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Serological and molecular diagnostic methods for invasive fungal infections

Abstract: Various species of Candida spp. and Aspergillus spp. remain the most common cause of invasive fungal infections, but other
yeasts and filamentous fungi are emerging as significant pathogens. Invasive mycoses continue to be a significant cause of morbidity,
especially in transplant recipients and/or in patients undergoing long-time antibiotic therapy. A reliable and early diagnostic method of
fungal infections by detecting fungal DNA or invasiveness factors, such as (1>3)-p-D-glucan or antimycelial antibodies, have proven very
useful in reducing associated mortality in affected patients. This article is a review of the literature on current serological and molecular
methods used in invasive fungemia diagnostics.

1. Introduction. 2. Serological diagnostics of Candida spp. infections. 3. Serological methods in diagnostics of invasive aspergillosis.
4. Serological diagnostics of Cryptococcus neoformans infections. 5. Molecular methods used in the diagnosis of invasive fungaemia.
8. Summary

Stowa kluczowe: grzybice inwazyjne, ELISA, PCR, immunosupresja
Keywords: invasive fungemia, ELISA, PCR, immunosuppression

1. Wstep

Ze wzgledu na znaczgce w ostatnich latach zwiek-
szenie liczby zabiegéw transplantacji narzagdéw una-
czynionych oraz komoérek krwiotwdrczych, konieczne
stalo sie opracowanie i wdrozenie nowych, czutych
metod wykrywania grzybic ukladowych. Powinny by¢
one wykorzystywane w rutynowej praktyce klinicznej,
zwlaszcza u pacjentéw z grup podwyzszonego ryzyka
wystapienia zakazen grzybiczych [12, 27]. Wedlug
wprowadzonych w 2008 przez EORTC/IFI (European
Organization for Research and Treatment of Cancer/
Invasive Fungal Infections) zrewidowanych zalecen
dotyczacych definicji grzybic inwazyjnych, dodatni
wynik badania wykonanego metodami biologii mole-
kularnej lub serologicznymi jest jednym z kryteriow
umozliwiajagcych zdiagnozowanie prawdopodobnej
(probable) grzybicy inwazyjnej. Metody niehodowlane
stanowig istotny element laboratoryjnej diagnostyki
inwazyjnych zakazen grzybiczych, nalezy jednak pod-
kresli¢, ze izolacja i hodowla pozostaje metoda naj-
bardziej miarodajng - zgodnie z ustaleniami EORTC/
IFI, wyizolowanie czynnika etiologicznego z materialu
w warunkach fizjologicznych jalowego jest jedynym

kryterium mikrobiologicznym umozliwiajacym zdefi-
niowanie pewnej (proven) grzybicy inwazyjnej [10].

Wspolczesna diagnostyka serologiczna grzybic in-
wazyjnych obejmuje wykrywanie w surowicy i/lub
innych ptynach ustrojowych:

- antygenow rozpuszczalnych,

- swoistych przeciwcial przeciwgrzybiczych oraz

okreslanie ich miana.

Standardowe techniki serologiczne, takie jak immu-
nodyfuzja, testy precypitacyjne czy odczyn wigzania
dopelniacza okazaly si¢ niewystarczajaco czule i swo-
iste, aby mogly by¢ stosowane we wspolczesnej diagno-
styce grzybic narzgdowych. Do metod wykorzystywa-
nych obecnie w komercyjnych testach laboratoryjnych
zalicza sig:

- aglutynacje lateksowa (LA),

- metody immunofluorescencyjne: bezposrednie

(DIF) oraz posrednie (IIF),

- metody immunoenzymatyczne: jakosciowe (EIA)

oraz ilosciowe (ELISA).

Testy ilosciowe, poprzez podanie miana antygenu
czy przeciwcial, mogg stuzy¢ do obserwacji i monito-
rowania toczacego si¢ zakazenia. Pozwala to na §le-
dzenie samego procesu rozwoju grzybicy inwazyjnej,
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jak i skutecznosci zastosowanego leczenia. Nalezy jed-
nak pamietaé, ze badanie miana przeciwcial przeciw-
grzybiczych (zwlaszcza w klasie IgM) jest utrudnione
u pacjentéw z niedoborami odpornosci, a uzyskane
wyniki w tej grupie chorych mogg by¢ falszywie ujemne
[27]. Podobnie na uwage zastuguje fakt, iz obecnie uzy-
wane metody traktuja rozpuszczalne oligosacharydy
$ciany komoérkowej konkretnych gatunkéw grzybow
jak markery antygenowe zakazenia: podczas inwa-
zyjnej formy infekcji utrzymuja sie one w krwiobiegu
tylko przez pewien czas (od 8 do 96 godz.), ulegajac
nieustanne] eliminacji w wyniku wigzania w komple-
ksach immunologicznych [27]. W zwigzku z tym, nie-
zwykle istotne jest regularne monitorowanie ich obec-
nosci w ptynach ustrojowych chorych (surowicy krwi
lub osoczu) - Rys. 1.

2. Diagnostyka serologiczna zakazen Candida spp.

Zakazenia wywolywane przez grzyby drozdzo-
podobne w przewazajacej wigkszo$ci powodowane sg
przez gatunek Candida albicans. Podobnie jak pozostale
grzyby nalezace do tego rodzaju, posiada on w swojej
$cianie komorkowej mannan, ktory jest wysoce immu-
nogennym antygenem polisacharydowym, indukujg-
cym odpowiedz humoralng [18]. Zjawisko to wykorzy-
stano do diagnostyki inwazyjnej kandidozy opartej na
réwnoleglym monitorowaniu w surowicy krwi miana
krazacego mannanu i przeciwcial anty-mannanowych
u pacjentéw z grup podwyzszonego ryzyka [18, 28].

Ilo$ciowy test immunoenzymatyczny Platelia® Can-
dida Ag (Bio-Rad) moze by¢ stosowany do wykrywania
szerokiego zakresu stezen antygenu, a jego wysoka czu-
toé¢ analityczna (0,062 ng/ml) umozliwia monitorowa-
nie zakazenia poczynajac od wczesnych jego etapow.
W metodzie tej wykorzystano monoklonalne przeciw-
ciala skierowane przeciwko a-1,5 oligomannozydom
Candida spp. Test powinien by¢ stosowany w diagno-
styce ukladowej kandidozy u pacjentéw z grup pod-
wyzszonego ryzyka, niezaleznie od ich statusu immu-
nologicznego i/lub stadium rozwoju fungemii [28].
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wykrycie obecnosci
antygenu mannanowego na wczesnym etapie zakazenia
zalezy w duzym stopniu od liczby i czgstosci oznaczen
wykonanych dla danego pacjenta. Z przeprowadzonych
dotychczas badan wynika, iz czuto$¢ diagnostyczna
testu Platelia Candida przy jednorazowym oznaczeniu
w pojedynczej probce surowicy krwi wynosi 58% [9],
a wskaznik ten wzrasta jezeli badanie zostanie pow-
torzone w kolejnych prébkach krwi, pobranych od tego
samego chorego. Oznacza to, Ze pojedynczy ujemny
wynik na obecno$¢ antygenu nie wyklucza inwazyj-
nej formy kandidozy, co moze by¢ powodowane zbyt
niskim stezeniem antygenu, ktoéry w przebiegu zakaze-
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nia podlega szybkiej eliminacji z krwiobiegu. Test jest
przydatny w rozpoznawaniu zakazen o etiologii C. albi-
cans, C.glabrata i C. tropicalis, wykazuje natomiast
znacznie mniejszg czuto$¢ w przypadku diagnozowa-
nia zakazen wywolanych przez C. krusei, C. parapsilosis
i C. guillerimondi [9, 18, 28].

Drugim istotnym elementem diagnostyki serologicz-
nej w przebiegu zakazenia grzybami z rodzaju Candida
spp jest ocena poziomu przeciwciat anty-mannanowych.
Wykrycie przeciwciat w klasach IgM i/lub IgG odzwier-
ciedla aktualne oraz przebyte zakazenie; wskazuje tez na
mozliwos¢ zakazenia ukladowego u pacjentéw z grup
wysokiego ryzyka. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze wynik
pojedynczego oznaczenia przeciwcial, interpretowany
w oderwaniu od wynikéw pozostatych badan mikolo-
gicznych (hodowla, wykrywanie antygenéw), diagno-
styki obrazowej oraz oceny stanu klinicznego pacjenta
nie umozliwia rozrdéznienia pomiedzy kolonizacja,
miejscowymi postaciami kandydozy a formg inwazyjna
zakazenia [18, 28]. Nagly wzrost poziomu przeciwcial,
zwlaszcza w klasie IgM, $wiadczy¢ moze o rozwoju
aktywnego zakazenia, natomiast wynik ujemny nie
wyklucza inwazyjnej postaci zakazenia Candida spp.
Uzyskane w trakcie monitorowania serologicznego
ujemne wyniki oznaczen przeciwcial przy jednocze-
snej dlugotrwalej antygenemii mannanowej moga by¢
zwigzane z niepomys$lnym rokowaniem [9, 22]. Przy
zlecaniu badania poziomu swoistych przeciwcial prze-
ciwgrzybiczych nalezy pamieta¢, iz powinny by¢ one
wykonywane kilkukrotnie w odstgpach 10-21 dni.
O toczacym si¢ zakazeniu grzybiczym $wiadczy zmiana
poziomu przeciwcial o 25-30% poczatkowej wartosci
w tym odstepie czasowym [21, 22].

Dodatkowo na podkreslenie zastuguje fakt, iz poje-
dyncze oznaczenie przeciwcial IgG anty-Candida ma
niska wartos¢ diagnostyczng. Dodatni wynik bada-
nia jest niestychanie czesty — przeciwciala w tej klasie
na wysokim poziomie (powyzej 70 IU/ml) wystepuja
w surowicy okofo 90% pacjentéw bez historii inwazyj-
nej kandidozy [1, 18].

W diagnostyce serologicznej inwazyjnej kandidozy
zalecane jest rownolegle badanie antygenow i przeciw-
cial, co pozwala na znaczne zwigkszenie czulosci oraz
swoistosci wykrywania inwazyjnych postaci zakazen
Candida spp. Czes¢ chorych wykazuje dodatni wynik
dla obydwu markeréw na réznych etapach tego samego
epizodu zakazenia, co jest najlepszym potwierdzeniem
rozwoju infekcji. U pacjentéw z uposledzonym ukfa-
dem odporno$ciowym, u ktérych moga wystapic zabu-
rzenia w tworzeniu przeciwcial sugerowane jest stale
monitorowanie ich poziomu, a takze wykonywanie
testu wykrywajacego antygen mannanowy. Przydatnos¢
takiego toku postepowania diagnostycznego wykazano
takze u chorych w okresie neutropenii [18], przy czym
badanie antygenéw powinno by¢ wtedy wykonywane
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Rys. 1. Przykladowe wyniki monitorowania antygenu mannanowego Candida spp. i przeciwcial skierowanych przeciwko mannanowi
w przebiegu inwazyjnej kandidozy.

poziom antygenu mannanowego Candida spp., — =+ poziom przeciwcial przeciw mannanowi, |, - pierwsze wyhodowanie

Candida spp. z probki krwi obwodowej, N — okresy neutropenii; a: pacjent z ostra bialaczka limfoblastyczna, zakazenie Candida krusei
[22]; b - f: zakazenie Candida tropicalis u pacjentow z ostra biataczka szpikowa (b, c) lub ostra bialaczka limfoblastyczna (d, e, f) [19].

odpowiednio czgsto (co 73-96h), a monitorowanie
poziomu swoistych przeciwcial nabiera wigkszego zna-
czenia u pacjentoéw z krétkimi epizodami neutropenii
[22], w okresie odbudowy liczby neutrofili [9] oraz przy
nawrotach kandidozy inwazyjnej [18]. Z uwagi na cze-
sto$¢ wspolistnienia ,,szczytu” antygenemii z dodatnimi
wynikami hodowli krwi, wydaje si¢ by¢ celowe réwno-
czesne pobieranie probek krwi do badan hodowlanych
i serologicznych [28].

Kolejnymi warto$ciowymi parametrami stuzgcymi
do oceny aktywnego zakazenia Candida spp. sa:

o wykrycie 1,3-B-D-glukanu w surowicy krwi,

» wykrycie przeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom pseudostrzepek (Candida albicans
germ tube antibody, CAGTA).

(153)-p-D-glukan (BDG) jest -D-glukopiranozy-

lowym polisacharydem $ciany komoérkowej wystepuja-
cym u wiekszosci saprofitycznych i patogennych gatun-
kéw grzybow, z wyjatkiem Mucorales i Cryptococcus spp.
Podobnie jak w przypadku innych sacharydéw $ciany
komoérkowej grzybow, BDG wystepuje w zardwno
jako wielkoczasteczkowe polimery, jak i w formie
rozpuszczalnej. Zwiazek ten nie wystepuje w komor-
kach prokariotycznych ani eukariotycznych, zatem jego
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Tabela I
Wyniki badan laboratoryjnych w zakazeniach wywotywanych przez Candida spp.
Wynik miana przeciwcial anty- | Wynik miana | Wynik oznaczenia
Rodzaj zakazenia mannanowych Candida spp. | przeciwciat anty- antygenemii
IgM IgG »germ tubes” Candida spp.
Przej$ciowe zakazenie blon §luzowych + - - -
Ostra kandidoza bton §luzowych ++ - -
Przewlekla kandidoza bton §luzowych + - -
Inwazyjna kandidoza + ++ + + (+/-)

pojawienie si¢ we krwi oraz innych materialach, jato-
wych w warunkach fizjologicznych, jest dobrym mar-
kerem grzybiczego zakazenia inwazyjnego, w tym
kandidozy [11]. Dostgpne na rynku testy stuzace do
wykrywania BDG opieraja si¢ na zasadzie aktywacji
kaskady koagulacyjnej amebocytow skrzyplocza Limu-
lus polyphemus.

Sacharydy $ciany komorkowej pseudostrzepek (fila-
menty, pseudomycelium) Candida spp. roznig si¢ struk-
turg antygenowa od $ciany komdrkowej blastokonidiow.
Forma pseudomycelialna jest wytwarzana w reakcji na
kontakt komoérek drozdzaka ze skladnikami surowicy,
i co za tym idzie, $wiadczy o przenikaniu grzyba do
tozyska naczyniowego, zatem synteza przeciwcial prze-
ciwko antygenom filamentéw Candida spp. implikuje
wystapienie inwazyjnej postaci zakazenia. [12, 13].

Dotychczasowe badania wykazaly, ze wieloczynni-
kowa diagnostyka obejmujaca réwnoczesne monitoro-
wanie antygenemii oraz poziomu przeciwcial skierowa-
nych przeciwko mannanowi pozwolita na zwiekszenie
swoisto$ci diagnostycznej w rozpoznawaniu inwazyjnej
kandidozy do poziomu 83% [9]; dodatkowe oznacze-
nie poziomu 1,3-B-D-glukanu zwieksza ten wskaznik
do 88% [1]; réwnoczesne badanie przeciwciat CAGTA
- do 96% [12]. Wprowadzenie kompleksowej dia-
gnostyki serologicznej umozliwia takze zwiekszenie
dodatniej i ujemnej wartosci predykcyjnej inwazyjnej
kandidozy u pacjentéw z zaburzeniami odpowiedzi
humoralnej, w tym pacjentéw neutropenicznych.

3. Diagnostyka serologiczna aspergillozy

Podobnie jak przy zakazeniach Candida spp., w dia-
gnostyce serologicznej chorob powodowanych przez
grzyby z rodzaju Aspergillus, stosuje si¢ oznaczenia
antygendw rozpuszczalnych oraz swoistych przeciw-
cial. Podstawowym badaniem w diagnostyce inwazyj-
nej aspergillozy jest wykrywanie krazacego w surowicy
krwi antygenu galaktomannanowego [16]. Jest to oligo-
sacharyd $ciany komdrkowej o masie 25-50 kDa. Jego
obecno$¢ wykazano u Aspergillus fumigatus, a takze
innych gatunkoéw (A. flavus, A. niger) patogennych dla

czlowieka. Galaktomannan jest wysoce immunogen-
nym antygenem, dlatego tez zostal uznany za dobry
marker aspergillozy [8, 20]. W formie rozpuszczalnej
moze on krazy¢ w plynach ustrojowych w stezeniach
1-500 ng/ml. Uzupelnienie klasycznych metod hodow-
lanych o oznaczanie obecnosci galaktomannanu stalo
sie mozliwe dzieki wprowadzeniu na rynek dwdch
testow: immunoenzymatycznego Platelia® Aspergillus
Ag (Bio-Rad) oraz aglutynacji lateksowej Pastorex”
Aspergillus (Bio-Rad). Wykazano, ze w rozpoznawaniu
inwazyjnej formy aspergillozy zdecydowanie bardziej
przydatny jest pierwszy z nich, ktory umozliwia wykry-
cie ponad 10-krotnie mniejszej iloci antygenow w 1 ml
surowicy w poréwnaniu z testem aglutynacji lateksowej,
o czulosci zaledwie 15 ng/ml [23].

Czulo$¢ wykrywania antygenu galaktomannano-
wego zalezy takze od miejsca toczacego si¢ zakaze-
nia. W przypadkach aspergillusowego zapalenia pluc,
poziom detekcji krazacego antygenu w surowicy krwi
jest wyraznie nizszy w poréwnaniu do postaci uogélnio-
nej [7]. Ponadto we wczesnych fazach zakazenia antygen
Aspergillus moze wystepowac w bardzo niskim stezeniu.
W badaniach wykazano, ze antygenemia w surowicy
koreluje z klinicznie potwierdzong aspergiloza oraz
z odpowiedzig na terapi¢ przeciwgrzybicza [11]. Inne
obserwacje wskazuja, ze potwierdzony dodatni wynik
na obecnos¢ krazacego antygenu w klinicznie udoku-
mentowanych przypadkach inwazyjnej aspergillozy
moze by¢ podstawg do wdrozenia lub zmiany terapii
przeciwgrzybiczej, nawet przy braku pozostatych kry-
teriéw diagnostycznych [7]. Monitorowanie probek
surowic po wdrozeniu leczenia przeciwgrzybiczego daje
mozliwos$¢ oceny prawdopodobienstwa odpowiedzi na
terapie i/lub koniecznosci wlaczenia leczenia alterna-
tywnego [7, 14]. Obnizanie si¢ poziomu wykrywanego
galaktomannanu wydaje si¢ mie¢ zwigzek z pomyslnym
rokowaniem; z drugiej jednak strony brak antygenemii
nie wyklucza samej aspergillozy oraz zakazenia spo-
wodowanego przez inne grzyby plesniowe (Fusarium
spp., Mucor spp.) [16]. Mozliwe s3 tez wyniki falszy-
wie dodatnie u chorych przyjmujacych antybiotyki
z grupy P-laktaméw (amoksycylina, piperacylina) lub
tez z uszkodzona $luzowka jelit [29].
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Dyskusyjna jest takze zmiana przyjetego przez pro-
ducenta indeksu wartosci ,,cut-off ” testu. Dotychczas za
probki ujemne uznawano material o wartoéci indeksu
ponizej 1, za dodatnie probki o indeksie > 1,5, nato-
miast wartosci indeksu w zakresie 1-1,5 interpretowano
jako wynik watpliwy (,grey zone”). Obecnie, zgodnie
z informacjami zalgczanymi przez firme, za dodatnie
uznawane sg surowice o wartoéci indeksu >0,5, za$
probki o wartosci <0,5 uwazane s3 za ujemne. Zale-
cane jest takze, by wszystkie probki o indeksie >0,5
byty oznaczane ponownie z uzyciem tej samej surowicy.
Taka ocena oraz badanie wartosci indeksu w kolejnych
probkach surowic pobranych od tego samego pacjenta
ma na celu wyeliminowanie wynikéw falszywie dodat-
nich spowodowanych zanieczyszczeniem materiatu.
Dwa kolejne badania z dodatnim wynikiem mialyby
$wiadczy¢ o inwazyjnej aspergilozie. Dodatni wynik
nalezy jednak zawsze interpretowac w $wietle danych
klinicznych oraz w polaczeniu z wynikami badan radio-
logicznych i innych testow laboratoryjnych [28].

Do badan przeciwcial anty-Aspergillus stosuje sie
obecnie podobnie jak w przypadku grzybow z rodzaju
Candida testy immunoenzymatyczne, ktdre umozliwiajg
ilosciowe okreslenie miana przeciwcial. U oséb zdro-
wych w zasadzie nie stwierdza si¢ w surowicy przeciw-
cial anty-Aspergillus; wystepuja one tylko u pacjentdéw
z grup podwyzszonego ryzyka. Warto$¢ diagnostyczna
testow ELISA wykrywajacych swoiste przeciwciata
jest wysoka zwlaszcza w przypadkach grzybniaka ptuc
(aspergilloma) oraz aspergillozy plucnej, zwlaszcza
u pacjentéw immunokompetentnych. Ostrozna inter-
pretacja wynikéw jest niezbedna natomiast wsrod
pacjentéw z obnizong odpornoscia ze wzgledu na zbyt
niskie tempo syntezy immunoglobulin.

4. Diagnostyka serologiczna kryptokokozy

Zakazenia wywolywane przez Cryptococcus neo-
formans, pomimo swego stosunkowo rzadkiego roz-
powszechnienia, niosg dla chorych powazne ryzyko
infekeji ukladowej. Przez wiele lat diagnostyka inwazyj-
nej kryptokokozy opierala si¢ na hodowli grzyba oraz
barwieniu negatywnym preparatéw mikroskopowych
tuszem chinskim w celu wykrywania form otoczko-
wych. Ze wzgledu na trudnosci w badaniu tego pato-
genu w materiale klinicznym metodami tradycyjnymi,
konieczne stalo si¢ wprowadzenia testéw serologicz-
nych, stwierdzajacych obecnos¢ antygenéw Cryptococ-
cus w surowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym [15].

Najbardziej rozpowszechnione testy, takie jak Pasto-
rex” Cryptococcus (BioRad), opierajg sie na zasadzie
aglutynacji lateksowej i wykrywaja krazace antygeny
polisacharydowe zawarte w $cianie komorkowej grzyba.
Czulo$¢ analityczna tej metody nie nalezy do wysokich,
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bowiem zostala okreslona na poziomie 30 ng/ml, za$
swoisto$¢ wynosi 93%. Ponadto niektore partie testow
dawaly wysoki odsetek wynikéw falszywie dodatnich
i watpliwych, ze wzgledu na zanieczyszczenia pronazy
stosowanej do wstepnej obrobki materiatu klinicznego
oraz reakcje krzyzowe z czynnikiem reumatoidalnym
wystepujacym w surowicy [5]. Do zalet metody nalezy
natomiast niski koszt badania oraz prosta procedura
wykonania oznaczenia. W obecnej chwili na rynku
dostepny jest rowniez jako$ciowy test immunoenzy-
matyczny Premier Cryptococcus Ag, ktorego czulosé
wynosi 0,6 ng/ml. Jest on produkowany przez amery-
kanska firme Meridian i przy uzyciu seryjnych roz-
cienczen kontroli dodatniej umozliwia takze analize
potilosciowa, ktéra moze pelni¢ role prognostyczng
w przebiegu zakazenia [5, 15].

Ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie Crypto-
coccus neoformans w srodowisku nie prowadzi si¢ obec-
nie badania swoistych przeciwciat w klasach IgM i IgG
testami serologicznymi. Pojawiajg sie one wprawdzie
w plynach ustrojowych w poczatkowym okresie zaka-
zenia, lecz ich wystepowanie moze by¢ rowniez skut-
kiem kontaktu z antygenami Cryptococcus obecnymi
we wdychanym powietrzu.

5. Metody molekularne stosowane w diagnostyce
grzybic inwazyjnych

Ze wzgledu na réznorakie ograniczenia w bada-
niach serologicznych czy hodowli laboratoryjnej grzy-
béw, konieczne stalo si¢ opracowanie nowych technik
diagnostycznych, ktére umozliwiaja wykrywanie tych
patogenéw w organizmie pacjenta juz na poczatko-
wych etapach zakazenia oraz pozwalaja uzyskac jed-
noznaczny wynik. Przefomem okazalo si¢ by¢ wprowa-
dzenie do rutynowej diagnostyki techniki fancuchowe;j
reakcji polimerazy (PCR), odkrytej w 1983 roku przez
Karyego Mullisa. Dodatkowy wzrost czutodci i spe-
cyficznoéci osiggnieto dzieki zastosowaniu reakeji
PCR polaczonej z jednoczesng analizg przyrostu pro-
duktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR, qPCR).
Wyznacznikiem ilosci matrycowego DNA jest w tej
metodzie numer kolejnego cyklu, po ktérym kinetyka
reakcji wchodzi w faze logarytmicznego wzrostu ilosci
produktu. Technike t3 mozna takze z powodzeniem
stosowac w przypadku dluzej przechowywanego mate-
rialu biologicznego (probek surowicy krwi), co stanowi
powazne utrudnienie w przypadku badan serologicz-
nych. Dodatkowo na korzys$¢ real-time PCR przema-
wia mozliwo$¢ zautomatyzowania badania i znacznego
obnizenia kosztéw analizy probek.

Mimo tych innowacji obecnie brak jest rozpo-
wszechnionych komercyjnych testéw mikologicznych,
ktore wykorzystywalyby metody biologii molekularnej
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[4, 17]. Wynika to przede wszystkim z komplikacji
w izolacji DNA grzybéw, spowodowanymi trudnos-
ciami w rozbiciu ich $ciany komoérkowej oraz klopo-
tow ze znalezieniem specyficznych i konserwatywnych
sekwencji docelowych w genomie grzybéw patogen-
nych [4]. Dodatkowe problemy zwigzane sg z walidacja
metod, standaryzacja miedzylaboratoryjng oraz okres-
leniem parametréw kliniczno-diagnostycznych. Z tego
tez powodu oznaczenia z uzyciem testow PCR i gPCR
maja gléwnie charakter naukowo-badawczy [1, 30] lub
dotyczg badania pokrewienstwa genetycznego izolatéw
na potrzeby dochodzenia epidemiologicznego [6, 26].
Wyjatek stanowia wprowadzone niedawno zestawy
komercyjne oparte na technice real-time PCR: test
MycAssay®, wykrywajacy w surowicy krwi DNA grzy-
béw z rodzaju Aspergillus; test SeptiFast® dedykowany
do prébek krwi pelnej i wykrywajacy Aspergillus fumi-
gatus oraz grzyby z rodzaju Candida: C. albicans, C. kru-
sei, C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis; a takze test
FilmArray® BC, wykrywajacy i roznicujacy C. albicans
z czterema innymi klinicznie istotnymi drozdzakami
z rodzaju Candida (2, 3, 17, 24, 26, 27]. Niewielka liczba
opublikowanych wynikéw prezentujgcych przydatnosé
kliniczng testow molekularnych, wysoka cena oznaczen
oraz koniecznos¢ posiadania specjalistycznego wyposa-
zenia pracowni biologii molekularnej nie sprzyjaja na
obecnym etapie ich rozpowszechnieniu w rutynowej
diagnostyce laboratoryjnej, co - jak mamy nadzieje
- zmieni si¢ w przyszlosci na korzys¢.

6. Podsumowanie

W zwiagzku z rozwojem wspodlczesnej transplanto-
logii zakazenia o etiologii grzybiczej naleza obecnie
do najpowazniejszych powiklan u oséb poddawanych
zabiegom przeszczepienia, zaréwno narzagdéw una-
czynionych, jak i komoérek hematopoetycznych. Cho¢
wprowadzenie standaryzowanych strategii postepowa-
nia terapeutycznego oraz zalecanego toku badan labo-
ratoryjnych wptynelo na poprawe skutecznosci lecze-
nia zakazen potransplantacyjnych, to jednak trudnosci
w szybkiej i prawidlowej diagnostyce mykologicznej
sprawiajg ze zakazenia grzybicze wcigz pozostajq istot-
nym wyzwaniem u osob z zaburzeniami odpornosci
i/lub poddanych dtugotrwalej antybiotykoterapii.
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