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STRESZCZENIE PO POLSKU

Aspergillus fumigatus jest grzybem plesniowym szeroko rozpowszechnionym
w przyrodzie. U o0séb z obnizong odpornoscia moze powodowaé rdznego rodzaju
infekcje. W ostatnich latach czesto$¢ wystepowania inwazyjnych zakazen grzybiczych
powodowanych przez A. fumigatus dramatycznie wzrasta. Niestety wzrasta takze
wskaznik $miertelnosci. Lekami tzw. pierwszego rzutu stosowanymi w leczeniu chorob
wywolywanych przez A. fumigatus sg azole. Jako jedyna grupa zwiazkow, sa stosowane
zarowno w medycynie, jak i w rolnictwie. Problem ich nadmiernego stosowania dotyczy
glownie Europy, gdzie co roku na 50% gruntow produkcyjnych stosowane sa azolowe
fungicydy. Tak powszechne uzycie azoli prowadzi do selekcji szczepow opornych.
Wzrost oporno$ci na azole stat si¢ problemem, ktéory wymaga cigglego nadzoru
mi¢dzynarodowego 1 prowadzenia badan epidemiologicznych, a takze koniecznos$ci
badania mechanizméw nabywania opornosci.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto
sprawdzenie wystepowania opornosci na azole grzybéow A. fumigatus pochodzacych
z Polski oraz jej molekularna charakterystyka.

W toku badan utworzono kolekcje 200 izolatow A. fumigatus pochodzacych
z réznych miejsc Polski. W sktad kolekcji wchodzity izolaty kliniczne, srodowiskowe
1 weterynaryjne. Przynalezno$¢ gatunkowa badanych grzybow potwierdzono metodami
diagnostyki klasycznej oraz molekularnej. Nastepnie oznaczono lekowrazliwos$é
badanych izolatow na posakonazol itrakonazol i worikonazol wedlug wytycznych
EUCAST. W toku przeprowadzonych badan wykazano obecno$¢ izolatdéw opornych
na azole.

W ramach pracy nad niniejszg rozprawg przeanalizowano wystepowanie réznych
mechanizméw opornosci na azole u badanych izolatow: mutacje punktowe w genie
CYP51A, wystepowanie tandemowych powtorzen w rejonie promotora genu CYP51A
(TRsy4), ekspresje genow CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2, MDR3, ATRF. W toku
przeprowadzonych badan zaobserwowano wystepowanie roéznych mutacji w genie
CYP51A w tym jednej, ktéra udato sie powigza¢ z opornoscia na azole (mutacja L9SH
skorelowana z TRg,), a takze zaobserwowano rdznice w poziomach ekspresji badanych
gendéw pomiedzy izolatami opornymi 1 wrazliwymi na azole. W trakcie badan wilasnych
sprawdzono takze wpltyw obecnos$ci azoli w medium hodowlanym na grzyby z gatunku
A. fumigatus. Sprawdzono wptyw obecnosci worikonazolu, posakonazolu i itrakonazolu
w medium hodowlanym na poziomy ekspresji gendw i zmiany wartosci MIC. W toku
przeprowadzonych badan zaobserwowano nabycie opornosci na azole w wyniku
dlugotrwatej ekspozycji, zmiany poziomoéw ekspresji badanych gendéw oraz zmiany
w morfologii grzybow w obecnosci posakonazolu i itrakonazolu.

W  toku przeprowadzonych badan oznaczono takze wrazliwo$¢ izolatow
na izawukonazol - nowy zwigzek azolowy dopuszczony do stosowania u ludzi.
Zaobserwowano wystepowanie opornosci na izawukonazol zaréwno izolatow opornych
jak 1 wrazliwych na pozostale azole.
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Aspergillus fumigatus is a mold widely distributed in nature. In people with
reduced immunity, it can cause various types of infections. In recent years, the incidence
of invasive fungal infections caused by A. fumigatus has increased dramatically.
Unfortunately, mortality also increases. Azoles are the first line drugs used to treat
diseases caused by A. fumigatus. Azoles are the only group of compounds used both
in medicine and in agriculture. The problem of excessive use concerns mainly Europe,
where azole fungicides are used every year for 50% of production lands. Such widespread
use of azoles leads to the selection of resistant strains. The increase in azole resistance
has become a problem that requires continuous international surveillance
and epidemiological research, as well as the need to study mechanisms for acquiring
resistance.

The aim of the research conducted as part of this doctoral thesis was to check
the occurrence of resistance to azoles of A. fumigatus fungi from Poland and their
molecular characteristics.

In the course of the research, a collection of 200 isolates of A. fumigatus from
various places in Poland was created. The collection included clinical, environmental
and veterinary isolates. The species belonging to the studied fungi was confirmed
by classical and molecular diagnostics methods. Next, the susceptibility of the tested
isolates to posaconazole itraconazole and voriconazole according to EUCAST guidelines
was determined. In the course of the tests carried out, the presence of azole resistant
isolates was demonstrated.

As part of the work of this dissertation the occurrence of various mechanisms
of azole resistance in tested isolates was analyzed: point mutations in the CYP51A gene,
occurrence of tandem repeats in the region of the CYP51A gene promoter (TRss),
CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2, MDR3, ATRF gene expression. In the course of the
conducted studies, different mutations in the CYP51A gene were observed, including one
that was successfully associated with azole resistance (L98H mutation correlated with
TR3y), as well as differences in expression levels of the examined genes between resistant
and azole sensitive isolates. In the course of own research, the effect of azoles in culture
medium on A. fumigatus species was also checked. The effects on gene expression levels
and changes in MIC values of different concentrations of itraconazole, voriconazole
and posaconazole and the different length of exposure to these compounds were tested.
In the course of the conducted research, the acquisition of azole resistance was observed
as a result of long-term exposure, changes in expression levels of the examined genes
and changes in fungal morphology in the presence of posaconazole and itraconazole.

In the course of the conducted tests, the sensitivity of isolates to isavuconazole
was also determined - a new azole compound approved for use in humans. Isavuconazole
resistance was observed both in resistant and sensitive isolates of other azoles.
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>>> >

BC
ABPA
AIDS

ang.
ATRF
BAL
f-tubulina
C

C

cDNA

CYP51A
CYPS51A
CYP51B
D
DMSO
DNA

E

ELISA

ETS

EUCAST

ITS
ITR
1ZA

Aspergillus

nukleotyd adeninowy (w tancuchu nukleotydowym)

alanina (w tancuchu aminokwasowym)

rodzina biatek transporteréw wielolekowych, ang. ATP Binding
Cassette

alergiczna aspergiloza oskrzelowo-ptucna (ang. Allergic
Bronchopulmunary Aspergilosis)

zespOt nabytego niedoboru odpornosci (ang. Acquired
Immunodeficiency Syndrome)

z angielskiego

gen kodujacy transporter blonowy ABC

bronchoskopia z ptukaniem oskrzelowo-pecherzykowym

gen kodujacy tu buline, referencyjny gen A. fumigatus

cysteina (w lancuchu aminokwasowym)

nukleotyd cytozynowy (w tancuchu nukleotydowym)
komplementarne DNA uzyskane poprzez odwrotna transkrypcje na
matrycy mRNA (ang. complementary DNA)

biatko CYP51A u Aspergillus spp.

gen kodujacy biatko CYPS1A

gen kodujacy biatko CYP51B

kwas asparaginowy

dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. DeoxyriboNucleic Acid)
kwas glutaminowy

test immunoenzymatyczny lub immunoenzymosorpcyjny (ang.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

niekodujacy region rybosomalnego DNA, cze$¢ fragmentu IGS
(ang. External TranScribed region)

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
fenyloalanina

glicyna

nukleotyd guaninowy (w tancuchu nukleotydowym)

barwnik wykorzystywany w barwieniu histopatologicznym (ang.
Gomari’s Methanamine Silver stain)

histydyna

izoleucyna

region niekodujacy rybosomalnego DNA (ang. InterGenic Spacer
region)

wewnetrzny region niekodujgcy (ang. Internal Transcribed Spacer)
itrakonazol

izawukonazol
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lizyna

leucyna

rezultat mutacji powodujacej zmiang sensu: zamiana tyminy na
adening w 293 pozycji tancucha nukleotydowego, powodujaca
zamian¢ leucyny na histydyne w 98 pozycji tancucha
aminokwasowego

metionina

gen kodujacy biatko MDR1

gen kodujacy biatko MDR2

gen kodujacy biatko MDR3

rodzina biatek MFS (ang. Major Facilitator Superfamily)
minimalne st¢zenie hamujace wzrost (ang. Minimal Inhibitory
Concentration)

kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy

asparagina

prolina

barwnik wykorzystywany w barwieniu histopatologicznym (ang.
Periodic Acid-Schiff)

reakcja tancuchowej polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
posakonazol

glutamina

arginina

kwas rybonukleinowy (ang. RiboNucleic Acid)

Podtoze do hodowli komérkowych, wykorzystywane do
wyznaczania wartosci MIC (ang. Roswell Park Memorial Institute
Medium)

seryna

podtoze agarowe Sabouraud

biatko odgrywajace role w opornosci na azole przez regulacj¢ genu
CYP51A

rodzina biatek majaca znaczenie podczas biosyntezy steroli (ang.
Sterole Regulator Element Binding Protein)

nukleotyd tyminowy (w tancuchu nukleotydowym)

treonina

powtdrzenie 34-nukleotydowej sekwencji promotora (z ang.
Tandem Repeats) w genie CYP51A

powtorzenie 34-nukleotydowej sekwencji promotora w genie
CYP51A powigzana z zamiang lizyny na histydyne w 98 pozycji
aminokwasowej

walina

worikonazol

tryptofan

worikonazol

tyrozyna
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1. Aspergillus spp.

Grzyby z rodzaju Aspergillus (A.) zostaly po raz pierwszy zidentyfikowane
i skatalogowane w 1729 roku przez wloskiego biologa - ksiedza Pier Antonio Micheli.
Wyglad komorek grzybow ogladanych pod mikroskopem przypominal mu kropidto
(aspergillum), stuzace do kropienia woda $§wiecong. Dlatego rodzaj ten otrzymat nazwe
kropidlaki: Aspergillus [Micheli P, 1976]. W 1815 roku A. Mayer po raz pierwszy
zaobserwowal wystepowanie kropidlakow u ptakow. W 1842 roku, brytyjski lekarz John
Hughes Bennett odkryl pierwszy przypadek aspergilozy pluc u ludzi [Wahl E, 1928].
Okoto sto lat poézniej, w 1940 roku Arthur Henrici zaobserwowal, Ze rolnicy stanowig
grupe szczegolnie podatng na aspergiloze [Henrici A, 1940]. Niedlugo po tym, bo w 1948
roku zaobserwowano, ze u pacjentdw z obnizong sprawno$cia uktadu immunologicznego
infekcje moga rozsiewacé si¢ poprzez uktad krwionosny i powodowac zakazenia uktadowe
lub inwazyjne [Gerstl B, 1948]. Po uptywie kolejnych pieciu lat (w 1953 roku) Rankin
zaobserwowal, ze grzyby z rodzaju Aspergillus mogg wywolywaé oportunistyczne
zakazenia u pacjentdéw z obnizong odpornoscia.

Obecnie, do rodzaju Aspergillus, niekiedy jeszcze zwanego Neosartorya zalicza
si¢ okoto 670 gatunkdéw grzyboéw. Ponad 40 z nich jest uznawanych za chorobotworcze
dla cztowieka i moga powodowaé szereg roznego rodzaju zakazen. Szacuje si¢, ze nawet
500 000 pacjentéw rocznie cierpi na inwazyjng postaé aspergilozy, 4 mln pacjentow
rocznie zapada na alergiczng aspergilozg oskrzelowo-ptucng, a 3 min oséb boryka sie¢
z przewlekla aspergiloze ptuc [Stensvold C, 2012].

Gatunkiem, ktory jest najczestsza przyczyng chordb u ludzi jest A. fumigatus.
Do innych, mniej patogennych gatunkow, niemniej jednak stanowigcych istotny czynnik
etiologiczny grzybic naleza A. flavus, A. terreus, A. niger i A. nidulans. Do rozwoju
infekcji powodowanych przez grzyby z rodzaju Aspergillus dochodzi w przypadku
obnizenia sprawnosci ludzkiego uktadu immunologicznego. W organizmie powstaja
w ten sposob sprzyjajace warunki $rodowiskowe dla rozwoju grzybow. W zwigzku
z powyzszym, istotne jest, aby systemy identyfikacyjne obejmowaly zaréwno gatunki
chorobotworcze, jak i te, ktore do tej pory nie byty opisywane jako czynnik zakazenia
[Hope W, 2005; Soubani A, 2002; Krzysciak P, 2011].

Komorki grzybow z rodzaju Aspergillus charakteryzuja si¢ rozdetg szczytowg
czeScia zwang pecherzykiem (vesiculum). Pecherzyki charakteryzuja si¢ — w zalezno$ci
od gatunku - réznorodnym ksztattem: od okraglych do maczugowatych. Pecherzyki
umieszczone sg na dlugim trzonku - zwanym todyga — ktory rozszerza si¢ przy podstawie,
przez co ksztaltem przypomina odwrocona litere ,,T”. Na pecherzyku znajduja sig¢
struktury zarodnikotworcze. Komorki wytwarzajace zarodniki utozone sa bezposrednio
na pecherzyku - tworzac jednorzedowy uktad komodrek lub posrednio, dajac uktad
dwurzgdowy [Krzysciak P, 2011]. Budowg konidioforu grzybow z rodzaju Aspergillus
przedstawiono na rycinie pierwszej (Ryc. 1.).
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Ryc. 1. Budowa konidioforu
grzybow z rodzaju Aspergillus

na przyktadzie gatunku A. fumigatus
[Zrodto:
https://alchetron.com/Aspergillus-
fumigatus#-]

1.1.  Charakterystyka gatunku A. fumigatus

A.  fumigatus (polska nazwa zwyczajowa: kropidlak  popielaty)
jest saprofitycznym grzybem ple$niowym, powszechnie wystepujacym w przyrodzie.
Jego naturalng nisza ekologiczng s3: gleba, gnijace resztki roslinne, wilgotne §ciany
lub kurz. Wystepuje na catym $wiecie 1 odgrywa bardzo wazng role w obiegu wegla
i azotu w przyrodzie. Przedstawiciele tego gatunku produkujg tysigce zarodnikow.
Zarodniki grzybow z rodzaju Aspergillus znajdujg si¢ na konidioforach, z ktorych moga
zosta¢ uwolnione. Zarodniki, dzigki swej niewielkiej srednicy i masie swobodnie unosza
si¢ w powietrzu, co sprawia, ze wraz z wdechem dostajg si¢ do ptuc ludzi i zwierzat. Mata
wielko§¢ zarodnikdw umozliwia im takze przenikanie z pecherzykéw plucnych
do krwioobiegu [Latgé J, 1999; Soubani A, 2002; Kayser F, 2007].

Konidiofory A. fumigatus zbudowane sg z gldwek umieszczonych na krotkich,
gladko$ciennych trzonkach. Glowki konidioforow utozone sa w uktadzie kolumnowym,
cho¢ w przypadku mtodych konidioforéw moga mie¢ rowniez uktad promienisty. Glowki
konidioforéw utozone sg na trzonku, ktory w swej szczytowej czgsci ma czgsto zielone
zabarwienie. Trzonek jest wysoki na okoto 300 um, a jego $rednica mierzy okoto 5-8 um.
Pecherzyki przechodzac z trzonka przyjmuja ksztatt maczugi (szeroko$¢ 20-30 pm).
Uktad strzepek koficowych jest
jednorzedowy.  Komorki — wytwarzajace
zarodniki sa zielone i charakteryzuja sie
wielko$cia 6-8 X 2-3 pum. Zarodniki sa
okragte, szorstkie, 0 zielonej barwie. Ich
srednica wynosi 2,5-3 um [Krzysciak P,
2011; Shapiro R, 2011; Latgé J,1999].

Ryec. 2. Budowa konidioforéw A. fumigatus
[zrédto: http://radiopaedia.org/articles/aspergillus-
fumigatus]
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A. fumigatus jest gatunkiem cieptolubnym (termofilnym), zdolnym do wzrostu
w temperaturze powyzej 45°C. Cecha unikatowa tego gatunku - wyrdzniajaca go
od pozostatych grzyboéw z tego rodzaju - jest zdolnos¢ do wzrostu w temperaturze 70°C.
Wazrost grzybni na podtozu zarodnikotworczym (Czapek-Dox Agar) w temperaturze 25°C
jest bardzo szybki, kolonie grzyba osiggaja wielko$¢ 4 cm (+/- 1 cm) po tygodniowej
hodowli. Na podlozu uzywanym powszechnie w mikrobiologii do hodowli grzybow
(Sabouard) w poczatkowej fazie wzrostu kolonie grzyba sg koloru biatego, jednak
z czasem przybierajg barwe od zielonej do szaro-brunatnej. Od strony podioza grzybnia
moze by¢ bezbarwna, cho¢ zazwyczaj jest koloru biato-zottego, sporadycznie moze
przechodzi¢ w kolor ciemnobrunatny. Kolonie
moga by¢ cienkie, filcowate, czesto mocno
pofaldowane Iub kosmate z brzegu. Na rycinie
trzeciej (Ryc. 3.) przedstawiono typowy wyglad
koloni A. fumigatus na podtozu Sabouard
[Krzysciak P, 2011; Klich M, 2006; Letage J,
1990].

Ryc. 3. Siedmiodniowe kolonie A. fumigatus na podiozu
Sabouraud [zdjecie wlasne]

1.2.  Chorobotworczos¢ szczepow A. fumigatus

Aspergillus fumigatus moze by¢ przyczyng réoznych infekcji m.in. zakazenia drog
oddechowych u chorych z astmg, po przeszczepach, przebytej gruzlicy, u oséb
z mukowiscydoza i sarkoidoza. Jest coraz powszechniejszg przyczyng grzybic
inwazyjnych u chorych z oddziatéw hematologicznych. W ostatnich latach czestos¢
wystepowania inwazyjnych zakazen grzybiczych powodowanych przez A. fumigatus
wzrasta. Dane literaturowe podaja, ze obecnie inwazyjne aspergilozy dotykaja rocznie
nawet do 500 000 os6b, 4 mIn 0séb rocznie choruje na alergiczng aspergiloze, a 3 min
cierpi na przewlekle alergiczne zapalenie pluc. Szacuje si¢, ze w Unii Europejskiej okoto
2 400 000 osoéb rocznie choruje na aspergiloze. Niestety wzrasta takze wskaznik
$miertelno$ci powodowany chorobami wywotanymi przez A. fumigatus i obecnie wynosi
on od 30% u pacjentow o ogdlnie dobrym stanie zdrowia, do nawet 90% u pacjentow
w grupie najwickszego ryzyka (np. chorych na AIDS) [Croft C, 2016; Taccone F, 2015;
Verweij P, 2016; van der Linden 2015].

Podstawowymi wrotami zakazenia A. fumigatus u ludzi sa pluca, a doktadniej
drzewo oskrzelowe. Zdarza si¢ jednak, ze drobnoustrdj ten wnika do organizmu
cztowieka poprzez uszkodzong skore czy blony Sluzowe. Inwazyjna aspergiloza jest
choroba, ktora sposrod wszystkich chorob wywotywanych przez A. fumigatus powoduje
najwiekszg liczbe zgondw, a jej Smiertelnos$¢ szacuje si¢ na 80% [Ramakrishnan J, 2016].
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Istnieje rowniez ryzyko wprowadzenia A.fumigatus do organizmu pacjenta
poprzez zabiegi chirurgiczne. W takich przypadkach zakazenie grzybicze moze
obejmowac takie narzady jak serce, skorg, oczy oraz szpik kostny. Grzybica moze
réwniez rozwijac si¢ w mozgu (grzybice mozgu obserwuje si¢ u niespetna 15% pacjentéw
chorujacych na inwazyjna aspergiloze, a jej Smiertelno§¢ wynosi okolo 95%), uchu
wewnetrznym 1 zewnetrznym, zatokach przynosowych (blisko 60% przypadkow konczy
si¢ zgonem) 1 oczodotach, w ranach powstaltych po oparzeniu skory oraz
przeszczepionych narzadach, czy na wszczepionych sztucznych zastawkach serca
[Shapiro R, 2011; Kousha M, 2011; Kedziora K, 2008].

1.3.  Choroby wywolywane przez grzyby z rodzaju A. fumigatus

A. fumigatus powoduje choroby wielu ssakow — w tym cztowieka, a takze
ptakow 1 owaddéw. Nalezy zaznaczy¢ jednak, iz A. fumigatus jest grzybem
oportunistycznym, a grzybice ktére wywoluje sa pochodzenia egzogennego
(wywolywane prze grzyby bytujace na roslinach, w glebie i powietrzu). Choroby, ktére
wywoluje A. fumigatus, dotykaja przede wszystkim osoby z obnizong odpornoscig. Osoby
z prawidlowo dziatajgcym uktadem immunologicznym - pomimo codziennego wdychania
wraz z powietrzem do pluc zarodnikow tych grzybow - nie sg narazone na zarazenie
[Letage J, 1995; Lamb D, 1999; Fritz H, 2007]. A. fumigatus moze wywolywa¢ u ludzi
ostre i przewlekle zakazenia drég oddechowych (tzw. ,,ptuco farmera”, aspergiloza,
aspergilloma). Zazwyczaj wrotami zakazenia sg ptuca, jednak wielko$¢ zarodnikow
umozliwia im przekraczanie granicy pecherzyk ptucny — krwioobieg, a tym samym moze
skutkowa¢ rozsianiem si¢ infekcji w réznych narzadach i tkankach, co z kolei moze
przyczynia¢ si¢ do zakazenia uktadu krwiono$nego, moczowego, nerwowego, piciowego,
pokarmowego oraz zakazenia mig¢éni szkieletowych. Zdarza si¢, ze pierwotne zakazenie
nie zaczyna si¢ w ptucach, wowczas A. fumigatus moze powodowac zakazenia przewodu
stuchowego, uszu, jamy sutkowe;j, oczu oraz zatok przynosowych. Zarodniki A. fumigatus
mogg wywotywac reakcje alergiczne w postaci astmy, kataru siennego czy alergiczne;j
aspergilozy oskrzelowo-ptucnej. U zwierzat grzyby z gatunku A. fumigatus sg przyczyna
poronien u bydia i klaczy, cigzkich choréb u ptakow, powodujacych istotne szkody
w hodowli drobiu [Krzysciak P, 2011, Barrs V, 2013]. Ponizej omdéwiono cztery istotne
choroby wywotywane u ludzi przez A. fumigatus.

1.3.1. Alergiczna aspergiloza oskrzelowo-plucna

Alergiczna  aspergiloza  oskrzelowo-ptucna  (allergic  bronchopulmonary
aspergillosis - ABPA) to choroba powodowana przez reakcje nadwrazliwosci
na antygeny z rodzaju Aspergillus (najczesciej A. fumigatus). Po raz pierwszy opisano
ja w 1952 roku. Wystepuje przewaznie u chorych na mukowiscydoze oraz osoéb chorych
na astme oskrzelowg. Bardzo sporadycznie ABPA rozpoznaje si¢ u pacjentow
niechorujacych na astme oskrzelowa. W przypadku alergicznej aspergilozy oskrzelowo-
ptucnej, pacjenci skarza si¢ na napadowa duszno$é, kaszel (z odksztuszaniem brunatnych

Strona | 16


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

CZESC TEORETYCZNA

czopow) oraz na goraczke, a takze utrate masy ciala i ogoélne ostabienie. Przedluzone
utrzymywanie si¢ konidiow A. fumigatus w oskrzelach pacjentdéw chorych na astme czy
mukowiscydozg spowodowane jest uposledzonym mechanizmem oczyszczania oskrzeli.
Wiaze sie to z ich skurczem, a takze obrzgkiem btony $luzowej i nagromadzeniem $luzu,
ktory stanowi doskonatg pozywke dla rozwoju ples$ni. Zainfekowanie drog oddechowych
przez grzyby z gatunku A. fumigatus powoduje wytwarzanie immunoglobulin klasy E
(IgE) i G (IgG). Przeciwciata IgE odpowiedzialne sg za wywotanie natychmiastowe;j
reakcji, prowadzacej do nasilenia skurczu oskrzeli, a takze obrzeku blony $luzowej
1 naciekanie eozynofili do drég oddechowych. Eozynofile uwalniaja z ziarnisto$ci
substancje powodujace uszkodzenie tkanki ptucnej [Patterson K, 2010; Nowicka U,
2011].

Alergiczng aspergiloze oskrzelowo-ptucng charakteryzuje duza zmienno$é
obrazu radiologicznego. NajczeSciej obserwuje si¢ obecnos¢ niedodmy (brak rozprgzania
si¢ pecherzykow phucnych prowadzacy do czgsciowej lub calkowitej bezpowietrzno$ci
migzszu plucnego) i cech zaczopowania oskrzeli sluzem [Nowicka U, 2011].

Do innych schorzen o podlozu alergicznym wywolywanych przez grzyby
z gatunku A. fumigatus nalezg: alergiczna aspergiloza zatok przynosowych, alergiczne
zapalenie pecherzykow plucnych oraz ziarnikowato$é okotooskrzelowa.

1.3.2. Grzybniak kropidlakowy

Grzybniak kropidlakowy to choroba, ktoéra zwykle rozwija sie w jamach
ptucnych powstatych po wczesniej przebytych chorobach (w tym: gruzlica, ropien ptuca,
sarkoidoza, widknienie gornych ptatdow w przebiegu zesztywniajacego zapalenia stawow
kregostupa, zawat ptuca). Grzybniak kropidlakowy jest ograniczonym tworem kulistym.
Sktada si¢ on z poplatanych, martwych i zywych elementéw grzybni, fibryny, $luzu oraz
roztozonych komoérek organizmu gospodarza: krwinek i nabtonka. Grzybniak w pierwszej
kolejnos$ci objawia si¢ krwiopluciem. Zdarza sig¢, ze jest przyczyng rozlegtych krwotokow
ptuc, stanowigc zagrozenie dla zycia pacjenta. Przyczyng krwawienia moze by¢ lokalna
inwazja ple$ni do wyscielajacych jam¢ naczyn krwiono$nych, a takze wydzielanie przez
grzyby endotoksyn. Leczenie opiera si¢ na wyci¢ciu zainfekowanej grzybem tkanki
ptucnej z zapasem zdrowej tkanki. W niektérych przypadkach stosuje si¢ terapi¢
itrakonazolem przez okres 6 - 9 miesiecy [Fritz H, 2007; Kousha M, 2011].

1.3.3. Przewlekla martwicza postac aspergilozy

Przewlekta martwicza posta¢ aspergilozy po raz pierwszy zostala
zidentyfikowana w 1981 roku. Okres§lono ja wowczas jako semiinwazyjng aspergiloze
pluc. Rok poézniej posta¢ przewleklej grzybicy kropidlakowej nazwano przewlekis
martwicza aspergiloza ptuc. Choroba ta charakteryzuje si¢ trwatymi uszkodzeniami
tkanki ptucnej. Nie powoduje jednak - co ma miejsce w przypadku inwazyjnej
aspergilozy - zajecia naczyn plucnych. Choroba dotyka przede wszystkim pacjentow
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w $rednim wieku oraz osoby starsze majace problemy z miejscowo uposledzonymi
mechanizmami odporno$ciowymi, ktore sa wynikiem przebycia uprzednio przewlektych
choréb pluc. Ponadto przewlekla martwicza posta¢ aspergilozy moze wystepowac
rowniez u pacjentow z obnizonag odpornoscia z powodu alkoholizmu, cukrzycy,
przewlektej choroby watroby czy reumatoidalnego zapalenia stawow. Choroba
najczgsciej przebiega wolno i tagodnie. Objawy moga trwac od kilku miesiecy do kilku
lat [Soubani A, 2002; Kousha M, 2011].

Do najczesciej wystepujacych objawow przewleklej martwiczej aspergilozy
nalezg kaszel zintensywnym odksztuszaniem, nieustanny spadek masy ciala
oraz stopniowo postepujace oslabienie. Czgsto obserwuje si¢ réwniez krwioplucie i stan
podgoraczkowy. Wezesnym sygnatem przewleklej martwiczej postaci aspergilozy moze
by¢ pogrubienie ophlucnej przylegajacej do zajetego migzszu phlucnego. Ze wzgledu
na malo specyficzne objawy choroby, cigzko jest ja odrozni¢ od grzybniaka
kropidlakowego. W celu trafnego diagnozowania przewleklej martwiczej aspergilozy
konieczne jest uprzednie wykluczenie inne chordb tworzacych nacieki w drogach
oddechowych, przede wszystkim gruzlicy, nowotworéw pluc czy zakazen bakteryjnych.
W leczeniu przewleklej martwicy wywotanej A. fumigatus stosuje si¢ amfotercyne B
i itrakonazol. W zaawansowanym stadium choroby konieczne jest wycigcie zmian
martwiczych z zapasem zdrowej tkanki ptucnej. Brak odpowiedniego leczenia powoduje
rozwinigcie si¢ infekcji grzybiczej w catych plucach oraz rozsianie zakazenia po caltym
organizmie, co w rezultacie moze doprowadzi¢ do §mierci pacjenta [Kousha M, 2011].

1.3.4. Inwazyjna aspergiloza

Inwazyjna aspergiloza zostala po raz pierwszy opisana w 1953 roku.
Jest najciezszg postacig zakazenia ukladu oddechowego powodowang przez grzyby
z rodzaju Aspergillus. Choroba ta stala si¢ glowna przyczyna zgondéw pacjentow
z obnizong odporno$cig. Szacuje si¢, ze inwazyjna aspergiloza dotyczy 5-25% pacjentow
z ostrg biataczka, 5-10% chorych na przewlekla bialaczke szpikowa oraz 0,5-5%
przypadkow pacjentdéw po leczeniu cytotoksycznym chordb ukladu krwionosnego.
U pacjentow po przeszczepie phuc i serca ryzyko zachorowania na inwazyjng aspergilozg
wywolang przez grzyby z gatunku A. fumigatus wynosi az do 26%. Przeszczep innych
narzadéw wigze si¢ z mniejsza, aczkolwiek nadal istotng podatnoscig na zakazenia
grzybicze. Dodatkowo wystepowanie inwazyjnej aspergilozy obserwuje si¢ u 25-40%
pacjentéw cierpigcych na przewlekta chorobe ziarniniakowata, oraz od 1 do 12% chorych
na AIDS. W wigkszos$ci przypadkéw inwazyjna aspergiloza rozwija si¢ u chorych
z zaawansowang choroba nowotworowa. Objawy inwazyjnej aspergilozy sa malo
specyficzne - goraczka, bol w klatce piersiowej, kaszel, zte samopoczucie, utrata wagi -
co utrudnia postawienie szybkiej i prawidlowej diagnozy [Kedziora K, 2008; Kousha M,
2011; Latgé J,1999].

Zarodniki A. fumigatus wdychane wraz z powietrzem dostajg si¢ do ptuc i u 0s6b
z obnizong odporno$cig zaczynajg kietkowaé. Rozwijajgca si¢ w plucach grzybnia
zaczyna wydzielaé toksyczne metabolity, ktore hamuja dziatanie ukladu
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immunologicznego, co w konsekwencji umozliwia dalszy, sprawnym rozrost grzybni.
Strzepki zaczynaja wnika¢ do naczyn krwiono$nych. Skutkuje to tworzeniem zakrzepow
wewnatrz naczyn krwionosnych powodujac tym samym powstawanie miejscowych
zawaldw pluc. Rozwijajaca si¢ w ptucach grzybica, moze powodowacé rozlegle niszczenie
tkanki ptucnej, wywolujac silne krwotoki, co moze ostatecznie doprowadzi¢ do $mierci
pacjenta. Zakazenie A. fumigatus wystepujace w plucach moze rozprzestrzeniaé si¢
poprzez krew do innych narzadow. U blisko 50% pacjentéw z inwazyjna aspergiloza
stwierdza si¢ rozprzestrzenianie si¢ infekcji grzybiczej z pluc do innych narzadow
[Shapiro R, 2011; Kousha M, 2011; Kedziora K, 2008].

1.3.5. Choroby zwierzat wywolywane przez A. fumigatus

Jak juz wspomniano w niniejszej pracy, A. fumigatus moze by¢ przyczyna
roznego rodzaju infekcji u zwierzat. Najbardziej wrazliwg na infekcje grupa zwierzat
s ptaki. Choroby wywotywane przez A. fumigatus dotycza przede wszystkim indykow,
pingwinow, ptakow drapieznych i ptactwa wodnego. Za czynnik predysponujacy uwaza
si¢ warunki $rodowiskowe (ograniczona wymiana powietrza, narazenie na toksyny
powodujace podraznienie bton $luzowych i wilgotnos$¢). Rowniez anatomiczne cechy
ptakow predysponuja do rozwijania si¢ infekcji grzybiczych w drogach oddechowych
(brak naglo$ni zapobiegajacej przedostawaniu si¢ czastek statych do dolnych drog
oddechowych, brak przepony powodujacy niezdolno$¢ do wytworzenia silnego odruchu
kaszlowego). Drogi oddechowe stanowig zazwyczaj wrota zakazenia A. fumigatus, ktory
odpowiedzialny jest za 95% przypadkow aspergiloz u ptactwa [Tell L, 2005]. U ptakow
wystepuje glownie aspergiloza oskrzelowo-ptucna, powodujaca duszno$ci, zdyszanie,
senno$¢, anoreksje i ogdélne wycienczenie ptakéw. Obserwuje si¢ réwniez zapalenie
tchawicy, rozprzestrzenianie si¢ infekcji do mozgu, uszkodzenia drog oddechowych, ptuc,
pecherzykow plucnych. Moga wystepowac takze zmiany guzkowe w plucach lub ostre
zapalenie ptuc, ktéremu towarzyszy fibrynowe zapalenie optucnej [Tell L, 2005; Klika E,
1996; Harmon B, 1998].

U przezuwaczy aspergiloza moze rozwija¢ si¢ bezobjawowo w oskrzelach,
a takze powodowal zapalenie sutkOw oraz zapalenie tozyska, co czgsto konczy si¢
poronieniem [Tell L, 2005]. Problem czg¢stych poronien dotyczy gtownie kréw, u ktorych
jest to czesto jedyny objaw infekcji grzybiczej. Zapalenie pluc u przezuwaczy moze
szybko prowadzi¢ do $mierci zainfekowanego zwierzecia. Najczes$cie] wystepujace
objawy obejmujg gorgczke, szybkie i1 ptytkie oddychanie, wydzielina z nosa i mokry
kaszel. W przewleklym grzybiczym zapaleniu ptuc objawy choroby bardzo przypominaja
objawy gruzlicy. Za drogi zakazenia uwaza si¢ glownie pluca i uktad pokarmowy.
Czynnikiem predysponujacym do zakazen A. fumigatus jest karmienie bydta sianem,
ktore jest silnie zanieczyszczone zarodnikami grzybow [Tell L, 2005; Sarfati J, 1996].

U koni aspergiloza atakuje czesto gardto oraz btony §luzowe nosa. W przypadku
infekcji pluc, choroba postepuje bardzo szybko i jest wysoce $miertelna. W przypadkach
zainfekowania phlic konia, obserwuje si¢ rowniez ostre zapalenie jelita, ktore
prawdopodobnie jest czynnikiem predysponujacym do rozwoju zakazen grzybiczych.
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Za inne czynniki predysponujace do zakazenia uwaza si¢ urazy tkanek migkkich
1 warunki srodowiskowe, ktore sprzyjaja kietkowaniu zarodnikow (wysoka wilgotno$c).
Uwaza sie, ze zapalenie okr¢znicy powoduje gieboka neutropenie, ktora zmniejsza
immunokompetencje koni, a nastgpnie inwazj¢ A. fumigatus z rozerwanej btony Sluzowej
jelit na caty organizm. W przypadku rozprzestrzenienia si¢ infekcji do mézgu i nerwu
wzrokowego obserwuje si¢ u koni zaburzenia koordynacji i problemy ze wzrokiem
(w tym $lepota) [Tell L, 2005; Lepage O, 2004].

U psow aspergiloza jest zazwyczaj zlokalizowana w jamie nosowej lub zatokach
przynosowych. Aspergiloza nosa rozpoczyna si¢ w tylnym rejonie szczeki gomej,
a jej objawami sg letarg, bol nosa, owrzodzenie nosa, kichanie, jednostronna
lub obustronna wydzielina z nosa, zapalenie kosci i szpiku oraz krwawienie z nosa.
Rozsiane choroby wywotywane przez grzyby z rodzaju Aspergillus wystepuja najczesciej
u psow w srednim wieku (gtéwnie u owczarka niemieckiego). Kliniczne objawy rozsianej
aspergilozy moga obejmowac letarg, kulawizne, anoreksje, utratg wagi, zanik mie$ni,
gorgczke, krwiomocz, nietrzymanie moczu. Zmiany czesto wystepuja w weztach
chlonnych brzusznych i piersiowych, nerkach, §ledzionie i kregach. Roéwniez czgsto
obserwowane jest zapalenie szpiku. Obserwuje si¢ takze grzybice powierzchniowe,
gléwnie grzybice skory, wplywajace na zmiany wygladu siersci, ktora zaczyna
przypomina¢ mysie owlosienie. Dotyczy to przede wszystkim mlodych pséw [Zonderland
J, 2002; Tell L, 2005, Lane J, 1974].

Choroby wywotywane przez A. fumigatus u kotéw sa mniej powszechne niz
u pso6w, jednak moga przebiegac¢ bardzo agresywnie. Rozwdj aspergilozy u kotow czesto
powoduje silny obrzek gtowy. W niektorych przypadkach mozna zaobserwowacé masg
W jamie ptucnej lub owrzodzenie podniebienia twardego. Rozprzestrzenianie si¢ infekcji
po organizmie moze powodowaé atak na osrodkowy uklad nerwowy, co prowadzi
do powstania objawdw neurologicznych [Goodall S, 1984, Barrs V, 2013].

1.4. Metody diagnostyki grzybow

Precyzyjna 1 dostatecznie szybka diagnostyka zakazen wywotywanych przez
A. fumigatus jest trudna ze wzgledu na stosukowo powolny wzrost kolonii grzybow i ich
duza roznorodno$¢ morfologiczng. Istotne jest, aby metoda umozliwiajagca prawidlowa
identyfikacje grzyboéw byla szybka, wiarygodna i tania. Krotki czas postawienia
wiarygodnej diagnozy wazny jest ze wzgledu na fakt, iz pdzne rozpoznanie moze
powodowac¢ niska skutecznos$¢ przeprowadzanej terapii, co moze doprowadzi¢ do §mierci
pacjenta. Wazne jest takze, by metoda byla na tyle prosta, by mozna jg bylo
przeprowadza¢ z wykorzystaniem aparatury znajdujgcej si¢ juz na wyposazeniu
laboratoriéw diagnostycznych. Nie bez znaczenia jest tez koszt metody, gdyz im bedzie
nizszy, tym bardziej prawdopodobne, ze metoda bedzie powszechnie wykorzystywana.
Niestety diagnostyka molekularna grzybic nie jest tak dobrze rozwinigta jak diagnostyka
wielu choréb powodowanych przez bakterie. W zwiazku z tym, bardzo istotne jest
poszukiwanie dobrych, szybkich i mozliwie nieinwazyjnych metod diagnostycznych
dla A. fumigatus. Problem skutecznej diagnostyki zakazen grzybiczych poteguje
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ich r6znorodno$¢ i zdolnos¢ do szybkiej adaptacji w nowych warunkach [Hachem R,
2009; Kozel, 2014].

1.4.1. Diagnostyka klasyczna i serologiczna

W metodach klasycznej diagnostyki zakazen grzybiczych na szeroka skalg
wykorzystywana jest bezposrednia mikroskopia. Cechuje si¢ dobra czuloécia i krotkim
czasem oczekiwania na wyniki badania. Niestety, podstawowg wada jest brak mozliwosci
odroznienia grzybow z rodzaju Aspergillus od innych grzyboéw nitkowatych (Penicillium
spp i Scedosporium spp). W zwiazku z tym, w celu skutecznej diagnostyki z probek
pobranych z miejsca zmienionego chorobowo wykonuje si¢ preparaty bezposrednie
lub barwione. Nastgpnie ocenia si¢ obecno$¢ grzybow w badaniu mikroskopowym.
Dodatek do preparatu 10% wodorotlenku potasu wspomaga wizualizacje strzgpkow,
poprzez cze$ciowe trawienie 1 rozpuszczanie materiatu biatkowego, pozostawiajac
nienaruszong S$cian¢ komodrkowa grzybow. Preparaty mozna dodatkowo wybarwié
za pomocg specyficznych barwnikéw lub znakowaé fluorescencyjnie. W barwieniu
histopatologicznym wykorzystuje si¢ barwnik GMS (z ang. gomori's methenamine silver
stain) oraz PAS (z ang. periodic acid-Schiff). Barwienie za pomoca barwnika PAS
pozwala na uwidocznienie elementéw tlta, umozliwiajac oceng architektury tkanek,
a takze reakcji zapalnej. Barwnik GMS dziala inaczej. Nie barwi elementow
komoérkowych, ani tkanek gospodarza, a jedynie $ciang komorkowa grzybow pozwalajac
na bardzo czute wykrywanie nawet matych fragmentoéw $cian komérkowych, ktore moga
by¢ =zastonicte przez tkanki gospodarza. Zastosowanie tych barwnikéw pozwala
na okreslenie typu aspergilozy [Hope W, 2005].

Skuteczng identyfikacj¢ gatunku A. fumigatus umozliwia posiew materiatu
na odpowiednie podloza i hodowla w wysokiej temperaturze. A. fumigatus mozna
odrézni¢ od innych kropidlakéw na podstawie dobrego wzrostu w temperaturze 45°C
(a nawet 70°C), a takze na podstawie niebieskozielonego koloru kolonii oraz kolumnowe;j
glowki z jednorzedowym uktadem komdrek wytwarzajacych zarodniki. Dodatkowo,
poprzez badanie wrazliwo$ci na antybiotyki mozna okre§li¢ odpowiednie opcje
terapeutyczne [Krzy$ciak P, 2011; Klich M, 2006].

Diagnostyka klasyczna polega na bezposrednim potwierdzeniu obecnoS$ci
komérek grzyba w badanym materiale. W przypadku zakazen powodowanych przez
A. fumigatus jest ona bardzo trudna, poniewaz grzyby z rodzaju Aspergillus w zwigzku
Z powszechnym wystgpowaniem w powietrzu cz¢sto stanowig zanieczyszczenie materiatu
diagnostycznego. Rozpoznanie uznaje si¢ za potwierdzone wylacznie w przypadku
wykrycia  rozgalgzionych  nici  grzyba, ulegajacych  barwieniu  urotroping
(heksametylenotetraming srebra) w badanym materiale.

W celu identyfikacji grzybow z rodzaju Aspergillus z krwi pacjenta stosuje si¢
test polegajacy na wykazaniu w krwi pacjenta obecnosci swoistego antygenu. W tym
celu, wykorzystuje si¢ czastki lateksu oplaszczone przeciwciatami monoklonalnymi,
ktére wigza specyficznie galaktomannan, ktory jest swoistym antygenem wystgpujacym
w surowicy w trakcie zakazenia grzybami z rodzaju Aspergillus. W przypadku zakazenia
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Aspergillus spp., wytwarzany jest galaktomannan, ktory wiaze si¢ z czastkami lateksu
oplaszczonymi przeciwcialami, powodujac reakcje aglutynacji. Do diagnostyki
wykorzystuje si¢ takze metody immunodyfuzyjne oraz ELISA, ktére sa pomocne
zwlaszcza w diagnostyce przebiegu aspergiloz uktadowych [Kayser F, 2007].

W diagnostyce zakazen powodowanych przez grzyby z gatunku A. fumigatus
duze znaczenie ma badanie histologiczne oraz wyniki bronchoskopii z ptukaniem
oskrzelikowo-pegcherzykowym (BAL). Obecno$¢ grzyba w bezposredniej mikroskopii
moze sugerowa¢ zarowno Kkolonizacje tkanek, jak 1 zanieczyszczenie materiatu,
co ostatecznie moze prowadzi¢ do fatszywie dodatnich wynikow. Obecnie waznym
narzedziem diagnostycznym w rozpoznaniu inwazyjnej aspergilozy jest wysokiej
rozdzielczoséci tomografia komputerowa ptuc [Burgos A, 2008].

W klasycznej diagnostyce zakazen grzybiczych wykorzystuje si¢ rowniez metody
serologiczne, polegajace na wykrywaniu antygenoéw grzybiczych oraz swoistych
przeciwcial w surowicy gospodarza. Standardowe techniki, takie jak immunodyfuzja, test
precypitacji czy odczyn wigzania dopelniacza nie sa wystarczajagco czule i swoiste,
by mogly by¢ stosowane w diagnostyce inwazyjnej aspergilozy u oséb z uposledzonym
uktadem immunologicznym. Zastosowanie metod takich jak immunohistochemia
(z wykorzystaniem  przeciwcial ~ monoklonalnych),  immunofluorescencja  czy
hybrydyzacja in situ moga pomoc w okreSleniu gatunkéw i rodzajow grzybow
lub pozwalaja na potwierdzenie postawionej wczesniej diagnozy [Hope W, 2005].

Zastosowanie metody polegajacej na wykrywaniu przeciwcial skierowanych
przeciwko Aspergillus spp. jest wykorzystywane w diagnostyce chronicznej aspergilozy
ptucnej. Uzupehieniem klasycznych technik diagnostycznych sa techniki pozwalajace
na wykrycie wolno krazacych antygendéw grzybiczych, takich jak galaktomannan
i 1,3-B-glukan. Galaktomannan jest stabilnym termicznie heteropolisacharydem
wystepujacym w $cianie komorkowej wigkszosci gatunkow Aspergillus i Penicillium.,
Stanowi on wysoce immunogenny antygen, ktoéry zostal uznany za dobry marker
w diagnostyce aspergilozy. Test immunoenzymatyczny umozliwia wykrycie antygenu
z czutoscia 1 ng/mL surowicy we wczesnym etapie zakazenia inwazyjnego. W tescie
wykorzystuje si¢ przeciwciala monoklonalne EBA-2 skierowane przeciwko
galaktomannanowi Aspergillus. Test ten, charakteryzuje si¢ swoistosciag powyzej 85%.
Odnotowano jednak spadek specyficzno$ci tego testu u noworodkéw i dzieci, co moze
by¢ zwigzane z przedostaniem si¢ do krwi galaktomannanu z pokarmu poprzez
uszkodzone lub niepoprawnie wyksztatcone jelito [Hope W, 2005]. Specyficznos¢ tego
testu spada rowniez u dorostych pacjentdow z uszkodzonym jelitem. Otrzymanie dodatnich
wynikéw podczas dwoch osobnych badan moze §wiadczy¢ o inwazyjnym zakazeniu
A. fumigatus. Diagnozg t¢ nalezy dodatkowo poprze¢ danymi klinicznymi, badaniami
radiologicznymi i innymi testami laboratoryjnymi. Test aglutynacji lateksowej stosuje si¢
do szybkiej diagnostyki ciezkich zakazen A. fumigatus. Charakteryzuje si¢ wysoka
swoistoscig W  zakresie 90-100% i mniejszym progiem detekcji antygenu
galaktomannanu, niz test immunoenzymatyczny [Hope W, 2005; Verweij P, 1995].

Grzyby z rodzaju Aspergillus wytwarzaja rézne zewnatrzkomérkowe enzymy
np. metaloproteazy, fosfolipazy, jak rowniez pierwotne (np. mannitol) i wtorne
(np. gliotoksyna) metabolity. Wszystkie te substancje wykazuja duzy potencjat, jako
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markery w diagnostyce inwazyjnej aspergilozy. Zdolno$¢ tworzenia przez Aspergillus
spp. D-mannitolu jest znana od wielu lat. Naukowcy badaja potencjal diagnostyczny tego
metabolitu. Jednak zastosowanie D-mannitolu w identyfikacji grzybow jest ograniczone
ze wzgledu na potrzebe przeprowadzania ztozonych pomiarow z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas [Hope W, 2005].

1.4.2. Diagnostyka molekularna

W ciagu ostatnich lat wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem biologii
molekularnej opartej na analizie DNA i RNA w diagnostyce zakazen grzybiczych. Wiele
osrodkow naukowych prowadzi badania nad wykrywaniem DNA Aspergillus spp. w celu
rozpoznania inwazyjnej aspergilozy w probkach krwi, BAL lub zatopionych w parafinie
fragmentow tkanek. Metody diagnostyki molekularnej charakteryzuja si¢ bardzo wysoka
czuloécig, swoistoscig oraz bardzo krotkim czasem identyfikacji. Do najczgsciej
wykorzystywanych metod nalezy reakcja tancuchowej polimerazy (PCR, z ang.
polymerase chain reaction) [Hope W, 2005].

Najczesciej jako target molekularny w identyfikacji A. fumigatus wykorzystuje
si¢ rybosomalne DNA (rDNA), kodujace podjednostki rybosoméw w genomie grzybow.
Rybosomalne DNA sktada si¢ z regionu niekodujacego IGS (z ang. intergenic spacer
region), w ktorym mozna wyrdzni¢ fragmenty ETS1 i ETS2 (z ang. external transcribed
spacer), fragmenty kodujgce elementy strukturalne rybosomu, takie jak: 18S, 5,8S i 288,
a takze wewnetrzne regiony niekodujace ITS1 oraz ITS2 (z ang. internal transcribed
spacer). Fragmenty ITS charakteryzuja si¢ duza zmienno$cig migdzygatunkowa
oraz wysokim stopniem zakonserwowania genetycznego w obrebie tego samego gatunku.
Z uwagi na powyzsze, TS zostaly wybrane przez mig¢dzynarodowe stowarzyszenie
International Society for Human and Animals Mycology jako markery molekularne
w klasyfikacji rodzajowej 1 gatunkowej grzybow. Po przeprowadzeniu amplifikacji
fragmentu ITS za pomoca starterow ITS1 i ITS4, nalezy przeprowadzi¢ jego
sekwencjonowanie [Kozel T, 2014; Irinyi L, 2016].

Wykorzystanie regionu ITS w celu identyfikacji A. fumigatus nie jest
wystarczajace. W celu prawidtowej identyfikacji gatunkowej konieczne jest oznaczenie
petnej sekwencji nukleotydowej fragmentow regionu ITS oraz p-tubuliny, gdyz
w przypadku grzyboéw z rodzaju Aspergillus analiza sekwencji rejonu ITS umozliwia
jedynie identyfikacje sekcji fumigati, a nie gatunkdéw do niej nalezacych: A. fumigatus,
A. lentulus, A. pseudofisheri, A. fumigatiaffinis, A. brevipes, A. duricaulis,
A. novofimigatus, A. uniliteralis, A. viridinutans. Dlatego w celu identyfikacji
poszczegbdlnych gatunkéw wykorzystuje si¢ analize sekwencji genu S-tubuliny. Poprawna
identyfikacja gatunkowa jest bardzo istotna, poniewaz wszystkie gatunki z sekcji fumigati
z wyjatkiem A. fumigatus maja naturalng oporno$¢ na azole. Sekwencje regionu ITS
i p-tubuliny danego szczepu poroéwnuje sie z sekwencjami z baz danych,
np. zdeponowanymi w bioinformatycznej bazie danych (GenBank) przy wykorzystaniu
odpowiednich programéw np. BLAST [Kozel T, 2014; Alcazar-Fuoli L, 2008; Sugui J,
2015].
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Mimo licznych zalet - w tym szybkosci, czutosci i specyficznosci - metody
identyfikacji grzybow oparte na reakcji PCR nie s3 powszechnie wykorzystywane
w laboratoriach klinicznych ze wzgledu na brak standaryzacji reakcji PCR wykrywajacej
DNA A. fumigatus. Gtéwng wadg metod opartych o amplifikacje kwasow nukleinowych
jest mozliwo$¢ uzyskania falszywie dodatniego wyniku. Przyczyna tego, moze byc¢
powszechne wystepowanie grzybow w srodowisku, a takze fakt, iz kolonizuja one skorg
i blony $luzowe ludzi i zwierzat [Hope W, 2005; Kozel T, 2014]. Dodatkowo, metoda
ta nie umozliwia stwierdzenia, czy w badanym materiale wystepuja komorki grzybow
zdolne do namnazania i zainicjowania rozwoju choroby, czy wylgcznie DNA pozostate
po $mierci komoérek grzybow.
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2. Terapia grzybic wywolywanych przez A. fumigatus

Ogoélny sukces leczenia chorob wywolywanych przez grzyby z gatunku
A. fumigatus zalezy od wielu czynnikow. Kluczem do prawidtowe] terapii jest
réwnoczesne zwrocenie uwagi na kazdy z nich. Wazne jest, aby mozliwie jak najszybciej
1 prawidlowo przeprowadzi¢ identyfikacje patogenu oraz dobra¢ odpowiednie leki,
na ktore ten patogen jest wrazliwy. Istotne jest rownoczesne okreslenie ogolnego stanu
zdrowia pacjenta, chorob towarzyszacych i na state zazywanych lekow, aby wykluczyé
ich antagonistyczne dziatanie z antymikotykiem [Sugui J, 2015]. Ponizej omoéwiono leki
uzywane w leczeniu pacjentdw chorujacych na grzybice wywotywane przez A. fumigatus,
a takze trudnosci i wyzwania jakie stoja w walce z zakazeniami grzybiczymi.

Obecnie istnieja trzy klasy $rodkow przeciwgrzybicznych stosowanych
w leczeniu aspergilozy. Sg to zwigzki azolowe, polienowe i echinokandyny. Ze wzgledu
na najmniejsza ilo$¢ skutkéw ubocznych oraz szerokie spektrum dziatania, lekami
pierwszego rzutu sg azole [Wei X, 2015]. Azole sg syntetycznymi pochodnymi imidazolu
lub triazolu. W 1980 roku zostaty wprowadzone na rynek medyczny jako leki majace
zapobiega¢ zakazeniom grzybiczym. Do najczgséciej stosowanych azoli w leczeniu,
czy tez przeciwdzialaniu zakazef grzybiczych naleza cztery azole: flukonazol,
itrakonazol, posakonazol i worikonazol. Jednak w przypadku leczenia zakazen
powodowanych przez A. fumigatus, nie stosuje si¢ flukonazolu [Lamb D, 1999].

Oprocz zastosowania w medycynie, azole jako jedyna grupa zwigzkow
sg jednoczesnie szeroko wykorzystywane w rolnictwie jako $rodki ochrony roslin przed
plesniami. Azolowe $rodki grzybobdjcze sg stosunkowo tanie, a jednocze$nie bardzo
skuteczne w zwalczaniu klopotliwych w rolnictwie grzybow — w tym grzybow
z rodzajow: Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Penicilium. Azole sg réwniez szeroko
stosowane jako $rodki przeciwgrzybicze w Ochronie materiatow budowlanych i jako leki
przeciwgrzybiczne w weterynarii [Claire L, 2015; Azevedo M, 2015].

2.1. Stosowanie azoli w leczeniu choréb wywotywanych przez
A. fumigatus

Itrakonazol byt pierwszym dostepnym $rodkiem stosowanym doustnie przeciwko
zakazeniom wywotanym przez A. fumigatus. Uzywany byl takze do leczenia
niezagrazajacej zyciu blastomikozy oraz grzybicy paznokci. Obecnie antybiotyk ten
zostal zatwierdzony w terapii przeciw A. fumigatus i w leczeniu alergicznej aspergilozy
oskrzelowo-ptucnej [Kathiravan M, 2012]. Struktur¢ itrakonazolu przedstawiono
na rycinie czwartej (Ryc. 4.). Ny

N/

=0
Ryc. 4. Struktura itrakonazolu C"@L D\)‘\ /N /=N
[Zzrodto: www.drugbank.ca] i O@N N N}/,I'\l
J T
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W 2002 roku do stosowania w leczeniu aspergiloz zostal dopuszczony
worikonazol. Charakteryzuje si¢ on szerokim spektrum dziatania przeciwko wielu
gatunkom grzybow w tym grzybow nitkowatych. Worikonazol oddziatuje z wieloma
roznymi zwigzkami (benzodiapezyny, digoksyna, leki immunosupresyjne i niektére leki
uzytku codziennego). Interakcje migdzy nimi mogag stanowi¢ powazny problem
w leczeniu pacjentdw zazywajacych wiele réznych lekow. Powoduje rowniez szereg
skutkéw ubocznych, migdzy innymi moze powodowac uszkodzenie watroby, co wiaze si¢
z koniecznoscig odstawienia leku. Glowng zaleta worikonazolu - stanowiaca przewage
nad pozostatymi azolami - jest mozliwo$¢ podania preparatu zarowno w formie doustnej,
jak i dozylnej. Obecnie, to worikonazol jest lekiem
pierwszego rzutu przy terapii potwierdzonej inwazyjnej N’T g
aspergilozy [Jacobs S, 2017; Kauffman C, 2006; Odds F, h
2003]. Strukture¢ worikonazolu przedstawiono na rycinie

piatej (Ryc. 5.).

Ryc. 5. Struktura worikonazolu [Zrédto: Jakob S, 2017]

Posakonazol zostat wprowadzony jako lipofilowy lek drugiej generacji
w profilaktyce inwazyjnych zakazen powodowanych grzybami z rodzajéw Candida
i Aspergillus. Na rynku farmaceutycznym pojawit si¢ w 2006 roku. Jednakze jego
stosowanie wywotluje caty szereg uciazliwych skutkéw ubocznych. U 14% pacjentow
pojawiajg si¢ problemy z uktadem pokarmowym (nudno$ci, wymioty, bdle brzucha,
biegunka), a takze bole glowy czy zwickszenie aktywnosci enzymdéw watrobowych.
Podczas zazywania antybiotyku wazne jest stosowanie wysokottuszczowej diety. Do tej
pory nie istnieja dozylne preparaty posakonazolu, ktore moglyby by¢ stosowane u ciezko
chorych pacjentow [Kathiravan M, 2012; Kauffman C, 2006].

Struktura posakonazolu wykazuje bardzo duze podobienstwo do struktury
itrakonazolu. Jedyna rdznicg jest zamiana pier$cienia dioksolanowego na tetrahydrofuran.
Te niewielkie rdéznice strukturalne pomigdzy tymi zwigzkami skutkujg istota zmiang
aktywno$ci  przeciwgrzybowej, biodostgpnosei, interakcji  z  innymi  lekami
czy potencjalnej toksycznosci [Odds F, 2003]. Struktura posakonazolu przedstawiona
zostala na rycinie szostej (Ryc. 6.). o /(/

-
\=N

gprooot

N

OH

Ryc. 6. Struktura posakonazolu [zrédto: www.drugbank.ca]
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2.2. Stosowanie azoli w rolnictwie

Azolowe fungicydy juz od ponad 50 lat sg szeroko rozpowszechnione
1 wykorzystywane w rolnictwie. Stosowanie $rodkéw grzybobdjczych w Europie
jest praktykowane szczegodlnie W uprawach zbozowych (pszenica) [Stensvold C, 2012].
Szacuje sig, iz w Europie zachodniej zuzywa si¢ az 37% fungicydow wykorzystywanych
na calym $wieciee W 2003 roku azolowe $rodki ochrony ro$lin stanowily
az 1/3 wszystkich klas fungicydow. Zwiazki te czesto stosuje sie bezposrednio na liscie
roslin, co potencjalnie zwigcksza ryzyko dlugotrwalej ekspozycji wystepujacych
w $rodowisku grzybow A. fumigatus na azole [Stensvold C, 2012; Verweij P, 2009].

Azolowe $rodki ochrony roslin kazdego roku uzywane sg do opryskow plantacji
nie tylko zboz, ale rowniez roslin ozdobnych, warzyw i owocow. Opryski stosowane
sa minimum dwa razy: w fazie adaptacji roslin do $rodowiska (na samym poczatku
uprawy — w momencie najintensywniejszego rozwoju i wzrostu roslin) i od razu
po zbiorach — w celu uniknigcia zepsucia zebranych juz plonéw. Nalezy réwniez dodac,
iz czesto stosowane sg dodatkowe opryski w trakcie trwania uprawy - W momencie
zaobserwowania infekcji hodowanych rolin. W trakcie jednego oprysku na 1 m?
powierzchni roéliny zuzywane jest okoto 10 mg zwigzku azolowego [Azevedo M, 2015].
Warto zaznaczy¢ rdwniez, ze normy stosowania azoli w rolnictwie sg r6zne dla réznych
upraw np. sady owocowe i pola ziemniaczane mozna traktowa¢ zwigzkami azolowymi
nawet 15 razy w roku, podczas gdy uprawy zbdz maksymalnie 4 razy [Stensvold C,
2012].

Problem stosowania azoli w rolnictwie dotyczy gtéwnie Europy, gdzie co roku
na 50% gruntéw produkcyjnych stosowane sa azolowe fungicydy. Dla pordéwnania
w Stanach Zjednoczonych azole stosuje si¢ na nie wiecej niz 5% catkowitego arealu
[Azevedo M, 2015]. Réznice w ilosci zuzywanych azoli na obszarach rolnych pomiedzy
Europa 1 Stanami Zjednoczonymi wynikaja glownie z tego, iz w Europie obserwuje si¢
wickszg gestos¢ zaludnienia, mniejsze rozmiary gospodarstw rolnych, inny typ gleby
oraz bardziej wilgotny klimat niz w Stanach Zjednoczonych. Wszystkie te cechy sprzyjaja
rozwojowi infekcji grzybiczych na polach uprawach co skutkuje zwigkszeniem ilo$ci
zuzywanych do ochrony upraw fungicydow, w tym zwigzkow azolowych [O'Neill J,
2015].

Najwicksze zuzycie azoli w Europie przypisuje si¢ Holandii. Jednak nie sg
dostepne szczegotowe dane na ten temat [Azevedo M, 2015]. W holenderskiej hodowli
tulipanéw powszechna praktyka jest zanurzanie w s$rodkach grzybobdjczych kazdej
cebulki tulipana tuz przed posadzeniem [O'Neill J, 2015]. W Polsce w 2012 roku sprzedaz
grzybobojczych $rodkéw na bazie imidazoli i triazoli wyniosta 823035,4 kg substancji
czynnej [Malinowska E, 2015].

Do obecnie stosowanych azolowych $rodkéw grzybobdjczych nalezy szesnascie
triazoli: bitertanol, cyprokonazol, difenokonazol, epoksykonazol, fluchinkonazol,
flusilazol, flutriafol, heksakonazol, metkonazol, mychlobutanil, penkonazol,
propikonazol, tebukonazol, triadimefon, triadimenol, tritikonazol oraz trzy imidazole:
imazalil, prochloraz, triflumizol. Dodatkowo azole stosowane sg jako herbicydy
(karfentrazon), insektycydy (isazofos), regulatory wzrostu (paklobutrazol) i $rodki
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roztoczobojcze (azocyklotyna). Przyktadowa struktura zwiazkéw azolowych uzywanych
w rolnictwie przedstawiona zostala na przyktadzie propikonazolu na rycinie sidédmej
(Ryc. 7.).

=N
cl Cl | >
N A
~ TN
CH,
Ryc. 7. Struktura propikonazolu o [
[zrodto: Stanescu A, 2010] \ {
CH>CH.CH;

Terabukonazol i propikonazol sg stosowane réwniez w celu ochrony powierzchni
materiatow 1 przedmiotow np. w celu konserwacji muréw i materiatdw budowlanych
oraz do produkcji farb, gum, klejoéw do tapet, tworzyw sztucznych, uszczelniaczy
i wyrobow widkienniczych [Stensvold C, 2012].

Do najczgsciej stosowanych azolowych $rodkow ochrony roslin naleza:
propikonazol, bromukonazol, epoksykonazol, difenokonazol i tebukonazol. Wszystkie
one posiadajg bardzo podobna strukture do triazoli uzywanych w medycynie.

Poza podobienstwem struktury, azole stosowane w rolnictwie przyjmujg takie
samo ulozenie przestrzenne podczas dokowania do enzymu jak azole stosowane
w medycynie. Warto nadmienié, ze te pi¢¢ zwigzkéw wprowadzono na rynek krotko
przed zarejestrowaniem pierwszej klinicznej opornosci na azole [Snelders E, 2012].
Ponadto fungicydy te wykazuja dzialanie przeciwko dzikim szczepom A. fumigatus,
ale nie wykazujg wplywu na szczepy zawierajgce mutacje TRz/L98H w genie CYP51A
[Stensvold C, 2012; Verweij P, 2009]. Wykazano, iz w warunkach laboratoryjnych
tebukonazol jest w stanie indukowac tworzenie powtorzen tandemowych w sekwencji
promotora genu CYPS51A przez co moze przyczynia¢ si¢ do indukcji opornosci
na medycznie stosowane azole [Snelders E, 2012].

Szerokie stosowanie azoli w wielu bardzo zrdéznicowanych dziedzinach
powoduje ogromne zanieczyszczenie powietrza, gleby i wod gruntowych tymi zwigzkami
[Garcia-Valcarcel A, 2011]. Azole ze wzgledu na swa stabilno$¢ moga pozostawaé
w $rodowisku naturalnym przez dlugi czas. Szacuje si¢, ze okres pottrwania azoli
w $srodowisku wynosi zwykle ponad rok [Azevedo M, 2015]. W zwiazku z tak dlugim
utrzymywaniem si¢ azoli w S$rodowisku oraz intensywnym ich zastosowaniem
w rolnictwie wazne jest, by prowadzi¢ badania nad wptywem obecno$ci azoli na zdrowie
ludzi i zwierzat. Z dotychczasowo przeprowadzonych badan wynika, ze azole moga mieé
niekorzystny wplyw na ludzki uktad endokrynny [Stensvold C, 2012].

Istnieje takze wiele doniesien na temat wystepowania lekow z grupy azoli, badz
azolowych fungicydéw w produktach zywno$ciowych. W 2005 roku opublikowano
wyniki badan, w ktorych przebadano 103 probki wina na obecnos$¢ azoli w ich sktadzie.
Wyniki wskazujg, iz ponad 75% probek wina zawierato zwiazki azolowe. Wyniki tych
badan nie sg zaskakujace, jesli uswiadomimy sobie, ze azolowe fungicydy sg bardzo
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powszechnie stosowane w winnicach w zwiazku z nagminnymi zakazeniami winoro$li
przez grzyby A. fumigatus. Z przeprowadzonych przez Trosken i wsp. badan wynika,
ze ponad 53% z 103 przebadanych probek win charakteryzowata si¢ wystepowaniem
w ich sktadzie tebukonazolu, a w przypadku ponad potowy przebadanych win w sktadzie
znajdowat si¢ wiecej niz jeden zwigzek azolowy. Takie wyniki mogg wskazywac
na stosowanie podczas uprawy winorosli naprzemiennie lub tgcznie ré6znych fungicydow.
Zwigzkow azolowych nie zaobserwowano jedynie w probkach win, ktore zostaty
wyprodukowane z eckologicznie uprawianych winogron [Trosken E, 2005].
Udokumentowano rowniez akumulacje zwigzkéw azolowych w satacie [Garcia-Valcarcel
A, 2015].

Warto réwniez zaznaczyC, ze stosowanie azoli w rolnictwie nie tylko niesie
za sobg ryzyko spozywania pokarméw z pozostato§ciami stosowanych - bezposrednio
na nich — azolami, ale ze nie mniej istotne jest przedostawanie si¢ azoli do wod
gruntowych czy oczyszczalni $ciekow. Zwigzki te, ze wzgledu na swojg hydrofobowa
natur¢ moga akumulowac¢ si¢ w osadach dennych i osadach $ciekowych, ktore czesto
wykorzystywane sa w rolnictwie jako nawozy. To skutkowa¢ moze nie tylko
utrzymywaniem si¢ azoli w $rodowisku, ale moze przyczyni¢ si¢ do nieustannego,
niekontrolowanego zwigkszania si¢ ilosci azoli w Srodowisku [Garcia-Valcarcel A, 2011;
Kahle M, 2008].

Wocigz brakuje badan okreslajacych jakie ryzyko stanowi dla ludzi spozywanie
zywnos$ci zawierajacej w swoim skladzie azolowe fungicydy. Niemniej jednak,
utrzymywanie si¢ azoli w $rodowisku naturalnym jest niepokojace zwazywszy
na udokumentowang zalezno§¢ pomigdzy wystepowaniem azoli w Srodowisku
a nabywaniem oporno$ci A. fumigatus na medycznie stosowane triazole [Rocchi S, 2014].

Zdaniem ekspertow z Europejskiej Agencji Ochrony Roslin co roku nawet 40%
plonéw na $wiecie jest traconych z powodu szkodnikéw i choréb. Szacuje sig, ze gdyby
nie stosowanie pestycydow, straty bylyby ponad dwukrotnie wyzsze. W zwigzku z tym,
calkowite wycofanie fungicydow z uzytku jest nierealne. Warto jednak wprowadzié
monitorowanie ich zuzycia [Rocchi S, 2014]. Wazne jest takze zwigkszanie Swiadomosci
rolnikdw 1 zachecanie ich do maksymalnego zminimalizowania zuzycia fungicydow. By¢
moze pomoze to zapobiegal rozwojowi opornosci i zwigkszy prawdopodobienstwo,
ze rozwinigta oporno$¢ okaze si¢ by¢ odwracalna [Mani A, 2013]. Dobrg praktyka byloby
rébwniez  stosowanie  naprzemiennie roznych  zwigzkéw  przeciwgrzybiczych,
ktore charakteryzuja si¢ roznym sposobem dziatania na komorki grzybowe [Azevedo M,
2015].

Uwaza si¢ rowniez, ze rzadsze stosowanie fungicydow o wyzszych dawkach
jest mniej szkodliwe niz ciggle stosowanie tych samych $rodkéw w nizszych dawkach,
poniewaz dlugos¢ czasu ekspozycji grzybdéw na antymikotyk zwigksza ryzyko rozwoju
opornosci [Azevedo M, 2015]. Istotne jest takze - aby w przysztosci - nowe kliniczne leki
przeciwgrzybicze nie byly rownoczes$nie stosowane w rolnictwie i innych gateziach
przemystu [O'Neill J, 2015]. Warto rowniez zaznaczy¢, iz wprowadzenie nowych
srodkow grzybobdjczych do rolnictwa stanowi ogromne wyzwanie, poniewaz zwigzki
te nie moga by¢ toksyczne dla ludzi, zwierzat i roélin, a ich zastosowanie musi
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umozliwia¢ wytwarzane wolnej od pozostatosci antymikotykéw zywnosci [Azevedo M,
2015].

W Polsce z roku na rok ilo$¢ stosowanych srodkoéw ochrony roslin nieustannie
wzrasta. Masa sprzedanych srodkow grzybobdjczych w 2000 r. wyniosta 4686 tony,
w 2005 r. - 9915 ton a w 2012 r. — 14 474 tony. Substancje z grupy azoli (glownie
imidazolach, triazolach i benzimidazolach) stanowig druga pod wzgledem wielkosci
grupe wszystkich sprzedanych $rodkow grzybobdjczych [Malinowska E, 2015].
W zwiazku z tym istnieje realne zagrozenie wzrostu odsetka opornych na azole izolatéw
A. fumigatus w Polsce.

2.3.  Mechanizm dzialania azoli na komoérki grzybow

Dzialanie azoli na komorki grzybdéw opiera si¢ gléwnie na zahamowaniu
dzialania enzymu 14-a-demetylazy lanosterolu biorgcego udziat w biosyntezie
ergosterolu. W przypadku niektorych gatunkéw grzybéw moze dochodzi¢ rowniez
do blokowania kolejnego etapu, za ktory odpowiada A22 desaturaza [Odds F, 2003]
oraz inhibicji transporterow blonowych np. P-glikoproteiny (P-gp) [Bruggemann R,
2009].

Glownym celem molekularnym azoli jest cytochrom P450. Katalizuje on reakcje
usunigcia grupy metylowej (32) znajdujacej si¢ w pozycji 14-a w czasteczce lanosterolu
lub eburikolu. Gen kodujacy 14-a-demetylaze lanosterolu oznacza si¢ ERG11p u drozdzy
z rodzaju Candida lub CYP51 u plesni z rodzaju Aspergillus. Zahamowanie aktywnosci
demetylazy lanosterolu przez leki z grupy azoli, powoduje zahamowanie syntezy
ergosterolu. Ergosterol wchodzi w sktad blony komérkowej grzybow i odpowiada za jej
prawidtowe funkcjonowanie, poprzez utrzymanie integralnosci, ptynnosci i asymetrii
membrany. W budowie enzymu demetylazy lanosterolu mozna wyr6ézni¢ grupe
prostetyczna — hem oraz dwa kanaty prowadzace do centrum aktywnego [Lamb D, 1999;
Mellado E, 2001; Mellado E, 2007; Nascimento A, 2003].

W sktad rodziny biatek CYP51 wchodzi ponad 100 bialek wystepujacych
w roznych organizmach. Niektore gatunki - w tym A. fumigatus - wytworzyly dwa
homologiczne geny odpowiedzialne za prawidlowa syntezg tego biatka (CYP51A
i CYP51B). Zazwyczaj aktywny jest gen CYP51A [Lepesheva G, 2008]. Prawdopodobng
funkcjag genu CYP51B jest przejmowanie roli genu CYP51A w przypadku jego dysfunkcji.
Usuniecie obu genéw powoduje $mier¢ komoérek grzyba [Wei X, 2015].

Warto nadmienié, iz gen CYP51A wystepuje takze u ludzi. Jest on zaangazowany
w transformacj¢ lanosterolu w szlaku metabolicznym biosyntezy cholesterolu.
Jednak mniejsze powinowactwo lekow azolowych do CYP51A ssakow niz do CYP51A
grzybow zapewnia zaréwno bezpieczenstwo, jak i skutecznos$¢ leczenia. [Ramakrishnan J,
2016].

Doktadny mechanizm blokowania aktywnosci demetylazy polega na wigzaniu
si¢ atomu azotu N4 pierScienia triazolowego lub N3 pierscienia imidazolowego do zelaza
znajdujacego si¢ w centrum aktywnym enzymu. Wigzanie to powoduje deaktywacje
tlenu, ktory jest niezbedny do przeprowadzenia reakcji demetylacji. Pozostate fragmenty
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czasteczek azoli wiaza si¢ z apoproteing enzymu w sposob zalezny od indywidualnej
struktury antybiotyku. Budowa centrum aktywnego enzymu demetylazy lanosterolu moze
r6znié si¢ u poszczegdlnych gatunkéw grzyboéw [Odds F, 2003].

Blokowanie cytochromu P450 prowadzi do nagromadzenia duzej ilosci
lanosterolu w komorce, przez co nastepuje zmniejszenie ilosci ergosterolu. To z kolei
wywotuje zakltdcenia struktury membrany zewnetrznej. W wyniku tego komorki grzybow
staja si¢ podatne na uszkodzenia. Dochodzi do zmiany aktywnosci enzymow zwigzanych
z blona, ktore odpowiadaja za transport sktadnikow odzywczych oraz budowe chityny.
W wyniku tych zmian dochodzi do zaklécenia wzrostu i proliferacji komoérek grzybni
[Georgopapadakou N, 1996].
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3. Opornos¢ A. fumigatus na azole

Lekami tzw. pierwszego rzutu w leczeniu chorob wywotywanych przez grzyby
z rodzaju Aspergillus sg zwigzki azolowe (posakonazol, worikonazol i itrakonazol).
Z perspektywy czasu wiadomo, ze pierwsze oporne na azole izolaty A. fumigatus
pojawity sie na zachodnim wybrzezu USA, w Kalifornii, pod koniec lat 80-tych. lzolaty
te zidentyfikowano u dwodch pacjentow leczonych wcezesniej itrakonazolem [Verweij P,
2002]. Jednak pierwsze doniesienia na temat opornosci A. fumigatus na azole odnotowano
w 1997 roku w Holandii [Denning D, 1997]. Od tamtej pory obserwuje si¢ systematyczny
wzrost liczby opornych szczepow. W wigkszosci przypadkow opornos¢ szczepow
A. fumigatus na azole wywolywana jest mutacja TRa,/L98H - powtorzenie
34-nukleotydowej sekwencji promotora (z ang. tandem repeats) w genie CYP51A
powigzana z zamiang lizyny na histydyne w 98 pozycji aminokwasowej. Szacuje sie,
Ze mutacja ta warunkuje opornos¢ okoto 50% izolatow A. fumigatus.

3.1.  Nabywanie opornosci na azole przez A. fumigatus

Nabywanie przez grzyby z gatunku A. fumigatus opornosci na azole zaczyna
stanowi¢ globalny problem. W Wielkiej Brytanii zaobserwowano wzrost opornosci z 5%
w 2004 roku do 14% w 2008 roku i do 20% w 2009 roku. Czesto$¢ wystepowania
opornosci A. fumigatus na azole w europejskich szpitalach wynosi okoto 3,2%. Niestety
przedstawiane powyzej dane prawdopodobnie sa znacznie zanizone ze wzgledu na brak
rutynowego oznaczania opornosci A. fumigatus [Denning D, 1997; Perlin D, 2015 van der
Linden, 2015].

Obecnie wiadomo, ze istniejg dwie drogi nabywania oporno$ci na azole przez
izolaty A. fumigatus. Pierwszg mozliwos$cia, jest droga kliniczna, zwigzana z uzywaniem
triazoli w medycynie w celu leczenia pacjentow cierpigcych na infekcje grzybicze. Drugg
mozliwoscia, jest droga Srodowiskowa, zwigzana glownie z zastosowaniem azoli
w rolnictwie do ochrony ro$lin przed grzybiczymi patogenami. Zanim jednak ustalono,
ze obie drogi sg réwnie istotne w nabywaniu przez A. fumigatus opornosci na azole
powstawaly rozne hipotezy, ktére pojedynczo nie byly w stanie do konca wyjasnié
przyczyn narastajgcej opornosci.

Poczatkowo uwazano, ze problem ten wigze si¢ przede wszystkim z nadmiernym,
czesto nieuzasadnionym stosowaniem azoli w terapii. Kliniczna droga nabywania
opornosci na azole przez grzyby z gatunku A. fumigatus od poczatku wydawata si¢ by¢
oczywista. Przed 2001 rokiem uwazano, ze A. fumigatus rozwija si¢ w ptucach wyltacznie
poprzez sporulacje i namnaza si¢ wielopokoleniowo jako ten sam szczep. Jednak
w momencie terapii zwigzkami azolowymi, grzyby moga nabywac¢ opornosé
i rozprzestrzenia¢ si¢. Teoria ta nie byta jednak doskonata, poniewaz choroby
wywolywane przez grzyby Aspergillus spp. nie sa zakazne, a co za tym idzie
przenoszenie si¢ opornych izolatdbw z pacjenta na pacjenta jest bardzo malo
prawdopodobne. Teoria ta nie wyjasniata rowniez przypadkow wystgpowania opornych
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na azole szczepdw u pacjentow, ktorzy nie stosowali wcze$niej w terapii lekow
azolowych [Hof H, 2001, Verweij P, 2009].

W 2001 roku po raz pierwszy zasugerowano, ze nabywanie opornos$ci
A. fumigatus na medycznie stosowane azole moze wigzaé si¢ ze stosowaniem azolowych
fungicydow w rolnictwie [Hof H, 2001]. Powyzsze argumenty pozwolily wysnué
wniosek, ze droga klinicznego nabywania opornosci na azole nie moze by¢ jedyna.
Hipotezg ta potwierdzono w 2009 r. wskazujac na to, ze srodowiskowa droga nabywania
opornosci moze by¢ jeszcze wazniejsza niz droga kliniczna [Verweij P, 2009].

Wystepowanie jednej — klinicznej - drogi nabywania oporno$ci na azole wydaje
si¢ by¢ mato prawdopodobne rowniez z innego wzgledu. Jak juz wspomniano, zwigzki
z grupy azoli wystepuja powszechnie w Srodowisku w skutek ich szerokiego
wykorzystywania zarowno w Kklinicystyce, rolnictwie, budownictwie i weterynarii.
[Verweij P, 2009].

W zwigzku z tak powszechnym 1 nieustannym wystepowaniem azoli
w $rodowisku zaczgto bardziej zwraca¢ uwagg¢ na monitorowanie nabywania opornosci
na azole wérdd srodowiskowych izolatow A. fumigatus. Dzieki temu zaobserwowano,
ze oporne na medycznie stosowane azole izolaty A. fumigatus moga by¢ izolowane
z ro$lin rosngcych w poblizu szpitali. Izolaty A. fumigatus oporne na medycznie
stosowane azole zaobserwowano takze w komposcie, liSciach i nasionach pochodzgcych
z centrow ogrodniczych. Odnotowano rowniez oporne na triazole stosowane
w medycynie izolaty A. fumigatus, pochodzace z powietrza $rodowisk szpitalnych
(korytarze oddziatow) [Snelders E, 2009]. Izolaty oporne na azole izolowano réwniez
z gleby [Mortensen K, 2010].

Kolejnym argumentem wskazujacym na mozliwo$¢ nabywania opornosci
na azole wskutek ekspozycji srodowiskowej jest fakt, iz az 64 - 71% chorych z powodu
inwazyjnej aspergilozy zakazonych opornym A. fumigatus nigdy wcze$niej nie byta
leczona azolami. Warto w tym miejscu zaznaczyé, ze zrodtem ekspozycji pacjentow
na azole sg rowniez $ladowe iloci tych substancji obecne w zywno$ci [Sanglard D,
2016].

Na podstawie powyzszych obserwacji uwaza si¢, ze zadna z mozliwych drog
nabywania oporno$ci na azole (zar6wno kliniczna, jak i srodowiskowa) nie moze istnie¢
jako jedyna. Obecnie uwaza si¢, ze powstawanie opornych szczepow jest mozliwe
zardbwno poprzez ekspozycje pacjentow na antybiotyki z grupy azoli, oraz poprzez
stosowanie azoli w rolnictwie jako §rodkow ochrony roslin [Sanglard D, 2016].
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3.2.  Molekularny mechanizm opornosci A. fumigatus na azole

Znane sa rozne molekularne mechanizmy nabywania przez A. fumigatus
opornosci na azole. Zostaly one podzielone na cztery ogoélne kategorie. Naleza do nich:
mutacje w genie CYP51, nadekspresja genu CYP51, zwickszenie transkrypcji gendw
kodujacych transportery blonowe oraz modyfikacja odpowiedzi komorkowej na stres
[Wei X, 2015].

3.2.1. Mutacje w genie CYP51A

Najczesciej wystepujacym mechanizmem opornosci na azole obserwowanym
u A. fumigatus sag mutacje w genie CYP51A. Gen ten koduje 14-a-demetylaze lanosterolu
i odpowiada za synteze ergosterolu [Chowdhary A, 2014]. Demetylaza 14-a- lanosterolu,
jest enzymem zaliczanym do rodziny cytochromu P450, ktéry katalizuje konwersje
lanosterolu do ergosterolu poprzez usuniecie grupy metylowej przy 14 atomie wegla.
Mechanizm tej reakcji jest trojetapowy. Grupa metylowa utleniana jest do alkoholu,
nastepnie do aldehydu, a na koncu jest usuwana w postaci kwasu metanowego
(mréwkowego). Funkcje grupy prostetycznej spelnia hem z atomem zelaza, ktory jest
niezbedny do wigzania czasteczek tlenu wykorzystywanych w kolejnych reakcjach
utlenienia [Shyadehi A, 1996]. Skutecznym inhibitorem dzialania enzymu sg zwigzki
azolowe, ktore tacza si¢ z atomem zelaza poprzez wolng pare elektronows
nieprotonowanego atomu azotu, co uniemozliwia dostep do centrum aktywnego
czasteczki tlenu i demetylacje lanosterolu [Podust L, 2001]. W ten sposob blokowana jest
demetylaza lanosterolu i ergosterol nie jest syntezowany. Brak ergosterolu zmienia
ptynnos¢ btony komérkowej i prowadzi do $mierci komorki [Chowdhary A, 2014].

U grzybow A. fumigatus wystepuja dwa geny kodujace 14-a-demetylazy
lanosterolu - CYP51A i CYP51B. Nokaut kazdego genu z osobna nie utrudnia grzybom
funkcjonowania, jednak usunigcie obu gendw nieuchronnie prowadzi do $mierci komorki.
Badania wskazuja, ze demetylaza najczesciej ulega ekspresji z genu CYP51A. Aktywnos$é
genu CYP51B pojawia si¢ dopiero w przypadku braku poprawnie funkcjonujacego genu
CYP51A. Gen CYP51B moze rowniez spetnia¢ inne, dotad niepoznane funkcje [Mellado
E, 2004; Wei X, 2015].

Opisano kilka pojedynczych nukleotydowych polimorfizméw w genie CYPS1A,
ktérych wystepowanie skutkuje istotnymi zmianami w strukturze przestrzennej
syntezowanego enzymu. Zmiany te powodujg zmniejszenie lub nawet calkowitg utrate
jego aktywnosci [Rivero-Menendez O, 2016].

Pierwszg zidentyfikowana mutacja wywotujaca oporno$¢ na azole A. fumigatus
byta mutacja punktowa w genie CYP51A skutkujaca zamiang glicyny w 54 pozycji
lancucha aminokwasowego (G54) na inny aminokwas. Mutacja ta, indukowana in vivo
spowodowata powstanie szczepéw A. fumigatus opornych na posakonazol, a wykryta
w izolatach klinicznych powodowata zmniejszong wrazliwo$¢ na posakonazol i opornosé
na itrakonazol. Substytucja glicyny w 54 pozycji tancucha aminokwasowego powoduje
zaburzenie wigzania dlugiego tancucha bocznego posakonazolu i itrakonazolu do kanatu
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demetylazy lanosterolu. Worikonazol nie posiada dlugiego tancucha bocznego, dlatego
pomimo zamiany glicyny w 54 pozycji tancucha aminokwasowego na inny aminokwas
w dalszym ciagu jest w stanie wigza¢ si¢ w centrum aktywnym. Na podstawie dynamiki
molekularnej ustalono, iz mutacje wplywajace na zmiang wrazliwosci tych grzybow
na azole usytuowane sg w poblizu centrum aktywnego lub blisko kanatu biatka.
W powstawaniu opornosci wazng role odgrywaja przede wszystkim nastepujgce
aminokwasy: walina, lizyna, izoleucyna, arginina podstawione zamiast metioniny 220
(M220). Wywoluja one silng opornos¢ na azole [Buied A, 2010; Shapiro R, 2011; Xiao L,
2004; Wei X, 2015]. Mutacja powodujaca zamian¢ glicyny w 138 pozycji tancucha
aminokwasowego (G138) na inny aminokwas powoduje jednoczesng oporno$é
na itrakonazol i worikonazol. Natomiast zamiana glicyny w 448 pozycji tancucha
aminokwasowego na seryn¢ (G448S) powoduje powstanie opornosci na worikonazol
1 obnizenie podatnosci na itrakonazol i posakonazol.

W literaturze opisano juz ponad 30 mutacji punktowych wystepujacych w genie
CYP51A powodujacych powstanie opornosci na azole u A. fumigatus. Dotychczas
odnotowane mutacje zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 1.). Mutacje powodujace
zmiany aminokwasowe: P216L, F219C/l, A284T, Y431C, G432S i G434C sg opisywane
jako zwigzane z opornoscig na azole, jednak potrzebne sg dalsze badania, aby potwierdzi¢
ich role w rozwoju opornosci [Rivero-Menendez O, 2016]. NajczeSciej wystepujacg
mutacja punktowg powodujacg opornos¢ na azole jest mutacja powodujaca zmiang sensu:
zamiana tyminy na adening w 293 pozycji tancucha nukleotydowego, powodujaca
zamiane leucyny na histydyne w 98 pozycji tancucha aminokwasowego (L98H) [Verweij
P, 2007; Wei X, 2015].

Tab. 1. Mutacje w genie CYP51A korelowane z opornoscig na azole

A9T Y121F | M220K/RVIIIT | Y431C
N22D N1251 M236 K/T/IV G432S

F46Y G138C/I N248T G434C

G54E/R/WIGIKIV | Q141H D255E T440A
S52T H147Y A284T G448S

Q88H M172v S297T F464Y

L98H P216L P394L Y491H
V101F F219C/I E427G/K F4951

Istnieje kilka mutacji punktowych w genie CYP51A zlokalizowanych w tzw.
kodonach hot spot, ktorych zwigzek z opornoscia na azole zostat potwierdzony.
Wystapienie mutacji zwigzanych z glicyna 54 (G54), powoduje opornos¢ krzyzowa
na itrakonazol i posakonazol [Diaz-Guerra T, 2003; Nascimento A, 2003]. Substytucje
aminokwaséw przy metioninie 220 (M220), zwigzane z zmniejszong wrazliwos$ci
na triazole [Mellado E, 2004]. Mutacje w glicynie 138 (G138) powodujace jednoczesng
opornos¢ na itrakonazol i worikonazol [Howard S, 2006] a mutacja w glicynie 448
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(G448S) powodujaca oporno$¢ na worikonazol oraz zmniejszong podatno$é
na itrakonazol i posakonazol [Bellete B, 2010; Manavathu E, 2003; Pelaez T, 2012].

Druga grupe zmian w genie CYP51A stanowig mutacje powodujace opornos¢
tzw. pan-azolowa. U grzybow z gatunku A. fumigatus ten typ opornosci krzyzowej
na azole zalezy od swoistych mutacji (tzw. hot spot) w CYP51A w potaczeniu
ze zmianami w regionie promotora, prowadzac do powstania szczepéw opornych
wieloazolo-opornych (multiazole-resistant) [Rodriguez-Tudela J, 2008; Mellado E, 2007;
Verwiej P, 2007]. Mechanizmy te generowane sg przez kombinacje r6znych modyfikacji
w genie CYP51A. Pierwszy mechanizm - najcze$ciej wystepujacy - oparty jest
o korelacje tandemowego powtorzenia 34 nukleotydowej sekwencji (TRaz4) W regionie
promotora genu CYP51A, wraz z substytucja leucyny 98 histydyng (TR34L.98H) [Mellado
E, 2007]. Zmiana ta jest najczeSciej identyfikowanym mechanizmem odpornosci
wystepujacym w $rodowiskowych szczepach A. fumigatus [Vermeulen E, 2013].
Druga, czesto wystepujaca zmiang jest wystepowanie tandemowego powtorzenia
46 nukleotydowej sekwencji w rejonie promotora polaczona z zamiang tyrozyny 121
na fenyloalaning oraz treoniny 289 na alaning (TR4Y121F/T289A) co jest zwigzane
z oporno$cig na worikonazol [van der Linden J, 2013].

W celu ustalenia wplywu najczesciej korelowanej z nabywaniem przez izolaty
A. fumigatus opornosci na azole mutacji L98H w biatku CYP51A przeprowadzono
modelowanie molekularne i okreslono zmiany w oddzialywaniu wewnatrz biatka.
Na podstawie dynamiki molekularnej okreslono, iz kodon 98 znajduje si¢ w petli, ktora
laczy helise B i B'. W szczepie dzikim hydrofobowa leucyna oddziatuje z reszta proliny
124, ktéra znajduje sie¢ w petli BC. Gdy wskutek mutacji nastgpi substytucja leucyny
histydyna w pozycji 98 te hydrofobowe interakcje nie wystepuja. Symulacje wykonane
za pomocg dynamiki molekularnej wykazaly, iz mutacja skutkujaca substytucja L98H
powoduje niewielkie zaktocenie stanu hydrofobowego w stosunku do powierzchni
hydrofilowych. Zmiany powierzchni hydrofobowych i hydrofilowych w biatku CYP51A
szczepu dzikiego 1 zmutowanego przedstawiono na rycinie 6smej (Ryc. 8.).

Z powodu tych niewielkich zaktocen, pgtla BC jest bardziej elastyczna i ulatwia
zamkniecie pierwszego kanatu wejsciowego dla ligandu. Inng konsekwencja mutacji jest
zaburzenie oddzialywania hemu z reszta tyrozyny 121 w wyniku blizszego potozenia
wprowadzonej histydyny do grupy karboksylowej hemu. Z tego powodu dochodzi
do przeniesienia fancuchow bocznych tyrozyny 107 i 121, co w konsekwencji prowadzi
do zamknigcia drugiego kanatu ligandu [Snelders E, 2011].
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(b)

Ryc. 8. Przedstawienie powierzchni hydrofobowych (kolor bialy) i hydrofilowych (czerwony) w biatku
CYP51A szczepu dzikiego (a) i zmutowanego (b). Kodon 98 przedstawiony zostat kolorem zielonym.
W obszarze zaznaczonym kotkiem przedstawiono hydrofobowe reszty L98 umiejscowione naprzeciwko
hydrofilowej fenyloalaninie w pozycji 124 (a). W zmutowanym biatku réwnowaga ta jest zaburzona,
gdyz histydyna jest hydrofilowa (b) [Zrédto: Snelders E, 2011]

Ponadto z analiz struktur krystalicznych biatka CYP51A szczepu dzikiego
wywnioskowano, iz reszty tyrozyny w pozycjach 107 i 121 sg roOwniez zaangazowane
w wigzanie azoli. W zwigzku z tym mutacja L98H ma negatywny wplyw
na oddzialywanie z egzogennym ligandem. Nalezy jednak doda¢, iz nie zaburza
ona rownowagi hydrofobowej w centrum aktywnym, co jest istotne dla wigzania
lanosterolu i aktywnosci enzymu [Snelders E, 2011; Paul S, 2016].

3.2.2. Nadekspresja genu CYP51A i CYP51B

Poza omowionymi powyzej mutacjami w genie CYP51A innym waznym
mechanizmem opornosci A. fumigatus na azole jest korelacja mutacji w tym genie
z powtorzeniem tandemowej sekwencji TRas rejonu promotora tego genu (TR
- tandemowe powtorzenie sekwencji ztozonej z 34 nastepujacych po sobie nukleotydow:
5’ GAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCCAAT 3°). Powtorzenie to dziata
jako wzmacniacz transkrypcji [Verweij P, 2007; Chowdhary, 2012; Rath, 2012; Moye-
Rowley, 2015; Prigitano, 2014]. Mutacja TR3/L98H zostalta po raz pierwszy
zidentyfikowana w Holandii w 1997 roku [Denning D, 1997].

Mutacja TR34/L98H powoduje wysoki poziom opornosci na itrakonazol i $rednig
wrazliwo$§¢ na worikonazol lub posakonazol. Obecnie izolaty A. fumigatus
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H sg identyfikowane w wielu
krajach [Chowdhary, 2012; Rath, 2012; Moye-Rowley, 2015; Prigitano, 2014; Kurzyk E,
2015]. lzolaty A. fumigatus, ktore posiadaty 2 powtorzenia TRz, w sekwencji promotora
oraz mutacje L98H, charakteryzuja si¢ az 8-krotnym wzrostem poziomu ekspresji genu
CYP51A w stosunku do szczepu dzikiego [Mellado E, 2007; Shapiro R, 2011; Wei X,
2015].
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Wiele badan wskazuje na to, iz pojawienie si¢ mechanizmu opornosci opartego
o mutacj¢ TR34/L98H moze mie¢ zwigzek ze stosowaniem azoli w rolnictwie jako
srodkow ochrony roslin przed grzybiczymi patogenami. Hipoteza ta powstala w oparciu
o doniesienia, iz ten rodzaj mutacji (TR34/L98H) nie ogranicza si¢ tylko do izolatow
klinicznych, ale jak juz wspomniano, wystgpuje rowniez w szczepach A. fumigatus
izolowanych z gleby i kompostu [Snelders E, 2009, Wei X, 2015].

Podobny mechanizm dziatania zwigzany jest z mutacja TR4e/Y121F/T289A
w genie CYP51A i jest on coraz czeSciej spotykany i korelowany gtownie z opornosciag
na worikonazol [Ingen, 2015; Vermeulen, 2013; Vasgez, 2016; Rivero-Menendez O,
2016]. Niedawno w Chinach udokumentowano, ze mutacje TR4e/Y121F/T289A, A284T,
G448S i P222Q w genie CYP51A moga by¢ wywotywane przez triazolowe fungicydy
(tebukonazol, epoksykonazol, propikonazol, metkonazol i heksakonazol) [Jingbei R,
2017].

U grzybow z gatunku A. fumigatus scharakteryzowano biatko SRBA
odgrywajace role w opornosci na azole poprzez regulacje genu CYP51A [Willger S,
2008]. Biatko SRBA - nalezgce do rodziny SREBP (z ang. sterol regulator element
binding protein) - jest regulatorem transkrypcji, ktéry ma duze znaczenie podczas
biosyntezy steroli, polaryzacji komorek, niedotlenienia oraz morfogenezy strzepek.
Badania Blosser S. i wsp. wykazaty, ze usuniecie genu kodujacego biatko SRBA
powoduje zwigkszenie podatnosci izolatow A. fumigatus na worikonazol i flukonazol
co tlumaczy si¢ zmniejszeniem ilosci transkryptu CYP51A. Prawdopodobnie biatko
SRBA wiaze si¢ z genem CYP51A i moze w ten sposob wplywaé na regulacje jego
aktywnosci [Blosser S, 2011]. Jednak nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania w celu
okreSlenia genetycznej regulacji nabywania opornosci na azole przez A. fumigatus
za po$rednictwem biatka SRBA [Rivero-Menendez O, 2016; Blatzer M, 2011; Blosser S,
2012].

Istnieje takze inny czynnik transkrypcyjny o udowodnionym wplywie
na opornos¢ A. fumigatus na azole. Badania przeprowadzone przez Wei X. i wsp.
wykazuja, iz mutacja w kompleksie czynnika transkrypcyjnego wigzacego podjednostke
HAPE w miejscu sekwencji CCAAT jest zdolna do indukowania u tych grzyboéw
opornosci na azole. Wystarczy zmiana jednego aminokwasu w domenie wysoko
zakonserwowanej podjednostki HAPE w pozycji 88 (P8SL), aby uniemozliwi¢ wigzanie
podjednostki do sekwencji CCAAT znajdujacej si¢ w obrebie promotora genu CYP51A.
W wyniku czego dochodzi do braku regulacji ekspresji gendéw przez HAPE
i w konsekwencji do ekspresji genu CYP51A [Wei X, 2015; Camps S, 2012].

Jak juz wspomniano, biatko CYP51 u A. fumigatus jest kodowane przez dwa
geny CYP51A i CYP51B. Oporno$¢ na azole gtéwnie dotyczy genu CYP51A
i nadekspresji tego genu. Rola genu CYP51B jest niejasna. Zaobserwowano kilka mutacji
W tym genie, jednak nie sa one powigzane z opornoscig na azole. Odnotowano jeden
kliniczny przypadek, gdzie izolat A. fumigatus byl oporny na azole, nie posiadat mutacji
w genie CYP51A, ale charakteryzowat si¢ nadekspresja genu CYP51B. Jednak w celu
wykazania korelacji nadekspresji tego genu z oporno$cig, konieczne sg dalsze badania
[Rivero-Menendez O, 2016; Bueid A, 2013].
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3.2.3. Nadekspresja genéw kodujacych pompy blonowe

Do rozwoju opornosci A. fumigatus na leki z grupy azoli przyczynia si¢ nie tylko
nadekspresja genu CYP51A, ale takze nadekspresja genow kodujacych transportery
blonowe. Transportery blonowe zdolne sa do wypompowywania lekow z komorki,
co prowadzi do zmniejszenia st¢zenia azoli w ich wnetrzu. Do glownych rodzajéw pomp
zalicza si¢ superrodzing transporterow btonowych (MFS, z ang. major facilitator
superfamily) oraz bialka transportowe zawierajace kasete wigzaca ATP (ABC, z ang. ATP
binding cassette superfamily) [Wei X, 2015].

Nadrodzina MFS stanowi duza rodzing biatek transportujacych. Transportery
nalezgce do tej nadrodziny tworzg symporty i antyporty. Wykorzystujgc gradient jonow
wodorowych lub sodowych sa w stanie transportowac antybiotyki, cukry i substraty cyklu
Krebsa. Do tej pory u grzybéw A. fumigatus opisano i zbadano cztery pompy nadrodziny
MDR: MDR1, MDR2, MDR3 i MDR4 [Paulsen I, 1996; Shapiro R, 2011].

Pompy ABC zbudowane s3 z dwoch domen. Jedna z nich jest wysoce
hydrofobowa i odpowiada za wigzanie substratu oraz za jego translokacje. Druga domena
jest hydrofilowa. Posiada ona zdolno$¢ do wigzania nukleotydéw. Domena ta znajduje
si¢ po wewngetrznej stronie btony cytoplazmatycznej i odpowiada za pozyskiwanie energii
do aktywnego transportu poprzez hydroliz¢ ATP. Pompy typu ABC transportuja
aminokwasy, biatka, cukry, peptydy, leki i jony metali. Sg bardziej specyficzne
niz pompy MFS. ATRF - nalezacy do rodziny transporterow ABC - byl pierwszym
transporterem blonowym powigzanym z opornoscig A. fumigatus na azole. Istnieja
doniesienia, ze ekspresja genu kodujgcego pompy btonowe ATRF ulega zwickszeniu,
gdy izolaty A. fumigatus hoduje sie¢ na podtozu z dodatkiem itrakonazolu [Davidson A,
2004; Wei X, 2015]. Jednak najnowsze dane literaturowe poddaja w watpliwosé
stwierdzenie, ze nadekspresji genu ATRF - jako jedyny czynnik - wptywa na oporno$é¢
A. fumigatus na azole [Sanglard D, 2016].

Szacuje sig, ze genom A. fumigatus moze zawiera¢ okoto 49 genow
transporteréw rodziny ABC i az 278 gendéw nadrodziny MFS. Zrozumienie doktadnej roli
transporterdéw btonowych na oporno$¢ A. fumigatus wcigz wymaga dalszych badan.
Do tej pory wykazano, ze nadekspresja genow kodujacych transportery blonowe czesto
wspolistnieje  z mutacjami  punktowymi wystepujacymi w genie kodujacym
14-a-demetylaze lanosterolu [Wei X, 2015; Chamilos G, 2005].

3.2.4. Modyfikacje szlaku sygnalnego w odpowiedzi na stres

Dane literaturowe wskazuja, ze grzyby zdolne sa do wytworzenia opornosci
na lek nie tylko wskutek mutacji w genach czy ich nadekspresji, ale takze poprzez
modyfikacj¢ wewnatrzkomérkowych szlakow  sygnalizacji, ktore zaangazowane
sa w odpowiedz komoérki na stres. Do wytworzenia opornosci na azole u szczepow
A. fumigatus moga przyczyni¢ si¢: odpowiedZ komorki na niepoprawnie ,,sfaldowane”
biatka (UPR z ang. unfolded protein response), stres oksydacyjny oraz odpowiedz na stres
btony lub $ciany komérkowej [Wei X, 2015].
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UPR ma doprowadzi¢ do usunigcia nieprawidtlowo sfaldowanych bialek
z komorek. Ligaza E3-ubikwityny kodowana przez gen HRD1 poprzez znakowanie
nieprawidtowo sfatdowanego biatka u grzybow przyczynia si¢ do jego degradacji. W toku
przeprowadzonych przez Krishnan i wsp. badan wykazano, ze delecja genu HRDA, ktéry
jest homologiem HRD1 u A. fumigatus, uniemozliwia stymulacje odpowiedzi
na niesfaldowane biatko i tym samym przyczynia si¢ do wytworzenia wigkszej opornosci
na worikonazol, niz u szczepdéw dzikich. Szczep z nokautem genu HRDA
charakteryzowatl si¢ trzykrotnym wzrostem wartoSci MIC worikonazolu. Analiza
lekowrazliwosci tego szczepu wykazata, iz utrata genu HRDA nie wplywa na zmiany
warto$ci MIC dla kaspofunginy i amfoterycyny B [Krishnan K, 2013; Wei X, 2015].

Podobne badania przeprowadzone na bioracych udzial w reakcji na stres
oksydacyjny bialkach YAP1. Biatko YAP1 nalezy do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych AP-1 (z ang. activing protein-1). Biatko YAPI jest uwazane
za centralny regulator odpowiedzi na stres oksydacyjny u grzybow Saccharomyces.
Badania prowadzone przez Qiao i wsp. [Qiao J, 2010] wykazaly, ze mutanty
A. fumigatus, charakteryzujace si¢ usunieciem z biatka YAP1 domeny c-CRD
(C-koncowa domena bogata w cysteineg), charakteryzowaly si¢ mniejszg wrazliwoscia
na worikonazol (warto$¢ MIC dla szczepu dzikiego - 2 mg/L a dla szczepu bez domeny
c-CRD - 16 mg/L) oraz wigksza oporno$cia na rézne utleniacze (nadtlenek wodoru
i diamidy) w poréwnaniu do szczepu dzikiego A. fumigatus, co moze wskazywaé na to,
ze szlak odpowiedzi na stres oksydacyjny odgrywa role w opornosci grzyboéw
na antymikotyki. Zaobserwowano takze, ze delecja genu YAP1l nie wplyneta
na wrazliwos¢ A. fumigatus na worikonazol, itrakonazol i amfoterycyne B.

Takze mutacje w biatku MKK2, ktdre uczestniczy w szlaku integracyjnym btony
komorkowej, mogg odgrywac role w zmniejszeniu wrazliwosci A. fumigatus na azole
[Shapiro R, 2011; Qiao J, 2010]. W toku badan prowadzonych przez Dirr i wsp.
Zaobserwowano, ze szczepy pozbawione genu MKK2 charakteryzuja si¢ zwigkszong
wrazliwo$cia na worikonazol i posakonazol i sa mniej wirulentne w badaniach
prowadzonych na modelu mysim [Dirr F, 2010].

U grzybow Candida albicans dobrze opisana jest rola biatka szoku cieplnego
HSP90 (z ang. heat shock protein 90) w nabywaniu opornos$ci na azole, jednak
u A. fumigatus mechanizm ten nie jest dobrze poznany. HSP90 jest eukariotycznym
chaperonem molekularnym, ktéry wspomaga kluczowe etapy faldowania i transportu
bialek w momencie stresu $rodowiskowego. Badania Lamoth F. i wsp. wykazaty,
iz usunigcie reszty lizyny w pozycji 27 tancucha aminokwasowego biatka HSP90 (K27)
lub acetylacja lizyny réwniez moze skutkowac opornoscig A. fumigatus na worikonazol.
Doktadne mechanizmy, dzicki ktorym HSP90 kontroluje i wspomaga etapy faldowania
bialek w momencie stresu srodowiskowego pozostaja nieznane [Lamoth F, 2014; Rivero-
Menendez O, 2016].
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3.2.5. Inne mechanizmy opornosci A. fumigatus na azole

W 2005 roku Xiong Q. i wsp. przedstawili kolejny mechanizm opornosci
A. fumigatus na azole. Zaobserwowano, iz obecnos¢ surowicy lub cholesterolu w medium
badawczym moze obniza¢ in vitro wplyw itrakonazolu na A. fumigatus. Prawdopodobnie
zwigzane jest to ze zdolnoscig A. fumigatus do pobierania i wbudowywania cholesterolu
w blone komoérkowa w warunkach tlenowych. Gromadzenie cholesterolu w blonie
komérkowej moze rekompensowaé braki ergosterolu w komodrce po leczeniu
antybiotykami z grupy azoli [Xiong Q, 2005].

Kolejnym - cho¢ stosunkowo rzadko spotykanym - mechanizmem opornos$ci
izolatow A. fumigatus na azole jest zmiana $ciezki biosyntezy ergosterolu. W wyniku tego
14a-metylofekosterol zastepuje zasadniczy 14a-metylobisterol i zapewnia wlasciwg
funkcjonalnoé¢  btony komorkowej [Ramakrishnan J, 2016]. Zmniejszona
przepuszczalno§¢ membran oraz mozliwo$¢ tworzenia biofilmu sa réwniez uwazane
za mechanizmy opornos$ci na leki z grupy azoli [Stensvold C, 2012].
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4. Strategie poszukiwania nowych lekow

Zwalczanie oporno$ci na leki obejmuje dwie strategie. Istotng sprawa
jest stosowanie antymikotykow tylko i wylacznie wtedy, kiedy mamy do czynienia
z izolatami wrazliwymi na ich dziatanie w celu zmniejszenia ryzyka selekcji szczepodw
opornych. Dodatkowo dgzy si¢ do poszukiwania nowych lekow. Niestety jest to bardzo
trudne zadanie. Probuje sie nie tylko modyfikowaé zwigzki stosowane jako leki, ale takze
poszukiwa¢ nowych celéw. Niestety analizy 28 000 badan rozwoju farmaceutycznego
w Europie, Japonii i Stanach Zjednoczonych wykazuja, ze wskaznik skutecznoS$ci
znajdywania ogoélnoustrojowych srodkéw na patogeny wynosit jedynie 3,92% [Ngo H,
2016].

Poszukuje si¢ rowniez lekow, ktore dzialajg synergistycznie na komorki
grzyboéw. Przeprowadzono migdzy innymi badania na myszach nad synergistyczng
interakcja worikonazolu i anidulafunginy. Kombinacja tych dwoéch lekéw skutecznie
dziatata przeciwko izolatom wrazliwym na triazole, jednak nie przyniosta korzysci
w leczeniu chordb wywotywanych przez izolaty oporne [Seyedmousavi S, 2013]. Istnieja
takze doniesienia o tym, ze synergistyczne dziatanie echinokandyn z triazolami
lub lipidowa forma amfoterycyny B moze by¢ skuteczne w terapii grzybic [Panackal A,
2014].

Poza poszukiwaniem nowych lekéw w celu zwigkszenia skutecznosci terapii
probuje sie takze modyfikowaé leki juz istniejace, w taki sposdb, by zmieni¢ mechanizm
ich dzialania na komorki grzybow. W ten sposob stworzony zostat izawukonazol.
Strukture izawukonazolu przedstawiono na rycinie dziewiatej (Ryc. 9.). Lek ten, zostat
zatwierdzony jako najnowsza alternatywa do stosowania Klinicznego i leczenia chordb,
w tym inwazyjnej aspergilozy [Ramakrishnan, 2016].

«N?

N—

Ryc. 9. Stuktura izawukonazolu [zrodto: Jacobs S, 2017]

Mechanizm dziatania izawukonazolu jest taki sam jak w przypadku stosowanych
juz od lat w medycynie azoli. Istniejg badania wykazuje jego zwigkszong aktywnos$¢
i szersze spektrum dzialania dzigki zmianom fafcucha bocznego [Li J, 2015]. Badania
przedkliniczne wskazywaly na jego poréwnywalng badz wicksza aktywnosé
przeciwgrzybiczng w leczeniu inwazyjnej aspergilozy, a takze wskazuja na to, iz jest
bezpieczniejszy dla organizmu czlowieka i lepiej tolerowany przez pacjentéw
niz worikonazol a tym samym stanowi dla niego dobra alternatywe w leczeniu.
W zwigzku z tym, ze dopuszczony do leczenia zostal stosunkowo niedawno, istnieje
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niewiele danych dotyczacych skutecznosci i bezpieczenstwa leczenia izawukonazolem.
Lekiem pierwszego rzutu w terapii inwazyjnej aspergilozy nadal pozostaje worikonazol.
W izawukonazolu upatruje si¢ jednak dobra alternatywe dla osob nietolerujacych leczenia
worikonazolem [Jaobs S, 2017]. W badaniach przeprowadzonych w Polsce
zaobserwowano duzg aktywno$¢ leku nawet przy niskim stezeniu i nie zaobserwowano
opornosci na izawukonazol [Sulik-Tyszka, 2016]. Niestety na podstawie niewielkiej puli
przebadanych szczepow nie mozna uzna¢ wynikow za odzwierciedlajgce rzeczywisty stan
w Polsce.
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5. Globalny problem nabywania przez A. fumigatus opornosci na azole

Od 1997 roku, kiedy po raz pierwszy stwierdzono wystepowanie opornych
na azole izolatow A. fumigatus odnotowuje si¢ pojawianie si¢ i wzrost ich ilosci w wielu
krajach $wiata, migdzy innymi w Holandii, Niemczech, Wieclkiej Brytanii, Francji,
Hiszpanii, Chinach, Tajwanie, na bliskim wschodzie, w Azji, Afryce oraz Stanach
Zjednoczonych [Denning D, 1997; Mayr A, 2011; Chowdhary A, 2012; Kikuchi K, 2014;
Le Pape P, 2015; Wang D, 2014; Wiederhold N, 2015; Wu C, 2015; Verweij P, 2016].
W Wielkiej Brytanii procent opornych izolatow wzrdst z 6,6% w 2007 roku do 27,8%
w 2009. W Holandii zaobserwowano wystepowanie 1,7% opornych izolatéow (w latach
1945-1998), poprzez 4,6% (lata 2007-2009) do 24% (lata 2010-2013). We Francji
zaobserwowano wzrost czestosci wystepowania opornych izolatow z 0,8% (lata 2006-
2009) do 8% (w latach 2010-2011), a najwigkszy wzrost zaobserwowano w Niemczech,
gdzie w latach 2011-2012 odsetek wynosit 3,2% a w latach 2012-2013 wzrést
az do 29,6% [Goncalves S, 2016].

W Polsce wcigz niewiele jest informacji w tej dziedzinie — wiekszo$¢ z nich,
stanowig dane przedstawione w niniejszej rozprawie a opublikowane juz w kilku
czasopismach. Z badan wynika, Zze odsetek klinicznych opornych na azole izolatow
A. fumigatus wynosi okoto 2,25% [Kurzyk E, 2015]. Istnicja takze doniesienia z Polski
0 wystepowaniu opornosci na azole wsrod $rodowiskowych izolatow A. fumigatus.
W badaniach Ziotkowskiej i wsp. dotyczacych 85 izolatow A. fumigatus izolowanych
od stada gesi oraz z ich Srodowiska hodowlanego wyizolowano izolaty A. fumigatus
charakteryzujace si¢ opornoscia na azole. Niespetna 13% izolatoéw charakteryzowato sig¢
opornoscia na itrakonazol. Byly wséréd nich zaréwno izolaty pochodzace od gesi,
jak i wyizolowane z wody [Zidtkowska G, 2014].

Rozprzestrzenianie si¢ opornych na azole izolatow A. fumigatus zaczyna by¢
globalnym problemem. Dotychczas oporne na azole izolaty zarejestrowano w Austrii,
Belgii, Danii, Francji, Niemczech, Grecji, Wloszech, Holandii, Norwegii, Polsce,
Portugalii, Rumunii, Hiszpanii, Szwecji, Turcji i Wielkiej Brytanii. Problem z opornos$cia
na azole poza Europa dotyczy takze Stanéw Zjednoczonych, Australii, Brazylii, Chin,
Indii, Iranu, Japonii, Kolumbii, Kuwejtu, Pakistanu, Tajwanu, Tanzanii [Rivero —
Menendez O, 2016; Verweij P, 2016; Chowdhary A, 2012; Lockhart S, 2011;
Seyedmousavi S, 2013; Kurzyk E, 2015; Nawrot U, 2017]. Wzrost ilosci izolatow
opornych na azole prowadzi do niepowodzenia terapii i wigze si¢ ze wzrostem
$miertelno$ci pacjentdw z obnizong o0dpornoscia siegajacej nawet do 88% [Howard,
2009; Denning D, 2011; van der Linden, 2011]. Na ponizszej mapie (Ryc. 10.) kolorem
czerwonym zaznaczono panstwa, w ktorych odnotowano wystepowanie opornych
na azole izolatow A. fumigatus.
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Ryc. 10. Mapa przedstawiajaca stan oporno$ci na azole izolatow A. fumigatus [zrodlo: Meis J, 2016]

Nabywanie opornosci na azole jest zjawiskiem stanowigcym powazne zagrozenie
dla zdrowia i zycia ludzi [Wei X, 2015]. Wzrost opornosci na azole stat si¢ problemem
zdrowia publicznego, ktory wymaga ciggtego nadzoru migdzynarodowego i prowadzenia
badan epidemiologicznych, a takze konieczno§¢ badania mechanizméw nabywania
oporno$ci w srodowisku [van der Linden, 2015].
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Celem niniejszej rozprawy byto sprawdzenie czy w Polsce wystgpuje problem

opornosci na azole izolatow A. fumigatus oraz zbadanie molekularnego mechanizmu
opornosci na azole klinicznych i $rodowiskowych izolatow A. fumigatus.

Do zrealizowania celu pracy konieczne byto zrealizowanie nastgpujacych zadan,

stanowigcych cele posrednie niniejszej rozprawy:

1. Stworzenie zrdéznicowanej (pod wzgledem pochodzenia) kolekcji szczepow
A. fumigatus izolowanych z réznych rejonow Polski oraz potwierdzenie ich
przynaleznosci gatunkowe;.

2. Ocena wrazliwosci zebranych izolatdow na antymikotyki stosowane w terapii
grzybic wywotywanych przez A. fumigatus (posakonazol, worikonazol
i itrakonazol).

3. Analiza sekwencji genu CYP51A w poszukiwaniu mutacji punktowych
warunkujgcych powstawanie opornosci A. fumigatus na azole.

4. Badanie poziomow ekspresji genéw CYP51A i CYP51B oraz genéw kodujgcych
transportery blonowe: MDR1, MDR2, MDR3, ATRF.

5. Badanie wplywu ekspozycji na azole (posakonazol, itrakonazol i worikonazol):

a. na wrazliwo$¢ A. fumigatus na azole;
b. na poziomy ekspresji genow: CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2, MDR3,
ATRF.

6. Ocena wrazliwosci izolatow A. fumigatus na nowy, dopuszczony do stosowania

u ludzi zwigzek przeciwgrzybowy: izawukonazol.
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6. Materialy

6.1. Izolaty A. fumigatus

Do badan wykorzystano kolekcje 204 izolatow A. fumigatus przedstawiong
w tabeli drugiej (Tab. 2.). W badanej puli znalazty si¢ izolaty kliniczne (144 izolaty —
71%), $rodowiskowe (46 izolatow — zaznaczono w tabeli kolorem zielonym — 22%)
i weterynaryjne (14 izolatow — zaznaczone w tabeli kolorem pomaranczowym — 7%).
Przynalezno$¢ gatunkowa izolatow - za wyjatkiem izolatow Srodowiskowych
pochodzacych z Gdanska i Nadola, ktore zostaty zidentyfikowane w ramach niniejszej
pracy - zostata wstepnie okreslona metodami diagnostyki klasycznej przez dr n. med.
Urszule Nawrot pracujaca w Katedrze i1 Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
1 Parazytologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Tab. 2. 1zolaty A. fumigatus wykorzystywane do pracy

Pochodzenie | Miejscowo$é | Nrizolatu Oddzial / pochodzenie izolatu
1zolaty Wroclaw 1 .
kliniczne 2 Hematologia Dziecigca
3 Pulmunologia
4 -
5 Hematologia
6 Hematologia Dziecigca
7 Intenywnsywna Terapia
8 Hematologia
9-10 Intenywnsywna Terapia
11-12 -
13 Pulmunologia
14 Intenywnsywna Terapia
15 Hematologia Dziecigca
16 Hematologia
17 Geriatria
18 Hematologia
19 Pulmunologia
20-21 Intenywnsywna Terapia
22 Hematologia Dziecigca
23-26 Intenywnsywna Terapia
27-29 Hematologia
30 Dziecigca Intenywnsywna Terapia
31 Hematologia Dziecigca
32-33 Intensywna Terapia
34 Hematologia Dziecigca
35 Pulmunologia
36-38 Intensywna Terapia
39 Hematologia Dziecigca
40-42 Intensywna Terapia
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43 Pulmunologia
44 Alergologia
45-46 Intensywna Terapia
47-49 Hematologia Dziecigca
50 Hematologia
51 Pulmunologia
52 Intensywna Terapia
53 Dziecigca Intensywna Terapia
54 Pulmunologia
55 Dziecigca Intensywna Terapia
56-57 Intensywna Terapia
58 Alergologia
59 Hematologia
60 Intensywna Terapia
61-62 Alergologia
63 Intensywna Terapia
64-68 -
69 Hematologia Dziecigca
70 -
71-73 Hematologia Dziecigca
74-75 Intensywna Terapia
76 Hematologia
77-78 Intensywna Terapia
79 Hematologia Dziecigca
80 Hematologia
81 -
82 Intensywna Terapia
83-84 Hematologia
85 -
86 Hematologia
87 Endokrynologia
88-96 -
Stupsk 97-98 -
Gdansk 99-100 Pneumologia
101 Intensywna Terapia Medyczna
102 Pneumologia
Warszawa 103 Intensywna Terapia Medyczna
104 Pneumologia
105 Hematologia
106 Neurochirurgia
107 Pneumologia
108 Laryngologia
109 Pneumologia
110 Intensywna Terapia Medyczna
111-112 Hematologia
113 Intensywna Terapia Medyczna
114-116 Pneumologia
117 Endokrynologia
118 Kardiochirurgia
119 Laryngologia
120 Choroby Weneryczne i Nefrologia
121 Chirurgia Klatki Piersiowej
122 Pneumologia
123 Hematologia
124 Pneumologia
125-127 Hematologia
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128 Intensywna Terapia Medyczna
129 Hematologia
130 Pneumologia
131 Intensywna Terapia Medyczna
132 Gastroenterologia
133 Chirurgia Ogoélna i Chorob Watroby
134 Hematologia
135 Otolaryngologia
136-137 Hematologia
138-139 Intensywna Terapia Medyczna
140-141 Hematologia
142-143 Pneumologia
144 Hematologia
. IZO.Iat Nadole 145 Probka powietrza
srodowiskowy
1zolat , , .
a . Gdansk 146 - 160 Probka powietrza
Srodowiskowy
1zolaty . ..
, 5 Wroctaw 161 - 180 Powietrze z korytarza Pulmonologii
srodowiskowe
&ro d(l)z\mo’lsaltowe Wroctaw 181 - 190 Powietrze z korytarza Hematologii Dziecigcej
Wetclais:g?yjne Lublin 191 - 204 Hodowla gesi

Na ponizszym wykresie kolowym (Ryc. 11.) przedstawiono procentowy udziat
izolatbw  Kklinicznych, $rodowiskowych 1 weterynaryjnych wykorzystywanych
w badaniach.

m kliniczne
srodowiskowe

I weterynaryjne

Ryec. 11. Procentowy udziat izolatow klinicznych, sSrodowiskowych i weterynaryjnych
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6.2. Odczynniki i materialy wykorzystywane w badaniach

6.2.1. Odczynniki i materialy wykorzystywane do hodowli A. fumigatus

e Podloze Sabouraud agar (BTL)
e  Antymikotyki

v" Worikonazol (Sigma)

v" Posakonazol (Sigma)

v’ ltrakonazol (Sigma)

v Izawukonazol (Liofilchem)
e Szalki Petriego (Scienceplast)

6.2.2. Odczynniki wykorzystywane do izolacji DNA

e Bufor A: 60 MM NaHCO3 250 mM KCl,, 50 mM TRIS, pH 9,5
e Bufor B: 2% BSA

6.2.3. Odczynniki, zestawy i materialy wykorzystywane do identyfikacji
gatunkowej

e 2XPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)
Startery do reakcji PCR [White T, 1990] (Sigma)
v' ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3°)
v' ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3”)
e Agaroza (Blirt)
e Bufor TAE (Bio-Rad)
e Bromek etydyny (Polgen)
e Clean-up Concentrator (A&A Biotechnology)

6.2.4. Odczynniki i materialy wykorzystywane do oznaczenia wrazliwoSci
na antymikotyki

e RPMI 1400 (Sigma)
e MOPS (A&A Biotechnology)
e Glukoza (A&A Biotechnology)
e  Antymikotyki
v" Worikonazol (Sigma)
v Posakonazol (Sigma)
v’ ltrakonazol (Sigma)
v lzawukonazol (Liofilchem)

e  Plytki titracyjne 96 dotkowe (MedLab)
e Pokrywki do ptytek titracyjnych (MedLab)
e  Filtr strzykawkowy
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e  Strzykawki
e Woda destylowana

6.2.5. Odczynniki, zestawy i materialy wykorzystywane do sekwencjonowania
genu CYP51A

e 2XPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)

e Startery do reakcji PCR [Diaz-Guerra T, 2003; Nawrot U, 2018] (Sigma)
v' P450-A1 (5 ATGGTGCCGATACTATGG 3°)
v' P450-A2 (5" CTGTCTCACTTGGATGTG 3°)
v CYP51Afor (5 ATGGTGCCGATGCTATGGCT3’)

e Agaroza (Blirt)

e Bufor TAE (Bio-Rad)

e Bromek etydyny (Polgen)

e Clean-up Concentrator (A&A Biotechnology)

6.2.6. Odczynniki i materialy wykorzystywane do analizy tandemowych
powtorzen w rejonie promotora genu CYP51A

e 2xPCR Mix Plus High GC (A&A Biotechnology)
e Startery do reakcji PCR [Bromley M, 2014] (Sigma)
v' Cyp51TR-For (5> ATAATCGCAGCACCACTCCA 37)
v' Cyp51TR-Rev (5 GGGTGTATGGTATGCTGGAA 3%)
e Agaroza (Blirt)
e Bufor TAE (Bio-Rad)
e Bromek etydyny (Polgen)

6.2.7. Odczynniki, zestawy i materialy wykorzystywane do analizy ekspresji
genéw

e Kuleczki cyrkoniowe o srednicy 1 mm (A&A Biotechnology)

e Chloroform (Sigma)

e Total RNA Mini (A&A Biotechnology)

e Clean-up RNA Concentrator (A&A Biotechnology)

e TranScriba Kit (A&A Biotechnology)

e Real-Time 2xPCR Master Mix SYBR Kit A (A&A Biotechnology)
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7.1. Hodowla A. fumigatus

Do hodowli grzybow A. fumigatus (w celu pozniejszej izolacji DNA)
wykorzystano podloze Sabouraud firmy BTL. W celu przygotowywania podtoza,
46 g pozywki rozpuszczano w 1 L wody destylowanej. Po wymieszaniu, poddano
sterylizacji w autoklawie. Nastgpnie podtoze chlodzono i wylewano na ptytki Petriego.
Pozostawiano do zestalenia. Nastepnie jednorazowa eza wykonywano posiew na podtozu
i inkubowano w temperaturze 30°C przez okres 6-10 dni.

W celu wyznaczenia warto§ci MIC izolaty hodowano w taki sam sposob. Jednak
w przypadku eksperymentéw polegajacych na sprawdzenia wplywu azoli na warto$ci
MIC oraz na poziom ekspresji genéw, do podioza Sabouraud - po autoklawowaniu
i ostudzeniu - dodawano poszczegdlnych antymikotykéw uzyskujac w podlozu
nastgpujace stezenia:

e worikonazol (0,5 oraz odpowiednio 0,25 mg/L)
e posakonazol (0,25 oraz odpowiednio 0,125 mg/L)
e itrakonazol (2,0 oraz odpowiednio 1,0 mg/L)

Nastepnie podtoze wylewano i pozostawiano do zestalenia. Hodowle A. fumigatus na tak
przygotowanych podtozach prowadzono w taki sam sposob jak przedstawiono powyze;.

7.2. 1zolacja DNA

Do izolacji DNA zastosowano krotka metod¢ opracowana przez Brillowska-
Dabrowska [Brillowska-Dabrowska A, 2007; Brillowska-Dabrowska A, 2010]. W tym
celu w 1,5 mL probdwce typu Eppendorf umieszczono fragment grzybni o $rednicy okoto
3-5 mm, nastepnie zawieszano w 100 pL buforu A i inkubowano w temperaturze 95°C
przez 10 minut. Nastepnie dodawano 100 uL buforu B i intensywnie worteksowano przez
10 sekund. Tak przygotowany roztwor zawierajagcy DNA przechowywano w temperaturze
4°C. Ze wzgledu na zastosowang metode izolacji DNA (ktora nie zaktada odseparowania
DNA od innych komponentow komérkowych) nie okreslano jego stezenia po izolacji.

7.3. Identyfikacja gatunkowa

Klasyczna identyfikacja gatunkowa izolatow zostala przeprowadzona przez
dr n. med. Urszule Nawrot z Uniwersytetu im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
(w przypadku izolatow pochodzacych z Wroctawia i Warszawy) oraz przez autorke
niniejszej pracy (w przypadku izolatow sSrodowiskowych z Gdanska i1 Nadola).
Dodatkowo - w ramach niniejszej pracy - w celu potwierdzenia przynaleznosci
gatunkowej przeprowadzono molekularng identyfikacje wszystkich badanych izolatow.
W tym celu przeprowadzono sekwencjonowanie fragmentow DNA obejmujacych ITS,
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5,8S, 1IS2 (badania prowadzone przez autorke pracy) oraz gen kodujacy pf-tubuling
(badania zlecone zewng¢trznej firmie).

Reakcje tancuchowej polimerazy z wuzyciem starterow ITS1 i ITS4
przeprowadzono w celu potwierdzenia przynaleznosci gatunkowej izolatow, do gatunku
A. fumigatus. Matryca uzyta do reakcji byto wyizolowane uprzednio DNA. W ponizszych
tabelach przedstawiono sktad mieszaniny reakcyjnej (Tab. 3.) oraz profil temperaturowo-
czasowy reakcji (Tab. 4.).

Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR ITS

L.p Odczynnik Objetosé [uL]
1 Woda 6,0
2. | 2xPCR MixPlus High GC 10,0
3. Starter ITS1 (10 mM) 1,0
4 Starter ITS4 (10 mM) 1,0
5 Matryca 2,0
Objetos¢ koncowa 20,0

Tab. 4. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR ITS

Etap reakcji Temperatura [°C] | Czas [s] | Ilo§¢ cyKli
Denaturacja wstepna 95 180 1
Denaturacja wlasciwa 95 30
Przylaczanie starterow 56 30 35
Wydtuzanie 72 45
Wydhuzanie konicowe 72 300 1
Chtodzenie 4 300 1

Po zakonczeniu reakcji PCR przeprowadzano rozdziat -elektroforetyczny
otrzymanych produktow PCR w 2% zelu agarozowym w buforze 1XxTAE przez 30 minut
przy napigciu 100 V. Zel przygotowano przez rozpuszczanie | g agarozy LE Standard
w 50 mL buforu 1XxTEA. Do Zelu dodawano 5 uL bromku etydyny o stezeniu 10 mg/mL.
Do studzienek natozono 3 upL mieszaniny po reakcji PCR. Otrzymane wyniki
analizowano w $wietle UV i dokumentowano za pomoca urzadzenia ChemiDOC.

Produkty po reakcji PCR oczyszczano wedlug procedury i odczynnikow
znajdujacych si¢ w zestawie do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych ,,Clean
Up Concentrator”. Po oczyszczeniu, zmierzono st¢zenie zawieszonego w buforze
elucyjnym DNA i obliczono objetosci roztworéw wodnych zawierajacych 50 ng DNA.
Do kazdej prébki DNA dodano 5 pL starterow ITS1 o stgzeniu 5 pM 1 wyskano
do sekwencjonowania do firmy Macrogen.

Jako wynik sekwencjonowania genu ITS dla kazdego izolatu otrzymano pliki
w formacie FASTA oraz ABI. Za pomoca narzedzi bioinformatycznych, korzystajac
z programu BLAST przeszukano baze sekwencji nukleotydowych. Poréwnywano
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otrzymane sekwencje izolatdow z sekwencjami zestawionymi w bazie GenBank w celu
identyfikacji gatunkowej sekcji fumigati. Badanie sekwencji genu p-tubuliny zlecono
zewnetrznej firmie (A&A Biotechnology).

7.4. Oznaczenie wrazliwoS$ci izolatow A. fumigatus na posakonazol, itrakonazol
i worikonazol

Do badan wrazliwosci izolatow A. fumigatus na posakonazol, itrakonazol
1 worikonazol zastosowano metodyke Europejskiego Komitetu do spraw Oznaczania
Lekowrazliwosci (EUCAST) opisang w dokumencie E.Def 9.1 [Rodriguez-Tudela J,
2008]. W celu kontroli jakosci wykonanych eksperymentéw wykorzystano referencyjny
szczep A. fumigatus ATCC 204305.

Inokulum do badan przygotowywane bylo zgodnie z procedurg opisang
w dokumencie E.Def. 9.1 EUCAST [Rodriguez-Tudela J, 2008]. Nastepnie 100 pL
innokulum przenoszono do kazdej — za wyjatkiem kontroli ujemnej - z celek ptytki
titracyjnej z przygotowanymi stezeniami antymikotykow rozcienczajgc ich stezenie
w stosunku 1:1. Zakresy badanych stezen poszczegdlnych zwigzkéw w przygotowanych
ptytkach titracyjnych byly nastepujace:

e Posakonazol: 0,0156 — 8 mg/L
e Worikonazol: 0,0312 — 16 mg/L
e ltrakonazol: 0,0156 — 8 mg/L

Tak przygotowane ptytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin,
wykonujac odczyt po 24 i 48 godzinach. Odczyt wynikdw odbywat si¢ wizualnie
zgodnie z wytycznymi EUCAST. Dla kazdego izolatu oznaczenie lekowrazliwo$ci
okreslane bylo w trzech powtorzeniach.

7.5. Sekwencjonowanie genu CYP51A

Sekwencjonowanie genu CYP51A przeprowadzono w celu analizy wystepowania
mutacji punktowych w tym genie. Reakcje amplifikacji genu CYP51A pierwotnie
prowadzono przy uzyciu publikacyjnych starteréw P450-Al i P450-A2 [Diaz-Guerra T,
2003]. Wydajno$¢ reakcji — mimo optymalizacji profilu temperaturowo-czasowego oraz
sktadu mieszaniny reakcyjnej - byta niewystarczajaca do sekwencjonowania. W zwigzku
z tym zaprojektowano nowy starter CYP51Afor i przeprowadzono reakcje amplifikacji
razem z uzyciem startera P450-A2 [Nawrot U, 2018]. W ponizszych tabelach
przedstawiono profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR (Tab. 6.) oraz sklad
mieszaniny reakcyjnej (Tab. 5.).
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Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR CYP51A z uzyciem starterow CYP51Afor i P450-
A2

L. p. Odczynnik Objetosé [uL]
1. Woda 6,0
2. 2xPCR MixPlus High GC 10,0
3. | Starter CYP51Afor (10 mM) 1,0
4. Starter P450-A2 (10 mM) 1,0
5. Matryca 2,0
Objetos¢ koncowa 20,0

Tab. 6. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR CYP51A z wykorzystaniem starterow
CYP51Afor i P450-A2

Etap reakcji Temperatura [°C] | Czas [s] | Hlo§¢ cyKli
Denaturacja wstgpna 95 300 1
Denaturacja wlasciwa 95 45
Przytaczanie starterow 58 60 40
Wydtuzanie 72 120
Wydhuzanie konicowe 72 300 1
Chtodzenie 4 300 1

Po zakonczeniu reakcji PCR przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny
otrzymanych produktow PCR w 2% zelu agarozowym w buforze 1XxTAE przez 50 minut
przy napigciu 100 V. Do zelu dodano 5 plL bromku etydyny o stgzeniu 10 mg/mL.
Do studzienek natozono 3 pL mieszaniny po reakcji PCR. Otrzymane wyniki
analizowano w §wietle UV i dokumentowano za pomocg urzadzenia ChemiDOC.

Produkty po reakcji PCR oczyszczano wedlug procedury i odczynnikow
znajdujacych si¢ w zestawie do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych ,,Clean
Up Concentrator”. Po oczyszczeniu, zmierzono stg¢zenie zawieszonego w buforze
elucyjnym DNA i obliczono objetosci roztworéw wodnych zawierajacych 50 ng DNA.
Do kazdej probki DNA dodano 5 pL starterow forward o stezeniu 5 uM i1 wystano
do sekwencjonowania do firmy Macrogen.

Jako wynik sekwencjonowania genu CYP51A dla kazdego izolatu otrzymano
pliki w formacie FASTA oraz ABI. Za pomoca oprogramowania VectorNTI (InforMax)
porownano otrzymane sekwencje z sekwencja genu CYP51A szczepu dzikiego.

Strona | 55


http://mostwiedzy.pl

7.6. Badanie wystepowania powtorzen tandemowej sekwencji (TRz4) W rejonie
promotora genu CYP51A

W celu zbadania wystepowania powtérzen w rejonie promotora genu CYP51A
przeprowadzono reakcje amplifikacji tego regionu. Matrycg uzyta do reakcji bylo
wyizolowane uprzednio DNA. Ponize]j przedstawiono sktad mieszaniny reakcyjnej (Tab.
7.) oraz profil czasowo-temperaturowy (Tab. 8.).

Rozdziat elektroforetyczny otrzymanych produktow PCR przeprowadzano w 2%
zelu agarozowym w buforze 1XTAE przez 50 minut przy napigciu 100 V. W celu
przygotowania zelu rozpuszczano 1 g agarozy LE Standard w 50 mL buforu 1xTEA.
Do zelu dodawano 5 pL. bromku etydyny o stezeniu 10 mg/mL. Do studzienek nanoszono
3 pL mieszaniny po reakcji PCR. Otrzymane wyniki analizowano w S$wietle UV
i dokumentowano za pomocg urzadzenia ChemiDOC.

Tab. 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR TR34

A\ MOST

L.p Odczynnik Objetosé [uL]
1. Woda 6,0
2. 2xPCR MixPlus High GC 10,0
3. | Starter cyp51 TR For (10 mM) 1,0
4. | Starter cyp51 TR Rev (10mM) 1,0
5. Matryca 2,0
Objetos¢ koncowa 20,0
Tab. 8. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR TRz,
Etap reakcji Temperatura [°C] | Czas [s] | Hlo§¢ cyKli
Denaturacja wstepna 95 300 1
Denaturacja wlasciwa 95 45
Przytaczanie startera 51,8 30 35
Wydtuzanie 72 30
Wydhuzanie konicowe 72 300 1
Chtodzenie 4 300 1
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7.7. Wplyw obecnosci azoli na izolaty A. fumigatus

W niniejszej pracy podjeto si¢ sprawdzenia wplywu obecno$ci posakonazolu,
itrakonazolu i worikonazolu na wybrane izolaty A. fumigatus. Sprawdzano zaréwno
krotkotrwala i dlugotrwata ekspozycj¢ na dziatanie azoli oraz reakcje na usunigcie azoli
ze $rodowiska.

Analiza wptywu obecnosci azoli w medium hodowlanym dla 200 izolatow
wigzataby si¢ z wyznaczeniem wartosci MIC dla 1400 probek - kazdy izolat hodowany
na dwoch roznych stezeniach trzech azoli oraz na podiozu bez dodatku azoli - dla kazdej
z nich w trzech powtorzeniach (4 200 odczytow), oraz z wyizolowaniem RNA, synteza
cDNA réwniez z 1400 probek i1 nastawieniem reakcji real-time PCR dla kazdej z tych
probek dla siedmiu réznych genow (9 800 reakcji, kazda w trzech powtodrzeniach, co daje
razem 29 400 reakcji). W zwiazku z tym, postanowiono zmniejszy¢ liczbe badanych
izolatow. Do badan wybrano zrdéznicowang pulg 38 izolatow, ktére zostaty przedstawione
w tabeli dziewigtej (Tab. 9.). Izolaty wybrane zostaly po uzyskaniu wynikéw
lekowrazliwosci 1 sekwencjonowania genu CYP51A.
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Tab. 9. Charakterystyka izolatow wykorzystywanych w badaniu wptywu azoli na A. fumigatus

Nazwa Pochodzenie Miejsce zmiany TR Opornosé
izolatu izolatu nukleotydowa | aminokwasowa # | ITR | POS | VOR

2 - - - - - -

13 T293A Leu-His + + + +

25 - - - - - -

29 Kliniczne z G784T Asp-Tyr - - - -

55 Wroctawia T293A Leu-His + + + +

72 - - - - - -

73 - - - - - -

79 - - - - - -
T229G Leu-Val

102 G393A GIn-GIn - - - -
G433A Glu-Lis

106 T229G Leu-Val - - - -

114 T229G Leu-Val i i i i
G333C Thr-Thr

115 T229G Leu-Val ) ) ) )
G313A Glu-Lys

116 G247T Val-Phe - - - -

117 Kliniczne z T293A Leu-His + + + -

118 Warszawy A217T Thr-Pro i i i i
T229 Leu-Val

122 T441G His-GIn - - - -

129 T293A Leu-His + + + +

130 - - - - - -

134 T293A Leu-His + + + -

140 G393A GIn-GIn i i i i
G433A Glu-Lys

144 T744A Asp-Lys i i i i
T912G Trp-Cys

Kliniczny z

99 G A81C Leu-Phe - - - -

191 G777C GlIn-His - + - -

192 - - - - - -
T667G Trp-Gly

193 C672T Ala-Ala : T -

194 G423A GIn-GIn - + - -

195 G885T GlIn-His - + - -

197 C672T Ala-Ala - + = =

196 - - - + - -

198 Hodowla gesi - - - - - -
G423A GIn-GIn

199 G713A Arg-His - + - -
G905A Ser-Asn

200 G423A GIn-GIn - + = =
G423A GIn-GlIn

201 G777C Gln-His ) Y -

202 G423A GIn-GIn - + - -

203 - - - + - -

145 Srodowiskowe T293A Leu-His + + + +

146 z Gdanska T229G Leu-Val - - - -

147 i okolic G393A GIn-GIn - = = =
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7.7.1. Hodowla izolatow A. fumigatus

W celu badania zmian pozioméw ekspresji gendéw wskutek ekspozycji
na posakonazol, worikonazol i itrakonazol 38 izolatow A. fumigatus przesiewano
jednokrotnie na podtozach Sabouraud z dodatkiem azoli o stezeniach podanych w tabeli
dziesiatej (Tab. 10.). Kazdy z 38 izolatow hodowany byt na dwoch réznych stezeniach
kazdego antymikotyku.

Tab. 10. Stgzenia azoli uzywane do badan poziomdw ekspresji genow

Stezenie badanego antymikotyku [mg/L]

Badany antymikotyk Kontrola | Nizsze stezenie | Wyzsze stezenie
Worikonazol 0 0,25 1,0
Itrakonazol 0 1,0 4,0
Posakonazol 0 0,125 0,5

Dodatkowo, w toku badan postanowiono sprawdzi¢ wptyw dlugotrwatej
ekspozycji izolatow A. fumigatus na azole. Do badan wybrano cztery izolaty (dwa oporne
na azole: 13 1 145 oraz dwa wrazliwe: 2 1 192). Izolaty te pasazowano dwudziestokrotnie
na podlozach z dodatkiem antymikotykéw oraz bez antymikotykéw w celu kontroli.
Nastepnie - kazdy z pasazowanych wczesniej izolatow — re-pasazowano: pasazowano
pigciokrotnie na podlozu Sabouraud bez dodatku azoli. Kazdy z czterech izolatow
hodowany byt na ptytkach z podtozem Sabouraud z dodatkiem azoli oraz bez dodatku
- jako kontrole. Stezenia azoli stosowane do tego do§wiadczenia przedstawione zostaty
w tabeli 11 (Tab. 11.).

Tab. 11. Stezenia azoli uzywane do badania wptywu dtugotrwatej ekspozycji A. fumigatus na azole

Badany antymikotyk | Stezenie badanego antymikotyku [mg/L]
Worikonazol 0,25
Itrakonazol 1,0
Posakonazol 0,125

7.7.2. Badanie poziomo6w ekspresji genéw

7.7.2.1. I1zolacja RNA i synteza cDNA

Na przygotowane podioze Sabouraud zawierajace rozne stezenia antymikotykow
przesiano badane izolaty. Hodowla trwata od 7 do 10 dni temperaturze 30°C. Nastepnie
izolaty pasazowano na kolejne podtoza z odpowiednim stezeniem danego antymikotyku.
W taki sposob izolaty pasazowane byty 20-krotnie. W kolejnym etapie kazdy z izolatow
przesiewano na podloze Sabouraud bez dodatku antymikotykéw. W ciggu trwania
eksperymentu trzy razy izolowano RNA z badanych izolatoéw: po pierwszym pasazu
na podloze bez dodatku antymikotykéw (z 38 izolatdow) po dwudziestym pasazu
na podtozach z dodatkiem antymikotykéw (z 4 sposrod tych 38 izolatow) i po kolejnych
pigciu pasazach na podltozach bez antymikotykéw (ponownie z tych samych 4 izolatow).
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W celu izolacji RNA za pomoca jednorazowej igly preparacyjnej zbierano
grzybni¢ do probowek z kuleczkami cyrkoniowymi. Po dodaniu 500 pL. wody z DEPC
wolnej od RNAz, probowki wytrzasano przez 2 minuty przy 2500 obr/min. Otrzymang
zawiesing pobierano do jatowych probowek typu eppendorf o poj. 1,5 mL. Kolejne etapy
izolacji RNA zostaly przeprowadzone zgodnie z protokotem zamieszczonym w zestawie
»Total RNA Mini” z modyfikacja punktu 3 - zamiast wody dodano chloroformu
oraz z modyfikacjg punktu 4 - zamiast 10 minut wirowania przy 10 000 - 12 000 RPM,
wirowanie trwalo 20 minut. Po elucji probki traktowano DNAzg i ponownie oczyszczono
RNA zgodnie z protokotem zamieszczonym w zestawie ,,Clean up RNA Concentrator”.
Elucje prowadzono 20 pL wody. Otrzymany wodny roztwér RNA przechowywano
w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Nastgpnie za pomoca urzadzenia NanoDrop 1000 ustalono stezenie RNA
w kazdej probce w celu obliczenia odpowiedniej objetosci roztworu RNA kazdej z prob
zawierajacej 1 ug RNA. Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem i odczynnikami
zawartymi w zestawie ,,TranScriba”. Do syntezy cDNA wykorzystano starter
oligo(dT)18, zamieszczony w zestawie ,, TranScriba”. Otrzymane cDNA przechowywano
w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

7.7.2.2. Real-time PCR

Poczatkowo przeprowadzono optymalizacje warunkow procesu wykorzystujac
przy tym cztery rozcienczenia mieszaniny wszystkich probek cDNA dla siedmiu par
starterow uzytych do amplifikacji fragmentéw wybranych genow (CYP51A, CYP51B,
MDR1, MDR2, MDR3, ATRF i p-tubuliny). Zoptymalizowane warunki reakcji
dla badania poziomu ekspresji gendéw zostaly przedstawione w ponizszych tabelach
(Tab. 12. — Tab. 18.) Sktad mieszaniny reakcyjnej, ktorej koncowa objeto$¢ wynosita
20 pL przedstawiono w tabeli 19 (Tab. 19.).

Tab. 12. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu
CYP51A

WARUNKI REAKCJI DLA GENU CYP51A
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstgpna 95 300 4,4
AMPLIFIKACJA — 45 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 15 4.4
3. Przylaczanie starterow 60 15 2,2
4. Wydluzanie 72 20 44
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA

5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2,2

97 60 0,1
7. Wydhuzanie 40 300 2,2
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Tab. 13. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu

CYP51B
WARUNKI REAKCJI DLA GENU CYP51B
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstgpna 95 300 4.4
AMPLIFIKACJA — 45 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 15 44
3. Przylaczanie starterow 52 15 2,2
4. Wydhuzanie 72 20 44
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 22
97 60 0,1
7. Wydtuzanie 40 300 2,2
Tab. 14. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu
MDR1
WARUNKI REAKCJI DLA GENU MDR1
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstepna 95 300 4,4
AMPLIFIKACJA — 40 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 30 4.4
3. Przylaczanie starterow 59 60 2,2
4, Wydhizanie 72 60 4,4
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2,2
95 60 0,1
7. Wydtuzanie 40 300 2,2
Tab. 15. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu
MDR2
WARUNKI REAKCJI DLA GENU MDR2
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstepna 95 300 44
AMPLIFIKACJA — 40 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 30 4,4
3. Przylaczanie starterow 62 60 2,2
4. Wydluzanie 72 60 4,4
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4,4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2,2
95 60 0,1
7. Wydluzanie 40 300 2,2
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Tab. 16. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu

MDR3
WARUNKI REAKCJI DLA GENU MDR3
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstgpna 95 300 4.4
AMPLIFIKACJA — 40 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 30 4,4
3. Przylaczanie starterow 62 60 2,2
4. Wydtuzanie 72 60 4.4
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2,2
95 60 0,1
7. Wydtuzanie 40 300 2,2

Tab. 17. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu

ATRF
WARUNKI REAKCJI DLA GENU ATRF
L.p. Etapy reakcji real-time PCR Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstepna 95 300 4,4
AMPLIFIKACJA — 40 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 30 44
3. Przytaczanie starterow 60 60 2,2
4, Wydtuzanie 72 60 4,4
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2.2
95 60 0,1
7. Wydtuzanie 40 300 2,2

Tab. 18. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany do amplifikacji genu

S-tubuliny
WARUNKI REAKCJI DLA GENU g-tubuliny
L.p. | Etapy reakcji real-time PCR | Temperatura [°C] | Czas [s] | Skok [°C/s]
1. Denaturacja wstepna 95 300 4,4
AMPLIFIKACJA — 40 cykli
2. Denaturacja wlasciwa 95 40 44
3. Przylaczanie starterow 60 60 2,2
4. Wydluzanie 72 60 44
WYZNACZANIE KRZYWEJ TOPNIENIA
5. Denaturacja 95 10 4.4
6. Topnienie produktéw PCR 60 60 2.2
95 60 0,1
7. Wydluzanie 40 300 2,2
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Tab. 19. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywany do reakcji real-time PCR

L.p Odczynnik Objetosé [uL]
1. Woda 8,8
2. Mix A 10,0
3. | Starter przedni (100 mM) 0,1
4, | Starter wsteczny (100 mM) 0,1
5. Matryca cONA 1,0
Objetos¢ koncowa 20,0

Reakcje real-time PCR dla kazdego genu, dla kazdej probki wykonywano
w trzech powtdrzeniach. Nastgpnie obliczano $rednig arytmetyczna z uzyskanych
wynikéw cyklu progowego dla kazdego genu.

7.7.2.3. Analiza poziomo6w ekspresji genow

Oznaczanie poziomu ekspresji genéw wiaze si¢ z poprzedzajagcymi procesami,
podczas ktorych moze dochodzi¢ do utraty materialu genetycznego i1 prowadzié
do btednych wynikdéw oznaczen poziomu ekspresji. Aby zapobiec tego typu bledom
zastosowano normalizacje poziomu ekspresji badanego genu w stosunku do poziomu
ekspresji  genu referencyjnego jakim w tym przypadku jest p-tubulina.
W przedstawionych w niniejszej pracy badaniach, do obliczen poziomoéw ekspresji gendw
wykorzystano dwie metody: komparatywng (poréwnawcza) i metode Pfaffla [Pfaffl M,
2001, Tybulski J, 2008].

Do analizy statystycznej wynikéw uzyskanych w trakcie eksperymentow
dotyczacych poziomoéw ekspresji gendw zastosowano test U Manna Whitney’a.
Jest to nieparametryczny test poréwnujagcym dwie grupy niezalezne. Zmienna zalezna
musi by¢ mierzona na skali co najmniej porzadkowej (moze by¢ réwniez mierzona
na skali ilosciowej). Jest to podstawowy warunek dla zastosowania tego testu.
Zastosowanie testu U Manna Whitney’a nie wymaga réwnolicznosci grup, rozktadu
normalnego czy tez homogenicznych wariancji. To sprawia, ze moze by¢ on szeroko
stosowany. Test U Manna Whitney’a polega na rangowaniu wynikéw zmiennej zaleznej
(od najmniejszej do najwigkszej) w badanych grupach, a nastepnie grupy sa ze sobg
poroéwnywane.

W toku eksperymentow przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
sprawdzano roznice w poziomach ekspresji poszczegdlnych genow izolatow
A. fumigatus podzielonych na grupy:

e izolaty z mutacja TR34L98H i bez tej mutacji;

e izolaty oporne wytacznie na itrakonazol i wrazliwe na wszystkie badane na azole

e izolaty oporne na itrakonazol bez mutacji TR3,L98H i izolaty oporne
na itrakonazol z mutacjg TR34L.98H
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W trakcie analizy sprawdzano poziomy ekspresji genéw po hodowli na podtozu
Sabouraud oraz porownywano z poziomami ekspresji genéw tych samych grup izolatow
hodowanych na podtozach z dodatkiem poszczegdlnych azoli.

W trakcie przeprowadzania analizy statystycznej wyznaczany byt tzw. parametr
P, ktorego wartos¢ ponizej 0,05 oznacza, ze obydwie populacje sa znaczaco rozne,
co potwierdza hipoteze, ze w jednej z grup obserwowany jest znaczacy wzrost badz
spadek poziomu ekspresji danego genu [Mazerski J, 2009].

7.7.2.3.1. Analiza poziomo6w ekspresji genéw metoda komparatywng

Metoda komparatywna oparta jest na modelu matematycznym, ktoéry pozwala
wyliczy¢ wzgledng roznicg poziomu ekspresji badanego genu migdzy probkami
nieznanymi a probg referencyjna. W pierwszej kolejnosci wyznacza si¢ cykle progowe
(Cy) reakeji powielania gendéw badanych i kontrolnych w probach nieznanych i w probie
referencyjnej. Nastepnie, dla poszczegdlnych prob wyliczane sg rdéznice pomiedzy
warto$ciami C; PCR przebiegajacej na matrycy genu badanego i genu kontrolnego (ACy).
Obliczenia przeprowadzane sg zaréwno dla prob nieznanych, jak i kalibracyjnych
wg nastepujacego schematu:

AC; (proba nieznana) = C; genu badanego — C,genu referencyjnego
AC, (kalibrator) = C,genu badanego i C, genu referencyjnego
Nastepnie oblicza si¢ AAC; dla kazdej proby:
AAC; = AC; (proba nieznana) — AC; (kalibrator).

Obliczenie znormalizowanej wartosci wzglednego poziomu ekspresji badanego genu
w probie nieznanej wzgledem kalibratora przeprowadza si¢ wg wzoru:

R = 2-AACt

Uzyskiwane w ten sposob wyniki wyrazane sg jako wielokrotno$¢ proby
kalibracyjnej. Warto§¢ parametru R réwna 1 oznacza, ze poziom ekspresji lub liczba kopii
genu w probie kalibracyjnej i nieznanej sa jednakowe. Liczba mniejsza od jedno$ci
wskazuje na wyzszy poziom ekspresji w probie kalibracyjnej za§ wigksza, na wyzsza
ekspresje genu w probie nieznanej w porownaniu z proba referencyjng.

Warunkiem stosowania metody komparatywnej sa zblizone efektywnosci reakcji
powielania sekwencji genu badanego i genu referencyjnego. Dlatego zastosowanie
tej metody poprzedza pordwnanie wydajnosci reakcji (E). W tym celu nalezy przesledzi¢
zmiany AC; (r6znica miedzy wartosciami C, genu badanego i referencyjnego dla tej samej
poczatkowej ilo$ci matrycy) uzyskane dla serii rozcienczen matrycy [Tyburski J, 2008].

W pracy jako gen referencyjny wykorzystany zostal gen pg-tubuliny. Jako
kalibrator wykorzystano usrednione wartosci uzyskane dla izolatow wrazliwych na azole,
u ktérych nie zaobserwowano mutacji w genie CYP51A.
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7.7.2.3.2. Analiza zmian pozioméw ekspresji genéw metoda Pfaffla

Metoda ta umozliwia korekcje danych pod wzgledem r6znic w wydajnosci real-
time PCR. Wzér matematyczny uwzglednia normalizacj¢ oraz pordwnanie poziomu
transkryptu w probie nieznanej i kalibracyjnej. Metoda ta wymaga wyznaczenia
efektywnosci (E) powielania genu badanego i referencyjnego. Wydajnos¢ real-time PCR
genu badanego i referencyjnego nie musi by¢ podobna. W kolejnym etapie wyznacza si¢
cykle progowe (Cp) dla genu badanego i genu referencyjnego zarowno dla prob
badanych, jak i kalibratora. Autor modelu proponuje obliczanie wzglednego poziomu
ekspresji badanego genu wedhug wzoru:

A Cp, gen badany (kontrola—prébka)

R = (Egen badany)

(E )A Cp gen kontrolny (kontrola—prébka)
gen kontrolny

gdzie:
R — to poziom badanego transkryptu w probie nieznanej wyrazony jako wielokrotnos$¢
kalibratora;
E gen badany — Wydajnos$¢ powielania genu badanego;
E gen kontroiny — Wydajnos$¢ powielania genu kontrolnego;
CP gen badany — roznica cykli progowych wyznaczonych dla genu badanego w probie
kalibracyjnej i nieznanej;
Cp gen kontrony — TOznica cykli progowych PCR genu kontrolnego miedzy proba
kalibracyjna i nieznang [Tyburski J, 2008].

Do obliczen uzyto arkusza kalkulacyjnego opracowanego do obliczen metoda
Pfaffla, dostepnego na stronie internetowej: http://www.microbiologybook.org/pcr/pcr-
pfaffl.htm

R =1 oznacza ,,wyjSciowy” poziom ekspresji genu, czyli taki, ktory wystepuje
u danego izolatu hodowanego na podiozu Sabouraud bez dodatku antymikotykow.
Wazrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny, gdy warto§¢ R wynosi
co najmniej 2. Warto$¢ R = 2 oznacza, ze poziom ekspresji badanego genu jest dwa razy
wickszy od “wyjsciowego”.
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7.7.3. Oznaczanie wrazliwosci na azole

Po 20-krotnych pasazach izolatbw A. fumigatus na podtozach z dodatkiem
antymikotykow (posakonazol: st¢zenie — 0,125 mg/L, worikonazol: stezenie — 0,25 mg/L
i itrakonazol: st¢zenie — 1 mg/L) oraz po kolejnych 5 pasazach tych izolatow na podtozu
Sabouraud wyznaczono wartosci MIC dla posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu.

7.8. Oznaczanie wrazliwosci izolatéw A. fumigatus na izawukonazol

Do badan wrazliwosci izolatow A. fumigatus na izawukonazol wybrano 100
izolatbw A. fumigatus i zastosowano metodyke Europejskiego Komitetu do spraw
Oznaczania Lekowrazliwo$ci (EUCAST) opisang w dokumencie E.Def 9.3. [Arendrup
M, 2017] W celu kontroli jako$ci wykonanych eksperymentow wykorzystano
referencyjny szczep A. fumigatus ATCC 204305. Zarowno przygotowanie inokulum,
jak 1 odczyt wynikdéw przeprowadzano zgodnie z wytycznymi EUCAST.

Zakres badanych stezen izawukonazolu wynosit: 0,0312 — 16 mg/L. Dla kazdego
izolatu oznaczenie lekowrazliwosci zostato wykonane w trzech powtorzeniach.

Ogolny schemat metodyki wykorzystywanej w niniejszej pracy przedstawiono
na stronie 145.
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8. Wyniki i wnioski
8.1. Potwierdzenie przynaleznosci gatunkowej badanych izolatéw

W celu potwierdzenia przynalezno$ci gatunkowej 204 izolatow do A. fumigatus
wykonano reakcje PCR regionu ITS. Spodziewana wielko§¢ amplifikowanego fragmentu
ITS dla grzybow A. fumigatus wynosita okoto 600 pz.

Otrzymane produkty reakcji PCR ITS sekwencjonowano w celu potwierdzenia
ich identyfikacji. W wyniku przeprowadzonych badan, potwierdzono przynalezno$é
gatunkowg 200 z 204 izolatow do gatunku A. fumigatus. Cztery z 204 izolatéw, ktére
za pomoca klasycznej identyfikacji zostaly przyporzadkowane do gatunku
A. fumigatus okazaly si¢ by¢: A. versicolor (izolaty kliniczne pochodzace z Warszawy
0 numerach: 189 i 190), A. flavus (izolat kliniczny pochodzacy z Warszawy
0 numerze 139) i Penicilium chrysogenum (izolat kliniczny pochodzacy z Wroclawia
0 numerze 66). Szczepy te wykluczono z puli izolatow zakwalifikowanych do dalszych
eksperymentow.

Réwnoczesnie zewnetrznej firmie zlecono wykonanie identyfikacji molekularnej
z uzyciem genu S-tubuliny. Wyniki pokrywaty si¢ z prezentowanymi powyze;.

8.2. Wrazliwos¢ izolatéw A. fumigatus na posakonazol, itrakonazol i worikonazol

W ponizszej tabeli (Tab. 20.) przedstawiono wartosci MIC posakonazolu,
itrakonazolu i worikonazolu dla 200 izolatow A. fumigatus. Czerwonym kolorem
zaznaczono wartosci MIC wskazujace na oporno$¢ izolatow na badany zwigzek.

Tab. 20. Wyniki oznaczania lekowrazliwosci izolatow A. fumigatus na posakonazol, worikonazol
i itrakonazol

Nrizolatu | MIC ITR [mg/L] | MIC POS [mg/L] | MIC VOR [mg/L]
1 0,5 0,0312 0,25
2 0,25 0,0312 0,25
3 0,5 0,0312 0,25
4-8 0,25 0,0312 0,25
9-11 0,25 0,0312 0,125
12 0,25 0,0312 0,25
13 2 0,5 2
14 0,25 0,125 0,5
15-16 0,25 0,0312 0,125
17 0,125 0,0156 0,0625
18-19 0,25 0,0312 0,25
20 1 0,0625 0,5
21 0,25 0,0312 0,25
22 0,25 0,0312 0,125
23 0,25 0,0312 0,25
24 0,125 0,0156 0,0625
25 0,5 0,0312 0,25
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26 0,5 0,0312 0,125
27 0,25 0,0312 0,25
28 0,5 0,0312 0,125
29 0,25 0,0156 0,25
30 0,25 0,0312 0,25
31 0,125 0,0312 0,25
32 0,25 0,0312 0,125
33-34 0,25 0,0312 0,25
35 0,0625 0,0156 0,125
36 0,5 0,0312 0,5
37 0,0625 0,0256 0,0625
38 0,25 0,0312 0,25
39 0,125 0,0312 0,25
40-43 0,25 0,0312 0,25
44 0,0312 0,0156 0,125
45 0,25 0,0312 0,25
46-47 0,25 0,0156 0,25
48-50 0,25 0,0312 0,25
51 0,25 0,0312 0,5
52 0,25 0,0312 0,25
53 0,5 0,0312 0,25
54 0,25 0,0312 0,25
55 >8 0,25 2
56 0,5 0,0625 0,25
57 0,5 0,0312 0,25
58 0,25 0,0312 0,25
59 1 0,0312 0,5
60 0,25 0,0312 0,25
61-63 0,5 0,0312 0,25
64 0,5 0,0625 0,5
65 0,25 0,0312 0,25
67 0,25 0,0156 0,125
68-70 0,25 0,0312 0,25
71 0,25 0,0312 0,0625
72 0,25 0,0312 0,125
73 0,125 0,0156 0,25
74 0,5 0,0312 0,25
75-79 0,25 0,0312 0,25
80 0,25 0,0156 0,25
81-84 0,5 0,0312 0,25
85-87 0,25 0,0312 0,25
88 0,5 0,0312 0,25
89 0,25 0,0312 0,25
90-91 0,5 0,0312 0,25
92 0,5 0,0312 0,5
93 0,5 0,0312 0,25
94-95 0,25 0,0312 0,25
96 0,5 0,0312 0,25
97-98 0,25 0,0312 0,25
99-100 0,5 0,0625 0,25
101 0,25 0,0312 0,125
102 0,5 0,0625 0,5
103 0,5 0,0625 0,25
104 0,125 0,0312 0,125
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105-107 0,5 0,0312 0,25
108 0,125 0,0312 0,125
109 0,25 0,0312 0,25
110 0,5 0,0312 0,25
111 0,5 0,0625 0,25
112 0,25 0,0312 0,25

113-114 0,5 0,0312 0,25
115 0,25 0,0312 0,25
116 0,5 0,0625 0,25
117 8 0,5 1
118 0,5 0,0625 0,25
119 0,125 0,0312 0,125

120-123 0,5 0,0312 0,25
124 0,5 0,0625 0,25

125-126 0,5 0,0312 0,25
127 0,25 0,0312 0,25
128 0,5 0,0625 0,5
129 >8 0,5 2
130 1 0,0625 0,5
131 0,5 0,0312 0,5
132 0,5 0,0312 0,25
133 0,0125 0,0312 0,25
134 8 0,25 1

135-136 0,5 0,0312 0,25
137 0,125 0,0312 0,125
138 0,5 0,0312 0,25
140 0,5 0,0625 0,25
141 0,5 0,0625 0,5
142 0,5 0,125 0,5
143 0,5 0,0312 0,25
144 0,5 0,0625 0,25
145 >8 0,25 2

146-147 0,25 0,0625 0,25
148 0,25 0,0312 0,25
149 0,25 0,0312 0,5
150 0,125 0,0625 0,25
151 0,125 0,0312 0,25
152 0,25 0,0625 0,5
153 0,25 0,0312 0,25
154 0,125 0,0625 0,25
155 0,5 0,0625 0,125
156 0,5 0,0312 0,125
157 0,25 0,0625 0,25

158-159 0,5 0,0312 0,25

160-161 0,5 0,0625 0,25
162 0,25 0,125 0,25
163 0,25 0,125 0,5

164-169 0,25 0,0625 0,25

170-171 1 0,0625 0,25
172 0,25 0,0625 0,25
173 1 0,0625 0,25

174-175 0,25 0,0625 0,25
176 1 0,0625 0,25
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Na ponizszych wykresach (Ryc. 12. wykres dla ITR; Ryc. 13. wykres dla VOR,;
Ryc. 14. wykres dla POS) przedstawiono uzyskane wyniki warto§ci MIC. Ilosci szczepow
opornych od wrazliwych oddzielono pionowa, czerwong linig.

177 0,5 0,0625 0,25
178 1 0,0625 0,25
179-186 0,25 0,0625 0,25
187 1 0,0625 0,25
188 0,25 0,0625 0,25
191 4 0,0312 0,5
192 0,5 0,0625 0,25
193-194 8 0,0312 0,25
195 4 0,0625 0,25
196 8,0 0,125 0,25
197 4 0,0625 0,125
198 0,5 0,125 0,25
199 4 0,0312 0,5
200 8 0,0625 0,125
201-202 8 0,125 0,125
203 4 0,125 0,5
204 0,25 0,0312 0,0312

llo$é szczepow

Wartosé MIC [ mg/L]
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Ryc. 12. Wykres wartosci MIC dla itrakonazolu
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Ryc. 14. Wykres wartosci MIC dla posakonazolu

Na ponizszych kotowych wykresach przedstawiono procentowy udziat izolatow

opornych i wrazliwych na itrakonazol (Ryc. 15.), worikonazol (Ryc. 16.) i posakonazol
(Ryc. 17.)
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Ryc. 17. Procentowy udzial izolatéw opornych na posakonazol
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8.3. Analiza sekwencji genu CYP51A izolatéw A. fumigatus

W wyniku amplifikacji genu CYP51A uzyskano produkty PCR o dtugosci okoto
1600 pz. Produkty oczyszczano za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu
do oczyszczania produktow po reakcjach enzymatycznych ,,Clean Up Concentrator”
(A&A Biotechnology). Po oczyszczeniu, mierzono stgzenia probek, rozcienczano
do 50 ng/uL i wystano do sekwencjonowania. Otrzymane wyniki przeanalizowano
za pomocg programu VectorNTIL.

W wyniku analizy sekwencji nukleotydowych genu CYP51A 200 izolatow
A. fumigatus, stwierdzono wystgpowanie najczesciej opisywanej literaturowo mutacji
odpowiadajacej za opornos¢ na leki z grupy azoli. Mutacja ta, to zamiana tyminy
na adening w pozycji 293 tancucha nukleotydowego powodujagca zamiang w pozycji
98 tancucha aminokwasowego leucyny na histydyng (L98H). Mutacje te zaobserwowano
u szesciu z 200 przebadanych izolatow A. fumigatus, w tym pieciu klinicznych (izolaty
z Wroctawia: 13 1 55 oraz Warszawy: 117, 129 i 134), a takze w przypadku jednego
srodowiskowego izolatu pochodzacego z Nadola (izolat 145). Mutacj¢ tg zaznaczono
w tabeli 21 (Tab. 21.) kolorem czerwonym.

Dodatkowo, zaobserwowano inne mutacje — do tej pory nieopisane
w literaturze - pozostajace bez wplywu na oporno$¢ izolatow na badane antymikotyki.
Warto zauwazy¢, ze w przypadku dziewigciu z 14 weterynaryjnych izolatow w genie
CYP51A wystgpowaly mutacje punktowe, jednak ani w odniesieniu do danych
literaturowych, ani w odniesieniu do wynikow uzyskanych w niniejszej rozprawie
nie udato si¢ skorelowaé ich z tak szeroko wystepujaca u tych szczepdéw opornoscig
na itrakonazol.

Wyniki analizy sekwencji w kierunku poszukiwania mutacji zestawiono
w ponizszej tabeli (Tab. 21.). Przedstawiono w niej wylacznie izolaty charakteryzujace
si¢ wystepowaniem zmiany nukleotydowej w sekwencji genu CYP51A. Wigkszos¢ z tych
zmian, powodowata zmiang w sekwencji biatka. Zaobserwowano takze wystgpowanie
mutacji cichych, pozostajagcych bez wplywu na sekwencje aminokwasowa biatka
(zaznaczono w tabeli kolorem zottym).
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Tab. 21. Wyniki analizy sekwencji fragmentu genu CYP51A

Miejsce zmiany

L.p. | Nazwa izolatu Pochodzenie izolatu nuKleotvdowa AMINOKWasowa
1 13 ﬂ
2 29 Kliniczne z Wroctawia G784T Asp-Tyr
3 55
T229G Leu-Val
4 102 G393A GIn-GIn
G433A Glu-Lis
5 106 T229G Leu-Val
T229G Leu-Val
6 114 G333C Thr-Thr
T229G Leu-Val
! 115 G313A Glu-Lys
8 116 G247T Val-Phe
9 117 Kliniczne z Warszawy T293A
A217T Thr-Pro
10 118 7229 Leu-Val
11 122 T441G His-GlIn
12 129 T293A Leu-His
13 134 T293A Leu-His
G393A GIn-GIn
14 140 G433A Glu-Lys
T744A Asp-Lys
15 144 T912G Trp-Cys
16 99 Kliniczny z Gdanska A81C Leu-Phe
17 191 G777C GIn-His
T667G Trp-Gly
18 193 C672T Ala-Ala
19 194 G423A GIn-GIn
20 195 G885T GIn-His
21 197 C672T Ala-Ala
Srodowiskowy z hodowli gesi G423A GIn-GIn
22 199 G713A Arg-His
G905A Ser-Asn
23 200 G423A GIn-GIn
G423A GIn-GIn
24 201 G777C GIn-His
25 202 G423A GIn-GIn
26 145 T293A Leu-His
27 146 Srodowiskowe z Gdanska i okolic T229G Leu-Val
28 147 G393A GIn-GIn

FOICIERISZERBI 22naczono mutacje LOSH — najczesciej literaturowo korelowang
z opornoscig izolatow A. fumigatus na azole
kolorem zéttym zaznaczono mutacje ciche, nie wptywajace na zmiang w biatku CYP51A.

Warto zwroci¢ uwage, iz mutacja T293A w genie CYP5A wystepuje
u wszystkich izolatéw opornych zaréwno na itrakonazol i posakonazol oraz tych
opornych na itrakonazol, posakonazol i worikonazol. Nie zaobserwowano jej
W grupie izolatéw opornych wylacznie na itrakonazol oraz izolatow wrazliwych
na wszystkie badane antymikotyki.
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Cze$¢ wynikow z oznaczania opornosci na azole oraz sekwencjonowania genu CYP51A wsréd
izolatéw A. fumigatus zostala przedstawiona: na konferencji 6™ International Weigl Conference
on Microbiology i opublikowana w formie publikacji w materialach pokonferencyjnych w Acta
Biochimica Polonica, Materialy Pokonferencyjne 6" International Weigl Conference
on Microbiology: , The first report of azole resistant clinical Aspergillus fumigatus isolate”;
oraz przedstawiona w formie plakatéw na konferencji 7th Trends in Medical Mycology ,,Detection
of clinical Aspergillus fumigatus isolates resistant to triazoles” i w formie plakatu na XXVII Zjazd
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow ,,Oporno$é izolatéw Aspergillus fumigatus na azole”;
a takze opublikowana w Medical Mycology w publikacji: ,,Detection of Polish clinical Aspergillus
fumigatus isolates resistant to triazoles” i w formie publikacji w Acta Biochimica Polonica
,»Relation of the polymorphism of CYP51A sequence and the susceptibility of Aspergillus fumigatus
isolates to triazoles determined by commercial gradient test (Etest) and by reference methods”

8.4. Wystepowanie tandemowych powtorzen (TRs,;) W rejonie promotora genu
CYP51A

Na rycinie 18 (Ryc. 18.) przedstawiono wynik rozdziatu elektroforetycznego
amplifikowanych fragmentéw promotora genu CYP51A z wykorzystaniem starteréw
cyp51TR-For i cyp51TR-Rev dla przyktadowych izolatow. Spodziewana wielko$é¢
amplifikowanego fragmentu bez powtérzenh wynosi 111 pz. za§ dla fragmentu
z powtorzeniem 145 pz.

Ryc. 18. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR TR3,4 dla przyktadowych
izolatow. Zel agarozowy 2%, czas rozdziatu 45 minut, napiecie 90 V, M - marker o wielkoéci 100-700,
K- - kontrola negatywna; $ciezki opisane sa numerami izolatow.

W wyniku reakcji PCR, ktorej targetem byt fragment regionu promotorowego
genu CYP51A uzyskano produkty PCR widoczne na powyzszym elektroforegramie
(Ryc. 18). Wielko$¢ produktéw dla izolatow 13 i 55 to 145 pz. Izolaty te charakteryzuja
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si¢ wystepowaniem powtorzenia TR34 W regionie promotora genu CYP51A. Dla izolatow
16 i 57 uzyskano wielko$¢ produktu 111 pz. Izolaty te nie posiadaja powtorzenia TRz
w rejonie promotora genu CYP51A.

W toku badan wykryto, iz powtérzenie w obrebie regionu promotorowego
posiada lacznie sze$¢ z 200 izolatow A. fumigatus, w tym pig¢¢ klinicznych (2 izolaty
z Wroctawia: 13 i 55; oraz 3 z Warszawy: 117, 129 i 134) i jeden Srodowiskowy
pochodzacy z Nadola (izolat 145). Powtorzenia skorelowane sa z wystepowaniem
mutacji T293A w genie CYP51A a co za tym idzie wystepuje u wszystkich izolatow
opornych zar6wno na itrakonazol i posakonazol oraz tych opornych na itrakonazol,
posakonazol i worikonazol. Powtérzeh TRz, nie zaobserwowano w grupie izolatow
opornych wylgcznie na itrakonazol oraz izolatow wrazliwych na wszystkie badane
antymikotyki.

Wyniki analizy wystepowania tandemowych powtérzei w rejonie promotora zostaly
przedstawione w formie plakatu na IT Ogélnopolska Konferencja ,,Drobnoustroje w S$wiecie
czlowieka — Drobnoustroje oportunistyczne”:” Wystepowanie tandemowych powtérzen (TRs,)
w rejonie promotora genu CYP51A oraz mutacji w tym genie jako czynnikow predysponujacych
do opornosci na azole wsréd izolatow Aspergillus fumigatus” Praca zostala wyrézniona | miejscem
w sesji plakatowej.

8.5. Badanie wplywu azoli na izolaty A. fumigatus

Do badan wptywu ekspozycji A. fumigatus na azole wybrano 38 izolatow
scharakteryzowanych w tabeli dziewigtej (Tab. 9.) w rozdziale 7.7. Poza okre$leniem
zmian w poziomach ekspresji w ponizszych podrozdzialach zaprezentowane zostang
takze zmiany w morfologii grzybow, jakie zaszty wskutek ekspozycji na azole
oraz wartosci MIC antymikotykow dla tych izolatow.

8.5.1. Oznaczenia wrazliwosci na azole izolatéw A. fumigatus hodowanych
jednokrotnie na podlozach z dodatkiem antymikotykow

Trzydziesci osiem izolatow A. fumigatus hodowano na podtozach z dwoma
réznymi st¢zeniami posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu. St¢zenia uzywanych
zwigzkow przedstawiono w tabeli dziesigtej (Tab. 10). Nastepnie wyznaczono warto$ci
MIC dla posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu dla 228 probek (38 izolatow, kazdy
hodowany na dwoch stgzeniach trzech réznych antymikotykow, co daje 228 probek).

Wartosci MIC antymikotykéw uzyskane dla wszystkich prébek bez wzgledu
na stezenie i rodzaj zwigzku na jakim hodowane byly izolaty byly identyczne jak
wyjsciowe wartosci MIC (przedstawione w tabeli 20).
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8.5.2. Badanie poziomo6w ekspresji genéw izolatéw A. fumigatus metoda
komparatywna

Wszystkie izolaty hodowano na podlozach o stezeniach dodatkiem: posakonazolu
itrakonazolu/worikonazolu (w dwoch stezeniach — przedstawionych w Tab. 10.)
i bez dodatku antymikotyku (jako kontrolg). Po pierwszym pasazu wyizolowano RNA,
przeprowadzono synteze ¢DNA i przeprowadzono reakcje real-time PCR w celu
okreslenia zmian w poziomach ekspresji genow CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2,
MDR3 i ATRF badanych izolatow. W ponizszych podrozdziatach przedstawiono wyniki
wzglednych poziomoéw ekspresji poszczegdlnych genow. Do obliczen wykorzystano
metode komparatywna.

8.5.2.1. Analiza poziomow ekspresji genow izolatow A. fumigatus hodowanych na
podlozu Sabouraud

Wryniki poziomow ekspresji genow izolatow A. fumigatus hodowanych
na Sabouraud bez dodatku antymikotykow zestawione zostaly w ponizszych tabelach
(Tab. 23., Tab. 25., Tab. 27.). Wartosci te stuzg takze do pordwnania zmian poziomow
ekspresji po pasazach na podlozach z dodatkiem okreslonych stezen badanych azoli.
Sredni poziom ekspresji wszystkich badanych genéw jest wyzszy w grupie izolatow
charakteryzujacych sie¢ wystepowaniem mutacji TR34L98H (zaznaczone w tabelach
czerwonym kolorem czcionki) niz w grupie izolatow nie posiadajacych tej mutacji.
Usrednione wyniki pozioméw ekspresji poszczegdlnych genow izolatow A. fumigatus
hodowanych na podtozu Sabouraud przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab. 22.).

Tab. 22. Us$rednione wyniki wzglednych pozioméw ekspresji poszczegdlnych gendow dla izolatow
A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud. Izolaty podzielono na dwie grupy: charakteryzujace
si¢ wystepowaniem mutacji TR34L98H i bez tej mutacji

CYP51A | CYP51B MDR1 MDR2 MDR3 ATRF
Izolaty bez mutacji
TR4,L98H 1,840 1,057 2,538 0,982 1,671 0,911
Izolaty z mutacja
TR4,L 98H 4,565 7,774 11,750 77,051 12,248 8,322

Analiza statystyczna wykonana metoda U Manna Whitney’a wykazala,
ze roznice w poziomach ekspresji genéw A. fumigatus hodowanych na podiozu
Sabouraud pomiedzy grupg izolatow charakteryzujacg sie mutacja TR34L98H, a izolatami
bez tej mutacji sg statystycznie istotne. W zwigzku z tym mozna stwierdzi¢, ze poziomy
ekspresji badanych genéw sa istotnie wyzisze w grupie szczepéw z mutacja
TR34L98H niz w grupie izolatow bez tej mutacji.

Podczas analizy statystycznej zaobserwowano takze, ze poziom ekspresji genu
CYP51A izolatow A. fumigatus charakteryzujacych sie brakiem mutacji TR3,L98H,
ale opornych na itrakonazol (izolaty gesie) byl wyiszy niz w grupie izolatow
wrazliwych na wszystkie badane azole. Dla pozostatych genéw nie zaobserwowano
istotnych réznic pomiedzy badanymi grupami.
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8.5.2.2. Analiza zmian pozioméw ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z posakonazolem

W ponizszej tabeli (Tab. 23.) przedstawiono wyniki oznaczania poziomow
ekspresji genow dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud (izolaty
opisane dodatkowo nr 1 po kropce np. 203.1) oraz na podtozach Sabouraud zawierajacych
dwa rozne stezenia posakonazolu (nizsze oznaczone dodatkowo nr 2 po kropce np. 203.2
1 wyzsze oznaczone dodatkowo nr 3 po kropce np. 203.3)

Tab. 23. Poziom ekspresji genéw po hodowli na podtozu Sabouraud z dodatkiem posakonazolu

203.1 1,017 2,797 | 0,452 | 1,932 |15,609| 1,731

203.2 2,220 0,126 | 2,979 | 0,286 | 1,647 | 0,490
203.3 3,258 0522 | 3,542 | 0,285 | 0,209 | 0,319

192.1 1,582 1,470 | 3,965 | 2,161 | 2,325 | 0,112
192.2 3,439 0,553 | 4,499 | 14,730 | 3,149 | 3,996

192.3 0,986 1595 | 2,496 | 1,959 | 3,439 | 1,659

1911 1,356 2,216 | 2,988 | 0,991 | 1,048 | 1,928
191.2 0,684 0,260 | 0,280 | 0,602 | 1,189 | 1,138
191.3 0,517 0,751 | 0,253 | 0,948 | 0,938 | 0,677

200.1 1,788 0,666 | 0,078 | 0,618 | 1,152 | 6,307
200.2 0,302 0,541 | 0,039 | 2,110 | 5657 | 1,935
200.3 0,232 1,222 | 0,060 | 1,371 | 1,513 | 1,358

196.1 0,858 0,905 | 0,121 | 2,869 | 7,346 | 1,770

196.2 0,085 0,139 | 0,015 | 0,154 | 1,602 | 1,528
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0,799

2.1 0,312 0,808 | 2,968 | 1,632 | 3,117 | 0,831
2.2 0,256 0,388 | 0,556 | 0,435 | 0,190 | 0,175
2.3 0,616 3,236 | 0,886 | 0,394 | 0,415 | 0,192

193.1 2,857 0,023 | 7,157 | 1,351 | 1,033 | 0,437
193.2 0,332 0,155 | 0,353 | 2,230 | 0,529 | 3,176
193.3 1,468 8,296 | 0,971 | 14,042 | 16,936 | 20,778

195.1 3,465 1,367 | 1,087 | 0,685 | 1,198 | 0,770
195.2 0,229 0,246 | 0,212 | 1,595 | 4,287 | 0,954
195.3 1,256 4,058 | 2,084 | 6,948 | 3,121 | 6,440

13.1 1,699 3,579 |34,400| 0,554 | 0,893 | 0,629
13.2 1,782 0,200 | 2,448 | 0,413 | 0,618 | 0,076
133 4,513 1,086 | 1,979 | 2,354 | 0,234 | 0,198

251 0,564 0,011 | 1,601 | 1,203 | 0,758 | 0,182
25.2 0,405 0,427 | 0,714 | 0,503 | 0,841 | 0,863
25.3 2,280 0,944 | 2,955 | 0,134 | 0,353 | 0,477

117.1 3,801 14,202 | 7,075 | 0,889 | 6,050 | 5,219
117.2 0,471 0,687 | 0,026 | 0,449 | 0,056 | 0,024
117.3 0,023 0,359 | 0,003 | 0,718 | 0,002 | 0,032
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129.1 9,424 7,471 | 18,975 | 405,531 | 3,707 | 1,202
129.2 4,791 1,478 | 0,181 | 0,681 | 1,306 | 0,331
129.3 1,466 1,085 | 0,144 | 1,154 | 2,597 | 1,888

73.1 1,533 5629 | 4375 | 1,402 | 4,204 | 1,260
73.2 1,948 1522 | 8612 | 2,788 | 0,276 | 3,110
73.3 1,342 3,742 | 0,958 | 3,028 |10,718 | 3,046

140.1 1,274 1,193 | 4,733 | 0,461 | 1,000 | 0,226
140.2 0,056 0,033 | 0,009 | 0,378 | 0,003 | 0,003
140.3 5,666 1,692 | 0935 | 0,717 | 0,028 | 0,187

106.1 0,803 0,472 | 2,055 | 0,422 | 0,379 | 0,031
106.2 3,053 0,182 | 3,832 | 0,428 | 2,158 | 0,201
106.3 1,149 0,901 | 0,087 | 0,817 | 0,458 | 0,589

115.1 0,894 0,014 | 0,168 | 0,128 | 0,097 | 0,034
115.2 0,098 0,086 | 3,156 | 0,127 | 0,551 | 0,298
115.3 0,965 0,360 | 4,064 | 0,355 | 0,524 | 0,418

130.1

0,315

0,015

4,755

0,379

118.1 0,011 0,071 | 0,004 | 0,009 | 0,064 | 0,128
118.2 0,073 0,059 | 0,034 | 0,461 | 0,122 | 0,009
118.3 0,071 0,337 | 3912 | 0,118 | 0,564 | 0,531

0,028

0,117

130.2

1,453

0,997

14,618

1,299

0,413

1,492
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130.3 0,450 0,009 | 4,107 | 5,611 | 0,122 | 0,279
145.1 3,278 11,764 | 4,860 | 6,322 | 38,063 | 17,635
145.2 2,066 2,784 | 0,426 | 3,195 |12,817| 3,475
145.3 0,577 2,369 | 0,801 | 0,709 | 0,876 | 1,461
146.1 1,545 0,673 |10541| 1,240 | 0,491 | 0,252
146.2 6,760 6,501 | 5,144 | 3,187 | 5,749 | 2,708
146.3 4,389 6,200 |66,934| 2,263 | 0,925 | 1,276
147.1 0,831 0,494 | 0,028 | 0,515 | 0,899 | 1,120
147.2 1,410 0,147 | 2,617 | 12,301 | 0,482 | 0,277

147.3 1,722 0,795 | 0,793 | 0,678 | 0,346 | 0,075

Czerwonym  kolorem czcionki zaznaczono w tabeli izolaty charakteryzujace
si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H w biatku CYP51A.

W ponizszej tabeli (Tab. 24.) przedstawiono uSrednione wyniki
poziomow ekspresji poszczegdlnych gendow, z podzialem szczepow na dwie grupy i dwa
stezenia posakonazolu.

Tab. 24. Usrednione wyniki wzglednych pozioméw ekspresji poszczegdlnych genow dla izolatow
A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud i na podtozach z dodatkiem posakonazolu. Izolaty
podzielono na dwie grupy: charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H i bez tej mutacji

CYP51A | CYP51B MDR1 MDR2 MDR3 ATRF

I1zolaty bez mutacji
TR34L.98H, hodowane 1,840 1,057 2,538 0,982 1,671 0,911
na podlozu Sabouraud

I1zolaty bez mutacji
TR23,L98H, hodowane

. .. 2,111 1,658 3,860 3,274 3,519 1,519
na podlozu z nizszym
stezeniem posakonazolu
I1zolaty bez mutacji
TR3L98H, hodowane 1,552 4,694 3,597 3,434 1,850 2,502

na podlozu z wyzszym
stezeniem posakonazolu

Izolaty z mutacja
TR3,LL98H, hodowane 4,565 7,774 11,750 77,051 12,248 8,322
na Sabouraud

Izolaty z mutacja
TR43,L98H, hodowane

. .. 2,302 1,030 1,708 1,696 3,644 0,892
na podlozu z nizszym
stezeniem posakonazolu
Izolaty z mutacja
TRaL98H, hodowane | 3 55, 1,972 2,396 1,294 0,967 1,485

na podiozu z wyzszym
stezeniem posakonazolu

UsSredniony poziom ekspresji wszystkich badanych genéw izolatéw
A. fumigatus bez mutacji TR3L98H wzrasta po hodowli na podlozu z dodatkiem
niskiego stezenia posakonazolu. W wyniku hodowli izolatéw na podlozu z wyzszym
stezeniem posakonazolu, poziom ekspresji wszystkich badanych genéw za wyjatkiem
genu CYP51A réwniez wzrasta.
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Usredniony poziom ekspresji wszystkich badanych genéw izolatow
A. fumigatus charakteryzujacych si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H po hodowli
na podlozach z dodatkiem posakonazolu (obydwa stosowane stezenia) maleje.

W przypadku genow CYP51A i MDR2 (w izolatach hodowanych na podtozach
z badanymi stezeniami posakonazolu) sredni poziom ekspresji badanych gendéw izolatow
z mutacjg TR34L.98H jest wyzszy nawet po spadku poziomu ekspresji w wyniku hodowli
niz tych samych izolatéw bez tej mutacji hodowanych na podtozu Sabouraud. Taka sama
zalezno$¢ s$rednich poziomoéw ekspresji dla tej grupy izolatdow zaobserwowano
w przypadku genu CYP51B izolatéw hodowanych na podlozu o wyzszym st¢zeniu
posakonazolu oraz w przypadku genu MDR3 izolatéw hodowanych na podtozu o nizszym
stezeniu posakonazolu.

Dla wszystkich przedstawionych powyzej wynikow zostala przeprowadzona
analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a i wszystkie wyniki sa istotne
statystycznie za wyjatkiem izolatow bez mutacji TR3,L98H hodowanych na wyzszym
stezeniu posakonazolu, gdzie zaobserwowano spadek poziomu ekspresji genu CYP51A.

8.5.2.3. Analiza zmian poziomow ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z itrakonazolem

W ponizszej tabeli (Tab. 25.) przedstawiono wyniki oznaczania pozioméw
ekspresji genow dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud (izolaty
opisane dodatkowo nr 1 po kropce np. 203.1) oraz na podtozach Sabouraud o dwoch
roéznych stezeniach itrakonazolu (nizsze oznaczone dodatkowo nr 2 po kropce np. 203.2
1 wyzsze oznaczone dodatkowo nr 3 po kropce np. 203.3)

Tab. 25. Poziom ekspresji genéw po hodowli na podtozu Sabouraud z dodatkiem itrakonazolu

Poziom ekspresji genéw, wyznaczony wzgledem genu
p-tubuliny

nr
probki
203.1 1,017 2,797 0,452 | 1,932 | 15,609 | 1,731
203.2 1,180 1,291 0,342 | 0,483 | 0,733 | 0,293
203.3 0,713 0,548 0,031 | 2,300 | 0,471 | 0,394
198.1 2,785 1,281 0,555 | 2,193 | 0,774 | 0,702
198.2 0,656 1,377 0,607 | 0,890 | 0,519 | 1,850
198.3 0,320 1,463 0,302 | 1,793 | 7,167 | 2,405
192.1 1,582 1,470 3,965 | 2,161 | 2,325 | 0,112
192.2 2,414 0,974 0,719 | 1,423 | 6,765 | 1,915
192.3 3,850 1,219 1,449 | 27,954 | 3,267 | 2,275
201.1 1,773 0,022 4,678 | 1,033 | 0,182 | 0,139
201.2 0,629 1,400 1,464 | 0557 | 0,345 | 0,619

CYP51A | CYP51B | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF
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191.1 1,356 2,216 2,988 | 0,991 | 1,048 | 1,928
191.2 5,445 2,570 2,632 | 2,233 | 2,754 |38,962
191.3 0,538 0,575 0,113 | 1,834 | 1,808 | 1,823

200.1 1,788 0,666 0,078 | 0,618 | 1,152 | 6,307
200.2 3,771 0,954 2,148 | 1,980 | 7,309 | 3,097
200.3 12,112 1,795 3,846 | 13,470 | 15,186 | 5,840

196.1 0,858 0,905 0,121 | 2,869 | 7,346 | 1,770
196.2 0,092 2,283 0,255 | 1,148 | 1,783 | 1,379
196.3 0,075 0,051 0,276 | 3,042 | 0,185 | 0,295

2.1 0,312 0,808 2968 | 1,632 | 3,117 | 0,831
2.2 0,706 3,364 0,350 | 0,465 | 0,320 | 0,170
2.3 3,344 8,872 1,993 | 5521 | 0,657 | 0,946

193.1 2,857 0,023 7,157 | 1,351 | 1,033 | 0,437
193.2 2,529 0,514 6,772 | 1,129 | 1,285 | 2,071
193.3 1,587 1,565 1,349 | 96,447 | 3,518 | 4,325

195.1 3,465 1,367 1,087 | 0,685 | 1,198 | 0,770
195.2 4,372 1,119 1,967 | 1,022 | 0,188 | 0,094
195.3 3,106 5,512 3,157 | 51,685 | 118,988 | 26,161

13.1

1,699

3,579

34,400

0,554

0,893

0,629

13.2

0,568

2,107

4,032

1,642

20,601

10,356
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13.3

0,386

1,042

3,797

1,826

1,560

0,704

251 0,564 0,011 1,601 | 1,203 | 0,758 | 0,182
25.2 3,283 0,761 0,308 | 2,667 | 6,444 | 3,147
253 9,514 0,993 0,197 | 12,168 | 9,092 | 6,631

117.1 3,801 14,202 | 7,075 | 0,889 | 6,050 | 5,219
117.2 7,421 4,099 8,290 | 11,435 | 50,609 | 28,129
117.3 61,464 | 11,387 | 27,825 | 1,851 | 1,452 | 3,769

129.1 9,424 7,471 | 18,975 | 405,531 | 3,707 | 1,202
129.2 8,065 1,352 | 59,015 | 0,903 | 2,557 | 2,202
129.3 10,865 | 4,082 | 41,836 | 62,901 | 95,538 | 24,381

73.1 1,533 5,629 4,375 | 1,402 | 4,204 | 1,260
73.2 0,637 0,128 9,402 | 0,366 | 0,165 | 0,694
73.3 0,475 0,025 6,900 | 0965 | 0,116 | 0,262

140.1 1,274 1,193 4,733 | 0,461 | 1,000 | 0,226
140.2 3,931 1,039 0,823 | 0,037 | 0,032 | 0,058
140.3 12,981 | 1,391 2,166 | 1,093 | 1,130 | 0,475

106.1 0,803 0,472 2,055 | 0422 | 0,379 | 0,031
106.2 2,403 0,266 3,836 | 0,253 | 1,974 | 0,355
106.3 0,876 1,410 3,754 | 10,891 | 0,488 | 7,539
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115.1 0,894 0,014 0,168 | 0,128 | 0,097 | 0,034
115.2 4,632 3,205 1,162 | 0,403 | 0,631 |11,163
115.3 4,919 4,529 0,902 | 3,157 | 7,549 | 5,949

118.1 0,011 0,071 0,004 | 0,009 | 0,064 | 0,128
118.2 8,866 1,712 | 10,384 | 1,528 | 9,881 | 5,160

118.3 1,029 2,198 7,508 | 9,190 | 26,137 | 9,913

130.1 0,315 0,015 4,755 | 0,379 | 0,028 | 0,117
130.2 3,668 5,933 0,774 | 0,087 | 0,467 | 0,469
130.3 9,179 0,149 0,166 | 1,075 | 0,672 | 0,212

146.1 1,545 0,673 | 10,541 | 1,240 | 0,491 | 0,252

146.2 29,007 | 12,939 | 76,621 | 4,185 | 12,903 | 10,344

146.3 14,205 | 24,721 |181,648| 7,103 |458,147| 7,140

Czerwonym  kolorem czcionki zaznaczono w tabeli izolaty charakteryzujace
si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L.98H w biatku CYPS1A.

W ponizszej tabeli (Tab. 26.) przedstawiono usrednione wyniki pozioméw
ekspresji poszczegdlnych gendw, z podzialem szczepow na dwie grupy i dwa stezenia
itrakonazolu.
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Tab. 26. Usrednione wyniki wzglednych pozioméw ekspresji poszczegdlnych genow dla izolatow
A. fumigatus hodowanych na podlozu Sabouraud i na podlozach z dodatkiem itrakonazolu. Izolaty
podzielono na dwie grupy: charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H i bez tej mutacji

Izolaty bez mutacji
TR234L98H, hodowane 1,840 1,057 2,538 0,982 1,671 0,911

na podlozu Sabouraud

I1zolaty bez mutacji
TR34L.98H, hodowane

. .. 7,402 2,123 7,757 1,245 3,491 6,097
na podlozu z nizszym
stezeniem itrakonazolu
Izolaty bez mutacji
TRL98H, hodowane | ¢ org 3,297 10314 | 10458 | 25526 4,882

na podlozu z wyzszym
stezeniem itrakonazolu

Izolaty z mutacja
TR34L98H, hodowane 4,565 7,774 11,750 77,051 12,248 8,322
na Sabouraud

Izolaty z mutacja

TR3,L.98H, hodowane 4,629 2,425 13,720 2,899 14,608 7,163
na podlozu z nizszym

stezeniem itrakonazolu

Izolaty z mutacja
TR3,LL98H, hodowane
na podlozu z wyzszym
stezeniem itrakonazolu

13,807 4,135 13,958 13,873 34,038 6,854

Srednie wartosci pozioméw ekspresji badanych genéw wszystkich izolatow
bez mutacji TR, L98H po hodowli na podlozu z dodatkiem itrakonazolu wzrosly,
bez wzgledu na =zastosowane stezenie zwigzku. Wyzsze stezenie itrakonazolu
powodowato wickszy - niz stezenie nizsze - wzrost ekspresji genow CYP51B, MDR1,
MDR2 i MDR3.

Usredniony poziom ekspresji genow CYP51B, MDR2 i ATRF izolatow
A. fumigatus z mutacjg TR3,L.98H maleje po hodowli na podiozu z dodatkiem
itrakonazolu, natomiast $redni poziom ekspresji genow MDR1, MDR3 i CYP51A wzrasta.

Sredni poziom ekspresji wszystkich badanych genéw izolatdow z mutacja
TR34L98H jest wyzszy nawet po spadku poziomu w wyniku hodowli niz w grupie
izolatow bez tej mutacji.

Dla wszystkich przedstawionych powyzej wynikow zostala przeprowadzona
analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a. Analiza ta wykazata, ze obecno$é
w medium hodowlanym itrakonazolu w obu badanych stezeniach powoduje istotny
wzrost poziomu ekspresji genu CYP51A i MDR3 u wszystkich izolatéow. Istotny
statystycznie byl rowniez wzrost poziomu ekspresji genu CYP51B, MDR1, MDR2
i ATRF izolatéw bez mutacji TR, L98H a takze spadek ekspresji tych genéw
W grupie izolatow z mutacja TR34L.98H po hodowli na obu stezeniach itrakonazolu.
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8.5.2.4. Analiza zmian pozioméw ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z worikonazolem

W ponizszej tabeli (Tab. 27.) przedstawiono wyniki oznaczania poziomow
ekspresji genow dla izolatéw A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud (izolaty
opisane dodatkowo nr 1 po kropce np. 203.1) oraz na podtozach Sabouraud o dwoch
roznych stezeniach worikonazolu (nizsze oznaczone dodatkowo nr 2 po kropce np. 203.2
i wyzsze oznaczone dodatkowo nr 3 po kropce np. 203.3)

Tab. 27. Poziom ekspresji genéw po hodowli na podtozu Sabouraud z dodatkiem worikonazolu

Poziom ekspresji gen6w, wyznaczony wzgledem genu
p-tubuliny

nr
probki
203.1 1,017 2,797 0,452 1,932 115,609 | 1,731
203.2 1,091 0,066 7,930 0,238 | 0,131 | 0,168
203.3 0,046 0,078 0,511 2,487 | 0,321 | 0,103
198.1 2,785 1,281 0,555 2,193 | 0,774 | 0,702
198.2 0,460 0,240 2,580 1,803 | 0,507 | 3,474
198.3 0,584 0,177 9,716 1,324 | 0,300 | 1,252
192.1 1,582 1,470 3,965 2,161 | 2,325 | 0,112
192.2 0,229 0,071 | 35,687 | 0,153 | 0,195 | 0,198
192.3 2,773 0,016 11,501 | 1,001 | 0,327 | 0,138
201.1 1,773 0,022 4,678 1,033 | 0,182 | 0,139
201.2 0,945 0,237 16,610 | 0,084 | 0,263 | 0,595
201.3 56,558 1,949 | 87,346 | 2,629 | 1,142 | 4,335
191.1 1,356 2,216 2,988 0,991 | 1,048 | 1,928
191.2 0,177 0,648 | 27,742 | 0,763 | 1,614 | 0,506
191.3 0,184 0,704 | 20,070 | 1,001 | 5,332 | 0,737
199.1 2,439 0,134 1,508 | 0,162 | 0,099 | 0,015
199.2 0,490 0,723 19,391 | 1,112 | 0,137 | 0,120
199.3 0,165 0,210 16,877 | 0,291 | 0,223 | 0,044
200.1 1,788 0,666 0,078 0,618 | 1,152 | 6,307
200.2 2,284 0,884 0,111 1,610 | 3,777 | 0,492
200.3 4,643 1,040 0,132 0,822 | 0,415 | 0,145
99.1 0,292 0,017 0,650 | 0,136 | 0,181 | 0,072
99.2 0,508 0,070 | 55,484 | 0,957 | 0,263 | 0,158
99.3 0,506 0,114 7,380 | 0,639 | 0,131 | 0,072
196.1 0,858 0,905 0,121 2,869 | 7,346 | 1,770
196.2 1,177 4,341 0,006 0,263 | 6,243 | 0,970

CYP51A | CYP51B | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF
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196.3 0,834 5,978 0,013 7,523 |10,788 | 1,769
197.1 0,697 1,804 0,341 0,189 | 0,397 | 0,334
197.2 0,973 3,267 5,065 1,866 | 3,674 | 0,964
197.3 0,358 0,958 0,012 1,727 | 5,781 | 0,456
21 0,312 0,808 2,968 1,632 | 3,117 | 0,831
22 1,253 5,728 | 147,442 | 0,778 | 0,973 | 56,755
2.3 0,039 0,039 6,636 0,639 | 0,024 | 0,072
202.1 4,055 0,291 0,091 0,798 | 0,228 | 0,245
202.2 0,047 0,004 0,004 0,002 | 0,002 | 0,001
202.3 0,126 0,049 0,038 0,035 | 0,009 | 0,059
193.1 2,857 0,023 7,157 1,351 | 1,033 | 0,437
193.2 0,287 0,007 31,941 | 0,031 | 0,037 | 0,153
193.3 0,038 0,014 24,710 | 0,214 | 0,017 | 0,056
194.1 13,023 0,305 0,987 0,613 | 0,541 | 0,663
194.2 8,349 4,828 0,322 1,370 | 2,304 | 1,057
194.3 0,217 0,288 0,064 0,283 | 0,097 | 0,115
195.1 3,465 1,367 1,087 0,685 | 1,198 | 0,770
195.2 0,049 0,021 0,011 0,010 | 0,029 | 0,011
195.3 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000
55.1 3,181 2,257 2,180 9,331 |10,254 | 2,562
55.2 3,868 5,357 0,221 | 10,510 | 0,780 | 1,729
5655 2,414 3,340 0,292 8,926 |15,081 | 3,016
13.1 1,699 3,579 34,400 | 0,554 | 0,893 | 0,629
13.2 0,382 1,660 7,785 0,007 | 0,336 | 0,332
133 0,230 0,314 2,056 0,008 | 0,238 | 0,306
29.1 1,189 0,853 2,696 1,031 | 0,464 | 2,609
29.2 0,027 0,000 0,708 6,575 | 1,024 | 0,257
29.3 0,561 0,005 1,471 | 25,246 | 4,463 | 2,388
25.1 0,564 0,011 1,601 1,203 | 0,758 | 0,182
25.2 3,904 0,534 89,511 | 1,451 | 0,170 | 0,028
253 0,209 0,113 18,878 | 0,029 | 5,381 | 0,948
144.1 0,345 1,046 0,497 1,217 | 0,524 | 0,157
144.2 0,399 0,392 0,333 0,162 | 0,060 | 0,195
144.3 0,335 0,352 0,304 0,773 | 0,081 | 0,166
117.1 3,801 14,202 7,075 0,889 | 6,050 | 5,219
117.2 0,234 0,191 32,763 | 0,149 | 0,052 | 0,049
117.3 0,213 0,187 33,754 | 0,346 | 0,421 | 0,050
134.1 6,006 7,368 3,013 | 39,680 | 14,524 | 22,685
134.2 1,315 11,324 | 56,519 | 17,272 | 22,430 | 1,986
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134.3 1,970 10,313 | 10,510 | 125,048 | 93,788 | 2,239
129.1 9,424 7,471 18,975 | 405,531 | 3,707 | 1,202
129.2 0,645 0,000 0,755 0,079 | 0,092 | 0,010
129.3 0,017 0,001 0,935 0,010 | 0,038 | 0,010
72.1 0,852 1,053 0,406 0,274 | 0,542 | 0,515
72.2 2,068 3,676 0,150 0,780 | 4,792 | 0,912
72.3 1,653 2,513 0,012 2,170 | 4,183 | 1,693
73.1 1,533 5,629 4,375 1,402 | 4,204 | 1,260
73.2 9,116 2,431 0,252 0,461 | 2,048 | 0,871
73.3 10,941 2,881 0,114 4,772 | 1,743 | 1,852
79.1 2,975 1,010 2,533 1,334 | 4,378 | 2,803
79.2 0,242 0,305 0,003 | 24,426 | 0,709 | 0,109
79.3 22,085 | 26,046 | 0,334 1,300 | 2,666 | 1,101
140.1 1,274 1,193 4,733 0,461 | 1,000 | 0,226
140.2 0,365 1,043 26,673 | 0,156 | 0,032 | 0,018
140.3 0,550 1,109 20,445 | 2,805 | 0,036 | 0,036
102.1 2,738 4,952 14,281 | 1,765 | 1,451 | 1,843
102.2 3,922 10,713 | 44,447 | 14,324 | 42,833 | 1,369
102.3 2,324 3,130 10,175 | 17,606 |20,224 | 2,036
106.1 0,803 0,472 2,055 0,422 | 0,379 | 0,031
106.2 1,903 0,622 7,839 0,337 | 0,244 | 0,056
106.3 0,533 2,153 37,626 | 2,037 | 0,443 | 0,087
114.1 2,345 1,672 3,079 2,220 | 2,658 | 1,667
114.2 0,160 1,083 41,566 | 0,910 | 0,895 | 0,089
114.3 0,402 0,880 32,305 | 2,136 | 0,360 | 0,220
115.1 0,894 0,014 0,168 0,128 | 0,097 | 0,034
115.2 0,011 0,017 1,603 0,001 | 0,001 | 0,003
115.3 5,756 13,861 | 861,277 | 0,670 | 0,175 | 0,180
116.1 2,239 0,417 1,852 0,421 | 0,274 | 0,124
116.2 2,704 0,518 20,308 | 0,456 | 0,416 | 0,184
116.3 0,208 0,988 5,076 0,144 | 0,061 | 0,042
118.1 0,011 0,071 0,004 0,009 | 0,064 | 0,128
118.2 2,253 2,825 0,259 0,249 | 0,098 | 0,853
118.3 0,163 0,260 0,196 1,366 | 0,152 | 0,306
122.1 0,129 0,157 0,001 0,034 | 0,015 | 0,033
122.2 0,257 0,096 0,018 0,028 | 0,019 | 0,018
122.3 0,346 0,418 0,053 0,549 | 0,092 | 0,239
130.1 0,315 0,015 4,755 0,379 | 0,028 | 0,117
130.2 0,083 0,115 49,545 | 0,212 | 0,274 | 2,149
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130.3 0,637 1,154 | 143,974 | 0,410 | 0,122 | 1,900
145.1 3,278 11,764 4,860 6,322 | 38,063 | 17,635
145.2 0,238 1,031 0,277 0,314 | 0,607 | 0,278
145.3 0,403 0,469 0,075 6,282 | 0,980 | 0,362
146.1 1,545 0,673 10,541 | 1,240 | 0,491 | 0,252
146.2 1,150 3,222 | 677,464 | 1,468 | 0,436 | 4,287
146.3 1,006 1,009 12,939 | 15,541 | 5,246 | 63,236
147.1 0,831 0,494 0,028 0,515 | 0,899 | 1,120
147.2 0,262 0,058 0,102 1,017 | 0,220 | 12,070
147.3 0,158 0,032 0,048 0,084 | 0,013 | 2,244
Czerwonym  kolorem czcionki  zaznaczono tabeli izolaty charakteryzujace

si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L.98H w biatku CYP51A.

W ponizszej tabeli (Tab. 28.) przedstawiono usrednione wyniki poziomoéw

ekspresji poszczegbdlnych gendw, z podzialem szczepdéw na dwie grupy i dwa stezenia
worikonazolu w podtozach, na ktorych byty hodowane.

Tab. 28. Us$rednione wyniki wzglednych pozioméw ekspresji poszczegdlnych genow dla izolatow
A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud i na podtozach z dodatkiem worikonazolu. Izolaty
podzielono na dwie grupy: charakteryzujace sie wystepowaniem mutacji TR34L.98H i bez tej mutacji

CYP51A

CYP51B

MDR1

MDR2

MDR3

ATRFE

I1zolaty bez mutacji
TR34L98H, hodowane
na podlozu Sabouraud

1,840

1,057

2,538

0,982

1,671

0,911

Izolaty bez mutacji
TR23,L98H, hodowane
na podlozu z nizszym

stezeniem worikonazolu

1,473

1,524

40,972

2,002

2,326

2,784

I1zolaty bez mutacji
TR3,L98H, hodowane
na podlozu z wyzszym

stezeniem worikonazolu

3,388

2,018

39,127

2,892

2,070

2,592

Izolaty z mutacja
TR3,L98H, hodowane
na Sabouraud

4,565

7,774

11,750

77,051

12,248

8,322

Izolaty z mutacja
TR3,L98H, hodowane
na podlozu z nizszym

stezeniem worikonazolu

1,114

3,261

16,387

4,722

4,049

0,731

Izolaty z mutacja
TR3,L.98H, hodowane
na podlozu z wyzszym

stezeniem worikonazolu

0,875

2,437

7,937

23,437

18,424

0,997

Usredniony poziom ekspresji badanych genoéw izolatow bez mutacji TR34L.98H
po hodowli na podlozu z dodatkiem worikonazolu wzrasta dla wszystkich badanych

genow za wyjatkiem CYP51A po hodowli na podiozu z nizszym stezeniem worikonazolu.
Poziom ekspresji genu MDRlizolatéw hodowanych na podiozach o obu wartociach
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stezen wzrasta okolo 40-krotnie. Tak duzego wzrostu poziomu ekspresji genu nie
obserwuje si¢ u zadnego z badanych gendéw po pasazach na posakonazolu i itrakonazolu.

Srednie wartoéci poziomu ekspresji wszystkich badanych genéw dla izolatow
z mutacjg TR34L.98H maleja za wyjatkiem ekspresji genu MDR3 po hodowli na podtozu
z nizszym stezeniem worikonazolu i za wyjgtkiem MDR1 po hodowli izolatow
na podtozu z wyzszym stezeniem worikonazolu.

Sredni poziom ekspresji genéw CYP51B, MDR1, MDR2 i MDR3 izolatow
z mutacja TR34L98H jest wyzszy nawet po spadku poziomu ekspresji w wyniku hodowli,
niz izolatdow bez tej mutacji hodowanych na podtozu Sabouraud.

Dla wszystkich przedstawionych powyzej wynikéw zostala przeprowadzona
analiza statystyczna testem U Manna-Whitney’a. Analiza ta wykazala, ze obecnos§¢
w medium hodowlanym worikonazolu powoduje istotne zmiany ekspresji
we wszystkich badanych genach za wyjatkiem genu MDR3. Worikonazol
bez wzgledu na zastosowane stezenie wplywa na wzrost poziomu ekspresji genow
MDR1, MDR2, ATRF izolatow charakteryzujacych si¢ brakiem wystepowania
mutacji TR3,L98H a takze istotnym obnizeniem poziomu ekspresji genéw CYP51A,
CYP51B, MDR2, ATRF izolatéw z mutacjg TR3,L98H.
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8.5.3. Badanie zmian w poziomach ekspresji genéw A. fumigatus po hodowli
na podlozach z dodatkiem azoli — metoda Pfaffla

Wszystkie izolaty hodowano na podtozach o stgzeniach dodatkiem: posakonazolu
/itrakonazolu/worikonazolu (w dwodch stezeniach — jakich) i bez dodatku antymikotyku
(jako kontrole). Po pierwszym pasazu wyizolowano RNA, przeprowadzono syntezg
cDNA i przeprowadzono reakcj¢ real-time PCR w celu okreslenia zmian w poziomach
ekspresji genow CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2, MDR3 i ATRF badanych izolatow.
W ponizszych podrozdzialach przedstawiono wyniki wzglednych pozioméw ekspres;ji
poszczegdlnych genéw. Do obliczen wykorzystano metode Pfaffla. Jako gen referencyjny
uzyto gen p-tubuliny. Wzrost ekspresji wiekszy badz rowny dwukrotnemu uznano
za istotny. Wynik ponizej warto$ci = 1 wskazuje na spadek poziomu ekspresji badanego
genu.

W ponizszej tabeli (Tab. 29.) przedstawiono wydajnosci reakcji real-time PCR
dla poszczegélnych gendw, ktore uzyskano przeprowadzajac najpierw optymalizacje
profilu temperaturowo-czasowego i w wyniku wyznaczeniu krzywych standardowych
dla kazdego genu.

Tab. 29. Wartosci wydajnosci reakcji amplifikacji genow MDR1, MDR2, MDR3, ATRF, CYP51A,
CYP51B i g-tubuliny

Nazwa genu | Wydajnos¢ amplifikacji (wartos$¢ E)
MDR1 2,395
MDR2 1,994
MDR3 2,217
ATRF 1,993
CYP51A 1,950
CYP51B 2,040
p-tubulina 2,016
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8.5.3.1. Analiza zmian poziomdéw ekspresji genu CYP51A

W kolejnych podrozdziatach (od 8.5.3.1. do 8.5.3.6.) przedstawione zostaty
uzyskane wyniki badania poziomdéw ekspresji poszczegélnych genéow po hodowli
izolatow A. fumigatus na réznych podiozach. Ciemniejszymi kolorami w tabelach

zaznaczono znaczacy wzrost poziomu ekspresji. Numerem (1) zostaly oznaczone nizsze

stezenia badanych azoli za$§ numerem (2) — wyzsze stezenia. Czerwonym kolorem

czcionki wyrdzniono izolaty charakteryzujace si¢ wystegpowaniem mutacji TR3,L98H.

Tab. 30. Wyniki zmian wzglednych pozioméw ekspresji genu CYP51A

Wzgledny poziom ekspresji genu CYP51A po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku
Nr izolatu ITR (1) WOR (1) [ WOR (2)

2 3,022 0,122
13 2,476 1,747
25 1,215 0,081
29 1,839 47,911
55 3,154 2,706
72 6,598 5,843
73 1,054 15,697 22,363
79 1,9 0,166 19,882
102 | 1,964 | 0,897 0,73
106 6,345 2,386
114 | 0,073 0,224
115 \ 0,445 313,233
116 | 0,664 | 2,894 0,29
117 | 0,896 0,978
118 3,722 0,268
122 5,833 10,158
129 3,367 0,123
130 0,746 6,866
134 0,862 1,611
140 0,779 1,504
144 \ 0,646 0,671
99 4,829 6,014
191 0,373 0,477
192 0,328 4,418
193 0,106 0,019
194 1,725 0,06
195 0,032 0
197 3,978 1,834
196 1,169 1,068
198 1,183 1,882
199 2,161 0,937
200 0,385 0,946
201 1,417 97,815
202 0,002 0,007
203 3,049 0,156
145 2,378 4,464
146 1,141 | 0574 0,788 0,567 2,174 2,285
147 0957 [ 1,961 1,233 1,448 0,353 0,263
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Wtoku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz itrakonazol wplynat
na wzrost ekspresji genu CYP51A u 12 izolatdow (w przypadku nizszego stezenia)
1 10 izolatow (przy zastosowaniu wyzszego stg¢zenia) co sumarycznie daje niespelna
29% izolatdw. Szes$¢ sposrdd nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji w przypadku
obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji tego genu u dziewieciu
izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i o$Smiu (w przypadku stezenia wyzszego)
co sumarycznie daje ponad 22%. Tylko trzy izolaty charakteryzowatly si¢ spadkiem
poziomu ekspresji w obu stezeniach.

Obecnos¢ w podlozu posakonazolu w nizszym stezeniu indukowata wzrost
poziomu ekspresji CYP51A u 12 izolatbw, a w stezeniu wyzszym u 14 izolatow
— co sumarycznie daje nieco ponad 34%. Siedem spos$rod nich charakteryzowato
si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek
poziomu ekspresji tego genu u 11 izolatow (w przypadku stezenia nizszego)
1 12 (w przypadku stgzenia wyzszego) co sumarycznie daje ponad 30% Siedem sposrod
nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen.

Worikonazol w nizszym stezeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 16 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 14 izolatow (przy stezeniu wyzszym)
co sumarycznie daje niespelna 40%. Osiem sposrdd tych izolatdw charakteryzowato
si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek
poziomu ekspresji tego genu u dziewigciu izolatow (w przypadku st¢Zenia nizszego)
i 13 (w przypadku st¢zenia wyzszego) co sumarycznie daje niespetna 29%. Tylko cztery
izolaty charakteryzowaty sie spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.

W przypadku pigciu izolatow (13,16%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji
genu CYP51A po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizszej tabeli (Tab. 31.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu CYP51A dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacja
TR341.98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegolnych izolatéw hodowanych na podtozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto§¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto$¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfrg (1) zaznaczono nizsze stezenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze stezenie badanego zwigzku.

Usredniony poziom ekspresji genu CYP51A izolatoéw A. fumigatus hodowanych
na podtozu z itrakonazolem wzrést w kazdej z badanych grup. Obecno$¢ posakonazolu
w podtozu spowodowala spadek poziomu ekspresji genu CYP51A izolatdéw z mutacja
TR3,L98H, u pozostatych grup izolatdéw zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu
ekspresji. Obecnos¢ w podlozu worikonazolu spowodowata znaczacy wzrost ekspresji
genu CYP51A izolatow bez mutacji w genie CYP51A. Worikonazol spowodowat takze
wzrost poziomu ekspresji tego genu w grupie izolatow z mutacja TR3,L98H oraz wzrost
ekspresji w grupie izolatow z ré6znymi mutacjami w przypadku zastosowania wyzszego
stezenia worikonazolu.
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Tab. 31. Usrednione wyniki wzglednych roéznic w poziomach ekspresji genu CYP51A dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR34L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR(A) | ITR(@2) | POS(1) | POS(2) | WOR (1) | WOR (2
Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 3,275 3,637 2,853 3,612 3,317 6,268
Izolaty z mutacja
TR, 98H 2,104 6,041 0,585 0,952 2,789 1,938
I1zolaty z innymi
mutacjami w genie 32,654 16,041 71,577 34,285 1,763 23,153
CYP51A

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow, przeprowadzona z wykorzystaniem
testu U Manna-Whitney’a potwierdzita, ze obserwowane réznice w poziomach gendéw
sg istotne statystycznie za wyjgtkiem spadku poziomu ekspresji genu izolatow
z innymi mutacjami w genie CYP51A hodowanych na nizszym st¢zeniu worikonazolu.
Oznacza to, ze obecno$¢ w medium hodowlanym itrakonazolu lub worikonazolu
wplywa na wzrost poziomu ekspresji genu CYP51A izolatow A. fumigatus
bez wzgledu na mutacje w genie CYP51A. Posakonazol rowniez wplywa na wzrost
poziomu ekspresji genu CYP51A izolatow bez mutacji TR3,L.98H i z innymi mutacja
ale w przypadku izolatéw z mutacja TR34L98H nie powoduje istotnych zmian
poziomu ekspresji genu CYP51A. Dodatkowo analiza statystyczna wykazatla,
ze poziomy ekspresji genu CYP51A zarowno izolatow z mutacjag TR34L98H i bez tej
mutacji zmieniaja si¢ bez wzgledu na stosowane stezenie badanych azoli.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 19.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych si¢ wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu CYP51A. Wzrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,

gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKOMAZTOL POSAKONAZOL WORIKONAZOL
brak brak
hr.ak zmizn zmian e
zmian 36% 32% ECED
A40%
spadek
235 spadek spadek
205 3%

A\ MOST

Ryc. 19. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na

CYP51A

zmiany poziomoéw ekspresji genu
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8.5.3.2. Analiza zmian pozioméw ekspresji genu CYP51B

Tab. 32. Wyniki zmian wzglednych pozioméw ekspresji genu CYP51B

Wzgledny poziom ekspresji genu CYP51B po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku

Nrizoaltu [ ITR(1) [ ITR(2) [ POS (1) | POS (2) | WOR (1) | WOR (2)

2 0585 | 1,202 1,197 0,865 0,006

13 0,131 0,208 21,736 5,003

25 0,263 | 0,272 | 0,354 0,222 51,309 13,354

29 1,061 | 0,196 1,02 0,669 0,115 1,888

55 0,811 | 0,609 | 0,488 1,844 5,524 4,004

\ 0,759 1,816 1,593

0479 | 0,374 0,56

\ 1,436 0,295 32,768

102 0,976 0,666 1,455 0,936 0,319

0,499 | 0,939 1,389 2,351 10,353

0,578 0,02 0,009 0,618 0,616

0,343 0,406 1,168 | 1313,667

1,718 0,598 1,729 4,243

0,116 0,017 1,063 1,308

10,395 1,108

1,715 9,468

6,494 9,072

7,675 100,81

1,511 1,692

0,851 1,117

0,359 0,4

4,129 8,45

0,166 0,226

0,331 0,091

0,304 0,745

1,167 0,081

0,007 0

3,988 1,417

0,702 1,2

3,889 3,508

13,752 4,801

0,306 0,068 0,1

201 1,063 | 0,429 1,093 11,258 118,74

202 0,607 | 1,504 | 0,379 1,049 0,112 1,951

203 0,62 0,203 0,07 0,084 0,25 0,387

145 0276 | 1,045 | 0576 0,133 3,449 1,965

146 0,916 0,234 4,747 1,81

147 1,331 | 0,722 | 0,729 1,156 0,328 0,225

W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz itrakonazol wptynat
na wzrost poziomu ekspresji genu CYP51B u 13 izolatow (w przypadku nizszego
stezenia) 1 12 izolatow (przy zastosowaniu wyzszego stezenia) co sumarycznie daje
niespelna 33%. Dziewie¢ sposrdéd nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji
w przypadku obu stezen. Dodatkowo itrakonazol spowodowat spadek poziomu ekspresji
tego genu u osmiu izolatéw (w przypadku obydwu stezen) co daje ponad 21%. Tylko
cztery izolaty charakteryzowaly si¢ spadkiem ekspresji w obu stgzeniach.
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Obecno$¢ w podlozu posakonazolu w nizszym stgzeniu indukowata wzrost
poziomu ekspresji CYP51B u 9 izolatow, a w stgzeniu wyzszym u 8 izolatow
— co sumarycznie daje nieco ponad 22%. Tylko cztery sposrdd nich charakteryzowato si¢
wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu
ekspresji tego genu u 15 izolatéw (w przypadku obu stezen) co daje niespetna 40%.
Jedenascie sposrod nich charakteryzowalo si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu
stezen.

Worikonazol w nizszym stgzeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 14 izolatéw (w obu badanych stezeniach) co sumarycznie daje niespetna
37%. 10 sposrod nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen.
Dodatkowo spowodowal spadek poziomu ekspresji tego genu u 12 izolatow
(w przypadku stezenia nizszego) i 10 (w przypadku stezenia wyzszeg0) CO sumarycznie
daje niespelna 29%. Sze$¢ sposrod nich charakteryzowato si¢ spadkiem ekspresji
w przypadku obu stezen.

U 11 izolatow (28,95%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji genu CYP51B
po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizszej tabeli (Tab. 33.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu CYP51B dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacjg
TR3,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegblnych izolatow hodowanych na podtozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto§¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto$¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfra (1) zaznaczono nizsze st¢zenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze st¢zenie badanego zwigzku.

Tab. 33. Usrednione wyniki wzglednych roznic w poziomach ekspresji genu CYP51B dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem roznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace sie wystepowaniem mutacji TR34L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR() | ITR(2) | POS(1) | POS(2) | WOR(1) | WOR (2)
Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 2,776 9,963 2,694 0,817 6,751 15,428
Izolaty z mutacja
TR, 98H 4,393 5,885 0,392 0,515 6,629 3,856
Izolaty z innymi
mutacjami w genie 1,538 2,234 15,612 7,026 2,680 70,491
CYP51A

Usredniony poziom ekspresji genu CYP51B izolatéw A. fumigatus hodowanych
na podtozu z itrakonazolem wzrést w kazdej z badanych grup za wyjatkiem izolatow
z r6znymi mutacjami w genie CYP51A przy hodowli w nizszym stgzeniu itrakonazolu.
Obecnos$¢ posakonazolu w podlozu spowodowala spadek poziomu ekspresji genu
CYP51B izolatow z mutacja TR3,L98H, u pozostatych grup izolatow zaobserwowano
znaczacy wzrost poziomu ekspresji, za wyjatkiem izolatdéw hodowanych na wyzszym
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stezeniu posakonazolu. Obecno$¢ w podtozu worikonazolu spowodowata znaczacy
wzrost ekspresji genu CYP51B u wszystkich izolatow.

Przedstawione wyniki zostaly poddane analizie testem U Manna-Whitney’a
i wykazano, Ze obserwowane roznice sg istotne statystycznie za wyjatkiem izolatow
z réznymi mutacjami hodowanymi na podtozach z nizszym stg¢zeniem itrakonazolu oraz
izolatdéw bez mutacji hodowanych na podtozu z wyzszym st¢zeniem posakonazolu gdzie
zaobserwowano brak istothnych zmian w poziomach eskpresji. Oznacza to,
ze obecno$¢ w medium hodowlanym itrakonazolu lub worikonazolu wplywa
na wzrost poziomu ekspresji genu CYP51B izolatow A. fumigatus bez wzgledu
na mutacje w genie CYP51A. Posakonazol rowniez wplywa na wzrost poziomu
ekspresji genu CYP51B izolatéw bez mutacji TR3,L98H i z innymi mutacja
ale w przypadku izolatéw z mutacja TR34L 98H powoduje spadek poziomu ekspresji
genu CYP51B. Dodatkowo analiza statystyczna wykazata, ze poziomy ekspresji genu
CYP51B izolatéw z mutacja TR3,L.98H i bez tej mutacji zmieniajg si¢ bez wzgledu
na stosowane stezenie badanych azoli.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 20.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych si¢ wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu CYP51B. Wzrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,
gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKONAZOL POSAKOMAZOL WORIKOMNAZOL
brak brak
hr_ak i zmian | warost
zmian 395 34% | 37%
46%
spadek
spadek 295 spadek
21% 0%

Ryc. 20. Wptyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany poziomow ekspresji genu
CYP51B
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8.5.3.3. Analiza zmian pozioméw ekspresji genu MDR1

Tab. 34. Wyniki zmian wzglgdnych pozioméw ekspresji genu MDR1

Wzgledny poziom ekspresji genu MDR1 po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku
Nr izoaltu ITRA) | ITR(2) | POS(1) | POS(2) | WOR (1) | WOR (2)

2 0,112 1,209 1,374 11,19 0,461
13 0,742 0,964 12,551 4,83
25 0,211 0,248 0,065 0,61 4,961 1,636
29 0,659 0,223 0,199 0,324 0,652
55 1,443 1,266 0,796 1,045 1,341
72 1,435 0,59 9,259 0,972
73 0,768 0,111 6,757 4,221
79 0,064 12,049
102 0,235 0,117 0,101 0,214 0,03
106 0,246 1,895 16,162
114 1,943 0,254 0,178 1,828 1,671
115 0,157 0,235 5,809 4635,202
116 1,086 0,085 10,642 3,256
117 0,206 0,041 0,523 0,923
118 1,234 1,599 1,318 10,057 9,833
122 0,269 1,146 0,416 3,004 12,491
129 0,082 0,144 0,002 0,005
130 1,425 6,202
134 0,115 0,541 3,405 0,516
140 0,066 0,273 0,584 0,705 0,63
144 0,12 0,134 0,896 1,168
99 0,052 0,828 15,634 1,671
191 0,908 0,075 0,602 0,847 1,338 1,323
192 0,245 0,212 0,606 0,225
193 1,011 0,278 0,069 0,328 0,066 0,065
194 0,192 0,562 1,757 0,418
195 0,171 0,44 0,324 0
197 0,165 0,171 26,314 0,022
196 0,515 0,844 0,118 1,424 0,098 0,33
198 0,06 0,049 0,461 1,612 11,006
199 2,21 2,64
200 0,502 1,367 0,016 0,045 0,158 0,278
201 0,688 1,106 0,991 0,447 3,417
202 1,011 0,278 0,46 0,104 0,005 0,077
203 1,605 0,174 0,434 0,814 1,588 0,142
145 0,082 1,856 0,911 2,526 2,656 1,146
146 1,129 1,619 0,019
147 1,329 1,613 0,031 0,012 0,53 0,322

W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz itrakonazol wplynat
na wzrost ekspresji genu MDR1 u 14 izolatow (w przypadku nizszego stezenia)
i 17 izolatow (przy zastosowaniu wyzszego stezenia) co sumarycznie daje niespelna 41%.
U wszystkich 14 izolatow u ktérych zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji
na stgzeniu nizszym, ekspresja wzrosta takze na stezeniu wyzszym. Dodatkowo
spowodowat spadek poziomu ekspresji tego genu u 10 izolatow (w przypadku obu stezen)
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co daje ponad 26%. Sze$¢ sposrod nich charakteryzowato si¢ spadkiem ekspresji
w przypadku obu stezen.

Obecnos¢ w podlozu posakonazolu w nizszym stezeniu indukowata wzrost
poziomu ekspresji MDR1 u 11 izolatow, a w stezeniu wyzszym u 14 izolatow
— co sumarycznie daje niespetna 33%. Siedem sposrod nich charakteryzowato sig¢
wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowal spadek poziomu
ekspresji tego genu u 17 izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i 15 (w przypadku
stezenia wyzszego) co sumarycznie daje ponad 42%. U 11 izolatow zaobserwowano
spadek ekspresji w przypadku obu stezen.

Worikonazol w nizszym st¢zeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 14 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 11 izolatow (przy stezeniu wyzszym)
co sumarycznie daje niespelna 33%. Siedem sposrod nich charakteryzowato si¢ wzrostem
ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji
tego genu u 10 izolatéw (w przypadku stezenia nizszego) i 14 (w przypadku stezenia
wyzszego) co sumarycznie daje niespetna 32%. Siedem spos$rod nich charakteryzowato
si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.

U siedmiu izolatow (18,42%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji genu MDR1
po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizszej tabeli (Tab. 35.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu MDR1 dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podiozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacja
TR3,L98H, charakteryzujgce si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegolnych izolatéw hodowanych na podiozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto§¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto$¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfra (1) zaznaczono nizsze st¢zenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze stezenie badanego zwigzku.

Tab. 35. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu MDR1 dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR() | ITR(@2) | POS(1) | POS(2) | WOR (1) | WOR (2)
Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 1,977 4,017 5,506 8,935 3,756 3,724
Izolaty z mutacja
TRa,L 98H 5,243 12,377 0,475 1,106 3,364 1,460
Izolaty z innymi
mutacjami w genie 3,811 7,372 34,290 46,583 2,832 223,3964
CYP51A

Usredniony poziom ekspresji genu MDR1 izolatow A. fumigatus hodowanych
na podtozu z itrakonazolem wzrost w kazdej z badanych grup. Obecno$¢ posakonazolu
w podlozu spowodowata spadek poziomu ekspresji genu MDR1 izolatéw z mutacjg
TR3,L98H w przypadku hodowli na podlozu o nizszym st¢zeniu posakonazolu, oraz brak
Zmian w poziomach ekspresji genu w przypadku hodowli na wyzszym stezeniu
posakonazolu. u pozostatych grup izolatow zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu
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ekspresji. Obecnos¢ w podlozu worikonazolu spowodowata znaczacy wzrost ekspresji
genu MDR1 we wszystkich grupach izolatow za wyjatkiem izolatéw z mutacja TR34L98H
hodowanych na wyzszym stezeniu worikonazolu.

Przedstawione wyniki zostaly opracowane testem U Manna-Whitney’a
1 sg istotne statystycznie za wyjatkiem izolatdow bez mutacji w genie CYP51A
hodowanych na podlozu z nizszym stezeniem itrakonazolu oraz izolatow z mutacja
TR34,L98H hodowanych na podlozy z wyzszym stezeniem worikonazolu gdzie
nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie ekspresji genu MDR1. Oznacza to,
ze obecno$¢ w medium hodowlanym itrakonazolu lub worikonazolu wplywa
na wzrost poziomu ekspresji genu MDR1 izolatow A. fumigatus bez wzgledu
na mutacje w genie CYP51A. Posakonazol rowniez wplywa na wzrost poziomu
ekspresji genu MDR1 izolatow bez mutacji TRy»L98H i z innymi mutacja
ale w przypadku izolatow z mutacja TR3,L98H powoduje brak istotnych zmian
poziomu ekspresji genu MDRL1.

Dodatkowo analiza statystyczna wykazata, ze poziomy ekspresji genu MDR1
izolatow z mutacjg TR3,L98H i bez tej mutacji zmieniaja si¢ bez wzgledu na stosowane
stezenie badanych azoli.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 21.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych sie wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu MDR1. Wzrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,
gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKOMATOL POSAKONAZOL WORIKONAZOL
brak hr_ak brak
zmian zmian zmizn = WErost
333 255 3p% | 33%
spadek 435 spadek
26% 31%

Ryc.21. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany poziomdéw ekspresji genu MDR1
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8.5.3.4. Analiza zmian poziomdw ekspresji genu MDR2

Tab. 36. Wyniki zmian wzglednych pozioméw ekspresji genu MDR2

Wzgledny poziom ekspresji genu MDR2 po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku
Nrizoaltu [ ITR (1) WOR (1) [ WOR (2)
2 0,573 , 0,848 0,242
\ . 0,097 0,041
, 3,246 0,023
\ | , 1,009 1,418
, 14,017 4,351
\ \ 2,098 1,983
03 1,079
3,622 0,075
0,485 0,217
2,142 4,614
1,102 0,921
0,017 5,348
\ 2,348 0,26
} 3311 2,691
0,21 0,405
2,234 15,74
\ 0,001 0
0,521 0,361
1,165 2,99
0,902 5,724
0,086 0,144
1,475 0,351
0,198 0,092
0,188 0,433
0,06 0,147
18,028 1,308
0,01 0
[ 1, , 2,518 0,82
0,243 2,455
| | 0156 | 0166 | 11553 | 3,033
8,284 0,774
| 0865 | 0807 | 0258 0,047
201 , 1,323 0,136 1,533
202 , 1 0,397 0,215 0,002 0,014
203 0,416 0,33 0,034 0,049 0,537 1,885
145 , 0,404 0,358 0,117 0,138 0,937
146 | 1,995 | 0,865 3,182
147 \ | 0358 0,029 5,136 0,151

W toku przeprowadzonych badan iz itrakonazol wplynat na wzrost ekspresji genu
MDR2 u 15 izolatow (w przypadku obu stgzen) co daje niespeilna 40% badanych
izolatow. 12 sposrdod nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji w przypadku
obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji tego genu u dziewieciu
izolatow (w przypadku st¢zenia nizszego) i o$miu (w przypadku stezenia wyzszego)
co sumarycznie daje ponad 22%. Tylko pig¢ sposrod nich charakteryzowato si¢ spadkiem
ekspresji w przypadku obu stgzen.
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Obecno$¢ w podlozu posakonazolu w nizszym stgzeniu indukowata wzrost
poziomu ekspresji MDR2 10 izolatbw, a w stezeniu wyzszym 13 izolatow
— co sumarycznie daje nieco ponad 30%. Dziewie¢ sposrdd nich charakteryzowalo sie
wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowal spadek poziomu
ekspresji tego genu u 17 izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i 12 (w przypadku
stezenia wyzszego) co sumarycznie daje niespetna 37%. Dziewi¢¢ sposrod nich
charakteryzowalo si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stgzen.

Worikonazol w nizszym stgzeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 13 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 10 izolatéw (przy st¢zeniu wyzszym)
co sumarycznie daje nieco ponad 30%. Tylko pie¢ sposréd nich charakteryzowato
si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek
poziomu ekspresji tego genu u 16 izolatow (w przypadku stezenia nizszego)
i 18 (w przypadku stezenia wyzszego) co sumarycznie daje niespetna 45%. Jedenascie
sposrod nich charakteryzowato si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.

U siedmiu izolatéw (18,42%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji genu MDR2
po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizsze] tabeli (Tab.37.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu MDR2 dla izolatéw A. fumigatus hodowanych na podiozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacjg
TR3,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegblnych izolatow hodowanych na podtozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto§¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto§¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfra (1) zaznaczono nizsze st¢zenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze st¢zenie badanego zwigzku.

Tab. 37. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu MDR2 dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR34,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR@A) [ ITR@ [ POS(M) | POS(2) | WOR (@) | WOR (2)

Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 5,075 1,089 3,541 2,396 2,316 1,157

Izolaty z mutacja

TRa,L 98H 8,973 19,516 0,403 0,799 3,122 1,835
Izolaty z innymi
mutacjami w genie 4,604 5,569 161,798 23,023 2,142 2,019
CYP51A

Usredniony poziom ekspresji genu MDR2 izolatéw A. fumigatus hodowanych
na podtozu z itrakonazolem wzrést w kazdej z badanych grup za wyjatkiem izolatow
bez mutacji w genie CYP51A hodowanych na wyzszym steZeniu itrakonazolu, gdzie
poziom ekspresji genu MDR2 nie ulegt zmianie. Obecno$¢ posakonazolu w podtozu
spowodowata spadek poziomu ekspresji genu MDR2 izolatbw z mutacja TR34L98H,
u pozostalych grup izolatdow zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu ekspresji
tego genu. Obecno$¢ w podtozu worikonazolu spowodowata znaczacy wzrost ekspresji
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genu MDR2 izolatow bez mutacji w genie CYP51A i z mutacja TR3,L98H hodowanych
na nizszym stgzeniu worikonazolu, oraz izolatéw z r6znymi mutacjami w genie CYP51A
w przypadku obu stosowanych stezen.

Przedstawione wyniki zostaly opracowane testem U Manna-Whitney’a
i sa istotne statystycznie za wyjatkiem izolatdow bez mutacji hodowanych na podtozu
z wyzszym stezeniem itrakonazolu oraz izolatow z mutacja TR34L98H hodowanych
na podlozu z wyzszym stgzeniem worikonazolu gdzie nie zaobserwowano istotnych
zmian w poziomie ekspresji genu MDR2. Oznacza to, ze obecno$¢ w medium
hodowlanym itrakonazolu lub worikonazolu wplywa na wzrost poziomu ekspresji
genu MDR2 izolatéw A. fumigatus bez wzgledu na mutacje w genie CYPS51A.
Posakonazol rowniez wplywa na wzrost poziomu ekspresji genu MDR2 izolatéw bez
mutacji TR3,L98H i z innymi mutacja ale w przypadku izolatow z mutacja
TR34L98H powoduje spadek poziomu ekspresji genu MDR2. Dodatkowo analiza
statystyczna wykazala, ze poziomy ekspresji genu MDR2 izolatdéw z mutacjg TR3,L98H
i bez tej mutacji zmieniajg si¢ bez wzgledu na stosowane stezenie badanych azoli.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 22.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych si¢ wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu MDR2. Wzrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,
gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKOMAZOL POSAKONAZOL WORIKOMAZOL
brak brak
hr.ak 5 zmian | W2Zrost
2mizn zmian B
0% 33% 25%
spadek
spadek spadek 45%
20% 37%

Ryc. 22. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany poziomoéow ekspresji genu MDR2
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8.5.3.5. Analiza zmian pozioméw ekspresji genu MDR3

Tab. 38. Wyniki zmian wzglgdnych pozioméw ekspresji genu MDR3

Wzgledny poziom ekspresji genu MDR3 po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku
Nr izoaltu ITR@A) | ITR(2) | POS (1 POS (2) | WOR (1) | WOR (2)

2 0,113 0,075 0,676 0,007
13 0,711 0,487 0,21 3,722 1,893
25 0,027 0,013 0,454 19,433
29 0,114 0,277
55 0,37 0,93 0,419 0,12 1,534 22,037
72 4,407 3,252
73 0,426 0,106 0,278 0,333 0,188
79 0,563 0,108 0,467 0,688
102 0,245 0,079 0,138 1,269 0,258
106 1,474 1,975 0,528 1,575 1,731
114 0,008 0,004 0,631 0,135 0,764 0,154
115 0,445 0,432 0,011 1,582
116 0,035 4,385 0,335
117 0,06 0,704 0,023 2,826 21,079
118 1,442 3,644 3,659
122 1,32 0,605 1,026 3,262
129 0,552 1,909 0,034 0,008
130 0,119 0,08 37,47 8,002
134 0,01 0,151 0,28 1,065 4,538 13,524
140 0,018 0,323 0,002 0,019 0,056 0,036
144 0,379 0,444 1,099 0,913 0,254 0,227
99 0,173 0,32 3,716 1
191 1,72 0,418 0,404 0,299 0,745
192 0,137 0,828 1,251 0,576 0,67
193 0,795 1,005 0,385 0,363 0,088
194 0,26 130,9 2,43
195 0,174 0,011 0
197 0,455 1,127 1,615 1,798
196 0,001 2,629 2,791
198 1,018 0,354 3,486 1,108
1,389 1,088 1,173
0,263 0,013
201 1,808 4,718 12,522
202 0,795 1,845 0,002 0,006
203 0,329 0,048 0,006 0,238 0,598
145 0,208 0,195 0,01 7,683 10,539
146 0,168 1,221 0,181 2,131
147 0,26 0,239 2,203 0,057

W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz itrakonazol wplynat
na wzrost ekspresji genu MDR3 u 16 izolatow (w przypadku nizszego stezenia)
i 15 izolatow (przy zastosowaniu wyzszego stezenia) co sumarycznie daje niespelna 41%.
11 spos$rod nich charakteryzowato si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen.
Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji tego genu u 18 izolatow
(w przypadku stezenia nizszego) i 11 (w przypadku stezenia wyzszego) co sumarycznie
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daje niespetna 37%. Dziewie¢ spos$rodd nich charakteryzowalo si¢ spadkiem ekspresji
w przypadku obu stezen.

Obecnos¢ w podlozu posakonazolu w nizszym stezeniu indukowata wzrost
poziomu ekspresji MDR3 u 12 izolatow, a w stezeniu wyzszym u 13 izolatow
— co sumarycznie daje niespelna 33%. Osiem spos$réd nich charakteryzowato sie
wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu
ekspresji tego genu u 14 izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i 16 (w przypadku
stezenia wyzszego) co sumarycznie daje ponad 39%. 11 sposrod nich charakteryzowato
si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.

Worikonazol w nizszym stezeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 14 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 13 izolatow (przy stezeniu wyzszym)
co sumarycznie daje nieco ponad 34%. Dziewig¢ sposrod nich charakteryzowalo sig
wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu
ekspresji tego genu u 15 izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i 14 (w przypadku
stezenia wyzszego) co sumarycznie daje niespelna 37%. Dziewige¢ sposrod nich
charakteryzowato si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stgzen.

U sze$ciu izolatow (15,79%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji genu MDR3
po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizszej tabeli (Tab. 39.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu MDR3 dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacja
TR3,L98H, charakteryzujgce si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegolnych izolatéw hodowanych na podiozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto§¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto$¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfra (1) zaznaczono nizsze st¢zenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze stezenie badanego zwigzku.

Tab. 39. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu MDR3 dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR() | ITR(@2) | POS(1) | POS(2) | WOR (1) | WOR (2)
Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 3,606 2,408 19,047 15,197 5,074 3,674
Izolaty z mutacja
TRa,L 98H 9,697 25,216 0,440 0,556 3,390 11,513
Izolaty z innymi
mutacjami w genie 7,741 14,811 100,190 38,209 7,469 1,509
CYP51A

Usredniony poziom ekspresji genu MDR3 izolatow A. fumigatus hodowanych
na podtozu z itrakonazolem wzrost znaczaco w kazdej z badanych grup. Obecnosé
posakonazolu w podtozu spowodowata spadek poziomu ekspresji genu MDR3 izolatow
z mutacja TR3,L.98H, u pozostalych grup izolatéw zaobserwowano znaczgcy wzrost
poziomu ekspresji. Obecno$¢ w podtozu worikonazolu spowodowata znaczacy wzrost
ekspresji genu MDR3 u wszystkich izolatow za wyjatkiem grupy izolatow z réznymi
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mutacjami w genie CYP51A gdzie nie zaobserwowano zmian w poziomach ekspresji
genu MDRS3. Przedstawione wyniki zostaly opracowane testem U Manna-Whitney’a
i s3 istotne statystycznie. Oznacza to, ze obecno$¢ w medium hodowlanym
itrakonazolu lub worikonazolu wplywa na wzrost poziomu ekspresji genu MDR3
izolatéw A. fumigatus bez wzgledu na mutacje w genie CYP51A. Posakonazol
réwniez wplywa na wzrost poziomu ekspresji genu MDR3 izolatow bez mutacji
TR3,L98H i z innymi mutacja ale w przypadku izolatéw z mutacja TR3,L98H
powoduje spadek poziomu ekspresji genu MDR3. Dodatkowo analiza statystyczna
wykazala, ze poziomy ekspresji genu MDR3 izolatow z mutacja TR34L98H i bez
tej mutacji zmieniajg si¢ i nie ma statystycznie istotnych roznic pomiedzy wyzszym
1 nizszym stezeniem badanych azoli za wyjatkiem wyzszego stezenia worikonazolu, gdzie
poziom ekspresji genu MDR3 izolatow z mutacjg TR34L.98H jest znaczaco wyzszy.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 23.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych sie wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu MDR3. Wzrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,
gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKONAZOL POSAKONAZOL WORIKONAZOL

brak
zmian

29%

spadek
I7%

Ryc. 23. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany pozioméw ekspresji genu MDR3
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8.5.3.6. Analiza zmian pozioméw ekspresji genu ATRF

Tab. 40. Wyniki zmian wzglednych pozioméw ekspresji genu ATRF

Wzgledny poziom ekspresji genu ATRF po hodowli izolatu na podlozu
z dodatkiem antymikotyku

Nrizoaltu | ITR (1)
2 0,758

WOR (1) [ WOR (2)
2,242 0,002
9,415 5,313
0,211 4,245
0,767
5,536
172
0,851
1,398
0,569
106 0,136 | 1,305 | 0,226 0,57 2,436 2,376
2,477
4,781
0,285
2,899
3,062
6,38
0,035
13,723
1,044
0,134
0,307
0,86
0,205 0,321

0,971 1,017

0,107
1,03
0
1,164
0,836
1,081
2,417
0,019
201 26,158
202 1,929 | 0,359 0,192
203 0906 | 0555 | 0111 | 0,065 178 0,656
145 0,194 | 0,074 2,52 1,996
146 0,363 3,27
147 0461 | 0111 | 13995 1,635

W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano, iz itrakonazol wptynat
na wzrost ekspresji genu ATRF u 17 izolatow (zarowno w przypadku nizszego jak
1 wyzszego stezenia) co daje niespetna 45% izolatow. 13 sposrod nich charakteryzowato
si¢ wzrostem ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek
poziomu ekspresji tego genu u 13 izolatdow (w przypadku stezenia nizszego)
i 10 (w przypadku st¢zenia wyzszego) co sumarycznie daje ponad 30%. Sze§¢ sposrodd
nich charakteryzowato si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.
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Obecnos¢ w podtozu posakonazolu w indukowata wzrost ekspresji genu ATRF
u 11 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 12 izolatow (przy stezeniu wyzszym)
co sumarycznie daje ponad 30%. Osiem sposrdd nich charakteryzowato si¢ wzrostem
ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji
tego genu u 18 izolatow (w przypadku stezenia nizszego) i 16 (w przypadku stezenia
wyzszego) co sumarycznie daje niespelna 45%. 12 sposrdd nich charakteryzowato sig¢
spadkiem ekspresji w przypadku obu stgzen.

Worikonazol w nizszym stgzeniu powoduje wzrost poziomu ekspresji
w przypadku 16 izolatow (przy stezeniu nizszym) i 13 izolatow (przy stezeniu wyzszym)
co sumarycznie daje niespelna 37%. Osiem sposrod nich charakteryzowato sie¢ wzrostem
ekspresji w przypadku obu stezen. Dodatkowo spowodowat spadek poziomu ekspresji
tego genu u 12 izolatéw (w przypadku stezenia nizszego) i 10 (w przypadku stezenia
wyzszego) co sumarycznie daje niespetna 29%. Siedem sposréd nich charakteryzowato
si¢ spadkiem ekspresji w przypadku obu stezen.

U pieciu izolatow (13,16%) nie zaobserwowano wzrostu ekspresji genu ATRF
po ekspozycji na zaden z badanych zwigzkow.

W ponizszej tabeli (Tab. 41.) przedstawiono usrednione zmiany w poziomach
ekspresji genu ATRF dla izolatoéw A. fumigatus hodowanych na podtozach z dodatkiem
roznych azoli. Izolaty zostaly podzielone na trzy grupy: charakteryzujace si¢ mutacjg
TR3,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami w genie CYP51A, izolaty bez mutacji
w genie CYP51A. Poziom ekspresji dla poszczegblnych izolatow hodowanych na podtozu
Sabouraud bez dodatku antymikotyku wynosi 1, warto$¢ wyzsza wskazuje na wzrost
poziomu ekspresji genu w skutek hodowli na podtozu z antymikotykiem, warto§¢ nizsza
wskazuje na spadek poziomu ekspresji. W tabeli cyfra (1) zaznaczono nizsze st¢zenie
badanego zwigzku, za$ cyfra (2) wyzsze st¢zenie badanego zwigzku.

Tab. 41. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu ATRF dla izolatow
A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem roznych stezen azoli. Izolaty podzielono na trzy grupy:
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR34,L98H, charakteryzujace si¢ innymi mutacjami i bez
mutacji

ITR() | ITR(2) | POS(1) | POS(2) | WOR(1) | WOR (2)
Izolaty bez mutacji w
genie CYP51A 3,415 2,020 4,511 6,784 3,882 2,553
Izolaty z mutacja
TR, 98H 15,056 6,572 0,552 0,814 3,828 2,804
Izolaty z innymi
mutacjami w genie 16,744 11,345 2,587 3,557 3,188 2,721
CYP51A

Usredniony poziom ekspresji genu ATRF izolatow A. fumigatus hodowanych
na podiozu z itrakonazolem wzrést w kazdej z badanych grup. Obecno$¢ posakonazolu
w podiozu spowodowata spadek poziomu ekspresji genu ATRF izolatow z mutacjg
TR3,L98H, u pozostatych grup izolatdow zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu
ekspresji. Obecnos¢ w podlozu worikonazolu spowodowata znaczacy wzrost ekspresji
genu ATRF we wszystkich badanych grupach.
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Przedstawione wyniki poddano analizie statystycznej testem U Manna-
Whitney’a. Stwierdzono, ze obserowoane roznice w poziomach ekspresji sg istotne
statystycznie. Oznacza to, ze obecno$¢ w medium hodowlanym itrakonazolu
lub worikonazolu wplywa na wzrost poziomu ekspresji genu ATRF izolatéw
A. fumigatus bez wzgledu na mutacje w genie CYP51A. Posakonazol rowniez wplywa
na wzrost poziomu ekspresji genu ATRF izolatow bez mutacji TR3,L98H
i z innymi mutacja ale w przypadku izolatéw z mutacja TR3,L98H powoduje spadek
poziomu ekspresji genu ATFR. Dodatkowo analiza statystyczna wykazata, ze poziomy
ekspresji genu ATRF izolatow z mutacja TR34L98H i bez tej mutacji zmieniajg si¢
bez wzgledu na stosowane stezenie badanych azoli.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 24.) przedstawiono procent izolatow
charakteryzujacych si¢ wzrostem, spadkiem i brakiem istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu ATRF. Wozrost poziomu ekspresji genu uznawany jest za istotny,
gdy warto$¢ R wynosi co najmniej 2 [Tybulski J, 2008].

ITRAKONAZOL POSAKONAZOL WORIKONAZOL
brak hrgk brak
. Zmian H
zmizn Zmian | werost
0% 25% 343 | 37
spadek 455 spadek
30% 29%

Ryc. 24. Wptyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany poziomow ekspresji genu ATRF

Cze$¢ wynikow z wplywu obecno$ci azoli na poziomy ekspresji genéw izolatow A. fumigatus
zostala opublikowana w Acta Biochemica Polonica: ,,Examination of CYP51A and CYP51B
expression level of the first Polish azole resistant clinical Aspergillus fumigatus isolate”
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8.5.4. Wplyw dlugotrwalej ekspozycji izolatéw A. fumigatus na dzialanie azoli
oraz skutki zaprzestania ekspozycji

Do badan wplywu dlugotrwatej ekspozycji A. fumigatus na azole wybrano
38 izolatow scharakteryzowanych w tabeli dziewiatej (Tab. 9.) w rozdziale 7.7.
Wszystkie izolaty pasazowano na podtozach z dodatkiem
posakonazolu/itrakonazolu/worikonazolu / i bez dodatku antymikotyku (jako kontrolg).
Izolaty pasazowano 20-krotnie na poszczegdlnych podlozach i wyznaczano wartosci
MIC dla posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu. Zaobserwowano wzrost warto$ci
MIC a wyniki zostaly oméwione w jednym z ponizszych podrozdzialow. W trakcie
pasazowania izolatbw A. fumigatus na podlozach z antymikotykami zaobserwowano
zmiany w morfologii grzybow, ktéore omowione zostaly w podrozdziale 8.5.4.1.
Po 20-krotnych pasazach wybrano cztery izolaty w celu okreslenia zmian pozioméw
ekspresji genow.

Nastepnie kazdy z 38 izolatdéw hodowanych na podilozach z antymikotykami
pasazowano pigciokrotnie na podtozu Sabouraud bez antymikotykow w celu sprawdzenia,
czy usunigcie azoli z podtoza wptynie na zmiany warto$ci MIC antymikotykow badanych
grzybéw. Wyniki tego eksperymentu zostaly przedstawione w podrozdziale 8.5.4.2.
Na tym etapie réwniez sprawdzono poziomy ekspresji gendéw czterech izolatow
A. fumigatus.

8.5.4.1. Zmiany w morfologii izolatéw A. fumigatus podczas hodowli

Klasycznie grzyby z gatunku A. fumigatus rosng w postaci zielonkawych

lub ciemnozielono-brazowych kolonii. W toku badan nad niniejsza rozprawa

. zaobserwowano liczne odstepstwa

od opisywanego w literaturze
charakterystycznego wzrostu.

Pierwsza zaobserwowana réznicg, byto

mocniejsze wrastanie w agar grzybow
charakteryzujacych si¢ mutacja TR3,/L98H
a hodowanych na podtozu  Sabouraud.
Poza mocniejszym wrastaniem w podloze,
grzyby te charakteryzowaly sie ciemniejszym
kolorem kolonii od dotu ptytki. Takiego wzrostu
nie obserwowano u pozostatych izolatow.
Na rycinie 25 (Ryc. 25.) przedstawiono wyzej
opisane  roznice  migdzy  przyktadowym
szczepem opornym i referencyjnym — bez
mutacji w genie CYP51A.

Ryc. 25. Roznice we wzroscie grzybow
charakteryzujacych si¢ mutacja TR3,/L98H
od pozostatych A. fumigatus

(A)  —szczep referencyjny, bez mutacji
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(B) — szczep z mutacja TR34/L98H

Dodatkowo zaobserwowano, iz w przypadku hodowli A. fumigatus na agarze
Sabouraud z dodatkiem itrakonazolu lub posakonazolu wzrost grzybni rozni sig¢
od powyzszego opisu 1 jest zalezny od iloSci pasazy izolatow na podtozach
z antymikotykami.

Podczas pierwszego pasazu na podloza z dodatkiem posakonazolu
i itrakonazolu kolonie A. fumigatus sa biale i z czasem delikatnie ciemnieja
do jasnego kremowego koloru. Ponadto w przypadku hodowli A. fumigatus
z powyzszymi azolami zaobserwowano zmiany w strukturze grzybni. ltrakonazol
i posakonazol indukuja silne wrastanie grzybni w podloze. Co ciekawe, zmian
w zabarwieniu i strukturze grzybni nie zaobserwowano w przypadku hodowli
A. fumigatus na podlozu z dodatkiem worikonazolu. Izolaty hodowane na podlozu
z worikonazolem oraz na podlozu bez dodatku antymikotykéw rosty klasycznie.
Na ponizszych rycinach (Ryc. 26-28.) przedstawiono przykladowy wzrost grzybow
z gatunku A. fumigatus na podtozach z poszczegdolnymi antymikotykami.

Ryc. 26. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud (A) i Sabouraud z dodatkiem itrakonazolu
B

B

Ryc. 27. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud (A) i Sabouraud z dodatkiem
worikonazolu (B)
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Ryc. 28. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud (A) i Sabouraud z dodatkiem
posakonazolu (B)

Podczas drugiego pasazu wszystkie izolaty hodowane na podlozach
z dodatkiem posakonazolu, itrakonazolu, worikonazolu i na podlozu bez
antymikotykow rosly w sposéb klasyczny.

Podczas trzeciego, czwartego i piatego pasazu izolaty hodowane na podlozach
z dodatkiem worikonazolu i itrakonazolu oraz bez dodatku antymikotykow rosly
w sposéb klasyczny, a izolaty hodowane na podlozu z dodatkiem posakonazolu rosty
w bardzo zr6znicowany sposéb: 21 izolatéw rosto jako zielono-biato-bragzowe kolonie,
2 izolaty rosty w postaci biatych kolonii, a 15 izolatéw rosto w klasyczny sposéb
jako zielonkawe kolonie. Roznorodnos¢ izolatow hodowanych na podlozu
z posakonazolem przedstawiono na ponizszej rycinie (Ryc. 29.).

Ryc. 29. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud z dodatkiem posakonazolu;
(A) — izolaty rosnace w postaci zielono-biato-brazowej grzybni, (B) — izolaty rosngce w postaci biatej
grzybni
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Podczas szdéstego pasazu wszystkie izolaty rosty w sposéb klasyczny i w takiej
formie rosly az do pasazu dwudziestego. Tak samo rosty wszystkie izolaty podczas
wszystkich re-pasazy na podtozu Sabouraud.

8.5.4.2. Oznaczenia wrazliwosci na azole wielokrotnie pasazowanych izolatow
A. fumigatus

Wartosci MIC posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu dla 38 izolatow
A. fumigatus pasazowanych 20-kronie na podlozach z dodatkiem poszczegdlnych
antymikotykow i na podtozu Sabouraud przedstawiono w ponizszych tabelach (Tab. 42-
45)). W tabeli 42 (Tab. 42.) przedstawiono wyniki MIC antymikotykow uzyskane
dla izolatow hodowanych na podtozu Sabouraud zaréwno przed pasazami jak i po 20 i 25
pasazach. Kolorem z6éttym zaznaczono wartosci MIC rdznigce si¢ od warto$ci
uzyskanych przed pasazami.

Wyniki  wartoéci MIC badanych zwigzkéw dla izolatow hodowanych
z dodatkiem azoli (pasaz) a nastgpnie pasazowanych na podloza bez antymikotykéw
(re-pasaz) przedstawiono w tabelach: Tab. 43. dla izolatow hodowanych
z posakonazolem; Tab. 44. z itrakonazolem i Tab. 45. z worikonazolem.

Tab. 42. Warto$ci MIC badanych zwigzkow dla izolatéw pasazowanych na podtozu Sabouraud

Warto$¢ MIC [mg/L] po 24 i 48h
Evsg;:i Itrakonazol Posakonazol Worikonazol
1z0lat Przed ) Po Zq i25 Prz.ed ) Po ZQ i 25 Prz.ed . Po 20_ i25
pasazami | pasazach | pasazami | pasazach | pasazami pasazach
2 0,25 0,25 0,0312 0,0312 0,25 0,25
13 2 2 0,5 0,5 2 2
25 0,5 0,5 0,0312 0,0312 0,25 0,25
29 0,25 0,25 0,0156 0,0156 0,25 0,25
55 >8 8 0,25 0,25 2 2
72 0,25 0,25 0,0312 0,0312 0,125 0,125
73 0,125 0,125 0,0156 0,0156 0,25 0,25
79 0,25 0,125 0,0312 0,0312 0,25 0,25
102 0,5 0,25 0,06 0,06 0,5 0,5
106 0,5 0,25 0,03 0,03 0,25 0,25
114 0,5 0,5 0,03 0,03 0,25 0,25
115 0,25 0,25 0,03 0,03 0,25 0,25
116 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
117 8 8 0,5 0,5 1 1
118 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
122 0,5 0,5 0,03 0,03 0,25 0,25
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129 >8 8 0,5 0,5 2 2
130 1 1 0,06 0,06 0,5 0,5
143 8 8 0,25 0,25 1 1
140 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
144 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
99 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
145 >8 >8 0,25 0,25 2 2
146 0,25 0,25 0,06 0,06 0,25 0,25
147 0,25 0,125 0,06 0,06 0,25 0,25
191 4 0,25 0,03 0,03 0,5 0,5
192 0,5 0,5 0,06 0,06 0,25 0,25
193 8 0,5 0,03 0,03 0,25 0,25
194 8 0,5 0,03 0,03 0,25 0,25
195 4 0,25 0,06 0,06 0,25 0,25
197 4 0,25 0,06 0,06 0,125 0,125
196 8 0,5 0,125 0,125 0,25 0,25
198 0,5 0,5 0,125 0,125 0,25 0,25
199 4 0,25 0,03 0,03 0,5 0,5
200 8 0,5 0,06 0,06 0,125 0,125
201 8 0,5 0,125 0,125 0,125 0,125
202 8 0,5 0,125 0,125 0,125 0,125
203 4 0,25 0,125 0,125 0,5 0,5

W wyniku pasazowania izolatbw na podlozu Sabouraud zaobserwowano
zmiany wartosci MIC wylacznie dla itrakonazolu. Zmiany te zaobserwowano
u 17 izolatow. U 11 weterynaryjnych (Lublin) izolatéw zaobserwowano utrate
opornosci na itrakonazol. Sa to izolaty weterynaryjne, ktére charakteryzowaly
si¢ oporno$ciag wylacznie na itrakonazol, a u ktérych nie wykazano mutacji W genie
CYPS51A skorelowanych z opornosciag. Dodatkowo u czterech pierwotnie wrazliwych
na itrakonazol izolatéw zaobserwowano spadek wartosci MIC.
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Warto$é MIC [mg/L] po 24 i 48h
Ev?ic:;rg( Itrakonazol Posakonazol Worikonazol
izolat start | pasaz | re-pasaz start pasaz | re-pasaz | start | pasaz | re-pasaz
2 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 | 0,25 | >16 0,25
13 2 >8 2 0,5 >8 0,5 2 >16 2
25 0,5 >8 0,5 0,0312 >8 0,0312 | 0,25 | >16 0,25
29 0,25 >8 0,25 0,0156 >8 0,0156 | 0,25 | >16 0,25
55 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
72 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 | 0,125 | >16 0,125
73 0,125 | >8 0,125 0,0156 >8 0,0156 | 0,25 | >16 0,25
79 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 | 0,25 | >16 0,25
102 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
106 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
114 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
115 0,25 >8 0,25 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
116 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
117 8 >8 8 0,5 >8 0,5 1 >16 1
118 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
122 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
129 >8 >8 >8 0,5 >8 0,5 2 >16 2
130 1 >8 1 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
143 8 >8 8 0,25 >8 0,25 1 >16 1
140 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
144 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
99 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
145 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
146 0,25 >8 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
147 0,25 >8 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
191 4 >8 2 0,03 >8 0,125 0,5 >16 0,5
192 0,5 >8 0,25 0,06 >8 0,125 0,25 | >16 0,25
193 8 >8 2 0,03 >8 0,06 0,25 | >16 0,5
194 8 >8 i 0,03 >8 0,125 0,25 >16 0,5
195 4 >8 il 0,06 >8 0,5 0,25 >16 0,25
197 4 >8 2 0,06 >8 0,125 | 0,125 | >16 0,25
196 8 >8 0,25 0,125 >8 0,5 0,25 >16 0,5
198 0,5 >8 0,5 0,125 >8 0,5 0,25 | >16 0,5
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199 4 >8 i 0,03 >8 0,06 0,5 >16 1
200 8 >8 2 0,06 >8 0,125 0,125 | >16 0,5
201 8 >8 i 0,125 >8 0,5 0,125 | >16 0,25
202 8 >8 i 0,125 >8 0,5 0,125 | >16 0,5
203 4 >8 0,5 0,125 >8 0,25 0,5 >16 1

Wszystkie badane izolaty po 20-krotnym pasazu na podlozu z dodatkiem
posakonazolu nabywaly oporno$¢ na itrakonazol, posakonazol i worikonazol.
Po re-pasazach na podlozu Sabouraud bez dodatku posakonazolu obserwowano
obnizenie wartosci MIC. W wiekszosci przypadkéow wartosci MIC wroécily
do poziomu sprzed pasazy.

Wyjatek stanowi grupa izolatow weterynaryjnych. Wyniki MIC dla itrakonazolu
spadly w porownaniu do wyjsciowych (za wyjatkiem jednego izolatu - 198 — gdzie
warto§¢ MIC wroécita do wyjsciowej). W zwigzku ze spadkiem wartosci MIC, siedem
izolatow utracito oporno$¢ na itrakonazol (zaznaczono w tabeli kolorem szarym). Wyniki
warto$ci MIC dla posakonazolu po re-pasazach wszystkich weterynaryjnych izolatow
byly wyzsze od wyj$ciowych. Sze$¢ izolatdow nadal charakteryzowalo si¢ opornoscig
na posakonazol. Wyniki wartosci MIC dla worikonazolu po re-pasazach dla izolatow
weterynaryjnych w wigkszo$ci rowniez byly wyzsze od wyjsciowych. Wartosci MIC
itrakonazolu, posakonazolu i worikonazolu uzyskane dla izolatow weterynaryjnych, ktore
przed pasazami byly wrazliwe na dany lek, nastgpnie nabyly oporno$¢ poprzez pasaze
na podtozach z antymikotykami i nie utracity tej oporno$ci w skutek re-pasazy na podtozu
Sabouraud zostaly w powyzszej tabeli wyrdznione poprzez pogrubienie czcionki.
Z6ttym wyréznieniem wskazane zostaty wartosci MIC badanych zwigzkéw dla izolatow
weterynaryjnych, ktore pomimo re-pasazy charakteryzowaty si¢ wyzsza wartoscig MIC
niz przed pasazami.

Tab. 44. Wartosci MIC badanych zwiazkéw dla izolatow pasazowanych na podlozu Sabouraud
z dodatkiem itrakonazolu, a nastgpnie hodowanych na podtozach bez dodatku leku

Warto$é¢ MIC [mg/L] po 24 i 48h
Evsgazre]i Itrakonazol Posakonazol Worikonazol
izolat start | pasaz | re-pasaz | start | pasaz | re-pasaz | start | pasaz | re-pasaz
2 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 0,25 >16 0,25
13 2 >8 2 0,5 >8 0,5 2 >16 2
25 0,5 >8 0,5 0,0312 >8 0,0312 0,25 >16 0,25
29 0,25 >8 0,25 0,0156 >8 0,0156 0,25 >16 0,25
55 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
72 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 | 0,125 | >16 0,125
73 0,125 >8 0,125 | 0,0156 >8 0,0156 0,25 >16 0,25
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79 0,25 >8 0,25 0,0312 | >8 0,0312 | 0,25 | >16 0,25
102 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
106 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
114 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
115 0,25 >8 0,25 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
116 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
117 8 >8 8 0,5 >8 0,5 1 >16 1
118 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
122 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 | >16 0,25
129 >8 >8 >8 0,5 >8 0,5 2 >16 2
130 1 >8 1 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
143 8 >8 8 0,25 >8 0,25 1 >16 1
140 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
144 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25

99 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
145 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
146 0,25 >8 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
147 0,25 >8 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 | >16 0,25
191 4 >8 1 0,03 >8 0,125 0,5 >16 2
192 0,5 >8 2 0,06 >8 0,25 0,25 | >16 1
193 8 >8 2 0,03 >8 0,125 0,25 | >16 1
194 8 >8 2 0,03 >8 0,5 0,25 | >16 0,5
195 4 >8 1 0,06 >8 0,125 0,25 | >16 0,5
197 4 >8 1 0,06 >8 0,125 0,125 | >16 0,25
196 8 >8 0,25 0,125 >8 0,5 0,25 | >16 1
198 0,5 >8 0,25 0,125 >8 0,5 0,25 | >16 0,5
199 4 >8 1 0,03 >8 0,125 0,5 >16 1
200 8 >8 2 0,06 >8 0,125 | 0,125 | >16 0,25
201 8 >8 1 0,125 >8 0,25 0,125 | >16 0,5
202 8 >8 2 0,125 >8 0,5 0,125 | >16 0,25
203 4 >8 0,5 0,125 >8 0,5 0,5 >16 1

Wszystkie badane izolaty po 20-krotnym pasazu na podlozu z dodatkiem
itrakonazolu nabywaly oporno$¢ na itrakonazol, posakonazol i worikonazol.
Po re-pasazach na podlozu Sabouraud bez dodatku itrakonazolu obserwowano
obnizenie warto$ci MIC. W wigkszosci przypadkéw wartosci MIC wrocily
do poziomu sprzed pasazy.

Wyjatek stanowi grupa izolatéw weterynaryjnych. Wyniki MIC dla itrakonazolu
spadty w porownaniu do wyjsciowych. Po hodowli bez dodatku antymikotykow, szes¢
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izolatow utracito oporno$¢ na itrakonazol (zaznaczono w tabeli kolorem szarym). WyniKki
wartosci MIC dla posakonazolu i worikonazolu po re-pasazach wszystkich
weterynaryjnych izolatow byly wyzsze od wyjsciowych. Siedem izolatdow mimo
re-pasazy charakteryzowato si¢ opornoscia na posakonazol (ktdrej nie obserwowano
przed pasazami). Jeden izolat charakteryzowal si¢ opornoscig na worikonazol (ktorej
rowniez nie obserwowano przed pasazami). Wartosci MIC itrakonazolu, posakonazolu
1 worikonazolu uzyskane dla izolatow weterynaryjnych, ktére przed pasazami byly
wrazliwe na dany lek, nastgpnie nabyly oporno§¢ poprzez pasaze na podlozach
z antymikotykami i nie utracity tej opornosci w skutek re-pasazy na podtozu Sabouraud
zostaly w powyzszej tabeli wyrdznione poprzez pogrubienie czcionki. Zoéttym
wyroznieniem wskazane zostaly warto§ci MIC badanych zwigzkéw dla izolatow
weterynaryjnych, ktore pomimo re-pasazy charakteryzowaty si¢ wyzsza wartoscig MIC
niz przed pasazami.

Tab. 45. Wartoéci MIC badanych zwigzkéw dla izolatow pasazowanych na podlozu Sabouraud
z dodatkiem worikonazolu, a nast¢gpnie hodowanych na podtozach bez dodatku leku

Warto$é MIC [mg/L] po 24 i 48h

Badany

. Itrakonazol Posakonazol Worikonazol
zwiazek

izolat start | pasaz | re-pasaz | start | pasaz | re-pasaz | start | pasaz | re-pasaz

2 0,25 >8 0,25 0,0312 >8 0,0312 0,25 >16 0,25
13 2 >8 2 0,5 >8 0,5 2 16 2
25 0,5 >8 0,5 0,0312 >8 0,0312 0,25 16 0,25
29 0,25 8 0,25 0,0156 8 0,0156 0,25 >16 0,25
55 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
72 0,25 8 0,25 0,0312 >8 0,0312 | 0,125 | >16 0,125
73 0,125 4 0,125 0,0156 8 0,0156 0,25 >16 0,25
79 0,25 8 0,25 0,0312 4 0,0312 0,25 >16 0,25
102 0,5 8 0,5 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
106 0,5 8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 >16 0,25
114 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 >16 0,25
115 0,25 >8 0,25 0,03 >8 0,03 0,25 >16 0,25
116 0,5 >8 0,5 0,06 8 0,06 0,25 >16 0,25
117 8 >8 8 0,5 >8 0,5 1 >16 1
118 0,5 8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 >16 0,25
122 0,5 >8 0,5 0,03 >8 0,03 0,25 >16 0,25
129 >8 >8 >8 0,5 >8 0,5 2 >16 2
130 1 >8 1 0,06 >8 0,06 0,5 >16 0,5
143 8 >8 8 0,25 >8 0,25 1 >16 1
140 0,5 >8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 >16 0,25
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144 0,5 8 0,5 0,06 >8 0,06 0,25 >16 0,25

99 0,5 8 0,5 0,06 8 0,06 0,25 16 0,5
145 >8 >8 >8 0,25 >8 0,25 2 >16 2
146 0,25 4 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 >16 0,25
147 0,25 4 0,25 0,06 >8 0,06 0,25 >16 0,25
191 4 >8 2 0,03 >8 0,5 0,5 >16 1
192 0,5 >8 4 0,06 >8 0,5 0,25 | >16 0,5
193 8 >8 4 0,03 >8 0,5 0,25 >16 1
194 8 >8 4 0,03 >8 0,25 0,25 | >16 1
195 4 >8 2 0,06 >8 0,25 0,25 >16 0,5
197 4 >8 4 0,06 >8 0,125 0,125 | >16 0,25
196 8 >8 0,5 0,125 >8 2 0,25 >16 1
198 0,5 >8 0,5 0,125 >8 2 0,25 | >16 1
199 4 >8 2 0,03 >8 0,125 0,5 >16 1
200 8 >8 4 0,06 >8 0,5 0,125 | >16 0,25
201 8 >8 8 0,125 >8 1 0,125 | >16 0,125
202 8 >8 4 0,125 >8 1 0,125 | >16 0,125
203 4 >8 4 0,125 >8 1 0,5 >16 1

Wszystkie badane izolaty po 20-krotnym pasazu na podlozu z dodatkiem
worikonazolu nabywaly oporno$¢ na itrakonazol, posakonazol i worikonazol.
Po re-pasazach na podlozu Sabouraud bez dodatku itrakonazolu obserwowano
obnizenie wartosci MIC. W wiekszosci przypadkéow wartoSci MIC wrdcily
do poziomu sprzed pasazy.

Wyjatek stanowi grupa izolatéw weterynaryjnych. Wyniki MIC dla itrakonazolu
spadty w poréwnaniu do wyjsciowych w przypadku o$miu izolatow. Mimo to, izolaty
te (za wyjatkiem izolatu nr 196, zaznaczonego w tabeli kolorem szarym) nadal pozostaty
oporne na itrakonazol. Wyniki wartosci MIC dla posakonazolu i worikonazolu
po re-pasazach wszystkich weterynaryjnych izolatow bylty wyzsze od wyjsciowych
(za wyjatkiem warto§ci MIC worikonazolu dla dwoch izolatow weterynaryjnych, ktore
wrocity do wyjsciowego poziomu). Az 11 weterynaryjnych izolatdéw, mimo re-pasazy,
charakteryzowato si¢ nieobserwowang przed pasazami oporno$cig na posakonazol.

Wartosci MIC itrakonazolu, posakonazolu i worikonazolu uzyskane dla izolatow
weterynaryjnych, ktére przed pasazami byly wrazliwe na dany lek, nastepnie nabyly
opornos¢ poprzez pasaze na podtozach z antymikotykami i nie utracily tej opornosci
w skutek re-pasazy na podlozu Sabouraud zostaly w powyzszej tabeli wyrdznione
poprzez pogrubienie czcionki. Zoéttym wyréznieniem wskazane zostaty wartosci MIC
badanych zwigzkéow dla izolatbw weterynaryjnych, ktére pomimo re-pasazy
charakteryzowaly si¢ wyzsza wartoscia MIC niz przed pasazami. Na podstawie
uzyskanych wynikéw, mozna wysnué¢ hipoteze, ze izolaty te byly juz wcze$niej
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w $rodowisku wystawione na dziatanie azoli i stad wyniki tej grupy izolatow sa inne niz
dla izolatow klinicznych.

Na ponizszym schemacie (Ryc. 30.) przedstawiono zbiorcze podsumowanie
wynikéw dotyczacych wplywu wystepowania — badz braku - azoli w medium
hodowlanym na wrazliwo$¢ izolatow A. fumigatus na azole.

4 oporne naITR/POS/VOR
raciewmnde MG Zoparme s
pasazami 11 opornych nalTR
21 wradliwe
SAB VOR I ITR I
: .. g 4 gporne na
Dwuu:lzuesti_:kn::-tm.I pasaiizolatow ITR/POS/VOR 18 na
na podfoiu SAB orazna SABz 2 Wml
dodatkiem rézmych azoli oraz m’ﬂ
WyZnaczenie wartosci MIC i Dre=io=s
32 wrailiwe
SAB SAB S4B SAB
4 oporne na a
4 oporne na ITR/POS/VOR oporne na
ITR/POS/VOR
4 oporne na ITR/POS/VOR 5 apornych na 3
apoarne na
Piecickrotny pasaZ powyiszych ITR/POS/VOR 11 oparmych na ITR/POS ITR/POS
izolatdw na podtoiu SAB bez azoli 2 oporne na ITR/POS 2 oparne naITR a
oraz wyznaczenie wartosci MIC ITR/POS 2 oporne nalTR 4 oporne na POS
32 wrailiwe 2 oporne na POS 1 oporny na me
3li OR
19 wrazlivych mN ? o —
22 wratliwe

Ryc. 30. Podsumowanie wplywu azoli — badz ich braku - w medium hodowlanym na grupe 38 izolatow
A. fumigatus

8.5.4.3. Analiza zmian poziomow ekspresji genow pasazowanych izolatow
A. fumigatus wykonana metoda komparatywna

Do badan wybrano cztery izolaty (dwa wrazliwe na azole: 2 i 192 oraz dwa
oporne: 13 1 145). W toku badan sprawdzano poziom ekspresji genéw kodujacych
transportery blonowe (MDR1, MDR2, MDR3, ATRF) oraz odpowiedzialnych
za prawidtowa synteze Sciany i btony komorkowej (CYP51A i CYP51B) przed pasazami,
po dhlugotrwatej hodowli A. fumigatus na podtozach z dodatkiem antymikotykow
oraz po re-pasazach na podtozu Sabouraud. Wyniki zostaly przedstawione w ponizszej
tabeli (Tab. 46.).
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Tab. 46. Zmiany poziomow ekspresji genow izolatbw A. fumigatus 20-krotnie pasazowanych
na podtozach z dodatkiem azoli (zaznaczone niebieskim ttem): worikonazol, posakonazol i itrakonazol
a nastepnie 5-krotnie re-pasazowanych na podtozu Sabouraud (zaznaczone pomaranczowym tlem)

WORIKONAZOL

/\/\ MOST WIEDZY Pobranoz mostwiedzy.pl
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CYP51A | CYP51B MDR1 MDR2 MDR3 ATRF
2 1,094 6,459 2,968 2,440 3,483 33,676
2 pasaz 62,164 0,070 59,466 1,0845 1,968 18,290
13 0,465 0,078 0,087 0,193 0,202 0,049
13 pasaz 17,208 0,158 307,406 | 0,061 6,038 1,301
192 1,981 0,203 7,583 2,162 0,825 0,112
192 pasaz 6,431 0,192 298,999 | 3,724 0,380 3,418
145 0,296 0,293 0,0116 6,322 0,205 0,152
145 pasaz 269,660 0,060 53,817 3,981 5,606 40,786
POSAKONAZOL
CYP51A | CYP51B MDR1 MDR2 MDR3 ATRF
2 0,229 0,808 4,850 0,777 0,036 0,071
2 pasaz 1166,824 0,053 3,940 18,456 22,085 | 72,427
13 1,699 3,579 34,500 0,544 0,686 0,661
13 pasaz 205,643 0,049 0,001 15,552 5,363 7,449
192 1,806 3,170 166,495 | 2,038 2,325 1,266
192 pasaz 32,424 0,165 9,849 15,824 | 50,738 1,768
145 1,970 11,764 4,860 2,344 30,667 15,369
145 pasaz 222,398 0,029 3,000 34,107 13,737 18,214
ITRAKONAZOL
CYP51A | CYP51B MDR1 MDR2 MDR3 ATRF
2 0,312 11,324 2,840 1,632 3,117 0,832
2 pasaz 45,665 0,103 22,690 0,993 3,057 1,289
13 0,515 0,403 0,574 0,203 0,893 0,629
13 pasaz 299,622 0,114 23,556 7,749 12,519 | 404,221
192 0,959 1,041 0,347 2,957 7,047 4,020
192 pasaz 30,316 0,094 18,039 0,509 2,986 0,695
145 3,278 4,174 0,397 4,249 38,063 17,634
145 pasaz 334,996 0,026 13,576 4,170 21,676 12,969
Strona | 122



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

8. Wyniki i wnioski

Po pasazowaniu izolatow na podlozach z dodatkiem worikonazolu poziom
ekspresji genu CYP51A ro$nie, a po re-pasazach dalej wzrasta u wszystkich badanych
izolatow za wyjatkiem izolatu srodowiskowego nr 145. Poziom ekspresji genu CYP51B
przy pasazach maleje u wszystkich izolatow za wyjatkiem izolatu nr 13, a przy
re-pasazach, poziom ekspresji genu jest takze nizszy niz izolatéw hodowanych
na Sabouraud bez dodatku worikonazolu. Poziom ekspresji genu MDR1 wskutek
pasazy na podlozu z worikonazolem wzrasta, a przy re-pasazach maleje (za wyjatkiem
izolatu nr 2). Poziom ekspresji genu MDR2 przy pasazach spada u wszystkich izolatow
za wyjatkiem izolatu nr 192. Przy re-pasazach trudno zaobserwowacé jakie$ zaleznoSci.
Poziom ekspresji genu MDR3 izolatow z mutacja TR3L98H przy pasazach
z worikonazolem wzrasta a przy re-pasazach maleje. W przypadku izolatéw bez mutacji
TR3,L98H zaleznos$¢ jest odwrotna: przy pasazach ekspresja MDR3 maleje, zas przy
re-pasazach wzrasta. Poziom ekspresji genu ATRF przy pasazach na podtozu z dodatkiem
worikonazolu rosnie (za wyjatkiem izolatu nr 2) a przy re-pasazach maleje.

Po pasazowaniu izolatow na podlozach z dodatkiem itrakonazolu poziom
ekspresji genu CYP51A rosnie. Po re-pasazach poziom ekspresji genu CYP51A
dalej wzrasta u wszystkich badanych izolatow za wyjatkiem izolatu nr 145. Poziom
ekspresji genu CYP51B przy pasazach na podlozu z itrakonazolem spada, a przy
re-pasazach jest réwniez nizszy niz izolatbw hodowanych na poditozu Sabouraud
bez dodatku antymikotykéw. Przy pasazach izolatéw na podlozu z dodatkiem
itrakonazolu, poziom ekspresji genu MDR1 wzrasta, a w skutek re-pasazy obserwuje
si¢ dalszy wzrost poziomoéw ekspresji. Poziom ekspresji genu MDR2 przy pasazach
na podtozu z dodatkiem itrakonazolu spada u wszystkich izolatéw za wyjatkiem izolatu
nr 13, a w skutek re-pasazy ro$nie. W przypadku genéw MDR3 i ATRF
nie zaobserwowano zalezno$ci w skutek pasazy i re-pasazy.

Wskutek pasazy izolatow na podlozu z dodatkiem posakonazolu
zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji genu CYP51A. Przy re-pasazach poziom
ekspresji genu CYP51A spada, ale dalej pozostaje wyzszy w stosunku do poziomu
ekspresji izolatdow hodowanych na podtozu Sabouraud bez dodatku antymikotykow.
Poziom ekspresja genu CYP51B przy pasazach na podlozu z posakonazolem spada,
a przy re-pasazach jest rowniez nizszy niz w grupie izolatéw hodowanych na podtozu
Sabouraud bez dodatku antymikotykéw. Poziom ekspresji genu MDR1 w skutek
pasazy na podlozu z posakonazolem spada, a po re-pasazach wzrasta. Poziom
ekspresji genu MDR2 przy pasazach na podlozu z dodatkiem posakonazolu rosnie,
a po re-pasazach spada. Poziom ekspresji genu MDR3 przy pasazach ro$nie
(za wyjatkiem izolatu nr 145) a przy re-pasazach spada, ale i tak jest wyzszy (poza
izolatem nr 145) od wyjsciowych — po hodowli bez antymikotyku. Poziom ekspresji
genu ATRF przy pasazach na podlozu z posakonazolem rosnie, a przy re-pasazach
maleje (za wyjatkiem izolatu nr 192).
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8.5.4.4. Analiza zmian pozioméw ekspresji genéw pasazowanych izolatéw
A. fumigatus wykonana metodg Pfaffla

Do badan wybrano cztery izolaty (dwa wrazliwe na azole: 2 i 192 oraz dwa
oporne: 13 i 145). W toku badan badano poziom ekspresji genéw kodujacych transportery
btonowe (MDR1, MDR2, MDR3, ATRF) oraz odpowiedzialnych za prawidtowa synteze
Sciany i blony komorkowej (CYP51A i CYP51B) po dlugotrwalej hodowli A. fumigatus
na podlozach z dodatkiem antymikotykow. Wyniki zostaly przedstawione i omowione
w kolejnych podrozdziatach.

Wszystkie podane poziomy ekspresji odnosza si¢ do poziomu ekspresji
danego izolatu, hodowanego na podlozu Sabouraud bez dodatku antymikotykow
(kontrola). Warto$¢ = 1 oznacza, ze poziom ekspresji badanego genu (po hodowli
na podtozu z antymikotykiem) jest taki sam jak u tego szczepu hodowanego na podiozu
Sabouraud bez azoli. Wynik wyzszy oznacza wzrost ekspresji np. warto$¢ = 2 oznacza
dwukrotny wzrost poziomu ekspresji w odniesieniu do kontroli. Wynik nizszy
niz 1 oznacza spadek poziomu ekspresji w odniesieniu do kontroli.
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8.5.4.4.1. Analiza zmian pozioméw ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z dodatkiem posakonazolu

Whyniki badania zmian poziomow ekspresji gendéw izolatow A. fumigatus
hodowanych na podlozu z dodatkiem posakonazolu przedstawiono w ponizszej tabeli
(Tab. 47.) i na ponizszym wykresie (Ryc. 31.).

Tab. 47. Zmiany w poziomach ekspresji poszczegélnych gendow izolatow A. fumigatus pasazowanych
na podlozu z dodatkiem posakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

POSAKONAZOL

ekspresja po pasazach espresja po re-pasazach

Izolat | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF | CYP51A | CYP51B | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF | CYP51A | CYP51B

2-W | 0,896 | 8937 | 4385 | 12,202 9,514 5,264 0,504 | 1,198 | 1,976 | 5,195 1,197 3,706

13-0 | 6,294 | 4,337 | 0,164 1,215 0,290 2,572 | 27,137 | 2,419 | 0,060 | 0,931 0,320 2,701

192-W | 5569 | 40,692 | 349,136 | 825,060 | 17,152 | 35,229 | 10,693 | 9,851 | 77,420 | 274,369 | 5,381 3,640

145-0 | 0,234 | 1,708 | 13,724 | 1,263 0,146 17,098 | 0,592 | 0,995 | 2,157 | 2,956 0,176 3,281

W — izolat wrazliwy na azole, bez mutacji w genie CYP51A
O — izolat oporny na azole, z mutacja TR3,/L98H w genie CYP51A

We wszystkich badanych izolatach hodowanych na podlozu z dodatkiem
posakonazolu zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu ekspresji genéw MDR2
i CYP51B. Wsrod izolatéw wrazliwych na azole zaobserwowano znaczacy wzrost
poziomu ekspresji genu ATRF. Ekspresja tego genu izolatow opornych wzrosla
nieznacznie. W skutek hodowli grzybow na podlozu z dodatkiem posakonazolu
poziom ekspresji genu CYP51A wzrést znaczaco w przypadku izolatow wrazliwych
a w przypadku opornych poziom ekspresji tego genu spadl. Wzrost poziomu ekspresji
genu MDR3 zaobserwowano w przypadku dwoch izolatow wrazliwych i jednego
opornego.

Wskutek re-pasazy na podlozu bez posakonazolu poziomy ekspresji genow
MDR2, MDR3 (za wyjatkiem jednego opornego izolatu), ATRF, CYP51A i CYP51B
zaczely powracaé do poziomu wyjsciowego.
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Ryc. 31. Poziom ekspresji poszczegdlnych genow A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem
posakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
Kolorem niebieskim zaznaczono wyniki badania poziomu ekspresji poszczegolnych gendéw
po pasazach na podtozach z antymikotykami, kolorem czerwonym zaznaczono wyniki badania
poziomow ekspresji po re-pasazach. W prawym goérnym rogu kazdego wykresu zaznaczono
jakiego genu tycza si¢ przedstawione na nim wyniki. Izolaty oporne na dziatanie azoli:
131 145, izolaty wrazliwe na azole: 2 1 192
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8.5.4.4.2. Analiza zmian pozioméw ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z dodatkiem worikonazolu

Wyniki zmian pozioméw ekspresji genow izolatow A. fumigatus hodowanych
na podlozu z dodatkiem worikonazolu przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab. 48.)
i na ponizszym wykresie (Ryc. 32.).

Tab. 48. Zmiany poziomow ekspresji poszczegdlnych genow izolatdow A. fumigatus pasazowanych
na podlozu z dodatkiem worikonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

WORIKONAZOL

ekspresja po pasazach espresja po re-pasazach

Izolat | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF | CYP51A | CYP51B | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF | CYP51A | CYP51B

2-W | 0932 | 0375 | 25452 | 3,399 3,211 6,772 2,584 | 0,658 | 3259 | 1,781 1,329 3,883

13-0 | 1,158 | 5,233 | 0,350 4,197 1,213 2,130 9,920 | 0,601 | 0,057 | 0,188 0,028 5114

192-W | 0,857 | 24,732 | 132,659 | 311,455 | 3,249 18,535 | 17,365 | 7,043 | 49,034 | 215,735 | 3,411 22,297

145-0 | 0,081 | 4,151 | 0,291 3,778 0,108 7,789 0,218 | 0,830 | 0,894 | 1,578 0,380 2,853

W — izolat wrazliwy na azole, bez mutacji w genie CYP51A
O - izolat oporny na azole, z mutacja TR3,/L98H w genie CYP51A

Wszystkie badane izolaty A. fumigatus pasazowane na podlozu z dodatkiem
worikonazolu charakteryzowaly sie znacznym wzrostem poziomu ekspresji genéow
CYP51A i ATRF. Poziom ekspresji genu MDR2 wzrdst znacznie w przypadku dwodch
izolatbw opornych i jednego wrazliwego. Poziom ekspresji genu MDR3 wzrost
znaczaco w przypadku izolatéw wrazliwych na azole a w przypadku izolatow
opornych poziom ekspresji tego genu obnizyl si¢. Poziom ekspresji genu MDR1
w przypadku izolatow hodowanych na podlozu z dodatkiem worikonazolu znaczaco
obnizyt si¢ w przypadku jednego opornego izolatu a dla pozostatych nie ulegt znaczacej
zmianie.

W wyniku re-pasazy na podlozu bez dodatku worikonazolu poziom ekspresji
genu MDR2 i MDR3 powraca do stanu wyjsciowego (za wyjatkiem jednego opornego
izolatu). Poziom ekspresji genu MDR1 przy re-pasazach wzrost za wyjatkiem
jednego opornego izolatu.
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Ryc. 32. Poziom ekspresji poszczegdlnych genow A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem
posakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

Kolorem niebieskim zaznaczono wyniki badania poziomu ekspresji poszczegdlnych
gendéw po pasazach na podtozach z antymikotykami, kolorem czerwonym zaznaczono wyniki
badania poziomoéw ekspresji po re-pasazach. W prawym goéormym rogu kazdego wykresu
zaznaczono jakiego genu tyczg si¢ przedstawione na nim wyniki. Izolaty oporne na dziatanie

azoli: 13 i 145, izolaty wrazliwe na azole: 21 192
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8.5.4.4.3. Analiza zmian pozioméw ekspresji genow izolatéw A. fumigatus
hodowanych na podlozu z dodatkiem itrakonazolu

Wyniki zmian pozioméw ekspresji genow izolatow A. fumigatus hodowanych
na podtozu z dodatkiem worikonazolu przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab. 49.)
i na ponizszym wykresie (Ryc. 33.).

Tab. 49. Zmiany poziomow ekspresji poszczegdlnych genow izolatdow A. fumigatus pasazowanych
na podtozu z dodatkiem itrakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

ITRAKONAZOL

ekspresja po pasazach espresja po re-pasazach

Izolat | MDR1 | MDR2 | MDR3 | ATRF | CYP51A | CYP51B | MDR1 | MDR2 | MDR3 ATRF | CYP51A | CYP51B

2-W 0,572 | 34,686 | 27,571 | 184,523 | 32,204 9,938 0,837 | 27,009 | 97,109 | 743,586 | 61,740 1,677

13-0 | 2,096 | 4,189 | 0,615 | 3,866 1,037 1,796 | 15,463 | 0,792 | 0,025 0,375 0,091 2,500

192-W | 2,925 | 17,189 | 86,964 | 63,492 1,637 55,006 | 19,308 | 51,638 | 718,725 | 1949,132 | 18,663 14,554

145-0 | 0,039 | 0424 | 1510 | 2,160 0,303 7,712 0,288 | 2,338 | 13,941 8,733 1,126 6,335

W — izolat wrazliwy na azole, bez mutacji w genie CYP51A
O — izolat oporny na azole, z mutacja TR3,/L98H w genie CYP51A

Wszystkie badane izolaty po pasazach na podlozu z dodatkiem itrakonazolu
charakteryzowaly sie wzrostem poziomu ekspresji genu CYP51B i ATRF. Poziom
ekspresji genu MDR1 wzrasta w przypadku jednego izolatu opornego i jednego
izolatu wrazliwego podczas gdy u pozostatych dwodch izolatow poziom ekspresji
maleje. Poziomy ekspresji genow MDR2 i MDR3 znacznie wzrastaja w przypadku
trzech izolatow (dwoch wrazliwych i jednego opornego). Poziom ekspresji genu
CYPS5S1A wzrasta znaczaco dla izolatow wrazliwych, a w przypadku izolatow
opornych w jednym szczepie zmalal, a w drugim pozostal praktycznie
niezmienny.

W wyniku re-pasazy na podlozach bez itrakonazolu, poziomy ekspresji
genow w wiekszos$ci przypadkow wzrastaly.
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Ryec. 33. Poziom ekspresji poszczegdlnych genow A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem
itrakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
Kolorem niebieskim zaznaczono wyniki badania poziomu ekspresji poszczegolnych gendw
po pasazach na podtozach z antymikotykami, kolorem czerwonym zaznaczono wyniki badania
poziomoéw ekspresji po re-pasazach. W prawym gérnym rogu kazdego wykresu zaznaczono
jakiego genu tycza si¢ przedstawione na nim wyniki. Izolaty oporne na dziatanie azoli:
13 1 145, izolaty wrazliwe na azole: 21 192
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8.6. Wrazliwos¢ izolatéw A. fumigatus na izawukonazol

W zwiagzku z narastajacg opornoscig izolatow A. fumigatus na medycznie
stosowane azole (itrakonazol, posakonazol i worikonazol) poszukuje si¢ alternatywnych
zwigzkow terapeutycznych. Jednym z takich zwigzkow jest izawukonazol. Poniewaz
zostal on dopuszczony do uzycia stosunkowo niedawno, nie ma zbyt wielu danych
na temat jego skuteczno$ci. W ponizszej tabeli (Tab. 50.) przedstawiono wyniki MIC
dla izawukonazolu 100 izolatow A. fumigatus. Czerwonym kolorem zaznaczono
warto$ci MIC wykazujace na opornosc¢ izolatdow na izawukonazol.

Tab. 50. Wyniki oznaczania lekowrazliwosci izolatow A. fumigatus na izawukonazol

Nrizolatu | MIC IZA [mg/L] Uwagi
2 0,25
3 0,5
4-6 0,25
12 0,25
13 4 Oporny na ITR, POS, WOR; TR3,/L98H
16 0,5
17-19 0,25
20 1
21 0,25
25-26 0,5
27 0,25
28-29 0,5
31 0,125
32 0,25
38 0,25
39 0,125
40-41 0,25
51 0,5
52 0,25
53 0,5
54 0,25
55 8 Oporny na ITR, POS, WOR; TR3,/L98H
59 1
60 0,25
61-63 0,5
97-99 0,25
102 0,5
106-107 0,5
114-115 0,5
116 1
117 4 Oporny na ITR, POS, WOR; TR,/L98H
118-121 0,5
122 0,0625
129 4 Oporny na ITR, POS, WOR; TR,/L98H
130-132 0,5
133 0,0125
134 4 Oporny na ITR i POS; TR3,/LL98H
135 0,5
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136 0,25

137 0,125

138 0,25

140 4 Wrazliwy na ITR, PQS, WOR; mutacje:

G393A (GIn-GIn) i G433A (Glu-Lys)

141-142 1
143-144 0,5

145 4 Oporny na ITR, POS, WOR; TR,/L98H
146-148 0,25

162 0,25

163 0,5

164 0,25
165-169 0,5
170-171 1
172-173 0,5

174 0,25

176 0,5

185 0,25

186 0,5

Wrazliwy na ITR, POS, WOR; brak

AL : )r,nutacji w CYP51A

191 0,25

192 0,125

193 0,25

194 0,5
195-196 0,25

197 0,125
198-199 0,5
200-202 0,25
203-204 0,5

Na ponizszym wykresie przedstawiono wyniki wartosci MIC dla izawukonazolu
(Ryc. 34.). Tlosci szczepow opornych od wrazliwych oddzielono pionowa, czerwona linig.

9 izolatéw opornych

llo$¢ szczepdw

0,032 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 >16
Wartosé MIC [ mg/L]

Ryc. 34. Wykres wartosci MIC dla izawukonazolu

Strona | 132


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

==

8. Wyniki i wnioski

Na ponizszym wykresie kotowym przedstawiono procentowy udziat izolatow
opornych i wrazliwych na izawukonazol (Ryc. 35.).

M oporne

mwrazliwe

Ryc. 35. Procentowy udziat izolatow opornych na izawukonazol

Cze$¢ wynikow z oznaczania opornosci na izawukonazol izolatéw A. fumigatus zostala
przedstawiona w formie prezentacji na Ogélnopolska Konferencja Biotechnologéw

i Mikrobiologéw BioMillenium: ,Oporno$¢ izolatow  Aspergillus fumigatus
na izawukonazol”
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W ostatnich latach obserwuje si¢ ciggly wzrost zachorowan na infekcje
grzybicze powodowane przez A. fumigatus. Niestety, wzrasta roéwniez poziom
$miertelnosci w przypadku wystapienia tego typu infekcji. Problem ten dotyczy przede
wszystkim pacjentow z obnizona odpornoscia, hematologicznych, po przebytych
przeszczepach i leczonych kortykosteroidami [Hagiwara D, 2016; Verweij P, 2009].
Grzyby z gatunku A. fumigatus powoduja choroby u ludzi i zwierzat, a takze stanowig
problemy srodowiskowe: sg patogenami wielu roslin uprawnych. Od wielu lat azole sg
lekami pierwszego rzutu w terapii grzybic powodowanych przez A. fumigatus. Niestety,
poza stosowaniem w klinicystyce sg szeroko wykorzystywane w rolnictwie jako $rodki
ochrony ro$lin przed grzybiczymi patogenami. Ze wzgledu na szerokie spektrum
dziatania wykorzystywane sg takze w branzy budowlanej do konserwacji r6znego rodzaju
materiatow. Tak szerokie wykorzystywanie azoli w réznych dziedzinach prowadzi
do ciaglej ekspozycji grzybow na ich dziatanie, co prowadzi do problemy zwigzanych
z nabywaniem przez grzyby opornosciag na azole [Snelder E, 2009; Berger S, 2017].
Pojawienie si¢ opornosci A. fumigatus na azole po raz pierwszy odnotowano w lat
70 ubieglego stulecia. Od tego czasu przypadki oporno$ci na azole w probkach
klinicznych odnotowano prawie w kazdym europejskim Kkraju, w tym w Austrii
[Mortensen K, 2010], Belgii [Jeurissen A, 2012; Vermeulen E, 2015; Montesinons I,
2014; Vermeulen E, 2012], Danii [Mortensen K, 2011; Zhao Y, 2013; Astvad K, 2014;
Mortensen K, 2010], Francji [Dannaoui E, 2001; Bellete B, 2010; Alanio A, 2011; Burgel
P, 2012; Morio F, 2012; Rocchi S, 2014; Lavargne R, 2015; Lescar J, 2014] Niemczech
[Bader O, 2010; Bader O, 2015; Steinmann J, 2012; Fischer J, 2014; Rath P, 2012],
Grecji [Arabatiz M, 2011] Wtoszech [Prigitano A, 2014], Holandii [Camps S, 2012;
Snelders E, 2008; Mellado E, 207; Verweij P, 2007; van der Linden J, 2013; van der
Linden J, 2011; Fuhren J, 2015; Snelders E, 2009; Vermeulen E, 2015; van Ingen J,
2015] Polsce [Kurzyk E, 2015; Zidtkowska G, 2014] Portugalii [Araujo R, 2007],
Rumunii [Sharma C, 2015], Hiszpanii [Rodriguez-Tudela J, 2008; Diaz-Guerra T, 2003;
Mellado E, 2004; Pelaez T, 2012; Mellado E, 2007; Escribano P, 2012; Escribano P,
2013; Mortensen K, 2010; Pelaez T, 2015], Szwecji [Chryssanthou E, 1997], Turcji
[Ozmerdiven G, 2015] i Wielkiej Brytanii [Howard S, 2009; Howard S, 2006; Albarrag
A, 2011; Bueid A, 2010].

Poczatkowo podejrzewano wylacznie kliniczna droge nabywania przez
A. fumigatus opornosci na azole. Niedawno zebrane dowody sugeruja, ze droga
srodowiskowa moze by¢ roéwnie wazna, a nawet wazniejsza. Problem oporno$ci
A. fumigatus na azole stal si¢ problemem globalnym. Mimo to, gtéwne doniesienia
na temat stanu opornosci izolatow A. fumigatus na azole w Polsce stanowig dane
uzyskane w trakcie prac nad niniejszg rozprawg [Brillowska-Dgbrowska A, 2015; Kurzyk
E, 2015, Nawrot U, 2018].

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto si¢ sprawdzenia, czy w Polsce wystepuje
problem rosngcej na $wiecie opornosci izolatow A. fumigatus na azole oraz w przypadku
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jego istnienia, okreslenia glownego mechanizmu molekularnego indukujacego
ta opornosc.

W pierwszej kolejnosci stworzono zréznicowang kolekcje izolatow A. fumigatus
pochodzacych z roznych miejsc Polski (Gdansk i okolice, Wroctaw, Warszawa, Lublin,
Stupsk) oraz izolowanych z réznych nisz ekologicznych (prébki od pacjentow, powietrze
oddzialow szpitalnych, powietrze rejondow agroturystycznych, hodowla gesi). W toku
przeprowadzonych badan, na etapie tworzenia kolekcji natknigto si¢ na problem
z poprawng diagnostyka izolatow. W pierwszym etapie tworzenia kolekcji izolaty
klasyfikowano  metodami  diagnostyki  klasycznej, nastgpniec  potwierdzano
ich przynalezno$¢ za pomocg metod molekularnych. Dzigki temu, okazalo sig,
ze z 204 izolatow zaklasyfikowanych za pomoca metod klasycznych do gatunku
A. fumigatus cztery nalezaly do innych gatunkow (w tym jeden do zupelnie innego
rodzaju). Dwa z izolatow nalezaty do gatunku A. versicolor, jeden do A. flavus i jeden
okazat si¢ by¢ Penicilium chrysogenum. Bledna klasyfikacja tych grzybow nie wynikata
z braku wumiejetnoSci i1 braku doswiadczenia, gdyz prowadzona byla przez
doswiadczonego w klasyfikacji grzyboéw diagnost¢ dr n. med. Urszule Nawrot
z Uniwersytety Medycznego we Wroctawiu. Bledna klasyfikacja wynikneta z bardzo
duzego podobienstwa przedstawicieli tych gatunkéw do siebie. To potwierdza jedynie
konieczno$¢ okreslania przynaleznosci gatunkowej grzybow metodami diagnostyki
molekularnej, gdyz klasyfikacja klasyczna wymaga ogromnego doswiadczenia, przez co
obarczona jest niestety duzym bledem, co czyni ja mniej wiarygodng od metod
molekularnych. Prawidlowa diagnostyka jest wazna z punktu widzenia klinicystow.
Aspergillus flavus jest drugim najczestszym gatunkiem z rodzaju Aspergillus
powodujagcym inwazyjng aspergiloze, i jest zgtaszany jako najbardziej rozpowszechniony
w krajach o suchym klimacie (np. Bliski Wschod, Afryka, Azja Poludniowo-Wschodnia)
poniewaz jest zdolny do przetrwania w ekstremalnych warunkach [Krishnan S, 2009].
Wartosci MIC amfoterycyny B i echinokandyn uzyskane dla tego gatunku sg naturalnie
podwyzszone, ale sg rézne w odniesieniu do azoli. Balajee i wsp. na podstawie
przeprowadzonych badan in vitro stwierdzili, ze itrakonazol jest najaktywniejszym lekiem
przeciw A. flavus [Balajee S, 2007], ale pierwsze badania opisujace inwazyjng aspergiloze
spowodowang przez A. flavus wykazaly, iz izolat byl oporny na itrakonazol
i posakonazol, i ze worikonazol jest najlepszg opcjg terapeutyczng [Ozhak-Baysan B,
2010]. Oporno$c¢ izolatow A. flavus na worikonazol zostata jednak odnotowana w innych
Klinicznych szczepach w badaniach prowadzonych przez Liu i wsp. oraz Paul i wsp. [Liu
W, 2012; Paul R, 2015].

W pracy podjeto si¢ takze oznaczenia opornosci 200 izolatdow A. fumigatus
na klinicznie stosowane azole: worikonazol, posakonazol i itrakonazol. W toku
przeprowadzonych badan majacych na celu oznaczenie lekowrazliwosci izolatow
A. fumigatus zaobserwowano, iz w Polsce istnieje problem opornosci na azole.
Z 200 przebadanych izolatow A. fumigatus na worikonazol opornych bylo 2%
(4 izolaty), na posakonazol 3% (6 izolatéw) a na itrakonazol 8% (17 izolatéw)
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izolatow zebranych w kolekcje. Problem opornosci dotyczy zardwno szczepodw
klinicznych (5 ze 140 klinicznych izolatow — 3,6%), weterynaryjnych (11 z 14
weterynaryjnych izolatow — 78,6%) jak i s$rodowiskowych (jeden z 46 izolatow
srodowiskowych — 2,17%). Wsréd badanych izolatéw zaobserwowano cztery (2%)
oporne na wszystkie trzy badane azole (dwa kliniczne z Wroctawia: 13 i 55, jeden
kliniczny z Warszawy: 129 oraz jeden $rodowiskowy z Nadola: 145). Dwa izolaty (1%0)
charakteryzowaly si¢ opornoscia na itrakonazol i posakonazol (oba kliniczne
z Warszawy). Jedenascie izolatéw charakteryzowalo si¢ opornoscia wylacznie
na itrakonazol (5%) i byly to izolaty weterynaryjne wyizolowane z hodowli gesi. W toku
badan wlasnych nie zaobserwowano izolatdow opornych na posakonazol i/lub
worikonazol, nieb¢dacych opornymi na itrakonazol.

Jedno z pierwszych badan dotyczacych oporno$ci krzyzowej na azole izolatow
A. fumigatus przeprowadzono na 17 klinicznych izolatach, ktore byly oporne
na itrakonazol. Szczepy te wykazywaly oporno$¢ krzyzowa migdzy itrakonazolem
i posakonazolem, ale nie worikonazolem. Wynika to zapewne z podobienstwa struktury
posakonazolu i itrakonazolu [Mosquera J, 2002; Xiao L, 2004]. Opornos¢ krzyzowa
migdzy azolami A. fumigatus badali takze Howard i wsp. wykazujac, ze 74% badanych
izolatdéw opornych na itrakonazol bylo rowniez opornych na posakonazol i 65% oporna
na worikonazol [Howard S, 2009]. W niniejszej rozprawie doktorskiej z 17 opornych
izolatow A. fumigatus wszystkie charakteryzowaty si¢ oporno$cig na itrakonazol, sze$¢
oporno$cig na posakonazol (35,3% wszystkich opornych izolatow) i1 cztery opornos$ciag
na worikonazol (23,5% wszystkich opornych). Warto zaznaczy¢, ze W niniejszej pracy
badawczej 64,7% opornych na azole izolatow A. fumigatus charakteryzowalo si¢
oporno$cia wylacznie na itrakonazol, czyli zaledwie 35,3% badanych izolatéw
charakteryzowalo si¢ opornoscia krzyzowa. Warto jednak zaznaczy¢, ze izolaty oporne
wylgcznie na itrakonazol to izolaty weterynaryjne a nie kliniczne, ktérych oporno$¢ nie
wynikata z mutacji w genie CYP51A, a prawdopodobnie z ekspozycji na azole stosowane
w rolnictwie. Wsrod opornych na azole izolatéw Klinicznych - badanych w niniejszej
rozprawie (5 izolatéw) - wszystkie charakteryzuja sie opornoscia krzyzowag
(trzy izolaty oporne na itrakonazol, posakonazol i worikonazol oraz dwa izolaty oporne
na itrakonazol i posakonazol). Prigitano i wsp. wykazali, ze we Wloszech istnieje
problem opornosci na azole srodowiskowych izolatow A. fumigatus. Przeprowadzone
przez nich badania wykazaty, Ze odsetek $rodowiskowych izolatow A. fumigatus
opornych na azole jest zdecydowanie wyzszy niz przedstawiony w niniejszej pracy
(2,17%) i wynosi 16%. Izolaty te charakteryzowaly si¢ oporno$cig na itrakonazol
i posakonazol i wrazliwoscig na worikonazol [Prigitano A, 2014].

Odnoszac dane uzyskane w wyniku prac wilasnych nad niniejsza rozprawa
do danych literaturowych, mozna zaobserwowac, ze w Polsce problem opornosci na azole
zarowno wsrod srodowiskowych i klinicznych izolatow A. fumigatus nie jest tak
dramatyczny jak w niektorych krajach Europy, aczkolwiek nalezy wzia¢ pod uwage ilos¢
przebadanych izolatow srodowiskowych. W Wielkiej Brytanii procent opornych izolatow
wynosi ponad 27%, w Holandii ponad 24%, w Niemczech ponad 29%. We Francji
podobnie jak w Polsce czgstos¢ wystepowania opornych izolatow A. fumigatus wynosi
8% [Goncalves S, 2016]. Warto jednak zaznaczy¢, ze wyniki uzyskane w niniejszej
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rozprawie przedstawiaja dane uzyskane w wyniku badania przede wszystkim
probek pochodzacych z dwoch szpitali (Wroctaw 1 Warszawa) i nie odzwierciedlajg
rzeczywistej sytuacji srodowiskowej w Polsce.

Raporty badan dotyczace opornosci izolatow A. fumigatus na azole w krajach
azjatyckich sugeruja, ze wskaznik opornosci w Azji jest nizszy niz w Europie [Rivro-
Menendez O, 2016]. Pierwsze informacje na temat opornosci na azole z krajow
azjatyckich dotyczg Klinicznych izolatow z Tajwanu, gdzie stwierdzono, ze opornosé¢
na azole wynosi 5% (dwa izolaty z 40 badanych) [Hsueh P, 2005]. Od tego czasu
zgloszono kilka innych przypadkow. Rowniez w Tajwanie zaobserwowano oporno$é
na triazole wérod klinicznych izolatow A. fumigatus warunkowang mutacja TR34L98H.
Odsetek szczepow opornych, wyizolowanych od pacjentéw nie leczonych wczesniej
azolami wynosi 7,9% [Wu C, 2015]. Badania prowadzone w Chinach przez Zhang i wsp.
rébwniez wykazaly obecno$¢ klinicznych izolatow A. fumigatus opornych na azole.
W toku badan przeanalizowano 126 izolatow, pochodzacych od 126 pacjentéw
i zaobserwowano, ze 3,17% byto opornych na itrakonazol (4 izolaty) a jeden z nich byt
dodatkowo oporny na posakonazol i worikonazol. Dodatkowo wykazano, ze dwa
z czterech opornych izolatow charakteryzowaty si¢ mutacja TR3,L98H w genie CYP51A;
jeden charakteryzowal si¢ mutacjag M220I, a u czwartego izolatu nie zaobserwowano
mutacji w genie CYP51A [Zhang M, 2017].

W zwigzku z tym, ze oporno$¢ izolatdbw A. fumigatus na azole bardzo czgsto
powodowana jest mutacjami w genie CYP51A, kolejnym etapem pracy nad niniejsza
rozprawg doktorska byla analiza sekwencji genu CYP51A izolatéw A. fumigatus. Wedtug
doniesien literaturowych, mutacje w genie CYP51A s3 najczgstszym obserwowanym
mechanizmem opornosci na azole izolatow A. fumigatus [Chowdhary A, 2014].
Badaniach wlasnych przeprowadzono analiz¢ sekwencji genu CYP51A 200 izolatow
i zaobserwowano, iZ u 6 z nich wystepuje mutacja zamiany tyminy na adenine
T293A skutkujaca zamiang leucyny na histydyne LI8H. Izolaty charakteryzujace si¢
ta mutacja byly oporne na wszystkie badane azole lub oporne Kkrzyzowo
na itrakonazol i posakonazol. Mutacja ta wystgpowala u pigciu izolatow klinicznych
(izolaty o numerach: 13, 55, 117, 129 i 134) oraz u jednego izolatu $rodowiskowego
(izolat nr 145). Co ciekawe, nie zaobserwowano jej w przypadku izolatow
wyizolowanych od gesi - opornych wylgcznie na itrakonazol. Dodatkowo,
zaobserwowano rowniez wystepowanie innych mutacje w genie CYP51A,
pozostajacych jednak bez wplywu na opornos¢ izolatéw na badane antymikotyki:
AB1C, A217T, T229G, G247T, G313A, G333C, G393A, G423A, G433A, T441G,
T667G, C672T, G713A, T744A, G777C, G784T, G885T, G905A, T912G. Warto
zauwazy¢, ze w przypadku dziewieciu z 14 weterynaryjnych izolatdow wystepowaty rozne
mutacje punktowe w genie CYP51A, jednak nie udalo si¢ skorelowa¢ ich z tak szeroko
wystepujaca u tych szczepéw opornoscia na itrakonazol. Wyniki te wskazuja na to,
ze izolaty te charakteryzuja si¢ prawdopodobnie innym mechanizmem oporno$ci niz
mutacja w genie CYP51A.
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W toku badan nad niniejsza rozprawg doktorska sprawdzono takze wystepowanie
tandemowych powtoérzen w rejonie promotora genu CYP51A (TRs4). Powtdrzenia
te dziataja jako wzmacniacze transkrypcji i wedlug literatury czesto korelowane
sa z wystepowaniem mutacji L98H. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy wskazuja, ze wszystkie sze§¢ izolatéw A. fumigatus
charakteryzujacych si¢ wystepowaniem mutacji L98H posiadaja réwniez
powtérzenia tandemowe w rejonie promotora genu CYP51A. Zwigzek miedzy
wystepowaniem mutacji TR3,L98H a opornoscig na azole jest dobrze udokumentowany
[Diaz-Guerra T, 2003; Howard S, 2011; Mellado E, 2007; Snelders E, 2011].
Czgsto$¢ wystepowania opornosci na azole w Europejskich osrodkach zdrowia wynosi
3,2% [van der Linden J, 2015]. Warto pamigta¢ o tym, ze warto$¢ ta moze by¢ znacznie
zanizona w skutek braku rutynowego oznaczania opornosci izolatow A. fumigatus.
W  badaniach wlasnych wykazano, Ze odsetek Kklinicznych izolatow,
charakteryzujacych si¢ mutacja TR3»LI8H jest minimalnie wyzszy niz
w europejskich oSrodkach zdrowia i wynosi niespelna 3,6% (5 ze 140 izolatow).
Badania prowadzone w 18 oSrodkach w Europie Zachodniej wykazaly iz 48,9%
opornych izolatow charakteryzuje si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H [van der
Linden J, 2015]. Odnoszac te dane do wynikow badan wlasnych uzyskanych
Ww niniejszej pracy zaobserwowano, iz w Polsce wsréd badanych izolatow ten odsetek
jest nizszy i wynosi 35,3% (17 izolatbw opornych na azole w tym
6 charakteryzujacych sie mutacja TR3,L98H. W literaturze opisywany jest rowniez
inny - podobny do TR34L98H - mechanizm oporno$ci na azole. Jest on zwigzany
z mutacjg TR4e/Y121F/T289A [van der Linden J, 2013] w genie CYP51A i jest on coraz
czesciej spotykany [Ingen J, 2015; Vermeulen E, 2013; Steinmann J, 2012; Fischer J,
2014; Astvad K, 2014; Fuhren J, 2015; Vermeulen E, 2015; Vasgez J, 2016; Lavergne R,
2015; Montesions 1, 2014]. W toku badan nad przedstawiong rozprawg nie
zaobserwowano jego wystepowania wsrod polskich izolatéw. W Niemczech analiza 455
srodowiskowych izolatow A. fumigatus wykazala 45 charakteryzujacych sie¢
wystepowaniem mutacji TR34L98H (10%) i sze$¢ charakteryzujacych sie wystepowaniem
mutacji TR4Y121F/T289A (1,32%) [Bader O, 2015]. W Holandii od 82% do 89%
przypadkow opornych na azole izolatow A. fumigatus wynikato z obecnosci jednej
z dwoch mutacji w genie CYP51A: TR34L98H i TR4Y121F/T289A podczas gdy
w przypadku Belgii bylo to 64% a w Turcji 87% przypadkow [Verweij P, 2015;
Vermeulen E, 2015; Ozmerdiven G, 2015].

W Pakistanie w przypadku trzech na 14 opornych na azole klinicznych izolatow
A. fumigatus stwierdzono mechanizm oparty o mutacje TR34L98H [Perveen I, 2016].
Co ciekawe, oporno$¢ na azole wywotana mutacja TR, L98H nie zostala opisana
w Japonii, cho¢ odnotowano tam wystepowanie oporno$ci. Kikuchi i wsp. zaobserwowali
trzy oporne na azole izolaty ze 171 (1,75%) klinicznych szczepow A. fumigatus
wyizolowanych w latach 1987-2008 [Kikuchi K, 2014]. W Japonii odnotowano
mechanizmy opornosci oparty o mutacje w genie CYP51A: G448S i TR4Y121FT289A
[Toyotome T, 2016; Hagiwara D, 2016]. Czgstos¢ wystgpowania opornych na azole
izolatow A. fumigatus jest niewielka takze w Indiach. Dane literaturowe podaja,
ze oporno$¢ oznaczana byla w trzech szpitalach i oparta byta o mechanizm TR3,L98H.
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Mutacja ta obserwowana byta w 44 izolatach z 630 (6,9%); wéréd dwoch na 103 (1,9%)
oraz wsrod 10 na 685 (1,5%) [Chowdhary A, 2012; Chowdhary A, 2015; Chowdhary A,
2012]. Podobne wyniki zaobserwowano w krajach Bliskiego Wschodu, takich jak Iran,
gdzie odsetek opornych, klinicznych izolatdéw wynosi 3,5% [Mohammadi F, 2015].
W Kuwejcie zaobserwowano dwa izolaty oporne z 16 izolatow klinicznych (12,5%)
i jeden z 50 izolatow srodowiskowych (2%) [Ahmad S, 2015].

Opornos¢ na azole wsrdd srodowiskowych izolatow A. fumigatus wystepujacych
W Azji jest rowniez nizsza niz w Europie. Niedawne doniesienie na temat stosowania
azolowych fungicydow na farmie dyn nie wykazato opornosci na azole (przebadano
50 izolatow A. fumigatus) [Kano R, 2015]. W Indiach odnotowano wystepowanie
mechanizmu  oporno$ci na azole zwigzanego z  wystepowaniem — mutacji
TR4Y121F/T289A wérod Kilku srodowiskowych izolatdéw wyizolowanych z pol
uprawnych [Chowdhary A, 2014]. Zaobserwowano takze mechanizm zwigzany z mutacja
TR3,L98H wystepujacy U 44 z 630 izolatow (6,98%) A. fumigatus pobranych z gleby pol
ryzowych, upraw herbaty, ogrodéw, plantacji drzew bawelny i powietrza oddziatow
szpitalnych [Chowdhary A, 2012]. Opormnos¢ $rodowiskowych izolatow A. fumigatus
na azole, powodowana mutacjag TR34L.98H zaobserwowano takze w Iranie i Kuwejcie.
Odsetek srodowiskowych izolatow A. fumigatus w Iranie wynosi 12,2% [Badali H, 2012],
aw Kuwejcie 7% [Ahmad S, 2014].

Badania na temat opornosci izolatbw A. fumigatus na azole prowadzone
sa rowniez w USA. Ostatnie kompleksowe badanie w USA obejmowato 220 klinicznych
izolatow A. fumigatus izolowanych w latach 2001-2014. Zaobserwowano 26 izolatow
opornych na azole (11,82%): dwa charakteryzujace si¢ wystgpowaniem mutacji
TR3,L.89H; dwa charakteryzujace si¢ mutacja TR4Y121F/T289A; zaobserwowano takze
inne mutacje punktowe w genie CYP51A u opornych izolatow: G54R/W/E M2201/K/V,
G138S/C, G448S i F219S [Wiederhold N, 2016]. Zgodnie z wiedza autorki niniejszej
pracy, do tej pory nie zaobserwowano opornosci na azole wsrdod Srodowiskowych
izolatow A. fumigatus w USA.

Badania dotyczace opornosci na azole izolatow A. fumigatus w krajach Ameryki
Potudniowej wskazuja na sporadyczne wystepowanie opornosci. W Brazylii odnotowano
sze$¢ izolatdbw opornych z 170 klinicznych (3,53%) zebranych w latach 2000-2012 ale nie
zaobserwowano mechanizmu opornosci powodowanego mutacja TR34L98H ani
TR4Y121F/T289A w genie CYP51A [Lockhart S, 2015].

Oporno$¢ na azole wsrod srodowiskowych izolatow A. fumigatus odnotowano
takze w Afryce. W trakcie badan, w Tanzanii wyizolowano 15 opornych na azole ze 108
(10,19%) srodowiskowych izolatow A. fumigatus. 11 z nich charakteryzowato si¢ mutacjg
TR34L98H, a cztery charakteryzowalo si¢ mutacja TR4Y121F/T289A [Chowdhary A,
2014]. Inne badania, rowniez dotyczace Tanzanii wykazaty, ze mutacja G54E w genie
CYP51A byta odpowiedzialna za opornos$¢ na azole az 46,4% srodowiskowych izolatow
A. fumigatus z tego kraju [Sharma C, 2015]. Wedlug wiedzy autorki niniejszej pracy
do tej pory w Afryce nie opublikowano jeszcze zadnych raportéw dotyczacych opornosci
na azole izolatow Klinicznych.
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W Australii w latach 2000-2013 zebrano kolekcje 418 szczepdéw A. fumigatus.
Dziewie¢ sposrod nich charakteryzowalo si¢ obnizong podatno$ci na itrakonazol,
posakonazol i worikonazol, wszystkie zawieraly od dwoch do pigciu substytucji
aminokwasowych, w tym: Gb4R, F46Y, Y431S, G448S, M172V, N248T, D255E,
E427K; mutacje TRz, L98H zidentyfikowano jedynie u dwoch izolatow. Pierwszy z nich
zostat wyizolowany w 2004 roku od pacjenta dtugotrwale leczonego itrakonazolem.
Drugi izolat pochodzi od pacjenta, ktory w 2012 roku podréozowat do Europy
i prawdopodobnie wiasnie tam zainfekowat si¢ izolatem z mutacja TR34L98H [Kidd S,
2015].

W niniejszej pracy podjeto si¢ takze ustalenia, czy obecno$¢ posakonazolu,
itrakonazolu i worikonazolu w medium hodowlanym grzybow moze wptyna¢ na indukcje
opornosci na azole u grzyby z gatunku A. fumigatus. Eksperyment ten sktadat si¢ z dwoch
glownych etapow. Pierwszy etap zaktadal jednorazowa hodowle 38 izolatow na dwoch
réznych stezeniach posakonazolu / itrakonazolu badz worikonazolu oraz na podiozu
bez dodatku azoli w celu kontroli. Drugi etap zaktadat dlugotrwate pasazowanie izolatow
na podiozach z niskim st¢zeniem posakonazolu / worikonazolu badz itrakonazolu
(20 pasazy na podtozach Sabouraud + posakonazol / worikonazol / itrakonazol,
oraz 20 pasazy na podiozu Sabouraud bez antymikotykow jako kontrole), nastepnie
re-pasazowanie tych izolatbw na podilozach bez dodatku azoli (pig¢ pasazy
na podtozu Sabouraud). Podej$cie to jest podejsciem innowacyjnym a wiaze si¢ z idea,
ze w Srodowisku naturalnym grzyby z gatunku A. fumigatus sa narazone
na dlugotrwala ekspozycje na zwigzki azolowe.

W czegSci  teoretycznej niniejszej pracy przedstawiono informacje,
ze rozprzestrzenianie si¢ opornos$ci na azole jedynie droga kliniczng jest wysoce
nieprawdopodobne. Opierajac si¢ na wynikach uzyskanych w badaniach wlasnych,
trzeba przyznaé, ze presja Srodowiskowa zwiazana z obecno$cia medycznie
stosowanych azoli w medium hodowlanym wymusza na A. fumigatus nabywanie
opornosci. Mozna réwniez zasugerowac, iz ciagla i1 silna presja azoli stosowanych
w rolnictwie moze by¢ przyczyng nabywania opornosci na azole droga Srodowiskows.
W trakcje badan wilasnych, podczas etapu pozyskiwania probek do kolekeji,
zaobserwowano wystepowanie opornych na azole izolatow typowo Srodowiskowych
(izolat nr 145 pochodzi z probki powietrza pobranej z agroturystycznych obszarow okolic
Gdanska — ze wsi Nadole charakteryzujacy si¢ mutacja TR3,L98H). W tym miejscu
nalezy ponownie podkresli¢, ze azole sg jedng grupg zwigzkéw chemicznych,
stosowanych zarowno w medycynie jak i ochronie $rodowiska przed patogenami.
Niestety w zwigzku z powyzszym ryzyko nabywania przez A. fumigatus opornosci
na azole w Srodowisku naturalnym jest ogromne.

W toku prowadzonych badan zaobserwowano, ze podczas pasazy izolatow
na poditozach z dodatkiem antymikotykéw badane izolaty nie miaty probleméw
ze wzrostem 1 wytwarzaly duzo wigcej zarodnikdw niz te same izolaty pasazowane
na podtozu bez antymikotykéw. Ta obserwacja moze potwierdza¢ stwierdzenie,
ze przezycie opornych grzybow nie byloby mozliwe, gdyby nabyte mutacje odbywaty
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si¢ kosztem innych proceséw zyciowych [Valsecchi I, 2015]. Dlatego uzasadnione byloby
zaprzestanie stosowania azoli do celow innych niz medyczne. Trudno jednak wyobrazi¢
sobie, ze mozliwe jest catkowite zaprzestanie uzywania azoli w rolnictwie. W trakcie
pasazy izolatéw na podlozach z dodatkiem azoli zaobserwowano takze zmiany
w morfologii kolonii grzybow. Co ciekawe, obserwacja ta nie zostala do tej pory
odnotowana w literaturze. lzolaty A. fumigatus hodowane na podtozach z dodatkiem
itrakonazolu i posakonazolu charakteryzowaty si¢ kremowym kolorem grzybni,
za$ izolaty hodowane na podtozu z worikonazolem rosty w sposob klasyczny. Obecnosé
w podtozu posakonazolu w kolejnych pasazach powodowata kolejne zmiany zabarwienia
grzybni. Wartym uwagi jest rowniez fakt, ze w skutek dlugotrwatej ekspozycji na azole,
kolor kolonii grzybow po kliku pasazach ostatecznie powraca do klasycznego. Wskazuje
to na jaki$ rodzaj adaptacji do warunkow otaczajgcego grzyby srodowiska.

W toku badan 38 izolatow A. fumigatus hodowano na podtozach o wyzszym
1 nizszym stezeniu posakonazol, itrakonazolu i worikonazolu oraz na podtozu Sabouraud
jako kontroli. Po pierwszym pasazu na powyzszych podtozach ponownie wyznaczono
warto$ci MIC dla posakonazolu itrakonazolu i worikonazolu. Wartesci MIC badanych
zwigzkow dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podlozu z dodatkiem
poszczegolnych azoli byly identyczne jak wartosci MIC przed pasazami. Dla tych
samych izolatéw oznaczono poziomy ekspresji genow MDR1, MDR2, MDR3, ATRF,
CYP51A, CYP51B i zaobserwowano zmiany w poziomach ich ekspresji.

Mimo ze mutacje w genie CYP51A s3 gldwnym mechanizmem opornosci
na zwigzki azolowe, wazng role odgrywaja réwniez pompy blonowe ABC i MFS. Pompy
te sg niezbedne u organizmoéw eukariotycznych do usuwania toksyn z komorki [Jasinski
M, 2003]. Dlatego nadekspresja genow odpowiedzialnych za wytwarzanie pomp
btonowych moze prowadzi¢ do lepszego wypompowywania antymikotykow z wnetrza
komorki grzyboéw na zewnatrz, a tym samym oporno$ci na azole. W toku badan
nad wplywem azoli w medium hodowlanym na grzyby z gatunku A. fumigatus
wyznaczono warto$ci MIC po hodowli izolatéw na podtozach z antymikotykami.

Dodatkowo w zwigzku z tym, Ze istnieje malo doniesien na temat opornosci
na azole w skutek nadekspresji genoéw A. fumigatus postanowiono przyjrze¢ sie
poziomom ekspresji genow kodujgcych pompy btonowe (MDR1, MDR2, MDR3, ATRF).
Poniewaz mechanizm opornosci na azole oparty o mutacje w genie CYP51A
jest stosunkowo dobrze poznany, a mato wiadomo o zmianach w jego ekspresji [Paul S,
2016] postanowiono sprawdzi¢ ekspresje genow CYP51A i CYP51B. W zwigzku z tym,
w badaniach wlasnych po pierwszym pasazu na podtozach zawierajacych rdzne stezenia
posakonazolu / itrakonazolu badZ worikonazolu izolaty charakteryzowaly si¢ warto$ciami
MIC identycznymi jak przed pasazem. Zaobserwowano jednak zmiany w poziomach
ekspresji genow MDR1, MDR2, MDR3, MDR4, CYP51A, CYP51B i ATRF. U grzybow
z gatunku A. fumigatus pomimo duzej liczby istniejacych genéw kodujacych transportery
btonowe, niewiele wiadomo na temat ich zwigzku z opornoscig na triazole. Do tej pory
udato si¢ potwierdzi¢ udziat tylko pieciu genéw z opornoscig na azole: MDR1, MDR2,
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MDR3, MDR4 i ATRF [Rivero-Menendez O, 2016]. W badaniach wtasnych poziomy
ekspresji wyznaczane byty metoda Pfaffla, ktora zaktada porownanie ekspresji badanego
genu w probce badanej (po pasazach na podiozu z antymikotykami) w stosunku do probki
wyjsciowej (ten sam izolat przed pasazami). W toku badan zaobserwowano, iz azole
powoduja zmiany w poziomach ekspresji wszystkich badanych genéw. Na wzrost
ekspresji genu CYP51A najwickszy wplyw miat worikonazol, ktorego obecno$é
w podtozu powodowata wzrost ekspresji tego genu u niespetna 40% izolatoéw, zas spadek
u 29%. Posakonazol powodowal wzrost ekspresji u 34% izolatow a spadek u 30%
a itrakonazol wptywal najmniej na poziom ekspresji genu CYP51A bo wzrostem ekspresji
charakteryzowato si¢ 29% izolatow a spadek u 22%. Na wzrost poziomu ekspresji genu
CYP51B najwickszy wpltyw rowniez mial worikonazol, ktéry spowodowal wzrost
ekspresji u 37% izolatow a spadek u 29%. Itrakonazol spowodowatl wzrost ekspresji genu
CYP51B u 33% a spadek u 21% izolatdéw za$ posakonazol spowodowat wzrost u 22%
a spadek u 39% izolatéw. Na zmiany w ekspresji genu MDR1 najwigkszy wplyw miat
posakonazol Spowodowal on wzrost ekspresji tego genu u 33% oraz spadek ekspresji
u 42% izolatow. Itrakonazol spowodowatl wzrost poziomow ekspresji tego genu u 41%
izolatow za$ spadek u 26%. Worikonazol skutkowal wzrostem pozioméw ekspresji u 33%
i spadkiem u 31% izolatow. Najwigkszy wptyw na zmiany ekspresji genu MDR2 miat
worikonazol, ktéry spowodowal spadek poziomu ekspresji tego genu u 45% izolatow,
za$ wzrost u 30%. Posakonazol spowodowat spadek poziomu ekspresji tego genu u 37%
izolatow a wzrost u 30%. Itrakonazol spowodowat wzrost poziomu ekspresji genu MDR2
u 40% izolatow, za§ spadek u 20%. Na zmiany pozioméw ekspresji genu MDR3
najwickszy wplyw miat itrakonazol. Spowodowat on wzrost poziomu ekspresji genu
u 41% izolatow, za$ spadek u 37% izolatow. Posakonazol i worikonazol powodowaty
podobne zmiany w poziomach ekspresji: spadek poziomu ekspresji u (kolejno) 39%
i 37%, oraz wzrostu u (kolejno) 33% i 34%. Na zmiany pozioméw ekspresji genu ATRF
najwigkszy wplyw miat posakonazol, ktéry spowodowal spadek poziomu ekspresji u 45%
i wzrost u 30%. Worikonazol powodowat wzrost poziomu ekspresji tego genu u 37%
izolatow, za$ spadek u 29%. Itrakonazol w najmniejszym stopniu wptynat na zmiany
w poziomach ekspresji genu ATRF. Spowodowat 30% spadek i 30% wzrost poziomow
ekspresji tego genu. Analiza statystyczna pozwolila wyciggna¢ wnioski, ze obecno$é
w podlozu itrakonazolu lub worikonazolu powoduje znaczacy wzrost ekspresji
wszystkich badanych genow izolatéw A. fumigatus bez wzgledu na obecno$é
badz brak mutacji w genie CYP51A. Obecnosé¢ w podlozu posakonazolu powoduje
wzrost poziomu ekspresji wszystkich badanych genéw izolatow bez mutacji
TR3,LLISH (bez wzgledu na to, czy wystepuja inne mutacje czy sekwencja genu
jest typu dzikiego) natomiast w przypadku izolatow charakteryzujacych si¢ mutacja
TR3,L98H powoduje spadek poziomu ekspresji genéow CYP51B, MDR2, MDRS,
ATRF oraz nie powoduje istotnych zmian w poziomie ekspresji genow CYP51A
i MDRL.

Analizujac zmiany poziomoéw ekspresji poszczegdlnych gendw po pasazach
izolatbw na poditozach z dodatkiem antymikotykéw poréwnano takze roznice
w ich poziomach pomig¢dzy izolatami. W tym celu postuzono si¢ metoda komparatywna,
ktéra umozliwia porownywanie izolatow miedzy soba. Dzigki zastosowaniu tej metody,
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udato si¢ wyciagna¢ wnioski, ze $rednie poziomy ekspresji wszystkich badanych
w tej pracy genéw (MDR1, MDR2, MDR3, ATRF, CYP51A, CYP51B) byly wyzsze
u izolatéw A. fumigatus hodowanych na podlozu Sabouraud bez dodatku
antymikotykow, charakteryzujacych si¢ wystepowaniem mutacji TR3,L98H niz
u izolatow bez tej mutacji. Podobne wyniki dla ekspresji genu CYP51A zaobserwowane
zostaly przez Zhang i wsp. [Zhang J, 2017]. Zaobserwowano, ze izolaty A. fumigatus
charakteryzujace si¢ wystepowaniem mutacji TR46/Y 121F/M1721/T289A/G448S miaty
znaczaco wyzsze poziomy ekspresji genu CYP51A niz izolaty typu dzikiego.
Po statystycznej analizie uzyskanych wynikéw zaobserwowano, Ze poziom ekspresji
genu CYP51A izolatéw A. fumigatus charakteryzujacych si¢ brakiem mutacji
TR34L98H, opornych wylacznie na itrakonazol (izolaty gesie) byl wyiszy
niz w przypadku izolatow wrazliwych na wszystkie badane azole. Na postawie
uzyskanych wynikéw, mozna wysnué¢ hipoteze, Ze oporno$¢ na itrakonazol
wystepujaca u tych izolatéow jest warunkowana nadekspresjg genu CYP51A. Lelievre
i wsp. zaobserwowali w badaniach, Ze poziom ekspresji genu CYP51A wskutek obecnosci
mutacji TR34LL98H jest do o$miu razy wyzszy niz w grupie izolatow bez tej mutacji
[Lelivre L, 2013]. W wyniku badan wlasnych zaobserwowano, ze poziom ekspresji tego
genu byt wyzszy ponad 4,5- krotnie od poziomu ekspresji izolatbw bez mutacji.
Maksymalny wzrost ekspresji genu CYP51A jaki zaobserwowano w wyniku badan nad
niniejszg rozprawa u izolatu z mutacja byt ponad 9-krotny.

Analizujgc zmiany w poziomach ekspresji poszczegélnych genow izolatéw
A. fumigatus pasazowanych na roéznych stezeniach posakonazolu, itrakonazolu
i worikonazolu zaobserwowano, Ze poziomy ekspresji genéw ATRF, CYPS5IA,
CYP51B, MDR1,MDR2 MDR3 izolatow z mutacja TR»4L98H i bez tej mutacji
zmieniajg si¢ i nie ma statystycznie istotnych réznic pomiedzy wyZszym i nizszym
stezeniem badanych azoli. Poziom ekspresji wszystkich badanych genéw izolatow
A. fumigatus bez mutacji TR3,L98H wzrasta po hodowli na podlozu z dodatkiem
posakonazolu za§ poziom ekspresji wszystkich badanych genow izolatow
A. fumigatus charakteryzujacych si¢ wystepowaniem mutacji TR34L.98H po hodowli
na podlozach z dodatkiem posakonazolu maleje.

Obecnos¢ w medium hodowlanym itrakonazolu powoduje istotny wzrost
poziomu ekspresji genu CYP51A i MDRS3. Istotny statystycznie byl réwniez wzrost
poziomu ekspresji genu CYP51B, MDR1, MDR2 i ATRF izolatéw bez mutacji
TR34L98H, a takze spadek ekspresji tych genéw izolatéw z mutacja TR3,L98H
po hodowli na podlozach z dodatkiem itrakonazolu.

Obecnos¢ w medium hodowlanym worikonazolu powoduje istotne zmiany
ekspresji wszystkich badanych genéw za wyjatkiem MDR3. Worikonazol wplywa
na wzrost poziomu ekspresji genéw MDR1, MDR2, ATRF izolatow
charakteryzujacych si¢ brakiem wystepowania mutacji TR3,LI8H a takze istotnym
obnizeniem poziomu ekspresji genéw CYP51A, CYP51B, MDR2, ATRF izolatow
z mutacja TRz, 98H.

Strona | 143


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

W zwiazku z tym, ze po hodowli izolatéw na podtozach z antymikotykami
zaobserwowano zmiany w poziomach ekspresji badanych genow, a nie zaobserwowano
zmian w wartosciach MIC postanowiono wystawi¢ 38 wybranych izolatow
na dlugotrwate dzialanie azoli. Po 20 pasazach na podlozach zawierajacych niskie
stezenie itrakonazolu / posakonazolu badZ worikonazolu wyznaczono wartoSci
MIC dla posakonazolu, worikonazolu i itrakonazolu. Dodatkowo izolaty te hodowano
rownolegle na podtozu Sabouraud bez dodatku azoli — w celu kontroli. Wyniki uzyskane
w trakcie pracy nad niniejsza rozprawa posrednio potwierdzaja hipotezg indukcji
oporno$ci na azole poprzez podwyzszony poziom ekspresji genow w skutek obecnosci
azoli w $rodowisku [Snelders E, 2009; Snelders E, 2012; Stensvold C, 2012; Verweji P,
2009].

Warto$ci MIC badanych zwiazkow dla izolatéw hodowanych na podlozach
z antymikotykami wskazywaly na nabycie przez nie opornoSci krzyzowej na
wszystkie badane azole. Wartosci MIC badanych azoli dla wigkszosci badanych
izolatow wynosily >8 mg/L dla itrakonazolu i posakonazolu i >16mg/L dla worikonazolu
bez wzgledu na jakim zwigzku byly hodowane izolaty. Co ciekawe réwnoczesne pasaze
izolatow na podlozu bez antymikotykow pozwolily zaobserwowaé zmniejszenie
warto$ci MIC dla itrakonazolu u 17 izolatéow (w tym pigciu klinicznych 1 12
weterynaryjnych). W zwiazku z tym, wszystkie weterynaryjne izolaty, ktore
charakteryzowaly si¢ opornoscia jedynie na itrakonazol utracily ta opornos¢.
Badania na temat wptywu ekspozycji izolatéw A. fumigatus na itrakonazol prowadzone
byty przez Escribano i wsp. [Escribano P, 2011]. W toku badan pasazowali oni izolaty
A. fumigatus na podtozach z dodatkiem itrakonazolu. Co pasaz zwickszali stezenie
itrakonazolu w podtozu (zaczynajac od stezenia 0,5 mg/L a konczac na stezeniu
16 mg/L). Zaobserwowali, ze wigkszo$¢ izolatow jest w stanie rosng¢ na podtozu
o stezeniu itrakonazolu 2 mg/L (19 izolatbw na 20). W badaniach przedstawionych
W niniejszej pracy doktorskiej przy takim st¢zeniu rosty wszystkie badane izolaty
(38 izolatow). Przy kolejnych pasazach obserwowali oni, ze wyrasta coraz mniej izolatow
(przy stgzeniu 2 mg/L — 95%; przy 4 mg/L - 75%; przy 8 mg/L — 70% a przy 16 mg/L —
50%). Izolaty pasazowane byly tacznie sze$¢ razy. Po ostatnim pasazu wyznaczono
warto$ci MIC. Tak jak w niniejszej pracy doktorskiej zaobserwowali nabycie krzyzowej
oporno$ci na azole przez badane izolaty bez wzglgedu na to, czy charakteryzowaly sie
wystepowaniem mutacji w genie CYP51A czy nie. Escribano i wsp. nie sprawdzali
mechanizméw nabytej przez A. fumigatus oporno$ci na azole. Nie sprawdzali rowniez,
czy oporno$¢ cofnie si¢ w przypadku re-pasazowania izolatow na podlozu bez dodatku
itrakonazolu.

W badaniach wlasnych nad niniejsza praca doktorska, po 20 pasazach
na podlozach z dodatkiem azoli sprawdzono, czy izolaty utracg oporno$¢ w wyniku
re-pasazy na podtozach bez dodatku azoli. Po pigciu re-pasazach ponownie wyznaczono
warto$ci MIC. Wszystkie izolaty ktore przed pasazami na podlozach z azolami
charakteryzowaly si¢ wrazliwoScia na badane leki lub opornos$cia wylacznie
na itrakonazol (izolaty weterynaryjne) w skutek re-pasazy na podlozu Sabouraud
utracily opornos¢ na wszystkie badane azole. Izolaty, ktore charakteryzowaty sie¢
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mutacja TR34LI8H powrdcily do wyjsciowego stanu opornosci. Obserwujac wyniki
przedstawionych w niniejszej pracy badan mozna wyciagna¢ wniosek, ze nabywanie
opornosci na azole w skutek ekspozycji srodowiskowej jest mozliwa. By¢ moze izolaty
weterynaryjne — charakteryzujace si¢ pierwotnie wylacznie opornoscia na
itrakonazol — mialy kontakt w $rodowisku naturalnym z azolami i wskutek tego
nabyly na nie opornosci poprzez nadekspresje¢ jakichs genow. Warto w tym miejscu
wspomnieé, Ze analiza statystyczna poziomoéw ekspresji genow tych izolatow przed
pasazami wskazywala na nadekspresje genu CYP51A.

U wigkszosci izolatow weterynaryjnych (u wszystkich poza izolatem nr 197)
zaobserwowano wyzsza niz §rednia dla izolatéw wrazliwych ekspresje roéznych genow,
ktoéra moze by¢ podstawg do postawienia hipotezy, ze pierwotna oporno$¢ na itrakonazol
byta wynikiem nadekspresji pomp btonowych badz bialek §ciany komorkowej grzybow.
Nalezy jednak podkresli¢, ze jest to jedynie hipoteza, ktorej potwierdzeniem byloby
stworzenie odpowiednich mutantow. lzolat 197, ktéry charakteryzowal si¢ opornoscia
na itrakonazol i brakiem nadekspresji badanych gendéw, charakteryzowal si¢
wystepowaniem mutacji cichej w genie CYP51A: C672. Cigzko jednak uwierzy¢ w to,
ze ta mutacja spowodowata czasowe nabycie opornosci na itrakonazol, ktére zniknetoby
w skutek pasazy na podlozu bez antymikotykow, zwlaszcza, ze w grupie izolatow
charakteryzujacych si¢ mutacja TR34,L98H oporno$é na azole nie znikneta w skutek re-
pasazy. Prawdopodobnie u tego izolatu istnieje inny mechanizm opornos$ci.
Analizujagc  wyniki uzyskane metoda komparatywng dla pozostatych izolatow
weterynaryjnych - ktore przed pasazami charakteryzowaty si¢ oporno$cig na itrakonazol,
a w skutek pasazy na podlozu bez antymikotykéw utracity oporno$¢ — obserwuje si¢
nadekspresje réznych gendw. Z uwagi na to, ze izolaty te stanowig specyficzng grupe,
rowniez poprzez liczne mutacje punktowe w genie CYP51A, warto si¢ im szczegolnie
przyjrze¢ i zastanowic sig, co stanowi przyczyng ich pierwotnej opornosci na itrakonazol.
W zwigzku z tym, zZe izolaty te utracity oporno$¢ w wyniku pasazy, mato prawdopodobne
wydaje si¢ by¢ to, by opornos$¢ ta byta warunkowana mutacjami w genie CYP51A.
Przyczyny opornosci nalezy zatem szuka¢ w nadekspresji genéw. Poza wspomniana
powyzej nadekspresja genu CYP51A izolat 191 charakteryzuje si¢ nadekspresja genow
CYP51B i MDR1; izolat 193 nadekspresja genu MDR1,; izolat 196 nadekspresja genow
MDR2 i MDR3; izolat 200 nadekspresja gen ATRF; izolat 201 nadekspresjg genu MDR1;
a izolat 203 nadekspresjg genéw CYP51B i MDR3. Warto rowniez zaobserwowacé, ze dwa
izolaty weterynaryjne charakteryzujace si¢ wystgpowaniem sekwencji genu CYP51A typu
dzikiego i wrazliwo$cig na badane azole réwniez charakteryzowaly si¢ nadekspresja
roznych gendw: izolat 198 charakteryzowat si¢ nadekspresja genéw CYP51A i MDR2
a izolat 192 nadekspresja genow MDR1, MDR2 i MDR3. Zastanawiajace zatem jest,
dlaczego izolaty te mimo nadekspresji genéw byly wrazliwe na itrakonazol a pozostate
izolaty weterynaryjne oporne. W literaturze opisano, ze nadekspresja genéw MDR1
i MDR2 moze przyczyni¢ si¢ do wzmozonej opornosci na azole poprzez
wypompowywanie azoli na zewnatrz komorki [Tobin M, 1997]. Udokumentowano
wptyw nadekspreji genu ATRF na opornos¢ izolatow A. fumigatus na itrakonazol,
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zaobserwowano 5-krotny wzrost poziomu ekspresji genu ATRF izolatbw opornych
na itrakonazol niz u tych wrazliwych [Slaven J, 2002].

W dostepnej literaturze istniejg takze doniesienia na wptyw nadekspresji genow
MDR3 i MDR4 na nabywanie opornosci na triazole. Nascimento i wsp. wykazali,
ze oporne na azole izolaty A. fumigatus wykazywaty albo konstytutywna nadekspresje
obu transporterow, albo indukcje nadekspresji po ekspozycji izolatow na itrakonazol.
Dwa z 23 izolatow charakteryzowaly si¢ odpornoscia na itrakonazol prawdopodobnie
wlasnie w skutek nadekspres;ji tych gendw [Nascimento A, 2003].

To co mozna uznaé za pewnik analizujgc wyniki przedstawione w tej rozprawie,
to ze oporno$¢ na azole moze by¢ nabywana w skutek dlugotrwatej ekspozycji
na te antymikotyki. Wyniki niniejszej pracy sa analogiczne do wynikow wczesniej
prowadzonych na $wiecie badan. W 2012 roku udowodniono, ze azolowe fungicydy
obecne w medium hodowlanym moga powodowaé powstawanie opornosci krzyzowej
na medycznie stosowane leki azolowe u grzybow z gatunku A. fumigatus po zaledwie
trzech pasazach izolatdw na podtozach z dodatkiem antymikotykow [Snelders E, 2012].
Zaobserwowano takze, ze pasazowanie izolatow A. fumigatus na roéznych stezeniach
azolowych fungicydow jest w stanie spowodowaé nabywanie przez nie opornosci
bez wzgledu na zastosowane stezenie zwigzku. W badaniach prowadzonych przez
Snelders i wsp. - podobnie jak w niniejszej pracy - stwierdzono znaczny wzrost warto$ci
MIC badanych antymikotykéw u wszystkich badanych szczepow. Na przyktad izolat
o poczatkowym MIC réwnym 0,25 mg/L dla itrakonazolu, 0,015 mg/L dla posakonazolu
10,25 mg/L dla worikonazolu po hodowli z tebukonazolem charakteryzowat si¢ wartoscia
MIC 2 mg/L dla itrakonazolu, 1 mg/L dla posakonazolu i 16 mg/L dla worikonazolu
[Jingbei R, 2017]. Warto zauwazy¢, ze wartosci MIC izolatéw przedstawione
w niniejszej pracy doktorskiej sa znacznie wyzsze niz warto$ci MIC uzyskane przez
inne zespoly badawcze. Po 20 pasazach na podlozach z antymikotykami wartoSci
MIC wladciwie przekraczaly oznaczane warto$ci. Moze to by¢ wynikiem wiekszej
liczby pasazy testowanych izolatow a w konsekwencji moze wynika¢ z dluzszych
czaso6w ekspozycji grzybow na badane zwiazki azolowe. Przyczyng moze byé
rowniez fakt, Ze w niniejszej pracy pasazowano izolaty na klinicznie stosowanych
azolach (posakonazol, worikonazol i itrakonazol) zas w badaniach Snelders i wsp.
izolaty hodowane byly na podlozach z dodatkiem stosowanego w rolnictwie
tebukonazolu. Z ta druga przyczyng wyjasniajaca tak duzg rdéznice w zmianach warto$ci
MIC pomigdzy przedstawionymi opracowaniami trudno si¢ jednak w 100% zgodzi¢, gdyz
azole uzywane w rolnictwie i te stosowane w medycynie majg taki sam mechanizm
dziatania na komorki grzybow. Jednak bez przeprowadzenia dalszych badan trudno
te hipotez¢ odrzuci¢. W badaniach prowadzonych przez Zhang i wsp. [Zhang J, 2017]
zaobserwowano, ze azole stosowane w §rodowisku moga wptywaé na nabywanie przez
izolaty A. fumigatus opornosci. W toku badan pobrano probki z dwoch kompostow: jeden
z azolowymi fungicydami w sktadzie (gléwnie propionidazol i tebukonazol) i drugi
— wolny od azoli. Z kompostow wyizolowano izolaty A. fumigatus i sprawdzono
ich wrazliwo$¢ na antymikotyki. W toku badan zaobserwowano iz izolaty pochodzace
z kompostu z dodatkiem azoli w 91% byly na nie oporne (41/45 izolatow)
za$ w komposcie bez azoli opornych byto tylko 2% (1/50 izolatdéw). W badaniach tych
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przeanalizowano takze sekwencje genu CYP51A i zaobserwowano, ze w izolatach
pochodzacych z kompostu bez dodatku azoli, 98% charakteryzowalo si¢ sekwencja typu
dzikiego a 2% charakteryzowato si¢ mutacja TR43L98H. U izolatow wyizolowanych
z kompostu z dodatkiem azoli zaobserwowano wieksza roznorodno$¢ genetyczng w genie
CYP51A: tylko 9% izolatow charakteryzowato si¢ sekwencja typu dzikiego, 80%
izolatdbw charakteryzowalo sie mutacja TR4sY121F/T298A a 2% charakteryzowalo si¢
mutacja TR4Y121F/M1721/T289A/G448S [Zhang J, 2017].

W niniejszej rozprawie opisane zostaly rowniez réznice w poziomach
ekspresji genéw MDR1, MDR2, MDR3, ATRF, CYP51A i CYP51B u grzybéw
A. fumigatus po 20 pasazach na agarze Sabouraud i agarze Sabouraud z dodatkiem
worikonazolu / posakonazolu / itrakonazolu oraz po ich re-pasazach (pig¢ razy
na Sabouraud bez dodatku azoli). Do badan wybrano cztery izolaty: dwa z mutacjg
TR34L.98H i dwa bez tej mutacji. W toku tych eksperymentéw zaobserwowano zmiany
w poziomach ekspresji badanych genéw co moze posrednio potwierdzaé¢ hipoteze
indukcji opornosci na azole przez obecno$é azoli w Srodowisku [Snelders E, 2009,
Snelders E, 2012, Stensvold C, 2012, Verweji P, 2009]. Wszystkie badane azole:
posakonazol, itrakonazol i worikonazol powodowaly znaczacy wzrost poziomow
ekspresji roznych genéw. Obecno$¢ worikonazolu powodowata wzrost ekspresji genéw
CYP51A i MDR1 u wszystkich badanych izolatéw. Dodatek do podtoza itrakonazolu
réwniez spowodowala wzrost poziomu ekspresji genow CYP51A i MDR1 u wszystkich
izolatow. Dodatkowo zaobserwowano, ze spowodowal on spadek poziomu ekspresji genu
CYP51B u wszystkich izolatow. Hodowla izolatow A. fumigatus na podtozu z dodatkiem
posakonazolu spowodowala wzrost ekspresji genow CYP51A i ATRF u wszystkich
izolatdw oraz spadek poziomu ekspresji genéw CYP51B i MDR2 u wszystkich badanych
izolatow. Jak mozna zaobserwowaé, wszystkie badane azole powodowaly wzrost
poziomu ekspresji genu CYP51A. Jesli skorelujemy te wyniki z wynikami oznaczania
warto$ci MIC, ktore wskazuja, ze wszystkie badane izolaty nabyly opornos¢ na azole,
to wlasnie w nadekspresji genu CYP51A mozna upatrywac¢ przyczyng nabytej opornosci.
Dodatkowo analiza zmian poziomow ekspresji badanych gendw metoda Pfaffla pozwolita
zauwazy¢, ze W Wyniku re-pasazy poziom ekspresji izolatéw hodowanych na podlozu
z dodatkiem posakonazolu i worikonazolu w wi¢kszosci zaczal wraca¢ do pozioméw
wyjsciowych co jest zbiezne z utrata opornosci na azole przez te izolaty.
W przypadku izolatéw hodowanych na podlozu z itrakonazolem, po re-pasazach
wiekszos¢ gendéw charakteryzowala si¢ dalszym wzrostem poziomow ekspresji
pomimo utraty opornosci na azole. T¢ obserwacj¢ trudno wyjasni¢. By¢é moze opornosé
na itrakonazol warunkowana jest innym mechanizmem niz oporno$¢ na posakonazol
i worikonazol. Warto jednak zaznaczyé, iz wszystkie badania dotyczace zmian
w poziomach ekspresji genéw w skutek pasazy i re-pasazy byly przeprowadzone
na bardzo matej puli badawczej — cztery izolaty — dlatego konieczne sa dalsze.
Dodatkowo, jeden z izolatbw wrazliwych byl izolatem weterynaryjnym i istnieje
prawdopodobienstwo, ze w mial kontakt w $rodowisku naturalnym z azolami. Badania
dotyczace wptywu azoli na ekspresje roznych genéw prowadzili rowniez da Silva Ferreira
i wsp. W trakcie prowadzonych przez nich badan, inkubowali izolaty A. fumigatus
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z dodatkiem worikonazolu przez krotki czas (30, 60, 120 i 240 minut) i zaobserwowali
wzrost poziomu ekspresji transporteréw btonowych [da Silva Ferreira M, 2006].

Dodatkowo, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej postanowiono sprawdzi¢
wrazliwo$¢ 100 izolatow A. fumigatus na izawukonazol. 1zawukonazol jest stosunkowo
niedawno wprowadzonym do klinicystyki azolem, w ktorym upatruje si¢ mozliwosci
skutecznego leczenia pacjentow chorujacych na zakazenia grzybicze. W toku
przeprowadzonych badan wlasnych majacych na celu oznaczenie lekowrazliwoSci
izolatéw A. fumigatus na izawukonazol zaobserwowano, iz w Polsce istnieje problem
tej opornosci i dotyczy zaréowno szczepoéw Kklinicznych (sze$¢ z 64 klinicznych
izolatow — 9,4%) i sSrodowiskowych (trzy z 22 izolatow $rodowiskowych — 13,6%0).
Wsrod przebadanych 14 izolatow weterynaryjnych nie zaobserwowano problemu
opornosci na izawukonazol. Ze 100 przebadanych izolatow dziewie¢ izolatow
charakteryzowalo si¢ oporno$cig na izawukonazol (9%) Cztery izolaty (trzy Kliniczne:
13, 55 i 129 oraz jeden s$rodowiskowy: 145) charakteryzowaly si¢ oporno$cia
na izawukonazol oraz itrakonazol, posakonazol i worikonazol. Dwa kliniczne izolaty
(117 1 134) charakteryzowaly si¢ opornoScia na izawukonazol oraz itrakonazol
1 posakonazol. Wyniki badan poszerzaja dostepne w literaturze dane na temat opornosci
na izawukonazol izolatow A. fumigatus, gdyz do tej pory opublikowano jedng prace,
wskazujaca na brak tej opornosci [Sulik-Tyszka B, 2016]. Warto jednak zwroci¢ uwage,
na matg grupe badanych izolatéw (3 izolaty A. fumigatus) wykorzystywane do oznaczenia
opornosci na izawukonazol. Badania prowadzone przez Gregson i wsp. wykazaly wyzsze
wartosci MIC izawukonazolu w szczepach o zmniejszonej wrazliwosci na inne triazole
i wykazywatl wysoki stopien korelacji z wynikami wrazliwo$ci na worikonazol [Gregson
L, 2013]. W badaniach uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy nie
zaobserwowano korelacji wynikéw MIC izawukonazolu i worikonazolu. Jedynie
39% izolatow charakteryzowalo si¢ taka samg wartoscia MIC dla tych zwiazkéw,
4% izolatéw nizsza wartoScia MIC izawukonazolu, za§ az 57% izolatow wyisza
wartoscia MIC dla izawukonazol. Dodatkowo w toku badan wlasnych nad niniejsza
pracg doktorskg zaobserwowano wystepowanie izolatéw A. fumigatus opornych
wylacznie na izawukonazol (jeden kliniczny: 140 i dwa Srodowiskowe: 187 i 188)
czego nie opisano do tej pory w dostepnej na ten temat literaturze. Do tej pory
zaobserwowano, ze oporno$¢ na izawukonazol wystepuje jedynie tacznie z opornoscia na
itrakonazol [Pfaller M, 2013] a takze, ze wartoSci MIC dla izawukonazolu
odzwierciedlaja wyniki MIC dla worikonazolu [Gregson L, 2013]. Inne dane -
pochodzace z Chin wskazuja na to, ze izawukonazol ma podobng aktywnos$c
do itrakonazolu ale nizsza niz posakonazol i worikonazol [Deng S, 2017]. Dane te
roéwniez nie sg porownywalne do wynikow uzyskanych w niniejszej pracy doktorskie;.
Jedynie 55% izolatow charakteryzowalo si¢ takg sama wartoscia MIC
itrakonazolu i izawukonazol, 21% izolatéw charakteryzowalo si¢ wartoscia MIC
wyzsza dla izawukonazolu niz itrakonazolu zas$ 24% izolatéw charakteryzowalo si¢
nizsza warto$cia MIC izawukonazolu. Warto rowniez zaznaczy¢, Zze w tej ostatniej
grupie (izolaty charakteryzujace si¢ nizsza wartoscia MIC izawukonazolu) znajduja
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W Polsce wystepuja zarowno kliniczne, srodowiskowe i weterynaryjne izolaty
A. fumigatus oporne na azole. Wsrdéd przebadanych 200 izolatbw oporno$é
wynosita 8,5% (w tym wsrod klinicznych 3,6%, wsrdd srodowiskowych 2,2%
wsrod weterynaryjnych 78,6%).

Wsrdd izolatow A. fumigatus wystepujacych w Polsce istnieja r6zne mechanizmy
opornosci na azole. Nalezg do nich mutacja TR34L98H w genie CYP51A
oraz nadekspresja genéw kodujacych pompy btonowe i genow odpowiedzialnych
za poprawng budowe Sciany i btony komoérkowej grzybow.

Obecno$¢ w medium hodowlanym posakonazolu Ilub itrakonazolu moze
powodowa¢ zmiany w kolorze grzybni grzybow z gatunku A. fumigatus.
Obecnos$¢ w medium hodowlanym badanych azoli indukuje u grzybéw z gatunku
A. fumigatus zwigkszong produkcje zarodnikow.

Dlugotrwata obecno$¢ itrakonazolu, posakonazolu albo worikonazolu
w $rodowisku moze indukowaé oporno$¢ na azole wsrod szczepow A. fumigatus.
Obecno$¢ w medium hodowlanym itrakonazolu i worikonazolu powoduje wzrost
ekspresji genow MDR1, MDR2, MDR3, ATRF, CYP51A, CYP51B grzybow
A. fumigatus bez wzgledu na mutacje wystepujace w genie CYP51A.

Obecno$¢ w medium hodowlanym posakonazolu powoduje wzrost poziomu
ekspresji genéw MDR1, MDR2, MDR3, ATRF, CYP51A, CYP51B izolatow
A. fumigatus bez mutacji TR34L98H, zas w przypadku izolatow
z ta mutacja powoduje spadek poziomu ekspresji genéw CYPS51B, MDR2,
MDR3, ATRF a takze nie powoduje istotnych zmian w poziomach ekspresji
genow CYP51A i MDRL1.

Nadekspresja  genéow  kodujagcych  transportery blonowe oraz gendw
odpowiedzialnych za poprawng budowg $ciany i btony komorkowej grzybow
z gatunku A. fumigatus moze przyczyni¢ si¢ do nabycia opornosci na azole.
Izolaty A. fumigatus oporne wylacznie na itrakonazol charakteryzuja si¢
nadekspresjg genu CYP51A.

Izolaty oporne na worikonazol, itrakonazol i posakonazol nie sg wrazliwe
na dziatanie izawukonazolu, a inne izolaty A. fumigatus moga by¢ oporne
na izawukonazol pomimo braku opornosci na pozostate triazole.
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Wyniki badan wiasnych przedstawione w niniejszej pracy stanowig istotne
informacje na temat problemu opornosci na azole izolatow A. fumigatus w Polsce. Warto
zauwazyC, ze sa to pierwsze doniesienia na ten temat w naszym kraju. Ze wzgledu na ich
ograniczony charakter (pula 200 izolatow) trudno jednak traktowa¢ je jako
odzwierciedlajace ogolny stan w Polsce dotyczacy opornosci izolatow A. fumigatus
na azole. Stanowia one przyczynek do dalszych badan w tym kierunku.

Patrzac przez pryzmat uzyskanych wynikow, wazne wydaje si¢ byc
przeprowadzenie badan w wigkszej ilosci osrodkéw zdrowia - idealnym byloby
wprowadzenie obowigzkowych badah lekowrazliwosci wszystkich izolowanych
od pacjentow izolatow A. fumigatus oraz prowadzenia statystyk okre$lajacych procent
opornych szczepéw. Umozliwitoby to rzetelne odzwierciedlenie obecnego problemu
oporno$ci na azole oraz monitorowanie ewentualnych tendencji zwyzkowych. W zwigzku
z wyizolowaniem w trakcie badan witasnych srodowiskowego izolatu opornego na azole
koniecznym wydaje si¢ rowniez poszerzenie badan o wigksza pule izolatow
srodowiskowych.

Istotne wydaje si¢ rowniez pordwnanie wptywu azoli stosowanych w rolnictwie
na nabywanie oporno$ci przez grzyby z gatunku A. fumigatus do wynikéw uzyskanych
w niniejszej pracy dla azoli stosowanych w medycynie oraz poszerzenia ich o wigksza
ilos¢ probek. W Kolumbii przeprowadzono badania nad wplywem azolowych
fungicydéw na A. fumigatus. Zaobserwowano, ze wigkszo$¢ opornych na azole izolatow
charakteryzowata si¢ wystepowaniem jednej z trzech mutacji w genie CYP51A:
TR46/Y121F/T289A, TR34L98H i TRs3 [Alvarez-Moreno C, 2017]. Rowniez Ren i wsp.
zaobserwowali, ze azole wykorzystywane w rolnictwie moga przyczyni¢ si¢ do powstania
krzyzowej opornosci na azole wykorzystywane w klinicystyce. W toku badan
przeanalizowano 144 probki gleby z dodatkiem roznych azolowych fungicydéw
(epoksykonazol, tebukonazol, propikonazol, heksakonazol, metkonazol)
i zaobserwowano, ze 5,8% analizowanych probek bylo oporne na medycznie stosowane
azole. Dwie probki charakteryzowaly mutacja TRue/Y121F/T289A 1 byly oporne
na worikonazol. Jedna probka byla oporna na itrakonazol i charakteryzowata si¢
wystepowaniem mutacji TRz /L98H/S297T/F4951 [Ren J, 2017]. Istnieja rdwniez
doniesienia, o braku nabywania oporno$ci na klinicznie stosowane azole w skutek
stosowania rolniczych azolowych fungicydow. Przeprowadzone przez Kano i wsp.
badania dotyczyty 50 izolatow A. fumigatus wyizolowanych z pola spryskiwanego dwa
razy do roku od 15 lat tertakonazolem. W toku badan nie zaobserwowano opornych
na klinicznie stosowane azole izolatéw. Nie zaobserwowano takze izolatdéw opornych
na tertakonazol. Dodatkowo, nie wykazano zadnych mutacji w genie CYP51A [Kano R,
2015]. W zwiazku z tak roéznymi danymi dotyczacymi mozliwo$ci nabywania
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na klinicznie stosowane azole w skutek stosowania azolowych fungicydow, konieczne sa
dalsze badania w tej dziedzinie.

W Katedrze Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
trwajg obecnie prace nad sprawdzeniem wplywu azolowych fungicydéw na nabywanie
opornosci przez grzyby z gatunku A. fumigatus na Klinicznie stosowane azole
(posakonazol, itrakonazol i worikonazol). Prace prowadzone sg w ramach dyplomu
magisterskiego przez Panig Joanne Plenkowska pod opieka doktorantki Pani Martyny
Mroczynskiej 1 pod promotorstwem Pani dr hab. inz. Anny Brillowskiej-Dabrowskiej,
prof. zw. PG. Badania prowadzone sg na czterech izolatach A. fumigatus (izolaty
nr: 2, 13, 192 i 145) i dotycza wptywu propikonazolu i tebukonazolu na warto$ci
MIC i poziomy ekspresji genow CYP51A, CYP51B, MDR1, MDR2, MDR3, MDR4,
ATRF. Izolaty A. fumigatus pasazowane sg na podtozach o stezeniu 40mg/L tebukonazolu
i propikonazolu. Stezenie azoli zostalo dobrane tak, by odpowiadalo stezeniu
stosowanemu do opryskow upraw.

Przy pierwszym pasazu zaobserwowano zmiany w morfologii hodowanych
grzybow. Grzybnia charakteryzowala si¢ kremowo-biatym zabarwieniem (podobnie
jak w przypadku pierwszego pasazu izolatow na podlozach z itrakonazolem
i posakonazolem). Dodatkowo zaobserwowano problemy ze wzrostem jednego izolatu
(nr 192) na podtozu z tebukonazolem — jednak po przesianiu z podtoza z propikonazolem
wyrost bez problemu na podtozu z tebukonazolem dodatkowo wytwarzajac toksyny.

Po drugim pasazu wszystkie izolaty charakteryzowaty si¢ kremowo-biatym
kolorem grzybni, dodatkowo zaobserwowano wytwarzanie toksyn przez izolat
nr 13 hodowany na podtozu z propikonazolem.

Cztery izolaty A. fumigatus beda dalej pasazowane, a nastgpnie wyznaczonhe
zostang wartosci MIC dla posakonazolu, itrakonazolu i worikonazolu, a takze sprawdzone
zostang poziomy eckspresji genow MDR1, MDR2, MDR3, MDR4, ATRF i CYP51A,
CYP51B. Planowana jest takze analiza wytwarzanych przez A. fumigatus toksyn.

Warto bytoby takze kontynuowac przedstawione w niniejszej rozprawie badania
wilasne w kierunku analizy sekwencji genu CYP51A izolatow wykorzystywanych
w badaniach wtasnych po pasazach na podtozach z antymikotykami, w celu sprawdzenia
wystepowania ewentualnych mutacji.

W wyniku prowadzonych badan wlasnych zaobserwowano problem oporno$ci
na izawukonazol wérdd izolatow A. fumigatus. W zwigzku z tym wazne bytoby réwniez

poszerzenie badan wrazliwosci na izawukonazol na wigksza pulg izolatow.

W celu potwierdzenia mechanizmu opartego o nadekspresje pomp btonowych,
konieczne jest wykonanie nokautéw tych gendw i powtorne przeprowadzenie badan.
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e Tab. 1. Mutacje w genie CYP51A korelowane z opornos$cig na azole

e Tab. 2. Izolaty A. fumigatus wykorzystywane do pracy

e Tab. 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR ITS

e Tab. 4. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR ITS

e Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR CYP51A z uzyciem
starterow CYP51Afor i P450-A2

e Tab. 6. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR CYP51A z wykorzystaniem
starterow CYP51Afor i P450-A2

e Tab. 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR TR34

e Tab. 8. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR TR34

e Tab. 9. Charakterystyka izolatéw wykorzystywanych w badaniu wptywu azoli
na A. fumigatus

e Tab. 10. Stezenia azoli uzywane do badan poziomow ekspresji genow

e Tab. 11. Stezenia azoli uzywane do badania wptywu dlugotrwatej ekspozycji
A. fumigatus na azole

e Tab. 12. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
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do amplifikacji genu CYP51B

e Tab. 14. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
do amplifikacji genu MDR1

e Tab. 15. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
do amplifikacji genu MDR2

e Tab. 16. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
do amplifikacji genu MDR3

e Tab. 17. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
do amplifikacji genu ATRF

e Tab. 18. Profil temperaturowo-czasowy reakcji real-time PCR wykorzystywany
do amplifikacji genu g-tubuliny

e Tab. 19. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywany do reakcji real-time PCR

e Tab. 20. Wyniki oznaczania lekowrazliwosci izolatow A. fumigatus na
posakonazol, worikonazol i itrakonazol

e Tab. 21. Wyniki analizy sekwencji fragmentu genu CYP51A

e Tab. 22. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji poszczegolnych
genow dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud.

e Tab. 23. Poziom ekspresji genéw po hodowli na podtozu Sabouraud z dodatkiem
posakonazolu

e Tab. 24. Usrednione wyniki wzglednych poziomow ekspresji poszczegolnych
genow dla izolatow A. fumigatus hodowanych na podtozu Sabouraud i na
podtozach z dodatkiem posakonazolu.
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Tab. 32. Wyniki zmian wzglednych poziomow ekspresji genu CYP51B

Tab. 33. Udrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu
CYP51B dla izolatow A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem r6znych
stezen azoli.

Tab. 34. Wyniki zmian wzglednych poziomoéw ekspresji genu MDR1

Tab. 35. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu
MDRL dla izolatow A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych
stezen azoli.

Tab. 36. Wyniki zmian wzglgdnych poziomdw ekspresji genu MDR2

Tab. 37. Udrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu
MDR?2 dla izolatow A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych
stezen azoli

Tab. 38. Wyniki zmian wzglednych pozioméw ekspresji genu MDR3

Tab. 39. Udrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu
MDR3 dla izolatow A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem r6znych
stezen azoli

Tab. 40. Wyniki zmian wzglednych poziomoéw ekspresji genu ATRF

Tab. 41. Usrednione wyniki wzglednych réznic w poziomach ekspresji genu
ATRF dla izolatéw A. fumigatus hodowanych podtozach z dodatkiem réznych
stezen azoli

Tab. 42. Wartosci MIC badanych zwiazkow dla izolatow pasazowanych

na podtozu Sabouraud

Tab. 43. Warto$ci MIC badanych zwiazkow dla izolatow pasazowanych

na podlozu Sabouraud z dodatkiem posakonazolu, a nastgpnie hodowanych

na podtozach bez dodatku leku
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Tab. 44. Wartosci MIC badanych zwiazkow dla izolatow pasazowanych

na podtozu Sabouraud z dodatkiem itrakonazolu, a nastgpnie hodowanych

na podtozach bez dodatku leku

Tab. 45. Warto$ci MIC badanych zwigzkow dla izolatoéw pasazowanych

na podtozu Sabouraud z dodatkiem worikonazolu, a nastepnie hodowanych

na podtozach bez dodatku leku

Tab. 46. Zmiany poziomoéw ekspresji genow izolatow A. fumigatus 20-krotnie

pasazowanych na podtozach z dodatkiem azoli worikonazol, posakonazol

i itrakonazol a nastepnie 5-krotnie re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
Tab. 47. Zmiany w poziomach ekspresji poszczegdlnych gendéw izolatow

A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem posakonazolu i
re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

Tab. 48. Zmiany poziomow ekspresji poszczegolnych gendw izolatow

A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem worikonazolu i
re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

Tab. 49. Zmiany poziomow ekspresji poszczegolnych gendw izolatow

A. fumigatus pasazowanych na podtozu z dodatkiem itrakonazolu i
re-pasazowanych na podtozu Sabouraud

Tab. 50. Wyniki oznaczania lekowrazliwos$ci izolatow A. fumigatus

na izawukonazol
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SPIS RYCIN

SPIS RYCIN

e Ryec. 1. Budowa konidioforu grzybow z rodzaju Aspergillus na przyktadzie
gatunku A. fumigatus

e Ryec. 2. Budowa konidioforéw A. fumigatus

e Ryc. 3. Siedmiodniowe kolonie A. fumigatus na podtozu Sabouraud

e Ryc. 4. Struktura itrakonazolu

e Ryc. 5. Struktura worikonazolu

e Ryc. 6. Struktura posakonazolu

e Ryc. 7. Struktura propikonazolu

e Ryc. 8. Przedstawienie powierzchni hydrofobowych i hydrofilowych w biatku
CYP51A szczepu dzikiego i zmutowanego

e Ryc. 9. Stuktura izawukonazolu

e Ryc. 10. Mapa przedstawiajaca stan oporno$ci na azole izolatow A. fumigatus

e Ryec. 11. Procentowy udziat izolatéw klinicznych, srodowiskowych
i weterynaryjnych

e Ryec. 12. Wykres wartosci MIC dla itrakonazolu

e Ryec. 13. Wykres wartosci MIC dla worikonazolu

e Ryc. 14. Wykres wartosci MIC dla posakonazolu

e Ryec. 15. Procentowy udziat izolatéw opornych na itrakonazol

e Ryec. 16. Procentowy udziat izolatéw opornych na worikonazol

e Ryec. 17. Procentowy udziat izolatéw opornych na posakonazol

e Ryc. 18. Wynik rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji PCR TR34 dla
przyktadowych izolatow

e Ryc. 19. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany
poziomow ekspresji genu CYP51A

e Ryc. 20. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany
poziomow ekspresji genu CYP51B

e Ryc.21. Wptyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany poziomow
ekspresji genu MDR1

e Ryc. 22. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany
poziomdw ekspresji genu MDR2

e Ryc. 23. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany
poziomoéw ekspresji genu MDR3

e Ryc. 24. Wplyw itrakonazolu, worikonazolu i posakonazolu na zmiany
poziomow ekspresji genu ATRF

e Ryc. 25. Réznice we wzroScie grzybow charakteryzujacych si¢ mutacja
TR34/L98H od pozostatych A. fumigatus

e Ryc. 26. Wzrost grzybow A. fumigatus na podtozu Sabouraud i Sabouraud
z dodatkiem itrakonazolu
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e Ryc. 27. Wzrost grzybow A. fumigatus na podtozu Sabouraud i Sabouraud
z dodatkiem worikonazolu
e Ryc. 28. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud i Sabouraud
z dodatkiem posakonazolu
e Ryc. 29. Wzrost grzyboéw A. fumigatus na podtozu Sabouraud z dodatkiem
posakonazolu
¢ Ryc. 30. Podsumowanie wplywu azoli — badz ich braku - w medium
hodowlanym
na grupe 38 izolatow A. fumigatus
e Ryc. 31. Poziom ekspresji poszczegolnych genow A. fumigatus pasazowanych
na podtozu z dodatkiem posakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
e Ryc. 32. Poziom ekspresji poszczegolnych genow A. fumigatus pasazowanych
na podtozu z dodatkiem posakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
e Ryc. 33. Poziom ekspresji poszczegdlnych genéw A. fumigatus pasazowanych
na podtozu z dodatkiem itrakonazolu i re-pasazowanych na podtozu Sabouraud
e Ryc. 34. Wykres warto$ci MIC dla izawukonazolu
e Ryc. 35. Procentowy udziat izolatow opornych na izawukonazol
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