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Streszczenie

W ostatnich dziesięcioleciach nastąpił wzrost występowania zakażeń grzybiczych na całym świecie. Obserwowane zmiany epidemiologiczne powstały w następstwie dynamicznego rozwoju medycyny, który związany jest z wprowadzeniem nowoczesnych metod diagnostycznych i leczniczych. Efektem postępu w dziedzinie medycyny jest równolegle rosnąca liczba osób stanowiących grupę ryzyka tj. pacjentów z zaburzeniami odporności oraz poważnymi schorzeniami współistniejącymi. Wobec stale rosnącej częstości występowania zakażeń grzybiczych, istnieje konieczność ciągłego monitorowania ich epidemiologii, jak również udoskonalania metod diagnostycznych stosowanych w laboratoriach mikrobiologicznych. 
Przedmiotem pracy była ocena występowania kolonizacji/ zakażeń grzybiczych u chorych wybranych oddziałów Szpitala Specjalistycznego im. Ludwika Rydygiera (SSLR) w Krakowie w okresie od 2008 do 2012 roku, ocena pokrewieństwa genetycznego wśród najczęściej izolowanych gatunków grzybów oraz opracowanie metody molekularnej, skutecznej w rozpoznawaniu zakażeń zatok szczękowych wywołanych przez grzyby z rodzaju Aspergillus.
Do opracowania analizy epidemiologicznej wybrano: Oddział Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OAiIT), Oddział Chorób Wewnętrznych (OChW), Oddział Leczenia Oparzeń (OLO), Oddział Chirurgii Szczękowo-Twarzowej (kliniczny) (OChSzT). Analizę przeprowadzono w oparciu o wyniki badań mikologicznych wykonanych w ramach rutynowej diagnostyki w Pracowni Mikrobiologii Zakładu Diagnostyki Laboratoryjnej (ZDL) szpitala.
Pokrewieństwo genetyczne pomiędzy 102 szczepami z gatunków C. albicans (62 szczepy) oraz C. glabrata (40 szczepów), izolowanymi od pacjentów OAiIT zbadano za pomocą metody RAPD PCR, z użyciem pięciu pojedynczych starterów. Pokrewieństwo genetyczne określono w oparciu o skonstruowane dendrogramy. Szczepy uznawano za identyczne, gdy ich podobieństwo genetyczne wynosiło 100%.
Celem wykrycia grzybów z rodzaju Aspergillus bezpośrednio w bioptatach błon śluzowych pobranych śródoperacyjnie z zatok szczękowych opracowano metodę molekularną, opartą na reakcji nested PCR. W badaniach zastosowano 69 bioptatów śluzówki zatok szczękowych pobranych od 67 pacjentów OChSzT SSLR w Krakowie leczonych chirurgicznie z powodu przewlekłego zapalenia zatok. Do izolacji DNA wykorzystano homogenizację tkanki w ciekłym azocie, wstępne trawienie enzymatyczne, a następnie oczyszczanie DNA za pomocą komercyjnego zestawu kolumienkowego. Do wykrycia Aspergillus spp. zastosowano reakcję nested PCR z użyciem starterów amplifikujących fragment genu kodującego podjednostkę 18S rRNA.
Ocena epidemiologiczna wykazała, że w okresie od 2008 do 2012 roku najwięcej szczepów grzybów izolowano w OAiIT, w którym stwierdzono również znamienny statystycznie wzrost częstości izolacji grzybów. W OChW oraz w OLO grzyby izolowano w mniejszym odsetku, a w badanym okresie nastąpił spadek częstości ich izolacji. W OChSzT liczba wyhodowanych szczepów grzybów była najmniejsza i nie ulegała istotnym zmianom w analizowanym okresie.  W OAiIT najczęściej badano aspirat tchawiczy (81,4%), z którego wyhodowano najwięcej szczepów grzybów (744/90%). Ilościowe badanie mikologiczne aspiratów tchawiczych pobranych od pacjentów OAiIT w większości przypadków wykazało kolonizację dróg oddechowych (79,8%), jednak w analizowanym okresie nastąpił istotny statystycznie wzrost liczby materiałów o znamiennym patologicznie stężeniu grzybów.  Również z próbek moczu częściej izolowano grzyby w stężeniu patologicznie znamiennym. W OChW najczęściej badanym mikologicznie materiałem klinicznym był mocz (32,8%), podczas gdy najwięcej szczepów grzybów wyhodowano z próbek plwociny (50/27%).  Ilościowe badanie mikologiczne plwociny w przypadku 91,8% próbek potwierdziło kolonizację grzybami, natomiast ilościowe badanie moczu w 28,2% próbek wykazało patologicznie znamienne stężenie grzybów. W OLO najczęściej badano krew (71,7%), lecz najwięcej szczepów grzybów uzyskano z posiewów wymazów z ran (29/30,5%). W OChSzT do badań pobierano głównie popłuczyny i bioptaty z zatok szczękowych, z których wyhodowano największą liczbę szczepów (39/31%). Najwięcej przypadków fungemii odnotowano w OAiIT (12 pacjentów), następnie w OLO (11 chorych) oraz w OChW (2 pacjentów). W OAiIT odnotowano istotny statystycznie wzrost odsetka przypadków fungemii. We wszystkich oddziałach z materiałów klinicznych najczęściej hodowano gatunek C. albicans oraz w dalszej kolejności C. glabrata. Z krwi również najczęściej izolowano C. albicans i w mniejszym odsetku C. glabrata. W OChSzT częstym patogenem grzybiczym, hodowanym z bioptatów lub popłuczyn z zatok szczękowych były grzyby pleśniowe z rodzaju Aspergillus (11,1% izolowanych grzybów). W okresie od 2008 do 2012 roku nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w częstości izolacji poszczególnych gatunków Candida w badanych oddziałach. Ocena lekowrażliwości szczepów Candida potwierdziła, że większość izolatów była wrażliwa na stosowane antymikotyki. W okresie badawczym odnotowano od pięciu do trzynastu szczepów opornych na flukonazol, worykonazol, amfoterycynę B oraz 5-fluorocytozynę, z których większość pochodziła z OAiIT. 
W badaniu pokrewieństwa genetycznego pomiędzy szczepami C. albicans nie wykryto ani jednej pary izolatów o 100% podobieństwie. Typowanie molekularne szczepów C. glabrata wykazało obecność dwóch identycznych izolatów. Obydwa szczepy pochodziły z aspiratów tchawiczych pobranych od pacjentów, hospitalizowanych w OAiIT w tym samym miesiącu. Ponadto zaobserwowano grupy blisko spokrewnionych szczepów C. albicans oraz C. glabrata, o współczynniku podobieństwa w zakresie 80-99%.


Opracowana metoda molekularna nested PCR potwierdziła obecność Aspergillus spp. w 10 bioptatach z zatok szczękowych u pacjentów z podejrzeniem aspergilozy zatok. Analiza porównawcza wyników uzyskanych w nested PCR oraz w badaniu histopatologicznym, potwierdzono wysoką  czułość (90%), swoistość (92,3%) oraz wartości predykcyjne wyniku dodatniego (90%) i ujemnego (92,3%) dla opracowanej metody. Porównanie wyników otrzymanych w konwencjonalnym badaniu mikologicznym, obejmującym hodowlę i ocenę preparatu bezpośredniego, z badaniem histopatologicznym,  wykazało niską czułość hodowli (50%) oraz wysoką czułość (100%) i niską specyficzność (53,9%) mikologicznego badania preparatu bezpośredniego.
Ocena epidemiologiczna występowania grzybów w wybranych oddziałach Szpitala Specjalistycznego im. Ludwika Rydygiera w Krakowie potwierdziła, że u chorych OAiIT najczęściej występowała kolonizacja układu oddechowego, która w tej grupie pacjentów stanowi ryzyko rozwoju zakażeń grzybiczych. Ponadto w OAiIT stwierdzono istotny statystycznie wzrost liczby przypadków fungemii, jak również grzybiczych zakażeń układu oddechowego i moczowego. Analiza występowania poszczególnych gatunków grzybów, potwierdziła, że C. albicans stanowił najczęstszy gatunek grzybów kolonizujący pacjentów, jak również najczęstszy patogen odpowiedzialny za rozwój kandydemii we wszystkich oddziałach. Drugim w kolejności był gatunek C. glabrata. 
Ocena pokrewieństwa genetycznego pomiędzy izolatami C. albicans oraz C. glabrata, pochodzącymi z materiałów klinicznych pobranych od pacjentów OAiIT, wykazała endogenne pochodzenie większości szczepów. Potwierdzono również możliwość transmisji szczepów Candida i ryzyko rozprzestrzeniania w oddziale infekcji o podłożu egzogennym. 
Opracowana metoda molekularna wykrywająca grzyby z rodzaju Aspergillus spp. w bioptatach z zatok szczękowych wykazała wysoką skuteczność w rozpoznawaniu aspergilozy zatok u pacjentów leczonych chirurgicznie z powodu przewlekłego zapalenia zatok. Jednak w celu potwierdzenia uzyskanych wyników należy przeprowadzić badania z udziałem większej grupy badawczej.
