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1. UVOD



1.1. Definicija kandidemije

Kandidemija je po Zivot opasna invazija gljiva iz roda Candida u krvotok. Karakterizira
je klinicka slika sepse koja je sli¢na bakterijskoj sepsi. Izmedu te dvije vrste sepse postoje manje
razlike pa je, primjerice u bakterijskoj sepsi veca razina laktata, dok se u kandidemiji nesto
¢eSce javlja bubrezno i jetreno zatajenje (1).
Kandidemija se obi¢no javlja u teSko bolesnih osoba nakon operacije, dugo hospitaliziranih
bolesnika sa intravenskim kateterima, imunosuprimiranih bolesnika s malignim bolestima ili

nakon transplantacije organa te bolesnika na antibiotskoj terapiji (1,2).

1.2. Znacajke roda Candida

Pripadnici roda Candida su kvasci koji spadaju u koljeno Ascomycota. Naziv koljena
potjece od takozvanog askusa §to u prijevodu znaci ,,vreéica. Ascomycota se spolnim putem
razmnozava kariogamijom i mejozom, ¢ime nastaju askospore, dok nespolnim putem pupanjem
nastaju konidije (3). Najznacajniji predstavnici roda Candida koji uzrokuju vise od 90%
invazivnih infekcija su Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis 1 Candida krusei (4). Kvasci roda Candida dio su normalne flore sluznica, probavnog
sustava i koze. Kolonizacija kandidama nastupa ubrzo nakon poroda tako da je vecina ljudi
izlozena riziku nastajanja nekog oblika kandidoze. Narocito su osjetljivi prematurusi, bolesnici
u Jedinici intenzivnog lijecenja (JIL), osobito nakon slozenog kirurSkog zahvata te bolesnici
koji su neutropeni¢ni zbog maligne bolesti (5). Kandide u kulturi i u tkivima rastu kao ovalne
blastokonidije s pupovima, veli¢ine 3-6 um. Stvaraju i pseudohife u kojima pupovi rastu, ali se
ne odvajaju jedan od drugoga. Glavni sterol membrane je ergosterol, a polisaharidi beta glukan

i manan (6).



1.3. Znacajke pojedinih vrsta kandida i ¢imbenici virulencije

Candida albicans se razlikuje od ostalih kandida po tome $to je dimorfna, tj. uz
blastokonidije i pseudohife, stvara i prave hife. Na krutim hranjivim podlogama, nakon
inkubacije od 24 sata, kandide porastu i stvaraju kolonije krem boje, mirisa na kvasac. Candida
albicans se od ostalih kandida (tzv. non-albicans kandide) moze razlikovati testom pupanja ili
germinacije. U tom testu nakon inkubacije od 90 minuta u serumu, pri temperaturi od 37 °C

Candida albicans stvara prave hife za razliku od ostalih non-albicans kandida (7).

C. glabrata na Sabouraud dekstroznom agaru stvara sjajne, glatke kolonije, bijele do
»Krem® boje. Veli¢ina blastokonidija je 1-4 um 1 neSto su manje od blastokonidija C. albicans
(4-6 um) te asimilira samo glukozu i trehalozu za razliku od C. albicans koja asimilira vise
Secera izuzev saharoze (8). Nadalje, C. glabrata je specificna jer medu non-albicans kandidama
jedina ne stvara pseudohife, ve¢ samo blastokonidije (8). C. parapsilosis formira sli¢ne kolonije
kao C. glabrata, osim §to su malo naborane, a od Secera ne asimilira maltozu (8). C. tropicalis
ima sli¢ne kolonije kao prethodne dvije, jedino $to su rubovi razgranatiji (8) te asimilira

saharozu i maltozu.

C. albicans je, unato¢ globalnoj sve vecoj ucestalosti non-albicans kandida (9,10); i
dalje najucestaliji uzro¢nik kandidemije te zbog toga postoji najvise radova o ¢imbenicima

virulencije C. albicans (11).

Kako je ve¢ prethodno navedeno, C. albicans se razlikuje od ostalih kandida po tome
Sto in vivo, odnosno u povoljnim uvjetima, stvara prave hife. Upotrebom adsorbiranih
antiseruma utvrdena su dva serotipa C. albicans, tip A i B (7). Vazniji Cimbenici virulencije C.
albicans su dimorfizam, adhezini i invazini, sposobnost stvaranja biofilma, kontaktna
osjetljivost i1 thigmotropizam, sposobnost stvaranja kiselih hidrolaza, metabolicka 1 pH

prilagodba, odgovor na stres, stvaranje heat shock proteina te akvizicija metala.

Dimorfizam, tj. sposobnost C. albicans da se mijenja iz kvasnice u oblik plijesni,
omogucuje da C. albicans u povoljnim uvjetima stvara prave hife §to joj povecava invazivnost,

dok u obliku kvasnice ima mogu¢nost vece diseminacije.



Adhezini 1 invazini omogucuju C. albicans laksi prodor u tkivo. Adhezini su
glikoproteini nalik aglutininu koji omogucuju prianjanje C. albicans na epitelne i endotelne
stanice (12,13). Invazini su specijalizirani proteini kojima C. albicans potiCe stanice domacina
na induciranu endocitozu vezujuéi se na stani¢ne ligande domacina. Ciljni ligandi su N-

kadherin na endotelnim stanicama te E-kadherin na epitelnim stanicama (12).

Stvaranje biofilma na zivim i nezivim podlogama je takoder vazan ¢imbenik virulencije
C. albicans. Nakon adherencije C. albicans na odredeni supstrat slijedi proliferacija, formiranje
hifa u gornjem segmentu biofilma te stvaranje ekstracelularnog matriksa kako biofilm
dozrijeva. Biofilm omoguduje daljni rasap C. albicans, ali takoder pojacava otpornost na

lijekove i djelovanje stanica imunoloskog sustava (12,14).

Kontaktna osjetljivost omogucuje da C. albicans pri dodiru povrSine pocne stvarati hife
koje prodiru ispod povrSine i otvaraju put rasapu C. albicans. Taj se proces odvija putem
mehano-senzitivnih ionskih kanala (15). Thigmotropizam je usmjereni rast hifa C. albicans, $to
omogucavaju visoko afinitetni (engl. high-affinity calcium-uptake sytems, HACPS) i nisko
afinitetni (engl. low-affinity calcium-uptake systems, LACPS) kalcijski kanali (16). Hife C.
albicans nakon prianjanja luce kisele hidrolaze koje im omogucuju prodor u tkivo. Znacajne

kisele hidrolaze su lipaze, fosfolipaze i proteaze (12,17).

Veliki znac¢aj u odrzavanju C. albicans u organizmu ima metaboli¢ka i pH prilagodba.
Raspon pH varira, od 1-2 u Zeludcu, 8 u crijevima te oko 4 u vagini (12). C. albicans se
ekspresijom gena PHR1 prilagodava okoliSu u kojem je pH visi od 5,5. U kiselom okruZenju
taj gen je suprimiran, a dolazi do ekspresije gena PHR2 kako bi C. albicans mogla opstati u
kiselom okruzenju (18). Nadalje, uz pH vaZna je i metabolicka prilagodba C. albicans posto
supstrat varira ovisno o okolini. Krv je medij bogat glukozom koja je povoljan izvor energije
za C. albicans, no tijekom diseminacije C. albicans moze zavr$iti u jetri koja obiluje
glikogenom ili mozgu koji sadrzi glukozu i vitamine. Adekvatna prilagodba na glikolizu u jetri,
glukoneogenezu u ostalim dijelovima tijela koji ne obiluju pohranjenim ugljikohidratima,

doprinosi prezivljavanju C. albicans (12).

Osim glukoze C. albicans za opstanak treba osigurati dobavljanje elemenata u
tragovima kao Sto su Zeljezo, bakar, cink, mangan. Pristup tim metalima, narocito Zeljezu,
osigurava adhezinskim i invazinskim mehanizmom, pomoc¢u kojih iskoriStava Zeljezo iz feritina

1 transferina, a naziva se reduktivni mehanizam (19). Hemsko Zeljezo C.



albicans pribavlja posebnim proteinima kodiranima genima hem-receptorske obitelji RBTS5,

RBT51, CSA1, CSA2 i PGA7, a sposobna je koristiti i zeljezo putem sustava siderofora (20).

Uz iskoriStavanje nutrijenata, vazan ¢imbenik virulencije C. albicans je podnoSenje
stresa. C. albicans ima vise mehanizama obrane od stresa, ovisno o vrsti stresa. Primjerice, kod
oksidativnog stresa koristi enzime superoksid dizmutazu i katalazu (21,22). Osmotskom stresu
se odupire putem sinteze glicerola. Mkcl tj. MAP kinazni put C.albicans odgovoran je za
odrZavanje integriteta membrane (23). Flavohemoglobinu sli¢an protein Yhb1 detoksificira C.
albicans od reaktivnih dusi¢nih radikala (24). Cek1 (engl. Candida ERK-like kinase) kontrolira
filamentaciju i diobu, a vjerojatno i prilagodbu na toplinski stres (23). Posebno mjesto u reakciji
na stres ima obitelj proteina toplinskog Soka. Proteini toplinskog Soka koji kod C. albicans
sprjeCavaju razmotavanje proteinske strukture pri poviSenoj temperaturi i stresu su: Hsp104,
Hsp90, Hsp78, dva Hsp70 (Ssal, Ssa2) i Hsp60 (12,25). Vazni su za odrzavanje biofilma jer se

vezu na ciljne proteine i u¢vrscéuju njihovu strukturu u stresnim uvjetima (26).

1.4. Terapija kandidemije

U terapiji kandidemije danas su, prema smjernicama, u uporabi: ehinokandini (od kojih
su najznacajniji kaspofungin, mikafungin i anidulafungin), azoli flukonazol i vorikonazol,
amfotericin B te flucitozin (27). Flukonazol se ¢esto upotrebljava kao profilakti¢ko sredstvo u
visokorizi¢nih bolesnika.

Kad postoji sumnja na kandidemiju u bolesnika koji nisu neutropeni¢ni, empirijska
terapija je flukonazol 800 mg/dan, odnosno 12 mg/kg inicijalna doza, a potom doza odrZzavanja
400 mg, odnosno 6 mg/kg dnevno (27). Umjesto flukonazola u obzir dolaze ehinokandini,
pogotovo ako je bolesnik bio izloZen terapiji azolima ili je posrijedi vrlo teski oblik infekcije.
Nadalje, ehinokandine treba koristiti ukoliko se radi o infekciji kvascima C. glabrata i C. krusei,
koje pokazuju visok stupanj rezistencije na flukonazol (28). Vorikonazol u inicijalnoj dozi
prvog dana 400 mg/dan, odnosno 6 mg/kg, potom 200 mg/dan tj. 3 mg/kg, ima vrlo malo
prednosti pred flukonazolom, nesto je ucinkovitiji prema odredenim izolatima C. krusei i C.
glabrata pa se moze koristiti kao tzv. ,,step-down* terapija sa ehinokandina za osjetljive izolate
(27). Amfotericin B se zbog svoje toksi¢nosti danas manje koristi, ali zbog Sirokog spektra
djelovanja moze se uvesti u dozi 3-5 mg/kg u obliku lipidne formulacije ili 0,5-1 mg/kg
amfotericin deoksikolata (27). Flukonazolom se lijece bolesnici inficirani C. albicans te takoder
oni koji su inicijalno ljjeceni ehinokandinima, a mikrobioloSkom analizom je utvrdeno da se

radi o infekciji C. albicans (27,29). Flukonazol odli¢no prolazi krvno



mozdanu barijeru pa se upotrebljava kod infekcija sredi$njeg zivéanog sustava da se izbjegne
intratekalna primjena amfotericina B (30). Flucitozin je kemijski sli¢an 5 fluorouracilu, a gljive
ga unose putem citozin permeaze koja nije prisutna u covjeka. Jednom kad ude u stanicu
flucitozin se konvertira u 5 fluorouracil te inhibira sintezu DNA. Dugotrajna monoterapija
flucitozinom dovodi do razvoja rezistencije, dok u in vitro uvjetima pokazuje sinergisticki
ucinak s azolima. Tipi¢ne nuspojave odgovaraju onima u 5 fluorouracila: mijelosupresija,
anemija, trombocitopenija te rijetko, poviSeni jetreni enzimi. Pretpostavlja se da do njih dolazi
bakterijskom konverzijom flucitozina u 5 fluorouracil u crijevima (31). Kod svih bolesnika se
preporucuje uklanjanje katetera te, ukoliko nema metastatskih komplikacija kandidemije,
dvotjedna terapija (31).
Smjernice za neutropeni¢ne bolesnike su sli¢ne, jedina razlika je Sto se kod tezih

neutropenija odmah daju ehinokandini (27).



1.5. Mikrobioloska dijagnostika kandidemije

Kandidemija se moZe dijagnosticirati na viSe nacina - mikroskopskim pregledom
uzorka, kultivacijom uzorka, seroloSkim metodama, pomocu lancane reakcije polimeraze
(PCR) te novijom metodom - hibridizacijom peptidne nukleinske kiseline (eng. Peptide nucleic
acid fluorescent in situhybridization, PNA FISH).

Najjednostavniji 1 najbrzi je mikroskopski pregled u kojem se uzorci boje po Gramu
(32). Glavni problem u primjeni ove metode je samo uzorkovanje i ¢injenica da je u uzorku
(npr. krvi) ponekad prisutan premali broj kvasnica (1). Uzorak se moze kultivirati na
mikoloskim ili bakterioloskim podlogama, pri sobnoj temperaturi ili pri 37 °C. Porasle kolonije
se potom identificiraju na temelju morfoloskih i biokemijskih karakteristika pojedine vrste,
opisanih prethodno. Kultura se i danas smatra zlatnim standardom u dijagnostici zbog nizih
troskova (33), no njen nedostatak je osjetljivost od oko 50% (varira izmedu 20% i1 70%) (34).

Nadalje, u dijagnostici se mogu koristiti seroloSke metode. Lateks aglutinacijom ili
enzimskim imunotestom se detektiraju protutijela na manane i beta glukane u serumu bolesnika
(1,35).

PCR sluzi za otkrivanje DNA pojedinih vrsta kandida, ta je metoda osjetljivija (95 %)
i specifi¢nija (92 %) od prethodnih metoda (36), no kultura je i dalje zlatni standard zbog niske
cijene. Kod vrlo teSkih bolesnika, te kod sumnje na non-albicans kandidemiju je opravdana
uporaba PCR-a jer korist od te brze metode, u odnosu na kulturu, za koju treba ¢ekati tri dana,
nadmasuje cjenovnu razliku.

PNA FISH je novija metoda identifikacije koja detektira ribosomsku RNA (eng.
ribosomal RNA; rRNA) odnosno peptidnu nukleinsku kiselinu (37). Sinteza proteina se odvija
na ribosomima pa je ova metoda dobila ime ,,peptidna“ upravo po tome Sto detektira
ribosomsku RNA pomocu koje se odvija sinteza proteina na ribosomima. PNA FISH metoda
se pokazala kao bolja u hibridizaciji u odnosu na DNA metode koje su dosadasnji standard 1 pri
nazivu FISH se 1 danas podrazumijeva da je to DNA FISH. Hibridizacija se odvija brze,

intenzivnije je boje 1 uniformnija kod PNA FISH metode u odnosu na standardni FISH (38).



1.5. Epidemiologija kandidemija i rezistencija kandida na antifungike

Ucestalost kandidemija je zadnjih godina u porastu diljem svijeta (39) te je kandidemija
po ucestalosti ¢etvrta nozokomijalna infekcija u SAD-u i sedma u Europi (40). Sveukupnim
napretkom medicine, narocito intenzivne, kirurS§ke i onkoloske, kao uzrocnici kandidemija
javljaju se sve ¢esce non-albicans kandide (4,39,41). Prema brojnim studijama, C. albicans je
1 dalje najucestalija vrsta kandide, pogotovo u Sjevernoj Americi, sjevernoj Europi i dijelovima
srediSnje Europe (42), ali se biljezi porast ucestalosti non-albicans vrsta (9,10,41,43).

Ucestalost pojedinih non-albicans vrsta kandida varira ovisno o regiji. Primjerice, u
Juznoj Americi 1 Aziji je Cesta C. tropicalis dok je ta vrsta kandide rijetka u Sjevernoj Americi
i Europi (42). Nadalje, C. glabrata se uglavnom javlja u Europi, naro¢ito u Irskoj (42), dok je
C. parapsilosis nesto es¢a u Portugalu, Spanjolskoj te Saudijskoj Arabiji (42). Zbog gotovo
trostruko vece smrtnosti u odnosu na bakterijemiju kod pogreSne empirijske terapije, ovakav
pomak prema non-albicans kandidama predstavlja problem, pogotovo u jedinicama
intenzivnog lijecenja (44). U tim jedinicama se profilakticki koriste antibiotici, a od antifungika
najc¢eS¢e flukonazol, na kojeg je C. albicans dobro osjetljiva. Flukonazol se upotrebljava
profilakticki u bolesnika koji imaju rizik za nastanak kandidemije (45,46).

Takvi postupci dovode do toga da su bakterije i C. albicans suprimirane te non-albicans
kandide mogu lakse uzrokovati infekciju buduci da nema kompeticije sa invazivnijim vrstama.
Primjerice, C. glabrata je intrizi¢no otporna na flukonazol pa se infekcija tom kandidom cesto
javlja kod bolesnika na profilaksi koji dugo borave u bolnici (41,46).

Radi ovakvih globalnih trendova u ucestalosti C. albicans u odnosu na non-albicans
kandide, u ovom radu ¢e se ustanoviti ucestalost 1 mikrobioloske znacajke uzroc¢nika

kandidemija u Klini¢kom bolnickom centru Split.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Ciljevi istrazivanja su da se utvrdi koji su najées¢i uzrocnici kandidemije u KBC-u
Split u petogodisnjem periodu, od 2011. - 2015. godine te postoji li trend povecanja broja izolata
non-albicans vrsta u odnosu na broj izolata C. albicans. Takoder ¢e se ispitati osjetljivost

pojedinih vrsta kandida koje uzrokuju kandidemiju na najc¢esce koristene antifungike.

Hipoteza istraZivanja je da je u KBC-u Split u razdoblju od 2011. do 2015. godine
porastao broj uzro¢nika kandidemija koji spadaju u non-albicans kandide te da su non-albicans

vrste kandida rezistentnije na antifungike od C. albicans.
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3. MATERIJALI I METODE
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U ovom retrospektivnom istrazivanju koriSteni su podatci o uzastopnim izolatima vrsta
roda Candida koji su izolirani iz razli¢itih klinickih uzoraka i iz hemokultura arhiva Klini¢ckog
zavoda za mikrobiologiju i parazitologiju KBC-a Split u razdoblju od 2011. do 2015. godine.
Podaci o tzv. kopijama sojeva nisu koriSteni. Sojevi su izolirani iz uzoraka bolesnika lijecenih
u KBC-u Spliti to u: Jedinici intenzivnog lijecenja, Kardiokirurgiji, Klinici za unutarnje bolesti,
Neurokirurgiji, Klinici za kirurgiju, Klinici za neurologiju, Klinici za pluéne bolesti te Jedinici

za intenzivno lijecenje djece.

Uz podatke o vrstama izoliranih kandida, analizirani su i podaci dobiveni iz arhive
Zavoda o osjetljivosti kandida izoliranih iz hemokultura i ostalih primarno sterilnih uzoraka na

testirane antifungike.

Pri obradi podataka koriStena je metoda analize rasta ili pada trenda. U testiranju razlike u
proporcijama koriSten je jednosmjerni Z test. Za testiranje reprezentativnosti koriStena je
ANOVA metoda. Sve razlike za koje je vjerojatnost nulte hipoteze bila < 0.05, smatrane su

statisticki znac¢ajnim. Analiza je napravljena pomocu statistickog programa STATISTICA 12.

12



4. REZULTATI
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U KBC-u Split je u razdoblju od 2011. do 2015. godine izolirano ukupno iz svih vrsta
uzoraka (primarno sterilnih i primarno nesterilnih), 4763 soja kandida. Od toga je bilo 2948
izolata C. albicans (62%), a sojeva non-albicans vrsta je bilo 1815 (38%) (Slikal.)

_62%

» Candidaalbicans = Candida non-abicans

Slika 1. Raspodjela C. albicans i C. non-albicans u ukupnom broju izolata kandida (n=4763).

Analizom ukupnog broja izolata C. albicans u odnosu na non-albicans vrste u pojedinim
godinama studijskog razdoblja uocava se da je C. albicans tijekom cijelog razdoblja najcesce
izolirana vrsta kandide (Slika 2.). Najmanje izolata non-albicans vrsta je izolirano u 2011.
godini te je njihov udio u ukupnom broju izolata tada bio 31%, dok je najveéi udio non-albicans
vrsta zabiljezen 2012. godine (45,2%). Potom taj udio blago pada, te je u 2013. godini iznosio
40,4%, 2014. godine je bio 39,5%, au 2015. godini 33,8% (Slika 2.).
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Slika 2. Kretanje trenda udjela sojeva C. albicans i C. non-albicans izoliranih iz svih

analiziranih uzoraka u KBC-u Split od 2011. do 2015. godine (n=4763).

StatisticCkom analizom je dokazano da promatrano na ukupan broj izolata kandida iz svih
analiziranih uzoraka u periodu istraZivanja, postoji trend rasta broja izolata C. albicans

(p<0.05).

U razdoblju od 2011. do 2015. godine iz uzoraka hemokultura izolirano je 149 sojeva
kandida. Od toga je bilo 56 (38%) sojeva C. albicans i 93 (62%) soja non-albicans kandida
(Slika 3.). U promatranom razdoblju sojevi non-albicans kandida su za 1,5 puta ceSc¢e bili

izolirani iz hemokultura u odnosu na sojeve C. albicans.

Najvecim dijelom su izolati iz hemokultura dobiveni iz uzoraka bolesnika lije€enih u
JIL-u, potom na Kardiokirurgiji, Klinici za unutarnje bolesti, Neurokirurgiji, Klinici za
kirurgiju, Klinici za neurologiju, Klinici za plu¢ne bolesti te u Jedinici za intenzivno lijeenje

djece.
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» Candida albicans (HE) » Candida norrabicans (HK)

Slika 3. Raspodjela sojeva C. albicans i C. non-albicans izoliranih iz hemokultura (n=149).

Na Slici 4. prikazan je broj izolata pojedinih vrsta kandida izoliranih tijekom studijskog
perioda iz hemokultura. MoZe se uociti da je 2011. godine od ukupno 27 sojeva izoliranih iz
hemokultura, 10 sojeva bilo non-albicans. Oznaceni su kao C. spp. jer identifikacija nije
napravljena do razine vrste. Tijekom 2012. godine taj udio se povecao i iznosio je 10 od 22
soja. Tada se kao uzro¢nik kandidemije pojavljuju po prvi put izolati C. glabrata te C.
parapsilosis. U 2013. godini udio non-albicans vrsta je bio 25 od ukupno 31 soja izoliranog iz
hemokultura, sa evidentnim porastom udjela izolata C. parapsilosis. Tijekom 2014. godine udio
non-albicans vrsta je bio 17 od 31, te je u 2015. god. iznosio 25 od 38 sojeva, sa kontinuiranim

porastom broja izolata C. parapsilosis (Slika 4.).
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Slika 4. Vrste uzro¢nika kandidemija u KBC-u Split od 2011. do 2015. godine (n=149)

Na Slici 5. koja prikazuje kretanje trenda uzrocnika kandidemija u ispitivanom
razdoblju moZe se uociti da se, pocevsi od 2012. godine, iz uzoraka hemokultura biljezi veci
udio izolata non-albicans vrsta u odnosu na broj izolata C. albicans, tj. od 2012. godine non-

albicans vrste su dominantni uzrocnici kandidemija u KBC-u Split (Slika 5.)
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Slika 5. Kretanje trenda udjela vrsta C. albicans i C. non-albicans izoliranih iz hemokultura

u KBC-u Split od 2011. do 2015. godine (n=149).

U 2011. godini je udio non-albicans vrsta medu uzro¢nicima kandidemija bio 37%. U
2012. godini se taj udio povecao na 72,7% a tijekom 2013. godine iznosi 80,6% 1 to je najvisi
zabiljezeni udio u ispitivanom razdoblju. U 2014. godini udio non albicans vrsta je bio 54,8%

te u 2015. godini 65,8% (Slika 5.).

U ishodiSnoj, 2011. godini, ocekivan udio non-albicans izolata medu uzrocnicima
kandidemija je 55,43%. Prema procijenjenom trend modelu, u svakom narednom razdoblju
ocekuje se rast udjela non-albicans izolata u prosjeku za 5,78%. Analizom trenda udjela
uzro¢nika kandidemija u KBC Split dokazano je statisticki znac¢ajno povecanje udjela non-

albicans vrsta izoliranih iz hemokultura u promatranom razdoblju (p=0.001766).

Na temelju provedene statisticke analize 1 dobivene vrijednosti p<0.05, moze se
zakljuciti da se u ispitivanom razdoblju od 2011. do 2015. godine u ukupnom broju kandida
izoliranih iz hemokultura povec¢ao broj non-albicans vrsta te tako opravdati postavljena

hipoteza rada.
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Analizom izolata vrste C. albicans iz hemokultura, ustanovljeno je da je u ishodisnoj
2011. godini udio C. albicans izolata bio 48,5%. Prema procijenjenom trend modelu u svakom
narednom razdoblju ocekuje se pad udjela C. albicans izolata u prosjeku za 12,78%. Time je
dokazano statisticki znac¢ajno smanjenje udjela vrste C. albicans kao uzro¢nika kandidemija u

razdoblju od 2011. do 2015. godine (p<0.05).

Tablica 1. prikazuje zastupljenost pojedinih vrsta non-albicans kandida u ukupnom
broju tih kandida izoliranih iz hemokultura. Uoc¢ava se da je u ishodi$noj godini bilo najvise
sojeva C.spp. (100%). C. spp. oznacava vrste koje nisu C. albicans, ali nije utvrdeno o kojem
se non-albicans izolatu radi. Nadalje, u cijelom promatranom razdoblju biljezi se kontinuiran
pad udjela C. spp. . neidentificiranih non-albicans vrsta tako da ih je 2015. godini bilo svega
12%. S druge strane, zabiljeZen je znaCajan rast broja izolata C. parapsilosis u cijelom
promatranom razdoblju tako da 2011. godine nije bio izoliran iz hemokultura niti jedan soj C.
parapsilosis, au 2015. godini iz hemokultura je izolirano 18 takvih sojeva (od ukupno 38 non-
albicans) §to znaci da na C. parapsilosis otpada 72% svih non-albicans vrsta kandida izoliranih

iz hemokultura (Tablical; Slika 3.).
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Godina | C. glabrata (%) | C. parapsilosis (%) | C. tropicalis (%) | C. spp. (%)

‘ 12.50% 62.50%

12.00% 20.00% 68.00%

12.00%

Tablica 1. Udio pojedinih non-albicans vrsta izoliranih iz hemokultura u razdoblju od 2011.

do 2015. godine.

Dok je 2011. godine. C. albicans bila najéeséi izolat iz hemokultura, a u toj godini iz
hemokultura nije bio izoliran niti jedan soj C. parapsilosis (Slika 5.), 2015. godine je situacija

posve obrnuta jer je C. parapsilosis najces¢a vrsta kandide izolirana iz hemokultura (Slika 6.).
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Slika 6. Raspodjela pojedinih vrsta kandida u skupini non-albicans izolata iz hemokultura

kroz promatrano razdoblje od 2011. do 2015. godine (%).

Zasojeve C. albicans i non-albicans izolirane iz uzoraka hemokultura i drugih primarno
sterilnih uzoraka odredivana je osjetljivost na antifungike amfotericin B, flukonazol, flucitozin,
vorikonazol, mikafungin, kaspofungin i anidulafungin. Postotak rezistencije pojedinih vrsta
kandida na antifungike prikazan je na Slici 7. Na amfotericin B je bilo rezistentno 7% sojeva
C. albicans te po 3% sojeva C. glabrata 1 C. parapsilosis. Na flucitozin nije zabiljeZzena
rezistencija. Na flukonazol je bilo rezistentno 53% sojeva C. parapsilosis te 27% sojeva C.
glabrata. Za C. parapsilosis je utvrdena rezistencija na vorikonazol od 40% dok na
ehinokandine nije zabiljeZena rezistencija ove vrste kandide. Na slici 7. je takoder vidljivo da
je ustanovljena rezistencija sojeva C. glabrata i C. tropicalis na ehinokandine ali taj podatak
treba uzeti s rezervom jer je broj testiranih sojeva malen. Primjerice, rezistencija C. glabrate
na mikafungin je 20% no taj podatak je dobiven na temelju testiranja samo 10 sojeva od kojih

su 2 bila rezistentna na mikafungin tako da taj uzorak nije reprezentativan.
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Statistickom analizom je ustanovljeno da su non-albicans vrste, medu kojima je
najucestalija C. parapsilosis, statisticki znacajno rezistentnije na flukonazol u usporedbi sa

C.albicans (p<0.05).

53%
50.00%
a0%
40.00%
30.00%
20%
20.00%
10.00% L 6% 6% 6%
3% 3% 35,4% o -
e —— —
0.00%
Amfotercin B Fluciozin Fukonazol Vaorikonazol Kaspafungin Mikafungin Aniduiafungin

B{andidaaibicans ®C. glabrata W C. parapsiloss C. tropicalis

Slika 7. Rezistencija na antifungike pojedinih vrsta roda Candida u promatranom uzorku
(%).
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5. RASPRAVA
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Zadnjih dvadesetak godina povecala se ucestalost gljiviénih infekcija diljem svijeta, a
isto tako i ucestalost invazivnih infekcija - kandidemija. Iako je vodeci uzrok kandidemija u
raznim regijama C. albicans, sve ¢esce se iz hemokultura izoliraju pripadnici tzv. non-albicans
vrsta (39,48). Kvasci iz roda Candida sve ¢eS€e su povezani sa porastom morbiditeta i
mortaliteta, posebno u imunokompromitiranih pacijenata (48). Smatra se da je toj pojavi
doprinijela upotreba flukonazola te sve veca upotreba intravenskih katetera (49). Pet naj¢es¢ih
vrsta kandida koje uzrokuju ¢ak 92% kandidemija su C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.

parapsilosis 1 C. krusei (47,48).

U ovom retrospektivnom istrazivanju prikazana je ucestalost i podaci o rezistenciji na
antifungike uzro¢nika kandidemija u KBC-u Split kroz razdoblje od pet godina, od 2011. do
2015. godine. U tom periodu ukupno je izolirano 4 763 soja kandida od kojih je 149 izolirano
iz ¥ hemokultura. Analizom svih uzoraka iz kojih su izolirane kandide utvrdeno je da je C.
albicans 1 dalje najces¢i izolat jer je 62% svih izolata kandida identificirano kao C. albicans
dok su non-albicans vrste zastupljene sa 38%. Kada se analiziraju izolati iz svih uzoraka,
primarno sterilnih i primarno nesterilnih, ovi podaci ne odudaraju od podataka iz literature.
Primjerice, rezultati tzv. ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance studije koja je od
1997-2000. godine provedena u 41 zemlji 1 obuhvatila 198 000 sojeva kandida ukazuju da je
29% non-albicans kandida izolirano iz ukupnih uzoraka. Vremenom se trend postupno
mijenjao u korist sve veceg udjela non-albicans kandida pa je najveci udio non-albicans sojeva
zabiljezen u periodu 2001.-2004. godine (37,01%) da bi, zaklju¢no sa 2007. godinom, postotak
non-albicans kandida iznosio 34,7% (47,48).

U ovom istrazivanju je, medu kandidama izoliranim samo iz hemokultura, postotak C.
albicans 38%, a non-albicans 62%. Rezultati ovog istraZivanja pokazuju statisticki znacajan
trend smanjenja udjela sojeva C. albicans te povecanje udjela non-albicans vrsta u uzorcima

hemokultura u KBC-u Split.

Vezano za sojeve izolirane iz hemokultura, u nama susjednoj Italiji, te geografski i
klimatski sli¢noj Spanjolskoj, u razdoblju od 2008. do 2010. godine zabiljezen je udio od 41,6%
non-albicans kandida kao uzro¢nika kandidemije (49). U usporedbi s tim podatcima, u KBC-u
Split je udio non-albicans kandida izoliranih iz hemokultura zna€ajno veci (62%). Nasi rezultati
su usporedivi npr. s rezultatima iz Sangaja u razdoblju 2008.-2009. godine gdje su non-albicans

vrste imale udio od 62,8% (10).
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Pojedinacno najucestalija non-albicans vrsta kandide u vremenu od 2011. do 2015.
godine u KBC-u Split je bila C. parapsilosis. Od ukupno 149 izolata kandida iz hemokultura,
23,48% otpada na C. parapsilosis dok je medu non-albicans vrstama prednjacila sa ucestalos¢u
od 37,68%. Svakako treba istaknuti da je C. parapsilosis 2015. godine bila najcesce izolirana
kandida iz hemokultura. Sli¢no stanje je opisano u talijanskim bolnicama ili u podruc¢ju Juzne
Amerike. Sve ve¢i broj izolata C. parapsilosis iz hemokultura moze se objasniti cimbenicima
vezanim upravo za bolnic¢ku sredinu, sposobnos¢u ove kandide da kolonizira gastrointestinalni
sustav te ¢injenicom da se uglavnom radi o bolesnicima iz JIL-a koji imaju katetere i druga
strana tijela te bolesnicima na parenteralnoj prehrani (49). lako C. parapsilosis nije posebno
virulentna, poznata je ¢injenica da ova kandida uspjesno kolonizira ruke bolni¢kog osoblja te,
u uvjetima slabije kontrole bolni¢kih infekcija moze uzrokovati i epidemije. Takoder pokazuje
sposobnost stvaranja biofilma $to je znacajno 1 za uspjeSnost antifungalne terapije. Ovaj porast
broja izolata C. parapsilosis tijekom razdoblja pra¢enja je veoma znacajan zbog terapijsko
prognostickih smjernica jer ova vrsta kandide pokazuje visoku rezistenciju na neke antifungike,
prvenstveno flukonazol koji se dugo koristio kao profilakti¢ki antifungik. Izolati C. parapsilosis
u KBC-u Split su u zabrinjavajuée visokom postotku rezistentni na flukonazol (53%). Prema
rezultatima SENTRY studije (program prac¢enja mikrobioloskih uzro¢nika iz bolnickih centara
u razli¢itim regijama svijeta) koja je pratila svjetska kretanja rezistencije pojedinih kvasaca od
sijecnja 2008. do prosinca 2009. godine, 6,8% sojeva C. parapsilosis je bilo rezistentno na

flukonazol (50).

Nadalje, rezistencija C. parapsilosis na vorikonazol u KBC-u Split iznosila je 40%, dok
je u SENTRY studiji nije bila zabiljezena (50). Sto se ti¢e ehinokandina, u ovom istrazivanju
ustanovili smo da nije bilo rezistencije C. parapsilosis na tu skupinu antifungika, Sto je
istovjetno rezultatima SENTRY studije (50). Medutim, valja napomenuti da je kod nas
zastupljena veca stopa intermedijarne osjetljivosti na ehinokandine. Primjerice, na mikafungin
je bilo intermedijarno osjetljivo 58,3% izolata C. parapsilosis, na anidulafungin 47,4% te
kaspofungin 31,7%.rFlucitozin se 1 za nase izolate pokazao kao vrlo u€inkovit antifungik, jer

na taj antifungik nije bio rezistentan nijedan soj, Sto ne odstupa od rezultata u svijetu (10).

Uz flucitozin, i amfotericin B se pokazao ulinkovitim prema C. parapsilosis.
Rezistencija na amfotericin B je kod nas 3% Sto ne odstupa od svjetskih podataka u kojima je

rezistencija na amfotericin B bila od 0 do 5% (9,10).
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Sljedeca po ucestalosti kao uzro¢nik kandidemije medu non-albicans kandidama je C.
glabrata (11 izolata, 7,38%). Sto se osjetljivosti na antifungike ti¢e, C. glabrata kod nas ima
stopu rezistencije na flukonazol od 27,27%. Ovaj stupanj rezistencije je viSi nego onaj
zabiljezen u SENTRY studiji (do 6,3%) (50) te sli¢an kao u u Indiji, gdje je rezistencija C.
glabrata na flukonazol iznosila 40,8% (9). Rezistencija ove kandide na vorikonazol u KBC-u
Split je niska (1%), a takoder 1 na ehinokandine. Na kaspofungin je rezistentno 6,25% dok je u
SENTRY studiji rezistencija C. glabrata na kaspofungin bila do 3,4% (50).

Medu sojevima C. tropicalis nije bilo rezistentnih na amfotericin B, dok je na flukonazol

bilo rezistentno 10,5%, a na vorikonazol 5,8% sojeva.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da je C. albicans naj¢esée izolirana vrsta kandide
u KBC-u Split u ispitivanom periodu kada se analiziraju sve vrste uzoraka. Sto se tiée izolata
iz hemokultura, od 2012. godine medu tim izolatima kandida prevladavaju non-albicans vrste
a medu njima je trenutno najces¢a C. parapsilosis. Dok su sojevi C. albicans dobro osjetljivi
na testirane antifungike, sojevi C. parapsilosis pokazuju visoku stopu rezistencije na
flukonazol i vorikonazol. Kako su sojevi C. parapsilosis mahom izolirani u odraslih bolesnika
iz JIL-a, vazno je preporuciti da se u slu¢aju hemokulture pozitivne na prisustvo kvasaca u ovih
bolesnika kao terapija izbora koriste ehinokandini te nakon zavrSene identifikacije soja,

eventualno promijeni prema mikrobioloskom nalazu.

Svakako je vazno i daljnje prac¢enje lokalne epidemioloske situacije §to se ti€e uzro¢nika

kandidemija te pracenje osjetljivosti pojedinih vrsta kandida na antifungike.
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6. ZAKLJUCCI
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U razdoblju od 2011. do 2015. godine u Klinickom zavodu za mikrobiologiju i
parazitologiju KBC-a Split izolirano je ukupno 4763 sojeva kandida.

C. albicans je bila najc¢es¢i izolat u ukupnom broju izolata (62%).

Od ukupnog broja izolata, 149 je izolirano iz hemokultura. Od toga je 56 (38%)
identificirano kao C. albicans, a 93 (62%) kao non-albicans vrste.

U ispitivanom razdoblju, medu uzro¢nicima kandidemije postoji statisticki znacajan

trend pomaka prema non-albicans vrstama.

. Najces¢a non-albicans vrsta izolirana iz hemokultura u KBC Split je C. parapsilosis

Dokazana je statisticki znacajno veca rezistencija non-albicans vrsta na flukonazol u
odnosu na C. albicans.

Zbog navedene ucestalosti te narocito visoke rezistencije C. parapsilosis trebalo bi kod
sumnje na non-albicans kandidemiju empirijski zapoceti terapiju ehinokandinima. Ako
se naknadno utvrdi da je uzrocnik C. albicans moZze se prijeci sa skupih ehinokandina
na flukonazol (,,step down* terapija).

Potrebno je daljnje prac¢enje trenda uzro¢nika kandidemija te osjetljivosti na antifungike

kako bi se dobili dugoro¢niji podaci.
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CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj ovog istraZivanja je utvrditi koji su najée$¢i uzroénici
kandidemije u KBC-u Split u periodu od 5 godina (2011. - 2015. godine), postoji li trend
povecanja broja izolata non-albicans vrsta u odnosu na broj izolata C. albicans te kakva je
osjetljivost pojedinih vrsta kandida koje uzrokuju kandidemiju na najceSce KkoriStene

antifungike.

MATERIJALI I METODE: U ovom retrospektivnhom istrazivanju koriSteni su podatci iz
arhiva Klini¢kog zavoda za mikrobiologiju i parazitologiju KBC-a Split za razdoblje od 2011.
do 2015. godine o izolatima kandida i njihovoj osjetljivosti na antifungike. Analizirana su 4763
izolata kandida, od kojih je 149 izolirano iz hemokultura. Pri obradi podataka koriStena je
metoda analize rasta ili pada trenda (eksponencijalni trend). U testiranju razlike u proporcijama
koriSten je jednosmjerni Z test. Za testiranje reprezentativnosti uzoraka koriStena je ANOVA
metoda. Za analizu je koriSten statisticki program STATISTICA 12.

REZULTATI: U ispitivanom razdoblju, medu ukupnim izolatima kandida, C. albicans je bila
najcesci izolat (62%). Medu sojevima kandida izoliranim iz hemokultura ustanovljen je trend
smanjenja udjela C. albicans (38%) 1 znaajno povecanje udjela non-albicans vrsta na 62%
(p=0.001766). Od non-albicans vrsta najces¢e je bila izolirana C. parapsilosis (24%). C.
albicans je pokazala dobru osjetljivost na testirane antifungike. Izolati C. parapsilosis su bili
najrezistentniji na flukonazol (53%), dok je rezistencija na vorikonazol bila 40%. Rezistencija

C. glabrata na flukonazol iznosi 27%.

ZAKLJUCAK: Analizom svih izolata u ispitivanom razdoblju ustanovljeno je da je C.
albicans 1 dalje naj€es¢i izolat u KBC Split. Takoder je ustanovljen trend povecanja non-
albicans vrsta kandida kao uzro¢nika kandidemije medu kojima trenutno prevladava C.
parapsilosis. Non-albicans vrste, posebno C. parapsilosis, su otpornije od C.albicans na
antifungike, prvenstveno na flukonazol, stoga se preporucuje da se, pri sumnji na non-albicans
kandidemiju, u terapiji koriste ehinokandini. Ukoliko se naknadno utvrdi da se radi o C.
albicans trebalo bi ehinokandine zamijeniti azolima. VazZno je daljnje pracenje lokalne
epidemioloske situacije uzro¢nika kandidemija te posebno pracenje osjetljivosti pojedinih vrsta

kandida na antifungike.
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AIM OF THE STUDY: Aim of this study is to determine the frequency of Candida spp.
causing the candidemia in University Hospital Centre Split during the period of 2011. - 2015.
and also to determine if there is a trend of an increase of the non-albicans isolates, and
antifungal sensitivity of a species causing the candidemia.

PATIENTS AND METHODS: In this retrospective study data has been used from the archive
of Department for Microbiology and Parasitology, University Hospital Centre Split, about
Candida isolates and their antifungal resistance pattern during the period 2011.-2015. Overall,
4763 isolates were analyzed of which 149 isolates were from the hemoculture. For data analysis
a method of an increase and a decrease in a trend (the exponential trend method) was used.
Difference in a proportion has been tested with the one way Z test. Representativeness of a
method was tested with the ANOVA method. Statistical analysis has been performed with the
STATISTICA 12.

RESULTS: In the studied period C. albicans is still the main cause of a candidemia (62%).
When considering the hemoculture, we found that there is a decrease of C. albicans (38%) and
an increase in the non-albicans (62%) species (p=0.001766). The most frequently isolated non-
albicans species was C. parapsilosis (24%). C. albicans showed good sensitivity to the
antifungal agents tested. C. parapsilosis isolates showed highest resistance to fluconazole
(53%). Furthermore, C. parapsilosis isolates showed 40% resistance rate to voriconazole and
C. glabrata strains showed 27% resistance rate to fluconazole.

CONCLUSION: When the overall Candida isolates are analyzed it is established that C.
albicans is still the most frequent isolate in University Hospital Centre Split. When considering
the isolates from the hemocultures it is established that there is a trend of an increase in the non-
albicans species from which the most frequent is C. parapsilosis. Non-albicans species,
especially C. parapsilosis showed higher resistance to the antifungal agents, primarily
fluconazole, so we recomend usage of the echinocandins when the non-albicans candidemia is
suspected. If a cause of the candidemia is identified as C. albicans, echinocandins should be
replaced with the azoles. Local epidemiological surveillance of a causative agents of a
candidemia is important and also a surveillance of a sensitivity of the Candida spp. to the

antifungal agents.
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