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ABSTRACT. It is known that fungi representing different genera and species can cause organ-limited or systemic
infections after disrupting of the natural defense mechanisms in a human organism. The treatment of mycoses still
encounters considerable difficulties. Therefore, in vitro assessment of the susceptibility of fungal strains to the
antifungal agents now in use and to new drugs is needed more urgently than ever before. It should be emphasized that
we treat the fungal susceptibility to antifungal drugs as a quantitative feature of the strain examined. The aim of the
presently reported study was the evaluation of the antimycotic action of two azole compounds — miconazole and
itraconazole (Janssen) against 205 Candida strains isolated from the various biological specimens of two groups of
patients — hospitalized (group 1) and examined in outpatient clinic (group 2); differentiation of species and codes of
these strains; analysis of dose-response curves and parameters of polygons of the azoles minimal inhibitory
concentrations (MIC). The susceptibility to miconazole and itraconazole was estimated with the agar diffusion test on
3% Sabouraud’s agar — the method developed in our laboratory, using several different concentrations of the drug,
which made the plotting of dose-response curves possible. The lowest concentration inhibiting the growth of fungal
strain (MIC) was calculated using a transformed equation of rectilinear regression according to Kadlubowski. Species
and fungal codes of isolated strains were evaluated according to the guidelines worked out in our department with the
use of different media and biochemical tests (bioMérieux). Among 89 strains isolated from the hospitalized patients, six
species of the genus Candida genus were found; one strain belonged to Trichosporon cutaneum species. The most
frequently encountered species was Candida albicans (73%), which significantly dominated over C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. lipolytica and C. famata. All strains from the second group of patients belonged to
C. albicans species. In all C. albicans strains from both groups of patients, the most frequent assimilation code
(2576174) was found. The miconazole MIC values for Candida strains isolated from the group 1 were characterized by
a wide range of variation, from 0.0247mg/1 to 6.826 mg/l, from group 2 — 0.0277 to 0.719 mg/l. The itraconazole MIC
values were 0.011 to 2.813 mg/l, and 0.0103 to 0.718 mg/l, respectively. The analysis of mean values (X) of miconazole
and itraconazole MICs and other parameters allowed us to find that the strains isolated from the patients of group 1 were
significantly less susceptible to both drugs in comparison with the strains of the group 2 patients. Also, C. albicans
strains from this group of patients had a significantly lower (X) MIC in comparison to the mean values for the most of
Candida species isolated from the hospitalized patients (P<0.001). In conclusion, we have found that the most Candida
strains from both groups of patients were susceptible to the examined antifungal agents. The strains isolated from the
outpatient clinic patients were generally more susceptible especially to itraconazole in comparison with strains from
hospitalized patients.
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Wstep

W ciggu ostatnich kilkunastu lat odnotowano
wzrastajacg liczbe, zagrazajacych zyciu, zarazen
grzybiczych. Profil epidemiologiczny infekcji wy-
wotywanych przez grzyby chorobotwércze ulegt
zmianom, jednak gatunki z rodzaju Candida pozo-
staly jednym z gtéwnych czynnikéw etiologicznych
grzybic powierzchniowych i uktadowych. Szczepy
grzybow charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem
cech morfologicznych i biochemicznych, co pozwa-
la im na adaptacj¢ do warunkéw srodowiska, zmie-
niajgcych si¢ takze pod wptywem stosowanych le-
koéw.

Obecnie najwigkszg grupe chemioterapeutykow
przeciwgrzybiczych stanowig leki azolowe. Ich
dziatanie polega na blokowaniu etapu demetylacji
14a-lanosterolu w procesie biosyntezy ergosterolu
stabilizujgcego btong komoérkowsq grzyba. Nastep-
stwem zahamowania syntezy ergosterolu, jak row-
niez nagromadzenia jego prekursoréw, sa zaburze-
nia w przepuszczalnosci btony komérkowej grzyba,
co w konsekwencji prowadzi do zmian w syntezie
RNA, biatek oraz metabolizmie lipidéw. W grupie
lekéw azolowych znajdujg si¢ pochodne imidazolu
starszej generacji, np. mikonazol oraz nowsze po-
chodne triazolu, takie jak wprowadzony w latach
90. ubiegtego stulecia itrakonazol. Obydwa leki sg
stosowane zar6wno w lecznictwie otwartym, jak
i zamknigtym; itrakonazol po podaniu doustnym
wchiania si¢ z przewodu pokarmowego, mikonazol
za$ zaleca si¢ miejscowo. Itrakonazol ma szeroki
zakres dziatania, bowiem jest aktywny nie tylko wo-
bec szczepdw grzybéw z rodzaju Candida, ale takze
Aspergillus, Cryptococcus, Blastomyces, Histopla-
sma, Coccidioides, Paracoccidioides, Sporothrix,
Pseudoallescheria.

Zaproponowanie schematu skutecznego leczenia
grzybicy nie jest tatwe, powinno bowiem obejmo-
wac ustalenie zakresu inwazji na podstawie obja-
wow klinicznych, badan laboratoryjnych i mikolo-
gicznych, rozpoznanie gatunku grzyba i oceng wta-
Sciwosci szczepu, do ktérych nalezy, m.in. wrazli-
wosC in vitro na preparaty przeciwgrzybicze. Bada-
nie to jest szczegdlnie wazne dla powodzenia tera-
pii, gdyz uwzglednia zjawisko coraz czgsciej wyste-
pujacej zmniejszonej wrazliwosci grzybéw na sto-
sowane leki.

Celem pracy byto zbadanie wrazliwosci in vitro
na mikonazol i itrakonazol szczepéw wyodrebnio-
nych od pacjentéw z dwéch grup klinicznych: ho-
spitalizowanych i leczonych ambulatoryjnie, okre-

Slenie gatunkéw i kodéw numerycznych wyizolo-
wanych szczepéw oraz poréwnanie zmiennosci
wartosci najmniejszego stezenia hamujacego wzrost
grzyba (MIC) szczepéw pochodzacych z dwéch
grup pacjentow.

Materialy i metody

Uzyte w doswiadczeniach 206 szczepdw grzy-
béw zostalo wyodrebnionych z réznych materiatéw
biologicznych pacjentéw Wojewddzkiego Specjali-
stycznego Szpitala im. M. Pirogowa, Uniwersytec-
kiego Szpitala Klinicznego Nr 1 w Lodzi, Woje-
wodzkiego Zespotu Opieki Zdrowotnej Centrum
Leczenia Chor6b Pluc i Rehabilitacji w Lodzi i Tu-
szynie (grupa 1) i pacjentéw leczonych w trybie am-
bulatoryjnym w Zaktadzie Diagnostyki i Leczenia
Choréb Pasozytniczych i Grzybic Katedry Biologii
i Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi (grupa 2). Wsréd szczepéw pochodzacych
od pacjentéw hospitalizowanych 29 wyizolowano
z plwociny, 19 z moczu, 7 z katu, 7 z wymazu z ra-
ny, 5 z wydzieliny oskrzelowej, 5 z bronchoaspira-
tu, 4 z ucha, po 3 szczepy z jamy ustnej i gardia, 2
z krwi oraz po jednym szczepie z wymazu ze stomy,
pracia, pltynu mézgowo-rdzeniowego, popluczyn
oskrzelowo-pgcherzykowych i torbieli trzustki.
U pacjentéw grupy 2, leczonych ambulatoryjnie, 32
szczepy pochodzily z tresci jamy ustnej, 14 z katu,
7 z wymazu z odbytu, 17 z tresci pochwy, 13 z oko-
licy sromu, 15 z wymazu spod napletka, 13 z okoli-
cy zotedzi, 5 z ejakulatu i 1 z moczu. Na przeprowa-
dzenie badain wyrazita zgod¢ Uczelniana Komisja
Bioetyki (uchwata nr RNN/89/08/KE z 22.04. 2008).
Gatunki szczepow aksenicznych — bezbakteryjnych
oznaczono wedlug opracowanego i stosowanego
od lat w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej
UM w Lodzi schematu postepowania [1], obejmuja-
cego oceng: cech makroskopowych wyizolowanych
kolonii grzybéw, takich jak: barwa, ksztalt, potysk,
brzegi, struktura powierzchni, stosunek do po-
wierzchni agaru, zmiana jego barwy; cech mikro-
skopowych, w preparatach bezposrednich i mikro-
hodowlach, takich jak: wielkos¢ komodrek wegeta-
tywnych, obecnos¢ strzepek lub pseudostrzepek,
blastospor, ,.,germ tubes”; wybranych wtasciwosci
biochemicznych poszczegdlnych szczepdéw, a mia-
nowicie zdolnosci fermentacji i asymilacji wegla
z réznych zwigzkéw za pomocg testu API 20
C AUX (bioMérieux), ktéry jest biochemicznym
szeregiem identyfikacyjnym stuzacym do precyzyj-
nego oznaczenia najczgsciej spotykanych gatunkéw
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grzybéw.  Wchodzacy w  sktad zestawu
API 20 C AUX pasek zawiera 20 mikroprobéwek
(pierwsza probéwka stanowi kontrol¢) z odwodnio-
nymi substratami, umozliwiajagcymi przeprowadze-
nie 19 testdw oceniajgcych zdolnos¢ grzybéw
do przyswajania wegla z 19 zwigzkéw, a mianowi-
cie: z glukozy (GLU), glicerolu (GLY), 2-keto-D-
-glukonianu wapnia (2 KG), L-arabinozy (ARA),
D-ksylozy (XYL), adonitolu (ADO), ksylitolu
(XLT), D-galaktozy (GAL), inozytolu (INO),
D-sorbitolu (SOR), metylo-aD-glukopiranozydu
(MDG), N-acetylo-glukozaminy (NAG), D-celobio-
zy (CEL), D-laktozy (LAC), D-maltozy (MAL),
D-sacharozy (SAC), D-trehalozy (TRE), D-melezy-
tozy (MLZ), D-rafinozy (RAF). Testy API 20
C AUX przeprowadzono dla 206 zbadanych szcze-
poéw grzybéw, a uzyskane wyniki poréwnywano
z katalogiem Analytical Profile Index (bioMérieux),
z ktérego odczytywano wlasciwy dla danego gatun-
ku i szczepu grzyba kod numeryczny. R6znicowa-
nie Candida albicans przeprowadzono w oparciu
o wytwarzanie chlamydospor na zmodyfikowanym
podtozu Nickersona z bigkitem metylenowym oraz
na podtozu R. A. T (bioMérieux).

Najmniejsze stezenie (MIC) mikonazolu i itrako-
nazolu (substancje czyste firmy Janssen) hamujace
wzrost badanego szczepu grzyba, wyznaczono
za pomocg zmodyfikowanej metody dyfuzji w zelu
agarowym [2]. W tym celu z kazdego szczepu spo-
rzadzono, inkubowang w temp. 37°C, 24-h hodow-
l¢ na podiozu ptynnym Sabourauda o pH=5,6. Na-
stepnie posiewano 1 milion komérek grzyba w 1 ml
bulionu Sabourauda na ptytki Petriego o Srednicy
10 cm, zawierajace po 30 ml 3% agaru Sabourauda
o pH=5,6. W celu réwnomiernego rozprowadzenia
zawiesiny na plytce z agarem uzywano jatlowych,
zagietych bagietek szklanych. Plytki inkubowano
w cieplarce w temp. 37°C. Po godzinie inkubacji
wycinano jatowym korkoborem studzienki o sredni-
cy 10 mm, do ktérych wkraplano pipetg automa-
tyczng po 100 pl odpowiedniego stezenia badanych
lekéw. Phytki umieszczano na 23 godziny w cieplar-
ce o temp. 37°C. Po uplywie tego czasu, oceniano
strefy zahamowania wzrostu, mierzac najwigkszg
i prostopadta do niej przeprowadzong w polowie
pierwszej, srednice pola zahamowania wzrostu.
Otrzymane krzywe dzialania leku na okreslony
szczep grzyba umieszczono w uktadzie wspotrzed-
nych prostokgtnych, w ktérym na osi x odktadano
zlogarytmowane wartosci stezenia leku, a na osi y
srednice (w milimetrach) pola zahamowania wzro-
stu po 24 godzinach. Analizie poddano odcinek

krzywej dziatania o przebiegu zblizonym do prosto-
liniowego, wyrazajacy wprost proporcjonalng,
w granicach btedu, zaleznos¢ migedzy srednicg pola
zahamowania wzrostu grzyba na agarze a stg¢zeniem
badanego leku. Najmniejsze stg¢zenie hamujace
wzrost grzyba (MIC) obliczono z przeksztalconego
réwnania regresji prostoliniowej wedtug Kadtubow-
skiego [2,3]. Otrzymane z krzywych dziatania bada-
nych lekéw MIC zestawiono w szereg rozdzielczy,
z ktérego odczytywano zakres zmiennosci MIC dla
danej liczby szczepow. Nastgpnie obliczono Srednig
arytmetyczng najmniejszego stezenia hamujacego
oraz inne parametry rozkladu wartosci MIC. Zakre-
sy stezen badanych lekéw ustalono w oparciu o me-
tode rozciericzeri zalecang przez The Clinical and
Laboratory Standard Institute, Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing (2002). Jako roz-
puszczalnika uzyto jalowego 10% roztworu DMSO
(dimetylosulfotlenek), natomiast kolejne rozciefi-
czenia sporzgdzono jalowa woda destylowang,
w postepie arytmetycznym od 160,0 mg/l
do 0,078125 mg/l dla obu lekéw. Wyniki badani
poddano analizie statystycznej wykorzystujac pro-
gram Statgraphics Plus 5.1.

Whyniki i ich oméwienie

Wsrdd 89 szczepdw pochodzacych od pacjentow
hospitalizowanych 65 (73,03%) zaliczono do gatun-
ku Candida albicans, po 7 (7,87%) do C. tropicalis
i C. parapsilosis, 5 (5,62%) do C. glabrata,
3 (3,37%) do C. lipolytica; dwa pojedyncze szczepy
oznaczono jako C. famata oraz Trichosporon cuta-
neum. Warto doda¢, ze z krwi i ptynu mézgowo-
-rdzeniowego wyizolowano C. parapsilosis, za$
szczep T. cutaneum — z bronchoaspiratu. Wszystkie
szczepy (117) pochodzace od pacjentéw leczonych
w trybie ambulatoryjnym nalezaty do gatunku C. al-
bicans. Analizujagc kody numeryczne zbadanych
szczepéw przekonano si¢, ze — w odniesieniu
do C. albicans — u wigkszosci szczepéw wyodreb-
nionych od pacjentéw grupy 1 (53 szczepy) i od pa-
cjentow grupy 2 (73 szczepy) oznaczono kod
2576174. Kodami wspdlnymi dla szczepéw z tego
gatunku w obu grupach zbadanych oséb byty
2566174, 2576134 1 6576174; pozostate kody byty
rozne (Tabela 1).

Co sig¢ tyczy szczepow z pozostatych gatunkéw
pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych
u C. tropicalis oznaczono 5 kodéw (2576171,
2556175, 2576175, 6556171, 6156175), 3 u C. pa-
rapsilosis (6756135, 6756175,2756175), po 2
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u C. lipolytica (6000104,6000004) i C. glabrata
(2000040, 2000044) oraz po 1 u C. famata
(2576773) i T. cutaneum (2740775). Analizujac
wartosci najmniejszego st¢zenia hamujacego w od-
niesieniu do szczepoéw wzorcowych przekonano si¢,
ze MIC mikonazolu wyniést dla C. albicans ATC-
(C24433 - 0,0746 mg/1, dla C. glabrata ATCC90030
— 0,527 mg/l, C. parapsilosis — 0,287 mg/l, nato-
miast MIC itrakonazolu dla C. albicans ATC-
C24433 wyniost 0,0738 mg/l, C. glabrata ATC-
C90030 — 0,184 mg/l i dla C. parapsilosis
— 0,0188 mg/l. Do oceny wartosci najmniejszych
stezenn hamujgcych mikonazolu i itrakonazolu, obli-
czonych z 410 krzywych dziatania dla 205 zbada-
nych szczepdw z rodzaju Candida zastosowano
wiasny tryb analizy, uwzglgedniajacy, m.in. poréw-
nanie wartosci MIC w szeregach rozdzielczych, po-
zwalajacych na zgrupowanie duzej liczby uzyska-
nych wynikéw. Przekonano si¢, ze zakres zmienno-
Sci MIC mikonazolu dla 88 szczepéw Candida, po-
chodzacych od pacjentéw hospitalizowanych wahat
siec  w szerokich granicach - od 0,0247
do 6,827 mg/l, a iloraz uzyskany po podzieleniu
przez siebie tych wartosci wynidst az 276. Zakres
zmiennosci MIC mikonazolu dla zbadanych szcze-
péw od pacjentéw grupy 2 wahat sie od 0,0277

do 0,719 mg/l, a iloraz tych wartosci byt prawie 11
razy nizszy, niz w przypadku szczepéw wyizolowa-
nych od pacjentéw grupy 1, wynosit bowiem 26.
Zakres zmiennosci MIC itrakonazolu dla szczepow
pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych wy-
nosit od 0,011 do 2,813 mg/l, a iloraz uzyskany
po podzieleniu przez siebie tych wartosci takze byt
wysoki, wynosit bowiem 256. Dla szczepéw wyod-
rebnionych od pacjentéw leczonych w trybie ambu-
latoryjnym zakres zmiennosci MIC itrakonazolu
miescit si¢ w granicach od 0,0103 do 0,718 mg/l,
a iloraz wyniést 69, byt wigc okoto 4 razy nizszy.
Poréwnujac wartosci srednie MIC mikonazolu, uzy-
skane dla szczepéw Candida wyodrgbnionych
od pacjentéw obu grup przekonano si¢, ze szczepy
pochodzace od chorych grupy 1 byly istotnie mniej
wrazliwe na ten lek niz szczepy od pacjentéw gru-
py 2 (P=0,026); podobng réznicg¢ wrazliwosci wy-
kazano w odniesieniu do itrakonazolu (P<0,001)
(Tabela 2).

Zakres zmiennoSci MIC mikonazolu wylgcznie
dla szczepéw z gatunku C. albicans pochodzacych
od pacjentéw grupy 1 wyniést od 0,0247
do 6,827 mg/l, dla szczepéw od pacjentéw grupy 2
od 0,0277 do 0,719 mg/1, a wartosci Srednie — odpo-
wiednio 0,0281 i 0,125 mg/l i nie r6znity si¢ migdzy

Tabela 1. Kody numeryczne szczepéw C. albicans wyodrebnionych od pacjentéw hospitalizowanych (grupa 1)

i leczonych w trybie ambulatoryjnym (grupa 2)

Table 1. Assimilation codes of C. albicans strains isolated from hospitalized (group 1) and outpatient clinic patients

(group 2)
Liczba szczepéw/Number of strains
Gatunek Species Kod Code Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2

n % n %
C. albicans 2576174 53 81,5 73 62,4
C. albicans 2566174 4 6,2 5 4,3
C. albicans 2556174 2 3,1 0 0
C. albicans 2546174 1 1,5 0 0
C. albicans 2564174 1 15 0 0
C. albicans 6776174 1 1,5 0 0
C. albicans 6576174 1 L5 6 5,1
C. albicans 6576134 1 1,5 0 0
C. albicans 2576134 1 1,5 6 5,1
C. albicans 2572174 0 0 8 6,8
C. albicans 6566174 0 0 5 4,3
C. albicans 2172174 0 0 4 3,4
C. albicans 2476174 0 0 4 3,4
C. albicans 2560154 0 0 2 1,7
C. albicans 2540154 0 0 2 1,7
C. albicans 2566134 0 0 2 1,7
ﬁgf;“;;;f;:péw 65 100 117 100
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Tabela 2. Wazniejsze parametry analizy rozkladu wartosci najmniejszych stgzeri hamujacych (MIC) mikonazolu
i itrakonazolu dla szczepéw réznych gatunkéw z rodzaju Candida wyodrebnionych od pacjentéw hospitalizowanych

(grupa 1) i leczonych w trybie ambulatoryjnym (grupa 2)

Table 2. Some parameters of the analysis of miconazole and itraconazole minimal inhibitory concentration polygons for
strains from different Candida species isolated from hospitalized (group 1) and outpatient clinic patients (group 2)

MIC mg/1
Parametry Parameters Mikonazol/Miconazole Itrakonazol/Itraconazole
Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2 Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2
Zakres zmiennosci MICmg/l| 4 517 6 897 0,0277-0,719 0,011-2,813 0,0103-0,718
MIC variability range mg/1
Srednia arytmetyczna (%) 0,432 0,125% 0,215%+ 0,0679%*
Mean (X) ’ ’ ’ ’
Mediana (Me)
Median (Me) 0,138 0,106 0,086 0,035
Odchylenie standardowe ()
Standard deviation (3) 1,016 0,085 0,413 0,089

*P=0,026; **P<0,001

sobg istotnie (P>0,05). Zakres zmiennosci MIC itra-
konazolu dla szczepéw C. albicans wyodrgbnio-
nych od pacjentéw hospitalizowanych wynidst
od 0,011 do 1,320 mg/l, zas dla szczepéw wyizolo-
wanych od pacjentéw leczonych w trybie ambulato-
ryjnym od 0,0103 do 0,718 mg/l; wartosci Srednie
MIC wyniosty odpowiednio 0,172 i 0,0679 mg/I]
i réznity si¢ migdzy sobg (P<0,001), co wskazuje
na wyzszg wrazliwos¢ na ten lek szczepow C. albi-
cans, pochodzacych od pacjentéw grupy 2.
Analizujagc wartosci srednie najmniejszych ste-
zefi hamujacych obu lekéw w odniesieniu do szcze-
péw z réznych gatunkéw Candida, wyodrgbnio-
nych od pacjentéw hospitalizowanych wykazano,
ze szczepy C. albicans byly istotnie bardziej wrazli-
we na mikonazol niz szczepy C. lipolytica
(P=0,021) i C. parapsilosis (P=0,034); brak byto
istotnych réznic w odniesieniu do C. glabrata

i C. tropicalis. Co si¢ tyczy itrakonazolu, to szczepy
C. albicans byly mniej wrazliwe na ten lek niz
szczepy C. parapsilosis (P=0,057), a pozostate ga-
tunki cechowata podobna wrazliwos¢ (P>0,05). Po-
réwnujac wartosci srednie najmniejszego stezenia
hamujacego dla szczepéw C. albicans wyodrebnio-
nych od pacjentéw leczonych ambulatoryjnie ze
szczepami réznych gatunkéw Candida pochodza-
cych od pacjentéw hospitalizowanych wykazano, ze
szczepy C. albicans pochodzace od pacjentéw gru-
py 2 byty bardziej wrazliwe na mikonazol niz szcze-
py C. lipolytica (P=0,0182) i C. parapsilosis
(P=0,0165); brak byto istotnych réznic wrazliwosci
w odniesieniu do C. glabrata i C. tropicalis. Co si¢
tyczy wrazliwosci na itrakonazol, to wartos¢ Srednia
MIC tego leku dla szczepéw C. albicans, pochodza-
cych od pacjentéw grupy 2, byla istotnie nizsza niz
wartos¢ MIC uzyskana dla szczepéw C. glabrata

Tabela 3. Poréwnanie wartosci Srednich najmniejszego st¢zenia hamujgcego (MIC) mikonazolu i itrakonazolu dla
szczepéw z réznych gatunkéw Candida pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych (grupa 1) ze szczepami
C. albicans wyodrgbnionymi od pacjentéw leczonych w trybie ambulatoryjnym (grupa 2)

Table 3. Comparison of mean values of miconazole and itraconazole minimal inhibitory concentrations (MIC) for
different Candida species from hospitalized patients (group 1) and for C. albicans strains isolated from outpatient clinic

patients (group 2)

Wartos¢ srednia (X) MIC mg/1
Lek Mean (X) MIC mg/1
Drug Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2
C. glabrata C. lipolytica C. tropicalis C. parapsilosis C. albicans

Mikonazol 2,007 0,388
Miconazole 0.215 (P=0,0182) 0,507 (P=0,0165) 0,125
Itrakonazol 1,120 0,211 0,173
Itraconazole (P=0,0086) (P=0,0145) (P=0,0108) 0,043 0,0679
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(P=0,0086), C. lipolytica (P=0,0145) i C. tropicalis
(P=0,0108); nie stwierdzono natomiast réznicy
(P>0,05) miedzy wartosciami Srednimi MIC itrako-
nazolu dla szczepéw C. albicans pochodzacych
od pacjentéw leczonych w trybie ambulatoryjnym
i szczepdw C. parapsilosis wyodrgbnionych od pa-
cjentéw hospitalizowanych (Tabela 3).

Poréwnujac odsetki szczepéw C. albicans,
w klasach zakresu zmiennos$ci najmniejszego steze-
nia hamujgcego zbadanych lekéw w obu grupach
pacjentéw, przekonano si¢, ze odsetki te roznity sie
miedzy sobg istotnie (P<0,001), bowiem wartosci
najmniejszego stezenia hamujacego itrakonazolu,
zawierajgce si¢ w granicach od 0,01-0,1 mg/l uzy-
skano dla 38 (58,5%) szczepow C. albicans wyizo-
lowanych od pacjentéw grupy 1195 (81,2%) szcze-
poéw od pacjentéw grupy 2. Wartosci MIC itrakona-
zolu, zawierajace si¢ w granicach od 0,1 do 1,0 mg/1
otrzymano dla 26 (40,0%) szczepéw wyodrebnio-
nych od pacjentéw hospitalizowanych i 22 (18,8%)
szczepoéw od pacjentéw leczonych w trybie ambula-
toryjnym; odsetki szczepow takze réznily si¢ zna-
miennie miedzy sobg (P<0,002). Wyniki te wskazu-
ja na istotnie mniejszg wrazliwos¢ na itrakonazol
szczepow C. albicans wyizolowanych od pacjentéw
grupy 1. W odniesieniu do wrazliwosci C. albicans
na mikonazol, nie obserwowano réznicy statystycz-
nie istotnej (P>0,05) migdzy odsetkami szczepow
C. albicans w klasach zakresu zmiennosci MIC (Ta-
bela 4).

Dyskusja

W badaniach wtasnych, szczepy grzybéw po-
chodzace z r6znych materialéw od pacjentéw hospi-

talizowanych zaklasyfikowano do rodzajow Candi-
da i Trichosporon, zas w obrgbie rodzaju Candi-
da — do 6 gatunkéw, sposrdd ktérych w najwyzszym
odsetku stwierdzono C. albicans; dalsze pozycje
zajmowaty C. tropicalis, C. parapsilosis i C. gla-
brata. W pisSmiennictwie zwraca si¢ uwage na coraz
czestsze wystgpowanie innych — poza C. albi-
cans — gatunkéw z tego rodzaju u chorych z grup
podwyzszonego ryzyka zarazenia grzybami [4,5].
Dane uzyskane przez autoréw niemieckich, dotycza
512 szczepdéw Candida, wyodrebnionych od po-
nad 420 pacjentéw hospitalizowanych; 174 szczepy
wyizolowano z krwi, koncéwek kateteréw, ptynu
mézgowo-rdzeniowego, pltynu z jamy oplucnej
i otrzewnej. Z oceny gatunkéw tych szczepdéw wy-
nika, ze najczesciej (43,0%) rozpoznawano C. albi-
cans, nastepnie C. glabrata (31,3%), C. tropicalis
(11,7%), rzadziej — C. parapsilosis (5,7%) i C. kru-
sei (3,7%); 4,6% szczepdéw stanowito 13 dalszych
gatunkéw z tego rodzaju, m.in. C. lusitaniae, C. fa-
mata i C. kefyr [6]. Wsréd 351 szczepdw grzyboéw
z rodzaju Candida, wyodrebnionych z krwi pacjen-
tow C. albicans byla najczesciej wystepujagcym ga-
tunkiem (51,0%) w zbadanym materiale; wysoka
prewalencje obserwowano takze w odniesieniu
do C. parapsilosis (23,0%); rzadziej r6znicowano
C. tropicalis (10,0%), C. glabrata (9,0%) oraz
C. krusei (4,0%), inne zas$ gatunki w pojedynczych
przypadkach [7]. Podejmuje si¢ proby wyjasnienia
coraz czgstszego wystepowania innych niz C. albi-
cans gatunkow grzybow stosowaniem pochodnych
azolowych w profilaktyce zarazeri grzybami u pa-
cjentéw poddawanych immunosupresji; lek azolo-
wy dziata prawdopodobnie jako czynnik selekcyjny
[8]. Zwigkszanie si¢ odsetka szczepdw z tych gatun-

Tabela 4. Poréwnanie odsetka szczepoéw C. albicans od pacjentéw hospitalizowanych (grupa 1) i leczonych w trybie
ambulatoryjnym (grupa 2) w klasach zakresu zmiennosci wartosci MIC zbadanych lekéw
Table 4. Comparison of percentages of C. albicans strains isolated from both groups of patients in the classes of

miconazole and itraconazole MIC values

Zakres zmiennosci Odsetek szczepéw w klasach (%) /Percentage of strains in the classes (%)

MIC mg{l . Mikonazol/Miconazole Itrakonazol/Itraconazole

MIC variability range

mg/l Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2 Grupa 1/Group 1 Grupa 2/Group 2

0,00-0,01 0,0 0,0 0,0 0,0
0,01-0,1 41,5 47,0 58,5 81,2%
0,1-1,0 53,9 53,0 40,0 18,8%*
1,0-10,0 4,6 0,0 1.5 0,0
>10,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*P<0,001; **P<0,002
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kéw, jako czynnika etiologicznego grzybicy, jest
istotne z klinicznego punktu widzenia, bowiem
C. glabrata jest pierwotnie oporny in vitro na keto-
konazol, a C. krusei na flukonazol [4,9,10]. Wydaje
si¢, ze istotnym Zrédiem pochodzenia tych szcze-
péw moze by¢ takze transmisja endogenna w obre-
bie organizmu pacjenta; za najczestsze siedlisko
grzyba uwaza si¢ przewdd pokarmowy [11-14].
Warto doda¢, ze szczepy wyodrebnione od pacjen-
tow leczonych w trybie ambulatoryjnym nalezaty
wylacznie do gatunku C. albicans.

Nawigzujac do wczesniejszych badan nad rézni-
cowaniem wewnatrzgatunkowym SzczepOw grzy-
bow [15,16], wykorzystano w doswiadczeniach
wiasnych zasade numerycznej identyfikacji, pozwa-
lajaca na ustalenie asymilacyjnych kodéw liczbo-
wych wyodrebnionych szczepéw. Wykazano duzg
réznorodnos¢ tych kodéw w odniesieniu do szcze-
poéw z gatunkéw innych, niz C. albicans, co wska-
zuje na ich zmiennos¢. Wsréd szczepéw C. albicans
w obu grupach pacjentéw stwierdzono znaczng do-
minacje szczepéw o kodzie 2576174, bowiem
81,5% wyizolowanych od pacjentéw hospitalizowa-
nych i 62,4% szczepéw C. albicans wyodrebnio-
nych od pacjentéw leczonych w trybie ambulatoryj-
nym posiadalo ten kod, co jest interesujace w aspek-
cie epidemiologicznym.

Problemem ostatnich lat stalo si¢ nie tylko wy-
stepowanie w ustroju cztowieka potencjalnie choro-
botwérezych grzybéw z réznych rodzajéw i gatun-
koéw, ale takze szczepdéw o zmniejszonej wrazliwo-
Sci na niektore leki przeciwgrzybicze, wywotuja-
cych zagrazajace zyciu chorego grzybice narzadowe
lub uogélnione [17-20]. Wprowadzono wprawdzie
do terapii grzybic nowe, skuteczne leki, majgce
punkt uchwytu nie tylko w btonie komérkowej, ale
i w Scianie komoérki grzyba, nie rozwigzuje to jed-
nak catkowicie problemu, poniewaz wrazliwos¢
na te leki tego samego gatunku, a nawet réznych
szczepOdw w jego obrebie, waha si¢ w szerokich gra-
nicach [6,7]. Dlatego tez celowe jest, zar6wno z po-
znawczego, jak klinicznego punktu widzenia, bada-
nie wrazliwosci na leki wyhodowanych od chorych
szczepéw metodg, pozwalajgcg na uzyskanie powta-
rzalnych wartosci MIC. Wrazliwos¢ szczepu grzyba
na lek nalezy rozpatrywaé nie tylko w aspekcie
praktyczno-lekarskim, ale takze jako jedng z wiasci-
wosci charakteryzujacych szczep grzyba. Juz wcze-
$niej opracowaliSmy dajgcy powtarzalne wyniki
system, w ktorym przyjeto, ze wrazliwos¢ na czyn-
nik chemiczny szczepéw grzybéw moze by¢ potrak-
towana jako cecha ilosciowa, pod warunkiem obli-

czenia wartosci najmniejszego stezenia hamujacego
wzrost grzyba, co pozwala na analiz¢ zmiennosci
tych wartosci, m.in. w odniesieniu do réznych ga-
tunkéw z rodzaju Candida [2,3]. W piSmiennictwie
ustalono dla r6znych lekéw wartosci graniczne, po-
zwalajagce uznaé szczep grzyba za wrazliwy (S; ang.
susceptible), wrazliwy w zaleznosci od dawki (S-DD;
ang. susceptible dose dependent) i oporny (R; ang.
resistant). Dla itrakonazolu wartosci te wynoszg od-
powiednio <0,12 mg/l (S), 0,25-0,5 mg/l (S-DD)
i 21,0 mg/l (R) [21]. Badajac wrazliwos¢ izolowa-
nych z krwi pacjentéw, 351 szczepow grzyboéw z ro-
dzaju Candida na 6 lekéw, m.in. itrakonazol, wory-
konazol i kaspofungine, wykazano wysokg aktyw-
nos¢ pochodnych azolowych wobec wigkszosci
szczepow. Wartos¢ srednia MIC itrakonazolu wy-
niosta 0,03 mg/l. Analizujgc wrazliwos¢ poszcze-
gblnych gatunkéw na ten lek uzyskano dla C. pa-
rapsilosis wartos¢ MIC itrakonazolu wynoszaca
0,06 mg/l, dla C. tropicalis — 8,0 mg/l, C. glabrata
—0,5-2,0 mg/l oraz dla C. krusei — 0,125-0,25 mg/1
[7]. W naszych badaniach szeroki zakres zmienno-
sci MIC itrakonazolu (0,011-2,813 mg/l) uzyskany
dla szczepéw Candida wyodrgbnionych od pacjen-
tow hospitalizowanych, wskazywal na obecnos¢
szczepoéw wrazliwych, jak i o zmniejszonej wrazli-
wosci na ten lek. Natomiast gérna granica zakresu
zmiennosci MIC (0,718 mg/l) itrakonazolu dla
szczepéw pochodzacych od pacjentéw leczonych
ambulatoryjnie nie przekraczata 1,0 mg/l, co we-
dlug podanego wczesniej kryterium [21] swiadczy
o duzej wrazliwosci szczepéw na t¢ pochodng tria-
zolu. Wykazano takze réznice wrazliwosci na itra-
konazol w zaleznosci od gatunku grzyba oraz istot-
nie mniejszg wrazliwos¢ szczepéw C. albicans,
C. glabrata, C. lipolytica i C. tropicalis pochodza-
cych od pacjentéw hospitalizowanych w poréwna-
niu z wrazliwoscig szczepéw C. albicans uzyska-
nych od pacjentéw leczonych w trybie ambulatoryj-
nym. Co si¢ tyczy wartosci MIC mikonazolu dla 4
szczepéw wzorcowych ATCC, to wahaly si¢ one
od 20,0002 do 1,0 mg/l. Dla szczepéw C. albicans
wrazliwych na flukonazol wartosci MIC wyniosty
20,0002, zas dla szczepéw z tego samego gatunku
mniej wrazliwych na flukonazol — 1,0 mg/l; nalezy
jednak doda¢, ze zakres zmiennosci MIC mikonazo-
Iu byt bardzo szeroki i wahat si¢ od 0,0002
do 128,0 mg/l [22]. Badajac in vitro wrazliwos¢
szczepow Candida, wyodrgbnionych od pacjentow
z kandydozg nawracajacg przekonano si¢ — na pod-
stawie analizy rozktadu wartosci MIC klotrimazolu,
mikonazolu i ekonazolu, ze zakres zmiennosci MIC
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mikonazolu wahat si¢ od 0,2 do 35,0 mg/l, zas war-
tos¢ srednia wyniosta 1,7 mg/l [23]. W prezentowa-
nej pracy zakres zmiennosci MIC mikonazolu dla
szczepOw Candida, wyizolowanych od chorych
grupy 1 takze byt szeroki, a jego gérna wartos¢ wy-
niosta 6,827 mg/l. Podobnie, jak w przypadku itra-
konazolu, takze i w odniesieniu do mikonazolu wy-
kazano, ze szczepy Candida pochodzace od chorych
hospitalizowanych byly w wiekszosci istotnie mniej
wrazliwe na ten lek niz szczepy od pacjentéw leczo-
nych w trybie ambulatoryjnym.

Ocena wrazliwosci szczepu grzyba na lek po-
winna utatwi¢ przewidywanie wyniku terapii z do-
ktadnoscia, ktérg mozna podsumowac jako ,regute
90-60” [21]. Zgodnie z nig, w grzybicach wywota-
nych przez szczepy wrazliwe mozna oczekiwad
skutecznosci okoto 90%, natomiast w przypadku
szczepoéw opornych — okoto 60%. Oceniajac dziata-
nie pieciu pochodnych imidazolu u 369 chorych
z rozpoznang kandydoza wieloogniskowg uzyskano
dla wszystkich lekéw odsetek skutecznosci
od 80,6% do 94,1%; dla mikonazolu odsetek ten
wyniést 80,6%. W badaniach in vitro wykazano, ze
zakres zmiennosci MIC tego leku wahatl si¢
od 0,244 do 9,06 mg/1, zas wartos¢ srednia MIC wy-
niosta 2,72 mg/l. Uzyskane wskazniki wyleczen
uznano za dobre, gdyz dotyczyly chorych, leczo-
nych wczesniej bezskutecznie réznymi preparatami.
Tym samym potwierdzono zbiezno$¢ miedzy dzia-
taniem przeciwgrzybiczym in vitro i in vivo. Inne
opinie spotykane na ten temat w piSmiennictwie,
zwlaszcza w odniesieniu do pochodnych azolo-
wych, wigzg si¢ niewatpliwie z wyznaczeniem war-
tosci MIC z jednego tylko punktu, np. w szeregu
rozcieficzenn zwigzku [24]. Podsumowujgc, warto
przypomnie¢, ze obnizona wrazliwos$¢ (opornos¢)
na leki przeciwgrzybicze moze by¢ pierwotna — bez
wczesniejszej ekspozycji na lek, lub wtérna — naby-
ta w wyniku podawania leku. Zatem badanie wrazli-
wosci in vitro odgrywa istotng role w diagnostyce
grzybic i ocenie procesu selekcji pod dzialaniem le-
ku. W opornosci pierwotnej badanie aktywnosci
przeciwgrzybiczej in vitro nie prowadzi do istot-
nych dla procesu terapeutycznego ustaleri, nato-
miast w przypadku opornosci wtdrnej otrzymane
wartosci najmniejszych stezeri hamujacych prepara-
tu majg znaczenie w leczeniu grzybic, gdy sa znane
przed rozpoczeciem kuracji.

Whioski

Wigkszos¢ zbadanych szczepdéw z rodzaju Can-

dida byta wrazliwa na mikonazol i itrakonazol, acz-
kolwiek zaobserwowano znaczng dyspersje warto-
$ci najmniejszych stezeri hamujgcych obu lekow.

Szczepy C. albicans pochodzace od pacjentow
leczonych w trybie ambulatoryjnym byly bardziej
wrazliwe na mikonazol i itrakonazol niz szczepy ro-
znych gatunkéw Candida wyodrebnione od pacjen-
tow hospitalizowanych.
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