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Wykaz najwazniejszych skrotow stosowanych w pracy

ADA - American Diabetes Association - Amerykanskie Towarzystwo Diabetologiczne
APC- antigen-presenting cell - komorki prezentujace antygen

BMI - body mass index - wskaznik masy ciata

CRP — C-Reactive Protein, biatko C-reaktywne

DBP — diastolic blood pressure- ci$nienie rozkurczowe krwi

DC - dendritic cell — komorki dendrytyczne

DM- diabetes mellitus- cukrzyca

HbAlc - glycated hemoglobin -hemoglobina glikowana

HDL - high density lipoprotein - frakcja lipoproteiny osocza krwi o wysokiej gestosci
HLA- human leukocytes antigens — ludzkie antygeny leukocytarne

IDDM - insulin-dependent diabetes mellitus - cukrzyca insulinozalezna

IL- interleukine- interleukina

1L-2,4, 10,12 - interleukina —odpowiednio 2,4, 10, 12

LDL- low density lipoprotein — frakcja lipoprotein osocza o niskiej gestosci

NK - natural killer — komérki naturalni zabojcy

NOD- Non-obese diabetic mice-nieotyte myszy cukrzycowe(zwierzgcy model cukrzycy
typu 1)

SBP - systolic blood pressure- ci$nienie skurczowe krwi

ThO, Thl, Th2 - Type T helper - Limfocyty T pomocnicze subpopulacja 0, 1, 2

TNF a- tumor necrosis factor alpha- czynnik martwicy nowotworu alfa

T1DM- diabetes mellitus type 1- cukrzyca typu 1

T2DM- diabetes mellitus type 2- cukrzyca typu 2

VEGF- vascular endothelial growth factor- naczyniowo-§rodblonkowy czynnik wzrostu

WHO - World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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I. Wprowadzenie

1. Cukrzyca typu 1
1.1. Definicja cukrzycy

Wedlug definicji przyjetej] w 1999 roku przez WHO mianem cukrzycy (DM
diabetes mellitus) okresla si¢ grupe chordéb metabolicznych charakteryzujgcych sie
hiperglikemia wynikajaca z defektu wydzielania i/lub dzialania insuliny. Przewlekta
hiperglikemia w cukrzycy wigze si¢ z uszkodzeniem, zaburzeniem funkcji oraz
niewydolnoscig narzadéw w tym oczu, nerek, nerwow obwodowych, serca oraz naczyn
krwiono$nych. Cukrzyca typu 1 (T1DM) jest choroba autoimmunizacyjng o
wieloczynnikowej etiologii, ktorej istota jest brak lub znaczny niedobor insuliny,
spowodowany zniszczeniem komoérek [ wysp trzustki. Objawy kliniczne cukrzycy
pojawiaja si¢ dopiero przy uszkodzeniu ponad 90% komorek B [1,2]. Jest to choroba
heterogenna co do etiopatogenezy, przebiegu klinicznego 1 markeréw biologicznych. Na
obecne poglady dotyczace mechanizmoéw prowadzacych do rozwoju cukrzycy typu 1
ogromny wplyw miata teoria dunskiego naukowca Jorna Nerupa przedstawiona w
czasopismie Lancet z 1974 roku. Badacz sformutowat hipoteze o kluczowej roli genow
uktadu HLA (human leukocyte antigens) i czynnikow §rodowiskowych (wirusowych) w
rozwoju reakcji autoimmunologicznej skierowanej przeciwko komoérkom [ wysp
trzustkowych [3]. Teoria zaklada, Ze proces niszczenia komorek [ jest wynikiem
rownoczesnego oddzialywania czynnikdw genetycznych (geny zwigzane zarOwno z
uktadem immunologicznym, jak i1 geny warunkujace ,,0dpornos¢” komorek B na
destrukcj¢) oraz czynnikéw $rodowiskowych [2,4]. Cukrzyca typu 1 to ok. 8%
wszystkich zachorowan 1 niemalze w 90 % dotyczy dzieci oraz os6b mtodych przed 30-
tym rokiem zycia [5]. W Polsce obecnie choruje okoto 20 tysigcy osOb ponizej
osiemnastego roku zycia, a w kazdym kolejnym roku odnotowuje si¢ okoto 1,5 tysigca

nowych zachorowan [6].

1.2 Patogeneza cukrzycy 1
Czynniki genetyczne cukrzycy typu 1

Ryzyko zachorowania zwigzane jest z predyspozycja genetyczng do rozwoju
cukrzycy. Podatno$¢ na TIDM jest dziedziczna, jednak sposob dziedziczenia jest

ztozony 1 wcigz jest wiele niejasnosci [7]. Uwaza si¢, ze kluczowag role w



warunkowaniu ryzyka rozwoju cukrzycy typu 1 odgrywa region kodujacy antygeny
glownego uktadu zgodnosci tkankowej HLA (human leukocytes antigens) na
chromosomie 6. W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano, ze allele II
klasy HLA odpowiadaja w przyblizeniu za okoto 35-50% ryzyka genetycznego
chorych na cukrzyce typu 1. Analiza ludzkiego genomu technika mapowania
umozliwila réwniez wskazanie innych miejsc przypisanych wystepowaniu TIDM. Z
podatnoscig na cukrzyce typu 1 powigzano przynajmniej 20 roéznych regiondow
chromosomowych [7].

Wsrdd dzieci i mtodziezy cukrzyca typu 1 jest najczeséciej diagnozowang postacig
cukrzycy, niemniej w tej grupie wiekowej coraz wigkszego znaczenia nabiera
identyfikacja form monogenowych [8]. Jednym z kryteriow pozwalajacym réznicowaé
cukrzyce monogenowe od typu 1 jest brak autoimmunologicznych wyktadnikow
procesu destrukcji komorek B trzustki w postaci przeciwcial przeciw antygenom
komorek B u pacjentdéw z monogenowymi postaciami choroby [9]. Jednak definitywne
postawienie diagnozy cukrzycy monogenowej jest mozliwe wylacznie na podstawie
wyniku badan molekularnych. Zgodnie z powszechnie przyjeta klasyfikacja
wyodrebnione zostaly dwa gléwne typy cukrzyc monogenowych, ktorych
podstawowym kryterium podziatu jest wiek zachorowania oraz przebieg kliniczny
choroby. Wyrdzniamy zatem cukrzyce noworodkowa (ang. Neonatal diabetes mellitus —
NDM) rozpoznawang przewaznie do 6 miesigca zycia oraz cukrzyce typu MODY (ang.
Maturity onset diabetes of the young) charakteryzujaca si¢ pdzniejszym wiekiem
zachorowania, najczes$cie] ujawniajacym si¢ do 25 roku zycia oraz z reguly

fagodniejszym przebiegiem klinicznym [8].

Czynniki srodowiskowe cukrzycy typu 1

Coraz wiecej danych z badan epidemiologicznych wskazuje, ze same uwarunkowania
genetyczne nie sg wystarczajgce do wystgpienia cukrzycy typu 1. Z prowadzonych
badan wynika, ze tylko u stosunkowo niewielkiej ilo$ci 0sob podatnych genetycznie
(ok. 10%) obserwuje si¢ postep choroby klinicznej. Choroba wystepuje rownoczesnie
zaledwie u 20-50% bliznigt monozygotycznych. Wyniki wieloletnich obserwacji
potwierdzajg istotng rolg czynnikdéw srodowiskowych w rozwoju cukrzycy typu 1 [10-
12]. Proponowany mechanizm ryzyka rozwoju cukrzycy typu 1 przedstawia rycina 1

[13].



Genetics Genetics
Predisposing genes

Environment ﬂ
Virus infection
Cassarean section ﬁ
Clean environment
Changes in composition of ﬂ
microbiota
Psychological distress
Low vitamin D
Distary gluten
= Amount, iming and mode
of introduction
= Direct effect on beta celis
= Direct effact on microbiota

Protactive genes

Environment
Bacterial and parasitic infection

Vaginal birth
Breasifeading
Dirty environment

Protective intestinal microbiota
Gluten-fres diet

VSREGULATION

IMPALIME [

Bata cell stress Type 1 diabetes Beta cell rest

Rycina 1. Zaproponowany schemat mechanizmu ryzyka rozwoju cukrzycy typu 1[13].

Szereg obserwacji 1 danych z badan epidemiologicznych wskazuje na sezonowos$¢
zachorowan na T1DM, ktore sg bardziej powszechne w miesigcach jesienno-zimowych,
co z kolei sugeruje udziat w rozwoju cukrzycy czynnikéw infekcyjnych [11,12].
Jednym z czynnikéw infekcyjnych wplywajacych na rozwdj cukrzycy sa wirusy min.
enterowirusy, wirus rézyczki, $winki, rotawirusy i wirusy cytomegalii (CMV) [10,11].
Mechanizmy dziatania wirusow moga by¢ rozne 1 nie sg do konca jasne. Moze
dochodzi¢ do bezposredniego zakazenia komorek B trzustki wirusem, co powoduje lize
tych komorek. Infekcja wirusowa moze tez indukowa¢ aktywacje limfocytow T w tym
komorek autoreaktywnych T skierowanych przeciwko antygenom komorek .
Okreslone fragmenty biatkowe wirusoOw moga wykazywacé podobienstwo strukturalne
do antygenow komorek B (mimikra molekularna) 1 aktywacja reakcji krzyzowej T lub B
moze wywotywac zniszczenie komoérek [ [14]. Liczne badania wskazujg wigksza
zapadalno$¢ na TIDM w krajach o nizszych $rednich temperaturach, mniejszej ilosci
swiatla dziennego i stonecznych godzin, co powigzano z niedoborem witaminy Dj;
[11,12]. Prowadzone badania wykazuja fakt, ze suplementacja witaming D3 w
dziecinstwie wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem cukrzycy [15] cho¢ 1 w tym
przypadku istnieja sprzeczne doniesienia [10-12]. Jak wskazuje wiele badan pierwsze
oznaki autoimmunizacji komoérek B moga pojawiaé si¢ juz w pierwszych miesigcach
zycia [10,12]. Wczesna ekspozycja na obce biatka moze by¢ czynnikiem ktéry wptywa
na reakcje autoimmunologiczne [10,16]. W prowadzonych badaniach analizie

poddawany jest zwlaszcza wptyw glutenu oraz mleka krowiego wprowadzanego do



diety we wczesnym dziecinstwie. W wielu publikacjach zwraca si¢ uwage, ze wptyw na
rozwoj cukrzycy typu 1 moze mie¢ ilo$¢ i czas w ktoérym te produkty wprowadzane sg
do diety. Wyniki niektorych badan sugerujg, ze wezesne w wieku ponizej 3 miesigcy,
wprowadzenie produktow zawierajacych gluten lub inne zboza do diety wiaze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem autoimmunizacji wysp trzustkowych [17,13]. Co ciekawe
zaobserwowano, ze ryzyko rozwoju T1DM zmniejszalo si¢, jesli produkty zbozowe
byly wprowadzone do diety w czasie gdy dziecko nadal bylo karmione piersig [13]. Co
wiecej wykazano, ze eliminacja glutenu z diety moze chroni¢ przed rozwojem cukrzycy
typu 1. Eliminacja glutenu z diety jest korzystna rdwniez poprzez modulowanie sktadu
mikrobiomu jelit [16]. Natomiast wigksze spozycie mleka krowiego we wczesnym
dziecinstwie moze zwiekszy¢ ryzyko rozwoju autoimmunologicznej destrukcji komoérek
B trzustki 1 progresji do TIDM [17,18]. We wczesnym stadium choroby T1DM
spozycie mleka krowiego moze mie¢ wigkszy wplyw u dzieci z niskim /
umiarkowanym ryzykiem genetycznym TIDM [18]. Wyniki niektorych badan nie
wykazuja jednak wplywu wczesnego wprowadzania mleka krowiego czy glutenu do
diety niemowlat na zwigkszenie ryzyka rozwoju TIDM [19,20]. Wedlug ostatnich
badan waznym elementem  przyczyniajgcym si¢ do rozwoju  chorob
autoimmunologicznych w tym cukrzycy typu 1 moze by¢ zmiana mikroflory jelitowej
[12]. Niektorzy badacze sugeruja wyrazne roznice w sktadzie mikrobioty jelitowej osob
z cukrzycg w poroéwnaniu do osob zdrowych [21-23].

W zdrowym organizmie ludzkim istnieje rownowaga mikroflory jelitowe] a zakldcenia
homeostazy — dysbiosa majg istotny wplyw na reakcje immunologiczne, ktore zostaty
obserwowane w roznych jednostkach chorobowych, okre§lanych czesto jako schorzenia
cywilizacyjne. Sa to choroby o podlozu alergicznym, autoimmunoagresywnym oraz
zaburzen metabolicznych. W ostatnich latach coraz bardziej wzrasta zainteresowanie
wptywem mikroflory jelitowej na stan rownowagi zdrowotnej czlowieka. Coraz wigcej
dowodow wskazuje, ze mikroorganizmy jelitowe moga by¢ zaangazowane w
patogeneze cukrzycy typu 1 [21,24,25]. Grzyby drozdZzopodobne podobnie jak bakterie
1 wirusy wchodza w sklad mikroflory jelitowej. W kontek$cie catego mikrobiomu jelit,
grzyby drozdzopodobne sg ogdlnie uwazane za sktadnik nieliczny, stanowig okoto 0,1%
mikroorganizméw jelitowych [26]. Jednak pomimo, iz grzyby stanowia niewielki
procent mikrobioty jelit, zmiana w ich ilo$ci wplywa na sktad flory bakterii zaburzajac
réwnowagge flory jelitowej. Dysbioza natomiast wydaje si¢ zwigkszac¢ przepuszczalnosé

jelit, a tym samym wspiera¢ rozwdj nisz prozapalnych, ktore stymuluja autoagresje
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komoérek P u predysponowanych pacjentéw [27]. W prowadzonych badaniach
dotyczacych mikrobioty jelit wykazano roznice w skladzie bakterii obserwowanych u
0s0b z cukrzycg typu 1 w porownaniu do osob zdrowych. Pacjenci z T1D wykazuja
mniej zréznicowany i mniej stabilny mikrobiom jelit w poréwnaniu z osobami
zdrowymi [28,29]. Zwigkszona kolonizacja grzybami drozdzopodobnymi np. po
stosowaniu antybiotykow, po rozwoju infekcji moze prowadzi¢ do zakldcenia
rownowagi ekologicznej flory jelitowej, moze sprzyja¢ rozwojowi niekorzystnych
szczepoOw bakterii 1 prowadzi¢ do spadku poziomu gatunkdéw pozytecznych bakterii,
moze przyczyni¢ si¢ do takich zmian we florze bakteryjnej ktore majag wptyw na rozwoj

cukrzycy typu 1 [30].

W pierwszej publikacji stanowigcej cykl prac rozprawy doktorskiej ,,Grzyby
drozdzopodobne w ukiadzie pokarmowym u dzieci i mtodziezy chorujgcych na cukrzyce
typu 1. Beata Kowalewska, Matgorzata Kawko, Katarzyna Zorena, Malgorzata
Mysliwiec. Pediatr Endocrinol Diabetes Metab 2014;22(4):170-177 dokonano

przegladu piSmiennictwa w dostepnych bazach internetowych z ostatnich lat
zwigzanych z wystgpowaniem grzyboéw drozdzopodobnych u pacjentoéw chorujacych na

cukrzyce typu 1.

2 Grzyby z rodzaju Candida
2.1. Charakterystyka grzybow z rodzaju Candida wystepujacych w ukladzie

pokarmowym czlowieka

W warunkach fizjologicznych grzyby z rodzaju Candida wystepujac w
niewielkiej ilosci komoérek wchodza w sklad naturalnej mikroflory ludzkiego
organizmu, kolonizujgc btony $luzowe jamy ustnej, przewodu pokarmowego, drog
rodnych kobiet [31]. Obecnie znanych jest ok. 200 gatunkow grzybow z rodzaju
Candida, z czego na podstawie wieloletnich badan za patogenne uznaje si¢ co najmniej
15 gatunkéw: C.albicans, C. catenulata, C.dublinniensis C. guilliermondii, C. kefyr, C.
krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C. tropicalis, C. zeylanoides, C.
dattila, C. famata, C. glabrata, C. inconspicua. Gatunkiem najczesciej izolowanym z
réznych ontocenoz jest Candida albicans [32,33]. Od wielu lat prowadzone sg badania
nad inwazyjnoscia grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida, jednak nadal

okreslenie w ktorym momencie konczy si¢ nosicielstwo a zaczyna inwazja, kiedy

10



nalezy stosowaé profilaktyke przeciwgrzybicza nie jest rozstrzygnigte. W zdrowym
organizmie ludzkim, przy prawidlowo dziatajacych mechanizmach obronnych nie
dochodzi do rozwoju zakazenia grzybiczego. Grzyby drozdzopodobne z rodzaju
Candida zachowujg si¢ jak symbiotyczny sktadnik mikroflory przewodu pokarmowego
[33-35]. Natomiast pojawienie si¢ czynnika, ktéry umozliwia zwigkszenie liczby
komorek grzyba zapoczatkowujac ich penetracj¢ w glab tkanki moze doprowadzi¢ do
rozwoju objawowej kandydozy [36]. Infekcje grzybami z rodzaju Candida moga
wystapi¢ w konsekwencji zaktocenia mechanizméw obronnych gospodarza: naruszenia
rownowagi fizjologicznej mikroflory jelitowej, zaburzenia uktadu odpornosciowego,
uszkodzen $luzéwki [33,35,37] oraz zmian w ekspresji genow powodujacych wirulencje
w uprzednio komensalnych szczepach Candida [34,38-41]. Zdolnos¢ C. albicans oraz
innych gatunkow z rodzaju Candida do szybkiej adaptacji, kolonizowania i przetrwania
w réznych anatomicznych niszach organizmu gospodarza uczynita je bardziej

szkodliwymi niz inne komensale organizmu ludzkiego [42,43].

2.2. Mechanizmy obronne w zakazeniach grzybiczych przewodu pokarmowego

Patogeneza zakazenia grzybami z rodzaju Candida jest zlozonym procesem,
ktory zalezy od wzajemnej interakcji grzyb-gospodarz [44]. Jest szczegélnie istotne, Ze
ludzki uktad odpornosciowy jest w stanie rozréznia¢ miedzy kolonizacja 1 patogenna
fazg inwazji C.albicans [45,46]. Czy ekspozycja na Candida bedzie tolerowana czy tez
rozwinie si¢ infekcja zalezy w duzej mierze od odpornosci gospodarza. Z jednej strony
grzyby drozdzpodobne posiadaja cechy umozliwiajace im inwazj¢ do organizmu
gospodarza - od pokonania naturalnych barier ochronnych poprzez kolonizacje do
infekcji. Patogennos$¢ grzybow drozdzopodobnych zalezy migdzy innymi od zdolnosci
przylegania, produkcji toksyn 1 enzymow, dimorfizmu, zmienno$ci fenotypowej czy tez
mimikry molekularnej. Adherencja (zdolno$¢ przylegania) grzybow drozdzopodobnych,
stanowi wstgpny etap zasiedlenia przez komorki grzyba okreslonych tkanek zywiciela i
rozpoczyna proces inwazji w glab tkanek gospodarza. Proces adhezji grzybow jest
ztozony 1 aktywowany jest poprzez substancje biatkowe wystepujace w $cianie
komoérkowej zwane adhezynami, sg to min. biatka Als1-Als9. Biatka Als biorg udziat w
interakcjach migdzy komorkami grzyba i gospodarza, r6znig si¢ funkcja i rozmiarem
[42,47]. Grzyby Candida wytwarzaja takze enzymy wspomagajace inwazje i

rozprzestrzenianie si¢ w tkankach zywiciela. Umozliwia to penetracj¢ tkanek oraz
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trawienie komodrek odpornosciowych 1 przeciwcial, a zwigkszona aktywno$¢
enzymatyczna koreluje ze zwigkszong wirulencja szczepu. Najwigkszg rolg w
patogenezie Candida odgrywaja proteazy i fosfolipazy [36,42,47]. Waznym czynnikiem
wirulencji jest zmienno$¢ morfologiczna. Najczestszy patogen C.albicans moze
wystepowaé¢ w dwu postaciach (dimorfizm): drozdzowej (blastospory) i nitkowatej
(mycelialnej- strzepki). Zmiany morfologii decyduja o roznych wlasciwosciach
adhezyjnych i patogennych obu form grzyba. Wczesne stadia infekcji zwigzane sg z
forma drozdzowa - posiadajagca w Scianie biatka biorgce udzial w rozpoznawaniu
komorek gospodarza oraz bardziej odporng na dziatanie fagocytow, pozniej zas
pojawiaja sie¢ formy mycelialne, tatwiej wnikajace w glab tkanki, umozliwiajac jej
zajecie [33,42, 45,47]. Zmienno$¢ fenotypowa grzybow z rodzaju Candida polegajaca
na wystepowaniu w obrebie gatunku roznych fenotypow réznigcych si¢ wlasciwosciami
biochemicznymi, zdolno$ciami adhezyjnymi, produkcja enzymow i toksyn, odpornoscia
na leki, pozwala drozdzakom omija¢ obrone gospodarza [43]. Z drugiej strony w
odpowiedZ na obecno$¢ antygenéow grzyboéw drozdzopodobnych organizmie
uruchamiane sa kolejno $ciSle powigzane ze sobg mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej. Ich efektywnos$¢ zalezy od wspotdziatania wrodzonej i1 nabytej
odpornosci organizmu [48,49]. Rodzaj 1 natgezenie odpowiedzi immunologicznej
zalezne sg od rodzaju infekcji 1 ich nasilenia. Istotng funkcje w procesach obrony przed
zakazeniem Candida pelnig mechanizmy odpornosci zwigzane ze swoistg odpowiedzig
komoérkows, w ktorej wazng role odgrywaja limfocyty T oraz odpowiadajace za
odpornos¢ nieswoistag neutrofile, monocyty oraz makrofagi fagocytujace komorki
drozdzakow. W badaniach in vitro wykazano, ze w odpowiedzi na antygeny Candida
dochodzi do rozwoju odpowiedzi immunologicznej typu Thl, charakteryzujacej si¢
zwigkszeniem produkcji interleukiny 2 (IL-2) oraz interferonu gamma (IFN-y), przy
niskim st¢zeniu interleukiny 4 (IL-4) oraz interleukiny 10 (IL-10) [50,51]. W
zakazeniach systemowych istotna jest odpornos¢ komoérkowa ze szczegdlnym udziatem
makrofagéw 1 fagocytozy, podczas gdy w zakazeniach bton §luzowych wazne znaczenie
w ochronie majg limfocyty CD4. Mechanizmy eliminacji komorek patogenu musza by¢

doktadnie regulowane, aby zapobiec uszkodzeniu narzadu lub tkanki [52].
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2.3. Obecnosé¢ grzybow drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowych u dzieci

chorujacych na cukrzyce typu 1

W ciggu ostatnich lat wzrasta czestos¢ wystgpowania grzybic, zaréwno
powierzchownych jak i systemowych [31,53]. Z obserwacji klinicznych wynika, ze
nawracajace zakazenia grzybami drozdzopodobnymi sg czg¢stym problemem chorych na
cukrzyce. U pacjentow z T1DM jak tez typu 2 (T2DM) szereg czynnik6w moze miec
wpltyw na rozwoj kandydozy. Zwigkszona glikemia, zaburzona rownowaga uktadu
immunologicznego moze sprzyja¢ namnazaniu si¢ grzybow [54-56]. Autorzy licznych
prac stwierdzajg fakt, iz u pacjentdow z cukrzyca grzyby z rodzaju Candida czgsciej
zasiedlaja jame¢ ustng niz u ludzi zdrowych [57-59]. Wigksza ilo$¢ grzybow
drozdzopodobnych zaobserwowano rowniez u pacjentow z cukrzyca typu 1 w
porownaniu do pacjentow z cukrzyca typu 2 [57]. Jednak istniejg prace w ktérych
autorzy nie wykryli istotnych réznic w ilo$ci grzybow drozdzopodobnych Candida u
pacjentéw z cukrzyca typu 1 jak tez typu 2 w odniesieniu do grupy kontrolnej [55]. W
badanych grupach pacjentéw z cukrzyca typu 1 jak tez typu 2 najczesciej stwierdzanym
gatunkiem byt Candida albicans. W badaniach poréwnujacych wystepowanie grzybow
drozdzopodobnych w grupie dzieci i oséb dorostych stwierdzono, ze u pacjentow
dorostych mimo, ze C. albicans dominowal, to inne gatunki Candida byty czestsze niz
u dzieci [60]. Autorzy pracy Cisto 1 wsp. wykazali obecnos¢ grzybow
drozdzopodobnych w kale u 91% dzieci z cukrzycg typu 1, natomiast w popluczynach z
jamy ustnej u 92.5% dzieci. Z kolei u dzieci zdrowych grzyby drozdzopodobne
wyhodowano odpowiednio u 66.5% w kale i 61% w jamie ustnej [61]. W innych
badaniach dotyczacych flory bakteryjnej i grzybiczej, grzyby drozdzopodobne wykryto
tylko w 44,6% dzieci z cukrzyca typu 1. Materiat stanowily mocz, wymazy z jamy
ustnej 1 gardta oraz okolic cewki moczowej lub przedsionka pochwy [62]. W badaniach
obejmujacych grupy dzieci z dolegliwos$ciami ze strony uktadu pokarmowego jak tez
astmy u 70-83% dzieci stwierdzano grzyby drozdzopodobne w uktadzie pokarmowym
[63,64].

Masywny wzrost grzybow drozdzopodobnych obserwowany u pacjentow moze
wptywaé niekorzystnie na przebieg cukrzycy - trudno$ci z wyrdéwnaniem
metabolicznym, zwigkszenie zapotrzebowania na insuling, jak tez prowadzi¢ do
trudnych do wyleczenia zakazen objawowych. Ryzyko rozwoju dolegliwosci

powigzanych z grzybica bedzie tym wigksze im wigcej czynnikow ryzyka pojawi si¢ u
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danej osoby i im bardziej patogenny bedzie szczep wyizolowany od pacjentow z
cukrzycg. Tematem wielu publikacji jest wystgpowanie grzyboéw z rodzaju Candida w
jamie ustnej u chorych na cukrzyce. Natomiast wystepowanie drozdzakow w uktadzie
pokarmowym u dzieci z cukrzyca typu 1 jest zagadnieniem badanym w mniejszym

stopniu a nieliczne wyniki badan sg rozbiezne.
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II. Cel pracy

Celem pracy byla ocena jako$ciowa i ilosciowa grzybow drozdzopodobnych w
przewodzie pokarmowym dzieci i mtodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1 w

odniesieniu do wybranych parametrow immunologicznych.

Cel gtowny realizowano poprzez cele szczegotowe:

e Charakterystyka szczepoéw grzybow z rodzaju Candida zasiedlajacych przewod
pokarmowy dzieci i mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1 pod wzgledem
wybranych cech fenotypowych z uwzglednieniem lekoopornosci.

e Analiza surowiczego stezenia interleukiny 12 (IL12) w kontek$cie wyréwnana
metabolicznego oraz obecnos$ci grzybow drozdzopodobnych w uktadzie
pokarmowym dzieci i mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1

e Ocena poziomu czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego(VEGF) w
odniesieniu do gospodarki lipidowej oraz ilosci grzyboéw drozdzopodobnych
zasiedlajacych przewo6d pokarmowy dzieci i mtodziezy chorujacych na cukrzyce

typu 1.
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II1. Pacjenci i metody

Badaniem objeto 53 dzieci i mtodziezy (19 dziewczat i 34 chtopcow w wieku
10.9 +/- 3.9 lat) z cukrzycg typu 1 leczonych w Przychodni Diabetologii Dziecigcej
Kliniki Pediatrii, Diabetologii i Endokrynologii Uniwersyteckim Centrum Klinicznym
w Gdansku. Klinikg Pediatrii, Diabetologii i Endokrynologii Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego w Gdansku kieruje prof. dr hab. n. med. Matgorzata Mysliwiec.
Cukrzyce typu 1 rozpoznawano na podstawie wytycznych Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego, ktore jest zgodne z zaleceniami WHO. Wszyscy pacjenci byli w
trakcie intensywnego leczenia insuling (0.89 + 0.21 IU insuliny na dzien/kg masy ciata).
Stopien wyrdéwnania metabolicznego cukrzycy oceniono na podstawie st¢zenia
hemoglobiny  glikowanej  (HbAlc) oznaczonego w  surowicy  metoda
immunoturbidimetryczng uzywajac Unimate 3 set (Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Szwajcaria). Poziom biatka C-reaktywnego (CRP) oznaczono wysokoczulym testem
ELISA (HsCRP firmy Dade Behring, USA). U wszystkich pacjentow oceniono dobowe
wydalanie albumin w moczu metodg immunoturbidimetryczng przy uzyciu testu Tina-
quant® (Boehringer Mannheim GmbH, Germany). Jako albuminuri¢ okreslono
wydalanie albumin w moczu w granicach 30-299 mg/dobe w dwoch sposrdd trzech
dobowych probek jalowego moczu, zebranego na przestrzeni 6 miesi¢cy od chorych z
wyrownang cukrzyca bez cech klinicznych 1 laboratoryjnych kwasicy ketonowe;.
Ponadto wykonano 24-godzinny pomiar ci$nienia t¢tniczego metoda Holtera (ABPM).
Srednie wartosci ci$nienia tetniczego oceniono w oparciu o siatki centylowe. Stezenie
cholesterolu catkowitego, jego frakcji LDL 1 HDL- oceniono przy uzyciu analizatorow
ARCHITECT System i AEROSET Abbott , Wiesbaden, Germany.
Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych dzieci i mlodziezy (16 dziewczat orazl4

chlopcow, zakres wieku 10.3 +/- 4.9 lat).

Material

Material do badan w kierunku obecnosci grzybéw drozdzopodobnych stanowit
kat, ktory pobierano do jalowych pojemnikéw 1 dostarczano do laboratorium przez
rodzicéw badanych dzieci lub prawnych opiekundéw w dniu pobrania. Z dostarczonego

materialu w tym samym dniu zaktadano hodowle w kierunku obecno$ci grzybow
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drozdzopodobnych. Dzieci i mtodziez z TIDM oraz badana grupa kontrolna w dniu
dostarczenia probek katu byly badane przez lekarza pediatr¢/diabetologa, ktory
przeprowadzit badanie fizykalne oraz podmiotowe. Na podstawie wywiadu w badanych
grupach dzieci nie stwierdzono zadnych dolegliwosci zwigzanych z ukladem
pokarmowym oraz co najmniej 3 miesigce przed badaniem grupa dzieci i mlodziezy z
T1DM jak tez grupa dzieci zdrowych nie byla leczona antybiotykami. Od wszystkich
badanych dzieci 1 mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1 oraz zdrowej grupy
kontrolnej pobrano 2 ml krwi zylnej do probowek nie zawierajacych koagulantu.
Wszystkie pobrania wykonano przy okazji innych badan biochemicznych. Nastepnie
krew poddano wirowaniu przy predkosci 2500 obrotow/min przez 15 minut. Uzyskane

surowice zamrozono i1 przechowywano do dalszej analizy w temperaturze — 80°C.

Metody
Hodowla grzybow drozdiopodobnych

W celu wyizolowania oraz okreslenia liczby kolonii grzybow drozdzopodobnych w
1 gramie kalu zastosowano posiew ilosciowy na podtozu Sabourauda (Sabouraud
Dextrose Agar). Przygotowywano zawiesiny katu w soli fizjologicznej; w kolejnych
rozcienczeniach 1:10,1:100, 1:1000, 1:10000. Na ptytce z podtozem Sabourauda -
zaznaczano 5 linii posiewu. Na pierwszej linii rtOwnomiernie rozprowadzano 10 pg katu
na nastgpne kolejno nanoszono 1 roéwnomiernie rozprowadzano po 10 pl
poszczegodlnych roztworow zawiesin katu. Hodowle inkubowano przez 72 godziny w
cieplarce w temperaturze 37°C. Nastepnie liczono liczbe kolonii grzybow ktore wyrosty
na ptytce 1 uwzgledniajac rozcienczenia przeliczano na liczbg kolonii grzybow (CFU) w
1 gramie badanego katu. Przyjeto wartosci wzrostu 10° - 10° 1g/CFU. W celu
rozpoznania czy w badanym materiale wystepuje wigcej niz jeden gatunek Candida kat
posiewano dodatkowo na podtozu CHROMagar (Graso, Polska). Identyfikacje
wyhodowanych grzybow prowadzono na podstawie cech morfologicznych i
wlasciwos$ci biochemicznych okreslanych przy zastosowaniu gotowych testow API 20

C AUX (BioMerieux, Francja) wg zalecen producenta.
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Ocena wrazliwosci grzybow droZdiopodobnych na leki przeciwgrzybiczne

Ocen¢ wrazliwosci na leki wyizolowanych szczepoéw przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu FUNGITEST® (BIO-RAD, Francja) stuzacego do badania
wzrostu grzyboéw drozdzopodobnych w obecnosci szesciu lekéw w dwodch stezeniach —
5-fluorocytozyny (SFC) (2.0 1 32.0 pg/ml), amfoterycyny B (AB) (2.0 1 8.0 pg/ml),
mikonazolu (MCZ) (0.5 1 8.0 ug/ml), ketokonazolu (KET) (0.5 1 4.0 ug/ml),
itrakonazolu (ITR) (0.5 1 4.0 pg / ml), 1 flukonazolu (FLU) (8.0 1 64.0 pg/ml). Badanie

przeprowadzono wg. zaleceh producenta.

Badanie aktywnosci enzymatycznej
Aktywno$¢ enzymatyczng wyhodowanych szczepdéw okreslano za pomoca testow API
ZYM (BioMerieux, Francja) zgodnie z zaleceniami producenta. Test APl ZYM zawiera

substraty do wykrycia aktywnosci 19 hydrolaz.

Immunoenzymatyczne ozraczenie przeciwcial C. albicans w klasie 1gG oraz IgM w
surowicy krwi dzieci i mlodzieiy chorujgcych na cukrzyce typu 1 oraz w zdrowej

grupie kontrolnej

Oznaczenie przeciwcial w klasie IgG i IgM C.albicans wykonano przy uzyciu
komercyjnych testow ELISA firmy DRG Instruments GmbH, D-35039 Marburg,
Germany wedhug instrukcji podanej przez producenta. Odczytu pomiaru absorbancji
dokonano przy pomocy czytnika ChroMate 4300 (Awareness Technology, Inc. USA)
przy dtugosci fali A=450 nm.

Wyniki pomiaru absorbcji przeciwciat C.albicans w klasie IgG i IgM obliczono wg.
wzoru 1 podano w jednostkach DRG (DU) zgodnie z zaleceniem producenta testu.

wartos¢ absorbancji pacjentax 10 DU

wartos¢ absorbancji cut off
Otrzymane wyniki przeciwciat C.albicans w klasie IgG i IgM < 9DU przyjeto jako
negatywne. Warto$ci miedzy 9-11 DU stanowig tzw. szarg strefe czyli wynik watpliwy.
Natomiast wartosci przeciwcial C.albicans w klasie IgG 1 IgM >11DU przyjeto jako
wynik pozytywny.
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Badanie poziomu interleukiny 12 (IL12) oraz czynnika wzrostu srédblonka

naczyniowego (VEGF) w surowicy krwi w badanych grupach dzieci i mlodziezy

Stezenie IL-12 oraz VEGF w surowicy oznaczono metoda immunoenzymatyczng
(ELISA) przy uzyciu zestawu Quantikine® firmy R&D Systems (USA), wedlug
instrukcji podanej przez producenta. Odczytu pomiaru absorbancji dokonano przy
pomocy czytnika ChroMate 4300 (Awareness Technology, Inc. USA) przy dlugosci fali
A=450 nm.

Na realizacj¢ badan dotyczacych tematu mojego przewodu doktorskiego uzyskano

zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej d/s Badan Naukowych przy Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym (NKBBN/125/2014).
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IV. Metody statystyczne

Obliczenia statystyczne zostaly przeprowadzone przy uzyciu RKWard Data
Analysis Tool Version 0.6.1 using KDE Development Platform 4.13.3. Zmienne
ilosciowe zostaly scharakteryzowane za pomoca Sredniej arytmetycznej i odchylenia
standardowego. Natomiast zmienne typu jakoSciowego zostaly przedstawione za
pomocg licznosci oraz wartosci procentowych. Do sprawdzenia, czy zmienna ilo§ciowa
pochodzita z populacji o rozktadzie normalnym postuzono si¢ testem W Shapiro-Wilka.
W przypadku gdy nie bylo podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej testu Shapiro-
Wilka badano réznice miedzy S$rednimi zbioréw testem t-studenta po uprzednim
sprawdzeniu jednorodnos$ci wariancji testem F-Snedecora. W pozostatych przypadkach
uzyto testu Wilcoxona/U-Manna-Whitneya. Dla wickszej grupy danych analizg
wariancji wykonano testem Bartletta (rozwiniecie testu F-Snedecora na wigkszg liczbe
prob). W przypadku wykrycia niejednorodnosci wariancji, r6znice pomigdzy grupami
badano stosujac test Kruskala-Wallisa. Dla grup z jednorodng wariancja zastosowano
test ANOVA. W celu stwierdzenia powigzania sity oraz kierunku mie¢dzy dwiema
zmiennymi zastosowano analize korelacji obliczajac wspdlczynniki korelacji Pearsona
1 Spearmana. Do analizy wptywu kilku zmiennych niezaleznych na zmienng zalezna
typu mierzalnego postuzono si¢ regresja wielorakag. W celu zbadania wptywu ilosci
grzyboéw drozdzopodobnych na wybrane parametry kliniczne zastosowano analize
wariancji (ANOVA) dla klasyfikacji podwdjnej. W nastegpnym etapie zastosowano
algorytm krokowy z kryterium AIC (Akaike Information Criterion) w celu znalezienia
optymalnej grupy zmiennych niezaleznych. Prawdopodobienstwo testowe P lub inaczej

graniczny poziom istotnosci ustalono jako wartos¢ 0.05.
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V. Najwazniejsze spostrzezenia publikacji bedacych przedmiotem

rozprawy doktorskiej

W pierwszym etapie badan, ktore przedstawitam w oryginalnej pracy “Higher diversity
in fungal species discriminates children with type 1 diabetes mellitus from healthy
control . Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Waz P, Mysliwiec M.
Patient Prefer Adherence. 2016 Apr 21;10:591-9. doi: 10.2147/PPA.S97852, badano

ilosciowo oraz jakosciowo grzyby drozdzopodobne w kale u dzieci i mtodziezy
chorujacych na cukrzyce typu 1 (T1DM). Okreslano czegstos¢ wystepowania kolonii
grzyboéw drozdzopodobnych w kale, ich ilo$¢, zroznicowanie gatunkowe, wrazliwo$¢ na

leki oraz oznaczono aktywno$¢ enzymatyczna.

Przebadano 53 dzieci z TIDM oraz 30 zdrowych dzieci. W probkach katu u 13/53
pacjentow z TIDM oraz 9/30 z grupy kontrolnej nie wyhodowano grzybow
drozdzopodobnych. Natomiast w probkach katu od 40 pacjentoéw z T1DM wykryto
wzrost grzybow drozdzopodobnych w ilosci 10°-10° CFU/g katu. Wérod 40 dzieci z
T1DM u ktorych wyhodowano grzyby u 33 osob (82.5%) wyhodowano pojedyncze
gatunki grzybow drozdzopodobnych (otrzymano hodowle jednogatunkowe) natomiast
w probkach katu od 7 (17.5%) oséb wyhodowano rownoczes$nie po dwa rézne gatunki
grzybdéw drozdzopodobnych. W dodatnich probkach katu od dzieci z T1DM otrzymano
tacznie 47 szczepow grzybow drozdzopodobnych. Wyhodowane szczepy nalezaty do 9
gatunkow. Gatunki z rodzaju Candida stanowily 83% wyizolowanych szczepow, a
pozostate 17% stanowily inne grzyby drozdzopodobne Wsrdd otrzymanych szczepow
dominowat gatunek Candida albicans ktory stanowil 62% wszystkich wyhodowanych
szczepow grzyboéw drozdzopodobnych. Inne otrzymane gatunki z rodzaju Candida to C.
krusei - 9 % wszystkich grzybow, C. famata odpowiednio 6%, C. parapsilosis , C.
lusitaniae, C. guilermondii stanowigce kazdy 2% wszystkich izolowanych w hodowli
grzyboéw. Pozostate izolowane gatunki grzybow drozdzopodobnych to gatunki z rodzaju
Rhodotorula 9%, Geotrichum 6%, Saccharomyces 2% [Ryc.2A].

W zdrowej grupie kontrolnej u 21/30 badanych dzieci wykryto obecno$¢ grzybow
drozdzopodobnych w ilosci 10°-10° CFU/g katu. W 21 probach katu wykryto 21
szczepoOw grzybow drozdzopodobnych, ktére nalezaly do 4 gatunkow. Wsrdd

otrzymanych szczepéw dominowal gatunek Candida albicans, ktory stanowit 85%
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wszystkich wyhodowanych szczepdéw grzybow drozdzopodobnych. Ponadto w badane;j
grupie wykryto C. famata i C. tropicalis, ktore stanowily 5% wszystkich grzybow.
Ostatnim wykrytym w ilosci 5% byt gatunek z rodzaju Rhodotorula sp nie nalezacy do
rodzaju Candida [Ryc.2B].

Rycina 2. Ilo$¢ gatunkow grzybow drozdzopodobnych wyhodowanych z probek katu u

dzieci z TIDM (A) oraz w grupie kontrolnej (B).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4844445/figure/f1-ppa-10-591/

W C. albicans W C. parapsilosis W C. guilermondii C. tropicalis Saccharomyces
B C. krusei M C. famata B C. lusitaniae W Rhodotorula W Geotrichum

U dzieci i mlodziezy chorujacych na TIDM zaobserwowano wigksze zrdéznicowanie
wyhodowanych gatunkéw grzybow drozdzopodobnych. W grupie dzieci z TIDM jak i
wsrdd dzieci z grupy kontrolnej dominowat gatunek C.albicans. Jednakze u dzieci z
cukrzyca typu 1 gatunek C.albicans stanowit tylko 62% wszystkich wyhodowanych
grzyboéw drozdzopodobnych natomiast u dzieci z grupy kontrolnej gatunek C.albicans
stanowil 85% wszystkich wyhodowanych grzyboéw drozdzopodobnych.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono ocen¢ lekowrazliwosci izolowanych
grzybow C. albicans w odniesieniu do 6 lekéw przeciwgrzybicznych uzywajac
FUNGITEST (Bio-Rad): Sfluorocytozyna, amfoterycyna, mikonazol, ketokonazol,
itrakonazol, flukonazol. W grupie dzieci z TIDM oraz w grupie kontrolnej 100%
wyhodowanych z probek katu szczepow C. albicans byto wrazliwych na

5fluorocytozyng i amfoterycyne. Natomiast tylko 28% szczepow grzybow C.albicans
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byto wrazliwych na itrakonazol u dzieci z TIDM i 54.5% u dzieci z grupy kontrolne;j

[Ryc. 3 A, B].

Rycina 3. Ocena lekowrazliwosci izolowanych z kalu grzybow Candida albicans u
pacjentoéw z TIDM (A) oraz w grupie kontrolnej (B).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4844445/tigure/f3-ppa-10-591/

A 100%
90%
80% !
70%
801 B Sensitive
50% M Intermediate
40% " Resistant
30%
20%
10%
0% ‘oé‘“e \ef‘d\“ a_l_o\e a‘l—°\e' a_l_o\e a_l_o\e
5—(\u°‘°°\f\ pe? W o (@ e
B 100%
90%
80%
70%
60%1 W Sensitive
50% B Intermediate
40% 1 Resistant
30%
20%
10%
o‘t{‘\oé\“e gt 0“37_0\6 0“310\3 0“,(,1_0\3 0“,(,-1_0\9
e "\uo(o e W \@&00 we® e

Wsrod szezepow C.albicans wyhodowanych od dzieci z TIDM 28% szczepoéw byto
wrazliwych na wszystkie badane leki, 61% szczepow wykazywato §rednig wrazliwos¢
lub opornos$¢ na jeden z lekow (itrakonazol), 5.5% szczepdéw wykazywato wrazliwosé
na trzy z badanych lekoOw a na pozostate byto sredniowrazliwe lub oporne (itrakonazol,
mikonazol, ketakonazol), 5.5% szczepéw byto wrazliwych tylko na dwa z badanych
lekow (5fluorocytozyna i amfoterycyna) [Rye. 4A]. Wsrod szczepow C.albicans
izolowanych od dzieci zdrowych 59% wykazywalo wrazliwo$¢ na wszystkie leki, 35%
byto wrazliwych tylko na 5 lekow (Sredniowrazliwe na itrakonazol) a 6% nie
wykazywato wrazliwo$ci na dwa z 6 badanych lekow (itrakonazol, mikonazol) [Ryec.

4B].
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Rycina 4. Poréwnanie ilo$ci szczepow Candida albicans wrazliwych i opornych na 6
badanych lekow przeciwgrzybicznych u pacjentow z TIDM (A) oraz w grupie
kontrolnej (B).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4844445/figure/f5-ppa-10-591/

A

59%
Susceptible to all of the tested drugs & Intermediate or resistant to two of the tested drugs
B Intermediate or resistant to one drug M Intermediate or resistant to three of the tested drugs
¥ Intermediate or resistant to more than three drugs

W badanej grupie dzieci z TIDM w poréwnaniu do grupy kontrolnej zaobserwowano
wickszg ilos¢ szczepoéw C. albicans, ktore wykazywaty stabszg wrazliwo$¢ na badane
leki przeciwgrzybiczne (72% u dzieci z TIDM a tylko 41% w grupie kontrolnej). Co
wigcej niepokojacy wydaje si¢ fakt wystgpienia stosunkowo duzej ilosci szczepow
stabo wrazliwych i opornych na itrakonazol oraz mniejsza ilo§¢ szczepow wrazliwych
na flukonazol 1 ketakonazol u dzieci z TIDM. W naszych badaniach stwierdzono
réwniez wystepowanie wigkszej ilosci szczepow Candida sp. o zmniejszonej
wrazliwosci na badane leki. Fakt wyizolowania z kalu dzieci z TIDM coraz wigkszej
ilosci szczepdw o zmniejszonej wrazliwosci na stosowane leki moze mie¢ istotne
znaczenie w przypadku wystgpienia czynnikoOw sprzyjajacych rozwojowi grzybicy i
wplyw na trudno$ci w leczeniu. Ryzyko rozwoju powaznych dolegliwo$ci powigzanych
z kandidozg bedzie tym wigksze, im wigcej czynnikow ryzyka wystapi u pacjenta np.
stosowanie antybiotykow ale takze im bardziej patogenny bedzie szczep wyizolowany
od pacjenta z TIDM.

Aktywno$¢ enzymoOw jest jednym z czynnikdbw majacych wplyw na zjadliwos¢
grzybow drozdzopodobnych. Candida wytwarza wiele enzymow majacych wpltyw na
przebieg infekcji. Aktywno$¢ enzymatyczna moze mie¢ wplyw na zachwianie
rownowagi ukladu grzyb-gospodarz. Wyzsza aktywno$¢ enzymatyczna szczepdw

Candida wyhodowanych z katu dzieci chorych na TIDM moze przemawia¢ za ich
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wigkszg zjadliwo$cig, moga stanowi¢ rowniez wigksze zagrozenie w przypadku

wystapienia ostabienia organizmu.

Reasumujgc, grzyby drozdzopodobne izolowane z kalu dzieci z TIDM byly bardziej
zréznicowane gatunkowo w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto zaobserwowano
wigkszg liczbe szczepow C. albicans wyizolowanych z katu dzieci z TIDM , ktore
wykazywaly slabszg wrazliwo$¢ na badane leki oraz okazaly si¢ mie¢ wyzsza
aktywno$¢ enzymatyczng. W badaniach diagnostycznych nalezaloby rozwazy¢
wykonywanie badan mikologicznych u dzieci z TIDM, w tym réwniez badan
ilosciowych grzybow drozdzopodobnych w kale. W przypadku izolacji grzybow
drozdzopodobnych konieczne jest okreslenie ich lekoopornosci ze wzgledu na
pojawianie si¢ coraz wigkszej ilosci szczepow grzybow drozdzopodobnych opornych na

stosowane leki przeciwgrzybiczne.

W kolejnym etapie pracy badano zwigzek pomig¢dzy stezeniem IL12 w surowicy krwi a
prewalencja grzyboéw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym u dzieci i

mtodziezy z cukrzyca typu. Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Waz P,

Mysliwiec M. High interleukin-12 levels may prevent an increase in the amount of
fungi in the gastrointestinal tract during the first years of diabetes mellitus type 1.
Dis. Markers. 2016; ID 4685976, http://dx.doi.org/10.1155/2016/4685976

Rola interleukiny 12 (IL12) w przebiegu cukrzycy typu 1 nie jest do konca wyjasniona.
W dotychczasowych badaniach wykazano, ze IL12 odgrywa istotng rol¢ w procesie
nieodwracalnego niszczenia komodrek B wysp trzustkowych i rozwoju TIDM [65-67].
Gléwnymi producentami IL12 sg fagocyty (monocyty / M® i neutrofile) oraz komorki
dendrytyczne w odpowiedzi na patogeny w tym bakterie, wirusy, pasozyty
wewnatrzkomorkowe oraz grzyby drozdzopodobne [68]. IL12 wzmacnia cytotoksyczng
aktywno$¢ komorek dendrytycznych, kom NK oraz makrofagéw przez co z jednej
strony zapobiega rozwojowi infekcji grzybiczych za$ z drugiej strony odgrywa istotng
role w powstawaniu choréb autoimmunologicznych. Ma swo¢j udzial w autodestrukcji
komorek B wysp trzustkowych przyczyniajac si¢ do rozwoju cukrzycy typu 1 [67].
Dotychczas rola IL12 w odpornosci na rozwoj infekcji grzybiczych C.albicans zostata
przedstawiona jedynie w eksperymentalnym mysim modelu [69-71]. Natomiast nie

znany jest status IL12 w kontekscie infekcji grzybdéw drozdzopodobnych u dzieci i
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mtodziezy z TIDM. Dlatego tez celem naszych badan byla ocena poziomu IL12 w
surowicy krwi w odniesieniu do obecnosci grzyboéw drozdzopodobnych w przewodzie
pokarmowym oraz wyroOwnania metabolicznego jak tez czasu trwania choroby u dzieci 1
mtodziezy z TIDM. W zwiazku z powyzszym badang grupe dzieci 1 mlodziezy
chorujacych na TIDM podzielono na trzy grupy: grupg¢ pacjentdOw z czasem trwania
cukrzycy <= 2 lat, grupg >2; <=5 lat oraz grup¢ pacjentow z czasem trwania T1DM >5
lat. W badanej grupie wykryto wyzsze stezenie IL12 w surowicy u dzieci i mtodziezy z
TI1DM z czasem trwania cukrzycy <=2 lat w poréwnaniu do grupy dzieci z T1DM oraz
czasem trwania cukrzycy >2; <5 lat jak tez w porownaniu z grupa pacjentdw u ktoérych
czas trwania cukrzycy wynosil >5 lat. Natomiast nie wykazano istotnych réznic w
stezeniu IL-12 poroéwnujac grupe dzieci z czasem trwania cukrzycy >2;<5 lat z grupa

pacjentow u ktorych czas trwania cukrzycy wynosit >5lat [Rye. 5].

Rycina 5. Poziom IL12 w surowicy krwi u dzieci i mtodziezy z TIDM/
https://www.hindawi.com/journals/dm/2016/4685976/fig2/
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Charakterystyka kliniczna dzieci i mtodziezy z TIDM wykazala, ze grupa pacjentow z
czasem trwania choroby <= 2 lat byla istotnie statystycznie miodsza w porownaniu do
grupy pacjentOw z czasem trwania cukrzycy >2; <=5, jak tez w poréwnaniu do grupy
pacjentéw z czasem trwania T1DM >5 lat. Ponadto pacjenci z TIDM z czasem trwania
choroby <= 2 lat charakteryzowali si¢ istotnie nizszym st¢zeniem HbAlc w pordwnaniu
do grupy pacjentow z czasem trwania cukrzycy >2; <=5 lat, jak tez w poréwnaniu do
grupy pacjentOw z czasem trwania choroby >5 lat. Nie wykryto roznic istotnie

statystycznych w zakresie stezenia biatka CRP w surowicy u dzieci i miodziezy z
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T1DM w porownaniu ze zdrowg grupg kontrolng. Poza tym u 21% dzieci z TIDM z
czasem trwania choroby <=2 wykryto w probkach kalu obecnos¢ grzybow
drozdzopodobnych w iloéci 10°-10° CFU/g. Natomiast w grupie pacjentdw z czasem
trwania cukrzycy >2; <=5 obecnos$¢ grzyboéw drozdzopodobnych wykryto u 37% dzieci
oraz u 42% pacjentow z czasem trwania cukrzycy >5. Charakterystyke kliniczng

pacjentow przedstawiono w [Tab.1].

Tabela 1. Charakterystyka kliniczna dzieci i mtodziezy z T1DM
https://www.hindawi.com/journals/dm/2016/4685976/tab2/

Duration of diabetes

Duration of Duration of diabetes Duration of P value
diabetes < 2 years > 2; <5 years diabetes > 5 years
P =0.053"
Age (years) 8+27 10440 13.5+25 P =0.000""
P =0.003"""
P=002"
HbAlc% 6.9+0.6 78+13 81+13 P=001"
P=0386
P=023
hsCRP mg/dl 2723 2019 3.0£28 P=074
P=041
P =004
IL12 pg/ml 408 + 301 242 + 165 2015+ 425 P = 0.008"
P=070
Yeast-like fungi 21% 37% 42% P=054

10°-10° CEU/g

Data are presented as means + SD. *Group with TIDM and duration of diabetes < 2 years versus group > 2; <5 years. *” Group with TIDM and duration of
diabetes < 2 years versus group > 5 years. “'Group with TIDM and duration of diabetes > 2; <5 years versus group > 5 years.

Nastepnie podjeto probe wykrycia przeciwcial C. albicans w klasie IgG oraz IgM w
surowicy krwi u dzieci 1 mtodziezy z TIDM. W grupie pacjentow z czasem trwania
cukrzycy <= 2 lat nie wykryto obecnosci przeciwcial C. albicans w klasie IgG.
Natomiast u dzieci i mlodziezy z czasem trwania cukrzycy >2; <=5 lat wykryto wyzsze
lecz nie istotnie statystycznie stezenie przeciwcial C. albicans w klasie IgG w
porownaniu do grupy pacjentdow z czasem trwania cukrzycy >5 lat. Nie wykryto
obecnosci przeciwciat C. albicans w klasie IgM w surowicy krwi pacjentéw z T1DM

jak tez w zdrowej grupie kontrolnej [Tab.2].

Tabela 2. Obecnos$¢ przeciwciat C. albicans w klasie IgG oraz IgM w surowicy krwi u

dzieci i mtodziezy z T1DM https://www.hindawi.com/journals/dm/2016/4685976/tab3/

Duration of diabetes

Duration of Duration of diabetes Duration of P value
diabetes < 2 years > 2; <5 years diabetes > 5 years
Candida albicans 1gG (DU) Not detected (—) 19.4 £20.2 (+) 14.9 +153 (+) P =045
Candia albicans IgM (DU) Not detected (—) Not detected (—) Not detected (—) —
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Badanie serologiczne jest jednym z elementéw diagnostyki zakazenia. W naszym
badaniu wykryto wyzszy aczkolwiek w graniach normy [ wg. kryteriow EORTC/IFI] ,
poziom przeciwcial C. albicans IgG w surowicy krwi u pacjentow z TIDM w
porownaniu do zdrowej grupy kontrolnej [72]. Dodatni wyzszy poziom przeciwciat
C.albicans w klasie IgG jest najprawdopodobniej wynikiem reakcji na kontakt komorek
grzybow drozdzopodobnych ze sktadnikami surowicy pacjentow z TIDM. Ze wzgledu
na zwigkszong przepuszczalnos$¢ $cian jelita u pacjentow z T1DM istnieje zwickszone
przenikania antygendéw grzyboéw drozdzopodobnych do tozyska naczyniowego.
Wykrycie przeciwcial przeciwko C. albicans w klasie IgG odzwierciedla przebyte
zakazenie. Wynik pojedynczego oznaczenia przeciwcial, interpretowany bez wynikéw
innych badan mikologicznych, diagnostyki obrazowej oraz oceny stanu klinicznego
pacjenta nie umozliwia rozrdznienia pomig¢dzy kolonizacja, miejscowymi postaciami
kandydozy a forma inwazyjna zakazenia [73]. Wzrost poziomu przeciwciat C. albicans,
zwlaszcza w klasie IgM moze §wiadczy¢ o rozwoju aktywnego zakazenia. W naszym
badanej grupie pacjentoéw z T1DM wykryto negatywny poziom przeciwcial C. albicans
w klasie IgM w surowicy krwi, ktéry $wiadczy o braku infekeji przewodu
pokarmowego w czasie badania u dzieci 1 mlodziezy z TIDM. Dodatkowym
potwierdzeniem naszych wynikow jest to, ze pacjenci z TIDM w czasie badan nie
skarzyli si¢ na dolegliwosci ze strony uktadu pokarmowego. Ponadto, co najmniej 3
miesigce przed badaniem grupa dzieci 1 miodziezy z T1DM nie byla leczona

antybiotykami.

Kluczowym wynikiem naszych badan jest to, Ze u dzieci i mtodziezy we wczesnym
etapie trwania cukrzycy do 2 lat wykryto wysokie stezenie IL12 lecz niski odsetek
kolonii grzybow drozdzopodobnych w pordéwnaniu do grupy pacjentow z czasem
trwania choroby > 2 lat<5 lat jak tez w poroéwnaniu do grupy pacjentow z czasem
trwania cukrzycy powyzej 5 lat. W dalszym czasie trwania choroby u pacjentow z
czasem trwania choroby > 2 lat<5 lat oraz u pacjentow > 5 lat trwania cukrzycy
wykryto spadek poziom IL12 lecz wzrost odsetka kolonii grzybow drozdzopodobnych
izolowanych z katu dzieci 1 mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1. W dalszych
etapie badan poprzez zastosowanie analizy regresji liniowej wykazano, ze z kazdym
rokiem czasu trwania cukrzycy ogdlnoustrojowa produkcja IL12 spada o 18.1 pg/ml. Co

wiece] wraz ze wzrostem o 1% HbA1c spada poziom IL12 0 52.9 pg/ml [Tab.3,4].
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Tabela 3. Wyniki analizy regresji liniowej z IL12 jako zmienng zalezng :
https://www.hindawi.com/journals/dm/2016/4685976/tab9/

Variable B SD  tvalue P(>It])
Intercept 350.2 476 73 0.000000001
-18.1 83 2.1 0.03
Multiple R-squared = 0.09

Adjusted R-squared = 0.07
Dependent variable - IL12, independent variable — duration of diabetes, p<0.05

Duration of diabetes

Tabela 4. Wyniki analizy regresji liniowej z IL12 jako zmienng zalezng
https://www.hindawi.com/journals/dm/2016/4685976/tab10/

Variable B SD t-value P(>lt))
Intercept 669.1 154.7 4.3 0.00007
HbAlc -52.9 19.8 -2.6 0.01

Multiple R-squared = 0.12

Adjusted R-squared = 0.10
Dependent variable - IL12 , independent variable - HbAlc, p<0.05

Rola IL12 w przebiegu cukrzycy typu 1 nie jest do konca wyjasniona [74-78].
Indukowanie reakcji immunologicznej przez IL12 wynika z jej zdolnosci do pobudzania
odpowiedzi typu komorkowego i jednoczesnego hamowania odpowiedzi typu
humoralnego. Proces ten prowadzi do zaburzenia fizjologicznej réwnowagi reakcji
immunologicznej. Dwadziescia lat temu w 1996 roku, Rothe i wsp. w badaniach na
nieotytych myszach cukrzycowych (NOD) wykryli, iz IL12 przyczynia si¢ do rozwoju
cukrzycy typu 1 [79]. W tym samym roku wykazano silne wlasciwos$ci anty-angiogenne
IL12 [80]. Nie ulega watpliwosci, ze u pacjentow z TIDM dominuje $rodowisko
cytokin typu Thl oraz nadprodukcja IL12, ktore przyczyniaja si¢ do ,,wybuchu
cukrzycy typu 17. Jednakze w dalszym czasie trwania cukrzycy IL12 peni role
czynnika angiogennego, co wykazano w naszych wczes$niejszych badaniach [76-78].
Obecnie sugerujemy, ze IL12 moze takze zapobiega¢ rozplemowi grzybow
drozdzopodobnych. W naszej opinii sg to pierwsze dowody przemawiajace za ochronng
rolg IL12 przeciw infekcjom grzybow drozdzopodobnych przewodu pokarmowego

dzieci i mtodziezy z TIDM. Aktualnie dostgpne badania eksperymentalne potwierdzaja
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nasze sugestie. Otoz w oparciu o badania na myszach zainfekowanych C.albicans
wykryto, iz myszy z deficytem IL12p40 wykazywaly wyraznie wyzszy stopien
kolonizacji C.albicans niz myszy z wysokim stezeniem IL12 [70]. Co wigcej myszy z
deficytem IL12p40 byly bardziej podatne na kandydoz¢ uktadu pokarmowego niz na
infekcje uktadowe [71,72]. Chociaz zwickszone stg¢zenie IL12 moze korelowad z
nasileniem zapalenia w przebiegu cukrzycy to we wczesnych stadiach choroby IL12
moze hamowac ekspresje zapalenia jako wynik ujemnego sprzezenia zwrotnego
[81,82]. W badanej grupie dzieci i mtodziezy z TIDM nie wykryto zwigzku migdzy
poziomem hsCRP a surowiczym poziomem IL12. Ten brak zwigzku migdzy poziomem
hsCRP 1 IL12 moze by¢ wyjasniony faktem, ze zapalenie i wynikajaca z tego
odpowiedz immunologiczna s3 najbardziej zauwazalne w pierwszych miesigcach
choroby jako wynik destrukcji komoérek B trzustki [83]. W dotychczasowych badaniach
réwniez naszego zespotu wykazano, ze w kolejnych latach trwania cukrzycy typu 1 u
pacjentdw rozwija si¢ stan zapalny niskiego stopnia, poczym wraz z czasem trwania
choroby > 5lat dochodzi przewlektego stanu zapalnego [74,76-78,84]. Z drugiej strony,
brak r6znic w poziomach hsCRP 1 brak korelacji z poziomem IL12 w surowicy moze
sugerowa¢ "dobra pami¢¢ metaboliczng" oraz utrzymujacy si¢ stabilny stan zapalny
[85]. W naszym badaniu stwierdzono, ze grupa dzieci 1 mlodziezy z najkrotszym
czasem trwania cukrzycy do 2 lat byla dobrze wyrownana metabolicznie z st¢Zzeniem
Hbalc= 6.9 +0.6%. Natomiast wraz z czasem trwania choroby wykryto wyzszy HbAlc
1 najwyzszy Hbalc= 8.1£1.3% wykryto u pacjentéw z czasem trwania choroby powyzej
5 lat. Wreszcie, analiza wariancji dwuczynnikowej wykazala, Zze poziom IL12 w
surowicy wraz z czasem trwania cukrzycy jest skorelowany z czgstoscig wystgpowania
grzybdéw drozdzopodobnych u pacjentow z TIDM. Wyniki naszych badan wykazaty, ze
u pacjentdw z 5-letnim czasem trwania cukrzycy typu 1, wysokimi poziomami IL12
oraz dobrg kontrolg metaboliczng, czestos¢ wystgpowania grzyboéw drozdzopodobnych
w przewodzie pokarmowym utrzymuje si¢ na fizjologicznym poziomie. Sugerujemy, ze
nadprodukcja IL12 w czasie pierwszych lat trwania cukrzycy warunkuje nie tylko
utrzymanie stanu bez powiktan naczyniowych ale moze chroni¢ przed rozwojem
nadmiernego rozplemu grzybow  drozdzopodobnych zasiedlajacych  przewod

pokarmowy dzieci 1 mtodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1.
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W publikacji  “No effect of yeast-like fungi on lipid metabolism and vascular
endothelial growth factor level in children and adolescents with type 1 diabetes
mellitus” Zorena K, Kowalewska B, Szmigiero-Kawko M, Waz P, Mysliwiec M.
Italian Journal of Pediatrics, DOI: 10.1186/s13052-016-0317-9 badano wplyw

grzybéw drozdzopodobnych na profil lipidowy oraz st¢zenie czynnika wzrostu
srédblonka naczyniowego (VEGF) w surowicy krwi u dzieci i mlodziezy chorujacych

na cukrzyce typu 1.

U pacjentow z TIDM jednym z wazniejszych celow leczenia jest zapobieganie
rozwojowi przewlektym powiklaniom naczyniowym. Z chwilg rozpoznania T1DM
istotne jest kontrolowanie st¢zenia HbAlc, parametrow gospodarki lipidowej, ciSnienia
tetniczego 1 innych uznanych czynnikow ryzyka przewlektych powiktan naczyniowych.
W $wietle wspotczesnych badan wiadomo, ze utrzymujaca si¢ przewlekle hiperglikemia
jest glownym lecz nie jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za naczyniowe
powiktania w przebiegu cukrzycy [86,87]. Liczne badania wykazaly, ze ryzyko pdznych
powiktan cukrzycowych zwigksza si¢ wowczas, gdy hiperglikemii towarzysza
zaburzenia gospodarki lipidowej oraz wysokie wartosci cisnienia tetniczego [88-91].
VEGF jest silnym czynnikiem mitotycznym 1 chemotaktycznym dla komorek
sroddbtonka, co stymuluje tworzenie nowych naczyn. Zwigksza przepuszczalno$é
naczyn, ulatwia tworzenie obrzgku i przechodzenie komoérek z krwiobiegu do miejsc
toczacego si¢ zapalenia. VEGF jest istotnym czynnikiem inicjujgcym powstanie
odczynu zapalnego w chorobach przewlektych [92,93]. Dane literaturowe dotyczace
wplywu gospodarki lipidowej w TIDM nie s3 jednomy$lne. Niektorzy autorzy prac nie
wykazuja powigzania zwigkszonego poziomu lipidow a objawami retinopatii w TIDM
[94]. Z kolei inni autorzy zwracaja uwage na powigzania nieprawidlowosci profilu
lipidowego oraz niewyroOwnania metabolicznego a ryzykiem rozwoju przewlektych
powiktan cukrzycowych [95,96]. Ponadto wcigz nie do konca znana jest rola grzybow
drozdzopodobnych w przebiegu cukrzycy [22,23,97]. W odpowiedzi na obecno$¢
obcych antygenéw w organizmie cztowieka uruchamiane sg $cisle ze soba powigzane,
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej nieswoistej oraz swoistej. Z jednej strony
prowadza do eliminacji czynnika wywolujacego za$ z drugiej mogg prowadzi¢ do
zaburzen funkcjonowania organizmu a nawet $mierci [54,98,99]. Wciaz trwaja badania
zardbwno naszego zespolu jak tez innych w celu wyjasnienia wirulencji grzybow

drozdzopodobnych 1 jej skutkow u pacjentow T1DM [54,97]. Jednakze, udowodnienie
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zwigzku przyczynowo-skutkowego pomiedzy infekcjami a wystgpieniem objawow
narzadowych u pacjentow TIDM jest niezwykle trudne. Gléwny problem stanowi
niejednokrotnie dilugi okres pomiedzy ekspozycja na antygen a wystgpieniem
klinicznych objawow powiktan narzagdowych [98]. Dlatego tez obecnie celem naszych
badan byla ocena ilosci grzybow drozdzopodobnych zasiedlajacych przewod
pokarmowy u dzieci i mtodziezy z TIDM wolnych od powiktan zaréwno miko- jak tez
mikronaczyniowych w kontek$cie wybranych parametréw gospodarki lipidowej oraz
surowiczego poziomu VEGF.

Badaniem objeto 45 dzieci z TDM1 w wieku 9.2 +/- 3.6 lat z czasem trwania cukrzycy
5.0+/-3.0 leczonych w Przychodni Diabetologii Dziecigcej Kliniki Pediatrii,
Diabetologii 1 Endokrynologii Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku oraz
27 zdrowych dzieci w wieku 9.8 +/- 4.5 lat odpowiednio dobranych pod wzgledem
wieku i ptci. W celu okre$lenia ilo$ci grzyboéw drozdzopodobnych w 1 gramie katu
zastosowano posiew ilosciowy na podtozu Sabourauda (Sabouraud Dextrose Agar).
Material badawczy stanowity Swieze probki katu pobranego od dzieci z TIDM oraz
zdrowej grupy kontrolnej. Ze wzgledu na ilo$¢ grzybow wyhodowanych w 1 g/katu
przyjeto nastepujace wartosci wzrostu grzybow drozdzopodobnych od 0-10°CFU/1g
oraz od 10’ -10°CFU/1g katu. W badanej grupie dzieci i mtodziezy z TIDM z ilo$cia
grzybow drozdzopodobnych 10° CFU/g wykazano nizszy poziom HbAlc, nizszy
poziom cholesterolu catkowitego, nizszy poziom cholesterolu frakcji LDL jak tez nizsze
surowicze stezenie VEGF w porOwnaniu z grupg pacjentow z TIDM u ktérych
obecnos¢ grzybow drozdzopodobnych zasiedlajacych przewod pokarmowy wykryto w
ilosci powyzej 10° CFU/g -10° CFU/g . Jednak roznice te nie byly istotne statystycznie
wyniki zestawione w tabeli 3 oryginalnego artykutu [Tab.5].

Tabela 5. Kliniczna charakterystyka pacjentow z TIDM w odniesieniu do ilo$ci
grzybow drozdzopodobnych w uktadzie pokarmowym

https://ijponline.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13052-016-0317-9

Yeast-like HbAlc % Totwl cholesterol (mgy/dl) LDL-cholesterol (mg/dl) HDL-cholesterol (mg/dl) VEGF (pg/ml)
fungi

104 CFU/g 71+08 17281+ 25933 10187 + 2365 594+ 83 32703 £1755
n=19%

10™ CFU/g 74+19 18352 + 2089 10741 + 1889 516+ 124 37037

n=2%»% + 15484
pvalue o0 014 023 041 032

The results are presented as + 50, significance (p < 0.05)
Abbreviations: VEGF vascular endothelial growth factor, LOL Low-density lipoprotein cholesterol, HOL High-density lipoprotein cholesterol
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W kolejnym etapie badan poszukiwano zwigzku pomigdzy surowiczym stezeniem
VEGEF a profilem lipidowym u dzieci i mlodziezy z TIDM. W badanej grupie dzieci i
mtodziezy z TIDM nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy
surowiczym stezeniem VEGF a cholesterolem catkowitym Rs= - 0.105, p=0.459,
pomiedzy VEGF a cholesterolem frakcji LDL Rs= 0.005, p=0.973 jak tez pomie¢dzy
stezeniem VEGF w surowicy krwi a cholesterolem frakcji HDL [Rye.6abc].

Rycina 6. Korelacja migdzy surowiczym st¢zeniem VEGF a cholesterolem
catkowitym(a), LDL (b), HDL (c)
https://ijponline.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13052-016-0317-9
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WEGF [pgim] VEGF [pgmi] Dumtion of dabatas [yaars]
Fig. 2 a Corrglation between serum VEGF and total cholesterol levels in TIDM patients. b Correlation between serum VEGF and LDL-cholesterol
levels in TIDM patients. ¢ Comelation between serum VEGF and HDL-cholesterol levels in TIDM patients

Brak zwiazku pomigdzy surowiczym st¢zeniem VEGF a gospodarka lipidowa oraz
poziomem HbAlc mozna z jednej strony wytlumaczy¢ coraz lepszymi metodami
insulinoterapii pacjentow z TI1DM, za$ z drugiej anty-zapalnym dziataniem cholesterolu
frakcji HDL. W badaniach in vivo wykazano, ze cholesterol frakcji HDL wykazuje
zdolnos¢ przeciwzapalng 1 hamuje rozwdj miazdzycy. Autorzy pracy Cetinkalp 1 wsp. u
pacjentéw z T1DM leczonych za pomoca osobistych pomp insulinowych wykryli
ujemng zalezno$¢ pomigdzy surowiczym stezeniem VEGF, poziomem CRP a
cholesterolem HDL [100]. Autorzy sugeruja, ze insulinoterapia za pomocg osobistych
pomp insulinowych powoduje wzrost st¢zenia cholesterolu HDL, ktory ujemnie moze
wplywa¢ zard6wno na poziom biatka C-reaktywnego jak tez VEGF. Autorzy wskazuja
na prawdopodobienstwo w zapobieganiu progresji miazdzycy, a tym samym
zmniejszenie ryzyka rozwoju choroby wiencowej poprzez ciggly wlew insuliny przy
pomocy osobistych pomp insulinowych u pacjentow z TIDM [100]. W naszej badane;j
grupie 75% pacjentow z TIDM stosowato insulinoterapi¢ za pomoca osobistych pomp

insulinowych zintegrowanych z systemem ciggltego monitorowania glikemii. Nalezy
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podkresli¢, ze dzieci z TIDM coraz czgsciej uzyskuja docelowe warto$ci poziomu
HbAlc dzigki zastosowaniu w terapii osobistych pomp insulinowych zintegrowanych z
systemem ciggltego monitorowania glikemii [101-103]. Co wigcej grupa dzieci z TIDM
oraz ich rodzice/prawni opiekunowie byli pod statg opieka zespotu terapeutycznego w
sktad ktorego wchodzit lekarz-diabetolog, pielegniarka, dietetyk, psycholog, rehabilitant
jak tez edukator. Edukacja motywuje do podjecia trudow zwigzanych z insulinoterapia,
przeciwdziata powstawaniu leku, eliminuje stres oraz niepewnos¢ przed przysztoscig
[104]. Dlatego tez prawidlowo przeprowadzona edukacja i reedukacja umozliwia
prawidlowe wyrdéwnanie metaboliczne cukrzycy jak tez moze zapobiega¢ lub opozniaé
rozwdj przewlektych powiklan naczyniowych. Reasumujgc, w naszym badaniu nie
wykazano zwigzku pomigdzy surowiczym st¢zeniem VEGF a gospodarka lipidowa jak
tez nie wykazano wptywu ilosci grzybow drozdzopodobnych na stezenie VEGF u
pacjentow z TIDM. Kompleksowa opieka pacjenta z TIDM oraz intensyfikacja
leczenia poprzez osobiste pompy insulinowe moze zminimalizowaé lub wykluczy¢

rozw0j przewleklych powiktan cukrzycowych.
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V1. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze:

>

Grzyby drozdzopodobne izolowane z katu dzieci z TIDM byly bardziej
zréznicowane gatunkowo w pordéwnaniu do grzyboéw drozdzopodobnych
izolowanych z katu dzieci grupy kontrolne;.

U dzieci 1 miodziezy chorujagcych na TIDM wykryto wiecej szczepow C.
albicans, ktore wykazywaly stabszg wrazliwo$¢ na badane leki oraz okazaly
si¢ mie¢ wyzsza aktywno$¢ enzymatyczng w porownaniu do szczepow C.
albicans izolowanych z katu dzieci grupy kontrolne;j.

U pacjentéw z S5S-letnim czasem trwania cukrzycy typu 1, wysokimi
poziomami IL12 oraz dobra kontrola metaboliczng czgsto$¢ wystepowania
grzybow drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym utrzymuje si¢ na
fizjologicznym poziomie.

Nadprodukcja IL12 w czasie pierwszych lat trwania cukrzycy warunkuje nie
tylko utrzymanie stanu bez przewlektych powiklan naczyniowych ale moze
chroni¢ przed rozwojem nadmiernego rozplemu grzybéw drozdzopodobnych
zasiedlajacych przewdd pokarmowy dzieci 1 milodziezy chorujacych na
cukrzyce typu 1.

Nie wykazano wptywu ilosci grzybow drozdzopodobnych (107~ 107° CFU/g)
na badane parametry profilu lipidowego, parametry wyrownania
metabolicznego jak tez VEGF w grupie dzieci 1 mtodziezy chorujacych na

cukrzyce typu 1.
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VIII. Streszczenie

W ciagu ostatnich lat czesto$¢ wystgpowania infekcji grzybiczych w populacji ludzkiej
znacznie wzrosta. Najcze$ciej atakujacym ludzki organizm gatunkiem grzyba jest
Candida albicans. W dotychczasowych badaniach wykazano, ze chorzy z cukrzyca
typu 1 (TIDM) w duzym stopniu sg narazeni na powiklania zwigzane z rozwojem
zakazen grzybiczych. Wzrost grzyboéw obserwowany u chorych na cukrzyce moze
niekorzystnie wptywa¢ na wyrdéwnanie metaboliczne, prowadzi¢ do zwigkszenia
zapotrzebowania na insuling, jak tez trudnej do wyleczenia objawowej grzybicy.
Ryzyko rozwoju dolegliwosci powiazanych z grzybica bedzie tym wigksze im wiecej
czynnikow ryzyka pojawi si¢ u danej osoby i1 im bardziej patogenny bedzie szczep
wyizolowany od pacjentow z cukrzyca. Tematem wielu publikacji jest wystepowanie
grzyboéw z rodzaju Candida w jamie ustnej u chorych na cukrzycg. Natomiast
wystepowanie drozdzakow w uktadzie pokarmowym u dzieci z cukrzyca typu 1 jest
zagadnieniem badanym w mniejszym stopniu a nieliczne wyniki badah sa rozbiezne.
Dlatego tez celem naszych badan byla ocena jakosciowa i iloSciowa grzybow
drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym dzieci i mtodziezy z cukrzycag typu 1 w
odniesieniu do wybranych parametrow immunologicznych. Cel gléwny realizowano

poprzez cele szczegotowe:

e Charakterystyka szczepdéw grzybow z rodzaju Candida zasiedlajacych przewod
pokarmowy dzieci 1 mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1 pod wzgledem
wybranych cech fenotypowych z uwzglednieniem lekoopornosci.

e Analiza surowiczego st¢zenia interleukiny 12 (IL12) w kontek$cie wyréwnana
metabolicznego oraz obecnosci grzyboéw drozdzopodobnych w uktadzie
pokarmowym dzieci i mtodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1.

e Ocena poziomu czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF) w
odniesieniu do gospodarki lipidowej oraz ilosci grzyboéw drozdzopodobnych
zasiedlajacych przewod pokarmowy dzieci 1 mtodziezy chorujacych na cukrzyce
typu 1.

Badaniem objeto 53 dzieci 1 mtodziezy (19 dziewczat 1 34 chtopcoéw w wieku 10.9 +/-
3.9 lat) z cukrzycg typu 1 leczonych w Przychodni Diabetologii Dziecigcej Kliniki
Pediatrii, Diabetologii 1 Endokrynologii Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w

Gdansku. Cukrzyce typu 1 rozpoznawano na podstawie wytycznych Polskiego
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Towarzystwa Diabetologicznego, ktére jest zgodne z zaleceniami WHO. Wszyscy
pacjenci byli w trakcie intensywnego leczenia insuling (0.89 £ 0.21 IU insuliny na
dzien/kg masy ciala). Grup¢ kontrolng stanowito 30 zdrowych dzieci i mlodziezy (16
dziewczat orazl4 chtopcow, zakres wieku 10.3 +/- 4.9 lat). Material do badan w
kierunku obecnosci grzybow drozdzopodobnych stanowit kat, ktory pobierano do
jatowych pojemnikéw 1 dostarczano do laboratorium przez rodzicéw badanych dzieci
lub prawnych opiekunéw w dniu pobrania. Z dostarczonego materialu w tym samym
dniu zaktadano hodowle w kierunku obecnosci grzybow drozdzopodobnych. Dzieci i
mtodziez z TIDM oraz badana grupa kontrolna w dniu dostarczenia probek katu byty
badane przez lekarza pediatrg/diabetologa, ktory przeprowadzit badanie fizykalne oraz
podmiotowe. Ponadto od wszystkich badanych dzieci i mtodziezy chorujacych na
cukrzyce typu 1 oraz zdrowej grupy kontrolnej pobrano 2 ml krwi, poddano wirowaniu
a uzyskane surowice zamrozono i przechowywano do dalszej analizy w temperaturze —
80°C. U wszystkich badanych przeprowadzono pomiar poziomu IL12 oraz VEGF w
surowicy przy uzyciu testu komercyjnych testow ELISA. Ponadto wykonano badania
immunoenzymatyczne przeciwcial C. albicans w klasie IgG oraz IgM w surowicy krwi
dzieci 1 mtodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1 oraz w zdrowej grupie kontrolnej
rowniez wykonano przy uzyciu komercyjnych testéw ELISA.

W pierwszym etapie badan okreslano czesto§¢ wystgpowania kolonii grzybow
drozdzopodobnych w kale, ich ilo$¢, zréznicowanie gatunkowe, wrazliwos¢ na leki oraz
aktywno$¢ enzymatyczng. Obecno$¢ grzybow drozdzopodobnych wykazano w
probkach katu od 75.4% pacjentow z TIDM oraz 70% z grupy kontrolnej. U dzieci 1
mtodziezy chorujacych na TIDM zaobserwowano wigksze zrdznicowanie
wyhodowanych gatunkoéw grzybow drozdzopodobnych. W dodatnich probkach katu od
dzieci z TIDM otrzymano tacznie 47 szczepéw grzybow drozdzopodobnych ktore
nalezaty do 9 gatunkéw. W zdrowej grupie kontrolnej wykryto 21 szczepow grzybow
drozdzopodobnych, ktére nalezaly do 4 gatunkoéw. W badanej grupie dzieci z TIDM w
poréwnaniu do grupy kontrolnej zaobserwowano wigksza ilo$¢ szczepoéw C. albicans,
ktore wykazywaty stabsza wrazliwos$¢ na badane leki przeciwgrzybiczne (72% u dzieci
z TIDM a tylko 41% w grupie kontrolnej) oraz okazaty si¢ mie¢ wyzsza aktywnosc
enzymatyczna.

U pacjentow z TIDM jednym z wazniejszych celow leczenia jest zapobieganie
rozwojowi przewlektych powiktan naczyniowych. Z chwilg rozpoznania T1DM istotne

jest kontrolowanie stezenia HbAlc, parametrow gospodarki lipidowej, cisnienia
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tetniczego 1 innych uznanych czynnikow ryzyka przewleklych powiklan naczyniowych.
W $wietle wspotczesnych badan wiadomo, ze utrzymujaca si¢ przewlekle hiperglikemia
jest gldéwnym lecz nie jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za naczyniowe
powiktania w przebiegu cukrzycy. Liczne badania wykazaly, ze ryzyko pdznych
powiklan cukrzycowych zwigksza si¢ wowczas, gdy hiperglikemii towarzysza
zaburzenia gospodarki lipidowej oraz wysokie wartos$ci ci$nienia tgtniczego. VEGF jest
silnym czynnikiem mitotycznym i chemotaktycznym dla komorek s$rodbtonka, co
stymuluje tworzenie nowych naczyn. Zwicksza przepuszczalnos¢ naczyn, utatwia
tworzenie obrz¢ku i1 przechodzenie komoérek z krwiobiegu do miejsc toczacego si¢
zapalenia. VEGF jest istotnym czynnikiem inicjujagcym powstanie odczynu zapalnego w
chorobach przewlektych. Dane literaturowe dotyczace wpltywu gospodarki lipidowej w
T1DM nie s3 jednomys$lne. Ponadto wcigz nie do konca znana jest rola grzybow
drozdzopodobnych w przebiegu cukrzycy. Dlatego tez podjeto probe wykazania
zwigzku pomiedzy surowiczym stezeniem VEGF, profilem lipidowym a ilo$cia
grzybow drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym u dzieci i mtodziezy z TIDM.
W grupie dzieci i miodziezy z TIDM bez powiklan zaréwno miko- jak tez
makronaczyniowych nie wykazano zwigzku pomigdzy surowiczym stezeniem VEGF a
gospodarka lipidowa. Nie wykazano takze wptywu ilosci grzybow drozdzopodobnych
na wybrane parametry lipidowe jak tez na st¢zenie VEGF u pacjentow z TIDM.

Dotychczas rola IL12 w odpornosci na rozwoj infekcji grzybiczych C.albicans zostata
przedstawiona jedynie w eksperymentalnym mysim modelu. Natomiast nie znany jest
status IL12 w kontekscie infekcji grzybow drozdzopodobnych u dzieci 1 mlodziezy z
T1DM. Dlatego tez kolejnym etapem naszych badan byla ocena poziomu IL12 w
surowicy krwi w odniesieniu do obecnosci grzyboéw drozdzopodobnych w przewodzie
pokarmowym oraz wyréwnania metabolicznego jak tez czasu trwania choroby u dzieci i
mtodziezy z TIDM. W naszej badanej grupie pacjentéw z TIDM wykryto wyzszy
aczkolwiek w graniach normy [ wg. kryteriow EORTC/IFI], poziom przeciwcial C.
albicans IgG w surowicy w porownaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Dodatni wyzszy
poziom przeciwciat C.albicans w klasie IgG jest najprawdopodobniej wynikiem reakcji
na kontakt komorek grzybow drozdzopodobnych ze sktadnikami surowicy pacjentow z
TIDM. Ze wzgledu na zwigkszong przepuszczalnos$¢ $cian jelita u pacjentow z T1DM
istnieje zwigkszone przenikania antygendw grzybow drozdzopodobnych do lozyska
naczyniowego. Wykrycie przeciwcial przeciwko C. albicans w klasie IgG

odzwierciedla przebyte zakazenie. Wynik pojedynczego oznaczenia przeciwciat,
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interpretowany bez wynikéw innych badan mikologicznych, diagnostyki obrazowej
oraz oceny stanu klinicznego pacjenta nie umozliwia rozréznienia pomig¢dzy
kolonizacja, miejscowymi postaciami kandydozy a formg inwazyjng zakazenia. Wzrost
poziomu przeciwcial C. albicans, zwlaszcza w klasie IgM moze $wiadczy¢ o rozwoju
aktywnego zakazenia. W naszym badanej grupie pacjentow z TIDM wykryto
negatywny poziom przeciwcial C. albicans w klasie IgM w surowicy krwi, ktory
swiadczy o braku infekcji przewodu pokarmowego w czasie badania u dzieci i
mtodziezy z TIDM. Dodatkowym potwierdzeniem naszych wynikoéw jest to, ze
pacjenci z TIDM w czasie badan nie skarzyli si¢ na dolegliwos$ci ze strony uktadu
pokarmowego. Ponadto, co najmniej 3 miesigce przed badaniem grupa dzieci i
mtodziezy z TIDM nie byla leczona antybiotykami. Kluczowym wynikiem naszych
badan jest to, ze u dzieci 1 mlodziezy we wczesnym etapie trwania cukrzycy do 2 lat
wykryto wysokie stezenie IL12 lecz niski odsetek kolonii grzybéw drozdzopodobnych
w porownaniu do grupy pacjentdOw z czasem trwania choroby > 2 lat<5 lat jak tez w
porownaniu do grupy pacjentdéw z czasem trwania cukrzycy powyzej 5 lat [Tab.2]. W
dalszym czasie trwania choroby u pacjentdéw z czasem trwania choroby > 2 lat<5 lat
oraz u pacjentoéw > 5 lat trwania cukrzycy wykryto spadek poziom IL12 lecz wzrost
odsetka kolonii grzybow drozdzopodobnych izolowanych z katu dzieci i mtodziezy
chorujacych na cukrzyce typu 1. Poprzez zastosowanie analizy regresji liniowej
wykazano, ze z kazdym rokiem czasu trwania cukrzycy spada o 18.1 pg/ml
ogolnoustrojowa produkcja IL12. Co wiece] wraz ze wzrostem o 1% HbAlc spada
poziom IL12 o 52.9 pg/ml. Ponadto w naszym badaniu stwierdzono, ze grupa dzieci 1
mtodziezy z najkrotszym czasem trwania cukrzycy do 2 lat byla dobrze wyrownana
metabolicznie z stezeniem Hbalc= 6.9 +£0.6%. Natomiast wraz z czasem trwania
choroby wykryto wyzszy % HbAlc i najwyzszy HbAlc= 8.1+1.3% wykryto u
pacjentow z czasem trwania choroby powyzej 5 lat. Wreszcie, analiza wariancji
dwuczynnikowe] wykazata, ze poziom IL12 w surowicy wraz z czasem trwania
cukrzycy jest skorelowany z czesto$cig wystepowania grzyboéw drozdzopodobnych u
pacjentow z T1DM. Sugerujemy, ze nadprodukcja IL12 w czasie pierwszych lat trwania
cukrzycy warunkuje nie tylko utrzymanie stanu bez powiktan naczyniowych ale moze
chroni¢ przed rozwojem nadmiernego rozplemu grzybow drozdzopodobnych
zasiedlajacych przewdd pokarmowy dzieci 1 mtodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1.
W podsumowaniu: Wyniki naszych badan wykazaly, ze grzyby drozdzopodobne

izolowane z katu dzieci z TIDM byty bardziej zr6znicowane gatunkowo w porownaniu
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do grupy kontrolnej. Ponadto zaobserwowano wigcej szczepow C.albicans, ktore
wykazywaty stabsza wrazliwo$¢ na badane leki oraz okazaly si¢ mie¢ wyzsza
aktywnos$¢ enzymatyczng. W grupie dzieci i mtodziezy z T1DM bez powiktan zaréwno
miko- jak tez makronaczyniowych nie wykazano zwigzku pomigdzy surowiczym
stezeniem VEGF a gospodarka lipidowa. Nie wykazano takze wptywu ilosci grzyboéw
drozdzopodobnych na wybrane parametry lipidowe jak tez na st¢zenie VEGF u
pacjentow z TIDM. Co wigcej u pacjentow z 5-letnim czasem trwania cukrzycy typu 1,
wysokimi poziomami IL12 oraz dobra kontrolg metaboliczng, czestos¢ wystepowania
grzybow  drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym utrzymuje si¢ na
fizjologicznym poziomie. Obecnie sugerujemy, ze IL12 moze takze zapobiegac
rozplemowi grzyboéw drozdzopodobnych. W naszej opinii sq to pierwsze dowody
przemawiajace za ochronng rolg IL12 przeciw infekcjom grzybow

drozdzopodobnych przewodu pokarmowego dzieci i mlodziezy z T1DM.

50



IX. Abstract

In recent years, the frequency of fungal infections in human populations has increased
considerably. The most common type of fungus attacking the human body is Candida
albicans. The studies so far have shown that patients with type 1 diabetes (T1DM) are
exposed, to a large degree, to complications related to fungal infections. A substantial
growth of fungi observed in diabetic patients may unfavorably affect metabolic
compensation, leading to increased demand for insulin as well as to the difficult to cure
symptomatic infections. The increased risk of severe candidiasis-related problems is
associated with increasing number of risk factors in patients, such as impaired immunity
or the use of antibiotics, and the higher pathogenic potential of the isolated strain.
Numerous reports have been published on the fungal colonization of oral cavity in
diabetic patients, while studies investigating the occurrence of fungi in the
gastrointestinal tract of such patients are scarce and the few results are divergent.
Therefore, the aim of this research was to conduct qualitative and quantitative
assessment of yeast-like fungi found in the feces of children and adolescents with
TIDM with respect to selected immunological parameters. The main objective was
achieved through the following specific objectives:

e Description of the yeast-like fungi of the genus Candida in the gastrointestinal
tract of children and adolescents with TIDM in terms of selected phenotypic
characteristics, including drug resistance.

e Application of an assay to investigate serum levels of interleukin-12 (IL12) in
relation to metabolic control and the percentage of yeast-like fungi colonies
residing in the gastrointestinal tract of children and adolescents with type 1
diabetes mellitus.

e Assessment of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) levels in the context
of lipid metabolism and the amount of yeast-like fungi colonizing the digestive
tract of children and adolescents with type 1 diabetes mellitus.

The study involved 53 adolescent patients (19 girls and 34 boys aged 10.9+£3.9 yrs) with
TI1DM treated at the Clinics of Paediatrics, Diabetology and Endocrinology, Medical
University of Gdansk. Type 1 diabetes was diagnosed according to the guidelines of
Polish Diabetes Association, which correspond to the WHO guidelines. All patients
were under intensive insulin therapy (0.9+£0.2 1U of insulin per day/kg of body weight).
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The control group consisted of 30 healthy children and adolescents (16 girls and 14
boys aged 10.3+4.9 yrs). The sampled material consisted of fresh feces collected from
the study participants. Fecal samples were collected in sterile containers and delivered
to the laboratory on the same day. Upon arrival to the laboratory, the samples were used
to establish cultures. Patients with TIDM and their matched controls were examined by
a pediatrician on the day of fecal sample collection. A patient’s medical history was
recorded and the physical examination was performed for each subject. In addition, 2 ml
of blood was drawn from each study participant (including the control group) and later
centrifuged. The resulting serum samples were frozen and kept at —80°C until further
analysis. The absorbance of IL12 and VEGF were measured with a commercially
available ELISA test. Also, IgG and IgM antibodies against C. albicans were measured
in serum collected from children and adolescents with TIDM and the control group by
means of commercially available ELISA test. In the first stage of the study, the
frequency and number of fungal yeast-like colonies in feces, species diversity, drug
susceptibility and enzyme activity were determined. In our study, the yeast-like fungal
growth in fecal samples was detected in 40 (75.4%) patients with TIDM and 21 (70%)
control subjects. The conducted research demonstrated that children and adolescents
with TIDM have higher species diversity of yeast-like fungi. In total, 47 strains of
yeast-like fungi grew in the fungus-positive fecal samples of children with T1DM; the
isolated strains belonged to nine species. In the material collected from the control
group, 21 yeast-like fungal strains were detected that belonged to four species. In the
case of children with TIDM, there was a larger number of C. albicans strains with
lower susceptibility to the tested drugs (72% in children with TIDM and only 41% in
the control group) and higher enzyme activity compared to the strains isolated from the
control samples.

In patients with TIDM, one of the most important purposes of treatment is to prevent
the development of long-term vascular complications. Once T1DM is diagnosed, it is
critical to control the level of HbAlc, lipid parameters, blood pressure and other risk
factors of long-term vascular complications. Based on currently available data, the
metabolic control of diabetes mellitus is one of the most important factors affecting the
risk of long-term angiopathic complications. There is a lot of evidence that the risk of
long-term diabetic complications increases in cases when hyperglycaemia is

accompanied by lipid metabolism disorders and high blood pressure.
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VEGEF acts as a potent mitogenic and chemotactic factor for endothelial cells, thereby
stimulating angiogenesis. VEGF can increase vascular permeability. It favors
pulmonary edema formation, and enhances the migration of cells from the circulating
blood into the sites of inflammation. VEGF is an important factor that triggers
inflammatory processes in chronic diseases.

The literature data on the role of lipid management in TIDM are not consistent.
Moreover, the influence of yeast-like fungi on the course of the disease is not
completely known. Therefore, the aim of our current study was to investigate VEGF
levels in the context of selected lipid metabolism parameters and the amount of yeast-
like fungi colonizing the alimentary tract of children and adolescents with TIDM. In the
group of children and adolescents with TIDM who were free of micro- or
macrovascular complications, no correlation between the serum VEGF levels and lipid
profile was found. Moreover, no relationship between the amount of yeast-like fungi
and selected lipid parameters or VEGF levels was observed in patients with T1DM.

The role of IL12 in the defense mechanisms protecting against Candida albicans
infections has been presented in an experimental murine model. No data are available
on the IL12 status in the context of yeast-like fungal infections in children and
adolescents with TIDM. Therefore, the objective of our research was to investigate the
relationship between the serum levels of IL12 and yeast-like fungal colonies in the
digestive tract, metabolic control and the duration of diabetes in children and
adolescents with TIDM. In our study, we observed the elevated level of IgG antibodies
against Candida albicans in serum of patients with TIDM compared to the control
group, although all values remained within the normal range. The observed higher level
of IgG antibodies against Candida albicans most likely resulted from the contact of
yeast-like fungi cells with the elements of serum of patients with TIDM. Due to
increased intestinal permeability in patients with T1DM, there is a higher risk of
transferring the fungal antigen to the vascular bed. The detection of IgG antibodies
against Candida albicans indicates a past infection. The result of a single antibody test,
interpreted without other mycological tests, imaging diagnostics, and evaluation of the
patient’s clinical condition, does not allow for distinguishing between colonization,
local forms of candidiasis, and the invasive form of infection. Increased levels of
Candida albicans antibodies, particularly of IgM class, may indicate the development of
active infection. In our group of patients with TIDM, the serum level of IgM antibodies

against Candida albicans was negative, which indicates the lack of ongoing
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gastrointestinal infection. Moreover, children and adolescents with TIDM did not report
any gastrointestinal complaints during the study duration. They had not been receiving
antibiotics for up to 3 months prior to participation in the study. The key finding of our
research is that children and adolescents at early stages of diabetes (up to 2 yrs duration)
had lower percentage of yeast-like fungal colonies and higher level of IL12 compared to
patients with the diabetes duration > 2 yrs, >5 yrs and <5 yrs. The analysis for double
classification showed that the duration of diabetes and fungal colonies in the amount of
10°~10° CFU/g significantly affect IL12 level. Moreover, the linear regression analysis
demonstrated that the serum levels of IL12 decreased by 18.1 pg/ml with each year of
diabetes duration. In the studied group, the serum levels of IL12 also decreased by 52.9
pg/ml with each 1% increase in HbAlc levels. In our study, the subgroup of children
and adolescents with the shortest duration of diabetes (up to 2 yrs) showed good
metabolic control, with HbAlc levels of 6.9+0.6%. The mean HbAlc level increased
with increasing duration of diabetes, reaching the highest value of 8.1 +1.3 in patients
with diabetes duration of more than 5 years. Finally, the analysis of variance showed
that the serum level of IL12 and duration of diabetes are correlated with the prevalence
of yeast-like fungi in patients with TIDM. We propose that IL12 overproduction during
the early years of diabetes probably not only helps maintain the status-quo with no
angiopathic complications, but also can protect against infections with yeast-like fungi
colonizing the digestive tract of children with TIDM. In conclusion, the yeast-like fungi
isolated from fecal samples of children with T1DM showed more species diversity than
those isolated from the control samples. Also, more C. albicans strains in TIDM group
showed lower susceptibility to the tested drugs and higher enzyme activity. In the group
of children and adolescents with TIDM who were free of micro- or macrovascular
complications, no correlation between the serum levels of VEGF and lipid profile was
found. Moreover, no relationship between the amount of yeast-like fungi and selected
lipid parameters or VEGF levels was observed in patients with TIDM. The results of
our research show that high IL12 levels and good metabolic control maintain the
prevalence of yeast-like fungi in the digestive tract within the normal range in patients
with type 1 diabetes of up to 5-yr duration. We propose that high IL12 levels may
prevent the presence of yeast-like fungi in the digestive tract. To the best of our
knowledge, this is the first proof of the protective role of IL12 against yeast-like
fungal infections of the gastrointestinal tract in children and adolescents with

T1DM.
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