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Candidaemia: the National Epidemiologic Study, 2013-2017

IZVLECEK
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Vrste iz rodu Candida so del normalne mikrobiote sluznice prebavil, zunanjih spolovil
in koZe. Vedno pogosteje se pojavljajo kot pomemben povzrocitelj okuZb krvi pri popula-
ciji z dejavniki tveganja za oportunisti¢ne okuzbe. Stevilo invazivnih okuzb s Candida spp.
se vi8a, hkrati pa se, predvsem zaradi uporabe flukonazola v preventivne namene in ehi-
nokandinov za zdravljenje, spreminja porazdelitev povzrociteljev kandidemij. V prispev-
ku predstavljamo epidemiologijo kandidemij v obdobju 2013-2017 na osnovi podatkov,
ki smo jih pridobili iz devetih slovenskih klini¢nih mikrobiolo8kih laboratorijev. Zabe-
lezili smo 586 epizod kandidemij pri 557 bolnikih, pri katerih smo osamili 575 izolatov.
Incidencne stopnje so bile najvi§je v starostnih skupinah nad 60 let (383 bolniki) in viSje
pri moskih (63,0 %) kot pri Zenskah. Najpogosteje osamljena vrsta je bila Candida albi-
cans (51,7 %), sledile so ji Candida glabrata (27,7 %), Candida parapsilosis (6,6 %), Issatchenkia
orientalis (Candida krusei) (3,7 %) in Candida tropicalis (3,1 %). DeleZ ostalih vrst je skupaj
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zna$al 7,2 %. Pri podatkih o obcutljivosti za protiglivna zdravila smo uporabili rezulta-
te, ki so bili izraZeni kot minimalne inhibitorne koncentracije. Interpretirali smo jih v skla-
du z zadnjimi smernicami InStituta za klini¢ne in laboratorijske standarde (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI). Ugotavljali smo obcutljivost petih najpogosteje osam-
ljenih vrst na amfotericin B, kaspofungin, flukonazol, vorikonazol, anidulafungin in mi-
kafungin. Pri C. albicans ugotavljamo visoko obcutljivost za vsa testirana protiglivna zdravila
(295%). C. glabrata je sorazmerno visoko obcutljiva za ehinokandine, niZja je obcutlji-
vost za flukonazol (73,9 % pri uporabi visokih odmerkov), obcutljivost na amfotericin B
je 92,4 %. C. parapsilosis je visoko obcutljiva za vorikonazol (100 %), niZja je obcutljivost
za amfotericin B in flukonazol (93,9 %), obcutljivost za mikafungin je visoka (93,7 %). L. orien-
talis (C. krusei) je visoko obcutljiva za anidafungin (100 %), obc¢utljivost za ostala proti-
glivna zdravila je niZja (amfotericin B 84,2 %, vorikonazol 78,9 %, kaspofungin 18,2 %).
C. tropicalis je visoko obcutljiva za kaspofungin (100 %), niZje za amfotericin B (92,8 %)
in nizko za flukonazol ter vorikonazol (86,7 oz. 84,6 %). Incidenca kandidemij (Stevilo bol-
nikov/100.000) se je v opazovanem obdobju zviSala s 4,4 na 7,1. Hkrati ugotavljamo tudi
visok delez vrst iz rodu Candida, ki so pogosto odporne proti uporabljenim protiglivnim
zdravilom (48 %).

ABSTRACT
KEY WORDS: candidaemia, yeast, Candida, antifungal agents, epidemiology

Candida spp. are part of the normal gastrointestinal, external genital, and skin microbio-
ta. However, they are increasingly occurring as an important cause of bloodstream infec-
tions, especially in the population with increased risk factors for opportunistic infections.
The number of invasive infections with Candida spp. is increasing and the spectrum of
pathogens causing candidaemia is changing due to the use of fluconazole for preventive
purposes and echinocandins for treatment. In this paper, we present the epidemiology
of candidaemia in Slovenia in the period 2013-2017 based on data obtained from nine
Slovenian medical microbiological laboratories. During this period, 568 episodes of can-
didaemia were recorded in 557 patients, altogether 575 isolates were isolated. Inciden-
ce rates were highest in age groups above 60 years (383 patients) and were also higher
in male (63.0%) than in female patients. The isolated species were Candida albicans (51.7%),
Candida glabrata (27.7%), Candida parapsilosis (6.6%), Issatchenkia orientalis (Candida kru-
sei) (3.7%), Candida tropicalis (3.1%), and others (7.2%). The results of antifungal suscep-
tibility testing were expressed as minimal inhibitory concentrations and interpreted in
accordance with the latest Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines.
The five most frequently isolated species were subjected to susceptibility testing to ampho-
tericin B, caspofungin, fluconazole, voriconazole, anidulafungin, and micafungin. C. al-
bicans isolates were susceptible to all tested antifungal agents (= 95%). C. glabrata was
relatively susceptible to echinocandins, susceptibility to fluconazole was low (73.9% sus-
ceptible, but dose-dependent). Susceptibility to amphotericin B was 92.4%. C. parapsilosis
was susceptible to voriconazole (100%), amphotericin B, and fluconazole (both 93.9%).
Susceptibility to micafungin was high (93.7%). L. orientalis (C. krusei) was completely sus-
ceptible to anidulafungin (100%) and had lower susceptibility for other antifungal agents
(amphotericin B 84.2%, voriconazole 78.9%, caspofungin 18.2%). C. tropicalis was highly
sensitive to caspofungin (100%), a little less to amphotericin B (92.8%), and poorly to
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triazoles (lower than 87.0%). The incidence of candidaemia increased from 4.23/100,000
inhabitants to 7.02/100,000 inhabitants in the observed period. At the same time, we also
observed a high proportion of Candida spp. that were often resistant or prone to develop

resistance to antifungal drugs.

uvoD

Glive rodu Candida so del normalne mikro-
biote, ki kolonizira sluznice prebavil, zuna-
njih spolovil in koZo (1). Stevilo invazivnih
okuzb in kandidemij, ki jih povzrocajo gli-
ve rodu Candida, se v razvitih drzavah po-
vecCuje. NaraSc¢anje incidence okuZb krvi
z vrstami rodu Candida je povezano z na-
predkom v sodobni medicini, zlasti zaradi
povecevanja populacije z dejavniki tvega-
nja (zdravljenje v enoti intenzivne terapije,
starost, nedonoSenost, osrednji venski in
drugi Zilni katetri, oslabljen imunski odziv,
nevtropenija, protimikrobno zdravljenje,
imunosupresivno zdravljenje, vecji kirurski
posegi, zlasti v trebusni votlini, popolna pa-
renteralna prehrana, so¢asna hujSa obole-
nja) za oportunisticne okuZzbe (1-3). Med
povzrocitelji okuzb krvi se v ZDA Candida
spp. uvrscajo na Cetrto, v Evropi pa na sed-
mo mesto (4). Incidenc¢na stopnja kandide-
mije se v svetovnem merilu ocenjuje na
2-14/100.000 prebivalcev (5). Candida spp.
sodijo med pogostejSe povzrocitelje okuZb,
povezane z zdravljenjem, in so pomemben
vzrok obolevnosti in smrtnosti (4, 5). Pozna-
mo vsaj 15 vrst kandid, ki povzrocajo okuz-
be pri ¢loveku, v ve¢ kot 95 % pa invazivne
glivne okuZbe povzrocajo: Candida albicans,
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Can-
dida tropicalis in Issatchenkia orientalis (Can-
dida krusei). Med njimi Se vedno prevladuje
C. albicans, deleZ vrst, ki niso C. albicans, se
razlikuje glede na zemljepisno lokacijo in
¢as (1, 6). IzraZene so razlike v incidenci C.
glabrata, ki prevladuje na severni polobli,
in C. parapsilosis, ki jo pogosteje sre¢amo
kot povzrocitelja kandidemije na juZni po-
lobli in v Aziji (6, 7). Zaradi vse vecje rabe
flukonazola v preventivne namene pri bol-

nikih s poviSanimi dejavniki tveganja in
uporabe ehinokandinov za zdravljenje pri
bolnikih z dokazano kandidemijo se spek-
ter povzrociteljev spreminja (6, 8, 9). Z naSim
prispevkom Zelimo predstaviti porazdelitev
najpomembnejsih povzrociteljev kandide-
mij v Sloveniji za obdobje 2013-2017 glede
na posamicne vrste, porazdelitev okuZb krvi,
povzro€enih z rodovi vrste Candida v popu-
laciji glede na starost in spol bolnikov, in
prikazati obcutljivost iz krvi najpogosteje
osamljenih vrst za protiglivna zdravila.

MATERIALI IN METODE

Podatke za raziskavo je prispevalo devet slo-

venskih mikrobiolo8kih laboratorijev:
« Laboratorij za diagnostiko glivi¢nih okuZb
InStituta za mikrobiologijo in imunolo-
gijo Medicinske fakultete v Ljubljani,
+ Oddelki Nacionalnega laboratorija za zdrav-
je, okolje in hrano (NLZOH) v Mariboru:
+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Maribor,

+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Celje,

+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Kranj,

+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Novo mesto,

+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Murska Sobota,

+ Oddelek za medicinsko mikrobiologijo
Koper,

+ Oddelek za mikrobiologijo Splo3ne
bolnidnice Slovenj Gradec in

» Mikrobiolo3ki laboratorij SploSne bolni-
Snice Dr. Franca Derganca Nova Gorica.

Kri za hemokulture je bila odvzeta in po-
slana na preiskavo iz vseh slovenskih regij
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(Oddelki Univerzitetnih klini¢nih centrov
v Ljubljani in Mariboru, Onkoloski in3titut
v Ljubljani, Splo$na bolnisnica Celje, Splo-
$na bolni8nica dr. JoZeta Potrca Ptuj, Splo-
$na bolni8nica Dr. Franca Derganca Nova
Gorica, Splo3na bolnisnica Jesenice, Splo-
$na bolniSnica Murska Sobota, Splo$na
bolnidnica Novo mesto, Splo$na bolnisni-
ca Trbovlje, Splo3na bolniSnica Slovenj
Gradec in Splo3na bolni$nica Izola). Siste-
mi za hemokulture, ki so jih v tem ¢asu
uporabljali sodelujoci laboratoriji, so bili
BacT/Alert3D (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Francija), BacT/Alert Virtuo (bioMérieux,
Durham, Severna Karolina, ZDA) in Bactec
9120 (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
New Jersey, ZDA). Hemokulturne steklenic-
ke smo inkubirali v skladu s standardnimi
navodili za delo (pet do deset dni). Kri iz po-
zitivnih hemokulturnih steklenick, v kate-
rih smo z razmazom po Gramu videli bla-
stokonidije, smo precepili na kromogeno
gojisce (CHROMagar Co., Pariz, Francija).
Identifikacijo poraslih kolonij smo izvaja-
li preliminarno glede na morfologijo rasti
na kromogenem gojis¢u in jo potrdili z upo-
rabo avtomatiziranih identifikacijskih siste-
mov (API Candida, ID32C ali VITEK® 2 YST
ID, bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Francija) oz.
z masno spektrometrijo z metodo ionizaci-
je v matriksu z desorpcijo z laserjem in ma-
snim analizatorjem na cas preleta ionov
(angl. matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time of flight mass spectrometry, MALDI
TOF MS) - sistem Bruker Biotyper MALDI-
TOF MS (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig,
Nemcija) po proizvajalcevih navodilih.
Retrospektivno smo analizirali podat-
ke o osamitvi in obcutljivosti gliv iz rodu
Candida v obdobju 1.1.2013-31.12.2017.
Incidenc¢no stopnjo glede na Stevilo bolni-
kov na koledarsko leto smo izrac¢unali na
100.000 prebivalcev. Ker so pridobljeni la-
boratorijski podatki zajemali skoraj celot-
no Slovenijo, smo v imenovalcu upoStevali
Stevilo prebivalcev Slovenije, ki smo jih pri-
dobili s spletne strani Statisticnega urada

Republike Slovenije (SURS),nadan 1.1. za
tekoca leta (2013-2017) (10).

Testiranje obcutljivosti za protiglivna
zdravila smo izvedli z gradientno difuzij-
sko metodo v skladu z navodili proizvajal-
ca (hioMérieux, Marcy 1'Etoile, Francija). Pri
interpretaciji vrednosti minimalnih inhibi-
tornih koncentracij (MIK) smo upoStevali
mejne vrednosti, kot jih opredeljuje najno-
vej§i dokument ameriSkega InStituta za
klini¢ne in laboratorijske standarde (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute,
CLSI) - CLSI M27-S4 (11). Ker v slednjem
niso opredeljene mejne vrednosti za amfo-
tericin B, smo kot obcutljive za amfoteri-
cin B upostevali vse Candida spp. z MIK
<1pg/ml v skladu s priporocili iz ¢lanka,
ki so ga objavili Pfaller in sodelavci (12).

REZULTATI
V petletnem obdobju 1.1.2013-31.12.2017
smo pri 557 bolnikih zabeleZili 568 epizod
kandidemij in osamili 575 izolatov. Stevi-
lo bolnikov na leto in porazdelitev glede na
spol prikazuje tabela 1. Kot novo epizodo
kandidemije smo upoStevali ponovno osa-
mitev Candida spp. iz krvi, e se je ta poja-
vila po vec¢ kot treh tednih od prve osamitve.
Pri 14 bolnikih smo ugotavljali meSane
okuZbe, pri katerih sta bili prisotni dve ali ve¢
vrst Candida spp. ob istem odvzemu, pri 103
bolnikih pa smo ugotavljali socasne bakte-
riemije (upoStevali smo osamitev bakterije
izkrvi isto€asno ali v roku treh dni pred osa-
mitvijo Candida spp. oz. po njej). Pri meSanih,
vecglivnih okuZbah smo najveckrat socasno
osamili C. albicans in C. glabrata (osembkrat),
C. glabrata in I. orientalis (C. krusei) (dvakrat)
in po enkrat I. orientalis (C. krusei) in C. lusi-
taniae, C. glabrata in C. dubliniensis, C. glabra-
ta in C. parapsilosis, ter C. albicans in I. orien-
talis (C. krusei). Bakterije, ki smo jih osamili
socasno s Candida spp., prikazuje tabela 2.
DeleZ bolnikov moSkega spola je bil
59-66%. V celotnem obdobju je znasal 63 %.
Pri 103 bolnikih smo iz kultur krvi
socasno ob kandidah osamili Se bakterije —
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Tabela 1. Prikaz skupnega Stevila bolnikov, pri katerih smo iz krvi osamili glive rodu Candida v petletnem
obdobju (2013-2017), ter porazdelitev 5tevila in spola bolnikov po letih.

Leto Skupno stevilo bolnikov na leto Stevilo in delez mogkih (%) Stevilo in delez zensk (%)
2013 87 57 (65,5) 30(34,5)
2014 85 56 (65,9) 29 (34,1)
2015 121 74 (61,2) 47 (38,8)
2016 19 70 (58,8) 49 (41,2)
2017 145 94 (64,8) 51(35,2)
Skupaj 557 351(63,0) 206 (37,0)

Tabela 2. Vrste bakterij, ki smo jih osamili so¢asno z glivami Candida spp.

Vrsta bakterije

Stevilo bolnikov z izolati

Koagulazno negativni stafilokoki
Enterobakterije

Enterococcus spp.
Lactobacillus spp
Streptococcus spp.
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter spp.
Corynebacterium spp.
Staphylococcus aureus
Anaerobne bakterije

Bacillus spp.

Chryseobacterium indologenes
Stenotrophomonas maltophilia

Skupno 3tevilo iz krvi so¢asno osamljenih bakterij

439
26
20

A A o0 ®© ©

w

1
1
1
103 bolnikov

143 izolatov

22 bolnikov je imelo so¢asno dve vrsti bak-
terij, sedem bolnikov pa je imelo so¢asno
tri vrste bakterij.

Na podlagi Stevila bolnikov v koledar-
skem letu smo izracunali incidenc¢ne stop-
nje na 100.000 prebivalcev, uporabili smo
podatke o prebivalstvu v Sloveniji, do-
segljive na spletni strani SURS (10). In-
cidencna stopnja je znaSala 4,22/100.000
prebivalcev v letu 2013 in se je poviSala na
7,02/100.000 prebivalcev v letu 2017 (sli-
ka 1).

Bolnike smo razdelili v starostne sku-
pine: <1 leto, 1-20 let, 21-30 let, 31-40 let,
41-60 let, 61-80 in >80 let. OkuZbe krvi
z vrstami rodu Candida glede na starostno
strukturo bolnikov prikazujeta slika 2 in ta-
bela 3. Kot je razvidno iz omenjene slike in
tabele, smo najvec¢ okuZb krvi zabeleZili
v starostni skupini 61-80 let, in sicer pri 280
bolnikih (50,3 %).

V obdobju 1.1.2013-31.12.2017 smo
pri 557 bolnikih osamili 575 izolatov (v Ste-
vilu smo upoStevali primoizolate: en izolat
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Slika 2. Stevilo bolnikov glede na starostno skupino in delez bolnikov glede na spol v posamezni starostni
skupini.



Med Razgl. 2018; 57 Suppl 3:

Tabela 3. Stevilo in delez bolnikov glede na starost.

Starostna skupina (leta)

Stevilo bolnikov

Delez bolnikov v starostni skupini (%)

<1 15
1-20 6
21-40 42
41-60 m
61-80 280
> 81 103
Skupaj 557

2,7

11

7,5
19,9
50,3
18,5
100

Tabela 4. Stevilo in dele? (%) posamicnih vrst gliv kvasovk, ki smo jih v obdobju 1.1. 2013-31.12. 2017 osamili

iz krvi bolnikov (primoizolati).

Vrsta Stevilo Delez (%)
Candida albicans 297 51,7
Candida glabrata 159 27,7
Candida parapsilosis 38 6,6
Issatchenkia orientalis (Candida krusei) 21 3,7
Candida tropicalis 18 31
Candida lusitaniae 12 2,1
Candida dubliniensis 9 16
Candida fabianii 4 0,7
Candida kefyr 4 0,7
Candida guilliermondii 3 0,5
Candida orthopsilosis 2 0,4
Candida blankii 1 0,2
Candida inconspicua 1 0,2
Candida sake 1 0,2
Candida spp. 5 0,9
Skupaj 575 100

ene vrste kandide pri bolniku v koledarskem
letu), kot je prikazano na tabeli 4 in sliki 3.
Med izolati je prevladovala C. albicans
(51,7 %), sledila ji je C. glabrata (27,7 %), nato
C. parapsilosis (6,6 %), I. orientalis (C. krusei)
(3,7 %) in C. tropicalis (3,1 %). DeleZ najpo-
gosteje osamljenih vrst skozi opazovano ob-
dobje prikazuje tabela 5.

Obcutljivost izolatov iz hemokultur smo
z gradientno difuzijsko metodo testirali za

Sest protiglivnih zdravil: amfotericin B, kas-
pofungin, flukonazol, vorikonazol, anidula-
fungin in mikafungin.

Rezultate testiranja obcutljivosti in
vrednosti MIK, (koncentracija protiglivne-
ga zdravila, pri kateri pride do inhibicije ra-
sti pri polovici testiranih izolatov) in MIK,,
(koncentracija protiglivnega zdravila, pri
kateri pride do inhibicije rasti pri 90 % te-
stiranih izolatov) za osamljene seve petih
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Tabela 5. DelezZ petih najpogosteje osamljenih vrst Candida spp. glede na leto osamitve (% od vseh primo-
izolatov).

Leto Candida Candida Candida Issatchenkia Candida
osamitve albicans glabrata parapsilosis orientalis tropicalis
(Candida krusei)
2013 56,0 31,9 2,2 2,2 11
2014 49,4 26,4 6,9 1,2 5,8
2015 54,8 23,8 6,4 4,0 4,8
2016 50,4 24,8 8,0 4,8 2,4
2017 48,6 31,5 8,2 4,8 2,1

Candida dubliniensis
Clavispora lusitaniae 2% Ostale Candida spp.
(Candida lusitaniae)

4%
2%
Candida tropicalis
3%
Issatchenkia orientalis\
(Candida krusei)

4% \

Candida parapsilosis
7%

Slika 3. DeleZ (%) posamicnih vrst rodu Candida spp., ki smo jih osamili iz krvi bolnikov v obdobju
1.1.2013-31.12. 2017.
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najpogosteje osamljenih vrst Candida (C. al-
bicans, C. glabrata, C. parapsilosis, 1. orientalis
(C. krusei) in C. tropicalis), ki smo jih osami-
li iz kultur krvi, prikazuje tabela 6.

RAZPRAVA

Incidené¢na stopnja okuZzb krvi z glivami iz
rodu Candida je bila izracunana za vsako
leto opazovanega obdobja in je prikazana
na sliki 1. Leta 2013 je znaSala 4,23/100.000
prebivalcev in je znotraj opazovanega ob-
dobja pocasi narascala do leta 2017, ko je
znaSala 7,02/100.000 prebivalcev. V anali-
ziranem obdobju se je Stevilo bolnikov
s kandidemijo v Sloveniji povi$alo za 1,6-
-krat. Nara3c¢anje Stevila bolnikov s kandi-
demijo je splo$no poznan pojav tudi dru-
god po Evropi in svetu (4, 6, 13). Dostopne
podatke o incidenci je teZko primerjati, saj
nijasno postavljenih meril za imenovalec.
V te namene pogosto uporabljajo Stevilo le-
Zalnih dni, odpustov, sprejemov, redko pa
prebivalcev. Dokaj pogoste so raziskave, ki
prikazujejo incidence za posamezne bol-
ni8nice ali oddelke v bolni8nicah, kjer so
zbrani bolniki z razli¢nimi skupinami de-
javnikov tveganja za razvoj kandidemije.
Take raziskave so medsebojno teZko pri-
merljive. Raziskayv, ki bi ugotavljale inci-
denco na nivoju drZav, ni veliko, znani so
podatki zlasti za ZDA in nekatere evropske
drZave (14). V ZDA tako navajajo incidenc-
no stopnjo v obmocju 3,65-26,2/100.000
prebivalcev, medtem ko je v Evropi inciden-
ca obi€ajno niZja, vendar ne povsod (14-10).
Zlasti nizko incidenco opisujejo v sever-
nih drZavah Evrope, npr. na NorveSkem
1,4-3,9/100.000 prebivalcev, na Sved-
skem 4,2/100.000 prebivalcev, v Franciji
2,5/100.000 prebivalcev (4, 7, 17-19). Med
evropskimi drZzavami je izjema Danska
z visoko incidenco 8,6-9,4/ 100.000 prebi-
valcev (6, 7, 20, 21). Visoko incidenco kan-
didemij navajajo tudi v Spaniji, ta je bila
leta 2011 8,1/100.000 (7). Ce upo3tevamo
¢asovno umescenost podatkov, ugotavlja-
mo, da je incidenca okuZb krvi z glivami iz

rodu Candida v Sloveniji podobna kot dru-
god v Evropi (leta 2013 oz. 2014 je znaSala
4,23 0z.4,12/100.000 prebivalcev). V splo-
Snem menijo, da je incidenca kandidemi-
je podcenjena, ker so gojitvene metode za
dokazovanje okuzb krvi dokaj slabo ob-
Cutljive. Kandidemija naj bi bila potrjena
le v pribliZno 50% primerov invazivnih
okuZzb, povzrocenih s kandidami (7, 18). Me-
nijo, da se niZje incidenc¢ne stopnje kandi-
demije pojavljajo tam, kjer imajo strog
reZim preventivnega predpisovanja proti-
glivnih zdravil in kjer se tudi ostala pro-
timikrobna zdravila predpisujejo strogo
po indikacijah (18).

Med osamljenimi kandidami prevla-
duje C. albicans z 51,7 % (tabela 4). Kot pre-
vladujoco vrsto med osamljenimi vrstami
Candida spp. jo opisujejo tudi drugod po
svetu, navajajo deleZ 38-70%. V zadnjem
desetletju opaZzajo, da se delez C. albicans
zmanjSuje, medtem ko deleZi drugih vrst
nara$cajo. V Evropi, ZDA in Kanadi je na
drugem mestu C. glabrata, na tretjem pa C.
parapsilosis. Slednja se kot drugi najpogo-
stejSi povzrocitelj pojavlja v JuZni Ameriki,
Afriki in ponekod v Aziji, vendar je v Aziji
v posameznih drZavah druga najpogostej-
Sa vrsta C. tropicalis (7, 22).

DeleZ C. glabrata med naSimi izolati je
skozi celotno opazovano obdobje znaSal
v povpredju 27,6 % (tabela 5) in ostajal so-
razmerno stabilen (31,9% leta 2013 in
31,5% leta 2017). Tudi v ZDA in Evropi je
C. glabrata druga najpogostej$a med povzro-
¢itelji kandidemij, pripisujejo ji 13-29%
med kandidami, ki povzroc¢ajo okuZbe krvi
(7, 23, 24). Pogosteje jo opisujejo v poveza-
vi s kandidemijo pri starejSih bolnikih in
bolnikih s karcinomi (25, 26).

Ostale vrste kandid so zastopane v niz-
jem deleZu. Med tistimi, ki smo jih osamili
pogosteje, je na tretjem mestu C. parapsi-
losis, ki je udeleZena z 38 izolati (6,6 %), sle-
dita ji I orientalis (C. krusei) z 21 (3,7 %) in
C. tropicalis z 18 izolati (3,1 %). Nizke deleZe
teh vrst opisujejo tudi v drugih evropskih
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drZavah (6). Pri vseh treh vrstah sicer opa-
Zamo naraScanje skozi celotno opazovano
obdobje, vendar gre le za majhno Stevilo izo-
latov (tabela 5).

Iz naSih podatkov je razvidno, da na in-
cidenco kandidemij vplivajo tako starost kot
tudi spol bolnikov. Najvecje Stevilo bolnikov
se je uvrstilo v starostno skupino 61-80 let,
takih je 280 bolnikov (50,3 %). Hkrati
ugotavljamo, da sta kar ve¢ kot dve tretji-
ni (68,8 %) bolnikov uvrsceni v starostni
skupini > 60 let (slika 2 in tabela 3). V vseh
starostnih skupinah prevladujejo moS3ki
(63,0 %) (slika 2). Podobna razmerja opisu-
jejo tudi drugod. Avtorji ugotavljajo, da je
incidenca kandidemij povezana s skrajnimi
obdobiji Zivljenja in je najviSja pri zelo mla-
di in starejSi populaciji. V teh skupinah so
tudi v ve¢jem Stevilu prisotni dejavniki tve-
ganja za kandidemijo (1, 3, 6, 7).

Pri 14 bolnikih (2,5%) smo zaznali
meSane glivne okuZbe. Najveckrat je bila
v kombinacijah prisotna C. glabrata, dvakrat
tudi v paru s I orientalis (C. krusei). Podo-
ben deleZ meSanih okuZb opisujejo tudi pri
danski raziskavi iz leta 2010/2011, kjer so
vecglivne okuZbe krvi nasli pri 2,9 % bol-
nikov (6). Socasno s kandidemijo smo pri
103 bolnikih (18,5 %) zaznali so¢asno bak-
teriemijo, ki se je pojavila pri 18,1 % epi-
zod kandidemije (tabela 2). Podobne deleZe
(11-23 %) epizod sofasnih bakterijskih
okuZb s kandidemijo opisujejo tudi drugod
(27, 28). Tako kot pri nas se kot najpogoste-
je soasno osamljene bakterije pojavljajo
koagulazno negativni stafilokoki (28). Med
dejavniki, ki povecajo tveganje za socasne
bakterijske okuZbe, navajajo intravenske ka-
tetre, zdravljenje na oddelkih intenzivne te-
rapije, kirurSke posege v trebu3ni votlini,
hujSe osnovne bolezni in prisotnost hema-
tolokih ali onkoloskih obolenj (27, 29).

Razli¢ne sevi rodu Candida se razliku-
jejo v ob&utljivosti za protiglivna zdravila,
zato je pomembno, da vse izolate identifi-
ciramo do nivoja vrste in poznamo spekter

ter obcutljivost najpogostejSih povzrocite-

ljev. Rezultate testiranja obcutljivosti nasih
izolatov prikazuje tabela 6.

Ugotavljamo, da je iz hemokultur naj-
pogosteje osamljena vrsta C. albicans, ki je
visoko obcutljiva za vsa testirana protigliv-
na zdravila in ima tudi najniZje MIK. To
jev skladu s pri¢akovanji, saj so porocila
o C. albicans, odporni proti protiglivnim zdra-
vilom, izredno redka (1, 30).

Pri C. glabrata ugotavljamo v primerja-
vi s C. albicans poviSane MIK za vsa proti-
glivna zdravila. Za amfotericin B ugotav-
ljamo, da ima 92,4 % izolatov MIK <1 pg/ml,
kar interpretiramo kot obcutljivo za amfo-
tericin B in predstavlja epidemiolosko mej-
no vrednost za divji tip populacije. Izracuna-
ni MIK,, je bil prav tako 1 pg/ml. V desetih
primerih je bil MIK > 1 pg/ml, in sicer de-
vet sevov je imelo MIK 2 pug/ml, en sev pa
4 pg/ml. O sevih, odpornih na amfotericin
B, porocajo obicajno v povezavi s sevi, ki so
veckratno odporni proti drugim protigliv-
nim zdravilom (31). Tudi pri naSih desetih
sevih so bile poviSane Se MIK za kaspofun-
gin in flukonazol. Vsi sevi C. glabrata so ime-
li v primerjavi s C. albicans, C. parapsilosis
in C. tropicalis visoke MIK za flukonazol.
MIK,, je bil 128 ug/ml, kar je nad mejno
vrednostjo za odporne izolate, medtem ko
je bil MIK,, 32 pg/ml, kar je mejna vrednost
za seve, ki so obcutljivi, vendar le ob vis-
jih odmerkih protiglivnega zdravila. Rezul-
tati na$ih testiranj obcutljivosti C. glabra-
ta za flukonazol so skladni s podatki, da je
ta vrsta Ze po naravi zmanj$ano obcutljiva
za flukonazol, lahko pa proti njemu razvi-
je tudi odpornost (32).

Pri testiranju obcutljivosti C. glabrata za
anidulafungin in mikafungin ugotavljamo,
da so sevi visoko obcutljivi za ehinokandi-
ne (96,8 in 97,2 %). Ob tem nekoliko odsto-
pajo rezultati testiranja obcutljivosti za
kaspofungin, ki kaZejo niZjo stopnjo obcut-
ljivosti in viSje MIK. Praviloma je C. glabra-
ta dobro obcutljiva za ehinokandine, vendar
ugotavljajo, da se pri testiranju obcutljivo-
sti za kaspofungin pojavlja variabilnost, ki
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je najbolj izraZena, kadar testiramo obcut-
ljivost C. glabrata in I orientalis (C. krusei)
in zaradi katere lahko obcutljive izolate na-
pacno uvrstimo med odporne (33). Zato je
priporocljivo pri testiranju obcutljivosti za
ehinokandine testirati mikafungin in/ali
anidulafungin (34).

Pri C. parapsilosis smo obcutljivost te-
stirali na 33 izolatih. Ugotavljamo visoko
obcutljivost in nizke MIK za amfotericin B,
flukonazol in vorikonazol, medtem ko je ob-
Cutljivost niZja pri testiranju ehinokandinov.
V zvezi s tem porocajo, da ima C. parapsi-
losis Ze prirojeno visje MIK za ehinokandi-
ne, vendar klini¢ni pomen tega ni jasen (1).

I orientalis (C. krusei) in C. tropicalis sta
med testiranimi sevi zastopani v zelo majh-
nem Stevilu (19 oz. 14 sevov). Pri I orien-
talis (C. krusei) najdemo tri seve (n=3/19;
15,8 %), ki so odporni proti amfotericinu B,
je pa vecina sevov visoko obcutljiva za ehi-
nokandine. MIK zanje so viSje kot pri drugih
testiranih sevih Candida spp., razen C. pa-
rapsilosis. Za C. tropicalis smo testirali ob-
cutljivost 10-15 sevov za amfotericin B,
kaspofungin, flukonazol in vorikonazol.
Vecina sevov je bila za testirana protigliv-
na zdravila ob¢utljiva.

Kadar poznamo vrsto kandide, je njena
odpornost relativno dobro predvidljiva. Ve-
¢ina sevov Candida spp. je obCutljiva za am-
fotericin B in za ehinokandine. Pri C. gla-
brata se pojavlja odpornost zlasti proti
flukonazolu in drugim triazolnim protigliv-
nim zdravilom (35). Opisana je tudi odpor-
nost Candida spp. proti ehinokandinom, ki
je najpogostejsa pri vrsti C. glabrata in se
obicajno pojavi ob zdravljenju z ehinokan-
dini. V nekaterih ustanovah beleZijo Ze oko-
1i 10% odpornosti proti ehinokandinom (306).
Tudi v nasi raziskavi smo pri posameznih
izolatih ugotovili poviSane vrednosti MIK,
ki bi jih bilo treba $e natan¢neje moleku-
larno opredeliti. Obcasno odpornost proti
triazolom in drugim protiglivnim zdravi-
lom beleZimo tudi pri drugih vrstah rodu
Candida, zato se v sploSnem priporoca te-

stiranje na protiglivna zdravila (37, 38). Naj-
novejSe evropske smernice Evropske kon-
ference za infekcije in levkemijo (Euro-
pean Conference on Infections in Leukaemia,
ECIL) za zdravljenje invazivne kandidemi-
je priporocajo kot zdravilo izbora enega iz-
med ehinokandinov, ki ga po petih dneh lah-
ko zamenja flukonazol ali vorikonazol, ¢e
je izolat in vitro obcutljiv za azole in bolnik
ni ve€ Zivljenjsko ogroZen. Omenjena azo-
la se lahko pri splo3ni populaciji uporabljata
tudi kot zdravilo izbora, vendar le v primeru,
¢e bolnik ni moc¢no prizadet in ¢e predhodno
ni bil izpostavljen azolom. Velja tudi, da je
izjemno pomemben terapevtski ukrep me-
njava oz. odstranitev osrednjega Zilnega
katetra, ¢e pa to ni mogoce, kot zdravilo iz-
bora priporocajo ehinokandine ali liposo-
malni amfotericin B, ki so v biofilmih uc¢in-
kovitej$i od azolov (39).

ZAKLJUCEK

Pricujoca raziskava zajema kandidemije
v Sloveniji skozi petletno ¢asovno obdob-
je (2013-2017) in podaja incidenco kan-
didemij kot Stevilo bolnikov na 100.000 pre-
bivalcev. Podatki o incidenci so pri¢akovano
skladni z znanimi podatki iz ve€ine drugih
evropskih drZav. Prav tako ne izstopamo
glede starostne porazdelitve in spektra
povzrociteljev kandidemij. Tudi povecanje
Stevila kandidemij nas ne preseneca, saj se
vzporedno z izboljSanim zdravljenjem in
nego visa tudi Stevilo bolnikov s poznani-
mi dejavniki tveganja.

Glede obcutljivosti ugotavljamo, da je
ta skoraj popolnoma predvidljiva Ze iz
opredelitve vrste samo pri C. albicans, ki je
tudi visoko ob¢utljiva za vsa testirana pro-
tiglivna zdravila. Podobno kot drugod ugo-
tavljamo dokaj visok deleZ Candida spp., ki
imajo Ze po naravi viSje MIK za protigliv-
na zdravila, so proti njim odporne oz. imajo
sposobnost razvoja odpornosti. Zato in
zaradi smotrne rabe protiglivnih zdravil je
testiranje obcutljivosti potrebno. Za za-
nesljivost testiranja in primerljivost podat-
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kov na drZavni ravni je pomembno, da se  skimi strokami, saj je testiranje odpornosti
postopki testiranja izvajajo v skladu z do-  vodilo za zdravljenje, kumulativni podat-
govorjenimi standardi. Tudi na tem me- kio odpornosti pa osnova za profilakti¢ne
stu ni odvec¢ poudariti pomena sodelovanja  smernice.

klini¢nih mikrobiologov z drugimi medicin-
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Cryptococcal Infections in Slovenia: Characteristics of Isolates

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: kriptokokoza, Cryptococcus neoformans sensu lato, genotipizacija, testiranje obéut-

ljivosti

Kriptokokoze spadajo med najpogostejSe in najpomembnejSe glivne okuZbe, ki prizade-
nejo vecinoma imunsko oslabele bolnike. V Sloveniji nosijo najvecje tveganje za okuzbo
predvsem bolniki, okuZeni s HIV, in bolniki po presaditvi ledvic. Kriptokoza pri nas ve-
lja za redko okuZzbo, saj na leto v povprecju obravnavamo 1,25 bolnika. Med povzrocite-
lji prevladuje Cryptococcus deneoformans, ki je odgovoren za slabe tri Cetrtine kriptokokoz.
Okuzb povzrocenih s Cryptococcus gattii sensu lato, v Sloveniji za zdaj Se nismo zabeleZili.
Skoraj vsi (93,5 %) testirani kriptokoki pripadajo paritvenemu tipu o, ki je povezan z bolj
izrazitim nevrotropizmom in vecjo virulenco.

ABSTRACT

KEY WORDS: cryptococcosis, Cryptococcus neoformans sensu lato, molecular typing, antifungal suscep-

tibility testing

Cryptococcoses are classified as one of the most important and frequent fungal infec-
tions that affect mostly immunocompromised patients. In Slovenia, patients at the hig-
hest risk for infection are those with HIV/aids and kidney transplants. Cryptococcosis is
considered to be a rare infection in Slovenia as only 1.25 patients are treated per year.
About three quarters of infections are caused by Cryptococcus deneoformans, and none by
the Cryptococcus gattii species complex. Almost all (93.5%) isolates belong to mating type o,
which is associated with neural invasion and higher virulence.
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uvoD

Kriptokokozo sta prvi¢ opisala zdravnika
Otto Busse in Abraham Buschke leta 1894
pri bolnici s kroni¢nimi granulomi goleni-
ce, vendar bolezen ni bila deleZna vecje po-
zornosti vse do pojava pandemije HIV v 80.
letih prej$njega stoletja. V zadnjih Stirih
desetletjih je kriptokokoza tako postala
prepoznana kot ena najpomembne;j$ih opor-
tunisti¢nih okuZb, ki se pojavljajo pri bolni-
kih z okvarjeno oz. oslabljeno celi¢no po-
sredovano imunostjo (1).

Vsako leto za kriptokokozo zboli prib-
liZno 1.000.000 ljudi, podleZe pa ji ve¢ kot
600.000 okuZenih (2, 3). Vec€anje pojavno-
sti kriptokokoze je povezano z vi§jim Stevi-
lom bolnikov, okuZenih s HIV, bolnikov po
presaditvi ¢vrstih organov ali krvotvornih
maticnih celic ter z ve€anjem pojavnosti he-
matoonkolo3kih bolezni in razli¢nih stanj
imunske pomanjkljivosti (4). Najbolj ogro-
Zena skupina bolnikov so bili okuZeni s HIV,
vendar je incidenca v tej populaciji padla po
uvedbi visoko ucinkovitega protiretroviru-
snega zdravljenja. Se vedno pa kriptokokoza
ostaja agresivno potekajoca okuZzba, pove-
zana z visoko smrtnostjo pri drugih imunsko
oslabljenih bolnikih, e posebej v primeru
vnetnega sindroma imunske rekonstituci-
je, ki zahteva kompleksno individualizira-
no obravnavo (3, 4).

Kriptokokozo povzrocajo vrste iz rodu
Cryptococcus, ki lahko okuZijo razli¢ne orga-
ne, obi¢ajno osrednje ZivCevje, spodnja di-
hala ali oboje (4). Ve¢ino okuZb povzrocajo
vrste iz kompleksov Cryptococcus neofor-
mans (C. neoformans sensu lato) in Crypto-
coccus gattii (C. gattii sensu lato); v prvem
primeru so prizadeti predvsem imunsko os-
labljeni bolniki, v drugem pa tudi osebe
z normalno delujo¢im imunskim sistemom
(4, 5). S kriptokoki se najverjetneje okuzZimo
preko vdihavanja bazidiospor in izsuSenih
kvasovk, ki so dovolj majhne (1,5-3,5pm), da
vstopijo v alveolarni prostor (6). Pri imun-
sko kompetentnih osebah alveolarni ma-
krofagi kriptokoke uspeSno odstranijo, pri

imunsko oslabelih pa okuZba napreduje.
Kriptokoki se v plju¢ih namnoZijo, raz§iri-
jo preko krvi in prehajajo preko krvno-moz-
ganske pregrade. V moZganih se prilago-
dijo na suboptimalne koncentracije kisika
in hranil ter z razmnoZevanjem povzrocijo
vnetje moZganskih ovojnic in moZganovi-
ne (6). Gledano splosno, povzroca C. neofor-
mans sensu lato pribliZno 80 % okuZb, C.
gattii sensu lato pa manj kot 20 %. Najpo-
gostejSa klini¢na izraZenost je menin-
goencefalitis, v primeru okuZzbe s C. gattii
sensu lato so pogosteje prizadeta Se pljuca
4, 6).

Diagnostika in zdravljenje kriptokoko-
ze sta zahtevna procesa, ki zahtevata sode-
lovanje klinikov in mikrobiologov. Najeno-
stavnejSa mikrobioloSka diagnostika se
opira na nativne preparate, kjer se vzorce
moZgansko-hrbtenja¢ne tekocine obarva
z indijskim €rnilom. Omenjena preiskava je
enostavna, cenovno ugodna, z zadovolji-
vo obcutljivostjo (do 86 %), vendar samo
v primeru akutne, zgodnje faze menin-
goencefalitisa, pred uvedbo protiglivnega
zdravljenja (5). Diagnosticni zlati standard
predstavljajo gojitvene metode in histopa-
tolo3ki pregledi prizadetih tkiv. Najvecja po-
manjkljivost gojitve na mikolo8kih gojis¢ih
je dolgotrajnost metode (3-14 dni) in veli-
ka verjetnost laZno negativnih rezultatov
v primerih nizkega kriptokoknega breme-
na ali majhne koli¢ine poslane kuZnine.
Glavne prednosti klasi¢ne medicinske mi-
kologije so visoka specifi¢nost in zmoZnost
opredelitve znacilnosti glivnih izolatov ter
moZnost spremljanja u€inkovitosti zdrav-
ljenja (4, 5). V zadnjih letih si diagnostike
kriptokoknega meningoencefalitisa in raz-
sejane okuZbe ne moremo predstavljati
brez odkrivanja kriptokoknega antigena
v moZgansko-hrbtenja¢ni teko€ini in krvi.
Ta test odlikujeta visoka specifi¢nost in
obcutljivost, ki se gibljeta okrog 99 % (4, 5).

Protiglivno zdravljenje kriptokokoze je za-
pleteno in prilagojeno posamezniku glede na
njegove znacilnosti in osnovne bolezni. Skup-
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ne tocke vsem oblikam protiglivnega zdrav-
ljenja so zaCetno zdravljenje s fungicidnimi
zdravili, kot sta amfotericin B in 5-fluoroci-
tozin, ki mu sledi supresivno zdravljenje
s flukonazolom in obicajno traja ve¢ mese-
cev. Za uspesno zdravljenje je pomembno Se
zgodnje odkrivanje in zdravljenje poviSane-
ga znotrajlobanjskega tlaka in vnetnega sin-
droma imunske rekonstitucije (3).

ROD CRYPTOCOCCUS

Rod Cryptococcus je medicinsko eden naj-
zanimivej$ih in najpomembnejSih rodov
znotraj debla Basidiomycota. Medicinsko
najpomembnejSega predstavnika - C. neo-
formans - so prvi¢ osamili iz breskovega
soka leta 1894 in ga poimenovali Saccha-
romyces neoformans, istega leta so tudi opi-
sali prvi primer kriptokokoze (1, 6). Ome-
njeni sev je bil nefermentativen in ni tvoril
za saharomicete znacilnih askospor, zato so
ga sedem let kasneje razvrstili v nov rod
Cryptococcus (6). Od takrat so med kripto-
koke uvrstili ve¢ kot 35 vrst, med njimi
tudi nekaj oportunisti¢no patogenih. Poleg
C. neoformans, sicer zelo redko, povzrocajo
okuZbe Se druge vrste, kot npr. Cryptococ-
cus laurentii, Cryptococcus curvatus, Crypto-
coccus albidus, Cryptococcus flavescens in
Cryptococcus uniguttulatus (7).

Z zacetkom 21. stoletja je priSlo do prve
korenite spremembe v taksonomiji kripto-
kokov - poleg vrste C. neoformans so priz-
nali Se vrsto C. gattii. Tako smo kot najpo-
membnejSe patogene kriptokoke priznavali
C. neoformans var. neoformans in C. neofor-
mans var. grubii ter C. gattii (2, 6). Nadalj-
nja delitev je temeljila na serotipizaciji, ki
je medicinsko pomembne kriptokoke raz-
delila v pet serotipov: C. neoformans v sero-
tipe A, D in AD ter C. gattiivB in C (1, 6, 8).
Taksonomija in sistematika nista nespre-
menljivi, ampak se prilagajata spremem-
bam in potrebam, ki jih prinaSa napredek
biolo8kih znanosti. Sprva sta temeljili na fe-
notipskih lastnostih organizmov, ki pa Zal
ne odraZajo evolucijske povezanosti. Sodob-

na sistematika posledi¢no daje prednost fi-
logenetskemu konceptu vrste, vendar ne za-
nemarja niti bioloSkega niti morfoloskega
koncepta (9). V zadnjih nekaj letih so filo-
genetske raziskave povzrocile obseZno pre-
razporeditev rodu Cryptococcus, tako da da-
nes v njem najdemo devet vrst, vecina prej
omenjenih kriptokokov, ki jih redko sre¢amo
kot patogene, je bila tako razporejena v nove
rodove, npr. Cryptococcus curvatus je danes
uradno Cutaneotrichosporon curvatum (10).

Najvecje pozornosti je bila deleZna raz-
delitev C. neoformans v dve novi vrsti in C.
gattii v pet novih vrst (11).

C. neoformans se je razdelil na (11):

+ C.neoformans (prej C. neoformans var. grubii,
serotip A) in

+ C. deneoformans (prej C. neoformans var.
neoformans, serotip D).

C. gattii se je razdelil na (11):
+ C. gattii,

+ C. bacillisporus,

+ C. deuterogattii,

« C. teragattii in

+ C. decagattii.

Med naStetimi vrstami poznamo tudi $tiri
hibride, ki ne ustrezajo bioloSkemu kon-
ceptu vrste (spolno razmnoZevanje ni mo-
goce) (11):

+ C. neoformans C. deneoformans (serotip AD),
+ C. deneoformans C. gattii,

+ C. neoformans C. gattii in

+ C. neoformans C. deuterogattii.

Vrste C. neoformans sensu lato in C. gattii
sensu lato naj bi se locile pred priblizno 37
milijoni let, C. neoformans in C. deneoformans
pa pred 18,5 milijona let (12). Poleg genet-
skih razlik so med novo opisanimi vrstami
tudi ekoloSke, geografske in fenotipske
razlike, kot npr. profili odpornosti, ki bodo
v prihodnosti lahko vplivali na diagnozo,
zdravljenje in napoved izida zdravljenja
kriptokokoze (10).
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KRIPTOKOKOZA V SLOVENIJI

Del podatkov smo povzeli po predhodnji
raziskavi, ki je obravnavala vse primere
osamitev glive C. neoformans sensu lato
v razponu oktober 1998-april 2016 v Slo-
veniji (13). Podatke smo dopolnili z infor-
macijami, ki smo jih zbrali do februarja
2018 in jih v celoti na novo analizirali.

V obdobju oktober 1998-februar 2018
smo v Sloveniji zabeleZili 26 primerov
kriptokokoze pri 25 bolnikih in skupno
osamili 66 izolatov C. neoformans sensu lato,
kar pomeni, da je v Sloveniji kriptokokoza
redka bolezen, saj v povprec¢ju obravnava-
mo zgolj 1,25 bolnika letno. Za zdaj Se ni
popolnoma razjasnjeno, ali je Slo pri vseh
primerih osamitve kriptokoka za pravo
okuZzbo ali zgolj za kolonizacijo. Incidenca
se spreminja iz leta v leto, saj smo npr.
v letu 1999 obravnavali le enega bolnika,
v letu 2016 pa kar sedem. V dvajsetletnem
obdobju smo imeli tri obdobja s povecanim
Stevilom bolnikov, ki so bila lo¢ena s Stiri-
letnimi prekinitvami, v katerih ni bilo bol-
nikov s kriptokokozo (slika 1). Trend, ki bi

nakazoval na vecanje pogostosti, kot so ga
zabeleZili v sosednji Italiji, pri nas ni tako
izrazit (14). V zadnjih petih letih se je po-
gostost zvecala z 0,8 bolnika letno na 2,5
bolnika letno.

Starost bolnikov je bila 14-86 let s pov-
precno starostjo 44 let. Vecino (68 %) bol-
nikov so predstavljali moski.

Kriptokoke smo vecinoma osamili iz
moZgansko-hrbtenjacne tekocine (n=22;
33,3 %) in hemokultur (n = 22; 33,3 %), sle-
dili so brisi ran koZe (n=9; 16,6 %), iz-
kasljaji (n=4; 6,1 %) in bronhoalveolarni
izpirki (n =4; 6,1 %), biopsijski vzorci koZe
(n=3;4,5%), aspirat traheje (n=1; 1,5%) in
se¢ (n=1;1,5%) (slika 2).

VRSTE RODU CRYPTOCOCCUS

V SLOVENIJI

V ¢asovnem razponu oktober 1998-februar
2018 smo v Sloveniji pri 25 bolnikih osa-
mili 66 izolatov C. neoformans sensu lato.
Vse izolate smo identificirali z metodo ma-
sne spektrometrije z ionizacijo v matriksu
z desorpcijo z laserjem in masnim analiza-

Stevilo bolnikov

1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006

2007

2009
2010
20M
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018

Slika 1. Stevilo bolnikov z osamljenimi kvasovkami Cryptococcus neoformans sensu lato v razponu okto-

ber 1998-februar 2018.
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u

M Mozgansko-hrbtenjacna tekotina
B Hemokultura B Aspirat traheje
[ Biopsijski vzorec koze Bris rane

BAL B izkasliaj W Sec

Slika 2. Klini¢ni vzorci, iz katerih smo osamili kva-
sovke Cryptococcus neoformans sensu lato v obdobju
oktober1998-februar 2018. BAL - bronhoalveolarni
izpirek oz. lavaza.

torjem na cas preleta ionov (angl. matrix-

assisted laser desorption/ionization time of

flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)

s predhodno etanol-formiatno ekstrakcijo

po navodilu proizvajalca (Bruker Daltonik,

Nemcija). Identifikacijo izolatov, osamlje-

nih do aprila 2016, smo Se molekularno po-

trdili (13). Izkazalo se je, da:

+ 71,2% (n =47) vseh izolatov pripada vr-
sti C. deneoformans,

+ 27,3% (n=18) pripada vrsti C. neoformans
in

+ 1,5% (n=1) hibridu vrst C. neoformans C.
deneoformans.

Vrst iz kompleksa C. gattii v Sloveniji za zdaj
Se nismo osamili.

Iz razli¢nih epidemioloskih raziskav je
znano, da je deleZ osamljenih vrst C. deneo-
formans in hibrida C. neoformans C. deneo-
formans visji v Sredozemlju kot v drugih de-
lih Evrope (8, 15). V primerjavi s sosednjima

drZavama, Italijo in HrvaSko, ki nedvomno
spadata v sredozemski prostor, imamo pri
nas bistveno visji deleZ C. deneoformans. Ta
predstavlja skoraj tri Cetrtine vseh izolatov,
medtem ko sta v Italiji in na HrvaSkem vr-
sti C. deneoformans in C. neoformans zasto-
pani enakovredno v razmerju 1:1 (15, 16).

Vrste iz kompleksa C. neoformans po-
vezujemo z urbanim okoljem v povezavi
s pti¢jimi iztrebki. Raziskave so pokazale,
da C. neoformans sensu lato najdemo tudi
izven urbanih sredi$¢ v povezavi s sredo-
zemskim rastlinstvom, podobno kot C. gat-
tii sensu lato. Nasli so jih na roZicevcih
(Ceratonia spp.), oljkah (Olea spp.) in borih
(Pinus spp.) (8). V prihodnje bi bilo smisel-
no tudi na Slovenskem raziskati ekoloSko
niSo C. neoformans sensu lato, ki je lahko po-
vezana s submediteransko fitogeografsko
regijo in potovanji ljudi drugod po Sredo-
zemlju.

MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA
IZOLATOV CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS SENSU LATO
Izolate C. neoformans sensu lato, osamljene
v obdobju oktober 1998-april 2016, smo
molekularno opredelili. Analizirali smo
izolate C. deneoformans (n = 29, 63 %), C. neo-
formans (n=16; 34,8%) in C. neoformans
C. deneoformans (n = 1; 2,2 %).

Genotipe smo opredelili z metodo dol-
Zinskega polimorfizma pomnoZenih frag-
mentov (angl. amplified fragment lenght
polymorfism, AFLP) z restrikcijskima enci-
moma EcoR1 in Msel ter selektivnimi
zaCetnimi oligonukleotidi EcoR1-AC (ozna-
Cen s fluoresceinom na 5'-koncu) in Msel-G
ter s tipizacijo z mikrosateliti, ki vkljucuje
analizo sedmih genetskih lokusov za C. de-
neoformans in devetih za C. neoformans (13).
Rezultati genotipizacije so prikazani na
sliki 3.

Genotipe C. neoformans sensu lato oz-
nacujemo s kratico AFLP in arabsko Stevilko
(1-3) glede na profil AFLP in s kratico VN
(angl. variant neoformans, VN) ter rimsko
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Stevilko (I-1V) ali €rko B glede na tipizaci-
jo z mikrosateliti.

Glede na profile AFLP delimo C. neofor-
mans sensu lato v pet skupin, kot sta jih de-
finirala Boekhout in Hagen (17, 18):

+ C. neoformans vkljucuje tri skupine:
+ AFLP1,
+ AFLP1A/VNB in
« AFLP1B.

+ C. deneoformans vkljucuje eno skupino:
« AFLP2.

« Hibrid C. neoformans C. deneoformans vklju-
¢uje eno skupino:
« AFLP3.

Poleg tipizacije AFLP se za ugotavljanje so-
rodnosti izolatov s podobnimi profili AFLP
uporablja Se tipizacija z mikrosateliti. Sled-
nja razdeli C. neoformans sensu lato na §tiri
skupine, ki jih je definiral Meyer (19):
+ C. neoformans vkljucuje dve skupini:
« VNI in
+ VNIIL
+ C. deneoformans vklju€uje eno skupino:
« VNIV.
« Hibrid C. neoformans x C. deneoformans
vkljucuje eno skupino:
 VNIIIL

UpoStevajoc tipizacijo AFLP in tipizacijo
z mikrosateliti danes C. neoformans sensu
lato delimo v pet genotipov:
+ C. neoformans vkljucuje tri genotipe:
« AFLP1/VNI,
« AFLP1A/VNB/VNII in
+ AFLP1B/VNIIL
+ C. deneoformans vkljucuje en genotip:
« AFLP2/VNIV.
« Hibrid C. neoformans C. deneoformans vklju-
Cuje en genotip:
« AFLP3/VNIIIL

Podobna shema velja tudi za C. gattii sen-
su lato, ki vklju¢uje osem genotipov (11).
Na podlagi rezultatov genotipizacije
smo ugotovili, da vsi testirani slovenski
izolati C. deneoformans pripadajo genotipu

AFLP2/VNIV, vsi testirani izolati C. neofor-
mans pa genotipu AFLP1/VNI (slika 3) (13).

Poleg genotipov smo izolatom C. neo-
formans sensu lato dolocili Se serotip in pa-
ritveni tip, ki je domnevno povezan z viru-
lenco seva (13, 20). Dolocitev je potekala
preko mnogokratne veriZne reakcije s po-
limerazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR), ki tarci del gena RUMI. Prvi PCR je
namenjen ugotavljanju prisotnosti alela
paritvenega tipa a in drugi PCR za ugotav-
ljanje prisotnosti alela paritvenega tipa o
ter dve hidrolizacijski sondi, specifi¢ni za
C. deneoformans (serotip D) in C. neoformans
(serotip A) (13).

Skoraj vsi (n=43; 93,5%) slovenski
izolati pripadajo paritvenemu tipu o, dva
izolata C. deneoformans, osamljena iz ene
bolnice, pripadata paritvenemu tipu a in izo-
lat C. neoformans C. deneoformans pripada hi-
bridnemu tipu otA-aD (13). Tako visok deleZ
paritvenega tipa o kaZe na izrazitejsi nevro-
tropizem in vi§ji virulentni potencial izo-
latov (20, 21).

TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI
IZOLATOV CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS SENSU LATO
ZA PROTIGLIVNA ZDRAVILA
Vseh 66 izolatov C. neoformans sensu lato
smo testirali na ob¢utljivost za protiglivna
zdravila s testom Micronaut-AM Antifun-
gal Agents MIC (Merlin Diagnostika, Nem-
Cija), ki temelji na mikrodilucijski metodi (13).
Testirali smo amfotericin B (0,03-16 mg/1),
5-fluorocitozin (0,06-32 mg/1), flukonazol
(0,002-128 mg/1), vorikonazol (0,008-8 mg/1),
posakonazol (0,008-8 mg/1) in itrakonazol
(0,03-4 mg/1) (tabela 1). Test vkljuCuje tudi
testiranje obcutljivosti za kaspofungin,
anidulafungin in mikafungin v razponu
0,002-8 mg/1, vendar rezultatov v raziska-
vo nismo vkljuéili, ker so kriptokoki narav-
no odporni proti ehinokandinom.

Za najaktivnej$a protiglivna zdravila so
se izkazali vorikonazol, itrakonazol in po-
sakonazol z minimalno inhibitorno koncen-
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Tabela 1. Obcutljivost izolatov Cryptococcus deneoformans, Cryptococcus neoformans in C. neaformans C.
deneoformans (hibrid) za protiglivna zdravila. MIK - minimalna inhibitorna koncentracija, MIK, - koncen-
tracija protiglivnega zdravila, pri kateri pride do inhibicije rasti pri polovici testiranih izolatov, MIK, - kon-
centracija protiglivnega zdravila, pri kateri pride do inhibicije rasti pri 90 % testiranih izolatov, FL - flukonazol,
AB - amfotericin B, VO - vorikonazol, IT - itrakonazol, POS - posakonazol, 5FC - 5-fluorocitozin.

Vrsta izolata Parameter FL AB Vo IT POS 5FC
obcutljivosti
Cryptococcus  razpon MIK (mg/I) 0,25- 0,031- 0,008- 0,031- 0,008- 0,063-
deneoformans 16 0,25 0,125 0,125 0,063 4
(n=47) MIK,, (mg/1) 2,0 0,125 0,008 0,031 0,008 0,125
MIKg, (mg/1) 4,0 0,25 0,016 0,063 0,016 0,25
aritmeticna sredina 1,8 0,13 0,014 0,04 0,012 0,19
Cryptococcus razpon MIK (mg/1) 0,5- 0,063- 0,008- 0,031- 0,008- 0,063-
neoformans 64 0,5 0,25 0,25 0,063 1
(n=18) MIK,, (mg/1) 8,0 0,25 0,063 0,031 0,031 0,5
MIKg, (mg/1) 16,0 0,25 0,125 0,063 0,063 1,0
aritmetiéna sredina 7,3 0,22 0,05 0,05 0,03 0,52
Cryptococcus / 1,0 0,125 0,008 0,031 0,008 0,25

hibrid (n=1)

tracijo (MIK) < 0,25 mg/1. Ti trije azoli ima-
jo najniZje MIK, (koncentracija protigliv-
nega zdravila, pri kateri pride do inhibicije
rasti pri polovici testiranih izolatov) pri vseh
osamljenih vrstah kriptokokov in so celo za
eno do dve redcitveni stopnji niZji od MIK,,
zabeleZenih v drugih evropskih raziskavah
(16, 22, 23). Navkljub velikemu pomenu C.
neoformans sensu lato v medicini klini¢ne
mejne vrednosti Se niso postavljene, kar
oteZi razlago dobljenih MIK. Z raziskava-
mi so vseeno priSli do epidemioloSkih mej-
nih vrednosti (angl. epidemiological cutoff
value, ECOFF), ki so postavljene tako za vrsti
C. deneoformans in C. neoformans kot tudi za
kompleks C. neoformans sensu lato (24, 25).
(e pri zgoraj omenjenih azolih upostevamo
ECOFF, ugotovimo, da spadajo nasi izolati
med divje tipe. Podobno velja v primeru am-
fotericina B, kjer je MIK, <0,5mg/l, in po-
sledi¢no vsi izolati spadajo med divje tipe.
Enako kot Nizozemci smo tudi mi zaznali
za eno redcitveno stopnjo visji MIK,, za am-
fotericin B pri C. neoformans kot pri C. de-
neoformans (23). Po pri¢akovanjih smo pri

flukonazolu pri vseh osamljenih vrstah za-
beleZili vi§je MIK kot pri ostalih azolih.
MIK,, za flukonazol je v primeru C. deneo-
formans (2 mg/1) za dve redc¢itveni stopnji
niZji kot v primeru C. neoformans (8 mg/l),
kar je v skladu z drugimi raziskavami (16,
22, 23). Ce uporabimo ECOFF (MIK = 16 mg/1),
ugotovimo, da 7,6 % (n = 5) izolatov ne spa-
da med divje tipe in po vsej verjetnosti pose-
duje sekundarno pridobljene odpornostne
mehanizme. Vecina (n =4,8 %) teh domnev-
no odpornih izolatov izhaja iz treh bolnikov.
Najzanimivejsi je primer bolnika, okuZenega
s HIV, pri katerem se je razvil meningoen-
cefalitis na racun okuzbe s C. neoformans
(AFLP1/VNI); MIK za flukonazol se je v roku
treh tednov povi$al s 4 mg/l na 64 mg/1 (13).

ZAKLJUCEK

Vrste iz rodu Cryptococcus so medicinsko
najpomembnejSe bazidiomicetne kvasovke,
ki prizadenejo tako imunsko oslabljene kot
imunsko kompetentne bolnike. Najpogo-

stejSa klini¢na izraZenost je meningoence-
falitis, ki v Sloveniji prizadene predvsem
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bolnike, okuZene s HIV, in bolnike po pre-
saditvi levice. Kriptokokoza je v Sloveniji
redka okuZba, saj na leto obravnavamo
v povprecju le 1,25 bolnika. Pri nas med
povzrocitelji kriptokokoze prevladuje vrsta
C. deneoformans serotip D, ki predstavlja vec
kot 70 % vseh izolatov in je nac¢eloma po-
gostejSa v sredozemskem prostoru. Vec
kot 90 % vseh izolatov uvr§¢amo med pa-
ritveni tip o, ki je povezan z bolj izrazitim
nevrotropizmom in invazivnimi okuZbami.
Vrst iz kompleksa C. gattii v Sloveniji Se ni-

smo osamili niti iz klini¢nih niti iz okolj-
skih vzorcev. Vse, kar je povezano z rodom
Cryptococcus, je deleZno velike pozornosti,
ker je v raziskovanje teh mikroorganizmov
vkljucenih veliko podrocij naravoslovnih
znanosti. Izsledki raziskav s podrocij mole-
kularne filogenije, mikrobne ekologije, kli-
ni¢ne medicine in medicinske mikologije
bodo razjasnili odgovore na vprasanja, od
smiselnosti prerazporeditve rodu do vrst-
no specifi¢nih oblik protiglivnega zdravlje-
nja.
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Tadeja Matos', Rok Tomazin?

Odpornost plesni Aspergillus fumigatus
proti azolom

Azole Resistance in Aspergillus fumigatus

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Aspergillus fumigatus, mehanizmi odpornosti, azoli, mutacije gena cyp51A

Za plesen Aspergillus fumigatus je znacilen Sirok spekter klini¢nega izraZanja, predvsem pri
imunsko oslabelih bolnikih. Pri tem je pomembno izpostaviti invazivne, agresivno pote-
kajoce okuZbe, ki so povezane z visoko smrtnostjo (npr. invazivna plju¢na in razsejana as-
pergiloza). Zdravljenje aspergiloz temelji na azolih, predvsem posakonazolu, itrakonazolu
in vorikonazolu. Slednji je obi¢ajno prva izbira v primeru invazivnih oblik okuZbe. V zad-
njem ¢asu se pojavljajo sevi A. fumigatus, ki so odporni proti omenjenim protiglivnim zdra-
vilom in dosegajo v dolocenih regijah dovolj visoko prevalenco, da je za izkustveno zdravljenje
lokalno priporocen alternativni izbor protiglivnih zdravil. Odpornost se pojavlja ne le v po-
vezavi s protiglivnim zdravljenjem bolnikov, temvec¢ tudi v povezavi z uporabo azolnih fun-
gicidov v kmetijstvu in florikulturi. Pri ve¢ kot 80 % primerov je odpornost sevov A. fumigatus
povezana z mutacijami gena cyp51A. Tip mutacije se glede na izvor izolata razlikuje; za od-
porne izolate A. fumigatus, osamljene iz agrarnega okolja, je znacilna kombinacija tockov-
ne mutacije L98H in tandemske ponovitve TR,, v promotorski regiji gena cyp51A.

ABSTRACT

KEY WORDS: Aspergillus fumigatus, resistance mechanisms, azoles, cyp51A mutations

Aspergillus fumigatus causes a wide range of clinical manifestations, especially in immu-
nocompromised patients. Invasive, aggressive infections, such as invasive pulmonary and
disseminated aspergillosis, are associated with high mortality. Antifungal treatment of
aspergillosis is based on azoles, especially posaconazole, itraconazole and voriconazo-
le, the latter being usually the first choice in cases of invasive forms of infection. Lately,
the prevalence of azole-resistant A. fumigatus strains has in some regions reached a point
at witch treatment strategies had to be changed. Azole-resistance occurs in conjunction
with antifungal treatment of patients and also in connection with the use of azole fun-
gicides in agriculture and floriculture. In more than 80% of cases, resistance is associa-
ted with mutations in the cyp51A gene. The type of mutation differs depending on the
source of the isolate. Resistant isolates of A. fumigatus, isolated from the agrarian envi-
ronment, are characterized by a combination of the L98H point mutation and the TR,,
tandem repeat in the promoter region of the cyp51A gene.
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uvoD

Med plesnimi, ki najpogosteje povzrocajo
oportunisti¢ne invazivne bolezni pri ljudeh,
so najpomembnejSe plesni iz rodu Aspergil-
lus. Med njimi najveckrat identificiramo vr-
sto Aspergillus fumigatus, ki jo po novejsi
razvrstitvi uvrScamo v sekcijo Fumigati. Ple-
sni iz rodu Aspergillus se razmnoZujejo na
razpadajoCem rastlinju in drugem organ-
skem materialu (npr. v silosih, kompostih).
Ob tem nastajajo Stevilni konidiji, ki so nav-
zoCi v prahu, prsti ter na povrsinah rastlin,
Zivali in ljudi. Najdemo jih tudi v zunanjem
zraku in v zraku notranjih prostorov.

Vdihovanje konidijev Aspergillus spp.
vodi do Stevilnih bolezni, oblika bolezni, ki
se bo razvila, pa je v najvec¢ji meri odvisna
od imunske sposobnosti posameznika. Med
posamezniki z dobro imunsko sposobnost-
jo konidiji povzrocajo razne oblike preobcut-
ljivostnih reakcij, npr. alergijsko bronhopul-
monalno aspergilozo, ki se pogosto razvije
pri atopikih z bronhialno astmo in pri bol-
nikih s cisti¢no fibrozo.

Za invazivno aspergilozo (IA) vec¢inoma
zbolijo bolniki s hematoonkoloSkimi bolez-
nimi, predvsem z akutno mieloi¢no lev-
kemijo, in bolniki po avtologni presaditvi
krvotvornih mati¢nih celic. Med nenevtro-
penicnimi bolniki z najve¢jim tveganjem za
IA pa so bolniki na dolgotrajnem zdravljenju
s kortikosteroidi. Obi¢ajno so pri IA priza-
deta pljuca, od koder se bolezen lahko po
krvi razsiri tudi v druge organe in tkiva, po-
gosto v osrednje Ziv€evje in koZo.

V zadnjih desetletjih se je preZivetje bol-
nikov z IA izboljSalo, na kar je gotovo vpli-
val tudi razvoj azolov. Azoli se uporabljajo
za zdravljenje akutne IA, kroni¢ne pljucne
aspergiloze, kot preventivno zdravilo za IA
in za zdravljenje zapletenih okuZb (npr.
okuZb osrednjega Zivcevija) (1, 2). Vsak iz-
med njih ima posebno vlogo. Poleg tega so
azoli edina skupina protiglivnih zdravil
z delovanjem na plesni iz rodu Aspergillus,
ki jih bolniki lahko prejemajo oralno, zato
igrajo pomembno vlogo zlasti pri ambulant-

no vodenih bolnikih (npr. pri bolnikih s kro-
nicno pljucno aspergilozo) (3).

Zdravilo izbora za zdravljenje IA je bilo
dolga leta amfotericin B, ki je v liposomalni
obliki e vedno pomembno zdravilo in se
ga uporablja v primerih reSitvenega zdrav-
ljenja IA. Kljub temu je danes na prvem me-
stu vorikonazol, saj so raziskave pokazale,
da povzroc¢a manj stranskih u¢inkov, stop-
nja preZivetja pa je vi$ja. Vorikonazol (v kli-
nicni uporabi od leta 2002) in posakonazol
(v klini¢ni uporabi od leta 2006) se upo-
rabljata tudi za zdravljenje teZko potekajoce
astme, saj z njuno uporabo izboljSamo de-
lovanje pljuc in posledi¢no kakovost Zivlje-
nja (4, 5). Poleg njiju sta v klini¢ni uporabi
Se itrakonazol (od leta 1997) ter najnove;jsi
izavukonazol, ki je na trZis¢u komaj nekaj
let (4).

O odpornosti sevov A. fumigatus proti
azolom so porocali Ze leta 1980, ko sta bila
dva bolnika iz ZDA zdravljena z itrakona-
zolom (6). Kasneje je najvec porocil o odpor-
nosti proti azolom prihajalo iz Evrope. Na
Nizozemskem so leta 1997 porocali o od-
pornem izolatu pri bolniku, ki je bil po pre-
saditvi pljuc¢ dolgo €asa na preventivnem
zdravljenju z itrakonazolom (7). Leta 2007
objavljena raziskava pa je obravnavala de-
vet bolnikov, izmed katerih Stirje nikoli niso
prejemali azolov, a so bili kljub temu pri
vseh devetih bolnikih prisotni proti azolom
odporni sevi A. fumigatus. Takrat je bila za-
radi genetske podobnosti izolatov in epide-
mioloSke nepovezanosti bolnikov prvic po-
stavljena hipoteza, da mutacija morda izvira
iz zunanjega okolja. Do mutacij gena cyp51A4,
ki povzroc¢ajo odpornost sevov A. fumigatus
proti azolom, naj bi priSlo zaradi Siroke upo-
rabe fungicidov v kmetijstvu. Fungicidi so
strukturno namrec podobni azolom in zara-
di selekcijskega pritiska na plesni iz rodu As-
pergillus vodijo v odpornost sevov A. fumi-
gatus proti azolom (8). Ta druga pot nastanka
odpornosti, pri kateri mutacije izvirajo iz zu-
nanjega okolja, je bila v zadnjem desetlet-
ju tudi jasno opredeljena (9, 10).
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Namen prispevka je opisati epidemiolo-
gijo in najpogostejSe mehanizme odporno-
sti plesni A. fumigatus ter Sirjenje odporno-
sti, klini¢ne posledice in nacine odkrivanja
odpornih sevov A. fumigatus v vsakodnev-
ni mikrobioloski praksi.

MEHANIZMI ODPORNOSTI PROTI
AZOLOM ODPORNIH SEVOV
ASPERGILLUS FUMIGATUS

Vsi azoli zavirajo od citokroma P450 odvi-
sno lanosterol 14o-demetilazo in s tem one-
mogocajo biosintezo ergosterola, ki urav-
nava fluidnost celi¢ne membrane. Zaviranje
nastajanja ergosterola ima za posledico
kopicenje 14o-metil sterolov, kar vodi do
sprememb v prepustnosti in stabilnosti
celi¢ne membrane in posledi¢no do zavr-
terasti glive. Odpornost proti azolom je
v 80-90 % povezana z mutacijo gena cyp514,
ki kodira tar¢ni encim lanosterol 14a-deme-
tilazo (11).

Mutacije v genu cyp51A so zadostne za
nastanek odpornosti proti nekaterim ali
vsem triazolom in vodijo do zmanj$ane ve-
zave ali zmanj$anega vnosa zdravila, kar
vodi do nastanka odpornega fenotipa.
V splo$nem lahko recemo, da poznamo dve
poti nastanka odpornosti, ki sta povezani
z genom cyp51A. Prva in najpogostejSa ob-
lika mutacij nastaja v zunanjem okolju
(verjetno zaradi uporabe azolov v kmetijstvu
in nekaterih drugih sorodnih panogah) in
je kombinacija sprememb v promotorskem
delu gena ter tockovnih mutacij v genu sa-
mem (12-14). Druga oblika mutacij nastane
ob dolgotrajnem zdravljenju z azoli (naj-
pogosteje v prizadetih pljucih) in se kaZe
samo v obliki to¢kovnih mutacij gena cyp51A.
V nadaljevanju so naStete spremembe gena
cyp51A, ki so povezane z odpornostjo.

Kombinacija tandemskih
ponovitev in tockovnih

mutacij v genu cyp51A

Set sprememb v genu cyp51A vodi do pa-
nazolne odpornosti izolatov A. fumigatus.

Spremembe v genu cyp51A se kaZejo v ob-
liki tandemske ponovitve baznih parov
v promotorski regiji tega gena in z muta-
cijami v genu samem ter imajo za posledico
prekomerno izraZanje gena (8, 15). Ugoto-
vili so, da sta za izraZanje odpornosti potreb-
ni obe spremembi v genomu glive.

Najpogosteje opisana kombinacija, ki
vodi v odpornost proti itrakonazolu, vori-
konazolu in posakonazolu, je 34-tandem-
ska ponovitev baznih parov (TR,,) v pro-
motorski regiji gena cyp51A in mutacija
v samem genu cyp51A, ki vodi do zamenja-
ve levcina v histidin na mestu 98 (L98H).
Ta mehanizem je najpogostje prepoznana
oblika odpornosti tako pri okoljskih kot pri
klini¢nih izolatih A. fumigatus (16). O po-
javu odpornih sevov A. fumigatus, ki so
povzrocili prebojne okuZbe, so najprej po-
rocali iz medicinskih centrov na Nizozem-
skem (8, 17). Zanimivo spoznanje, da so
mutacijo TR,,/L98H odkrili pri bolnikih,
ki epidemioloSko med seboj niso bili po-
vezani, je kazalo na verjetnost nastanka te
mutacije v okolju (17).

Druga najpogostejSa oblika mutacij
s tandemskimi ponovitvami v promotorski
regiji je bila opisana leta 2012. Gre za 46-
tandemsko ponovitev baznih parov v pro-
motorski regiji in kombinacijo dveh mutacij
v genu cyp51A, TR, /Y121F/T289A (18, 19).
Ob teh mutacijah tudi najnovejsi azol (iza-
vukonazol) kaZe zmanjSano aktivnost in vi-
tro ter slab8o ucinkovitost in vivo (19, 20).

Oba odpornostna mehanizma, TR,,/L98H
in TR, /Y121F/T289A, sta sestavljena iz
kombinacije genomskih sprememb, ki
vkljucujejo tako tandemske ponovitve ka-
kor tudi mutacije v genu samem. Te obli-
ke mutacij bolnike prizadenejo z vsemi
oblikami bolezni, ki jih povzrocajo plesni iz
rodu Aspergillus, pri bolnikih z IA pa pov-
zrocajo visoko smrtnost. Raznolikost mu-
tacij izolatov je majhna (9, 10).

Da bi vse kombinacije genomskih spre-
memb nastale med zdravljenjem bolnikov,
je malo verjetno, saj so bili bolniki z obema
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setoma mutacij epidemiolo$ko nepovezani,
prav tako jih vecina (64-71 %) predhodno
ni prejemala zdravljenja z azoli (9, 10). Po-
leg tega so obe obliki mutacij osamili tudi
iz okolja. Zaradi vseh teh spoznanj menijo,
da mutacije s tandemskimi ponovitvami
promotorske regije gena cyp51A izvirajo iz
okolja in nastajajo zaradi izpostavljenosti
zaviralcem 14o-demetilaze, ki se uporablja-
jo v kmetijstvu za varstvo rastlin in ohra-
njanje raznega materiala (13, 17, 21).

Tockovne mutacije

Tockovne mutacije gena cyp51A so bile pri-
sotne pri bolnikih, ki so bili zaradi kroni¢ne
pljucne aspergiloze s prisotnimi kavitacija-
mi (aspergilomi) dlje ¢asa zdravljeni z azo-
li (10). Za seve, ki izvirajo od istega bol-
nika, je znacilna visoka raznolikost mutacij.
Razlagajo, da mikrookolje v kavernah in
drugih kavitacijah omogoca Zivahno nes-
polno razmnoZevanje konidijev, kar je hi-
poteti¢no dejavnik tveganja za nastanek
opisanih mutacij znotraj gostitelja, ki
prejema zdravljenje z azoli. Poznanih je vec
tockovnih mutacij v genu cyp51A4A, ki se
kaZejo kot spremenjeno aminokislinsko za-
poredje, najpogostejSe so G54, M220 in
G138 (22). Te tockovne mutacije povzrocijo
spremembe v primarni strukturi encima
in bodisi onemogocijo dostop azolom do
aktivnega mesta na encimu bodisi spreme-
nijo obliko kanal¢ka na nacin, da se azoli
ne morejo za dlje ¢asa vezati na aktivno
mesto (23).

Ne-cyp51A mutacije

PribliZno 10 % odpornih sevov A. fumiga-
tus, ki jih najdemo v okolju, ne izraZa mu-
tacij v genu cyp51A. Vzrok za to je najpo-
gosteje mehanizem povecanega crpanja
azolov iz glivnih celic, obstaja pa e mno-
go drugih (nepoznanih) moZnih mehaniz-
mov odpornosti (24). Nobena od opisanih
odpornosti pa ne vpliva na virulenco pov-
zroCiteljev, saj je ta enakovredna virulenci
sevov divjega tipa (25).

POJAV IN SIRJENJE PROTI
AZOLOM ODPORNIH SEVOV
ASPERGILLUS FUMIGATUS
Vecina porocil o odpornosti A. fumigatus
proti azolom izvira iz evropskih drZav. Si-
stematicne raziskave o odpornosti in me-
hanizme odpornosti so zaceli preucevati
v skupini iz Nijmegna na Nizozemskem. Po-
rocali so o letnem povecevanju odpornosti
proti itrakonazolu (v letih 1994-2007 se je
odpornost z 1,7 % povecala na 6 %) (17). Ka-
sneje, od leta 2004 dalje, so v Manchestru
v Veliki Britaniji pri klini¢nih izolatih A. fu-
migatus opisali alarmantno povecanje azol-
ne odpornosti (5%). Britanci so imeli v letu
2008 14 % in v letu 2009 20 % odpornost
proti azolom (26). Od takrat naprej so opi-
sali odpornost proti azolom tudi v Stevil-
nih drugih drZavah v Evropi. Najpogostej$a
mutacija v Evropi je TR34/L98H, ki je
opisana tudi v drugih svetovnih drZavah.
S prospektivno raziskavo evropske mreZe
za nadzor odpornosti aspergilov (Surveil-
lance Collaboration on Aspergillus Resi-
stance in Europe, SCARE), ki je zajela 19
evropskih drZav, je bilo ugotovljeno, da je
v Evropi povprecna prevalenca odpornosti
A. fumigatus proti azolom 3,2 %. Porocali so
o odpornosti v 11 od 19 vklju€enih drZzav
s prevalenco 0-26 % v 22 centrih (27).

Obstaja tudi nekaj podatkov za azijske
drZave. Prva porocila izvirajo iz leta 2005
s Tajvana (dva izolata od 40 testiranih sta
bila odporna proti azolom) in Kitajske (28).
Pri izolatih iz Kitajske je bila mutacija
TR,,/L98H prisotna v osmih od 29 izolatov.
Tudi z Japonske porocajo o TR,,/L98H mu-
taciji in visoki prevalenci odpornosti
(11,2 %). Poleg te so opisali tudi tri druge
tockovne mutacije in nazadnje Se mutaci-
jo TR,/Y121F/T289A (29). V Indiji je bila
prevalenca med klini¢nimi izolati nizka
(do 2 %), podobno tudi v Iranu in Kuvajtu
(3,2-4,2 %).

Raziskava, v katero je bilo vkljucenih 62
medicinskih centrov s Kitajske, Portugal-
ske, Brazilije, CeSke in ZDA, je pokazala, da
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je imelo 5,8 % sevov A. fumigatus minimal-
ne inhibitorne koncentracije (MIK) za azo-
le poviSane nad 1 pg/ml. V ZDA so o muta-
cijah TR,,/L98H in TR, /Y121F/T289A, ki jih
v predhodni raziskavi z ve¢ kot 1.000 izolati
niso nasli, prvi¢ porocali leta 2008 (30, 31).
Brazilska raziskava, v katero je bilo vklju-
¢enih 170 izolatov iz obdobja 2000-2012,
je porocala o 3,5 % prevalenci odpornosti,
ni pa opredelila mutacij. Iz Avstralije so po-
rocali o devetih od 418 pregledanih izola-
tov z zmanj$ano obcutljivostjo za azole, leta
2004 pa so objavili prvi izolat z mutacijo
TR,,/L98H (32).

KLINICNE POSLEDICE
POJAVLJANJA PROTI

AZOLOM ODPORNIH SEVOV
ASPERGILLUS FUMIGATUS

Do sedaj opravljene raziskave so pokazale,
da pri izolatih, ki so in vitro odporni proti
azolom, zdravljenje z azoli ni u¢inkovito, kar
je bilo potrjeno tudi s poskusi na Zivalih
(8,17, 26, 33-35). Pri bolnikih z IA, ki so
imeli osamljen A. fumigatus z mutacijo
TR,,/L98H, je bila umrljivost viSja (88 %)
v primerjavi z bolniki, ki so zboleli za IA in
pri katerih je bil osamljen divji tip A. fu-
migatus z obCutljivim fenotipom (umrljivost
30-50%) (36). Podobno slabo prognozo
so imeli tudi bolniki z verjetno in dokaza-
no IA, ki so jih povzrocili sevi z mutacijo
TR, /Y121/T289A.

O odpornosti proti azolom so porocali
tudi pri sevih, ki so povzro¢ili kroni¢ne ob-
like aspergiloze in izraZanje raznih alergij
(npr. alergijske bronhopulmonalne asper-
giloze). Tudi pri teh sevih zdravljenje z azo-
li ni bilo u¢inkovito (35). Raziskave in vitro
so pokazale, da mehanizmi odpornosti proti
azolom sproZijo navzkriZzno odpornost pro-
ti vsem azolom. Mutacija TR,,/L98H kaZe
panazolno odpornost proti itrakonazolu,
vorikonazolu in posakonazolu. Mutacija
TR,/Y121F/T289A vodi do vi§jih MIK za
vorikonazol (50 %, > 16 pg/ml) v primerjavi
z mutacijo TR,,/L98H (50 %, > 8 ng/ml) (19).

Tudi najnovejsi azol - izavukonazol - ob teh
mutacijah kaZe in vitro zmanjSano aktivnost
ter in vivo slab$o ucinkovitost (19, 20).

Vloga azolov pri zdravljenju bolnikov
s sevi, ki so odporni proti azolom, je tako
bistveno omejena. Razen dokumenta sku-
pine evropskih strokovnjakov, ki je bil ob-
javljen leta 2015, trenutno ni smernic ali
priporocil, ki bi opredeljevale zdravljenje
proti azolom odpornih plesni iz rodu Asper-
gillus. V tem dokumentu je mnogo stro-
kovnjakov mnenja, naj se za aspergilozo
z odpornimi izolati proti azolom kot zdra-
vilo izbora uporablja liposomalni amfote-
ricin B ali pa kombinacija vorikonazola in
ehinokandina. Na podrocjh z visoko (vi§jo
od 10 %) prevalenco proti azolu odpornih
okoljskih izolatov, npr. na Nizozemskem, so
bili enakega mnenja (37).

Zadnje ameriSke smernice iz leta 2016
temu problemu ne posvecajo vecje po-
zornosti, kar je razumljivo zaradi relativno
nizke prevalence odpornosti v ZDA. Kljub
temu je kombinirano zdravljenje z voriko-
nazolom in ehinokandinom umeSceno kot
alternativno zacetno zdravljenje za bolni-
ke s hematoloSkimi obolenji in tudi za bol-
nike s hudo nevtropenijo. Stranskih u¢inkov
takSnega zdravljenja Se niso ovrednotili,
prav tako je zaradi dolgotrajnosti zdravljenja
vpra$ljiva tudi njegova izvedljivost (38).

ODKRIVANJE PROTI AZOLOM
ODPORNIH SEVOV ASPERGILLUS
FUMIGATUS

Ceprav je deleZ odpornih izolatov A. fumi-
gatus v svetu Se nizek in slabSe opredeljen
kot v nekaterih evropskih drZavah, se bodo
odporni sevi tudi po svetu verjetno kmalu
raz8irili v vec¢jem deleZu, poleg poznanih
mutacij se bodo pojavljale nove. Predvide-
ti, kak8no je tveganje posameznega bolni-
ka za okuZbo z odpornimi sevi, je zaradi
nastajanja mutacij v okolju izjemno teZavno.
Ce bolnik izhaja iz okolja, kjer je z epi-
demiolo8kimi raziskavami potrjeno, da
je prevalenca odpornih okoljskih izolatov
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visoka, ima gotovo vecje tveganje. Raziska-
ve, ki so obravnavale bolnike z osamljeni-
mi, proti azolom odpornimi sevi A.
fumigatus, kaZejo, da kar dve tretjini bolni-
kov nista prejemali zdravljenja z azoli (17,
306). V preostali tretjini bolnikov pa je ver-
jetno priSlo do prebojne okuZbe ob preven-
tivi z azoli ali zdravljenju z njimi (39).

Vecina nadzornih raziskav kaZe, da je
proti azolom odpornih izolatov Se vedno
manj kot 10% (27, 40). Pomembno je tudi
dejstvo, da lahko deleZ odpornosti zelo niha
ne samo med posameznimi drZzavami, am-
pak celo med posameznimi oddelki iste bol-
nisnice (26,27, 34, 36). V raziskavi iz leta
2016 porocajo o 26 % stopnji prevalence kli-
nicnih izolatov pri bolnikih s pozitivno kul-
turo iz enote intenzivne terapije, medtem ko
je bila odpornost z ostalih oddelkov dosti
nizja (14 %) (34). V prihodnosti bo zato po-
trebno natancno spremljanje in opredelitev
prevalence proti azolom odpornih izolatov,
bodisi s sprotnim testiranjem bodisi s testi-
ranjem shranjenih klini¢nih izolatov, da
bomo lahko na osnovi teh podatkov laZje
svetovali, katera strategija zdravljenja bi bila
najprimernejsa.

VIP Check™ ploséica za spremljanje
odpornosti proti azolom

Za zdaj nimamo smernic, ki bi opredeljeva-
le spremljanje odpornosti izolatov A. fumi-
gatus proti azolom. Ponekod (npr. na Nizo-
zemskem) imajo Ze vzpostavljen sistem
spremljanja odpornosti, ki ga denarno pod-
pira drZava. V povprecju porocajo o 7 % od-
pornosti klini¢nih izolatov, vendar se ta
deleZ med razliénimi univerzitetnimi me-
dicinskimi centri razlikuje (4,3-13,3 % leta
2014 in 6,7-16,3 % leta 2015) (11). Vzrokov
za to nihanje Se ne poznajo. Ob osamitvi A.
fumigatus iz klini¢nih vzorcev in potrebi za
zdravljenje priporocajo in vitro testiranje
obtutljivosti iz ve& osamljenih kolonij. Ste-
vilni mikrobiolo§ki laboratoriji kljub temu
rutinsko ne izvajajo testiranja obcutljivosti
in ne opredeljujejo MIK.

Mikrodilucijo, ki jo ameri8ki InStitut za
klini¢ne in laboratorijske standarde (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute,
CLSI) ter evropski Komite za testiranje
antimikrobne dovzetnosti (European Com-
mittee on Antimicrobial Susceptibility Te-
sting, EUCAST) opredeljujeta kot referenc-
no metodo testiranja filamentoznih gliv, je
zaradi zapletenosti izvedbe in Stevilnih
drugih dejavnikov v rutinskih mikrobio-
lo8kih laboratorijih teZko izvajati, izvajajo
pa jo v referenc¢nih laboratorijih (41, 42).
Prav tako je CLSI opredelil epidemioloSke
mejne vrednosti za odkrivanje nedivijih ti-
pov, medtem ko je EUCAST na osnovi 3te-
vilnih dejavnikov (standardna doza, farma-
koloski parametri, klini¢ni izid zdravljenja)
opredelil klini¢ne mejne vrednosti.

Nedavno so razvili presejalni test na
agarski plosci z vklju€enimi azoli (itrako-
nazol, posakonazol in vorikonazol) in nega-
tivno kontrolo (VIP Check™, Beneden-Le-
euwen, Nizozemska) (slika 1), ki omogoca
osamitev odpornih sevov brez znanega
mehanizma odpornosti. S tem testom z vi-
soko obcutljivostjo in specifi¢nostjo lahko
prepoznamo moZne odporne seve oz. izklju-
¢imo odpornost, ¢e ugotovimo rast le na

Slika 1. Testna plos¢ica z vkljuéenimi azoli. Vidna
je rast plesni Aspergillus fumigatus, desno spodaj
je pozitivna kontrola (fotografiral Marko Kolenc, univ.
dipl. mikrobiol., In3titut za mikrobiologijo in imuno-
logijo, Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani).
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delu plo&cice brez protiglivnega zdravila
(negativna kontrola). Test nam pomaga pri
izbiri izolatov za in vitro testiranje. V pri-
meru rasti na mestu gojisca z vklju€enim
azolom je potrebno potrditveno testiranje
z opredelitvijo MIK. Poleg epidemiolo$kih
podatkov, ki jih pridobimo s preizkusom, je
ta uporaben tudi neposredno - npr. za sve-
tovanje pri zdravljenju bolnikov z aspergilo-
zo. Rast na delu gojiS¢a z vkljuenim azolom
namrec¢ pomeni, da je potrebna sprememba
zdravljenja, v primeru monoterapije z azo-
lom celo brez potrditvenega testiranja. Al-
ternativna metoda presejalnega testiranja
je opredeljevanje MIK z gradientno difuzij-
sko metodo, pri ¢emer priporocajo testira-
nje itrakonazola. Ob tem je treba poudariti,
da lahko v tem primeru nekatere mehaniz-
me odpornosti prezremo.

Molekularni testi za neposredno
dokazovanje najpogostejsih
mutacij, ki privedejo do
odpornosti Aspergillus
fumigatus proti azolom

Znano je, da je gojenje vecine (do 90 %) vzor-
cev izpranih bronhusov in drugih vzorcev
iz spodnjih dihal pri bolnikih z aspergilo-
zo negativno (43). Zato je tudi opredeljeva-
nje odpornosti pri bolnikih z negativnimi
rezultati gojenja nemogoce brez molekular-
nih metod. Detekcija mehanizmov odporno-
sti neposredno iz klini¢nih vzorcev z me-
todo veriZne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR) je bila prvic¢
opisana v letu 2010 (44). Pred kratkim so
razvili trzni test (AsperGeniusR, PathoNo-
stics, Maastricht, Nizozemska), ki poleg as-
pergilne DNA zazna tudi dva najpogostejs$a
mehanizma odpornosti (TR,,/L98H in
TR,,/Y121F/T289A). Test kaZe visoko obcut-
ljivost in specifi¢nost za zaznavanje Asper-
gillus spp. iz vzorcev izpranih bronhusov (za
bolnike s hematoloSkimi malignimi obole-
nji je obcutljivost 88,9 % in specifi¢nost
89,3 %, za bolnike v enotah intenzivne tera-
pije paje obcutljivost 80 % in specificnost

93,3%) (45). V drugi raziskavi porocajo
0 100 % obcutljivosti in 78,6 % specifi¢no-
sti tega testa pri bolnikih z IA in zaznava-
nju PCR produkov iz seruma (40). Ker je gen
cyp51A prisoten v eni sami kopiji na celico,
je detekcija mutacij iz seruma zaradi nizke
obcutljivosti omejena. Poleg tega ta test
omogoca prepoznavanje le dveh najpogo-
stej§ih mehanizmov odpornosti. To pome-
ni, da test ne izkljuuje moZnosti, da je pov-
zroCitelj odporen proti azolom z drugim
mehanizmom odpornosti.

ZAKLJUCEK

V zadnjem desetletju smo pri¢a pojavu od-
pornosti proti azolom z najvecjo prevalenco
na nekaterih podro¢jih v Evropi. Najpogo-
steje opisani in razsirjeni sta mutaciji TR,/
L98H in TR, /Y121F/T289A, za kateri me-
nijo, da nastajata v okolju, zlasti zaradi Siro-
ke uporabe azolov v kmetijstvu. Pri tem gre
Za pojav seta mutacij v promotorski regiji
gena cyp51A in genu samem, kar privede
do prekomernega izraZanja gena cyp51A.
Druga oblika mutacij so tockovne mutacije
tarénega encima, ki nastajajo znotraj gosti-
telja ob dolgotrajnem zdravljenju z azoli.
Zato je postalo spremljanje odpornosti po-
membno tudi za plesen A. fumigatus - ne
samo zaradi izbire protiglivnega zdravila,
temvec tudi za zaznavanje odpornosti. Iz-
vajanje referen¢nih metod je omejeno na re-
ferencne laboratorije in je nenadomestlji-
VO za testiranje in potrjevanje novih metod
in novih protiglivnih zdravil. Potrebno je ak-
tivno spremljanje prevalence odpornosti,
za kar imamo enostaven test z vkljucenimi
azoli v gojiscu, ki omogoca selekcijo odpor-
nih sevov. Razyviti so tudi molekularni testi
za neposredno dokazovanje najpogostejsih
vrst mutacij neposredno iz klini¢nih vzor-
cev.
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Pneumocystis jirovecii: mozni bolnisnicni
prenosi

Pneumocystis jirovecii as Hospital-Acquired Fungi

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Pneumnocystis jirovecii, kolonizacija, okuzba, povezana z zdravstveno obravnavo,

pnevmocisti€na plju¢nica, genotipizacija

Pneumocystis jirovecii spada med pogojno patogene glive, ki povzro¢a pljucnico pri imun-
sko oslabelih osebah z visoko stopnjo umrljivosti. Se vedno med dejavnike tveganja spa-
da okuZba s HIV, med HIV-negativnimi bolniki pa so ogroZeni predvsem bolniki, ki
prejemajo vectirno imunosupresivno zdravljenje in imunomodulirajo¢a zdravila. Vedno
je vir okuZbe ¢lovek, kako pride do okuZbe, pa je pri veliki vecini bolnikov nejasno. Pomem-
ben vir so otroci, ki so do petega leta skoraj vsi kolonizirani z glivo. Vir so lahko tudi
zdravstveni delavci, ki P, jirovecii prenaSajo med bolniki. Poleg naStetega so vir lahko tudi
bolniki, saj se pri bolnikovem izkaSljevanju gliva aerosolizira in $iri po prostoru. V Slo-
veniji smo dokazali izbruh bolezni na oddelku, ki spremlja bolnike po presaditvi ledvic.
Kdo je bil vir okuZbe z glivo, ni znano. Prav tako ni jasno opredeljen ¢as zacetka izbru-
ha, saj gliva potrebuje nekaj ¢asa, da se namnoZi in pri¢ne povzrocati teZave. Klju¢no za
prepoznavanje izbruha je pravocasna prepoznava okuZzbe, ki temelji na ustrezni klini¢ni
sliki in pravocasni diagnostiki. Zelo pomembno je, da se razli¢ni vzorci za dokaz pnev-
mocisti¢ne pljucnice vzamejo isto€asno, saj to zagotavlja dovolj veliko diagnosti¢no na-
tan¢nost. Ce je postavljen sum na izbruh, je pomembno, da se poskusa dokazati izbruh
s pomocjo genotipizacije P, jirovecii iz vzorcev spodnjih dihal.

ABSTRACT
KEY WORDS: Pneumocystis jirovecii, colonization, hospital infection, pneumocystis pneumonia,
genotyping

Pneumocystis jirovecii is a pathogenic fungus that causes Pneumocystis pneumonia (PCP)
with very high mortality in HIV-positive and HIV-negative immunocompromised patients.
The most common factor which contributes to the development of PCP is HIV infection.
Other factors that contribute to the development of PCP are hematologic malignant di-
seases, solid cancers, transplantation of various solid organs, and treatment of chronic
diseases with immunosuppressive or immunomodulatory therapeutic agents. The sour-
ce of the fungi is always human. The main source are children up to five years of age,
health care workers and patients with PCP. Patients with PCP cough and spread the fungi
with aerosols. A center in Slovenia, where patients after kidney transplant are followed,

"Doc. dr. Miha Skvar¢, dr. med., Intitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana; miha.skvarc@mf.uni-lj.si



38 Miha Skvaré

Pneumocystis jirovecii: mozni bolniSnicni prenosi

had one outbreak. The main obstacle in proving an outbreak is late presentation of PCP
after fungi has settled itself in the respiratory tract. The key step for proving the out-
break is timely recognition of PCP and fast diagnostics with real time quantitative poly-

merase chain reaction.

uvoD
Pnevmocisti¢na pljucnica (PCP), ki je posle-
dica okuZbe z glivo Pneumocystis jirovecii,
povzroca visoko stopnjo umrljivosti pri
osebah z oslabelim imunskim sistemom,
bodisi zaradi okuZbe s HIV in razvojem aid-
sa bodisi so vzrok za motnjo imunskega si-
stema razli¢ne prirojene in pridobljene
nenalezljive bolezni. Prevalenca in stopnja
smrtnosti zaradi plju¢nice, povzro€ene s P.
Jjirovecii, sta se mocno poviSali med pojavom
pandemije aidsa v 80. letih prejSnjega sto-
letja, vendar sta se z uvedbo protiretrovi-
rusnih zdravil in preventivnega zdravljenja
ponovno zniZali. Se vedno pa PCP ostaja po-
memben vzrok smrti med ranljivimi sku-
pinami bolnikov, kot so bolniki po presaditvi
organov, bolniki z avtoimunskimi obolenji
ali hematoonkolo3ki bolniki (1, 2).

P jirovecii povzroca plju¢nico pri osebah
z imunsko pomanjkljivostjo. V Sloveniji
imajo najvisjo incidenco osebe, ki imajo pre-
sajene organe ali krvotvorne maticne celi-
ce in je potrebna vectirno imunosupresivno
zdravljenje. V ekonomsko razvitih drZzavah
z urejenim zdravstvenim sistemom je stop-
nja umrljivosti zaradi PCP pri HIV-pozitiv-
nih osebah nizka. V delih sveta, kjer ni
dostopa do visoko aktivnih protiretroviru-
snih zdravil, predvsem v Podsaharski Afri-
ki, pa je PCP 8e vedno zelo pomemben vzrok
obolevnosti in smrtnosti. V Sloveniji ni po-
datka o umrljivosti zaradi PCP (3, 4).

KLINICNA SLIKA

Simptomi in klini¢na slika PCP so nez-
nacilni, bolezen spada med atipi¢ne inter-
sticijske plju¢nice. Bolniki imajo poviSano
telesno temperaturo do 38 °C, suh kaSelj
brez izmecka ter so dispnoi¢ni. S poslab3an-

jem hipoksemije pride do progresivnega po-
vecanja dihalnega dela, tahipneje z visoko
dihalno frekvenco (> 50 vdihov/min) in di-
halne odpovedi (5).

Potek PCP pri HIV-pozitivnih in pri
HIV-negativnih osebah, ki imajo okvarjeno
delovanje imunskega sistema, se razlikuje-
jo v hitrosti napredovanja okuZbe kot tudi
v simptomatiki okuZbe. Pri HIV-pozitivnih
bolnikih z aidsom je napredovanje bolezni
pocasnejSe, manj$a je tudi smrtnost. Pri
HIV-negativnih bolnikih je potek bol;j dra-
maticen, saj se lahko Ze v nekaj dneh sta-
nje tako poslab3a, da je potreben sprejem
bolnikov na oddelke intenzivne terapije, saj
zaradi dihalne odpovedi potrebujejo intu-
bacijo in mehansko predihavanje. Gliva
okuZi alveolarne epitelijske celice oz. pnev-
mocite tipa 1. Zaradi aktivacije plju¢nih ma-
krofagov, CD4 (angl. cluster of differentiation)
pozitivnih celic T pomagalk, nevtrofilcev in
drugih posrednikov vnetja pride do pato-
lo8kih sprememb na alveolarnem epiteliju.
Poveca se prepustnost alveolarnih kapilar
in nastane intersticijski edem (4, 5). Kolo-
nizacija s P, jirovecii pri imunsko kompetent-
nih osebah je brez klini¢no pomembnih
simptomov. Tudi kolonizirani imunsko os-
labeli bolniki nimajo simptomov ali znakov.

DIAGNOSTICNI POSTOPEK

NajviSjo obcutljivost in specificnost doseZe-
mo z uporabo enostopenjske kvantitativne
veriZne reakcije s polimerazo (angl. quanti-
tative polymerase chain reaction, gPCR) v real-
nem ¢asu s pomnoZevanjem velike podeno-
te mitohondrijske ribosomalne RNA (angl.
large mitochondrial YfRNA subunit, mtLSU
rRNA). PomnoZuje se lahko Se gen msg (ko-
dira veliki povrSinski glikoprotein), gen
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hsp70 (kodira protein toplotnega Soka 70) in
gen dhps (kodira dihidropteorat sintetazo). Za
diagnosticiranje PCP je obcutljivost gPCR pri
HIV-pozitivnih osebah 99 %, specifi¢nost
pa 91 % in je primerljiva s specificnostjo in
obcutljivostjo pri HIV-negativnih osebah
z imunsko oslabelostjo. S pomocjo gPCR je
mozZno glede na koncentracijo odkrite DNA
lociti med pnevmocisti¢no pljucnico in ko-
lonizacijo s P, jirovecii (6-8).

Kljucna za interpretacijo qPCR je kon-
centracija (1,3)-R-D-glukana v serumu.
Omenjeni biooznacevalec je sestavni del
glivne celi¢ne stene pri vecini medicinsko
pomembnih gliv, prisoten je pri rodovih
Candida, Aspergillus, Fusarium, Acremonium,
Lomentospora, Pneumocystis, odsoten pa pri
redu Mucorales in rodu Cryptococcus (7, 8).
Trenutno ima samo en test dovoljenje ame-
riS8kega regulatorja za uporabo v rutinski
diagnostiki. Preiskava doloc¢anja (1,3)-3-
-D-glukana je ovrednotena le za serumske
vzorce (7, 8). Serumska koncentracija (1,3)-13-
-D-glukana potrdi diagnozo, saj je koncen-
tracija pri bolnikih s PCP bistveno vi$ja kot
pri koloniziranih osebah in negativnih kon-
trolah. UpoStevati je treba tudi sivo obmocje
med dejansko PCP in kolonizacijo; v sled-
njem primeru se lahko opremo na rezulta-
te serumskih vrednosti (1,3)-R-D-glukana in
neposredne imunofluorescence (9, 10).

ANALIZA IZBRUHA

ALI PRENOSOV

Se vedno ni popolnoma jasno, ali se PCP
razvije zaradi reaktivacije okuZzbe pri kolo-
niziranih osebah ob padcu njihovega imun-
skega statusa ali gre za de novo okuzbo iz
okolja oz. od koloniziranih oseb. Rezer-
voar za P, jirovecii so lahko osebe z normalno
delujofim imunskim sistemom (otroci,
zdravstveni delavci itd.). Pri otrocih lahko
pride do kolonizacije Ze pred prvim letom
starosti, Se preden se njihov imunski sistem
razvije tako dobro, da bi odstranil koloni-
zacijo. Otroci so tudi pomembni prenaSalci
okuZbe, predvsem ko zbolijo z virusnimi

okuzbami zgornjih dihal. Kolonizirane so
lahko tudi osebe, ki so pred kratkim prebo-
lele PCP (11, 12).

Le Gal in sodelavci so leta 2015 z ge-
notipizacijskimi metodami dokazali kap-
lji¢ni in aerogeni prenos P, jirovecii tako pri
bolnikih s PCP kot pri koloniziranih osebah.
P. jirovecii je bila dokazana v oddaljenosti
enega, petih in osmih metrov od bolniske
postelje, kar je v sklopu bolniSni¢no-higien-
skih ukrepov bistvenega pomena (13).

Konec leta 2011 so na Klini¢nem oddel-
ku za nefrologijo Univerzitetnega klinic¢-
nega centra Ljubljana naredili analizo bol-
nikov po presaditvi ledvic. Med 601 bolniki
so odkrili 13 bolnikov s PCP (incidenca
okuZbe 2,2 %). Najkasneje se je PCP razvila
148 mesecev po presaditvi (mediana 17 me-
secev, prvi bolnik tri mesece, zadnji 148 me-
secev po presaditvi). Pri treh bolnikih je
nastala v prvem letu po ukinitvi zasc€ite s tri-
metoprim/sulfametoksazolom (TMP/SMX),
pri treh bolnikih, ki so imeli zavrnitveno
reakcijo, in pri Sestih bolnikih po citome-
galovirusni okuZbi. Nedvoumno je bila
PCP dokazana pri desetih bolnikih (14). Za
analizo so se odlocili, ker se jim je v letu
2011 povecalo Stevilo bolnikov s PCP in so
sumili, da je priSlo do izbruha. Vir izbruha
naj bi bili bolniki, ki so se zdravili ambu-
lantno in so imeli simptome PCP. Danes je
odsotnost PCP eden izmed kazalnikov do-
bre oskrbe na kliniki.

Za magistrsko delo smo leta 2016 ana-
lizirali na8e vzorce iz spodnjih dihal. Pom-
noZili in sekvencirali smo DNA P jirovecii.
Zbrali smo 73 dihalnih vzorcev 53 bolnikov
s PCP, prejetih v obdobju januar 2012-de-
cember 2014 iz razli¢nih oddelkov Onkolo-
Skega inStituta Ljubljana in klinik Uni-
verzitetnega klini¢nega centra Ljubljana.
Genotipe oz. sekvencne tipe smo dobili
z metodo tipizacije zaporedij multiplih loku-
sov (angl. multilocus sequence typing, MLST).
Izvedli smo tipizacijo MLST na osnovi pet lo-
kusov genoma glive: DHPS, -tubulin, mt26S
rRNA, CYBin SOD. S sekvenc¢no analizo gena
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DHPS, ki zapisuje dihidropteorat sintazo, Na koncu smo dobili informativne sek-
smo ugotavljali tudi odpornosti glive pro-  vence za 40 vzorcev 32 bolnikov (slika 1).
ti TMP/SMX (13, 15). Ugotovili smo 15 razli¢nih sekvencnih tipov
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241 14-1024
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P. murina B tub-DHP S-mt26S rRna-CYB-S0D

Slika 1. Drevo sorodnosti izolatov Pneumocystis jirovecii, osamljenih iz 32 bolnikov. Razvrs¢ajo se v sedem
genotipskih skupin (15).
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P, jirovecii, ki smo jih lahko razvrstili v se-
dem genotipskih skupin (slika 1). Na pod-
lagi dostopnih epidemiolo$kih podatkov
o bolnikih predvidevamo, da smo imeli
v letih 2012-2014 en moZen izbruh. Ta se
je zgodil med bolniki, ki so se zdravili na
istem oddelku v istem ¢asovnem obdobju.
Za potrditev izbruha bi potrebovali vec
epidemiolo8kih podatkov, vendar pa nam
pojavljanje istih genotipov skozi daljSe
¢asovno obmocje na razli¢nih oddelkih na-
kazuje, da bi se lahko P, jirovecii prenaSala
med bolniki. Dva genotipa sta kroZila med
bolniki, ki so bili sicer hospitalizirani na raz-
liénih oddelkih, vendar pa oddelki veliko so-
delujejo med sabo. Mutacij v genu DHPS (za
dihidropteorat sintazo) nismo ugotovili,
kar pomeni, da ni odpornosti na sulfonamid-
ne kemoterapevtike (15).

PREPRECEVANJE PRENOSOV
PNEUMOCYSTIS JIROVECII
Kolonizacija dihalnega sistema zdravih lju-
di in otrok s P, jirovecii je pogosta, zato lah-
ko prihaja do hitrega prenosa na obcutljive
bolnike. Najboljsi prenasalci so vnuki do pe-
tega leta starosti. Kot moZni prenaSalci so
navedeni tudi zdravstveni delavci, vendar
je veliko vpraSanje, Ce imajo zdravstveni de-
lavci na svojih dihalnih poteh dovolj glive,
da bi jo lahko ob normalni negi prenesli na
bolnika.

Najvecja nevarnost za bolnika je drug
bolnik s PCP, zato je treba bolnike, okuZene
s P, jirovecii, osamiti v enoposteljne sobe, ki
imajo moZnost ustvarjanja negativnega
tlaka (11). Ostale imunsko oslabele bolni-
ke, brez znakov PCP, je treba hospitalizira-
ti lo¢eno od bolnikov s PCP. Zdravstveno
osebje mora biti pou€eno o nacinih preno-
sa P, jirovecii, saj so lahko tudi zdravstveni
delavci vir prenosa. Ob delu z imunsko os-
labljenimi bolniki se mora obvezno nositi
kirur§ka maska (6-8).

Ce je bolnik ogroZen, je potrebna tudi
podaljSana zascita. Zascito je treba ponovno
uvesti, e se zazna, da je bolnik koloniziran

z glivo. Osnovna zascita je s TMP/SMX. Pri
bolnikih, ki so bili dlje ¢asa na preprece-
valnem zdravljenju, so se razvile razli¢ne
mutacije v genu DHPS (4). Kombinacija
TMP/SMX se uporablja kot fungistati¢no
sredstvo za zdravljenje PCP. U¢inkovitost
profilakse in zdravljenja s TMP/SMX je kljub
temu dobra. Opisani so namre¢ primeri, ko
je bila odkrita mutacija, ki naj bi vodila
v neuspeh zdravljenja, a so bolniki kljub
temu ozdraveli. Neuspehu zdravljenja se
lahko izognemo s povecanjem odmerka
TMP/SMX, vendar pa je vecja verjetnost za
nastanek neZelenih u¢inkov (10-13). Ce bol-
nik ne prenaSa dobro TMP/SMX, je treba
uvesti alternativno za$¢ito. Na voljo sta
dapson ali atovaqoun, alternativno zdravlje-
nje je tudi klindamicin s primakinom (2-5).

ZAKLJUCEK

Pri HIV-negativnih imunsko oslabljenih
bolnikih je PCP resna, hitro potekajoca
okuZba z visoko stopnjo smrtnosti. Zato spa-
da mikrobioloSka diagnostika med urgent-
ne preiskave, saj zamujanje z zdravljenjem
zelo poveca stopnjo smrtnosti. Mikrobio-
loSka diagnostika pri HIV-negativnih bolni-
kih temelji na gPCR, ki je najbolj ob&utlji-
va in specifi¢na metoda. Zaradi potrebe po
lo¢evanju med kolonizacijo bolnikov s P ji-
rovecii in PCP, je treba dolociti tudi (1,3)-R-
-D-glukan, ki nam sluZi kot potrditveni bio-
oznacevalec za PCP. Ce so koncentracije
biooznacevalca zelo visoke (> 500 pg/ml) in
je kolonizacija z glivami kvasovkami na
vecjem Stevilu mest po telesu izkljucena,
gre skoraj zagotovo za PCP. Genotipizacija
izolatov P jirovecii nam lahko sluZi kot orod-
je za potrjevanje izbruhov. Ne dela se je ru-
tinsko, ampak samo v epidemioloSke name-
ne. Za preprecevanje okuZzbe je klju¢nega
pomena zavedanje, da se lahko P, jirovecii
prenasa med bolniki in da se lahko isti ge-
notip pojavlja v daljSem ¢asovnem obdob-
ju. Ce je bolnik ogroZen, je treba zas¢ito tudi
podaljsati. Diagnostika kolonizacije ni smi-
selna.
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Pomen opredeljevanja glivnih antigenov
pri onkoloskih bolnikih

The Role of Fungal Antigens in Oncological Patients

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: invazivna glivna okuzba, (1,3)-B-D-glukan, galaktomanan, manan

Invazivne glivne okuZbe so pogost zaplet zdravljenja pri bolnikih z oslabljenim imun-
skim sistemom, predvsem pri hematoonkolo$kih bolnikih in bolnikih v enotah intenzivne
terapije. Najpogostejsi sta invazivna kandidoza in aspergiloza. Zgodnje protiglivno zdrav-
ljenje znacilno zmanjSa umrljivost in vpliva na prognozo bolezni. Diagnoza je teZka, ker je
klini¢na slika neznacilna, ob¢utljivost hemokultur in invazivnih klini¢nih vzorcev pa zgolj
50 %. Verjetno glivno okuZzbo potrdimo z metodo dolocanja glivnih antigenov, ki so sesta-
vine celi¢ne stene in se pri okuZzbi sproScajo v kri. DokaZemo jih tudi v bronhoalveolarnem
izpirku in moZgansko-hrbtenjacni tekocini. To so biooznacevalci (1,3)-p-D-glukan, galak-
tomanan in manan, ki so pozitivni ve¢ dni ali tednov pred kulturo. Diagnosti¢no pomembna
so tudi protitelesa proti mananu. Vrednosti glivnih antigenov vrednotimo skupaj s kli-
ni¢nimi znaki, laboratorijskimi in slikovnimi preiskavami. Pri verjetni invazivni glivni
okuzbi uvedemo preemptivno protiglivno zdravljenje. Pomemben presejalni test za in-
vazivno glivno okuZbo, razen za zigomikozo in kriptokokozo, je (1,3)-3-D-glukan. Pomemben
je tudi za diagnozo pljucnice, ki jo povzroca Pneumocystis jirovecii. Galaktomanan je spe-
cifi€en za Aspergillus spp. in je mikrobiolo8ko merilo za verjetno invazivno aspergilozo.
Kombiniran test manan/antimanan ima bolj§o ob¢utljivost in specifi¢nost kot posamezna
testa. Vsi testi dolo¢anja glivnih antigenov imajo visoko negativno napovedno vrednost.
Na Onkoloskem inStitutu je bil v letih 2016-2017 test (1,3)-3-D-glukan pozitiven pri 146 bol-
nikih, visoko pozitiven pri 47 bolnikih (> 500 pg/ml). Dejavnik tveganja v skupini z visoko
pozitivno vrednostjo je bilo dolgotrajno zdravljenje s kortikosteroidi. Plju¢nico, povzro¢eno
s P, jirovecii, je imelo 11 bolnikov. Pri Stirih bolnikih smo z galaktomananom v serumu
oz. bronhoalveolarnem izpirku in s slikovno diagnostiko potrdili invazivno aspergilozo.

ABSTRACT

KEY WORDS: invasive fungal infection, (1,3)--D-glucan, galactomannan, mannan

Invasive fungal infections are common medical complications in patients with immune
system deficiencies, especially in hematooncologic and intensive care patients. The most
common complications are candidiasis and aspergillosis. Early antifungal medication
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provides a significant decrease in the mortality rate and improves the prognosis of the
disease. The diagnosis itself is difficult because the clinical picture is atypical and the
sensitivity of hemocultures and invasive clinical tests is only 50%. One can confirm a pro-
bable fungal infection by the method of determining fungal antigens present in the cell
membranes, which are released into the bloodstream during an infection, and can also
be detected in bronchoalveolar and cerebrospinal fluid. They are biological markers (1,3)-
B-D-glucan, galactomannan, and mannan, which are positive several days or weeks be-
fore the culture is collected. Diagnostically, antibodies against mannan are also important.
The results of fungal antigens need to be evaluated together with clinical signs, labora-
tory test values, and medical imaging. Probable invasive fungal infections should be trea-
ted with pre-emptive antifungal medication. (1,3)-3-D-glucan is an important screening
test for invasive fungal infections, with the exception of zygomycosis and cryptococco-
sis. It is also important for the diagnosis of pulmonary Pneumocystis jirovecii. Galacto-
mannan is specific for Aspergillus spp. and is the microbiological criterion for probable
fungal infections. The combined test for mannan-antimannan has better sensitivity and
specificity than the individual tests. All fungal antigen tests have a high negative predic-
tive value. At the Institute of Oncology in Ljubljana, in the years 2016-2017, the (1,3)-B-
D-glucan test was positive in 146 patients and highly positive in 47 patients (> 500 pg/ml).
The risk factor for patients whose results were highly positive was a long-lasting medi-
cation with corticosteroids. Eleven of these patients had pneumonia caused by P, jirove-
cii. In four patients, we were able to confirm invasive aspergillosis using galactomannan
in serum/bronchoalveolar fluid and medical imaging.

uvoD

Bolniki z maligno boleznijo imajo oslablje-
ne obrambne mehanizme. To je posledica
osnovne bolezni in postopkov zdravljenja
(citostatiki, tar¢na zdravila, obsevanje, kor-
tikosteroidi itd.). Oslabljeni sta naravna in
pridobljena imunost, predvsem celi¢na.
ZmanjSana je aktivnost celic naravnih ubi-
jalk, ki so pomembne v obrambi proti gli-
vam (1). Kemoterapija in obsevanje deluje-
ta toksicno na epitelij in limfati¢no tkivo
v steni prebavnega, sinopulmonalnega in
genitourinarnega trakta, ki je prva obramba
proti mikroorganizmom. Crevesna pregra-
da postane prepustna za toksine, antigene,
bakterije in glive, ki prehajajo v mezente-
rialne bezgavke, peritonealno votlino, limf-
ni in krvni obtok (2, 3). Nastane sistemski
vnetni odziv, lahko sepsa in ve€organska od-
poved (4). Endogeni mikroorganizmi posta-
nejo izvor okuZbe v obdobju nevtropenije.

Vecje je tudi tveganje za razvoj oportuni-
sti¢nih okuZb, ki jih povzro€ajo Pneumocy-
stis jirovecii, Nocardia spp., mikobakterije, vi-
rusi in oportunisti¢ne glive (1).

Invazivne glivne okuZbe (IGO) so hete-
rogena skupina okuZb, pri katerih so glive
prisotne v primarno sterilnih telesnih te-
kocinah in/ali tkivih. Kandidemija je posle-
dica prehoda gliv skozi ¢revesno pregrado
ali inokulacije gliv skozi Zilni kateter (5).
Povzrocitelji IGO so kvasovke (Candida
spp., Cryptococcus spp.), plesni (Aspergillus
spp., Fusarium spp., Scedosporium prolificans,
Mucor spp., Rhizopus spp.), redkeje dimorf-
ne glive (Histoplasma capsulatum, Blastomy-
ces dermatitidis, Sporothrix spp.) (6). Najpo-
gostejsi obliki IGO sta invazivna kandidoza
in invazivna aspergiloza (IA). Invazivna kan-
didoza vkljucuje tri klini¢ne oblike:

+ kandidemija brez tkivno invazivne kan-
didoze,
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+ kandidemija s tkivno invazivno kandido-
Z0o in

« tkivno invazivna kandidoza brez kandi-
demije.

Incidenca IGO se v zadnjih letih povecuje,
ker se veca Stevilo bolnikov z imunsko po-
manjkljivostjo (maligne in avtoimunske
bolezni, presaditev organov, intenzivno
zdravljenje, veliki kirurski posegi) (7). Kljub
razvoju novih protiglivnih zdravil je umrlji-
vost zaradi IGO, zlasti v enotah intenzivne
terapije, Se vedno visoka (8). Pri bolnikih
s kandidemijo je umrljivost 20-40 % (9).

Diagnoza IGO je teZka. Klini¢na slika je
neznacilna, klasi¢ni diagnosti¢ni metodi
(kultura in biopsija tkiva) sta dolgotrajni in
slabo obcutljivi. Obcutljivost hemokultur za
glive je 50 %, invazivnih vzorcev manj kot
50% (5). Koncentracija kandid v prvi pozitiv-
ni hemokulturi je razli¢na, v ve¢ kot polovi-
ci vzorcev je = 1 CFU/ml (bakterijskih kolo-
nijskih enot, angl. colony-forming unit, CFU).
Mediana ¢asa do pozitivnosti hemokultu-
re je dva do tri dni (10).

Zgodnji zaCetek protiglivnega zdravlje-
nja je pomemben napovedni dejavnik za
preZivetje (11, 12). Ce se izkustveno zdrav-
ljenje kandidemije za¢ne vec kot 12 ur po
pojavu kliniénih znakov, je umrljivost vecja
za 20 % (13). Ce se protiglivno zdravljenje
IA zacne v prvih desetih dneh po pojavu
pljucnice, je umrljivost 41 %, sicer se poveca
na 90% (p <0,01) (14).

Druge diagnosti¢ne metode za IGO, ki
ne temeljijo na gojenju, so metode doloca-
nja glivnih antigenov in molekularne meto-
de, kot je veriZna reakcija s polimera-
zo (angl. polymerase chain reaction, PCR).
Metode glivnih antigenov temeljijo na do-
lo€anju visoko imunogenih gradnikov ce-
liéne stene gliv v serumu in drugih telesnih
tekocinah, npr. moZgansko-hrbtenjacni te-
kocini in bronhoalveolarnem izpirku (angl.
bronchoalveolar lavage, BAL). Glivni antigeni
sluZijo kot biooznacevalci. To so (1,3)-p-D-
-glukan (BDG), manan (Mn), galaktomanan

(GM) in kriptokokni antigen. Diagnostic¢ni
pomen imajo tudi protitelesa v serumu npr.
protitelesa proti mananu (A-Mn). Te meto-
de omogocajo zgodnjo diagnozo IGO in so
posebej pomembne v primerih, ko glivne
okuZbe ne uspemo potrditi s hemokulturo
ali biopsijskimi vzorci. Test BDG je presejal-
ni test za IGO pri bolnikih z velikim tvega-
njem, ki imajo npr. hematoloSko maligno
bolezen, so imunsko oslabljeni po presadi-
tvi organov, po kemoterapiji, pri kriti¢no
bolnih v enotah intenzivne terapije itd.

VLOGA GLIVNIH ANTIGENOV PRI
DIAGNOZI INVAZIVNIH GLIVNIH
OKUZB

Leta 2008 sta Evropska organizacija za ra-

ziskave in zdravljenje raka (European Or-

ganisation for Research and Treatment of

Cancer, EORTC) in Nacionalni inS§titut za

alergije in nalezljive bolezni raziskovalne

skupine Mycoses (National Institute for

Allergy and Infectious Diseases Mycoses

Study Group, NIAID-MSG) izdala posodob-

ljene definicije za IGO (15). Diagnoza IGO

je dokazana, verjetna ali moZna. Merila za
dokazano IGO so:

- mikrobioloski dokaz gliv s kulturo,

- mikroskopski dokaz gliv s histoloSko,
citopatolo8ko ali direktno mikroskopsko
preiskavo ali

« dokaz kriptokoknega antigena v moZgan-
sko-hrbtenjaéni teko€ini.

Merila za verjetno IGO so dejavniki gosti-
telja, klini¢na in mikoloSka merila. Miko-
loSka merila so dokaz gliv s kulturo ali
mikroskopsko metodo ali metodo dolocanja
glivnih antigenov v serumu. Za dokaz IGO
se razen za kriptokokozo in zigomikozo upo-
rablja BDG, za dokaz IA pa GM. Merila za
mozZno IGO vkljucujejo samo dejavnike go-
stitelja in klini¢na merila, ne pa mikoloskih
meril. Prednost metode glivnih antigenov
je, da so pozitivni Ze pred kulturo in osta-
nejo pozitivni tudi med protiglivnim zdrav-
ljenjem (5).
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CELICNA STENA IN GLIVNI
ANTIGENI
Candida albicans ima dvoslojno celi¢no ste-
no. V zunanjem sloju je polisaharid Mn, po-
limer molekul manoze, ki so povezane
z vezmi o-1,4, a-1,6 in a-1,2. Je sestavni del
vecjih molekul glikoproteinov in glikolipi-
dov. Glavna sestavina notranjega sloja je po-
limer glukoze 3-glukan, ki v obliki B-1,3- in
B-1,6-glukana tvori mreZasto strukturo.
Nanjo se kovalentno veZe hitin, ki daje ce-
li¢ni steni ¢vrstost (106). Aspergillus fumiga-
tus ima zunanji sloj celi¢ne stene sestavljen
iz galaktomanana in o-glukana. Peptidoga-
laktomanan je polisaharid iz galaktofurana
in o-1,2-manoze. Podobno kot pri kvasov-
kah sestavlja jedro celi¢ne stene p-glukan, ki
je tukaj v obliki B-1,3- in -1,4-glukana (17).
Polisaharidi v celi¢ni steni gliv deluje-
jo kot antigeni, ki pridejo v stik z imunskim
sistemom. Pri okuZbi se sproSc¢ajo iz oku-
Zenega tkiva, nastane antigenemija (18). Po
fungemiji ostanejo antigeni e nekaj ¢asa
v krvi. Polimorfonuklearni levkociti so
prve efektorske celice v obrambi proti gli-
vam, delujejo mo¢no fungicidno. Glive od-
stranjujejo s fagocitozo in zniZujejo koncen-
tracijo glivnih antigenov v serumu (19).
Nevtropenija in disfunkcija polimorfonu-
klearnih levkocitov sta klju€na dejavnika
tveganja za IGO (20). Glivni antigeni, kot sta
Candida Mn in Aspergillus GM, se odstra-
njujejo iz krvi tudi z endocitozo Kupfferje-
vih celic v jetrih (21). Virulenc¢ni dejavnik
je Se B-glukan, saj v topni obliki zavira fa-
gocitozo monocitov in omogoci glivnim ce-
licam, da se izognejo obrambnim mehaniz-
mom (22).

(1,3)-p-D-glukan

Del stevilnih patogenih gliv (Candida spp.,
Fusarium spp., Aspergillus spp., Pneumocystis
spp.) in nekaterih bakterij je BDG. Zigomi-
cete (Mucor spp. in Rhizopus spp.), Blastomy-
ces dermatitidis in Cryptococcus neoformans
vsebujejo malo BDG, zato za diagnostiko teh
okuZb ni primeren. Prisoten je tudi v celi¢ni

steni gliv Penicillium spp., ki kontaminira-
jo zrak in lahko povzrocijo kontaminacijo
vzorca (12, 19).

Test BDG ni specifi¢en za invazivno kan-
didiazo, ampak opozori na verjetno IGO.
Lahko je pozitiven ve¢ dni ali tednov pred
pozitivno hemokulturo. Vrednost BDG
odraZa intenzivnost glivne okuZbe. Je boljsi
diagnostic¢ni kazalec kot Candida score, ko-
lonizacijski indeks ali korigiran koloniza-
cijski indeks. Omogoca zgodnje preemptiv-
no protiglivno zdravljenje. Dinamika BDG
korelira z uspe8nostjo zdravljenja in prog-
nozo bolezni (23). Zagetni BDG pri invaziv-
ni kandidozi <416 pg/ml napoveduje dober
uspeh zdravljenja (24).

Rezultat metaanalize, ki je vkljucevala
16 raziskav (2.979 bolnikov), je pokazal, da
je BDG dovolj natancen test za diagnozo do-
kazane in verjetne IGO. Skupna obcutljivost
testa je bila 76,8 %, specifi¢nost pa 85,3 %.
PovrSina pod skupno krivuljo (angl. area un-
der the summary receiver operating characte-
ristic curve, AUC-SROC) je bila 0,89. Zdrav-
ljenje s protiglivnim zdravilom zmanjSa
diagnosti¢no obcutljivost testa (25). V dru-
gi metaanalizi, v katero je bilo vkljucenih
11 raziskav (1.068 bolnikov), je bila skup-
na obcutljivost BDG-testa za IGO 75 %, spe-
cifi¢nost 87 %, AUC-SROC 0,89 (26). V me-
taanalizi, v kateri je bilo 28 raziskav (skupaj
4214 bolnikov, z IGO 896 bolnikov), je
bila skupna obcutljivost BDG 78 %, speci-
ficnost 81 % in AUC-SROC 0,88. Najboljsa
mejna vrednost za BDG je bila 60 pg/ml (27).
Pomembna omejitev BDG-testa je nizka po-
zitivna napovedna vrednost (PNV) za IGO,
13,6 %. Negativna napovedna vrednost
(NNV) je visoka, 97,2 % (28).

Diagnosti¢na omejitev je tudi laZna po-
zitivnost BDG-testa. To je pogost pojav pri
bolnikih v enotah intenzivne terapije. Vzroki
za laZno pozitivnost so: kolonizacija sluznic
z glivami Candida spp. ali plesnimi, bakte-
riemija s po Gramu pozitivnimi (Streptococ-
cus pneumoniae) ali po Gramu negativnimi
bakterijami (Pseudomonas aeruginosa, Alca-
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ligenes faecalis), zdravljenje z nekaterimi -
-laktamskimi antibiotiki (intravenska obli-
ka amoksicilin-klavulanske kisline, pipera-
cilin-tazobaktama), hemodializa s celulozno
membrano, hemofiltracija, zdravljenje s hu-
manimi albumini ali imunoglobulini (fil-
trirani skozi celulozno membrano), uporaba
kirur8ke gaze za rane ali sluznice, mukozi-
tis, druga okvara sluznice prebavnega trak-
ta (7, 29, 30). V raziskavi v neonatalni enoti
intenzivne terapije je bila vrednost BDG
v skupini bolnikov s fungemijo znacilno
vi§ja kot v skupini z bakteriemijo (31). V dru-
gi raziskavi je bila vrednost BDG znacilno
vi§ja pri bolnikih, ki so imeli bakteriemijo
spo Gramu negativnimi bacili kot s po
Gramu pozitivnimi koki (32).

Uporabnost BDG za diagnozo se kaZe pri
razli¢nih oblikah IGO osrednjega Zivénega
sistema, kot so aspergiloza, histoplazmoza
in nekateri primeri kriptokokoze. V razi-
skavi je bila povprec¢na koncentracija BDG
v moZgansko-hrbtenjacni teko€ini 352 pg/ml
in mediana 331 pg/ml (medcetrtinski raz-
mik 103-523 pg/ml) (33).

Diagnosti¢na vrednost BDG v BAL za
glivno pljucnico je slaba. V metaanalizi
Sestih raziskav je bila skupna obcutljivost
52 %, specifi¢nost 58 % in AUC-SROC 0,61
(34). BDG ima dobro diagnosti¢no vrednost
za pljucnico, povzroceno s P, jirovecii (obcut-
ljivost 98 %, specifi¢nost 94 %, PNV 64,7 %,
NNV 99,8 %). Znacilne so zelo visoke serum-
ske vrednosti BDG, pogosto > 500 pg/ml. Po-
vecan BDG lahko zaznamo Ze 5-21 dni pred
drugo mikrobioloSko diagnostiko (35).

Manan in antimanan

Glavni imunogen celi¢ne stene je Mn, bolj
je izraZen pri vrstah C. albicans, Candida gla-
brata, Candida tropicalis in manj pri manj pa-
togenih vrstah Candida krusei, Candida pa-
rapsilosis in Candida kefyr. Imunogen Mn se
iz krvi hitro odstranjuje z A-Mn, zato je nje-
gova detekcija teZka in obcutljivost testa
slaba. Omenjeni A-Mn je prisoten Ze pri ko-
lonizaciji s kandido in je sorazmeren s stop-

njo kolonizacije. Test je slabo specificen.
V fazi imunske oslabelosti nastaja malo pro-
titeles, A-Mn v krvi je nizek ali odsoten, pri-
soten je samo Mn. Z izbolj§anjem imuno-
sti nastaja veC protiteles, antigenemija
se manj3a. Obcutljivost kombiniranega te-
sta Mn/A-Mn je odvisna od vrste Candide:
C. albicans 100 %, C. glabrata 83 %, C. tropica-
lis 80 %, C. krusei in C. kefyr 50 %, C. parap-
silosis 40 % (30).

Metaanaliza 14 raziskav, v katero so bili
vklju€eni hematoonkolo8ki bolniki in bol-
niki v enotah intenzivne terapije, je poka-
zala, da je kombiniran test Mn/A-Mn bol;j§i
od posameznih testov. Obcutljivost Mn-te-
sta je bila 58 %, specifi¢nost 93 % in obcut-
ljivost A-Mn-testa 59 %, specificnost 83 %.
Obcutljivost kombiniranega Mn/A-Mn-te-
sta je bila 83 %, specificnost 86% (37).
Kombiniran test Mn/A-Mn dobro napove-
duje IGO, saj je vsaj eden od testov poziti-
ven Ze sedem dni pred hemokulturo. Test
ima visoko negativno napovedno vrednost,
100 % (38).

Galaktomanan

Del celi¢ne stene Aspergillus spp. je GM, ki
se sproS$¢a med rastjo plesni in invazijo
v tkiva. Po smernicah EORTC/MSG je mi-
krobioloSko merilo za diagnozo verjetne IA.
Najvecje tveganje za IA je pri nevtrope-
ni¢nih bolnikih in bolnikih po alogeni pre-
saditvi krvotvornih matic¢nih celic, srednje
tveganje je pri bolnikih po avtologni pre-
saditvi krvotvornih maticnih celic, bolnikih,
zdravljenih s kortikosteroidi, bolnikih
z okuZbo s HIV, z razli¢nimi malignimi bo-
leznimi, pri podhranjenih in bolnikih s slad-
korno boleznijo. Kortikosteroidi zavirajo
fagocitozo, kemotakso, predstavljanje anti-
gena, adhezijo celic in so dejavnik tveganja
za IA (39). Bolniki s cisti¢no fibrozo in si-
stemskimi boleznimi veziva spadajo v nizko
stopnjo tveganja. V metaanalizo 27 raziskav
so bili vklju€eni hematoloSki bolniki, bol-
niki po presaditvi ¢vrstih organov in bolniki
v enotah intenzivne terapije. Obcutljivost
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GM-testa v serumu je bila 71 % in specific-
nost 89 % (40). Obcutljivost testa v BAL je
boljSa. V raziskavi, v katero so bili vklju€eni
kriticno bolni v enoti intenzivne terapije, je
bila obcutljivost serumskega GM za IA
35%, specificnost 70%, obcutljivost GM
v BAL 70 % in specifi¢nost 94 %. Za serum-
ski GM je bila NNV 94 %, za GM v BAL pa
90%. Pri nenevtropeni¢nih bolnikih je za
mejno vrednost GM v BAL 0,76 obcutljivost
100 % in specifi¢nost 76,2 % (42). Pri nenev-
tropenic¢nih bolnikih je ob¢utljivost serum-
skega GM-testa obicajno niZja, ker ga nev-
trofilni granulociti hitro odstranjujejo iz
krvi. Pri nevtropenicnih bolnikih je ta proces
upocasnjen. V raziskavi je bil GM-indeks pri
bolnikih z vrednostjo polimorfonuklearnih
levkocitov <0,1 x 10%1 znatilno visji kot pri
man)j izraZeni nevtropeniji. V odsotnosti nev-
tropenije negativen GM ne izkljucuje IA (43).

Pri zdravljenju z 3-laktamskimi antibio-
tiki (piperacilin/tazobaktam, amoksicilin/
klavulanska kislina), ki so onesnaZeni z GM,
zdravljenju z itrakonazolom, s ciklofosfami-
dom, pri bakteriemiji, kolonizaciji z Bifido-
bacterium itd. je GM lahko laZno pozitiven.
LaZno negativen GM pa je lahko posledica
protiglivnega zdravljenja, hitrega odstra-
njevanja iz krvi pri nenevtropeni¢nih bol-
nikih ali visokega titra protiteles anti-As-
pergillus (44).

Za diagnozo IA se poleg GM uporablja
tudi BDG. Obcutljivost in specifi¢nost je po-
dobna kot pri GM. Oba antigena lahko do-
lo¢imo v serumu nekaj dni pred osamitvijo
Aspergillus spp. BDG se odstranjuje iz krvi
pocasneje kot GM (25).

GLIVNI ANTIGENI PRI BOLNIKIH
NA ONKOLOSKEM INSTITUTU

V 0BDOBJU 2016-2017

Na vseh oddelkih OnkoloSkega inStituta je
bilo v dveletnem obdobju 146 bolnikov,
ki soimeli pozitiven BDG-test (vrednost
>80 pg/ml). Pri 47 bolnikih je bil test viso-
ko pozitiven (vrednost > 500 pg/ml). V tej
skupini se je 28 bolnikov (60 %) zdravilo za-

radi tumorja osrednjega Zivénega sistema
(12 bolnikov primarni, 16 bolnikov sekun-
darni tumor). Primarni tumor je bil naj-
veckrat glioblastom ali limfom, sekundarni
pa metastaze plju¢nega karcinoma. Ostalih
19 bolnikov je imelo druge maligne bolezni.
Dolgotrajno zdravljenje s kortikosteroidi je
prejemalo 31 bolnikov (66 %). Zdravljenje
s kemoterapijo in/ali radioterapijo v zadnjih
treh mesecih je prejemalo 40 bolnikov
(859%). Enajst bolnikov je imelo v ¢asu do-
lo¢itve BDG vrednost levkocitov < 4,0 x 1071,
od teh samo eden segmentirane nevtrofil-
ce <0,5x10%1.

Pri 11 bolnikih z visoko pozitivnim
BDG-testom smo ugotovili plju¢nico, pov-
zro€eno s P, jirovecii. Povzrocitelj je bil po-
trjen s PCR-preiskavo. Mediana vrednost
specifi¢nega PCR za P jirovecii je bila 29,2
cikla (medcetrtinski razmik 27,9-37,3).
V tej skupini bolnikov smo ugotovili naj-
vi§jo vrednost BDG, 42.200 pg/ml.

Dva bolnika sta imela iz hemokulture
osamljene glive (pri enem C. albicans, pri
drugem C. krusei). Umrljivost bolnikov
v dveh mesecih je bila 57,4 % (27 bolnikov)
(tabela 1).

Pri 13 bolnikih smo ugotovili pozitiven
Aspergillus antigen GM - indeks encimsko
imunskega testa (angl. Enzyme Linked Im-
munoSorbent Assay, ELISA) je bil > 0,5. Stir-
je bolniki so imeli vrednost Aspergillus
antigena GM > 9 (dva v serumu, brez po-
datka v BAL in dva samo v BAL, vrednost
v serumu le blago poviSana). Pri vseh Sti-
rih bolnikih smo z dodatnimi slikovnimi in
laboratorijskimi preiskavami potrdili asper-
gilozo plju€. Vsi tirje so imeli tudi poviSano
vrednost BDG v serumu.

Stevilo preiskav na Mn/A-Mn je bilo 212.
Stevilo bolnikov s pozitivno preiskavo je
bilo 15. Stevilo pozitivnih preiskav je bilo
25 (3 Mn, 22 A-Mn). V nobenem primeru
nista bila hkrati pozitivna oba testa.
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Tabela 1. Razvrstitev bolnikov z visoko serumsko vrednostjo BDG na Onkoloskem institutu v letih 2016-2017.
BDG - (1,3)-B-D-glukan, 0ZS - osrednji zivéni sistem, PCP - pnevmocisti¢na pljuénica, HK - hemokultura,
KS - kortikosteroidi, KT - kemoterapija, RT - radioterapija.

Leto BDG Tumor 02S Drugi Zdravljenje  KT/RT Pozitivna PCP Umrljivost

>500pg/ml (primarni+  tumorji s KS (v zadnjih HK (dva
sekundarni) 3 mesecih) (Candida meseca)
spp.)

2016 27 16(9+7) n 22 1 6 18

2017 20 12(3+9) 8 14 18 1 5 9

Skupaj 47 28 19 40 2 n 27

ZAKLJUCEK ke preiskave. Zgodnja diagnoza IGO omo-

Uporaba glivnih antigenov kot bioozna-
Cevalcev v diagnostiki glivnih okuZb po
smernicah EORTC/MSG omogoca, da po-
stavimo diagnozo verjetna IGO. Vrednosti
glivnih antigenov vrednotimo skupaj s kli-
ni¢nimi znaki ter z izvidi laboratorijskih in
slikovnih preiskav. SluZijo kot dopolnilo in
niso nadomestilo za klasi¢ne mikrobiolos-

goca preemptivno protiglivno zdravljenje,
ki ugodno vpliva na obolevnost in progno-
zo bolezni.

Ker imajo glivni antigeni visoko NNV
za IGO0, se lahko pri normalnih vrednostih
izognemo profilaktiénemu in izkustvenemu
protiglivnemu zdravljenju, ki je toksi¢no,
drago in pogosto dolgotrajno (45).
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Glivne okuzbe pri cisti¢ni fibrozi

Fungal Infections in Cystic Fibrosis

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: cisti¢na fibroza, glive, Aspergillus fumigatus, klini¢ni spekter, plju¢na funkcija

Pri velikem Stevilu bolnikov s cisti¢no fibrozo se v kuZninah iz dihal poleg bakterij naha-
jajo tudi glive. Pri glivi Aspergillus fumigatus, ki jo najpogosteje osamijo iz kuZnih dihal
bolnikov s cisti¢no fibrozo, gre za klini¢ni spekter, ki sega od kolonizacije, senzibilizacije,
aspergilusnega bronhitisa do alergijske bronhopulmonalne aspergiloze. Kolonizacija po-
meni prisotnost mikroorganizma brez klini¢nih simptomov ali imunoloSkega odziva, pri
senzibilizaciji pa so poviSane vrednosti specifi¢nih imunoglobulinov E na alergene A. fumi-
gatus. Alergijska bronhopulmonalna aspergiloza je najbolj znana in najbolje opredeljena
aspergilusna klini¢na entiteta pri cisti¢ni fibrozi z natan¢no postavljenimi diagnosti¢nimi
merili. Aspergilusni bronhitis je novo opisana kroni¢na bolezen spodnjih dihalnih poti,
z dokazom plesni A. fumigatus iz izmecka bodisi z veriZno reakcijo s polimerazo ali kul-
turo ter s prisotnostjo imunoglobulinov G proti A. fumigatus.

ABSTRACT
KEY WORDS: cystic fibrosis, fungi, Aspergillus fumigatus, clinical spectrum, lung function

Beside bacteria, fungi are commonly found in the respiratory secretions of many patients
with cystic fibrosis. Aspergillus fumigatus is the most commonly isolated fungus from
the sputum. Recently, classification criteria for the spectrum of cystic fibrosis Aspergil-
lus disease were described and consist of colonization, sensitization, allergic broncho-
pulmonary aspergillosis, and aspergillus bronchitis. Colonization implies the presence
of a microorganism which provokes neither symptoms nor immunologic response. Sen-
sitization refers to elevated immunoglobulins E to A. fumigatus. Allergic bronchopulmo-
nary aspergillosis is the most well-known amongst Aspergillus clinical spectrum entities
with the most precisely established diagnostic criteria. Aspergillus bronchitis is a recently
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described chronic lower airway disease with detection of A. fumigatus in the sputum by cul-
ture or polymerase chain reaction and detection of Aspergillus-specific immunoglobulin G

antibodies.

uvoD

Cisti¢na fibroza (CF) je najpogostej$a avto-
somno recesivna kronic¢na plju¢na bolezen
pri belcih, ki pomembno skraj$a Zivljenjsko
dobo. Je ve€organska bolezen, ki prizadene
predvsem dihala in prebavila. Ocenjujejo,
da ima CF 70.000 ljudi po vsem svetu (1).

Nastane kot posledica okvare kloridne-
ga kanalcka - regulatorja transmembran-
ske prevodnosti pri cisti¢ni fibrozi (angl.
cystic fibrosis transmembrane regulator,
CFTR), ki se nahaja na povrSini epitelijskih
celic razli¢nih organov (2).

Okvara omenjenega kanalcka povzroca
nastanek goste viskozne sluzi in oslabi
mukociliarno ¢iSc¢enje. To olajSa zadrZeva-
nje bakterij, kot so Staphylococcus aureus in
Haemophilus influenzae pri mlaj$ih ter Pseu-
domonas aeruginosa, Stenotrophomonas mal-
tophilia, Achromobacter xylosoxidans in
Burkholderia cepacia pri vecjih otrocih in
mladostnikih (3).

Zaradi boljSega razumevanja kronicne
okuZbe ter napredka v zdravljenju z antibioti-
ki, nadomestki pankreati¢nih encimov, pod-
pornega prehranskega zdravljenja in celovite
obravnave v centrih za CF se je pri¢akova-
na Zivljenjska doba ljudi s CF v zadnjih ne-
kaj desetletjih moc¢no podaljsala (4, 5).

GLIVE PRI CISTICNI FIBROZI
Pri velikem Stevilu bolnikov s CF v kuZni-
nah iz dihal poleg bakterij pogosto osamijo
tudi glive. Kljub temu da so bakterije naj-
pogostejsi vzrok okuzb, pa raziskave kaZejo,
da so tudi glive pomemben vzrok poslab-
Sanja pri CF. Prisotnost in raznovrstnost gliv
v kuZninah iz dihal se je v zadnjih letih po-
membno povecala (6).

Razen gliv A. fumigatus in Aspergillus
terreus iz vzorcev dihal bolnikov s cisti¢no

fibrozo pogosto osamimo tudi Scedosporium
spp., Exophiala dermatitidis, Rasamsonia ar-
gillacea ter Candida albicans in Candida gla-
brata (7-9).

Vzrok za povecanje Stevila osamitev gliv
iz razli¢nih kuZnin iz dihal bolnikov s CF
(izmecek, globoki aspirat Zrela, bronhoal-
veolarni izpirek) ni povsem jasen. Eden po-
membnej$ih je gotovo uvedba obcutljivejsih
tehnik osamitve gliv iz kuZnin, na strani go-
stitelja pa zelo razSirjena uporaba antibio-
tikov in podaljSanje Zivljenjske dobe (10, 11).
Osamitev gliv je Se vedno podcenjena, ker
v vecini centrov ne uporabljajo selektivnih
g0jis¢ za glive, temvec standardna bakte-
rijska gojisca (7).

ASPERGILLUS FUMIGATUS PRI
CISTICNI FIBROZI

Kljub temu da glive (tako plesni kot kva-
sovke) pogosto osamimo iz kuZnin dihal
bolnikov s CF, njihov vpliv na plju¢no funk-
cijo in poslab3anja plju¢ne bolezni ni po-
vsem jasen (12).

Najvec raziskav o vlogi gliv pri CF je
osredotocenih na A. fumigatus, ki ga najpo-
gosteje osamimo. Prevalenca A. fumigatus
v izmecku bolnikov s CF je 6-57 %, odvisno
od preiskovane skupine in laboratorijskih
tehnik osamitve (13). Tudi vloga A. fumiga-
tus v patogenezi drugih klini¢nih stanj pri
bolnikih s CF razen alergijske bronhopul-
monalne aspergiloze (ABPA) Se ni dovolj
znana.

V zadnjih letih je v literaturi vse ve€ po-
datkov o tem, da je okuZba z A. fumigatus
klini¢ni spekter, kontinuum. Na temelju se-
roloSkih podatkov (celokupni imunoglo-
bulini (Ig) E, specifi¢ni IgE in IgG na A.
fumigatus) ter biooznacevalcev v izmecku
(veriZna reakcija s polimerazo v realnem
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¢asu (angl. reverse transcription-polimerase
chain reaction, RT-PCR) in galaktomananski
antigen) so razvili klasifikacijski sistem as-
pergiloze pri CF (14).

DIAGNOSTIKA ASPERGILLUS
FUMIGATUS

Klasicne metode, temeljece

na kulturi

Pomanjkljivost te metode je, da je rezultat
odvisen od Stevilnih dejavnikov, zlasti od
nacina jemanja vzorca, transporta, nacina
in trajanja gojenja.

Molekularne metode

Zelo obcutljiva je metoda z uporabo veriZne
reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain
reaction, PCR), njena pomanjkljivost pa je,
da zazna DNA tako aktivnih rastocih hif kot
tudi inaktivnih spor.

Biooznacevalci

Test z dokazom galaktomanana v izmecku:
galaktomanan je sestavina celi¢ne stene A.
fumigatus. Spros$ca se samo pri rastocih hi-
fah, ne pa pri sporah, ki le kolonizirajo di-
halne poti. Pri tem testu moramo biti pre-
vidni pri njegovi razlagi, saj je lahko laZzno
pozitiven pri bolnikih, ki prejemajo paren-
teralne betalaktamske antibiotike.

KOLONIZACIJA
Kolonizacija pomeni prisotnost mikroorga-
nizma brez klini¢nih simptomov ali imuno-
loSkega odziva (seroloSko negativno stanje).
Vsekakor pa je kolonizacija vir za morebi-
ten razrast mikroorganizmov in okuZzbo.
Prevalenca kolonizacije z A. fumigatus
pri bolnikih s CF je 10-57 %. Poveca se pri
starejSih bolnikih in pri tistih s slabSo
pljucno funkcijo. Velike razlike pa so tudi
posledica razli¢nih opredelitev kolonizaci-
je in razlik pri jemanju kuZnin, transportu
in laboratorijski obdelavi (15, 16). Pomen
kolonizacije na plju¢no funkcijo in Stevilo
poslab3anj ni znan. Velika kanadska raziska-
va je denimo pokazala, da so imeli bolniki

s CF, pri katerih so v dveh ali ve¢ vzorcih
dihal v enem letu osamili A. fumigatus,
slabSo plju¢no funkcijo in ve€ plju¢nih po-
slabSanj, pri katerih je bila potrebna hospita-
lizacija, dodatne analize te raziskave in druge
raziskave pa tega niso potrdile (15, 17).

Za zdaj ni znano, katera obravnava ko-
lonizacije z A. fumigatus je najboljSa, saj na
voljo ni dovolj podatkov (18).

SENZIBILIZACIJA

Pri senzibilizaciji gre za prisotnost po-
viSanih vrednosti specifi¢nih IgE na aler-
gene A. fumigatus, torej serolosko dokaza-
no preobcutljivost na A. fumigatus, a brez
klini¢nega poslabSanja. Ker so poviSani le
specifi¢ni IgE proti A. fumigatus, ne pa tudi
specifi¢ni IgG in celokupni IgE, kar je zna-
¢ilno za »seroloSko« ABPA, to dokazuje, da
gre za razli¢na patofizioloSka procesa (ta-
bela 1).

Na splosno velja, da kolonizacija in
senzibilizacija ne povzrocata klini¢nih
simptomov oz. poslabSanj. Vsekakor pa je
pri bolnikih s CF, zlasti pri tistih z napre-
dovalo boleznijo, slabo plju¢no funkcijo in
pogostimi poslab3anji, tezZko oceniti, kdaj ti
izolati vplivajo na poslabSanje oz. prispe-
vajo k napredovanju bolezni (18).

Pri odraslih bolnikih s CF, ki so bili ko-
lonizirani z A. fumigatus, se forsirani izdih
v eni sekundi (angl. forced expiratory volu-
me in one second, FEV1) ni razlikoval od ti-
stih, ki niso bili kolonizirani (p = 0,41). Po
drugi strani pa so ugotavljali pomembno
vi§ji upad FEV1 (p =0,03) in vecje Stevilo
dni, ko je bilo potrebno parenteralno anti-
bioti¢no zdravljenje (p = 0,03), pri tistih, ki
so bili senzibilizirani z A. fumigatus (19).

ALERGIJSKA
BRONHOPULMONALNA
ASPERGILOZA

Najbolj znana in najbolje opredeljena asper-
gilusna klini¢na entiteta pri CF je ABPA, ki
je posledica preobcutljivosti na antigene
v steni A. fumigatus, posredovane s celicami T
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pomagalkami 2 (18). Metaanaliza je poka-
zala, da je prevalenca ABPA 8,9 % in je vi§ja
pri odraslih kot pri otrocih (20). Diagnozo
je kljub opisanim diagnosti¢nim merilom
pogosto teZko postaviti, saj klini¢ni, radio-
loski, mikrobiolo$ki in imunoloski kazalci
niso specifi¢ni za ABPA in se lahko prekri-
vajo s poslabSanjem zaradi bakterijskih
povzrociteljev (21). V nedavno objavljeni ra-
ziskavi, v katero so bili vkljuceni otroci in
mladostniki s CF iz Registra bolnikov Evrop-
skega zdruZenja za cisti¢no fibrozo, so prou-
cevali vpliv ABPA na FEV1. V nasprotju
s splo3no sprejetim prepri¢anjem so ugo-
tovili, da je bila razlika v FEV1 med tisti-
mi, ki imajo ABPA (n = 340), in tistimi, ki je
nimajo (n = 2.800), le neznatna (p >0,05) (22).

Merila za alergijsko
bronhopulmonalno

aspergilozo

Kliniéna merila

Klini¢na merila za opredelitev ABPA so pi-
skanje, stiskanje in bolecina v prsih, ki jih
ne moremo pripisati drugim vzrokom, vro-
¢ina in slabo pocutje, ki ju jemanje antibio-
tika ne izbolj3a, ter gost izmecek z rjavka-
stimi ali ¢rnimi ¢epki

Laboratorijska merila

Laboratorijska merila za diagnozo ABPA

delimo na velika in mala (18, 20, 23):

+ Velika: nove plju¢ne zgostitve na RTG
pljug, poviSane vrednosti celokupnih IgE
(>1.000 kU/1), specifi¢nih IgE in IgG na
A. fumigatus, eozinofilija, pozitivni vbod-
ni testi na antigen A. fumigatus, reverzi-
bilna bronhokonstrikcija ter centralne
bronhiektazije na RTG pljuc.

+ Mala: pozitivna kultura na A. fumigatus
(le v 30 %), rjavi ali €rni €epki v izmecku,
pozna koZna reakcija.

Zdravljenje ABPA poteka s sistemskimi
glukokortikoidi, ki zmanj3ajo vnetje in
vplivajo na imunski odziv, ter protiglivni-
mi zdravili. V novejsih raziskavah opisuje-

jo tudi vlogo omalizumaba pri zdravljenju
ABPA, predvsem kot zdravilo, ki varcuje s si-
stemskimi glukokortikoidi, vendar so po-
datki skopi in tudi naSe lastne izkuSnje ne
potrjujejo pomembne klini¢ne ucinkovito-
sti (24).

ASPERGILUSNI BRONHITIS

Prvic¢ so ga opisali Shoseyev in sodelavci
leta 2006 pri skupini odraslih bolnikov
s CF, ki so imeli vztrajajoce teZave kljub dol-
gotrajnemu zdravljenju z antibiotiki. Pri njih
so veckrat zapored osamili A. fumigatus,
nadaljnje klini¢no slabSanje pa je prepre-
Cilo Sele zdravljenje s protiglivnimi zdravi-
li (25). Baxterjeva in sodelavci so ugotovili,
da ima aspergilusni bronhitis 30 % njiho-
vih odraslih bolnikov s CF (14). Nedavno je
Chrdle opisal aspergilusni bronhitis kot
simptomatsko kroni¢no bolezen spodnjih
dihalnih poti z dokazom A. fumigatus iz iz-
mecka, s pozitivno RT-PCR ali kulturo ter
s prisotnostjo IgG proti A. fumigatus (tabe-
la 1) (26).

Uvedba te entitete je omogocila klinicno
razlikovanje med asimptomatsko koloniza-
cijo, z IgE posredovano senzibilizacijo ter
ABPA in tako postavila temelje za uvedbo
protiglivnega zdravljenja (18).

ZAKLJUCEK

Glavni cilj zdravljenja CF je ¢im bolj
zmanjSati upad plju¢ne funkcije, zato je
treba opredeliti vse moZne dejavnike, tudi
okuzbo z glivami, in prouciti njihov vpliv
nanjo. Glive pogosto osamimo iz izmecka
in drugih kuZnin bolnikov s CF, najpogoste-
je A. fumigatus. NovejSa razvrstitev v §tiri
imunolo8ke razrede omogoca proucevanje
dolgorocnega ucinka A. fumigatus na kli-
nicni potek CF in zdravljenja razli¢nih en-
titet, kot so senzibilizacija, ABPA in asper-
gilusni bronhitis.

Za zdaj je z dokazi podprto le zdravlje-
nje ABPA in aspergilusnega bronhitisa,
glede obravnave kolonizacije in senzibili-
zacije pa podatki niso tako enoznacni.
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Tabela 1. Klasifikacijska merila za spekter aspergilusne bolezni pri cisti¢ni fibrozi. ABPA - alergijska bron-
hopulmonalna aspergiloza, Ig - imunoglobulin, RT-PCR - veriZna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (angl.
reverse transcription-polimerase chain reaction).

Kolonizacija Seroloska ABPA Senzibilizacija Aspergilusni

bronhitis

Koncentracija specificnih IgG normalna povisana? normalna povisana?

proti Aspergillus fumigatus

Koncentracija specificnih IgE normalna povisana® povisana® normalna

proti Aspergillus fumigatus

Koncentracija celokupnih IgE normalna povisana povisana normalna

Aspergillus RT-PCR +/- pozitivna +/- pozitivna

Galaktomananski test negativen pozitiven negativen pozitiven

v sputumu

2 povisani specificni 1gG (> 75 kU/I)
b povisani specifieni IgE (>3,7 kU/I)
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Tadeja Kotar', Jasna Cernoga?
Endemske mikoze véeraj, danes, jutri

Endemic Mycoses Yesterday, Today and Tomorrow

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: endemske glive, popotniki, imunska pomanjkljivost

Z izrazom endemske mikoze opisujemo glivicne okuZbe, ki so prisotne le v doloCenih,
geografsko zelo omejenih predelih sveta. Najpomembnejsi povzrocitelji endemskih mi-
koz so Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis in Paracoc-
cidioides brasiliensis. Endemske mikoze so pomemben vzrok obolevnosti in umrljivosti pri
bolnikih z oslabljenim imunskim odzivom. Z nara$¢anjem 3tevila teh bolnikov pricaku-
jemo porast Stevila obolelih. Zbolijo lahko tudi zdrave osebe z normalnim imunskim od-
zivom. V Sloveniji se srec¢ujemo z endemskimi mikozami predvsem pri popotnikih, naj-
pogostejsa je okuZzba s H. capsulatum. Endemske mikoze postajajo vedno bolj prepoznavne
zaradi izboljSane diagnostike, porasta popotnikov in Stevila ljudi, ki imajo vegje tvega-
nje za hud potek okuZbe z endemskimi glivami. Na raz$irjenost vplivajo tudi podnebne
spremembe, Sirjenje prostora za bivanje, ve¢ja mozZnost potovanj in selitve ljudi.

ABSTRACT

KEY WORDS: endemic mycoses, traveler, immunocompromised

The term endemic mycoses describes fungal infections, which are present in very limi-
ted geographical areas around the world. The most important causative agent of ende-
mic mycoses are Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
and Paracoccidioides brasiliensis. Endemic mycoses are an important cause of morbidity
and mortality in immunosuppressed patients. With rising numbers of such individuals,
we also expect more patients with endemic mycoses. In Slovenia, endemic mycoses are
travel-related. The most important causative agent found in Slovenian travelers is H. cap-
sulatum. Due to improvement of diagnostics and rising numbers of patients at high risk
for severe disseminated disease, the endemic mycoses are increasingly recognized. Im-
portant factors in greater recognition of endemic mycoses are also climate change, ac-
cessibility of travel, and migrations.
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Endemslke mikoze vceraj, danes, jutri

uvoD

Najpomembnejsi povzrocitelji endemskih
mikoz so Histoplasma capsulatum, Blastomy-
ces dermatitidis, Coccidioides immitis in Para-
coccidioides brasiliensis (1).

Endemske mikoze najdemo na ome-
jenih geografskih podro¢jih, njihova narav-
na ekoloSka niSa pa je vecinoma prst (1).
V Evropi so opisani le posamezni avtohto-
ni primeri bolezni. V Sloveniji se srecuje-
mo z endemskimi mikozami predvsem pri
popotnikih, najpogostejsa je okuzba s H.
capsulatum.

Endemske mikoze so pomemben vzrok
obolevnosti in umrljivosti pri bolnikih z os-
labljenim imunskim odzivom. Z nara$ca-
njem Stevila takih bolnikov pric¢akujemo
tudi porast Stevila obolelih, saj z dostopnost-
jo do medicinske oskrbe vedno vec ljudi te
populacije potuje tudi v predele, kjer so pri-
sotne endemske glive. Bolniki s hudo imun-
sko pomanjkljivostjo imajo lahko neznacilno
kliniéno sliko, bolezen ima hujsi, lahko tudi
razsejan potek, zato moramo pri naSih bol-
nikih diferencialno diagnosti¢no misliti
tudi na endemske mikoze. Za endemskimi
mikozami zbolijo tudi zdrave osebe z nor-
malnim imunskim odgovorom, vendar je
klini¢na oblika navadno blaZja in zdravlje-
nje ni vedno potrebno (1).

ENDEMSKE MIKOZE VCERA)
Endemske mikoze so prvic zbudile pozor-
nost leta 1945 v ZDA, ko so v Tennesseeju
ugotovili, da je lahko vzrok za na videz tu-
berkulozne spremembe na RTG pljuc ob ne-
gativnem tuberkulinskem testu v resnici
okuzba s H. capsulatum. To je vodilo v po-
novno diagnostiko Stevilnih primerov tu-
berkuloze, pri katerih je bila diagnoza po-
stavljena samo na podlagi RTG plju¢. Sledile
so dodatne epidemiolo3ke raziskave, ki so
podrobneje opredelile lastnosti teh okuZb
in razSirjenost njihovih patogenov v oko-
lju (2).

Z izrazom endemske mikoze oznacuje-
mo skupino glivnih okuZb, ki se pojavljajo

v doloc€enih klimatskih podrocjih sveta, ti
pa so nam vecinoma bolj oddaljeni. Najpo-
gostejsi ter najbolj znani endemski mikozi
sta histoplazmoza (povzro€ena s H. capsu-
latum ali H. dubosii) ter kokcidioidomikoza
(povzrocena s C. immitis ali C. posadasii), v to
skupino pa Stejemo Se parakokcidiomiko-
zo, blastomikozo, sporotrihozo, peniciliozo
in emonziozo. Za povzrocitelje teh okuzb ve-
lja, da gre vec¢inoma za temperaturno di-
morfne glive, kar pomeni, da v naravi pri
temperaturi 25-30 °C rastejo v obliki plesni,
po vdihu konidijev v pljuca pa se v gosti-
telju pri temperaturi okoli 37 °C preobliku-
jejo v obliko kvasovk (1).

OkuZbe lahko povzrocajo klini¢no izra-
Zeno bolezen tako pri osebah z oslabljenim
imunskim odzivom kot pri posameznikih
z ohranjenim imunskim odzivom. Pri oku-
Zenih osebah z normalno imunsko sposob-
nostjo se patogeni izlocijo iz telesa s pomoc-
jo makrofagov. Tako je okuZba vefinoma
asimptomatska ali pa ima blag potek. Pri
okuZenih z okrnjeno imunostjo pa se pato-
geni ne izlocijo iz telesa, ampak se Se
naprej razmnoZujejo. To lahko vodi tudi
v sistemski razsoj okuZbe, pri kateri pride
poleg prizadetosti pljuc Se do prizadetosti
drugih organov v telesu (3).

Geografsko najdemo povzrocitelje kok-
cidioidomikoze v prsti zelo suhih obmocij
Amerike, povzrocitelji histoplazmoze se
nahajo v prsti toplih in vlaZnih predelov
Amerike, o avtohtonih primerih histoplaz-
moze pa so porocali na vseh kontinentih,
razen na Antarktiki. Sirjenje histoplazmo-
ze je povezano tudi z iztrebki pticev ter ne-
topirjev, ki so lahko nosilci glive Histopla-
sma spp. in jo tako Sirijo dale¢ od izvornega
mesta (4).

Z epidemiolo8kimi raziskavami so ugo-
tovili, da ima lokalno prebivalstvo endem-
skih podrocij na te glive prisotno dolo¢eno
nizko stopnjo imunosti, zato pri njih okuz-
ba vecinoma poteka asimptomatsko. Klini¢-
na bolezen se izrazi zlasti pri priseljencih
na endemsko podrocje ter pri posamezni-
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kih z oslabljenim imunskim sistemom.
V preteklosti so prevladovali predvsem
posamicni primeri endemskih mikoz. Do
vecjih izbruhov kokcidioidomikoze je pris-
lo predvsem pri selitvah prebivalstva na en-
demsko podrodje ter ob naravnih nesrecah,
ko je bilo okoljskim patogenom izpostav-
ljeno vecje Stevilo ljudi (2).

Do prvega vecjega poroanega izbruha
kokcidioidomikoze je priSlo med drugo
svetovno vojno v Arizoni, ko je okuZba pri-
Cela razsajati med 13.000 nemskimi zapor-
niki. Kljub temu da vecfina okuZenih ni
bila hudo prizadeta, so zapornike po smr-
ti dveh izmed obolelih premestili na dru-
go lokacijo (5). Med letoma 1991 in 1993
je v Kaliforniji priSlo do velikega izbruha
kokcidioidomikoze s skupno skoraj 10.000
zbolelimi v endemskih podrog¢jih Kaliforni-
je. Takrat so ugotovili, da je glavni vzrok ve-
¢anja Stevila okuZb ter razsejanega poteka
bolezni starajoCe se prebivalstvo ter vedno
vi§ji deleZ oseb z oslabljenim imunskim od-
zivom (6).

Za razliko od kokcidiomikoze je do iz-
bruhov histoplazmoze prislo predvsem pri
delavcih v gradbeniStvu, rudnikih, jamah ter
pri drugih aktivnostih, pri katerih so bili
posamezniki izpostavljeni okuZenim iz-
trebkom pticev ter netopirjev. Med letoma
1938 ter 2013 je kar 105 porocil o izbruhih
histoplazmoze. Do najveCjega izmed teh
izbruhov je pri$lo leta 1970, ko je imelo
v Ohiu histoplazmozo kar 383 srednjeSol-
cev, ki so se okuZili ob ¢iS€enju okolice So-
le ter odstranjevanju pti¢jih iztrebkov (7).
Leta 1997 je po koncertih na endemskih
podrogjih Indiane zaradi histoplazmozne-
ga perikarditisa skoraj umrl glasbenik Bob
Dylan (8).

ENDEMSKE MIKOZE DANES

Zaradi vedno vecjega Stevila popotnikov ter
oseb z oslabljenim imunskim odzivom se
dandanes vedno pogosteje sreCujemo z en-
demskimi mikozami v vseh predelih sve-
ta. Na razvoj ter potek teh okuZb vplivajo

predvsem trije dejavniki: koli¢ina in viru-
lenca povzrocitelja ter imunolo8ko stanje
gostitelja.

Najpogoste;jsi endemski mikozi, ki se
pojavljata pri popotnikih, sta histoplazmo-
za ter kokcidioidomikoza. Do vecjih iz-
bruhov histoplazmoze je priSlo zlasti pri
popotnikih, ki so obiskali ter raziskovali
z netopirji naseljene jame Srednje ter JuZne
Amerike, v zadnjih letih pa obstajajo poro-
¢ila o nekaj avtohtonih primerih histoplaz-
moze v Turciji, Nemciji ter Italiji, kjer naj
bi glivo Histoplasma spp. osamili iz prsti ob
reki Pad (9).

Pri popotnikih, ki zbolijo z akutno ob-
liko histoplazmoze, se ta po navadi kaZe
z visoko vro€ino, mrzlico, bole¢inami v mi-
Sicah, glavobolom, suhim ka$ljem, plevri-
ti¢no bolecino v prsih ter utrujenostjo. Na
RTG pljuc so vidni retikuloendeotelijski in-
filtrati ter medplju¢na limfadenopatija.
Simptomi se po navadi pojavijo od teden do
tri tedne po izpostavitvi in ve€ina posamez-
nikov okreva spontano v nekaj tednih, ce-
prav lahko utrujenost traja dlje casa (9).

Pri majhnem deleZu bolnikov se iz
akutne plju¢ne histoplazmoze razvije resna
pljucnica, ki lahko vodi v akutni respiratorni
distresni sindrom (angl. acute respiratory di-
stress syndrom, ARDS). Do tega najpogosteje
pride pri bolnikih s hudo motnjo imunske-
ga odziva ali pa pri tistih, ki so bili izpostav-
ljeni veliki koli¢ini povzrocitelja (10).

Kroni¢na plju¢na histoplazmoza s tvor-
bo kavitacij v pljucih se skoraj vedno poja-
vi pri starej$ih posameznikih s kroni¢no ob-
struktivno plju¢no boleznijo (KOPB) in
klini¢no posnema reaktivacijo tuberkuloze.
KaZe se z vro€ino, utrujenostjo, pomanjka-
njem apetita, izgubo teZe, produktivnim
kaSljem z gnojnim izmeckom ter izka$lje-
vanjem krvi iz plju¢ ali dihalnih poti. Na
RTG lahko vidimo enostranske ali oboje-
stranske infiltrate v zgornjih reZnjih ter ka-
vitacije in fibrozo v spodnjih plju¢nih po-
ljih (10).
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Razsejana histoplazmoza je redek za-
plet, do katerega pride predvsem pri ose-
bah z oslabljenim imunskim sistemom.
Nastane zaradi razSiritve okuZbe po krvi,
najpogosteje v trebudno slinavko, jetra,
vranico ali ¢revo. Redko lahko pride tudi
do prizadetosti ovojnic osrednjega Ziv-
cevja ter koZe. V 10-20 % primerov razse-
jane histoplazmoze se razvije klini¢na sli-
ka septicnega Soka z vrocino, nizkim
krvnim tlakom, ledvi¢no in dihalno odpo-
vedjo ter diseminirano intravaskularno
koagulacijo. Pomembno je vedeti, da se
lahko z glivo H. capsulatum okuZimo vec-
krat, ob vsaki okuZbi se inkubacijska doba
skraj$a (10, 11).

Povzrocitelja histoplazmoze lahko do-
kaZemo neposredno v kuZninah z neposred-
nim mikroskopskim pregledom ali goje-
njem na kulturi, ki pa je dolgotrajno. Pri
dokazu glive Histoplasma spp. si lahko po-
magamo tudi s serolo3kimi testi ali doka-
zom antigenov v sec€u, krvi, moZgansko-hrb-
tenjacni tekocini ali bronhoalveolarnem
izpirku (1, 11).

Vecina bolnikov z akutno histoplazmo-
zo ima bolezen, ki mine sama od sebe in ne
potrebuje protiglivnega zdravljenja. Bolni-
ke z blago ali srednje teZko pljuc¢no histo-
plazmozo zdravimo z itrakonazolom, bolni-
ke s hudimi oblikami plju¢ne histoplazmoze
pa najprej zdravimo z amfotericinom B, po
nekaj tednih zdravljenja pa nadaljujemo
z itrakonazolom (4).

Pri priblizno 40 % oseb, okuZenih s C.
immitis, se razvije bolezen, obi¢ajno od te-
den do tri tedne po izpostavitvi. Ve¢ina oku-
Zenih nima simptomov, pri nekaterih pa
pride do vrocine, glavobola, bolecin v mi-
Sicah, suhega kas$lja, izgube teZe ter Sibko-
sti. Pogosto pride tudi do pojava nodoznega
eritema na koZi. Na endemskih podrocjih
povzroca kokcidioidomikoza 20-25 % vseh
doma pridobljenih plju¢nic (9).

Pri imunsko oslabelih bolnikih in ose-
bah, izpostavljenih vedji koli¢ini povzroci-
telja, lahko pride do razvoja resne pljucnice

z retikulonodularnimi infiltrati, ki lahko
vodi v ARDS (10, 11).

Pri starej$ih posameznikih s KOPB ali
sladkorno boleznijo lahko pride do kronic-
ne napredujoce pljucnice s tvorbo kavita-
cij v pljucih ter pljucno fibrozo (10).

Pri manj kot enem odstotku bolnikov
s simptomatsko kokcidioidomikozo bo
prislo do razsejane okuZbe. Za razliko od hi-
stoplazmoze postanejo posamezniki po
preboleli kokcidioidomikozi imuni na po-
novno okuzbo s C. immitis (10).

Diagnozo postavimo na podlagi nepo-
srednega dokaza povzrocitelja v preparatu
tkiva z mikroskopom, lahko ga dokaZemo
tudi z gojenjem na kulturi ali posredno s se-
roloSkimi metodami (1, 11).

Vecina bolnikov z akutno plju¢no kok-
cidioidomikozo ima blag potek okuZbe in ne
potrebuje zdravljenja s protiglivnimi zdravili.
Bolnike, pri katerih v treh do Stirih tednih
ne pride do izboljSanja, zdravimo s fluko-
nazolom ali itrakonazolom. Bolnike z imun-
sko pomanjkljivostjo vedno zdravimo zara-
di visoke verjetnosti razsoja okuZzbe.

Hudo plju¢no kokcidioidozo zdravimo
na zacetku z amfotericinom B, kasneje pa
nadaljujemo zdravljenje z itrakonazolom.
Kroniéno plju¢no kokcidioidomikozo zdra-
vimo z itrakonazolom ter kirurSko odstra-
nitvijo plju¢nih kavitacij (4).

ENDEMSKE MIKOZE JUTRI

V prihodnosti pri¢akujemo nadaljnjo rast in-
cidence okuZb z endemskimi glivami. Sve-
tovna turisti¢na organizacija ocenjuje, da se
bo Stevilo popotnikov povecalo z okoli 595
milijonov (leta 1997) na 1,6 milijarde do leta
2020 (9). Prav tako se veca Stevilo ljudi z os-
labljenim imunskim odzivom, saj v to sku-
pino ne spadajo samo bolniki z aidsom,
ampak tudi prejemniki organov, osebe na
dolgotrajnem zdravljenju z glukokortikoi-
di, posamezniki, zdravljeni z zaviralci dejav-
nika tumorske nekroze o, osebe z razlicnimi
malignimi obolenji ter zdravljeni s kemo-
terapijo (3). Tudi ljudje z oslabljenim imun-
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skim odzivom vedno vec potujejo, kar Se
dodatno vi8a incidenco huje potekajocih
endemskih mikoz. Glive so se sposobne pri-
lagoditi na najrazli¢nejSe Zivljenjske pogoje.
Z rastjo nekaterih vrst gliv so imeli teZave
celo na mednarodni vesoljski postaji, kar
pomeni, da nas v prihodnosti s potovanji
v vesolje zagotovo ¢akajo tudi nove vrste
endemskih mikoz (12).

ZAKLJUCEK
Endemske glive postajajo vedno bolj po-
membne in prepoznavne. Razlog za to je po-

rast Stevila ljudi, ki imajo vecje tveganje za
hud potek okuZbe z endemskimi glivami,
in njihova mobilnost. Na raz§irjenost vpli-
vajo tudi podnebne spremembe, Sirjenje
prostora za bivanje, vecja mozZnost potovanj
in preseljevanja ljudi. Izbolj3ala se je tudi
diagnostika (slikovna, mikrobiolo3ka, izved-
ba biopsij itd.), ki omogoca identifikacijo en-
demskih gliv in pojasnitev prej nejasnih
bolezenskih stanj.
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Prispevek obravnava mikrobioloSko diagnostiko dermatofitij, navaja priporocila za zdrav-
ljenje in predstavi podatke o osamitvi dermatofitov, ki smo jih osamili na Oddelkih za
medicinsko mikrobiologijo Nacionalnega laboratorija za okolje, zdravje in hrano ter v La-
boratoriju za diagnostiko gliviénih okuZb InStituta za klini¢éno mikrobiologijo in imuno-
logijo Univerze v Ljubljani, v obdobju 2013-2017. Pri 2.310 bolnikih smo iz 2.512 kuZnin
osamili dermatofite. Trije najpogosteje osamljeni dermatofiti so bili Trichophyton rubrum
(41,30 % bolnikov), Microsporum canis (24,20 % bolnikov) in Trichophyton mentagrophy-
tes (21,13 % bolnikov). Glede treh najpogosteje osamljenih vrst je stanje epidemiolosko
podobno v drugih evropskih drZavah. Ugotavljamo pa razliko med nasim pregledom in
raziskavo, izvedeno v ljubljanski regiji v letih 1995-2002. Takrat je bil najpogosteje osam-
ljen dermatofit M. canis. OkuZbe z drugimi vrstami dermatofitov se pojavljajo sporadi¢no.
Za razliko od severnih in zahodnoevropskih drZav ne opaZamo porasta okuZzb z antropo-
filnimi dermatofiti, kot so Tricholosporum violaceum, Trichophyton tonsurans in Microspo-
rum audouinii.
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ABSTRACT

KEY WORDS: superficial mycoses, dermatomycoses, onychomycoses, Trichophyton, Microsporum,

Epidermophyton, fungi

This paper discusses the microbiological diagnostics of dermatophytosis, provides recom-
mendations for treatment, and presents data about isolation of dermatophytes isolated at
the Centre for Medical Microbiology of the National Laboratory of Health, Environment
and Food and the Laboratory for Diagnostics of Fungal Infections of the Institute of Mi-
crobiology and Immunology of the University of Ljubljana in the period 2013-2017. In
2310 patients, dermatophytes were isolated from 2512 specimens. The three most com-
monly isolated dermatophytes were Trichophyton rubrum (41.30% patients), Microsporum
canis (24.20% patients) in Trichophyton mentagrophytes (21.13% patients). Concerning the
three most frequently isolated species, the situation is epidemiologically similar to the
situation in other European countries. However, we find a difference between the cur-
rent findings and the study carried out in the Ljubljana region between the years 1995-2002.
In that study the most commonly isolated dermatophyte was M. canis. Infections with
other types of dermatophytes occur sporadically. In contrast to northern and western Eu-
ropean countries, there is no increase in infection with anthropophilic dermatophytes,
such as Tricholosporum violaceum, Trichophyton tonsurans, and Microsporum audouinii.

uvoD

Dermatofiti so keratinofilne nitaste glive,
ki naseljujejo poroZenelo plast koZe, sposob-
ni pa so prodreti tudi v lase in nohte (1). Po-
memben dejavnik njihove patogenosti je
izlo€anje encimov keratinaz, ki razgrajuje-
jo keratin (2, 3). Na potek in klini¢no sliko
pomembno vplivajo tudi dejavniki gostite-
lja, kot so motnje prekrvavitve, sladkorna
bolezen, motnje celi¢ne imunosti ter obo-
lenja koZe (4).

Obstaja okoli 40 vrst dermatofitov, od
tega jih pribliZzno 20 povzroca okuZbe pri
¢loveku (5). Taksonomsko jih razvrstimo
v tri medsebojno sorodne anamorfne ro-
dove: Trichophyton, Microsporum in Epider-
mophyton (6).

OkuZbe z dermatofiti poimenujemo
glede na mesto lezije, ki je obi¢ajno v po-
vezavi z vrsto povzrocitelja (tabela 1) (7).

Glede na njihovo bivalno okolje delimo
dermatofite v tri skupine: antropofilne,
zoofilne in geofilne (1, 7).

Rezervoar antropofilnih dermatofitov je
¢lovek. Med ljudmi se prena$ajo neposred-

no in posredno preko onesnaZenih predme-
tov. OkuZbe z antropofilnimi dermatofiti
obicajno potekajo z blaZje izraZenim vnet-
jem in so povezane z znacilnimi klini¢ni-
mi slikami (tabela 1).

Zoofilni dermatofiti povzroc¢ajo okuzbe
pri Zivalih, sporadi¢no se lahko prenesejo
na ljudi. Pogosto so prizadeti otroci, na ka-
tere se okuZba prenese s hiSnih ljubljenc-
kov. Praviloma okuZbe z zoofilnimi der-
matofiti potekajo izraziteje in z mo¢nejSo
stopnjo vnetja. Prena3ajo se tudi med ljud-
mi (1).

Geofilni dermatofiti so saprofiti, ki jih
najdemo v prsti, sporadi¢no povzrocajo
okuZzbe ljudi in Zivali. OkuZbe se lahko pre-
nas$ajo tudi med ljudmi (1).

Dermatofiti so razsirjeni po vsem sve-
tu. Domneva se, da so odgovorni za vsaj
20-259% povrhnjih glivnih okuZb, preosta-
li deleZ povzrocajo kvasovke in nederma-
tofitne plesni (1, 7). Epidemiologija glivnih
okuZb se spreminja, na kar vplivajo Stevil-
ni dejavniki, pomembni so predvsem geo-
grafska lokacija, Zivljenjski slog, preselje-
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Tabela 1. Poimenovanje okuZzb, ki jih povzrocajo dermatofiti glede na mesto lezije, in najpogostejsi pov-

zroCitelji v povezavi z mestom lezije (7).

Lokacija lezije Poimenovanje

Najpomembnejsi povzrocitelji

Lasiste tinea capitis

Microsporum cani
Trichopyton tonsurans
Tricholosporum violaceum
Microsporum audouiniii
Trichopyton soudanense

Stopalo tinea pedis

Trichopyton rubrum
Trichopyton mentagrophytes®
Epidermophyton floccosum

Dimlje tinea cruris

Trichopyton rubrum
Trichopyton mentagrophytes

Telo (roke, noge, trup)  tinea corporis

Trichopyton rubrum
Microsporum canis
Trichopyton tonsurans

Nohti tinea unguium (onihomikoza)

« Trichopyton rubrum
Trichopyton mentagrophytes®

a(var. interdigitale)

vanje prebivalstva (begunci, masovni turi-
zem) in druZbeno-ekonomski pogoiji (1, 7, 8).
Zlasti opaZamo porast onihomikoze in tinea
pedis med odraslimi osebami v razvitih
drZavah, kar je povezano z Zivljenjskim
slogom (rekreacija, javna kopali$ca, nezrac-
na obutev) (1, 9, 10). K vecji dovzetnosti za
okuZbo prispeva tudi naraSc¢anje prevalence
sladkorne bolezni med prebivalstvom raz-
vitih drzZav.

Pri otrocih v Evropi opaZamo povecanje
obolevnosti za tinea capitis, ki jo povzroc¢ajo
antropofilne vrste dermatofitov. Menijo, da
je to povezano s povecanim priseljevanjem
iz drZav, kjer je tinea capitis endemicna (1).

Klini€ne slike pri onihomikozi in der-
matomikozah niso znacilne, zato moramo
diagnozo postaviti na osnovi neposredne-
ga dokaza povzrocitelja (11). Mikrobiolo§-
ka prepoznava povzrociteljev je pomembna
zaradi zacCetka zdravljenja, ki je praviloma
dolgotrajno in je lahko povezano s stranski-
mi u€inki, ter zaradi izvajanja epidemiolos-
kih ukrepov, kadar so ti potrebni za zajezitev
Sirjenja okuzb (1, 11).

Skrb za dobro mikrobioloSko diagnosti-
ko dermatomikoz in onihomikoze se pri¢-

ne Ze izven mikrobioloSkega laboratorija
s pravilnim odvzemom in transportom kuZz-
nine. Splo$no pravilo pri tem je, da kuZni-
no odvzamemo z mesta aktivne okuZzbe in
jo v laboratorij prenesemo tako, da prepre-
¢imo kontaminacijo z vseprisotnimi okolj-
skimi plesnimi.

Pri diagnostiki onihomikoze so ustrez-
ne kuZnine pravilno odvzeti ko$cki nohta
in nohtnega debrisa. Pred samim odvze-
mom naj si bolnik umije roke ali noge. Noht
je pred odSCipanjem ali struZenjem treba
razkuZiti s 70 % raztopino alkohola. Za stru-
Zenje uporabimo skalpel ali dermatoloSko
kireto. Odvzeti je treba dovolj kuZnine, ki
jo razdelimo na dva dela. En del uporabi-
mo za pripravo neposrednega mikroskop-
skega preparata, drugi del nacepimo za
mikolo8ko kulturo (1, 11, 12). Pri koZnih le-
zijah odvzamemo koZne luske ali postruz-
ke koZe, dodatmo pa lahko tudi bris. Z lasis¢a
odvzamemo luske in lase (12).

KuZnino odvzamemo v sterilne posodice
(npr. posodica za urin oz. sputum ali petri-
jevka), ki jih lahko dobro zapremo. Upora-
ba papirnatih ovojnic se odsvetuje, saj so
lahko kontaminirane s plesnimi (1, 11, 12).
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Laboratorijska diagnostika Se vedno te-
melji na prikazu gliv v neposrednem mikro-
skopskem preparatu in na gojitvenih meto-
glede na makroskopsko in mikroskopsko
morfologijo (1, 11, 12). Neposredni mikro-
skopski preparat pripravimo z uporabo ka-
lijevega hidroksida, ki raztopi keratin, ali
fluorokromnih barvil (npr. kalkofluor belo).
S to hitro predhodno metodo lahko izkuSe-
ni preiskovalec lo¢i dermatofitne od neder-
matofitnih hif in od psevdomicelija kvasovk.
Vrste glive na tak nacin ne moremo dolo-
¢iti (11, 12).

Za gojitev je treba kuZnine nacepiti na
gojis¢a, najpogosteje se uporablja Sabou-
raudov agar z dodanimi selektivnimi dejav-
niki. Gojis¢a inkubiramo pri temperaturi
26-30°C. Ker dermatofiti rastejo pocasi, so
te metode dolgotrajne, zahtevana je inku-
bacija dva do Sest tednov. Porasle kolonije
identificiramo na osnovi makroskopskih in
mikroskopskih znacilnosti (11, 12). Ob&ut-
ljivost kulture je 75-81 %, lahko pa Se
manj, ¢e identifikacijo opravljajo v labora-
torijih brez izkuSenj in s slabim nadzorom
kakovosti. MoZni so tudi lazni rezultati, ko-
lonije so pogosto neznacilne. V doloc¢enih
primerih kolonije niti ne tvorijo za razpoz-
navo pomembnih makrokonidijev (1, 12, 13).

Izolate, porasle v kulturi, lahko identi-
ficiramo tudi z masno spektrometrijo oz.
z uporabo molekularno-bioloSkih metod
(6, 14). Pogosto se uporablja dolo¢anje nu-
kleotidnega zaporedja pomnoZenih med-
genskih podrocij (angl. internal transcribed
spacer, ITS). Podrocja ITS najdemo med geni
za ribosomalno RNK, zanje pa je znacilna
visoka stopnja polimorfizma (15, 10).

Hitrost, specifi¢nost in obcutljivost
preiskav za neposredno dokazovanje pov-
zrocitelja v kuZnini se lahko poveca z vpe-
ljavo molekularno-bioloskih tehnik v miko-
lo8ki laboratorij. Vse pogosteje se uporab-
ljajo tehnike pomnoZevanja nukleinskih
kislin, predvsem razli¢ne oblike veriZne
reakcije s polimerazo. Njihova obcutljivost

je pomembno viSja kot ob&utljivost gojitve-
nih metod in znasa 97-99 % (13, 17-19).

Temelj zdravljenja glivi¢nih bolezni
koZe predstavljajo protiglivna zdravila za
lokalno zdravljenje v kremabh, raztopinah,
gelih, prSilih, zdravilnih Samponih, zdravil-
nih lakih in drugih farmacevtskih oblikah.
Najpogosteje uporabljena protiglivna zdra-
vila za lokalno zdravljenje glivi¢nih okuZb
koZe so imidazoli (klotrimazol, mikonazol,
ketokonazol) in alilamini (terbinafin).

Za sistemsko zdravljenje glivi¢nih bo-
lezni koZe se odlo¢imo ob vecjem Stevilu Za-
ri8¢, okuzbi lasiSca in drugih poraslih delov
koZe, okuZzbi nohtov, v primeru primarne ali
sekundarne imunske pomanjkljivosti in
neuspehu predhodnega lokalnega zdravlje-
nja. Sistemsko zdravimo vedno v povezavi
z lokalnim zdravljenjem. Protiglivna zdravi-
la za sistemsko zdravljenje glivi¢nih bolez-
ni koZe so terbinafin, itrakonazol, flukonazol
in griseofulvin. Pred pri¢etkom zdravljenja
s sistemskimi protiglivnimi zdravili je pri-
porocljivo opraviti osnovne laboratorijske
preiskave, hemogram ter osnovne jetrne te-
ste, ki jih je smiselno preverjati v primeru
podaljSanega, vec kot Stiri tedne trajajoce-
ga sistemskega zdravljenja (20). Pred zdrav-
ljenjem s sistemskimi protiglivnimi zdravili
je treba upoStevati kontraindikacije za si-
stemsko protiglivno zdravljenje zaradi pri-
druZenih bolezni in preveriti bolnikova Ze
predpisana zdravila zaradi moZnega med-
sebojnega delovanja zdravil in razvoja neZe-
lenih u€inkov zaradi interakcij med zdravili.

(Cas lokalnega in sistemskega zdravlje-
nja je odvisen od mesta okuZbe in izvidov
nadzornih mikolo$kih preiskav (tabela 2).
Na neporasli koZi obi¢ajno zado3¢a Stirite-
densko zdravljenje, pri okuZbi lasi$ca traja
zdravljenje najmanj Sest tednov, pri zdrav-
ljenju onihomikoze na nohtih prstov stopal
12 tednov. Po ukinitvi sistemskega proti-
glivnega zdravila nadaljujemo zdravljenje
z lokalnim protiglivnim zdravilom do dveh
negativnih mikoloskih kultur. Zdravljenje
mikrosporije traja najmanj dva meseca (21).



Med Razgl. 2018; 57 Suppl 3:

69

Ustrezni preventivni ukrepi za pre-
precevanje prenosa glivi¢nih bolezni koZe
in socasno zdravljenje pridruZenih bolez-
ni, ki vodijo k ve¢ji nagnjenosti za glivi¢-
ne bolezni koZe, izboljSajo ucinkovitost
lokalnega in sistemskega protiglivnega
zdravljenja.

OSAMITEV DERMATOFITOV 12
KUZNIN KOZE, NOHTOV IN LAS
V SLOVENI]JI V 0BDOBJU 2013-2017
Materiali in metode

Retrospektivno smo pregledali rezultate
preiskav na glive iz klini¢nih vzorcev, pri
katerih smo osamili dermatofite v obdobju

Tabela 2. Protiglivno zdravljenje glivi¢nih bolezni koZe, povzro¢enih z dermatofiti.

Bolezen Zdravljenje Trajanje Opombe
Priporoceno zdravilo Dnevni odmerek
Tinea capitis, griseofulvin 20-25mg/kg (zdravilo  6-12tednov  dodatno lokalno zdravljenje:
tinea barbae prve izbire za zdravljenje » ketokonazol $ampon,
mikrosporije pri otrocih * Sampon s selenijevim
do drugega leta starosti) sulfidom,
« protiglivne kreme
terbinafin 62,5mg (<20 kg) 4-6 tednov
125 mg (20-40 kg)
250 mg (> 40 kg)
Tinea faciei, lokalna protiglivna  dvakrat dnevno 2-4 tedne nanasanje preko robov
tinea corporis,  zdravila zaris¢
:!nea |ngL!|naI|s, terbinafin 250 mg 1-2 tedna kroni¢ne in razsirjene
Inéa cruris oblike, predhodna uporaba
itrakonazol 200mg 1 teden lokalnih kortikosteroidov
flukonazol 50 mg 2-4 tedne
150 mg enkrat tedensko 2-4 tedne
Tinea pedis, lokalna protiglivna  dvakrat dnevno 2-4 tedne nanasanje preko robov
tinea manuum  zdravila Zarise
terbinafin 250 mg 2 tedna kroni¢ne in hiperkeratoti¢ne
oblike
itrakonazol 400 mg 1teden
flukonazol 150 mg enkrat tedensko 2-6 tednov

Tinea unguium

lokalna protiglivna
zdravila

dvakrat dnevno

vet mesecev

slaba uginkovitost

terbinafin 250 mg 6 tednov nohti rok
12 tednov nohti nog

itrakonazol 200 mg dvakrat dnevno 1teden * nohti rok: dva pulza

(pulzno zdravljenje) * nohti nog: trije pulzi

« enteden pulzno zdravljenje,
nato tri tedne premor

flukonazol 150 mg enkrat tedensko 12 tednov nohti rok
24 tednov nohti nog
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1.1.2013-31.12.2017. Podatke so prispe-
vali laboratoriji Nacionalnega inStituta za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH, Maribor:
OMM Celje, OMM Maribor, OMM Kranj,
OMM Novo mesto, OMM Nova Gorica) ter
InStituta za mikrobiologijo in imunologi-
jo Univerze v Ljubljani (IMI, Ljubljana).

KuZnine smo pridobili iz enot za derma-
tologijo Univerzitetnih klini¢nih centrov
v Ljubljani in Mariboru, dermatoloskih enot
drugih bolni3nic in ambulant v sklopu vsa-
kodnevnega rednega dela.

KuZnine smo v naSih laboratorijih ob-
delali v skladu s standardnimi delovnimi na-
vodili za preiskave na glive: kuZznino smo
vedno nacepili na neselektivno gojisce za
glive in selektivno gojiS¢e z dodanimi snov-
mi, ki zavirajo razraS¢anje bakterij in/ali
saprofitnih plesni. GojiS¢a smo inkubirali
pri 30 °C za obdobje Stirih tednov. Na zna-
¢ilno rast smo jih pregledovali dva- do tri-
krat tedensko. Kolonije dermatofitov, ki smo
jih osamili, smo identificirali glede na nji-
hove makroskopske in mikroskopske znacil-
nosti. V nekaterih primerih smo si pri iden-
tifikaciji pomagali z masno spektrometrijo
z ionizacijo v matriksu z desorpcijo z laser-
jem in masnim analizatorjem na cas preleta
ionov (angl. matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time of flight mass spectrome-
try, MALDI-TOF MS) oz. s sekvenciranjem.

REZULTATI
V obdobju 2013-2017 smo iz 2.512 kuZnin
pri 2.310 bolnikih osamili dermatofite, ki
so porasli iz 1.730 vzorcev koZe (koZne lu-
ske, brisi koZe, postruzki koZe), 719 vzor-
cev nohtov (koSc¢ki nohtov, od3€ipi nohtov,
nohtni debris), 24 vzorcev las in 39 vzor-
cev drugih tkiv (brisi ran, brisi pustul itd.).
Anatomske lokacije odvzema kuZnine pra-
viloma niso bile natan¢no opredeljene,
zato jih nismo vkljuéili v na$ prikaz. Struk-
turne deleZe osamljenih patogenov in raz-
merje glede na spol prikazujemo v tabeli 3.
Najpogosteje osamljen dermatofit je bil
Trichophyton rubrum (41,30% bolnikov),

priblizno enako pogosto smo ga osamili
tako iz koZe kot iz nohtov. Drugi najpogo-
steje osamljen patogen je bil Microsporum
canis (24,20 % bolnikov), ki smo ga najvec-
krat osamili iz vzorcev koZe, nato las in za-
tem nohtov. Tretji najpogosteje osamljeni
povzrocitelj dermatomikoz je bil Trichophy-
ton mentagrophytes (21,13 %), ki smo ga naj-
veckrat osamili iz vzorcev koZe, nato nohtov.
Cetrta najpogostejsa skupina so bili izolati,
ki smo jih identificirali le do nivoja rodu -
Trichophyton spp. (7,01 %). Tri najpogostej-
Se osamljene vrste skupaj zajemajo 86,63 %
vseh bolnikov (2.001 bolnik), pri katerih
smo iz kuZnin osamili dermatofite. Poraz-
delitev treh najpogosteje osamljenih vrst
dermatofitov po starostnih skupinah bolni-
kov prikazujeta tabela 4 in slika 1.

RAZPRAVA
Glede na podatke so najpogostejsi povzro-
Citelji dermatofitij v naSem prostoru pred-
stavniki rodu Trichophyton, med katerimi
prednjacita T. rubrum in T. mentagrophytes,
ter M. canis. Podoben vrstni red najpogostej-
Sih povzrociteljev dermatofitij in onihomi-
koz je prisoten tudi drugod v Evropi, rela-
tivni deleZi pa se nekoliko razlikujejo (7).
Relativni deleZ T. rubrum med derma-
tofiti pri nas znasSa 41,30 % in je v obdob-
ju 2013-2017 najpogosteje osamljen
dermatofit iz koZe in nohtov. Tudi v drugih
evropskih drZavah je T. rubrum najpogostej-
§i izolat med dermatofiti (5, 22). V nekate-
rih drZavah, kot so Velika Britanija, Nemcija,
Svedska in Slovaska, deleZ T. rubrum med
dermatofiti dosega 60-80% (1, 7, 23, 24).
Najveckrat ga povezujejo s tinea pedis in
onihomikozo, pogosto pa tudi s tinea cor-
poris in tinea cruris (7, 23, 25-27). Ugotav-
ljamo, da smo ga zlasti pogosto osamili med
populacijo, starejSo od 31 let: prevalenca
osamitve se zacne zviSevati v starostni
skupini 16-30 let in doseZe najviSje vred-
nosti v starostni skupini 61-75 let (slika 1,
tabela 4). Prevladuje pri moskih. Podobna
starostna in spolna porazdelitev je prisot-
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na tudi v drugih evropskih drZavah, le da
pri nas vedno ugotavljamo relativno velik
deleZ oseb, mlajsih od 31 let, ki so okuZe-
ne s T. rubrum (23). Veljalo je, da T. rubrum
kot povzrocitelj dermatomikoz in onihomi-
koz prevladuje zlasti v srednji in vzhodni
Evropi, medtem ko so podatki za Sloveni-
jo, Italijo in ostale sredozemske drZave kot
najpogostejSega povzrocitelja dermatomi-
koz navajale M. canis (26, 28-30). Za Ljub-
ljansko regijo v obdobju 1995-2002 avtorica

navaja 46% deleZ Microsporum canis in
36,7 % deleZ T. rubrum, vendar Ze takrat ugo-
tavlja, da se v zadnjih dveh letih pogostost
pojavljanja T. rubrum zviSuje in presega po-
gostost pojavljanja M. canis (28).

Drugi najpogosteje osamljeni povzroci-
telj v obdobju 2013-2017 je zoofilni derma-
tofit M. canis. DeleZ tega med bolniki, pri
katerih smo osamili dermatofite, znaSa
24,20 %, vecina obolelih je v starostni sku-
pini do 15 let (66 %). Visoke deleZe M. canis

Tabela 3. Strukturni delezi dermatofitov, ki smo jih osamili iz kuZnin, 3tevilo obolelih, razmerje med spoloma
obolelih in kuznine, iz katerih so dermatofiti porastli, v obdobju 2013-2017.

Vrsta dermatofita Delez vrste Stevilo  Moski/ Koza Nohti Lasje Drugo

gledena obolelih Zenske

Stevilo

obolelih
Trichophyton rubrum 41,30 954 1,6 530 434 1 17
Microsporum canis 24,20 559 0,53 593 10 21 5
Trichophyton mentagrophytes 21,13 488 0,93 312 197 1 12
Trichophyton spp. 7,01 162 1,0 12 54 1 5
Trichophyton verrucosum 1,90 44 11 41 3 0 0
Trichophyton tonsurans 1,69 39 1,4 41 3 0 0
Microsporum gypseum 1,65 38 1,2 4 3 0 0
Trichophyton interdigitale 0,26 6 2 3 3 0 0
Epidermophyton floccosum 0,26 6 0,5 3 3 0 0
Microsporum spp. 0,22 5 4 3 2 0 0
Tricholosporum violaceumn 0,17 4 / 2 2 0 0
Trichophyton terrestre 0,09 2 1 2 0 0 0
Trichophyton schoenleineii 0,04 1 / 0 1 0 0
Microsporum nanum 0,04 1 / 1 0 0
Microsporum persicolor 0,04 1 / 1 0 0 0

Tabela 4. Tri najpogosteje osamljene vrste dermatofitov in porazdelitev izolatov glede na starostne skupine

bolnikov.

Vrsta dermatofita Starostna skupina

<15 16-30 31-45 46-60 61-75 >75
Trichophyton rubrum 56 75 143 223 315 145
Microsporum canis 369 85 43 39 20 3
Trichophyton mentagrophytes 106 44 64 12 121 1
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opisujejo tudi v Avstriji, Nemciji, Italiji, Bol-
gariji ter na Poljskem in MadZarskem, kjer
se pojavlja kot poglavitni povzrocitelj tinea
capitis (5). M. canis se po podatkih iz lite-
rature pojavlja predvsem kot povzrocitelj ti-
nea capitis in tinea corporis, zlasti pri
mlaj$i, predpubertetni populaciji (5, 27). Gle-
de na spol se okuZba pri nas pogosteje po-
javlja pri deklicah, podobno so ugotavljali
tudi drugi avtorji (26, 31). Menijo, da je to
zato, ker se deklice pogosteje in raje igrajo
z mackami in drugimi hi$nimi ljubljenc-
ki (31). Povprecna starost otrok, pri katerih
smo M. canis osamili pri nas, je bila 7,5 let.
V obdobju 1995-2002 je bil M. canis najpo-
gosteje osamljen dermatofit v ljubljanski re-
giji, temu pa je sledil T. rubrum (28). Danes
ugotavljamo, da sta se povzrocitelja na pr-
vih dveh mestih zamenjala, Se vedno pa ve-
lja, da M. canis povzroca okuZbe predvsem
pri otrocih, medtem ko T. rubrum pri starej-
§ih osebah. Najpomembnejsi zoonoticni vir
okuZbe naj bi bile macke, se pa kot rezervoar
okuZbe lahko pojavljajo tudi druge vrste se-

salcev (28, 32). Zivali so lahko tudi klicenos-
ci brez znakov okuzbe (5).

Podobno kot v raziskavi, ki zajema ljub-
ljansko regijo v obdobju 1995-2005, je tudi
pri naSem pregledu tretji najpogosteje osam-
ljeni dermatofit T. mentagrophytes, vendar
v relativno viSjem deleZu. Ta vrsta se med
dermatofiti tudi v drugih evropskih drZa-
vah pojavlja na drugem ali tretjem mestu
po pogostosti (1, 7). V sosednji Hrvaski je
T. mentagrophytes najpogosteje osamljen
dermatofit, kjer predstavlja vec kot polovico
vseh osamljenih dermatofitov (33). Nava-
jajo ga zlasti kot povzrocitelja tinea capitis,
pa tudi onihomikoze in tinea pedis (5, 32).

Razen treh omenjenih vrst smo vse os-
tale dermatofite osamili v nizkem deleZu,
manj kot 2 %. Nizko incidenco okuZb z Epi-
dermophyton floccosum je ugotavljala Ze ra-
ziskava, opravljena v ljubljanski regiji
v obdobju 1995-2002, ki ugotavlja 0,7 % de-
leZ med vsemi osamljeni dermatofiti (28).
V naSem pregledu je ta deleZ 0,26 %, kar se
ujema z nizkim deleZem tega patogena
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v drugih razvitih evropskih drZzavah (10).
Zelo redko smo osamili tudi druge antro-
pofilne dermatofite, kot so Tricholosporum
violaceum, Trichophyton tonsurans, Micros-
porum audouinii. Ti se zadnja leta pogosteje
pojavljajo v drZzavah zahodne Evrope, pred-
vsem Vv povezavi z migracijami prebivals-
tva (1, 8, 34).

ZAKLJUCKI

Na osnovi naSih podatkov lahko zakljuci-
mo, da se je epidemioloSka situacija glede
najpomembne;jSih povzrociteljev dermato-
fitij med raziskavo v obdobju 1995-2002
in pregledom na$ih podatkov obdobja
2013-2017 v Sloveniji spremenila v rela-
tivni zastopanosti treh najpogoste;j$ih pov-
zroCiteljev dermatomikoz. V prejSnjem
obdobju je kot povzrocitelj na prvem me-
stu izstopal zoofilni M. canis, ki povzroca

okuZbe zlasti pri otroski populaciji, medtem
ko danes med povzrocitelji dermatofitij in
onihomikoze prevladuje antropofilni T. ru-
brum. Porast okuzb s T. rubrum se povezu-
je z Zivljenjskim slogom, pa tudi s so¢asno
obolevnostjo (obolenja Zil, sladkorna bole-
zen), okuZbe s to glivo pa se pojavljajo pred-
vsem pri starejSem prebivalstvu. TakSne
epidemiolo8ke razmere so znane iz vecine
evropskih drZav, ¢eprav se zlasti v nekate-
rih sredozemskih drZavah kot vodilni pov-
zrocitelj Se vedno pojavlja M. canis. Zadnje
desetletje v zahodnih drZavah opisujejo
porast antropofilnih vrst, ki jih povezujejo
s priseljevanjem imigrantov s podrocij,
kjer so okuZbe s temi dermatofiti endemic-
ne. Porasta teh antropofilnih povzrociteljev
v preiskanem obdobju v Sloveniji nismo
opazili. OkuZbe z omenjenimi vrstami se po-
javljajo le sporadi¢no.
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Strategije zdravljenja invazivnih glivnih
bolezni in poraba protiglivnih zdravil
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zdravil

Nove smernice protiglivnega zdravljenja ne prinaSajo bistvenih novosti, zdravila izbire
za zdravljenje vecine primerov invazivne kandidoze so ehinokandinska protiglivna zdra-
vila, za aspergilozo pa vorikonazol. Novost predstavlja isavukonazol, ki ga za zdravljenje
invazivne aspergiloze postavljajo ob bok vorikonazolu. Zahtevnost zdravljenja sistemskih
glivnih okuZb narekuje ukrepe za izboljSanje diagnostike in zdravljenja. Ti naj bi tudi opti-
mizirali stroSke, zato je v bolniSnicah smiselno uvesti programe nadzorovane rabe protigliv-
nih zdravil. Poraba protiglivnih zdravil v Sloveniji je med manj$imi v Evropi, ambulantno
je najpogosteje predpisovan terbinafin, v bolnisnicah pa flukonazol. Ceprav je poraba pro-
tiglivnih zdravil v bolniSnicah precej manj3a kot poraba protibakterijskih u¢inkovin, so
stroSki skoraj primerljivi.

ABSTRACT

KEY WORDS: antimycotics, guidelines, antimicrobial stewardship, antifungal use

New guidelines on antifungal treatment do not introduce substantial novelties; echino-
candins are the therapy of choice for most cases of invasive candidosis, and voricona-
zole is the therapy of choice for invasive aspergillosis. Isavuconazole has been introduced
recently for the treatment of invasive aspergillosis, and it is comparable to voriconazo-
le. Severity of the disease and difficulties in diagnosing fungal infection call for antifun-
gal stewardship programmes in hospitals that aim to optimise the treatment efficacy,
safety, and cost. The consumption of antifungals in Slovenia is among the lowest in Eu-
rope, in outpatients the most commonly used antifungal is terbinafine, the most com-
mon antifungal drug in hospitals is fluconazole.
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uvoD

Pogostost glivnih okuZb nara$¢a zaradi
povecevanja Stevila bolnikov, ki so zaradi
bolezni ali zdravljenja posebej dovzetni
zanje. V zadnjih desetletjih smo bili pri¢a
razvoju diagnostike in zdravljenja glivnih
okuZb, ki se je precej izboljSalo, Se vedno pa
gre posebej pri imunsko oslabelih bolnikih
za hude in Zivljenje ogroZajoce bolezni. Na
razpolago imamo sedaj vec diagnosti¢nih
metod, s katerimi skuSamo dokazati gliv-
no okuZbo pri bolnikih, pri katerih nimamo
na razpolago ustreznih kuZnin za osamitev
glive. Vec je tudi protiglivnih zdravil, ki so
ucinkovitej$a in varnej$a od zdravil, ki so
bila v uporabi pred desetletji. Se vedno pa
ostajata tako diagnostika kot zdravljenje
teZavni in pogosto povezani s precejs$njimi
stroski, zato je posebej pomembno pozna-
ti indikacije tako za diagnosti¢ne metode kot
za izbiro zdravil (1). V zadnjih nekaj letih
so iz8le nove mednarodne smernice za
zdravljenje invazivne aspergiloze in kandi-
doze, po svetu pa se v bolni$nicah podobno
kot za protibakterijska zdravila uveljavlja-
jo tudi posebni programi za tako imenova-
no nadzorovano rabo protiglivnih zdravil
(angl. antifungal stewardship) (2). V kratkem
preglednem prispevku so predstavljene
najnovejSe smernice za zdravljenje pogostih
glivnih okuZb, izku$nje z nadzorovano rabo
protiglivnih zdravil in podatki o obsegu
predpisovanja teh zdravil v Sloveniji in
po svetu.

NOVE SMERNICE ZA ZDRAVLJENJE
INVAZIVNE KANDIDOZE

Pred dvema letoma so izSle nove smerni-
ce za zdravljenje invazivne kandidoze pri
AmeriSkem zdruZenju za infekcijske bolez-
ni (Infectious Diseases Society of America,
IDSA) (3). Od evropskih smernic, ki jih je iz-
dalo Evropsko zdruZenje za klini¢no mikro-
biologijo in infekcijske bolezni (European
Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases, ESCMID) leta 2012, se ne
razlikujejo bistveno (4). Za zdravljenje kan-

didemije priporocajo ehinokandinska pro-
tiglivna zdravila, flukonazol navajajo kot
drugo moZnost pri obcutljivih vrstah kan-
dide, medtem ko evropska priporocila flu-
konazol priporocajo le Se mejno.

Liposomalni amfotericin B, ki je po
evropskih smernicah skupaj z vorikonazo-
lom prva moZna zamenjava za ehinokandi-
ne, priporocajo ameriSke smernice le pri
neprenasanju, odpornosti ali pomanjkanju
drugih zdravil. Vorikonazol po ameriSkih
smernicah nima posebne prednosti pred
flukonazolom, lahko pa se uporablja kot se-
stopno zdravljenje pri okuZzbi z glivo Can-
dida krusei. Drugacno je tudi priporocilo za
¢as sestopnega zdravljenja po zacetnem
zdravljenju z ehinokandinom, kadar obcut-
ljivost kandide to omogoca. Evropske smer-
nice omenjajo zamenjavo ehinokandina
s flukonazolom po desetih dneh, medtem
ko ameriSke smernice omenjajo moZnost se-
stopa Ze po petih do sedmih dneh.

Pri nevtropeni¢nih oz. hematoloskih bol-
nikih so tako po evropskih kot po nedavnih
ameriSkih smernicah zdravila izbire ehino-
kandini, prva zamenjava je liposomalni am-
fotericin B (3, 5). Enako je priporocilo nove
izdaje smernic Evropske konference za
okuZzbe pri levkemiji (European Conferen-
ce on Infections in Leukemia, ECIL), ki je
iz8la leta 2017 (0).

NOVE SMERNICE ZA ZDRAVLJENJE
INVAZIVNE ASPERGILOZE

Pred dvema letoma je IDSA izdala nove
smernice za zdravljenje invazivne aspergi-
loze (7). Zdravilo izbire ostaja vorikonazol.
Kot drugo moZnost priporocajo liposomal-
ni amfotericin B ali pa isavukonazol, ki je
bil za kliniéno rabo odobren nedavno. Novo
je tudi priporocilo glede zdravljenja inva-
zivne aspergiloze s kombinacijo protigliv-
nih zdravil. Najbolj prepricljivo je dokazana
ucinkovitost kombinacije vorikonazola in
anidulafungina, ki jo priporocajo za zdrav-
ljenje dokazane hude invazivne aspergilo-
ze pri hematolo8kih bolnikih in bolnikih
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s podaljSano hudo nevtropenijo ali kot reSe-
valno zdravljenje (7). Smernice ECIL kot
zdravljenje izbire priporocajo vorikonazol
ali isavukonazol (0).

NADZOROVANA RABA
PROTIGLIVNIH ZDRAVIL
Potreba po sistemati¢nem nadzoru in stro-
kovnem svetovanju pri zdravljenju invaziv-
nih glivnih okuZb je nastala iz ve¢ vzrokov.
Stevilo u¢inkovitih protiglivnih zdravil se
povecuje, zato je bistveno poznati njihov
protiglivni spekter in indikacije ter s tem
povezano mesto pri zdravljenju glivnih
okuZb. Pri indikacijah je pomembno poznati
pogostost posameznih vrst gliv rodu Can-
dida, ki se v razli¢nih bolni$ni¢nih okoljih
lahko precej razlikuje (4). Razlicen je tudi
njihov varnostni profil. Triazolna protigliv-
na zdravila imajo ve€ soucinkovanj pred-
vsem z zdravili, ki se presnavljajo preko
druZine citokromov P450 kot ehinokandi-
ni (8). Pojavljajo se porocila o odpornosti
gliv proti protimikrobnim zdravilom. Pred-
vsem je zaskrbljujoc¢a odpornost proti azo-
lom pri glivah Candida glabrata in Aspergil-
lus fumigatus (9). Pomembno je tudi, da so
sorazmerno visoka sredstva za protiglivna
zdravila porabljena smotrno. V Univerzitet-
nem klini¢nem centru Ljubljana stroski za
protiglivna zdravila Ze nekaj let presegajo
stroSke za protibakterijska zdravila, Ceprav
predstavljajo protiglivna zdravila le deseti-
no porabe obeh skupin po koli¢ini (Univerzi-
tetni klini¢ni center Ljubljana, neobjavljeno).

Nedavni sistemati¢ni pregled raziskav
(vklju€enih 97 raziskav), v katerih so oce-
njevali ucinkovitost ukrepov nadzorovane
rabe protiglivnih zdravil, so ugotovili, da so
se zmanj$ali predvsem poraba in stroski za
protiglivna zdravila. Zelo se je povecala tudi
skladnost zdravljenja s priporocili, medtem
ko se smrtnost ni spremenila (9).

Pri nadzorovani rabi protiglivnih zdra-
vil gre za vec dejavnosti (10):
+ poznavanje lokalne epidemiologije gliv-

nih okuzb,

ustrezna raba (indikacija, interpretacija)

novih metod za diagnozo glivnih okuzb

(biooznacevalci),

ustrezna raba drugih diagnosti¢nih me-

tod (CT, histologija),

+ oblikovanje lokalnih smernic za ustrezno
izkustveno in usmerjeno zdravljenje gliv-
nih okuZzb,

« pristop k bolnikom z razli¢nimi osnov-

nimi boleznimi, razlicnimi glivnimi okuZ-
bami in razli¢no resnostjo bolezni,
+ ravnanje z osrednjimi Zilnimi katetri pri
bolnikih z glivno okuZbo,
sestopne strategije (zamenjava ehino-
kandinskega protiglivnega zdravila za flu-
konazol, prehod z intravenskega na pe-
roralno zdravljenje),
» farmakokinetika in farmakodinamika pro-
tiglivnih zdravil v vsakodnevnem zdrav-

ljenju bolnikov, spremljanje terapevtskih
koncentracij protiglivnih zdravil in

- farmakoekonomika zdravljenja glivnih
okuzb.

PORABA PROTIGLIVNIH ZDRAVIL
V SLOVENIJI IN DRUGOD

Evropska tockovno prevalen¢na raziskava
predpisovanja protimikrobnih zdravil v evrop-
skih bolniSnicah, izvedena leta 2008 in 2009,
je pokazala, da v bolni3nicah, ki predpisu-
jejo protiglivna zdravila, slednja prejema
povprecno 2,5% bolnikov. V ve¢ kot 40 %
je 8lo za bolniSni¢ne okuZbe in pri pribliZzno
eni tretjini za profilakti¢no rabo protigliv-
nih zdravil. NajpogostejSe navedene indi-
kacije so bile zdravljenje okuZb v prebavilih
in dihalih. V 60 % je bil predpisan flukona-
zol in v 10 % kaspofungin. Siroka profilak-
ti¢na raba protiglivnih zdravil in predpiso-
vanje protiglivnih zdravil za okuZbe dihal,
pri katerih gre zelo pogosto le za koloniza-
cijo in ne za glivno etiologijo, je bilo oce-
njeno kot zaskrbljujoce (11).

Po anatomsko-terapevtsko-kemicni
(Anatomical Therapeutic Chemical, ATC)
klasifikaciji (JO2 - protiglivna zdravila za
sistemsko rabo in DO1B - protiglivna zdravila
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za sistemsko zdravljenje v dermatologiji),
je bila v Sloveniji v letu 2016 poraba sistem-
skih protiglivnih zdravil 0,85 definiranih
dnevnih odmerkov na 1.000 prebivalcev na
dan (angl. defined daily dose per 1,000 inhi-
bitants per day, DID), medtem ko je v istem
¢asovnem obdobju poraba protibakterijskih
zdravil (JO1 - po ATC-klasifikaciji) znaSala
13,3 DID (12). Najpogosteje je bil predpiso-
van terbinafin, in sicer 0,58 DID. V bolni3ni-
cah je bila leta 2016 poraba ATC-klasifika-
cijske skupine DO1B zanemarljiva, poraba
skupine JO2 pa je znaSala 0,08 DID, so¢asno
je bila poraba protibakterijskih u¢inkovin
skupine JO1 v bolnisnicah 1,68 DID (12).
Med triazoli je bilo v bolniSnici najpogoste-
je predpisovano zdravilo flukonazol, kate-
rega poraba je bila 0,5 DID (13). Slika 1 pri-
kazuje strukturo predpisanih protiglivnih
zdravil skupine JO1 v bolniSnicah v Sloveni-
jileta 2016. Stro8ki za sistemska protigliv-
na zdravila v bolniSnicah so znaSali malo

vec kot Sest milijonov evrov, za protibak-
terijska zdravila pa malo vec kot osem mi-
lijonov evrov (13).

Evropski center za nadzor in prepreceva-
nje bolezni (European Centre for Diseases
Prevention and Control, ECDC) zbira po-
datke o bolnidni¢ni in zunajbolniSni¢ni
rabi sistemskih protiglivnih zdravil (12). Po-
raba protiglivnih zdravil za sistemsko rabo
v evropskih drZavah, ki poro¢ajo v sistem
zbiranja podatkov ECDC, za leto 2016 je pri-
kazana na sliki 2, samo bolni$ni¢na raba pa
na sliki 3.

ZAKLJUCEK

Kljub pove€anju Stevila protiglivnih zdra-
vil za sistemsko rabo v zadnjem casu ostaja-
jo glivne okuZbe teZko obvladljive. Njihovo
zdravljenje je povezano z velikimi stroski,
zato je nujna posebna skrb pri njihovem pred-
pisovanju. V Sloveniji je predpisovanje zmer-
no, ni pa znana kakovost predpisovanja.
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Slika 1. Poraba protiglivnih zdravil za sistemsko rabo v Sloveniji v definiranih dnevnih odmerkih na 1.000 pre-
bivalcev na dan leta 2016 (73). DID - definiran dnevni odmerek na 1.000 prebivalcev na dan (angl. defined daily

dose per 1,000 inhibitants per day).
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Slika 2. Poraba protiglivnih zdravil za sistemsko rabo v bolnisnicah in zunaj bolnisnic v letu 2016 v definira-
nih dnevnih odmerkih na 1.000 prebivalcev na dan (72). DID - definiran dnevni odmerek na 1.000 prebivalcev
na dan (angl. defined daily dose per 1,000 inhibitants per day).
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Slika 3. Poraba protiglivnih zdravil za sistemsko rabo v bolnisnicah leta 2016 v definiranih dnevnih odmerkih
na1.000 prebivalcev na dan (12). DID - definiran dnevni odmerek na 1.000 prebivalcev na dan (angl. defined
daily dose per 1,000 inhibitants per day).
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Rok Tomazin'

Smiselnost in problem standardizacije
mikoloSkega nadzora zraka bolnisniénega
okolja

Rationality and the Standardization Problem of Mycological

Surveillance of the Air of Hospital Environment

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: plesni, sedimentacijska metoda, volumetriéne metode, z zdravstvom povezane okuzbe

Stevilne okuZbe se prenasajo preko zraka, zato predstavlja njihovo omejevanje poseben
izziv. Med take okuZbe spadajo tudi razli¢ne invazivne mikoze, ki jih povzrocajo plesni.
Obicajna pot okuZbe je vdihavanje konidijev, v bolniSni¢nem okolju pa do okuZzb lahko
pride tudi preko usedanja konidijev v anatomsko sicer sterilna mesta med operativnimi
in drugimi invazivnimi posegi. Poznavanje koncentracije plesni v zraku zato lahko vodi
do ukrepov, ki bolnika zas¢itijo pred glivno okuZbo. Strokovna in znanstvena literatura
na to tematiko podaja neenotne in v€asih dvoumne informacije, kar se kaZe v odsotno-
sti enotnih mednarodnih priporo¢il ali smernic, ki bi predpisovale metodologijo vzorcenja
zraka in interpretacijo pridobljenih rezultatov. Kirurski oddelki in enote intenzivne terapije
ter mikolo8ki laboratoriji so tako prepuS€eni sami sebi, kar vodi v precejsnje razlike v iz-
vajanju mikoloSkega nadzora bolni$ni¢nega okolja.

ABSTRACT

KEY WORDS: filamentous fungi, settle plate method, active sampling methods, healthcare-associated

infections

Many infectious diseases are airborne, which is why their control is particularly chal-
lenging. These infections include various invasive mycoses caused by molds. The usual
pathway of infection is inhalation of conidia. In a hospital environment, it can also oc-
cur through sedimentation of conidia in the anatomically otherwise sterile sites during
surgical and other invasive procedures. Knowing the concentration of molds in the air
can thus lead to measures that protect the patient against fungal infections. Literature
on this subject provides inadequate and sometimes ambiguous information as eviden-
ced in the absence of any international recommendations or guidelines that would de-
fine the methodology of air sampling and the interpretation of the obtained results. Surgical,
intensive care units, and medical mycology laboratories are thus left to themselves, which
leads to significant differences in the implementation of mycological surveillance in hos-
pital environments.

" Asist. Rok Tomazin, univ. dipl. mikrobiol., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza
v Ljubljani, Zaloska 4, 1000 Ljubljana; rok.tomazin@mf.uni-lj.si
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BOLNISNICNE OKUZBE,

POVEZANE S PLESNIMI

Glivne okuZbe, povezane z zdravstvom, se
pojavljajo v okviru kontaminiranih infuzij-
skih pripravkov, posegov v primarno steril-
na anatomska mesta, prenosov preko rok
zdravstvenih delavcev, bioloSkih snovi in
zraka (1-3). Bolni$ni¢ne invazivne mikoze
predstavljajo problem predvsem v slabo za-
snovanih zdravstvenih ustanovah (1). Naj-
vec opisanih primerov se nanaSa na okuzbe
z vrstami iz rodov Aspergillus in Mucorales,
ki so tudi sicer najpomembnejsi in najpo-
gostejsi povzrocitelji invazivnih mikoz med
plesnimi (1, 4, 5). BolniSni¢no pogojene
aspergiloze in mukormikoze beleZimo pred-
vsem v enotah intenzivne terapije, neona-
tologije, hematologije in enotah za presa-
ditve (4, 5). V teh enotah se namrec nahajajo
bolniki, ki imajo zaradi poSkodovanih ana-
tomskih pregrad oz. stanj imunske po-
manjkljivosti najvecje tveganje za razvoj in-
vazivnih okuZb. Vzrok okuZb sta obicajno
vdihavanje konidijev oz. sporangiospor in
usedanje teh na izpostavljena, primarno ste-
rilna anatomska mesta (4-6). Bolni$ni¢ne
glivne okuZbe spodnjih dihal, ki se lahko
preko krvi razSirijo v razlicne organe in pov-
zrocijo sistemske okuZbe, povezane z viso-
ko smrtnostjo, so skupna tocka vecine opor-
tunisti¢no patogenih plesni in se pojavljajo
predvsem pri imunsko oslabelih bolnikih,
zdravljenih v bolni$nicah (4, 5). V bolnis-
nic¢nem okolju so pomembne Se poopera-
tivne okuZbe ran in primarne okuZbe koZe
kot posledica usedanja konidijev ali sporan-
giospor v kirur8ko rano ali na poSkodovano
koZo (4, 5). Med bolniSni¢nimi mukormiko-
zami je pogostejSa Se gastrointestinalna ob-
lika, ki se pojavi predvsem pri prezgodaj ro-
jenih dojenckih in osebah po opravljenih
kirur8kih posegih v trebusni votlini (4). Vir
okuZb so najveckrat gradbena in prenavljal-
na dela v bliZini enot z bolniki z visokim
tveganjem oz. v bliZini bolni8nic (5). Koni-
diji in sporangiospore se $irijo v prostore
preko neustreznega prezracevanja bolnis-

ni¢nih prostorov (odprta okna, dovod ne-
filtriranega zraka, neustrezno ocisc€eni fil-
tri ipd.) in preko kontaminiranih predme-
tov, kot so brizge, igle, gaze, elektronske
naprave v operacijski dvorani in Stevilne

druge (4, 5, 7).

AEROMIKOTA - GLIVNA
ZDRUZBA V ZRAKU
Vir bolni$ni¢nih mikoz je bolni3ni¢na aero-
mikota, zdruzba gliv, predvsem spor in ko-
nidijev, ki se nahajajo v zraku. Opravljenih
je bilo vec raziskav o pestrosti aeromikote
v razli¢nih zaprtih prostorih, tako v bol-
nidni¢nih kot v ostalih javnih in zasebnih
ustanovah (1, 8, 9). Omenjene raziskave so
med seboj zelo teZko primerljive zaradi upo-
rabe razli¢nih metod vzorcenja, geografske
lokacije, letnega ¢asa in Se nekaterih dru-
gih aerobioloSkih spremenljivk. Kljub temu
se v vseh kot najpogoste;jsi glivni rodovi
v zaprtih prostorih pojavljajo Cladosporium,
Penicillium in Aspergillus (1, 8, 9). Vsi trije
so medicinsko pomembni, ¢eprav so asper-
gili od vseh treh omenjenih edini prepoz-
nani kot povzrocitelji invazivnih okuZb.
Poleg Cladosporium spp., Penicillium spp. in
Aspergillus spp. pogosto najdemo v bolnis-
nicni aeromikoti e nekatere druge oportu-
nisti¢éno patogene plesni, kot so Rhizopus spp.,
Alternaria spp. in Trichoderma spp., ter ple-
sni, ki sproS¢ajo mikotoksine, kot sta Asper-
gillus versicolor in Stachybotrys chartarum (1).
Med pomembnejSe aerobioloSke para-
metre, ki vplivajo na okuZbe s plesnimi, so-
dijo velikost kuZnih delcev, temperatura
in relativna vlaZnost prostora ter ¢loveska
aktivnost v vzoréenem prostoru (7, 10). Se-
stava aeromikote notranjih prostorov je
poleg omenjenih parametrov odvisna tudi
od zunanje aeromikote, ki se razlikuje gle-
de na podnebne razmere, kot so padavine,
hitrost vetra in letni ¢as (11, 12). Glede na
samo velikost kuZnih delcev delimo okuZbe
na tiste, ki se $irijo preko kapljic (kaplji¢ni
prenos), in tiste, ki se Sirijo preko aeroso-
lov (aerogeni prenos). O kaplji¢nem preno-
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su govorimo v primeru delca, vecjega od
5pm, o aerogenem prenosu pa v primerih,
ko je delec manjsi od 5pm (7). Slednji na
racun svoje velikosti dlje ¢asa lebdijo v zra-
ku, se z zra¢nim tokom S§irijo in lahko pre-
hajajo v spodnja dihala (7, 13). Konidiji
vecine plesni so bistveno manjsi od 5pm
in ob ugodnih pogojih zlahka prepotujejo
daljSe razdalje po zraku (13). Konidiji vseh
vrst plesni izraZajo dolo¢eno stopnjo hidro-
fobnosti, ki vpliva na njihovo aerosolizacijo
in Sirjenje po okolici. Konidiji vrste Asper-
gillus fumigatus so bistveno bolj hidrofob-
ni od konidijev ostalih vrst in posledi¢no
uspeSnejsi pri Sirjenju v okolico Ze pri
manjSih premikih zraka (13). Majhna veli-
kost (2-3um v premeru), sfericna oblika
in izrazita hidrofobnost povr$ine konidijev
A. fumigatus ter u€inkovito prilagajanje na
temperaturna nihanja, pomanjkanje hranil
in razli¢ne relativne vlaznosti so glavni raz-
log, da je A. fumigatus najpogostejSa in naj-
pomembnejSa oportunisticno patogena
plesen, ki jo najdemo v bolniSni¢nem oko-
lju (1,69 13).

VZORCENJE ZRAKA

Izmed vseh bolni$ni¢nih okuZb naj bi bila
ena petina povezana z aerogenim ali kap-
lji€nim prenosom, podobno velja za poope-
rativne okuZbe ran (7). Plesni zaradi vseob-
segajocCe prisotnosti, enostavne aerosoliza-
cije, sposobnosti dolgotrajnega lebdenja
in prehajanja v notranje prostore predstav-
ljajo posebno kategorijo bolnidni¢nih pato-
genov, ki jih je teZko nadzorovati. Iz napisa-
nega sklepamo, da je spremljanje »kuZnosti«
zraka za dolocene skupine bolnikov pomemb-
no in se ga lahko lotimo na vec¢ nacinov. Prvi
je ugotavljanje Stevila in velikosti aeroso-
liziranih delcev, kar je v skladu z dopustni-
mi mejami po farmacevtski razvrstitvi ¢is-
tih sob po standardu ISO 14644-1:2015. To
metodo odlikujeta visoka ponovljivost in
tocnost, toda rezultati niso usklajeni z mi-
krobnim bremenom, kar oteZuje ocenitev
tveganja za nastanek z zdravstvom poveza-

nih okuZb (14, 15). Drugi nacin je mikrobio-
loski nadzor Cistosti prostorov, pri katerem
z mikrobioloSkimi metodami pridemo do re-
zultatov, ki najbolj realno predstavijo mi-
krobno kontaminacijo in s tem tveganje za
bolnika.

Z vzor€enjem zraka poskuSamo poleg
neposrednega tveganja za bolnika posred-
no opredeliti Se ustreznost prezracevalnih
in filtracijskih sistemov (vzorcenje opera-
cijskih dvoran med mirovanjem) in ustrez-
nost oz. spoStovanje pravil obnaSanja in dela
v operacijski dvorani (vzorcenje aktivnih,
delujocih operacijskih dvoran) (14, 10).

MikrobioloSke metode vzorcenja zraka
delimo na dve skupini:

- pasivno vzorcenje, ki temelji na usedanju
mikrobov na trdna gojisc¢a, in

- aktivno vzorcenje, ki temelji na ¢rpanju
zraka na trdna ali tekoca gojisca oz. raz-
licne tekocine.

Obe metodi sta namenjeni odkrivanju ple-
sni in bakterij v zraku, razli¢ica aktivnega
vzorcenja pa omogoca Se odkrivanje viru-
sov. Prav izbira tipa vzor€enja je glavna
teZava standardizacije preiskave, saj sta si
metodi razli¢ni v skoraj vseh pogledih, od
enostavnosti izvedbe, preko obcutljivosti in
natancnosti, pa vse do nacina podajanja in
interpretacije rezultatov. Stevilna pripo-
rocila in standardi podajajo mejne vredno-
sti za dopustne koncentracije plesni v zraku,
vendar ne dajo jasnih informacij o nacinu
vzorcenja (16, 17).

Metodi veljata za precej enakovredni,
vendar moramo izbrati eno ali drugo, saj
kombiniranje metod lahko vodi v nejasno
podajanje in interpretacijo rezultatov (16).
Enakovrednost obeh metod se kaZe pred-
vsem pri vzorcenju prostorov, kjer pricaku-
jemo viSje mikrobno breme. Pri vzoréenju
ultracistih prostorov, kot so npr. operacij-
ske dvorane in bolniSke sobe z nadtlakom,
pa zaradi boljSe obcutljivosti prevladuje-
jo metode aktivnega vzorcenja (17, 18).
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PASIVNO VZORCENJE
Metode pasivnega vzorcenja zraka so se spr-
va uveljavile v proizvodnji zdravil in kasne-
je preSle Se v zdravstvene ustanove. Pasivno
vzorCenje vkljuCuje zgolj sedimentacijsko
metodo, pri kateri odprte agarske plosce za
nekaj ¢asa izpostavimo zraku v prostoru.
Po koncani izpostavitvi ploS¢e pokrijemo
in jih inkubiramo pri izbrani temperaturi,
obicajno 37 °C. Obstajajo Stevilne razlicice,
vendar je najbolj uveljavljena in dodelana
metoda 1/1/1 - agarske ploS¢e premera 9 cm
Za eno uro izpostavimo v prostoru en me-
ter od tal in en meter od sten ter vecjih ob-
jektov (19). Nacin vzorcenja je konstanten,
razlikuje se predvsem raba gojis¢a, ¢as in-
kubacije in interpretacija rezultatov. Upo-
rabljajo se Stevilna trdna gojisca, glede na
mikroorganizme, ki jih Zelimo dokazati
v zraku. Med mikoloSkimi gojiS¢i se najpo-
gosteje uporabljata agar s sladnim ekstrak-
tom in Sabouraudov agar (10, 17).
Sedimentacijska metoda temelji na use-
danju konidijev in sporangiospor na izpo-
stavljeno gojiSce, zato so rezultati izraZeni
s hitrostjo usedanja v kolonijskih enotah
(angl. colony forming unit, CFU) na kvadrat-
ni meter na uro (CFU/m%h). S sedimen-
tacijsko metodo tako ne dobimo podatka
o koli¢ini mikroorganizmov v doloceni
prostornini zraka. Hitrost usedanja bakte-
rij je bistveno vecja kot hitrost usedanja ple-
sni, saj so slednje prilagojene na lebdenje
in potovanje po zraku. Posledi¢no je tudi
obcutljivost sedimentacijske metode za de-
tekcijo bakterij bolj$a, vsaj v primeru vzor-
Cenja Cistih prostorov (7, 10, 13). Nekatera
priporocila tako odsvetujejo sedimentacij-
sko metodo za ugotavljanje koncentracije
plesni v zraku (20). Vecina priporocil in
smernic, ki urejajo mikrobiolo$ki nadzor
bolniSni¢nega okolja, predvsem v operacij-
skih dvoranah, podaja mejne vrednosti
v CFU na kubiéni meter (CFU/m3), ki so pri-
dobljene z metodami aktivnega vzorcenja
(16, 17, 19). Standardizaciji interpretacije
rezultatov so se najbolj priblizali v Svici

s postavitvijo mejnih vrednosti za operacij-
ske dvorane s turbulentnim zra¢nim tokom,
in sicer do 786,4 CFU/m?/h (bakterije sku-
paj s plesnimi) za mirujoce dvorane ter do
3.932,1 CFU/m?h (bakterije skupaj s plesni-
mi) za aktivne dvorane (17).

Pozitivne lastnosti sedimentacijske me-
tode so enostavnost izvedbe, da metoda ne
moti naravnega toka zraka, in rezultati, ki so
v skladu z dejanskim tveganjem (na agar-
skih ploS¢ah dobimo mikroorganizme, ki
z usedanjem v anatomsko sterilne predele
dejansko lahko povzrocijo okuZbe). Med
slabosti Stejemo slabSo obcutljivost v ul-
tracistih prostorih in pomanjkanje mejnih
vrednosti v mednarodnih smernicah (19).

AKTIVNO VZORCENJE

Aktivno vzorcenje zraka izvajamo z volu-
metri¢nimi metodami, pri katerih doloceno
prostornino zraka precrpamo na trdna ali
tekoca gojisca. Volumetri¢ne metode so se
v ultracistih prostorih izkazale za ob¢utlji-
vejSe od sedimentacijske metode, saj zaja-
mejo tudi mikroorganizme, ki se usedajo
pocasneje (17, 18).

V grobem lo¢imo impaktorsko in impin-
gersko vzorcenje - pri prvem gre za ¢rpa-
nje zraka neposredno na agarske plo3ce, pri
drugem pa v tekocino, ki jo lahko porabi-
mo bodisi za inokulacijo agarskih ploS¢ bo-
disi za molekularno-bioloSke preiskave.
Tako pri impaktorskem kot tudi impinger-
skem vzoréenju poznamo vec tipov vzorce-
valnikov, ki se med drugim razlikujejo po
mozZnostih hitrosti ¢rpanja zraka, prostor-
nini zajetega zraka in Stevilu nosilcev agar-
skih plo$¢. Pred izvedbo preiskave se
moramo zavedati, da je zrak zelo komplek-
sen vzorec z mikrobiolo8ko sestavo, ki je od-
visna od Stevilnih dejavnikov, to pa je
povezano z majhno ponovljivostjo. Kljuéni
pomen za podajanje in interpretacijo rezul-
tatov ima torej prostornina zajetega zraka,
ki je odvisna predvsem od stopnje Cistosti
vzorcenega prostora. Vecjo zastopanost
vzorca doseZemo z vecjo prostornino, zato
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se teZi k vzor€enju ¢im vecjih prostornin.
V literaturi se pojavljajo razli¢ne prostor-
nine za isti tip prostora, kar ovira pripravo
enotnih smernic. Za operacijske dvorane se
na primer priporo¢a odvzem od 0,25-2 m®
zraka (14, 16, 17). Omejitve v prostornini po-
stavljajo tudi metode same. Z impaktorski-
mi vzorcevalniki, ki se uporabljajo rutinsko,
ne moremo zajeti ve¢ kot 1 m3 zraka, saj se
sicer gojiS¢a prevec izsuSijo. Z impinger-
skimi vzorcevalniki te teZave nimamo, saj
teoreti¢no lahko vzor¢imo tudi ve¢ kot
10 m>. TeZava impingerskih vzoréevalnikov
je v tem, da so za rutinsko delo nepraktic¢ni,
zahtevnejsi za pripravo, po vzorcenju pa tudi
obdelava vzorcev od laboratorija zahteva
kompleksnejSo obravnavo (lastne izkuS$nje).
Glavni adut volumetri¢nih metod so vi-
soka obcutljivost, omembe v nacionalnih
smernicah in postavljene mejne vrednosti
v CFU/m?3 za razli¢ne tipe prostorov, pred-
vsem operacijskih dvoran (14, 16, 17). Mej-
ne vrednosti se v glavnem razlikujejo glede
na tip prezracevanja operacijskih dvoran in
aktivnosti v dvorani med vzorcenjem (dvo-
rane v mirovanju in aktivne dvorane) (8,
16, 17). Mejne vrednosti so oblikovane e
glede na izolate - za bakterije, plesni in obe
skupini mikrobov skupaj. Prepoznali so
tudi indikatorske mikroorganizme, ki mo-
rajo biti odsotni, taki so med plesnimi na
primer vrste iz rodu Aspergillus, predvsem
A. fumigatus, in vrste iz reda Mucorales, ki
za bolnike predstavljajo najvecje tveganje
(16). Enotnih mejnih vrednosti ni in se od
priporocila do priporo¢ila razlikujejo.
Nasprotniki volumetri¢nih metod vidi-
jo glavno pomanjkljivost v vrtincenju zraka
med vzorcenjem, ker se s tem zmoti narav-
ni tok zraka. Posledi¢no naj bi dobili po-
paceno informacijo ocene tveganja, saj tako
v oceni upoStevamo tudi mikroorganizme,
ki v zraku zaradi teZjega usedanja ne pred-
stavljajo neposredne groZnje bolniku (19).

POGOSTOST VZORCENJA

Mednarodnih smernic in priporocil, ki bi

predpisovala pogostost vzorcenja zraka na

posameznih oddelkih, ni. Poleg strokovne

in znanstvene literature obstajajo na to temo

podrocna in drZavna priporocila (14, 10).

Vzorcenje zraka se tako priporoca (16):

- rutinsko enkrat na Sest mesecev,

+ po obnovitvenih, adaptacijskih in ostalih
gradbenih delih,

- po spremembah protokolov ¢iS€enja in
razkuZevanja prezracevalnih sistemov,

+ po dalj$i neuporabi prostorov in

+ kadar so preseZene mejne vrednosti.

ZAKLJUCEK

Plesni so pomembni povzrocitelji z zdrav-
stvom povezanih okuZb, predvsem v popu-
laciji imunsko oslabelih bolnikov. Z vzoréen-
jem zraka lahko prepoznamo tveganje
za razvoj invazivne glivne okuZbe, zato se
vzorlenje priporoca v enotah intenzivne
terapije, operacijskih dvoranah ter na hema-
tolo8kih, transplantacijskih in neonatalnih
oddelkih. Enotnih mednarodnih smernic in
priporocil, ki bi urejala podrocje miko-
loSkega nadzora bolni3ni¢nega okolja, ni,
obstajajo drZavne smernice ter strokovna
in znanstvena literatura, ki v veliki meri
obravnava le okoli$¢ine v operacijskih dvo-
ranah in delno v bolniskih sobah z nadtla-
kom. Ve¢ina omenjene literature priporoca
za vzorcenje zraka v Cistih prostorih volu-
metri¢ne metode, ki jih odlikuje visoka
obcutljivost. V prostorih, kjer je tveganje za
glivne okuZbe manjS$e in pri¢akujemo vecje
mikrobno breme, so volumetri¢ne metode
naceloma enakovredne sedimentacijski me-
todi. Upamo, da bo v prihodnosti vzoréenje
zraka standardizirano do te mere, da bo
vklju€eno v mednarodne smernice in bomo
z njim uspeli prepreciti ¢im ve¢ z zdrav-
stvom povezanih glivnih okuZb.
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Analiza glivne zdruzbe s pristopi
sekvenciranja naslednje generacije

Analysis of Fungal Microbiota with Next Generation Sequencing

Approach

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: sekvenciranje naslednje generacije, mikrobiota, glivna zdruzba, kronitne vnetne

crevesne bolezni

Sekvenciranje naslednje generacije omogoca natancnejSo in hitrejSo analizo kompleksnih
mikrobnih zdruZb v primerjavi s klasi¢nimi gojitvenimi metodami. Ceprav vecina raziskav
ostaja osredotocenih na bakterijsko zdruZzbo, vse ve€ novej$ih raziskav vkljucuje tudi anali-
zo arhejske zdruZbe, virusne zdruZbe (viriom) ali glivne zdruZbe (mikobiom). Glivne zdruZbe
so manj Steviléne in manj raznolike kot bakterijske, poleg tega je razlikovanje med ko-
menzali in prehodno kolonizacijo pri njih teZavno. V manjSem obsegu so bile glivne zdruZzbe
opisane v spodnjih dihalih, na koZi, v se€ilih in spolovilih ter v najve¢ji meri v prebavilih.
V glivni zdruZzbi ¢loveka prevladujejo rodovi Aspergillus ter Cladosporium v dihalih, Ma-
lassezia na koZi, Candida in Pichia kudriavzevii v noZnici ter Candida, Malassezia, Clados-
porium, Saccharomyces in kvasovke iz druZine Dipodascaceae v prebavilih. Pomen glivne
zdruZbe za zdravljenje razli¢nih bolezni, njena presnovna aktivnost ter interakcije z go-
stiteljem in ostalimi predstavniki mikrobiote ostajajo izziv za prihodnje raziskave in pred-
stavljajo potencial za nove diagnosti¢ne oznacevalce.

ABSTRACT

KEY WORDS: next generation sequencing, microbiota, mycobiota, inflammatory bowel diseases

Next generation sequencing allows a quicker and more accurate analysis of complex mi-
crobial communities. While the vast majority of research is still focused on bacterial mi-
crobiota, recent studies became more inclined to also investigate archaea, viruses (viriome),
and fungi (mycobiome). Mycobiome has been studied to a smaller extent for the lower
respiratory tract, skin, genitourinary tract, and more thoroughly in the gastrointestinal
tract. In comparison to bacteria, fungal community exhibits lower richness and diver-
sity. Additionally, it proved challenging to distinguish between commensals and tran-
sient colonizations. Studies on human mycobiota report the prevalence of Aspergillus and
Cladosporium in the lower respiratory tract, Malassezia on the skin, Candida and Pichia
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kudriavzevii in the genitourinary tract, and Candida, Malassezia, Cladosporium, Saccharomy-
ces and yeast from the Dipodascaceae family in the gastrointestinal tract. Further inve-
stigation of the role of fungi in health and disease, metabolic activity and interactions
with host and other microbiota residents presents a challenge for future research and

a potential for new diagnostic markers.

ANALIZA MIKROBNIH ZDRUZB

S PRISTOPI SEKVENCIRANJA
NASLEDNJE GENERACIJE

Ker Stevilnih mikroorganizmov Se vedno ni
mozZno gojiti, je od prve tehnologije sekven-
ciranja po Sangerjevi metodi razvoj v smeri
analize taksonomske sestave ter presnov-
nega potenciala mikroorganizmov potekal
s pomocjo analize celokupne DNA mikrob-
ne zdruZbe. Sangerjeva metoda sicer omo-
goca branje relativno dolgih odc¢itkov DNA
(1.000-1.500 baznih parov) in ostaja zlati
standard glede natanc¢nosti, vendar je pri-
merna zgolj za prepoznavo Cistih izolatov
ali posameznih genov (1).

Pred pribliZno desetimi leti se je s po-
javom tehnologije sekvenciranja naslednje
generacije (angl. next generation sequencing,
NGS) zgodil velik napredek na podrocju ra-
ziskovanja mikrobnih zdruzb (2). Razli¢ni
neodvisno razviti pristopi, med katerimi sta
trenutno najbolj uporabljena sekvenciranje
z ligacijo (Illumina) ter sekvenciranje z upo-
rabo polprevodnika (Ion Torrent, Thermo
Fisher Scientific), so omejeni na branje kraj-
§ih od¢itkov DNA (150-500 baznih parov)
in pri branju v primerjavi z metodo Sanger
vna$ajo vecjo napako (okvirno 1 %). Pred-
nost omenjenih metod pa je, da omogocajo
analizo meS$anih zdruZb, zato je celokupni
izkupicek pridobljene informacije glede na
Casovni in denarni vloZek neprimerno vedji
v primerjavi s predhodnimi metodami (1).

Tehnologija NGS v osnovi omogoca dva
razli¢na pristopa. Prvi vkljucuje pomnoZeva-
nje izbrane regije, navadno oznacevalskega
gena, npr. gena za 16S rRNA pri bakterijah
ter arhejah ali medgenske regije (angl. in-
ternal transcribed spacer, ITS) pri glivah. Pri

analizi zaporedja (praviloma glede na 97 %
podobnost) razvrstimo v skupine, ki jih
imenujemo operacijske taksonomske eno-
te (angl. operational taxonomic unit, OTU).
Vsaki OTU se nato glede na podobnost z re-
feren¢no bazo dodeli taksonomska pripad-
nost. Zaradi kratke dolZine zaporedja ter
mozZnih napak pri od¢itavanju baz je pripo-
rocena razporeditev le do taksonomskega
nivoja rodu, medtem ko je dolo¢anje do vr-
ste zahtevnejSe ali v dolocenih primerih po-
polnoma odsvetovano. V primeru analize
glivne zdruZbe je sicer podrocje ITS dovolj
raznoliko za loCevanje med vrstami, vendar
teZavo predstavljajo Se pomanjkljive ter sla-
bo urejene referen¢ne baze. Med slednjimi
je trenutno najpogosteje uporabljena upo-
rabniku prijazna nordijska ektomikorit-
ska podatkovna baza za dolo¢anje medgen-
ske regije (angl. user-friendly nordic internal
transcribed spacer ectomycorrhiza database,
UNITE) (3).

Drugi pristop tehnologije NGS vkljucuje
branje celokupne DNA iz izbranega vzorca.
Uporablja se pri sekvenciranju celotnega ge-
noma ter za analizo taksonomske sestave
ter celokupnega presnovnega potenciala
v primeru meS$anih zdruZb, pri ¢emer lahko
hkrati zaznamo vse prisotne organizme
ter viruse (4). Izbor ustreznega pristopa teh-
nologije NGS je tako odvisen od razisko-
valnega vpraSanja ter denarnega dometa
raziskave.

Trenutno se na trZis¢u uveljavljajo prve
oblike tretje generacije sekvenciranja, ki
omogocajo branje izredno dolgih od¢itkov
(PacBio, MinION - Oxford Nanopore), naj-
daljsi trenutno porocani tudi do 50.000 baz-
nih parov. Omenjena tehnologija zaradi
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relativno nizke natanc¢nosti branja ter ne-
zanesljivosti trenutno $e ni primerna za ru-
tinsko uporabo (5).

GLIVNA ZDRUZBA PRI CLOVEKU
Ceprav v Elovekovi mikrobioti prevladujejo
bakterije, najdemo na razli¢nih anatomskih
predelih tudi glive. Raziskave, ki opisuje-
jo glive v zdravi populaciji ter pri razli¢nih
bolezenskih stanjih, so v primerjavi z razi-
skavami o bakterijah manj Steviléne, posle-
di¢no je tudi razumevanje glivne zdruZbe
temu primerno Se precej omejeno (6). Gliv-
ne zdruZbe so bile v manjSem obsegu opi-
sane v spodnjih dihalih, na koZi, v secilih
in spolovilih ter v najvecji meri v prebavi-
lih (7-11).

V preteklosti je vladalo prepricanje, da
je spodnja dihalna pot sterilna, vendar so
s tehnologijo NGS pokazali prisotnost pe-
stre glivne zdruZbe. Pri zdravi populaciji gre
navadno za vdihane okoljske glive iz rodov
Aspergillus ter Cladosporium, ki pa so pri-
sotne v nizkem S$tevilu in se ob pravilnem
delovanju imunskega sistema hitro odstra-
nijo (7). Pri otrocih je koZna mikobiota pe-
stra in vkljucuje glive iz rodov Malassezia,
Aspergillus, Epicoccum in Phoma, pri odra-
slih pa zaradi fiziolo8kih sprememb izrazi-
to prevladuje gliva Malassezia spp. (8, 9). Ta
je povezana s pozitivnimi ucinki, in sicer
s tvorbo ligandov za aril-hidrokarbonske re-
ceptorje, ki pozitivno u¢inkujejo na zdrav-
je epitelija ter na ta nacin posredno $citijo
pred UV-sevanjem (10). Raziskave s podrocja
secil in spolovil so v povezavi z glivami tre-
nutno maloStevilne. Drell in sodelavci so
preucevali bris noZnice ter pokazali prisot-
nost glive Candida albicans (34,1 %), Pichia
kudriavzevii (2,3 %) ter Candida parapsilosis
(0,3%) (11).

CREVESNA MIKROBIOTA

IN GLIVE

Crevesna mikrobiota je obseZna zdruzba mi-
kroorganizmov, katerih Stevil¢nost ter se-
stava se vzdolZ prebavil spreminjata. Igra

pomembno vlogo pri razgrajevanju razno-
vrstnih substratov, izgradnji bioaktivnih
snovi, obrambi pred patogenimi organizmi
ter ohranjanju pravilnega delovanja imun-
skega sistema in drugih organskih sistemov.
Bakterije so kot najStevil¢nejSi predstav-
nik do sedaj najbolje preucen del crevesne
mikrobiote (12, 13). Vse ve€ pozornosti se
namenja tudi ostalim predstavnikom, pred-
vsem arhejam, virusom ter glivam (14-17).

Glive so drugo najStevil¢nejSe kralje-
stvo v €revesni mikrobioti, pri ¢emer se kon-
centracija celic med posamezniki izrazito
razlikuje, in sicer 0-10° CFU/g blata (bak-
terijskih kolonijskih enot, angl. colony-for-
ming units, CFU) (18). Do sedaj je bilo v pre-
bavilih opisanih Ze preko 200 glivnih rodov,
vendar se vecina opisanih vrst pojavi v samo
enem ali nekaj vzorcih na raziskavo (19, 20).
To je povezano s hrano kot pomembnim vi-
rom gliv v prebavilih, zato je sestava glivne
zdruZzbe v veliki meri odvisna od kratko-
rocne diete in je loCevanje med pravimi
komenzali ter prehodnimi kolonizatorji
izredno teZavno. Merilo, ki ga v raziskavah
najveckrat uporabljajo za dolocitev komen-
zalnih gliv, je njihova sposobnost rasti pri
37 °C. Glede na to merilo v ¢revesni mikro-
bioti najpogosteje zaznamo glive iz rodov
Candida, Malassezia, Cladosporium ter kva-
sovke iz druZine Dipodascaceae (19). Kvasov-
ka Saccharomyces cerevisiae je sicer v miko-
bioti redno med najpogosteje zastopanimi
glivami, vendar se dokazano ne ohra-
ni v prebavilih in je posledi¢no ne uvr§¢amo
med komenzale (21). Ker pa je zaradi vno-
sa s hrano redno prisotna v visokem Stevi-
lu, sklepamo, da aktivno vpliva na €revesno
okolje. Glivna zdruZba v svetlini prebavil se
v primerjavi z bakterijsko bolj spreminja
v ¢asu, medtem ko so Luan in sodelavci
pokazali, da je glivna zdruZba na sluznici bolj
stabilna in se manj spreminja v ¢asu (22).

Glive izkazujejo mnoge interakcije z bak-
terijsko zdruZbo, pri ¢emer je bilo pokazano,
da uravnavanje ene (glivne ali bakterijske)
zdruZbe s probiotiki ali protimikrobnimi
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zdravili vodi v znacilne spremembe v sesta-
vi druge zdruZbe (23-25). Prav tako so gli-
ve povezane z delovanjem imunskega siste-
ma, kar je podrobneje opisano v preglednem
¢lanku Wheelerja in sodelavcev (20).

CREVESNA MIKROBIOTA

V POVEZAVI Z BOLEZNIMI
PREBAVIL

Spremembe v glivni zdruZzbi so bile opisane
v povezavi z razli¢nimi boleznimi, kot so
kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen (KVCB),
Crohnova bolezen, sindrom razdraZljive-
ga Crevesja, pepti€na razjeda, z antibiotiki
povezana driska ter hepatitis B (27-32).
Najvecje tveganje za razvoj glivnih okuzb
predstavljajo imunsko oslabeli posamezni-
ki. Spremembe v glivni zdruZbi so najbo-
lje raziskane pri obolelih za hepatitisom B
ter pri bolnikih s KVCB.

Sokol in sodelavci so pokazali znacilne
razlike v glivni zdruZbi med bolniki s KVCB
ter zdravimi prostovoljci. Pri vseh bolnikih
s KVCB je bila povisana zastopanost C. albi-
cans ter zniZana zastopanost S. cerevisiae, pri
bolnikih s Crohnovo boleznijo pa so do-
datno pokazali Se poviSano razmerje Basi-
diomycota/Ascomycota ter povecano glivno
raznolikost (27). O primerljivih izsled-
kih po analizi s sluznico povezane glivne
zdruZbe porocajo tudi Liguori in sodelav-
ci (28). Ugotovili so povecano zastopanost
rodu Candida ter na splo$no vi$je glivno
breme pri bolnikih s Crohnovo boleznijo
v primerjavi s kontrolno skupino zdravih
prostovoljcev.

Chen in sodelavci so v raziskavi z bol-
niki s hepatitisom B z gojitvenimi ter mo-
lekularnimi metodami pokazali, da se
bogatost glivne zdruZbe viSa s stopnjo bo-
lezni. NajniZja je pri zdravih prostovoljcih,
sledijo asimptomatski nosilci virusa, naj-
vi§jo pestrost pa imajo bolniki s kroni¢nim
hepatitisom B ter s hepatitisom B poveza-
no cirozo (32).

PREGLED NASIH RAZISKAV
CREVESNE GLIVNE ZDRUZBE
Analize glivne zdruZbe so vkljucene v raz-
li¢ne raziskave, ki potekajo v okviru naSega
raziskovalnega programa Crevesna mikro-
biota - vloga v zdravju in pri boleznih. Za
analizo uporabljamo sekvenciranje medgen-
ske regije ITS2 s sistemom MiSeq (Illumi-
na) na osnovi tehnologije NGS. V nadalje-
vanju podajamo kratek povzetek rezultatov
dveh raziskayv, in sicer raziskave na skupi-
ni zdravih prostovoljcev ter raziskave na
skupini bolnikov, zdravljenih na Oddelku za
gastroenterologijo Univerzitetnega kli-
nicnega centra Maribor.

V raziskavo na zdravih prostovoljcih je
bilo vklju€enih 186 zdravih posameznikov
iz Maribora in SirSe okolice. Sodelujoci so
oddali vzorec blata in izpolnili vpraSalnik,
ki je vkljuceval splo$ne podatke (spol, sta-
rost, teZa, viSina ter kraj stalnega bivalisca)
ter vpraSanja glede dejavnikov, ki mogoce
vplivajo na sestavo Crevesne mikrobiote
(prehranske navade, alergije na hrano, tele-
sna aktivnost, kajenje, uZivanje antibiotikov,
probiotikov in prebiotikov, operacija slepe-
ga Crevesa ali Zol¢nih kamnov, bolni$ni¢no
zdravljenje v preteklih treh mesecih, prete-
kla okuzba z bakterijo Clostridium difficile,
kroni¢ne ¢revesne bolezni, hitrost preba-
ve ter stopnja stresa v zadnjem obdobju).
Ugotovili smo, da v glivni zdruzbi izrazito
prevladuje deblo Ascomycota (slika 1A), pri
Cemer sta najviSje zastopani glivi S. cerevi-
siae (zaznana v 99 % vzorcev) ter C. albicans
(zaznana v 62 % vzorcev). Skupaj smo do-
kazali prisotnost 257 OTU, ki so se uvrstile
v 195 razli¢nih rodov, pri ¢emer so se Ste-
vilne OTU pojavile samo pri enem ali ne-
kaj prostovoljcih, kar se ujema s preteklimi
raziskavami na tem podrocju (19). Na vzo-
rec smo v povprecju dokazali 7,5 glivnih
OTTU, kar je veliko manj v primerjavi s pov-
precno 121,2 bakterijskimi OTU v isti ko-
horti. S statisti¢cno metodo permutacijske
analize variance smo preverili, v koliksni
meri lahko raznolikost v bakterijski ter glivni
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zdruZbi obrazloZimo s podatki, ki smo jih
pridobili z vpraSalnikom, pri tem pa smo
uporabili vrednost za stopnjo zaupanja
<0,05 (rezultati niso prikazani). Edina do-
kazana statisti¢no znacilna povezava je
bila med pestrostjo glivne zdruZbe in ¢asom,
ki ga zdravi prostovoljec nameni rekreaci-
ji ter Sportu (vec ¢asa kot ga zdravi prosto-
voljec nameni rekreaciji ter Sportu, vecja je
pestrost glivne zdruZbe). Nasprotno je de-
leZ kvasovke S. cerevisiae v zdruzbi pri pro-
stovoljcih, ki se ukvarjajo s Sportom, manjsi.

Zaradi visokega razmerja med prehod-
nimi glivami ter komenzali smo se kot Ze
druge raziskovalne skupine pred nami
srecali s teZavami pri iskanju povezav med
demografskimi ter okoljskimi dejavniki in
sestavo Crevesne glivne zdruZbe. Strati in
sodelavci so edini, ki so v raziskavi na zdra-
vi kohorti pokazali s starostjo ter spolom
povezane vzorce v glivni zdruzbi, medtem
ko smo mi tovrstne povezave zaznali samo
v bakterijski zdruZzbi (rezultati niso prika-
zani) (33).

V okviru raziskave smo v sodelovanju
z Oddelkom za gastroenterologijo Univer-
zitetnega klini¢nega centra Maribor prido-
bili 121 vzorcev bolniSni¢no zdravljenih
bolnikov, pri katerih smo bakterijsko ter

glivno zdruZzbo analizirali v povezavi s po-
stavljeno diagnozo ter primerjali z zgoraj
opisano skupino zdravih prostovoljcev. Po-
kazali smo, da je bakterijska zdruZba v pri-
merjavi z glivno zdruZbo boljsi napovednik
bolezenskega stanja (slika 1B in 1C), pri
Cemer vecinski del populacije bolniSni¢no
zdravljenih bolnikov kaZe ve¢jo raznolikost
ter zniZano pestrost in bogatost bakterijske
zdruZbe znotraj vsakega posameznika. Gliv-
na zdruZba je v primerjavi z zdravo popu-
lacijo in ostalimi bolni$ni¢no zdravljenimi
bolniki najbolj spremenjena pri bolnikih
s KVCB. Glede na informativnost pri napo-
vedovanju zdravstvenega stanja posamez-
nika so med glivami pomembne predvsem
C. albicans, S. cerevisiae ter neuvrscena gliva
iz rodu Dabaryomyces (rezultati niso prika-
zani).

ZAKLJUCKI

Znanje o glivni zdruZbi, Se posebej v pri-
merjavi z bakterijsko, je trenutno pomanj-
Kljivo. Stevilo raziskav, predvsem o povezavi
med vzorci v mikrobioti ter raznimi bole-
zenskimi stanji, se v zadnjem ¢asu povecuje.
S pristopi NGS lahko glivno zdruZbo analizi-
ramo na podoben nacin kot bakterijsko, le
da so referen¢ne baze za glivna podrocja ITS

A Ascomycota  Basidiomycota  Zygomycota

o
YR Hospitalizirani bolniki

+ Zdravi prostovolici

Relativna zastopanost

Slika 1. Primerjava glivne ter bakterijske zdruzbe med skupinama zdravih prostovoljcev (modra) ter bol-
nisni¢no zdravljenih bolnikov na Oddelku za gastroenterologijo v Univerzitetnem klinicnem centru Maribor
(rdeca). Relativne zastopanosti taksonomskega nivoja glivnih debel (A). Graficni prikaz na osnovi distanéne
matrike Bray-Curtis za glivno (B) ter bakterijsko mikrobno zdruzbo (C).
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v primerjavi z dostopnimi bazami za bak-
terijski gen za 16S rRNA Se nedodelane.
Glivna zdruZba je v primerjavi z bakterij-
sko manj pestra, zato je loCevanje med ko-
menzali ter prehodno kolonizacijo gliv, ki
so bile zauZite s hrano, teZavno. Ker pa so
tudi glivne zdruZbe presnovno visoko ak-
tivne in v gostitelju pogosto prisotne v ve-
likem Stevilu, lahko tudi te vplivajo na
presnovo in zdravje gostitelja.

Z naSimi raziskavami smo pokazali, da
je bakterijska zdruZba pestrejSa od glivne,
medtem ko v glivni zdruZzbi z izjemo naj-
viSje zastopanih rodov zaznamo predvsem
kontaminacije iz hrane, ki se med posamez-
niki zelo razlikujejo. Pri skupini zdravih pro-
stovoljcev smo prvi opazili, da so nekateri
vzorci v glivni zdruZbi odvisni od ¢asa, ki
ga prostovoljec posveti Sportu ter rekrea-

tivnim dejavnostim. V primeru bolnidni¢no
zdravljenih bolnikov pa so se najvecje spre-
membe v glivni zdruZbi pokazale pri obo-
lelih za kroniénimi ¢revesnimi boleznimi,
vendar je celokupno bakterijska zdruZzba ve-
liko bolje kot glivna odraZala bolezensko
stanje ter razlike med bolni$ni¢no zdrav-
ljenimi bolniki ter zdravo populacijo.

Z metodami, ki so trenutno na voljo
za raziskovanje kompleksnih mikrobnih
zdruZb, je razlikovanje med vzro¢nimi in po-
sledi¢nimi spremembami v mikrobioti pri
razli¢nih boleznih teZavno. Glede na ujema-
nja v Stevilnih raziskavah glivne zdruZzbe pri
boleznih prebavil, predvsem pri kroni¢nih
vnetnih ¢revesnih obolenjih, pa bi se lah-
ko v prihodnosti izkazale kot ucinkovit
diagnosti¢ni oznacevalec.
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Intestinal Mucormycosis - A Report of Two Cases

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: intestinalna mukormikoza, levkemija

Intestinalna mukormikoza je izredno redka izraZenost bolezni pri pediatri¢nih onkoloSkih
bolnikih. Diagnoza bolezni je zahtevna zaradi neznacilnih simptomov in znakov. Stanje
bolnika pogosto oteZuje invazivne diagnosti¢ne postopke. Zdravljenje mora biti ve¢mo-
dalno (ustrezno sistemsko protiglivno in kirursko zdravljenje). Na nadzor bolezni vpliva
tudi vrednost nevtrofilcev pri bolniku. Predstavili smo na$a bolnika, ki sta imela v os-
novi hematoloSko maligno bolezen (ponovitev akutne mieloblastne levkemije in akutne
limfoblastne levkemije visokega tveganja). Oba sta zbolela za intestinalno mukormiko-
z0, povzroceno z Rhizopus oryzae. Kljub ustreznemu zdravljenju obeh bolnikov je bil izid
razlicen.

ABSTRACT

KEY WORDS: intestinal mucormycosis, leukemia

Intestinal involvement is an extremely rare presentation of mucormycosis in children
with malignancy. Due to non-specific symptoms, establishing a diagnosis is very often
difficult. Invasive diagnostic procedures are similarly challenging. Early multimodal treat-
ment (appropriate systemic antifungal therapy and early surgery) are essential for success.
Rising neutrophils aid in disease control. We presented two patients with an underlying
hematological malignancy (relapse of acute myeloblastic leukemia and high risk acute
lymphoblastic leukemia). Both of them had intestinal mucormycosis caused by Rhizo-
pus oryzae. Despite the appropriate treatment of both patients, the outcome differed.
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Mukormikoze so agresivno potekajoce gliv-
ne okuZbe, povezane z visoko smrtnostjo,
ki jih povzrocajo plesni iz reda Mucorales.
Med skupinami gliv, ki povzroc¢ajo okuZbe
pri ljudeh, so po pogostosti na tretjem mestu,
za glivami iz rodov Candida in Aspergillus (1).
Plesni iz reda Mucorales so ubikvitarno pri-
sotne in zelo raz8irjene. RazmnoZujejo se hi-
tro in obilno s sporangiosporami. OkuZzbe
najpogosteje povzrocajo vrste iz rodov Rhi-
zopus, Mucor, Lichtheimia (predhodno znan
kot Absidia), Cunninghamella, Rhizomucor,
Apophysomyces in Saksenaea (2).

Dejavniki tveganja

Mukormikoze naceloma izkazujejo nizko
stopnjo virulence, zato se okuZbe pojavlja-
jo le pri imunsko oslabeli populaciji. Ceprav
je imunska pomanjkljivost dejavnik tvega-
nja za invazivno bolezen, je pojavnost mu-
kormikoz pri bolnikih z imunsko pomanj-
kljivostjo manjSa v primerjavi z invazivno
aspergilozo. Pomembni dejavniki tveganja
so hematoloSka maligna bolezen, presaditev
matic¢nih celic hematopoeze (MCH), presa-
ditev ¢vrstih organov in prisotnost bolezni
presadka proti gostitelju (3). Med dejavnike
tveganja sodi tudi sladkorna bolezen s po-
javnostjo mukormikoz pri 9-36% prime-
rov (4). Preobremenitev z Zelezom, zdravlje-
nje z deferoksaminom, intravenozno dajanje
zdravil in ledvi¢na odpoved so zlasti pri
otrocih manj pogosti, vendar dobro znani de-
javniki tveganja. S koZno mukormikozo so
Se posebej povezane opekline in travmatske
rane. NedonoS$enost je glavni dejavnik tve-
ganja za pojav gastrointestinalne in koZne
mukormikoze pri novorojenckih (3-5).

Klini€na slika

NajpogostejSe oblike bolezni so rino-orbi-
to-cerebralna, pljucna, koZna in gastrointe-
stinalna mukormikoza. Razsejano bolezen
ugotavljamo pri 32-38 % pediatri¢nih bol-
nikov in pri ve¢ kot polovici novorojenckov,
obolelih za mukormikozo (5, 6). Porazdeli-

tev pojavnosti doloCene oblike bolezni je od-
visna od osnovnega dejavnika tveganja za
pojav mukormikoze. Tako so rino-orbito-ce-
rebralno obliko bolezni s pricetkom v mak-
silarnem sinusu ugotavljali pri do 66 %
bolnikov s sladkorno boleznijo (7). OkuZba
se zac¢ne v nosni votlini in se z Zilno inva-
zijo §iri v orbito, obnosne votline, lobanjske
koti in moZgane. Bolezen se kaZe z vro-
¢inskim stanjem in napredujo¢im vnetjem
obnosnih votlin, glavobolom, izcedkom iz
nosu in bole¢inami. Slednje so lahko zelo
hude tudi zaradi ishemije tkiv ob glivni Zilni
invaziji. Prisotna je nekroza tkiva, ki se $iri
(v obliki ¢rne eshare) z zajetjem sluznice
nosu, neba, pripadajoce koZe obraza, orbit
in moZganov (3).

Plju¢na mukormikoza prizadene vecino-
ma hudo imunsko oslabele bolnike (bolnike
s hematoloSko maligno boleznijo, po pre-
saditvi MCH z boleznijo presadka proti
gostitelju ali brez nje). Zaradi Zilne invazije
lahko pride do tromboze, infarkta in nekro-
ze okuZenega tkiva. Klini¢no ugotavljamo
pri bolniku z vrocinskim stanjem bolecine
v prsnem koSu in hemoptize ob radiolosko
napredujoci pljucnici, pogosto s hemora-
gitnim plevralnim izlivom. Smrtnost ob
pljuéni mukormikozi je zelo visoka, do
80 % (3). Ce pride do razsejane oblike bolez-
ni, je smrtnost Se vecja, do 96 % (3, 7, 8).

KoZna mukormikoza, ki predstavlja do
19 % vseh mukormikoz oz. do 27 % mukor-
mikoz pri pediatri¢nih bolnikih, se klini¢no
kaZe z vnetnimi znaki okuZene koZe in pod-
koZja, ki napreduje do nekroze oz. eshare (9).
V neonatalnem obdobju pogosteje ugotav-
ljamo gastrointestinalno (54 %) in koZno
(36 %) obliko bolezni v primerjavi z ostalo
pediatri¢no populacijo. Gastroinestinalna
mukormikoza se kaZe pri novorojenckih kot
nekrozantni enterokolitis in ima visoko
smrtnost (78 %) (9).

PREDSTAVITEV PRIMEROV
Predstavljamo dva bolnika z gastrointesti-
nalno mukormikozo, ki se je pojavila v po-
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teku zdravljenja hematoloSke maligne bo-
lezni.

Prvi klini¢ni primer

Stirinajstletnega bolnika smo zdravili za-
radi akutne mieloicne levkemije, podtip M2
(AML-M2) po protokolu AML-BFM 98. Med
indukcijsko kemoterapijo smo pri bolniku
ugotovili pljuéno-Zilno invazivno aspergi-
lozo. Bolnik je imel sistemsko alergijsko
reakcijo tako na klasi¢no kot tudi na lipo-
somalno obliko amfotericina B (L-AmB),
zato smo ga zdravili z vorikonazolom, najprej
parenteralno, nato peroralno. Po zakljuc¢ku
SestmeseCnega intenzivnega zdravljenja je
nadaljeval z vzdrZevalno kemoterapijo.
Slednja naj bi trajala 12 mesecev. Po Ses-
tih mesecih vzdrZevalnega zdravljenja smo
pri bolniku ugotovili osamljeno ponovitev
AML v kostnem mozgu. Bolnik je prejel
nato prvi petdnevni blok za zdravljenje
ponovitve po shemi FLAG (protokol AML
BFM REZ), v sestavi: fludarabin, citarabin
v visokem odmerku intravensko in citara-
bin intratekalno. Po zakljuc¢ku slednjega je
pricel s prejemanjem rekombinantnega
rastnega dejavnika za granulocite (filgra-
stim dnevno, subkutano). Prejemal je tudi
zascito s trimetoprim-sulfometoksazolom
in flukonazolom peroralno. Dvanajsti dan
po zakljucku kemoterapije FLAG je bil spre-
jet v bolni8nico zaradi poviSane telesne tem-
perature ob teZki nevtropeniji (absolutno

Slika 1. UZ akutnega vnetja slepica.

Stevilo nevtrofilcev je bilo < 500/mm?) in bo-
leCin v desni polovici trebuha. TeZave naj
bi se pojavile nenadoma, dve uri pred spre-
jemom. Ob sprejemu so bili prisotni klini¢ni
znaki akutnega abdomna. UZ trebuha je po-
kazal znake akutnega vnetja slepica (slika 1).

Bolnika smo takoj priceli zdraviti s pa-
renteralnimi antibiotiki (ceftriakson, genta-
micin, metronidazol). Narejena je bila tudi
kirurSka odstranitev gangrenoznega slepica,
slepega Crevesa in konc¢nega dela ileuma.
Po odstranitvi je bila narejena ileocekalna
anastomoza. Bolnik je nadaljeval z antibio-
ti¢nim zdravljenjem. Hemokulture, odvzete
ob sprejemu in pred uvedbo antibioti¢nega
zdravljenja, so ostale negativne. Dva dni po
operaciji je priSlo do spontanega razprtja ki-
rurSke rane s hkratnim pojavom gangrenoz-
nih sprememb predela rane ter okolnega
tkiva (slika 2).

Iz brisov znotraj trebusne votline in ki-
rurske rane je bil osamljen Rhizopus oryzae.
Parenteralno smo uvedli vorikonazol. Cetr-
ti dan po prvi operaciji so se ponovno po-
javili klini€ni znaki akutnega abdomna.
Postavljen je bil sum na predrtje ¢revesja,
zato je bil bolnik ponovno operiran. Ugotov-
ljeno je bilo napredovanje gangrene ileu-
ma, narejena je bila dodatna odstranitev
Crevesja ter ileostoma. Isto¢asno smo ugo-
tavljali izboljSanje krvne slike s ponovnim
pojavom levkemicnih celic v periferni krvi.
Kljub omenjenim ukrepom se je bolnikovo

Slika 2. Gangrenozne spremembe predela kirurske
rane.
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stanje naglo slab$alo, napredovale so gan-
grenozne spremembe Crevesja in tudi tre-
busne stene. Prislo je do smrtnega izhoda.

PatohistoloSka preiskava odstranjene-
ga Crevesja je pokazala glivno invazijo tki-
va in Zilja (slika 3).

Drugi kliniéni primer

Pri enajstlemem bolniku smo diagnosticira-
li obi¢ajno (angl. common) B-celi¢no akutno
limfoblastno levkemijo (ALL) s transloka-
cijo t(9;22)(q34;q11) BCR/ABLI (Philadelp-
hia kromosom), kar je razvrstilo bolnika
v skupino visokega tveganja. Pregled moz-
gansko-hrbtenjacne tekocine ob diagnozi je
potrdil infiltracijo osrednjega Ziv¢nega si-
stema z limfoblasti. Bolnika smo zdravili po
ustreznem protokolu (ALL IC-BFM 2009)
po shemi za skupino visokega tveganja. Po-
leg kombiniranega zdravljenja s kemotera-
pijo je od 15. dneva zdravljenja dalje pre-
jemal imatinib mesilat (inhibitor tirozin
kinaze). Bolnika smo predcasno sprejeli
v bolnisnico v 18. dnevu indukcijskega
zdravljenja zaradi slabega pocutja, slabosti
in bolec€in v trebuhu. V laboratorijskih izvi-
dih smo ob pancitopeniji ugotavljali poviSa-
ne vrednosti bilirubina, zniZano vrednost se-
rumskega albumina, blago hiponatriemijo
in hipokaliemijo. Vnetni parametri so os-
tali nizki. Po odvzemu kuZnin smo priceli
z izkustvenim antibioti¢nim zdravljenjem
s kombinacijo piperacilin/tazobaktam

(PIP/TAZO) in z vankomicinom. Z UZ tre-
buha smo Ze ob sprejemu ugotovili nekaj
proste tekocine v trebuhu, jetra so bila
mejno povecana. Vidni so bili znaki paren-
himske okvare jeter, portalna vena je bila
prehodna. Prisotna je bila tudi difuzno
zadebeljena Crevesna stena v sklopu nev-
tropeni¢nega kolitisa. Hemokulture so bile
negativne. Bolecine v trebuhu so vztrajale
in se nekoliko stopnjevale. Bolnik je odva-
jal mehkej$e blato, prehodno tudi s primes-
jokrvi. Zaradi motenega strjevanja krvi po
kemoterapiji je prejel parenteralno vitamin
K, kasneje Se koncentrat fibrinogena. Zara-
di slike nevtropeni¢nega kolitisa je prehod-
no prejemal tudi vankomicin peroralno. Ob
prvem izboljSanju stanja smo se odlo¢ili za
nadaljevanje kemoterapevtskega zdravlje-
nja. Pregled kostnega mozga je pokazal za-
dovoljivo remisijo 33. dan indukcijskega ke-
moterapevtskega zdravljenja. Istega dne je
kontrolni UZ trebuha pokazal manj proste
tekocine kot ob predhodnih pregledih, vecja
jetra in Crevesne vijuge normalnega vide-
za. Zaradi vztrajanja vrocinskega stanja in
teZke nevtropenije smo PIP/TAZO izkus-
tveno zamenjali za meropenem. Slednjega
smo ukinili po 72 urah ob tem, ko so hemo-
kulture ostale negativne. Ezofagogastrosko-
pija je pokazala le erozije poziralnika. Bar-
vanje odvzetih vzorcev sluznice poZiralnika
na herpes virus in virus citomegalije je bilo
negativno. V 38. dnevu zdravljenja je prislo

Slika 3. Patohistolo3ka slika glivne invazije (Rhizopus oryzae) tkiva in Zil (A, B).
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do poslab$anja stanja bolnika z mocnejSimi
bole¢inami v trebuhu, s poslabSanjem vro-
¢inskega stanja in slab3im splo$nim pocut-
jem. Iz takrat odvzetih hemokultur smo osa-
mili Pseudomonas aeruginosa. Bolnika smo
zdravili s PIP/TAZO, z vankomicinom in
prehodno gentamicinom. Slika kolitisa se
je v Casu izzvenevanja nevtropenije poslab-
Sala, z znaki vnetja slepega €revesa in nato
pankolitisa. Zaradi bolecin v trebuhu smo
uvedli analgeti¢no meS$anico in ob poslab-
Sanju spremenili antibioti¢no zdravljenje
(prejemal je vankomicin, ceftazidim in me-
tronidazol). Ves ¢as zdravljenja je bolnik pre-
jemal parenteralno za$cito z mikafunginom.
Iz vzorca blata, odvzetega 44. dne zdravlje-
nja, smo osamili glivi Candida parapsilosis
in R. oryzae. Ob tem sta bili dve vrednosti
serumskega (1,3)-B-D glukana jasno pozi-
tivni (452,0pg/ml in 325pg/ml). Z UZ in
s CT smo potrdili absces v desnem spod-
njem delu trebuha in perkutano vstavili
dren v abscesno votlino. Po drenih je pricela
pritekati ¢revesna vsebina, iz tekocine abs-
cesa smo osamili P. aeruginosa in R. oryzae.
Priceli smo zdravljenje z L-AmB v odmer-
ku 5 mg/kg telesne teZe na dan. Z UZ smo
ugotavljali ponovno nabiranje tekocine ob
slepem Crevesu, zato smo se odlocili za ope-
rativni poseg. Opravljena je bila laparosko-
pija, ki so jo spremenili v medialno laparo-
tomijo, odstranili so slepo ¢revo, ki je bilo
na ve¢ mestih predrto, in sicer normalen sle-
pic ter vstavili dva drena. Iz vzorcev tkiva
iz trebusne votline so osamili P. aerugino-
sa in R. oryzae, s konice trebuSnega drena
pa le P aeruginosa. Bolnik je nadaljeval s pre-
jemanjem antibioti¢nega zdravljenja (gen-
tamicin in metronidazol) Se 14 dni po ope-
rativnem zdravljenju. Intenzivno zdravljenje
z L-AmB v omenjenem odmerku je trajalo
Sest tednov. Bolnik je nadaljeval tudi s pred-
videnim zdravljenjem s kemoterapijo. Ves
¢as je prejemal za$cito z L-AmB v odmer-
ku 3,5 mg/kg telesne teZe, tri dni v tednu.
Stiri mesece po opisanem dogodku smo bol-
nika zdravili z alogeno presaditvijo kostne-

ga mozga skladnega sorodnega dajalca. Bol-
nik je prejemal omenjeno zasc¢ito z L-AmB
tudi v €asu priprave na presaditev ter apla-
zije kostnega mozga, vse do ugnezditve pre-
sadka. Po ugnezditvi presadka je imel bol-
nik bolezen presadka proti gostitelju na
nivoju koZe (gradus II-III), ki se je dobro
odzvala na sistemsko zdravljenje s korti-
kosteroidi. Med zdravljenjem s kortikoste-
roidi je bil bolnik na Ze omenjeni protigliv-
ni za8¢iti. V veckrat ponovljenem vzorcenju
blata za preiskavo na mukormikozo sled-
nje v nadaljnjem poteku zdravljenja nismo
vec zaznali. Bolnik je v remisiji osnovne he-
matoloSke maligne bolezni.

RAZPRAVA IN ZAKLJUCEK
Intestinalna mukormikoza je redek zaplet
zdravljenja raka pri otrocih in mladostni-
kih. Ugotavljanje prizadetosti Crevesja in
povzrocitelja je zahtevno, Se posebej v luci
nevtropenije, povzrocene s kemoterapijo, in
vnetja slepega ¢revesa (10). Radhakrishnan
in sodelavci opisujejo 12 primerov pedia-
tri¢nih onkoloSkih bolnikov z intestinalno
mukormikozo (11). Pri pediatri¢ni popula-
ciji je najpogosteje prizadet Zelodec, sledita
mu debelo in tanko €revo (12). Pri pedia-
tricnih onkolo8kih bolnikih je bilo tanko
¢revo prizadeto z okuZbo v devetih od 12
primerov (11). Pri ve€ini bolnikov se inte-
stinalna mukormikoza kaZe z neznacilnimi
simptomi in znaki: poviSano telesno tem-
peraturo, bole¢inami v trebuhu in drisko.
Na izid zdravljenja vplivajo pravocasna,
zgodnja diagnoza, ustrezno sistemsko pro-
tiglivno zdravljenje in kirurSka odstranitev
nekroti¢nega tkiva. Kljub navedenim ukre-
pom ostaja smrtnost zaradi intestinalne mu-
kormikoze visoka, ve¢ kot 40 %. Pri bolnikih
s hematolo$ko maligno boleznijo in po pre-
saditvi MCH smrtnost dosega celo 65-90 %
(13, 14). V raziskavi Radhakrishnana in so-
delavcev je pri pediatri¢nih onkolo3kih bol-
nikih z intestinalno mukormikozo ugotov-
ljena 58 % smrtnost (11).
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Za diagnozo bolezni je pomembna po-
trditev prisotnosti povzrocitelja v vzorcu
prizadetega tkiva ali v kulturi oz. na gojiscu.
Pogosto je pridobitev vzorca prizadetega tki-
va zahteven poseg pri onkolo8kih bolnikih,
ki so v mielosupresiji. Klini¢na slika in ra-
dioloSke preiskave lahko posnemajo okuZzbo
z Aspergillus fumigatus (12, 13). V odsotno-
sti zanesljive neinvazivne diagnosticne
metode je pri¢etek zdravljenja mukormikoze
pogosto pozen. L-AmB je ucinkovito zdra-
vilo za zdravljenje mukormikoz in doseZe
dobro koncentracijo v moZganih in retiku-
loendotelijskem sistemu. Zato ostaja zdra-
vilo prve izbire za zdravljenje mukormikoz
s poudarkom na pomenu isto¢asnega vec-
modalnega zdravljenja (ustrezno sistemsko
protiglivno zdravljenje, kirursko in zdrav-
ljenje osnovne bolezni) tudi po smernicah
ECIL-6 (15, 16). Poleg amfotericina B je in
vitro dokazano, da sta tudi posakonazol in
isavukonazol uc¢inkoviti zdravili za zdrav-

ljenje mukormikoz (17). Pricetek zdravlje-
nja s sistemskim protiglivnim zdravljenjem
znotraj Sestih dni od diagnoze pomembno
vpliva na izid (18).

Okrevanje iz nevtropenije ostaja pogla-
vitni dejavnik, ki vpliva na nadzor bolezni.
Oba naSa bolnika sta bila ob pojavu intesti-
nalne mukormikoze v hudi nevtropeniji.
Tudi stanje osnovne bolezni (aktivna onko-
loSka bolezen ali remisija) pomembno vpli-
va na nadzor bolezni (11, 13).

Intestinalna mukormikoza je izredno re-
dek izraz bolezni pri pediatri¢nih onkolo8kih
bolnikih. Diagnoza bolezni je zahtevna za-
radi neznacilnih simptomov in znakov, sta-
nje bolnika pa pogosto oteZuje invazivne
diagnosti¢ne postopke. Zdravljenje mora biti
ve¢modalno (ustrezno sistemsko protigliv-
no in kirur8ko zdravljenje). Na nadzor bo-
lezni vpliva tudi Stevilo nevtrofilcev pri
bolnikih, njihova sposobnost okrevanja in
nadzor maligne bolezni.
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Scedosporium apiospermum kot vzrok
glivnega endoftalmitisa

Fungal Endophthalmitis Caused by Scedosporium apiospermum

1IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: endoftalmitis, glive, endogeni endoftalmitis, eksogeni endoftalmitis, Scedosporium

apiospermum

Glivni endoftalmitis je huda okuZba ocesa, ki lahko povzroci stalno slabSanje ali izgubo
vida. Je nujno stanje, za ohranitev vida sta potrebni hitra diagnostika in hitra uvedba ustrez-
nega protiglivnega zdravila. NezmoZnost lo¢evanja med bakterijskimi in glivnimi pov-
zrocitelji glede na klini¢no sliko in Siroko paleto moZnih glivnih povzrociteljev z razli¢nimi
intrinzi¢nimi ob¢utljivostmi na protiglivna zdravila Se dodatno zapletejo zdravljenje en-
doftalmitisa. V prispevku bomo opisali klini¢ni primer eksogenega glivnega endoftalmi-
tisa, povzrocenega z glivo Scedosporium apiospermum po poSkodbi o€esa z Zi¢nato ograjo,
ter znacilnosti te dokaj redke glive. Poleg eksogenega endoftalmitisa, ki najveckrat na-
stane po poSkodbi ali operaciji, bomo opisali tudi endogeni endoftalmitis, pri katerem je
okuZba posledica krvnega razsoja patogenih organizmov. Omenili bomo tudi zdravljenje
in diagnosti¢ne metode.

ABSTRACT
KEY WORDS: endophthalmitis, fungi, endogenous endophthalmitis, exogenous endophthalmitis,

Scedosporium apiospermum

Fungal endophthalmitis is a severe eye infection that can cause permanent defect or loss
of vision. It is an urgent condition, rapid diagnosis and rapid application of appropriate an-
tifungal drugs are necessary for conservation of vision. The inability to differentiate bet-
ween bacterial and fungal pathogens based on clinical features of the infection and a wide
spectrum of possible fungal pathogens with different intrinsic resistances to antifungal drugs
bring additional problems to the management of fungal endophthalmitis. In this contri-
bution, we describe a case of exogenous fungal endophthalmitis caused by Scedosporium
apiospermum after a traumatic injury of the eye with a barbed wire fence, and the charac-
teristics of this relatively rare fungus. In addition to exogenous fungal endophthalmitis,
which in most cases arises from trauma or surgical procedures of the eye, we also descri-
be endogenous fungal endophthalmitis, which in contrast arises from hematogenous spread
of the causative organism. Treatment and diagnostic methods will be briefly discussed.

' Matej Kokalj, dr. med., Splo3na bolnisnica Slovenj Gradec, Oddelek za mikrobiologijo, Gosposvetska cesta 1, 2380
Slovenj Gradec; matej.kokalj@sb-sg.si

2 Doc. dr. Tadeja Matos, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana
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Glivni endoftalmitis je huda okuZba ocesa,
ki lahko povzrodi stalno slab3anje ali izgu-
bo vida ter v najhujsih primerih tudi smrt.
Je nujno stanje, za ohranitev vida sta potreb-
ni hitra diagnostika in hitra uvedba ustrez-
nega protiglivnega zdravila. Izraz endoftal-
mitis uporabljamo, ko govorimo o okuZbi
notranjih struktur oCesa, kot sta steklovina
in prekatna vodka. Do okuZbe ocesa lahko
pride endogeno, ko povzrocitelj v oko vsto-
pi preko krvnega obtoka, ali eksogeno ob
poskodbi ali operaciji. Namen prispevka je
predstaviti klini¢ni primer endoftalmitisa,
povzrocenega s Scedosporium apiospermum,
opisati najpogostejSe vzroke ter povzrocite-
lje glivnega endoftalmitisa, na kratko po-
jasniti mikolo8ko diagnostiko ocesnih okuzb
in izpostaviti glavne teZave, s katerimi se
soofamo Vv praksi.

KLINICNI PRIMER

Zdravemu moSkemu brez kroni¢nih bolez-
ni, staremu 68 let, se je ob delu na prostem
v levo oko zapicil del Zi¢nate ograje iz ko-
vinske Zice. Bil je ustrezno oskrbljen, uvede-
no je bilo antibioti¢no zdravljenje, stanje pa
se je temu navkljub slabSalo. Enajsti dan po
poskodbi so z UZ ugotovili odstop Zilnice
in hematovitreus. Gospoda so zato sprejeli
v bolniSnico na Ocesni kliniki Univerzitet-
nega klini¢nega centra Ljubljana. Na levem
oCesu je bila opravljena vitrektomija pars
plana, odvzeta steklovina pa je bila poslana
na In8titut za mikrobiologijo in imunologi-
jo Medicinske fakultete Univerze v Ljublja-
ni. Opravljene so bile preiskave za patoge-
ne bakterije, uvedeno je bilo intravitrealno
antibioti¢no zdravljenje. Klini¢no stanje
se je navkljub vsem ukrepom Se naprej
slab$alo, mikrobioloSke preiskave so osta-
le negativne, zato je bil en teden po vitrek-
tomiji opravljen ponovni operativni poseg.
KuZnine (nerazredcena in razredcena ste-
klovina, biopsijski vzorec prednjega preka-
ta) so bile poslane na mikrobioloSke prei-
skave za patogene bakterije in glive. Po treh

dneh inkubacije so na Sabouraud agarju iz
razredCene in nerazredcene steklovine po-
rasle plesni v koli¢ini pet bakterijskih kolo-
nijskih enot (angl. colony-forming unit, CFU)
in en CFU. Identifikacija plesni z metodo
ionizacije v matriksu z desorpcijo z laserjem
in masnim analizatorjem na cas preleta
ionov (angl. matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time of flight mass spectro-
metry, MALDI-TOF MS) je v obeh gojiS¢ih
pokazala, da gre za S. apiospermum; tudi ka-
sneje opravljeno sekveniranje medgenskih
regij (angl. internal transcribed spacer, ITS)
je potrdilo identifikacijo, ista gliva je prav
tako porasla iz biopsijskega vzorca ocesa.
Antimikogram je pokazal obcutljivost na vo-
rikonazol in odpornost na amfotericin B.
Glede na mikrobiolo8ke izvide je bil takoj
uveden vorikonazol, vendar je bila po Sti-
rih dneh zaradi nadaljnjega slabSanja stanja
potrebna odstranitev levega ocesa. V do-
maco oskrbo je bil gospod odpuscen dva ted-
na po odstranitvi, nadaljeval je zdravljenje
z vorikonazolom.

Povzrocitelj

S. apiospermum je predstavnik filamentoz-
nih gliv in je termalno monomorfna plesen,
ki spada v skupino temno pigmentiranih
gliv. Ima dokaj zapleteno taksonomijo, saj
ima tri razli¢na imena glede na obliko, v ka-
teri se nahaja.

Teleomorf oz. spolna oblika glive se ime-
nuje Pseudallescheria apiosperma. Zanjo je
znacilna tvorba kleistotecijev, znacilnih tr-
dih granul, velikih 100-300 pm, ki pocijo in
v okolico sprostijo ovalne askospore. To ob-
liko srecamo redko, najveckrat po dolgotraj-
ni inkubaciji na prehransko revnih gojiscih.

Anamorf, nespolna oblika glive, se ime-
nuje S. apiospermum in je najpogostejsa ob-
lika te glive (slika 1). Zanjo so znacilne sep-
tirane hialine cilindri¢ne hife premera 2-4 pm
in ovalni konidiji velikosti 4-9 x 6-10 pm,
ki se nahajajo posamezno ali v skupkih.

Sinanomorf, Se ena nespolna oblika te
glive, se imenuje Graphium spp. (slika 2). Za-
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Slika 1. Scedosporium apiospermum, ovalni konidiji
posamezno in v skupkih.

njo so znacilni pokonéni, trdni skupki hif
s SCetkastim robom in terminalni konidiji
ovalne oblike (1).

Gojenje in diagnostika

S. apiospermum je hitro rastoca gliva pri
25 °C, najveckrat poraste Ze po nekajdnev-
ni inkubaciji. Za rast prenaSa temperature
do 42 °C, lahko uspeva tudi v anaerobnih po-
gojih. Raste na vseh standardnih mikolo3kih
g0jiscih, za sinanomorfno obliko znacilne
spolne strukture kleistoteke pa lahko tvo-
ri samo na gojis¢ih z malo hranili, kot sta
koruzni ali krompirjev agar. Kolonije so ko-
smicaste, na zafetku gojenja so belkaste,
s ¢asom postanejo sive ali rjave barve (sli-
ka 3). V diagnosti¢ne namene se uporablja-
ta direktna mikroskopija in MALDI-TOF
MS, kot pomoZne ali potrditvene metode pa
se lahko uporabljajo tudi molekularne me-
tode, kot je npr. sekveniranje ITS (1).

Epidemiologija

Gliva S. apiospermum je ubikvitarno prisot-
na v prsti, kanalizaciji in vodah. Pogostej$a
je v zmernem pasu. Zaradi odpornosti na
vije koncentracije soli (do 5 %), fakultativ-
ne anaerobnosti in s sposobnostjo preZivet-

Slika 2. Graphium spp., pokonéni skupki hif s 3cet-
kastim robom.

ja pri poviSanih temperaturah pa je veza-
na tudi na onesnaZena podrocja. Je redek
povzrocitelj okuZb pri ¢loveku, vendar lah-
ko okuZi tako imunsko zdrave kot imunsko
oslabele posameznike. Stejemo jo v skupi-
no porajajocih patogenov. V Sloveniji zasle-
dimo pribliZzno en primer letno (lastni
podatki, In3titut za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze
v Ljubljani) (1, 2).

Okuzbe

Do okuZbe s S. apiospermum najpogosteje
pride po travmatski inokulaciji, vendar se
lahko okuZimo tudi z vdihavanjem. Prehod-

Slika 3. |zgled kolonij Scedosporium apiospermum
po tritedenski inkubaciji na koruznem agarju.
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P

na kolonizacija z glivo lahko pripelje do

vztrajajoCe kolonizacije, ki kasneje napre-

duje v globoko okuZbo. Pri ¢loveku povzroca
okuZbe razli¢nih tkiv in organov:

+ Pljucna oblika - z vdihavanjem kuZnih
delcev ob prisotnih dejavnikih za zve¢ano
dovzetnost za okuzbo v dihalih, kot so npr.
bronhiektazije, lahko povzroca podobno
klini¢no sliko kot aspergilom.

+ KoZne okuZbe - papule, noduli, ulkusi,
plaki.

+ PodkoZne okuZbe:

+ Micetom - je najpogostej3a oblika. Gre
za kronic¢no, pocasi rastoco, neboleco
destruktivno mikozo. Najpogosteje se
pojavi po travmatski inokulaciji, pred-
vsem po rokah in nogah.

+ PodkoZni noduli.

+ Globoke okuZbe - feohifomikoze:

+ Sinopulmonalna oblika - pride do inva-
zije hif v tkiva in nekrotizirajoce pljuc-
nice.

« Ekstrapulmonalna oblika - osteomieli-
tis, artritis, okuZbe mehkih tkiv, endof-
talmitis, keratitis, meningitis, peritoni-
tis, endokarditis itd.

» Razsejana oblika se pojavlja predvsem pri
imunsko oslabelih posameznikih.

Okuzbe ocesa

S. apiospermum povzroca Sirok spekter
okuZb tudi v oCesu. Keratitis se najpogoste-
je pojavi po eroziji roZenice, medtem ko je
okuZzbeni skleritis najpogostejsi po opera-
cijah. Endoftalmitis lo¢imo na endogenega
in eksogenega. Endogeni oftalmitis je po-
sledica razsoja glive po krvnem obtoku. Pri
tej obliki okuZbe je prisotnih ve¢ o€esnih
abscesov, pojavlja pa se predvsem pri imun-
sko oslabelih posameznikih. Eksogeni en-
doftalmitis je najpogostej$i po travmatski
inokulaciji glive, lahko se pojavi tudi po
oCesnih operacijah. Ta oblika je najpogo-
stejSa pri imunsko kompetentnih posa-
meznikih, ob zapozneli identifikaciji oz.
zdravljenju je pogosto potrebna odstrani-
tev prizadetega ocesa. Povzroca lahko tudi

druge, redkejSe oblike okuZb o€esa, kot so
ulceracije in micetomi roZenice, keratouvei-
tis, retinitis in okuZbe orbite (1, 2).

Zdravljenje

Zdravljenje je teZavno, saj sta potrebna
tako lokalno kot tudi sistemsko zdravljenje.
Kadar je izvedljivo, je priporo¢eno kirursko
zdravljenje, vendar so kljub temu za do-
konéno ozdravitev pogosto potrebne ponov-
ne operacije in amputacije. S. apiospermum
je intrinzi¢no odporna na mnoga protigliv-
na zdravila; amfotericin B, ehinokandini, flu-
konazol in itrakonazol so neucinkoviti za
zdravljenje. Za zdravljenje je zato najprimer-
nejsi vorikonazol, aktiven je tudi posakona-
zol. Smrtnost je pri dolocenih bolezenskih
stanjih zelo visoka, npr. pri meningitisu je
vecja od 75 %, pri razsejani obliki lahko tudi
vec kot 90% (2, 3).

GLIVNI ENDOFTALMITIS
Glede na izvor okuZbe delimo glivni endof-
talmitis na endogenega in eksogenega.

Endogeni glivni endoftalmitis

Endogeni glivni endoftalmitis povzrocijo
glive, ki v oko pridejo preko krvnega obto-
ka. Najpogostejsi povzrocitelj so kvasovke,
endogene okuZbe ocesa s plesnimi so red-
kejSe. Glavni predstavnik kvasovk je Can-
dida spp. - ve€ino okuzb oc€esa povzroca C.
albicans, vendar ga lahko okuZijo tudi os-
tale vrste. Dejavniki tveganja so enaki kot
za kandidemijo, torej prisotnost osrednje-
ga venskega katetra, totalna parenteralna
prehrana, zdravljenje s Sirokospektralnimi
antibiotiki, nedavne abdominalne operaci-
je, nevtropenija ter zdravljenje z glukokor-
tikoidi. OkuZba ocesa s Candida spp. je dolgo
Casa klini¢no nema, simptomi se pojavijo
pozno v poteku bolezni. Bolniki s kandide-
mijo so najveckrat tudi hujSe bolni, zato je
prizadetost vidnega sistema opaZena pozno.
Zaradi teh razlogov je pri vseh bolnikih z do-
kazano kandidemijo za izkljucitev okuZbe
potreben pregled oCesnega ozadja (4).
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Endogene okuZbe s plesnimi so manj
pogoste, vecinoma jih najdemo pri mocneje
imunsko oslabelih bolnikih s krvnimi bolez-
nimi, bolnikih s transplantacijami, prejem-
nikih citotoksi¢nega ali glukokortikoidnega
zdravljenja ter pri intravenskih uZivalcih
drog. Najpogosteje izolirana gliva v tej sku-
pini je Aspergillus spp., ki je hkrati tudi drugi
najpomembne;jSi povzrocitelj endogenih
glivnih endoftalmitisov. Najveckrat sta izo-
lirana Aspergillus fumigatus in Aspergillus
flavus, sledijo jima Aspergillus niger, Asper-
gillus terreus, Aspergillus nidulans, Aspergil-
lus glaucus in Aspergillus versicolor. Pomem-
ben predstavnik plesni je tudi Fusarium spp.,
veckrat najdemo tudi Scedosporium spp.
Endoftalmitis lahko povzrodi Sirok spekter
oportunisti¢nih gliv (4, 5).

Endogene okuZbe ocesa povzrocajo
tudi primarno patogene oz. dimorfne glive
(Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immi-
tis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis). Ve€ino okuZb povzrocajo pri
imunsko zdravih posameznikih, ki z njimi
pridejo v stik na omejenih endemskih po-
drocjih, znacilnih za posamezno glivo. Pri
imunsko oslabelih posameznikih lahko
povzrocajo hude okuZbe (5).

Ceprav je to redek povzro€itelj ofesnih
okuZzb, je pri bolnikih z aidsom pomembno
pomisliti tudi na Cryptococcus neoformans,
ki v telo vstopa preko pljuc in z razsojem
po krvi lahko okuZi tudi oko (5).

Eksogeni glivni endoftalmitis

Eksogeni glivni endoftalmitis povzrocajo
glive, ki v oko pridejo iz zunanjega okolja.
Lahko je posledica poSkodbe, ocesne opera-
cije ali neposrednega Sirjenja iz okolice -
npr. napredovanje obstojeCega keratitisa. Za
razliko od endogenega endoftalmitisa okr-
njenost imunskega sistema ni potreben po-
g0j za eksogeno okuZbo. Veckrat je okuZba
ocesa po poSkodbi lahko zakasnela, neka-
teri bolniki razvijejo klini¢no sliko v prvih
dveh tednih po poSkodbi, medtem ko dru-
gi pokaZejo prve simptome tudi ve¢ tednov

kasneje (5). Wykoff in sodelavci so opazo-
vali povzrocitelje in vzroke eksogenih gliv-
nih endoftalmitisov - po njihovih podatkih
prevladujejo plesni s 85 % vseh okuZzb, kva-
sovke pa so odgovorne za preostalih 15% (6).
Med plesnimi je najpogostej$i predstavnik
Fusarium spp. (32 %), sledi Aspergillus spp.
(15%), Paecilomyces spp. (7 %) in Acremo-
nium spp. (5%) (6). Eksogene endoftalmi-
tise so v 44 % pripisali prej obstojecemu ke-
ratitisu, 32 % pooperativnim zapletom in
24 % penetracijskim poSkodbam (0). Zara-
di majhnega Stevila primerov in razli¢ne
geografske porazdelitve gliv se deleZ pov-
zroCiteljev v raziskavah med seboj razlikuje,
predvsem Aspergillus spp. se pojavlja v do-
sti ve¢jem deleZu (do 91 %). Prav tako se
mocno razlikuje incidenca, ki kaZe pozitiv-
no povezavo s toplejSim podnebjem (6).

Zdravljenje

Za zdravljenje horioretinitisa brez prizade-
tosti rumene pege zadostuje sistemsko da-
janje amfotericina B ali vorikonazola, ob pri-
zadetosti rumene pege ali endoftalmitisu pa
je poleg sistemske potrebna tudi intravitreal-
na uporaba, veckrat je potrebna tudi odstra-
nitev dela ali celotne steklovine (3). OkuZbe
s plesnimi zdravimo sistemsko s protigliv-
nimi zdravili in intravitrealno uporabo am-
fotericina B ali vorikonazola in vitrektomi-
jo. Ehinokandini za zdravljenje endoftalmitisa
niso primerni, saj ne doseZejo dovolj visokih
koncentracij v mreZnici in steklovini (3, 4).

DIAGNOSTIKA GLIVNEGA
ENDOFTALMITISA

Pri diagnostiki glivnega endoftalmitisa je
tako kot pri ostalih mikrobiolo$kih preiska-
vah pomembna zadostna koli¢ina ustrez-
no odvzetega, hranjenega in prenaSanega
vzorca ter izbira ustreznih metod gojenja in
identifikacije.

Vzorec
Najprimernejsa kuZnina za diagnostiko gliv-
nega endoftalmitisa je steklovina, pridobljena
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z vitrektomijo. Paracenteza steklovine ali
prekatne vodke sta slabSe obcutljivi meto-
di. Lingappan in sodelavci so za endogene
oftalmitise opisali 92 % obcutljivost za vzor-
ce, pridobljene z vitrektomijo, 44 % za pa-
racentezo steklovine in 7 % za paracentezo
prekatne vodke (7). Brisi oCesnih tekocin
niso primerni vzorci, prav tako ne izsuSeni
koseki tkiva (8).

Mikroskopija

Direktna mikroskopija je hitra in poceni me-
toda, zato je Se vedno uporabna v diagnosti-
ki glivnih okuZb. Preparat lahko pobarva-
mo z razli¢nimi glivnimi barvili, kot npr.
kalkofluor belo, in nato pod fluorescentnim
mikroskopom i§¢emo znacilne glivne struk-
ture. Pomaga nam pri dolocitvi najustrez-
nejSih gojitvenih metod in vrednotenju re-
zultatov gojenja (8).

Gojenje

Standardno gojenje je pomembno za iden-
tifikacijo glive in nujno za dolocitev obcut-
ljivosti za protiglivna zdravila. Se vedno je
zlati standard, kljub temu da je dolgotrajna
in relativno neob¢utljiva metoda z do 30 %
laZno negativnih rezultatov (5). Naceloma
je potrebnih vec razli¢nih gojis¢, ki mora-
jo biti inkubirana primerno dolgo ¢asovno
obdobje (8). Na InStitutu za mikrobiologijo
in imunologijo Medicinske fakultete v Ljub-
ljani se oCesne vzorce za glive nacepi v tio-
glikolatni bujon, Sabouraud bujon ter
na Sabouraud agar in kromogeno gojisce
CHROM-C. Inkubacija traja 7-21 dni, pri
temperaturi 37 oz. 30 °C.

Identifikacija

Za identifikacijo gliv se posluZujemo raz-
licnih metod - od fenotipskih, mikroskop-
skih, biokemiénih do molekularnih metod.
V zadnjih letih se je MALDI-TOF MS izka-
zal za zelo hitro in natanéno diagnosti¢no

metodo ter s tem mocno skrajsal delovni
proces v glivnem laboratoriju. Z rastjo raz-
liénih glivnih podatkovnih baz in knjiZnic,
vecjo standardizacijo procesov obdelave
vzorca in vedno vecjo raz8irjenostjo te teh-
nologije lahko pri¢akujemo, da bo njegova
vloga v glivni diagnostiki Se naprej rasla
(1,9).

Molekularne metode

Zgodnja dolocitev povzrociteljev endoftal-
mitisa je zelo pomembna za ugoden izid
zdravljenja, zato se v zadnjih letih vedno vec
truda vlaga v razvoj primernih molekular-
nih metod. VeriZna reakcija s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR) z ITS
se je izkazala za zelo obcutljivo in specifi¢no
metodo, vendar pomanjkanje standardiza-
cije, prisotnost zaviralcev PCR v kuZninah
in moZnost laZno pozitivne reakcije ome-
jujejo kliniéno uporabnost (5). Molekular-
no testiranje oCesnih kuZnin je koristno,
predvsem pri primerih, pri katerih ni rasti
dar imamo na voljo zadostno koli¢ino kli-
ni¢nega vzorca, saj premajhna koli¢ina
poveca deleZ laZzno negativnih rezultatov.
Priporoceno je, da uporabljamo moleku-
larne metode dopolnilno s standardnimi
postopki izolacije in identifikacije pov-
zroCiteljev (1, 4).

ZAKLJUCEK

Glivni endoftalmitis je stanje, ki ob neu-
streznem ukrepanju hitro vodi do stalne pri-
zadetosti ali izgube vida. Zahteven odvzem
vzorcev in neznacilna klini¢na slika s Siro-
kim naborom moZnih povzrociteljev z raz-
liénimi intrinzi¢nimi obcutljivostmi na
protiglivna zdravila Se dodatno zapletejo iz-
kustveno zdravljenje. Zaradi tega sta dobro
komuniciranje in hitra mikrobioloSka do-
locitev povzrocitelja zelo pomemben del ce-
lotnega procesa zdravljenja endoftalmitisa.
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Kriptokokni celulitis: prikaz primera

Cryptococcal Cellulitis: Case Report

I1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Cryptococcus neoformans, celulitis

Okuzba s kriptokoki ali kriptokokoza je tretja najpogostej$a invazivna glivna okuZba pri
prejemnikih ¢vrstih organov in je povezana z visoko smrtnostjo. Osebe z razsejano obli-
ko kriptokokoze imajo obi¢ajno klini¢no sliko meningoencefalitisa in/ali plju¢nice. Pri-
zadetost koZe je redka, a pomembna oblika kriptokokoze, pogosto s slabim izidom bolezni,
predvsem zaradi pozne diagnoze in posledicno neustreznega zdravljenja. Preden se pre-
pozna pravo diagnozo, se bolnike pogosto izkustveno zdravi z razli¢nimi antibiotiki. Pri-
kazujemo bolnika, ki je imel presajeno ledvico in je prejemal imunosupresivno zdravljenje.
Zbolel je za koZno kriptokokozo, ki je bila prepoznana pozno in je posledi¢no napredo-
vala v meningitis.

ABSTRACT
KEY WORDS: Cryptococcus neoformans, cellulitis

Cryptococcus neoformans infection is the third most commonly occurring invasive fun-
gal infection in solid organ transplant recipients and is associated with high mortality.
Immunocompromised patients with disseminated cryptococcosis usually present with
either pulmonary or central nervous system involvement. Cutaneous involvement is a rare
but important feature of disseminated cryptococcosis with a poor outcome if misdiag-
nosed. Patients are often treated with antibiotics before the definitive diagnosis is reac-
hed, delaying appropriate therapy. We report a case of cryptococcal cellulitis complicated
by cryptoccocal meningitis in a patient with a kidney transplant who has received long-
term immunosuppressive therapy.
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uvoD

Kriptokokoza je invazivna glivna okuZzba, ki
jo povzrocajo kriptokoki - z ovojnico zame-
jene kvasovke iz rodu Cryptococcus. Pri lju-
deh okuZbo povzrocata kompleksa vrst
Cryptococcus neoformans in Cryptococcus
gattii (1). Za razliko od C. gattii, ki bolezen
pri imunsko kompetentnih osebah pov-
zroca v 70-80 % primerov, je C. neoformans
oportunisti¢no patogena gliva, ki okuZbe
povzroca predvsem pri osebah z imunsko
motnjo (IM) (2, 3). Najbolj ogroZeni so bol-
niki, ki so okuZeni s HIV, se zdravijo z imu-
nosupresivnimi zdravili, so na dolgotrajnem
zdravljenju z glukokortikoidi, po presaditvi
¢vrstih organov ali krvotvornih mati¢nih ce-
lic ali pa imajo rakave bolezni (4). Z uved-
bo ucinkovitega protiretrovirusnega zdrav-
ljenja leta 1997 se je pojavnost kriptokoknih
okuZb pri osebah, okuZenih s HIV, v drZavah
z vi§jim standardom mocno zmanj3ala (5).
Kljub temu se tveganje za okuZbo s kripto-
koki povecuje pri prejemnikih ¢vrstih or-
ganov, pri katerih je kriptokokoza tretja
najpogostejsa invazivna glivna bolezen
z incidenco 2,8 % (0,2-5 %) in visoko smrt-
nostjo (33-42 %) (1, 3, 6-9). Kriptokokoza se
najpogosteje kaZe s klini¢no sliko menin-
goencefalitisa ali plju¢nice, medtem ko so
okuZbe koZe redkejSe in prizadenejo le 8,1 %
bolnikov s kriptokokozo (6, 8, 9). Znaki pri-
zadetosti koZe so lahko prvi znanilec okuzbe
in se navadno pojavijo dva do osem mese-
cev pred diagnozo razsejane okuzbe, zato je
pravocasna diagnoza kljuénega pomena za
preprecitev razsejane okuzbe (10). Kripto-
kokni celulitis se lahko zamenja z drugimi,
neprimerno pogostejSimi (bakterijskimi)
celulitisi, in to je glavni vzrok visoke smrt-
nosti, saj je zaradi pozno postavljene diag-
noze optimalno protiglivno zdravljenje za-
maknjeno (11-10).

OPIS PRIMERA

Predstavljamo primer 51-letnega bolnika,
ki je imel pred 15 leti presaditev ledvice.
Zdravljen je bil Se zaradi kronicne ledvicne

bolezni tretje stopnje, poviSanega arterijske-
ga krvnega tlaka, zmanjSanega delovanja
SCitnice in sladkorne bolezni. Njegovo imu-
nosupresivno zdravljenje je vklju€evalo
metilprednizolon, mikofenolno kislino in
kalcinevrinski zaviralec takrolimus. V zad-
njem letu je preboleval reaktivacijo okuZzbe
z virusom varicella zoster in urosepso, pov-
zro€eno z bakterijo Escherichia coli.

Pred sprejemom na Kliniko za infekcij-
ske bolezni in vrocinska stanja Univerzi-
tetnega klini¢nega centra v Ljubljani je bil
bolnik v ¢asu september-december 2016
veckrat sprejet v eno od regionalnih bol-
nidnic. Pri svoji osebni zdravnici se je pr-
vi€ oglasil v zacetku septembra 2016 zaradi
slabega pocutja in izpu$caja na desni gole-
ni. Zdravnica je med pregledom ugotovila,
da je imel gospod vrocino, in ga napotila
v bolnidnico. V klini¢nem statusu ob spre-
jemu je izstopala pordela koZa desne spod-
nje okoncine z nekaj drobnimi papulami
brez otekline. V laboratorijskih izvidih so
bili blago zviSani levkociti (10,14 x 10%/1)
inblago zviSana C-reaktivna beljakovina
(24 g/1). Zaradi suma na bakterijski celuli-
tis je bil gospod deset dni zdravljen z amok-
sicilinom s klavulansko kislino.

Nekaj dni za tem je gospod opravil kon-
trolni pregled v transplantacijski ambulanti
Klini¢nega oddelka za nefrologijo v Univer-
zitetnem klini¢nem centru v Ljubljani, kjer
je povedal, da tri tedne opaZa rdec izpu$caj
na desni goleni ter da ez dan golen posta-
ne vroca, otekla in je obCasno boleca. Zdrav-
nica je opazila, da navedeni izpu§¢aj nima
znacilnega videza Sena. Gospoda je napo-
tila na pregled k dermatologu, prosila za hi-
stoloSko in mikrobioloSko preiskavo biop-
sijskega vzorca koZe in dala napotnico za
UZ spodnjih okon¢in, Cesar pa gospod ni
opravil, ker je bil tri dni za tem Ze drugic
sprejet v regionalno bolnisnico.

Ponovno je v klini¢nem statusu iz-
stopala pordela desna golen s prisotnimi
mehurcki in krastami, ki je bila toplejsa
v predelu sprememb. Ob ponovnem sumu
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na Sen spodnje okoncine je gospod skupno
12 dni parenteralno prejemal kristalni pe-
nicilin, pri ¢emer naj bi se njegovo stanje
postopoma izbolj$alo, enako tudi spremem-
ba na desni goleni. Deset dni po odpustu je
bil gospod tretji¢ sprejet v bolni3nico, to-
krat zaradi nejasnega vrocinskega stanja in
suma na plju¢nico. Med bivanjem v bol-
nidnici plju€nica ni bila potrjena z radiolo-
Skimi preiskavami, prav tako so bili vnetni
parametri ves ¢as v mejah normale, gospod
pa je bil ves ¢as brez vrocine. Kljub temu
je bil zdravljen z antibiotiki in po petih dneh
odpuscen domov.

Dva dni pred zadnjim (Cetrtim) spreje-
mom Vv bolni8nico je bil gospod febrilen
z mrzlico in suhim kaSljem. Ob sprejemu
je imel vrocino 38,2 °C. KoZa desne goleni
je bila hiperpigmentirana, prisotne so bile
kraste. Ponovno so ugotavljali klini¢ne znake
zaCetnega Sena leve noge in uvedli zdrav-
ljenje s kristalnim penicilinom. Ob tem je
imel bolnik ves ¢as zviSano telesno tem-
peraturo, priSlo je do spremembe zavesti,
postal je zmeden, dezorientiran in sploSno
prizadet. Narejena je bila lumbalna punkci-
ja. V moZgansko-hrbtenjacni tekocini je bila
koncentracija glukoze zniZana (0,8 mmol/l),
beljakovin pa zviSana (1,33 g/1), prisotna je
bila pleocitoza (341 x 10%1) z limfocitno pre-
dominanco (213 x 10%/1). MoZgansko-hrbte-
njacno tekocino so poslali na mikrobioloSke
preiskave in dan zatem prejeli izvid, da je
kriptokokni antigen pozitiven (1:15,48 ti-
ter ELISA).

Za zdravljenje in nadaljnjo obravnavo so
gospoda napotili na Kliniko za infekcijske
bolezni in vro¢inska stanja Univerzitetnega
klini¢nega centra v Ljubljani. Glede na mi-
krobioloSke izvide so gospoda Se enkrat
lumbalno punktirali in uvedli protiglivno
zdravljenje z liposomalnim amfotericinom
B in flukonazolom ter dodatno protivirusno
zdravljenje z intravenskim ganciklovirom
zaradi ponovne aktivacije citomegaloviru-
sne okuZzbe. Istoasno so mu odvzeli Se bris
in biopsijski vzorec koZzne spremembe na

nogi. Iz vseh treh kuznin smo osamili C. neo-
formans. Opravljen je bil MRI glave, kjer niso
ugotovili znakov encefalitisa, lezij moZga-
novine ali kriptokokomov.

Zaradi soucinkovanja takrolimusa in
flukonazola je deveti dan zdravljenja prislo
do pojava patoloskih testov za oceno delova-
nja jeter, ki so se po ukinitvi flukonazola
normalizirali. Kontrolna lumbalna punkcija
je bila po dveh tednih zdravljenja mikrobio-
loSko negativna. Kontrolni izvid virusnega
bremena citomegalovirusa v plazmi je bil
dvakrat zaporedoma ugoden (< 137 IU/ml) -
ganciklovir je bil ukinjen po 15 dneh zdrav-
ljenja. Bolnik je Se naprej prejemal mono-
terapijo z amfotericinom B, ob kateri se je
klini¢na slika izboljSala, spremembe na
goleni so izginile in gospod je po 42 dneh
zakljucil zdravljenje.

RAZPRAVA

Imunosupresivna zdravila, ki se uporablja-
jo po presaditvi organov in tkiv, so mocni
zaviralci imunskega odziva celic T, zato so
prejemniki dovzetnejsi za Stevilne okuZbe,
med drugim tudi za manj virulentne, t.i.
oportunisti¢ne mikrobe, kamor spada C. neo-
formans (8). Bolnik je Ze priblizno 15 let brez
zapletov z okuZbami prejemal imunosupre-
sivna zdravila zaradi presaditve ledvice; vse
do zadnjega leta, ko je prebolel pasovec in
sepso, povzroceno z E. coli. Enako kot pri
naSem bolniku se, glede na podatke iz lite-
rature, kriptokokoza pojavlja v poznem
obdobju po presaditvi. Povprecni ¢as za na-
stanek kriptokokoze je 575 dni po presaditvi
ledvice, kar je manj kot v primerih presa-
ditve pljug, srca ali jeter (8). Opisani so tudi
primeri razvoja kriptokokoze v prvem me-
secu po presaditvi, ko je do prenosa okuZzbe
prislo s presajenimi organi (17).

OkuZba s kriptokoki lahko predstavlja
ponovno aktivacijo latentne okuZzbe ali ak-
tivacijo na novo pridobljene okuZbe. V eni
od raziskav so pri bolnikih s kriptokokozo
(razvita bolezen) po presaditvi v 52 % pri-
merov pred pojavom bolezni seroloSko
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dokazali latentno kriptokokno okuZbo (11).
Prejemniki presadka, pri katerih je priSlo do
ponovne aktivacije latentne okuZzbe, so krip-
tokokozo razvili v povprecju 5,6 meseca po
presaditvi, torej prej kot prejemniki, ki so
se okuzili de novo (v povprecju 40,6 mese-
ca po presaditvi) (11). Pri naSem bolniku je
prislo do razvoja okuZbe Sele po 15 letih. Ze
pred pojavom kriptokokoze je zbolel za pa-
sovcem in sepso, ki sta bila verjetno glasni-
ka poslabSanja imunosti, kar je bila podlaga
za razvoj kriptokokoze. Ali je pri opisanem
bolniku prislo do ponovne aktivacije latent-
ne okuZzbe ali do nove okuZzbe, lahko le ugi-
bamo.

Povzrocitelj kriptokokoze, kompleks
vrst C. neoformans, je ubikvitarno prisotna
gliva, ki jo najdemo zlasti tam, kjer se za-
drZujejo mestni golobi, in v tleh, ki vsebu-
jejo veliko pti¢jih iztrebkov in razpadajoce
organske snovi (18). Danes kompleks vrst
C. neoformans vkljucuje vrste C. neoformans
(serotip A) in Cryptococcus deneoformans (se-
rotip D) ter njun hibrid C. neoformans C. de-
neoformans (serotip AD) (19).

Clovek se s kriptokoki ve¢inoma okuZi
z vdihovanjem aerosolov, ki so verjetno
okuZeni z bazidiosporami. V spodnjih diha-
lih sproZijo nespecifi¢no vnetno reakcijo, ki
je pri imunsko kompetentnih osebah veci-
noma klini¢no nema. V primeru IM lahko
povzroci bolezen, najpogosteje pljunico, ali
pa se zaradi izraZenega nevrotropizma raz-
§iri v osrednje ZivCevje, kjer povzroci me-
ningitis ali meningoencefalitis (20). V sklo-
pu (hematogeno) razsejane okuZbe pride
v pribliZno 15 % primerov do prizadetosti
koZe (polimorfne eflorescence); okuzba koZe
je lahko tudi posledica neposrednega vnosa
povzrocitelja v koZo, Se posebno, e je koZa
poskodovana (10).

Razsejana kriptokokoza se na koZi izraZa
razli¢no. Pri osebah s HIV so Se najbolj zna-
¢ilne umbilicirane, moluskam podobne le-
zije, pri prejemnikih presadkov pa so na koZi
nespecificne spremembe, kot so papule, pu-
stule, ulkusi, podkoZni vozlici ali pa so spre-

membe podobne bakterijskemu celulitisu
in obeh entitet bolezni ne moremo lociti
(10-16). Pri 94% bolnikov s presadki se
koZna kriptokokoza sprva pojavi na zgornjih
ali spodnjih okonéinah (2). Pri naSem bolni-
ku so bile lezije omejene na medialno stran
leve goleni - na mesto, izpostavljeno oko-
lju, ki bi lahko bilo vir okuZbe. Gospod je
poskodbo tega predela ali izpostavljenost
pti¢jim iztrebkom sicer zanikal.

Celulitis kot izraZanje bolezni na koZi
je redko znak razsejane kriptokokne okuZzbe,
saj obicajno bolezen na tej stopnji Ze vklju-
Cuje prizadetost pljuc ali osrednjega ZivCevja
(12-16). Na zacetku bolezni, ko je prejemal
antibiotike za domnevni bakterijski celuli-
tis, ni imel klini¢nih simptomov ali znakov,
ki bi bili v prid pljué¢ni kriptokokozi ali pri-
zadetosti osrednjega Zivéevja. Dva meseca
pozneje je priSlo do meningoencefalitisa
(glavobol, slabost, zmedenost). Diagnoza je
bila postavljena na temelju pozitivnega krip-
tokoknega antigena iz moZgansko-hrbte-
njacne tekocine.

Diagnoza kriptokokoze temelji na bole-
zenskih simptomih in znakih ter izvidih
mikrobiolo$kih in histopatoloskih preiskav.
Za potrditev kriptokokoze moramo kripto-
koke dokazati v normalno sterilnem vzor-
cu, za diagnozo razsejane kriptokokoze pa
v vsaj dveh razli¢nih vzorcih ali hemokul-
turi. Najbolj specifi¢na diagnosti¢na meto-
da je osamitev kriptokokov na obicajnih
metod je njihova dolgotrajnost, saj v najbolj-
Sem primeru kriptokoki porastejo v treh do
petih dneh.

Ob sumu na kriptokokni meningitis se
lahko odlo¢imo za hiter mikroskopski pre-
gled moZgansko-hrbtenjacne tekocine,
pobarvane z indijskim ¢rnilom (18). Za hi-
tro diagnostiko je izrednega pomena tudi
zaznavanje kriptokoknega antigena, ki ga
lahko dokazujemo v serumu, moZgansko-
-hrbtenjacni teko€ini, urinu ali bronhoalveo-
larnem izpirku. Antigenski testi so visoko
specifi¢ni in ob razsejani bolezni tudi zelo
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obcutljivi (> 90 %) (7). Kriptokokni antigen
je lahko pozitiven tudi v primerih pred po-
javom simptomov, saj je za razvoj okuZzbe
znacilen pocasen potek, kot je bilo tudi pri
naSem bolniku. V primeru naSega bolnika
je bil kriptokokni antigen potrjen v moZgan-
sko-hrbtenjacni tekocini, ko je Ze priSlo do
razsejane kriptokokoze. Diagnoza je bila po-
trjena tudi z osamitvijo glive iz moZgansko-
-hrbtenjacne tekocine. Tudi iz brisov razje-
de in biopsijskega koScka koZe so porasli
kriptokoki in tako smo dokazali, da pri gos-
podu ni $lo za bakterijski celulitis.

Vecino primerov koZne kriptokokoze
(809%) povzroca vrsta C. deneoformans, se-
rotip D, ki ima izrazitej$i dermatotropizem
in viSjo odpornost na temperaturo kot os-
tali serotipi (21, 22).

AmeriSko zdruZenje za nalezljive bolez-
ni (Infectious Diseases Society of America,
IDSA) je izdalo priporocila za obravnavo
in zdravljenje kriptokokoze pri razlicnih
skupinah bolnikov. V smernicah IDSA pri-
porocajo odvzem in pregled moZgansko-
-hrbtenjacne tekocine in jemanje hemokul-
tur za izkljucitev razsejane bolezni pri vseh
bolnikih, ki imajo pozitiven test kriptokok-
nega antigena iz krvi ter plju¢no ali koZno
obliko kriptokokoze (23).

Zdravljenje je odvisno od bolnikovega
imunskega stanja, mesta okuZbe in razsir-
jenosti bolezni. Pri plju¢ni kriptokokozi in
izvenpljuéni obliki bolezni brez prizadeto-
sti osrednjega Ziv€evja priporocajo tri- do
Sestmesecno zdravljenje s flukonazolom
v odmerku 200400 mg/dan. V primeru, da
je prizadeto tudi osrednje ZivCevije, pa je po-
trebno dvotedensko kombinirano zdrav-
ljenje z amfotericinom B in flucitozinom ali
Stiri- do Sesttedenska monoterapija z am-
fotericinom B, ¢emur sledi vsaj desetteden-
sko zdravljenje s flukonazolom v odmerku
400 mg/dan in nato Se Sest- do dvanajst-
mesecno vzdrZevalno zdravljenje s flukona-
zolom v odmerku 200 mg (23).

Zaradi moZnega soucinkovanja zdravil
(flukonazol) je potrebno merjenje koncen-
tracij imunosupresivnih zdravil v krvi (tudi
spreminjanje odmerkov, e je potrebno),
zaradi toksi¢nosti pa je treba meriti Se
koncentracijo flucitozina in ga po potrebi
prilagajati (ledvice, kostni mozeg).

Vrsta imunosupresivnega zdravljenja po
presaditvi organa lahko vpliva na klini¢no
izraZanje kriptokokoze. Bolniki, ki prejema-
jo kalcinevrinske zaviralce (npr. takrolimus),
redkeje zbolijo za meningitisom, pogostejsa
pa je prizadetost koZe, mehkih tkiv ali skle-
pov in kosti (24).

ZAKLJUCEK

Kriptokokoza se lahko izraZa tudi samo
s koZno kriptokokozo. Ta je lahko nevarna
za razsoj in nastanek meningitisa, ki je naj-
bolj nevarna oblika kriptokokoze. Ob koZni
kriptokokozi je lahko Ze priSlo do razsoja,
ki se klini¢no Se ni izrazila (9, 25). Zaradi
teh razlogov je ob koZni kriptokokozi ved-
no treba preveriti tudi prisotnost kriptoko-
kov v krvi, moZgansko-hrbtenjacni tekocini
in urinu ter napraviti test za kriptokokni an-
tigen v krvi in moZgansko-hrbtenjacni te-
kocini, ki jo pobarvamo tudi z indijskim
¢rnilom. Bolniki pogosto prejmejo empi-
ricno antibioti¢no zdravljenje za bakterij-
ski celulitis, na katero kot v primeru naSega
bolnika ni odziva. Pri vseh osebah z IM z ne-
znacilnim potekom bolezni in neznacilni-
mi koZnimi spremembami je treba napraviti
biopsijo in mikrobiolo3ki pregled koZnih
sprememb. Pri naSem bolniku bi z mini-
malno invazivnimi postopki okuZbo lahko
pravocasno etioloSko opredelili, uvedli us-
trezno protiglivno zdravljenje in preprecili
razvoj okuZbe do meningitisa, zaradi kate-
rega je bilo potrebno dolgotrajno in drago
bolnidni¢no zdravljenje.
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