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Streszczenie

We wspolczesnej medycynie stale narasta skala zakazen grzybami
drozdzopodobnymi. Jest to istotny problem z uwagi na trudnosci w diagnostyce i leczeniu
wynikajace z odkrywania nowych gatunkéw lub kryptogatunkéw o specyficznych
wiasciwosciach, selekcji szczepdw o obnizonej wrazliwosci oraz narastajgcej opornosci
drozdzakéw na dostepne leki przeciwgrzybicze. Grzyby nalezace do gatunku Candida
moga wywolywac szereg infekcji o charakterze powierzchniowym i ogélnoustrojowym.
Zakazenia te, w przypadku infekcji krwi lub narzadéw, czy tez zajecia catych ukladow
moga prowadzi¢ do wysokiej $miertelnosci wsrod pacjentow. Leczenie takich zakazen
jest niezwykle trudne i nie zawsze przynosi pozadany efekt. Do grupy pacjentow
szczegblnie narazonych na zakazenia grzybami drozdzopodobnymi naleza chorzy
z niedoborami odpornosci, chorzy poddawani intensywnemu leczeniu Ilekami
sterydowymi lub immunosupresantami, chorzy z rozpoznang chorobg nowotworowa,
pacjenci po duzych zabiegach chirurgicznych lub ci pacjenci, u ktérych stosuje sig

cewniki naczyniowe.

Postep nauk medycznych sprawia, ze leczeniu przeciwgrzybiczemu podlega coraz
wiecej pacjentdw z ciezkimi i dotychczas nieuleczalnymi chorobami. Sytuacja taka
wynika rowniez ze stosowania szerokospektralnej antybiotykoterapii w profilaktyce
i leczeniu zakazen bakteryjnych. Zwalczanie, zakazen bakteryjnych sprzyja pojawianiu
si¢ zakazen grzybiczych, a stosowane wowczas leczenie i profilaktyka przeciwgrzybicza

istotnie wptywa na zmiang profilu gatunkowego grzyboéw drozdzopodobnych.

Wsrdd zakazen drozdzakami dominujacym gatunkiem jest Candida albicans,
jednak obecnie coraz czgsciej izoluje si¢ inne gatunki z grupy Candida spp., ktore tacznie
sa klasyfikowane jako gatunki non-albicans Candida. Pomimo istnienia ponad 200
réznych gatunkéw w grupie Candida spp. istotne znaczenie kliniczne posiada 5 z nich.

Sa to: C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei czy C. lusitaniae.

Analiza zakazen grzybami drozdzopodobnymi, z precyzyjna identytikacja
patogendéw 1 okresleniem ich lekowrazliwosci, okresleniem wywotywanych zakazen,
okresleniem grup pacjentow, ktorych te zakazenia dotycza oraz rodzaju placowek
medycznych prowadzacych terapie jest waznym krokiem w ustaleniu sposobow
zapobiegania i1 leczenia infekcji tymi patogenami. Nowoczesna diagnostyka oparta

o metody biologii molekularnej i1 nieustajacy proces poszukiwania nowych lekéw
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przeciwgrzybiczych daje nadzieje na skuteczne nadgzanie za stale ewoluujacymi

patogenami.
Cele pracy

1. Analiza wystgpowania zakazen grzybami drozdzopodobnymi w lecznictwie
szpitalnym i ambulatoryjnym oraz w badaniach nosicielstwa/kolonizacji.

2. Charakterystyka fenotypowa najliczniej reprezentowanego w prowadzonych
badaniach, izolatu gatunku grzybéw drozdzopodobnych z grupy non-albicans
Candida, 7z uwzglednieniem: profilu wrazliwosci na leki przeciwgrzbicze,
aktywnosci enzymatycznej izolatow.

3. Ocena wirulencji izolatéw (wybranego gatunku) przez ustalenie profilu genow
z rodziny proteaz aspartylowych.

4. Analiza mozliwosci ustalenia algorytmu postepowania w profilaktyce i terapii

w odniesieniu do wybranego gatunku grzybéw drozdzopodobnych.
Materialy i metody

Materiat do badan stanowito 7548 posiewdéw mykologicznych
wykonanych w latach 2017-2020, pochodzacych od pacjentow od 3 grup: a) pacjentow
hospitalizowanych (Szpital Dziecigtka Jezus w Warszawie; b) pacjentow
ambulatoryjnych (Warszawa, Siedlce); ¢) grupy ,,nosicielstwo/kolonizacja” (Izba przyjeé
szpitala). Badano materiat kliniczny od pacjentow, a jego rodzaj wynikat z aktualnych
objawOw oraz zalozen 1 celow terapeutycznych. Do identyfikacji szczepdw wykorzystano
metody rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej obejmujace hodowle na podiozu
Sabourauda (30°C/ 24-72 godz.), biochemiczng identyfikacje komercyjnym testem
ID32C oraz ocene¢ aktywnosci enzymatycznej testem API-ZYM. Potwierdzenie
przynaleznosci do gatunku C. glabrata sensu stricto, w obrebie grupy C. glabrata sensu
lato wykonano przy uzyciu metody multiplex PCR. Detekcji gendw kodujacych proteazy
aspartylowe (YPS1-YPS11) dokonano w oparciu o standardowa reakcje PCR. Ocene
lekowrazliwo$ci dokonano przy uzyciu testu Sensititre YeastOne. Wyniki
lekowrazliwo$ci interpretowano zgodnie z wytycznymi Europejskiego Komitetu
ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST) oraz Instytutu Standarow Klinicznych

1 Laboratoryjnych (CLSI).
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Wyniki

W latach 2017 — 2020, z 7548 posiewow w kierunku mykologicznym, uzyskano
2226 wynikow dodatnich (29,49%). We wszystkich trzech badanych grupach uzyskano
podobny odsetek wynikéw dodatnich, w grupie pacjentéw hospitalizowanych — 28%,
Ww grupie pacjentdw ambulatoryjnych —26% i w grupie “nosicielstwo/kolonizacja’ - 31%.
Dodatnie posiewy w grupie pacjentéw hospitalizowanych i ambulatoryjnych czesciej
uzyskiwano od kobiet niz od m¢zczyzn. Najwiecej dodatnich posiewdéw od pacjentow
hospitalizowanych uzyskano z moczu (335), dolnych drég oddechowych (147), moczu
z cewnika (110) oraz wymazéw z rany (80). W grupie pacjentdéw ambulatoryjnych
najwiecej gatunkow grzybdw wyizolowano z odbytu (29), spod napletka (26) oraz z drég
rodnych (24). We wszystkich badanych grupach wyizolowano w sumie 2226 grzybow
drozdzopodobnych i plesniowych. Najczesciej izolowanym drozdzakiem byla
C. albicans, stanowigc 48,38% wszystkich wyizolowanych grzybow. Drozdzaki z grupy
non-albicans Candida stanowily prawie potowe wyizolowanych drozdzakow. Gléwnym
gatunkiem non-albicans Candida we wszystkich analizowanych grupach byla
C. glabrata. Innymi najczesciej izolowanymi drozdzakami z tej grupy byly
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis 1 C. krusei. Przy uzyciu multiplex PCR
potwierdzono przynalezno$¢ izolatdéw C. glabrata sensu lato do gatunku C. glabrata
sensu stricto. 1zolaty C. glabrata pochodzity gtéwnie od pacjentéw hospitalizowanych
w oddziatach Transplantologii, Intensywnej Terapii, Chirurgii Ogoélnej oraz od pacjentow
z grupy “nosicielstwo/kolonizacja”. Przeprowadzono analize cech fenotypowych
izolatéw C. glabrata. Analiza lekowrazliwosci wykazata, ze we wszystkich badanych
grupach C. glabrata charakteryzowata si¢ wysoka wrazliwosciag na amfoterycyne B
(99,4%), anidulafungine (95,9%), mykafungine (92,9%) oraz kaspofungine (88,6%).
C. glabrata wykazywata najwyzsza oporno$¢ na flukonazol (23.4%). W grupie
pacjentdw hospitalizowanych zaobserwowano wysoki odsetek (46,7%) szczepow
C. glabrata opornych na flukonazol. W grupie pacjentéw hospitalizowanych
nie zaobserwowano opornosci na amfoterycyne B, mykafungine i kaspofungine.
W grupie ,nosicielstwo/kolonizacja” zaobserwowano 20% szczepow opornych
na flukonazol oraz oporno$¢ na amfoterycyne B (1,1%), anidulafungine (3,2%)
oraz mykafungine (8,4%). Zaobserwowano wysoka i $rednig aktywno$¢ arylamidazy
leucynowej, fosfatazy kwasnej, esterazy i1 fosfohydrolazy naftolowej w obrebie

wszystkich badanych szczepow C. glabrata. Mniejszy odsetek izolatow wykazywal takze
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aktywno$¢ fosfatazy zasadowej (88% szczepdéw) oraz arylamidazy walinowej (88%

szczepow). W badanej grupie szczepdw C. glabrata zaobserwowano wysoki odsetek

delecji gendw yapsynowych (91,8% - 100%), mogacych swiadczy¢ o ich zmniejszonym

potencjale zjadliwosci. Najwiekszy odsetek szczepdw posiadal geny YPS8, YPSI1, YPS3

1 YPSS5. Nie wykryto genu YPS4, a tylko u pojedynczych izolatoéw wykryto geny YPS2,
YPS61 YPSI11.

Whioski

l.

Dodatnie posiewy w badanych grupach stanowity od 28% do 31% wszystkich
analizowanych posiewow.

Dominujacym gatunkiem Candida spp. izolowanym we wszystkich badanych
grupach byta C. albicans z odsetkiem wystepowania w zakresie od 50,4 %
do 57,4%, a gatunki z grupy non-albicans Candida stanowity od 42,6% do 49,6%.

. Dominujacym gatunkiem w obrebie non-albicans Candida byt gatunek

C. glabrata, stanowiac 55,1% wyizolowanych drozdzakéw z tej grupy.
Wysoka i1 $rednia aktywno$¢ enzymow: arylamidazy leucynowej, fosfatazy
kwasnej, esterazy i fosfohydrolazy naftolowej w obrebie badanych szczepdéw
moze $wiadczy¢ o wyzszym potencjale wirulencji gatunku C. glabrata sensu
stricto.
W badanej grupie szczepow C. glabrata sensu stricto zaobserwowano wysoki
odsetek delecji gendw yapsynowych (91,8%-100%), mogacych $wiadczy¢ o ich
zmniejszonym potencjale zjadliwosci.
Izolaty C. glabrata sensu stricto we wszystkich badanych grupach
charakteryzowata wysoka wrazliwo$¢ na poszczegolne leki przeciwmykotyczne:
a. amfoterycyne B (99.4%),
b. anidulafungine (95,9%),
c. mykafunging (92,9%),
d. kaspofungine (88,6%).
Izolaty C. glabrata sensu stricto wykazywaly opornos¢ na flukonazol (23.,4%),

a pozostate 76.6% izolatow wykazywato wrazliwos¢ zalezng od dawki.

17



