PRZEGL EPIDEMIOL 2010; 64: 313 - 317

Problemy zakazen

Anna B. Macura, Jadwiga Witalis

GRZYBY IZOLOWANE Z KALU PACJENTOW Z DOLEGLIWOSCIAMI
PRZEWODU POKARMOWEGO W LATACH 2005 - 2009

FUNGI ISOLATED FROM THE STOOL IN PATIENTS WITH GASTROINTESTINAL
DISORDERS IN 2005 - 2009

Zaktad Mykologii Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum UJ w Krakowie

STRESZCZENIE

Wyniki 2242 mikologicznych badan katu pacjentow
z nieswoistymi dolegliwo$ciami ze strony przewodu
pokarmowego przeanalizowano pod katem sktadu ga-
tunkowego wyizolowanej metoda hodowli mikroflory
grzybiczej, czgstosci izolowania poszczegolnych ga-
tunkoéw w ilosci wskazujacej na zaburzenie rownowagi
mikrobiologicznej flory jelita grubego oraz oceny wraz-
liwos$ci szczepdw na leki przeciwgrzybicze. Obecnos¢
grzybow stwierdzono w 61,5% badanych probek. Sktad
wyizolowanej mikroflory grzybiczej byt nastepujacy:
C. albicans - 70,9% izolatow, Candida non-albicans
-20,8% (w tym m. in. C. krusei 3,4%, C. parapsilosis
1,9%, C. glabrata 1,6 %), inne rodzaje — 8,3% (w tym
m. in. S. cerevisiae 5,6% izolatow, Geotrichum sp.
1,2%, Trichosporon sp. 1,0%). Wyniki potilosciowej
oceny intensywno$ci wzrostu grzybow z katu wyka-
zaty, ze w 20,8% przypadkow wystapito zaburzenie
roéwnowagi mikrobiologicznej flory jelit. W badaniach
wrazliwo$ci wyizolowanych szczepow Candida za
pomoca Fungitestu, stwierdzono nizsza wrazliwos$¢ na
pochodne azolowe niz na amfoterycyng B i 5-fluorocy-
tozyng. Stosunkowo czesto izolowano wsrdd gatunkow
Candida non-albicans szczepy o obnizonej wrazliwosci
lub oporne na leki przeciwgrzybicze.

Stowa kluczowe: grzyby, Candida, badania katu

WSTEP

Mikologiczne badanie katu ma istotng wartos$¢
w diagnostyce zaburzen roéwnowagi biocenozy jelit
oraz w diagnostyce grzybic przewodu pokarmowego.
Dotyczy to wypadkow, gdy klinicznym objawom
nieprawidtowego funkcjonowania przewodu pokar-
mowego towarzyszy obfite wystgpowanie w kale tych
gatunkow grzybow, ktore u zdrowych ludzi wchodza
w sktad prawidlowej komensalnej mikroflory jelitowe;,
ale w proporcjonalnie niewielkiej ilosci. W niniejszej

ABSTRACT

The mycological examination of 2242 stool speci-
mens sampled form patients with non-specific gastroin-
testinal tract ailments was focused on the spectrum of
fungal species isolated in culture, the frequency of iso-
lation of the particular species high enough to indicate
microbiological imbalance in the gut flora as well as
evaluation of the fungal susceptibility to the antifun-
gal agents. Fungal presence was detected in 61.5% of
the specimens tested. The fungal flora isolated was as
follows: C. albicans 70.9% of the isolates, Candida
non-albicans 20.8% (including C krusei 3.40%, C.
parapsilosis 1.88%, C. glabrata 1.59%), other genera
8.34% (including S. cerevisiae 5.58%, Geotrichum sp.
1.16%, and Trichosporon sp. 1.01%). The results of
semiquantitative evaluation of the intensity of growth of
the fungi isolated from the stool revealed that imbalance
in the gut flora occured in 20.8% of the cases. Candida
strains tested using Fungitest were less susceptible to
azoles than to amphotericin B and 5-fluorocytosine.
Decreased susceptibiliy or resistance to antimycotics
was relatively often found among Candida non-albicans
strains.
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pracy przedstawiono wyniki retrospektywnej analizy
piccioletniego okresu badan mikologicznych katu pa-
cjentow z dolegliwosciami przewodu pokarmowego.
Celem pracy byto ustalenie sktadu gatunkowego mikro-
flory grzybiczej i ocena czgstosci izolowania grzybow
z katu badanej populacji pacjentow w ilosci wskazujacej
na potencjalng rolg tych gatunkéw w wywotywaniu
grzybic przewodu pokarmowego. Dokonano ponadto
oceny wrazliwo$ci wyizolowanych szczepow grzybow
z rodzaju Candida na leki przeciwgrzybicze.
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MATERIAL I METODY

Analizowano 2242 wyniki badan mikologicznych
katu pacjentow, ktérzy byli diagnozowani w Zakladzie
Mykologii Katedry Mikrobiologii CM UJ w Krakowie
w latach 2005-2009 z powodu nieswoistych dolegliwo-
sci przewodu pokarmowego (bole brzucha, wzdecia,
biegunki).

Charakterystyka objetych badaniem pacjentow:
53% pici zenskiej 1 47% plei meskiej w wieku od 18.
dnia zycia do 92. roku zycia. Analizowano 173 badania
noworodkow i niemowlat ponizej 12. miesigca zycia,
545 dzieci w wieku od 1 do 3 lat, 381 starszych dzieci
w wieku od 4 do 10 lat, 392 badania nastolatkow i tzw.
mtodych dorostych w wieku od 11 do 30 lat, 477 badan
0s6b z grupy od 31 do 59 lat i 153 badania 0sob w wieku
powyzej 60. roku zycia.. W 121 przypadkach brak byto
danych na temat wieku pacjentow.

Szczepy grzybdw izolowano i identyfikowano na
podstawie cech fenotypowych zgodnie z przyjetymi
zasadami diagnostyki mikologicznej (1). Pétilosciowej
oceny intensywnos$ci wzrostu hodowli dokonywano
W oparciu o stosowang w pracowni diagnostycznej
Zaktadu Mykologii CM UJ metodyke posiewu katu
(na ptytce Petriego o $rednicy 90 mm z podtozem Sa-
bourauda z chloramfenikolem) w ilo$ci mieszczacej si¢
w oczku ezy wykalibrowanej na 10 ul. Wzrost wyizolo-
wanych szczepow grzybdw oceniano wg czteropunkto-
wej skali: 1 punkt - pojedyncze kolonie, 2 punkty - staby
wzrost (kilkanascie kolonii), 3 punkty - Sredni wzrost
(kilkadziesiat kolonii), 4 punkty - obfity wzrost zlewny.

Oceniono wrazliwo$¢ wyizolowanych z katu
szczepow z rodzaju Candida na 6 lekéw przeciw-
grzybicznych (AMB — amfoterycyna B, SFC — 5-flu-
orocytozyna, MIK — mikonazol, KET — ketokonazol,
ITR — itrakonazol, FLU- flukonazol). Uzyty w pracy
komercyjny test FUNGITEST (Bio-Rad) uznany jest
za przydatny do badania wrazliwosci grzybow na leki
przeciwgrzybicze na podstawie porownania wynikow
z rekomendowang przez Clinical Laboratory Standard
(CLS) metoda mikro-rozcienczen (2).

WYNIKI

Z ogolnej liczby 2242 badan mykologicznych katu
pacjentéw z dolegliwosciami przewodu pokarmowego,
grzyby wyhodowano w 1378 przypadkach (61,5%),
z czego 743 (62,7%) u kobiet 1 635 (60,1%) u mez-
czyzn. W 91,7% dodatnich wynikow wyodrebniono
grzyby z rodzaju Candida, najczesciej gatunek Can-
dida albicans (70,9%). W 20,8% wynikow dodatnich
stwierdzono inne gatunki z rodzaju Candida (Candida
non-albicans). 1zolacje dwugatunkowe (najczesciej

C. albicans + C. krusei i C. albicans + S. cerevisiae)
stanowity 3,1 % badan z dodatnimi wynikami. Tabela I
przedstawia szczegdétowe dane dotyczace czestosci
izolacji poszczegolnych gatunkow grzybow. Tabela 11
zawiera zestawienie wynikow badan diagnostycznych
pod katem potilosciowej oceny wzrostu wyizolowanych
grzybow. U pacjentdw obu pici procentowy udzial ho-
dowli z najwyzszymi ocenami punktowymi (3 1 4) pod
wzgledem intensywnos$ci wzrostu grzybow byt zblizony
(19,5% u kobiet, 22,4 % u mezczyzn). Zwracajg nato-
miast uwage roznice w odniesieniu do poszczegdlnych
gatunkéw izolowanych grzybow. Gatunek C. glabrata
najczesciej z wszystkich dawat obfity i1 srednio obfity
wzrost (40 % hodowli z oceng punktowa 3 14), w prze-
ciwienstwie do Geotrichum sp. i Trichosporon sp. (brak
intensywnego wzrostu w ponad 90% hodowli). Gatunek

Tabela I. Grzyby wyizolowane z katu pacjentow, diagno-
zowanych w Zaktadzie Mykologii w latach 2005-
2009 z powodu nieswoistych dolegliwosci uktadu
pokarmowego

Fungi isolated from the stool in patients with non-
specific gastrointestinal ailments diagnosed at the
Dept. of Mycology in the years 2005-2009

Table I.

Kobiety | Mezczyzni | Lacznie
Ogodlna liczba badan katu 1185 1057 2242
Liczba dodatnich wynikéw | 6; ‘;3% w 63315% . 611357 fA)
Czestos¢ izolacji
poszczegdlnych gatunkow:

. . 546 431 977
Candida albicans (73.5%) | (67.9%) | (70,9 %)
Gatunki Candida non- 142 144 286
albicans (19,1 %) | (22,7 %) | (20,8 %)
w tym:

Candida krusei 21 26 47 (3,4 %)
Candida parapsilosis 10 16 26 (1,9 %)
Candida glabrata 18 4 22 (1,6 %)
Candida tropicalis 4 5 9 (<1 %)
Candida inconspicua 1 3 4 («1%)
Candida kefyr 0 3 3 (<1 %)
Candida guilliermondii 1 1 2 (<1 %)
Candida famata 1 0 1(«1%)
Candida lusitaniae 0 1 1(<1%)
Candida stellatoidea 0 1 1 (<1 %)
Candida sp. 86 84 170 (12,3 %)
Lacznie grzyby z rodzaju 688 575 1263
Candida (92,6 %) | (90,6 %) | (91,7 %)
Grzyby z rodzajow innych 55 60 115
niz Candida (7,4 %) | (9,4 %) (8,3 %)
w tym:

Saccharomyces cerevisiae 41 36 77 (5,6 %)
Geotrichum sp. 6 10 16 (1,2 %)
Trichosporon sp. 6 8 14 (1,0 %)
Aspergillus sp. 1 2 3 (<1 %)
Rhizopus sp. 1 1 2 (<1 %)
Rhodotorula 0 2 2 (<1 %)
Penicillium sp. 0 1 1(«<1%)
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Tabela II. Potilosciowa ocena intensywnos$ci wzrostu

grzybow, wyizolowanych z kalu pacjentow

Table II. Semiquantitative evaluation of the growth of fungi isolated from the patients’ stool

Udzial izolacji z poszczego6lnymi ocenami punktowymi w Ocena intensywnosci wzrostu hodowli grzybow
ogolnej puli badan z dodatnimi wynikami: w skali punktowej od 1 do 4*
1 2 3 4 Razem Razem
punkt punkty punkty punkty (1+2) (3+4)
u kobiet 237 361 108 37 598 145
(31,9 %) | (48,6 %) | (14,5%) | (5,0 %) | (80,5 %) | (19,5 %)
u mezezyzn 204 289 98 44 493 142
(32,1 %) | (45,5%) | (154%) | (7,0 %) | (77,6 %) | (22,4 %)
w badanej populacji tacznie 441 650 206 81 1091 287
(32,0 %) | (47,2%) | (14,8%) | (6,0 %) | (79,2 %) | (20,8 %)
Udzial hodowli z poszczegdlnymi ocenami punktowymi
w przypadku najczesciej izolowanych gatunkow grzybow:
Candida albicans 324% | 50,5 % 13,0 % 4,1 % 82,9 % 17,1 %
Candida glabrata 32,0% | 28,0% 16,0 % 24,0 % 60,0% | 40,0 %
Candida krusei 43,5% | 39,1 % 15,2 % 2,2 % 82,6 % 17,4 %
Candida parapsilosis 34,6 % 38,5% 15,4 % 11,5 % 73,1 % 26,9 %
Geotrichum sp. 50,0% | 43,8% 6,2 % 0 93,8 % 6,2 %
Saccharomyces cerevisiae 41,6 % 27,3 % 12,9 % 18,2 % 68,9 % 31,L1 %
Trichosporon sp. 42,9 % 50,0 % 7,1 % 0 92,9 % 7,1 %

* Skala oceny ilo$ciowej: 1 punkt — pojedyncze kolonie, 2 punkty — staby wzrost, 3 punkty — $redni wzrost, 4 punkty — silny

wzrost

Tabela III. Lekowrazliwos¢ grzybow z rodzaju Candida, wyizolowanych z katu pacjentow, oceniona Fungitestem
Table III. Drug susceptiblity of Candida fungi isolated from the patients’ stool and avaluated using the Fungitest

Liczba izolacji i procentowy udzial szczepoéw grzybdéw wrazliwych (W),
. Sredniowrazliwych (S) i opornych (O) na leki
:g AMB — amfoterycyna B, 5FC - 5-fluorocytozyna, B, MIK — mikonazol, KET — ketokonazol, ITR — itrakonazol,
L FLU — flukonazol
Gatunek =
3 AMB 5FC MIK KET ITR FLU
—
wls|lo|w|s|]o|w|s|o|w|]s|]o|w|s|o|w]|s]|o
A . 794 13 3 [s03] 5 [ 2 [759] 51 806 | 4 535 (260 6 [791 ] 18 | 1
Candida albicans | 810 |.q¢ ol w1 6 | %04 [#99.2| *0.6 | *0.2 [#93.7| *6.3 | © [*99.5[*0.5| O |*66.1[#33.2] *0.7 [*97.7] *2.2 | *0.1
Candida oy | 214 15 [ 3 {181 st [ 1o [n2|i2s| s 20831 [ 3 |88 [146| 8 [174] 56 | 12
non-albicans *88 4| %62 | #5.3 |*74,8(%21,0| *4,2 | 46,3 | 51,7 | #2,0 [¥86,0(*12,8] *1,2 |*36,4|%60,3| *3,3 [*71,9[%23,1| *5,0
wtym:
C. famat ol ol X tolol.llolol.hlololol.Llol.L]lolo
- Jamata *100 *100 *100 *100 *100 *100
20 | 2 20 | 2 14| 8 18 | 4 3 (16| 3 |13 8 |1
C. glabrata 22 lxg09|*0.1 | O |x009|*0.1| O |*636|*364| O |*s18*182| O |*13.6/*72.8[%13.6]%59,1[*36.4| %45
o } 2 2 2 1|1 2 2
C. guilliermondii 2 100 0 0 100 0 0 0 100 0 x50 | *50 0 0 100 0 100 0 0
. . 301 1] 2 [ 1 4 4 4 4
C. inconspicua 4 lersol2sol © |x2sol#so0l*2s0] O [*100] © |*100] © | © | O [*i00] © | O [*100] ©
2 1|21 3 3 2 |1 3
C. kefyr 3 67| O [#3330%66.70*333] © [*100] O | © [*100] O | © |*66.7[*333] © [*100] © | ©
C hrused w B4l 7730733231924 [3]1[5][22]10
: #7500 %9,1 [¥15,9|%¥15,9(%68,2[¥15,9| *6,8 [*88,6| *4,6 [¥52,3|%43,1| *4.6 | *0,1 |#88,6| *2,3 |*11,4|*65,9%22,7
o 231 [1a]2 3 121 |16 4 |12 15 | 1
C. parapsilosis 16 Legsolv1s.8] *6.2 [*87.5/%12.5] O [*18.8[%75.0[ *6.2 |*100| © | O [*250[*75.0] O [*03.8|*62| °
C. stellatoidea 1 *1100 0| o *1100 00| o0 *1100 0 *1100 0| o *1100 0| o *1100 0| o
o 7111 ]9 2 |7 9 3 s [ 1] s 1
C. tropicalis O berslanaani|=io0] © | 222778 @ 100 O | O |[#333[ss.6]*111]s89] O |*111
Condida s o B4 3 3 (a1l 28|22 |27 [ 1 [70]e6 |3 [126]14]
andiaa sp- %9581 *2.1 | *2,1 [#88,6/*10,0| *1,4 |*61,4[*37,1| *1,5 [*94,3| *5,0 | *0,7 |¥50,8*47,1| *2,1 |*90,0(*10,0

* czestos$¢ diagnozowania okreslonej wrazliwosci szczepu na leki w stosunku do ogdlnej liczby wykonanych testow [%]
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dominujacy pod wzgledem czgstosci izolacji, tzn. C.
albicans, cechowal skapy wzrost w 82,9% hodowli
(ocena punktowa 1 i 2), obfity wzrost z oceng 4 punktow
stwierdzono tylko w 4,1% izolatéw tego grzyba.

W poszczegdlnych przedziatach wieku czgstosci
izolacji grzybéw z katu ksztattowaty si¢ nastepujaco:
u noworodkow i niemowlat - 35,8%, u dzieci w wieku
od 1 do 3 lat - 64,8%, u dzieci w wieku od 4 do 10 lat -
51,7%, u nastolatkdw i mtodych dorostych, tj. w wieku
od 11 do 30 lat - 61,0%, u 0séb w $rednim wieku, tj.
od 31 do 59 roku zycia - 64,8% iu 0sob w wieku po-
wyzej 60 roku zycia - 82,4 %. Stwierdzono zatem, ze
w czestosci izolacji grzybow z katu istnieje tendencja
wzrostowa zalezna od wieku.

W tabeli I1I przedstawiono lekowrazliwos$¢ szcze-
pow grzybéw z rodzaju Candida wyizolowanych
z kalu. Stwierdzono nizsza wrazliwo$¢ Candida na
pochodne azolowe (MIK, KET, ITR, FLU) niz na
inne leki przeciwgrzybicze (AMB, 5FC). Czestos¢
izolacji szczepdw Candida non-albicans wrazliwych
na badane leki byta nizsza w porownaniu z C. albicans.
Zwraca uwage ich ogolnie niska wrazliwo$¢ na itra-
konazol ($rednio tylko 36,4% wrazliwych szczepow
w tej grupie) i mikonazol (46,3%). Wsrod badanych 44
szczepow C. krusei tylko 3 wykazaty pelng wrazliwos¢
na mikonazol, a 4 na itrakonazol, podobnie C. parap-
silosis —na 16 szczepdw wykryto odpowiednio: tylko
3 14 wrazliwe szczepy.

DYSKUSJA

Wyniki naszych badan zgodne sg z powszechng
opinia, ze C. albicans jest dominujacym gatunkiem
grzyba w komensalnej mikroflorze przewodu pokar-
mowego cztowieka. Wiadomo, Ze ten gatunek jest tez
najczestszym czynnikiem etiologicznym kandydozy.
Jednakze coraz wickszy udzial w patogenezie grzybic
narzadowych i uogolnionych maja gatunki Candida
non-albicans (3 — 13). Z naszej analizy spektrum ga-
tunkowego grzybow w kale wynika, ze 70,9% izola-
tow stanowi C. albicans, natomiast stosunkowo duzy
ich procent stanowig gatunki Candida non-albicans
(20,8%). To uzasadnia potrzebe dalszych badan tych
grzybow, jako potencjalnych czynnikow etiologicznych
grzybic przewodu pokarmowego, ze szczegdlnym
zwrdceniem uwagi na gatunki: C. glabrata (z powodu
tendencji do wystepowania w obfitej ilosci) 1 C. krusei
(zuwagi na wysoki odsetek szczepdw opornych na leki).
W przypadku prawidlowego sktadu endogennej flory
bakteryjnej, w warunkach fizjologicznych, obecnos¢
niewielkiej ilosci grzybow w przewodzie pokarmowym
nie jest grzybica. Aby si¢ ona rozwingta, musza zaistnie¢
warunki predysponujace, takie jak antybiotykoterapia
czy immunosupresja. Zwigkszenie si¢ ilosci grzybow

w przewodzie pokarmowym bywa czynnikiem ini-
cjujacym ich kolonizacj¢, adherencj¢ i w nastgpstwie
prowadzi do rozwoju grzybicy.

Przyjete kryteria oceny intensywnosci wzrostu ho-
dowli pozwolily oszacowac, jak czesto grzyby wystepo-
waly w kale w ilosci wskazujacej na ich potencjalng role
w wywolywaniu zaburzen funkcjonowania przewodu
pokarmowego. Obfite i Srednio obfite ilosci grzybow
w kale $§wiadczg o zachwianiu réwnowagi fizjologicznej
biocenozy jelita grubego. W badanej przez nas populacji
$rednio obfity wzrost grzybdéw stwierdzono w 14,8%
wynikéw dodatnich, a wzrost zlewny w 6%, co stanowi
Iacznie 20,8% wynikoéw dodatnich.

Dolegliwosci u pacjentow zostaty zdefiniowane
przez lekarzy kierujacych jako nieswoiste, poniewaz
badania w kierunku obecnos$ci grzybdéw zostaty wy-
konane po wykluczeniu innych potencjalnych przy-
czyn. W wywiadzie chorobowym pacjentéw nie bylo
informacji sugerujacych ich przynalezno$¢ do grupy
podwyzszonego ryzyka wystapienia grzybicy.

W ostatnich dekadach, dzi¢ki rozwojowi genomiki,
metod diagnostycznych i technik analiz epidemiolo-
gicznych, duzo uwagi poswieca si¢ tzw. ,,wylaniajagcym
si¢ patogenom” tj. nowym czynnikom etiologicznym
chorob (,,emerging” 1 ,,re-emerging pathogens™) (14).
Podlozem obserwowanych zmian w spektrum czyn-
nikdéw etiologicznych grzybic, jest zapewne gldwnie
selekcja szczepow opornych. W tym kontek$cie uza-
sadnione jest dokonywanie takich, jak przedstawiana w
naszej pracy w odniesieniu do katu, okresowych analiz
wrazliwo$ci na leki szczepdéw izolowanych z réznych
materiatow klinicznych, co przyczyni si¢ do mozliwosci
prognozowania rozwoju zakazen grzybiczych.

Uzyskane przez nas wyniki potwierdzajg przy-
datno$¢ w diagnostyce mikologicznej metody badania
katu. Nalezy podkresli¢, ze jej wielkimi zaletami sg:
dostepnos¢, niski koszt 1 nieinwazyjnos¢, ale trzeba
tez pamigta¢ o ograniczeniach w interpretacji wyni-
kow. Grzyby, dostajace si¢ do przewodu trawiennego
wraz z pokarmem, mogg jako flora przejsciowa tylko
pasazowac przez przewod pokarmowy, nie adherujac
do $cian jelita. I na odwrot - moze by¢ brak w kale ko-
morek grzybow, ktore w roznych odcinkach przewodu
pokarmowego tworzg miejscowe ogniska inwazji (4).
Z tego wzgledu mikologiczne badanie katu stuzy de
facto do ustalenia przyblizonego sktadu grzybiczej
komponenty mikroflory jelita grubego i szacunkowej
oceny stanu rownowagi biocenozy tego odcinka prze-
wodu pokarmowego.

WNIOSKI

1. Nalezy kontynuowa¢ badania pod katem roli ga-
tunkow Candida non-albicans jako potencjalnych
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czynnikow etiologicznych grzybic przewodu po-
karmowego.

. Izolacje grzybow z katu w ilo$ciach diagnostycznie
znamiennych wskazuja, ze u czesci badanych pa-
cjentow (ok. 20%) dolegliwosci przewodu pokarmo-
wego mogly by¢ zwigzane z grzybicza komponenta
biocenozy jelit

. W przypadku izolacji z materiatu klinicznego szcze-
pow grzybow Candida non-albicans szczego6lnie
wazne jest wykonanie testu ich wrazliwosci na leki
przeciwgrzybicze w celu zastosowania u pacjenta
terapii celowanej. Terapia empiryczna lub nawet
oparta wylgcznie na identyfikacji szczepu grzyba,
bez oznaczenia lekowrazliwo$ci moze prowadzic¢
do niepowodzen terapeutycznych i dalszej selek-
cji szczepod6w opornych na leki przeciwgrzybi-
cze.
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