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I. Bevezetés

Az életet veszélyeztetd fertdzések 15%-ért a kiilonbozé gombatajok tehetdek feleldssé. Az
egyes Candida speciesek a gombdk okozta szisztémas infekciok 70-90%-at, mig az
Aspergillus fajok a fertézések 10-20%-at okozzék [Delaloye ¢s mtsai. 2014].

Az elmult néhany évtizedben a nozokomidlis gomba infekciok gyakorisdga dramaian
megndtt. A novekedés oka elsésorban a tartds neutropénia (<500 neutrofil granulocita/ul), a
kiilonboz6é tumor tipusok prevalencidjanak a novekedése, a széles spektrumil antibiotikumok
gyakori hasznalata, az immunszupressziv terapia, a sebészeti beavatkozasok szamanak
emelkedése, az égési sériilések, a hosszu korhazi tartézkodas (féleg intenziv osztalyon),
valamint a fejlett orszagok egyre inkabb eléregedd populacidja. Ez a tendencia varhatéoan
tovabb folytatddik majd az elkdvetkezendd években is [Perlroth és mtsai. 2007; Pfaller és
mtsai. 2012/a; Delaloye és mtsai. 2014].

Jelenleg tobb, mint 200 Candida fajt tartanak szadmon, melyek egy része az emberi normal
floraban is jelen van (bor, gasztrointesztinalis rendszer, genitouretralis rendszer) [Warnock,
2007; Miceli és mtsai. 2011]. Ezek koziil koriilbeliil 17 faj hozhatdé Osszefiiggésbe a
kiilonboz6 szisztémas Candida fertozésekkel (Pfaller és mtsai. 2007).

A kiilonbozé Candida fajok a 4. leggyakoribb nozokomialis véraramfertdzést okozé
mikrobék az Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) a koagulaz negativ Staphylococcus-ok, a
Staphylococcus aureus, valamint az Enterococcus fajok utan [Wisplinghoff és mtsai. 2004].
Ezzel szemben Eurdpaban a 6-10. leggyakrabban izolalt genus. Az 6sszes véraramfert6zés
csupan 2-3%-¢ért feleldsek a kiillonbozé Candida fajok [Méan és mtsai. 2008].

A fertézések novekvo tendencidjat jol szemlélteti, hogy az USA-ban az 1995 és 2002 kozotti
iddszakban a Candida pozitiv hemokultardk aranya 8%-r6l 12%-ra emelkedett [Wisplinghoff
¢s mtsai. 2004].

Az invaziv Candida fert6zések okozta mortalitas 30-60%, ami fiigg az adott Candida fajtol, a
foldrajzi elhelyezkedéstdl, valamint az alapbetegségtdl [Lass-Fl1orl 2009].

Az 1980-as években a C. albicans az 6ssz-Candida fertézések tobb mint 75%-ért volt felelds
[Clark és mtsai. 2002; Richardson 2005]. Bar még mindig ez a faj a leggyakrabban izolalhato
Candida species (40-50%) a 90-es évektdl a terapias és profilaktikus fluconazol (FLU)
hasznalat kovetkeztében egyre gyakrabban diagnosztizalnak primer FLU rezisztenciaval vagy
csokkent FLU érzékenységgel rendelkezd non-albicans fajokat (C. glabrata, C. krusei, C.

inconspicua), kiilonosen a hematoldgiai betegségekben szenveddknél [Lass-F1or]l 2009].



A szisztémas antifungalis kemoterapia korszaka 1958-ban az amphotericin B-deoxikolat
(AMB) bevezetésével kezdddott. Ez a polién tipust antimikotikum tébb, mint 40 évig ,,gold
standardnak™ szamitott az invaziv gombas fertdzések kezelésében, azonban a terapia soran
fellépd sulyos mellékhatasok (nephrotoxicitas) egyre inkdbb siirgették a kevesebb
mellékhatassal rendelkezé 1j tipust antimikotikumok felfedezését [Dutcher 1968; Lewis
2011]. Az igazi attorést 1990-ben a FLU bevezetése jelentette. Az AMB-t6l, valamint a korai
imidazolokt6l (miconazol, ketoconazol) eltérden a FLU nemcsak parenteralisan, hanem
ordlisan, s6t kendcs formdajaban is alkalmazhaté szer, ezért mind a mukézalis, mind a
szisztémas gomba infekciokban is jol hasznalhatd [Rex és mtsai. 1994].

A gombaellenes kemoterapia leglijabb mérfoldkove a gombdk sejtfalszintézisét gatld
echinocandinok bevezetése volt, melyek kedvezd farmakokinetikai és farmakodinamiai
tulajdonsagaik miatt invaziv candidiasisban és aspergillozisban egyarant alkalmazhatd szerek
[Denning 2003; Kofla és mtsai. 2011; Lewis 2011].

A caspofungin (CAS), mint az echinocandin csalad legrégebbi tagja 2001-ben keriilt
bevezetésre a terapids gyakorlatba. A legtobb Candida faj ellen fungicid hatast mutat, nem
meglepd tehat, hogy a tobbi echinocandinnal egyetemben (micafungin (MICA), anidulafungin
ANI)) jelenleg az elsdként valasztand6 antifungdlis szer az invaziv Candida infekcidk
empirikus kezelésére [Denning 2003; Kofla és mtsai. 2011]. Korabbi tanulmanyok alapjan a
jelenleg alkalmazott normal napi dézis akar négyszerese sem okoz komolyabb
mellékhatasokat. Ennek ellenére a klinikai vizsgalatok jelenleg még nem tdmasztjak ala, hogy
a terapias kimenetel a nagyobb dozisi CAS esetén hatékonyabb lenne, mint a jelenleg
elfogadott standard napi terapia [Betts és mtsai. 2009; Migoya és mtsai. 2011].

Az antifungalis szerek farmakokinetikai/farmakodinamiai jellemzdinek pontos ismerete
kulcsfontossagu az adekvat terapia kidolgozasahoz. Terapids szempontbdl fontos fordulopont
volt a MIC érték (minimalis gatlé koncentracid) pontos meghatarozasara szolgalod standard
mikrodiluciéos moddszer bevezetése az 1990-es ¢években [Lewis 2007]. Az elmult két
¢vtizedben publikdlt in vitro, in vivo, valamint a klinikai farmakodinamiaval foglalkozo
tanulméanyok nagyban hozzdjarulnak a Candida fajok altal okozott véraramfert6zések sikeres
breakpointok (CBP) meghatarozasat [Andes 2006].

A vizsgalatainkban is alkalmazott id6-6lés kisérletek fontos informacidkat szolgéltatnak az
antifungalis szer 616 aktivitasat, valamint farmakodinamiés tulajdonséagait (posztantifungalis
hatés, dozis-hatés) illetéen. Ezek az adatok nagymértékben eldsegitik a gomba, valamint a

gyogyszer kozott fennalld dinamikus kapcsolat megértését [Klepser és mtsai. 1998].



Kisérleteink soran célunk volt, hogy az in vitro vizsgalatokbol kapott eredményeket in vivo
adatokkal kombindlva, illetve harmonizalva hatékonyabb CAS alapu terapiat lehessen
kidolgozni nemcsak a C. albicans, hanem a ritkabban izolalhatd, de klinikailag relevans C.

krusei és C. inconspicua fajokkal szemben.



I1. Irodalmi attekintés

I1.1. A Candida fajok altalanos jellemzése és virulenciaja

A tobbi gombdhoz hasonldan a Candida fajok is valédi magmembrannal hatarolt sejtmaggal
rendelkezd eukariota mikroorganizmusok [Mayer és mtsai. 2013].

Az egyes Candida speciesek sejtfala 80-90%-ban tartalmaz szénhidratot. A harom
legfontosabb sejtfalat alkoto poliszacharid a B-gliikanok, kitin és a manndn [Cassone 1989]. A
B-gliikdn, mint f6 szerkezeti komponens 47-60%-ban van jelen, mig a kitin joval kisebb
aranyban (0,6-9%). Ezenkiviil a sejtfal még 6-26%-ban tartalmaz fehérjét és 1-7%-ban
kiilonbozoé lipideket (1. é4bra). Az emldés eukaridta sejtekkel Osszehasonlitva tovabbi
kiilonbség a sejtmembran ergoszterin tartalma. Ezek a gombakra jellemzd molekuldk tobb
antifungalis szer potencialis tdmadaspontjai lehetnek. [Molano és mtsai. 1980; Chaffin és

mtsai. 1998; Lewis 2011].
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1. abra A Candida sejtfal altalanos felépitése [Gow és mtsai. 2011].

Megjelenési formdjukat tekintve az egyes Candida fajok harom f6 morfologiai tipusban
fordulhatnak eld: élesztd, pszeudohifa és hifa (2. dbra). Az éleszté forma mind bipolaris, mind
tengelyiranyu sarjadzasra képes, ovalis, 6nallo sejt. A pszeudohifa képzés esetén az utddsejtek
lancszerlien egyiitt maradnak, de azok élettanilag fiiggetlenek egymastol. Ezzel szemben a
hifa sejtjei kozotti valaszfalakon (septum) altaldban poérus taldlhatd, ami lehetévé teszi a
szabad anyagaramlast a hifat felépitd sejtek kozott [Thompson és mtsai. 2011]. Egyes
Candida fajok (C. albicans, C. dubliniensis) tapanyagszegény kornyezetben chlamydiosporat
képezhetnek. A chlamydiospdra a hifak végén megjelend kerek, vastag falu kitartoképlet
[Staib és mtsai. 2007].



A C. albicans, C. dubliniensis ¢és C. tropicalis esetén mindhdrom morfolégiai forma
megtalalhato (élesztd, pszeudohifa, hifa), mig a C. glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii,
valamint a C. parapsilosis esetében csak az ¢élesztd és a hifa alak van jelen. [Moran és mtsai.

2002].

2. 4bra A Candida fajok f6 megjelenési formai (A: élesztd sejt; B: pszeudohifa; C: hifa) [Kabir és mtsai. 2012].

A kiilonb6z6 morfologiai valtozatok megjelenését befolyasolhatja a tdpanyaghiany, illetve a
hémérsékletvaltozas. C. albicans esetében 37°C-on a sarjadz6 alak, mig 25°C-on a fonalas
morfoldgia jellemzd. Ez a jelenség a dimorfizmus, ami az egyik legfontosabb virulenciafaktor
[Thompson ¢és mtsai. 2011]. C. albicans esetében a pH is jelentdsen befolyasolhatja a
morfologiat (pH <6 élesztd forma, pH >7 hifa forma) [Mayer és mtsai. 2013].

A fertézés folyaméan az egyes Candida fajok a gazdaszervezet kiillonbozé nyalkahartya
felszineit éleszté formaban kolonizaljak. Szisztémds infekcié soran az egysejtli alak a
vérkeringés segitségével konnyebben eléri a kiillonb6z6 célszerveket. Ezzel szemben a hifanak
makrofagok lizisében lesz kozponti szerepe [Odds 1994; Mitchell 1998; Brown 2002].

Az egyes Candida fajok a biotikus és abiotikus felszinekhez leginkabb a kiilonbdz6
adhezinekkel képesek hozzatapadni. 4 C. albicans-szal 6sszehasonlitva a C. krusei-nek 15-
szOr kisebb a tapadasi képessége a biologiai feliiletekhez €s 5-sz6r nagyobb az akrilat tartalmt
milanyag felszinekhez [Samaranayake és mtsai. 1994].

Az egyik legjobban ismert adhezin csoport az ALS fehérje csalad (agglutinin-like sequence)
[Verstrepen ¢és mtsai. 2006; Murciano ¢és mtsai. 2012]. Az ALS fehérjék
glikozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt sejtfelszini glikoproteinek. A hifak altal expresszalt ALS3

kiilondsen fontos az adhézioban. Korabbi kisérletekben az ALS3 mutans C. albicans kevésbé
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tudott megtapadni in vitro az oralis epitél sejteken [Wichtler és mtsai. 2012]. Egy masik
fontos adhezin molekula a hifa-asszocialt Hwp1 fehérje [Mayer és mtsai 2013].

Az ALS3 nemcsak adhezinként, hanem invazinként is funkciondl, csakiagy, mint az Ssal, egy
a Hsp70 csaladba tartozd protein [Phan és mtsai. 2007]. A C. albicans-szal 6sszehasonlitva a
C. krusei kevésbé invaziv faj. Ezt bizonyitja egy korabbi tanulmany, amiben a C. albicans az
epitélium minden rétegébe képes volt behatolni, mig a C. krusei a stratum corneum-ba sem
volt képes penetralni [Howlett 1975].

A Candida fajok talan legfontosabb virulenciafaktorai a kiilonbozé szekretalt aszpartil
proteindzok (SAP). Korabbi kutatdsok alapjan ezek a hidrolitikus enzimek kulcsfontossagu
rendelkeznek [Remold és mtsai. 1968]. Tobbek kozott képesek degradalni az albumint, a
hemoglobint, a kollagént, valamint a legtobb immunglobulint [Staib 1965]. A C. albicans-nal
eddig 10 SAP gént irtak le. Erdekes modon a C. krusei és C. kefyr esetében eddig még nem
azonositottak ilyen tipusu géneket [Parra-Ortega és mtsai. 2009]. Egy korabbi tanulmanyban
Sugita és munkatarsai altal vizsgalt C. inconspicua torzseknél (38 db) szintén nem
tapasztaltak aszpartil proteinaz termelést [Sugita és mtsai. 2004]. A SAP1-SAP3 gének éaltal
kodolt fehérjék esszencialisak a mukozalis fertézésekben, mig a SAP4-SAP6 géntermékek a
szisztémas infekcidban jatszanak kulcsfontossdgu szerepet. A SAP9 és a SAP10 gének
fehérjéi sejtfelszinhez kototten helyezkednek el és a sejt integritasat biztositjak [Sanglard és
mtsai 1997; Silva és mtsai. 2014].

A sejtek belsejébe torténd penetraciot a Candida sejtek altal szekretalt hidrolazok segitik eld.
A harom legfontosabb szekretalt hidroldz enzimtipus a lipazok, foszfolipazok és a proteazok
[Wiéchtler és mtsai. 2012]. Utobbi két enzimcsoport a C. krusei izoldtumokbdl hidnyzik. Ez
magyarazattal szolgalhat a C. albicans-nél alacsonyabb virulenciara [Samaranayake és mtsai.
1994].

Tovabbi jelentds virulenciafaktor a katétereken, miibillentylikon és a nyalkahartya felszineken
gombak altal szekretalt poliszacharid matrix, a biofilm. Leggyakoribb biofilmképzé gombak
kozé tartoznak a C. tropicalis, a C. parapsilosis, a C. glabrata és a C. albicans. A mar
elébbiekben leirt ALS3 és Hwpl adhezin kdzponti szerepet tolt be a biofilm kialakitdsaban
[Nobile és mtsai. 2008]. Az érett biofilm ellendll szamos antifungalis szernek, valamint a
gazdaszervezet immunsejtjeinek. A rezisztencia oka a siirti biofilm matrix, a kiilonb6z6 efflux
pumpdk (MDR1, CDR2) overexpresszidja és a metabolikus plaszticitds [Fanning és mtsai.

2012].
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I1.2 A Candida fajok altal okozott megbetegedések

A Candida fajok 4altal okozott megbetegedéseket 0Osszefoglaldé néven candidiasisnak
nevezziik. Gyakorlati szempontbol érdemes a Candida okozta fert6zéseket két csoportra
osztani: mukozalis és szisztémads candidiasis [Szalka és mtsai. 2005; Lopez-Martinez 2010].
Az elsO csoportba olyan korképek tartoznak, amelyek normal immunrendszerii egyénekben is
elé6fordulhatnak. Ilyenkor gyakran valamilyen atmeneti tényezd boritja fel az egyensulyt a
normal flora tobbi tagja és az adott Candida faj kozott. Ebbe a csoportba tartozik a soor vagy
szajpenész, amelyet a sziiletés utan a bukkalis nyalkahartyan megjelend fehér felrakodas
jellemez [Gergely 2003].

A vulvovaginalis candidiasis (VVC) a fogamzoképes kort ndk koriilbeliil 75%-at érinti €letiik
soran legalabb egyszer. A VVC legfontosabb hajlamositéd tényezdje a hiivelyi pH emelkedése,
amely felboritja a hiively normal flordjat. Legfontosabb tiinete a fehér, iddnként darabos,
stirli, homogén folyas [Sobel 2007; Lopez-Martinez 2010]. Tovabbi enyhe lefolyasu Candida
okozta megbetegedés a paronychia, valamint a bdr felszini candidiasisa [Lopez-Martinez
2010].

A masik joval stlyosabb csoportba a szisztémas vagy invaziv Candida infekciok tartoznak.
Az ilyen tipusu fertézések legfontosabb prediszponald tényezdje a stulyos neutropénia és a
kiilonb6z6 sebészeti beavatkozasok. A szisztémas fertézések daltaldban vagy a
gasztrointesztinalis traktust eleve kolonizdldo Candida torzsekbdl szarmaznak vagy kiilsd
katéter hasznalat eredményeképpen keriilnek a véraramba (candidaemia). Candidaemiat
altalaban az esetek 50-70%-ban diagnosztizalnak [Sims és mtsai. 2005].

Akut disszeminalt candidiasis esetén az egyes nem egymds mellett elhelyezkedd szervekben
kialakuld Candida infekcio valoszintisithetden hematogén sz6rédas eredménye. A hematogén
szorodas elsd klinikai manifesztacioja lehet az endophtalmitis, amely maradand6 vaksagot
okozhat [Rodriguez-Adrian és mtsai. 2003; Sims és mtsai. 2005]. Az akut disszeminalt
candidiasis tovabbi formai kozé tartozik a kozponti idegrendszer candidiasisa (meningitis),
osteomyelitis, peritonitis és a pulmondris candidiasis. A Candida okozta meningitis fOleg
iatrogén okokra vezethetd vissza [Sims és mtsai. 2005].

Bér a kivalasztd szervrendszer fiziologids koriilmények kozott steril, az aszimptomatikus
Candida kolonizéaci6 gyakori. A primer hugytti candidiasis a beliltetett katéterekhez tovabba
a cukorbetegséghez tarsuld nozokomidlis infekcid [Sobel és mtsai. 2000].

A kronikus disszeminalt candidiasist korabban hepatosplenicus candidiasisnak is hivtak.

Elhuzodo, mély granulocytopenia esetén alakul ki [Rex és mtsai. 2000; Szalka és mitsai.
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2005]. A legfontosabb tiinetei az antibiotikum terapidra nem reagald folyamatosan fennalld
lazas éllapot, valamint az emelkedett szérum alkalikus foszfataz szint. A kiilonb6z6 képalkotod
eljarasokkal tobbszords 1¢ziok figyelheték meg a méjban, a vesében, ritkdbban a tiidében

[Kontoyiannis ¢és mtsai. 2000; van Burik és mtsai. 1998].
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I1.3 A Candida fajok epidemiologiaja

Az USA-ban 1979 és 2000 kozott a kiillonboz6 gombak okozta véraramfertézések tobb mint a
dupldjara emelkedtek [Martin és mtsai. 2003]. Ugyanitt 1980-ban még 1557 volt a kiilonb6zd
gombas fert6zésekbdl eredeztethetd haldlozasok szama, ez az érték 1997-ben mar meghaladta
a 6000-et. A kiilonb6zé mikozisokkal Osszefiiggd haldlesetekért elsésorban a kiilonbozd
Candida, Aspergillus és Cryptococcus fajok tehetdek feleldssé [McNeil és mtsai. 2001].
Jelenleg az invaziv candidiasisokban tobb, mint 17 kiilonb6z6é Candida fajnak tulajdonitanak
valamilyen etiologiai szerepet. Az 1997 és 2007 kozott elvégzett ARTEMIS felmérés alapjan
a kiilonb6z6 korfolyamatokbodl szarmazo Candida fertézések tobb mint 90%-ért csupan 6t faj
tehetd feleldssé (C. albicans (65,3%), C. glabrata (11,3%), C. parapsilosis (6%), C. tropicalis
(7,2%), C. krusei (2,4%)) [Pfaller és mtsai. 2007; Pfaller ¢s mtsai. 2008/b]. A felmérés soran
41 orszag 142 kiilonbozd orvosi intézményének 256.882 Candida izoldtumat vizsgaltak
[Pfaller és mtsai. 2007; Pfaller és mtsai. 2010/b].

Fontos kiemelni, hogy az egyes Candida fajok eloszlasa foldrészenként, sét foldrészen beliil
régionként, valamint betegcsoportonként is kiillonbozhet (3. dbra) [Pfaller és mtsai. 2010/b].
Az ARTEMIS felmérés soran a foldrészenkénti eloszlas tekintetében C. albicans-t a
legnagyobb ardnyban Eurdépaban (67,9%), illetve Afrikaban (67,1%) izolaltak. Eszak-
Amerika orszagaiban a C. albicans okozta fertézések aranya ,,csupan” 48,9% (3. éabra)
[Pfaller és mtsai. 2007; Pfaller és mtsai. 2010/b; Simon és mtsai. 2013].

Pfaller és munkatarsai 2004 és 2008 kozott 3648 paciens bevonasaval vizsgaltak a kiilonb6zo
Candida fajok okozta véraramfertézések kimenetelét. A felmérés soran C. albicans volt a
leggyakrabban izolalhato faj az 0jsziilott intenziv osztdlyokon (54,8%), ezzel szemben a
hematopoetikus Ossejt transzplantaltaknal az eseteknek csupan 17,6%-ért volt felelds [Pfaller
¢s mtsai. 2012/a].

Az ARTEMIS program keretében 2001 ¢és 2003 kozott 7318 torzset izolaltak
Magyarorszagrol, amelyeknek 68,8%-a bizonyult C. albicans-nak [Doczi és mtsai. 2006].
Annak ellenére, hogy még mindig a C. albicans a leggyakrabban izolalhaté Candida species
az 1990-es évek elejétdl a FLU hasznalat miatt egyre gyakrabban izoldlnak non-albicans
Candida fajokat [Pfaller és mtsai. 2007].

1997 és 2003 kozott a C. krusei okozta infekcidk ardnya 1,7%-r6l 2,7%-ra emelkedett [Pfaller
¢és mtsai. 2007]. Pfaller és munkatarsai 2004 ¢és 2008 kozott 3648 betegbdl 113 esetben
azonositottak C. krusei-t. Az Aaltalunk is vizsgalt C. krusei els6sorban a neutropénias

betegekben (51,3%), hematopoetikus 0Ossejt transzplantaltakban (19,4%), valamint a
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hematologiai betegségekben szenveddknél (16%) gyakori. Fontos kiemelni, hogy az o6t
legfontosabb Candida faj koziil a C. krusei-nek volt a legalacsonyabb a 90 napos tulélési
aranya (53,5%) [Pfaller és mtsai. 2012/a]. A C. krusei Kozép- és Kelet- Eurdpaban a
szisztémads infekciok 3-5%-ért felelos [Pfaller és mtsai. 2010/b]. Egy Thaifoldon elvégzett
epidemioldgiai felmérés alapjan a C. krusei a non-albicans fajok okozta fertézések 25%-ért
volt felelds [Apisarnthanarak és mtsai. 2009].

Pfaller ¢és munkatarsai 2001 ¢és 2005 kozott az ARTEMIS programhoz kapcsolodo
felmérésben 137.487 izolatumbodl 3448 izoldtumot identifikaltak C. krusei-ként. Ebben az
iddintervallumban Magyarorszagrol 12.665 mintat vizsgéltak, amibdl 519 (4,1%) bizonyult C.
krusei-nek. Ennél magasabb prevalenciat csak Szlovakidban (5,1%), Lengyelorszagban (6%)
¢s Csehorszagban (7,6%) mértek [Pfaller és mtsai. 2008/a]. Majoros €s munkatérsai hasonlo
adatokat figyeltek meg a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centruméban
1997 és 2000 kozott elvégzett epidemioldgiai felmérés eredményeként. Mig 1997-ben 2,7%
volt a C. krusei okozta fertézések ardnya, ez a szdm 2000-ben mar 4,3% volt [Majoros és
mtsai. 2002].

Jelenleg kevés irodalmi adat all rendelkezésre a C. inconspicua okozta fertézésekrdl. Az elsé
C. inconspicua altal okozott klinikai megbetegedést Baily ¢s munkatarsai kozolték, akik a
FLU kezelést kovetden izoléltak C. inconspicua torzset AIDS-ben szenvedd betegek torok és
nyeldcsd valadékabol [Baily és mtsai. 1997]. Az ARTEMIS program eredményei alapjan C.
inconspicua az esetek 0,3%-ban azonosithatd, azonban a kdzép- és kelet- eurdpai régidban az
arany 0,5% [Pfaller és mtsai. 2010/b]. Egy 2006 és 2010 kozott elvégzett hat korhazat érintd
francia tanulmany szerint a leggyakoribb hajlamositd tényezé C. inconspicua okozta
véraramfertdzésre a neutropénia, széles spektrumu antibiotikum hasznalat, valamint a
vaszkularis katéterek alkalmazédsa. Fontos kiemelni, hogy a vizsgélati iddszak alatt
leggyakrabban az emésztd- és a légzérendszerbdl (56,4%, illetve 26%) azonositottak C.

inconspicua torzseket [Guitard és mtsai. 2013].

15



Species distribution
Species distribution Species distribution

Total no. of solates 109,643
Total no. of molates 11,682 C. albicans 67.9% Total no. of isclates 44,674
C. albicans 48.9% C. glabrata 11.3% C. albicans 64.4%
C. glabrata 21.1% C. tropicaiis 49% C. glabrata 12.6%
C. tropicalis 7.3% C. parapsiosis 42% C. tropicalis 11.7%
C. parapsiosis 13.6% C. krusei 3.4% C. parapsilosis 74%
C. krusei 3.1% C. guilfermondii 05% C. krusei 12%
C. guiermondii 0.5% C. inconspicua 0.5% C. guiliermonai 0.4%
C. inconspicua <0.1% C. nugosa <0.1% C. inconspicua <0.1%
C. rugosa <0.1% C. norvegonsis 0.2% C. rugosa 0.4%
C. norvegensis 0.2% C. norvegensis <0.1%

[~

Africa-Middle

Species distribution 4 JO
Total no. of isolates 8259 Total
C. albicans 67.1%
Species distribution C. glabrata 88%
C. tropicals 6.6%
Total no. of isolates 27,395 C. parapsilosis 6.0%
C. albicans 51.8% C. krusei - 16%
C. glabrata 7.4% C. guillermondii  0.1% Species distribution
C. tropicalis 132% C. inconspicua
C. parapsifosis 10.3% C.rugosa <0.1% Total no. of molates 201,653|
C. krusei 1.4% C. norvegensis <0,1% C. albicens 63.8%
C. guiliermondi 22% C. glabrata 11.6%
C. inconspicua <0,1% C. tropicalis 7.7%
C. rugosa 1.2% C. parapsilosis 6.3%
C. norvegensis <0.1% C. krusei 2.5%
C. guilfermondii 0.7%
C. inconspicua 0.3%
C. rugosa 0.3%
C. norvegensis 0.1%

3.abra A leggyakoribb Candida fajok foldrészenkénti eloszlasa. Az alabbi adatok a steril testtajrol izolalt Candida speciesek mellett a nem

steril testtajrol izolalt Candida fajok prevalenciajat is prezentalja [Simon és mtsai. 2013].
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I1.4. A szisztémas Candida infekciok kezelésére szolgalo antifungalis szerek

A kiilonbozd epidemiologiai valtozasoknak koszonhetden az invaziv gombds fertdézések
kezelése egyre nagyobb kihivast jelentd feladat. Az adekvat terdpia megvalasztasat tovabb
neheziti a korai azonositdshoz sziikséges konnyen elérhetd vagy standardizalt diagnosztikus
eszk0zOok hidnya. Az idében elkezdett kezelés talan az egyik legkritikusabb komponense a
sikeres antifungalis terapidnak. Ezenkiviil meg kell még emliteni a terapids gyogyszerszint
monitorozast, melynek alkalmazasa egyes antimikotikumok esetében a megfeleld terapids
hatés elérése érdekében elengedhetetlen [Kontoyiannis 2012].

Tovabbd még figyelembe kell venni, hogy minden egyes gydgyszer mas-mas aktivitassal,
hatékonysaggal,  farmakokinetikdval/farmakodindmiaval, = mellékhatassal, = gydgyszer-
gyogyszer kolcsonhatassal rendelkezik [Kontoyiannis 2012].

A szisztémdas gombafertdzések monoterapias kezelésében elsdsorban a poliének, az azolok,
valamint az echinocandinok a leggyakrabban hasznalatos szerek. Ezen antimikotikumok

klinikumba torténd bevezetését a 4. abra prezentéalja [Andes és mtsai. 2013].

Azolok

2006 Psoaconazole
Lipid-amphotericin
Vi I X
2002 loriconazole 1995-1997 B formulations
1992 Itraconazole
1958 Amphotericin B
1990 Fluconazole P

1955 Nystat
1981 Ketoconazole = ysain Poliének

Late 1960s Clotrimazole, miconazole and econazole

1959 Chlormidazole

1944 Benzidazole

2006 Anidulafungin

2004 Micafungin

Echinocandinok

2001 Caspofungin

4. abra Az antifungalis szerek csoportositasa és bevezetésének idépontja (Food and Drug Administration, FDA) [Ghannoum és Perfect

2010]
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11.4.1. Echinocandinok

Kémiailag az echinocandinok ciklikus lipopeptid molekuldk, melyek non-kompetitiv moédon
gatoljak a B-1,3-D-gliikan-szintdz enzimkomplexet. Ennek kovetkeztében felborul a gomba
sejtfal integritdsa, ami ozmolitikus instabilitdshoz, majd a sejt halalahoz vezet [Wiederhold és
mtsai. 2003; Denning 2003; Kofla és mtsai. 2011; Mukherjee és mtsai. 2011]. A gliikdn-
szintdz fehérje egy a gomba sejtfalaban talalhato, két alegységbdl (Fksp, Rholp) allo
enzimkomplex [Denning 2003]. A Rholp a komplex regulatorikus alegysége, mig a harom
gén altal kodolt (FKS1, FKS2, FKS3) Fksp katalizalja a cukor egységek szallitasat az aktivalt
donor molekuldkrol (UDP-gliikéz) az akceptor molekuldkra [Kondoh és mtsai. 1997].
Erdekesség, hogy az FKS2 transzkripcidja calcineurin fiiggd, igy calcineurin inhibitorokkal
(tacrolimus) in vitro fokozhat6 az echinocandinok aktivitasa [Del Poeta és mtsai. 2000].

Jelenleg harom echinocandin kaphat6 a kereskedelmi forgalomban (5. dbra). A CAS a Glarea
lozoyensis fermentlevébdl izolalt pneumocandin B mddositott valtozata, melynek hasznalatat
2001-ben hagyta jova az Eurdpai Gyogyszeriigyndkség (EMEA) és az FDA. Az ANI, amely
2006 ota van forgalomban, az Aspergillus nidulans éltal termelt echinocandin B moddositott
formaja. A MICA az USA-beli bevezetése utan 4 évvel, 2008-ban hagyta jova az EMEA. Ez a
szer a Coleophoma empedri pneumocandin A0 molekulajanak kémiailag modifikalt valtozata

[Mukherjee és mtsai. 2011; Kofla és mtsai. 2011].

Caspofungin Micafungin Anidulafungin
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5.abra Az echinocandinok szerkezeti képlete [Denning 2003].

Az echinocandinok a legtobb Candida faj ellen fungicid még az Aspergillus speciesek ellen
fungisztatikus hatdst mutatnak. Ezenkiviil aktivak még Pneumocystis jirovecii ellen.
Zygomycetes, C. neoformans, valamint Fusarium fajok ellen hatdstalanok a klinikailag
relevans koncentraciokon. Az egyes Candida fajok echinocandinok iranti MIC értéke

alapvetéen alacsony (0,03-0,06 mg/L), azonban néhany faj esetében (C. parapsilosis, C.
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guilliermondii) a MIC érték akar a szazszorosa is lehet a C. albicans esetén tapasztalt
alacsonyabb MIC értékeknek [Lewis és mtsai. 2011; Mukherjee és mtsai. 2011].

Az echinocandinok tipikusan koncentraciofiiggd modon hatod szerek [Wiederhold és mtsai.
2004]. Az ilyen tipusu antifungalis szerekre a Cuax/MIC (Chax: a gyogyszer szérumban
mérhetd maximalis koncentracidja/minimalis gatlokoncentracio), valamint az AUC/MIC
(AUC: area under curve, koncentracio-idé fliggvény alatti teriilet) farmakodinamiés
paraméterek jellemzdek. Az AUC annal nagyobb, minél nagyobb koncentracioban és minél
hosszabb ideig van jelen az adott farmakon a monitorozott kompartmentben. Az ilyen tipusu
farmakodindmias paraméterek esetében felmeriilhet, hogy a jobb klinikai kimenetel érdekében
gyogyszeradagok helyett [Andes 2006].

Az echinocandinok tovabbi jellegzetessége az in vitro RPMI-1640-ben mért relative hossza
posztantifungalis hatas (PAFE) [Garcia és mtsai. 2002]. Korabbi tanulményokban a CAS altal
kifejtett RPMI-1640-ben mért PAFE >12 6ra volt a MIC fol6tti koncentraciokon [Ernst és
mtsai. 2000]. Di Bonaventura és munkatarsai a PAFE teljes hidnyardl szamoltak be CAS
vizsgalata soran C. guilliermondii, C. kefyr, és C. lusitaniae izolatumok esetében [Di
Bonaventura és mtsai. 2004]. A CAS-hoz hasonlé eredmények figyelhetéek meg MICA
vizsgalatakor is az egyes Candida speciesek ellen. Fleischhacker és munkatarsai a vizsgalt
koncentraciokon 0,9 - >20 oras PAFE-r6l szamoltak be C. albicans és C. dubliniensis
izoldtumok esetén. Ebben a tanulmanyban a 4 x MIC koncentraciokon mért PAFE értékek
voltak a legmagasabbak [Fleischhacker és mtsai. 2008]. Az ANI hasznalatakor hasonléan az
elébbiekhez, normal RPMI-1640 tapkozegben a mért PAFE >12 6ra volt C. glabrata, C.
krusei és C. parapsilosis izolatumok esetén [Nguyen és mtsai. 2009].

dozis az elfogadott kezelési stratégia. Az echinocandinok féléletideje 13 és 27 o6ra kozott
valtozik. Ebbdl kifolyolag a jelenlegi dozirozasi stratégidkat figyelembe véve a PAFE nem
feltétleniil jelent terapids eldnyt. Viszont ha a jelenleg elfogadott tradiciondlis napi kis
dozisok helyett, adott esetben heti egyszeri nagydozisokat alkalmaznank ugyanolyan
Osszdozisra vetitve a PAFE mértéke mar terapids eldnyt jelenthet. Ennek az elméletnek az
alatdmasztasara azonban tovabbi in vivo, valamint klinikai tanulményok sziikségesek [Pound
¢s mtsai. 2010].

Egy tovabbi az echinocandinok 4&ltal kivaltott jelenség a paradox hatids. A Stevens ¢és
munkatarsai altal leirt paradox névekedés egy kvadrifazikus folyamat, ahol a MIC érték alatti

novekedést, majd a MIC érték f61otti gatlast bizonyos izolatumoknal magas MIC érték f616tti
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koncentraciokon Ujboli novekedés koveti. A folyamat utolsé szakasza a legmagasabb
koncentraciokon tapasztalhat6 teljes novekedésgatlas [Stevens €s mtsai. 2004]. Habar paradox
hatast azonositottak mar CAS, MICA és ANI esetében is, a jelenség eléfordulasa fiigg az
adott Candida fajtdl, izolatumtol, kisérleti médiumtol, valamint az echinocandin fajtajatol. A
paradox hatds leggyakrabban a CAS hasznélat soran tapasztalhato (C. albicans 60%, C.
parapsilosis 90%, C. tropicalis 40%, C. krusei 10%). A jelenség kevésbé gyakori MICA (C.
tropicalis 70%, C. krusei 60%) és ANI (C. albicans 40%, C. tropicalis 20%) hasznalata soran
[Chamilos ¢és mtsai. 2007]. A paradox novekedés hatterében a magas echinocandin
koncentraci6 okozta stresszindukalt kompenzatorikus kitinszintézis all. A paradox ndvekedést
mutatd sejtek sejtfalaban a gliikkédn tartalom lecsdkken a kitin tartalom pedig 4-8-szorosara
novekszik [Stevens és mtsai. 2006, Bizerra és mtsai. 2011]. A paradox novekedés klinikai
relevancidja megkérddjelezhetd, ugyanis Shields és munkatarsai korabban mar C. albicans
esetében bebizonyitottdk a paradox hatds megszliinését 50% humén szérum jelenlétében
(Shields és mtsai. 2011).

Az intravaszkularis katéterek hasznalatdhoz gyakran tarsulhat candidaemia, amit stilyosbithat
a katéteren kialakulé gomba eredetli biofilm. A FLU-Ial ellentétben mindhdrom echinocandin
képes behatolni a biofilmbe, ezzel segitve a katéter-asszocialt fertdzések kezelését [Kuhn és
mtsai. 2004].

A jelenleg alkalmazott dozirozasi stratégia CAS esetében egyszeri 70 mg-os telité dézis utani
napi 50 mg fenntarté dozisokat ir el6, MICA hasznalata soran 100-150 mg/nap, ANI esetén
200 mg egyszeri telité dozis utdn napi 100 mg az elfogadott terapia. [Pappas és mtsai. 2009].
Az érvényben 1év0 kezelési ajanlasok mellett egyik echinocandin sem képes terapids szintet
elérni a szemben, valamint a kozponti idegrendszerben, igy nem ajanlatosak gomba eredetii
meningitis és endophtalmitis kezelésére [Gauthier €s mtsai. 2005; Pappas €s mtsai. 2009].

Az echinocandinok nem befolyésoljak a citokrém P450 enzimrendszer és a P-glikoprotein
csaldd fehérjéinek milkodését. Ennek kovetkeztében relative kevés echinocandinokhoz

kapcsolodo gyodgyszer-gyogyszer interakciot ismeriink [Lipp 2008; Kofla és mtsai. 2011].
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11.4.1.1. Caspofungin

A telitd dozis alkalmazasaval a CAS mar a beadast kdvetd elsd napon eléri a vérben az 1
mg/L-es célkoncentraciot és a napi 50 mg-os fenntarté kezelés iddtartama alatt nem is
csokken ez ala. Ez az a koncentracio, ami a klinikailag relevans Candida fajokhoz tartozo
izoldtumok legalabb 90%-4at gatolja [Bartizal és mtsai. 1997; Stone és mtsai. 2002]. A
jelenlegi terapids stratégia, ami egyszeri 70 mg-os telitd dozis utadni napi 50 mg-os fenntartd
dozisokat ir el6, 97,6-100,5 pg*h/mL-es AUC érték érhetd el.

Az egyszeri dozis beadasat kovetden a gyogyszer plazmakoncentracidja polifazikus
csokkenést mutat. Kozvetleniil az infuziot kdvetden van egy révid disztriblcios fazis, majd
ezutan egy dozisfliggd 6-48 oraig tartd f-fazis. A magasabb dézisoknal egy 2-3 napig tarto y-
fazis is megfigyelhetd. A plazmabol térténd clearence relative lasst 9,85-12,43 mL/perc.

A tobbszori dozis eliminacidja is polifazikusan torténik. Az infuzié utdn egy rovid eloszlasi
fazist tapasztalhatunk, majd egy dominans B-fazis, végiil 48-72 dra utan egy hosszu y-fazis
kovetkezik [Stone és mtsai. 2002].

Stone és munkatarsai 14 napig tanulmanyoztak kiilonbdzd tobbszords dozisok (15 mg-70 mg)
farmakokinetikai viselkedését egészséges férfiakban. A kisérlet sordn a CAS dézisfiiggd
pug*h/mL volt, a 14. napra 24,37 pg*h/mL-re nétt. Még latvanyosabb az emelkedés 70 mg
napi CAS doézisokndl. Ebben az esetben az elsé nap 93,46 pg*h/mL AUCy.4 értéket mértek,
mig a 14. napon mar 129,61 ug*h/mL volt ez az érték. Az akkumulacio tényét tamasztja ald a
beadast kovetden 24 ordval késébb mért szérum CAS koncentracid (Caan) is. 15 mg-os napi
dozisoknal az elsé nap 0,29 mg/L volt a Cysn szérumkoncentracio. A 14. napra 0,38 mg/L-re
nétt. Hasonldan az AUC,..4 értékekhez a nagyobb koncentracidkon még latvanyosabb a
novekedés. Magasabb CAS doézis esetén (70 mg/nap), mig az elsé napon mért Cpap 1,30 mg/L
volt, addig a 14. napon ez az érték 2,37 mg/L-re nétt [Stone és mtsai. 2002].

Louie és munkatarsai a CAS terminalis féléletidejét vizsgaltdk egér modellben. Abban az
esetben, ha csak a szérumban 1év0 gyodgyszermennyiség idébeli valtozasat kovették a
féléletid6 20,2 ora volt. Viszont amikor egylitt modellezték a szérumban és vesében 1évé CAS
féleletidejét, az érték 59,2 ordra valtozott. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
szovetek CAS rezervoarként szolgédlhatnak és a benniik 1évé gydgyszermennyiség bizonyos
1d6 utan visszaaramlik a szérumba [Louie és mtsai. 2005].

Migoya és munkatarsai az egyszeri nagydozisa CAS (150 mg, 210 mg) biztonsagossagat ¢és

farmakokinetik4jat hasonlitottdk Gssze 21 napig adagolt 100 mg/nap CAS adagokkal
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egészséges Oonkéntesekben. Az egyszeri 150 és 210 mg-os dozisok beaddsa utdn mért AUC
értekek 279,7 és 374,9 ug*h/mL voltak. A ddzist beadéasat kovetd 24 éraval a szérumban mért
koncentracio6 2,8 és 4,2 mg/L volt. Ugyanakkor a 100 mg/nap CAS dozirozési stratégia 227,4
pug*h/mL AUC értéket eredményezett. A legalacsonyabb CAS szint a szérumban 4,7 mg/L
volt [Migoya és mtsai. 2011].

Betts ¢s munkatarsai invaziv candidiasisban szenvedd betegekben Osszehasonlitottak a 150
mg/nap CAS dozirozasi stratégiat a jelenleg érvényben 1évo terapids ajanlassal. A vizsgalat
eredménye alapjan mindkét kezelési tipus egyarant biztonsagos és jol toleralhatd volt,
azonban a hagyomdnyosan alkalmazott dozirozasi stratégidval osszehasonlitva a 150 mg/nap

CAS adagolas statisztikailag nem jelentett terapias eldnyt [Betts és mtsai. 2009].
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11.4.1.2. Echinocandin rezisztencia

Az echinocandinok gatoljak az B-1,3-D-gliikan-szintdz enzimkomplexet, amely a B-1,3-D-
glikdn sejtfalkomponens bioszintézisét katalizalja. Az echinocandin rezisztencia
leggyakoribb oka az Fksp alegységben bekdvetkezd intrinszik mutacid, szerzett mutacio,
valamint az adaptiv stressz valasz [Garcia-Effron és mtsai. 2011; Beyda és mtsai 2012].
Természetes modon bekovetkezd FKS1 mutacié kovetkeztében a C. parapsilosis és C.
guilliermondii izolatumok intrinszik, csokkent érzékenységgel rendelkeznek a kiilonb6zd
echinocandinok irant. Ezen fajokhoz tartoz6 torzsek MIC értéke rendszerint 4-100-szor
magasabb (0,5-8 mg/L), mint a C. albicans esetében megfigyelt értékek. A csokkent
érzékenységhez tarsuld klinikai szignifikancia kérdéses, mivel a C. parapsilosis és C.
guilliermondii fajok altal okozott infekciok ellen altalaban hatékonyak a jelenleg alkalmazott
echinocandin terdpidk, bar nem az elsdként valasztandd szerek ezen fajok okozta
fungaemiaban. A klinikai hatékonysag részben az alacsony virulencidbdl adodik [Perlin 2007;
Garcia-Effron és mtsai. 2008; Pappas és mtsai. 2009].

Korabban mar megéllapitast nyert, hogy a csokkent echinocandin érzékenység vagy

crer
crer

crer

aminosav csere a csOkkent érzékenység oka. Hasonld jelenség figyelhetd meg a C.
orthopsilosis €s C. metapsilosis esetében. C. guilliermondii-nal a 642. helyen elhelyezkedd
metionin leucinra torténd cseréje okolhatd a csokkent érzékenységért [Perlin 2007; Garcia-
Effron és mtsai. 2008; Chen ¢és mtsai. 2011 Beyda és mtsai. 2012]. Eziddig nem talaltak olyan
klinikai C. parapsilosis vagy C. guilliermondii izolatumot, amely a természetesen eléforduld
aminosav polimorfizmus mellett valamilyen szerzett muticiot tartalmazott volna az FKS1
Ez a tipusu rezisztenciamechanizmus megtalalhatdé még egyes C. albicans izolatumokban,
valamint tobb non-albicans faj esetén is (C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C.
bekovetkezd modosulas is szerepet jatszik a rezisztencia kialakuldsdban [Park és mtsai. 2005].
A rezisztens C. albicans torzseknél ezek az aminosav véltozasok a 641-649. (hot-spot 1,
HS1) vagy az 1345-1356. (hot-spot 2, HS2) aminosav pozicidban detektalhatok. Az aminosav
csere leggyakrabban a HS1-gyen beliil a 645-6s pozicidban 1év0 szerinnél kdvetkezik be

(S645): S645P (prolin), S645F (fenilalanin), S645Y (tirozin). Ezek a mutaciok okozzdk a
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legnagyobb MIC érték novekedést (MIC >2 mg/L). Ezzel szemben ha a mutacio a HS1 régio
N- és C-terminalis végeinél kovetkezik be altaldban megmarad az enzim érzékenysége
mindharom echinocandin irdnt (Park és mtsai. 2005; Garcia-Effron és mtsai. 2009/a].

A gliikkdn-szintdz enzimben bekovetkezd aminosav szubsztitiiciok a CAS esetében 4-30-
szoros, mig a MICA ¢és ANI vizsgalata soran 90-110-szeres MIC érték emelkedést
eredményeztek [Garcia-Effron és mtsai. 2009/b].

Az FKS génekben bekovetkezé muticiok jelentdsen megvaltoztatjdk a gliikan-szintaz
enzimkinetikai jellemzdit. A vad tipusu izolatumokkal dsszehasonlitva szignifikdnsan megnd
a mutans enzim ICs (félhatdsos gatlé koncentracio) (>1000x), valamint K; (kinetikai gatlasi
konstans) (>100x) értéke. Az Fkslp-ben bekdvetkezd aminosav valtozas nem valtoztatja meg
az enzim K,, (Michaelis-Menten konstans) értékét, azonban néhany mutacié csokkentheti a
fehérje katalitikus sebességét (Vmax) [Garcia-Effron és mtsai. 2008; Pfaller 2012/b].

FKS1 homozigéta mutans C. albicans torzsek vizsgalata soran az enzimkomplex katalitikus
sebessége 10-65%-kal csokkent. Az enzimkinetikai véaltozasok mellett a sejtfal dsszetétele is
megvaltozhat, a kitin tartalom akar 9-65%-kal is ndvekedhet [Garcia-Effron és mtsai. 2009/b;
Ben-Ami és mtsai. 2011].

Tobb jelentds tanulmany eredményei alapjan az echinocandin rezisztencia relative ritka a
Candida fajok korében (2,9-3,1%) [Castanheira és mtsai. 2010; Arendrup és mtsai. 2011].
Lortholary és munkatarsai vizsgaltadk az antifungalis kezelés candidaemiara kifejtett hatdsat.
Eredményeik alapjan a paciensek 4,7-szer gyakrabban fert6zédtek csokkent CAS
érzékenységgel rendelkezd izoldtumokkal, ha az infekciot megel6z6 30 napban valamilyen
CAS kezelést kaptak [Lortholary és mtsai. 2011].

Korabban publikalt eredmények alapjan az FKS mutacioval rendelkezd Candida torzsek
virulenciaja ¢és életképessége altalaban alacsonyabb, mint a vad tipusu izolatumoké (A vad
tipusu organizmusok nem rendelkeznek az adott antifungdlis szerrel szembeni szerzett
rezisztencia mechanizmussal), igy klinikai és epidemiologiai hatdsuk korlatozott [Turnidge és
mtsai. 2006; Ben-Ami és mtsai. 2011]. Kurtz és munkatarsai tanulmanya alapjan a mutans C.
albicans izolatumok képtelenek voltak normal hifa képzésre, ami alacsonyabb in vitro €s in
vivo virulencidhoz vezetett [Kurtz és mtsai. 1996].

Ben-Ami ¢és munkatarsai BALB/c egérmodellben vizsgalta az FKS1 mutans C. albicans
torzsek virulencidjat. A vad tipusu torzzsel fertdézott egerek atlagos 30 napos tulélési aranya
13,3% volt, ugyanez az érték a mutans torzsekkel fertdzott egerek esetén 60-100%. Ezenkiviil
a vesékbdl is 3-4 nagysagrenddel kevesebb gomba tenyészett ki, mint a vad tipusa C.

albicans-szal fert6zott egerekbdl [Ben-Ami és mtsai. 2011].
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A dozis novelés az echinocandinok farmakodindmias jellemz6i miatt (koncentraciofiiggd
publikalt eredmények egyeldre ellentmondasosak. Kordbban Wiederhold és munkatarsai
mutans C. albicans izoldtumokkal (S645P, F641S) fert6zott immunkompetens ragcsalod
modellt hasznalva vizsgaltak a nagydozisu CAS (5-10 mg/kg/nap) in vivo hatékonysagat, ahol
egyik hasznalt dozis esetén sem tapasztaltak szignifikdns csiraszam csokkenést a kontroll
csoporttal Osszehasonlitva [Wiederhold és mtsai 2011]. Egy masik kisérletben csokkent CAS
érzékenységgel rendelkezé C. glabrata izolatumokat vizsgaltak neutropénids egérmodellben
0,5; 1; 5; 10 mg/kg/map CAS dozisokat alkalmazva. A két nagy dozis (5-10 mg/kg/nap)
szignifikansan csokkentette a vesébol kindtt csiraszamot [Wiederhold és mtsai. 2007].

Béar az echinocandin rezisztencia miatti terapias sikertelenség ritka, az egyre novekvod
betegpopulacid, valamint az echinocandinok egyre inkdbb terjedd hasznélata valdsziniileg

novelni fogja a rezisztencia gyakorisagat a jovoben.
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11.4.1.3. Fajspecifikus echinocandin breakpoint-ok alkalmazasa

Manapsag két 6 referencia mddszer 1étezik az egyes Candida és Aspergillus fajok MIC
értékének mikrodilucios modszerrel torténd meghatarozasara. Az egyik 1997-ben, az USA-
ban kifejlesztett CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) (2005-ig NCCLS - National
Committee for Clinical Laboratory Standards) mddszer, a masik az EUCAST metddusa
(European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing), ami gyakorlatilag a CLSI egy
modositott valtozata [Pfaller és mtsai 2011/a].

2007-ben az egyre gyarapodo klinikai és mikrobiologiai adatok miatt a CLSI inditvanyozta
echinocandin breakpoint (CBP) (hatarérték) bevezetését. A CBP az a MIC érték ami alapjan a
terapids sikert vagy sikertelenséget megjosolhatjuk. Ez az echinocandin CBP, melyet a
késobbiekben bevezettek a kiilonb6z6 CLSI dokumentumokba is (M27-A3; M27-S3)
,»erzékenynek” mindsitette a <2 mg/L MIC értékkel rendelkezé Candida izolatumokat. A >2
mg/L MIC értékkel rendelkezd torzseket ,,nem érzékenynek™ sorolta be, mivel ebben az
idészakban még nem azonositottak rezisztens izolatumokat. Ez a dokumentum az
echinocandin rezisztenciarél még nem nyilatkozott [Pfaller és mtsai. 2008/c; CLSI 2008/a,b].
A CBP bevezetését kovetd években bebizonyosodott, hogy az echinocandin terdpia soran tobb
faj esetében is terdpias sikertelenség johet létre. Réadasul ezen rezisztens izolatumok
vizsgalata soran az RPMI-1640-ben mért MIC értékek nem feltétleniil érték el a 2 mg/L-es
CBP-t [Pfaller és mtsai. 2010/a; Pfaller és mtsai. 2011].

A fajspecifikus hatarértékek bevezetése a Candida fajok esetében a baktériumokndl mar
1étez6 CBP-k figyelembe vételével tortént.

Az echinocandinok irdnti fajspecifikus hatarérték meghatarozasahoz segitséget nyujtott, hogy
a neutropénias egérmodellben elérhetd fungisztatikus hatdshoz mindhdrom echinocandin
esetében a C. albicans ellen volt sziikség a legnagyobb dozisu echinocandinra, mig a kisebb
virulenciaval rendelkez6 C. glabrata ¢és C. parapsilosis izolatumok szignifikdnsan
alacsonyabb echinocandin dozisokkal is gatolhatok voltak [Andes ¢és mtsai. 2010]. A
fajspecifikus CBP-k a legalacsonyabbak a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és a C.
krusei ellen, mig joval magasabbak C. parapsilosis sensu stricto és C. guilliermondii esetén.
A fajspecifikus hatarértékek a harom echinocandinra vonatkoztatva az 1. tablazatban
lathatoak. Fontos, hogy ezek a CBP-k jol hasznélhatoak a terapia soran kialakul6 rezisztencia
detektalasara is [Pfaller és mtsai. 2011; Lockhart és mtsai. 2012; Wisplinghoff és mtsai.
2014].
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Clinical breakpoint (mg/L)
Antifungalis . .
Candida faj i Mérsékelten
szer Erzékeny Rezisztens
érzékeny
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,12 0,25 >0,5
C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Anidulafungin
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,12 0,25 >0,5
C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Caspofungin
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,06 0,12 >0,25
C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Micafungin
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8

1. tablazat CLSI mikrodilticios modszerrel meghatarozott echinocandin fajspecifikus érzékenységi hatarértékek [Pfaller és mtsai. 2011].
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11.4.1.4. A szérum echinocandin farmakodinamiara kifejtett hatasa

Korabban publikalt in vitro, illetve in vivo adatok alapjan az echinocandinok nagymértékben
képesek kotddni a kiilonboz6 szérumfehérjékhez, aminek kovetkeztében antifungélis hatdsuk
jelentdsen lecsokken. A gydgyszer kotddése CAS esetén elsdsorban albuminhoz torténik,
aminek a mértéke 96,5%, MICA-nél 99,8% (albumin, alfa-1-savi glikoprotein), ANI esetében
pedig kb. 99% [Stone és mtsai. 2004; Paderu és mtsai. 2007; Ishikawa és mtsai. 2009; Garcia-
Effron és mtsai. 2011].

A ,,szabad gyogyszer hipotézis” értelmében csak a szabad gyogyszermolekulak rendelkeznek
farmakologiai aktivitassal, bar ezen a teriileten még sok az ellentmondas [Odabasi és mtsai.
2007]. Ha a ,,szabad gyogyszer hipotézis™ igaz lenne, a beadott MICA-nak csupan a 0,2%-a
lenne farmakologiailag aktiv, ami 500x-os MIC érték emelkedést eredményezne. Ezzel
szemben tobb tanulmany is csupan 4-267x-es MIC novekedésrdl szadmolt be, amely alapjan a
MICA nem koveti a ,,szabad gyodgyszer elméletet” [Tawara és mtsai. 2000; Odabasi és mtsai.
2007; Paderu és mitsai. 2007]. Ishikawa és munkatarsai eredményei alapjan valdban
megfigyelheté a MICA szérumfehérje kotddése és ezzel egyidejiileg az antifungalis
aktivitasanak a csokkenése, azonban mivel az altaluk kapott adatok nincsenek 6sszhangban a
,»szabad gyogyszer hipotézissel” ez a kotddés valosziniileg reverzibilis és gyenge [Ishikawa és
mtsai. 2009]. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy bar feltételezhetden az albumin a 6
gyogyszer koté molekula, a szérum mas fehérjéi (alfa-globulin, gamma-globulin) is hatassal
lehetnek a MICA, szérum fehérjék, valamint a patogén mikréba kdlcsonhatdsara [Schéfer-
Korting és mtsai. 1995].

Abe és munkatarsai analbuminémids patkdnymodellben vizsgaltak a MICA farmakodinamias
tulajdonsagait. Kisérletiikkben az albumin nem jatszott kdzponti szerepet a gyogyszer in vivo
farmakodindmidjaban.  Ebbdl  kovetkezik, hogy az  albuminon  kivil  mas
szérumkomponensekhez is torténhet a kotddés, amelyek az albumin hidnyaban joval
jelentdsebb szerepet jatszhatnak a MICA hatascsokkenésében [Abe és mtsai. 2008].

Egy masik elmélet szerint ha MICA-ra érzékeny gombak vannak a kozegben, a
szérumfehérjékkel egyensulyban 1évé gydgyszermolekuldk konnyen felszabadulhatnak a
fehérjekotott formabol és a mikrobahoz kotddve kifejthetik antifungélis hatasukat [Odabasi és
mtsai. 2007; Paderu és mtsai. 2007].

Paderu ¢és munkatarsai a CAS, MICA ¢és ANI hatasat vizsgaltak klinikai Candida izolatumok

ellen 50% humdan szérum jelenlétében. CAS esetében a szérumos tapkdzegben mért MIC
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érték 1-16x magasabb volt, mint a normal RPMI-1640-ben mért értékek. MICA-ndl ugyanez
az arany 32-128x-o0s, mig ANI-nél 8-256x-os volt [Paderu és mtsai. 2007].

Odabasi és munkatarsai hasonl6 aranyt MIC érték emelkedésrél szamoltak be 50% human
szérummal kiegészitett tapkozegben. Ebben az esetben is a CAS vizsgalata soran tapasztaltak
a legcsekélyebb mértékit MIC emelkedést (1-16x), azonban a MIC értékek novekedése nem
volt 6sszhangban a fehérjek6tddés mértékével [Odabasi és mtsai. 2006].

A MICA ¢és ANI esetén tapasztalhatdé nagyobb MIC érték valtozds valoszinli, hogy
valamilyen masodlagos faktornak koszonhetd. Egy ilyen faktor lehet a gydgyszer eltérd
modon torténd transzportja a sejtekbe. Ezt az elméletet tdmogatja, hogy mindharom
echinocandin ugyanolyan mértékben gatolja a gliilkdn-szintdz enzimet [Paderu és mitsai.
2007].

A CAS ECs (ECso: az adott organizmus felét elpusztitd koncentracid) értékének valtozasat 0,
10, 20, 50%-0s human szérum jelenlétében vizsgaltak. Mig normal RPMI-1640-ben CAS
esetén az ECsy érték 0,3-0,9 ng/mL volt, addig 50% human szérum jelenlétében 10,8-18
ng/mL-re ndtt [Paderu és mtsai. 2007].

Wiederhold és munkatarsai az ANI és a CAS in vitro és in vivo aktivitasat vizsgaltak C.
glabrata izolatumok ellen. Kisérleteikben 5% ¢és 50% human, valamint egér szérum
jelenlétében nézték a gyogyszerek hatékonysagat. Szérummentes tapkézegben az ANI
nagyobb in vitro hatékonysaggal rendelkezett a CAS-nal 0Osszehasonlitva. Szérum
jelenlétében viszont az ANI in vitro hatékonysaga joval nagyobb mértékben csokkent, mint a
CAS-ndl mért értékek, mind a human, mind az egér szérum esetében. S6t az 5% human
szérum kis mértékben fokozta is a CAS aktivitasat [Wiederhold és mtsai. 2007].

A szérummal elvégzett in vitro kisérletekben kapott eredményeket igyekeztek in vivo is
tesztelni, illetve megerdsiteni. Neutropénids egérmodellben a 0,5 mg/kg/nap, valamint az 1
mg/kg napi dézisok esetén a CAS szignifikdnsan hatékonyabb volt (P<0,001), mint az ANI. A
magasabb dozisok (5 mg/kg/map, 10 mg/kg/nap) esetén a hatékonysagban azonban mar nem

volt szignifikans eltérés [Wiederhold és mtsai. 2007].
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I11. Célkituzések

Kisérleteink soran a caspofungin in vitro, valamint in vivo hatékonysagat vizsgaltuk harom
klinikailag relevans Candida faj esetében (C. albicans, C. krusei, C. inconspicua). A
caspofungin farmakodindmidjanak pontosabb megértése hozzajarulhat ahhoz, hogy a jovében
hatékonyabb caspofungin, illetve echinocandin alapu terapidt lehessen alkalmazni ezen

Candida fajok ellen, javitva ezzel a betegek életkilatasait.

Vizsgalatainkban célunk volt:

o a caspofungin hatékonysaganak in vitro vizsgélata C. albicans, C. krusei és C.
inconspicua izolatumok ellen 1d6-6lés kisérletek segitségével normal RPMI-

1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben

o a caspofungin posztantifungélis hatdsanak vizsgalata C. albicans izolatumok

ellen normal RPMI-1640-ben és 50% human szérum jelenlétében

o a caspofungin altal kifejtett 6lési rata meghatarozasa az 1d6-0lés kisérletek
soran nyert adatok segitségével C. albicans, C. krusei és C. inconspicua

1zolatumok ellen

o az Olési rata ismeretében az 50; 90; 99; 99,9%-os CFU csOkkenéshez

sziikséges 1d6 kiszamitasa a C. krusei és C. inconspicua izoldtumok esetében
o a caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata 1, 2, 3, 5 és 15 mg/kg napi

gyogyszerdozisokat alkalmazva C. krusei-vel és C. inconspicua-val fertézott

neutropénias egérmodellben
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IV. Anyagok és modszerek
IV.1. A vizsgalt izolatumok

A CAS in vitro hatékonysaganak a vizsgalatdhoz 3 Candida faj (C. albicans, C. krusei, C.
inconspicua) 10 klinikai izolatumat, 2 ATCC teszttorzset (American Type Culture
Collection), valamint C. albicans és C. krusei esetében egy-egy echinocandin rezisztens
izolatumot hasznéltunk (DPL20, DPL45). Az 6sszes vizsgalt C. albicans (183, 3666, 10920,
12132), C. krusei (4363, 5029, 27393) és harombol egy C. inconspicua klinikai torzs (20114)
vérbdl szarmazott. A C. inconspicua 22027 izoldlasa peritonealis mintabol tortént, mig a
12060-as C. inconspicua izoldtum sebbdl lett azonositva. A két echinocandin rezisztens
izolatum (DPL45, FKS F645F/C; DPL20, FKS F645P) David S. Perlin laboratériumabol
szarmazott (Public Health Research Institute, New Jersey Medical School-Ruthgers, Newark,
New Jersey, USA).

A C. albicans és C. krusei izolatumok azonositdsdhoz APID32C panel és MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) tdmegspektrométert hasznaltunk,
mig a C. inconspicua torzsek identifikalasa korabban mar molekularis biologiai médszerekkel

megtortént [Majoros és mtsai. 2003].

IV.2. A caspofungin minimalis gatlo koncentraciojanak (MIC) meghatarozasa

A CAS iranti MIC értékek meghatdrozasa standard makrodiliicios modszerrel tortént a CLSI
altal elfogadott M27-A3-as dokumentum alapjan normdal RPMI-1640-ben (pH 7, MOPS
pufferrel kiegészitett), valamint 50% human szérummal (AB vércsoportii huméan férfi, Sigma,
Budapest, Magyarorszag) kiegészitett tapkozegben, legalabb két alkalommal [CLSI, 2008/a,b;
Foldi és mtsai. 2012/b].

A MIC meghatarozast 0,015-32 mg/L tartomédnyban végeztiik. Az egyes izoldtumok MIC
értékét 24 ora utan olvastuk le. MIC értéknek azt a koncentraciot tekintettiik, ahol legalabb
50%-0s novekedés csokkenés volt megfigyelhetd a gydgyszermentes kontrollhoz képest

[CLSI, 2008/a,b].
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IV.3. 1d6-0lés (time-kill) gorbék felvétele

Az 1d6-01és kisérletek soran a Klepser és munkatéarsai altal leirt modszert kvetve a CAS in
vitro aktivitdsat vizsgaltuk normdl RPMI-1640-ben, valamint 50% huméan szérummal
kiegészitett tapkozegben. A legalacsonyabb vizsgalt koncentracié minden izolatum esetén 0,5
x MIC érték, mig a legmagasabb vizsgalt koncentracié 32 mg/L volt. Eldkisérleteink alapjan a
szérumban tapasztalt magasabb MIC értékek miatt mindharom faj (C. albicans, C. krusei, C.
inconspicua) esetén csak azokat az adatokat abrazoltuk, ahol a CAS-nak mindkét tapkdzegben
mérhetd aktivitdsa volt. Ezek az értékek a C. albicans esetében 0,25; 1; 4; 8; 16 és 32 mg/L,
mig a C. krusei és C. inconspicua esetén 1, 2, 4, 8, 16 és 32 mg/L CAS koncentraciok voltak,
koncentracionként 10 mL-es végtérfogatban (1. kép) [Klepser és mtsai. 1998].

A vizsgalatok soran MIC értéktdl fiiggetleniil 32 mg/L volt a legnagyobb vizsgalt CAS
koncentracio, mivel klinikai tanulmanyokbol tudjuk, hogy a napi nagydézisu CAS (150-200
mg) hasznalata 30,4-40,6 mg/L-es szérum csucskoncentracidt eredményez emberben [Cornely
¢s mtsai. 2011].

A kisérlet soran Sabouraud dextréz agaron (SDA) tenyésztett gomba sejtekbdl 0,5 McFarland
(MCcF) stirtiségli gombaszuszpenziot készitettiink. Ez az érték gombasejtek esetén ~10° CFU
(Colony Forming Unit) sejtet jelent milliliterenként.

A vizsgalat folyaman a C. krusei és C. inconspicua izolatumok esetében 0, 4, 8, 12, 24 és 48
ora elteltével a kiillonb6z6 gyogyszerkoncentracidkat tartalmazo csovekbdl mintat vettiink
(100 ul) (2. kép), majd az egyes mintakbol tizes alapt tovafutd higitasi sorozatot készitettiink
(3. kép). Ezt kovetden az egyes higitdsokat tartalmazd csovekbdl 4x30 pL-t oltottunk ki SDA
taptalajra (4. kép). A téptalajokat 48 oraig 35°C-on inkubdltuk. Az inkubacids id6 utan a
kinétt telepeket megszamoltuk (5. kép), majd a kapott értékeket (CFU/mL) abrazoltuk az id6
fiiggvényében. A C. albicans torzsek esetében 24 ordig vizsgaltuk a gombasejtszam valtozast
[Klepser ¢és mtsai. 1998; Canton és mtsai. 2009; Cantdn és mtsai. 2010; Foldi és mtsai.
2012/b].

Minden izolatum, illetve médium esetén legalabb két parhuzamos vizsgélatot végeztiink. Az

1d6-01és gorbéket GraphPad Prism 4.03 Windows szoftver segitségével dbrazoltuk.
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IV.4. A posztantifungalis hatas vizsgalata

Eldkisérleteinkben az 5, 10, 30 perces CAS expozicid, valamint az alacsonyabb koncentraciok
(0,5-2 mg/L) nem eredményeztek jelentds PAFE-t 50% humdan szérum jelenlétében, ezért
vizsgalataink soran 4, 16 és 32 mg/L koncentracidokon vizsgaltuk a CAS altal kifejtett PAFE-t
60 perces gyogyszer expozicios idot alkalmazva normal RPMI-1640-ben és 50% human
szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben [Nguyen és mtsai. 2009; Shields és mtsai. 2011].

Az id6-61és kisérletekhez hasonldan ebben az esetben is ~10° sejt/mL kiinduldsi csiraszamot
alkalmaztunk. Egy oraig tartd6 35°C-on torténd inkubdcié utdn centrifugalas segitségével
Osszegyljtottilk a gombasejteket (10 perc, 1500 g), majd steril fiziologids sdoldatban még
haromszor mostuk Oket. Ezt kovetéen a sejteket ismételten felvettik 10 mL, meleg,
gyogyszermentes RPMI-1640-be, valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-
be.

Az egyes csovekbdl 0, 4, 8, 12 és 24 h elteltével mintat vettiink (100 pL), majd a mintdkbol
tizes alapt higitasi sorozatot készitettiink. Az egyes higitasokbdl kioltottunk SDA téptalajra
(4x30 pL), melyeket 35°C-on 48 oraig inkubaltuk [Nguyen és mtsai. 2009; Shields és mtsai.
2011].

A PAFE idétartama a gyogyszer eltdvolitasa utan a kezelt torzs, valamint a kontroll izolatum
egy nagysagrendnyi ndvekedéséhez sziikséges id6 kiilonbsége. [Nguyen és mitsai. 2009;

Shields és mtsai. 2011].

IV.5. Az in vitro adatok elemzése

Fungicidnek tekintettiink egy adott koncentraciot, ha a kezdd csiraszammal dsszehasonlitva
99,9%-0s vagy nagyobb csiraszam csokkenés volt megfigyelheté [Canton és mtsai. 2009;
Canton és mtsai. 2010; Foldi és mtsai. 2012/b].

Az 1d6-6lés kisérletek soran nyert adatokat felhaszndlva matematikai Osszefliggés
segitségével a vizsgalt koncentraciokon kiszamoltuk a CAS aktivitasanak 6lési kinetikajat
normal RPMI-1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapfolyadékban. Az
5lési kinetikat az alabbi exponencialis egyenlet segitségével szamitottuk ki: N=N, x ¢™, ahol
a N az €16 sejtek szdma adott idOpontban, az Ny a kisérlet kezdetén mért €16 sejtszam, a k az
0lési rata a t pedig az inkubdacios id6. A pozitiv k érték a gombasejtek 61ését, mig a negativ k

érték azok novekedését jelenti (GraphPad Prism 4.03, Windows). Az illesztés josaganak
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vizsgalatat az r* hasznalataval ellenériztik (>0,8) [Canton és mtsai. 2009; Cantdn és mtsai.
2010].

A kiindulasi csiraszdmmal Osszehasonlitva az 50; 90; 99; 99,9%-os sejtszdmcsokkenéshez
sziikséges 1dot (h) a k értékek alapjan szamoltuk ki a vizsgalt C. krusei és C. inconspicua
torzsek, valamint az egyes CAS koncentraciok esetén (Ts0=0,30103/k; Too=1/k; Too=2/k;
Tg99=3/k) [Canton és mtsai. 2009; Canton €s mtsai. 2010].

A kiilonboz6 izoldtumok és koncentraciok kozotti eltéréseket a Tukey-féle teszttel kiegészitett
egyszempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA) vizsgaltuk mindkét tapkozegben.
Ugyanazon CAS koncentraciok kiilonb6z6é médiumban kapott értékeinek 6sszehasonlitasat T-

probaval végeztiik. Szignifikansnak tekintettiik az eredményeket, ha P<0,05.

IV.6. In vivo Kisérletek menete

IV.6.1. A kisérletben felhasznalt egerek

A kisérletek soran 21-23 g tomegii BALB/c tipusti néstény egereket alkalmaztunk (Charles
River Laboratories), melyeket a ,,Laboratériumi Allatok Alkalmazasa és Gondozasa” cimii
utmutatoban leirtak szerint tartottunk. A vizsgalt csoportokban 7-9 egér volt. Az in vivo
kisérletek engedélyszama: 12/2008 DE MAB.

A vizsgalat alatt a kisérletben felhasznalt egereket cyclophosphamid (Endoxan)
intraperitonedlis (6. kép) adagolasaval immunszupresszaltuk az alabbi protokoll szerint: a
fert6zést megeldz6 negyedik nap 150 mg/kg, a fert6zés eldtti elsé nap 100 mg/kg, a fertdzést
kovetd masodik és 6tddik nap adott 100 mg/kg [Foldi és mtsai. 2012/a].

1V.6.2. A fertozés menete

Az oltéanyag készitéshez a vizsgalt C. krusei és C. inconspicua izolatumokat két egymadst
kovetd napon SDA agarra kioltottuk, majd a felfrissitett torzseket 3-4 SDA feliiletére
szélesztettiik. 24 oras 35°C-on torténd inkubdlds utdn a kindtt gombapazsitot a taptalajok
felszinérol steril vattatamponnal eltdvolitottuk és steril fiziologias sdoldatba elszuszpendaltuk.
Ezt kdvetden a szuszpenziokat 3000 g fordulaton 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot
eltavolitottuk. A leiilepedett gombasejtekhez 25 mL steril fiziologids sdoldatot pipettaztunk és
ujabb 10 percen at centrifugaltuk. Ezutan a mosasi folyamatot tovabbi két alkalommal
megismételtilk, majd a feliilisz6 eltavolitdsa utdn 8 mL fiziologids sooldatot adtunk a

gombasejtekhez. Ezutdn a szuszpenziobol két 1épésben 1:10 aranyu higitast készitettiink a

34



Biirker-kamraban torténd szamoldshoz. A csiraszdm bedllitdst kvantitativ kioltassal
ellendriztiik [Foldi és mtsai. 2012/a].

Az egereket a laterdlis farokvénan keresztiil fertdztilk (0,2 mL gombaszuszpenzid/egér).
Elézetes kisérleteink alapjan a fertéz6 dozis, C. krusei esetén 4x10°, mig C. inconspicua

esetében 2x10” CFU/egér volt. Ezek a dozisok nem okoztak elhullast.

1V.6.3. Antifungalis terapia

Az egereken a fert6zést kdvetd 24 oraval az alabbi intraperitonealis (6. kép) CAS (Cancidas)
kezelési protokollt alkalmaztuk 6t napig: 1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap. A fertdzést kovetd hatodik
napon az egereket cervikalis diszlokdcioval elpusztitottuk, majd felboncoltuk (7. kép). A
kvantitativ csiraszam meghatarozas céljabdl a veséket eltavolitottuk (8. kép), majd lemérésiik
utan steril dorzscsészében, steril pistillussal homogenizaltuk (9. kép). Ezt kovetden a
homogenizatumhoz 1 mL steril fizioldgias sooldatot adtunk, majd az egyes mintakbdl 1:10-es
alapt higitasi sorozatot készitettiink. A kiilonb6zd higitasokbol 100 pL-t oltottunk ki SDA
taptalajra, majd 48 6ras 35°C-on torténd inkubalas utan a kindtt telepeket megszamoltuk (10.

kép). A kimutatés als6 hatara 50 sejt/szovet (g) [Foldi és mtsai. 2012/a].
1V.6.4. Statisztikai elemzés
A taptalajon kitenyészett gombdk szignifikancia vizsgalatdhoz Kruskal-Wallis tesztet

alkalmaztunk (GraphPad Prism 4.03, Windows). Szignifikansnak tekintettiik az eredményt ha
P<0,05 [Foldi és mtsai. 2012/a].
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4.7. Az in vitro és in vivo Kisérletek menete képekben

1. kép: Kiilonbozé CAS koncentraciokat 2. kép: Mintavétel

taltalmaz6 tapkozegek

5. kép: Gombatelepek
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6. kép: Intraperitonealis oltas

8. kép: Eltavolitott vesék 9. kép: Vesék homogenizalasa

10. kép: Higitasi sor készitése €s kioltas taptalajra
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V. Eredmények

V.1. A caspofungin iranti érzékenység meghatarozasa makrodilucios modszerrel

Normal RPMI-1640-ben az &sszes altalunk vizsgalt C. albicans és C. krusei teszttorzs ¢€s
klinikai izolatum érzékenynek bizonyult CAS ellen a 2011-ben mdédositott fajspecifikus CLSI
hatarértékeket figyelembe véve. A DPL20 és a DPL45-0s izolatum egyarant rezisztensnek
mindsiilt CAS irdnt (2. tdblazat) (Pfaller és mtsai. 2011). Bar elfogadott CBP jelenleg nincs C.
inconspicua esetén, a MIC értékek nem voltak magasabbak a C. albicans és a C. krusei esetén
hasznalt hatarértékeknél.

50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tesztkdzegben minden vizsgilt Candida
izolatum MIC értéke novekedett. C. albicans esetében 4-16x-os, C. krusei esetén 4-8x-os, mig

a C. inconspicua izolatumok vizsgélatakor 4x-es MIC érték novekedést tapasztaltunk.

MIC (mg/L) Id6-61és kisérletek eredménye
(mg/L)
Izolatum
—— RPMI-1640 + RPMI-1640 RPMI-1640 +
50% szérum 50% szérum
Candida albicans
ATCC 10231 0,03 0,5 >0,03 sztatikus >0,5 sztatikus
183 0,03 0,25 >0,03 sztatikus ~ >0,25 sztatikus
3666 0,03 0,125 >0,03 sztatikus ~ >0,25 sztatikus
10920 0,03 0,125 >0,03 sztatikus ~ >0,25 sztatikus
12132 0,015 0,25 >0,03 sztatikus ~ >0,25 sztatikus
DPL20* 4 >32 >16 sztatikus Nincs hatés
Candida krusei
ATCC 6258 0,25 2 >1 cid >8 cid
5029 0,25 2 >2 cid >8 cid
4363 0,25 2 >8 cid >8 cid
27393 0,25 2 >1 cid >16 cid
DPL45** 8 32 >8 sztatikus >32 sztatikus
Candida inconspicua
12060 0,125 0,5 >0,5 cid >1cid
22027 0,125 0,5 >0,5 cid >0,5 cid
20114 0,06 0,25 >0,5 cid >1 cid
* echinocandin rezisztens Candida albicans (FKS F645P) **echinocandin rezisztens Candida krusei (FKS F655F/C)

2. tablazat Az izolatumok caspofungin iranti MIC értékei, valamint az id6-61és kisérletek soran kapott eredmények normal RPMI-1640-ben

és 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben.
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V.2. Az ido6-0lés Kkisérletek és posztantifungalis hatas vizsgalatok eredményei

RPMI-1640-ben Candida albicans izolatumok ellen

1d6-06lés kisérleteink alapjan a CAS >1-2 x MIC (0,03 mg/L) koncentracidkon fungisztatikus
hatést fejtett ki a szérummentes RPMI-1640-ben a kiilonb6zd C. albicans klinikai izolatumok,
valamint az ATCC 10231-es referencia torzs ellen (2. tablazat) (6A és 6B abra). Ez a
kiindulasi csiraszammal 0sszehasonlitva <99,9%-o0s sejtszdmcsokkenést jelent. A rezisztens
izolatum esetében (DPL20) RPMI-1640-ben az elsé 4 ordban sikeriilt jelentdsebb
szaporodasgatlast elérni (8-32 mg/L), azonban szérum jelenlétében mar semmilyen hatést
nem tapasztaltunk (6C és 8C dbra).
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6. abra A caspofungin normal RPMI-1640-ben mutatott id6-61és gorbéi négy klinikai Candida albicans izolatum ellen (atlag+standard
deviacio) (A) az ATCC 10231-es referencia torzs (B), valamint a DPL20-as izolatum ellen (C).
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A PAFE vizsgalatok eredményei alapjan szérummentes RPMI-1640-ben a 4, 16 és 32 mg/L-
es CAS koncentraciok 4,89- >19,34; 13,84- >19,88 és 7,65- >19,88 o6rdig gatoltdk mind a
klinikai izolatumok, mind az ATCC 1023 1-es teszttorzs Gjrandvekedését (3. tablazat) (7A és
7B abra). A rezisztens C. albicans esetében nem tapasztaltunk PAFE-t (3. tablazat).
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7. 4bra A caspofungin altal kifejtett posztantifungalis hatas RPMI-1640-ben a Candida albicans 183-as (A) és 3666-o0s (B) klinikai

izolatuma ellen.

V.3. Az ido-0lés Kkisérletek és posztantifungalis hatas vizsgalatok eredményei

RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében Candida albicans izolatumok ellen

Altalanossagban elmondhaté, hogy a szérum jelentésen csokkentette a CAS in vitro
aktivitdsat mind az id6-61és, mind a PAFE kisérletekben a vizsgalt C. albicans izolatumok
ellen. A CAS >1-2 x MIC értékeken fungisztatikus hatést fejtett ki a klinikai izolatumok és az
ATCC teszttorzs ellen (2. tablazat) (8A és 8B ébra).

A DPL20-as izolatum esetében 50% human szérum jelenlétében az 1d6-61és gorbék a kontroll
értekekkel dsszevetve hasonld lefutast mutattak. A legmagasabb vizsgalt CAS koncentracion
(32 mg/L) 4 6ra utdn minimalis csiraszdmcsokkenést tapasztaltunk, de ezt kdvetden a 32

mg/L-es koncentraciohoz tartozé idd-6lés gorbe is a kontrollal megegyezd lefutast mutatott
(8C abra).
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8. abra A caspofungin RPMI-1640 + 50% human szérumban mutatott id6-61és gorbéi négy klinikai Candida albicans izolatum ellen
(atlagtstandard deviacio) (A) az ATCC 1023 1-es referencia torzs (B), valamint a DPL20-as izolatum ellen (C).

A PAFE iddtartama 50% szérum jelenlétében jelentdsen lecsokkent a vizsgalt 4, 16 és 32
mg/L CAS koncentracidkon. A legalacsonyabb vizsgalt CAS koncentracion (4 mg/L) a 3666-
os ¢és 10920-as izolatum esetében nem tapasztaltunk PAFE-t a szérumos tapkozegben (3.
tablazat) (9B é&bra). A PAFE kisérletek eredményei alapjan 50% szérummal kiegészitett
RPMI-1640-ben a 4, 16 és 32 mg/L-es CAS koncentraciok 0-2,27; 0,24-10,14 és 1,01—
>18,79 oraig gatoltdk mind a klinikai izolatumok, mind az ATCC 10231-es teszttorzs
ujrandvekedését. A szérummentes tapkozeghez hasonldéan a DPL20-as izoldtum esetében
ebben az esetben sem volt mérheté PAFE (3. tablazat).

A PAFE kisérletek eredményei alapjan a legtobb vizsgalt izolatum ndvekedést mutatott a
szérumos tapkdzegben. Négy ora elteltével csupan elvétve detektaltunk csekély mértéki

csiraszamcsokkenést. A 183-as izolatum 16 és 32 mg/L, valamint a 3666-0s szamu torzs 32
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mg/L-es CAS koncentraciok jelenlétében mutattak elhanyagolhatd sejtszamcsokkenést (4.

tablazat) (9A és 9B 4bra).
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9. abra A caspofungin altal kifejtett posztantifungalis hatds RPMI-1640 + 50% human szérumban a Candida albicans 183-as (A) és 3666-

os (B) klinikai izolatuma ellen.

Fontos kiemelni, hogy a gydgyszermentes tapkozegben 1évO sejtek egy nagysagrendnyi
novekedéséhez sziikséges 1d6 mindkét tapkdzegben hasonld volt (4,12-4,95 6ra RPMI-1640-
ben, valamint 4,69-5,17 o6ra 50 % humén szérum jelenlétében), azaz 50% szérum nem

csokkentette szignifikdnsan a kontroll gombasejtek novekedését.

. . A PAFE idotartama (h)
Izolatumok Médium A mgL | 16 mgL | 32 mg/L
183 RPMI-1640 >19,34 >19,34 14,81
50% szérum 2,27 10,14 >18,79
3666 RPMI-1640 7.40 >19,23 >19,23
50% szérum 0 0,79 1,01
10920 RPMI-1640 >19,05 >19,05 >19,05
50% szérum 0 0,24 0,24
12132 RPMI-1’64O 14,21 13,84 7,65
50% szérum 0,60 0,95 3,46
RPMI-1640 4,89 >19,88 >19,88
ATCC 10231 50% szérum 0,09 0,34 1,39
RPMI-1640 0 0 0
DPL20 50% szérum 0 0 0

3. tablazat A caspofungin altal kifejtett posztantifungalis hatas (PAFE) idétartama a vizsgalt Candida albicans izolatumok ellen RPMI-

1640-ben és 50% szérum jelenlétében.
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V.4. Az id6-0lés, valamint a posztantifungalis hatas vizsgalatokban bekovetkezo

sejtszamvaltozasok osszehasonlitasa a Candida albicans izolatumok esetében

A két kiilonbozd tesztkozeg (RPMI-1640, RPMI-1640 + 50% human szérum) ugyanazon
koncentracioit dsszehasonlitva, az id6-6lés kisérletekben 50% humén szérum jelenlétében az
izoldtumok tobbségénél nagyobb mértékii csiraszamcsdkkenés volt megfigyelhetd, kiilondsen
32 mg/L-es CAS koncentracion (4. tablazat). A 183, 10920, valamint az ATCC 10231-es
teszttorzs esetében 4 mg/LL CAS koncentracion RPMI-1640-ben tapasztaltunk nagyobb
mértékll olést (-1,1; -1,23; illetve -1,56 log CFU csokkenés). A 183-as klinikai izolatum
vizsgalata sordn 16 mg/L-es CAS gydgyszerkoncentracion az RPMI-1640-ben szintén
nagyobb mértékii az 6lés, a szérumos tapkozeggel dsszehasonlitva (1,18 log CFU csokkenés)
(4. tablazat).

Ezzel ellentétben a PAFE Kkisérletek soran az 0Olési aktivitds minden izolatumnadl joval
homogénebb volt a vizsgdlt médium szempontjabol. Az 6sszes CAS koncentracion a
sejtszamesokkenés szignifikansan magasabb volt normal RPMI-1640-ben (P<0,05-0,001) (4.
tablazat).

A Kkisérletek sordn ugyanazon koncentracidhoz tartozd sejtszamok vizsgalatakor hasonlo,
bizonyos esetekben pedig nagyobb mértékii csokkenést (a 10920-as és 3666-os izolatumok
esetében) tapasztaltunk a rovid CAS expoziciot modellezd PAFE vizsgélatokban, mint a 24
oras gyodgyszer expoziciot demonstrald id6-6lés kisérletekben. Fontos azonban kiemelni, hogy
az 50% szérum az Osszes izolatum esetében szignifikansan csokkentette a normal RPMI-

1640-ben tapasztalhato 6lést a PAFE kisérletek soran (P<0,01-0,001) (4. tablazat).
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Az id6-01és és posztantifungalis hatas vizsgalatokban tapasztalhat6
maximalis csiraszam csokkenés (log)
Izolatumok Médium
4 mg/L 16 mg/L 32 mg/LL
Idé-6lés PAFE Ido-olés PAFE Ido-olés PAFE
RPMI-1640 -1,1 -0,53 -1,18 -0,42 -0,75 -0,48
183
50% szérum -1,06 +0,37 -0,9 -0,08 -0,9 -0,04
RPMI-1640 -1,38 -0,66 -0,54 -1,6 -0,34 -2,08
3666

50% szérum -1,40 +0,13 -1,12 +0,12 -2,68 -0,12
RPMI-1640 -1,23 -1,23 -1,22 -1,48 -0,69 -1,48

10920
50% szérum -0,69 +0,49 -1,46 +0,38 -1,43 +0,64
RPMI-1640 -0,44 -0,30 -0,19 -0,27 -0,23 -0,62

12132
50% szérum -1,56 +0,67 -1,71 +0,66 -1,86 +0,27
ATCC RPMI-1640 -1,56 -1,48 -0,55 -2,08 -1,65 -1,78
10231 50% szérum -1,18 +0,26 -1,38 +0,09 -1,95 +0,08
RPMI-1640 -0,39 +0,61 -1,19 +0,78 -1,00 +0,37

DPL20
50% szérum +0,81 +0,84 +0,69 +0,57 -0,05 +0,71

4. tablazat Az id6-01és és posztantifungalis hatas vizsgalatokban tapasztalhaté maximalis csiraszam (CFU/mL) valtozas RPMI-1640-ben és

50% szérum jelenlétében.

V.5. A caspofungin altal Kkifejtett olési rata vizsgalata Candida albicans

izolatumok ellen

A CAS 1id6-0lés kisérletekben tapasztalt 6lési aktivitisa RPMI-1640-ben szignifikdnsan
gyengébb volt 16-32 mg/L. koncentracidkon, mint 0,25, 1, 4 vagy 8 mg/L-es értékeken
(P<0,05-0,001) (10A ¢és 10C ébra). Ez a jelenség a mini-paradox hatdssal magyarazhato
[Canton és mtsai. 2010; Walker és mtsai. 2013]. Otven szazalék humén szérum jelenlétében,
azonban a CAS 1-32 mg/L koncentraciokon tipikusan koncentraciéo fliggetlen modon
viselkedett az érzékeny izoldtumok ellen (10B és 10D abra). A DPL20-as torzs esetében a
vizsgalt médiumtol fiiggetleniil negativ k értékeket detektaltunk, ami a gombéak novekedésére
utalt (10E és 10F abra).

A PAFE soran vizsgalt 6lési rata a klinikai izolatumok és az ATCC 10231-es torzs ellen is
izolatum- és koncentracio fiiggd volt (k érték: -0,111— +1,019 1/h) (11A-E &bra). Szérumos
tapkozegben joval sziikebb intervallumban mozgott a CAS altal kifejtett 6lési rata (-0,017—
-0,185 1/h) (11A-E ébra).
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10. abra Az id6-61és kisérletekben a caspofungin altal kifejtett 6lési rata (k) Candida albicans klinikai izolatumok ellen RPMI-1640-ben (A)
és 50% szérum jelenlétében (B) (atlag+standard deviacio), ATCC 10231 ellen RPMI-1640-ben (C) és 50% szérum jelenlétében (D),
valamint a DPL20-as izolatum ellen RPMI-1640-ben (E) és 50% szérum jelenlétében (F). Az abrakon a pontozott vonal jeloli a regresszios

egyenest. A pozitiv k érték az él6 sejtek szamanak a csokkenését, a negativ k érték azok novekedését mutatja.
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esetében az y tengely beosztasat megtortiik a pontosabb abrazolas kedvéért.

46

11. abra A PAFE kisérletekben a caspofungin altal kifejtett 61ési rata (k) a Candida albicans 183-as (A), 3666-os (B), 10920-as (C), 12132-
es (D) klinikai izolatumok, valamint az ATCC 10231-es torzs (E) ellen RPMI-1640-ben és 50% szérum jelenlétében. Az abrakon pontozott

vonal jeloli a regresszids egyenest. A pozitiv k érték az él6 sejtek csokkenését, a negativ k érték azok ndvekedését mutatja. A B és E abra



V.6. A caspofungin in vitro hatékonysaganak meghatarozasa ido-olés
kisérletekkel RPMI-1640-ben Candida krusei és Candida inconspicua izolatumok

ellen

Szérummentes, RPMI-1640 tapkdzegben a CAS 24 6ra utan fungisztatikus aktivitast mutatott
>0,25 mg/L (1 x MIC) koncentracidkon a C. krusei klinikai izolatumok ellen, bar a 4363-as
torzs esetében ujrandvekedést figyeltiink meg 0,25-4 mg/L-es értékeken (1-16 x MIC) (12A
abra). A CAS mindharom C. krusei klinikai izolatum ellen fungicid hatdst mutatott
3,75 £ 0,71, valamint 4,64 + 0,33 o6ra utan 16 ¢és 32 mg/L-es (64-128 x MIC)
gyogyszerkoncentraciokon (12A abra, 5. tablazat). Az ATCC 6258-as teszttorzs esetén az 6lés
mar >1 mg/L-es (>4 x MIC) CAS koncentracidkon 12-24 h utan bekdvetkezett. A rezisztens
izolatum esetében (DPL45) az elsé 12 o6rdban >4 mg/L gyogyszerkoncentraciokon
fungisztatikus hatést tapasztaltunk, majd 24-48 o6ra elteltével Gjrandvekedést figyeltiink meg.
A 32 mg/L-es (4 x MIC) CAS koncentraci6 a DPL45-6s torzs ellen viszont fungicidnek
bizonyult.

C. inconspicua esetében a CAS mar 1 x MIC (0,06 mg/L) koncentraciokon is fungisztatikus
volt RPMI-1640-ben. Huszonnégy o6rara mindharom klinikai izolatumnal a CAS fungicidnek
bizonyult >0,5 mg/L (4-8 x MIC) koncentracidokon (12B 4bra).
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12. abra A caspofungin id6-61és gorbéi RPMI-1640-ben a harom C. krusei klinikai izolatum (A) és a harom klinikai C. inconspicua
izolatum ellen (B). Az egyes id6pontoknal lathato a harom izolatum sejtszamanak atlaga+standard deviacio. A szaggatott vonal a fungicid

hatart abrazolja.

V.7. A caspofungin in vitro hatékonysaganak meghatarozasa ido-olés
kisérletekkel RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében Candida krusei és

Candida inconspicua izolatumok ellen

Human szérum jelenlétében, bar az elsé 4 6raban a CAS 1 mg/L-es koncentracion (0,5 x
MIC) mindhdrom C. krusei klinikai izolatum novekedését gatolta, 12-24 ora elteltével az id6-
0lés gorbék a kontroll izoldtuméhoz hasonld lefutast mutattak (13A é4bra). A CAS
fungisztatikus hatdst mutatott 2-4 mg/L (1-2 x MIC) koncentracidkat vizsgalva a C. krusei
klinikai izolatumok ellen, 24 ora elteltével azonban Ujrandvekedést tapasztaltunk. A CAS 16
¢s 32 mg/L koncentraciokon 6,47+13,48, illetve 7,4245,91 o6ra alatt fungicid hatasu volt a C.
krusei klinikai izoldtumok ellen (13A ébra, 5. tablazat). Az ATCC 6258-as torzs ellen a
klinikai izoldtumokhoz képest hasonld 0Olési mintdzatot figyeltink meg. A DPL45-6s
rezisztens izolatum vizsgalata soran a maximalis csiraszamcsdkkenést csak a legnagyobb 16-

32 mg/L-es CAS koncentraciokon tapasztaltuk, azonban 24-48 ora elteltével ebben az esetben
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is a kontroll sejtszdmahoz kozelitd ujrandvekedés volt megfigyelhetd, ellentétben a
szérummentes RPMI-1640-ben tapasztaltaknal.

Az els6 24 oraban az Osszes altalunk vizsgalt C. inconspicua izolatum csiraszama a fungicid
hatarérték ala csokkent. Fontos kiemelni, hogy a C. inconspicua izolatumok esetében 50%
human szérum jelenlétében jelentdsen korabban sikeriilt elérni a fungicid hatdst 1-32 mg/L

CAS koncentraciokon, mint a szérummentes normal RPMI-1640 tapkdzegben (13B dbra).
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13. abra A caspofungin id6-61és gorbéi RPMI-1640 + 50% szérum jelenlétében a harom Candida krusei klinikai izolatum (A) és a harom
klinikai Candida inconspicua izolatum ellen (B). Az egyes idépontoknal lathatd a harom izolatum sejtszamanak atlagtstandard deviacio. A

szaggatott vonal a fungicid hatart abrazolja.

V.8. A caspofungin altal kifejtett olési rata vizsgalata Candida krusei és Candida

inconspicua izolatumok ellen

In vitro vizsgélataink alapjan az 6lési rata és a vizsgalt CAS koncentraciok kozotti kapcsolat
mindkét vizsgalt médiumban mindkét Candida faj esetében linearitast mutatott. Erdekes
moddon a C. krusei klinikai izoldtumok vizsgéalata sordn a legmagasabb 0lési ratat 4 mg/L
koncentracion tapasztaltuk normal RPMI-1640-ben. Ez szignifikansan magasabb volt, mint a
2 és 32 mg/L-es CAS koncentracidkon tapasztalt k értékek (P<0,05) (14A abra).

Szérum jelenlétében a hatékony CAS koncentracidkon (4-32 mg/L) az atlagos k értékek
(0,42—0,57 1/h) kozott nem volt szignifikans kiilonbség (P>0,05), tehat szérum jelenlétében az
0lés koncentracio fiiggetlen modon tortént az effektiv CAS koncentraciokon (14B dbra). Az
1, 2 és 4 mg/L CAS altal kifejtett 61¢si rata szignifikansan magasabb volt normal RPMI-1640-
ben Osszehasonlitva a szérumot tartalmazo tapkozeggel (P<0,01-0,005) (14A és 14B abra).
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14. abra A caspofungin 4ltal kifejtett 61ési rata a 3 vizsgalt Candida krusei klinikai izolatum (5029, 4363, 27393) esetén RPMI-1640-ben

(A), valamint 50% human szérum jelenlétében (B). A szaggatott vonal a regresszios egyenest szimbolizalja.

A C. krusei ATCC 6258 referencia izolatum esetében 2-32 mg/L CAS koncentracion a mért k

értékek 0,46—0,96 1/h kozott valtoztak RPMI-1640-ben (15A 4bra). Ezzel szemben az 6lési

rata 0,87-1,37 l/h-re valtozott 50% human szérum jelenlétében (15B 4abra). A teszttorzs

vizsgalata soran a 8 ¢és 16 mg/L-es CAS koncentracidkon mért 6lési rata szignifikdnsan

magasabb volt a szérumos tapkdzegben mint normal RPMI-1640-ben (P<0,01) (15B abra).
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15.abra A caspofungin altal kifejtett 6lési rata a Candida krusei ATCC 6258-as teszttdrzs esetén RPMI-1640-ben (A), valamint 50% human

szérum jelenlétében (B). A szaggatott vonal a regresszios egyenest szimbolizalja.
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A CAS rezisztens DPL45-0s izolatum esetében a 32 mg/L CAS koncentracion RPMI-1640-
ben mért 6léstdl (1,12 1/h) eltekintve sem RPMI-1640-ben sem az 50% human szérummal

kiegészitett tapkdzegben nem tapasztaltunk olést (16A és 16B abra).
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16. abra A caspofungin altal kifejtett 61ési rata a Candida krusei DPL45-6s rezisztens izolatum esetén RPMI-1640-ben (A), valamint 50%

human szérum jelenlétében (B). A szaggatott vonal a regresszios egyenest szimbolizalja.

A C. krusei klinikai izolatumokkal ellentétben, az 50% humdén szérum szignifikdnsan fokozta
a CAS o0lési aktivitasat az 6sszes tesztelt koncentracion (1-32 mg/L; 1,12—1,44 1/h) a vizsgalt
C. inconspicua izolatumok ellen (P<0,0003) (17A ¢és 17B ébra).

k (1/h)
k (1/h)

0.5 1

mg/L

17. abra A caspofungin altal kifejtett 61ési rata a 3 vizsgalt Candida inconspicua klinikai izolatum (12060, 22027, 20114) esetén RPMI-

1640-ben (A), valamint 50% human szérum jelenlétében (B). A szaggatott vonal a regresszios egyenest szimbolizalja.
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V.9. A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida krusei

izolatumok ellen

In vivo kisérleteinkben két C. krusei klinikai izoldtumot (5029, 27393), valamint egy
echinocandin rezisztens torzset vizsgaltunk (DPL45). Bar az éltalunk hasznélt CAS doézisok
mindegyike csokkentette a vesébdl kindtt csiraszdmot a kontroll csoporttal dsszehasonlitva,
szignifikdns gombasejtszam csokkenést csak a 3, 5 és 15 mg/kg napi CAS dozis
eredményezett (P<0,05-0,001). Az 1 és 2 mg/kg napi CAS dézis nem volt hatékony. Fontos
kiemelni, hogy a terapia szempontjabol hatékony doézisok kozott nem volt szignifikans
kiilonbség (P>0,05) (14A és 14B abra).

A rezisztens izolatum esetében a kontroll csoporttal dsszevetve csak a legnagyobb CAS dozis

(15 mg/kg/nap) csokkentette szignifikdnsan az él6 gombasejtek szamat (P<0,01) (14C ébra).
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14. abra A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida krusei 27393 (A), 5029 (B) és a DPL45(C) izolatummal fert6zott neutropénias
egérmodellben. A vesékbdl kitenyészett tulélé gombasejtszam logaritmusat a teszttelt dozisok fliggvényében abrazoltuk (atlag=SEM).

(*¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)

V.10. A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida inconspicua

izolatumok ellen

Az altalunk tesztelt két C. inconspicua izolatum esetében (20114, 22027) az 0&sszes
alkalmazott dozirozasi stratégia szignifikdnsan és legalabb két nagysagrenddel csokkentette a
vesékbdl kitenyészett €16 sejtek szamat a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva (P<0,05-0,001).

A 20114-es C. inconspicua torzs esetében a vesékbdl kitenyészett gombak szdma legalabb
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négy nagysagrendnyi csokkenést mutatott az 5 és 15 mg/kg napi CAS dozissal kezelt egerek
vizsgalata soran. A hatékony kezelések kozott statisztikailag szignifikdns kiilonbséget

ezekben az esetekben sem tapasztaltunk (P>0,05) (15A és 15B ébra).
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15. dbra A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida inconspicua 20114 (A) és a 22027 (B) izolatummal fert6zott neutropénias
egérmodellben. A vesékbdl kitenyészett tulélé gombasejtszam logaritmusat a teszttelt dozisok fliggvényében abrazoltuk (atlag=SEM).

(*¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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V.11. A kisérleti munkaban részt vevo tarsszerzok munkajanak ismertetése

Az értekezés alapjaul szolgald két kozlemény elkészitése soran a tarszerzOk az alabbi
fazisokban miikodtek kozre:

R Kovacs, R Gesztelyi, R Berényi, M Doman, G Kardos, B Juhasz, L. Majoros. Killing
rates exerted by caspofungin in 50% serum and its correlation with in vivo efficacy in a
neutropenic murine model against Candida krusei and Candida inconspicua. Journal of
Medical Microbiology. 2014, 63(2):186-194.

A klinikai mintdk beszerzése és azonositasa: Kovacs Rendtdo, Doman Marianna, Berényi
Réka.

Az izolatumok MIC értékének meghatarozasa: Kovacs Rendtd, Doman Marianna, Berényi
Réka.

ldo-olés kisérletek elvégzése RPMI-1640 és 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640
tapkozegben: Kovacs Renatd, Doméan Marianna, Berényi Réka.

In vivo kisérletek elvégzése: Kovacs Renatd, Doman Marianna, Berényi Réka, Dr. Juhasz Béla
Statisztikai analizis: Dr. Gesztelyi Rudolf

A kisérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése: Kovacs Renatd, Dr. Kardos Gabor,
Dr. Majoros Laszlo.

Kézirat revizio: dr. Majoros Laszlo

R Kovacs, R Gesztelyi, D Perlin, G Kardos, M. Doman, R. Berényi, L. Majoros. Killing
rates for caspofungin against Candida albicans after brief and continuous caspofungin
exposure in the presence and absence of serum. Elfogadva DOI: 10.1007/s11046-014-
9799-4 (Mycopathologia)

A klinikai mintdk beszerzése és azonositasa: Kovacs Renatd, Doméan Marianna, Berényi Réka
Az izolatumok MIC értékének meghatarozasa: Kovacs Rendtd, Doman Marianna, Berényi
Réka.

ldo-oleés kisérletek elvégzése RPMI-1640 és 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640
tapkozegben: Kovacs Renatd, Doméan Marianna, Berényi Réka.

A kisérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése: Kovacs Renaté, Doman Marianna,
Berényi Réka, Kardos Géabor, Gesztelyi Rudolf, David Perlin, Majoros Laszl6

Kézirat revizio: dr. Majoros Laszlo
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VI. Megbeszélés

Az elmult harom évtizedben, a kiilonb6zé gombak okozta fertézések jelentik talan az egyik
legnagyobb egészségiigyi kihivast az immunszuppresszalt betegek, valamint a sulyos
alapbetegséggel rendelkez6 hospitalizalt paciensek korében.

Az Osszes invaziv gombafertézés 70-90%-¢rt a kiilonb6z6 Candida fajok tehetdek feleldssé
[Delaloye ¢s mtsai. 2014]. Bar még mindig a C. albicans a leggyakrabban izoladlhaté human
patogén gomba, a FLU terdpids, illetve profilaktikus hasznélata kovetkeztében egyre inkabb
n6 a kockazata a genetikus, valamint a szerzett FLU rezisztenciaval rendelkezd Candida fajok
(C. glabrata, C. krusei, C. inconspicua) okozta fertdzéseknek [Lass-Florl 2009]. A Candida
speciesek altal kivaltott infekciok nemcsak egészségligyi, hanem jelentds gazdasagi
relevanciaval is rendelkeznek, mivel az invaziv fertézések kezelésének korhazi koltsége
betegenként akar 35000-40000 amerikai dollar is lehet [Fridkin és mtsai. 2005].

A szisztémas Candida fertézések kezelésére a 2000-es évek elején egy 0j antimikotikum
csoport keriilt bevezetésre a klinikumba, az echinocandinok csalddja. Az IDSA (Infectious
Diseases Society of America) 2009-es ajanlasa szerint az echinocandinok jelenleg az elséként
valasztando6 szerek a kritikus allapotban 1évd, klinikailag instabil, illetve FLU profilaxisban
részesiilt betegek korében, tovabba olyan Candida infekcidkban, ahol a koérokozo csokkent
FLU ¢érzékenységgel rendelkezik [Pappas ¢és mtsai. 2009]. Ennek kovetkeztében az
echinocandin felhasznalas az elmult években tobb korhazban is jelentdsen novekedett [Forrest
¢s mtsai. 2008].

A 2001-ben Dbevezetett CAS, hasonléan a t6bbi echinocandinhoz hasonldéan
koncentraciofiiggd farmakodindmias aktivitdst mutat az érzékeny gombakkal szemben [Andes
2006].

A CAS jelenleg érvényben 1év0 dozirozasi stratégiaja a naponta alkalmazott alacsony
dozisokon alapszik (70 mg telité dozis utdna 50 mg/nap fenntarté dozisok). A fentiekben leirt
farmakodindmias aktivitdis miatt a nagyobb dozisok egyszeri alkalmazasa, azonban
elméletileg fokozhatja a klinikai hatékonysagot. Ember esetében a maximalisan toleralhato
napi dozis MICA esetében 900 mg, mig a CAS vizsgalata soran 210 mg volt [Sirohi és mtsai.
2006, Cornely és mtsai. 2011]. A doziseszkalacid klinikai relevancidja azonban egyeldre
kérdéses. Pappas és munkatdrsai 100, illetve 150 mg napi MICA doézis klinikai hatékonysagat
hasonlitottak 0ssze. Kisérletiik eredményei alapjan, bar a 100 mg/nap és 150 mg/nap MICA
kezelési stratégia biztonsagos és hatékony alternativaja lehet a standard CAS terapidnak,

vizsgalataik soran nem taldltak semmilyen elényt, ami indokolnd a 150 mg napi MICA doézis

58



alkalmazasat a kisebb 100 mg/nap MICA terapiaval szemben [Pappas és mtsai. 2007]. Betts
¢s munkacsoportja 204 invaziv candidiasisban szenvedd beteg bevonasaval hasonlitotta 6ssze
a tradicionalis CAS terapiat (70 mg egyszeri, majd 50 mg-os napi fenntarté dézisok) napi 150
mg-os CAS kezelésekkel. Vizsgalataikban nem volt szignifikdns kiilonbség a hagyomanyos
CAS kezelés és az emelt dozist terapia kozott [Betts és mtsai. 2009].

Egy masik vizsgalatban 321 nyeldcsé candidiasisban szenvedd beteget vizsgaltak, amelyben
két MICA kezelési sémat hasonlitottak dssze. A betegek koziil 189-en napi 150 mg-os MICA
terapidban részesiilt, mig 132 paciens esetében kétnaponta adagolt 300 mg-os MICA kezelést
alkalmaztak. Vizsgalatukban a két dozirozasi protokollhoz tartozé6 AUC,.4s median értékei
kozott nem volt jelentds kiilonbség (150 mg/map: 304 mg*h/L; 300 mg/kétnaponta: 303
mg*h/L). A ritkdbban alkalmazott nagyobb do6zisok tehdt ebben az esetben sem
eredményeztek jobb terdpias kimenetelt [Andes és mtsai. 2013].

A dozis novelésébdl szarmazo klinikai hatékonysdgot az echinocandinok, koztik a CAS
nagyfoku fehérjekotédése (>96,6% ) jelentésen befolyasolja [Chen és mtsai. 2011; Mukherjee
¢s mtsai. 2011]. In vitro kisérleteinkben ezen hatas demonstralasara 50% human szérumot
alkalmaztunk. Sajnos a szérum hasznalaton alapuld érzékenységet meghatarozd6 modszerek
egyeldre nem standardizaltak, igy diagnosztikai alkalmazasuk jelenleg nem elfogadott [Nasar
¢s mtsai. 2013]. Fontos azonban kiemelni, hogy ezek a vizsgalatok jobban demonstralhatjak
az in vivo lezajlo folyamatokat. A rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan a CAS in vivo,
illetve klinikai hatékonysagat két f6 tényezének tulajdonitjak. Az egyik a norméal RPMI-1640-
ben mért relative hosszu PAFE, mig a masik tényezd a CAS szoveti perzisztencidja. A PAFE
fontossadgat tamasztotta ald Clancy ¢és munkatarsai altal 2006-ban publikalt in vitro
tanulmany. Eszerint a PAFE tehetd feleldss¢ az 6lés jelentds részéért, mivel mind a révid
CAS expozicid (PAFE kisérlet) mind pedig a tartés CAS expozicio (id6-6lés kisérlet) esetén
100%-ig hasonlod volt az 6lés mértéke RPMI-1640-ben, tovabba a vizsgalt C. albicans
izoldtumok wjrandvekedése legalabb 24 6raig gatolva volt [Clancy és mtsai. 2006].
Kisérleteink sordn megvizsgaltuk a rovid ideig tarto (1 6ra), illetve a folyamatosan jelenlévd
(24 ora) CAS altal kifejtett 6lési ratat a leggyakoribb Candida faj, a C. albicans ellen normal
RPMI-1640-ben illetve 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben. Ezt kdvetden pedig
két klinikailag relevansnak mondhato, primer FLU rezisztencidval bird Candida faj (C.
krusei, C. inconspicua) in vitro érzékenységét hasonlitottuk Gssze a mar fentebb emlitett
kétféle tesztmédiumban. Legvégiil, a CAS dézis eszkalacioé in vivo hatékonysagat viszgaltuk

C. krusei, illetve C. inconspicua izolatumokkal fert6zott neutropénids egérmodellben.
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Shields és munkatarsai 2011-es tanulmanyukban a rovid CAS expozicio PAFE-ra kifejtett
hatasat vizsgaltdk ot C. albicans izolatum ellen RPMI-1640-ben. Kisérleteikben 4 x MIC
érték, illetve 8 mg/L CAS koncentraciok kozotti értékeket vizsgaltak. Nyolc mg/L-es
koncentracioval szimulaltdk az 50 mg-os adagoldssal in  vivo elérhetd CAS
cstcskoncentraciot. PAFE vizsgalataikban 24 o6raig fennalld koncentraciofiiggd olést
figyeltek meg. Rdadasul a maximalis PAFE-t mar 5, illetve 15 perc CAS expozicidé utan
tapasztaltdk. Tovabbi érdekesség, hogy a rovid ideig fennalld CAS expozicid eliminalta az
1d6-0lés kisérletekben megfigyelt paradox novekedést [Shields és mtsai. 2011]. A PAFE
témakorben eddig elvégzett kisérletek nagy részében 1 Ords gyogyszer inkubécios iddt
alkalmaztak. Shields és munkatarsai azonban bebizonyitottak, hogy a nagyon révid CAS
expozicids idd (5-15 perc) is jelentds PAFE-t eredményez RPMI-1640-ben [Shields és mtsai.
2011].

Ezek az eredmények Osszhangban vannak egy korabban publikalt tanulmannyal. Ernst és
munkatarsai 2000-ben publikalt vizsgalataikban MIC fol6tti CAS koncentracidkat alkalmazva
15 és 30 perces gyogyszer expozicios idOket hasznalva >12 6ras PAFE-t detektaltak normal
RPMI-1640-ben.

C. albicans-szal végzett 1d6-0lés, illetve PAFE kisérleteinkben a gombasejtszam csokkenés
hasonld volt RPMI-1640-ben. Fontos azonban kiemelni, hogy a 16 ¢s 32 mg/L. CAS
koncentracion csokkent az 6lési rata mértéke normal RPMI-1640-ben, ami valdsziniisithetGen
a magas echinocandin koncentracion, izolatumfiiggé modon megfigyelheté kompenzatorikus
kitinszintézis eredménye (paradox ndvekedés) [Cantdon és mtsai. 2010; Walker és mtsai.
2013].

A PAFE kisérleteinkben mindhdrom vizsgalt CAS koncentracion (4, 16 és 32 mg/L)
szignifikdnsan csokkent az 6lési rata 50% szérum jelenlétében a normal RPMI-1640-ben
kapott értékekkel 0sszehasonlitva. Ezzel ellentétben, a folyamatos 24 6ras CAS expoziciot
jelentd 1d6-0lés kisérletekben >1 mg/L-es koncentraciokon nagy, koncentracid fiiggetlen
moddon fennalld 6lési ratat detektaltunk.

Eldkisérleteink alapjan 0,5-2 mg/L-es CAS koncentraciokat vizsgéalva az 1 6rds gyogyszer
expozicid 50% human szérum jelenlétében nem elég hosszi ahhoz, hogy akar kismértékii
novekedés gatlast eredményezzen, ellentétben az RPMI-1640-ben kapott eredményekkel.
Louie és munkatarsai 2005-ben publikalt eredményei alapjan a szovetek egyfajta gyogyszer
rezervoarként szolgéalnak, melyekbdl lassu, folyamatos CAS felszabadulas torténik a vérbe.
Ez magyardzza a majdnem haromszoros kiilonbséget a szérumban 1évé gyogyszer, valamint a

szovetekben ¢€s szérumban egyiittesen jelenlévd CAS termindlis féléletideje kozott.

60



Eredményeik azt jelzik, hogy a CAS kivalo in vivo aktivitasaért inkébb a ,,szoveti rezervoar”
jelenség a felelés, mint a PAFE [Louie és mtsai. 2005].

A Louie és munkatarsai altal kapott eredmények Osszhangban vannak a kisérleteinkben
tapasztaltakkal, ugyanis 50% human szérum jelenlétében az 1 6ras CAS expozicid minden
esetben negativ k értékeket eredményezett, ami a gombasejtek novekedését jelentette. In vitro
eredményeink alapjan 50% szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozegben a PAFE
megszlnik, annak ellenére, hogy kordbban a szérummentes tapkdzegben mar 5 perc CAS
expozicid is jelentds PAFE-t eredményezett [Shields és mtsai. 2011]. Az 50% szérum
jelenlétében megfigyelt elhanyagolhato PAFE azt jelenti, hogy az in vitro RPMI-1640-ben
tapasztalt relative hosszii PAFE kevésbé jatszik kulcsszerepet a klinikai kimenetel
szempontjabol, legaldbbis a C. albicans ellen.

A jovOben tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritése érdekében, hogy mas klinikailag
relevans Candida fajok esetében lehet-e barmilyen klinikai relevancidja az echinocandinok
altal kifejtett PAFE-nak.

Canton ¢és munkatarsai 2004-ben vizsgaltak a korabban ,,gold standard” AMB altal kivaltott
Olési ratat kiilonbozé Candida fajok, koztik a FLU rezisztens C. krusei ellen. Ebben a
kisérletben a maximalis 6lési ratat 2 mg/L-nél érték el, amely alig emelkedett magasabb AMB
koncentraciok esetében. A lassu 6lési aktivitassal magyarazhaté az AMB-vel kezelt C. krusei
okozta fert6zések soran tapasztalt csokkent klinikai hatékonysag [Canton és mtsai. 2004].
Canton €s munkatérsai 2009-es tanulmanyukban a harom echinocandin (CAS, MICA, ANI)
in vitro aktivitasat vizsgalta C. krusei klinikai izolatumok ellen norméal RPMI-1640-ben. Az
altaluk vizsgalt torzsek MIC értéke 0,5-2 mg/L kozott volt. Vizsgalataikban az els6 6 ora alatt
az egyes gyogyszerek 6lési aktivitasa izolatumfiiggd, de koncentracid fliggetlen volt, tehét az
koncentraciotol fiiggben o6lés vagy ujrandvekedés volt megfigyelhetd. Altalinossagban
elmondhat6, hogy az 6lési aktivitds az adott C. krusei torzs MIC értékénél kezdddott, és a
harom nagysagrendnyi csiraszdmecsokkenést a kiindulési sejtszamhoz képest (fungicid hatar)
>0,5 mg/L. koncentracion 19,1-20,7 ora alatt értek el ANI és 25,9-31,8 ora alatt MICA
esetében. A CAS vizsgalata soran 2 mg/L-es koncentracion 37,4 ora, 8 mg/L-nél 29,2 ora,
mig 32 mg/L CAS koncentracid jelenlétében 21,4 6ra alatt érték el a fungicid hatart normal
RPMI-1640-ben. Ezenkiviil fontos kiemelni, hogy kisérleteikben az ANI mutatta a
legnagyobb 6lési aktivitast a vizsgalt C. krusei izolatumok ellen. [Cantén és mtsai. 2009].
Kisérleteinkben a Cantén és munkatarsai altal kapott adatokhoz képest alacsonyabb értékeket

kaptunk RPMI-1640-ben. Nyolc mg/LL CAS koncentracion 4,2 o6ra, mig 32 mg/L-es
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gyogyszerkoncentracion 4,64 6ra alatt értiikk el a fungicid hatart, azonban a kisérleteinkben
hasznalt C. krusei klinikai izolatumok MIC értéke joval alacsonyabb volt (0,25 mg/L) a
Canton és munkatarsai altal hasznalt torzsekkel 6sszehasonlitva.

Szérum jelenlétében jelentds (4-8-szoros) MIC érték emelkedést tapasztaltunk a vizsgalt C.
krusei izoldtumok esetében. Az 0lési rata a hatékony CAS koncentraciokon (4-32 mg/L)
koncentracio fiiggetlen volt a C. krusei klinikai izolatumok vizsgéalata soran. Ez azt jelenti,
hogy miutan elérjiik a hatékony CAS koncentraciot, tovabbi koncentracié ndvelés mar csak
kismértékben, de nem szignifikdnsan befolydsolja az eredményt. Szérum jelenlétében az
RPMI-1640-ben tapasztalt fungicid hatashoz sziikséges id6 8 mg/L-nél 7,68 oOrdra, mig 32
mg/L-es CAS koncentracion 7,42 orara novekedett.

A Kklinikai izolatumokkal ecllentétben a C. krusei referencia torzs kissé kiillonbozott, ami
valosziniisithetden az eltéré eredetnek koszonhetd. Mig a vizsgélatainkban hasznalt
izoldtumok vérbdl szarmaztak addig az ATCC 6258-as teszttorzs kdpetbdl szarmazik.

In vitro eredményeinket sikeriilt neutropénids egérmodellben is megerdsiteni. Az in vivo
vizsgalatainkban alkalmazott 1 mg/kg/nap megfelel 35 mg-os human dézisnak, a 2 mg/kg/nap
50 mg-os naponta adagolt human doézissal ekvivalens. A 3 és 5 mg/kg-os egérdozisok az AUC
értekek alapjan megfelelnek az egyszeri 70 mg majd napi 50 mg-os, valamint a napi 70 mg-os
human doézisokkal elért emberben mért AUC értékeknek [Stone és mtsai. 2002; Barchiesi és
mtsai. 2006; Migoya és mtsai. 2011; Flattery és mtsai. 2011].

Mind az in vitro mind pedig az in vivo eredményeink azt mutatjdk, hogy a naponta
alkalmazott nagyobb dozisi CAS adagoladsa nem eredményez olyan mértékii terapias sikert,
ami indokolnd a nagyobb dézisok klinikai alkalmazasat. Az echinocandin rezisztenciaval
rendelkezd C. krusei torzsek ellen viszont hatékony lehet. Kisérleteinkben a DPL45-6s
heterozigdta mutdns torzs ellen in vivo a legnagyobb vizsgélt dozis (15 mg/kg/nap)
szignifikdnsan csokkentette a vesékbdl kitenyészett gombdk szdmat a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Ez az AUC értékek alapjan megfelel 150 mg-os humén napi dézisnak
[Wiirthwein €s mtsai. 2013].

Hasonl6 eredményt kaptak Wiederhold és munkatarsai 2011-ben publikalt munkajuk alapjan.
Kisérleteikben két rezisztens C. albicans torzs vizsgalata sordn az 53264-es izolatum
esetében (Fkslp S645P) a >21 napos tulélés 80% volt a 10 mg/kg napi CAS dozis esetében,
ami szignifikdnsan magasabb, mint a kezeletlen kontroll egerek tulélési ardnya (P<0,01)
[Wiederhold és mtsai. 2011].

Egy korabbi tanulmanyban az emelkedett CAS MIC értékkel rendelkezd C. glabrata izoldtum
ellen is hatékonynak mutatkozott a magasabb CAS, illetve ANI doézis (5-10 mg/kg/nap)
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[Wiederhold és mtsai. 2007]. A rendelkezésre all6 adatok alapjan az emelt doézisu terdpia
1étjogosultsdga rezisztens izoldtumok esetén egyeldre kétséges.

Erdekes modon a C. inconspicua a C. krusei-t6] eltéréen viselkedett. Habar 50% szérum
jelenlétében a CAS iranti MIC értékek négyszeres ndvekedést mutattak, a szérum jelenléte 1-
32 mg/L-es CAS koncentraciokon fokozta az 6lési ratat. Ez a jelenség nem egyediili eset az
irodalomban. Chiller és munkatarsai hasonlo eredményekrél szdmoltak be 2000-ben publikalt
tanulmanyukban. Kisérletikben A. fumigatus esetében vizsgaltdk a CAS in vitro
hatékonysagat normal RPMI-1640-ben, illetve 0,05-5% szérum jelenlétében. A human
szérum 0,1 és 0,05 mg/L. CAS koncentracidkon fokozta a CAS in vitro aktivitasat. E16bbi
esetben 78,6%-0s, mig utobbindl 58,3%-os gatlast tapasztaltak [Chiller és mtsai. 2000].
Wiederhold és munkatarsai altal elvégzett kisérletben 5% ¢€s 50% human szérum hasznalata
kis mértékben szintén fokozta a CAS in vitro aktivitasat C. glabrata izoldtumok ellen.
[Wiederhold és mtsai. 2007].

Kisérleteinkben a C. inconspicua-nal tapasztalt 6lési aktivitds a C. krusei-hez hasonloan
koncentraci6 fliggetlen volt, azonban 50% szérum jelenlétében mér 1 mg/L koncentracion is
pozitiv k értéket kaptunk, ami a sejtek Olését jelentette. A C. krusei klinikai izolatumok
esetében csak 4 mg/L. CAS koncentraciotdl tapasztaltunk 6lést. Tovabbi kiilonbség, hogy a C.
inconspicua klinikai izolatumok esetében az egyes koncentraciokon a >99,9%-os sejtszam
csOkkenéshez sziikséges 1d6 is révidebb volt 1-32 mg/L CAS koncentraciok kozott (2,09-2,67
ora), osszehasonlitva a C. krusei klinikai torzseknél kapott értékekkel.

Neutropénias egérmodellben a vizsgalt C. krusei klinikai torzsektdl eltérfen az Osszes
altalunk hasznalt dozirozasi stratégia (1-15 mg/kg/nap) szignifikansan csokkentették a
ves¢kbdl kindtt ¢l6 gombasejtek szamat a kontroll csoporttal dsszehasonlitva a vizsgélt C.
inconspicua torzsek ellen.

Eredményeink alapjan a CAS, akér kis dézisban adagolva is hatékony lehet ezen ritkdbban
izolalhaté FLU rezisztens opportunista gomba ellen.

Kisérleteinkben elsdként hasonlitottuk 6ssze a CAS altal kifejtett 6lési ratat normal RPMI-
1640-ben, illetve 50% humén szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben harom klinikailag
relevans Candida faj esetén. Szérumos tdpkozegben a folyamatos, 24 ordig fennall6 CAS
expozicid magas 0lési ratat eredményezett a vizsgalt C. albicans izolatumokkal szemben.
Ezzel ellentétben, az 1 6ras CAS expozicid nem eredményezett 5lést a szérummal kiegészitett
tapkozegben. Ezek alapjan, az eddig leginkabb elfogadott elméletekkel ellentétben, a CAS
altal (és valdszintileg a tobbi echinocandin altal is) kifejtett PAFE-nak csak minimalis szerepe

lehet az echinocandinok kitlin6 klinikai hatékonysagéaban.
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Kisérleteink mésodik szakaszaban a vizsgalt C. krusei és C. inconspicua izolatumok CAS
iranti MIC értéke jelentésen megnovekedett 50% szérum jelenlétében. Szérumos tapkdzegben
az Olési rata, a hatékony CAS koncentraciokon koncentracio fiiggetlen volt a C. krusei
klinikai izolatumok vizsgéalata sordn. A CAS 06lési aktivitdsa szérummal kiegészitett
tapkozegben koncentracid fiiggetlen és szignifikdnsan magasabb volt a C. inconspicua
izolatumok ellen, az RPMI-1640-ben mért értékekkel dsszehasonlitva.

In vitro és in vivo eredményeink alapjan a d6zis ndvelés nem biztos, hogy jobb terdpids hatast
eredményez a jelenleg elfogadott dozirozasi ajanlassal Osszehasonlitva, rdadasul felesleges
koltségnovekedést is eredményezhet a két FLU rezisztens Candida faj ellen.

Az 1j évezred elején bevezetett antifungalis szerek alkalmazésa ellenére a Candida fajok altal
okozott mortalitds még napjainkban is fajtol fliggden 30-60% [Lass-F16rl 2009]. A szérummal
kiegészitett in vitro, illetve az in vivo farmakodindmids vizsgalatok segithetnek, hogy egy
hatékonyabb echinocandin alapt terapiat lehessen alkalmazni a jovében a kiillonb6z6 Candida
fajok ellen, ezzel is csokkentve a modern kor egyik legveszélyesebb népegészségiigyi

problémajat.

A Kkisérletek soran kapott uj eredmények:

Nem tapasztaltunk 6lési aktivitast az 1 6ras CAS expoziciot modellezd PAFE kisérletek

folyaman 50% human szérum jelenlétében.

A hatékony koncentraciokon a CAS koncentracio-fiiggetlen aktivitast mutatott 50% human

szérum jelenlétében a C. krusei klinikai izolatumok ellen.

A CAS 0lési aktivitasa szérumos tapkozegben szignifikdnsan magasabb volt a C. inconspicua

1zolatumok ellen

In vivo eredményeink alapjdn a doziseszkalacio klinikai jelentésége megkérddjelezhetd C.

krusei és a C. inconspicua esetében.

64



VII. Osszefoglalas

A szisztémas Candida és Aspergillus fajok okozta infekcidk incidencidja, a prediszponald
tényezOk nagy szama miatt az 1980-as évektdl folyamatosan ndvekszik. A fluconazol
hasznélat eredményeképpen a C. albicans mellett egyre gyakrabban izolaljak a primer
fluconazol rezisztenciaval rendelkez6 C. krusei, illetve C. inconspicua fajokat.

A 2000-es évek elején bevezetett caspofungin kedvezd farmakokinetikai és farmakodindmiai
tulajdonsagai miatt sikeresen alkalmazhaté mind a Candida, mind az Aspergillus fajok okozta
szisztémas infekciokban.

Munkank soran vizsgaltuk a caspofungin altal kifejtett 61ési ratat, valamint a posztantifungalis
hatas idOtartamat normal RPMI-1640-ben és 50% human szérummal kiegészitett tdpkozegen
C. albicans izolatumok ellen. Ugyancsak meghataroztuk a caspofungin altal kifejtett 6lési
ratat a fentebb emlitett kétféle tapkozegben C. krusei és C. inconspicua izolatumok ellen.
Végiil kiilonboz6 dozisokat (1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap) alkalmazva vizsgaltuk a caspofungin in
vivo hatékonysagat a C. krusei és C. inconspicua izolatumok esetében neutropénids
egérmodellben.

A caspofungin nagyfoku fehérjekotddése miatt (96,5%) csokkent aktivitassal bir a szérummal
kiegészitett tapkdzegben. Tesztmédiumtol fliggetleniil mindkét kdzegben fungisztatikus hatést
tapasztaltunk a C. albicans klinikai izolatumok és a referencia torzs esetében (>0,03 mg/L
RPMI-1640-ben, >0,25-0,5 mg/L 50% szérum jelenlétében). Ezzel szemben a C. krusei és C.
inconspicua klinikai torzsek vizsgéalatakor fungicid hatast detektaltunk (=0,5-8 RPMI-1640-
ben, >0,5-16 mg/L 50% szérum jelenlétében). A C. albicans vizsgalata soran szérum
jelenlétében az 1 6ras caspofungin expozicié nem okozott 6lést. Az 6lési rata vizsgalatakor,
C. albicans esetén csak a folyamatos caspofungin expozicié eredményezett mérhetd 6lési ratat
50% szérumban, ezért valoszintsithetd, hogy a posztantifungalis hatasnak minimalis szerepe
van a klinikai hatékonysag szempontjabol. A C. krusei klinikai izoldtumok esetében 50%
szérumban koncentraci6 fiiggetlen 6lést tapasztaltunk (4-32 mg/L). Szérumos tapkozegben 1-
32 mg/L tartomanyban koncentracio fliggetlen és szignifikdnsan nagyobb o6lést figyeltiink
meg a vizsgalt C. inconspicua torzseknél az RPMI-1640-ben tapasztalt értékekkel
Osszehasonlitva. In vitro és in vivo eredményeink alapjan a doziseszkalacido klinikai

relevancidja megkérddjelezhetd a C. krusei és C. inconspicua klinikai izolatumok ellen.
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VIII. Summary

The incidence of systemic fungal infections caused by Candida and Aspergillus species has
been steadily increasing since 1980s due to large number of predisposing factors. Intrinsic
fluconazole resistant species such as C. krusei and C. inconspicua are identified more
frequently as a result of fluconazol consumption.

Owing to favorable pharmacokinetics and pharmacodynamics properties caspofungin
introduced in the early 2000s demonstrates excellent activity both caused by Candida and
Aspergillus systemic infections.

During our investigations killing rate exerted by caspofungin was determined as well as the
extent of postantifungal effect in RPMI-1640 with and without 50% human serum against C.
albicans isolates. Thereafter killing rate exerted by caspofungin was determined mentioned
above two type of medium against C. krusei and C. inconspicua isolates. Finally, in vivo
efficacy of caspofungin was investigated using different doses (1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/day)
against C. krusei and C. inconspicua strains in neutropenic mouse model.

Caspofungin possess with reduced activity in medium supplemented with serum due to the
high degree of protein binding (96,5%). However, fungistatic activity was observed in both
media in case of C. albicans clinical isolates and the reference strain (=0,03 mg/L in RPMI-
1640, >0,25-0,5 mg/L in presence of 50% serum). In contrast, fungicid activity was detected
during the examination of C. krusei and C. inconspicua (>0,5-8 in RPMI-1640, >0,5-16 mg/L
in presence of 50% serum). One-hour caspofungin exposure did not cause killing in the
presence of serum against C. albicans isolates. During the investigation of killing rate,
continuous but not brief caspofungin exposure produced measurable killing rates against C.
albicans clinical isolates in killing studies in the presence of 50% serum, consequently
postantifungal effect may play a limited role in the excellent clinical efficacy of caspofungin.
The killing rate at effective caspofungin concentrations (4-32 mg/L) was concentration
independent in serum against C. krusei clinical isolates.

Significantly higher and concentration independent killing was observed at 1-32 mg/L
concentrations in the presence of 50% human serum against C. inconspicua strains in
comparison with values in RPMI-1640. On the basis of our in vitro and in vivo findings the
clinical relevance of caspofungin dose escalation against C. krusei and C. inconspicua is

questionable.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni témavezetOmnek, Dr. Majoros Laszlonak,
aki felkeltette érdeklédésemet az orvosi mikrobiologia ezen agazata irant. Hasznos
tanacsaival, Utmutatdsaval segitségemre volt és munkdmat mindig, minden koriilmények
kozott segitette és tdmogatta. Tovabba szeretném megkdszonni Neki a rendszeres csiitortoki
értekezleteket, amelyek nagyban eldsegitették a kisérletek gordiilékeny elvégzését.

Ko6szondm Dr. Konya Jozsefnek, hogy az Orvosi Mikrobiologiai Intézetben lehetvé tette
szamomra a Ph.D. elvégzését , valamint a kisérletes munkat.

Kiilon koszonetemet szeretném kinyilvanitani Dr. Foldi Richard, Dr. Szildgyi Judit, Doman
Marianna és Berényi Réka korabbi, illetve jelenlegi Ph.D. hallgatoknak nélkiilozhetetlen
munkdjukért és segitségiikért.

Koszonet illeti Dr. David S. Perlin-t a Public Health Research Institute, New Jersey Medical
School-Ruthgers professzorat, aki rendelkezésiinkre bocsajtotta a kisérleteinkben felhasznalt
echinocandin rezisztens izolatumokat.

Ko6szondm Orosz-Toth Katalin  4ldozatos munkajat, aki az egerek oltasdban nagy
segitségiinkre volt.

Koszonet illeti az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet minden munkatarsat, hogy segitd
munkajukkal lehetévé tették kutatdsaimat és Ph.D. értekezésem megirasat.

Végiil, de nem utols6 sorban hdlaval tartozom csalddomnak és Menyasszonyomnak, akik
lehetové tették egyetemi tanulmanyaimat és 0Osztonzé magatartdsukkal, tdmogatasukkal
mindvégig stabil hatteret nyujtottak nekem, és persze kiilon koszonet barataimnak

tamogatasukért, hasznos tanacsaikért, valamint a j6 hangulati kavézasokért.
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