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STRESZCZENIE

Wstep. W powietrzu atmosferycznym obecne sg za-
rodniki grzybéw z rodzaju Fusarium, mogace posiadac
opornos¢ na stosowane w medycynie leki przeciwgrzybi-
cze. Celem pracy byto okreSlenie wrazliwosci na wybrane
antymikotyki oraz wyznaczenie MIC (minimalnego ste-
zenia hamujgcego) dla szczepé6w nalezgcych do gatunku
F. culmorum.

Material i metody. Szczepy grzybow wyizolowano
z powietrza atmosferycznego pobranego w sasiedztwie p6l
na ktoérych uprawiano pszenice ozima. Ocene wrazliwosci
na leki przeciwgrzybicze przeprowadzono z zastosowa-
niem paskow E-test.

Wyniki. Wszystkie izolaty odznaczaly si¢ opornoscia
w stosunku do ketokonazolu, itrakonazolu i flukonazolu.
MIC dla: amfoterycyny B wynosito 0,023 pg-cm=, dla
worykonazolu 0,016 pg-cm3, dla pozakonazolu 0,006
pg-cm™ oraz dla kaspofunginy 0,25 pg-cm=. Wsrod ba-
danych izolatéw byto 8 opornych na worykonazol, 3 opor-
ne na pozakonazol i 10 opornych na amfoterycyne B.

Whioski. Badane grzyby byly w réznym stopniu wraz-
liwe na testowane antymikotyki. Najsilniejsze dziatanie
grzybobdjcze stwierdzono w przypadku: pozakonazolu,
worykonazolu i amfoterycyny B. W powietrzu atmosfe-
rycznym obecne s3 szczepy z gatunku F. culmorum posia-
dajace naturalng opornos¢ na niektére antymikotyki.

Stowa kluczowe: Fusarium culmorum, antymikotyki,
opornos¢, powietrze

ABSTRACT

Introduction. In the atmospheric air, fungal spores of
the genus Fusarium are present which may be resistant
to antifungal drugs used in medicine. The aim of this
study was to determine the sensitivity to selected an-
timycotics, and to identify the MIC (minimum inhibitory
concentration) for strains belonging to the species F. cul-
morum.

Material and methods. Fungal strains were isolated
from atmospheric air sampling in the vicinity of fields
where winter wheat was cultivated. Evaluation of suscep-
tibility to antifungal drugs was carried out using E-test
strips.

Results. All isolates were characterized by resistance
to ketoconazole, itraconazole and fluconazole. MIC for
amphotericin B was 0.023 pg-cm3, for voriconazole
0.016 pg-cm3, for posaconazole 0.006 pg-cm= and for
caspofungin 0.25 pg-cm=. Among the isolates tested, 8
were resistant to voriconazole, 3 resistant to posaconazole
and 10 resistant to amphotericin B.

Conclusions. The examined strains presented different
sensitivity to antifungal drugs. The strongest fungicidal
activity was found in the case of: posaconazole, voricona-
zole and amphotericin B. In the atmospheric air there
may exist strains of F. culmorum which have natural re-
sistance to some antimycotics.

Key words: Fusarium culmorum, antimycotics, resist-
ance, air
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WSTEP

Mykotoksynotworcze grzyby fitopatogeniczne
z rodzaju Fusarium sa jednymi z najczesciej izolo-
wanych patogenéw roslin uprawnych tj. pszenica,
zyto, kukurydza, jeczmien i ziemniaki [1, 2]. Sta-
nowia takze duze zagrozenie dla ludzi, wywotujac
zakazenia grzybicze oraz produkujac mykotoksyny
[3, 4]. Zarodniki Fusarium spp. sa takze izolowane
z powietrza atmosferycznego, za posrednictwem kto-
rego moga przemieszczac sie na dalekie odlegtosci
[5, 6]. Mimo, ze powietrze atmosferyczne nie jest
Srodowiskiem przyjaznym dla rozwoju grzybow, to
bytujac w nim, w dalszym ciagu zachowuja swoj
potencjat infekcyjny [5, 7]. Zrodlem zarodnikow
grzybow z rodzaju Fusarium znajdujacych si¢ w po-
wietrzu atmosferycznym jest grzybnia, ktora rozwija
sie min. na porazonych roslinach, magazynowanych
ptodach rolnych, czy tez w glebie [1]. Osoby oddy-
chajace powietrzem zawierajacym zarodniki grzy-
bow narazone sa na roznego rodzaju choroby [8,
9]. Grzyby z rodzaju Fusarium sa jednymi z najcze-
Sciej izolowanych patogenow pszenicy ozimej, ktorej
areal upraw z roku na rok rosnie. Dlatego mozna
zatozy¢, ze powietrze znajdujace si¢ w sasiedztwie
upraw pszenicy bedzie silnie zanieczyszczone za-
rodnikami grzybéw z rodzaju Fusarium [10, 11].
W dalszym ciagu nie mamy dostatecznych informa-
¢ji na temat lekoopornosci szczepéw izolowanych
ze Srodowiska, ktore moga wywolywaé zakazenia
u ludzi [12]. Dlatego niezwykle istotne jest okresle-
nie profilu lekoopornosci szczepow Fusarium spp.
izolowanych z powietrza znajdujacego si¢ w sasiedz-
twie upraw pszenicy ozime;j.

Celem przedstawionej pracy bylo okreslenie, czy
Srodowiskowe szczepy F. culmorum, izolowane z po-
wietrza atmosferycznego posiadaja opornos¢ na wy-
brane antymikotyki. Ponadto, celem analiz byto wy-
znaczenie MIC (minimalne stezenie hamujace) dla
wszystkich analizowanych szczepow F. culmorum.

MATERIAL | METODY

W analizie wykorzystano szczepy grzybow nale-
zace do gatunku F. culmorum wyizolowane z po-
wietrza atmosferycznego pobranego w sasiedztwie
p6l na ktérych uprawiano pszenice ozima. Poboér
probek powietrza wykonywano pigciokrotnie w lip-
cu 2014 r. w tygodniowych odstepach czasu, pod-
czas trwajacych zniw w wojewo6dztwie matopol-
skim. Termin i miejsce poboru prébek wybrano nie-
przypadkowo. Grzyby z rodzaju Fusarium w tym
gatunek F. culmorum jest powszechnie wystepuja-

cym na zbozach patogenem [1]. Stad mozna zatozy¢,
ze w momencie intensywnych prac polowych, liczba
zarodnikow tych grzyboéw w powietrzu bedzie wy-
soka, co moze stanowic zagrozenie dla pracujacych
przy zniwach os6b.

Zastosowano impaktor MAS-100 (Merck) [13,
14] oraz podtoze PDA (agar glukozowo-ziemniacza-
ny, Biocorp) w celu izolacji grzybéw z rodzaju Fu-
sarium. Grzyby wyizolowane z powietrza zidenty-
fikowano w oparciu o klucze diagnostyczne [15-
17]. Izolaty zakwalifikowane do gatunku F. culmo-
rum przeszczepiono na podtoze PDA i poddano dal-
szym analizom. Do oceny lekowrazliwosci przezna-
czono 63 szczepy nalezace do gatunku F. culmorum.
Wrazliwos¢ izolatow srodowiskowych badano z uzy-
ciem 7 antymikotykéw: ketokonazol, amfoterycyna
B, itrakonazol, kaspofungina, flukonazol, pozako-
nazol i worykonazol. W celu oznaczenia poziomu
wrazliwosci badanych szczepéw na wybrane leki
przeciwgrzybicze wykorzystano metode z uzyciem
paskow antymikotykowych (E-test, bioMerieux).
Metoda ta jest stosowana powszechnie w laborato-
riach diagnostycznych w celu oznaczania wrazliwo-
Sci mikroorganizméw na antybiotyki oraz do wy-
znaczania MIC (minimalne stezenie hamujace) [18,
19]. Na podtoze Agar RPMI (Biocorp) posiewano
przy pomocy jatowej wymazowki zawiesine bada-
nych szczepow grzybéw. Zawiesina zostata sporza-
dzona w soli fizjologicznej i miata gestos¢ 0,5 w ska-
li McFarlanda. Na tak przygotowane podioze wy-
ktadano paski E-test, hodowle inkubowano w 35°C
przez 24-48 h (az do uzyskania wzrostu). Po tym
czasie odczytywano minimalne stezenia hamujace
wzrost grzybow z gatunku F. culmorum.

WYNIKI BADAN

Wszystkie testowane izolaty z gatunku F. culmo-
rum odznaczaty sie 100% opornoscig na dziatanie
ketokonazolu, itrakonazolu oraz flukonazolu. Naj-
nizsze wartosci MIC wzgledem badanych grzybow
wykazaty antymikotyki: pozakonazol - 0,006
pg-cm=3, worykonazol - 0,016 pg-cm= oraz amfo-
terycyna B — 0,023 pg-cm=3. Kaspofungina hamo-
wata wzrost E. culmorum przy MIC réwnym 0,25
pg-cm> (ryc. 1).

Kaspofingina byta antymikotykiem, ktéry w bar-
dzo zréznicowany sposob dziatat na badane grzyby:
W zgromadzonej puli izolatow 24 byly wrazliwe,
a 39 oporne na kaspofungine. Na podstawie prze-
prowadzonych badan do lekow przeciwgrzybiczych
o najsilniejszym dziataniu zakwalifikowano: poza-
konazol, worykonazol i amfoterycyne B (tab. I).
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Ryc.1. Minimalne stezenia hamujace (MIC) wybranych an-
tymikotykéw dla izolatow £ culmorum

Fig. 1. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of the
selected antimycotics to £ culmorum isolates

Tabela I. Procentowy udziat izolatéw F. culmorum wrazli-
wych oraz opornych na badane antymikotyki

Table I. The percentage of F. culmorum isolates sensitive
and resistant to antimycotics used in the study

Lp. Antymikotyk S (Wrazliwe) | R (Oporne)
1. | Ketokonazol (KE) 0 (0%) 63 (100%)
2. | Amfoterycyna B (AP)| 53 (84%) 10 (16%)
3. | ltrakonazol (IT) 0 (0%) 63 (100%)
4. | Kaspofungina (CS) 24 (38%) 39 (62%)
5. | Flukonazol (FL) 0 (0%) 63 (100%)
6. | Pozakonazol (POS) 60 (95%) 3 (5%)

7. | Worykonazol (VO) 55 (87%) 8 (13%)

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna usta-
li¢ nastepujacy szereg antymikotykéw pod wzgle-
dem malejacej sily ich dziatania: pozakonazol > wo-
rykonazol > amfoterycyna B > kaspofungina > ke-
tokonazol, itrakonazol, flukonazol

DYSKUSJA

W pracy dokonano oceny wptywu wybranych
antymikotykéw na wzrost grzybow z gatunku F.
culmorum izolowanych z powietrza atmosferyczne-
go. Do testow wybrano 7 antymikotykow stosowa-
nych w leczeniu zakazen wywotywanych przez grzy-
by. Testom poddano nastepujace leki przeciwgrzy-
bicze: ketokonazol, amfoterycyna B, itrakonazol,
kaspofungina, flukonazol, pozakonazol i woryko-
nazol. Zgromadzone izolaty nalezace do gatunku
F. culmorum odznaczaty si¢ 100% opornoscia
na dziatanie ketokonazolu, itrakonazolu oraz flu-

konazolu. Pozakonazol odznaczat sie najsilniejszym
grzybobodjczym dziataniem, hamujac wzrost izola-
téw juz przy MIC réwnym 0,006 pg- cm=3. Ponadto,
w stosunku do tego antymikotyku najmniej izola-
tow byto opornych (5%). Kolejnymi silnie dziata-
jacymi antymikotykami byty: worykonazol, MIC
réwne 0,016 pg-cm= i amfoterycyna B, MIC réwne
0,023 pg-cm=3. Kaspofungina hamowata wzrost F.
culmorum przy MIC wynoszgcym 0,25 pg-cm=3,
jednakze w stosunku do tego antymikotyku zaob-
serwowano najwieksze zr6znicowanie we wrazli-
wosci poszczegblnych izolatow. Jak pokazujg bada-
nia wilasne oraz innych autoréow [12, 20-26], silne
dziatanie bojcze wzgledem Fusarium spp. wykazuja:
amfoterycyna B, worykonazol i pozakonazol, co
zostato potwierdzone w niniejszej pracy. Rowniez
w przypadku ketokonazolu, itrakonazolu i fluko-
nazolu stwierdzona w badaniach witasnych opor-
nos¢ testowanych grzybéw na te antymikotyki
znajduje potwierdzenie w badaniach innych auto-
row [12, 27-30]. Kaspofungina byta antymikoty-
kiem, ktory w zréznicowany sposob dziatat na tes-
towane izolaty. W badaniach wtasnych 24 (38%)
izolaty F. culmorum bylo wrazliwych, a 39 (62%)
byto opornych na ten lek. Podobne wyniki uzyska-
no w stosunku do szczepoéw z gatunku F. graminea-
rum izolowanych z ktoséow zbdz, gdzie 16 (32%)
izolatow byto wrazliwych, a 34 (68%) byto opor-
nych na dziatanie kaspofinginy [12]. Uzyte w ba-
daniach wiasnych szczepy srodowiskowe izolowano
z powietrza atmosferycznego, a nie od leczonych
farmakologicznie pacjentow. Dlatego nie mozna
byto przewidziec jaki profil lekoopornosci in vitro
beda prezentowacé testowane izolaty. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze badane
grzyby posiadaja naturalng opornos$¢ na niektore
antymikotyki. Jest to zjawisko niepokojace i wy-
magajace monitoringu. Izolaty F. culmorum obecne
w powietrzu, oporne na leki przeciwgrzybicze moga
bowiem przedostawac sie na dalekie odlegtosci
i stanowié zagrozenie dla zdrowia ludzi.

WNIOSKI

1. Szczepy z gatunku F. culmorum izolowane z po-
wietrza prezentujg zré6znicowang wrazliwos$¢
na testowane antymikotyki.

2. Najsilniejsze dziatanie grzybobodjcze wykazaty:
pozakonazol, worykonazol i amfoterycyna B.

3. W powietrzu atmosferycznym znajduja sie izolaty
F. culmorum posiadajace naturalng opornosé
na wybrane antymikotyki.
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