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DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA | LECZENIE ZAKAZEN

GRZYBICZYCH W OKULISTYCE

LABORATORY DIAGNOSTICS AND TREATMENT OF FUNGAL INFECTIONS IN OPHTHALMOLOGY

STRESZCZENIE: Uktadowe zakazenia grzybicze wywotywane s3 najczesciej przez grzyby z ro-
dzaju Candida i Aspergillus. Zakazenie gatki ocznej moze by¢ powiktaniem 2—-45% kandydemii,
jednak endophthalmitis wystepuje w tych przypadkach rzadko. Infekcje oka moga tez by¢ wy-
wotane przez grzyby plesniowe, z ktérych w okulistyce duze znaczenie maja grzyby z rodzaju
Aspergillus spp. oraz Fusarium spp. Ocena mikroskopowa preparatéw bezposrednich ma szcze-
golne znaczenie w rekomendacjach diagnostyki okulistycznej. Umozliwia szybkie stwierdze-
nie czynnika etiologicznego infekcji grzybiczej i wasciwy wybdr terapii. Hodowla i identyfika-
Cja szczepu grzyba wyizolowanego z materiatu klinicznego nadal stanowi tzw. ztoty standard
w diagnostyce grzybic. Metoda ta pozwala na identyfikacje wyhodowanego patogenu do ga-
tunku i umozliwia ocene lekowrazliwosci danego szczepu, a tym samym zastosowanie U pa-
cjenta antybiotykoterapii celowane;.

StOWA KLUCZOWE: diagnostyka mykologiczna, leczenie przeciwgrzybicze, zakazenia
grzybicze oka

ABSTRACT: The most common etiological agents of systemic fungal infections are yeast-like
fungi of the genus Candida spp. and moulds Aspergillus spp. Candidemia (2-45% of cases) may
result in an infection of the eyeball, however endophthalmitis is rare. Eye infections may also
be caused by moulds, of which the most important in ophthalmology are Aspergillus spp. and
Fusarium spp. Microscopic evaluation of direct preparations is very important in making a dia-
gnosis. It allows rapid detection of the etiological agent and determines the choice of antifun-
gal therapy. Culture and identification of the fungal strain isolated from the clinical material re-
mains the “gold standard”in laboratory diagnostics of fungal infections. It makes it possible to
identify the fungus to the species level, to evaluate its antimicrobial susceptibility and thereby
to administer targeted antibiotic therapy to the patient.
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WSTEP

Zapalenie tkanek galki ocznej moze by¢ wynikiem zaka-
zenia endogennego (droga krwiopochodng z odleglego ana-
tomicznie ogniska zakazenia) lub egzogennego — jako na-
stepstwo urazu penetrujacego galke oczng, powiktanie za-
biegu operacyjnego lub progresja zapalenia rogowki [1, 2].

©Evereth Publishing, 2018

Zapalenie rogowki czesto jest zwigzane z czynnikami prze-
rywajacymi ciaglos¢ jej nabtonka. Zakazenie to ma charak-
ter procesu szybko postgpujacego, ktory w konsekwencji
moze zagraza¢ widzeniu. Konieczna jest szybka konsultacja
okulistyczna, gdyz postepujaca infekcja moze spowodowac
destrukcje tkanki rogéwki. Do najczestszych czynnikéw
ryzyka zakazen grzybiczych naleza: uzywanie soczewek
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kontaktowych, urazy penetrujace oka, stosowanie skazo-
nych preparatéw okulistycznych, niedobory immunologicz-
ne, jak rowniez wspolistniejgce inne schorzenia [3, 4].

Glownym czynnikiem etiologicznym zakazen grzybi-
czych w okulistyce sa grzyby drozdzopodobne, rzadziej
grzyby plesniowe. Grzyby drozdzopodobne wystepuja na
btonach $luzowych jako sktadnik flory fizjologicznej. Za-
kazenia przez nie wywotane sa zwykle pochodzenia endo-
gennego. Do zakazef grzybami plesniowymi dochodzi naj-
czgséciej w sposob egzogenny poprzez inhalacje zarodni-
kéw do drog oddechowych, a zdecydowanie rzadziej po-
przez uszkodzong skore [5].

Do inwazyjnych zakazen grzybiczych (IZG) predyspo-
nuja liczne czynniki ryzyka, przed wszystkim jednak neu-
tropenia (<500 granulocytow/pul) oraz limfopenia — glow-
nie w zakresie limfocytow CD4+. Grupa chorych, u kto-
rych wystegpuje szczegolnie duze ryzyko ukladowych za-
kazen grzybiczych, sa pacjenci poddani chemio- i/lub ra-
dioterapii, leczeni glikokortykosteroidami i lekami im-
munosupresyjnymi oraz biorcy allogenicznych macie-
rzystych komorek krwiotworczych [6-9]. Do 0sdb szcze-
gblnie narazonych na rozwdj 1ZG naleza réwniez pacjen-
ci z wrodzonymi lub nabytymi zaburzeniami odpornos$ci
(np. zesp6l nabytego uposledzenia odpornosci — AIDS),
skrajne grupy wiekowe (>60. roku zycia i noworodki) oraz
osoby przewlekle niedozywione. Zaburzenie funkcji ba-
rierowej skory i bton $luzowych oraz uszkodzenie struk-
tury tkanek i narzadéw (w wyniku zabiegdw chirurgicz-
nych, jak réwniez stosowanie cewnikow centralnych lub
dializacyjnych, rurek intubacyjnych, tracheostomijnych
oraz wykonywanie zabiegdw w obrgbie klatki piersiowej
ijamy brzusznej) sa rowniez przyczynami zakazen grzybi-
czych. Choroby wspdtistniejace — np. przewlekta obtura-
cyjna choroba ptuc (POChP), niewydolnos¢ nerek lub wa-
troby — a takze zaburzenie funkcji narzadéw spowodowa-
ne niewyréwnang cukrzyca predysponuja do infekcji grzy-
biczych [5-7, 9-12].

Uktadowe zakazenia wywotywane sa najczesciej przez
grzyby z rodzaju Candida 1 Aspergillus. Zakazenie galki
ocznej moze by¢ powiklaniem 2-45% kandydemii, szcze-
golnie o etiologii Candida albicans, jednak zapalenie wne-
trza gatki ocznej (endophthalmitis) wystepuje w tych przy-
padkach rzadko [13, 14]. Infekcje oka moga tez by¢ wy-
wotane przez grzyby plesniowe. W okulistyce najwigksze
znaczenie maja grzyby plesniowe z rodzaju Aspergillus spp.
oraz Fusarium spp.

Objawy kliniczne zakazen grzybiczych oka sg zwykle nie-
swoiste, co utrudnia ich rozpoznanie. Uwaza sig, ze infekcje
grzybicze — w poréwnaniu do zakazen bakteryjnych — cechu-
je bardziej podstepny poczatek i dtuzszy przebieg choroby.
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DIAGNOSTYKA MIKROBIOLOGICZNA
GRZYBICZYCH ZAKAZEN OKA

ZASADY POBIERANIA MATERIALU DO BADAN
MYKOLOGICZNYCH W OKULISTYCE

Probki kliniczne do badan mykologicznych nalezy pobraé
bezposrednio z miejsca toczacego si¢ zakazenia, uwzgled-
niajac objawy kliniczne pacjenta. W przypadku grzybiczego
zapalenia struktur wewnetrznych oka, do badan mykologicz-
nych nalezy pobra¢ probke ciata szklistego. Proces zapal-
ny moze toczy¢ si¢ jedynie w tylnym odcinku galki oczne;j,
dlatego tez mozna uzyska¢ ujemne wyniki posiewow cieczy
wodnistej przy dodatnim wyniku posiewu szklistki. Ciecz
wodnistg pobiera si¢ przez nakhucie igla do iniekcji rogéwki
w jej rabku i zaaspirowanie probki o objetosci 0,1 ml. Przy
podejrzeniu zapalenia rogoéwki nalezy pobra¢ zeskrobiny ja-
lowg platynowg ezg [15]. Materialem do badan mykologicz-
nych moga tez by¢ bioptaty, a u 0séb uzytkujacych soczew-
ki kontaktowe takze przestane soczewki oraz ptyn i pojem-
niki, w ktorych sa przechowywane [15, 16].

Materiat do badan mykologicznych nalezy pobieraé
przed rozpoczgciem terapii przeciwgrzybiczej. Jesli jednak
leczenie bylo juz wczesniej wdrozone, wskazane jest pobra-
nie probki co najmniej dwa tygodnie po odstawieniu tera-
pii miejscowej i co najmniej miesigc po zakonczeniu terapii
przeciwgrzybiczej podawanej ogoélnie. Transport probek do
laboratorium powinien odby¢ si¢ jak najszybcie;j.

W okulistycznej diagnostyce laboratoryjnej dotyczacej za-
kazen grzybiczych stosowane sg réozne metody: badania mi-
kroskopowe, metody histopatologiczne, metody hodowlane
z identyfikacja i oznaczeniem lekowrazliwo$ci wyizolowa-
nego szczepu, metody serologiczne (wykrywanie zaréwno
antygenow, jak i przeciwcial), a takze metody molekularne.

W okulistyce badania mykologiczne czgsto nie sg wy-
starczajace do potwierdzenia rozpoznania, podobnie jak
w przypadku innej lokalizacji anatomicznej zakazenia grzy-
biczego, totez konieczne jest uwzglednienie zaréwno obra-
zu klinicznego, jak 1 wynikoéw badan dodatkowych, np. ob-
razowych i histopatologicznych.

BADANIE MIKROSKOPOWE PREPARATU
BEZPOSREDNIEGO STOSOWANE W OKULISTYCE

Ocena mikroskopowa preparatow bezposrednich ma szcze-
golne znaczenie w diagnostyce okulistycznej. Technika ta
umozliwia szybkie stwierdzenie obecnosci czynnika etiolo-
gicznego infekeji grzybiczej w badanym materiale oraz — na
podstawie cech morfologicznych grzyba — orientacyjne usta-
lenie rodzaju grzybéw, a tym samym wiasciwy dobor terapii.
Jest to istotne zwlaszcza w przypadku grzybow plesniowych,
gdyz czas oczekiwania na ich wzrost w metodzie hodowlanej

©Evereth Publishing, 2018
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Tabela 1. Terapia empiryczna i celowana zakazen grzybiczych oka.

Rozpoznanie

Etiologia

Leczenie
standardowe

Leczenie alternatywne (np.

uczulenie na lek standardowy)

Zapalenie powiek

Zapalenie mieszkow rzes i brwi

Zapalenie spojowek

Zapalenie rogowki

Typowe powiktania u uzytkownikéw socze-
wek kontaktowych

Zapalenie twarddwki i rogowki

Zapalenie wnetrza gatki ocznej

Zapalenie siatkdwki

Neuropatia nerwu wzrokowego

Zakazenie tkanek oczodotu

Zapalenie woreczka tzowego

"—w przypadku choroby grozacej utratg wzroku rozwazy¢ podanie do ciafa szklistego worykonazolu 100 ug w 0,1 ml;
" —w przypadku choroby grozacej utrata wzroku rozwazy¢ podanie do ciata szklistego amfoterycyny B 5-10 ug w 0,1 ml.

Malassezia furfur

Cryptococcus spp.
Dermatofity

Candida albicans

Candida krusei
Candida glabrata

Aspergillus spp.
Curvularia spp.
Pneumocystis jirovecii

Candida albicans

Candida krusei
Candida glabrata

Fusarium spp.

Fusarium
Aspergillus
Curvularia
Alternaria
Acremonium
Penicillium

Fusarium
Cladosporium
Penicillium

Scedosporium prolificans

Etiologia nieznana

Candida albicans

Candida krusei
Candida glabrata

Candida parapsilosis

Aspergillus
Fusarium

Paecilomyces
Lasiodiplodia
Penicillium

Cryptococcus neoformans
Mucormycetes
Cryptococcus

Aspergillus spp.

Mucor spp.

Curvularia spp.

Candida albicans

Ketokonazol

Flukonazol
Terbinafina

Flukonazol

Worykonazol

Worykonazol
Worykonazol
Kotrimoksazol

Flukonazol 2%

Flukonazol p.o. lub i.v.

Worykonazol

Worykonazol

Worykonazol

Worykonazol

Worykonazol

Worykonazol’

Flukonazol

Worykonazol

Flukonazol

Worykonazol
Worykonazol

Worykonazol

Flukonazol
Amfoterycyna B
Flukonazol
Worykonazol
Amfoterycyna B
Worykonazol

Flukonazol

Flukonazol

Amfoterycyna B

Worykonazol

Amfoterycyna B
Amfoterycyna B

Amfoterycyna B
Amfoterycyna B
Pentamidyna

Worykonazol 1%
Amfoterycyna B 0,15%
Worykonazol
Amfoterycyna B”

Amfoterycyna B

Amfoterycyna B
Amfoterycyna B

Amfoterycyna B

Amfoterycyna B
+ flucytozyna™

Worykonazol

Amfoterycyna B
Amfoterycyna B

Amfoterycyna B
Worykonazol

Amfoterycyna B
Amfoterycyna B
Amfoterycyna B

Amfoterycyna B
Pozakonazol
Amfoterycyna B
Amfoterycyna B
Pozakonazol
Amfoterycyna B

Worykonazol
Amfoterycyna B

moze by¢ dhugi. Bardzo wazna jest wlasciwa objetos¢ uzyska-
nej probki klinicznej, odpowiedniej dla danego rodzaju i loka-
lizacji zakazenia, co w okulistyce moze stanowi¢ problem [17].

©Evereth Publishing, 2018

W diagnostyce mykologicznej stosuje si¢ preparaty nie-
barwione, preparaty rozjasnione wodorotlenkiem potasu
(KOH) — stosowane rowniez do materialdow biopsyjnych,
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jak tez rozne techniki barwienia, np. metodg Grama (czuto$¢
35-90%) lub Giemsa (czuto$¢ 40-85%) [4]. W przypadku po-
dejrzenia kryptokokozy wykonuje si¢ preparat barwiony tu-
szem chinskim, ktory umozliwia uwidocznienie polisachary-
dowej otoczki tego patogenu. W badaniach histopatologicz-
nych preparaty ocenia si¢ mikroskopowo po barwieniu me-
toda PAS (ang. periodic acid-Schiff), po zastosowaniu ktorej
elementy grzybicze barwig si¢ fuksyna na kolor ciemnoczer-
wony i s3 widoczne na tle stabo zabarwionej tkanki. W meto-
dzie barwienia Gomoriego w modyfikacji Grocotta z zastoso-
waniem srebra (ang. Grocott-Gomori methenamine-silver sta-
in) grzyby barwig si¢ na kolor czarny, natomiast tlo jest jasno-
zielone. Dodatni wynik histopatologiczny materialu biopsyj-
nego stanowi potwierdzenie zakazenia grzybiczego [17, 18].

HODOWLA | IDENTYFIKACJA SZCZEPOW GRZYBOW

Metoda hodowli pozwala na identyfikacj¢ wyhodowane-
go szczepu grzyba do gatunku i umozliwia ocene lekowraz-
liwosci danego szczepu. Hodowla i identyfikacja szczepu
grzyba wyizolowanego z materiatu klinicznego nadal sta-
nowi tzw. zloty standard w diagnostyce grzybic. Wada me-
tod hodowlanych jest jednak stosunkowo dtugi okres czasu
potrzebny do uzyskania wzrostu i oceny morfologii kolo-
nii, zwlaszcza w przypadku grzybéw plesniowych [17, 18].

Uniwersalnym podtozem do hodowli grzybéw jest agar Sa-
bourauda. W diagnostyce okulistycznej — ze wzgledu na zwy-
kle bardzo malg objetos¢ materiatu klinicznego — w celu wy-
krycia czynnika etiologicznego zakazenia poza podiozem sta-
tym Sabourauda powinno stosowac si¢ takze podtoze ptynne.

Do identyfikacji grzybow w laboratoriach klinicznych
powszechnie uzywa si¢ podtoza chromogenne oraz systemy
identyfikacji oparte na testach biochemicznych (np.: API®
AUX 20C, VITEK® 2 YST, MicroScan, AuxaColor™ czy
Phoenix™ Automated Microbiology System). Najbardziej
wiarygodne wyniki identyfikacji — oprocz badan genetycz-
nych — uzyskuje si¢ jednak za pomoca techniki MALDI-
-TOF-MS (ang. matrix-assisted laser desorption/ionisa-
tion time-of-flight mass spectrometry). Metoda ta pozwala
na szybkie (w ciggu kilku minut) zidentyfikowanie etiolo-
gicznego czynnika zakazenia. Dotyczy to zwlaszcza grzy-
bic rzadkich i/lub wywotanych przez nowe gatunki grzybow
(np. Candida auris), w przypadku ktorych standardowe me-
tody identyfikacyjne sg czgsto niewystarczajace [17, 19-21].

OCENA LEKOWRAZLIWOSCI

W rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej do ozna-
czania lekowrazliwosci grzybow uzywa si¢ paskow z gra-
dientem stgzen leku przeciwgrzybiczego, umozliwiaja-
cych oceng warto$ci najmniejszego stezenia hamujacego
wzrost wyizolowanego szczepu grzyba (ang. minimal inhi-
bitory concentration — MIC). Stosowane sa rowniez metody
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potilosciowe, w ktorych okresla si¢ stopien lekowrazliwo-
$ci, biorac pod uwage tzw. stezenia krytyczne badanego
leku. Ztotym standardem w diagnostyce mykologicznej na-
dal jest metoda rozcienczeniowa. Wykonuje si¢ w niej se-
ryjne rozcienczenia leku przeciwgrzybiczego metoda pro-
bowkowa (w podtozu ptynnym) lub ptytkowa (w poditozu
statym), oznaczajac w mg/I lub pg/ml warto$¢ MIC danego
leku w odniesieniu do badanego szczepu grzyba [22].

BADANIA SEROLOGICZNE

Badania serologiczne stuza do wykrywania rozpuszczal-
nych antygendow grzybiczych we krwi i w innych ptynach
ustrojowych, a takze przeciwcial w surowicy krwi. Testy wy-
krywajace obecnos¢ rozpuszczalnych antygendw grzybiczych
sa pomocne w diagnostyce zakazen o tej etiologii, jak rowniez
pozwalaja na monitorowanie przebiegu zakazenia grzybicze-
go. Nalezy jednak pamigta¢ o wystgpowaniu u wielu pacjen-
tow falszywie dodatnich wynikow tych testow. Z kolei wyniki
dotyczace obecnosci przeciwcial przeciwgrzybiczych w suro-
wicy krwi nalezy interpretowac ostroznie, ze wzgledu na cze-
ste wystgpowanie ich w populacji oséb ogolnie zdrowych.
W diagnostyce aktualnego zakazenia konieczne jest wigc ob-
serwowanie dynamiki narastania miana przeciwcial i analiza
calego obrazu klinicznego oraz wynikéw innych badan do-
datkowych. Przy badaniu obu markeréw — antygendw i prze-
ciwcial — czuto$¢ testow wynosi 80%, a swoistos¢ 93% [23].
Testy lateksowe umozliwiaja szybkie uzyskanie wyniku, ale
duzo czulsze sg testy immunoenzymatyczne [22].

BADANIA MOLEKULARNE

Techniki molekularne stosowane sa do szybkiej diagno-
styki zakazen grzybiczych. Dzigki tym metodom mozna wy-
kry¢ grzybiczy DNA w surowicy, w ptynach ustrojowych
i/lub w tkankach. Techniki te cechuje wysoka czuto$¢ i swo-
isto§¢ oraz mozliwo§¢ wykonania oznaczen ilosciowych,
jednak obecnie nie sg one rekomendowane w rutynowej dia-
gnostyce mykologicznej. Stanowiag one metody dodatkowe,
stosowane jako uzupeklienie metod klasycznych — mikro-
skopii bezposredniej oraz technik hodowlanych [22, 24].

LECZENIE GRZYBICZYCH ZAKAZEN OKA

Wybdr leku przeciwgrzybiczego oraz droga jego podania
w okulistyce zalezy od lokalizacji i postaci klinicznej zaka-
zenia (leczenie empiryczne), jak rowniez od czynnika etiolo-
gicznego infekcji (terapia celowana) (Tabela 1). Nalezy pa-
mietac, ze niektore grzyby sg naturalnie oporne na okreslone
leki przeciwgrzybicze (Tabela 2). W celu optymalizacji sto-
sowania lekow przeciwgrzybiczych w danej placéwce ochro-
ny zdrowia, konieczne jest zrdznicowanie ich dostepnosci.

©Evereth Publishing, 2018
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Tabela 2. Opornosc grzybow na leki przeciwgrzybicze.

Lek przeciwgrzybiczy Rodzaje/gatunki oporne

Flukonazol Candida krusei*, Candida glabrata**, Candida
dubliniensis, Aspergillus spp., Mucor spp.
Worykonazol Mucor spp.

Echinokandyny Cryptococcus spp., Mucor spp., Trichosporon spp.

Amfoterycyna B Aspergillus terreus, Scedosporium apiospermum

Drozdzaki

*— naturalna opornos¢ na flukonazol; ** — naturalnie obnizona wrazliwo$¢ na flukonazol.

Gryzeofulwina

Uwaza si¢, ze terapi¢ nalezy kontynuowac przez 14 dni od
momentu uzyskania ujemnych wynikéw posiewow i po usta-
pieniu objawow klinicznych zakazenia grzybiczego. Zgod-
nie z wytycznymi IDSA (ang. Infectious Diseases Society of
America), leczenie zapalenia wnetrza galki ocznej o etiologii
grzybiczej powinno trwaé co najmniej 46 tygodni, zaleznie
od stanu klinicznego i odpowiedzi na leczenie [25].

W okulistyce leki przeciwgrzybicze podaje si¢ miejscowo,
doustnie lub dozylnie, zaleznie od cigzkosci stanu kliniczne-
go [1, 2, 4]. W przypadku zakazef grozacych utrata wzroku
nalezy rozwazy¢ rdwniez podanie leku przeciwgrzybiczego
(worykonazolu, amfoterycyny B) w iniekcji bezposrednio do
ciala szklistego lub do komory przedniej oka [8, 25, 26]. Nie-
kiedy konieczne jest wykonanie zabiegu operacyjnego.

W leczeniu zakazen wywotanych przez Candida albicans,
Candida parapsilosis oraz Candida tropicalis zaleca si¢ stoso-
wanie flukonazolu ze wzgledu na spektrum dziatania obej-
mujace te grzyby oraz doskonaty penetracje do gatki ocznej
[8, 25, 27]. Lek ten osigga w galce ocznej podobne stezenie
jak w osoczu krwi [8]. Nalezy jednak pamigta¢, ze flukonazol
nie wykazuje aktywnosci wobec grzybow plesniowych, wo-
bec tego w przypadku podejrzenia infekcji o takiej etiologii
konieczne jest zastosowanie worykonazolu lub amfoterycyny
B. Worykonazol jest lekiem z wyboru w przypadku infekcji
o etiologii Aspergillus spp., Fusarium spp. 1 Scedosporium spp.

Amfoterycyna B jest lekiem o najszerszym spektrum
przeciwgrzybiczym [8]. Charakteryzuje si¢ dzialaniem grzy-
bobojczym wobec szczepow Candida spp. (w tym opornych
na flukonazol szczepow C. krusei i C. glabrata), Cryptococ-
cus spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Mucor spp. (i inne
z grupy Mucormycetes, w tym Rhizopus spp. 1 Absidia spp.)
oraz Scedosporium spp. Gatunkami wykazujacymi natural-
na oporno$¢ na ten lek sa Aspergillus terreus i Scedosporium
apiospermum. Nalezy jednak pamigtac, ze penetracja amfo-
terycyny B do tkanek oka jest ograniczona [27].

Flucytozyna ma ograniczone zastosowanie w okulistyce
ze wzgledu na staba penetracje do tkanek oka [8]. Ze wzgle-
du na ryzyko selekcji opornosci, 5S-fluorocytozyna nie moze
by¢ stosowana w monoterapii i czgsto jest podawana w te-
rapii skojarzonej z amfoterycyna B [8, 27]. Echinokandy-
ny — grupa lekdw obecnie czg¢sto stosowanych w leczeniu
IZG — nie s3 zalecane w terapii zakazen grzybiczych oka
ze wzgledu na matg penetracje do tych tkanek [25]. Nalezy
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zaznaczy¢, ze kotrimoksazol i pentamidyna, cho¢ nie sg le-
kami przeciwgrzybiczymi, majg jednak zastosowane w le-
czeniu zakazen o etiologii Pneumocystis jirovecii.

KONFLIKT INTERESOW: nie zgtoszono
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