamcellstransplantation och som bedéms vara hogrisk for IFD eller tidigare
haft IFD.

Valet av mikrobiologiska analyser beror pa malet med utredningen, dvs screening, utredning av
misstankt infektion eller uppféljning av konstaterad infektion.

4.1 Screening/6vervakning

Till skillnad fran manga center i Europa ar screening av hogriskpatienter med biomarkoérer ovanligt i
Sverige, sannolikt pa grund av en kombination av att incidensen av aspergillusinfektion bedémts vara
lagre an i Europa och anvandning av profylax till hogrisk-patienter. Det saknas dock storre
prospektiva studier av incidensen av aspergillusinfektion hos hematologiska patienter i Sverige och
retrospektiva sddana har gett blandade resultat. De biomarkdrer som ar vanligast att anvanda ar
galaktomannan (GM) och betaglukan. Aspergillus PCR har ocksa anvants i en del studier.
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4.1.1 Galaktomannan (GM)

Screening med GM i serum kan anvandas som en strategi for tidig identifiering av aspergillusinfektion
hos hogriskpatienter. Tanken ar att identifiera aspergillusinfektionen i ett tidigt skede, helst redan
innan symtom har utvecklats, och darmed kunna satta in behandling tidigt och sa satt minska
mortalitet och morbiditet. | de stérre studier som har publicerats med detta férfarande har GM i
serum tagits 2—3 ganger i veckan. Blir GM positivt, i form av ett varde >0,7 eller tva >0,5, gors en
datortomografi (DT) av thorax. Visar denna infiltrat gérs en diagnostisk bronkoalveolart lavage (BAL)
varefter behandling p&bdrjas. Ar DT thorax negativ fortsitter screeningen med GM och om resultatet
ar/blir positiv igen sa borjar processen om med en ny DT thorax. Detta koncept introducerades mer
brett i en studie 2005 dar man fann att GM screening 3 ggr/vecka minskade empirisk
svampbehandling utan att nagra aspergillusinfektioner missades (3). | en nyligen publicerad
randomiserad studie med hogrisk pediatriska neutropena patienter man sag att pre-emptiv
behandling baserad pa rontgen och antigendiagnostik var minst lika effektiv som empirisk behandling
och ledde samtidigt till betydligt mindre anvandning av antimykotika. Det finns i nuldget inga stora
randomiserade studier med vuxna patienter som har provat konceptet. En pagaende multinationell
studie forvantas bli klar inom kort.

GM-screening ar framst testad under neutropeniperioderna for patienter som genomgar
remissionssyftande behandling av akuta leukemier och som inte far mogelaktiv profylax. Om
mogelaktiv profylax anvands sa ger screening med GM ett oacceptabelt l1agt positivt prediktivt virde
(12%) pa grund av lag pre-test sannolikhet, dvs en lag incidens av aspergillusinfektion. Detsamma
géller i andra situationer med lag incidens av aspergillusinfektion vilket gor att screening med GM i
praktiken endast ar aktuellt vid forvantad neutropeni >7—10 dagar i franvaro av mogelaktiv profylax.

4.1.2 Betaglukan

Studier som utvarderat betaglukan (BDG) som screening markor for IFD pa hematologen ar
heterogena och pre-test probabiliteten for IFD i den specifika gruppen som provtagits har varit
avgorande for utfallet av prediktiva varden. Generellt visar dessa studier att det negativa prediktiva
vardet nar BDG anvandes som screening markor 1-3 ggr per vecka var >85% (4—6) Det positivt
prediktiva vardet var 44-89% vid screening av hematologpatienter med antibiotikarefraktar
neutropen feber eller klinisk misstanke pa IFD men endast 12—-27% nar screening utforts pa
symptomfria hogriskpatienter (5—6) varfor ett positivt BDG resultat vid denna typ av
provtagningsforfarande ar svarbedémt. | internationella konsensusdokument ges endast en svag
rekommendation for anvandandet av BDG som screeningmarkdér pga lagt positivt prediktivt varde for
IFD i denna patientgrupp (6).

4.1.3 Aspergillus-PCR
Screening med Aspergillus PCR har framst studerats i kombination med GM och/eller BDG i
observationella studier med varierande resultat.
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4.2 Diagnostik av Candidainfektioner

Risken for invasiv candidainfektion hos hematologpatienter beror till storsta delen pa val av
profylaxstrategi. De flesta patienter i Sverige med hog risk for invasiv candidainfektion, sdsom
langvarig neutropeni eller allogen stamcellstransplantation, far systemisk candida-aktiv profylax,
vanligen med flukonazol eller posakonazol, och har darmed generellt 13g risk att drabbas av en
infektion. Om flukonazol anvands kan infektioner med flukonazolresistenta arter som C. glabrata och
C. krusei uppsta men ar relativt ovanligt.

4.2.1 Odling

Precis som pa IVA har blododlingar en viktig plats vid misstankt invasiv candidainfektion hos
hematologpatienter. Ofta star patienterna dock redan pa nagon form av antimykotika varfor
sensitiviteten for blododlingar riskerar att bli lag. Om behandling inte har getts ar det viktigt att
blododlingar tas innan behandling med antimykotika startar. Minst tva blododlingar bér tas, en via
central och en via perifer infart. Tidigare vaxt i den centralt tagna odlingen kan indikera en
kateterassocierad candidemi dven om detta inte studerats pa samma satt som for KNS och ingen
dokumenterad tidsgrans har kunnat faststéllas. Vid candidemier som uppstar under neutropeni ar
det dock vanligast att candidemin uppkommer via genomvandring av Candida fran tarmen och inte
representerar en CVK-infektion. Nagon gang kan hepato-lienal Candida ses sekundart till hematogen
utsadd av Candida under neutropen fas. Diagnostiskt bor man i dessa fall forsoka fa till odling och
mikroskopi (samt PCR) pa biopsier. Vaxt av Candida i BAL eller annat luftvagssekret, sar eller
kateterurin ar att betrakta som kolonisation och det finns ingen entydig korrelation mellan
kolonisationsgrad och risk for invasiv candidainfektion hos hematologpatienter.

4.2.2 Betaglukan

Diagnostiska studier med BDG hos patienter med hematologiska maligniteter kdannetecknas av stora
variationer i patientmaterial, studieupplagg, screeningstrategier och kriterier for definitionen av ett
positivt prov. Pa grund av den stora heterogeniciteten kunde Cochranegruppen i en nyligen
publicerad genomgang 47 av studier, varav halften inkluderade patienter med cancer och
hematologiska maligniteter, inte komma fram till nagra slutsatser eller rekommendationer avseende
provtagning med BDG (7). | en annan nyligen publicerad genomgang av samtliga studier och
metaanalyser kunde man dock redovisa robusta data som stodjer BDG:s plats i diagnostiken (8). BDG
kan anvandas for pavisande av Aspergillus, Candida och nagra icke-aspergillus mogelsvampar sasom
Fusarium, dock inte vid mukormykos eller cryptokockos. Screening av patienter under neutropeni-
perioden och andra hogrisk-situationer med upprepade BDG matningar (en eller tva ganger per
vecka) kan 6vervagas men pa grund av den begrdnsade kdnsligheten bér BDG-testning inte anvandas
for att utesluta IFD hos hematologi-patienter med tanke pa den relativt héga prevalensen av IFD hos
denna population. | internationella konsensusdokument anser man att BDG boér anvandas vid
diagnostik av misstankt IFD hos hematologiska riskpatienter i kombination med andra
mikrobiologiska diagnostiska metoder och DT-undersokning (8-9).
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4.2.3 PCR

4.2.3.1 Candida PCR
Candida PCR ar framst aktuellt pa prov fran sterila lokaler som biopsier, punktat och CSV.
Erfarenheter av PCR i blod/serum/plasma pa denna patientgrupp ar begransad.

4.2.3.2 TZ2Candida
Data avseende nyttan med T2Candida vid hematologisk maligniteter ar begransad och bor for
narvarande begransas till studier.

4.3 Diagnostik av aspergillusinfektion

4.3.1 Mikroskopi/odling

Prov for odling och mikroskopi utgor grundpelare vid diagnostik av mogelinfektion inkluderande
aspergillusinfektion och bor alltid tas vid misstanke om invasiv mogelinfektion. Pavisande av
Aspergillus spp i prov fran sterila lokaler ar diagnostiskt medan fynd fran luftvagssekret och andra
icke-sterila lokaler ar mer svartolkade. Vaxt av Aspergillus i BAL-vatska tillsammans med fynd av hyfer
i mikroskopin talar starkt emot kontamination och talar for att det foreligger en djupare infektion
jamfort med enbart positiv odling (10). Negativ odling och mikroskopi fran luftvagssekret utesluter
inte aspergillusinfektion. Majoriteten av patienter med hematologiska maligniteter kan optimeras
med transfusioner och korrigeringar av koagulationsrubbningar infér en invasiv utredning med till
exempel BAL, nalaspirat eller biopsi. Det ar viktigt att utredningen utfors i god tid innan patientens
tillstand forsamras med till exempel respiratorisk insufficiens. For biopsitagning fran lunga hos denna
patientgrupp behéver man noga 6vervaga risker med allvarliga komplikationer mot nyttan av
diagnostiken.

4.3.2 Galaktomannan

4.3.2.1 Galaktomannan i serum

Sensitivitet for GM i serum hos immunsupprimerade patienter har visats ligga kring 82% och
specificiteten kring 81% (vid cut-off vardeindex 0,5) (11). Sensitiviteten verkar dock bero pa graden
av neutropeni, dar man funnit hogre GM varden i serum vid aspergillos (bevisad eller sannolik) om
neutropeni forelegat (12). Mojliga forklaringar inkluderar att franvaro av vita blodkroppar gor att
aspergillusinfektionen ar svarare att avgransa och vaxer angioinvasivt vilket leder till mer GM
frisattning till blodbanan samt minskad fagocytos av det GM som nar blodbanan.

GM i serum tas alltid vid utredning av misstankt svampinfektion, vanligen langdragen neutropen
feber och/eller oklara lunginfiltrat hos immunsupprimerade patienter. GM i serum kan fungera
diagnostiskt hos neutropena symtomatiska patienter men sensitiviteten minskar patagligt om
mogelaktiv profylax har getts (13). Vid tolkningen av GM ar det viktigt att tdnka pa att frisattning av
GM vid invasiv aspergillusinfektion dr en dynamisk process. En tydlig 6kning av GM kan darmed peka
mot tidig aspergillusinfektion dven om det faktiska vardet ligger under eller marginellt 6ver cut-off
nivan (0,5 for serum). Enstaka hoga varden (>3) och flera positiva varden oavsett niva talar starkt for
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invasiv aspergillusinfektion, sarskilt om faktorer som ar kdnda att ge férh6jd GM-niva i serum inte
foreligger. Omvant har enstaka, inte reproducerbara, varden strax over 0,5 tveksam signifikans.

En icke-infektiosa orsak till forhojd niva av GM i serum, och ddarmed orsak till “falskt positivt” prov, ar
translokation av GM genom tarmen in i blodet via GM i féda och naringsprodukter. Infektioner med
Fusarium spp ar ofta GM-positiva eftersom de ocksa har GM i cellvdggen. | enstaka fall kan
Penicillium spp och Histoplasma spp ge upphov till korsreaktion. Tidigare var betalaktamantibiotika,
framst piperacillin/tazobaktam, en viktig felkalla men detta verkar nu inte langre vara ett problem.

4.3.2.2 Galaktomannan i bronkoalveoldrt lavage (BAL)

GM skall alltid tas nar en diagnostik BAL genomférs pa immunsupprimerade patienter, inklusive de
med hematologiska sjukdomar. Sensitiviteten och specificitet for GM vid diagnostisk BAL hos
patienter med hematologisk malignitet har visats vara god. | en metaanalys av 16 studier
inkluderande 783 patienter fann man en hog sensitivitet pa 92% men med relativt stort
konfidensintervall (95% Cl 48%—99%), och en mycket hog specificitet, 98% med relativt litet
konfidensintervall (95% Cl 78%—-100%) for bevisad eller sannolik invasiv lungaspergillos (14). Det har
gjorts manga studier for att finna en optimal cut-off niva hos hematologiska patienter och man har
funnit att varden over 1 talar for infektion och att varden over 3 har hogt positivt prediktivt varde
medan varden under 0,5 har ett hogt negativt prediktivt varde. Detta avspeglas i nyligen
uppdaterade internationella definitioner dar ett viarde >1,0 i BAL (eller> 0,8 om dven positiv i plasma
med ett varde> 0,7) definieras som signifikant (15). Det finns en osakerhet kring betydelsen av
varden mellan 0,5 och 1,0 och resultatet maste vigas mot andra viktiga faktorer sasom graden av
immunsuppression (langvarig neutropeni och/eller uttalad T-cellssuppression), andra mykologiska
fynd och den kliniska bilden (typiska DT-fynd, pagaende mogelaktiv behandling, forekomst av annan
moijlig forklaring).

En viktig orsak till falskt negativa resultat har visats vara mogelaktiv behandling vid tidpunkten for
BAL. | den kliniska vardagen &r insattning av empirisk behandling i vantan pa BAL ett vanligt scenario
varfor det ar viktigt att komma ihag att GM nivaerna sjunker signifikant redan efter tva dygns
behandling. En annan mojlig felkalla ar variationer i spadningen av BAL-vatskan. Manga studier ar
gjorda pa BAL-vatska fran sa kallade "mini-BAL” eller "infektions-BAL” dar endast mindre mangd
vatska anvants for skoljning. Om en mer konventionell BAL gors, dar flera hundra milliliter vatska kan
anvandas, finns det risk for utspadning av GM och “falskt” lagt varde. Vid perifera infiltrat eller om
BAL gors i annan lob an det dar infiltratet sitter sa kan det ocksa finnas risk for lagt GM.

Falskt positiva resultat kan orsakas av korsreaktion med andra moégelsvampar, framst Fusarium spp.
Hos patienter med hematologiska maligniteter ar det oklart om kolonisation med Aspergillus kan ge
upphov till positivt GM.

4.3.2.3 Galaktomannan i cerebrospinalvdtska (CSV)

Véardet av GM analys i CSV ar inte kartlagt i nagra valkontrollerade stora studier men provet anses ha
mycket stort varde vid diagnos av cerebral aspergillusinfektion dar GM i princip alltid &r positivt.
Samtidigt har man rapporterat att patienter med invasiva svampinfektioner som inte engagerar
hjarnan nastan alltid har ett negativt CSV prov. Publicerade studier tyder saledes pa en hog
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specificitet och sensitivitet varfor analys av GM i CSV rekommenderas starkt vid utredning av
misstankt cerebral aspergillusinfektion (16).

4.3.3 Betaglukan

Det saknas specifika data avseende anvdandbarheten av BDG for att diagnostisera invasiva
aspergillusinfektioner hos hematalogpatienter. BDG ingar inte idag i definitionen av invasiv
svampinfektion men provet kan vara av varde vid utredning av hematologpatienter fér diagnos av
invasiv aspergillos, Candida och nagra icke-aspergillus mogelsvampar sasom Fusarium, dock inte vid
mukormykos eller cryptokockos. Cochranegruppen reviderade nyligen 47 studier varav hélften
inkluderade patienter med cancer och hematologiska maligniteter men kunde inte komma fram till
nagra slutsatser eller rekommendationer pa grund av for stor heterogenicitet (7). | en nyligen
publicerad genomgang av samtliga studier och metaanalyser kunde man redovisa robusta data som
stodjer provets plats vid diagnostiken (8). | internationella konsensusdokument anser man att BDG
bor anvandas vid diagnostik av misstankt IFD hos hematologiska riskpatienter i kombination med
andra mikrobiologiska diagnostiska metoder och DT-undersoékning (17) . Ett positivt prov motiverar
dels omtagning av provet for att 6ka det positiva prediktiva vardet, dels initiering av svamputredning.
Provet har begransad varde hos patienter som far intravends immunoglobulinbehandling vilket ger
falskt positiva BDG resultat.

4.3.4 PCR

Vid den senaste och storsta studiegenomgangen som utférdes av Cochrane for att belysa metodens
roll vid Aspergillus screening/diagnostik inkluderades 29 studier fran ar 2000-2018 (18). Majoriteten
av inkluderade patienter i dessa studier var patienter behandlade for hematologiska maligniteter dar
median prevalensen av IFD var 11%. Sensitiviteten och specificiteten var 79 % och 80 % for ett prov,
och 60 % och 95 % for tva konsekutiva prov med positiv resultat. Forfattarna konkluderade att om
man utreder 100 hogriskpatienter med PCR, kommer man att missa tre fall med Aspergillus samtidigt
som kommer att behandla eller vidare utreda 17 patienter i onddan. Liksom antigentest, har PCR
fordelen med en palitlig negativ prediktivt varde dock med storre variation beroende pa metodik. |
Sverige analyseras PCR for Aspergillus enbart pa Karolinska.

4.4 Mogelsvampsinfektioner andra an aspergillus

De invasiva mogelsvampsinfektioner som ar aktuella férutom Aspergillus ar framst infektioner med
Mucorales och Fusarium spp. Exempel pa kliniska situationer nar en icke-aspergillusinfektion kan
misstankas dr genombrott pa aspergillus-aktiv profylax (posakonazol, vorikonazol, echinocandiner),
DT-thorax fynd av reversed (inversed) halo-sign, negativt BDG och GM i blod/plasma samt nar
aspergillusdiagnostiken ar negativ i BAL trots mogelmisstankta rontgenforandringar i lunga/or.

4.4.1 Sekvensering svamp (ITS)
Eftersom odling har lag kanslighet rekommenderas att alla invasiva prover som biopsier och punktat
skickas for svampsekvensiering av ITS samt att BAL skickas for sekvensiering om icke-aspergillus
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infektion misstanks. | nulaget finns det bara en "in-house” metod i Sverige for sekvensiering av
ribosomalt svamp DNA, pa Karolinska Universitetssjukhuset. Det saknas i nulaget en kommersiell PCR
metod for diagnostik av mogelsvampsinfektioner annat an Aspergillus, men att PCR har en stark
potential har resultaten med en nedlagt kommersiell metod, IRIDICA, tydligt visat. Troligen kommer
det inom en snar framtid, i samband med 6vergang till NGS-teknik, finnas PCR uppsatt pa de flesta
universitetssjukhusen.

4.4.2 Pneumocystis

Risken for pneumocystispneumoni beror till storsta delen pa graden av T-cellspaverkan. Storst risk
har patienter med T-cells lymfom och efter allogen stamcellstransplantation. | allmanhet ges profylax
nar incidensen narmar sig 5%, och majoriteten av alla hematologpatienter med risk for
pneumocystispneumoni far adekvat profylax. Genombrottsinfektion vid trimsulfaprofylax ar mycket
ovanligt men férekommer vid profylax med pentamidininhalationer. Viktigt att tanka pa ar att
pneumocystispneumoni hos hematologpatienter kan forlopa snabbt och mer likna en vanlig
bakteriell infektion &r den typiska ldngdragna infektionsbild som ses vid pneumocystispneumoni som
hos HIV-och reumatologpatienter

4.4.2.1 PCR och immunoflourescens

PCR-svaret maste vagas mot provtagningsmaterialet (BAL >trachealsekret>sputum>munskoljvatska)
och tid efter eventuell insattning av behandling. Pneumocystis finns i storst mangd i lungalveolerna
varfor BAL ar det basta provet och negativ PCR i BAL utesluter i princip pneumocystispneumoni.
Positivimmunoflourescens (IF) var en gang golden standard for att satta diagnos
pneumocystispneumoni men IF gors nu bara pa tre stéllen i Sverige, Folkhdlsomyndigheten,
Karolinska Universitetssjukhuset och Norrlands Universitetssjukhus. PCR-metoden skiljer sig mellan
laboratorierna i Sverige och nagra svarar bara ut positivt/negativt medan nagra rapporterar nagon
form av uppskattning av DNA-mangden. Anges ingen uppskattning av DNA-mangden gar det inte att
beddma om det handlar om kolonisering eller infektion, svaret far da bedémas i relation till klinik,
rontgenbild och BDG-niva (se nedan).

Nagra laboratorier svara ut en semi-kvantitativ uppskattning av mangden DNA i provet. Vid en
genomgang av provtagning pa hematologiska patienter pa Karolinska Universitetssjukhuset 2012—
2017 var 87% av proverna med “hég mangd DNA” dven positiva i IF och uppfyllde darmed definition
for pneumocystispneumoni (Blennow, personlig kommunikation). Omvant uppvisade patienter med
lag mangd DNA séllan kliniska tecken pa pneumocystispneumoni (88%). Daremot var intermediar
mangd svarbeddmt och kunde sta bade for kolonisation och klinisk infektion. Ett annat fragetecken
vid tolkning av PCR-svaren ar hur insatt behandling eller profylax paverkar svaren. Gamla studier har
visat att IF kan vara positivt lange efter insatt behandling men det finns inga data for hur lange PCR-
positivitet kvarstar.
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4.4.2.2 Betaglukan

Studier pa BDG for diagnostik av pneumocystispneumoni hos hematologpatienter visar generellt hog
diagnostisk prestanda med sensitivitet pa 90-92% och specificitet pa 84—89%. | internationella
rekommendationer fran European Conference on Infections in Leukemia (ECIL-5) rekommenderas
BDG som kompletterande diagnostisk markor for pneumocystispneumoni och som metod for att
utesluta PCP vid negativt resultat (bevisgradering A-1l) (19) .

4.5 Uppf6ljning av behandling

4.5.1 Mikroskopi/odling

Det &r ofta svart att na etologisk diagnos for icke-aspergillus mégelsvampsinfektioner. Den
mikrobiologiska diagnostiken bygger i forsta hand pa mikroskopi och odling av luftvagsprover
och/eller biopsier. Undantaget ar Fusarium som dven kan véaxa i blododling. Generellt ar sensitivitet
for odling relativt 1ag och speciellt infektioner med Mucorales kan bli negativ i odling dven vid positiv
mikroskopi. Bast diagnostiskt utbyte brukar det bli vid biopsier, framst av invasiva infektioner i sinus
orsakade av Mucorales. Vid mogelmisstankta rontgenforandringar av lungorna skall alltid BAL utféras
for mikroskopi och odling.

4.5.2 Galaktomannan

Galaktomannan (GM) har i studier forslagits som uppfoljningsprov for att monitorera svar pa given
antimykotika eftersom koncentrationen forvantas minska vid minskad infektionsbdrda. Patienter dar
GM nivaerna inte sjunker eller stiger efter nagon veckas behandling har mycket délig prognos.
Samtidigt ar rapporterade studieresultat inte enhetliga och sjunkande varden kan dven ses vid
sviktande behandling. | en studiegenomgang kunde man identifiera nio kliniska studier och en meta-
analys (totalt ca 900 patienter studerade dar majoriteten hade hematologiska sjukdom) dar nytta av
provet vid monitoreringen av behandlingssvar studerats. Gemensamt tydde dessa studier till att
stigande varden talar for terapisvikt och ar relaterad till hég mortalitet. Samtidigt saknas robusta
jamférande prospektiva interventions-studier och nagon tydlig brytpunkt/varde fér behandlingssvikt
finns inte. Darfor beslut gallande fortsatt behandling med antimykotika kan inte baseras pa GM-
varden och rutinmonitorering efter insatt behandling rekommenderas inte (20-21).

4.5.3 Betaglukan

Manga studier har undersokt om BDG kan anvandas for att folja behandlingseffekten vid IFD, men
resultaten dr heterogena. | nagra observationsstudier dar man foljt BDG nivaer under
behandlingsférloppet vid invasiv candidainfektion respektive blandade IFD har man sett att en
nedatgdende trend av BDG korrelerade med positivt behandlingssvar medan stigande BDG nivaer
korrelerade med behandlingssvikt. Andra studier har inte kunnat visa nagon korrelation mellan BDG
nivaer och behandlingseffekt vid IFD (22). Nagra studier har specifikt undersokt BDG nivaer vid
behandling av Pneumocystis pneumoni och har har man inte kunnat se nagon korrelation till
behandlingssvar (23).
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Flera studier visar pa att BDG, trots sjunkande nivaer, kan kvarsta positivt langt efter klinisk utlakning

av svampinfektionen (ibland flera manader).
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5 Koncentrationsbestamning av antimykotika
5.1 Inledning

Koncentrationsbestamningar av lakemedel i blod, serum eller plasma kan vara av stort varde som
vagledning for dosering, underforstatt att exponeringsnivan pa samma dos varierar pa ett
svarforutsdgbart satt mellan olika patienter och behandlingssituationer. Fragestallningen kan gélla
om individuell exponeringsniva ar tillracklig for god behandlingseffekt liksom anvandas for
dosjustering vid biverkningsproblematik eller Iakemedelsinteraktioner. For ett flertal antimykotika
varierar farmakokinetiken avsevart mellan individer beroende pa skillnader i antingen peroralt
upptag, levermetabolism eller njurfiltration. Som framgar nedan kan det alltsa for specifika preparat
och patientgrupper finnas god anledning att analysera nivan i plasma/serum. Detta gérs numera med
hogkanslig och specifik metodik baserad pa vatskekromatografi i kombination med tandem
masspektrometrisk detektion (LC-MS/MS) pa Klinisk Farmakologi, Medicinsk Diagnostik Karolinska
(MDK/KUL).

5.2 Flucytosin

Flucytosin (5-fluorocytosin, 5-FC) associeras med en koncentrationsberoende risk for
benmaérgsdepression liksom levertoxicitet, och man har definierat ett tréskelvdrde pa 100 pug/mL for
maximala serumkoncentrationer som inte bor 6verskridas (enstaka hdga koncentrationer sannolikt
av mindre betydelse) (1,2,31). Toppkoncentrationer fangas i prover tagna 60 min efter avslutad
infusion (tva timmar vid eventuell licensbehandling peroralt).

Flucytosin omsétts i mindre utstrackning till cytotoxiskt fluorouracil (5-FU), vilket i sin tur inaktiveras
av det polymorfa enzymet dihydropyrimidin dehydrogenas som kodas av DPYD-genen (3). Fragan om
DPYD-typning behovs infér behandling med 5-FU, capecitabin eller flucytosin - i syfte att identifiera
patienter med kraftigt forhojd risk for benmargstoxicitet — har nyligen utretts av European Medicines
Agency. Till skillnad mot 5-FU och capecitabin rekommenderas inte DPYD genotypning infér
behandling med flucytosin bla eftersom det riskerar fordrdja behandlingsstart (svarstid genotypning
en vecka). Analysen bedéms dock vara av varde for patienter som drabbats av benmargstoxicitet
under pagaende behandling med flucytosin. Genotypning av DPYD erbjuds idag pa
universitetssjukhuslaboratorierna i Uppsala, Stockholm och Goéteborg.

Flucytosin elimineras huvudsakligen renalt (halveringstid 3—4 tim vid normal njurfunktion) och
anvands regelmassigt i kombination med erkdnt nefrotoxiskt amfotericin B. Darfor finns det en stark
indikation for koncentrationsbestdmning av flucytosin under behandling eftersom exponeringsnivan
snabbt férandras vid forsamrad njurfunktion. Vanligen anvand startdos ar 25-50 mg/kg iv x 4 for
njurfriska, men detta justeras alltsa vid sankt njurfunktion (3). | Sverige finns endast den intravendsa
beredningsformen registrerad, medan peroral behandling forekommer i andra lander.

Det har dven foreslagits att dalvardet pa plasmakoncentrationen, dvs infér ny dos, kan relateras till
antimykotisk effekt, men detta ar inte sarskilt val underbyggt med kliniska data (5). For dalvarden
rekommenderas dock att plasmakoncentrationen dverstiger 25 pg/mL pga risken for subterapeutisk
effekt darunder, liksom risken for resistensutveckling (3). Vid klinisk dosering ar det relativt vanligt
att man finner dalkoncentrationer <25 pg/mL liksom toppvarden> 100 pg/mL (2).
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5.3 Amfotericin B

Det rader enighet i litteraturen att koncentrationsbestdimningar av amfotericin B inte
rekommenderas i klinisk praxis. Farmakokinetiken i plasma/serum anses relativt férutsagbar men
saknar uppenbart samband med individuell behandlingseffekt och biverkningsrisk (5, 6, 7, 32).

5.4 Triazoler (flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol, isavukonazol)
Triazoler utdvar sin antimykotiska effekt genom att blockera ett svampspecifikt cytokrom P450 (CYP)
vilket leder till minskad bildning av ergosterol och instabilt cellmembran i svampen. Alla triazoler har
samtidigt en hog potential for kliniskt betydelsefulla Iakemedelsinteraktioner, eftersom leverns
lakemedelsomsattande CYP-enzymer kan hammas av triazolerna i olika utstrackning. En rad triazoler
har utvecklats for kliniskt bruk och har nedanfér diskuteras just de triazoler som fér narvarande ar
registrerade for systemiskt bruk vid invasiva mykoser.

5.4.1 Flukonazol

Flukonazol har vanligen en relativt forutsagbar farmakokinetik med hog peroral biotillganglighet och
god vavnadsdistribution (8,33). Koncentrationer i CNS avspeglar plasma (10). Flukonazol elimineras
huvudsakligen renalt i oférandrad form. Over hela dosintervallet (50 - 800 mg) finns ett
proportionellt forhallande mellan dos och uppnadd exponeringsniva i plasma (8). Dosjustering
rekommenderas vid nedsatt njurfunktion men preparatet forefaller valtolererat. Ett sarskilt
observandum vad galler kombinationen med andra lakemedel ar dock att flukonazol associeras med
QT-férlangning (8).

Flukonazol har en omfattande dokumentation gallande klinisk anvéandning som aven inkluderar
sarskilda riskgrupper, tex barn i alla aldrar ned till neonatalperioden dar férvisso varierande
njurfunktionsmognad komplicerar individuell dosering (9). Halveringstiden ar drygt 30 timmar vid
normal njurfunktion och ett dostillfalle per dygn ar ofta tillrackligt for att sakerstalla terapeutisk
effekt. Rekommenderad dosering vid invasiv candidainfektion ar 400 mg/d till vuxna, eller 6 mg/kg -
vilket dven galler for barn (forutsatt att man tar hdnsyn till omogen njurfunktion i neonatalperioden).
Ibland férekommer hégre dygnsdoser (800 mg/d vuxna eller 12 mg/kg barn) vid sarskilt allvarliga
tillstand. Vid andra behandlingsindikationer an invasiv Candida, tex kryptokockmeningit,
rekommenderas vanligen lagre doser men laddningsdos tillampas regelmdssigt pga substansens
relativt langa halveringstid i plasma (8). Lagre systemiska nivaer av flukonazol noteras under samtidig
behandling med rifampicin liksom under kontinuerlig njurersattningsbehandling (CRRT, framforallt
CVVHD). Det finns en relativt omfattande farmakokinetisk interaktionsproblematik med andra
lakemedel genom att flukonazol hdmmar metabolismen genom framforallt CYP2C9 och CYP2C19,
men dven CYP3A4 (8).

Data fran experimentella djurmodeller pa candidemier liksom retrospektiva data fran mindre
patientstudier indikerar att den genomsnittliga exponeringsnivan éver dosintervallet, eller
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summaexponeringen 6ver dygnet (AUC), i forhallande till svampens MIC (AUC/MIC) &r bast korrelerat
till antimykotisk effekt. Ett dalvdrde som overskrider MIC ar i princip liktydigt med ett AUC/MIC pa >
25, vilket har pekats ut som ett malvarde for exponeringsnivan (6,7,10) men dven dnnu hogre kvoter
och motsvarande hogre dalvarden har diskuterats (34).

Rutinmassig koncentrationsbestamning av flukonazol rekommenderas inte (32). Analysen har istéllet
efterfragats vid sarskilt svarbedémda dosval, tex for patienter inom intensivvarden med varierande
eller intensiv elimineringskapacitet tex forklarat av kontinuerlig njurersattningsterapi, CRRT (4, 6, 11).
Provtagning gors infor ny dos, eller vid uppskattning av AUC; fore dos kombinerat med 1, 2, 4 timmar
efter ny dos, och helst vid steady state (vanligen minst en vecka efter nyinsattning eller senaste
dosdndring). Rapporterade dalvarden hos njurfriska vid upprepad dosering ar 13 - 24 ug/mL vid 400
mg/d medan AUC (24 h) pa samma dos uppskattas till ca 300 - 450 ug x h/mL vid normal njurfunktion
(11, 12).

5.4.2 [Itrakonazol

Itrakonazol har en varierande peroral biotillganglighet och férknippas med relativt hog forekomst av
biverkningar, framférallt gastrointestinala besvar, leverpaverkan och hudreaktioner. Substansen
anvands alltmer sallan. Inget tydligt samband har observerats mellan exponeringsniva och
biverkningsrisk, men daremot mellan uppnadd serumkoncentration och antimykotisk effekt.

Rekommenderad underhallsdos vid invasiv aspergillos ar 200 mg x 2 per os kapsel till vuxna, Av
produktresumén framgar att det saknas tillracklig information for behandling av barn (13) men
amerikanska FDA har godkdnt en barndos motsvarande 3 - 5 mg/kg/d.

Upptaget av itrakonazol fran kapselformuleringen varierar stort och ar beroende av surt pH, sa
samtidig behandling med antacida eller syrasekretionshammare minskar den perorala
biotillgdngligheten (5, 6, 13).

Man har alltsa noterat stor interindividuell variation i plasmakoncentration (36). Itrakonazol
metaboliseras fullstandigt (framférallt till aktivt hydroxi-itrakonazol), men anda relativt langsamt
genom CYP3A4/5. Itrakonazol ger upphov till manga lakemedelsinteraktioner genom kraftig hamning
av flera CYP-enzymer (inklusive CYP3A4/5) liksom lakemedelstransportéren P-glykoprotein vilket
sammantaget ofta leder till forhojda systemiska koncentrationer av andra lakemedel.
Enzyminducerande lakemedel som tex vissa antiepileptika kan daremot sanka koncentrationen av
itrakonazol (4, 13).

Sammanfattningsvis finns det starka motiv for rutinmassig koncentrationsmatning av itrakonazol,
liksom att detta ofta behdver upprepas under pagaende behandling (5, 6, 7, 32). Provtagning gors
fore ny dos vid steady state vilket brukar anses galla efter 5 - 7 d behandling. Avseende malomrade
for plasmakoncentrationen kompliceras litteraturen av olika fynd som ofta har att géra med
maéatmetod och att man inledningsvis anvande mikrobiologiska metoder men numera har gatt over till
LC-MS/MS. Den senare tekniken fokuserar oftast pa modersubstansen och att dalvarden fér
itrakonazol pa minst 0,5 pug/mL forknippas med battre behandlingsutfall (32) men en hégre grans pa
1 ug/mL har ocksa diskuterats (4, 32, 35). | analysmetoden ingar dven kvantifiering av aktiv hydroxi-
metabolit, aven om tillhérande bedémningsgrund ar oklar.
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5.4.3 Vorikonazol

Vorikonazol paminner strukturellt om flukonazol och preparaten har dven vissa farmakokinetiska
likheter som god peroral biotillgdanglighet och vavnadsdistribution, inklusive CNS. Men vorikonazol
elimineras genom lever- och tarmmetabolism vars kapacitet varierar stort mellan olika patienter,
delvis pga genetisk polymorfism i inblandade enzymvagar, framforallt CYP2C19 (16, 17, 18).
Dessutom uppvisar vorikonazol en icke-linjar kinetik, atminstone bland vuxna patienter, vilket
innebar att dosjusteringar kan ge en oproportionerligt stor paverkan pa plasmakoncentrationen (14,
15).

Man insag tidigt att olika patienter uppnar mycket varierande koncentrationer pa den
rekommenderade standarddosen (200 mg x 2 eller 4 mg/kg x 2 f6r patienter med kroppsvikt 6éver 40
kg) (20, 23). Flera rapporter beskrev att forekomsten av patienter med laga eller narmast ométbara
nivaer av vorikonazol var éverraskande hog (ca 10 - 15%) vilket ocksa férknippades med 6kad risk for
terapisvikt (20, 21, 22). | produktresumén foresprakas nu darfor 50% okad dygnsdos vid tecken pa
bristande effekt vilket skulle forvantas ge 2,5 ggr hogre plasmanivaer (OBS mattnadskinetik hos
vuxna) (15). Likasa har dosering for barn (2 - 12 ar) hojts till 8 mg/kg iv (9 mg/kg per os). Pediatriska
patienter nar hogre exponeringsniva efter iv dosering jamfort per os dosering (15) vilket tolkas som
att barn har 6kad forsta passage-effekt jamfort vuxna vilket mojligen forklaras av betydande
metabolism i tarmvaggen vilket i sin tur skulle kunna 'skydda’ mot mattnadskinetik.

En rad systematiska litteraturgenomgangar har allt battre ringat in ett terapeutiskt malomrade for
god behandlingseffekt mot olika patogener, balanserat mot risken for koncentrationsberoende
biverkningar (23, 28). Bland de senare noteras i synnerhet neuropsykiatriska biverkningar som tex
synstorningar (framforallt timmarna efter dos) och hallucinationer (14, 23) liksom leverpaverkan.

Den nu etablerade rekommendationen ar att nd koncentrationer innan ny dos motsvarande> 1
pg/mL i plasma for att optimera effekten mot framforallt Aspergillus (19, 20, 23). | en relativt ny
metaanalys gav dalvarden> 1 ug/mL ett OR pa 2 for lyckad behandling jamfort lagre koncentrationer
(38). I kritiska fall med svart sjuka patienter har annu hégre malomrade (>2 pg/mL) féreslagits (39).
Aktuella sammanstallningar ger dven stod for att koncentrationer 6verskridande 5 - 6 ug/mL
associeras med okad risk for biverkningar som CNS-toxicitet eller leverpaverkan (4, 7, 14, 38) men
sambandet mellan uppmatt plasmakoncentration och biverkningar var inte lika tydligt som
kopplingen mellan plasmakoncentration och behandlingseffekt (38).

Problematiken med lakemedelsinteraktioner &r relativt bred fér vorikonazol, innefattande bade ett
flertal enzymhammande- eller enzyminducerande lakemedel som paverkar vorikonazol-nivaerna, och
att manga andra lakemedel kan stiga i koncentration om vorikonazol hdmmar omsattningen av dessa
(15).

Eftersom vorikonazol helt elimineras genom levermetabolism forutses inga omedelbara problem vid
behandling av patienter med njursvikt forutom det viktiga faktum att bararmolekylen i den
intravendsa beredningsformen (cyklodextrin) ackumulerar, vilket har befarats kunna ge toxiska
effekter (14, 15). Vid terminal njursvikt har man forstatt att levermetabolismen av lakemedel kan
forsamras (det finns framforallt data pa att CYP3A tappar i aktivitet) (40) men om den metabola
elimineringskapaciteten for just vorikonazol paverkas av uremi ar dnnu oklart. Vid leverinsufficiens
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kravs stor forsiktighet i doseringen och koncentrationsbestamningar blir sarskilt anvandbart. Vid
uttalad leversvikt (Child C) saknas dokumentation och exempelvis ar risken for encefalopati inte
studerad.

Vid en svensk sammanstallning pa Ldkemedelsverket 2011 listades en rad specifika
provtagningsindikationer for koncentrationsbestamning av vorikonazol (a) tveksam klinisk effekt (b)
signifikant leverpaverkan (c) neurospsykiatriska biverkningar (d) 6vergang fran intravenos till peroral
behandling vid standarddosering i de fall som medf6r stora fordandringar i dygnsdos (e) vid
lakemedelsinteraktioner dar vorikonazolnivaerna paverkas (tex av karbamazepin) samt (f) vid
leversvikt (41). Men litteraturen ar idag rikare pa information (tex géllande malomraden for
plasmakoncentration) och det finns numera ett starkt stod for generds koncentrationsbestamning av
flertalet patienter som behandlas med vorikonazol (tabell 1) (32).

5.4.4 Posakonazol

Ursprungligen fanns en stor problematik som gallde mycket varierande peroral biotillgdnglighet for
posakonazol, med en absorption som bland annat var beroende av dosregim och matintag (22, 24,
25). Resultatet blev en osakerhet i klinisk praxis kring uppnadda exponeringsnivaer i det enskilda
fallet och om dessa vore tillrdckliga for aktiv behandling vid invasiv mykos liksom profylax vid
cytostatikainducerad leukopeni eller annan starkt immunsupprimerande behandling. For
beredningsformen oral suspension kvarstar problemet med varierande upptag medan en senare
introducerad enterotablett medfort sakrare behandling efter forbattrat upptag och minst tre ggr
hégre plasmakoncentrationer (41). Aven fér tablettformen dkar forvisso upptaget vid samtidigt
matintag, men endast 1,5 ggr jamfort med 4 ggr for den orala suspensionen (42).

Den rekommenderade standarddosen dr 300 mg/d for bade enterotablett och iv infusion (24). Den
fettlsliga substansen uppvisar hog proteinbinding i plasma (98%) men trots det en avsevard
fordelningsvolym ut i kroppen. Vid fetma saknas specifika dosrekommendationer och den tillhérande
osakerheten kring uppnadd plasmakoncentration motiverar koncentrations-bestamning.

For den orala suspensionen ses genomsnittlig exponering vid steady state pa cirka 0,7 ug/mL (OBS ej
dalvarden). Plasmanivaerna vid behandling med enterotablett 4r som sagt betydligt hogre med
dalvérden pa cirka 2 - 3 ug/mL, men dven har noteras avsevard interindividuell variation (42).
Posakonazol metaboliseras inte av CYP-enzymer men kan till viss del konjugeras direkt av
glukuronosyltransferas i levern eller annars utséndras i oférandrad form i tarmen. Potentialen for
lakemedelsinteraktioner ar darfér lagre &n for andra triazoler men det bor dnda noteras att
enzyminducerande substanser som karbamazepin och rifampicin sdnker posakonazolnivaerna.
Dessutom far man inte bortse fran att posakonazol hdmmar CYP3A4/5 vilket kan 6ka
exponeringsnivaerna for flera andra ldkemedel (22, 24, 25). Ingen dosjustering rekommenderas vid
njursvikt och substansen lar inte avlagsnas med hemodialys pga hog proteinbindning och stor
distributionsvolym (24).

Ett terapeutiskt malomrade for plasmakoncentrationen av posakonazol har dannu inte definierats,
men vid en retrospektiv analys av tva registreringsstudier pa oral suspension fanns ett samband
mellan exponeringsniva och risken for terapisvikt under profylaxbehandling; en genomsnittlig
koncentration kring 0,7 pug/mL forefoll vara en brytpunkt med betydligt fler behandlings-
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misslyckanden darunder (43). Trots tveksamheter bakom denna tolkning bland annat beroende pa fa
behandlingsmisslyckanden i studiematerialet sa har plasmakoncentrationer >0,7 ug/mL kommit att
anvandas som mal for dalvarden under profylaxbehandling med den orala suspensionen (27, 32).
Detta exponeringsmal dvertraffas alltsa i regel (men inte alltid) under behandling med
enterotabletter. Misstankt genombrottsinfektion under pagaende profylax dr en av de starkaste
indikationerna for koncentrationsbestamning. Avseende aktiv behandling av pagaende infektion har
foreslagits att dalvarden i plasma bor vara minst 1,25 pug/mL men detta baseras pa mindre
patientmaterial och far anses vara en osdker rekommendation (13).

Sammanfattningsvis rader alltsa dnnu viss osakerhet kring vad som ar adekvat koncentration av
posakonazol for sakerstdllande av antimykotisk effekt och i vilka situationer som
koncentrationsbestamning boér bli aktuellt (28, 44). Rekommendationen blir att Gvervaga detta
framforallt vid (a) misstankt genombrottsinfektion under pagaende profylax (b) aktiv behandling men
tveksam effekt (c) vid lakemedelsinteraktioner som forvantas paverka posakonazolnivan (d) fetma,
samt (e) vid profylaxbehandling med oral suspension.

5.4.5 Isavukonazol

Sannolikt ger normal dosering av isavukonazol vanligen tillfredsstallande terapeutisk marginal i
plasmaexponering avseende antimykotisk effekt (45). En mer valdefinierad plats for
koncentrationsbestdmningar ar annu inte etablerad (se nedan). Preparatet utgors av en prodrug
(isavukoniumsulfat) i bade den perorala och intravendsa beredningsformen men denna omsatts
snabbt till aktiv substans (isavukonazol) som i sin tur har lang terminal halveringstid (56—123 timmar)
vilket forklarar varfér laddningsdos rekommenderas (46). Isavukonazol genomgar CYP3A4/5-
beroende metabolism till inaktiva metaboliter (46, 47). Det finns en proportionalitet mellan given dos
och uppnatt AUC, och det skiljer inte ndmnvart mellan peroral och intravenés dosering. Dalvarden pa
ca 3 ug/mL observeras vanligen pa standarddosen 200 mg x 1, och motsvarande AUC Gver dygnet
kring 100 pg*h/mL (45). Men som férvantat av CYP3A-beroende eliminering forekommer
interindividuell variation och dessutom ldkemedelsinteraktioner som paverkar
isavukonazolkoncentrationen i plasma. Fas 3-data fran 350 patienter visade underhalls-
koncentrationer pa 3,4 + 1,5 (SD) pg/mL med relativt Iag inomindividsvariation (CV 23%) 6ver tid, och
utan koppling till behandlingseffekt eller biverkningar (48). Mukosit verkar inte paverka upptag och
exponeringsniva (49). En senare retrospektiv sammanstallning pa 110 patienter med Aspergillus
visade plasmanivaer pa 4,6 + 1,4 (SD) ug/mL pd 200 mg x 1, och i denna studie noterades nagot hogre
koncentrationer hos de med biverkningar grad 2—3 (férekomst <10%), dar den presumtiva
brytpunkten fér hogre risk var just 4,6 pg/mL (50).

Sedan 2019 erbjuds plasmakoncentrationsbestamning vid Klinisk Farmakologi, Karolinska. Detta
syftar till att i kliniska undantagsfall identifiera unika dosbehov. Provtagningsindikationerna galler
ofdrklarad behandlingssvikt, lakemedelsinteraktioner eller vid starkt kliniskt behov av off-label
anvandning pa bristfalligt studerade patientgrupper inklusive patienter under 18 ar.

Provtagning rekommenderas infor ny dos (dalvdrde) da det sker snabba forandringar i plasmanivan
efter ny dos pga en polyfasisk eliminering.
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5.5 Trimetoprim-sulfametoxazol

Trots att detta kombinationspreparat (forkortat TMP-SMX) sedan manga artionden ar ett
forstahandsmedel vid Pneumocystis-pneumonier (51) ar kunskaperna om sambanden mellan
serumkoncentration och antimikrobiell effekt liksom toxicitet férvanansvart begransade.
Immunologiska mekanismer verkar involverade vid svara biverkningar vilket forsvarar studier pa
koncentrations-effektsamband. Emellertid ar dock huvudindikationen for
serumkoncentrationsbestamning att utesluta just ackumulering av TMP-SMX vid nedsatt
njurfunktion, vilket alltsa kan kréva upprepade analyser under pagaende hégdosbehandling. TMP-
SMX elimineras till 80% ofordandrat genom njurarna medan en mindre andel omsatts metabolt och
delvis till instabila produkter vilket féreslagits vara relevant for toxicitet (51).

For dalvéirden av SMX vid steady state, under behandling med 75 mg/kg/d uppdelat pa tre doser/d,
noterades serumkoncentrationer pa ca 640 + 172 umol/L medan motsvarande TMP-koncentrationer
uppmattes till 18 + 6 umol/L (52). Vad galler antimikrobiell effekt vid Pneumocystis har det féreslagits
att toppkoncentrationer av SMX och TMP bor na intervallet 400 - 800 umol/L, respektive 17 - 28
pumol/L (53), men har rader uppenbarligen brist pa evidens bade mikrobiologiskt och kliniskt.

5.6 Echinocandiner (caspofungin, micafungin, anidulafungin)

Denna grupp av antimykotika har inbordes stora likheter i farmakokinetik, bland annat minimal
peroral biotillgdnglighet (intravends administrering kravs), mycket hég proteinbindning i plasma,
eliminering genom levermetabolism (ej CYP) i kombination med spontan nedbrytning, och
uppenbarligen |ag risk for lakemedelsinteraktioner (29). Idag gors inga kliniska
koncentrationsbestamningar av dessa substanser, daremot i forskningssammanhang for att
karakterisera kinetik i sarskilda patientgrupper. Mdjliga, framtida tillampningar skulle kunna gélla
patienter med férandrad proteinbindning eller svarbedomd distributionsvolym tex for
intensivvardspatienter med leverpaverkan (30).

5.7 Sammanfattning

Det kliniska behovet av plasmakoncentrationsbestdamning av antimykotika skiljer mellan olika
preparat och behandlingsindikationer. Som framgar ovan och i tabellform nedan, bor
koncentrationsbestamning rutinmassigt ske vid behandling med flucytosin och itrakonazol, liksom
regelmassigt 6vervagas for vorikonazol. Serumkoncentrationsbestamning av trimetoprim-
sulfametoxazol bér komma ifraga vid hogdosbehandling och samtidigt nedsatt njurfunktion. For
posakonazol bér koncentrationsbestamning anvandas framforallt vid misstankt
genombrottsinfektion under profylax, medan analys av flukonazol respektive isavukonazol kommer
ifraga endast i undantagsfall. For echinocandiner och amfotericin B finns idag ingen klinisk plats for
koncentrationsbestamningar.
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5.8 Tabell 1. Indikationer for koncentrationsbestamning av antimykotika

och rekommenderas
rutinmassigt pa
sarskilda indikationer

b) signifikant leverpaverkan

c) neuropsykiatriska
biverkningar

d) betydande férandringar i
dygnsdos vid tex dvergang
fran iv till po behandling

e) behandling vid leversvikt

f) lakemedelsinteraktion
som foérvantas paverka
vorikonazolkoncentrationen

Antimykotiskt Koncentrations- Sarskilda Provtagning
likemedel bestamning analysindikationer (plasmarér)
Flucytosin Rutinmassigt - Fore dos och en
timma efter
Amfotericin B Nej - -
Flukonazol | undantagsfall a) kontinuerlig hemodialys Fore dos
b) sarskilt svarvarderade fall
. . alternativt vid AUC-
inom neonatalvarden
bestamning; fore dos
(O)och1,2,4
timmar efter dos
Itrakonazol Rutinmassigt - Fore dos
Vorikonazol Bor alltid 6vervagas, | a) terapisvikt Fore dos

Tabell 1 fortsatter pa néasta sida.
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Fortsattning Tabell 1

Antimykotiskt Koncentrations- Sarskilda Provtagning
likemedel bestamning analysindikationer (plasmarér)
Posakonazol Pa specificerad a) misstankt Fore dos
indikation genombrottsinfektion under
profylax

b) terapisvikt under aktiv
behandling

c) lakemedelsinteraktioner
som foérvantas paverka
koncentrationen av
posakonazol

d) fetma

e) profylaxbehandling med
oral suspension

Isavukonazol | undantagsfall a) terapisvikt Fore dos
b) lakemedelsinteraktioner
som foérvantas paverka
koncentrationen av
isavukonazol

c) Off-label anvandning pa
bristfalligt studerade
patientopulationer

Trimetoprim- Pa specificerad a) utelsuta ackumulering vid | a) Fére dos
sulfametoxazol indikation hégdosbehandling och b) Efter ny dos
nedsatt njurfunktion
b) terapisvikt

Echinocandiner Nej - _
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