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Stowa kluczowe Streszczenie
Candida glabr ata, PCR melting profile, Wstep. W ostatnich latach odnotowano znaczacy postep w diagnostyce zakazenh grzy-
pokrewienstwo genetyczne biczych spowodowany przede wszystkim opracowaniem nowych metod diagnostycznych

oraz wprowadzeniem metod opartych na biologii molekularnej. Metody te sg stosowane
zaréwno do diagnostyki, jak i badan epidemiologicznych. Jedng z ostatnich modyfikacji
metody genetycznej RAPD PCR jest PCR melting profile. Metoda ta posiada wyzszy poten-
Candida glabrata, PCR melting profile, cjat réznicujacy, w poréwnaniu z metodg RAPD PCR, dzigki wystandaryzowaniu poszcze-
genetic relatedness géinych etap6w reakcji.
Cel pracy. Analiza pokrewienstwa gentycznego szczepdw C. glabrata opornych na leki
z grupy azoli wyizolowanych z materiatéw klinicznych chorych hospitalizowanych w Sa-
modzielnym Publicznym Centralnym Szpitalu Klinicznym (SPCSK) w Warszawie.
Materiat i metody. Analizie poddano 54 szczepy C. glabrata wykazujace oporno$¢ na
leki z grupy azoli. Szczepy zostaty wyizolowane z réznych materiatéw klinicznych od cho-
rych z zakazeniem inwazyjnym zgodnie z zasadami klasycznej diagnostyki mikologiczne;j.
Badanie pokrewienstwa genetycznego wykonano uzywajac komercyjnego zestawy PCR MP.
Wyniki. Dla 54 szczepdéw C. glabrata wykonano analize ich pokrewienstwa genetycz-
nego. Na podstawie poréwnania wzoréw prazkowych wyodrebniono 38 réznych typéw
genetycznych. Od dwdch chorych wyizolowano szczepy C. glabarata o tym samym wzo-
rze prazkowym.
Whioski. Duze zréznicowanie wyizolowanych szczepdéw moze $wiadczy¢ o endogen-
nym charakterze wiekszosci zakazen i wyklucza mozliwo$¢ klonalnego rozprzestrzeniania
sie szczepdw C. glabrata w $rodowisku szpitalnym.
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Summary

Introduction. In the last years there has been significant progress in the diagnostics
of fungal infections which is associated with the development of new diagnostic methods
and the development of methods based on molecular biology. These methods are used
] for both, diagnostic and epidemiological studies. One of the last modification of the RAPD
*Beata Sulik-Tyszka method is PCR melting profile, this method differentiate microorganisms at the same level
Zaktad Mikrobiologii, Samodzielny or even better than the RAPD.

Publiczny Centralny Szpital Kliniczny Aim. Genetic relatedness analysis of C. glabrata strains resistant to azoles isolated from
ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa clinical samples patients hospitalized in the Central Clinical Hospital in Warsaw.
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Analiza pokrewienstwa genetycznego szczepéw C. glabrata opornych na leki z grupy azoli wyizolowanych...

in accordance using rutine mycological techniques. The study of genetic relatedness was
performed using a commercial PCR MP kits.

Results. Fifty-four strains of C. glabrata strains were for genetic relatedness. On the
basis of bands patterns 38 different genetic types were identified. In one case, from two
patients were isolated C. glabrata strains with the same band patterns.

Conclusions. High diversity of C. glabrata strains may be indicative of an endogenous
nature of most infections and rule out the possibility of clonal spread of strains in a hospital

environment.

WSTEP

W ostatnich latach czestos¢ zakazen oportunistycz-
nych o etiologii grzybiczej wykazuje tendencje wzro-
stowa. Zwigzane jest to ze zwiekszajaca sie liczbg
0s6b z obnizong odpornoscia. Najczestszym czynni-
kiem etiologicznym pozostajg nadal grzyby z rodzaju
Candida. Odnotowuje sie wzrost czestosci zakazen
wywotanych przez szczepy lekooporne oraz nowe
gatunki grzyboéw. Rozpoznanie grzybicy powinno
opierac sie na obrazie klinicznym chorego oraz bada-
niach mikologicznych, serologicznych, molekularnych
i histopatologicznych. W duzej liczbie przypadkow in-
wazyjnych zakazen grzybiczych leczenie empiryczne
powinno by¢ wtgczone na podstawie obrazu kliniczne-
go chorego i badan obrazowych, poniewaz diagnosty-
ka uogolnionych zakazeh grzybiczych jest niezwykle
trudna. Zakazenia grzybicze rozpoznawane sg tylko
w 20-30% przypadkow za zycia chorego. Obraz klinicz-
ny uktadowych zakazen grzybiczych jest mato charak-
terystyczny, moze by¢ podobny do zakazen o etiologii
wirusowej, jak réwniez bakteryjnej. Do najczestszych
objawéw klinicznych zakazenia grzybiczego nalezy
gorgczka. Utrzymywanie sie standw gorgczkowych
u chorego leczonego antybiotykami szerokospek-
tralnymi, szczegodlnie z uposledzeniem odpornosci,
powinno nasuwaé podejrzenie zakazenia grzybicze-
go (1-3).

Inwazyjne zakazenia grzybicze to gtdwnie zakazenia
szpitalne wywotane przez grzyby z rodzaju Candida
i Aspegillus. Szacuije sie, ze liczba zakazen szpitalnych
waha sie od 5-10%, $miertelnos¢ w przypadku bakte-
riemii wynosi 16%, natomiast w przypadku fungemii od
30-81%. Drozdzaki z rodzaju Candida sg czwartym co
do czestosci czynnikiem etiologicznym zakazen tozy-
ska naczyniowego. W latach 1979-2000 liczba rejestro-
wanych fungemii wzrosta o ponad 200% (4, 5). Naj-
czestszym czynnikiem etiologicznym fungemii byty:
C. albicans (47,9-58,4% przypadkow), C. glabrata,
C. parapsilosis i C. tropicalis. Inne gatunki: C. krusei,
C. lusitaniae, C. guilermondii, C. dubliniensis, Saccha-
romyces byty wykrywane duzo rzadzie;.

Leczenie zakazen grzybiczych, mimo znaczace-
go postepu, pozostaje nadal powaznym problemem
i bywa znacznie trudniejsze niz leczenie zakazen bak-
teryjnych. Wptywa na to niewielka liczba antymikoty-
kéw w porownaniu z liczbg lekdw antybakteryjnych,
ale przede wszystkim specyfika procesu infekcyjne-
go i rozpoznawanie zakazen grzybiczych zwilaszcza
u 0sOb z zaburzeniami ukfadu odpornosciowego.
Obraz kliniczny uktadowych zakazen grzybiczych nie

jest charakterystyczny. W kazdym przypadku prawdo-
podobnej infekcji grzybiczej konieczne jest ustalenie
czynnika etiologicznego, oznaczenie jego lekowraz-
liwosci i monitorowanie skutecznosci leczenia odpo-
wiednim antymikotykiem (6).

Strategia terapii w tej grupie chorych obejmuje le-
czenie profilaktyczne, empiryczne i celowane. Wybor
opcji terapeutycznej powinien by¢ oparty na ocenie
wystgpienia czynnika ryzyka zakazenia grzybiczego,
wiasciwym rozpoznaniu, ocenie stanu klinicznego pa-
cjenta oraz badaniach diagnostycznych. Zbyt pdzne
rozpoznanie, a takze zbyt pdzne wdrozenie leczenia
zmniejsza jego skuteczno$¢ (7). Trudnosci terapeu-
tyczne wynikajg z szybko narastajacej lekoopornosci
na leki przeciwgrzybicze. W zwigzku z szeroko sto-
sowang profilaktyka rosnie czestosé wystepowania
szczepow opornych na standardowe leczenie antymi-
kotykami.

Rozwdj biologii molekularnej umozliwit wykorzysta-
nie markeréw molekularnych w diagnostyce mikolo-
gicznej. Metody te charakteryzujg sie wysokg czuto-
$cig i specyficznoscia.

W ciggu ostatnich lat metody molekularne znalazty
zastosowanie w badaniach pokrewienstwa genetycz-
nego. Szeroko stosowang metodg typowania gene-
tycznego jest RAPD (ang. random amplification of po-
lymorphic DNA). Jedng z ostatnich modyfikaciji metody
RAPD jest metoda PCR melting profile, opracowana
przez Masny i Plucienniczaka. Réznicuje ona drobno-
ustroje lepiej niz technika molekularna RAPD. Dodat-
kowo jest prosta w wykonaniu, tania i mozliwa do prze-
prowadzenia w krétkim czasie (8, 9).

Metoda typowania MP PCR (ang. melting profile PCR)
zostata zmodyfikowana i zoptymalizowana przez Kraw-
czyk i wsp. (9). Technika ta opiera sie na analizie DNA
genomowego poddawanego reakcji trawienia przy za-
stosowaniu jednego enzymu restrykcyjnego. W kolej-
nym etapie powstate fragmenty restrykcyjne ligowane
sg z adaptorem. Powstata mieszanina ligacyjna sta-
nowi matryce w reakcji PCR. Rdznicowanie badanych
izolatéw oparte jest na amplifikacji ograniczonej liczby
fragmentéw przy zastosowaniu obnizonej temperatury
denaturacji w reakcji PCR, zaleznej od analizowanego
drobnoustroju. Technika MP PCR (melting profile PCR)
wykorzystywana jest w badaniach epidemiologicznych
stosowanych w przypadku szpitalnych zakazeh grzy-
biczych, w celu okreslenia ich transmisji. Badania te
rowniez pozwalajg na monitorowanie leczenia przeciw-
grzybiczego pod kontem zmiennosci drobnoustrojéw
i ich opornosci na antymikotyki (10-16).
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CEL PRACY

Analiza pokrewienstwa gentycznego szczepow
C. glabrata opornych na leki z grupy azoli wyizolowa-
nych z materiatéw klinicznych chorych hospitalizowa-
nych w Samodzielnym Publicznym Centralnym Szpita-
lu Klinicznym (SPCSK) w Warszawie.

MATERIAL | METODY

Materiat do badania stanowito 189 szczepdw grzy-
béw drozdzopodobnych z gatunku Candida glabrata
wyizolowane od 110 chorych z zakazeniem inwazyjnym
hospitalizowanych w Oddziatach Zabiegowych, Zacho-
wawczych i w Oddziale Intensywnej Terapii w ramach
rutynowej diagnostyki mikologicznej, w Centralnym
Szpitalu Klinicznym w Warszawie w latach 2008-2010.
Sposrdd szczepow do badania wybrano 54 szczepy
C. glabrata wykazujace opornos¢ na leki z grupy azoli.

Oznaczanie warto$ci MIC antymikotykéw wykonano
metodg E-test (bioMerieux) z zastosowaniem podtoza
RPMI-agar (Biomed). Inkubacje prowadzano w wil-
gotnym inkubatorze w temp. 35°C w ciagu 24-48 go-
dzin (az do uzyskania wzrostu).

Odczytéw dokonywano wedtug zalecen zawartych
w instrukgcji ,E-test AB BIODISK”.

Szczepy grzybow drozdzopodobnych byly izolowa-
ne z réznych materiatdéw klinicznych, w tym z wyma-
zOw z ran pooperacyjnych i jamy otrzewnowej. Bada-
no rowniez plyny ustrojowe (otrzewnowy, optucnowy,
ptyn mdzgowo-rdzeniowy), materiaty z drég oddecho-
wych (poptuczyny pecherzykowo-oskrzelowe, aspiraty
$rodtchawicze, aspiraty z dolnych drég oddechowych),
punktaty z ropni wewnetrznych i zewnetrznych, z zatok.
Przy podejrzeniu fungemii pobierano krew obwodowa,
a przy podejrzeniu fungemii odcewnikowej badano: krew
obwodowag, krew z cewnika oraz cewnik naczyniowy.

Analize podobienstwa genetycznego szczepow C. gla-
brata wykonano metodg PCR MP KIT (DNA-Gdansk).
Analize przeprowadzono zgodnie z protokotem dofa-
czonym do zestawu przez producenta. Catkowite DNA
genomowe szczepow zostato wyizolowane z komoérek
grzybow drozdzopodobnych za pomoca zestawu od-

czynnikéw do izolacji DNA, wedtug zalecen producen-
ta (EURx). Otrzymane DNA trawiono enzymem restryk-
cyjnym Hind Ill przez 60 minut w 37°C. Po trawieniu
probki DNA ligowano z adaptorami przez 60 minut
w 16°C. Przeprowadzono reakcje PCR ze starterem
homologicznym do sekwencji adaptora. Produkty re-
akcji rozdzielono w 2% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Zdjecia oraz analize zeli wykonano za
pomocg aparatury i oprogramowania firmy SYNGENE.

WYNIKI

Sposréd 189 szczepdw grzybdéw drozdzopodob-
nych wyizolowanych z materiatéw klinicznych cho-
rych z rozpoznanym inwazyjnym zakazeniem grzy-
biczym, dalszym badaniom genetycznym poddano
54 szczepy C. glabrata. Wszystkie szczepy wyka-
zywaty opornosé wobec azoli. Wérdd 54 szczepdw
C. glabrata poddanych analizie molekularnej wyod-
rebniono 38 réznych typow genetycznych.

W Kilinice Chirurgii Ogélnej Transplantacyjnej
i Watroby, z materiatéw klinicznych od 9 chorych
uzyskano 15 izolatéw posiadajacych 10 swoistych
wzoréw prazkowych, nie stwierdzono przenoszenia
klonalnego szczepdw pomiedzy chorymi w obrebie
oddziatu (ryc. 1).

W Klinice Chirurgii Ogdlnej Naczyniowej i Trans-
plantacyjnej z materiatéw klinicznych od 11 cho-
rych uzyskano 17 izolatow zakwalifikowanych do
11 odrebnych typoéw genetycznych (ryc. 2).

W Klinice Hematologii z materiatéw klinicznych od
2 chorych wyhodowano 5 izolatéw zakwalifikowanych
do dwdch typdw genetycznych. Kazdy typ genetycz-
ny byt charakterystyczny dla danego pacjenta (ryc. 3).

W Klinice Chirurgii Gastroenterologicznej z ma-
teriatéw klinicznych pochodzacych od 7 chorych
wyizolowano 7 szczepdw, posiadajacych 6 wzoréw
molekularnych. Szczepy od 2 chory nalezaty do
tego samego typu genetycznego (ryc. 4).

Na oddziale OIT od 2 chorych wyizolowano
3 szczepy, zaliczone do 2 typéw genetycz-
nych (na zelu 3 pierwsze $ciezki) (ryc. 5).

| 987

988 985 886 961 960 217 818

819 325 324 1101  958/1 65 66

Ryc. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP dla szczepdw C. glabrata wyizolowanych od pacjentéw z Kliniki Chirurgii Ogoélnej

Transplantacyjnej i Watroby.
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1347 B640/1 184 185 1652

1653 1651

1663 1668 405 773

774 1264 1263 1387 829 665

Ryc. 2. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP dla szczepdw C. glabrata wyizolowanych od pacjentéw z Kliniki Chirurgii Ogoélnej

Naczyniowej i Transplantacyjnej.

13 11 499 580 537

Ryc. 3. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP dla szczepdw
C. glabrata wyizolowanych od pacjentéw z Kliniki Hematologii.

DYSKUSJA

Metody oparte na technikach biologii molekularnej
znalazty szerokie zastosowanie w diagnostyce mikro-
biologicznej, a czasami sg wrecz niezbedne w identyfi-
kacji zakazen. Kwestig najblizszych kilku lat jest wpro-
wadzenie metod opartych na biologii molekularnej do
standardowych, rutynowych protokotéw postepowania
diagnostycznego. Dajg one mozliwo$¢ szybkiego wy-
krywania drobnoustrojéw oraz umozliwiajg przeprowa-
dzenie dochodzen epidemiologicznych i poszukiwanie

1104 4 1292/2 843 838 1388 1309

Ryc. 4. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP dla szczepdw
C. glabrata wyizolowanych od pacjentéw z Kliniki Chirurgii Gastro-
enterologiczne;j.

709 720 1287 1558 339 1205 1007/1 1150 969

Ryc. 5. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR MP dla szczepow
C. glabrata wyizolowanych od pacjentéw z OIT.

zrédta zakazenia. Nalezy podkresli¢, ze diagnostyka
oparta o metody biologii molekularnej w istotny spo-
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sOb uzupetnia i poszerza metody klasyczne, jednak
nie moze w chwili obecnej zastgpi¢ metod klasycznych
bakteriologicznych, biochemicznych czy immunolo-
gicznych (12).

Zakazenia grzybicze najczesciej sg to zakazenia
o charakterze endogennym, chociaz réwniez zdarzajg
sie przypadki zakazen egzogennych. Zrodtem zakaze-
nia moze by¢ zaréwno personel medyczny, jak tez $ro-
dowisko szpitalne. W zwigzku z szerokim stosowaniem
terapii immunosupresyjnej, a takze profilaktyki prze-
ciwgrzybiczej, zwieksza sie udziat gatunkéw z grupy
non-albicans Candida spp. w zakazeniach grzybiczych.
Gatunek C. glabrata jest jednym z najczesciej izolowa-
nych drozdzakéw z grupy non-albicans Candida spp.
Jest to zwigzane z szerokim stosowaniem lekéw prze-
ciwgrzybiczych z grupy azoli, w szczegdlnosci fluko-
nazolu, powodujac narastanie nabytej opornosci na
ta grupe lekow. Czestosé zakazeh wywotanych przez
oporne na flukonazol szczepy, w tym C. krusei i C. gla-
brata, wykazuje tendencje wzrostowa.

W wyniku przeprowadzonej analizy Candida glabra-
ta stanowita dominujacy gatunek z grupy non-albicans
Candida spp. wyizolowany z materiatéw klinicznych
chorych, hospitalizowanych we wszystkich badanych
oddziatach szpitalnych. Odsetek wyhodowan tego
gatunku w Oddziatach Zachowawczych w latach
2008-2010 wynosit odpowiednio: 33,8, 27,3 i 15,4%,
w analizowanym czasie. Podobng czesto$¢ izolaciji
zanotowano w Oddziatach Zabiegowych z udziatem
procentowym: 34, 26,4 i 20,6% oraz w OIT: 18,4, 15,4
i17,9%.

Rozwdj biologii molekularnej umozliwit wykorzy-
stanie markerow molekularnych w diagnostyce mi-
kologicznej. Epidemiologia molekularna dostarcza
informacji majacych bardzo duze znaczenie dla na-
wracajacych zakazen, zwtaszcza chorych z grup ry-
zyka. Czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi zakazen
grzybiczych sa: neutropenia, limfopenia, chemio- i ra-
dioterapia, przewlekte leczenie glikokortykosteroidami
i lekami immunosupresyjnymi oraz nabyty zesp6t upo-
$ledzenia odpornosci (AIDS), rzadziej wrodzone niedo-
bory uktadu odpornosciowego. Grupe ryzyka stanowig
réwniez skrajne grupy wiekowe (> 60 r.z. i noworodki),
a takze osoby przewlekle niedozywione. Grupe cho-
rych najwyzszego ryzyka rozwoju inwazyjnego zakaze-
nia grzybiczego stanowig pacjenci poddani przeszcze-
pianiu narzaddw, zwtaszcza allogenicznych komérek
krwiotworczych.

Metoda typowania MP PCR (melting profile PCR)
opracowana przez Krawczyk i wsp. bazuje na uzyciu
niskiej temperatury denaturacji i przytaczaniu ligan-
du (adaptora) w celu réznicowania izolatéw drozdza-
kéw z rodzaju Candida (9). Jednak szeroki dostep do

PISMIENNICTWO
1. Zielinska E: Kontrowersje dotyczace optymalne] profilaktyki i leczenia

zakazen grzybami w stanach obnizonej odpornoéci. Przegl Epidemiol
2003; 57: 299-307.
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metod molekularnych typowania drobnoustrojéow cze-
sto jest limitowany przez niewystarczajagce wyposaze-
nie laboratorium (17).

Wyniki przeprowadzonych badan genetycznych
wskazuja na duze zréznicowanie wewnatrzgatunkowe
C. glabrata. Swiadczy¢ to moze o braku endemiczne-
go wystepowania szczepOw oraz o tym, ze zdecydo-
wana wiekszo$¢ inwazyjnych zakazen grzybiczych ma
charakter endogenny, co zgodne jest z doniesieniami
literaturowymi (6, 7). Tylko dwa szczepy C. glabrata
pochodzace od chorych z Kliniki Chirurgii Gastroen-
terologicznej byty ze sobg spokrewnione i nalezaty do
tego samego typu genetycznego.

Opornos¢ szczepow Candida na leki przeciwgrzy-
bicze jest konsekwencjg stosowania antymikotykow
w leczeniu zakazeh grzybiczych, zwtaszcza w tera-
pii profilaktycznej i empirycznej, powodujac selekcje
szczepow opornych (1, 7, 18, 19). Prawdopodobnie
w trakcie terapii grzyby drozdzopodobne bedace
czynnikami etiologicznymi zakazeh moga by¢ zaste-
powane innymi gatunkami pochodzacymi z flory szpi-
talnej, opornymi na stosowane leki (7, 20). Narastanie
lekoopornosci wsréd wielu gatunkéw grzybdéw spowo-
dowat wzrost zainteresowania badaniami, ktére mo-
gltyby pomoéc w wyjasnieniu nieznanych dotychczas
mechanizmdw wirulencji i opornosci grzybéw na po-
wszechnie stosowane leki przeciwgrzybicze (4, 21-24).
Problem nabywania genéw determinujgcych opornosé
skfania do dalszych obserwaciji i monitorowania zmian
aktywnosci przeciwgrzybiczej (23-26). Wydaje sie, ze
problem zakazenh grzybiczych bedzie inspirowat do po-
szukiwania doktadniejszych metod diagnostycznych.
Metody oparte na biologii molekularnej pozwolg na
przyspieszenie identyfikacji drobnoustrojéw oraz wy-
korzystane zostang w badaniach epidemiologicznych
zakazen szpitalnych. Metody oparte na biologii mole-
kularnej uzywane w analizie epidemiologicznej zaka-
zeh powodowanych przez drozdzaki z rodzaju Can-
dida, dzieki szybkiej identyfikacji zakazen szpitalnych
moga mie¢ pozytywny wplyw na zmniejszenie ilosci
tych zakazen (27).
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