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Zasto su gljivicne infekcije u centru
paznje poslednjih decenija?

Znacajni stalni porast ucestalosti gljivicnih infekcija, a
posebno invazivnih fungalnih infekcija (IFI)

Porast broja visoko riziche (imunodeficijentne) populacije za
razvoj IFI

Sve veci znacaj non-C. albicans vrsta
Porast ucCestalosti infekcija izazvanih “retkim* vrstama gljiva
Porast ucCestalosti rezistentnih sojeva
Bolje terapijske mogucnosti (mnogo veci izbor antimikotika)




Incidencija Candida fungemija (na 10,000
hospitalizovanih pacijenata)
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Gljive izaziva €i invazivnih gljivi €nih infekcija kod osoba sa
transplantiranim solidnim organima i mati  ¢nim ¢elijama
hematopoeze

Cryptococcu
Aspergillus 4%

29% Endemic
fungi 3%

Candida Other molds PCP 2%
42% 14%

Pfaller M A et al. Clin Infect Dis. 2006:43:S3-S14




Intrahospitalne infekcije izazvan e
razli citim vrstama Candida

—8—C.parapsilosis

-8 C.krusei
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Porast rezistancije na flukonazol sojeva
Candida sp. izolovanih u jedinicama
Intenzivne nege
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Porast incidencije invazivne
aspergiloze kod primalaca maticnih
celija hematopoeze
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Promena u cestalosti non -Aspergillus plesni kod
primalaca mati ¢nih €elija hematopoeze

—4— Fusarium species
—— Zygomycetes
—&— Scedosporium species
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OSNOVNI PRINCIPI LABORATORIJSKE

DIJAGNOZE GLJIVI CNIH INFEKCIJA (GI)

STANDARDNE MIKOLOSKE
METODE DIJAGNOZE Gl
(KONVENCIONALNE METODE)

1. MIKROSKOPSKI PREGLED
BOLESNICKOG MATERIJALA

»  direkni mikroskopski preparat(DMP)
»  patohistologija (PH

IMUNOLOSKE METODE

1. DOKAZIVANJE ANTITELA
(A)

MOLEKULARNE
METODE
1. DOKAZIVANJE DNK (PCR)

. DOKAZIVANJE ANTIGENA
(A9)

2. 1IZOLACIJA GLJIVA IZ
BOLESNICKOG MATERIJALA
» mikoloSka kultura (MK)
“zlatni standard”

3. DOKAZIVANJE DRUGIH
BIOMARKERA

DOKAZANA Gl
VEROVATNA Gl



Invazivhe mikoze-dijagnosticki
problemi

podrazumeva karakterizaciju etioloskog
agensa | odredjivanje in vitro osetjivosti
Izolovanih sojeva gljiva na antimikotike

Osim Sto zahteva zna ¢ajno vreme (2-Bddanzail idliza) Kalliwssanpge  €esto
nije dovoljno osetljiv metod (  pozitivan samo u svega oko 50%
hemokultura kasnije potvrdjenin sistemskih mikoza u obdukciono m
materijalu)

Neophodno jge unaprediti posstgge €e i razviti nove
za dijagnozu IFI




Znacaj standardne mikoloskih
dijagnostickih postupaka

|zolacija gljiva iz klini  €kih uzoraka i njihova identifikacija
omogu ¢ava postavljanje
| terapijsku primenu antimikotika

|lzvodjenje | izbor optimalne terapije ( predvidljivost
Pfaller, Rex 2002)
In vitro ispitivanje efekata mogu ¢€ih

Prepoznavanje da se radi o (2 1 vise
uzro €nika) i izbor terapije na osnovu kompletnih rezulta  ta
antimikograma

Pracéenje toka infekcije pra ¢€enjem promena osetljivosti agensa

IN Vitro |

Razumevanje (eksperimentalne i studije sa
klini €kim sojevima in vitro)




Kako identifikujemo kvasnice ?

* Mikroskopske karakteristike
* Kulturalne (makroskopske)
karakteristike |Sef ‘5#

.




Kako identifikujemo kvasnice ?

 Formiranje
germinativnih tuba

v Terminalne

-» htamidospore

Artrospore
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e Drugi testovi




Kako identifikujemo kvasnice ?

* Biohemijska karakterizacija
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1 Vitek-2
API ID 32C

e Molekularne metode




Standardizacija antimikograma

e Standardizovani dilucioni metodi za kvasnice

- Americki nacioanini komitet za klini¢ke 1 laboratorijske
standarde (NCCLS) za ispitivanje osetljivosti rode
Candida (Approved Standard M27, 1997, M27-A2, 2002)

- Podkomitet za ispitivanje osetljivosti na antimikotike
Evropskog komiteta za ispitivanje osetljivosti na
antimikrobna sredstva AFST-EUCAST (Clin Microbiol
Infect 2003; 9:3359-61)




Kako Ispitujemo osetljivost kvasnica
na antimikotike?

+ CLSI (NCCLS) M27-A3 metod

— USA standard

e EUCAST document E-Def 7.1 metod
— Evropski standard

Zahteva ozbiljan rad na
Ispitivanju klini  ¢ke korelacije




Ispitivanje osetljivosti kvasnica na
antimikotike

KARAKTERISTIKE NCCLS M27 — A2
Metoda Makro 1 mikrodilucija
Veli¢ina inokuluma 0.5x103-2.5x103 CFU/ml
Hranljiva podloga RPMI 1640 (+ glutamin)
Pufer pH 7.0, 0.165 M MOPS
Temperatura inkubacije |35°C

Duzina inkubacije 48h(Candida)/2h

Nacin ocitavanja (Crypt)
bistro/ 80% redukcija




Bujon dilucioni metod antimikograma

suspenzija gljiva

100 pl

Bujon
+
05 02 om0 008 AM (ng/ml)

37T 24h
MIK:

najmanja ' '
koncentracija .

Cami

N

AM koja MIK = 0,25 ug/m

Inhibira
porast gljiva _ _ _
(bujon ostaje 37 24h MFK: presejavanjem svih
bistar) VA VA IERGIE!
Inhibiraju porast gljiva
€1 MFK MFK = 0,5 pg/ml




Kriterijumi za procenu ostljivosti in vitro
M27-A2

Antimikotik |S (osetljiv) ||/ DDS R (rezistent.)
MIK pg/mi

Amfoter B

Flucitozin

Flukonazol

Iltrakonazol




Koje metode antimikograma treba koristiti
u rutinskom radu za kvasnice ?

« Disk difuzija
— ne dobija se
vrednost MIC, vecC S,I,R
— Sscreening metod

e E-test
— MIC vrednost
— problematicha grnicna
vrednost
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Ispitivanje osetljivostCandidaspp disk
difuzionom metodom

KARAKTERISTIKE
Metoda

VeliCina inokuluma
Hranljiva podloga

Pufer

Temperatura inkubacije
Duzina inkubacije
Nacin oCitavanja

NCCLS M44 - P
Disk difuzioni

0.5 MacFarland (denzitometar)
Mueller-Hinton+0.2%glukoze

7.2-7.4
350C
24-48h(Candida)

precnik zone inhibicije rasta,
interpretacija vrSena u korelaciji sa

MIK vrednostima

Za sojeve rezistentne disk difuzionim metodom, ispitivanje dopuniti M27- A2




Odredjivanje MIC vrdnosti putem E-testa

! Rast gljiva

. |
AL O e |
MIC= zona inhibicije

3 " i i 1 III




Testovi za Ispitivanje osetljivosti
kvasnica in vitro

 Komercijalni testovi
Vitek-2
YeastOne
: R e
Fu ng IfaSt AmB 0.008-16 0 0.5,0.6 M6
Fungitest FUNGIT

Flu 0.125-256
Microbroth dilution breakpoint test.

Candida krusei
= +ve growth control
ru g I SFc=1 4-32 ug/ml
AmB = § <2 ug/ml
Micon = I 1-8 ug/ml
Keto= 8§ <0.5 ug/ml
Itra =S <0.5 ug/ml
Flu = SDD 16-32ug/m! [B@
-ve growth control i

.td [Dutec Diagnostics in Austrailia)

Sanofi Diagnostics Pasteur [Bio-Rad in Australia]

e Molekularne metode
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Antimikogram: Problemi (propusti)

—Poznavanje vrednosti MIC pomaze, alitggko standardizovati
metodologiju i interpretaciju MIC

—Korelacija in vitro 1 in vivo je mogta, ali treba da se bazira na
Inividualnim izolatima Korelacija u Sirem obimu treba da
bazira na velikom broju izolata, a za sada to nedostaje.

— U razumevanju dobijenih rezultata pomaze dosta kada se
uporedjuje ishod infekcije sa vrednostima MIC.

—Za sada nema pravila za korelaciju , tj. odsustvo korelacije In
| IN Vitro Rex. 2005




Candida albicans

o Osetljivost na azole moze da zavisi od HIV statusa
(profilakticke primene antimikotika)

FLU ITR VOR POS AMB 5FC CASP

C.albicans ++ ++ ++  ++ ++ S ot

C.albicans - + 4+ + ++ + ++
FLU-resistant

5% sojeva C. albicans ima
smanjenu osetljivost na
antimikotike




Candida parapsilosis

FLU ITR VOR POS AMB 5FC CASP
C.parapsilosis ++ AE AFeF +4 ++ -+

Smanjena osetljivost (manje od
1%) se vezuje za profilakti cku
primenu antimikotika




Candida glabrata

* OiCno smanjena osetljivost na flukonazol
e Zapaza se | slab odgovor na amfotericin B

FLU ITR VOR POS AMB 5FC CASP
C.glabrata +/- + + + + ++  ++

Rezistancija na
flukonazol kerece se 1 do 53%




Candida tropicalis

* Primoizolati su obicno osetljivi na flukonazol , ali
mogu brzo da razviju rezistanciju

FLU ITR VOR POS AMB 5FC CASP
C.tropicalis + ++ ++  ++ ot + L

Rezistancija na
5-fluorocitozin kre ¢e se i do 20%,
a na
flukonazol i do 46% sojeva




Candida krusel

« Uvek je rezistentna na flukonazol | smanjene
osetljivosti (Intermedijerna) na amfotericin B

FLU ITR VOR POS AMB G5FC CASP
C.krusel + + + + + ++




Antifungalna osetljivost Candida sp.

- Percen f strain ibl h agent®
Antifungal ercentage of strains susceptible to each agent

agent C. albicans  C. glabrata  C. parapsiolsis  C. tropicalis  C. krusel

Amphotericin B 100 o 99
Flucytosine 97 99 93
Fluconazole 99 96 99
ltraconazole 99 a9
Posaconazole 100
100 99 100
100 97 99 99
Micafungin 100 100 100 100

NOTE. All organisms are susceptible unless otherwise noted. Data are from [26, 29, 44, 95-99].

@ Susceptibility is defined as an MIC of <8 ug/mL for fluconazole, <4 ug/mL for flucytosine, or <1
ng/mL for all other agents.

b Intermediately susceptible.

¢ Intermediately resistant.

¢ Susceptible in a dose-dependent fashion.

Pfaller M A et al. Clin Infect Dis. 2006;43:S3-S14




Cryptococcus
neoformans

e Obicno se koristi kombinacija amfotericina B |
5-fluorocitozina u terapiji

FLU ITR VOR POS AMB 5FC CASP
Crypto.

neoformans + + ++ ++ ++ +/-




Kako identifikujemo plesni?

Aspergillus fumigatus
NajceSci uzrocCik aspergiloze
~90% sluCajeva




Kako identifikujemo plesni?

Morfologija (kultura) "ﬂ
Mikroskopski i "

Dodatni testovi

Molekularne metode




Standardizacija antimikograma
- plesni

o Standardizovani metod zspitivanje plesni -
bujon dilucioni(M- 38P)

o Standardizovamndifuzioni metods
- E-test(J Clin Microbiol 2000; 28:3359-91

- disk difuzioni metodApproved guidelinév-44 A.
National Committee for Clinical Laboratory Standard

2004)




Ispitivanje osetljivosti plesni na antimikotike

Karakteristike

Primenjuje se za

Inokulum ’
Tnokulum ‘
standardizacija
Test medium%
Metod
Temperatura

Trajanje inkubacije

Ocitavanje




In vitro osetljivost vrsta roda Aspergillus na
antimikotike

ITR VOR POS AMB 5FC CASP FLU
Asp. fumigatus ++ ++ ++ ++ +/- ++

Asp. niger ++

Asp. terreus ++

Asp. flavus ++




Unakrsna rezistencija sojeva A. fumigatus
kompleksa na azole

‘ | | | | | | I ..|I'=Z.L I k oy F l.'-

Mosquera & Denning.
Antimicrob Agents Chemother
2002; 46:556




Mucoraceae

Mucor

Rhizopus
Absidia
Rhizomucor




In vitro osetljivost plesni na antimikotike

ITR VOR POS

Asp. fumigatus ++ ++

Asp. niger ++ ++

Asp. terreus ++

Asp. flavus

Fusarium
Scedosporium

Mucoraceae

o

o

o

AMB 5FC CASP FLU

o

o

+/- ++

o

o

o




In vitro osetljivost klini  €kih izolata plesni
Non-Aspergillus molds (n = 76)
Aspergillus species (n = 372)

= B A. terreus (n=16)
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Pfaller M A et al. Clin Infect Dis. 2006:43:S3-S14




Osetljivost na an timikotike | rezistencija gljiva

Species

MIC range, mg/mL (no. of isolates)

ICZ

VCZ

PCZ

AMB

CAS,

minimal effective
concentration range

In mg/mL
(no. of isolates)

Aspergillus lentulus
Aspergillus ustus
Aspergillus terreus
Scedosporium apiospermum
Scedosporium prolificans
Fusarium solani
Paecilomyces lilacinus
Scopulariopsis brevicaulis
Zygomycetes
Trichosporon asahii
Geotrichum capitatum
Cladophialophora bantiana

0.5-1(8)
1t0>8 (10)
0.03-8 (63)
0.03-2 (30)
2 0 >32 (55)
=8 (15)

110>8 (3)
>8 (25)
0.03-32 (51)
0.03-8 (15)
0.03-0.5 (23)
<0.03 t0 0.25 (10)

1-2 (8)
4-8 (10)
0.25-4 (63)
<(.03 t0 0.5 (30)
0.5-8 (55)
1-4 (10)

0.2-1 (3)
>8 (25)
2-64 (51)
0.015-8 (15)
0.03-0.5 (23)
<0.03t0 1 (10)

NA
2 (1)
0.06-0.25 (8)
0.125-1 (13)
2 10 >8 (5h)
>8 (6)
0.12-05(3)
>8 (25)
0.06-2 (36)
0.12-1 (5)
NA
<0.03 to 0.06 (5)

1-2 (8)
0.25-8 (10)
0.12-16 (63)
0.5 t0 >16 (30)
1t0 >16 (55)
0.25-8 (15)

>8 (3)
8 t0 >16 (25)
0.03-2 (1)
0.5-16 (15)
0.06-0.25 (23)
0.25-0.5 (10)

2-16 (8)

2-8 (8)
0.06-0.5 (13)
0.25-4 (11)

4-8 (2)
>8 (29)

310>100 (5)
4 10 >16 (25)
>16 (15)

>16 (9)

0.5 (1)

2-8 (5)

NOTE. Data are compiled from [4-24]. AMB, amphotericin B; CAS, caspofungin; ICZ, itraconazole; NA, not available; PCZ, posaconazole; VCZ, voriconazole.

Kanafani Z A, Perfect J R Clin Infect Dis. 2008:46 :120-128




Basics of Antifungals

Range of Activity of Echinocandins

Highly Active Very Active Some Activity m

Candida spp. C. parapsilosis Blastomyces Zygomycetes
C. lusitaniae Coccidioides Cryptococcus

Aspergillus spp. Histoplasma Fusarium
Trichosporon

CANADIAN ANTIMICROBIAL
RESISTANCE ALLIANCE



In Vitro / In Vivo nastanak
rezistencije gljiva na antimikotike

Aspergillus terreus Amphotericin B Urodjena

Candida glabrata Azoli Urodjena ili
steene

Candida krusel Azoli Urodjena

Candida lusitaniae Amphotericin B Urodjena ili
ste&€ena

Histoplasma capsulatumFluconazole Steena

Has Antifungal Susceptibility Testing Come of Age?
Pfaller, Rex 2002




Multiple-triazoleresistant
aspergillosis

Verwel] PE, Mellado E, Melchers WJ
N Engl J Med. 2007 356 (14):1481-3.




Azoli: Voriconazole, Posaconazole, Itraconazole

Ergosterol

14-a-sterol demethylase

Lanosterol
A\ 4




Defincija rezistencije nazole

1. Azoli: rezistancijana jedan od njih (ITC
and VOR > 4ug/ml, POS > 2ug/ml)

2. Multi resistanija na azol: rezistentar na
najmanje dva ili vise lekova

3. Panazol rezistencijaako je rezistentan
na sve testirane azole

Denning, Verwelj, 2009




Unakrsna reistenga

e Unakrsna rezistencija izmedju azola izgleda
da postoji in vivo I in vitro | zavisi od
specifcnih mutacija n Cyp51A

 Uglavnom se odnosi na ITCiPOS

e Znatno redje se odnosi na ITC 1 VOR

Oakley 2000, Moore 2000




|zolaclja | karakterizacija flu konazol |
amfotericin B-rezistantnih sojevaCandida
albicansiz krvi dva pacijenta sa leukemijom

Fungaemija
Fluconazole profilaksa 400 mg/dan, 2 nedelje
Empirijske anfotericin B 0.5 mg/kg/cn

Fluconazole MICs >64 mg/l, bez podataka o prethodnoj
1zlozenosti leku

|solatl rezistantni na afatericin B

Nolte et al. Antimicrob Agents Chemother 1997, 146-199




Da li postoji veza izmedju razvoja
rezistencije 1 virulencije?

« Razvojni obliciC. albicangrazlikuju se u osetljivosti na azole
« Azoliinterferiraju sa elongacijom hifa.
Da li rezistentni oblici formiraju hife?

 Virulentni sojeviCandida albican su mnogo otporniji n
fagocitozu I intracelularnu digestiju, kao I sojevi rezistentni na

flukonazol
— Da li postoji promena u komplement/opsonin receptorima u
slu¢aju rezistencije

SanglardDrug Resistance Updates 1998; 1: 255-265




Umesto zakljdka

Jivi ¢ne infekcije predstavljaju globalni
ravstveni probelm
K0 smo daleko od pronalaska idealnog

antimikotika, potreban je stalni rad na
unapredjenju terapije, kao I stalno izmalazenje

postavljanje dijagnoze gljiviénih infekcija,
a time 1 mogutnosti za pravovremenu,
egzaktnu I uspesniju terapiju ovih infekcija.




Efekt azola na C. albicans

Pre izlaganja Posle izlaganja

Hvala na pazniji!




