304 SAMJ VOL. 79 16 MAR 1991

Vinnige identifikasiemetodes van giste

tydens fungemie

L. BADENHORST, P.L.BOTHA, M.N.JANSE VAN RENSBURG

Summary

A wet preparation method, modified serum test and a modified
disc diffusion method were evaluated in order to identify
yeasts more rapidly during fungaemia. A total of 2932 blood
cultures were processed, of which 54 (1,8%) yielded yeasts.

By using these methods, Candida albicans was identified
within 3 hours, after yeast growth in the blood culture was
confirmed by Gram stain. The wet preparation examinations
were accurate in 60% of cases and the serum test in 95% of
cases.

After growth was detected, yeast species other than C.
albicans were identified within 24 hours using the modified
disc diffusion method. C. albicans (50%), C. tropicalis (22%)
and C. parapsilosis (22%) were the species most frequently
isolated. Fungaemia occurred most often after antimicrobial
therapy and abdominal conditions.

S Afr Med J 1991; 79: 304-306.

Van die meer as 600 gisspesies is 25 spesies al as menspatogene
uitgeken.! Candida albicans, die mees algemene opportum'stiese
gispatogeen, kom i m 20 40% van asimptomatiese persone as
normale flora voor.”

Die voorkoms van patogene giste het geweldig toegeneem,
veral as gevolg van: () toename in gebruik van breé-spektrum
antimikrobemiddels (AMM); (z) verhoogde kortikosteroied-
gebruik; (z77) anti-tumor agense; (7v) langdurige verblyf in
intensiewe sorgeenhede; (v) gebruik van die kontraseptiewe
pil;*® en (i) verhoogde voorkoms van verworwe immuun-
gebreksindroom.?

Die graad van gisinfeksies wissel van minder ernstige lokale
aantasting (byvoorbeeld sproei) tot lewensbedreigende siste-
miese infeksies. Fungemie kom dikwels voor in immuunonder-
drukte pasiénte, pasiénte met inblywende intraveneuse, urien-
en ander Kkateters en kan tot endokardms, piélonefritis en
soortgelyke toestande aanleiding gee.”

Hoé mortaliteit word met fungemie geassosieer. Vroeg isolasie
en identifikasie van giste lei tot vroe€r behandeling en beter
prognose.® Verskeie identifikasiemetodes is ondersoek ten
opsigte van spoed en akkuraatheid. Die meeste identifikasie-
metodes van fungi, wat giste insluit, is la.ngdung, en gisidenti-
fikasie kan tans van 1 dag tot 6 weke duur.”

C. albicans is die enigste gisspesie wat binne 4 uur na
isolasie geidentifiseer kan word, met behulp van die serumtoets
van Reynolds en Braude. Die metode behels dat serum ligweg
met die geisoleerde gisspesie geinokuleer word. Die geinoku-
leerde serum word dan vir 2 - 4 uur by 37°C geinkubeer,
waarna die serum vir giste met ontwikkelde kiembuise onder-
soek word. Slegs C. albicans vorm onder hierdie toestande
kiembuise en indien giste met kiembuise waargeneem word,
word die gis as C. albicans gerapporteer.®

Aangesien vroeé identifikasie van giste in geval van fungemie
belangrik vir die prognose van die pasiént is, was die cogmerk
van hierdie studie om metodes te ondersoek waarvolgens giste
in gevalle van fungemie vinniger geidentifiseer kan word.

Materiaal en metodes

Oor ’n tydperk van 6 maande is 2932 opeenvolgende bloed-
kultuurmonsters ondersoek. Groei van mikroorganismes is
volgens die metode van Prevost en Bannister,!© met behulp
van die Bactec 460-sisteem in die bloedkultuurfles aangedui.

Wanneer daar aanduidings van groei in die bloedkultuurfles
was, is n Gramkleuring van die vloeistof uit die fles gemaak.
In gevalle waar giste op die Gramkleuring waargeneem is, is 'n
nat preparaat van die bloedkultuurmedium gemaak en mikro-
skopies ondersoek vir giste en is daar veral gelet of kiembuise
gevorm het al dan nie.

Ten einde ’n geskikte inokulumgrootte te verkry is die
serumtoets gedoen deur 1 ml serum direk met 0,5 ml van die
bloedkultuurmedium te inokuleer. Na 2!4 uur inkubasie by
37°C is die serum ondersoek. Giste met kiembuise is as
C. albicans gerapporteer.

Vir die finale identifikasie van alle geisoleerde giste is die
kleurskyfiediffusiemetode (SDM) van Sobczak,* soos gewysig
deur Skead en Neil,!! gebruik. Om identifikasie te bespoedig is
die metode verder aangepas deur in gevalle waar giste op die
Gramkleuring waargeneem is die groeibodem (Sabouraud) direk
met 0,5 ml bloedkultuurmedium te inokuleer.

In 7 gevalle is groei deur die Bactec 460 aangedui en geen
organismes is met die Gramkleuring waargeneem nie. In
hierdie gevalle is bloedagar met die groeimedium geinokuleer
en na inkubasie van 24 uur is daar gelet op die voorkoms van
giskolonies. Die giskolonies is dan verder deur middel van die
serumtoets en die SDM geidentifiseer. In al die gevalle is
C. albicans geisoleer.

Alle waarnemings word in Tabelle I - IV aangedui.
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TABEL 1. IDENTIFIKASIEMETODES VAN GEISOLEERDE GISTE
Kiembuisvorming

Identifikasie Aantal isolate Nat

volgens SDM (totaal = 47) preparaat Serumtoets

C. tropicalis 12 —_ -

C. parapsilosis 12 —_ -

C. albicans ; 1 - -

C. albicans 7 —_ +

C. albicans 12 + +

C. krusei 1 — —

C. glabrata 1 - —

Geotrichum candidum 1 —_ -
Bespreking

Tydens die studie is 2932 bloedkulture ondersoek. Hiervan
het 580 (20%) tekens van groei getoon. In 54 (1,8%) gevalle is
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TABEL Il. GISTE GEiISOLEER UIT BLOEDKULTURE

Gisspesie Aantal geisoleer % voorkoms
C. albicans 27 50
C. tropicalis 12 22
C. parapsilosis 12 22
C. krusei 1 2
C. glabrata 1 2
G. candidum X _ 2

Totaal 54 100

giste uit die bloed geisoleer en geidentifiseer volgens die
metodes aangedui. C. albicans is in 27 gevalle (20 waargeneem
met Gramkleuring en 7 nie met Gramkleuring waargeneem
nie) geisoleer. Dit verteenwoordig 50% van fungemieé wat
voorgekom het (Tabel II). In 87% van gevalle (47 uit 54) was
giste met die Gramkleuring waarneembaar. Alle giste wat

kiembuise in die nat preparaat gevorm het, is as C. albicans
gerapporteer en is met die SDM bevestig. Met die nat preparaat
ondersoekmetode is C. albicans dus in 60% van gevalle korrek
geidentifiseer (Tabelle I en III).

In 8 gevalle het C. albicans nie kiembuise in die nat preparaat
gevorm nie. Dit het daartoe gelei dat die nat preparaat in 40%
van gevalle vals-negatiewe waardes gelewer het. n Waarskyn-
likheid van 23% bestaan dus om C. albicans met dié metode as
’n kiembuis-negatiewe gisspesie te identifiseer (negatiewe
voorspellingswaarde van 77%) (Tabel III). Giste wat nie kiem-
buise vorm nie is in alle gevalle met die nat preparaat as
spesies anders as C. albicans onderskei en met die SDM
bevestig (spesifisiteit van 100%) (Tabel III).

Alle giste wat kiembuise in die serumtoets gevorm het is as
C. albicans gerapporteer en is met die SDM bevestig. In 95%
van gevalle is C. albicans met die serumtoets (binne 3 uur)
korrek geidentifiseer. In slegs 1 geval het kiembuise nie met
die serumtoets gevorm nie. Hierdie pasiént is vooraf vir 9
maande met die antifungusmiddels amfoterisien B en keto-

TABEL Ill. GEBEURLIKHEIDSTABELLE VAN NAT PREPARAAT EN SERUMTOETS

Skyfiediffusiemetode
C. albicans Ander Totaal
Kiembuise in nat preparaat
Teenwoordig 12 0 12
Afwesig 8 27 35
Totaal 20 27 47
Kiembuise in serumtoets
Teenwoordig 19 0 19
Afwesig 1 27 28
Totaal 20 27 a7
Vals Voorspellingswaarde
Sensitiwiteit Spesifisiteit (+) -) Positief Negatief
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Nat preparaat 60 100 0 40 100 77
Serumtoets 95 100 0 5 100 96

TABEL IV. PREDISPONERENDE TOESTAND VAN PASIENT, AMM TOEGEDIEN EN GISSPESIE GEISOLEER

Predisponerende Aantal Aantal op AMM
toestand pasiénte % voorkoms Geen Nou Breé Giste geisoleer
Buikoperasie 28 52 0 0 28 C. albicans (16)

C. tropicalis (9)

C. parapsilosis (3)
Pankreatitis 5 8 0 1 4 C. albicans (4)

C. glabrata (1)
Buiksepsis 2 4 1 0 1 C. albicans (2)
Septisemie 4 8 0 1 3 C. albicans (2)

C. parapsilosis (2)
Pneumonie 4 8 0 1 3 C. parapsilosis (3)

C. tropicalis (1)
Kwasijiorkor 3 6 0 0 3 C. albicans (2)

C. tropicalis (1)
Prematuur 5 8 2 0 3 C. parapsilosis (4)

X C. albicans (1)
Leukemie 1 2 0 0 1 C. tropicalis (1)
Rumatiekkoors 1 2 0 0 1 C. krusei(1)
Brandwonde 1 2 0 0 1 G. candidum (1)
Totaal 54 100 -3 3 a8
% AMM toegedien 6 6 88




306 SAMJ VOL 79 16 MAR 1991

konasool vir ’n sistemiese Hiszoplasma capsulatum-infeksie
behandel (Tabel I).

Die vooraf toediening van antifungusmiddels aan sommige
pasiénte kan ook verklaar waarom giste soms swak in die
bloedkultuurmedium gegroei het en dus nie op die Gram-
kleuring waargeneem is nie.

Dit is bekend dat C. rropicalis ook kiembuise na lang
inkubasieperiodes in serum vorm.!? Alle giste wat kiembuise
tydens die ondersoek in die nat preparaat en serumtoets
gevorm het, is egter as C. albicans bevestig. Spesies anders as
C. albicans (kiembuis-afwesige giste) is in alle gevalle met die
serumtoets korrek van C. albicans onderskei (spesifisiteit 100%)
(Tabelle I en III).

Die metodes lei dus daartoe dat sodra groei by n bloedkul-
tuur aangedui word (wat gewoonlik binne 1 - 2 dae na die
neem van die bloed is) en giste met Gramkleuring waargeneem
word, C. albicans feitlik dadelik met die voorgestelde prosedures
(deur kiembuise waar te neem in nat preparaat of met die
gewysigde serumtoets) geidentifiseer kan word. Die serumtoets
is meer akkuraat maar neem 3 uur langer.

In die gevalle van die kiembuis-afwesige giste (wat in 50%
van gevalle voorgekom het) het albei metodes (nat preparaat
en serumtoets) in geen geval vals resultate gelewer nie
(Tabel III). Hierdie metodes kan dus aangewend word as 'n
vinnige sifting om C. albicans van ander gisspesies te onderskei.
In gevalle waar dit bekend is dat antifungusmiddels aan
pasiénte toegedien word, moet in ag geneem word dat vals-
negatiewe resultate kan voorkom.

Vir die finale diagnose van die kiembuis-afwesige giste is die
gewysigde SDM gebruik. Giste is gewoonlik binne 24 uur met
dié metode geidentifiseer. In geval van ander laboratorium-
monsters (byvoorbeeld uriene, etter en ander) waar giste
voorkom, word C. albzcans as die etiologiese agens in ongeveer
80% van gevalle geisoleer.”® Tydens die studie was C. albicans
in slegs 50% van gevalle die oorsaak van die fungemie. Die hoé
voorkoms van C. rropicalis (22%) en C. parapsilosis (22%) is in
ooreenstemming met die bevindings van ander outeurs.*'*"
Dit is bekend dat hierdie giste, veral C. rropicalis, plastiese
kannules koloniseer as gevolg van hul vermoé om aan plastiek
te adsorbeer.

In 88% van gevalle van pasiénte met fungemie is breé-
spektrum AMM aan die pasiénte toegedien. Dit het moontlik

daartoe gelei dat giste in alle gevalle as die enigste organisme
uit die bloedkulture geisoleer is (Tabel IV). In die spys-
vertermgskanaal kom giste as deel van die normale flora
voor.>* Van die 54 pasiénte met fungemie het 35 (65%) met ’n
buiktoestand (buikoperasie, pankreatitis en ander) gepresenteer.
In 63% van hierdie gevalle is C. albicans geisoleer (Tabel IV).
In gevalle waar AMM gebruik word en buiktoestande voorkom
moet fungemieé dus as komplikasie in gedagte gehou word.
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toestemming om die gegewens te publiseer.
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