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Zakazenia grzybicze dotycza gtéwnie pacjentdw z obni-
zong funkcjg uktadu odpornosci. Mozliwosci nowoczesnej
i zaawansowanej opieki medycznej (w tym stosowanie
inwazyjnych metod leczenia), pozwalajacej na przedtuze-
nie i polepszenie jakosci zycia pacjentéw, paradoksalnie
powiekszaja liste czynnikéw predysponujgcych do rozwoju
zakazenia grzybiczego.

Diagnozowanie grzybic pozostaje problemem,
w szczego6lnosci wsrdd pacjentdw obarczonych najwiek-
szym ryzykiem zakazenia. Objawy w wiekszosci przy-
padkéw sg mato charakterystyczne, a kolonizacja trudna
do odrdznienia od zakazenia inwazyjnego.

Wstepna diagnoza zakazenia grzybiczego ma swoje
miejsce w gabinecie lekarskim, gdzie na podstawie doktad-
nie przeprowadzonego wywiadu klinicznego klinicysta
stwierdza prawdopodobienstwo wystapienia zakazenia
grzybiczego, powierzchniowego badz inwazyjnego.

Powierzchniowe zakazenia grzybicze dotyczg gtownie
skory i jej przydatkow tj. paznokci i wtosow. Grzyby nisz-
czg biatka gospodarza jednak nie wnikajg poza warstwy
tych tkanek.

Inwazyjne zakazenia grzybicze, to takie, w ktorych pa-
togeny grzybicze penetrujg do tkanek i wnikaja do naczyn
krwionos$nych. Nastepstwem moze byc¢ zakazenie rozsiane,
gdy komorki grzyba przylegajg do komérek srédbtonka
naczyniowegdo, drogg krwi zakazajg inne tkanki i narzady.
W efekcie dochodzi do aktywacji uktadu odpornosciowego
i kaskady procesow krzepniecia powodujgcych tworzenie
zatoréw.

Podejrzenie zakazenia grzybiczego jest wyzwaniem
dla lekarza prowadzgcego pacjenta do wyboru odpo-
wiednich metod diagnostycznych celem potwierdzenia
rozpoznania zakazenia.

Diagnostyka powierzchniowych zakazen grzybiczych
opiera sie gtéwnie na badaniach mikrobiologicznych. Prze-
ptyw informacji zawartych w wywiadzie klinicznym, po-
miedzy lekarzem a mikrobiologiem jest niezmiernie wazny.
Informacje dotyczace wygladu powstatych zmian, choroby
podstawowej pacjenta, rodzaju lekdw jakie przyjmuje,
prowadzonego trybu zycia (kontakt ze zwierzetami, sporty,
podréze) moga pomaoc w ustaleniu prawdopodobnego
pochodzenia zrédta zakazenia, szybszej i pewnej identy [=]
kacji, ktéra pomoze mikrobiologowi dobra¢ odpowiednie
techniki posiewu do adekwatnego rodzaju patogenu.

Etapem wstepnym mikrobiologicznej diagnostyki
mikologicznej od ktérego niewatpliwie zalezy osiagnie-
cie sukcesu diagnostycznego jest pobranie materiatu
do badan. Materiat w postaci tusek skérnych pobieramy

z obwodu ogniska zapalnego zmiany, gdyz w tym miejscu
mozemy spodziewac sie zywych strzepek grzybni. Jesli
na skdrze obecnych jest wiecej niz jedno ognisk zapal-
nych, materiat powinien by¢ pobrany ze wszystkich zmian
(w tym ze zmiany pierwotnej). Jesli zmiany dotycza skory
owtosionej, materiatem do badan powinny by¢ tuski skérne
oraz w catosci depilowany wios. W przypadku podejrzenia
tupiezu pstrego, nalezy pobrac tuski z miejsc zmienionych
chorobowo na tutowiu oraz tuski skérne i wiosy z gtowy.
Zaleca sie rowniez w celach diagnostycznych tupiezu pstre-
go obejrzenie miejsc zmienionych w swietle lampy Wooda
(Cudrescencja grzybéw). W grzybicy paznokci pobieramy
opitki z granicy ptytki paznokciowej zdrowej i zmienionej
chorobowo, a w przypadku podejrzenia zakazenia watow
paznokciowych, réwniez rope.

Diagnostyka mikrobiologiczna grzybic powierzchnio-
wych opiera sie na badaniu mikroskopowym odpowiednio
wykonanego preparatu z materiatu klinicznego, posiewu
i zaktadania hodowli (im wiecej danych uzyskanych z wy-
wiadu klinicznego, tym wieksze mozliwosci zastosowania
odpowiednich technik posiewu w kierunku okreslonych
patogendw) oraz na identy [kdcji makroskopowej i bio-
chemicznej wyhodowanych grzybow.

Wyizolowanie grzybow z materiatu klinicznego
zmusza do stwierdzenia, czy jest to kolonizacja, czy tez
juz zakazenie. Wiadomo bowiem, ze grzyby wystepujg
powszechnie w Srodowisku oraz stanowig [zjblogiczny
sktadnik mikro [ofy cztowieka. Zawsze nalezy poréwnac
wynik badania ze stanem klinicznym pacjenta ze wzgledu
na fakt, ze nawet wyhodowanie grzybéw w matej liczbie
od pacjentéw bedacych w gtebokiej immunosupresji moze
wskazywac na zakazenie.

Wieksza wartos¢ diagnostyczng ma badanie ilosciowe
materiatdw pobranych z kilku miejsc jednoczesnie. Pozwa-
la to ustali¢ tzw. indeks kolonizacji stanowigcy o ryzyku
rozwoju inwazyjnego zakazenia grzybiczego.

Wstepne podejrzenie inwazyjnego zakazenia grzy-
biczego na podstawie doktadnie przeprowadzonego wy-
wiadu lekarskiego wymaga zastosowania odpowiedniego
schematu postepowania diagnostycznego nie ogranicza-
jacego sie jedynie do badan mikrobiologicznych. Bada-
niem niezbednym w takich przypadkach jest okreslenie
markeréw stanu zapalnego (czesto nieswoiste u pacjen-
toéw z nieprawidtowg funkcjg uktadu odpornosci), a takze
przeprowadzenie dodatkowych badan biochemicznych
(réwniez w zaleznosci od podejrzenia infekcji poszczegdl-
nych narzadéw) pozwalajacych na diagnostyke roznicowg
z innymi jednostkami chorobowymi. Pomocne i bedace
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Ztotym standardem w diagnostyce inwazyjnych grzybic
sg badania histopatologiczne bioptatéw, wycinkéw oraz
materiatdw pobranych podczas bronchoskopii. Powaznym
problemem sg ograniczenia mozliwosci wykonania tego
typu badan u pacjentéw z matoptytkowoscia, czy tez be-
dacych w glebokiej immunosupresji.

Diagnoza inwazyjnego zakazenia grzybiczego powin-
na by¢ réwniez poparta badaniami obrazowymi tj. wysoko
rozdzielcza tomogra [@komputerowg lub ultrasonogralal
Czesto wyniki tych badan réwniez nie sg typowe dla za-
kazenia grzybiczego i moga przypomina¢ obrazem inne
jednostki chorobowe.

Postawienie pewnej diagnozy inwazyjnego zakazenia
grzybiczego opiera sie na uzyskaniu dodatniego wyniku
badania mikrobiologicznego z miejsca jatowego. Jednak
nalezy pamietac, ze uzyskanie wyniku ujemnego nie za-
wsze oznacza brak zakazenia. Moze mie¢ na to wptyw
wiele czynnikéw, miedzy innymiwczesniejsze stosowanie
antymikotykow, uszkodzenie komorek grzyba, niewielka
liczba krazacych komorek grzyba w ustroju trudna do aspi-
racji np. podczas pobrania krwi. Stad tez wyniki posiewow
krwi az w 40% kandydemii sg ujemne.

Metody mikrobiologiczne stosowane w diagnostyce
mikologicznej, to:

1. Badanie mikroskopowe

® mikroskopia bezposrednia osadu uzyskanego
z materiatu klinicznego z dodatkiem soli [Zjb-
logicznej lub 10% KOH,
wykonanie preparatu barwionego metoda
Grama, pozytywno-negatywna (podejrzenie
kryptokokozy), niektére barwienia histopato-
logiczne — Gomori-Grocott,
ocena mikroskopowa wyhodowanych pato-
genow — identy [kdcja grzybow plesniowych
(konidiow, pseudostrzepek, owocnikéw, za-
rodnik6w) w oparciu 0 monogra [e] atlasy.
2. Posiewihodowla
® posiew materiatu na odpowiednie podtoza
namnazajgce i réznicujace i pdzniejsza ocena
morfologii wyhodowanych grzybow, identy-
[kacja w oparciu o szybkos¢ wzrostu, rodzaj
i ksztatt wytworzonych kolonii, kolor i zapach.
3. Identy [kdcja i mikrogram
® Grzyby ple$niowe s identy [Kdwane w opar-
ciu o cechy morfologiczne tj. wyglad koloni,
szybkos$¢ wzrostu a takze budowe i wyglad
owocnikow i zarodnikéw grzybéw. Natomiast
drozdzaki identy [kdwane sg przede wszystkim
na podstawie cech morfologicznych, gtéwnie
ksztattu blastospor zaobserwowanych w pre-
paracie mikroskopowym z hodowli, wygladu
i barwy koloni oraz testow wykorzystujacych
wiasciwosci biochemiczne, gtéwnie zdolnos¢
do asymilacji cukréw (np. Api ID 32 C BioMe-
rieux; system automatyczny z kartami testow
biochemicznych Vitek).
Ocena wrazliwosci in vitro grzybéw na anty-
mikotyki jest trudna ze wzgledu na brak wy-
standaryzowanych metod oraz zlg korelacje
uzyskiwanych wynikéw z efektami klinicznymi

terapii. Metoda referencyjng (zalecana przez la-
boratoria referencyjne CSLI) oceny wrazliwosci
grzybow jest metoda rozcierczen leku w pod-
tozu ptynnym RPMI. W codziennej pracy stoso-
wane sg metody zblizone do referencyjnej tzw.
metody potilosciowe i ilosciowe. Powszechnie
dostepne sg komercyjne zestawy do oznacza-
nia wrazliwosci na antymikotyki diagnostyczne
dla grzybéw drozdzopodobnych takie jak ATB
Fungus 2 (bioMerieux), Fungitest (BioRad),
systemy zautomatyzowane Vitek, E-testy (AB
Biodisk) dla grzyb6w plesniowych E-testy (AB
Biodisk), ktére umozliwiajg oznaczenie war-
tosci MIC (Minimal Inhibitory Concentration
— najmniejsze stezenie leku hamujace wzrost
grzybow).

4. Metody serologiczne.

® Polegaja gtéwnie na wykrywaniu antyge-

néw grzybiczych oraz swoistych przeciwciat

W surowicy.

Stosowane techniki to gtéwnie odczyny aglu-

tynacji lateksowej oraz immuno-enzymatycz-

ne (ELISA).

Wykrywane sg wolno krgzgce antygeny grzy-

bicze takie jak:

+ mangan Candida w surowicy,

+ galaktomannan Aspergillus w surowicy,

+ 1,3-B glukanu Aspergillus, Candida w su-
rowicy, ptynie mézgowo-rdzeniowym, po-
ptuczynach pecherzykowo-oskrzelowych
i innych ptynach z jam ciata,

+ glikuronoksylomannan Cryptococcus w su-
rowicy i ptynie mézgowo- rdzeniowym.

Ocena poziomu swoistych przeciwciat. Szcze-
go6lng warto$¢ ma okreslenie swoistych prze-
ciwciat anty Candida formy inwazyjnej (strzep-
ka) oraz przeciwciat anty Aspergillus.
5. Metody chromatogra[igazowej i chromatogra[i]
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.
® Wykrywanie metabolitéw grzybéw w ptynach
ustrojowych:
+ D-arabinitolu Candida
+ mannitolu Aspergillus
6. Techniki biologii molekularnej.
o Wykrywanie materiatu genetycznego grzyba.
Do tego celu stosowane sg;
+ reakcja fachiuchowa polimerazy
+ [udrescencyjna hybrydyzacjain situ (FISH)

Wedtug zalecen The European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Mycosis Study Group (EORTC/
MSG) EORTC/MSG z 2008 roku, metodami mikrobiologicz-
nymi akceptowanymi w $wietle rutynowej diagnostyki
inwazyjnych zakazen grzybiczych sa: mikroskopia, hodowla
i testy serologiczne, przy czym brak dodatniej hodowli
a pozytywne wyniki badan serologicznych sa rozwazane
jako potwierdzenie zakazenia tylko w grupie pacjentow
zimmunosupresjg. Metody biologii molekularnej po raz
kolejny nie zostaty wprowadzone jako narzedzie rutynowej
diagnostyki. Pomimo wielu zalet nie sg komercyjnie do-
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stepne i ujednolicone dla wszystkich laboratoriéw co wigze
sie z brakiem standaryzacji.

Ostateczna i szybka diagnostyka zakazen grzybi-
czych jest trudna ze wzgledu na brak czutych metod. Petna
odpowiedz moze by¢ przyblizona dzieki zastosowaniu
wszystkich dostepnych technik diagnostycznych, zaréwno
mikrobiologicznych, histopatologicznych, biochemicznych,
badaniu markeréw stanu zapalnego, immunologicznych
oraz technik obrazowych. Waznym jest zwrdcenie uwagi
na stan kliniczny pacjenta, rodzaj choroby podstawowej,
diety, stosowanego leczenia przeciwbakteryjnego i prze-
ciwgrzybiczego. Wszystkie te czynniki majg okres$lony
wptyw na wyniki badan mikrobiologicznych. Grzyby jako
patogeny powszechnie wystepujgce w otoczeniu moga
by¢ przyczyna kontaminacji i uzyskiwania wynikow fat-
szywie dodatnich. Dlatego duzg uwage nalezy poswieci¢
sterylnemu sposobowi pobrania materiatu oraz pézniejsze-
mu opracowaniu w laboratorium. Hodowla, metody sero-
logiczne oraz uzupetniajgco techniki PCR zawsze powinny
by¢ wykonywane jednoczesnie i wielokrotnie powtarzane
w przypadku podejrzenia inwazyjnego zakazenia grzy-
biczego. W wielu niezaleznych badaniach udowodniono
uzyteczno$¢ metod biologii molekularnej w diagnostyce
mikrobiologicznej inwazyjnych zakazen grzybiczych. We-
dhug zalecern EORTC/MSG techniki molekularne nie moga
stuzy¢ jako narzedzie do rutynowej diagnostyki mikolo-
gicznej. Moga by¢ wykorzystywane jedynie jako metoda
dodatkowa po dokladnym opracowaniu i dostosowaniu
do potrzeb badan zwtaszcza u pacjentéw z niedoborami
uktadu odpornosci
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