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Al Kvasovke rodu Candida so med najpogostejSimi povzroditelji oportunisti¢nih okuzb. Med njimi

prevladuje Candida albicans, sledita ji Candida glabrata in Candida parapsilosis. V zadnjih desetletjih
narasc¢a incidenca gliviénih okuzb, z njimi pa tudi poraba protiglivnih zdravil. V nasi raziskovalni nalogi smo
primerjali ob¢utljivosti izolatov kvasovk C. albicans in C. glabrata iz obdobij 1992-1996 in 2003-2005.
Namen je bil ugotoviti, ali se je obcutljivost kvasovk spremenila zaradi povec¢ane uporabe antimikotikov. Vsi
izolati kvasovk, vkljuCenih v raziskavo so bili osamljeni iz nadzornih kuznin bolnikov, hospitaliziranih na
kliniénem oddelku za hematologijo Klini¢nega centra v Ljubljani (KOHKC). Podatke o profilaktiénem
antimikoti¢nem zdravljenju smo dobili iz arhiva KOHKC v Ljubljani. Pri vseh izolatih kvasovk smo testirali
obcutljivost na antimikotike z metodo difuzije antimikoti¢nega gradienta (Etest) in za vsak izolat posebe;j
doloc¢ili minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK). Testirali smo obcutljivost izolatov kvasovk za
flukonazol, vorikonazol, itrakonazol in amfotericin B. Za statisti¢no primerjavo MIK iz obeh obdobij, smo
uporabili Mann - Whitney U test. Statisti¢na primerjava MIK je pokazala, da je bila obcutljivost kvasovk za
antimikotike, v sploSnem manj$a v obdobju 1992-1996, kot v obdobju 2003-2005. Pri C. albicans so bile
MIK vseh antimikotikov vi§je v obdobju 1992-1996. Pri C. glabrati, smo ugotovili razlike v MIK
itrakonazola in vorikonazola. MIK itrakonazola so bile visje v obdobju 1992-1996, MIK vorikonazola pa so
bile visje v obdobju 2003-2005. Statisticno pomembnih razlik MIK flukonazola in amfotericina B med
obdobjema nismo ugotovili. Ugotavljali smo tudi morebitni vpliv profilakticnega zdravljenja na MIK
antimikotikov. Pri C. albicans smo vpliv profilakti¢énega zdravljenja dokazali pri flukonazolu in amfotericinu
B, medtem ko zaradi majhnega Stevila izolatov C. glabrata, vpliva nismo uspeli zanesljivo potrditi. Z
rezultati naloge smo ovrgli hipotezo, o zmanjSanju obcutljivosti kvasovk za antimikotike, zaradi poveCane
uporabe antimikotikov v zadnjih desetletjih.
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AB Yeasts of the genus Candida are among the most causative agents of opportunistic infections. The
most important frequent is Candida albicans, followed by Candida glabrata and Candida parapsilosis. In
last decades, the increased incidence of fungal infections led to increased consumption of antifungal agents.
Our study compared the sensitivity of C. albicans and C. glabrata isolated in two time periods 1992-1996
and 2003-2005. The aim of our study was to determine, whether the sensitivity of yeasts changed due to
increased consumption of antifungal agents. All isolates were isolated from control specimens of patients,
hospitalized in the Department of hematology, Clinical Center Ljubljana (DHCC). The data about antifungal
prophylactic treatment were obtained from archives of DHCC Ljubljana. In all yeast isolates minimal
inhibitory concentrations (MIC) of fluconazole, voriconazole, itraconazole and amphotericin B were
determined using Etest. Mann-Whitney’s U test was used for statistical analysis. Statistical comparison
generally indicated lower antifungal drug sensitivity of yeasts in years 1992-1996, in comparison to the
period 2003-2005. MICs of all tested antifungal agents in C. albicans isolates were higher in years 1992-
1996. Differences in MICs of itraconazole and voriconazole were observed in C. glabrata isolates. MICs of
itraconazole were higher in years 1992-1996 and MICs of voriconazole were higher in years 2003-2005.
However, no statistically significant differences in MICs of fluconazole and amphotericin B were observed.
We have also studied the influence of antifungal prophylactic therapy on MICs of antifungal agents. For C.
albicans the influence was shown for fluconazole and amphotericin B, while we could not show any
influence for C. glabrata, most probably due to low number of isolates. According to the results of our study,
the hypothesis about decreased sensitivity of yeasts due to increased consumption of antifungal agents in last
decades was rejected.
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1 UVOD

Glive kvasovke so preprosti evkarionti, ki jih uvr§¢amo v samostojno kraljestvo. So
enocelicni, heterotrofni organizmi, ki se prehranjujejo z absorpcijo organskih snovi iz
okolice. Pri ¢loveku, so poleg bakterij, del normalne flore koze, sluznic ustne votline, Zrela
in prebavnih poti. Do naselitve teh podrocij pride Ze ob rojstvu, ali kmalu po njem. Za
Cloveka so pomembne kot oportunisticni patogeni. NajpogostejSi povzrocitelji
oportunisti¢nih gliviénih okuzb so kvasovke iz rodu Candida. Med njimi prevladuje vrsta
Candida albicans, sledijo Candida glabrata, Candida parapsilosis in Candida tropicalis.
Ob motenem ravnovesju z drugimi mikroorganizmi normalne flore in ob zmanjSani
imunski sposobnosti se ¢ezmerno namnozijo in povzrocijo znake povrSinskega vnetja, ali
se hematogeno razsirijo in povzrocijo sistemsko okuzbo (Matos, 2002).

FizioloSko normalen in nepoSkodovan epitelij koZe in sluznic dobro varuje pred vdorom
kvasovk v telo. V primeru poskodbe epitelija, njegove modifikacije zaradi hormonskih
sprememb, lahko pride do invazije v globlje plasti in krvozilni sistem.

Okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida imenujemo kandidoze. Lahko so omejene
na kozo in podkozje, ali sistemske s prizadetostjo ve¢ organov in organskih sistemov.
Klini¢ni potek sistemskih okuzb je vefinoma tezak, izid pa je kljub intenzivnemu
antimikoticnemu zdravljenju pogosto smrten. Znani so Stevilni dejavniki tveganja za
nastanek oportunisticnih glivicnih okuzb. Najpomembnejsi med njimi so nevtropenija,
zdravljenje z visokimi odmerki kortikosteroidov in dolgotrajno antibioticno zdravljenje.
Pogosteje zbolevajo bolniki po presaditvi organov in krvotvornih mati¢nih celic, bolniki na
peritonealni dializi in tisti, ki prejemajo parenteralno prehrano (Matos, 2002). Kandidozo
zdravimo lokalno ali sistemsko.

Zaradi razsirjene uporabe antimikotikov se v zadnjih desetletjih pojavlja med povzrocitelji
okuzb vedji delez vrst kvasovk z zmanjSano obcutljivostjo na protiglivna zdravila. Med

njimi so najpomembnejse C. glabrata in Candida krusei (Matos, 2002).

1.1 NAMEN DELA:

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali je v obdobjih 1992-1996 in 2003-2005 ob

razliénih shemah profilakticnega zdravljenja, prislo do sprememb v obcutljivosti izolatov
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kvasovk C. albicans in C. glabrata za flukonazol, itrakonazol, amfotericin B in

vorikonazol.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA:

Pri¢akujemo, da se je minimalna inhibitorna koncentracija testiranih antimikotikov pri
izolatih kvasovk C. albicans in C. glabrata povecala, zaradi povecCane uporabe

antimikotikov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 GLAVNE LASTNOSTI IN IN KLASIFIKACIJA KVASOVK RODU CANDIDA

Glive so edinstvena skupina mikroorganizmov, ki se med seboj razlikujejo po obnaSanju in
celicni organizaciji. Z odkritjem elektronske mikroskopije se je zacelo natancnejse
prepoznavanje celi¢ne organizacije mikroorganizmov, kar je privedlo do lo¢evanja med
prokarionti in evkarionti. Leta 1969 je Whittaker glive uvrstil v samostojno kraljestvo in
jih lo¢il od ostalih evkariontskih organizmov (Whittaker, 1969). Njegove ugotovitve so
privedle do spoznanja, da so se glive razvile polifileticno, kar pomeni, da izhajajo iz vecih
prednikov (Deacon, 1997). Vecina gliv je obligatnih ali fakultativnih aerobov. So
kemotrofne, izlocajo encime, ki razgrajujejo organske substrate v topne produkte. Ti se
nato s pasivnim transportom prenesejo v celico (Jawetz in sod., 1989).

Za cloveka so pomembne kvasovke iz rodu Candida, predvsem zaradi oportunisti¢nih
okuzb, ki jih povzrocajo (Epstein in sod., 1986; Pomerantz in sod., 1992).

Med pomembnejSimi znacilnostmi rodu Candida je njegova ubikvitarnost (Odds, 1988).
Rod spada v razred Fungi imperfecti, red Moniliales in druzino Cryptococcaceae (Fidel,
1999; Sinnott in sod., 1987). Vse vrste razen C. glabrata tvorijo psevdohife. Najbolj
pogosto jih izoliramo iz ustne votline. Najdemo jih pri priblizno 31 do 55 % zdravih
posameznikov (Odds, 1988). Med razliénimi vrstami, prevladuje Candida albicans, ki
predstavlja 70 do 80 % izolatov iz kuznin bolnikov, sledita ji C. glabrata in C. tropicalis,
kjer vsaka predstavlja 5 - 8 % izolatov. Ostale vrste se pojavljajo redkeje (Banerjee in sod.,
1991; Beck-Sague in sod., 1993).

C. albicans na gojis¢u po Sabouraud-u (SABA) pri temperaturi 37 °C v 48 do 72 urah
zraste v obliki kremno belih, vos¢enih kolonij premera 1 do 2 mm. Tvorijo jih ovalne
brsteCe celice imenovane blastospore, s premerom od 4 do 7 um. Mikroskopske
morfoloske znacilnosti opazujemo na koruznem agarju (KRA) s svetlobnim mikroskopom.
Na tem gojiscu zrastejo po 24 - 48 urni inkubaciji na vrhu psevdohif, za C. albicans
znacilne vecje celice, obdane z debelejSo celicno steno, ki jih imenujemo terminalne
klamidospore. Mestoma se ob psevdohifah kopic¢ijo gruce blastospor (Matos, 2002). C.

albicans je dobro obcutljiva na vse klini¢no uporabne animikotike.
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C. glabrata ne tvori pseudohif, zato so jo sprva uvrséali v rod Torulopsis. V letu 1978, so
ugotovili, da produkcija psevdohif ni zanesljiv razloCevalni faktor in so jo na osnovi
raziskav genoma umestili v rod Candida (The Fungi, 2005). C. glabrata spada med
monomorfne kvasovke, ki obstajajo samo v obliki majhnih blastokonidijev. Njihova
velikost znasa od 1 do 4 um in so manjSe od blastospor C. albicans. Na SABA tvori
svetleCe, gladke, krem kolonije, ki jih ne moremo razlikovati od kolonij ostalih vrst kandid.
Za locevanje razli¢nih vrst kandid so na voljo Stevilna selektivna in diferencialna
mikoloska gojis¢a, ki omogocajo boljSo rast gliv in hkrati lo€evanje doloCenih vrst gliv v
skladu z njihovimi biokemi¢nimi reakcijami. Eno izmed trenutno Siroko uporabljenih
diferencialnih gojis¢ je kromogeno gojis¢e, imenovano CHROMagar (CHROMagar
Company, Paris, France). Uporablja se za osamitev in identifikacijo klinicno pomembnih
kvasovk. Po 48 urni inkubaciji pri 30 oz. 37°C na osnovi barvnih reakcij omogoca
identifikacijo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei. Na tem gojiscu se kolonije
C. albicans obarvajo zeleno, C. glabrata roza do skrlatno, C. tropicalis modro-vijoli¢no in
C. krusei svetlo roznato. Ugotovili so, da je gojis¢e CHROMagar 100% obcutljivo in 100%
specifiéno za osamitev in identifikacjo C. albicans. Po 48 urni inkubaciji lahko z
gotovostjo brez dodatnih biokemicnih in drugih identifikacijskih testov potrdimo, da je
zelena kolonija C. albicans (Odds in Bernaerts, 1994).

C. glabrata je naravno slabSe obcutljiva za flukonazol in amfotericin B kot ve¢ina drugih
vrst kandid (Pappas in sod., 2004; Pfaller in sod., 2002; Pfaller in sod., 2004a). Pozornost
zbuja predvsem zaradi zmoznosti hitrega razvoja pridobljene odpornosti na azole in
nekatere druge antimikotike (Borst in sod., 2005). Sposobna je razviti navzkrizno
rezistence na druge antimikotike. Na flukonazol odporni izolati, ponavadi izrazajo
navzkrizno odpornost na ostale azole, kot so vorikonazol, ravukonazol, in posakonazol

(Pfaller in sod., 2004b).
2.2 VIRULENCA RODU CANDIDA
O virulenci rodu Candida je malo znanega (Fidel in sod., 1999). Najbolj prouc¢evana je C.

albicans. Znani virulen¢ni dejavniki pri C. albicans so sposobnost pritrjevanja na

epitelijske in endotelijske celice, tvorba proteinaz (Cassone in sod., 1987; Ross in sod.,
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1990) in fosfolipaz (Barret-Bee in sod., 1985; Ibrahim in sod., 1995), tvorba hif in
pseudohif (Odds, 1988; Sobel in sod., 1984) ter fenotipsko preklapljanje (Soll, 1992).
Adherenca na gostiteljske celice je izredno pomemben virulen¢ni dejavnik na zacetku
okuzbe. Glivne celice lahko adherirajo tudi na povrSine medicinskih pripomockov, kjer
tvorijo biofilme. Preko zilnih katetrov lahko vstopijo v krvozilni sistem in povzrocijo
kandidemijo (Chandra in sod., 2001, Hawser in sod., 1994). Adherenca je povezana s
celi¢no povrsSinsko hidrofobnostjo, ki je odvisna od okoljskih dejavnikov. Ta lahko vpliva
na specificno adherenco, ki temelji na interakciji adhezinskih receptorjev. Prisotnost
fibronektinskih in  lamininskih  receptorjev, fibrinogen-vezavnih proteinov in
manoproteinov, igra prav tako pomembno vlogo pri adheziji na endotelijske in epitelijske
celice (Hostetter in sod., 1994). Pri in vitro poskusih adherence na endotelijske celice so
ugotovili, da ima najvecjo adherenco C. albicans, sledita ji C. krusei in C. tropicalis,
najman;j$o adherenco imajo C. parapsilosis, C. krusei in C. glabrata (Klotz in sod., 1983).
Tvorba proteinaz je povezana z patogenostjo (Cassone in sod., 1987; Ross in sod., 1990).
Virulentni izolati C. albicans producirajo aspartil proteinaze, ki so sposobne razgradnje
Stevilnih humanih beljakovin, kot so albumin, hemoglobin, keratin in sekretorni
imunoglobulin A (Hube in sod., 1998). Proteoliticna aktivnost teh proteinaz je povezana
tudi z invazijo tkiv. Proteinaze so odkrili tudi pri C. glabrata, C. parapsilosis, Candida
lusitaniae, C. krusei in Candida guillermondii (Calderone in sod., 2001; Haynes in sod.,
2001), njihova vloga pa $e ni docela pojasnjena.

Naslednji pomemben virulen¢ni dejavnik so ekstracelularne fosfolipaze (Barret-Bee in
sod., 1985; Ibrahim in sod., 1995). Njihova vloga je hidroliza ene ali ve¢ esterskih vezi
glicerofosfolipidov. Glede na sposobnost cepitve razli¢nih in specifi¢nih esterskih vezi, jih
delimo v skupine A, B, C, D (Mukherjee in sod., 2002). Najve¢jo aktivnost v rodu
Candida ima fosfolipaza B, ki ima tako hidrolazno, kot lizofosfolipazno — transacilazno
aktivnost (Mukherjee in sod., 2002). Pri sevih C. albicans izoliranih iz krvi so ugotovili
vecjo produkcijo fosfolipaz, kot pri komenzalnih sevih. Na Zivalskem modelu je dokazano,
da so celice kvasovk, ki proizvedejo manj fosfolipaz, manj virulentne in obratno, kar
dodatno kaze na povezanost fosfolipaz in virulence. Fosfolipazna aktivnost je poleg rodu
Candida poznana tudi pri ostalih glivah, kot so Cryptococcus neoformans in Aspergillus
fumigatus (Mukherjee in sod., 2002; Chen in sod., 1997; Birch in sod., 1996).
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Pomembno vlogo pri virulenci igra tudi sposobnost preklapljanja iz kvasne v hifno obliko
in obratno. S pomocjo Zzivalskih modelov je dokazano, da represija gena, ki omogoca
preklop v hifno obliko, zmanjsa virulenco C. albicans. Mnoga odkritja namigujejo tudi, da
so penetracije vitalnih organov in razmnozevanja v njih, zmozni samo sevi, ki imajo
kvasno in hifno obliko (Yang, 2003)

Fenotipsko preklapljanje je Se ena znacilnost C. albicans in C. glabrata. Kvasovki sta
sposobni preklapljati med razli¢nimi fenotipi kolonij, ki so lahko gladke, grobe, zvezdaste,
nepravilno nagubane in vlaknate. Osnovni mehanizem in povezava fenotipskega
preklapljanja z virulenco nista Se docela pojasnjena. Gladke, bele kolonije, ki vsebujejo
celice okroglih, jajcastih oblike, lahko preklopijo fenotip tako, da tvorijo ploske sive
kolonije, vsebujo¢ neprosojne, fizolasto oblikovane celice. Slednje imajo vecjo zmoznost
kolonizacije koze in vec¢jo frekvenco parjenja, kot bele celice (Miller in sod., 2002; Soll,
1997). Zanimivo pri tem pa je, da so se neprosojne celice v sistemskih zivalskih modelih

izkazale za manj virulentne, kot bele (Kvaal in sod., 1999).
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2.3 INCIDENCA IN EPIDEMIOLOGIJA KANDIDOZ

Kandidoze so okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida. Incidenca teh
najpogostejSih oportunisticnih glivicnih okuzb v zadnjih desetletjih naras¢a. To je
predvsem posledica razvoja medicinske znanosti in tehnoloskega napredka, ki omogocata
ohranitev Zivljenja ve¢jemu Stevilu kriticno bolnih, kar vodi do naras¢ajocega Stevila
bolnikov s povecanim tveganjem za nastanek oportunisti¢nih okuzb. Sem sodijo bolniki po
transplantaciji krvotvornih mati¢nih celic in solidnih organov, bolniki po obseznih
kirurskih posegih, bolniki z AIDS-om, bolniki z rakom, bolniki na imunosupresivnem
zdravljenju, starostniki in nedonoSencki.

Identificiranih je ve¢ kot 17 razli¢nih vrst iz rodu Candida, ki lahko povzrocajo sistemsko
okuzbo, med njimi samo S$tiri vrste, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis in C.
tropicalis, predstavljajo okoli 95 % povzroditeljev (Hajjeh in sod., 2004; Ostrosky in sod.,
2003; Pfaller in Diekema, 2004). Preostalih 5 % okuzb povzro¢ajo C. lusitaniae, C. krusei,
C. guilliermondii, Candida dubliniensis in Candida rugosa.

Preventivno zdravljenje s flukonazolom ucinkovito zmanj$a kolonizacijo in posledi¢no
verjetnost nastanka glivicne okuzbe pri bolnikih po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic,
jeter in pri bolnikih po obseZnih operacijah v trebusni votlini (Cornely in sod.; Cruciani in
sod.; Snydman, 2003). To je privedlo do povecane uporabe flukonazola v intenzivnih
enotah bolnisnic, kar je eden od dejavnikov, ki je povecal delez glivicnih okuzb z ne-C.
albicans vrstami. Prislo je do povecanega deleza okuZzb povzro¢enih z manj odpornimi
vrstami, med katerimi so najpomembnejSe C. glabrata in C. krusei. Zaradi tega je
izrednega pomena, da kliniki skrbno izbirajo bolnike, ki imajo veliko tveganje za nastanek
glivicnih okuzb in so upraviceni do profilakticnega zdravljenja. Le tako bo taks$no
zdravljenje prineslo najvecji uc¢inek in se bo v najvec¢ji mozni meri zmanjSala nevarnost

Sirjenja odpornih vrst iz rodu Candida.

2.4 DEJAVNIKI TVEGANJA ZA NASTANEK KANDIDOZ

Clovek je v nenehnem stiku s saprofiti in komenzali iz okolja in z mikroorganizmi, ki so
del normalne flore, kamor sodijo tudi vrste iz rodu Candida. Do oportunisti¢nih glivi¢nih

okuzb pride, ko glive spremenijo svoj saprofitni, komenzalni status in s tem povzrocijo
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bolezen (Deacon, 1997). Narejene so bile Stevilne raziskave, v katerih so Zeleli opredeliti
dejavnike tveganja za nastanek gliviénih okuzb. Stevilo dejavnikov tveganja za nastanek
oportunisti¢nih glivicnih okuzb je veliko in Se naraSca. Nekateri izpostavljajo pomen
imunske oslabelosti, kamor sodijo zdravljenje s kortikosteroidi ali kemoterapijo,
podhranjenost, maligna obolenja in nevtropenija. Najveckrat pri nastanku sistemske
glivicne okuZbe sodeluje ve¢ dejavnikov hkrati. Ugotovili so, da je kolonizacija z glivami
neodvisen napovedni dejavnik tveganja za nastanek bolniSni¢no pridobljene fungemije
(Richet in sod., 1991; Schwartz in sod., 1984; Wey in sod., 1989). V multivariatnih
analizah so se za neodvisne napovedne dejavnike tveganja izkazali predhodna
kemoterapija, Stevilo prejemanja antibiotikov pred nastankom glivicne okuZzbe, vstavljeni
zilni katetri, hemodializa in nevtropenija (Richet in sod., 1991; Schwartz in sod., 1984;

Wey in sod., 1989; Karabinis in sod., 1988).

2.5 OKUZBE, KI JIH POVZOCAJO VRSTE IZ RODU CANDIDA

2.5.1 Povrhnja kandidoza

Okuzba sluznic je najpogostejSa oblika povrhnje kandidoze. Na sluznicah so vidne nezne
bele pege, ki se med seboj zlivajo, pri ¢emer nastajajo siraste psevdomembrane. Taksno
obliko okuzbe imenujemo soor. Pri oralni kandidozi se pojavijo bele pege na bukalni
sluznici in trdem nebu in jih lahko odstranimo. Sluznica v okolici je rde€a in otekla.
Oralno kandidozo vcasih odkrijemo pod zobno protezo, vcasih pa nastane kot posledica
dolgotrajnega antibioticnega zdravljenja. Pri hudih oblikah okuzb najdemo opisane
spremembe tudi na jeziku, v Zrelu in poziralniku. Spremljajo jih tezko poziranje in
boleCine za prsnico. Kroni¢na, trdovratna orofaringealna kandidoza je znacilna in pogosta
pri bolnikih z AIDS-om. Njen pojav je pogosto znak prehoda iz pozitivnega stanja HIV v
AIDS. Vaginalna kandidoza je pogosta predvsem med nosecnostjo, pogosteje zbolevajo
tudi bolnice z sladkorno boleznijo in Zenske, ki jemljejo oralne kontraceptive.

Kozna kandidoza se pojavlja na mestih, ki se pogosto vlazijo. To je predvsem pod
pazduhami, dojkami ter v dimljah. Kvasovke rodu Candida povzrocajo pri majhnih otrocih
»dermatitis pod plenicami«. Vnetje spremlja pordela, macerirana koza, povrSina postane

hrapava, v okolici pa vidimo drobno lus¢enje in pustule. Do okuzbe nohtov ponavadi pride
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pri gospodinjah, pomivalkah in streznicah. Koza obnohtja otece, kar se kaze v Zivo rdeci

barvi in bolecini. Noht postopoma postane rumenkast, zadebeljen in hrapav.

2.5.2 Kroni¢na mukokutana kandidoza

Kvasovke rodu Candida redko povzroc¢ajo kroni¢no mukokutano kandidozo, ki lahko
prizadane katerikoli del koze in sluznice. Bolezen se za¢ne v otroski dobi in z vmesnimi
obdobji izboljSanja traja vse zivljenje. Na okuzenih obmocjih nastajajo bradaviCaste in
brazgotinaste spremembe. Pri prizadetih osebah se pogosto opazajo nepravilnosti v celicho

posredovanem imunskem odzivu ali razli¢ne endokrinopatije.

2.5.3 Sistemska kandidoza

Poznamo $tevilne bolezenske pojave sistemske kandidoze. Klini¢ni potek je odvisen od
velikosti inokuluma in virulence mikroba, precej pa tudi od gostiteljevega imunskega
odziva. Do vdora kandid v krvni obtok lahko pride pri poskodbi koZze ali sluznic, okuzbi
zilnih katetrov in kirurSkem posegu. Kandidemija lahko izzveni spontano, v¢asih Sele po
odstranitvi okuzenega katetra. Pri bolnikih z mo¢no zmanjSano imunsko odpornostjo pa
kandidemija lahko napreduje v diseminirano glivicno okuzbo. Vse sistemske okuzbe s
kandidami ogroZajo bolnikovo Zivljenje. Sistemska kandidoza je lahko lokalizirana na
organ ali organski sistem. Pogosto so prizadeta jetra, ledvice, vranica, o¢i in centralni

zivéni sistem.

2.6 ZDRAVLIJENIJE IN PREPRECEVANJE KANDIDOZ

Povrhnje okuzbe koze, sluznic in nohtov obicajno zdravimo z lokalnim nanaSanjem
antimikotikov. Uporabljajo se amfotericin B, nistatin, terbinafin in azoli. ObseZne
spremembe na nohtih ter trdovratne in ponavljajoce se okuzbe kozZe in sluznic se obicajno
uspesno zdravijo oralno z itrakonazolom (Matos, 2002).

Zdravljenje bolnikov s sistemskimi glivicnimi okuzbami, je zahtevno, saj so bolniki
pogosto zivljenjsko ogoZeni ze zaradi hude osnovne bolezni. Pri izbiri zdravila za
zdravljenje tovrstnih glivicnih okuZzb je potrebno upostevati klini¢no sliko bolezni, resnost

stanja, osnovne bolezni bolnika, oziroma stopnjo njegove imunske oslabelosti, prejSnje
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protiglivicno zdravljenje, utemeljenost diagnoze glivicne okuzbe in vrsto glive, ki
dokazano ali domnevno povzroca okuzbo (Beovi¢ in Lejko-Zupanc, 2004).

Za zdravljenje sistemske kandidoze je izbirno zdravilo amfotericin B, ki se ga v¢asih
kombinira z flucitozinom (Matos, 2002) ali flukonazolom (Rex in sod., 2003). Med
azolnimi antimikotiki se najpogosteje uporablja flukonazol, ki ima za razliko od
amfotericina B precej manj stranskih u¢inkov. Ponavadi se uporablja pri manj kriticnih
bolnikih in za nadaljevanje zdravljenja z amfotericinom B. OkuZbe z vrstami kandid, ki so
dobro obcutljive na flukonazol, lahko pri ve¢ini bolnikov uspesno zdravimo s tem
antimikotikom. V zadnjem casu so se na trziS¢u pojavili tudi drugi azolni antimikotiki,
med katerimi je najpomembnejsi vorikonazol. In vitro je u¢inkovit proti razliénim vrstam
kvasovk rodu Candida, med drugim tudi proti flukonazolu odpornim sevom C. albicans
(Chavez in sod., 1999).

Za preprecevanje kandidoz se uporabljajo flukonazol, itrakonazol in vorikonazol.
Flukonazol se uporablja kot profilakti¢no zdravilo pri nevtropeni¢nih bolnikih z rakom, pri
bolnikih po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic in jeter (Matos, 2002). Za razliko od
itrakonazola, ima manj stranskih ucinkov, a je neucinkovit pri zdravljenju na flukonazol
odpornih vrst kandid in plesni (Bow in sod., 2002). Ravno tako se v profilakti¢ne namene
uporablja vorikonazol, ki se je pri bolnikih s posebnim tveganjem izkazal za celo boljSega

kot amfotericin B (Walsh in sod., 2002).

2.6.1 Antimikotiki

Antimikotiki so sredstva s katerimi zdravimo glivicne okuzbe. Glede na Stevilne
antibiotike, ki jih uporabljajo za zdravljenje bakterijskih okuzb poznamo relativno malo
antimikotikov. Poleg tega njihovo uporabo omejujejo tudi nezeleni stranski ucinki, ki so
pogosti in nevarni. Glive so namre¢ tako kot ljudje evkarionti in Stevilni celi¢ni in
molekularni procesi potekajo podobno. Tako tarca delovanja antimikotikov niso le celice
gliv ampak tudi bolnikove celice. Za zdravljenje oportunisticnih kandidoz se uporabljajo
predvsem antimikotiki, ki sodijo v skupino polienov (amfotericin B) in azolov (flukonazol,
itrakonazol, ketokonazol, vorikonazol). Razvijajo se Se drugi, predvsem iz skupine azolov

in nova skupina antimikotikov, ehinokandini (Matos, 2002; Onishi in sod., 2000).
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2.6.1.1 Mehanizem delovanja azolov

Membrane gliv vsebujejo sterole, med katerimi je najpomembnejsi ergosterol. Ta je
odgovoren za fluidnost membrane, njeno asimetricno zgradbo in integriteto celice. Tarca
azolov je encim lanosterol demetilaza, ki je encim v biosintetski poti ergosterola. Azoli
zavirajo lanosterol demetilazo, kar posledi¢no vodi do pomanjkanja ergosterola in
kopicenja sterolnih prekurzorjev. Membrana celice zato spremeni zgradbo in funkcijo.
Taksne celice so obcutljivejSe na obrambni mikrobicidni sistem gostitelja. Novejsi azoli,
kot so flukonazol, vorikonazol in itrakonazol, delujejo predvsem na lanosterol demetilazo,
medtem ko starejSi antimikotiki zavirajo Se Stevilne druge, na membrano vezane encime,
ter biosintezo membranskih lipidov. Azoli med drugim zavirajo tudi nastajanje holesterola,
a je afiniteta teh zdravil za encime v celicah sesalcev priblizno 250-krat manjsa od afinitete

za encime v celicah gliv (Sheehan in sod., 1999, Ghannoum in sod., 1999).

2.6.1.2 Mehanizem delovanja polienov

Polieni predstavljajo skupino fungicidnih protiglivnih zdravil, ki delujejo na celicne
membrane, ki vsebujejo sterole. Njihove amfipaticne molekule se vgradijo v celi¢no
membrano in tvorijo kanale, preko katerih pride do spremenjene permeabilnosti, izgube
vitalnih citoplazemskih komponent in posledicno smrti mikroorganizma. Mednje
pristevamo amfotericin B in nistatin. Polieni imajo, podobno kot azoli, vec¢jo afiniteto do
ergosterola kot holesterola. Za njihovo u¢inkovito delovanje je pomembno tudi ustrezno

razmerje med steroli fosfolipidi (Matos in Beovi¢, 2001).

2.6.1.3 Mehanizem odpornosti gliv proti azolom

Glavni mehanizem odpornosti na azole je posledica spremenjene strukture glavnega
tarénega encima, lanosterol 14-a-demetilaze. Povecana odpornost, je poleg drugacne
strukture, lahko tudi rezultat povecane koli¢ine tega encima v celicah. Encim kodira gen
ERG11, mutacija tega gena pa vodi do spremembe vezavnega mesta za azole, medtem ko
aktivno mesto encima ostane nespremenjeno. TakSen protein ima zato zmanjSano afiniteto

do azolov ob ohranjeni encimski aktivnosti. Povecano izrazanje tarnega encima je
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posledica amplifikacije gena ERG11, kar vodi do navzkrizne odpornosti na flukonazol in
itrakonazol.

Odpornost na azole je povezana tudi z znizano koncentracijo antimikotika v glivnih
celicah. Do tega lahko pride zaradi zmanjSane permeabilnosti membrane za antimikotik ali
pa zaradi transporta le tega iz citosola v zunajceli¢ni prostor. Do zmanjSane permeabilnosti
pride zaradi spremenjenega razmerja med fosfolipidi in maScobnimi kislinami ter
zamenjave ergosterola z metiliranimi steroli v celicni membrani. S transportom azolov iz
celic sta povezana dva tipa transmembranskih ¢rpalk » ABC transporters« (ABCT) in
»major faciliators« (MF). Prvi so pogosto udelezeni pri aktivnem transportu molekul, ki so
toksi¢ne za celico in so relativno hidrofobne in lipofilne. »ABC transporters« kodirajoci
geni so geni CDR, ki se normalno izrazajo v nizkih koncentracijah. Prekomerno izrazanje
genov CDR je povezano z odpornostjo na Stevilne azole in poliene.

Transmembransko ¢rpalko - MF kodira gen MDR1, povezana je s specificno odpornostjo

na flukonazol (Sheehan in sod., 1999; Ghannoum in sod., 1999).

2.6.1.4 Mehanizem odpornosti gliv proti polienom

Glede na biokemicno hipotezo je odpornost na poliene povezana s koli¢insko, ali s
kakovostno spremembo sterolov v celiéni membrani. Zmanjsana afiniteta do polienov, je
lahko posledica zmanjSanje celotne koli¢ine ergosterola v celici brez sprememb v zgradbi
sterolov, zamenjave nekaterih, ali vseh sterolov z drugimi, ki imajo do polienov manjSo
afiniteto, spremenjene orientacije ali prekritja prisotnega ergosterola na tak nacin, da je
interakcija polienov z ergosterolom stericno, ali termodinamsko manj ugodna (Sheehan in
sod., 1999; Ghannoum in sod., 1999; Pfaller in sod., 1996).

Pridobljena odpornost na amfotericin B je najveCkrat opisana pri bolnikih z malignimi
obolenji, opisani so tudi sevi odporni na flukonazol in amfotericin B, pri bolnikih z

aidsom, ki so dlje ¢asa prejemali profilakti¢no zdravljenje z azoli (Matos in Beovi¢, 2001).

2.6.2 Metode za testiranje obcutljivosti gliv na antimikotike

Z nara$¢ajoco incidenco glivicnih okuzb se je zacel intenzivnejSi razvoj novih, manj

toksi¢nih in ucinkovitejSih protiglivnih zdravil, obenem pa tudi metod za testiranje
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obcutljivosti gliv na antimikotike. Leta 1992 je podkomisija pri Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) opisala standardizirano referencno metodo in izdala dokument
M27-P za dolo¢anje obcutljivosti gliv za antimikotike (Pfaller in sod., 1994). V dokumentu
sta opisani makrodilucijska in mikrodilucijska tehnika, opredeljeni so velikost inokuluma,
¢as in trajanje inkubacije, medij za testiranje in merila za odCitavanje rezultatov. V
dokumentu so doloc¢eni referen¢ni sevi s katerimi se izvaja kontrola kakovosti postopka in
mejne vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) za nekatere antimikotike
(Preglednica 1). Metoda je standardizirana za testiranje obcutljivosti povzrociteljev glivnih
okuzb iz rodu Candida in Cryptococcus neoformans. Uveljavila se je po vsem svetu,
zagotavlja ponovljivost in primerljivost rezultatov, kar je pripomoglo k velikemu razmahu
raziskav na tem podrocju. V teku so Stevilne klini¢ne raziskave, ki proucujejo odgovor na
antimikoticno zdravljenje. V njih skuSajo opredeliti Se mejne vrednosti za ostale
antimikotike, izbiro najustreznejSega zdravila za posamezno vrsto glive ali skupino
bolnikov. Vendar pa raziskovalci poudarjajo, da na izid zdravljenja glivicnih okuZb poleg
izbire ustreznega antimikotika, vplivajo Se Stevilni drugi dejavniki med katerimi sta

pomembna obrambni odgovor bolnika in njegova osnovna bolezen.

Preglednica 1: Mejne vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) za posamezne

antimikotike (CLSI M27-A)

S (ug/ml) | S-DD (ug/ml)| I (pg/ml) R (ng/ml)
Flukonazol <8 16 —32 - >64
Flucitozin <4 - 8- 16 >32
Itrakonazol <0,125 0,25-0,5 - >1
Vorikonazol <1 - >4

2.6.2.1 Metoda difuzije antimikoti¢nega gradienta (Etest)

Zaradi tehni¢ne zapletenosti standardizirane metode, ki jo opisujejo CLSI so se zacele
pojavljati alternativne metode doloCanja obcutljivosti gliv na antimikotike, ki bi bile

enostavnejSe za laboratorijsko delo. Med njimi se je uveljavila metoda difuzije
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antimikoti¢nega gradienta, imenovana Etest (AB Biodisk, Solna, Svedska). Proizvajalci so
se kar se da najbolj prilagodili standardizirani metodi, glede uporabljenega medija, Casa
inkubacije in predvsem odéitavanja MIK. Stevilne raziskave, ki so primerjale rezultate
obcutljivosti s standardizirano metodo in Etestom so potrdile, da je delez ujemanja
rezultatov zelo visok in se zato ta metoda lahko uporablja v vsakdanji laboratorijski praksi
namesto tehni¢no bolj zapleteno standardizirano metodo (Sewell in sod., 1994).

Etest je tanek, inerten, ne-porozen, plasticen ozek trak dimenzij 5 x 60 mm. Na eni strani
traku je umerjena lestvica vrednosti koncentracij antimikotika v pg/ml, ter dvo-¢rkovna
kratica antimikotika (Slika 1). Na drugi strani, pa je eksponenten gradient posusenega in
stabiliziranega antimikotika. Zvezen gradient pokriva koncentracijsko obmocje
(Preglednica 2), ki ustreza 15 - im (two-fold) razreCitvam po obicajnih razrecitvenih
metodah.

E- test temelji na kombinaciji dilucijskih in difuzijskih testov. Tako kot pri dilucijskih
testih, E- test direktno ovrednoti obcutljivost v obliki diskretnih vrednosti MIK. Etest ima
definiran in zvezni koncentracijski gradient, tako da so lahko MIK vrednosti precej bolj
natancéne, kot pri obicajnih testih, ki temeljijo na nezveznih (dvojnih) serijskih red¢itvah.
Ceprav je postopek enak kot pri disk difuzijskem testu, zvezni gradient antimikotika pri
Etestu jasno locuje ti dve metodi. Za razliko od disk difuzijske metode, MIK dolocene z
Etestom, niso povezane z molekularno maso, vodotopnostjo in difuzijo antimikotika, ali z
razlicnimi rastnimi stopnjami razli¢énih kvasovk (Etest, 2006). Pri polaganju testa na
nacepljeno trdno gojisCe, pride do takojSnjega sproSCanja antimikotika iz plasti¢ne
povrsine v matriks agarja. Neposredno pod trakom se vzpostavi zvezen in stabilen gradient
antimikoti¢ne koncentracije. Po inkubaciji, ko je rast gliv Ze vidna, se vzdolZ Etesta pojavi
simetri¢na inhibicijska elipsa. Na mestu, kjer rob elipse seka Etest, je vrednost MIK. Za
azolne antimikotike (flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, vorikonazol) je MIK opredeljen
po CLSI kot koncentracija, kjer je rast glive zavrta 80% (Slika 2), kar velja tudi pri
od¢itavanju rezultatov Etesta, medtem, ko mora biti ta pri polienskih antimikotikih

(amfotericin B) zavrta 100% (Slika 3).
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Slika 1: Etest: Umerjena lestvica vrednosti koncentracij antimikotika (pg/ml) in

dvocrkovna kratica antimikotika na traku Etesta (Etest, 2006)

BeisprwsonsaREs 288!

Slika 2: Odcitavanje MIK pri azolih. MIK se od¢ita tam, kjer je rast 80 % zavrta
(0,75png/ml) (Etest, 2006)

3288285887

Slika 3: Od¢itavanje MIK pri amfotericinu B. MIK se od¢ita tam, kjer je rast 100 % zavrta
(48 pg/ml) (Etest, 20006)
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Preglednica 2: Koncentracijska obmocja gradienta antimikotikov na Etestu

Antimikotik Oznaka MIK (pg/ml)
Amfotericin B AP 0,002 — 32
Flukonazol FL 0,016 — 256
Itrakonazol IT 0,002 — 32
Ketokonazol KE 0,002 — 32
Vorikonazol VO 0,002 — 32

16
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3 MATERIAL IN METODE

Izhajajo¢ iz namena dela, ki je bil ugotoviti ali je v obdobjih 1992-1996 in 2003-2005 ob
razlicnih shemah profilakticnega zdravljenja prislo do spremembv obcutljivosti izolatov
kvasovk C. albicans in C. glabrata za flukonazol, itrakonazol, amfotericin B in
vorikonazol, smo v diplomski nalogi uporabili Stevilna gojis€a in postopke. Za
shranjevanje izolatov gliv kvasovk je bilo uporabljeno gojis¢e za dolgotrajno shranjevanje
izolatov gliv kvasovk (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquete, Francija).
Tioglikolatni bujon, smo uporabili kot bogatitveno gojisce, za izolacijo in identifikacijo
izolatov kvasovk, pa smo uporabili Sabouraud agar (SABA), kromogeno gojisce
CHROMagar (CHROMagar Company, Paris, Francija) (CH) in koruzni agar (Tween — 80)
(KRA). Za testiranje obcutljivosti izolatov kvasovk smo uporabili RPMI 1640 gojisce.

cev v

podan na sliki 5.

3.1 ZBIRANJE IZOLATOV C. ALBICANS IN C. GLABRATA

Vecino izolatov kvasovk C. albicans in C. glabrata smo osamili iz nadzornih kuZnin
bolnikov, ki so se zdravili zaradi razli¢nih hematoloSkih malignih obolenj na Klini¢cnem
oddelku za hematologijo Klinicnega centra (KOHKC) v Ljubljani. Nadzorne kuznine so
vkljucevale bris zrela, blato in bris ¢revesa. Posamezni izolati so bili osamljeni tudi iz
drugih kuznin iste skupine bolnikov. Izolate iz prvega proucevanega obdobja, to je od
1992-1996, smo pridobili iz stalnih gojis¢, medtem ko smo za obdobje 2003-2005 deloma
v diplomsko nalogo vkljucili podatke o obcutljivosti izolatov iz arhiva Laboratorija za
diagnostiko glivicnih okuzb Instituta za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani, deloma

pa smo izolate zbirali in testirali prospektivno.
3.1.1 Opis pridobivanja sevov iz stalnih gojis¢
Iz stalnih gojis¢, nacepljenih v obdobju 1992-1996, smo poskusali oziviti kvasovki C.

albicans in C. glabrata. S sterilnim brisom smo iz stalnega gojis¢a prenesli kulturo v

tioglikolatni bujon, ki je bogatitveno gojis€e in omogoca rast in razmnozevanje zelo
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majhnega Stevila celic inokuluma (Scythes in sod., 1996). Nacepljena gojis¢a smo
inkubirali pri 36 °C. Po 72 urni inkubaciji smo kulturo iz gojis¢a precepili na SABA,
gojisca brez rasti pa smo zavrgli. Nacepljene petrijevke s SABA smo inkubirali pri 36 °C

vsaj 72 ur.

3.1.2 Identifikacija in potrditev izolatov

Identifikacijo izolatov C. albicans in C. glabrata smo potrdili s CH in KRA pripravljenim
na institutu. Kulturo iz SABA smo precepili na CH (Odds in sod., 1994) in KRA (Chen in
sod., 2003), ter inkubirali 48 ur pri 36 °C. Na CH C. albicans raste v obliki svetlo do
temno zeleno pigmentiranih kolonij razli¢nih oblik, medtem ko C. glabrata raste v obliki
gladkih kolonij roza do vijoli¢ne barve. Za dodatno potrditev smo kulturo nacepili Se na
KRA (Chen in sod., 2003). Ta se uporablja za identifikacijo glive na osnovi mikroskopske
morfologije psevdomicelija. C. albicans na KRA tvori za to vrsto znaéilne strukture,
imenovane terminalne klamidospore, ki zrastejo na koncih psevdohif. C. glabrata na
koruznem agarju prepoznamo po tem, da ne tvori psevdomicelija, kot ostale vrste kvasovk,
ampak le gruce unimorfnih ovalnih blastospor (Odds in sod., 1994).

Po potrditvi izolatov, smo kulturo iz CH cepili na SABA in jo inkubirali 24 h pri 36 °C ter

izvedli testiranje obcutljivosti.
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3.2 TESTIRANJE OBCUTLIJIVOSTI
3.2.1 Izvedba Etesta

Nekaj kolonij 24 urne kulture kvasovk smo iz SABA s sterilnim bombaznim brisom
prenesli v sterilno 0,85 % raztopino NacCl, ter pripravili homegeno suspenzijo gostote 0,5
McFarland standarda (Etest, 2006). V tako pripravljeno raztopino smo pomocili sterilen
bombazen bris, odvecno tekocino smo odstranili s pritiskom na notranji strani ampule, nato
smo z njim enakomerno premazali povr§ino RPMI 1640 gojisca v petrijevki. Pocakali smo
15 do 20 minut, da se je povrSina gojis¢a posusila. Nato smo s sterilno pinceto Etest (AB
Biodisk, Solna, Svedska) poloZili na povriino RPMI 1640 goji$¢a. Pri tem smo morali
paziti, da je bila MIC skala obrnjena navzgor in da je bil celoten trakec v stiku z gojisc¢em.
Zra¢ne mehurcke, ki so se pojavili med testom in medijem, smo sprostili z rahlim potegom
pincete od nizje proti vi§ji koncentraciji antimikotika. Pri tem Etesta nismo smeli
premakniti. PoloZzen Etest prav tako nismo smeli ve¢ premikati, saj pride do takojs$nje
difuzije antimikotika v medij. Nacine razporejanja Etesta na gojisce prikazuje slika 4.

Plosc¢e s poloZzenimi Etesti smo inkubirali v aerobni atmosferi pri 35 °C 48 ur (Etest, 2006).
\O/I

Slika 4: Nacini polaganja Etesta(ov) na RPMI gojisce v petrijevki (Etest, 2006)

3.2.2 Od¢itavanje MIK

Vrednosti MIK v pg/ml smo odcitali po 48 urni inkubaciji neposredno iz skale na Etestu, v
tocki, kjer je rob inhibicijske elipse sekal Etest. MIK pri flukonazolu, itrakonazolu in
vorikonazolu smo od¢itali na tocki 80 % inhibicije rasti, pri amfotericinu B pa smo MIK

odcitali tam, kjer je bila rast popolnoma zavrta (Etest, 2006).
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Pri interpretaciji vrednosti MIK smo upostevali mejne vrednosti, ki jih predpisujejo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) v dokumentu M27-A in jih prikazuje
Preglednica 3 (Etest, 2006).

Preglednica 3: Interpretacijski kriteriji CLSI za opredeljevanje obcutljivosti gliv kvasovk

za antimikotike

Interpretacijski kriteriji
Antimikotik Koda s<  sbpp” R
(MIK pg/ml)
Flukonazol FL Candida spp. 8 16-32 64
Itrakonazol IT Candida spp. 0,12 0,25-0.5 1
Vorikonazol VO Candida spp. 1 2 4
Amfotericin B AP Ni opredeljeno

" obeutljivo
obcutljivo odvisno od doze
odporno

3.3 ZBIRANJE PODATKOV

Podatke o bolnikih (spol, starost, vrsta kuznine, datum odvzema kuznine) smo za obdobje
2004, smo podatke o bolnikih in obcutljivosti izolatov za antimikotike dobili iz
racunalniSskega arhiva InStituta za mikrobiologijo in imunologijo, za leto 2005 pa iz

spremnih listov bolnikov, od katerih smo iz kuznin osamili kvasovke in jih testirali.

Podatke o vrsti profilakticnega zdravljenja bolnikov za obe proucevani obdobji, smo dobili
na Oddelku za hematologijo Klini¢nega centra v Ljubljani. Izpis podatkov je vkljuceval
podatke o vrsti in trajanju profilakse pred odvzemom kuznine, iz katere je bil osamljen

izolat kvasovke.
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3.4 STATISTICNA ANALIZA

Za statisti¢no primerjavo obcutljivosti obeh skupin smo uporabili Mann-Whitneyev U test.
Ta neparametricni test, uposteva rangirane rezultate, po moci pa je podoben Studentovemu
t-testu. Za uporabo Mann-Whitneyevega U testa (in ne studentovega t-testa), smo se
odlocili zaradi same metodologije doloanja MIK, ki se dolo¢a na nelinearni lestvici in
zavzema samo fiksne vrednosti. Primerne;jsi je bil tudi zaradi pogoste neenakosti v Stevilu
in distribuciji vrednosti v obeh primerjanih skupinah, zaradi majhnega Stevila vzorcev v
nekaterih skupinah. K izbiri testa je prispevala tudi nenormalna porazdelitev MIK, kar
pomeni, da vefina MIK ni imela Gaussove porazdelitve, temvec¢ levo asimetricno
porazdelitev. Vecina izolatov ima namre¢ precej nizke MIK, visoki MIK pa so precej

redki. Za mejo statistiéne pomembnosti je bila dolo¢ena p-vrednost 0,05.
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Slika 5: Shematski prikaz dela
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4 REZULTATI

Izhajajo¢ iz namena dela, katerega cilj je bil ugotoviti ali je v obdobjih 1992-1996 in 2003-
2005 ob razliénih shemah profilaktiénega zdravljenja, prislo do sprememb v obcutljivosti
izolatov kvasovk C. albicans in C. glabrata za flukonazol, itrakonazol, amfotericin B in

vorikonazol, smo prisli do sledecih rezulatov, predstavljenih v nadaljevanju.

V zacetnem delu diplomske naloge so predstavljeni rezultati prezivelosti izolatov kvasovk
C. albicans in C. glabrata osamljenih v obdobju 1992 — 1996, podatki o izvoru izolatov in
znacilnosti profilakti¢nega zdravljenja v prvem in drugem prouc¢evanem obdobju.

Sledi primerjava minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) kvasovk C. albicans in C.
glabrata iz obdobja 1992-1996 in obdobja 2003-2005 testiranih na Stiri antimikotike,
flukonazol, vorikonazol, itrakonazol in amfotericin B. V prvem delu smo primerjali MIK
iz obeh obdobij, ne glede na prejemanje antimikoti¢ne profilakse, v drugem delu pa smo
vkljuéili tudi ta podatek.

MIK testiranih izolatov smo interpretirali tudi glede na kriterije (S, S-DD, R) CLSI, vendar
le za flukonazol, itrakonazol in vorikonazol, saj meje obcutljivosti za amfotericin B $e niso

dolocene.

4.1 PRIDOBIVANJE KVASOVK 1Z OBDOBJA 1992-1996 1Z STALNIH GOJISC

Iz stalnih gojiS¢ smo v obdobju od novembra 2004 do aprila 2005 poskusali pridobiti ¢im
vecje Stevilo izolatov C. albicans in C. glabrata osamljenih iz nadzornih kuznin bolnikov,
ki so se zdravili na KOHKC v obdobju med 1992 in 1996. Stalna gojisca so bila shranjena
v temi, na sobni temperaturi. Pridobili smo 87 izolatov C. albicans in 73 izolatov C.
glabrate, ki smo jih uporabili v drugem delu naloge, za testiranje obcutljivosti na
antimikotike. Iz Preglednice 4 je razvidno, da je delez ozivelih izolatov C. albicans

bistveno visji (85%) od deleza ozivelih izolatov C. glabrata (25%).
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Preglednica 4: Prezivelost izolatov kvasovk C. albicans in C. glabrata iz obdobja 1992-

1996
Stevilo kvasovk, S el e 1e . Delez
. .. Stevilo ozivljenih ve 1.
Vrsta kvasovk ki smo jih kvasovk prezivelih
poskusali oZiviti kvasovk (%)
C. albicans 102 87 85
C. glabrata 292 73 25

4.2 PRIMERJAVA MIK IZOLATOV C. ALBICANS IN C. GLABRATA OSAMLIJENIH
V OBDOBJIH 1992-1996 IN 2003-2005

Testirali smo obcutljivost izolatov C. albicans in C. glabrata =za Stiri antimikotike
flukonazol, vorikonazol, itrakonazol in amfotericin B. Primerjali smo MIK izolatov
osamljenih iz obdobja 1992-1996, =z izolati, ki so bili osamljeni v obdobju 2003-2005.
Izolati iz obdobja 1992-1996 so bili osamljeni pri 82 bolnikih, medtem ko so bili iz
obdobja 2003-2005, osamljeni pri 134 bolnikih. Stevilo izolatov iz posameznih nadzornih
kuznin bolnikov, prikazujeta Preglednici 5 in 6. Vrsto in trajanje profilakti¢nega
zdravljenja bolnikov prikazuje Preglednica 7. V prvem obdobju je 52,4 % bolnikov prejelo
eno vrsto, 15,8 % bolnikov dve vrsti in 14,6 % bolnikov tri vrste profilakticnega
zdravljenja. 17,1 % bolnikov ni prejelo nobenega profilakticnega zdravljenja. V drugem
obdobju je 31,3 % bolnikov prejelo eno vrsto, 17,2 % dve vrsti, 8,9 % tri vrste in 0,7 %,
Stiri vrste profilakticnega zdravljenja. 41,8 % bolnikov ni prejelo nobene vrste
profilakticnega zdravljenja. Iz prvega obdobja je bilo testiranih 57, iz drugega obdobja pa
89 izolatov C. albicans.Ravno tako je bilo iz prvega obdobja testiranih 46, iz drugega

obdobja pa 51 izolatov C. glabrata. Podatke prikazuje Preglednica 8.

Preglednica 5: Stevilo izolatov C. albicans izoliranih iz posameznih nadzornih kuznin za

obdobji 1992-1996 in 2003-2005

Izvor izolatov C. albicans 1992-1996 2003-2005
Blato 25 2
Bris zrela 21 54
Bris ¢revesa 0 26
Sputum 11 35
Drugo 0 21
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Preglednica 6: Stevilo izolatov C. glabrata izoliranih iz posameznih nadzornih kuZnin za

obdobji 1992-1996 in 2003-2005

Izvor izolatov C. glabrata 1992-1996 2003-2005
Blato 29 1
Bris zrela 5 9
Bris ¢revesa 2 26
Sputum 6 11
Drugo 4 4

Preglednica 7: Vrsta in trajanje profilakti¢nega zdravljenja pri bolnikih

1992-1996 2003-2005

Trajanje Trajanje
N e L] PR e

(dnevi) (dnevi)
Oronazol 56,1 1-95 0,0 /
Flukonazol 38,1 2-74 39,5 1-70
Itrakonazol 0,0 0 27,6 1-92
Vorikonazol 0,0 0 11,2 1-78
Amfotericin B 34,1 1-59 17,1 1-26
Brez vsega 17,1 / 41,8 /

Preglednica 8: Stevilo vseh izolatov C. albicans in C. glabrata iz obdobij 1992-1996 in
2003-2005

Stevilo vseh izolatov 1992-1996 2003-2005

C. albicans 57 138

C. glabrata 46 51
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Statisticna analiza je pokazala, da se MIK C. albicans iz prvega in drugega obdobja
znacilno razlikujejo (p<0,05). Za vse $tiri testirane antimikotike se je izkazalo, da so bili
pri izolatih C. albicans, presenetljivo, v obdobju 1992-1996 MIK testiranih antimikotikov
vi§je kot pri izolatih osamljenih v obdobju 2003-2005. Rezultate statisticne obdelave
prikazuje Preglednica 9. Na slikah 6-9 so grafi¢no prikazane razporeditve MIK testiranih

antimikotikov pri izolatih C. albicans za posamezne antimikotike iz obeh obdobij.

Preglednica 9: Statisticna primerjava MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C. albicans

iz obdobij 1992-1996 in 2003-2005

C. albicans Flukonazol | Vorikonazol | Itrakonazol | Amfotericin B
§t. izolatov 57 57 57 57
MICsy 0,380 0,008 0,094 0,380
1992-1996
MICyo 1,500 0,032 0,250 0,500
Obm. konc. 0,125-6,000] 0,003-0,190] 0,016-0,750 0,094-0,750
§t. izolatov 138 &9 97 137
MICso 0,190 0,006 0,023 0,250
2003-2005
MICy 1,000 0,023 0,125 0,380
Obm. konc. | 0,023-64,000f 0,002-0,380| 0,003-1,000 0,008-0,750
p 0,000 0,005 0,000 0,000
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1992-2005 za antimikotik flukonazol
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Slika 7: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. albicans v obdobju
1992-2005 za antimikotik vorikonazol
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V obdobju 2003-2005 so se ze zaleli pojavljati posamezni izolati C. albicans, ki so
popolnoma odporni na flukonazol. V obdobju 1992-1996 taks$nih izolatov nismo osamili.

(Preglednica 10.).

Preglednica 10: Razporeditev izolatov C. albicans glede na ob¢utljivostna obmocja za

antimikotike dolocena po CLSI standardih, za obdobji 1992-1996 in

2003-2005
C. albicans Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol

S 57 39 57

% S 100,0 68,4 100,0

S-DD 0 17 0
1992-1996

% S-DD 0,0 29.8 0,0

R 0 1 0

% R 0,0 1,7 0,0

S 135 90 &9

% S 97.8 92.8 100,0
2003-2005 S-DD 2 > 0

% S-DD 1,4 5,1 0,0

R 1 2 0

% R 0,7 2,0 0,0

Iz prvega obdobja je bilo testiranih 46 in iz drugega obdobja 32-51 izolatov C. glabrata.

MIK flukonazola in amfotericina B se niso statisticno pomembno razlikovale med obema
obdobjema (p>0,05), medtem ko sta bila obcutljivostna profila vorikonazola in
itrakonazola med obdobjema razli¢na. Ugotovili smo, da je bila C. glabrata za vorikonazol
bolj obcutljiva v obdobju 1992-1996, medtem ko je bila na itrakonazol bolj obcutljiva v
drugem obdobju. Rezultate statisticne obdelave prikazuje Preglednica 11. Na slikah 10-13
so grafi¢no prikazane razporeditve MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C. glabrata iz

obeh obdobij.
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Preglednica 11: Statisticna primerjava MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C.

glabrata iz obdobij 1992-1996 in 2003-2005

C. glabrata Flukonazol |Vorikonazol | Itrakonazol | Amfotericin B
St. izolatov 46 46 46 46
MICs 32,000 0,500 24,000 0,500
1992-1996
MICy 128,000 1,500 32,000 1,000
Obm. konc. | 0,190-256,000]0,016-32,000 | 0,008-32,000 0,032-1,500
St. izolatov 51 32 37 51
MICs 32,000 1,000 1,000 0,750
2003-2005
MICyj 256,000 32,000 32,000 1,000
Obm. konc. | 1,500-256,000|0,064-32,000]0,250-32,000 0,047-4,000
p 0,464 0,006 0,001 0,162
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Slika 10: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata v obdobju 1992-
2005 za antimikotik flukonazol
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Slika 11: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata v obdobju 1992-

2005 za antimikotik vorikonazol
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Slika 12: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata v obdobju 1992

2005 za antimikotik itrakonazol
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Slika 13: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata v obdobju 1992
2005 za antimikotik amfotericin B
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V Preglednici 12 so navedeni delezi izolatov C. glabrata glede na obcutljivostna obmocja
dolo¢ena po CLSI standardih za flukonazol, itrakonazol in vorikonazol. DeleZ obcutljivih
izolatov na flukonazol se je presenetljivo povecal, Se vedno pa je nizek in ne dosega
Cetrtine vseh izolatov (21,5%). C. glabrata je za itrakonazol izredno slabo ob¢utljiva, saj v

drugem obdobju ni bilo niti enega izolata, ki bi bil obcutljiv za ta antimikotik.

Preglednica 12: Razporeditev izolatov C. glabrata glede na obcutljivostna obmocja za

antimikotike doloCena po CLSI standardih, za obdobji 1992-1996 in

2003-2005
C. glabrata Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol

S 6 2 40

% S 13,0 4,3 86,9

S-DD 22 0 3
1992-1996

% S-DD 47,8 0,0 6,5

R 18 44 3

% R 39,1 95,6 6,5

S 11 0 18

% S 21,5 0,0 56,2
20032005 [P0 27 3 6

% S-DD 52,9 8,1 18,7

R 13 34 8

% R 25,5 91,9 25

4.3 STATISTICNA PRIMERJAVA MIK, Z UPOSTEVANJEM PROFILAKTICNEGA
ZDRAVLIJENJA

V tem delu naloge smo kvasovke razdelili v dve skupini in jih primerjali glede na to, ali je
bolnik, pri katerem je bil izolat osamljen, prejemal profilakticno zdravljenje, ali ne. V
skupino s profilakticnim zdravljenjem smo uvrstili vse izolate bolnikov, ki so prejemali
vsaj en antimikotik, medtem ko smo v skupino brez profilakticnega zdravljenja uvrstili

izolate bolnikov, ki niso prejemali nobenega antimikoti¢nega zdravljenja.
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Za C. albicans, je statisticna primerjava pokazala statisticno pomembno razliko MIK

flukonazola in amfotericina B, medtem ko pri vorikonazolu in itrakonazolu ni bilo

statisticno pomembne razlike. Rezultate statisticne obdelave za C. albicans prikazuje

Preglednica 13.

Na slikah 14-17 so grafi¢no prikazane razporeditve MIK testiranih antimikotikov pri

izolatih C. albicans osamljenih pri bolnikih z in brez profilakti¢énega zdravljenja.

Preglednica 13: Primerjava MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C. albicans

osamljenih pri bolnikih z in brez profilakti¢nega zdravljenja

C. albicans Flukonazol |Vorikonazol | Itrakonazol | Amfotericin B

St. izolatov 120 87 100 120

Profilakti¢no MICs 0,250 0,008 0,032 0,250

zdravljenje MICyg 1,000 0,047 0,190 0,500

Obm. konc. | 0,023-64,000| 0,002-0,380] 0,003-0,750 0,064-0,750

St. izolatov 75 59 54 74

Brez MICs 0,190 0,008 0,047 0,250
profilakti¢nega

zdravljenja MICyg 1,000 0,032 0,250 0,500

Obm. konc. [0,047-16,000| 0,004-0,190| 0,006-0,500 0,008-0,750

p 0,036 0,593 0,168 0,027
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Slika 14: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. albicans z in brez vpliva
profilakticnega zdravlienia za antimikotik flukonazol
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Slika 15: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. albicans z in brez vpliva
profilakticnega zdravljenja za antimikotik vorikonazol
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Slika 16: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. albicans zin brez vpliva
profilaktinega zdravljenja za antimikotik itrakonazol
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Slika 17: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. albicans z in brez vpliva
profilakticnega zdravljenja za antimikotik amfotericin B
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pomembno razliko. Pri ostalih treh antimikotikih ni bilo statisticno pomembnih razlik.

Rezultate statisti¢ne obdelave MIK, za C. glabrato, prikazuje Preglednica 14.

Na slikah 18-21. so graficno prikazane razporeditve MIK izolatov C. glabrata za

posamezne antimikotike iz obeh obdobij.

Preglednica 14:

Primerjava MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C. glabrata

osamljenih pri bolnikih, z in brez profilakti¢nega zdravljenja

C. glabrata Flukonazol | Vorikonazol | Itrakonazol | Amfotericin B

St. izolatov 75 63 67 75

- MICsg 24,000 0,500 8,000 0,500
Profilakti¢no

zdravljenje MICy 128,000 4,000 32,000 1,000

Obrm. kone. [ g2l o 302001060 3020(?(?0 0,032-4,000

St. izolatov 22 15 16 22

Brez MICsg 32 1 6 0,75

P;"ﬁ‘;‘.kﬁ?“ega MICy 256 32 32 1

zdravljenja
Obm. kone. [ ] é?(%)o 52’?()930 ;2’?3000 0,250-1,500
p 0,828 0,047 0,382 0,306
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Slika 18: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata z in brez
vpliva profilakti¢nega zdravljenja za antimikotik flukonazol
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Slika 19: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata zin brez vpliva
profilakticnega zdravljenja za antimikotik vorikonazol
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Slika 20: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata z in brez
vpliva profilakti¢nega zdravljenja za antimikotik itrakonazol
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Slika 21: Porazdelitev MIK med izolati kvasovke C. glabrata z in brez
vpliva profilakticnega zdravljenja za antimikotik amfotericin B
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Naredili smo tudi statisti¢no primerjavo MIK testiranih antimikotikov, med obdobjema za

C. albicans, kjer izolati niso bili izpostavljeni profilakti¢cnemu zdravljenju. Pri flukonazolu,

itrakonazolu in amfotericinu B je statisti¢na primerjava pokazala signifikantno razliko,

medtem ko pri vorikonazolu ni bilo statisticno pomembne razlike. Taksne primerjave za C.

glabrato nismo mogli narediti, saj v obdobju 1992-1996 ni bilo izolata, ki ne bi bil pod

vplivom profilakti¢nega zdravljenja. Rezultati statisticne primerjave so zbrani v

Preglednici 15.

Preglednica 15: Primerjava MIK testiranih antimikotikov pri izolatih C. albicans,

osamljenih pri bolnikih, ki niso prejemali profilakticnega zdravljenja za

obdobji 1992-1996 in 2003-2005

C. albicans Flukonazol |Vorikonazol |Itrakonazol| Amfotericin B
§t. izolatov 16 16 16 16
MICs, 0,250 0,008 0,125 0,250
1992-1996
MICop 2,000 0,032 0,25 0,500
Obm. konc. 0,125-2,000] 0,004-0,047] 0,023-0,380 0,094-0,750
§t. izolatov 59 43 38 58
MICsp 0,190 0,008 0,032 0,190
2003-2005
MICyg 0,500 0,012 0,250 0,380
Obm. konc. | 0,047-16,000] 0,004-0,190| 0,006-0,500 0,008-0,750
0,033 0,431 0,001 0,006
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Izhajajo¢ iz delovne hipoteze, ki pravi, da se je MIK testiranih antimikotikov pri izolatih
kvasovk C. albicans in C. glabrata povecala, zaradi povecane uporabe antimikotikov, smo

prisli do sledecih zakljuckov in sklepov.

5.1 RAZPRAVA

V zadnjem desetletju se je incidenca glivicnih okuzb povecala. Vzrok temu je predvsem
povecanje Stevila bolnikov v intenzivnih enotah, povefanje in dolgotrajna uporaba
Sirokospektralnih antibiotikov, hematoloske bolezni, ter zdravljenje z visokimi odmerki
kortikosteroidov. Najvecje tveganje za okuzbe, imajo bolniki po presaditvah krvotvornih
maticnih celic in notranjh organov, po zapletenih operativnih posegih trebuSne votline in
tisti z vstavljenimi katetri (Snydman, 2003).

Zaradi povecCanja incidence glivicnih okuzb v obdobju zadnjih desetih let, posledi¢no
prihaja do vecje porabe protiglivnih zdravil. Poleg do sedaj uporabljenih antimikotikov
(amfotericin B, ketokonazol, flukonazol, itrakonazol), se v zadnjem casu na trzis¢u
pojavljajo nova in varnejSa protiglivna zdravila. Mednje sodijo novejsi azolni antimikotiki,
kot so vorikonazol, ravukonazol in posakonazol. Poleg nastetih, so se na trziScu pojavili
tudi antimikotiki iz skupine ehinokandinov. Predstavniki teh so kaspofungin, mikafungin
in anidulafungin (Beovi¢ B. 2004).

Med glivami so najpogostejSe povzrociteljice okuzb kvasovke, med katerimi Se vedno
prevladuje C. albicans. ObseZzna uporaba flukonazola, je privedla do spremembe v
pojavljanju posameznih vrst kvasovk. Tako se v zadnjem Casu povecuje Stevilo okuzb,
povzrocenih s strani ne-albicans vrst rodu Candida, med katere sodijo predvsem C.
glabrata, C. krusei, C. tropicalis in C. parapsilosis (Banerjee in sod.,1991; Snydman,
2003).

Zaradi povecane porabe protiglivnih zdravil v zadnjih desetletjih, se postavlja vedno vec
vprasanj, kako in v kak$ni meri ta zdravila vplivajo na obcutljivost gliv. Raziskave so
pokazale, da je gliva sposobna razviti odpornost proti enemu ali ve¢ protiglivnih zdravil.
Znano je, da glive uporabljajo razlicne mehanizme odpornosti, kot so mutacije na genu

ERG 11, prekomerno izrazanje genov CDR itd. (Matos in Beovi¢, 2001). Dokazali so, da
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se »in vitro«, lahko navzkrizna odpornost proti ve¢ azolom, razvije ze po Stirih dneh
izpostavljenosti glive flukonazolu (Borst A. in sod., 2005).

Kljub povecani uporabi protiglivnih zdravil, pa je bilo v eni izmed raziskav dokazano, da
se odpornost kvasovk rodu Candida v desetih letih ni bistveno spremenila (Chen in sod.,
2003).

Vprasanje odporosti kvasovk, tako ostaja odprta tema za nadaljnje raziskave.

Na KOHKC v Ljubljani, kjer je potekal del diplomske naloge, smo poskusali ugotoviti, ali
se je obcutljivost kvasovk, izoliranih iz nadzornih kuznin tamkaj$njih bolnikov, med

obdobjema 1992-1996 in 2003-2005, spremenila.

V obdobju 1992-1996 so bolniki na KOHKC kot profilakticno zdravljenje uporabljali dva
azolna antimikotika, ketokonazol in flukonazol. Slednji se je zacel v vecjem obsegu
uporabljati Sele v letu 1993. V tem obdobju so uporabljali tudi amfotericin B kot
profilakticno zdravilo, vendar samo pri bolnikih s poviSanim tveganjem za nastanek
gliviénih okuzb s plesnimi. Amfotericin B so v tem obdobju uporabljali za zdravljenja
glivicnih okuzb, ob poslabSanju klini¢ne slike, ¢e je bolnik ob tem Ze prejemal profilakso z
azoli. V obdobju 2003-2005 je bilo glavno profilakti¢no zdravilo flukonazol, pridruzila pa
sta se Se itrakonazol in vorikonazol. Predvsem slednji se je uporabljal pri bolnikih s
poviSanim tveganjem za razvoj okuzb z ne-albicans vrstami rodu Candida in plesnimi.
Prav tako so bolniki prejemali tudi amfotericin B, vendar v manjSem obsegu, kot v prvem

obdobju, medtem ko ketokonazola v obdobju 2003-2005 niso prejemali.

5.1.1 Pridobivanje izolatov kvasovk iz stalnih gojisS¢

V prvem delu naloge smo skusSali iz stalnih gojiS¢ Laboratorija za diagnostiko glivi¢nih
okuzb na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani, pridobiti ¢im vec¢ izolatov
gliv kvasovk, vrst C. albicans in C. glabrata, osamljenih iz nadzornih kuznin bolnikov, ki
so se zdravili na KOHKC v obdobju 1992-1996. Osamljeni izolati gliv med obdobjem od
zasaditve na stalno gojisce do izvedbe nase diplomske naloge niso bili presajani in so tako
ohranili lastnosti, ki so jih imeli ob osamitvi. Ozivili smo 87 izolatov C. albicans in 73

izolatov C. glabrata (Preglednica 4). 1z rezultatov je razvidno, da je delez ozivelih izolatov
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C. albicans bistveno visji (85%) od deleza ozivelih izolatov C. glabrata (25%), zato bi bilo
v prihodnje potrebno skrajsati ¢as med presaditvami izolatov na stalnih gojis¢, kar posebno
velja za izolate C. glabrata. Izolate smo nato pripravili za testiranje obcutljivosti za Stiri
antimikotike, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol in amfotericin B, in v drugem delu

rezultate obCutljivosti primerjali z izolati, ki so bili osamljeni v letih 2003-2005.

5.1.2 Primerjava obcutljivosti izolatov C. albicans in C. glabrata osamljenih v
obdobjih 1992-1996 in 2003-2005

V drugem delu naloge smo primerjali obcutljivost izolatov C. albicans in C. glabrata
osamljenih v obdobju 1992-1996 s tistimi, ki so bili osamljeni v obdobju 2003-2005.
Ugotovili smo, da so bile MIK vseh Stirih testiranih antimikotikov pri izolatih C. albicans
osamljenih v prvem obdobju, statisticno znacilno vi§je, v primerjavi z izolati iz kasnejSega
obdobja (Preglednica 9). Prav tako so bile MIK itrakonazola pri izolatih C. glabata
osamljenih v prvem obdobju statisticno znacilno vi§je v primerjavi z izolati iz kasnejSega
obdobja (Preglednica 11). Glede na podatke o porabi antimikotikov, ki so kvanitativno
ovrednoteni Sele v zadnjih letih in kazejo na stalni porast uporabe antimikotikov na
KOHKC (ustni vir — dr. Zver), smo bili ob teh rezultatih preseneceni.

V literaturi smo nasli le eno raziskavo, ki je podobno kot naSa diplomska naloga,
proucevala obcutljivost izolatov Candida spp. za flukonazol v 10 letnem obdobju.
Ugotovili so, da kljub povecani porabi antimikotikov v tem obdobju, ni prislo do
statisticno znacilne spremembe odpornosti na ta antimikotik (Chen in sod., 2003). Ob
natancenjSem pregledu nasih rezultatov smo ugotovili, da je delez bolnikov iz prvega
obdobja, ki niso prejemali profilakti¢nega zdravljenja bistveno manjsi (19,0 %) od skupine
bolnikov iz drugega proucevanega obdobja (44,7 %), kar bi do neke mere lahko razlozilo
omenjene rezultate.

Domnevamo, da je vis$ja odpornost v obdobju 1992-1996, predvsem posledica uporabe
ketokonazola in flukonazola. Stevilne raziskave so potrdile prisotnost navzkrizne
odpornosti med azoli, kot so flukonazol, itrakonazol, vorikonazol in ketokonazol.
Dokazano je tudi, da lahko kvasovka, izpostavljena starejSim antimikotikom, razvije
navzkrizno odpornost na novejSe azole, kot je vorikonazol (Panackal in sod., 2006). Visje

MIK amfotericina B pri izolatih C. albicans iz obdobja 1992-1996, so verjetno posledica
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vecje uporabe le tega, saj je bila izbira antimikotikov takrat skromnejSa kot danes. Razlike

v MIK amfotericina B, pri C. glabrati nismo dokazali (Preglednica 9).

V naso diplomsko nalogo smo vkljucili le po en izolat na bolnika, vendar izvor izolatov
ostaja neznan. Prav tako ne vemo, koliko Casa so bili testirani izolati pod vplivom
antimikotikov. Ceprav so glive kvasovke iz rodu Candida pomembni bolni$ni¢ni patogeni
je o epidemiologiji le-teh malo znanega. V eni izmed raziskav, kjer so proucevali izvor
izolatov so ugotovili, da so lahko izolati pridobljeni tudi eksogeno iz bolni$ni¢nega okolja,
bodisi preko rok medicinskega osebja ali posredno preko predmetov (Vazquez in sod.,
1998).

Obcutljivost glive C. glabrata za flukonazol in amfotericin B se med obdobjema ni
znacilno razlikovala, medtem, ko so bili izlolati C. glabrata osamljeni v prvem obdobju,
znaCilno bolj obcutljivi za vorikonazol, kot izolati osamljeni v drugem obdobju.
Vorikonazol se je zacel uporabljati Sele v drugem proucevanem obdobju, kar bi lahko

razlozilo porast MIK vorikonazola, v primerjavi z izolati iz prvega proucevanega obdobja.

5.1.3 Vpliv profilakti¢nega zdravljenja na obcutljivost gliv kvasovk za antimikotike

V tem delu naloge smo skusSali ugotoviti kako je profilakti¢no zdravljenje vplivalo na
obcutljivost kvasovk na antimikotike. Primerjali smo izolate bolnikov, ki so prejemali
profilakticno zdravljenje z antimikotiki s tistimi, ki profilakticnega zdravljena niso

prejemali.

Vse podatke o profilakticnem zdravljenju, smo dobili iz popisov bolezni za posameznega
bolnika. Bolniki, ki so bili hospitalizirani na KOHKC so v odvisnosti od vrste in oblike
bolezni, obiskovali bolniSnico samo v dolo¢enih obdobjih, bodisi zaradi poslabSanja stanja
ali zaradi zdravljenja osnovne bolezni. Za diplomsko nalogo je problemati¢no predvsem
obdobje, ki ga je bolnik prebil doma. Pri dolocenih bolnikih smo sicer uspeli pridobiti
napotke z antimikoti¢nim zdravljenjem, ki ga je zdravnik predpisal bolniku, vendar je
nemogoce vedeti, ali je bolnik zdravila tudi redno prejemal. Doloceni bolniki so bili

premesceni iz drugih oddelkov Klini€nega centra ali iz drugih bolniSnic po Sloveniji.
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Podatki o profilakticnem zdravljenju na teh oddelkih so bili mnogokrat v popisih bolnikov
nepopolni.

Bolniki na KOHKC, so glede na vrsto hematoloske maligne bolezni, prejemali razlicne
oblike zdravljenja. Posrednega ali neposrednega vpliva zdravljenja osnovne bolezni na
obcutljivost kvasovk za antimikotike ne poznamo. Prav tako absorbcija antimikotikov, kot

tudi ostalih zdravil, ni enaka pri vseh bolnikih.

Ugotovili smo, da se pri C. albicans statisti¢cno znacilno razlikujejo MIK flukonazola in
amfotericina B (Preglednica 13). MIK so bile vis§je v skupini bolnikov, ki so prejemali
profilakticno zdravljenje, kar kaZe na vpliv antimikoti¢nega profilakti¢nega zdravljenja.
Vpliva profilakticnega zdravljenja na obcutljivost za vorikonazol in itrakonazol nismo
dokazali. Pri C. albicans MIK slednjih antimikotikov namre¢ niso znacilno razli¢ne
(p>0,05). Pri izolatih C. glabrata osamljenih pri bolnikih z ali brez profilakticnega
zdravljenja z antimikotiki se MIK flukonazola, itrakonazola in amfotericina B niso
statisti¢no razlikovale.

Izjema je bil le vorikonazol, pri katerem se je izkazalo, da so njegove MIK statisticno
znaCilno vi§je v skupini bolnikov, ki profilakticnega zdravljenja niso prejemali
(Preglednica 14). Menimo, da je vzrok za ta presenetljiv rezultat predvsem majhno Stevilo
izolatov (samo 15 izolatov). Tudi za ostale tri antimikotike, rezultate tezko komentiramo,
saj tudi tu Stevilo izolatov C. glabrata osamljenih pri bolnikih brez profilakticnega

zdravljenja ni presegalo 22 vzorcev.

Vprasanje, kakSen vpliv ima dolgotrajno shranjevanje kvasovk na njihovo odpornost,
ostaja do neke mere odprto. Glede na to, da smo tudi iz obdobja 1992-1996 izolirali visoko
odporne seve kvasovk (Preglednica 12), smo mnenja, da shranjevanje nima bistvenega
pomena pri spremembi obcutljivosti kvasovk. Poleg tega, izolati od prvotnega shranjevanja
do izvedbe nase diplomske naloge niso bili presajani iz starih na nova stalna gojisc¢a, kar bi
lahko privedlo do sprememb v odpornosti. Domneve v zvezi s tem, bi lahko potrdili ali
ovrgli na podlagi rezultatov rednega testiranja obcutljivosti shranjenih izolatov. Testiranje
bi izvajali v doloCenih ¢asovnih intervalih, s tem da bi vedno uporabljali isto metodo

testiranja.
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5.2 SKLEPI

e Z diplomsko nalogo smo dokazali, da so se MIK vecine testiranih antimikotikov pri
izolatih kvasovk C. albicans in C. glabrata, osamljenih iz nadzornih kuZznin, v
obdobju 2003-2005 znizale v primerjavi z izolati osamljenimi v obdobju 1992-

1996.

e Hipotezo o zmanjSanju obcutljivosti, zaradi povecane uporabe antimikotikov v

zadnjih desetletjih, smo ovrgli.

e Pri izolatih C. albicans so bile v obdobju 1992-1996 MIK flukonazola,
itrakonazoal, vorikonazola in amfotericina B, statisticno znacilno visje, kot v

obdobju 2003-2005.

e Priizolatih C. glabrata so bile v obdobju 1992-1996 samo MIK itrakonazola vi§je,
kot v obdobju 2003-2005. MIK vorikonazola, so bile visje v obdobju 2003-2005,
medtem ko za flukonazol in amfotericin B nismo dokazali statisticno pomembnih

razlik med obdobjema.

e Pri izolatih C. albicans osamljenih pri bolnikih, ki so prejemali profilakticno
zdravljenje in tistimi, ki te niso prejemali, ni statisticno pomembnih razlik v MIK
vorikonazola in itrakonazola, medtem ko so MIK flukonazola in amfotericina B pri
bolnikih brez profilakti¢nega zdravljenja statisti€no znacilno nizje, kot pri bolnikih

s profilakti¢nim zdravljenjem.
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6 POVZETEK

Glive kvasovke so preprosti evkarionti, ki jih uvrSs€amo v samostojno kraljestvo. V
medicini so najpomembnejSe kvasovke rodu Candida in veljajo za najpogostejse
povzrocitelje oportunistiénih okuzb. Najbolj pogosta med njimi je C. albicans, sledijo C.
glabrata, C. parapsilosis in C. tropicalis. Kvasovke z drugimi mikroorganizmi sestavljajo
normalno ¢lovesko floro. Ob motenem ravnovesju z njimi, pride do obolenja, ki je lahko
povrsinsko, v hujsih primerih pa tudi sistemsko. Poznanih je veliko dejavnikov tveganja za
nastanek oportunisticnih okuzb (Matos, 2002). O virulen¢nih dejavnikih ni veliko znanega.
Za zdravljenje se uporabljajo antimikotiki, med katerimi se najve¢ uporabljajo azoli in
polieni. Zaradi njihove uporabe se v zadnjih desetletjih pojavlja vedno vecji delez kvasovk,
z zmanjSano obcutljivostjo na tovrstna zdravila. Nasa diplomska naloga je temeljila na
primerjavi obcutljivosti izolatov kvasovk C. albicans in C. glabrata iz obdobij 1992-1996
in 2003-2005. Namen je bil ugotoviti, ali se je obcutljivost kvasovk spremenila zaradi
poveCane uporabe antimikotikov. Pri vseh izolatih smo testirali obcutljivost za
antimikotike flukonazol, vorikonazol, itrakonazol in amfotericin B, z metodo difuzije
antimikoticnega gradienta (Etest). Za statisticno primerjavo MIK iz obeh obdobij, smo
uporabili Mann - Whitney-ev U test. Statisticna primerjava MIK izolatov C. albicans, je
pokazala, da so bile MIK vseh testiranih antimikotikov, visje v obdobju 1992-1996, kot v
obdobju 2003-2005. Pri izolatih C. glabrate je bila razlika MIK flukonazola in
amfotericina B neznatna. MIK itrakonazola so bile statisticno znacilno visje v obdobju
1992-1996, medtem ko so bile MIK vorikonazola visje v obdobju 2003-2005. Za vsako
kvasovko posebej smo ugotavljali tudi vpliv profilakticnega zdravljenja na MIK
antimikotikov. Statisti¢na primerjava pri C. albicans je pokazala signifikantno razliko pri
flukonazolu in amfotericinu B, s tem da so bile MIK obeh antimikotikov visje pri izolatih
osamljenih pri skupini s profilaktiénim zdravljenjem. Spremembe v obcutljivosti na
vorikonazol in itrakonazol nismo dokazali. Pri izolatih C. glabrata smo signifikantno
razliko dokazali samo pri vorikonazolu, s tem da je bila manj obcutljiva pri skupini brez
profilakse. Z diplomsko nalogo smo dokazali, da se je obc¢utljivost kvasovk C. albicans in
C. glabrata osamljenih iz bolnikov na KOHKC v obdobju 1992-1996 povecala v
primerjavi z obdobjem 2003-2005. Posledi¢no smo hipotezo, da se je obcutljivost kvasovk

zaradi povecane uporabe antimikotikov zmanjSala, ovrgli.
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PRILOGE

Priloga A: Recepture gojis¢ uporabljenih v diplomski nalogi. Vse sestavine se uporabljajo

na 1 1 destilirane vode.

Gojisce za dolgotrajno shranjevanje izolatov gliv

Sestavine Masa (g)
Goveji ekstrakt 5,0
Natrijev klorid 3,0
Pepton 10,0
Na,HPO, x 12 H,O 2,0
Agar 10,0
Tioglikolatni bujon (Difco ™)
Sestavine Masa (g)
S slinavko prebavljeni Kazein 15
Kvasni ekstrakt 5
Dekstroza 5,5
Natrijev klorid 2,5
L-Cistin 0,5
Na- tioglikolat 0,5
Resazurin 0,001
Agar 0,75
Sabouraud dekstrozni agar (SABA)
Sestavine Masa (g)
Neopepton 10
Dekstroza 40
Agar 19
Koruzni agar (KRA)
Sestavine Masa (g)
Koruzna moka 40
Dekstroza 10
Agar 10
Tween 80 10
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Nadaljevanje Priloga A: Recepture gojis¢ uporabljenih v diplomski nalogi. Vse sestavine se uporabljajo na 1

1 destilirane vode.

Kromogeno gojis¢e (CH)
Sestavine Masa (g)
Kromaton ( CHROMagar pepton) 10,2
Posebna kromogena meSanica 22,0
Kloramfenikol 0,5
Agar 15,0
RPMI 1640 gojisce
Sestavine Masa (g)
RPMI 1640 10,4
Glukoza 20,0
MOPS 0,165M 34,5
Agar 15,0
L- glutamin 0,3




