
Implementacja automatycznych systemów identy-
fikacji drożdży z rodzaju Candida do laboratoriów 

diagnostycznych związana jest z dużą liczbą badań 
wykonywanych przez daną jednostkę, co oczywiście 
ma dalsze przełożenie na cenę pojedynczego badania 
i wykorzystanie urządzeń. Stąd systemy automatyczne 
znajdują szerokie zastosowanie w laboratoriach wy-
sokoprzepustowych, np. w ośrodkach medycznych III 
referencji bądź laboratoriach komercyjnych o szero-
kim profilu działalności. Przychodnie weterynaryj-
ne prowadzące własną pracownię mikrobiologiczną 
zazwyczaj korzystają z klasycznych metod identy-
fikacji bądź systemów półautomatycznych opartych 
o testy biochemiczne do samodzielnej interpretacji 
wyników. Niemniej jednak zwiększona liczba inwa-
zyjnych zabiegów w weterynarii, nieodłącznie zwią-
zana z wydłużoną hospitalizacją zwierząt oraz sto-
sowaniem szerokospektralnej antybiotykoterapii, 
skłania do wniosku, że sięganie po systemy automa-
tyczne identyfikacji grzybów w laboratoriach wete-
rynaryjnych jest tylko kwestią czasu, a ich wdrożenie 
może odesłać do lamusa techniki klasyczne.

W tym artykule przedstawiony jest przegląd i omó-
wienie systemów automatycznych oraz nowych, szyb-
kich metod diagnostyki grzybów z rodzaju Candi-
da. Szczególna uwaga została skupiona na zaletach 
i ograniczeniach tych systemów oraz możliwościach 
implementowania do rutynowego stosowania w la-
boratoriach klinicznych.

Systemy automatyczne

System Vitek YBC i system Vitek 2 ID-YST

System Vitek (bioMerieux Vitek, Inc., Hazelwood, MO, 
USA) został pierwotnie opracowany przez McDonnell 
Douglas jako zautomatyzowany system do wykry-
wania i szybkiej identyfikacji bakterii bezpośrednio 
z próbek moczu. System został następnie zmodyfi-
kowany pod kątem identyfikacji grzybów i wprowa-
dzony do laboratorium klinicznego jako AutoMicro-
bic System (AMS; 1, 2, 3, 4). Składa się z 30-dołkowej 
jednorazowej plastikowej karty zawierającej 26 kon-
wencjonalnych testów biochemicznych i cztery kon-
trole ujemne (5–7). System umożliwia identyfikację 
27 gatunków drożdży Candida, istotnych z medyczne-
go punktu widzenia, w czasie 22–24 godzin (8). Karta 
biochemiczna drożdży (YBC, Yeast biochemical card) 
jest jednym z kilku pakietów testowych używanych 
z systemem Vitek, który składa się z zaprogramo-
wanego komputera, jednostki czytnika połączonej 

z inkubatorem, modułu napełniania testów, modu-
łu uszczelniającego i drukarki (7). Ogólnie rzecz bio-
rąc, przy użyciu systemu Vitek z kartą YBC najczę-
ściej izolowane klinicznie gatunki, takie jak Candida 
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis i C. glabrata, zo-
stały zidentyfikowane z bardzo wysokim poziomem 
ufności sięgającym 86–99,2% (5, 6, 9, 10). Natomiast 
wskaźniki identyfikacji systemu wahały się od 83 do 
98% testowanych próbek (5, 7, 11, 12). Wyniki badań 
naukowych dla innych niż wskazane powyżej gatun-
ków nie są w pełni jednoznaczne. Chociaż el-Zaatari 
i wsp. (6) wykazali, że dokładność systemu  Vitek dla 
rzadziej diagnozowanych gatunków Candida wyno-
siła 94,1%, dane z badania przeprowadzonego przez 
Dooleya i wsp. (10) nie potwierdziły tego stanowiska. 
Badacze ci podają, że system ten prezentuje niewy-
starczającą wiarygodność w identyfikacji rzadkich 
drożdżaków.

Zaletami systemu Vitek z kartą biochemiczną YBC 
są m.in.: bardzo krótki czas przygotowania próbek, 
zautomatyzowana inokulacja substratów tą samą 
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Ryc. 1. Moduł z kartami biochemicznymi YST oraz ogólny pogląd urządzenia Vitek 2 (zdjęcia ze strony internetowej producenta)

zawiesiną każdego izolatu, eliminacja zmienno-
ści testu, możliwość wykonywania 26 testów bio-
chemicznych jednocześnie z tego samego inoku-
lum oraz wspomagana komputerowo identyfikacja 
(8, 13, 14, 15). Dodatkowo, dla systemu przeznaczone 
są wykonywane na bieżąco i  łatwe do wprowadze-
nia aktualizacje oprogramowania komputerowe-
go, które odzwierciedlają zmiany w profilach bio-
chemicznych izolatów tych samych gatunków i tym 
samym zwiększają pulę danych zidentyfikowanych 
organizmów (12). Wskazywane wady systemu obej-
mują brak możliwości ręcznego tworzenia kopii za-
pasowych oraz brak określania progów wiarygodno-
ści identyfikacji przy odczycie wyników (8). Ponadto 
wymienia się jako minusy systemu potrzebę dużej 
liczby inokulum, ograniczenia tworzenia własnych 
baz danych, niewielką przestrzeń do przechowy-
wania jednorazowych rurek do wstrzykiwaczy oraz 
krótki okres trwałości kart YBC, wynoszący zaled-
wie dwa miesiące w 4°C (12, 16, 17, 18).

System Vitek 2 ID-YST to zautomatyzowany system 
II generacji oparty na karcie biochemicznej z 64 stu-
dzienkami zawierającymi reagenty dla 47 fluore-
scencyjnych testów (ryc. 1). Analizowane reakcje bio-
chemiczne to 20 testów asymilacji węglowodanów, 
sześć testów asymilacji kwasów organicznych, osiem 
studzienek z substratami do wykrywania oksydaz 
sprzężonych z 4-metyloumbeliferonem, dziewięciu 
studzienek z substratami dedykowanymi dla wy-
krywania aryloamidaz oraz czterech innych testów 
(9). W badaniu przeprowadzonym przez Graf i wsp. 
(9) za pomocą systemu Vitek 2 ID-YST, z zastosowa-
niem dodatkowych testów podawanych w instrukcji 
producenta, zidentyfikowano poprawnie 92,1% izo-
latów klinicznych, w tym z wiarygodnością sięgają-
cą 100% dla C. albicans, C. tropicalis i C. glabrata, 96,8% 
dla C. parapsilosis i 89,7% dla C. krusei. Natomiast bez 
wykonywania dodatkowych testów wiarygodność 
spadała do 87,6%. W przeciwieństwie do tego bada-
nia Cardenes-Perera i wsp. (19) oraz Massonet i wsp. 
(20) wskazują, że system Vitek 2 ID-YST jest przydat-
ny głównie do identyfikacji zaledwie dwóch gatun-
ków, tj. C. glabrata i C. dubliniensis.

Główną zaletą unowocześnionego systemu Vitek 2 
jest oparcie karty biochemicznej na bardzo czułych 

reakcjach fluorescencyjnych oraz skrócenie czasu 
analizy do 15 godzin (9, 19, 21, 22, 23). Niestety nie-
które dane naukowe jako poważną wadę wskazują, że 
użycie kultur starszych niż 24-godzinne, prowadzi 
do uzyskiwania wyników wątpliwych (20).

System Abbott Quantum II

System Quantum II (Abbott Laboratories, Irving, 
Teksas, USA) składa się z wielopunktowo perforo-
wanego kartridża, fotometru o podwójnej długości 
fali, który mierzy zmiany kolorymetryczne w po-
szczególnych komorach kartridża, oraz jednorazo-
wej plastikowej płytki z 20 komorami zawierający-
mi liofilizowane media biochemiczne (5, 24, 25, 26). 
System został zaprojektowany do identyfikacji tle-
nowych pałeczek Gram-ujemnych lub drożdży (1). 
Identyfikacja drożdży przeprowadzana jest na pod-
stawie odczytów turbidometrycznych lub koloryme-
trycznych w komorach płytki z reagentami bioche-
micznymi po 24 godzinach od inokulacji materiału 
(5). Kiehn i wsp. (24), korzystając z systemu Abbot 
Quantum II, zidentyfikowali poprawnie 80,4% izola-
tów Candida, 7,8% z nich zostało zidentyfikowanych 
błędnie, a 11,8% nie uzyskało wyniku identyfikacji. 
Większość błędnych identyfikacji spowodowana była 
fałszywie pozytywnymi reakcjami asymilacyjnymi. 
Ponadto 25 z 29 niezidentyfikowanych drożdżaków 
Candida było sklasyfikowanych w gatunkach C. pa-
rapsilosis lub C. pseudotropicalis. Dane z badania prze-
prowadzonego przez Salkina i wsp. (26) wykazały, 
że system Quantum II umożliwił w 92% wiarygod-
ną identyfikacje pospolitych gatunków, np. C. albi-
cans i C. glabrata, a tylko w 73% w przypadku rzad-
kich izolatów. Natomiast Pfaller i wsp. (5) określili 
dokładność systemu na 94% w identyfikacji pospo-
litych izolatów i 67% w przypadku izolatów rzad-
kich. W tym ostatnim badaniu izolaty C. parapsilosis 
były identyfikowane błędnie z największą częstotli-
wością, a w drugiej kolejności C. tropicalis. Za błędne 
wyniki identyfikacji odpowiadało wiele reakcji fał-
szywie dodatnich i fałszywie ujemnych. Autorzy za-
sugerowali, że standaryzacja inokulum za pomocą 
spektrofotometru lub hemocytometru może popra-
wić działanie systemu.
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Microbial identification system

System identyfikacji drobnoustrojów (MIS;  Microbial ID, 
Inc., Newark, DE, USA) jest dobrze znanym, w pełni 
zautomatyzowanym systemem chromatografii ga-
zowej, który identyfikuje bakterie i grzyby ze źródeł 
środowiskowych i klinicznych w oparciu o ich unikal-
ne profile kwasów tłuszczowych (27, 28, 29). System 
ten składa się z jednostki do chromatografii gazowej 
z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym, automa-
tycznym systemem nakładania próbek, integratorem 
i komputerem (ryc. 2; 30). MIS może rozróżniać ponad 
140 związków, w tym estry metylowe kwasów tłusz-
czowych (FAME), dimetyloacetyle (DMA), aldehydy 
(ALDE) i  inne związki, które są charakterystyczne 
dla poszczególnych gatunków (28), podając najbar-
dziej prawdopodobne gatunki wraz z zakresem kore-
lacji profilu izolatu z gatunkami w bazie danych (30).

Pierwsze badania naukowe nad wiarygodnością 
systemu w identyfikacji drożdży nie były obiecujące, 
bowiem wykazano wówczas, że tylko 68–75% izola-
tów zostało prawidłowo zidentyfikowanych przez MIS 
do poziomu gatunku (27, 30). Crist i wsp. (27) wykaza-
li natomiast, że MIS zidentyfikował 100% badanych 
grzybów z gatunków C. krusei, C. kefyr i C. guilliermondii. 
Z drugiej strony tylko 79,2% izolatów C. albicans, 64,1% 
C. glabrata, 19,0% C. tropicalis i 75,7% C. parapsilosis zo-
stało prawidłowo zidentyfikowanych za pomocą tego 
systemu (27). Najczęściej błędnie identyfikowanym 
drożdżem był gatunek C. glabrata, który w MIS iden-
tyfikowany był jako Saccharomyces cerevisiae (27, 30, 
31). Chociaż analiza kwasów tłuszczowych za pomocą 
chromatografii gazowo-cieczowej jest z powodzeniem 
stosowana do identyfikacji prątków i innych trudnych 
do hodowli mikroorganizmów, obecna baza danych jest 
uważana za niewystarczającą do rutynowej identyfika-
cji klinicznie istotnych drożdży z rodzaju Candida (27).

Biotypowanie

Test Tween 80

Test Tween 80 został początkowo zastosowany do 
określania aktywności lipolitycznej bakterii i róż-
nych gatunków grzybów Chrysosporium (32). Ze wzglę-
du na fakt, że wiele patogennych gatunków drożdży 
Candida również wydziela enzymy lipolityczne, takie 
jak esterazy (33) i fosfolipazy (34), zaproponowano 
go jako użyteczny test do identyfikacji gatunkowej 
tych grzybów (35, 36). Hydroliza podłoża zawiera-
jącego Tween 80 jest związana z enzymami lipoli-
tycznymi wytwarzanymi tylko przez pewne gatunki 
grzybów z rodzaju Candida. Uwolnione kwasy tłusz-
czowe poddane lizie przez enzymy grzybicze wiążą 
się z wapniem obecnym w podłożu i tworzą nieroz-
puszczalne kompleksy (35). Występowanie efektu 
halo widocznego w świetle przechodzącym wokół 
miejsca inokulacji na podłożu Tween 80 wskazuje, 
że dany izolat drożdży Candida wytwarza esterazę 
(test dodatni; ryc. 3; 35, 37). Slifkin (35) w swoich ba-
daniach określił, że wszystkie szczepy klasyfikowa-
ne w gatunkach C. albicans i C. tropicalis wywoływały 

Ryc. 3.  
Pozytywny wynik 
testu z Tween 80 
uzyskany 
dla Candida 
albicans

Ryc. 2. Ogólny pogląd  
na różne modele 
systemu identyfikacji MIS  
(Microbial ID)
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reakcję halo na standardowym podłożu Tween 80, 
która pojawiała się po 2–3 dniach od posiewu. Na-
tomiast izolaty C. guilliermondii i C.  rugosa dawały 
efekt halo dopiero po 8–10 dniach, a pozostałe ga-
tunki w obrębie rodzaju Candida, w tym C. dublinien-
sis nie dawały wyniku dodatniego w ciągu 10 dni od 
inokulacji. Dlatego test Tween 80 został uznany za 
dobrą metodę do różnicowania gatunków C. albicans 
i C. dubliniensis (35).

Nowe narzędzia diagnostyczne

Test wykrywania (1,3)-β-D-glukanu

Uzupełnienie omówionych we wszystkich częściach 
tego cyklu artykułów technik diagnostycznych sta-
nowią inne testy komercyjne, które zostały ocenio-
ne pod kątem ich skuteczności w  diagnostyce in-
wazyjnej kandydozy. Te metody umożliwiają, bez 
hodowli grzyba, wykrywanie DNA drożdży Candida 
i antygenów grzybowych w surowicy. Jedną z obie-
cujących technik jest test wykrywający (1,3)-β-D-
glukan (38, 39, 40). Wykazał on zarówno czułość, jak 
i swoistość na poziomie 77% (41). W badaniu prze-
prowadzonym przez Held i  wsp. (42) zaobserwo-
wano, że test wykrywający (1,3)-β-D-glukan był 
zdecydowanie bardziej wiarygodny w  diagnosty-
ce kandydemii w porównaniu z innymi oceniany-
mi testami, m.in. opartymi na hodowli i analizach 
biochemicznych.

Test wykrywania galaktomannanu

Galaktomannan jest polisacharydowym składni-
kiem ściany komórkowej grzybów, który można wy-
kryć we krwi podczas inwazyjnych zakażeń grzy-
biczych. Wykrywanie tego związku można również 
stosować w analizach związanych z prognozowa-
niem i monitorowaniem odpowiedzi na terapię. Po-
nadto, aby zoptymalizować wiarygodność wyników, 
oznaczenia wykonuje się zwykle dwa razy w tygo-
dniu w przedziale największego ryzyka (43, 44). Jed-
nym z ograniczeń metody, wskazywanych w litera-
turze, są wyniki fałszywie dodatnie (45). Niektórzy 
z producentów rozwiązali ten problem w oferowa-
nych przez siebie testach (46).

Test wykrywania (1,3)-β-D-glukanu w połącze-
niu z testem na obecność galaktomannanu może być 
bardzo interesujący dla zaawansowanych laborato-
riów diagnostycznych, zwłaszcza szpitalnych, po-
nieważ testy te mogą być stosowane do wykluczenia 
lub potwierdzenia podejrzenia inwazyjnych infekcji 
grzybiczych (47). Fontana i wsp. (47) przetestowali 
wskazaną kombinację testów na surowicach 46 pa-
cjentów hematoonkologicznych i zaobserwowali, że 
czułość i swoistość wyniosły odpowiednio 95,83% 
i 54,54%, a dodatnie i ujemne wartości predykcyj-
ne: 69,7% i 92,3%.

Podsumowanie

Automatyczne systemy identyfikacji grzybów z ro-
dzaju Candida niosą wiele zalet, wśród których 

niewątpliwym postępem w porównaniu z metoda-
mi klasycznymi jest wyeliminowanie błędu odczytu 
wyniku, jaki zawsze może się przydarzyć diagnoście 
laboratoryjnemu. Interpretacja komputerowa polega 
na stosowaniu identycznego standardu dla wszyst-
kich próbek. Ponadto bazy danych tworzone przez 
producentów tych systemów mogą być na bieżąco ak-
tualizowane poprzez wprowadzanie nowo oznaczo-
nych profili. W chwili obecnej ceny tych urządzeń są 
wysokie i nie pozwalają na szeroką implementację, 
niemniej jednak rozwój diagnostyki mikrobiologicz-
nej wraz z jej coraz większą centralizacją, związaną 
z możliwościami szybkiego transportu próbek do 
większych ośrodków i przekazywania wyników po-
przez sieć internetową, mogą nasuwać przypuszcze-
nie, że zapotrzebowanie na tego typu systemy w naj-
bliższych latach będzie wyższe.
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