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WSTEP

Postepowi, jaki odnotowuje sie w wielu dziedzinach wspétczesnej medycyny, towarzyszy wzrost liczby inwazyjnych
zakazen grzybiczych (1ZG), ktore komplikuja proces leczenia choroby podstawowej oraz powodujg powstanie wielu
groznych dla zycia powiktan. Wzrost czestosci zakazen grzybiczych jest wynikiem powszechnego stosowania
antybiotykéw o szerokim spektrum, przedtuzajgcej sie hospitalizacji krytycznie chorych i wzrastajgcej liczby
pacjentéw z obnizong odpornoscia. Dlatego problem ten dotyka w szczegélnosci pacjentéw leczonych na oddziatach
intensywnej opieki medycznej, transplantologii, onkologii, hematologii oraz oparzeniowych.

Najczesciej wymieniane grupy ryzyka rozwoju 1ZG obejmujg pacjentéw z wrodzonymi lub nabytymi niedoborami
odpornosci, leczonych lekami immunosupresyjnymi, poddanych dtugotrwatej antybiotykoterapii, a takze chorych
w skrajnych grupach wiekowych (wczesniaki i noworodki, osoby starsze), pacjentéw obcigzonych chorobami
przewlektymi (np. cukrzyca) oraz z wszczepionymi biomateriatami. Wage problemu podkres$la fakt, ze pomimo
postepu rowniez w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej, inwazyjne zakazenia grzybicze sg rozpoznawane za zycia
chorego jedynie w 20-30% przypadkdw.

Obecnie ponad 100 gatunkoéw grzybow drozdzopodobnych izolowanych z réznych miejsc ciata cztowieka jest
znanych jako patogeny ludzkie. Drozdzaki z rodzaju Candida sg czynnikiem etiologicznym zakazen w okotfo 72,8
milionach przypadkéw rocznie na catym Swiecie, a Smiertelno$¢ z nimi zwigzana siega 33,9%. Chociaz Candida
albicans pozostaje wiodgcym i najwazniejszym patogennym gatunkiem, to w ostatnich latach wzrasta czestos¢
izolacji gatunkdw innych niz C.albicans [1]. Identyfikacja grzybdw sposrdd coraz liczniejszej i bardziej roznorodne;
grupy przy uzyciu konwencjonalnych metod fenotypowych jest trudna i czasochtonna, a ustalenie gatunku moze
by¢ niejednoznaczne, szczegélnie w przypadku rzadziej spotykanych grzybdw drozdzopodobnych. Ponadto
nalezy pamieta¢, ze gatunki grzyboéw w roznym stopniu sg wrazliwe na leki przeciwgrzybicze, dlatego szybka
i niezawodna identyfikacja tych drobnoustrojéw ma kluczowe znaczenie w jak najwcze$niejszym wigczeniu leczenia
uwzgledniajgcego naturalng opornosé wyizolowanego szczepu [1].
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Spektrometr masowy typu MALDI-TOF identyfikuje mikroorganizmy poréwnujgc widma mas biatek rybosomalnych
(tzw. molekularny ,odcisk palca”) z widmami zgromadzonymi w bazie danych, obejmujgcymi okoto 2600 gatunkdw.
Wiekszos$¢ testow identyfikujgcych drobnoustroje oparta jest na analizie ich wtasciwosci biochemicznych, co trwa
od 24 do 48 godzin. Technika spektrometrii mas umozliwia szybka, kilkuminutowg identyfikacje drobnoustrojow,
nawet tych, ktére wykazujg stabe witasciwosci biochemiczne. Pozwala to skroci¢ czas oczekiwania na wynik
badania mikrobiologicznego o jedng lub dwie doby, a przez to wczesniej wdrozy¢ terapie empiryczna, ktéra jest

potwierdzana zgodnie z rekomendacjami EUCAST.

CEL

Celem pracy byta identyfikacja izolatow klinicznych
grzybow drozdzopodobnych metodg spektrometrii
masowej (Maldi-Tof) przy uzyciu analizatora MALDI-
TOF-microflex firmy Bruker i porownanie tej metody
z metodami rutynowo stosowanymi w Uniwersyteckim
Szpitalu Dzieciecym w Krakowie (ocena preparatu
bezposredniego, identyfikacja manualna w oparciu
o mikromorfologie szczepu w potgczeniu z opisami
gatunkow w atlasach i monografiach, identyfikacja przy
uzyciu automatycznego systemu mikrobiologicznego
BD Phoenix™).

MATERIALY | METODY

Materiat do badan stanowity szczepy grzybow
drozdzopodobnych uzyskane z posiewoéw materiatéw
klinicznych, ktérych nie udato sie zidentyfikowac
przy zastosowaniu rutynowo dostepnych metod
diagnostycznych.

Hodowle prowadzono w temperaturze 30/37°C na
agarze Sabouraud przez 7 dni. Po uzyskaniu wzrostu
szczepu wykonano preparat barwiony metodg
Grama, a nastepnie do identyfikacji wykorzystywano
metode hodowli na podtozach  zubozonych
w technice Dalmau oraz analizator mikrobiologiczny
BD Phoenix™. Izolaty poddano analizie przy
uzyciu oprogramowania MBT Compass IVD i MBT
Compass metodg spektrometrii masowej (MALDI
-TOF MS firmy Bruker) wedtug instrukcji producenta
metodg rozciggnietego transferu bezposredniego
i —w celu uzyskania lepszego wskaznika identyfikacji
(score) — metodg ekstrakcji kwasem mréwkowym
i acetonitrylem.

WYNIKI

W ciggu 11 miesiecy w Zaktadzie Mikrobiologii

Klinicznej USD wykonano 3055 badarn mikologicznych

(klasyczna diagnostyka mikologiczna i badania

mykoserologiczne), w tym:

* hodowli poddano 1897 materiatéw klinicznych;

* wzrost grzybow drozdzopodobnych stwierdzono
w 745 materiatach;

* wyizolowano tgcznie 1008 szczepdw grzybow
drozdzopodobnych nalezgcych do  réznych
gatunkéw;

* 30 szczepow (2,98%) nie udato sie zidentyfikowac
przy uzyciu rutynowo dostepnych metod
diagnostycznych  (test filamentacji, ocena
mikromorfologii na podtozach  zubozonych,
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identyfikacja w oparciu o wyniki testéw
biochemicznych wykonywanych na analizatorze
BD Phoenix™) — szczepy te przekazano do
dalszej diagnostyki do Laboratorium Mikrobiologii
Jagiellonskiego Centrum Innowacii (JCI).

W JCI otrzymane izolaty grzybéw drozdzopo-
dobnych poddano analizie metodg spektrometrii
masowej (Maldi-Tof) przy uzyciu analizatora
MALDI-TOF-microflex firmy Bruker. W badanej
grupie 28 szczepow (93,3%) zostato zidentyfikowanych
uzyskujgc wskaznik (score) powyzej 2.00 (wiarygodna
identyfikacja drobnoustroju). Dwoch izolatdéw (6,66%
populacji) nie udato sie zidentyfikowad.

WNIOSKI

Spektrometr masowy typu MALDI-TOF to urzgdzenie,

ktére umozliwia uzyskanie identyfikacji analizowanych

mikroorganizmow w najkrotszym czasie (od 10 do 30

minut) w poréwnaniu z innymi metodami stosowanymi

rutynowo w diagnostyce mikrobiologicznej, np.:

+ analizator mikrobiologiczny BD Phoenix™ — 12 do
24 godzin,

+ identyfikacja na podstawie hodowli i preparatu
(ocena mikromorfologii badanego szczepu na
podtozu kukurydzianym) — 48 godzin.

Wyniki badan potwierdzajg teze przedstawiong
w zatgczonej literaturze, ze identyfikacja wykonana
przy uzyciu analizatora MALDI-TOF-microflex firmy
Bruker jest szybsza i bardziej wiarygodna niz metody
tradycyjne™®.
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Rysunek 1. Widmo mas biatek rybosomalnych uzyskane dla Candida parapsilosis, jednego z 30 szczepow grzybéw
drozdzopodobnych, ktorych nie udafo sie zidentyfikowac tradycyjnymi metodami.
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Rysunek 2. Porownanie widma uzyskanego dla Candida parapsilosis (gorna potowa wykresu) z widmem wzorcowym
dla tego szczepu w bazie danych firmy Bruker (dolna pofowa wykresu).
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