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WPROWADZENIE
Zakazenia grzybicze stanowig istotny problem w ochronie zdrowia. Wzrost CEL PRACY
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opornosci szczepow na stosowane zwigzki przeciwgrzybicze sprawia, ze Celem pracy byto ustalenie zdolnoéci adaptacji badanych szczepdw
poszukuje sie nowych lekow i rozwigzan do walki z tymi patogenami. Candida oraz droidzy Saccharomyces cerevisiage do wzrostu we
Niezmiernie waznym aspektem przyczyniajgcym sie od zapobiegania wzrastajgcym gradiencie stezen najbardziej popularnych w obszarze
zakazeniom jest wifasciwe stosowanie antyseptykow i sSrodkow medycznym  substancji  antyseptycznych, tj. diglukonianu
dezynfekcyjnych. W 2022 r. WHO opublikowata liste gatunkow grzybow chlorheksydyny oraz dichloroworodku oktenidyny, a takie
najgrozniejszych dla cztowieka. Na liscie tej znalazty sie grzyby okreélenie wptywu tych antyseptykdw na wrazliwo$é na substancje
drozdzopodobne z rodzaju Candida: C. auris i C. albicans - krytyczny przeciwgrzybicze otrzymanych mutantdw.

stopien zagrozenia; C. glabrata, C. tropicalis i C. parapsilosis — grupa
wysokiego ryzyka; C. krusei — sredni poziom zagrozenia.

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono na siedmiu szczepach z rodzaju Candida oraz na szczepie Saccharomyces cerevisiae. Szczepy rodzicielskie pozyskano z kolekgji
miedzynarodowej ATCC (American Type Culture Collection) oraz z kolekcji IBA (Instytut Biotechnologii i Antybiotykow).

— Candia albicans ATCC 90028 —> Candida parapsilosis ATCC 22019 - Candida quilliermondii IBA 155 = Candida auris B11221 ATCC MYA-5002
— Candida tropicalis IBA 171 — Candida tropicalis Berkhout ATCC 750 — Candida krusei ATCC 6258  — Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

Antyseptyki uzyte w pracy: diglukonian chlorheksydyny (CXG), dichlorowodorek oktenidyny (OCT).

Wykorzystane substancje przeciwgrzybicze: amfoterycyna B i nystatyna (antybiotyki polienowe), itrakonazol i flukonazol (z grupy azoli),
5-fluorocytozyna, kaspofungina (echinokandyny).

Oznaczenie wartosci MIC (Minimum Inhibitory Concentration) przeprowadzono zgodnie z wytycznymi EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) w ptynnym podtozu RPMI 1640 z 2 % glukozg i buforem MOPS oraz w bulionie Sabourauda Dextrose. Oznaczenie wykonano dla
szczepow rodzicielskich oraz ich mutantéw uzyskanych w czasie prowadzenia hodowli ciggtych, z najwyzszych stezen antyseptykow w obecnosci
ktérych zaobserwowano wzrost grzybow.

Hodowle ciggtg prowadzono w inkubatorze Innova® 42 w temperaturze 36 °C ze statym wytrzgsaniem 130 obrotow na minute. Hodowle t3 prowadzono
Metodg | (Schemat.1) w probowkach Falkon w 5 ml bulionu Sabourauda Dextrose z badanym antyseptykiem, a w przypadku braku wzrostu stosowano
Metode Il (Schemat.2). Wyjsciowe stezenie antyseptyku w hodowli ciggtej byto rowne wartosci %2 MIC srodka antyseptycznego. O wzroscie badanego

szczepu swiadczyto wizualnie obserwowane zmetnienie podfoza ptynnego. Otrzymywane mutanty przygotowano do zamrozenia w -80 °C .

ZAKONCZENIE HODOWLI
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. Podloze Sabourauda Schemat 2. METODA |l — wdrazanej, gdy po 5 dniach hodowli nie obserwowano zmetnienia.
Schemat 1. METODA | — preferowana metoda hodowli. Dextrose agar . I, 85Y P "
A — stezenie antyseptyku.

A — stezenie antyseptyku.

WYNIKI
Dla wiekszosci badanych szczepow, oprocz C. tropicalis i C. guilliermondii, wykazano . MUTANTY CXG . MUTANTY OCT
wieksza wrazliwos¢ na oktenidyne (MIC 0,25-1 mg/l) niz na chlorheksydyne (MIC 2-4 1 1
mg/l). Dla wszystkich szczepdow zaobserwowano zdolnos¢ adaptacji do wzrastajgcego
gradientu stezen obydwu antyseptykow, tj. wykazano ich wzrost w obecnosci od 2- do S ’

96-razy wyzszym stezeniu oktenidyny i od 1,5- do 8-razy wyzszym stezeniu

chlorheksydyny. U niektorych otrzymanych w ten sposéb wielostopniowych

mutantow stwierdzono zmiane we wrazliwosci na antyseptyki, t;j.:

* > 4-krotny {, wrazliwosci na chlorheksydyne mutantéw C. albicans

* 4-krotny {, wrazliwosci na oktenidyne mutantow C. krusei

) 8_kr0tny \l/ wrazliwosci na Oktenldyne mutantow C. auris — C. albicans — C. guilliermondii — C. parapsilosis — C. krusei  — C. auris

Ponadto, dla niektorych mutantow wykazano zmiane w profilach lekowrazliwosci S-szczep wrazliwy; I-podatny(nalezy zwigkszy¢ dawkowanie/stezenie w miejscu podania);
] ] ] ] ) L. R— oporny; CXG — chlorheksydyna; OCT - oktenidyna

(Rycma 1)' Wigce] zmian obserwowano u mutantow OtrzymanyCh W obecnosci Rycina 1. Zmiany lekowrazliwosci mutantow na kaspofungine (KF), flukonazol (FL)

chlorheksydyny, przede wszystkim nabycie opornosci na 5-fluorocytozyne i5-fluorocytozyne (SF).

i kaspofungine. WNIOSEK

Wvyniki uzyskane podczas prowadzonych badan wskazuj3a, ze rozne szczepy gatunkow z rodzaju Candida posiadajg zdolnos¢ adaptacji do
bytowania w srodowisku antyseptykéw, co moze indukowac zmiany w profilu wrazliwosci na substancje przeciwgrzybicze. Dlatego aby
nie sprzyjac selekcji mutantow, ktora moze skutkowac¢ utrudniong eradykacjg oraz niepowodzeniami terapeutycznymi, istotne jest
stosowanie srodkow antyseptycznych w stezeniach rekomendowanych przez producenta.
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	Slajd 1: Wpływ antyseptyków na wybrane grzyby  z rodzaju Candida

