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ABSTRACT. Activity of the azole drugs in vitro against strains of Candida albicans with differ-
ent codes isolated from the digestive tract in children. The activity of ketoconazole (K, R0O4 1400
molecular weight 531.44), miconazole (M, RO1 4889, molecular weight 479.15) and itraconazole (1,
RO5 1211, molecular weight 705.64) obtained from Janssen Pharmaceutica NV, against Candida albi-
cans strains was studied. The axenic fungal strains were isolated from the faecal samples of children
— not previously treated with antifungal drugs — with clinical symptoms suggesting the inflammation
of the mucous membrane in the stomach and/or duodenum. The strains were assessed by own meth-
ods and unified tests (bioMérieux: API 20 C, API 20 C AUX). Five codes of Candida albicans
Berkhout were found. The minimal inhibitory concentration (MIC) values were calculated from 448
dose-response curves according to the agar diffusion — Kadtubowski’s method. MICs were also exam-
ined by analyzing the variation (min-max, x mean =+ standard error, mode Mo, median Me). It was
demonstrated that all the strains used in the study were susceptible to the azoles drugs.
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WSTEP

W badaniach wczesniejszych (Kurnatowski 1 wsp. 2002) udowodniono wysoka
prewalencj¢ grzybow rodzaju Candida w uktadzie trawiennym, wzrastajacg istotnie
(p < 0,01) w grupach dzieci w okresie szkolnym (do ok. 70%). Wobec wielu obser-
wowanych powiktan tych zarazen stalo si¢ konieczne okreslenie wrazliwosci grzy-
bow, zwlaszcza szczepow Candida albicans o duzej r6znorodnosci biochemicznych
cech wewnatrzgatunkowych na zwigzki azolowe, wprowadzane ostatnio w réznych
postaciach kandydozy. Dane z pisSmiennictwa uzasadniaja bezsporng koniecznos¢
korzystania z opisywanych szeroko lekow azolowych podawanych per os, coraz le-
pie] poznawanych w sensie farmakodynamicznym (Terrel 1 Hughes 1992, Patel
1998, Terrel 1999). Autorzy amerykanscy (Rex 1 wsp. 2000), podkreslajac r6znice
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wrazliwosci na leki miedzy szczepami Candida okreslonych gatunkoéw, uznali peing
aktywnos¢ (100% szczepow) preparatow azolowch wobec C. albicans.

Celem wykonanej pracy bylo zbadanie wrazliwosci na 4 leki azolowe Candida
albicans o 5 r6znych kodach wyizolowanych z przewodu pokarmowego dzieci, do-
tychczas nieleczonych lekami przeciwgrzybiczymu.

MATERIAL I METODY

Akseniczne szczepy grzybéw wyodrebnione z przewodu pokarmowego dzieci
(wiek: 1-15 r.z.) oznaczono metodami wlasnymi (Kurnatowska 1995) oraz unifiko-
wanymi testami firmy bioMérieux (API 20 C, API 20C AUX) pozwalajagcymi na
okreslenie gatunku 1 jego kodu. Do doswiadczen wybrano szczepy Candida albi-
cans Berkhout, 1923, o r6znych kodach opisanych z wykorzystaniem zasady nume-
rycznej analizy (Analytis Profile Index, bioMérieux, Lyon 1990).

Wrazliwos¢ szczepOw na ketokonazol (Ketoconazole, R0O41400 m. cz. 531,44),
mikonazol (Miconazole nitrate, RO14889, m. cz. 479,15), ekonazol (Econazole,
R0O18240, m. cz. 381,69) 1 itrakonazol (Itraconazole, RO51211, m. cz. 705,64) ozna-
czano w 3% zelu agarowym metodg Kadlubowskiego (Kurnatowska 1 wsp. 2001)
uzywajac oryginalnych substancji lekow uzyskanych z Janssen Pharmaceutica N'V.

Krzywe dzialania ketokonazolu, ekonazolu, mikonazolu, 1 itrakonazulu na okre-
slony szczep grzyba uzyskiwano w uktadzie wspotrzednych prostokgtnych odkla-
dajac na osi odcigtych zlogarytmowane st¢zenia leku, a na osi rzednych srednice
(w milimetrach) pola zahamowania wzrostu po 24 godzinach. Wykorzystywany do
analizy odcinek krzywej dziatania o przebiegu zblizonym do prostoliniowego, wy-
razal wprost proporcjonalng, w granicach biedu, zaleznos¢ migdzy srednicg pola za-
hamowania wzrostu na agarze a stezeniem badanego preparatu. Zwigkszajac steze-
nie leku uzyskiwano najwieksze (maksymalne) pole zahamowania wzrostu. Nastep-
nie porOwnywano graficznie krzywe dziatania tego samego leku oraz obliczano naj-
mniejsze stezenie hamujgce (MIC) wzrost grzyba na 112 szczepach — Candida al-
bicans, o roznych kodach — wyizolowanych od dzieci. MIC obliczano z przeksztat-
conego rownania regresji prostoliniowe) (Kadtubowski 1971); tagcznie uzyskano do
oceny 448 krzywych dziatania.

Do analizy wynikéw uzyto testu Shapiro-Willie oraz wspotczynnikow korelaci
lintowe) (rxy) 1 ranq Spearmana (rs).

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Wsréd 112 szczepow Candida albicans wyodrebnionych z przewodu pokarmo-
wego dzieci odczytano az 5 r6znych kodéw — swiadczgcych o réznorodnosci ich
cech biochemicznych — zwigzanych z mozliwoscig wykorzystywania wegla pod-
czas asymilacji okreslonych zwigzkow.
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Wykrywane dla omawianego zbioru szczepéw kody zestawiono i opisano w Ta-
beli 1.

Tabela 1. Zestawienie 1 opis kodow aksenicznych szczepéw Candida albicans

Kod - grupy ABCDEFG Opis/zmiany*

2576174 A: glukoza;
B: 2-keto-D-glukonian 1 ksyloza;
C: adonitol, ksylitol i galaktoza;
D: sorbitol 1 L-metylo-D-glukozyd:;
E: N-acetylo-D-glukozamina;
F: maltoza, sacharoza, trehaloza;
G: obecne strzepki lub pseudostrzepki

2176174 w B: tylko 2-keto-D-glukonian
2476164 w B: tylko ksyloza;

w F: sacharoza 1 trehaloza
2776174 w B: dodatkowo L-arabinoza
2566174 w C: adonitol 1 galaktoza

* zmiany wobec kodu: 2576174, z pelnym opisem

Kod 2576174 najczesciej oznaczany (80,4 + 3,75% szczepow) réznit sie od na-
stgpnego tylko zapisem 1. na drugim miejscu, tj. przyswajaniem wegla z 2-keto-D-
glukonianiu (11,6 +3,0%); w dalszym kodzie (6,25 + 2,3%) na drugim miejscu licz-
by 4. 1 na széstym 6. Swiadczyty o asymilacji ksylozy (w B) oraz sacharozy i treha-
lozy (w F). Nastgpny kod (0,89 + 0,8 %) r6znit si¢ od najczestszego przyswajaniem
wegla takze z L-arabinozy (w B), zas w kodzie 2566174 (0,89 + 0,8 %) adonitolu
1 galaktozy (w C).

Wartosci najmniejszych stezen hamujacych (MIC) ketokonazolu obliczonych
z krzywych dziatania wobec szczepéw o réznych kodach oraz wybrane parametry
(min-max, X = s, Mo, Me) rozkladu — w uktadzie wspétrzednych prostokatnych —
zestawiono w Tabel1 2.

Tabela 2. Wartosci MIC* ketokonazolu uzyskane dla szczepéw C. albicans o réznych kodach

Kod Liczba szczepow Parametry rozktadu wartosci MIC mg/l

N min-max b & % Mo Me
2576174 90 <0,01 -1,89 0,61 £ 0,12 0,74 0,60
2176174 13 0,14 — 2,20 0,99 + 0,21 1,34 0,82
2476164 7 0,03 - 3,0 1,61 £ 0,59 1,92 0,92
2776174 I 0 1,02 0 0
2566174 ] 0 1,45 0 0

* MIC — najmniejsze stezenie hamujace
X = s — wartos¢ srednia MIC + blad standardowy
Mo — modalna, Me — mediana

Srednie wartosci najmniejszych stezer hamujgcych (MIC) ketokonazolu dla wszy-
stkich zbadanych szczepoéw C. albicans wahaty si¢ w granicach od 0,01 do 3,0 mg/l.
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Najnizsza wartos¢ MIC ketokonazolu cechowata szczepy o kodzie 2576174 (n = 90);
rozktad wartosci MIC (Mo > Me > x) swiadczyl o niewielkiej asymetrii prawe;j.

Natomiast dla szczepéw o kodzie 2176174 (n = 13) x MIC ketokonazolu byla
nieznacznie wyzsza od uzyskanej dla poprzedniej grupy szczepow (p > 0,05), zas
0 kodzie 2476164 (n = 7) wartos¢ MIC omawianego leku byta 1stotnie wyzsza (p <
0,02); rozktad wartosci MIC tgcznej liczby tych 20 szczepow, o dwoch kodach, ce-
chowat si¢ niewielkg asymetrig lewa.

Srednie wartosci najmniejszych stezei hamujacych (MIC) mikonazolu dla
szczepOw C. albicans o r6znych kodach wahaty si¢ od 0,18 do 0,75 mg/l (Tabela
3). Najnizsza wartoS¢ MIC omawianego leku dotyczyta szczepow o kodzie
2176174 (n = 13). Rozktad wartosci MIC dla mikonazolu dla wszystkich zbadanych
szczepOw cechowat si¢ srednio asymetrig lewg (Mo < Me < X).

Tabela 3. Wartosc1t MIC* mikonazolu uzyskane dla szczepow C. albicans o r6znych kodach

Kod Liczba szczepow Parametry rozktadu wartosci MIC mg/l

N min-max XE8 Mo Me
2576174 90 0,06 — 2,0 0,75 %0,1] 0,58 0,72
2176174 13 0,02 -1,3 0,18 £ 0,02 0,39 0,63
2476164 7 0,01 - 1,5 0,70 £ 0,05 0 0
2776174 | 0 0,29 0 0
2566174 1 0 1,40 0 0

* MIC — najmniejsze stezenie hamujace
X = s — wartos¢ srednia MIC + blad standardowy
Mo - modalna, Me — mediana

Srednie wartosci najmniejszych stezen hamujacych (MIC) ekonazolu zbadanych
szczepOw C. albicans miescity si¢ w zakresie od 0,75 do 2,02 mg/l (Tabela 4). Nie
roznity si¢ statystycznie istotnie (p > 0,05) dla szczepow o kodach 2576174
12176174. MIC sredni dla ekonazolu dla pozostatych szczepow (n =9) byt wyzszy
(p < 0,05). Rozktad tych wartosci otrzymanych dla wszystkich ocenianych szcze-
pow C. albicans wobec ekonazolu byt asymetryczny.

Tabela 4. Wartosc1 MIC* ekonazolu uzyskane dla szczepow C. albicans o roznych kodach

——

Kod Liczba szczepow Parametry rozktadu wartoscit MIC mg/I

N min-max XS Mo Me
2576174 90 <0,1 -16,5 0,82 + 0,19 1,13 1,62
2176174 13 0,05 - 9,7 0,75 £ 0,23 1,22 1,07
2476164 7 0,01 - 10,4 2,02 £ 0,11 0 - 0
2776174 1 0 1,06 0 0
2566174 1 0 3,03 0 0

* MIC — najmniejsze st¢zenie hamujgce
X = s — wartos¢ srednia MIC + btad standardowy
Mo - modalna, Me — mediana




AKTYWNOSC LEKOW AZOLOWYCH 390]

Srednie wartosci najmniejszych stezen hamujacych (MIC) itrakonazolu miesci-
ty si¢ w granicach 0,18-0,58 mg/l (Tabela 5). Najnizszg wartosé¢ MIC uzyskano dla
szczepu o kodzie 2776174 (0,13 mg/l) oraz szczepéw o kodzie 2576174 (0,18
mg/l). Rozktad wszystkich wartosci MIC dla omawianego leku charakteryzowal S1¢
znaczng symetrig, o cechach zblizonych do krzywej rozktadu normalnego.

Tabela 5. Wartosci MIC* itrakonazolu uzyskane dla szczepéw C. albicans o roznych kodach

Kod Liczba szczepéw Parametry rozktadu wartosci MIC mg/I

N min-max Xts Mo Me
2576174 90 <0,01 -1,0 0,18 = 0,02 0,59 0,41
2176174 13 0,03 -4,2 0,24 + 0,07 0,72 0,33
2476164 7 <0,03-3,8 0,58 + 0,05 0 0
2776174 | 0 0,13 0 0
2566174 I 0 0,56 0 0

* MIC — najmniejsze stezenie hamujace
X * s — warto$¢ srednia MIC =+ biad standardowy
Mo — modalna, Me — mediana

Warto jeszcze raz przypomnieé, ze od wielu juz lat (Kadtubowski 1971) w na-
szym osrodku — okreslajgc wrazliwos¢ szczepéw grzybéw na zwiazki chemiczne —
doswiadczenia prowadzimy wg procedury pozwalajacej na uzyskanie krzywych
dziatania w uktadzie p6étlogarytmicznym i obliczanie z nich najmniejszego stezenia
hamujgcego (MIC), z przeksztalconego réwnania regresji prostoliniowej. To po-
zwala na wykorzystywanie wartosci MIC do analizy wielobok6w zmiennosci (war-
tosci Srednie 1 inne) umozliwiajagc poréwnawcza ocene wrazliwosci grzybow
w zbiorach szczepoéw uzyskiwanych od pacjentéw leczonych i nieleczonych okre-
Slonym lekiem (Kurnatowska i Kwasniewska. 1978).

Prezentowane w omawianej pracy dane dotyczace wrazliwosci na 4 leki azolo-
we szczepow Candida albicans wyodrgbnionych od dzieci dotychczas nieleczo-
nych preparatami przeciwgrzybiczymi swiadczg o wysokiej i sredniej wrazliwosci
ich na te leki. Bioragc pod uwage przedzialy ufnosci dla srednich MIC wszystkie
szczepy uzyte w oméwionych badaniach uznano za wrazliwe na 4 leki azolowe.
niezaleznie od opisanych kodéw. Autorzy amerykanscy (Rex i wsp. 2000) zwraca-
J3 uwage na trudnosci porownywania wynikéw badan in vitro nad dzialaniem le-
kow przeciwgrzybiczych, gdyz nawet tak czesto uzywana ostatnio metoda NCCLS
MZ27-A stwarza trudnosci interpretacyjne (Wayne 1997).

Warto zwréci¢ uwagg, ze badajac wrazliwosé na itrakonazol i mikonazol szcze-
pow Candida wyodrgbnionych z pochwy, t3 samg metoda opisang w pracy, otrzy-
malismy takze szeroki zakres zmiennosci MIC obu lekéw azolowych (Kurnatow-
ska 1 wsp. 2001). W tescie ATB Fungus (bioMérieux) wsréd szczepOw Candida —
wyodrgbnionych z r6znych materiatéw biologicznych od oséb dorostych, wiekszo-
sc1 wezesniej leczonych preparatami przeciwgrzybiczymi — uzyskano rézne odset-
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ki opornych na ketokonazol, ekonazol i mikonazol, lecz istotnie nizsze dla C. albi-
cans niz innych gatunkéw (Banach-Pigtkowska i wsp. 2001). Poréwnujac w odreb-
nych badaniach wrazliwos¢ na mikonazol szczepéw C. albicans 1 C. glabrata
stwierdzono tez wieksza aktywnos¢ leku wobec szczepéw pierwszego gatunki niz
drugiego (Kurnatowski 1 wsp. 2001).

Ogromna réznorodnosé morfologicznych i biochemicznych cech fenotypowych
gatunkéw i szczepow grzybéw chorobotworczych (De Hoog 1 wsp. 2000) zmusza
do ilosciowej oceny ich wrazliwosci na stosowane u ludzi leki.

LITERATURA

Banach-Pigtkowska W., Kotlowsk1 A., Humanowska J., Mayer L., Kowalczyk D. 2001. Badania in vi-
tro lekoopornosci szczepow grzybow z rodzaju Candida. Wiadomosci Parazytologiczne 47: 811-
816.

De Hoog G.S., Guarro J., Geré J., Figueras M.J. 2000. Atlas of Clinical Fungi. Centraalburean voor
Scchimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili.

Kadtubowski R. 1971. Analyse simplifée de 1’action des agents chimiques sur le Cryptococcaceae.
Proceedings Multicolloque Européen de Parasitologie, Rennes: 483.

Kurnatowska A.. Kwasniewska J. 1978. An analysis of the in vitro mycostatic activity of some of the
antifungal antibiotics on fungal strains isolated from patients trated with these antibiotics. Materi-
ca Medica Polona 10: 166-169.

Kurnatowska A. 1995. Wybrane zagadnienia mikologii medycznej. Promedi £.6dZ.

Kurnatowska A., Horwatt-Bozyczko E., Kurnatowski P. 2001. Evaluation in vitro of the susceptibili-
ty on itraconazole and miconazole of fungal strains isolated from the vaginal ontocenosis. Myco-
ses 44 (suppl. 1): 39-40.

Kurnatowski M., Wasowska-Krélikowska K., Kurnatowska A. 2002. Analiza prewalencji grzybow
i ich gatunkéw w przewodzie pokarmowym os6b dorostych 1 dzieci. Wiadomosci Parazytologicz-
ne 48: 435-439.

Kurnatowski P.. Makieto L., Horwatt-Bozyczko E. 2001. Porownanie dzialania in vitro mikonazolu na
Candida albicans i Candida glabrata. Wiadomosci Parazytologiczne 47: 867-873.

Patel R. 1998. Antifungal Agents. Part I. Amphotericin B preparations and flucytosine. Mayo Clinic
Proceedings 73: 1205-1225.

Rex J.H.. Walsh T.J.. Sobel J.D., Filler S.G., Pappas P.G., Dismukes W.E., Edwards J.E. 2000. Practi-
ce guidelines for the treatment of candidiasis. Clinical Infections Diseases 30: 662-678.

Terrel C.L., Hughes C.E. 1992. Antifungal agents used for deep-seated mycotic infections. Mayo
Clinic Proceedings 67: 69-91.

Terrel C.L. 1999. Antifungal Agents. Part II. The Azoles. Mayo Clinic Proceedings 74: 78-100.

Wayne P.A. 1997. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts:
approved standard. National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Zaakceptowano do druku 30 czerwca 2004




