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Prezentowany cykl prac naukowych obejmuje trzy $cisle ze sobg powigzane obszary
badawcze: badania mikrobiologiczne przeprowadzone u chorych z immunosupresja, badania
u zdrowych nosicieli oraz badania dotyczace osob zdrowych, u ktérych wystapity powiktania

po okreslonych zabiegach z naruszeniem ciaglto$ci skory.

1. Analiza interakcji mikrobiologicznej w praktyce klinicznej. Rodzaj wzajemnych
oddzialywan pomiedzy makroorganizmem w stanie immunosupresji farmakologicznej
a drobnoustrojami oportunistycznymi

1.1. Czynniki zalezne od makroorganizmu: biorcy narzadoéow

1.2. Grzyby jako patogeny oportunistyczne

1.2.1. Czynniki zalezne od patogenu oportunistyeznego: zjadliwosé grzybow
drozdzopodobnych

1.2.2. Aspekty kliniczne interakcji grzybow drezdzopodobnych a makroorganizmu w
immunosupresji

1.2.3. Czynniki zjadliwo$ci grzybéw drozdzopodobnych warunkujace zakaienia
inwazyjne

1.3. Interakeje pomi¢dzy wrazliwym makroorganizmem a oportunistycznym patogenem
bakteryjnym na przykladzie Acinetobacter baumannii

1.3.1. Badania problemu wielolekoopornosci na przykladzie 4. baumannii

1.3.2. Typowanie molekularne umozliwiajgce Sledzenie przeniesienia szczepow patogenéw
oportunistycznych w warunkach oddzialow szpitalnych

2. Interakcje pomi¢dzy patogenem o duzym potencjale zjadliwosci a makroorganizmem
bez czynnikéw ryzyka

2.1. Nosicielstwo Staphylococcus aureus w przedsionku nosa
2.1.1. Obecnos$¢ czynnikow zjadliwosci u 8. aureus pochodzacych z nosicielstwa
3. Interakcje pomi¢dzy immunokompetentnym makroorganizmem a jego mikrobiomem

3.1. Wplyw skladu normalnej flory skory na mozliwo$¢ wystapienia poéznych powiklan
po okreslonych zabiegach z naruszeniem ciaglo§ci skéry

3.2. Badanie zwigzku wystgpienia powiklan bakteryjnych zabiegéw z naruszeniem
ciaglo$ci skéry i wprowadzeniem ciala obcego z aktywnoS$cig zyciowg pacjentow,
wplywajaca na sklad ich mikrobiomu

3.3. Aspekty kliniczne przeprowadzonych badan

4. Praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw: czynniki ryzyka zaleine
od makroorganizmu — nowe uj¢cie problemu



Organizmy jednokomoérkowe sg wszechobecne: kazde srodowisko na Ziemi jest
zamieszkane przez wlasciwe sobie drobnoustroje. Zasiedlaja one kazdy wielokomérkowy
organizm. Liczba wszystkich komoérek drobnoustrojow, ktore wystepuja w organizmie ludzkim
lub na jego powierzchni, 10-krotnie przewyzsza liczbe komodrek gospodarza, podczas gdy
liczba genéw drobnoustrojow jest 100-krotnie wigksza od liczby genéw ludzkich.
Zrbéznicowana spolecznosé mikroorganizméw okreslana jako mikrobiota sktada si¢ z duzej
liczby gatunkéw archeondw, bakterii, grzybdéw oraz wiruséw. W ciagu ostatnich 10 lat
niejednokrotnie udowodniono, ze mikrobiota/mikrobiom cztowieka (wezesniejsze okreslenie:
flora fizjologiczna) jest bardzo istotnym czynnikiem wplywajacym zaréwno na utrzymanie
stanu zdrowia, jak i na wystepowanie i rozwoj réznych chor6b. Nalezy jednak w tym przypadku
uwzgledniaé fakt, ze wérdd tych schorzen znajdujg si¢ rowniez choroby o niezakaznej etiologii.
Wyniki duzej liczby badan wskazuja na bezposredni zwigzek zaburzonego skiadu flory
jelitowej z wystepowaniem otylosci, cukrzycy, astmy, atopowego zapalenia skory, tuszezycy,
nowotworéw  przewodu pokarmowego, choréb ukladu krgzenia. Symbiotyczne
mikroorganizmy poprzez swoj istotny udzial w endogennej przemianie tryptofanu ksztaltuja

odpowiedz immunologiczng oraz stan psychiczny gospodarza.

Makroorganizm i jego mikrobiom koegzystuja w skomplikowanych wzajemnych relacjach.
Charakter tej interakcji jest uzalezniony od wspolwystepowania dwoch grup czynnikow:
zaleznych od gospodarza oraz zaleznych od mikroorganizméw. Do czynnikow zaleznych od
gospodarza nalezg przede wszystkim stan odpornosci naturalnej i odpowiedzi immunologicznej
oraz barierowa funkcja skory i1 blon §luzowych. Czynniki zalezne od mikroorganizmu to
szeroko pojete czynniki zjadliwosci drobnoustroju. Czgsto mikroorganizmy patogenne,
o duzym potencjale zjadliwosci, przy prawidlowo dziatajacym uktadzie odpornos$ciowym
gospodarza i braku dodatkowych czynnikéw ryzyka, wystepuja jako drobnoustroje
kolonizujgce, nie powodujac zakazenia (np. Neisseria meningitidis lub Staphylococcus aureus);
i odwrotnie, mikroorganizmy typowo symbiotyczne, niepatogenne w okreslonych warunkach
mogg powodowaé ciezkie postacie zakazen. Przykladem moga byé: Staphylococcus
epidermidis jako czynnik etiologiczny zakazenia miejsca operowanego w zabiegach
z wszczepieniem ciata obcego lub Candida parapsilosis jako czynnik etiologiczny kandydozy

ukladowej z punktem wyjscia z centralnej linii naczyniowej u chorego z neutropenia.



1. Analiza interakcji mikrobiologicznej w praktyce klinicznej. Rodzaj wzajemnych
oddzialywan pomi¢dzy makroorganizmem w stanie immunosupresji farmakologicznej
a drobnoustrojami oportunistycznymi

1.1. Czynniki zalezne od makroorganizmu: biorcy narzaddéw

Rozdzial ,,Handling of Fungal Infections in Patients with Chronic Immunosuppression Post
Renal Transplant” w podreczniku ,,After the Kidney Transplant — the Patients and Their
Allograft” (IN1) powstal w wyniku wspolpracy migdzynarodowej. W obszarze transplantologii
klinicznej badania Zespolu Mikrobiologicznego koordynowat prof. Piotr Fiedor z Instytutu
Transplantologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Uzyskane wyniki zostaly
przedstawione w formie publikacji naukowej we wspdtpracy z Einstein Medical Center
Philadelphia pod kierunkiem prof. Jorge Ortiza, ktéry jednoczesnie jest Redaktorem
naukowym podrecznika. Wyniki te sg efektem realizacji projektu naukowo-badawczego Grant
3G8 ,,Opracowanie strategii diagnostycznej pozwalajgcej na zapobieganie i wezesne wykrycie
grzybicy uogélnionej u biorcéw narzgdéw unaczynionych w oparciu o ocene czynnikoéw ryzyka
oraz istotnych w patogenezie cech wirulencji grzybow” pod kierownictwem dr hab. n. med.

Ewy Swobody-Kope¢, ktorego bytam jednym z gléwnych wykonawcow.

Powyzsza publikacja cyklu przedstawia sposob interakcji makroorganizmu o licznych
czynnikach ryzyka i znacznie uposledzonej funkcji uktadu immunologicznego z grzybami,
drobnoustrojami typowo oportunistycznymi, symbiontami niepowodujacymi zakazenia w
warunkach braku dodatkowych obcigzen. Przewlekle leczenie immunosupresyjne
zapobiegajace odrzucaniu przeszczepu hamuje odpowiedz typu komérkowego i jednoczesnie
znaczaco  zwicksza  podatno§¢ na  zakazenia,  szczegOlnie  drobnoustrojami
wewngtrzkomérkowymi, do ktorych naleza grzyby. Liczne dodatkowe czynniki ryzyka w tej
grupie chorych wynikaja z choroby podstawowej, ktéra doprowadzila do schylkowej

niewydolnosci nerek, oraz przebytego skomplikowanego zabiegu operacyjnego.

Efektem wieloletnich obserwacji grupy 1301 biorcéw nerki ze zwlok 1/lub od dawcy
rodzinnego bylo opracowanie schematu postepowania diagnostycznego zmierzajacego do
rozpoznania zakazenia grzybiczego we wlasciwym czasie, ktory jest krytycznym warunkiem
skutecznosci leczenia antymikotycznego. Jednoczesnie zostala przedstawiona szczegélowa

analiza czynnikéw zaleznych od biorcy w réznych okresach po przeszczepieniu.

Zdefiniowano czynniki ryzyka zakazenia grzybiczego, sposrdd ktérych stwierdzenie dwoch

zobowigzuje do wdrozenia aktywnego monitoringu biorcy.



We wezesnym okresie potransplantacyjnym (kilka dni po zabiegu) bardzo istotne sg czynniki,

ktérych obecno$é zostata stwierdzona przed zabiegiem przeszczepienia:

»
»

\4

>

kolonizacja skory i blon §luzowych przez grzyby drozdzopodobne lub plesniowe
indukcja immunosupresji czynnikami biologicznymi u pacjentéw wysoce
immunizowanych

terapia antybiotykami szerokiego spektrum z powodu zakazen bakteryjnych
przetoczenia krwi

szczegdlnie  zagrazajaca mozliwo$¢  transmisji  dawca—biorca  czynnika
kolonizujacego lub powodujgcego zakazenie grzybicze u dawcy, zwlaszcza
zmarlego. W celu wykluczenia takiego czynnika ryzyka niezbe¢dne jest wykonanie
posiewdw krwi i moczu dawey w kierunku grzybow

zanieczyszczenie grzybami plynu prezerwacyjnego.

Czynniki ryzyka wystgpujgce we wezesnym okresie (do miesigca):

>

Y V.V V¥V V V

>

kolonizacja skéry lub blon §luzowych szczepami grzyboéw drozdzopodobnych
infekcje bakteryjne

kolejny zabieg przeszczepienia nerki

ostra niewydolnos¢ nerki przeszczepionej

reoperacje z powodu wezesnych powiklan pooperacyjnych

przedhuzony czas zabiegu przeszczepienia

terapia ostrego odrzucania przeszczepu wysokimi dawkami sterydéow lub
czynnikami biologicznymi

podwyzszone poziomy lekéw podstawowego schematu immunosupresji.

Czynniki ryzyka w posrednim okresie (od 1 do 6 miesigcy):

>
>

>
>
>

kolonizacja skory lub bton §luzowych szczepami grzybéw drozdzopodobnych
terapia ostrego odrzucania przeszczepu wysokimi dawkami sterydow lub
czynnikami biologicznymi

zakazenie lub reaktywacja zakazen wirusami immunomodulujgcymi: CMV, HHV,
EBV

leukopenia, hipogammaglobulinemia

nawracajace zakazenia bakteryjne

dhugotrwatla antybiotykoterapia.

Czynniki ryzyka w péznym okresie potransplantacyjnym (ponad 6 miesiecy):

»

kolonizacja skéry lub bton sluzowych szczepami grzybow drozdzopodobnych



» terapia ostrego odrzucania przeszczepu wysokimi dawkami sterydéw lub
czynnikami biologicznymi

zakazenie wirusami immunomodulujacymi: CMV, HHV, EBV

leukopenia, hipogammaglobulinemia

nawracajace zakazenia bakteryjne

dhlugotrwala antybiotykoterapia

Y V. ¥V V VY

przewlekta nefropatia nerki przeszczepionej

» terapia chordb nowotworowych.
1.2. Grzyby jako patogeny oportunistyczne
Przykladem interakcji pomiedzy makroorganizmem w immunosupresji a patogenem
oportunistycznym sg ci¢zkie, trudne do leczenia, czasami $miertelne zakazenia wystepujace u
biorcow nerki powodowane przez grzyba drozdzopodobnego nalezacego do gatunku
Trichosporon asahii. U 0séb immunokompetentnych drobnoustrdj ten nie powoduje zakazeh
inwazyjnych. Rodzaj interakcji w tym przypadku moze polegaé¢ na kolonizacji skéry lub
wywotywaniu piedry bialej — zmian wystepujacych wylacznie na wiosach, ktére dotycza
mieszkancéw réwnikowej strefy klimatycznej.
W swojej pracy ,,Trichosporon asahii as a prospective pathogen in solid organ transplant
recipients” (P2) analizowatam czgstos¢ wystepowania tego gatunku u biorcow nerek, watroby
oraz chorych po zabiegach jednoczesnego przeszczepienia nerek i trzustki. Obserwacje byly
prowadzone przez 3 lata w Instytucie Transplantologii w Warszawie. T. asahii zostat
wyizolowany w 26 probkach pobranych od 18 biorcéw i 1 dawcy sposrod 475 pobranych od
263 biorcoOw narzadéw oraz 26 dawcow. To stanowito 6% wszystkich dodatnich w kierunku
grzybdéw prébek pobranych od biorcoéw narzgdow.
Standardowy protok6l immunosupresji skladal si¢ ze stosowania kortykosteroidow,
inhibitoréw kalcyneuryny: cyklosporyny A i takrolimusu, lub leku antyproliferacyjnego
— mykofenolanu mofetylu. Wigkszos¢ przypadkdéw wyhodowan byla zwigzana z bezobjawowg
kolonizacja ukladu moczowego. W dwdch przypadkach dodatnie posiewy wigzaly sie
z zakazeniami objawowymi u biorcow nerki: zapaleniem najadrza oraz urosepsa. Oporno$¢ na
leki przeciwgrzybicze czgsto wystepujaca u 7. asahii stanowi powazne zagrozenie. Sposrod 18
wyizolowanych szczepéw 11 bylo opornych na flukonazol, 4 na itrakonazol, a 3 na
amfoterycyne B (P2). Badanie profilu lekowrazliwosci grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju
Candida na antymikotyki stanowilo temat pracy: Gotas M, Sikora M, Piskorska K, Sulik-
-Tyszka B, Netsvyetayeva I, Swoboda-Kope¢ E. Trends in antifungal susceptibility
of Candida species — one year observation. Polish Journal of Microbiology. 2014;63(2):217-
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-222 (P7). Wyniki otrzymano w trakcie opracowywania pracy magisterskiej Marleny Golas,
ktorej bylam opiekunem.

W swojej pracy ,,Poréwnanie gatunkéw grzybow drozdzopodobnych wyhodowanych z moczu
pacjentow po zabiegach przeszczepienia narzadoéw migzszowych z gatunkami wyhodowanymi
z moczu pacjentdow internistycznych” (P11) wykazatlam réznice w spektrum grzybow
drozdzopodobnych, ktére powodujg zakazenia lub kolonizujg uktad moczowy biorcéw nerki
i tych wyhodowanych u 0séb leczonych z powodu chorob internistycznych. W grupie biorcéw
T. asahii stanowi trzeci co do czestosci gatunek drozdzakow po C. glabrata i C. albicans. Nie
zostal on natomiast stwierdzony wsrdéd chorych internistycznych. W tej grupie dominuje

C. albicans, a C. glabrata znajduje si¢ na drugim miejscu.

1.2.1. Czynniki zalezne od patogenu oportunistycznego: zjadliwo§é grzybow
drozdzopodobnych

Do najwazniejszych czynnikéw wirulencji grzybdw drozdzopodobnych nalezy zdolnosé
tworzenia biofilmu na powierzchniach sztucznych 1 tkankach biologicznych, co jest
uwarunkowane obecno$cig adhezyn, zjawiskiem phenotypic switching 1 zdolnoscig
wytwarzania pseudostrzepkéw oraz produkeja réznego rodzaju enzymow.

W warunkach prawidlowo dzialajacego uktadu immunologicznego oraz w poczatkowym
stadium zakazenia u chorych w immunosupresji interakcja pomiedzy makro-
a mikroorganizmem polega na kolonizacji przez grzyba skéry i blon sluzowych gospodarza
oraz powierzchni ciat obeych (cewnikow, drendw, implantéw, linii naczyniowych). Komorki
grzybow ulegaja adhezji, a nastepnie namnazaja si¢, tworzac linearna kolonig, ktéra
powszechnie jest nazywana biofilmem (ang. film — warstwa) — blona biologiczna oznacza
zorganizowang populacje drobnoustrojéw osadzona w wytworzonej przez nie macierzy,
wystepujgca na powierzchniach zywych tkanek makroorganizmu lub na powierzchniach
sztucznych. Komorki mikroorganizméw tworzace biofilm sg zawieszone w matrycy
utworzonej z biopolimeréw i wody. Jest to warstwowy, zozony strukturalnie i funkcjonalnie
system cechujacy si¢ duzag dynamikg, w ktérym poszczegolne elementy spetniaja rézne funkcje,
pozostajac we wzajemnych relacjach i1 zaleznosciach, oraz przekazuja sobie informacje.
Drobnoustroje wchodzace w sklad biofilmu wykazuja zasadniczo inne wlasciwosei niz
komorki planktoniczne.

Wystepowanie biofilmu na powierzchni tkanek zywych jest bardzo ciekawym i do tej pory nie
do kofica poznanym sposobem interakcji pomigdzy makro- a mikroorganizmem. Tworzac

biofilm, drobnoustroje — zaréwno grzyby, jak i bakterie — kolonizujg tkanki, najczgsciej btony
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sluzowe 1 uszkodzong skore gospodarza. Kolonizacja blony §luzowej dolnego odcinka uktadu
moczowego jest czestym zjawiskiem obserwowanym w warunkach uposledzonego odplywu
moczu, ktory moze byé spowodowany przerostem prostaty, kamica nerkowa, przeszczepieniem
nerki, obecnoscig cewnika, pecherzem neurogennym, cigza. Biofilm wielobakteryjny lub
bakteryjno-drozdzakowy na powierzchni ran przewlektych i odlezyn uniemozliwia prawidlowy
proces gojenia.

Dalszy przebieg interakcji jest zalezny od stanu immunologicznego makroorganizmu.
Antygeny grzybow nalezacych do rodzaju Candida bytujace w postaci biofilmu indukuja
odpowiedz immunologiczng makroorganizmu polegajacg na stymulacji wytwarzania IL-2,
IL--17 oraz IFN-y. Uniemozliwia to inwazj¢ 1 przejscie kolonizacji w stadium zakazenia.
Podatno$¢ na inwazyjne zakazenia drozdzakowe wystepujaca u chorych w  stanie
immunosupresji jest zatem uwarunkowana brakiem odpowiedniej reakcji ze strony Thl na

stymulacje antygenowa.

1.2.2. Aspekty kliniczne interakcji grzybow drezdzopodobnych a makroorganizmu w
immunosupresji

Biofilm drozdzakowy wystepujacy na skorze i blonach $luzowych jest najczestsza forma
interakcji pomigdzy makro- a mikroorganizmem (P17) i przejawem Kkolonizacji, ktéra
w wigkszosci przypadkow nie wymaga leczenia. Jednak ryzyko inwazji grzybéw w glab tkanek
0s0b w stanie immunosupres;ji jest bardzo duze. Aktywny monitoring biorcow z dodatkowymi
czynnikami ryzyka zakazenia grzybiczego oraz schematy diagnostyczne pozwalajgce
réznicowac kolonizacje z zakazeniem sg niezbednymi elementami opieki potransplantacyjne;j.
W pracy ,,Handling of Fungal Infections in Patients with Chronic Immunosuppression Post
Renal Transplant” (IN1) zostala opracowana strategia postgpowania zmierzajacego do
szybkiego rozpoznania grzybicy ukladowej w przypadku podejrzenia jej wystepowania.
Postepowanie diagnostyczne powinno si¢ opieraé na wszystkich dostepnych metodach badania:
klinicznych, radiologicznych, histologicznych, metodach klasycznej  diagnostyki
mikrobiologicznej, serologicznych, enzymatycznych oraz metodach biologii molekularne;j.
Nalezy jednak podkresli¢, ze kazda z wymienionych metod diagnostycznych obarczona jest
znaczacymi ograniczeniami. Decyzja o niezbgdnosci wdrozenia terapii przeciwgrzybiczej
powinna si¢ opiera¢ na interpretacji wynikdéw co najmniej kilku badan.

Podstawowym, niezbednym elementem diagnostycznym pozostaje hodowla czynnika
etiologicznego z naturalnie jalowych, aseptycznie pobranych materialow: krwi i innych pltynéw

ustrojowych, materialéw biopsyjnych, materialéw uzyskanych z dolnych drég oddechowych.



Mikrobiologiczne kryteria rozpoznania grzybic uogdlnionych obejmuja:

>
>

dodatnie wyniki posiewow z krwi i innych fizjologicznie jatowych jam ciala
stwierdzenie obecnos$ci grzybni w preparacie bezposrednim wykonanym z badanego
materialu

identyfikacje antygenow krgzacych metodami serologicznymi

identyfikacje materialu genetycznego grzyba w probkach klinicznych pochodzacych
z miejsc naturalnie jalowych

identyfikacje swoistych przeciwcial (ograniczone zastosowanie, watpliwa wartos¢)
stwierdzenie obecnosci charakterystycznych enzyméw grzybéw w moczu lub w innych
ptynach ustrojowych

stwierdzenie obecno$ci morfologicznych fragmentéw grzyba w tkankach pobranych

metoda biopsji.

Roznicowanie kolonizacji z zakazeniem:

>

Roéwnoczesne wyhodowanie szezepu tego samego gatunku z réznych miejsc pobrania
(co najmniej trzech)

Wielokrotne wyhodowanie szczepu tego samego gatunku z jednego miejsca pobrania
Rownoczesne wystepowanie grzybiczych antygenow krazacych w surowicy lub
w innych naturalnie jalowych plynach ustrojowych

Znamienny (co najmniej 4-krotny) wzrost miana przeciwcial w surowicy
Wystepowanie enzyméw hydrolitycznych charakterystycznych dla danego gatunku
w plynach ustrojowych (IN1).

Algorytm stosowania poszczegdlnych metod diagnostyki mikologicznej pozwalajacy na

odroznienie kolonizacji od zakazenia zostal przedstawiony w pracy ,,Algorithm of Clinical

Protocol Lowering the Risk of Systemic Mycosis Infections in Allografts Recipients™ (P1).

Aspektom klinicznym diagnostyki zakazen grzybami plesniowymi nalezacymi do rodzaju

Aspergillus byly poswiecone badania, ktorych wyniki prezentuja prace: Swoboda-Kope¢ E,
Gotas M, Piskorska K, Dabkowska M, Niecwietajewa I, Paczek L, Sikora M. Aspergillus

galactomannan detection in comparison to a real-time PCR assay in serum samples from a high-

-risk group of patients. Cent Eur J Immuno. 2015;40(4):454-460 (P8) oraz Swoboda-Kope¢ E,

Sikora M, Piskorska K, Golas M, Netsvyetayeva I, Przybylowska D, Mierzwinska-Nastalska
E. Diagnosis of Invasive Pulmonary Aspergillosis. Adv Exp Med Biol. 2017;944:27-33 (P9).

10



1.2.3. Czynniki zjadliwosei grzybéw drozdzopodobnych warunkujace zakazenia

inwazyjne

Do czynnikéw wirulencji umozliwiajacych inwazje drozdzakéw w glab  tkanek
makroorganizmu nalezg roznego rodzaju enzymy. Fosfolipazy i lipazy charakteryzujg sie
zroznicowanym profilem substratowym i sa odpowiedzialne za hydrolize fosfolipidow, co
sprzyja wniknieciu drobnoustrojow do komoérek nablonkowych. Rézne rodziny proteaz sa
uznawane za podstawowe enzymy determinujace zjadliwos¢ drozdzakéw z rodzaju Candida.
Proteinaza asparaginowa (SAP) jest enzymem polipeptydowym powodujacym hydrolize
wigzan peptydowych biatek gospodarza, w tym bialek zaangazowanych w procesy odpowiedzi
na zakazenie grzybicze. Proteazy yapsynowe (YPS) wystepujace przede wszystkim
u C. glabrata oraz innych gatunkéw umozliwiaja grzybom przezycie wewnatrz makrofagow
i uwalnianie si¢ z nich. Wewnatrz komorek nablonkowych drozdzaki ulegajg namnozeniu, co

w efekcie prowadzi do zniszczenia komdrek makroorganizmu i dalszej inwazji grzybicze;.

Wykrywanie gendéw kodujacych proteazy YPS, gléwnych czynnikéw zjadliwosci grzybow
drozdzopodobnych nalezacych do gatunku C. glabrata, bylo przedmiotem badan w pracy
~Candida nivariensis in comparison to different phenotypes of Candida glabrata” (IN2).
Stanowita ona rozwini¢cie tematu mojej rozprawy doktorskiej, ktéra dotyczyla okreslenia cech
zjadliwosci i opornosci charakterystycznych dla réznych fenotypéw gatunku Candida

parapsilosis (P12, P14).

Gléwnym celem pracy ,,Candida nivariensis in comparison to different phenotypes of Candida
gldbrata” (IN2) byto okreslenie cech charakterystycznych dla réznych form fenotypowych,
zjawiska phenotypic switching wystgpujacego w obrebie gatunku C. glabrata oraz oszacowanie
czestosci wystepowania nowych gatunkéw Candida nivariensis 1 Candida bracarensis
nalezacych do kompleksu C. glabrata. Ponadto podjgtam probe oceny réznic ich zjadliwosci

na podstawie wykrywania genéw kodujacych proteazy yapsynowe.

Material do badan stanowity 224 kliniczne szczepy C. glabrata wyhodowane z materialoéw
pobranych od chorych hospitalizowanych w Szpitalu Klinicznym Dzieciatka Jezus w latach
2010 — 2012. W celu okreslenia fenotypu kolonii zidentyfikowane szczepy hodowano na
podlozu CHROMagar Candida. Potwierdzenie przynaleznos$ci wyhodowanych szczepow do
gatunku zostalo przeprowadzone metoda klasycznej techniki PCR i polegato na detekcji genu
CGLI (region ITS — internal transcribed spacer) charakterystycznego dla gatunku C. glabrata.

Szczepy o niepotwierdzonej przynaleznosci do gatunku C. glabrata zostaly poddane
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sekwencjonowaniu przy uzyciu starterow specyficznych dla gatunkéow C. nivariensis
i C. bracarensis. Wyniki sekwencjonowania analizowane byly w programie BLAST

(blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Detekcja gendéw kodujacych YPS2, YPS4, YPS6 zostala przeprowadzona metodg klasyczne;j
PCR ze starterami specyficznymi dla ich gendéw kodujacych.

Otrzymane wyniki byly nastepujace:

1. W grupie 224 szczepdw, ktérych identyfikacja do gatunku C. glabrata zostala
przeprowadzona przy uzyciu testow asymilacyjnych, stwierdzono fenotypy: biaty (W) — 33

szczepy, jasnordézowy (LP) — 152 szezepy, ciemnordézowy (DP) — 39 szczepow.

2. Analiza genotypowa wykazata obecnosé 13 z 224 szczepoéw nieposiadajgcych genu CGLI

(przynalezno$é do gatunku C. glabrata nie zostata potwierdzona genetycznie).

3. Wszystkie 13 szczepdw, ktérych przynaleznosé do gatunku C. glabrata nie zostala

potwierdzona genetycznie, prezentowato fenotyp bialy (W).

4. Wyniki przeprowadzonego sekwencjonowania wszystkich 13 szczepéw po analizie

w programie BLAST wykazaty 99% homologii do gatunku C. nivariensis.
5. Nie wykryto szczepdéw wykazujacych homologie do gatunku C. bracarensis.

6. 70% szczepoOw nalezacych do gatunku C. glabrata charakteryzowalo si¢ obecnoscig trzech
wybranych do badania gendéw proteaz yapsynowych: YPS2 + YPS4 + YPS6; 15% — YPS2 +
YPS6; 7% — YPS4 + YPS6; 6% — YPS2 + YPS4; obecnodcig tylko jednego z trzech genow —
YPS6 charakteryzowato si¢ 2% badanych szczepdw o potwierdzonej przynaleznosci do

gatunku C. glabrata.

7. Szczepy nalezace do gatunku C. nivariensis stanowilty 6% sposrod ogoélnej liczby klinicznych
szczepoOw nalezgcych do gatunku C. glabrata zidentyfikowanych metodami klasycznej

diagnostyki mykologicznej.

8. W grupie 13 szczepdw zidentyfikowanych jako C. nivariensis 77% (10 izolatdéw) nie
posiadalo gendéw z rodziny proteaz yapsynowych. Jeden szczep (7%) posiadat gen YPS4, dwa
szczepy (14%) posiadaly jednoczesnie dwa geny: 1 — YPS2 + YPS6 oraz 1 — YPS2 + YPS4.

Sformulowano nastepujace wnioski:
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1. Fenotypem C. glabrata, ktory najczesciej wystgpowal w grupie badanej, byt fenotyp LP
(jasnorézowy), ktéry wykazywal obecnos¢ wszystkich trzech gendéw proteaz yapsynowych, co

moze $wiadczy¢ o jego najwickszym potencjale zjadliwosci.
2. Wszystkie szczepy zidentyfikowane jako C. nivariensis prezentowaly fenotyp biaty.

3. Szczepy zidentyfikowane jako C. nivariensis wykazywaly znacznie rzadsze wystepowanie
genow kodujacych enzymy z rodziny YPS w poréwnaniu z C. glabrata, co moze $wiadezy¢ o

ich mniejszym potencjale zjadliwosci w porownaniu ze szczepami C. glabrata.

Préba scharakteryzowania réznych fenotypéw w obrebie gatunku C. glabrata poskutkowata
izolacja i identyfikacja ,,nowego” woéwczas gatunku C. nivariensis wystepujacego jako jeden
z genogatunkéw w obrebie ,starego” gatunku C. glabrata. Byto to pierwsze doniesienie na ten

temat pochodzace z Polski (IN2).

Diagnostyczne aspekty wykrywania nowego gatunku C. nivariensis zostaly opublikowane
w pracy ,,Réznicowanie gatunkow w kompleksie Candida glabrata. Candida nivariensis

—nowy potencjalny patogen?” (P16).

W pracy ,,Differences in proteolytic activity and gene profiles of fungal strains isolated from
the total parenteral nutrition patients” (P3) zostaly opublikowane wyniki badan okreslajace
czynniki zjadliwosci grzyboéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida wystgpujace w grupie
chorych zywionych pozajelitowo. Chorzy otrzymujacy catkowite zywienie pozajelitowe naleza
do grupy zwickszonego ryzyka kolonizacji i/lub zakazen o etiologii grzybiczej. W tej grupie
zaobserwowano dominacj¢ gatunku C. glabrata, w odréznieniu od grupy biorcéw narzadow
migzszowych, w ktorej dominujg C. albicans (IN1). C. glabrata jest gatunkiem o naturalnej
obnizonej wrazliwosci na flukonazol, antymikotyk pierwszego rzutu najczesciej stosowany
zarOwno w lecznictwie otwartym, jak i zamknietym. Dominacja tego gatunku moze by¢
zwigzana z presja selekcyjng w konsekwencji rutynowo stosowanej u chorych z catkowitym
zywieniem pozajelitowym medyczne] profilaktyki przeciwgrzybiczej. Jest to uzasadnione
postepowanie ze wzgledu na to, Ze jest to grupa chorych szczegélnie narazona na fungemie
odcewnikowe, zakazenia obarczone wysoka $miertelnosciag. W wyniku przeprowadzonej
analizy obecno$ci poszczegdlnych enzymow z rodziny SAP u C. albicans i YPS u C. glabrata
stwierdzono jednoznaczng korelacje pomiedzy liczbg gendw kodujgcych poszezegdlne grupy
enzyméw proteolitycznych (SAP1-10; YPS2, YPS4, YPS6) i poziomem ich sekrecji a

zjadliwoscig szczepu. Najwicksza liczbe genow kodujacych proteazy i wyzszy poziom sekrecji
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stwierdzono u szczepow powodujgcych zakazenia w poroéwnaniu ze szczepami kolonizujacymi

(P3).

1.3. Interakcje pomi¢dzy wrazliwym makroorganizmem a oportunistycznym patogenem
bakteryjnym na przykladzie Acinetobacter baumannii

Rodzaj wzajemnych oddziatywan podobny do interakcji pomigdzy chorym w immunosupresji
a patogenem grzybiczym wystepuje u obcigzonych chorych chirurgicznych w stosunku do
oportunistycznych patogendéw bakteryjnych. Typowym przykladem takiego patogenu jest
Acinetobacter baumannii, Gram-ujemna paleczka niefermentujgca glukozy o wzglednym
potencjale zjadliwosci, niepowodujaca zakazen u o0séb bez czynnikéw ryzyka.
Charakterystyczna cechg tego gatunku jest naturalna oporno$¢ na wigkszos¢ antybiotykow
rutynowo stosowanych w leczeniu zakazen oraz wysoce rozwinieta zdolno$¢ wyksztalcania
lekoopornosci nabytej. Cechuje sie on réwniez zdolnos$cia wzrostu w postaci biofilmu na
powierzchniach biologicznych i sztucznych. W przypadku obecnosci tego drobnoustroju na
powierzchni skéry, blon sluzowych lub cial obcych znajdujacych sie w ustroju gospodarza
z wydolnymi mechanizmami naturalnej odpornosci typu komérkowego nie dochodzi do
inwazji tkanek. Rodzaj interakcji pomiedzy makro- a mikroorganizmem w tym przypadku
polega wylacznie na zjawisku kolonizacji. W ostatnim czasie obserwowane jest wzrastajace
znaczenie gatunku A. baumannii jako czynnika etiologicznego zakazen zwiazanych z opieka
zdrowotng. Uwarunkowaniem tego jest wybitna zdolno$¢ przezycia w srodowisku szpitalnym,
gatunkowo-specyficzna wielolekooporno$¢ oraz zdolno$¢ wytwarzania w krétkim czasie
roznorodnych mechanizmow lekoopornosci nabytej pod wplywem presji antybiotykowe;.
Oporno$¢ bakterii na leki najczesciej powstaje w wyniku mutacji chromosomalnych lub
plazmidowych. Nastepnie w wyniku selekcji dochodzi do rozprzestrzeniania si¢ tej nowo
nabytej cechy w s$rodowisku oddzialu szpitalnego. Terapia zakazen wielolekoopornymi
szczepami A. baumannii MDR (multidrug-resistant) jest bardzo trudna ze wzgledu na znacznie

ograniczong liczbe lekéw o udowodnionej skutecznosei kliniczne;.

1.3.1. Badania problemu wielolekooporno$ci na przykladzie 4. baumannii

W pracy ,,Acinetobacter baumannii Multidrug-Resistant Strain Occurrence in Liver Recipients
With Reference to Other High-Risk Groups” (IN3) przeprowadzitam analize
wielolekoopornych szczepow A. baumannii, ktore powodowaly zakazenia ukladowe u biorcéw
watroby w poréwnaniu z grupa chorych z powiklaniami septycznymi po zabiegach z powodu

choroby nowotworowe;j jelita grubego oraz grupa chorych z zakazeniem miejsca operowanego
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po zabiegach otwartego zespolenia zlaman konczyn dolnych z wszczepieniem ciala obcego.
Badanie zostalo przeprowadzone w dwoch warszawskich szpitalach: Szpitalu Klinicznym
Dziecigtka Jezus oraz Wojewddzkim Szpitalu Urazowym $w. Anny.

Analizy wzoréw lekoopornoéci dokonano na podstawie metody fenotypowej, zdolnosé
wytwarzania enzymow rozkladajacych karbapenemy oceniono przy uzyciu klasycznej metody
PCR ze starterami specyficznymi dla genow kodujacych poszczegolne karbapenemazy.
Uzyskano nastepujace wyniki:

1. Oporno$¢ na karbapenemy stwierdzono u jednego sposrdd pigciu szezepow uzyskanych od
biorcoOw watroby, u trzech sposréd szesciu uzyskanych od pacjentéw z chorobg nowotworowsg
oraz dwobch sposréd pigciu szezepdw uzyskanych od pacjentéw z powiklanymi urazami
narzadu ruchu.

2. Metoda fenotypowg DDST nie wykryto siczepéw A.baumannii produkujacych MBL,
wyhodowanych z wymazow uzyskanych od wszystkich przebadanych grup pacjentow.

3. Nie stwierdzono réwniez produktéw reakcji amplifikacji PCR ze starterami specyficznymi
dla genéw VIM, IMP oraz SPM.

4. Wszystkie badane szczepy prezentowaly wrazliwosé na koiistynt;.

5. Pietnascie z 16 przeanalizowanych szczepdw posiadato gen OXAS51.

6. Dwa sposrdéd S5 szczepdow A. baumannii wyizolowane od biorcéw watroby posiadaty
wylacznie gen OXAS1, 1 — geny OXAS51 oraz OXA24, 1 — geny OXAS1 oraz OXA23.

7. Jeden szczep prezentujgcy fenotypowa wrazliwos$¢ na wszystkie podstawowe leki
o potencjalnej aktywnosci wobec A. baumannii wykazat brak posiadania genéw typu OXA.

8. Trzy sposrdéd 6 szczepdw wyizolowanych od pacjentéw z choroba nowotworowa jelita
grubego posiadaly wylacznie gen OXAS1, 2 sposrod 6 — gen OXAS1 oraz OXA 58, 1 sposrod
6 — gen OXAS51 oraz OXA23.

9. Dwa sposréd 5 szczepow wyhodowanych od pacjentow z powiklanymi urazami narzadu
ruchu posiadaty wylacznie gen OXAS51, 3 sposrod 5 — geny OXAS1 oraz OXASS.

We wnioskach stwierdzono, ze lekooporno$¢ szczepéw A. baumannii na analizowanych
oddziatach jest uwarunkowana wytacznie przez enzymy nalezace do rodziny OXA, ktére sa
uwazane za charakterystyczny dla paleczek niefermentujacych mechanizm opornosci nabytej

na antybiotyki B-laktamowe.
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1.3.2. Typowanie molekularne umozliwiajgce Sledzenie przeniesienia szczepow patogenéw
oportunistycznych w warunkach oddzialéw szpitalnych

W pracy ,,The Probability of the Acinetobacter baumannii Strain Clonal Spreading in Donor-
-recipient Systems, as Confirmed by the Molecular Analysis of Randomly Amplified
Polymorphic DNA” (P4) zostala przeprowadzona analiza pokrewienstwa genetycznego
13 szczepdw A. baumannii wyhodowanych od 8 dawcéw i 5 biorcéw watroby metodg RAPD-
-PCR. Nie stwierdzono klonalnego rozprzestrzenienia si¢ szczepow A. baumannii wérdd
pacjentdéw poddanych zabiegom przeszczepienia watroby. Szczepy wyhodowane z probek
uzyskanych od biorcow i dawcow watroby nie wykazaly pokrewienistwa genetycznego. Dla
wszystkich pieciu izolatéw uzyskano unikatowe wzory prazkéw wizualizujace produkty
RAPD-PCR.

Szesé szezepdw wyizolowanych z prébek uzyskanych od pacjentow z chorobg nowotworowa
zakwalifikowano do trzech typéw, pie¢ szczepdw pochodzacych od pacjentéw z urazami
narzadu ruchu — do dwoch typdw genetycznych, co nie wyklucza klonalnego ich szerzenia si¢
w obrebie analizowanych oddziatléw o profilu chirurgicznym i ortopedycznym (P4).

W pracy ,,PCR melting profiles of Candida glabrata clinical isolates in solid-organ transplant
recipients in comparison to the other group of surgical patients” (P6) zostaly opublikowane
wyniki badan nad czgstoscig wystgpowania oraz pochodzeniem szczepdw nalezacych do
gatunku C. glabrata, ktére powodowaly zakazenia/kolonizacje u biorcow watroby,
w poréwnaniu z grupg chorych otrzymujacych calkowite zywienie pozajelitowe. Przy uzyciu
klasycznych metod diagnostyki mykologicznej stwierdzono, ze w grupie biorcoOw czgstosé
wystepowania C. glabrata wynosila 29%, natomiast w grupie chorych otrzymujgcych
catkowite zywienie pozajelitowe — 54% sposrdd wszystkich szczepow  grzybow
drozdzopodobnych. Przy uzyciu metody genotypowania stwierdzono, ze u biorcow watroby
szczepy C. glabrata mialy pochodzenie endogenne. W grupie chorych zywionych pozajelitowo
zaobserwowano przypadki przeniesienia czynnikow etiologicznych zakazen drozdzakowych

z pacjenta na pacjenta (P6).
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2. Interakcje pomi¢dzy patogenem o duzym potencjale zjadliwosci a makroorganizmem
bez czynnikéow ryzyka

2.1. Nosicielstwo Staphylococcus aureus w przedsionku nosa

Rodzaj interakcji pomiedzy makro- a mikroorganizmem radykalnie réznigcy si¢ od opisanego
w powyzszych badaniach zostal przedstawiony w pracy ,,Staphylococcus aureus nasal carriage
in Ukraine: antibacterial resistance, and virulence factor encoding genes” (IN4). W tym
przypadku analizie poddano wystepowanie S. aureus, patogenu najczescie] powodujacego
zakazenia u 0s6b bez zaburzen immunologicznych 1 innych znaczacych czynnikéw ryzyka.
2.1.1. Obecnos¢ czynnikow zjadliwosei u S. aureus pochodzacych z nosicielstwa
Materiaty do badania zostaly uzyskane w trakcie Misji Medycznej ,,Ukraina — Motdawia 20117
zorganizowanej przez Stowarzyszenie Wspdlnota Polska i Ministerstwo Zdrowia RP. Powody
podjecia tego badania byly dwa: po pierwsze, brak danych w pi$miennictwie $wiatowym
pochodzacych z tego regionu na temat czestosci wystepowania w populacji nosicielstwa
S. aureus MSSA i MRSA oraz profilu ich zjadliwosci 1 lekoopornosci; po drugie, mozliwosé
uzyskania materiatu do badan pochodzacego od licznej grupy oséb ze $rodowiska

pozaszpitalnego.

Grupe badang stanowili obywatele Ukrainy zglaszajacy si¢ po porade lekarskg do polskich
lekarzy (uczestnikéw misji) z powodu schorzen internistycznych. Kryteria wlaczenia do
badania stanowily: wiek powyzej 18 lat, brak objawdw sugerujacych aktywne zakazenie,
immunosupresji, choroéb autoagresywnych, brak hospitalizacji i antybiotykoterapii stosowanej
w okresie 3 miesigcy poprzedzajacych badanie oraz zebranie dokladnego wywiadu
chorobowego. Materiatem do badania byly wymazy z przedsionka nosa od 357 0séb pobrane
na podloza transportowe, ktore zostaly dostarczone do opracowania w Polsce. Hodowle,
izolacje, identyfikacje i oznaczanie lekowrazliwosci przeprowadzano klasycznymi metodami
rutynowo stosowanymi w diagnostyce mikrobiologicznej. Szczepy MRSA identyfikowano za
pomoca metody dyfuzyjno-krazkowej oraz klasycznej metody PCR ze starterami
specyficznymi dla genu mecA. Zidentyfikowane szczepy MSSA i MRSA poddano badaniu na
obecnos¢ wybranych czynnikéw wirulencji: toksyny Panton-Valentine, odpowiedzialnej za
martwicze zapalenie pluc; biatka wigzacego fibronektyne, odgrywajacego zasadniczg role w
adhezji do tkanek makroorganizmu; toksyn eksfoliatywnych, odpowiedzialnych za
gronkowcowy zespot oparzonej skéry. W tym celu zastosowano standardowg metode PCR ze

starterami specyficznymi dla ich genow kodujacych: fnbA, eta, eth, etd, lukE-lukD.
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Uzyskano nastepujace wyniki:

1. Nosicielstwo S. aureus w przedsionku nosa w badanej grupie stanowilo 40,34%.

2. Czestos¢ wystepowania MRSA wynosita 9,09%.

3. Gen kodujacy fibronectin-binding protein A wykryto u 59,59% wyizolowanych szczepow
S. aureus.

4, Geny kodujace Panton-Valentine leukocidin wykryto u 58,58% szczepow.

5. Geny kodujace Exfoliative toxins wykryto u 39,39% szczepow.

Whnioski ptyngce z tego badania dotyczyly czestosci nosicielstwa w przedsionku nosa
mieszkancow Ukrainy gronkowca zlocistego MSSA i MRSA, ktéra okazala si¢ znacznie
wyzsza niz wérod obywateli Polski i innych krajéw Europy. Stwierdzono zaskakujaco duzy
odsetek wysoce zjadliwych szczepéw wystepujacych jako czynniki kolonizujace u o0sob

immunokompetentnych, bez dodatkowych czynnikéw ryzyka (IN4).

3. Interakeje pomiedzy immunokompetentnym makroorganizmem a jego mikrobiomem

3.1. Wplyw skladu normalnej flory skory na mozliwo$§¢é wystapienia péznych powiklan
po okreslonych zabiegach z naruszeniem ciaglosci skéry

Kolejny rodzaj interakcji pomiedzy drobnoustrojem a makroorganizmem zostal wykazany
w pracy ,,Skin bacterial flora as a potential risk factor predisposing to late bacterial infection
after cross-linked hyaluronic acid gel augmentation” (INS). Grupa pacjentek kliniki medycyny
estetycznej, u ktorych wystapito zakazenie po podaniu do tkanki podskérnej twarzy
usieciowanego kwasu hialuronowego, stanowi cickawy model do badania wzajemnych relacji
pomiedzy organizmem ludzkim a jego mikrobiota. Jest to grupa oséb zdrowych, bez
dodatkowych obcigzen i zaburzen immunologicznych. Obecnie nie budzi zadnych watpliwosci
fakt, ze usieciowany kwas hialuronowy stosowany jako wypelniacz w medycynie estetycznej
i innych dziedzinach medycyny do momentu jego degradacji stanowi cialo obce w obrebie
tkanek miekkich. Pézne powiktania infekcyjne przebiegajace w postaci guzow zapalnych, ktore
wystepuja w okresie dtuzszym niz 4 tygodni od momentu jego podania, sa uwarunkowane
zakazeniem zwigzanym ze wzrostem bakterii w postaci biofilmu na powierzchni wypelniacza.
Sg to rzadkie, ale niezwykle trudne do leczenia powiklania, czesto pozostawiajace chorg z na
stale zdeformowang twarzg, co w znacznym stopniu pogarsza komfort zycia. Pierwsza
obserwacja takiego przypadku zostata opisana w pracy: Marusza W, Mlynarczyk G, Olszanski
R, Netsvyetayeva I, Obrowski M, lannitti T, Palmieri B. Probable biofilm formation in the
cheek as a complication of soft tissue filler resulting from improper endodontic treatment of

tooth 16. Int ] Nanomedicine. 2012;7:1441-7 (PS).
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Pomimo wyraznych przestanek wynikajacych ze stanu miejscowego (obrzek, stwardnienie,
zaczerwienienie, bdl, ropna wydzielina, powstanie przetok) potwierdzajacych bakteryjng
etiologi¢ tego powiklania oraz licznych prob, do tej pory nie udalo sie jednoznacznie
zidentyfikowaé czynnika etiologicznego tych zakazen. Jest to dodatkowy argument
potwierdzajacy jego ,biofilmowg” hipoteze. Grubos¢ warstwy biofilmu na powierzchni
sztucznej stanowi od 5 do 1200 um, co niezwykle utrudnia pobranie reprezentatywnej probki
do badania. 7Z tym jest zwigzane uzyskanie falszywie ujemnych wynikoéw badan
z zastosowaniem klasycznych metod diagnostyki mikrobiologicznej. Za reprezentatywne
metody uznaje si¢: biopsje z pdzniejszym wykorzystaniem PNA-FISH lub Three-dimensional
confocal laser scanning microscopy; obserwacje¢ bezposrednig przy uzyciu Confocal laser
scanning micrograph. Trudno jednak byloby si¢ spodziewa¢ zgody ze strony chorej na pobranie
wycinka oraz obecnosci urzadzen tego typu w klinikach medycyny estetyczne;.

W pracy ,,Skin bacterial flora as a potential risk factor predisposing to late bacterial infection
after cross-linked hyaluronic acid gel augmentation™ (INS) zostata podjeta proba odpowiedzi
na pytanie, czy zaburzony sklad mikroflory skéry moze sie przyczynia¢ do zwigkszonego
ryzyka powstania poznych powiklan bakteryjnych w miejscu podania wypetniaczy. Celem
prospektywnego badania byla ocena jakosciowego skladu bakteryjnej flory skéry pacjentéw
z tego typu powiktaniem w poréwnaniu ze sktadem flory skory osob, u ktorych po wykonaniu
podobnych zabiegéw nie wystapilo zadne powiklanie z nimi zwigzane.

Do grupy badanej zakwalifikowano 10 uprzednio zdrowych kobiet ze $wiezo rozpoznanym,
nieleczonym wezesniej infectious nodule, powstatym w miejscu podania usieciowanego kwasu
hialuronowego; do grupy kontrolnej za§ — 17 zdrowych kobiet, w podobnym wieku oraz
z poréwnywalnymi ilo$cig i miejscem podania usieciowanego kwasu hialuronowego, u ktérych
nigdy nie wystapily zadne powiktania w miejscu jego podania. Ocenie poddano ilosciowy sklad
flory skory pacjentek z grupy badanej w trakcie toczgcego si¢ zakazenia przed rozpoczeciem
leczenia i po wyleczeniu. Uzyskane wyniki poréwnywano z wynikami oceny ilosciowego
sktadu flory skéry oséb z grupy kontrolne;j.

Stwierdzono istotnie statystycznie czestsze wystepowanie Staphylococcus epidermidis
w grupie kontrolnej w pordéwnaniu z grupg badang. Grupa badana charakteryzowala sie
statystycznie istotnie czestszym wystgpowaniem Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus haemolyticus w pordwnaniu z grupg
kontrolng. We florze bakteryjnej skory oséb, u ktorych nie wystepowaly powiktania infekcyjne
w miejscu podania preparatow usieciowanego kwasu hialuronowego, dominujg bakterie

niepatogenne, symbionty nalezace do typowych skladnikow flory fizjologicznej, przede
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wszystkim  Staphylococcus epidermidis. Wyniki tej pracy potwierdzily niejednokrotnie
udowodniong we wczesniejszych badaniach ochronng przed zakazeniami drobnoustrojami
patogennymi funkcje, jaka pelnia S. epidermidis. Ponadto wykazano, ze zaburzony,
odbiegajacy od prawidlowego stan flory (mikrobioty) moze byé czynnikiem zwickszajacym
ryzyko powstania powiklan infekcyjnych zwigzanych z naruszeniem cigglosci skory i

wprowadzeniem do tkanki podskérnej ciata obcego (INS).

3.2. Badanie zwiazku wystapienia powiklan bakteryjnych zabiegéw z naruszeniem
cigglosci skory z aktywnoscia zyciowa pacjentéw, wplywajaca na sklad ich mikrobiomu
Nigjednokrotnie zostato udowodnione, ze mikrobiota czlowieka ksztattuje si¢ pod wplywem
czynnikéw srodowiskowych. Jej jakosciowy 1 ilosciowy sktad moze by¢ uzalezniony od:
stosowania antybiotykéw, kontaktu z opiekg zdrowotng, diety i stylu zycia. Wielu badaczy
w ostatnich latach wskazuje na zwigzek poszczegélnych elementéw stylu zycia z ryzykiem
wystepowania rozmaitych chordb u ludzi, w tym réznego rodzaju zakazen.

W badaniu, ktérego wyniki zostaly opublikowane w pracy ,,The impact of lifestyle upon the
probability of occurrence of late bacterial infection resulting from soft-tissue filler
augmentation” (IN6), zostata podjeta préba odpowiedzi na pytanie, czy poszczegdlne elementy
stylu zycia mogg stanowi¢ czynniki zwickszajace ryzyko wystepowania zakazen zwigzanych
z naruszeniem cigglosci skoéry i wprowadzeniem ciala obcego. Badanie przeprowadzono
w jednej z warszawskich klinik medycyny estetycznej w latach 2012 — 2018. Grupg pacjentek,
u ktérych wystapito zakazenie zwigzane ze stosowaniem usieciowanego kwasu hialuronowego,
uznatam za odpowiedni model do przeprowadzenia tego badania. Wigkszos$¢ tych oséb nie
nalezy do grupy ryzyka powiktan infekcyjnych z powodu obnizonej odpornosci lub cigzkich
choréb towarzyszacych. Jedynym czynnikiem ryzyka jest zabieg zwigzany z wprowadzeniem
ciala obcego w tkanke podskorng twarzy. Do grupy badanej zakwalifikowano 25 uprzednio
zdrowych kobiet, ktére spelniaty kryteria rozpoznania péznego zakazenia w miejscu podania
usieciowanego kwasu hialuronowego: obrzgk, stwardnienie, zaczerwienienie, bdl, ropna
wydzielina i/lub obecnos¢ przetoki, z wystapieniem tych objawéw w okresie dluzszym niz
miesigc od wykonania zabiegu. Kryteria czasowe zostaly wprowadzone w celu wykluczenia
przypadkéw wezesnych zakazen, ktorych wystapienie zazwyczaj jest zwiazane z naruszeniem
zasad aseptyki i antyseptyki w trakcie wykonywania zabiegu. Elementy stylu zycia, ktore
poddano analizie, to: wiek, wykonywany zawdd, stosowanie antybiotykoterapii w okresie
12 miesiecy poprzedzajacych badanie, przebyte hospitalizacje w ciggu 12 miesigcy

przed badaniem, posiadanie zwierzecia domowego, funkcja  rozrodcza
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(miesigczkowanie/menopauza), stosowanie hormonalnej terapii zastepczej, korzystanie co
najmniej raz w tygodniu z sitowni, podobnie z basenu, co najmniej raz w miesigcu z sauny,
podobnie z solarium. Otrzymane wyniki zostaly poréwnane z wynikami oséb nalezgcych do
grupy kontrolnej. Do tej ostatniej zakwalifikowano 92 osoby regularnie korzystajace
z zabiegdw z uzyciem preparatéw kwasu hialuronowego, u ktérych nie stwierdzono zadnych
powiklan z tym zwigzanych. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu SAS
9.4. W celu wykazania istotnosci réznic miedzy grupami wykorzystano testy U Manna-
-Whitneya, test chi-kwadrat oraz analize regresji logistycznej. Wykazano statystycznie istotne
roznice w porownywanych grupach pod wzgledem: aktywnosci zawodowej, liczby
stosowanych kursow antybiotykoterapii, stosowania hormonalnej terapii zastepczej, posiadania
zwierzgcia domowego, korzystania z basenu, sauny, sitowni. Wieloczynnikowa analiza regresji
logistycznej ujawnita, ze stosowanie antybiotykoterapii, hormonalnej terapii zastepczej,
posiadanie zwierzecia domowego, korzystanie z sauny wykazuja wartos¢ predykcyjna
wplywajacg na prawdopodobienstwo wystgpienia analizowanego zdarzenia.

Najwyzszg wartos¢ predykcyjng w zwiekszeniu szansy wystgpienia poznego zakazenia
w miejscu podania wypetniacza wykazano dla stosowania antybiotykoterapii. Wynik ten jest
w pewnym sensie zgodny z wynikami badania opublikowanego w pracy ,,Skin bacterial flora
as a potential risk factor predisposing to late bacterial infection after cross-linked hyaluronic
acid gel augmentation” (IN5). Zmiana skladu mikrobiomu nastepujgca pod wplywem
antybiotykoterapii prowadzi do zwigkszenia podatnosci na zakazenia oportunistyczne,
zakazenia szpitalne oraz zakazenia zwigzane z naruszeniem cigglosci skory 1 blon $luzowych.
Ciekawa wydaje si¢ stwierdzona w badaniu statystycznie istotna roznica w czestosci posiadania
zwierzecia domowego pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng. Obecno$¢ zwierzat w domu
0sob, u ktérych nie wystepowaty pézne powiklania infekcyjne (grupa kontrolna), byta znacznie
czgstsza niz u osob dotknietych zakazeniem (grupa badana). Mozna to w pewnym stopniu
ttumaczy¢ hipotezg ,,ré6znorodnosci”, zgodnie z ktérg wigksza ekspozycja na srodowisko
naturalne i r6znorodng florg bakteryjng przyczynia si¢ do stymulacji naturalnych mechanizméw

obronnych i zmniejsza podatnos¢ na zakazenia.

3.3. Aspekty kliniczne przeprowadzonych badan

Z uwagi na to, ze zabiegi zwigzane z wszczepieniem ciala obcego, w tym usieciowanego kwasu
hialuronowego, staja si¢ codziennoscia i ich liczba stale rosnie, wydaje si¢ niezbedne
opracowanie standardow postgpowania w przeprowadzaniu takich zabiegéw oraz leczeniu

powiklan. We wspdlpracy z jedng z klinik medycyny estetycznej uczestniczytam w
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opracowaniu empirycznego schematu skutecznego leczenia pdznych zakazen w miejscu
wprowadzenia wypelniacza. Wyniki tego badania zostaly opublikowane w pracy ,, Treatment
of late bacterial infections resulting from soft-tissue filler injections” (P10).

Bakterie tworzace biofilm wykazujg oporno$¢ na antybiotyki i inne leki przeciwbakteryjne. Jest
to zwigzane z brakiem penetracji, powstaniem opornych fenotypdw oraz specyficznym
mikrosrodowiskiem wewnatrz biofilmu. Rekomendacje ESCMID z 2014 roku dotyczace
leczenia zakazen zwiazanych z wszczepieniem ciala obcego uwzgledniaja stosowanie
antybiotykéw, opracowanie chirurgiczne oraz okreslaja warunki do usunigcia lub
pozostawienia implantu. Antybiotykoterapia w tym przypadku powinna by¢ dlugotrwala,
z zastosowaniem co najmniej dwdch antybiotykéw dzialtajacych zaréwno na bakterie Gram-
-dodatnie, jak i Gram-ujemne przez co najmniej 3 tygodnie. Zakazony implant w wigkszosci
przypadkéw powinien by¢ usuniety. Pozostawi¢ mozna go jedynie w przypadku zachowania
jego stabilnosci, braku przetoki oraz jesli zostal zidentyfikowany czynnik etiologiczny
zakazenia i jest on wrazliwy na antybiotyki skuteczne w leczeniu zakazen zwigzanych
z biofilmem.

Na tych rekomendacjach zostalo oparte wielokierunkowe podejscie do proponowanego
schematu leczenia wzorowanego na standardach obowigzujacych w innych dziedzinach
medycyny: kardiochirurgii, ortopedii. Obejmuje ono: usuni¢cie martwiczych tkanek i drenaz;
usuniecie ciata obcego, na ktérym zostal utworzony biofilm, w tym przypadku degradacje
usieciowanego kwasu hialuronowego przy uzyciu hialuronidazy; dlugotrwalyg skojarzona
antybiotykoterapi¢ empiryczng. Antybiotykoterapia powinna obja¢ swoim spektrum dziatania
wszystkie bakterie, ktore mogg stanowi¢ czynnik etiologiczny zakazenia. Przy niepelnej
eradykacji infekcji drobnoustroje wystepujace w biofilmie moga przetrwaé i spowodowaé
nawrét po zakonczonym leczeniu. W danym kontekscie poszukiwania dotyczyly skutecznych
empirycznych opcji terapeutycznych o jak najszerszym spektrum dzialania z uwagi na brak
mozliwosci identyfikacji czynnika etiologicznego zakazenia. Leki przeciwdrobnoustrojowe
powinny by¢ skuteczne wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych 1 bakterii
beztlenowych oraz posiada¢ zdolno$¢ penetracji do $rodowiska biofilmu. Wedlug informacji
zawartych w kartach charakterystyki produktéw leczniczych oraz danych pismiennictwa
wszystkie powyzsze kryteria spelniaja moksyfloksacyna 1 klarytromycyna, ktore
zaproponowano do stosowania. Skuteczno$¢ tego schematu terapeutycznego zostata wykazana

w pracy ,,Treatment of late bacterial infections resulting from soft-tissue filler injections” (P10).
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4. Praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw: czynniki ryzyka zaleine

od makroorganizmu — nowe uj¢cie problemu

W celu opracowania standardéw postgpowania minimalizujacych ryzyko powstania powiklan
po zabiegach z naruszeniem cigglosci skéry 1 wprowadzeniem ciala obcego przede wszystkim
nalezy okresli¢ czynniki ryiyka zalezne od makroorganizmu. Pierwszym elementem w takim
postepowaniu jest wnikliwa kwalifikacja pacjenta do zabiegu. Polega ona na ocenie stanu
ogdblnego pacjenta i stanu jego skory w celu dostosowania zakresu i rodzaju planowanego
zabiegu oraz postgpowania przygotowawczego. Do bezwzglednych przeciwwskazan do
przeprowadzania zabiegdw z uzyciem wypelniaczy naleza: stany zapalne i infekcje skoéry,
objawy zakazenia w obrebie zatok przynosowych, uszu, zmiany przywierzcholkowe zgbow,
aktywne zakazenia w obrebie innych narzadow i ukladéw (przewodu pokarmowego, uktadu
moczowego), choroby autoimmunologiczne, immunosupresja, obecnos$¢ innych zakazen
drobnoustrojami o potencjalnym dziataniu immunosupresyjnym (wirusami z rodziny
Herpesviridae 1 innymi wirusami immunomodulujacymi), bakteriami atypowymi, pratkami
gruzlicy. Wzglednymi przeciwwskazaniami, ktére moga mie¢ wpltyw na kwalifikacje do
zabiegu, sa: nieinfekcyjne stany zapalne skéry, zle kontrolowana cukrzyca, dysfunkcja
tarczycy.

W przypadku wykrycia bezwzglednych przeciwwskazan, w celu ograniczenia ryzyka
powaznych powiktan, nalezy zmniejszy¢ zakres zabiegu badz zrezygnowaé z jego wykonania.
Przy obecnosci wzglednych przeciwwskazan nalezy wdrozy¢ dziatania przygotowawcze

minimalizujace ryzyko.

Kolejnym niezbednym elementem postgpowania przy wykonywaniu procedur z naruszeniem
cigglosci skory 1 wprowadzeniem ciala obcego jest bezwzgledne stosowanie zasad aseptyki
i antyseptyki. Kluczowe w tym kontekscie sa: wlasciwa dezynfekcja miejsca operowanego,
stosowanie jalowych materiatow i narzedzi, przeprowadzenie catego zabiegu w taki sposéb,
aby unikng¢ kontaminacji i zapobiec zakazeniu, oraz stosowanie antybiotykowej profilaktyki
okolooperacyjnej. Wcezesne zakazenia, ktére wystepuja w ciggu tygodnia po wykonanym
zabiegu zazwyczaj sa w bezposredni sposob zwigzane z naruszeniem tych zasad. Pozne
zakazenia wystepujace od kilku tygodni do kilku miesiecy po wykonanym zabiegu sa
zazwyczaj zwigzane z naruszeniem zasad dotyczacych innych elementéw postepowania
i czesto uwarunkowane wzrostem drobnoustrojéw w postaci biofilmu. Takim zakazeniom nie
mozna calkowicie zapobiec: ani stosujac zasady aseptyki i antyseptyki, ani w bardzo

skrupulatny sposob kwalifikujgc pacjenta do zabiegu. Nie zostalo réwniez do tej pory
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jednoznacznie okre$lone, jakie dodatkowe czynniki zalezne od makroorganizmu moga
wplywaé na zwickszenie ryzyka wystapienia poznych zakazen zwigzanych z zabiegami

z uzyciem ciata obcego.

Jako wniosek z przeprowadzonych badan uwazam za zasadne wprowadzenie do postgpowania
przygotowujagcego pacjenta do zabiegu z wszczepieniem ciala obcego dziatan
minimalizujgcych zaburzenie oraz ukierunkowanych na zbalansowanie skladu jego flory

fizjologicznej (mikrobiomu).

V. Publikacje o tematyce innej niz osiagnie¢cia wynikajace z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze
zZIm.)

Moja praktyczna dziatalno$¢ wynikajgca z uprawnien zwigzanych z posiadang specjalizacja
lekarskg koncentruje si¢ na epidemiologii szpitalnej i stosowaniu antybiotykoterapii.
Problemom zwigzanym z Kontrolg zakazen szpitalnych sa poswigcone publikacje:
LSwiadomo$¢ personelu a prewencja zakazen krwi zwigzanych ze stosowaniem cewnikéw”
(P15) oraz ,Mikrobiologiczna kontrola higieny rak jako wazny element multimodalnej strategii
prewencji zakazen zwigzanych z opieka zdrowotng” (P18). Szkolenia personelu z zakresu
profilaktyki zakazen stanowig jeden z podstawowych elementéw dzialania Zespoléw Kontroli
Zakazen Szpitalnych, ktérych przewodniczaca jestem w kilku warszawskich szpitalach.
Uwazam za zasadne prowadzi¢ szkolenia personelu w taki sposéb, aby zwigksza¢ swiadomosé
" ryzyka zwigzanego z szerzeniem si¢ drobnoustrojow w placéwkach ochrony zdrowia oraz
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