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Diagnostyka zakazen grzybiczych
Candida u noworodkéw — komentarz

do algorytmu

Diagnostic algorithm of invasive candidal infections

in neonates

Maria Wilifiska?!, Maria K. Kornacka?

1Klinika Neonatologii SPSK im. prof. W. Ortowskiego CMKP 2 Klinika Neonatologii i Intensywnej Terapii Noworodka
Szpitala WUM; Szpital Kliniczny im. ks. Anny Mazowieckiej w Warszawie

Streszczenie

Gatunki Candida s3 flora fizjologiczng zasiedlajacg sko-
re i btony Sluzowe cztowieka, rzadko bedac przyczyng
powaznych zakazefi u os6b z prawidtowa odpornos-
cig. Niedojrzatos¢ noworodka i kolonizacja grzybicza
przed zasiedleniem skéry i $luzdwek flora saprofitycz-
na moze prowadzi¢ do inwazyjnego zakazenia grzy-
biczego.

Zakazenie grzybicze u noworodkéw donoszonych z re-
guty ograniczone jest do skory i bton §luzowych. Inwa-
zyjne zakazenie grzybicze w postaci fungemii lub grzy-
bicy rozsianej jest problemem noworodkéw urodzonych
przedwczeénie, zwtaszcza tych z ekstremalnie matg
masa ciata. Jest to narastajgcy problem na oddziatach
intensywnej terapii noworodka, stanowigc wazna przy-
czyne zachorowalnosci, Smiertelnosci lub przedtuzajac
istotnie pobyt dziecka w szpitalu. Wczesne rozpoznanie
i leczenie zakazenia grzybiczego jest wazne dla ograni-
czania tych niekorzystnych zjawisk.

SEOWA KLUCZOWE:

B NOWORODEK B CANDIDA ALBICANS B ZAKAZENIE GRZYBICZE

B INTENSYWNA TERAPIA NOWORODKA M DIAGNOSTYKA

Abstract

Candida species are normal commensal flora after the
neonatal period and rarely cause serious consequenc-
es for the immunocompetent hosts. Immaturity of host
defenses and colonization with Candida before estab-
lishment of normal intestinal flora can contribute to
the pathogenicity of Candida for a neonate. Fungal in-
fections for the well term infants are generally limited
to mucocutaneous disease involving Candida albicans.
Invasive candidiasis — fungemia and disseminated can-
didiasis is a frequent infection for infants with very
low birth weight (VLBW). It is an increasing problem
in neonatal intensive care units worldwide and is fre-
quent cause of morbidity, mortality and prolongation
of hospital stay. Early recognition and treatment of
invasive fungal infection is very important, especially
for infants with VLBW.

KEYy wORDS:
B NEONATE B CANDIDA ALBICANS B CANDIDIASIS B NEONATAL
INTENSIVE CARE B DIAGNOSTICS
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Wprowadzenie

EPIDEMIOLOGIA

Grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida sa czwar-
tym z kolei czynnikiem etiologicznym zakazeh péz-
nych u noworodkéw. Czestosé ich wystepowania
szacuje sie na 7% wsréd noworodkéw urodzonych
z ekstremalnie mala masa ciata. 1/3 pacjentéw z grzy-
bicg inwazyjng umieral4.

ETIOLOGIA

Gléwnym czynnikiem etiologicznym zakazen grzy-
biczych jest Candida albicans. U noworodkéw dono-
szonych Candida jest odpowiedzialna za zakazenia
powierzchowne skéry i bton §luzowych, niegrozne
i ustepujace po miejscowym zastosowaniu lekéw
przeciwgrzybiczych. U noworodkéw urodzonych
przedwezes$nie oraz pacjentéw z wrodzonymi lub
nabytymi deficytami uktadu odpornosci rozwijaja
sie inwazyjne zakazenia grzybicze, w ktérych coraz
wieksza role, jako czynniki etiologiczne, odgrywaja
Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida lusitaniae, Candida guilliermondii?.

CZYNNIKI RYZYKA ZAKAZEN O ETIOLOGII GRZYBICZE)
U NOWORODKOW

W oparciu o piémiennictwo i do§wiadczenia wlasne
wyodrebniliémy populacje noworodkéw, u ktérych
istnieje szczegblnie duze ryzyko rozwoju zakazenia
grzybiczego.

Etiologie grzybicza zakazenia u noworodka
w pierwszych dobach po urodzeniu bierzemy pod
uwage, jesli drogi rodne matki byty skolonizowa-
ne grzybami z rodzaju Candida i nie stosowano
u niej leczenia lub bylo ono nieskuteczne. Czynniki
zwiekszajgce podatnoéé noworodkéw na zakazenie
grzybicze to niedojrzaloéé i zwigzany z tym deficyt
ukladu odpornoéci, przebyte ciezkie niedotlenienie
okoloporodowe, a takze stosowane inwazyjne zabiegi
diagnostyczne i terapeutycznes.

Namnazaniu sie grzybéw sprzyja ditugotrwate
utrzymywanie u tych pacjentéw linii naczyniowych,
rurek, drenéw i cewnikéw. Istotna dla rozwoju za-
kazenia jest dlugotrwala antybiotykoterapia, szcze-
gblnie z uzyciem cefalosporyn III generacji i kar-
bapenemdw, stosowanie blokeréw receptorow H2,
calodobowa infuzja lipidéw, ponadto pézne wiaczenie
zywienia do przewodu pokarmowego* -, Szezegdlnej
uwagi wymagaja noworodki skolonizowane Candida.

Rozsiew i namnazanie sie grzyb6éw jest u nich moz-
liwy drogg translokacji przez przewdd pokarmowy.
Kandydemig ,,z przetamania” nazywamy zakazenie
krwi, ktére jest wynikiem selekcji szczepu opornego
na uzywany lek lub nowe zakazenie szczepem nie-
mieszezgeym sie w jego spektrum?.

ZAPOBIEGANIE ZAKAZENIOM GRZYBICZYM
U NOWORODKOW

Przy skojarzeniu kilku czynnikéw ryzyka, u no-
worodkéw z ekstremalnie mala masa ciata reko-
mendujemy wdrozenie profilaktyki przeciwgrzy-
biczej. W postepowaniu ograniczajagcym ryzyko
zakazen wtérnych u pacjentéw wysokiego ryzyka
duzg uwage zwracamy ha jak najszybsze wlgczenie
zywienia troficznego. Zgodnie z opublikowanym
juz algorytmem Zywienie troficzne noworodkéw
przedwcezesnie urodzonych (Standardy Medyczne
Pediatria 2010;8:182-189) za bardzo wazne uznajemy
dwa aspekty zywienia troficznego: rodzaj uzytego
pokarmu oraz czas jego wigczenia®. Pierwszym po-
karmem podawanym dziecku powinna by¢ siara
matki. Unikamy mieszanek sztucznych w rozpo-
czynaniu zywienia troficznego, dopuszczajgc nawet
kilkugodzinne oczekiwanie na pokarm matki®. Jako
wcezeshe wlgezenie pokarmu uznajemy jego podaz
w pierwszych 3 dobach zycia.

W praktyce klinicznej, zakazenie grzybicze u no-
worodka podejrzewamy przy braku poprawy stanu
dziecka mimo celowanego leczenia przeciwbakte-
ryjnego. Kandydoze bierzemy pod uwage, jeéli u pa-
cjenta utrzymuja sie dodatnie markery biochemiczne
zakazenia, a badania mikrobiologiczne w kierunku
zakazenia bakteryjnego pozostaja jalowe. Inten-
sywna antybiotykoterapia, obecnoéé centralnej linii
naczyniowej, kolonizacja Candida bton §luzowych
u pacjentéw z ekstremalnie malg urodzeniowa masg
ciata oraz brak u nich profilaktyki przeciwgrzybiczej
to kolejne czynniki silnie kierujace uwage na mozli-
woéé fungemiis.

Diagnostyka mikologiczna
BADANIA MIKROBIOLOGICZNE

Standardem rozpoznawania zakazen grzybiczych
jest badanie mikrobiologiczne ptynéw ustrojowych.
Stwierdzenie wzrostu kolonii grzybéw w ptynach
normalnie jalowych jest dowodem na zakazenie grzy-
biczel®13, Warunkiem uznania dodatniego wyniku
za dowod zakazenia jest pewnoéé jego prawidiowego
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DIAGNOSTYKA ZAKAZEN U NOWORODKOW

MODUE: ROZPOZNAWANIE ZAKAZEN O ETIOLOGI GRZYBICZE) U NOWORODKOW
Dla: lekarze Kliniki Neonatologii SPSK im. prof. W. Ortowskiego CMKP w Warszawie

Zakazenie grzybicze u noworodkow jest wywotane najczesciej grzybami drozdzopodobnymi z rodzaju Candida®.
Moze wystepowac jako tagodne zakazenie powierzchowne skory i/lub Sluzéwek lub jako ostre i ciezkie zakazenie inwazyjne. Zakaze-
nie inwazyjne dotyczy gtéwnie ELBW; czestos¢ 7%, Smiertelnosc ok. 30%.

WSKAZANIA DO DIAGNOSTYKI:

1. brak poprawy klinicznej mimo celowanego leczenia przeciwbakteryjnego
2. ciezki i/lub pogarszajacy sie stan kliniczny przy ujemnych wynikach badan bakteriologicznych
3. skojarzenie kilku czynnikéw ryzyka?

Uwaga: Kolonizacja czesto poprzedza zakazenie inwazyjne.
Profilaktyka przeciwgrzybicza® nie wyklucza choroby inwazyjnej, zwtaszcza C. non-albicans®.

DIAGNOSTYKA — BADANIA MIKOLOGICZNE

| = Klasyczne badania mikologiczne: czutos¢ 60-80%

1. Bakterioskopowe:
komérki paczkujace, strzepki, pseudostrzepki (C. glabrata nie wytwarza strzepek).

2. Hodowla:
krew  min. 1 ml, podtoze zwykte
mocz  pobrany z naktucia nadtonowego lub Swiezo zatozonego cewnika, jesli z cewnikowania, rozwazy¢ weryfikacje naktuciem
nadtonowym
PMR  pobra¢ zawsze, jesli izolowano Candida z krwi i/lub (+) objawy neurologiczne
BAL uwzgledni¢ mozliwosé kolonizacji; cenny test w zakazeniu Aspergillus spp.

Il - Badania uzupetniajace:

Badania obecnosci: metabolitéw (D/L arabinitol)
serologiczne (antygenow): mannan, 1,38 D glukan)

materiatu genetycznego (RNA, DNA)
METODA €zUt05(

PRZECHO-
WYWANIE/
TRANS-
PORT***

OBJETOSC

PROBKI SWOISTOSC

SUBSTRAT IMATERIAL

D/L arabinitol  krew* 1,5 ml |E ELISA oznaczanie
surowica** 300 pl 4°C IE ELISA 93 97 2 xw tyg.
mocz 10-30 pl GC-ECD****

Mannan 1,38  krew* 1,5 ml o IE ELISA > oznaczanie

D glukan surowica** 300 pl #C 87 97-100 2 xw tyg.

DNA krew* 1,2 ml PCR wynik:

C. albicans surowica** 200 pl hybrydyzacja do 2 dni;

C. glabrata mocz** 1ml 4°C 81 80 aseptyczne

C. parapsilosis  tkanki** 1ml pobranie
PMR** 1ml materiatu

ke *kk

* krew pobraé ,,na skrzep”; nie zamrazaé materiat mozna przechowywa¢ i transportowaé zamrozony zapewnic ciag chtodniczy transportu
**** chromatograf gazowy sprzezony z detektorem wychwytu elektronéw (w Polsce w IPCZD)

LEGENDA DO ALGORYTMU ,,ROZPOZNAWANIE ZAKAZEN GRZYBICZYCH U NOWORODKOW”

1 Candida albicans. Candida non-albicans:
C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. glabrata,
C. krusei, C. guilliermondii
2Grupy ryzyka:
1. noworodki ze skrajnie mata masa ciata
(VLBW)
2. pobyt w OION > 7dni
3. opdinione zywienie troficzne
4. stosowanie karbapeneméw, CS Il generacji
5. zamartwica urodzeniowa (Apgar <5 w 5 min
Zycia)
6. wstrzas

7. zaburzenia krzepnigcia (DIC)

8. przedtuzona intubacja

9. obecnos¢ cewnikéw naczyniowych

10. zywienie pozajelitowe ze stosowaniem
emulsji ttuszczowych

11. stosowanie H2 blokeréow

12. przebyta dtugotrwata antybiotykoterapia

13. cukrzyca matki. Kolonizacja Candida drég
rodnych matki

14. obecnos¢ patogennych grzybow
w Srodowisku szpitalnym.

3 Profilaktyka przeciwgrzybicza — wskazania,

4Kandydemia z ,,przetamania” — zakazenie,

patrz: Komentarz do algorytmu.

Dawka profilaktyczna flukonazolu wynosi

3 mg/kg aktualnej masy ciata

B podawana co 72 h w pierwszych 14 dob.z
W w trzecim i czwartym tygodniu co 48 h

B w kolejnych tygodniach codziennie.

ktére jest wynikiem selekcji szczepu opornego
na uzywany lek lub nadkazenie szczepem
niemieszczacym sie w jego spectrum.
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pobrania. Kluczowym warunkiem tej procedury jest

wlasciwa objeto§é probki — co najmniej 1 ml. Inne

wazne elementy to:

B staranne odkazenie skéry za pomocg wlasciwego
$rodka odkazajacego (chlorheksydyna, octeni-
sept) oraz wstrzymanie sie z naktuciem do zupet-
nego wyschniecia odkazanego miejsca;

B aseptykadotyczacaragk i ubrania osoby pobieraja-
cej material na badanie mikrobiologiczne;

B pobranie materialu w ukladzie zamknietym;

m wlasciwe przechowywanie podtoza mikrobiolo-
gicznego oraz podloza z materialem biologicznym.
Czulosé posiewu krwi w diagnostyce grzybicy

uogéblnionej jest u noworodkéw wysoka i wynosi

80%"¢. Wynik dodatni uzyskujemy po 48-72 h inku-
bacji, zazwyczaj o 24-48 h pdzniej niz w przypadku

zakazenia bakteryjnego!- 1.

Mocz, pobrany przez §wiezo zalozony do peche-
rza moczowego cewnik, moze by¢é materialem war-
tosciowym diagnostycznie, nalezy jednak pamietaé
o mozliwoéci jego zanieczyszczenia patogenami z uj-
$cia cewki moczowej. Jeéli jest to jedyna hodowla
dodatnia i nie ma innych cech zakazenia grzybicze-
go (brak lub nikte objawy kliniczne, inne ujemne
wyniki badan mikrobiologicznych, brak elementéw
grzyba w badaniach bezpoérednich), nalezy rozwa-
zyé weryfikacje tego wyniku poprzez posiew moczu
uzyskany nakluciem nadfonowym!-13,

W przypadku kandydemii obowigzkowe staje sie
wykluczenie infekcji grzybiczej oérodkowego uktadu
nerwowego poprzez badanie ptynu mézgowo-rdze-
niowego. Badanie to jest konieczne takze przy ujem-
nym badaniu bakteriologicznym krwi, jesli dziecko
prezentuje neurologiczne cechy zakazenia — drgawki,
nasilone zaburzenia napiecia mieéniowego, wybitne
pobudzenie lub letarg. Nalezy pamietaé, ze 20-40%
neuroinfekeji przebiega przy ujemnym badaniu mi-
krobiologicznym krwil-4,

BADANIA MOLEKULARNE

Rozwéj biologii molekularnej spowodowal, ze diag-
nostyka oparta na poszukiwaniu i analizie unikato-
wych sekwencji DNA i RNA, charakterystycznych
dla poszezegdlnych drobnoustrojow w badanym
materiale, stala sie cennym uzupelnieniem, a nawet
alternatywa dla tradycyjnej diagnostyki mikrobio-
logicznej!4,

Nowoczesna diagnostyka laboratoryjna to me-
tody wykorzystujace badania hybrydyzacji in situ

(FISH) i polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR).
Test identyfikacji drozdzakéw Candida za pomoca
hybrydyzacji PNA-FISH wykrywa C. albicans, C. pa-
rapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei. Test
jest prosty i szybki, co umozliwia identyfikacje pato-
genu i wlgczenie optymalnej terapii.

Badania molekularne, oparte na PCR, umozliwia-
ja wykrycie nawet niewielkiej ilo§ci kwaséw nukle-
inowych w badanym materiale. Metoda tg wykrywa
sie genomowy lub mitochondrialny DNA lub RNA
patogenéw, wedtug uzytych w teécie sond genetycz-
nych. Metodami molekularnymi mozemy szukaé
materialu genetycznego grzybéw w réznych mate-
rialach biologicznych, ptynach i tkankach. Czutosé
testuw przypadku zakazen grzybiczych wynosi 80%,
swoisto§é 81%14. Zaletg testu jest szybko§é uzyskania
wynikow.

W czesci przypadkéw wynik wskazujgey na obec-
no$é materialu genetycznego w badanym materiale
(zwlaszeza krwi) moze byé falszywie dodatni. Nalezy
pamietaé, ze pojedynczy dodatni wynik nie przesa-
dza o zakazeniu grzybiczym. Dla potwierdzenia za-
lecane jest wykonanie badania nawet trzykrotnie.
Czulosé testu spada wraz ze stosowaniem terapii
przeciwgrzybiczej u diagnozowanego pacjenta. Test
PCR przy uzyciu krwi jest mniej czuly niz w przy-
padku innych materialéw. Metoda PCR wymaga
standaryzacji w laboratorium?4.

BADANIA SEROLOGICZNE | WYKRYWANIE METABOLITOW

Znaczenie pomochnicze w wykrywaniu zakazen
grzybiczych posiadajg testy identyfikujace antygeny
bedace elementami budowy komoérki grzybéw lub
produkty ich metabolizmu. Praktyczne znaczenie
w wykrywaniu kandydozy zyskalo oznaczanie D/L
arabinitolu w surowicy krwi i moczu, jak réwniez
1,33 D-glukanu i mannanul®, stale lub okresowo
mozliwe w naszym kraju. Rodzaj materiatu do ba-
dan, warunki przechowywania i transportu oraz
znaczenie diagnostyczne tych badan ilustruje al-
gorytm.

D-arabinitol jest charakterystycznym metabo-
litem grzybéw w rodzaju Candida. Materiatem ba-
dawezym, ktéry mozna poddaé analizie, jest suro-
wica oraz mocz pacjenta. W diagnostyce klinicznej
stosowany jest pomiar poziomu D-/L- arabinitolu
W moczu, oznaczany metoda chromatografii gazowej
lub spektrometrii mas. Do analizy potrzeba 10-20 ul
moczu z jednorazowej porcji. Instytut Centrum Zdro-
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wia Dzieckaw Warszawie byt pierwszym oérodkiem
na $wiecie, w ktérym przeprowadzono walidacje
i standaryzacje tej procedury u dzieci. Czuto$é me-
tody okreslono na 93%, specyficzno§é na 97%!5. Przy-
datnosé tego testu w neonatologii jest szczegéblnie
duza, material mozna pobieraé we wczesnej fazie
podejrzenia, wielokrotnie, bez narazania dziecka
na jatrogenng utrate krwi. Test moze stuzyé takze
monitorowaniu leczenia.

1,38 D glukan oznacza sie w diagnostyce zaka-
zen Candida, Aspergillus, Fusarium i Scedosporium.
Czuloéé badania jest bardzo wysoka i wynosi 97%,
swoisto§é 87-100%. Kolejna zaleta jest mozliwosé
wykonania badania w bardzo krétkim czasie — 3 h15,
a takze mala objeto$é materiatu biologicznego po-
trzebnego do wykonania tych oznaczen. Dla powyz-
szych badan jest to 1,6 ml krwi pobranej na skrzep,
schlodzonej do temp. 4°C, ale niezamrazanej. Alter-
natywnie jest to 300 ul surowicy, takze schtodzonej
do temp. 4°C, ktéra mozna zamrozié. Czas oznaczenia
wynosi 3 h.

Wykrywanie antygenéw mannanowych i galak-
tomannanowych w surowicy posiada duzg warto§é
w rozpoznawaniu zakazenia Candida. Diagnostyka
ta opiera sie na testach lateksowych i immunoenzy-
matycznych. Wysoka czuloéé testéw immunoenzy-
matycznych poréwnywalna jest z metodami mole-
kularnymilé.

Testy serologiczne wykrywajgce przeciwciata nie
majg znaczenia w diagnostyce kandydozy u nowo-
rodkéw. Wytwarzanie przeciwceial przez noworodki
o tak ograniczonej immunokompetencji jest zniko-
me.

Podsumowanie

Candida spp. to czwarty co do czestoéci wystepowa-
nia czynnik etiologiczny inwazyjnych zakazen na
oddziatach intensywnej terapii noworodka. Ciezki
przebieg kliniczny, wysokie ryzyko powaznych za-
burzen rozwoju i wysoka $émiertelnoéé skiania do
uwzglednianiatego patogenuw diagnostyce zakaze-
nia u indywidualnego pacjenta. Znajomo$é czynni-
kéw ryzykai metod ich redukceji sprzyjajg ogranicze-
niu czestoéci zakazen. Wezesna diagnoza i wlgczenie
wlasciwej terapii daje szanse na poprawe wynikéw
leczenia. B
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