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Fontosabb roviditések

AMB: amphotericin B

ANI: anidulafungin

CAS: caspofungin

CFU: Colony Forming Unit

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
FLU: flukonazol

ITRA: itrakonazol

MIC: minimélis gatlési koncentrécid
MICA: micafungin

NIK: nikkomycin Z

PG: paradox novekedés

PKC: protein kinaz C

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
VOR: vorikonazol



1. Bevezetés

A sulyos gombafert6zések kozel 90%-aért a kiillonbozé Candida fajok tehetdk felelGssé
(Kontoyiannis és munkatarsai 2003). Mint a normal flora tagjai, megtalalhatéak az
egészséges szervezetben, de az opportunista fert6zések, illetve az orvosi beavatkozasok
kovetkeztében szdmuk jelentésen megnovekedhet (Ludwig és mtsai. 2009). A Candida
fajokat a negyedik (8-10%) leggyakoribb nozokomialis szepszist el6idézé patogenkeént
tartjadk szamon vilagszerte (Wisplinghoff és mtsai. 2004). A leggyakrabban izolalt
korokozd, melyet egyben a legvirulensebb is, a Candida albicans, azonban az 1990-es
évektél a nem-albicans Candida fajok A&ltal okozott megbetegedések szama is
megndvekedett. Bar ezeknek a specieseknek kisebb a virulencigja, az altaluk okozott
mortalitas a leggyakoribb az opportunista mikozist okoz6 gombak kozott, fajtol fiiggden a
40-80%-ot is elérheti (Pfaller és mtsai. 2004a). A sorban 6ket kdvetik a Zygomycetes-ek
30%-kal és az Aspergillus-ok 23%-kal (Rees és mtsai. 1998). Az antifungélis szerek
Iényeges fejlodése ellenére a candidémia mortalitisa magas maradt (Pfaller és mtsai.
2004a).

Szamos prediszponald tényezd hozzajarul a megndvekedett szdmu gombas fertdzésekhez.
A legfontosabbak ko6zé tartozik a nyalkahartydnak és a bdrnek, mint barriernek a
karosodasa, a neutrofil sejtek nem megfelelé6 miikkodése, anyagcesere rendellenességek, a
sejtek altal medialt immunitas elégtelensége és a tul alacsony vagy magas életkor (<1 és
>70 év) (Segal és mtsai. 2006). Emellett a széles spektrumu antibiotikumok hasznalata, a
citotoxikus kemoteréapiak és a szerv transzplantaciok tovabb novelik a gombas fert6zések

kialakulasanak lehet6ségét (Pfaller és mtsai. 2007).

A Kklinikumban el6forduld Candida speciesek koziil szinte mindegyik képes kiilonb6z6
feliileteken biofilmet képezni. A képzddott biofilm egyrészt fertézési gocként szerepelhet,
masrészt nehezen atjarhato barrier az antifungélis szerek szamara (Hazen és mtsai. 2001).
Ha a beteg katéterezésen esett at, akkor a Kklinikai vizsgalatok els6dlegesen az
echinocandinokat ajanljak a katéterhez tarsuld, Candida fajok okozta biofilm képzés
kezelésére (Glockner és mtsai. 2008), de minden més esetben a terapia megkezdése el6tt a
katéter eltvolitasa ajanlott (Shin és mtsai. 2002).



Az in vitro antifungélis érzékenysegi vizsgalatok fontos szerepet toltenek be a megfelel6
terapiahoz sziikséges gyogyszer kivalasztasaban, a gyogyszerfejlesztési kisérletekben és az
antifungalis rezisztencia fejlodésének nyomon kovetésében (Pfaller 2005a, Rex és mtsai.
2002).

Vizsgalatainkban a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) altal létrehozott
antifungalis érzékenységi vizsgalati eljarasokat alkalmaztuk. Ezt a dokumentumot elészor
1992-ben adtak ki, majd az évek soran tobb mddositdson ment keresztil, mig mostani
forméajat az M27-A3 véltozatban nyerte el (CLSI 2008a).

A Kkisérleteinkben is hasznalt id6-6lés mddszer elengedhetetlen kellék az antimikrobialis
szerek aktivitasdnak megismerésében. Megfeleld informacidét nyljt a szer hatdsanak
mértékérdl, a farmakodinamids tulajdonsagairdl (pl. a koncentracid, gyogyszer altal
kifejtett hatas és a posztantibiotikus effektus kapcsolata) és tobb gydgyszer egylttes
alkalmazasa esetén megvizsgalhaté az esetleges antagonista, vagy szinergista hatés
(Klepser és mtsai. 1998).

A szisztémas antifungalis kemoterapia korszaka a Squibb laboratérium altal kifejlesztett
amphotericin-B (AMB) dezoxikolat bevezetésevel kezdédott 1958-ban (Dutcher 1968).
Habar ez a szer a sulyos gombas fertézések kezelésében ,,gold-standard” lett tobb mint 40
évig, megis az infuzid soran tapasztalt mellékhatasok és a dozisfiiggd vesekarosodas arra
sarkallta a kutatokat, hogy kevésbé toxikus gydgyszereket fejlesszenek ki, amelyek
ordlisan adva jobban szivodnak fel, illetve intravénasan is adhatéak. Ezeknek a
feltételeknek az 1990-ben bevezetett flukonazol (FLU) tett eleget (Lewis 2011).

A korai imidazolok (mikonazol, ketokonazol) és a FLU oralisan jol alkalmazhatoak és jol
meghatarozhaté farmakokinetikat mutatnak a kiilonbozé szervekben, beleértve a
cerebrospinalis folyadékot és az livegtestet is. Emellett kisebb mértékii a gydgyszerek kozti
kolcsOnhatas és a toxicitasuk is alacsony (Rex és mtsai. 1994). Ezért a FLU hamar széles
korben hasznalt antifungalis szerré valt a nyalkahartyat, illetve a szisztémas fertdzést
okozd gombafertézések kezelésében, de egyes Candida fajokkal szemben hatéstalan lehet
(C. glabrata, C. krusei) (Lewis 2011).

Az eddigi kutatdsok egy Ujabb mérfoldkéve a gombak sejtfalszintézisét gatlo

echinocandinok bevezetése volt, melyek invaziv candidiazis es aspergillozis esetében



biztonsaggal és jo hatasfokkal haszalhatéak, emellett kedvezé farmakokinetikai és
farmakodinamiai tulajdonsagokkal rendelkeznek (Maertens és mtsai. 2004, Pappas és
mtsai. 2007, Reboli és mtsai. 2007).

Ezek a gyogyszerek amellett, hogy kevésbé toxikusak, Betts és munkatarsainak (2009)
vizsgalata alapjan a normal dézis haromszorosa is jol alkalmazhat6 terapia soran. In vitro
azonban bizonyos Candida fajok MIC feletti gydgyszerkoncentracion paradox névekedést
(PG) mutatnak, aminek a Klinikai fontossdga a candidiazisban szenvedd betegek
kezelésében egyelére nem bizonyitott. Mindenesetre figyelemremélto tény, hogy in vitro a
PG olyan gyogyszerkoncentracion is megjelenik, ami a human szérumban is elérheto a

hagyomanyos dozirozasi stratégia mellett (Shields és mtsai. 2011b).

A gy6gyszerek kombinacioban valé alkalmazasaval szamos eldnyre tehetiink szert. igy
példaul a fokozott hatékonysag, az alacsonyabb dozisoknak kdszonhetd csokkent toxicitas
és mellékhatasok, a ritkabban el6forduld gyogyszer-rezisztens variansok, €s a szélesebb
hatasspektrum mind-mind arra mutat, hogy egyes gyogyszerkombinaciokkal nagyobb
terapias siker érheté el (Ganesan és mtsai. 2004). Ezért kisérleteinkben a caspofungint
(CAS) nemcsak magaban, hanem egy masik sejtfalkomponenst gatlo szerrel, a nikkomycin
Z-vel (NIK) is vizsgaltuk.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Gombék altalanos jellemzeése

A gombak az eukariotak orszagaba tartozd, 2-3 x 4-6 pm nagysagu, Gram-pozitivan
festddé mikroorganizmusok (Gergely 2003). Heterotrof €l6lények, aerob vagy anaerob
életmodot folytatnak. Egyes Candida fajok (C. albicans és C. dubliniensis) csiratomlét és
chlamydospdrakat is képeznek (Sanglard és mtsai. 2002). A chlamydospora egy vastag
fald sejt, ami a hifa végén leginkabb tapanyagban szegény kornyezetben jon létre (Staib és
mtsai. 2007).

Bizonyos Candida fajok hifa illetve pszeudohifa képzésére is képesek. Hifat csupéan a C.
albicans, a C. tropicalis és a C. dubliniensis hozhat létre, mig pszeudohifat az el6bb
felsorolt fajok mellett a C. parapsilosis, a C. guilliermondii, a C. glabrata és a C.
lusitaniae fajok is fejleszthetnek (Delma és mtsai. 2011). A hifa sejtfala egymassal
parhuzamos lefutasu, szélessége megegyezik a sejt minden pontjan és a sejt végén valddi
szeptummal kapcsolodik a kovetkezd sejhez. Ezzel szemben a pszeudohifa sejtjei ellipszis
alakuak, nincsenek valodi szeptumaik. Fontos kilénbség, hogy csak a hifa rendelkezik
Spitzenkorperrel, ami a hifacsucs novekedését eldsegité specialis organellum. Attdl
fuggetlendl, hogy a pszeudohifa fizikalisan a hifdhoz hasonlit, mégis sokkal tobb

tulajdonsagban egyezik meg a gombasejttel (Delma és mtsai. 2011).

Kivétel nélkiil jellemz6 a gombakra, hogy valddi sejtfaluk van, melynek 6 vazat a 3-1-3-
glukan, a kitin és poliszacharidok alkotjak, melyek a sejtfal strukturalis integritasat és
alakjat tartjak fenn (1. &bra). Emellett megtaldlhatd még R-1-4-glikan, R-1-6-glukan,
mannan vagy galaktomanndn, valamint kiilonb6z6 glikoproteinek, melyek a sejt egyedi
tulajdonsagaiért feleldsek (Gergely 2003). Nem eclhanyagolhato, hogy a sejtfal meg tudja

.....

morfoldgiai valtozadson megy keresztil a sejt (Sundstrom 2002).

A sejtfal kitlind tamadaspontja az antifungédlis szereknek, igy példaul az
echinocandinoknak, illetve a NIK-nek. Az elébbi a B-1-3-gliikan-szintaz, az utdbbi pedig, a
kitin szintaz gatlasaért felelés. A sejtmembranban talalhaté ergoszterol szintén fontos

targetje egyes gyogyszereknek (azolok, AMB) (Denning 2003, Hector 1993).



Extracellular medium

1. &bra. A gombak sejtfalszerkezete (Bennett 2006)

2.2. A Candida fajok patogenezise, virulencia faktoraik

A patogén mikroorganizmusok altal termelt virulencia faktorok elengedhetetlenek a
fert6zés kialakitasaban. Természetesen szamos virulencia faktor létezik és ezek koziil is
tobb alapvet6 fontossagu. Ilyen példaul a 37°C-on és a fizioldgiai pH-n valo novekedési

képesseg (Gauwerky és mtsai. 2009).

Az (jabb antimikrobialis szerek kifejlesztésénél - a mai, egyre gyakrabban felbukkano
multi-rezisztens organizmusok korszakaban - mar nem elegend6 csak a patogén alapvetd
folyamatainak a gatlasat alapul venni, hanem a virulenciaért felelds faktorokra is nagyobb

figyelmet kell forditani. (Gauwerky és mtsai. 2009).
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2. abra. Morfoldgia és virulencia valtozasa Candida fajokban (Delma és mtsai. 2011)

Szamos emberre patogen gombafaj képes morfoldgiai valtozasokon atmenni, ami bizonyos
esetben a virulencigjukat is befolyasolja (Delma és mtsai. 2011). Ilyen tényezd egyes
patogén gombak hifa képzése (pl. C. albicans) (2. abra). Ezzel képes behatolni az
epitelidlis sejtrétegbe, sejtekbe, karosithatja az endotél sejteket, tovabba a makrofagok,
illetve neutrofil granulocitdk lizisét is okozhatja. llyen hifa specifikus gén a HYR1
(Hyphally Regulated Gene 1), ami a neutrofilek 6lésében jatszik fontos szerepet (Luo és
mtsai. 2010). Csak a hifara jellemz6 a tigmotropizmus (érintésre, mechanikai hatasra
bekovetkez6 mozgas), amivel a szdvetek kozotti hézagokba képes behatolni (Gow és

mtsai. 1994, Gow és mtsai. 2002, Kumamoto és mtsai. 2005).

Az immunrendszer hatasosabban védekezik a hifat nem képez6 Candida fajok ellen, az
ezek altal okozott letalitds in vivo &llatmodellben szignifikdnsan kisebbnek bizonyult
(Romani és mtsai. 2003). A hifat képz6 fajok virulensebbek, melynek az az egyik
magyarazata, hogy a hifak Olése sokkal lassabban kovetkezik be (Spellberg és mtsai.
2003).

A fenotipusvaltasnak fontos szerepe van a gazdaszervezethez valé adaptacidéban, mely
soran a fehérb6l opélos teleptipus atalakulds kovetkezik be. Felmerilt az a feltételezés,
hogy ez a jelenség is befolyasolhatja a patogenezis folyamatat (Kim és mtsai. 2011,

Romani és mtsai. 2003).

A Candida-k patogenezisében fontos szerepet tolt be a biofilmkepzés altal kivaltott

antifungalis rezisztencia, ami a katéterhez tarsult véraram fertézéseknél és egyéb orvosi
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eszk6zokhoz tarsultan (pl. miibillentyti) jelenhet meg. Leggyakoribb biofilmképzé gombak
kozé tartoznak a C. tropicalis, a C. parapsilosis, a C. glabrata és a C. albicans (Shin és
mtsai. 2002).

Choi és munkatarsai (2007) ezen négy faj altal képzett biofilm esetén vizsgaltdk a
kiilonb6z6é antifungalis szereket. A letapado, biofilmképz6 sejtek MICsy és MICg, érteke
(az a gyogyszerkoncentracid, ahol az izolatumok 50, illetve 80 szazalékanak a ndvekedése
gatolt volt) FLU-ra minden esetben >1024 mg/l volt, tehat a gydgyszer hatastalannak
bizonyult. Az AMB mérsekelt aktivitast mutatott, habar MICg értéke >32 mg/l volt, a
MICso pedig 1-2 mg/l kozétt valtozott. C. albicans és C. glabrata ellen a CAS és a
micafungin (MICA) hatasosnak bizonyult (MIC= 0,12-1 mg/l), mig C. parapsilosis és C.
tropicalis esetében a MIC értékek >16 mg/l értéket vettek fel. Mukherjee és munkatarsai
(2004) biofilmképz6 C. albicans és C. parapsilosis izolatumok érzékenysegét vizsgaltak
meg a legtobb antifungalis szerrel szemben. Megfelel6 hatast csak az echinocandinok

(MIC=0,125-0,25 mg/l) és a lipid asszocialt AMB-k (MIC=0,25-1 mg/l) produkaltak.

A proteazok kozul a Sap (szekretélt aszpartil protedz) hidrolitikus enzimek a C. albicans f6
virulencia faktorai. Legfontosabb szereplk, hogy tapanyagot juttassanak a sejt szamara,
segitsék a penetraciot és az invaziot, illetve, hogy Kitérjenek az immunvélasz el6l

(Gauwerky és mtsai. 2009).

A Sapl, Sap2 és Sap3 kozremiikodik a szoveti karosodasban és segiti az invaziot a bor
epidermiszében és a szaj epitéliumédban. A Sap4, Sap5 és Sap6 enzimek a szisztémas
fert6zésekben jatszanak fontos szerepet és altaldban a sejt-hifa atalakulas alatt
indukalodnak (Naglik és mtsai. 1999, Nantel és mtsai. 2002). A Sap9 és Sap10 fehérjék az
adhézidban, a sejtek szétvalasaban és a felszini integritas megtartasaban jelentések, mig a

Sap7-r6l és Sap8-rdl alig tudunk ezidaig valamit (Albrecht és mtsai. 2006).

A szekretalt foszfolipaz B a Cryptococcus neoformans makrofagokban valo tulélésében,
illetve a tiid6 szoveti karosodasban jatszik fontos szerepet. Tovabba C. albicans és A.
fumigatus okozta fertézésekben is kimutattak mar szerepét (Birch és mtsai. 1996, Mirbod
és mtsai. 1995). Kiemelhet6 a C. albicans foszfolipaz Bl fehérjéje, amely a gomba

fert6zoképességéhez sziikséges (Ghannoum 2000).
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A calcineurin egy kalcium altal regulalt enzim, amely C. albicans virulenciajaban, féként a
szérumban valo talélésben fontos (Blankenship és mtsai. 2003). Emellett C. neoformans-
ban a 37°C-on valé talélésért, invaziv aspergillézis esetében pedig a csirazasért és a hifa
novekedéséért felelds (Cramer és mtsai. 2008, Gauwerky és mtsai. 2009).

Az oxidativ stressz ellen is kepesek megvédeni magukat a gombak. Erre jo példa a C.
albicans SOD5 génje, ami a szuperoxid diszmutazt kodolja, ezéltal megvédve a toxikus

gyokokkel szemben a gombét (Marthcenko és mtsai. 2004).

2.3. Epidemiologia

Mar tébb, mint 200 Candida fajt sikerllt leirni ezidaig, amibdl csupan csak néhany érintett
a human fert6zésekben. A Candida fajok altal okozott véraramfert6zések tobb mint 95%-at
0t faj okozza: a C. albicans, a C. glabrata, a C. tropicalis, a C. parapsilosis és a C.krusei
(Warnock 2007). A sarjadz6 gombdk, mivel a normal mikroflora részei, ép
immunrendszeriieckben elvétve okoznak sulyos megbetegedéseket. Kis szamban jelen

vannak a hiivelyben, szajiiregben, vastagbélben és a bor feliiletén is (Nucci és mtsai. 2001).

Annak ellenére, hogy a C. albicans el6fordulasa az elmult években vilagszerte csokkent,
még mindig a leggyakoribb kérokozoja az invaziv candidiazisoknak (66%). A C. glabrata
és C. krusei fajok gyakorisaga valtozatlan maradt, mig a C. tropicalis-é 4,6%-rél 7,5%-ra,
a C. parapsilosis-é pedig 4,2%-r6l 7,3%-ra ndvekedett az 1997 és 2003 kozotti idészakban
(Pfaller és mtsai. 2005b).

Trick és munkatarsai (2002) tanulményukban kiemelik, hogy a C. glabrata kétségtelendl
az egyik legfontosabb opportunista patogén az USA-ban, mivel az 6sszes Candida fajt
tekintve 20-24%-os el6fordulasaval a C. albicans utan a masodik leggyakoribb
candidémiat okozo faj. Szintén az USA-ban, hematopoietikus Gssejt transzplantaltaknal a
leggyakrabban leirt Candida faj volt a 2001-2006 kozotti idészakban, amelyet a C.
albicans és a C. parapsilosis kdvetett (Kontoyiannis és mtsai. 2010). Ezzel szemben
Europaban 8-10% koriili az eléfordulasuk (Poikonen és mtsai. 2003, Richet és mtsai. 2002,
Tortorano és mtsai. 2002), mig Latin-Amerikaban a legalacsonyabb, csupan 4-7% (Pfaller
és mtsai. 2007). Ujszildttekben és gyerekek korében ritka a C. glabrata altal okozott
szepszis, de ez id6sebb korra szignifikansan megemelkedik (Warnock 2007).
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A C. tropicalis az egyik legfontosabb gombapatogén neutropénias és hematoldgiai
betegségekben (Kontoyiannis és mtsai. 2001, Marr és mtsai. 2000, Wingard és mtsai.
1995). Amig Eszak-Amerikaban csupan a negyedik leggyakoribb szepszist okozé Candida
faj (7%), addig Latin-Amerikdban a masodik (20%) és az &zsiai terlleteken is sokkal
gyakoribb, mint a C. glabrata (15-20%) (Pfaller és mtsai. 2007).

A C. Kkrusei leggyakrabban vér és csontveld transzplantaltakban és hematologiai
betegségek esetén okoz candidémiat (Marr és mtsai. 2000, Wingard és mtsai. 1995). Az
0sszes candidémiat okozé Candida faj 2-4%-at teszi ki, habar daganatos betegek kdrében
gyakrabban diagnosztizaltdk Eurdpaban és az USA-ban (Marr és mtsai. 2000, Viscoli és
mtsai. 1999). Horn és munkatarsai (2009) tanulmanyaban a legmagasabb halalozasi aranyt
a C. krusei mutatta (52,9%) candidémias betegeknél, mig C. parapsilosis-nal ez az érték a

legalacsonyabb volt (23,7%).

A C. parapsilosis eldszeretettel képez biofilmet katétereken és egyéb implantalt
eszk6zokon, emellett fontos nozokomialis fertézést okozo gombafaj is egyben (Pfaller és
mtsai. 2007). Az elmult években megnovekedett az eléfordulasuk, foleg Latin-Amerikaban
(Levin és mtsai. 1998). Eurdpéaban is mar gyakrabban izolalhat6, mint a C. glabrata
(Warnock 2007), viszont a halélozasi aranyuk elmarad a tobbi Candida fajhoz képest
(Pfaller és mtsai. 2007). Pappas és munkatarsai (2003) tanulmanyaban a leggyakrabban

leirt faj volt gyerekek kdrében, mig felnéttekben ritkdn volt megtalalhatd.

A C. guilliermondii a korom gombas fertdzéséért és szuperficialis kolonizacioért felelds
(Pfaller és mtsai. 2007), de Kao és munkatarsai (1999) kardiovaszkularis vagy hasi mitétet
kovetden kialakult candidémiaban is leirtdk mar. A Candida fajok kozil ritkdbban fordul

el6, de Latin-Amerikaban 3-5%-ot is elérheti a gyakorisdguk (Colombo és mtsai. 1999).

A C. inconspicua a HIV fertézottekben és a hematologiai betegségekben gyakori, mint
fungémiat okoz6 gomba (Baily és mtsai. 1997, D’ Antonio és mtsai. 1998).

2.4. Antifungalis szerek

A gombak okozta fertézések el6fordulasa és diverzitasa jelentésen megndvekedett az
utobbi évtizedekben, amit az antifungalis szerek fejlédése sem csokkentett szignifikansan

(3. &bra). Emellett az invaziv gombas fert6zések esetén a mortalitds aranya még mindig
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magas (40-80%) (Pfaller és mtsai. 2004a). A manapsag hasznélt antifungalis szereket
lokalis, illetve szisztémas gombas betegségek esetében is lehet alkalmazni (Gauwerky és
mtsai. 2009).

Amphotericin B Lipid amphotericin B formulations
1958 § : 1985-1989
B T R
W LEEE I g e Fluconazole Voriconazole
LN R E :.I: 199{] ___.I:::-._ '--._--__ 2002 .'_‘ ‘[ '__ﬁ

Miconazole  Ketoconazole

B A 1981 o “ lraconazole Posaconazole
Griseofulvin Flucytosine Rlavavatavocil W Al
1959 . e 1971, d .
=k .‘:_.\-1:_ g ; '
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

3. abra. A szisztémas antifungalis szerek megjelenésének idébeli eloszlasa (Lewis 2011)

2.4.1. Polién tipusu antifungalis szerek

A poliének irreverzibilisen kotédnek az ergoszterolhoz, ami komplexet formalva beépll a
sejtmembranba. Ez a komplex pérust hoz létre, ami az intracellularis tartalom kidramlasat
okozza (Lewis 2011).

Az els6 polién a nystatin volt, melyet csak felszini Candida fertézések kezelésére lehet
alkalmazni (Gergely 2003). A csoport legismertebb és legszélesebb kdrben hasznélt tagja
az AMB. Egy, a talajban talalhatd Streptomyces faj fermentlevébdl izolaltak el6szor.

Tébbfele AMB szarmazék van forgalomban: hagyomanyos AMB (AMB dezoxikolat),
lipid-asszocialt AMB (AmBisome, Abelcet, Amphocil/Amphotec) (Dupont 2002).

Canton és munkatarsai (2004) vizsgaltak a kiilonboz6 Candida fajok érzekenységét AMB
irant id6-6les gorbék segitségével. Azt tapasztaltak, hogy C. albicans, C. dubliniensis és C.
lusitaniae eseten hamar fungicid hatas kovetkezett be mar 2 mg/l koncentracion is, mig
mas fajoknal, pl. C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis esetében a hasonlé koncentracion

csak 48 ora elteltével, vagy még annal is késébb kdvetkezett be az 616 hatas.
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Az AMB-nek nagyobb az aviditasa az ergoszterolban gazdag gombasejt membranjahoz,
viszont magas koncentriciéban vald felhalmozodasakor a kiilonbozé szervekben, igy
példaul a vesében, elvesztheti szelektiv toxicitasat és kozvetlen k&rosodast képes okozni a
koleszterolban gazdag emldssejtek membranjaban (Groll és mtsai. 1998). Ezért a
nefrotoxicitas egy altalanos dozisfiiggé mellékhatasa az AMB-nek. Az antimikotikum
mellékhatasai kozott szerepel még a hidegrazas, laz és a megfazasos tinetek (Cleary és
mtsai. 2003).

Ezek a kéros kovetkezmények 0Osztonozték a kutatbkat a lipid-asszocialt AMB
készitmények alkalmazéaséra (Dupont 2002, Pappas és mtsai. 2004). Ezen szdrmazékokbdl
napi 5 mg/kg, vagy még nagyobb dozis is adhatd, habar a vérben mérheté szabad (vagyis
fehérjéhez nem kotdtt) AMB szintje igy sem tobb mint 1 mg/l, aminek a magyarazata az

AMB plazmafehérjékhez val6 nagymértéki kotédésében rejlik (Lewis és mtsai. 2000).

2.4.2. Azol tipusu antifungélis szerek

Kémiailag ketféle alapszerkezetii csoportjuk van. A régebbi szerek imidazol (ketokonazol,
mikonazol, klotrimazol), mig az Gjabbak triazol alapvéazzal [FLU, itrakonazol (ITRA),
vorikonazol (VOR)] rendelkeznek (Ghannoum és mtsai. 1999, Sheehan és mtsai. 1999).
Az azoloknak, a poliénekhez hasonlan az ergoszterol szintézis a timadaspontjuk. Hatasuk
a citokrom P450 fiiggd enzim, a l4a-demetildz gatlasa révén valdsul meg. Ezaltal a
sejtmembranban ergoszterol hiany lép fel, ez karositja a membran fluiditasat, és toxikus
14a-metilalt szterolok felhalmozddasahoz vezet, ami végil a sejtndvekedés megallasat és a
sejt pusztulasat eredményezi (Sheehan és mtsai. 1999). Ez az enzimgatlas nem szelektiv,
ezért az antimikotikum a human P-450 enzimekhez is kotddik, igy a szterin szintézist és

anyagcsereét is befolyasolja (Spellberg és mtsai. 2006).

A FLU a leggyakrabban hasznalt azol tipusu szer, melyet Candida fajok, illetve C.
neoformans altal okozott fertézések kezelésére alkalmazzak mind lokalis, mind pedig
szisztéméas forméaban (Pappas és mtsai. 2004, Sheehan és mtsai. 1999). Nemcsak terapias

szerként adhatd, de profilaxisban is széleskoriien hasznaljak (Pappas és mtsai. 2004).

Ostrosky-Zeichner és munkatarsai (2003) alacsony FLU MICy, értékeket (0,5-2 mg/l)
figyeltek meg C. albicans, C. parapsilosis, C. lusitaniae és C. dubliniensis esetében. Ezzel
megegyez6 eredményt hozott Mikamo és munkatarsai (2000) altal elvégzett vizsgalat, akik
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azt taldltdk, hogy C. parapsilosis ellen a FLU mar alacsony (0.125-4 mg/l)

koncentraciokon is fungicid hatast fejt ki.

2.4.3. 5-fluorocitozin

Ezt az antimikotikumot két gombaspecifikus enzim képes felvenni, a citozin permeéz és a
citozin deamindz, amelyek ezutdn citosztatikus 5-fluorouracilla alakitjadk at. A
gombasejtben a gyogyszer aktiv formaja a timidilat szintazt gatolja, ezaltal hibas RNS
kodolast okoz (Diasio és mtsai. 1978, Groll és mtsai. 1998). Mivel a bélflora baktériumai is
képesek felvenni a gyogyszert, ezért mellékhatasai kdzott gyakran szerepel a hanyinger,
hanyéas és a hasmenés (Groll és mtsai. 1998).

A szer 016 hatasa faj-, illetve torzsfiiggd. Lewis és munkatarsai (2000) fungisztatikusnak
talaltdk tobb Candida species esetében is (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis), mig méas tanulmanyokban az 5-fluorocitozin fungicid hatésat figyelték meg C.
lusitaniae és C. inconspicua torzsek ellen (Ernst és mtsai. 2002b, Majoros és mtsai. 2005).

Elsédlegesen élesztdgombak ellen hatdsos. Monoterapias szerként adagolva gyorsan
fejlodik ki vele szemben masodlagos rezisztencia, ezért altalaban valamilyen mMA&s

antifungalis szerrel kombinalva szoktak javasolni (Vermes és mtsai. 2000).

2.4.4. Echinocandinok

2.4.4.1. Farmakoldgiai tulajdonsagok

Az echinocandinok olyan szemiszintetikus lipopeptidek, melyek bizonyos gombéak
természetes termékének kémiailag modositott valtozatai (4. abra). Molekulatomegik
megkozelitéleg 1200 kDa. A CAS-t a Glarea lozoyensis pneumocandin B-bdl, az
anidulafungint (ANI) az A. nidulans echinocandin By-bdl és a MICA-t a Coleophoma
empedri egyik hexapeptidjébdl allitjak el6. Antifungalis aktivitasukat a ciklikus
hexapeptidek N-kapcsolt acil zsirsav oldallancanak elhelyezkedése és konformacidja

hatarozza meg (Chen és mtsai. 2011).

Az echinocandinok az 1,3-B-D glikéan szintdz nemkompetitiv gatldsa révén fejtik ki
hatasukat, ami a gomba sejtfal f6 gliikkan komponensét, az 1,3-B-D glikén bioszintézisét

vegzi. A gyogyszer megvaltoztatja a sejtfal integritdsat, csokken a vastagsaga, igy az
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elvesziti mechanikai szilardsagat, a sejt nem képes ellenallni az intracellularis ozmotikus
nyomasnak és ez végil a sejt liziséhez vezet (Bennett 2006). Ez az enzimkomplex két
alegységgel rendelkezik: Fksp és Rholp. Az Fksp az echinocandinok tamadaspontja. Ez az
alegység 3 gén Altal kodolt, az FKS1, FKS2 és FKS3. A gombafajok gydgyszerrel
szembeni rezisztencia kialakulasa ezen alegységek bizonyos aminosavcseréjének
koszonhetéen jon létre (Garcia—Effron és mtsai. 2011). Mivel az emldssejtek nem
rendelkeznek ezzel az enzimmel, ezért ez a gyogyszercsoport szelektiv toxicitassal
rendelkezik a gombasejtekre, ezzel is hozzajarulva a biztonsdgosabb hasznélatukhoz
(Glockner és mtsai. 2008).

Anidulafungin

oH N

z HO

Micafungin

S

#~0(CH,),CHy
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4. abra. Az echinocandinok szerkezeti képlete (Denning 2003)
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2.4.4.2. Az echinocandinok hatdsspektruma

Az echinocandinok széles hatasspektrummal rendelkeznek a Candida és Aspergillus fajok
korében, mig Zygomycetes-ek és C. neoformans ellen hatédstalanok, mivel a sejtfaluk 1,3-o
és 1,6-a glikant tartalmaz. Mindharom echinocandin in vitro és in vivo is fungicid a
Candida fajok nagy részével szemben, beleértve az azol rezisztenseket (C. krusei, C.
glabrata) és az AMB rezisztenseket (C. lusitaniae) is (Bal 2010, Chen és mtsai. 2011).

Mivel néhény Candida faj (C. parapsilosis, C. guilliermondii) echinocandinokra intrinzik
rezisztenciat mutat, ezért a régebbi, dsszes Candida fajt magaba foglalo érzékenysegi
hatarérték helyett (<2 mg/l) az elmult évben Pfaller és munkatarsai (2011b) uj,
fajspecifikus *breakpoint’-okat hataroztak meg (1. tblazat).

1. tblazat: Faj-specifikus echinocandin érzékenységi kategoridk (Pfaller és mtsai. 2011)

‘ MIC (mg/l) ‘
Antifungalis szer| Candida faj .,

| ’ J Erzékeny Mersekelten| o icztens

érzékeny

| Anidulafungin C. albicans <0.25 0.5 >1 m
| C. glabrata <0.12 0.25 >0.5 |
| C. tropicalis | <0.25 0.5 >1 |
| C. krusei <0.25 0.5 >1 |
| C. parapsilosis | <2 4 >8 |
| C. guilliermondii| <2 4 >8 |
| Caspofungin C. albicans <0.25 0.5 >1 m
| C.glabrata || <0.12 0.25 >0.5 |
| C. tropicalis | <0.25 0.5 >1 |
| C. krusei <0.25 0.5 >1 |
| C. parapsilosis | <2 4 >8 |
| C. guilliermondii| <2 4 =
| Micafungin C. albicans <0.25 0.5 >1 m
| C.glabrata || <0.06 0.12 >0.25 |
| C. tropicalis | <0.25 0.5 >1 |
| C. krusei <0.25 0.5 >1 |
| C. parapsilosis | <2 4 >8 |
| C. guilliermondii| <2 4 >8 ‘
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A CAS in vitro hatasosnak bizonyult (MICgy =0,03-0,06 mg/l) C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. kefyr és C. pellucilosa ellen, mig C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae
(MICg= 0,5 mg/l) és C. guilliermondii (MICg= 1 mg/l) ellen gyengébb aktivitast mutatott
(Pfaller és mtsai. 2006a, Pfaller és mtsai. 2008).

A MICA hasonléan hatasos volt (MICg= 0,015mg/l - 0,12 mg/l) a legtébb Candida fajjal
szemben, egyedil C. parapsilosis (MICg= 2 mg/l) és C. guilliermondii (MICg= 1 mg/l)
mutatott magasabb MIC értékeket (Chandrasekar és mtsai. 2011, Pfaller és mtsai. 2008),
de ezek is a mddositott érzékenységi hatarértéken bellil maradtak.

Az ANI MICy, értékei 0,03-0,25 mg/l kozott valtoztak, kivéve C. parapsilosis esetében,
ahol 2 mg/l volt megfigyelhet6 (Ostrosky-Zeichner és mtsai. 2003). Pfaller és munkatarsai
(2008) kisérletében a MICgq értékek sziikebb tartomanyban mozogtak (0,06-0,12 mg/l),
mig C. parapsilosis és C. guilliermondii MIC értéke megegyezbden 2 mg/l volt.

A ’psilosis-csoport’ tagjai kozil a C. parapsilosis bizonyult a legkevéshé érzékenynek az
echinocandinokra (CAS MIC érteke 2 mg/l, MICA MIC ertéke 0,5 mg/l). A C.
orthopsilosis MIC értékei 0,5-0,25 mg/l kozott valtoztak CAS és MICA esetében, mig C.
metapsilosis-nal tapasztaltdk a legalacsonyabb MIC értékeket (0,25 mg/l mindkét
echinocandin jelenlétében) (Canton és mtsai. 2010). Spreghini és munkatarsai (2012)
kisérletében alacsonyabb MIC értékeket figyeltek meg Canténéval 6sszehasonlitva, viszont
ugyanugy a C. parapsilosis bizonyult a legkevéshé érzékenynek echinocandinok irant, mig

C. metapsilosis mutatta a legalacsonyabb MIC értékeket.

Az in vitro kisérletek alapjan dsszefoglalva elmondhatd, hogy a leghatasosabb gyogyszer
az 0sszes Candida fajt tekintve a CAS volt (MICg=0,25 mg/l), ezt kovette a MICA
(MICgo=1 mg/l), majd az ANI (MICgy=2 mg/l) (Pfaller és mtsai. 2008).

2.4.4.3. Farmakokinetikai tulajdonséagok

Az echinocandinokra jellemzd, hogy per os adva rosszul szivodnak fel, a szérumban pedig,
nagymértékében kotédnek szérumfehérjékhez (96-99,8%). Tiidében, majban és a lépben
halmozddnak fel magasabb koncentracioban, de gyenge a penetracios képességuk a

kdzponti idegrendszerbe és a szembe a fehérjekotddésiik és a molekulaméretiik miatt. Az
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echinocandinok nem dializalhatoak és a vese mitkodésének zavara esetén nem sziikséges a

ddzis csokkentése (Denning 2003).

Mindharom gyogyszerre jellemzO az intravénas kezelés utan a dozisfiiggd lineéris
farmakokinetika. A CAS és a MICA maximalis csticskoncentracidja (Crmax) kortlbeldl 10
mg/l, a gorbe alatti terulet érteke pedig, megkozelitéleg 110 mg*h/1 (Pfaller és mitsai.
2011b). A CAS és a MICA a majban bomlik le enzimatikus N-acetilacid, hidrolizis és
kisebb mértekben a citokrom P450 izoenzimek altal, valamint spontan degradacio Utjan
inaktiv metabolitokka. Ezért doziscsokkentés javasolt azoknal a betegeknél, akik sulyos
majelégtelenségben szenvednek (Denning 2003). Az ANI csaknem teljes mértékben lassu
kémiai atalakulas soran bomlik le az epében. Osszehasonlitva a CAS-nal és a MICA-nal,
az ANI-nak alacsonyabb a Cnax €rtéke, de sokkal hosszabb a felezési ideje plazmaban és a

szovetekbeli eloszlasa is nagyobb mértékii (Denning 2003, Glockner és mtsai. 2008).

2.4.4.4. Farmakodinamiai tulajdonsagok

A Candida fajok ellen az echinocandinok koncentraciofiiggd, fungicid aktivitassal
rendelkeznek (Chen és mtsai. 2011). In vivo farmakodinamias adatok szerint az
echinocandinok altal Kivaltott 6lés szoros 6sszefliggesben van a Cpa/MIC (a
csucskoncentracid aranya a MIC értékhez viszonyitva) illetve az AUC/MIC (a gorbe alatti
tertlet és a MIC aranya) értékekkel. Ez&ltal ugyanazt a terdpids hatast tudjuk elérni az
egyszeri, nagydozisu echinocandin terapiaval, mint a kisebb, naponta adott terépiaval
(Spellberg és mtsai. 2006). Louie és munkatarsai (2005) is a heti egyszer adott, vagy a két
részre osztott dozirozasi stratégiat ajanjlak echinocandinok esetében. Ezt in vivo
egérkisérletekben tdmasztottdk ald, ahol a vesében kitenyészett gombatelepek széma az
egyszeri dozisnal volt a legkisebb, mig a négy részre osztottnal a legmagasabb, habar

szignifikans kilonbséget nem figyeltek meg.

In vivo dozistol fiiggben az echinocandinok hossza (akar 96 oras szaporodas gatlas)
posztantifungdlis hatast (PAFE) mutatnak a kontroll A&llatokhoz képest. Azon
gyégyszereknek, amelyeknek az in vivo hatékonysagat a Cna/MIC vagy az AUC/MIC
paraméterekkel lehet jellemezni, altalaban hosszu a PAFE értékiik (Spellberg és mtsai.
2006).
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2.4.4.5. Klinikai hatékonysag, tanulmanyok

Az FDA (Food and Drug Administration / Amerikai Gyogyszerellen6rzé és Engedélyezo
invaziv  candididzis kiilonb6z6 formainak kezelésében, illetve oesophagealis
candididzisban és invaziv aspergill6zisban szenvedd betegeknél is. A MICA és az ANI
candidémia, invaziv candidiazis és oesophagealis candidiazis kezelésére engedélyezett. A
MICA tovabba hasznalhatd Gssejt-transzplantaltak Candida fertézéseinek megel6zésében
(Chen és mtsai. 2011).

A CAS-nal az elfogadott dozirozasi stratégia a 70 mg telité dézis utan adott napi 50 mg,
ami a szervezetben egy allando, >1 mg/l gydgyszerkoncentraciot tart fenn (Dodds és mtsai.
2006). Ettdl eltérd kezelést csak sulyos majelégtelenségben szenveddknél (70 mg telitd
ddzis utan 35 mg napi dézis) és oesophagealis candidiazis esetében (50 mg napi dozis)
alkalmaznak (Chen és mtsai. 2011).

A MICA elfogadott intravénas adagoldsa a napi 100 mg doézis, ez oesophagealis
candidiazis esetén 150 mg, mig Ossejt-transzplantaltak profilaxisdban 50 mg/nap-ra
valtozik. ANI esetében a 200 mg telit6 dozis utan adott 100 mg/nap a jovahagyott
dozirozési stratégia, felére csokkentve csak oesophagealis candidiazisban szenvedd

betegeknél hasznaljak (Chen és mtsai. 2011).

de Wet és munkatarsai (2004) oesophagealis candidiazisban szenved6 HIV-pozitiv
betegeknél vizsgaltak a kiilonboz6 koncentracioja MICA (50, 100, 150 mg/nap) hatését.
Szignifikans kiilonbség mutatkozott a gyogyulasban a két sz¢Els6 dozisérték kozott (68% és
89% gybgyulasi arany), mig a mellékhatasokban nem tapasztaltak jelentds kiilonbséget.
Ezt az eredményt korabbi vizsgalatok is megerésitették (Pettengell és mtsai. 2004), ahol
szintén a nagyobb MICA doézis (50-100 mg/nap) hatasosabbnak bizonyult a 12,5-25
mg/nap dézistol.

Egy masik vizsgalatban a CAS és a MICA kezelés hatasossagat vizsgaltdk meg (Pappas és
mtsai. 2007). Eredményeik alapjan a kezelés sikeressége a 100 mg/nap MICA esetében
volt a legjobb, a standard CAS ddzissal (70 mg telité6 dozis utan 50 mg/nap) és a 150
mg/nap MICA-nal dsszehasonlitva, habar az eredmények kozott az eltérések statisztikailag

nem voltak szignifikansak.
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A lipid asszocialt AMB és az echinocandinok klinikai hatasossagat tobbszor is
0sszehasonlitottak mar. Mora-Duarte és munkatarsai (2002) kisérletében a CAS és az
AMB hasonld aktivitast mutatott, viszont a mellékhatasokat tekintve az el6bbi
gyogyszernél jelentésen jobb eredményt figyelhettink meg. Oesophagitis-es betegek
korében a kezelés sikeressege szignifikansan magasabb volt a napi 50 mg/kg és a 70 mg/kg
CAS esetén (74% és 89%), mint 0,5 mg/kg/nap dézisu AMB-nél (63%) (Villanueva és
mtsai. 2001). Invaziv candidiazis kezelésében a napi 100 mg MICA hasonld terapias
sikerességet ért el (74,1%), mint a 3 mg/kg/nap lipid asszocialt AMB (69,6%), viszont a
mellékhatasok az utobbi gydgyszer esetében sokkal gyakrabban fordultak el6 és a terapia

megszakitasara is tobbszor kerlt sor (Kuse és mtsai. 2007).

2.4.4.6. Human szérum

Az echiocandinokra jellemzd, hogy magas fehérjekotd képességgel rendelkeznek humaén
szérumban. Ez az érték CAS-nél a legalacsonyabb (96,5%), ezt koveti az ANI 98-99%-kal
és a MICA 99,8%-kal. Ezen tulajdonsag ismeretében azt feltételezik, hogy a szérum
fehérjéinek in vitro szérumos kisérletekben és in vivo is szerepe lehet az antimikrobialis
szerek hatasanak megvaltoztatasaban (Odabasi és mtsai. 2007). A CAS és az ANI
elsédlegesen az albuminhoz, mig a MICA az albuminhoz ¢s az a-1 savas glikoproteinhez
kotodik (Paderu és mtsai. 2007).

T6bb in vitro tanulmanyban is ravilagitottak arra a tényre, hogy az 50%-0s human szérum
alkalmazasaval a MIC értékek megndvekednek az RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute) tapkozegben tapasztalthoz képest (Garcia-Effron és mtsai. 2011, Odabasi és
mtsai. 2007, Paderu és mtsai. 2007). Ez az arany ANI és MICA esetében nagyobb, mint
CAS-nél, de megfigyeltek mar valtozatlan MIC értéket is human szérum jelenlétében
CAS-nal végzett kisérletben (Paderu és mtsai. 2007).

Az RPMI-1640 tapkdzegben mért echinocandin MIC értekek kozotti kilonbségek 50%
szérum alkalmazasaval eltiinnek, és hasonldo MIC értékeket produkalnak, melyet in vivo
allatkiserletben is bizonyitottak (Paderu és mtsai. 2007). Ezt alatamasztja Wiederhold és
munkatarsainak (2007b) vizsgalata, akik C. glabrata érzékenységét vizsgaltdk ANI-nal és
CAS-nal szemben. In vitro az ANI hatasosabb volt, de egérkisérletek soran a CAS legalabb

olyan jol csokkentette a vesébdl kitenyésztett gombatelelepek szamat magasabb
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gyogyszerkoncentracion (5 és 10 mg/kg/nap), mint az ANI, s6t alacsonyabb koncentracion

(0,5 és 1 mg/kg/nap) hatasosabbnak is bizonyult.

A MICA ¢s az ANI nagyobb MIC eltérésében valdszinli masodlagos faktorok is szerepet
jatszanak, mint példaul a gydgyszer transzportja a sejtekbe. Szérum nélkili kdzegben a
gyogyszer fokozott antifungalis hat4sa a jobb penetracios képességre utal, ami valoszinli az

er6sen hidroféb oldallancoknak készonhet6 (Paderu és mtsai. 2007).

Az echinocandinok csokkent aktivitasa szérum jelenlétében arra enged kdvetkeztetni, hogy
a fehérje kotesi tulajdonsaguknak kdzvetlen hatdsa van a gyogyszerre, ami valdszinii abban
nyilvanul meg, hogy megvaltoztatjdk a glikan szintdz gatlasi képességuket (Paderu és
mtsai. 2007).

A szabad gydgyszer hipotézis szerint szérum jelenlétében csupan az ANI 1%-a, a CAS
3,5%-a és a MICA 0,2%-a farmakologiailag aktiv. Ennek értelmében a MIC értékeknek
200-500-szoroséra kellene emelkednie. De ez nem egyezik meg a fentebb emlitett
kisérletekben kapott eredményekkel. Ezért valoszintinek tartjak, hogy a fehérjéhez kotott
gyogyszer egy részének megmarad az antifungalis aktivitdsa (Garcia-Effron és mtsai.
2011). Ishikawa és munkatarsai (2009) ezt a hipotézist MICA esetében megcéfoltak, mivel
szerintlk a gyogyszer koti a szérum fehérjéket, de ez a kotés reverzibilis és gyenge.

2.4.5. Nikkomycin Z

A NIK (5. abra) a Kitin szintdz szubsztratjanak, az UDP-N-acetilglikézaminnak kompetitiv
analdgjakent gatolja a kitinszintézist (Sandovsky-Losica és mtsai. 2008.). A sejtek alakja
megvaltozik és lizaltnak tiinnek, ami az ozmostabilitasért felelés kitin hidnya miatt
kovetkezik be (Kim és mtsai. 2002). A NIK-t a Streptomyces tendae tenyészet
felliluszojabol izolaltak elészor (McCarthy és mtsai. 1985).
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5. abra. A Nikkomycin Z szerkezeti képlete
(http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CBO0767000.htm)

A Kitin szintdz (Chs) szamos gombafajban megtalalhato izoenzimként. Harom izoformajat
azonositottdk Saccharomyces cerevisiae-ben. A ScChsl a citokinézis utani helyreallito
mechanizmusban, a ScChs2 a szeptum formdlasban, a ScChs3 pedig a sejtfal kitin
szintézisében és a kitin gylrli formalasaban vesz részt. A Chs harom izoformaja a C.
albicans-ban szintén megtalalhatd, és az ujabb kutatisoknak koszonhetéen egy 1) kitin
echinocandin utan kialakult stresszvalasz-reakcidért (Walker és mtsai. 2008). Az aminosav
sorrend szekvenciahomoldgidja alapjan a CaChsl a ScChs2-nek, a CaChs2 a ScChsl-nek,
valamint a CaChs3 a ScChs3-nak felel meg (Kim és mtsai. 2002). A CaChs3 a
sejtfalszintézisben jatszik szerepet. Mivel a CaChslA/CaChslA mutanst nem lehet
el6allitani, ellentétben a ScChs2A/ScChs2A mutanssal S.cerevisiae-nél, feltételezhetd,
hogy a CaChsl egy esszencialis gén a sejtndvekedésben. Mas vizsgalatok szerint a CaChsl

a szeptum formalashoz és a sejtintegritashoz sziikséges (Munro és mtsai. 2001).

A NIK majdnem teljesen képes gatolni a ScChsl és ScChs3 aktivitasat, de a ScChs2-ét
nem. A C. albicans esetében azonban mindharom CaChs izoenzimet gatolja. A kiilonb6z6
Kitin szintdz izoenzimekre eltéréen hat: a CaChsl aktivitasat jelentés mértékben gatolja a
ScChs2-vel ellentétben, a CaChs2 aktivitasat ugyanolyan mértékben gatolja, mint a
ScChsl-nél, a CaChs3 aktivitasat pedig, kevésbé csokkenti a ScChs3-nal. Ebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a NIK CaChs izoenzim gatlasa fajspecifikus (Kim és mitsai.
2001).
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A NIK in vitro képes gatolni a C. albicans sejtek kitinszintézisét mindkét morfoldgiai
formaban. Ezek a formdk kiilonb6zé mértékben expresszalt kitin szintdz géneket
tartalmaznak. A szer in vivo is gatolta a patogén stadiumban 1évé sejtek novekedését

egerek hasureg- és vesefertdzése esetében (Chapman és mtsai. 1992).

A NIK kilénféle antifugalis szerekkel kombinéalva szinergismust mutathat. gy példaul
NIK és az ANI kombinalasakor A. fumigatus, Coccidioides immitis, Rhizopus fajok és C.
albicans esetén, valamint a NIK és CAS, illetve NIK és MICA kombinélasakor A.
fumigatus-szal vegzett kisérletek soran (Chiou és mtsai. 2000, Ganesan eés mtsai. 2004,
Hector 1993).

Egy masik kisérletben a NIK + ITRA kombinaciot alkalmazva szintén szinergizmust
figyeltek meg A. fumigatus-szal és A. flavus-szal szemben, valamint C. albicans, C.
parapsilosis, C. neoformans, C. immitis tesztelésekor is szinergista kdlcsdnhatasrol
szamoltak be a NIK + FLU valamint a NIK + ITRA kombinal&sa utan (Li és mtsai. 1999).

Ezzel szemben, amikor A. fumigatus és A. flavus ellen poliéneket és triazolokat (FLU,
VOR sth.) kombinaltak NIK-vel, nem tapasztaltak jobb 6léhatast (Ganesan és mitsai.
2004). Ezzel 06sszhangban van Sandovsky-Losica €s munkatarsai (2008) Kisérleti

eredménye, miszerint az AMB és a NIK kombinéciogjaval szinergizmus nem fordult el6.

A NIK-vel tobb preklinkai tanulméanyt végeztek, jelenleg is klinikai vizsgalat alatt all. A
NIK-re jellemzd, hogy szelektiv toxicitast, mivel az emldssejtek nem rendelkeznek kitin-
szintetazokkal. Emellett toxikus mellékhatasait sem figyelték meg a gydgyszernek
egészséges felndttekben per os adva, egyszeri 2000 mg dozis esetén, habar a bioldgiali
hasznosulasa kisebb mértékii, mint az alacsonyabb (1000-1500 mg) dozisoké. A gyogyszer
felezési ideje 2-2,5 ora, ezért mindenképpen sziikséges a 8-12 drankénti adagolasa (Nix és
mtsai. 2009).

2.4.6. Candida fajok antifungélis szerekkel szembeni rezisztenciai

Habar a Candida fajok érzékenysége AMB-vel szemben nagyon csekély az id6beli és
foldrajzi kilénbségeket tekintve, a C. glabrata és C. krusei fajok esetében magasabb
MICy, értékeket figyelhetlink meg, mint C. albicans-nal (Canton és mtsai. 2004, Krogh-
Madsen és mtsai. 2006, Yang és mtsai. 2005). Emellett az 61ési hatas is jelentdsen késébb
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kovetkezik be ennél a két fajnal (Pfaller és mtsai. 2007). C. albicans esetében kiléndsen
ritka a rezisztencia el6fordulasa, mégis Nolte és munkatarsai (1997) izolaltak egy
ergoszterol deficiens torzset két, leukémias beteg vérébdl is, amelyek mind FLU-ra, mind

pedig, AMB-re rezisztensek voltak.

Bar kozismerten a C. lusitaniae klinikailag rezisztens AMB-re, mégis a vérb6l vald elsé
izolalasukkor még érzékenyek a gyogyszerre, ezért Ggy tlinik, hogy a terapia sordn a
gomba masodlagos rezisztenciat alakit ki (Yoon és mtsai. 1999). McClenny és munkatarsai
(2002) azt figyelték meg, hogy két eltéré szind, vérbol izolalt C. lusitaniae telep nétt ki
CHROMagar Candida-n. A kék szinii telepek érzékenyek voltak AMB-re, mig a lilak
rezisztensek. Rezisztens telepeket csak emelt dozisu gydgyszeres terapia utan mutattak Ki,
ami kiemeli a hosszantarté C. lusitaniae fert6zéseknél az AMB-vel szembeni folyamatos

érzékenységi vizsgalatot.

Pfaller és munkatarsai (2006b) 13338 vérbdl izolalt Candida torzs érzékenységét
vizsgaltdk meg FLU-ra. Kevesebb, mint 3%-uk mutatott rezisztenciat (MIC >64mg/l),
kivéve C. glabrata és C. krusei fajokat, melyek 9%-ban, illetve 40%-ban volt rezisztensek
FLU-ra. Hasonlo értékeket mutat az 1997 és 2003 kozotti adatokbdl készilt
0sszehasonlitas is (Pfaller és mtsai. 2005b). C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
lusitaniae és C. kefyr esetében, a kiilonb6z6 fajok izolatumai kézul 0-7% mutatott FLU
rezisztenciat az egyes években, mig magasabb szazalékos aranyok voltak megfigyelhetdek
C. glabrata (14-23%), C. guilliermondii (6-26%), C. rugosa (14-66%), C. famata (9-48%)
és C. krusei (56-81%) fajok esetében.

A C. glabrata izolatumok rendelkezhetnek intrinzik, vagy masodlagosan kialakult
rezisztenciaval is, ami f6éleg a CDR (Candida Drug Resistance) efflux pumpéak
génexpresszidjanak fokozddasa miatt kovetkezik be. Emellett keresztrezisztencia is jol
megfigyelheté a FLU és a széles spektrumu triazolok (VOR, ITRA) kozott (Pfaller és
mtsai. 2007).

A FLU rezisztens C. rugosa izolatumok el6fordulasa 30%-0s ndvekedést mutatott 2001 és
2003 kozott, emellett pedig a VOR irdnt csokkent érzékenységgel rendelkez6 izolatumok
aranya is hasonl6 névekedést mutatott (Pfaller és mtsai. 2005b).
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A C. krusei intrinzik rezisztenciaval rendelkezik FLU irant, viszont keresztrezisztencia
ritkdn figyelhetd meg, mivel a VOR sokkal hatékonyabban koti a citokrom P450
izoenzimet, mint a FLU (Fukuoka és mtsai. 2003, Pfaller és mtsai. 2006b).

Echinocandinokkal szembeni rezisztencia kialakulhat (1) az FKS gének specifikus
Golgi fehérje overexpresszidjaval, ami a sejtfalkomponensek transzportjaban jatszik fontos
szerepet, (3) illetve a CDR és MDR efflux pumpak szabalyozasaval. Ezen mechanizmusok
koziil csupan az FKS mutacionak van klinikai jelent6sége (Bachman és mtsai. 2002,

Balashov és mtsai. 2006).

Az echinocandinok kitin aktivitist mutatnak a leggyakrabban el6fordulo Candida
fajokkal szemben (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis), mig 10-100-szoros MIC érték
novekedést (1-4 mg/l) figyelhetink meg C. parapsilosis és C. guilliermondii esetében
(Ostrosky-Zeichner és mtsai. 2003, Pfaller és mtsai. 2006a, Pfaller és mtsai. 2007). E két
faj intrinzik rezisztenciaja az FKS1-ben, a ’hot-spot 1 és 2’ (HS1 és HS2) regiokban
bekovetkez6 aminosav polimorfizmus eredménye (Chen és mtsai. 2011). Mégis a klinikai
adatok hasonld terédpias sikerességet mutatnak mas Candida fajokhoz viszonyitva, ami
valoszintileg a két faj csokkent virulencidjanak koszonheté (Arendrup és mtsai. 2011, Horn
és mtsai. 2009).

FKS1 mutécid C. albicans-nal és a nem-albicans Candida fajok széles korében elterjedt
(C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. dubliniensis), ahol két régidban térténhet valtozas:
a HS1 641-649-es és a HS2 1345-1365 aminosavainal. Leggyakrabban a 645-6s
pozicioban levé szerin cserélddik ki prolinra (S645P), fenilalaninra (S645F) vagy tirozinra
(S645Y). (Chen és mtsai. 2011, Walker és mtsai. 2008). Ezek a mutaciok okozzak a
legnagyobb MIC érték novekedést, mig a mas pozicioban levé aminosavak cseréjének

kisebb mértékii az in vitro érzékenységi hatasa (Garcia-Effron és mtsai. 2009).

CAS-nal szemben kialakult rezisztenciat mar tobb alkalommal leirtak, és minden esetben
tovabbi antifungalis szerek, leggyakrabban azolok elleni rezisztenciat is megfigyeltek.
Moudgal és munkatarsai (2005) endocarditis-es betegbdl mutattak ki C. parapsilosis-t, ami
mind echinocandinokra, mind pedig, azolokra rezisztens volt. Emellett megfigyeltek mar

candidémiat okozd, CAS-ra, AMB-re és azolokra rezisztens C. glabrata-t (Krogh-Madsen
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és mtsai. 2006), illetve oesophagitis-es beteg multiechinocandin és multiazol rezisztens C.

albicans izolatumokat is (Laverdiere és mtsai. 2006).

Echinocandinokkal szemben rezisztenciat mutaté Candida fajok MIC értéke mindig >2
mg/l, de &ltalaban meghaladja a 8 mg/I-t is, amely az echinocandinokkal val6 teréapia
hatastalansagat eredményezheti (Hernandez és mtsai. 2004, Katiyar és mtsai. 2006, Krogh-
Madsen és mtsai. 2006).

2.5. Paradox novekedés

In vitro kisérletekben gyakran megfigyelheté jelenség, hogy nagyobb koncentrécidju
echinocandinok adagolasat kovetéen csokken a gydgyszer aktivitasa az adott korokozéval
szemben. Neémely esetben az echinocandinok Kkifejtik 616 hatasukat alacsony
koncentracional, viszont magasabb koncentracid értéknél kozel ugyanolyan ndvekedést
mutatnak, mint a kontroll mintdknal. Ezt nevezik PG-nek, melyet az antifungalis szerek

kozul kizérdlag az echinocandinokndl figyeltek meg (Chamilos és mtsai. 2007).

Ezt a jelenséget elészor Eagle és Musselman irta le 1948-ban antibakterialis szereknel
(Eagle-effektus) (Eagle és mtsai. 1948). Gombaellenes szereknél el6szor Hall és
munkatarsai (1988) figyeltek meg PG-t. Kisérletikben néhany C. albicans és C. tropicalis
magas cilofungin (echinocandin) koncentracion hasonlé ndvekedést mutatott, mint a

kontroll izolatum.
A jelenség 4 fazisu folyamat (Wiederhold 2007a) (6. abra):

1. MIC érték alatti novekedés,
2. MIC érték feletti ndvekedésgatlas,
3. magasabb koncentracion gatlasmegsziings,

4. teljes nbvekedésgatlas.

28



Novekedés 120 -1 -
mértéke (%) 1. fazis
100
80 -
B0 -
40 -

20 -

4, fazis

2. fazis

D

Echinocandin koncentracid

6. abra. A paradox ndvekedés szakaszai (Wiederhold 2007a)

PG sordn a sejt morfologiai és biokémiai valtozdsokon megy keresztill. A kisérletek
jelentés csokkenést (2,7-7,8-szoros) mutattak a sejtfal 1,3-B-D-glikén tartalmaban az
echinocandin  kezelés kovetkeztében, mig a kitin mennyiség nagymértékben

megndvekedett (4,0-6,6-szoros) (Bizerra és mtsai. 2011).

A kontroll (normal) sejtek fala két rétegbdl all: egy kiils6, nagy elektrondenzitasu és egy
belsd, kisebb elektrondenzitast rétegbdl. A paradox novekedd sejtek belséd sejtfal rétege
csokkent, mely 1,3-B-D-glukanbol allt, a kilsé réteg pedig, megnodvekedett. A vizsgalat
sorén a sejteket calcofluor white-tal is megfestették, mely specifikusan a kitinhez ko6todik.
Fluoreszcens mikroszkoppal azt figyelték meg, hogy a kontroll sejtek kis intenzitassal
fluoreszkélnak, viszont a paradox modon névekedé sejtek sokkal intenzivebben latszodnak
és a festek eloszlas is sokkal heterogenebb (7. abra). A sejtek ultrastruktarajara jellemz6
még a megnagyobbodott blasztospora, a sejtek csoportosulasa és a filamentacio hianya.
Mivel a PG-t mutato sejtek nem képeznek fonalat és a legtobb virulencia faktor féleg a
fonalas novekedési fazisban expresszalodik, ezért Bizerra és munkatarsai (2011) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ez okozza a csdkkent virulencia faktor mennyiséget és ebbol

eredden a sejtek fertézOképességének nagymértékii romléasat.
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A. Untreated B. Untreated (5.89 £ 2.49)

-

C. 16 pg/mL Q D. 16 pg/mL (65.42 £ 33.51)

7. abra. A kontroll (A-B) és a paradox névekedést mutaté (C-D) gombasejtek
fenymikroszkopos és fluoreszcens mikroszkdpos képe (fluoreszcens intenzitas
mértéke + sz0rés) (Bizerra és mtsai. 2011)

A PG hatterében a sejtfal anyagcsere folyamataért felelds protein kindz C (PKC) és a Ca* -
calcineurin anyagcsere utvonal tulmtikodése all, ami a gomba sejtfalat alkoto kitin szintézis

fokozodaséhoz vezet (Cowen 2009, Stevens és mtsai. 2006).

A PKC folyamat kulcsenzime a Rhol terméke, mely kapcsolatba Iép az Fks fehérjékkel és
a PKC enzimmel is. Ez a mitogén-aktivalt MAP-fehérje regulator enzime, mely a
sejtintegritasért felelds reakciovonalat is aktivalja. Egyéb fontos fehérjékkel vald
kolcsOnhatasa miatt azt feltételezik, hogy a Rhol-protein a kapcsolé fehérje, mely elinditja,
ill. megallitja a 1,3-B-glikan szintéziset (Popolo és mtsai. 2001). A PG-ben szerepet jatszik
a hdsokk protein 90 (Hsp90) is. A Ca'*-calcineurin Gtvonal révén a Hsp90 a calcineurin
katalitikus alegységéhez kapcsolddik, aktivalja azt, majd adaptacidés utvonalakon az
antifungalis szer csokkent hataséahoz, illetve kompenzalé kitin szintézishez vezet (Cowen
2009).

Egy atfogo in vitro kisérletben (Chamilos és mtsai. 2007) azt figyelték meg, hogy a C.
albicans-ok 60%-a, a C. parapsilosis-ok 90%-a, a C. tropicalis-ok 40%-a és a C. krusei
izolatumok 10%-a mutatott PG-t CAS jelenlétében. MICA esetében a C. tropicalis-ok
70%-nal és a C. krusei-k 60%-nal, mig ANI-nal a C. albicans-ok 40%-nal és a C.
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tropicalis-ok 20%-nal fordult el6 ez a jelenség. C. glabrata egy echinocandinnal szemben

sem mutatott PG-t.

Stevens és kutatdcsoportja (2006) 21 C. albicans Klinikai izolatumot vizsgalt meg,
amelyben harom izolatum mutatott PG-t annak ellenére, hogy a MIC értékiik alacsony,
0,09 mg/l volt.

Bizerra és munkatarsai (2011) a PG-t CAS jelenlétében vizsgaltdk mikrodillcios
modszerrel. Az eredményeket id6-06lés kisérletekkel is alatdmasztottadk. C. albicans és C.
tropicalis MIC értékei 0,25-0,5 mg/l tartoméanyba estek, PG pedig 8-16 mg/l koncentracion
fordult el6. C. parapsilosis és C. orthopsilosis izolatumok (MIC= 1 mg/l) is mutattak PG-t

8-32 mg/l gyogyszerkoncentracion.

Munkacsoportunk C. tropicalis-szal végzett id6-01és kisérletek soran a CAS MIC feletti
értékein (< 3,12 mg/l) fungicid hatést figyelt meg, mig a legmagasabb (6,25- 12,5 mg/l)
CAS koncentraciokon csak fungisztatikus hatas volt észlelhet6 (S6cz6 és mtsai. 2007).

PG-t in vivo is megfigyeltek mar. Invaziv aspergillozisban szenvedd neutropénias nyul-
modellben a 3 és 6 mg/kg/nap CAS dozisoknal magasabb volt a tiidébdl kitenyésztett
gombatelepek szama, mint az 1 mg/kg/nap CAS dozis esetében (Petraitiene és mtsai.
2002). Clemons és munkatarsai (2006) in vitro PG-t mutatd C. albicans-szal fert6zott
egereket vizsgaltak. A kiilonboz6 CAS kezelések kozil az 5 mg/kg/nap volt a
leghatdsosabb, mig a 20 mg/kg/nap dozis kdzel hasonld eredményt produkalt, mint a napi

0,1 mg/kg, habar a kisérlet megismétlésekor mar nem tapasztaltak PG-t.
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3. Célkituzés

Kiserleteinkben a caspofunginnak, micafunginnak, valamint a Kitin szintézis gatlé
nikkomycin Z-nek az in vitro aktivitasat vizsgaltuk a DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetében izolalt, klinikailag jelentés Candida fajok ellen mikro- és makrodilucios

maodszerek segitségével.
Célul tiztik Ki:

- a micafungin MIC meghatarozasat és dsszehasonlitdsat RPMI-1640 és RPMI-1640
+ 50% human szérum jelenlétében a kiilonboz6 Candida fajok ellen, valamint a
gyogyszer hatékonysaganak tanulmanyozasat a kétféle tapkozegben idé-6lés

kisérletek segitsegével.

- a caspofungin és a nikkomycin Z MIC értékeinek meghatarozasat a kiilonb6zo
Candida fajok ellen, majd ezek ismeretében id6-6lés gorbék felvételével
tanulméanyozni és dsszehasonlitani a caspofungin és a nikkomycin Z 616 hatasat
kalon-kulon, illetve egyittesen RPMI-1640 és 50% human szérummal
kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben.

- a kisérlet sordn a magas koncentracioban adott caspofungin esetében jelentkezd
paradox novekedés megfigyelését és valtozésat a nikkomycin Z, illetve a

tapkozeghez hozzaadott human szérum jelenlétében.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgéalt gombafajok eredete

A MICA in vitro vizsgélatdahoz 8 Candida faj 24 Klinikai izolatuméat és 5 ATCC
teszttorzset (American Type Culture Collection) hasznaltunk. Az 6sszes C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis és harombol egy C. inconspicua izolatum
vérbol szarmazott. Az izolatumok azonositdsa APl ID32C és CHROMagar Candida
taptalaj segitségével mar kordbban megtortént. A C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C.
metapsilosis és C. inconspicua fajok azonositdsat pedig molekuléris biologiai

modszerekkel erdsitettiik meg (Majoros és mtsai. 2003, Tavanti és mtsai. 2005).

A CAS in vitro vizsgalata sordn 15-15 C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és C.
parapsilosis, illetve 4-4 C. dubliniensis, C. metapsilosis és C. orthopsilosis klinikai minta
PG-ét vizsgaltuk mikrodilaciés és id6-6lés modszerrel, melyek kozil fajonként 2-5
izoladtumot hasznéltunk fel a tovabbi Kkisérletekhez. Azonositdsuk és a tenyészet
tisztasaganak ellenérzése az el6zéekben leirt modszer szerint zajlott le. A C. dubliniensis,
C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis fajok azonositdsa korabban mar
megtortént molekularis bioldgiai eljardsokkal. (Somogyvari és mtsai. 2007, Tavanti és
mtsai. 2005).

A C. metapsilosis és a C. orthopsilosis izolatumokat Tavanti és munkatarsai (2005)

bocsajtottak a rendelkezéslinkre.

4.2. Erzékenység meghatarozasa mikrodilticiés modszerrel

A CAS, MICA és a NIK minimalis gatlo koncentracié (MIC) értékeinek meghatarozasat a
standard CLSI M27-A3 dokumentum ajanlasa alapjan végeztik el (CLSI 2008a).

Sabouraud agaron nétt 24 Ords tenyészeteket alkalmaztunk az egyes torzsek
gombaszuszpenzioinak elkészitéséhez. Denzitométer segitsegével 0,5 McFarland stiriségii
oldatot készitettiink, melyhez 0,9 %-os fizioldgias soéoldatot adtunk. A MIC értékek

meghatarozasahoz 96 iiregii ELISA-taplemezeket hasznaltunk. Az egyes gombaknél
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pozitiv (gyogyszert nem tartalmazd) és negativ (gombat nem tartalmazd) kontrollt is

alkalmaztunk.

A gybgyszereket steril desztillalt vizben oldottuk fel és 0,015-8 mg/l koncentracid értékek
kozott vizsgaltuk a MIC értékeket. MICA esetében a mikrodiltciés mddszert RPMI-1640
+ 50% human szérum (Sigma, Budapest) jelenlétében is elvégeztiik, ahol 0,06-32 mg/I
gyogyszerkoncentracidkat hasznaltunk. A NIK (Sigma, Budapest) legmagasabb vizsgalt
koncentracio értéke a kisérleteink soran 8 mg/l volt, mivel ez a maximalisan elérhet6 érték

a szérumban (Nix és mtsai. 2009).

Ezt kovetden a taplemezeket 35°C-on inkubaltuk, majd az lregek tartalmat pipettaval

0sszeszuszpendaltuk és leolvastuk az eredményeket.

A MIC értékek meghatarozasat 24 oOra utan végeztik el CAS (Cancidas, Merck) és MICA
(Mycamin, Astellas), valamint 48 o6ra elteltével NIK esetében. A szuszpenzio
zavarossdgénak vizsgalatat vizudlisan hataroztuk meg a prominens gatlds kritériuma
alapjan (CLSI 2008a). A MIC az adott antifungalis szer azon legkisebb koncentréacioja
volt, melynél az (iregek zavarossaga jelentds - legaldbb 50%-0s - csokkenést mutatott a

gombakontrollhoz képest.

4.3. Az antifungalis hatas vizsgalata id6-01és gorbek segitségével
A kiserleteket Klepser es munkatarsai (1998) altal leirt standardizalt modon végeztik el.

MICA esetében mind az RPMI-1640, mind a human szérummal Kkiegészitett tapkozeg
esetén 0,5-16x MIC koncentraciokat alkalmaztunk, a legmagasabb vizsgalt MICA

koncentracid pedig, 64 mg/l volt (Ernst és mtsai. 2002a).

A CAS id6-6lés gorbéit 0,125-16 mg/l, mig a NIK-t 0,125-8 mg/l koncentracid értékek
kozott vettik fel RPMI-1640-ben. A két szer kombinacidjandl a CAS-t minden
koncentraciéértéknél vizsgaltuk (0,125-16 mg/l), mig a NIK-nél az adott izolatum MIC
értekét vettlk alapul. Ahol a NIK MIC >8 mg/l volt, ott csak a legmagasabb, 8 mg/l
koncentraciot hasznaltuk. Az ennél alacsonyabb MIC értékek esetén a MIC-cel

megegyez0, illetve annal nagyobb koncentraciokat is vizsgaltuk 8 mg/I-ig.
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Otven szazalék human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben 2-2 C. albicans-t
(10920 és 17433), C. tropicalis-t (555 és 375), C. glabrata-t (6605 és 14545) és C.
parapsilosis-t (9150 és CP117), valamint 1-1 C. metapsilosis-t (CP5) és C. orthopsilosis-t
(CP85) vizsgaltunk. A CAS koncentracioi 32, 16, 1 és 0,125 mg/l voltak, mig a CAS +
NIK kombinacié esetén 8 mg/l NIK-t adtunk 16, 1 és 0,125 mg/l koncentracioju CAS-hoz.

A kisérlet soran 10° CFU/ml (Colony Forming Unit/ml) kiindulasi inokulumot
alkalmaztunk. A csoveket sotétben, folyamatos razatas mellett, 35 °C-os termosztatban
inkubaltuk. Adott idépontokban (0, 4, 8, 12, 24 és 48 ora) a csovekbdl 100-100 pl-eket
vettlink ki, melyekkel 1:10-es 1éptékii sorozathigitast végeztiink el fizioldgids sdoldatban.

Ezt kovetéen 4x30 ul mintat pipettaztunk az egyes Sabouraud agarok felszinére. 15-20
perces szaradas utan 48 drara, 35 °C-0s termosztatba helyeztik, s vegul megszdmoltuk a
kinétt telepeket. Az ¢él6 gombasejtek szamat (CFU) a higitasi adatok ismeretében

hataroztuk meg. A kapott csiraszdmokat az id6 fiiggvényében grafikusan abrazoltuk.

Fungicidnek akkor tekinthet6 a szer, ha a csiraszamban legalabb 99,9%-0s (3-l0ogio)
csOkkenés tapasztalhaté a kiindulasi inokulumhoz képest. Ha ennél kisebb a valtozas,
akkor fungisztatikusnak tekinthetdé az antifungalis szer az adott izolatummal szemben
(Klepser és mtsai. 1998).

Paradox hatas akkor figyelheté6 meg id6-0lés kisérletek soran, amikor az antifungalis szer
alacsony és magas koncentracioin ndvekedés észlelhet6 (fungisztatikus hatas), de a kdztes

koncentraciokon nincs gombandvekedés (fungicid hatés) (Varga és mtsai. 2008).

A CAS + NIK id6-6lés gorbék esetében vizsgaltuk a gydgyszerek egymasra gyakorolt
hatdsat. Szinergista hatas akkor tapasztalhatd, ha a kombinacidban adott szerek legalabb
100-szorosaval hatékonyabbak az altalunk vizsgalt leghatdsosabb monoterapias szernél. Ha
ez az érték alacsonyabb, akkor additivnak (indifferensnek) tekinthet6 a kombinacio. Ha
pedig a két szer gatolta egymas hatasat, akkor beszélhetiink antagonizmusrol (Kiraz és
mtsai. 2010).
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5. Eredmenyek

2. tablazat. A micafungin MIC értékei és az id6-61és kisérletek eredményei a Candida
izolatumokkal szemben RPMI-1640 és RPMI-1640 + 50% szerum jelenlétében

MIC (mg/l)

id6-0lés gorbék eredményei

o . ) (mg/l)
Klinikai izolatumok és Aran
ATCC teszttorzsek | RPMI | 20 7 "I remi | RPMI-1640+
szérum 50 % szérum
C. albicans ATCC 10231 0.03 0.25 8x | >0.03 sztatikus | >0.25 sztatikus*
C. albicans 738 0.03 0.25 8X | >0.03 sztatikus | >0.25 sztatikus
C. albicans 16569 0.015 0.12 8X >0.015 sztatikus | >0.25 sztatikus
C. albicans 14332 0.015 0.25 16x | >0.015 sztatikus | >0.25 sztatikus
C. albicans 10920 0.015 | 0.12 16x | >0.015 sztatikus | >0.25 sztatikus
C. tropicalis 3404 0.03 1 32X | >0.03 sztatikus | >1 sztatikus
C. tropicalis 6938 0.015 1 64x | >0.06 sztatikus | >1 sztatikus
C. tropicalis 15852 0.03 1 32X | >0.03 sztatikus | >1 sztatikus
C. tropicalis 8640 0.015 1 64X | >0.015 sztatikus | >1 sztatikus
C. glabrata 2041 0.015 1 64X >0.06 cid >2 cid**
C. glabrata 14188 0.015 1 64x >0.06 cid >2 cid
C. glabrata 14846 0.015 1 64x >(.25 cid >2 cid
C. glabrata 14545 0.015 1 64x >0.06 cid >2 cid
C. krusei ATCC 6258 0.12 2 16x >0.12 cid >4 cid
C. krusei 5029 0.12 8 64x >(.25 cid >32 cid
C. krusei 27393 0.12 8 64x >(.25 cid >32 cid
C. krusei 4363 0.12 8 64x >0.12 cid >16 cid
C. inconspicua 22027 0.03 2 64X >0.06 cid >4 cid
C. inconspicua 22838 0.03 1 32X >0.06 cid >4 cid
C. inconspicua 12060 0.015 2 128x >0.12 cid >4 cid
C. parapsilosis ATCC 22019 1 8 8x >4 cid >8 sztatikus
C. parapsilosis 896/1 2 32 16x >8 cid >32 sztatikus
C. parapsilosis 9150 2 32 16x >8 cid >32 sztatikus
C. orthopsilosis ATCC 96139 1 8 8X >2 cid >8 sztatikus
C. orthopsilosis CP85 0.25 16 64X >2 cid >32 sztatikus
C. orthopsilosis CP125 0.25 8 32x >2 cid >8 sztatikus
C. metapsilosis ATCC 96144 | 0.25 1 4x >0.25 cid >1 sztatikus
C. metapsilosis CP5 0.25 1 4x >(.25 cid >] sztatikus
C. metapsilosis CP92 0.25 4 16X >0.25 cid >8 sztatikus

*fungisztatikus
**fungicid
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5.1. Micafungin iranti erzékenyseg vizsgalata mikrodiltcios modszerrel

RPMI-1640-ben az 6sszes C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei és C.
parapsilosis izolatum érzékenynek bizonyult a mdédositott fajspecifikus CLSI
hatarértékeket figyelembe véve (Pfaller és mtsai. 2011b) (2. tablazat). Otven szazalék
human szérummal kiegészitett tdpkozegben az 6sszes Candida faj megfelelé novekedést
mutatott, a MIC értékek 4-128x nagyobbak voltak az RPMI-1640-ben tapasztalthoz képest.
Négyszeres novekedés két C. metapsilosis izolatumnal volt tapasztalhatd, mig a
legmagasabb, 128x-0s csupan egy C. inconspicua esetében. Leggyakrabban a 64x-es MIC
érték novekedés fordult el6 (29-bol 11 izolatumnal) (2. tablazat).

5.2. Az id6-01és Kiserletek eredményei micafungin esetében

A MICA fungisztatikus aktivitast mutatott RPMI-1640-ben az dsszes C. albicans és C.
tropicalis izolatumokkal szemben, még a legmagasabb, 16x-0s MIC értéknél is. A tdbbi faj

esetében >2-8x MIC-nél fungicid hatas volt megfigyelhet6 48 6ra utan (2. tablazat).

738 C. albicans
MIC= 0,25 mg/L
1,00E+08
1,00E+07 /‘—__/.//"
1,00E+06 —
’_E‘ & /
3 1,00E+05
G 1,00E+04
«E 1,00E+03
‘e’ 1,00E+02
(7]
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1dé (h)
—o— 16xMIC —— 8xMIC == 4xMIC == 2xMIC
=¥ 1xMIC —0—0.5xMIC Kontroll Fungicid hatar

8. abra. A C. albicans 738 izolatum reprezentativ id6-01és gorbeje MICA
esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében
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A tapkozeghez adott human szérum jelentésen csokkentette a MICA aktivitasat az Gsszes
vizsgalt izolatumndl. C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. metapsilosis és C.
orthopsilosis esetében csak fungisztatikus hatast volt a szer, mig a tébbi Candida fajnal
jelentdsen magasabb koncentracioértéknél kovetkezett be az 616 hatas RPMI-1640-nel
0sszehasonlitva (2. tablazat). A 0,5x MIC id6-6lés gorbéje minden faj esetében a kontroll

gorbéhez hasonlo lefutast mutatott.

Human szérum jelenlétében a MICA mar 1-2x MIC-nél fungisztatikusnak bizonyult C.
albicans izolatumokkal szemben, mig a legmagasabb gydgyszerkoncentracion 48 déra utan
-log 1,54 és —log 2,78 CFU/mI mértékben csokkent a sejtszam. Fungicid hatds nem volt
megfigyelhetd (8. abra).

8640 C. tropicalis
MIC=1 mg/L

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06 /o

1,00E+05 &

1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1dé (h)

—&—16xMIC ——8xMIC —4&—4xMIC ——2xMIC

== 1xMIC —0—0.5xMIC Kontroll Fungicid hatar

9. dbra. A C. tropicalis 8640 izolatum reprezentativ id6-0lés gorbéje MICA
esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

C. tropicalis és C. glabrata izolatumokkal szemben a MICA az id6-6lés kisérletekben
fungisztatikus hatasu volt 1 mg/l koncentracién (1x MIC) RPMI-1640 + 50% human
szérum jelenlétében (9-10. abra). C. tropicalis ellen a gydgyszer a legmagasabb
koncentracidin is csak fungisztatikus hatast produkalt (-log 1,68 és —log 2,63 CFU/mI
csiraszamcsokkenés) (9. abra), mig C. glabrata esetében a >2x MIC 24 6ra utan mar

fungicidnek bizonyult (10. abra).
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14188 C. glabrata
MIC=1 mg/L

1,00E+08 g/

1,00E+07

1,00E+06 "‘/‘/‘
%\ - ® —
S 1,00E+05
L
8 \\
£ 1,00E+04
R
2 1,00E+03 -
()]
(%]

1,00E+02 \.ﬁ

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
—o— 16xMIC ——8xMIC —a—4xMIC ——2xMIC
== 1xMIC —0—0.5xMIC Kontroll Fungicid hatar

10. dbra. A C. glabrata 14188 izolatum reprezentativ id6-6lés gorbéje
MICA esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

C. krusei-vel szemben 1x MIC értéknél 24 éra utan fungisztatikus hatasu volt a MICA, de
ez a hatés a kovetkezé 24 6ra sordn megsziint és gombanovekedés volt megfigyelhetd.
Tizenhat mg/l gyogyszerkoncentracion fungisztatikus és fungicid hatés is érvényesult, mig
32 mg/l-en (4x MIC) 48 ora elteltével az Gsszes izolatumra 616 (fungicid) hatast fejtett ki a
gyogyszer (11. abra).

A MICA fungisztatikus hatassal rendelkezett C. inconspicua izolatumaival szemben 1-2
mg/l-en. Ennél magasabb koncentraciokon (>2-4x MIC) mar 12 6ra utan 616 hatas volt

megfigyelhet6 (12. abra).
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Sejtszam (CFU/ml)

4363 C. krusei

1,00E+08 MIC= 8 mg/L
1,00E+07 ﬁ
1,00E+06
1,00E+05 = ‘/
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
——4xMIC ——2xMIC —&— 1xMIC
—>—0.5xMIC ——Kontroll Fungicid hatar

11. dbra. A C. krusei 4363 izolatum reprezentativ id6-01és gorbéje
MICA esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

22027 C. inconspicua

MIC=2 mg/L
1,00E+08 g/
A
1,00E+07
_ 1,00E+06
£
> 1,00E+05 \\
S
~— 1,00E+04
~§ ’ \’(\
5 1,00E+03 ———
‘o
w
1,00E+02 g - =
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1dé (h)
—o—8xMIC —B—4xMIC —&—2xMIC ——1xMIC
== 0.5xMIC —0— Kontroll Fungicid hatar

12. dbra. A C. inconspicua 22027 izolatum reprezentativ id6-0lés gorbéje
MICA esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében
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1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

CP5 C. metapsilosis
MIC= 1 mg/L

o/

\\\3

—o—16xMIC

—¥—1xMIC

12 24 48
1d6 (h)
——8xMIC —a—4xMIC —2xMIC
—0—0.5xMIC Kontroll

13. dbra. A C. metapsilosis CP5 izolatum reprezentativ id6-6lés gorbéje
MICA esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

A ’psilosis-csoportot’ az id6-0lés kiserletek alapjan ket részre kell osztanunk. A C.

rendelkezik. Egyszeres MIC (1 mg/l) értéknél is mar gatolt volt a gombandvekedés, mig
magasabb (8-16x MIC) gydgyszerkoncentracion —log 2,43 és -log 2,71 koOzotti

crer

telepszamcsokkenes is megfigyelhet6 48 ora elteltével (13. abra).

Ezzel szemben C. parapsilosis (14. abra) és C. orthopsilosis (15. abra) ATCC
teszttorzseknél 8 mg/l-en, mig a klinikai izolatumoknal 32-64 mg/l-en (1-2x MIC)

figyelheté meg gyenge fungisztatikus hatas.
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Sejtszam (CFU/ml)

896/1 C. parapsilosis
MIC= 32 mg/L
1,00E+08

L00E+07 )/«—"*

o

1,00E+06 .% —
— . —— S — —

1,00E+05 —
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

0 4 8 12 24 48

1d6 (h)
——2xMIC —— 1xMIC —>—0.5xMIC

—¥— Kontroll

Fungicid hatar

14. dbra. A C. parapsilosis 896/1 izolatum reprezentativ id6-01és gorbéje
MICA esetében RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

Sejtszam (CFU/ml)

CP85 C. orthopsilosis

1,00E+08 MIC= 32 mg/L
1,00E+07 .
1,00E+06 W
1,00E+05 %
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
—8—2xMIC —a— 1XMIC ——0.5xMIC

—¥— Kontroll

Fungicid hatar

15. abra. A C. orthopsilosis CP85 izolatum reprezentativ id6-6lés gorbéje
MICA eseteben RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében
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5.3. Candida fajok caspofunginra és nikkomycin Z-re vonatkoztatott

MIC értékei

3. tablazat. A CAS és NIK MIC értékei Candida izolatumokkal szemben, illetve az id6-
o0lés kisérletek eredmenyei RPMI-1640 tapkdzegben

CAS NIK
1d6-61és N CAS +NIK
s s 0- Sy e
Klinikai izolastum | mic | Iserletek oy o iserietek | Kombindcio idé
(mg/ty | eredmenye oy | eredme- |, OI€S
(adott nye kisérletekben
koncentracion)
C. albicans 4780* 0.015 PG (8-16) 4 | sztatikus® | cid? indifferens
C. albicans 10920 0.015 PG (4-16) 8 sztatikus | cid, szinergista
C. albicans 19627 0.03 PG (4-16) 2 sztatikus | cid, indifferens
C. albicans 17433 0.015 PG (8-16) 0.25 | sztatikus | cid, indifferens
C. albicans 19888 0.015 PG (4-16) 4 sztatikus | cid, indifferens
C. dubliniensis 1081 0.06 sztatikus 4 sztatikus | sztatikus, indifferens
C. dubliniensis 2953 0.06 sztatikus 4 sztatikus | sztatikus, indifferens
C. tropicalis 3404* 0.03 PG (8-16) >8 NI cid, indifferens
C. tropicalis 555* 0.03 PG (16) >8 NI cid, szinergista
C. tropicalis 375 0.015 PG (8-16) >8 NI cid, indifferens
C. tropicalis 5093 0.03 PG (16) >8 NI cid, indifferens
C. tropicalis 8640 0.03 PG (16) >8 NI cid, indifferens
C. glabrata 69 0.03 cid** >8 NI cid, szinergista ***
C. glabrata 6605 0.03 cid** >8 NI cid, szinergista ***
C. glabrata 2712 0.03 sztatikus >8 NI sztatikus, indifferens
C. glabrata 14545 0.03 sztatikus >8 NI sztatikus, indifferens
C. glabrata 27510 0.06 sztatikus >8 NI sztatikus, indifferens
C. parapsilosis 9150 1 PG (8-16) 8 NI cid, szinergista
C. parapsilosis CP117 0.5 PG (8-16) 4 sztatikus | cid, indifferens
C. parapsilosis CP120 0.5 sztatikus 1 sztatikus | cid, indifferens
C. parapsilosis CP121 1 sztatikus 2 sztatikus | cid, szinergista
C. orthopsilosis CP85 0.12 PG (8-16) 8 NI cid, indifferens
C. orthopsilosis CP125 | 0.12 cid (16) 2 sztatikus | cid, indifferens
C. metapsilosis CP5 0.25 cid (=1) 4 sztatikus | cid, indifferens
C. metapsilosis CP86 0.25 cid (>8) 1 sztatikus | cid, indifferens

* paradox ndvekedést (PG) mutat6 izolatumok CLSI mikrodiltcios teszttel

** paradox ndvekedést mutato izolatumok id6-0lés kisérletek soran 24 ora elteltével
*** 3 gyogyszerkombinacio 24 o6ra utan fungicid volt az adott izolatummal szemben
NI: nincs gatlas, 1: fungisztatikus, 2: fungicid
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A CAS MIC értékei a C. albicans, a C. dubliniensis, a C. tropicalis és a C. glabrata
esetében 0,015-0,06 mg/l kozott valtoztak. Ett6l magasabb értékeket a C. orthopsilosis
(0,12 mg/l) és C. metapsilosis (0,25 mg/l) izolatumok vettek fel, mig a C. parapsilosis-
oknak 0,5-1 mg/l kozoétti MIC értékeket figyeltink meg, de még ez is a mdédositott

érzékenysegi hatarertéken belul maradt (3. tablazat).

Egyik C. tropicalis és C. glabrata izolatumnal sem tapasztaltunk prominens csdkkenést a
gombakontrollhoz képest NIK-vel szemben. A tobbi faj MIC értékei NIK esetén 1-8 mg/|
kozott valtoztak, kivéve a C. albicans 17433-at, ahol méar 0,25 mg/l-en megfigyelhet6 volt
a gatlas (3. tablazat).

5.4. 1d6-0lés kisérletek eredményei RPMI-1640 tapkozegben caspofungin
és nikkomycin Z esetében

5.4.1. A caspofungin gombaellenes hatasa az ido6 fiiggvényében

10920 C. albicans

MIC,ac= 0,015 mg/L
1,00E+08 cAS g/

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05
1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 24 48

12
1dé (h)
—o— CAS 16 mg/I —&—CAS 8 mg/I —a—CAS 4 mg/|
=>6=CAS 2 mg/I —#—CAS 1 mg/I —0—CAS 0.5 mg/I

CAS 0.12 mg/I Kontroll Fungicid hatar

16. abra. A C. albicans 10920 izolatum reprezentativ id6-0lés
gorbéje CAS esetében RPMI-1640 jelenléteben
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C. albicans izolatumokra jellemz6, hogy magas gyogyszerkoncentracioban PG-t mutatnak.
Ez a jelenség a 4780-as és a 17433-as izolatumnal 8-16 mg/l koncentracion kovetkezik be,
mig a masik harom torzs esetében (10920, 19627 és 19888) 4-16 mg/l kdzott volt
megfigyelheté. Alacsonyabb gyogyszerkoncentracion (0,12-2 mg/l) fungicid hatasu volt a
szer (3. tablazat, 16. abra).

555 C. tropicalis
Mi = mg/L
1,00E+08 Ceas= 0,03 mg/
1,00E+07
= 1,00E+06
E il
S 1,00E+05 = * :
b \
T LO0E+04 A —
'S 1,00E+03 N ———
& 1,00E+02 N
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
—o—CAS 16 mg/I —— CAS 8 mg/I —4— CAS 4 mg/|
——CAS 2 mg/| —%—CAS 1 mg/I —8—CAS 0.5 mg/I
CAS 0.12 mg/I Kontroll Fungicid hatar

17. dbra. A C. tropicalis 555 izolatum reprezentativ id6-6lés
gorbéje CAS esetében RPMI-1640 jelenlétében

A C. tropicalis izolatumok esetében szintén megfigyelhet6 a PG. A C. tropicalis 3404-es
és 375-0s izolatumoknal 8-16 mg/I-en, mig a toébbi harom izolatumnal (555, 5093 és 8640)
16 mg/l gydgyszerkoncentracion. Fungisztatikus volt a CAS 0,12 mg/l-en 48 ora utan, de
0,5-4 mg/l kozdétt fungicid hatés volt megfigyelhet6 (3. tblazat, 17. abra).

A vizsgélt C. glabrata izolatumok kozil harommal szemben (2712, 14545 és 27510) a
CAS fungisztatikus hatést fejtett ki 48 6ra utan, mig a 69-es és 6605-0s torzs ellen fungicid

volt a szer, habar 24 dra elteltével még PG volt megfigyelheté 8-16 mg/l-en (3. tablazat,
18. abra).
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6605 C. glabrata
MIC.,s= 0,03 mg/L

1,00E+08
1,00E+07
= 1,00E+06
£ B
2 1,00E+05
=
£ 1,00E+04 \‘#\
\va -
[}
1,00E+02 \x:
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
I1d& (h)
—o—CAS 16 mg/I —=—CAS 8 mg/I —4—CAS 4 mg/I
—>—CAS 2 mg/I —¥#—CAS 1 mg/I —o—CAS 0.5 mg/I
CAS 0.12 mg/I Kontroll Fungicid hatar

18. abra. A C. glabrata 6605 izolatum reprezentativ id6-0lés
gorbéje CAS esetében RPMI-1640 jelenlétében

A C. parapsilosis 9150 és a CP117 izolatumok PG-t mutattak 8-16 mg/l CAS koncentracio
jelenlétében. Masik ket vizsgalt izolatum esetében (CP120, CP121) nem volt

megfigyelheté a jelenség és minden gyodgyszerkoncentracion fungisztatikus hatasu volt a
szer (3. tablazat, 19. abra).

Az 0&sszes CAS koncentracion fungisztatikus hatés jelentkezett a C. dubliniensis
izolatumokkal szemben. A C. metapsilosis CP5 esetében >1 mg/l, mig CP86-nal >8 mg/I
fungicid hatas volt megfigyelhet6. A C. orthopsilosis CP85 izolatum PG-t mutatott 8-16

mg/l CAS koncentracion, mig a CP125-0s izolatummal szemben 16 mg/l-en fungicid volt a
szer (3. tblazat).
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CP117 C. parapsilosis
MIC,s= 0,5 mg/L

1,00E+08
1,00E+07 —
T 1,00E+06
~
@ 1,00E+05
)
€ 1,00E+04
'R
£ 1,00E403
()]
wv
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
—o—CAS 16 mg/I —— CAS 8 mg/I —A— CAS 4 mg/|
—>—CAS 2 mg/I —¥—CAS 1 mg/I —0—CAS 0.5 mg/I
CAS 0.12 mg/I Kontroll Fungicid hatar

19. dbra. A C. parapsilosis CP117 izolatum reprezentativ id6-0lés
gorbéje CAS esetében RPMI-1640 jelenlétében

5.4.2. A nikkomycin Z gombaellenes hatasa az id6 fiiggvényében

A NIK id6-6lés kisérletekben fungisztatikus hatast mutatott azon izolatumokkal szemben,
ahol a MIC érték 0,25-4 mg/l kdzott volt a mikrodiluciés mddszer soran. A 8 mg/l NIK-t
tartalmazd csdvek (C. albicans 10920, C. parapsilosis 9150, C. orthopsilosis CP85
valamint az 6sszes C. tropicalis és C. glabrata) id6-6lés gorbéje a kontrollhoz volt hasonl6
(3. tdblézat, 20-23 &bra).

5.4.3. Az idé-6lés Kisérletek eredményei caspofungin + nikkomycin Z kombinécio
esetében

Antagonizmus a CAS és a NIK kdzott nem volt megfigyelhet6. Szinergizmus a C. albicans
10920, a C. tropicalis 555, a C. glabrata 69 és 6605, illetve a C. parapsilosis 9150 és
CP121 izolatumoknal tapasztaltunk, ami relative magas CAS koncentracion (>4 mg/l) és
még MIC érték alatti NIK koncentracion (1 mg/l-en) is megjelent. A tobbi esetben a két
szer indifferens volt egymésra nézve, mely nagy részben fungicid hatassal parosult, kivéve
a C. dubliniensis izolatumokat és a szinergizmust nem mutat6 C. glabrata-kat (3. tablazat,
20-23. abra). A NIK minden esetben megsziintette a CAS-nal tapasztalt PG-t (20-23. abra).
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10920 C. albicans
1,00E+08 MIC¢,s= 0,015 mg/L, MIC,, = 8 mg/L

1,00E+07 /—__///

7/

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1dé (h)
=¢=CAS 16 mg/l + NIK 1 mg/| —@—CAS 8 mg/l + NIK 1 mg/I === CAS 4 mg/| + NIK 1 mg/|
——CAS 2 mg/l + NIK 1 mg/I —*—CAS 1 mg/l + NIK 1 mg/I ——CAS 0.5 mg/l + NIK 1 mg/I
~—+—CAS 0.12 mg/l + NIK 1 mg/I Kontroll NIK 1 mg/I
Fungicid hatar

20. &bra. A C. albicans 10920 izolatum reprezentativ id6-0lés
gorbéje CAS + NIK kombinacioval RPMI-1640 jelenlétében

555 C. tropicalis

1,00E+08 MIC¢,s= 0,03 mg/L, MICy, = >8 mg/L
/\-
1,00E+07 / _
= 1,00E+06
E \-/
> 1,00E+05 |
=]
Y 1,00E+04 *
'S 1,00E+03 \’\0\
£ s N
& 1,00E+02 <
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1dé (h)

—e—CAS 16 mg/l + NIK8 mg/l  —m—CAS 8 mg/I + NIK 8 mg/I —&— CAS 4 mg/I + NIK 8 mg/I
==é=CAS 2 mg/l + NIK 8 mg/I === CAS 1 mg/l + NIK 8 mg/I —0—CAS 0.5 mg/l + NIK 8 mg/I
—+—CAS 0.12 mg/l + NIK 8 mg/I Kontroll NIK 8 mg/I

Fungicid hatar

21. abra. A C. tropicalis 555 izolatum reprezentativ id6-6lés
gorbeje CAS + NIK kombinéciéval RPMI-1640 jelenlétében
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Azon Candida izolatumoknal, melyekkel szemben szinergizmust mutat a CAS + NIK
kombinécio, jol megfigyelhetd, hogy 48 o6ra utin minden gyoégyszerkombinédcional
fungicid hatas tapasztalhato annak ellenére, hogy a NIK nem csokkentette a
gombatelepek szdmat monoterdpids szerként alkalmazva (20-22. abra). A PG-t a
kombinéacié minden esetben megszintette, habar C. tropicalis 555-6s izolatumnal 8 és 12
oranal a két legmagasabb, mig 24 oranal a 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK
gyogyszerkoncentracidé fungisztatikus hatast mutatott, mig az alacsonyabb doézisok

fungicidnek bizonyultak (21. abra).

Szinergizmust nem mutaté C. parapsilosis CP117 esetében csak a 4-8-16 mg/l CAS + 4
mg/l NIK bizonyult fungicid hatasinak, az ett6l alacsonyabb koncentraciokon
fungisztatikus volt a szer 48 éra elteltével, mig a 0,12 mg/l CAS + 4 mg/l NIK hasonlé
lefutast mutatott a kontroll gérbéhez képest (23. abra).

6605 C. glabrata

1,00E+08 MIC,,s= 0,03 mg/L, MICy, = >8 mg/L

1,00E+07 =
__ 1,00E+06 <
E 2
<. 1,00E+05
= N
§ 1,008+04 B
~§ 1,00E+03 “\
a3
S 1,00E402 e
(%)

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
—o—CAS 16 mg/I + NIK 8 mg/| —@—CAS 8 mg/| + NIK 8 mg/| w=fe=CAS 4 mg/| + NIK 8 mg/I
==é=CAS 2 mg/l + NIK 8 mg/I —#—CAS 1 mg/l + NIK 8 mg/| —0—CAS 0.5 mg/l + NIK 8 mg/I
CAS 0.12 mg/l + NIK 8 mg/I Kontroll NIK 8 mg/I
Fungicid hatar

22. dbra. A C. glabrata 6605 izolatum reprezentativ id6-61és
gorbéje CAS + NIK kombinacidval RPMI-1640 jelenlétében
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CP117 C. parapsilosis
MIC,s= 0,5 mg/L, MICy,= 4 mg/L

1,00E+08
1,00E+07

= 1,00E+06 -

1,00E+05

1,00E+04
1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1d6 (h)
==@=CAS 16 mg/l + NIK 4 mg/| —m—CAS8 mg/l+NIK4 mg/l  —&—CAS4 mg/l +NIK4 mg/I
——CAS2mg/l + NIK4 mg/l  —%—CAS1mg/l+NIK4mg/l —e—CASO0.5mg/l+NIK4mg/l
CAS 0.12 mg/I + NIK 4 mg/I Kontroll NIK 4 mg/I
Fungicid hatar

23. abra. A C. parapsilosis CP117 izolatum reprezentativ id6-01és
gorbéje CAS + NIK kombinacioval RPMI-1640 jelenlétében

5.4.4. 1d6-6lés kisérletek eredményei RPMI-1640 + 50% human szérum tapkozegben

A CAS MIC értékei 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben C. albicans, C.
dubliniensis és C. tropicalis fajoknal 0,12 mg/l volt, ami 2-8x-0s ndvekedeést jelent RPMI-
1640-hez képest. C. glabrata (MIC= 0,5 mg/l), C. parapsilosis (MIC= 8 mg/l) és C.
orthopsilosis (1 mg/l) 8-16x-0s MIC emelkedést mutatott, mig C. metapsilosis izolatumok

MIC értéke a 4x-esére emelkedett (1 mg/l) human szérumos tapkozegben.

A kiilonb6zé CAS koncentraciokon bekovetkezé gombatelep valtozast a két tapkozegben a
4. tablazat foglalja Ossze. Egy torzsnél sem fordult el6 PG 50% human szérumot
tartalmazd kozegben. A 0,12 mg/l gydgyszerkoncentracio minden vizsgalt izolatum
esetében hatdstalannak bizonyult, azaz a gombak erételjes novekedést mutattak. A C.
parapsilosis sensu lato 0sszes tagjanal az 1 mg/l sem gatolta a gomba ndvekedését, mig C.
parapsilosis 9150 izolatum esetében még a legmagasabb koncentracio is hatastalan volt.
Fungicid hatas a C. albicans, C. tropicalis és a C. glabrata 6605-6s izolatumainal volt

megfigyelheté 16 mg/l gyogyszerkoncentracion (4. tblazat).
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4. tablazat. A CAS hatdsa id6-01és kisérletek soran RPMI-1640 és 50% human
szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozegben

Gombasejtszam csokkenés mertéke

Gyogyszer-
Klinikai izolatum koncentracio (logg Cslif\r/lnll?lmo =Y
(mgh RFLE Y huméan szérum ’
16 -1.28* -3.08
C. albicans 10920 1 -3.50 -1.75
0.12 -3.38 +1.46
16 -1.33* -3.25
C. albicans 17433 1 -3.50 -3.25
0.12 -2.38 +1.03
16 -1.48 -0.34
C. dubliniensis 2953 1 -0.31 -0.04
0.12 -0.24 +1.09
16 -1.18* -3.30
C. tropicalis 555 1 -3.25 -3.08
0.12 -2.15 +1.82
16 -1.23* -3.30
C. tropicalis 375 1 -3.30 -3.08
0.12 -2.25 +0.83
16 -3.78** -4.0
C. glabrata 6605 1 -3.78 -4.0
0.12 -3.08 +1.75
16 -1.08 -1.26
C. glabrata 14545 1 -1.38 -0.14
0.12 -1.35 +1.62
16 -1.07* +1.49
C. parapsilosis 9150 1 -1.40 +1.71
0.12 +1.40 +1.73
16 -1.60* -0.10
C. parapsilosis CP117 1 -2.56 +1.52
0.12 +1.18 +1.68
16 -1.59* -1.21
C. orthopsilosis CP85 1 -1.19 +1.24
0.12 +1.54 +1.51
16 -3.60 -2.08
C. metapsilosis CP5 1 -3.60 +0.60
0.12 -0.63 +1.04

* PG-t mutaté izolatum 1d6-01és kisérlet soran 48 6ra utan
** PG-t mutatd izolatum id6-061és kisérlet soran 24 6ra utan
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17433 C. albicans

1,00E+08 MIC = 0,12 mg/L

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

0 4 8 12 24 48
1d6 (h)

—o—NIK 8 mg/I —m—CAS 16 mg/I —4&—CAS 16 mg/l + NIK 8 mg/|
——CAS 1 mg/I —#—CAS 1 mg/l + NIK 8 mg/I —0—CAS 0.12 mg/I
CAS 0.12 mg/l + NIK 8 mg/I Kontroll Fungicid hatar

24. &bra. A C. albicans 17433 izolatum reprezentativ id6-61és gorbéje
CAS + NIK kombinéacidval 50% human szérummal kiegészitett RPMI-

1640 jelenlétében

C. albicans 17433 és C. glabrata 6605 reprezentativ id6-01és gorbéjen jol lathatd, hogy a
monoterapias szerként adott NIK mellett a legalacsonyabb CAS ddzissal kombinalt 8 mg/I
NIK is hatdstalannak bizonyult 48 ora elteltével. Az 1 és 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK
kombinacid 48 dra utan fungicid hatést fejtett ki (24-25. abra).

C. tropicalis 555 izolatum esetében csupan két monoterapias dozis, a 8 mg/l NIK és a 0,12
mg/l CAS nem mutatott hatékonysagot. A tobbi gyogyszerkoncentraciokon erésen
fungisztatikus (0,12 CAS + 8 mg/l NIK) és fungicid (1 és 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK)
hatas érvényesult 48 dra utan (26. abra).
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6605 C. glabrata
MIC.,= 0,12 mg/L

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

Sejtszam (CFU/ml)

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1d6 (h)

—o—NIK 8 mg/I —m—CAS 16 mg/I —4&—CAS 16 mg/l + NIK 8 mg/I
——CAS 1 mg/I —*—CAS 1 mg/l + NIK 8 mg/I —0—CAS 0.12 mg/I
—+—CAS 0.12 mg/l + NIK 8 mg/I Kontroll Fungicid hatar

25. abra. A C. glabrata 6605 izolatum reprezentativ id6-0lés
gorbéje CAS + NIK kombinacidval 50% human szérummal
kiegészitett RPMI-1640 jelenlétében

555 C. tropicalis

1,00E+08 MICcns= 0,12 mg/L

1,00E+07 e ——— ——

E - /
2 1,00E+05 —
e
£ 1,00E+04
Y
2 1,00E+03
& \c-
1,00E+02 S
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
I1d6 (h)
—e—NIK 8 mg/I ——CAS 16 mg/! —4—CAS 16 mg/I + NIK 8 mg/|
——CAS 1 mg/! —%—CAS 1 mg/l + NIK8 mg/l  —@—CAS0.12 mg/|
—+—CAS 0.12 mg/l + NIK 8 mg/| Kontroll Fungicid hatar

26. abra. A C. tropicalis 555 izolatum reprezentativ id6-61és
gorbéje CAS + NIK kombinécidval 50% human szérummal
kiegészitett RPMI-1640 jelenlétében




A C. parapsilosis 9150 izolatum id6-6lés gorbéjérél leolvashatd, hogy 48 ora elteltével
csOkkentette a gombatelepek szamat az egyedul alkalmazott 16 mg/l CAS-hoz hasonléan;

gyenge fungisztatikus hatas volt megfigyelhetd. A tobbi gyogyszerkoncentracid nem volt
hatasos (27. abra).

9150 C. parapsilosis

1,00E+08 MIC 5= 4 mg/L

1,00E+07 -

=1,00E+06 - — //f"f(é;?/dﬁ".
S~ -

£

\§1,00E+04
4]
24,00E+03
v
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
0 4 8 12 24 48
1dG (h)
—o—NIK 8 mg/I ——CAS 16 mg/| —&—CAS 16 mg/I + NIK 8 mg/|
—>—CAS 1 mg/I =i=CAS 1 mg/| + NIK 8 mg/I —0—CAS 0.12 mg/I
CAS 0.12 mg/Il + NIK 8 mg/I Kontroll Fungicid hatar

27. dbra. A C. parapsilosis 9150 izolatum reprezentativ id6-6lés gorbéje
CAS + NIK kombinécioval 50% human szérummal kiegészitett RPMI-
1640 jelenlétében

A CAS ¢és a CAS + NIK kombinaci6é hatasat az id6 fiiggvényében az 5. tablazat foglalja
0ssze az 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben. Szinergizmus C. tropicalis
555 és C. albicans 17443 izolatumoknal volt megfigyelheté 0,12 mg/l CAS
koncentracional, mig C. albicans 10920 esetében az 1 és a 0,12 mg/l
gyogyszerkoncentracid is szinergizmust mutatott. Az dsszes tobbi izolatumot figyelembe
véve a két szer kombinacioja indifferens (additiv) volt. A C. parapsilosis esetében, ahol a
monoterapias szerkent adott CAS hatastalannak bizonyult, a kombinacidban hasznalt CAS

+ NIK sem okozott jelentds telepszamcsokkenést (5. tablazat).
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5. tablazat. A CAS és a CAS + NIK kombinaci6 hatasdnak osszehasonlitidsa id6-01és
kisérlettel RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében

Izolatum

CAS hatasa id6-0lés kisérlet

soran

CAS + NIK kombinacié hatasa
id6-0lés kisérlet soran

16-32 mg/l | Fungicid 48 6ra utan | Fungicid 48 6ra utan, indifferens
C. albicans 10920 1 mg/l Fungisztatikus Fungicid, szinergista 48 6ra utan
0.12 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, szinergista 24 6ra utan
16-32 mg/l | Fungicid 48 6rautan | Fungicid 48 6ra utan, indifferens
C. albicans 17433 1 mg/l Fungicid 48 6ra utin | Fungicid 48 dra utén, indifferens
0.12 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, szinergista 24 6ra utan
16-32 mg/l | Fungicid 48 érautan | Fungicid 48 6ra utan, indifferens
C. tropicalis 555 1 mg/l Fungicid 48 6ra utdn | Fungicid 48 Ora utan, indifferens
0.12 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, szinergista 48 6ra utan
16-32 mg/l | Fungicid 48 6rautan | Fungicid 48 6ra utan, indifferens
C. tropicalis 375 1 mg/l Fungicid 48 6ra utdn | Fungicid 48 dra utan, indifferens
0.12 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
16-32 mg/l | Fungicid 48 6rautan | Fungicid 48 6ra utan, indifferens
C. glabrata 6605 1 mg/l Fungicid 48 6ra utdn | Fungicid 48 dra utan, indifferens
0.12 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
16-32 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
C. glabrata 14545 1 mg/l Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
0.12 mg/I Nincs hatés Nincs hatés, indifferens
16-32 mg/I Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
C. parapsilosis 9150 1 mg/l Nincs hatas Nincs hatds, indifferens
0.12 mg/I Nincs hatés Nincs hatés, indifferens
16-32 mg/l Fungisztatikus Fungisztatikus, indifferens
C. parapsilosis CP117 1 mg/l Nincs hatas Nincs hatés, indifferens
0.12 mg/I Nincs hatas Nincs hatds, indifferens
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5.5. A Kkisérleti munkaban részt veve tarsszerz6k munkajanak

ismertetése

Az értekezés alapjaul szolgald két kdzlemény elkészitése soran a tarszerzok az alabbi

fazisokban mukodtek kozre:

Foldi R, Szilagyi J, Kardos G, Berényi R, Kovacs R, Majoros L. 2012. Effect of 50%
human serum on the killing activity of micafungin against eight Candida species using
time-kill methodology. Diagn Microbiol Infect Dis. 73(4):338-42.

A klinikai mintak beszerzése és azonositasa: Foldi Richard, Szilagyi Judit, Berényi Réka,
Kovacs Renato.

Az izolatumok MIC értékének meghatérozésa: Foldi Richard, Szilagyi Judit, Berényi Réka,

Kovacs Renato.

1ds-0lés kiserletek elvégzése RPMI-1640 és 50% human szérummal kiegészitett RPMI-
1640 tapkozegben: Foldi Richard, Szilagyi Judit, Berényi Réka, Kovécs Renéto.

A kisérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése: Foldi Richard, dr. Kardos Gabor,

dr. Majoros Léaszlo.

Kézirat revizid: dr. Majoros Laszld

Szilagyi J, Foldi R, Bayegan S, Kardos G, Majoros L. 2012. Effect of nikkomycin Z
and 50% human serum on the Kkilling activity of high-concentration caspofungin
against Candida species using time-kill methodology. J Chemother. 24(1):18-25.

A klinkai mintak beszerzése és azonositasa: Szilagyi Judit, Foldi Richard, Bayegan Sedigh

Az izolatumok CAS és NIK iranti MIC értékének meghatarozasa: Szilagyi Judit, Foldi
Richard, Bayegan Sedigh

1do-6lés kisérletek elvégzése CAS, NIK és CAS + NIK kombinacio esetében a kétféle

tapkdzegben: Szilagyi Judit, Foldi Richard, Bayegan Sedigh

A Kisérletes munka tervezése, eredmények kiértékelése: Szilagyi Judit, FOldi Richard, dr.

Kardos Gabor, dr. Majoros L&szl6

Keézirat revizid: dr. Majoros Laszld
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6. Megbeszelés

Az invaziv candidiazis egy allandoan jelenlevo kdzegészségligyi probléma. Prevalencidja
és mortalitasa mar toébb mint egy évtizede véltozatlan annak ellenére is, hogy az
antifungalis terapia tertlete folyamatosan fejlédik (Pfaller és mtsai. 2007).

Az 1980-as évek eleje Ota a gombas fertdzések egyre nagyobb aranyban jelentek meg az
immunszuppresszaltak, illetve a kérhazban fekvd sulyos alapbetegségtdl szenvedd betegek
korében (Pfaller és mtsai. 2007). Az 1979 és 2000 kozotti idészakot vizsgalva az Egyesiilt
Allamokban a gombas fertézéseknél el6forduld szepszis gyakorisaga tobb mint
kétszeresere novekedett (Martin és mtsai. 2003). McNeil és munkatarsai (2001) a
mortalitast vizsgalva arra a megallapitasra jutottak, hogy a Candida, Aspergillus és
Cryptococcus fajok okozta mikdzisok dramai modon megndvekedtek az USA-ban: 1980-
ban 1557 hal&lesetet figyeltek meg, mig 1997-re ez a sz&m 6534-re emelkedett.

Az 1980-as évek végeig az AMB és az azol tipust antifungalis szerek alkalmazasan
alapult az antifungalis terapia, melyek célpontja a gomba sejtmembranja (Lewis 2011,
Pappas és mtsai. 2007). A triazolok bevezetése a klinikumba az 1990-es évek elején jo
eredményeket mutatott a terdpia sordn. A FLU miatt, bar a C. albicans és C. tropicalis
okozta fert6zések gyakorisaga csokkent, az egyéb, nem-albicans Candida fajok (pl. C.
krusei, C. parapsilosis) altal okozott betegségek szama megndvekedett (Pfaller és mtsai.
2007).

A sejtfalszintézist gatld echinocandinok bevezetése nagy attorést jelentett a klinikai
gyakorlatban kedvez6 farmakokinetikai €s farmakodinamiai tulajdonsagaik miatt. In vitro
kisérletekben a Candida fajok MIC értéke az echinocandinok irant altalaban alacsony,
mig néhany faj, mint példaul a C. parapsilosis és C. guilliermondii esetében >2 mg/l MIC
értékek is eléfordulnak (Pappas és mtsai. 2007, Pfaller és mtsai. 2007).

Mindezek mellett magas MIC (> 2 mg/l) értékkel rendelkezd C. albicans, C. glabrata, C.
krusei és C. tropicalis klinikai izolatumokat is leirtak mar, ami a gliikan-szintaz enzim
Fks1 alegységének a HS1 és HS2 régiodiban tortént aminosav valtozasa miatt fordulhat el6
(Chen és mtsai. 2011, Pfaller és mtsai. 2007, Walker és mtsai. 2008).
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Az elébb emlitett, aminosavcserében megnyilvanulo rezisztenciat altalaban elkilonitik a
magas echinocandin koncentracié jelenlétében torténd, a sokszor joval a MIC érték feletti
gombanodvekedéstdl. Ez a paradox jelenség egy stresszvalasz-reakcid, mely sordn a tuléld
sejtek sejtfalaban a B-1,3-glikant felvaltja a kitin (Bizerra és mtsai. 2011). A magas CAS
koncentracid a C. albicans sejtfal f-1,3 glukdn mennyiségéet 81 %-ban csokkentette, mig a

Kitin szintet hatszorosra novelte (Stevens és mtsai. 2006).

A Shields és munkatarsai (2011a) altal végzett kisérletek alapjan RPMI-1640-ben 8 mg/I
koncentracioju CAS-t alkalmazva 5-60 perc utdn a PG az 6sszes olyan C. albicans
izolatumnal megszlint, melyeknél id6-01és kisérletekben megfigyelhet6 volt a jelenség. Az
eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy in vitro a PG kialakuldsdhoz sziikseges a
hosszantartd CAS expozicio. Tovabba a jelenség szintén eliminalhatd a mikrodildcios
Kisérletek alapjan a gomba sejtfaldban talalhatd kitin szintaz gatlé NIK és CAS egyuttes
alkalmazéasaval, mely bizonyitja, hogy a kompenzal6 kitin szintézisnek fontos szerepe van
a PG-ben (Bizerra és mtsai. 2011, Shields és mtsai. 2011a).

Az echinocandinoknak human szérum jelenlétében magas a fehérjeko6to képessége, ezért in
vitro kisérletekben 50% human szérummal kiegészitett tapkdzeg is alkalmazhato, hogy az
in vivo kérulmények minél hitelesebben legyenek modellezve. A human szérum hatasa az
echinocandinokra még nem teljesen tisztazott (Wiederhold és mtsai. 2007b), de Shields és
munkacsoportjanak (2011b) kiserlete szerint nem valdszinii, hogy in vivo szerepe lehet a
PG-nek, akar az egyszeri nagy dozisu echinocandin terapianal sem, mivel a human szérum,
illetve az egyéb szérum faktorok megszintették a PG-t a gyakorlatban hasznalt

gyogyszerkoncentraciokon.

Mindezen adatok ellenére a k6zelmultban sikeriilt el6szor leirni a klinikumban egy, a kitin
szintézis fokozodasa kovetkeztében fellépd echinocandin rezisztenciat. Egy 51 éves,
(70 mg telité dozis utan 35 mg napi dozis) olyan ritka C. albicans-t izolaltak vérbél, ami
mind FKS mutéacioval (HS1 régidban a 645-6s szerin cseréje prolinra), mind pedig,
négyszer magasabb kitin szinttel rendelkezett a vad tipushoz viszonyitva. Tehat Ggy tlinik,
bizonyos esetekben in vivo is szdmitani kell echinocandin terépia soran a kompenzatérikus

Kitin szint megndvekedéseére, ezaltal a gyogyszer hatastalansagara (Imtiaz és mtsai. 2012).

A MICA-nal végzett kisérleteinkben a MIC értekek RPMI-1640 tapkdzegben a modositott

érzékenységi hatarértéken belll mozogtak (Pfaller és mtsai. 2011b). Huméan szérum
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jelenlétében az értékek a 4-128x-ara emelkedtek. Hasonlé eredményt kaptak Odabasi és
munkatarsai (2007), akik 32-256x-0s MIC novekedést tapasztaltak, mig Paderu és
munkacsoportjanal (2007) ez az arany 32-128x-0s volt a kiilonboz6é Candida fajok

esetében.

A MICA az irodalmi adatoknak megfeleléen hatékony volt 50% human szérum
jelenlétében az Osszes vizsgéalt C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata és C. inconspicua
izolatumokkal szemben <4 mg/l koncentracion (Odabasi és mtsai. 2007, Paderu és mtsai.
2007). Habér ezt, a szérumban és a szdvetekben is elérhet6 atlagos MICA koncentréciot a
klinikumban elfogadott, 100 mg/kg napi ddzis alkalmazasaval nem biztos, hogy elérjik
(Hiemenz és mtsai. 2005, Undre és mtsai. 2012), az emelt, 150 mg/kg/nap gydgyszerdozis
mar hatékony vér és szdveti MICA szintet biztosithat (Goto és mtsai. 2010, Yamada és
mtsai. 2011).

A C. krusei kevésbé tiint érzékenynek MICA irant az in vitro Kisérletek soran, mivel
fungisztatikus hatés csak >16 mg/1-n fordult el6, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a 150
mg/kg/nap dozis sem elegendé C. krusei altal kivaltott candidiazis soran. Néhany esetben
azonban beszamoltak terapias sikerr6l normal dézisu echinocandin kezelés utan (Pappas
és mtsai. 2007, Pfaller és mtsai. 2011b).

A jelenlegi és a regebbi eredmények is azt mutatjak, hogy C. parapsilosis altal okozott
invaziv candididzis kezélésére az echinocandinok nem az elséként ajanlott antifungalis
szerek (Chen és mtsai. 2011). Mégis az emelt napi dozis megfeleléen magas gydgyszer
cstcskoncentraciot (Crax) eredményezhet szérumban. Széz milligramm napi MICA dézis
esetében a Chax az elsd és hetedik napon 7,1 mg/l, illetve 22 mg/l, a 200 mg do6zisnal
pedig 13,1 mg/l és 22,6 mg/l a gyogyszer csucskoncentracidja (Goto és mtsai. 2010,
Hiemenz és mtsai. 2005, Undre és mtsai. 2012), ami magyarazata lehet a klinikumban a
normal vagy emelt dézist echinocandin terapidk sikerességére még C. parapsilosis ellen
is (Betts és mtsai. 2009, Pappas és mtsai. 2007, Pfaller és mtsai. 2011b).

Emellett a faj csokkent virulenciaja a tobbi Candida fajjal 6sszehasonlitva szintén fontos
szerepet jatszhat az echinocandinok hatasossagaban. Ennek ellenére szoros 6sszefiiggést
vélnek felfedezni az echinocandin haszndlat és a C. parapsilosis fertézés soran 1étrejott

candidémia Ujboli megjelenésével (Kabbara és mtsai. 2008, Pfeiffer és mtsai. 2010).

A C. orthopsilosis hasonl6 tulajdonsagokat mutatott, mint a C. parapsilosis, mig a C.
metapsilosis izolatumok esetében mar 1-8 mg/l koncentracion fungisztatikus hatas volt
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megfigyelheté. Ezt alatdmasztja Spreghini és munkacsoportjanak (2012) kiserlete is, akik
a ’psilosis csoport’ harom tagja kézil a C. metapsilosis-t talaltdk a legérzékenyebbnek
MICA-ra. 1d6-61és kisérletek soran szérum jelenlétében még fungicid hatast is tapasztaltak
ezen izolatumoknal. Kisérleteinkben szintén a C. metapsilosis reagélt jobban a
gyogyszerre, de csak erés fungisztatikus hatas volt megfigyelheté, ami a MICA-ra
érzékeny fajok eredményeihez hasonld, annak ellenére, hogy a C. parapsilosis sensu lato
csoportnak mindhdrom tagja ugyanazon aminosavcserével rendelkezik az FKS

alegységben (Garcia-Effron és mtsai. 2008).

A CAS-nal végzett tanulmany soran az id6-6lés kisérlet hasznos modszernek bizonyult a
PG vizsgalatara NIK és human szérum jelenlétében. A kisérlet soran PG RPMI-1640
tapkozegben a C. albicans, C. tropicalis, két C. parapsilosis és egy C. orthopsilosis
izolatumok esetében volt tapasztalhatd olyan gydgyszerkoncentraciékon (kivéve a 3 C.
tropicalis izolatumot), melyek normal dozirozasi stratégia mellett a human szérumban is
elérhetéek (12,1 mg/l) (Stevens €s mtsai. 2004).

A Kitin szintézis gatlé NIK MIC meghatarozasa soran a legmagasabb, 8 mg/l koncentracio
sem hozott prominens gatlast C. tropicalis és C. glabrata izolatumok esetében, mig a
tobbi fajnél elég széles skalan mozogtak a MIC értékek (0,25-8 mg/l). Ezek az
eredmények hasonléak Li és munkacsoportjanak (1999) eredményeihez, melyben a NIK
C. glabrata, C. krusei és C. tropicalis esetében hatastalan volt, mig C. albicans-nal 0,5-32

mg/l illetve C. parapsilosis-nal 1-4 mg/l kozott valtoztak a MIC ertékek.

A CAS + NIK kombin&cio6 alkalmazasa megsziintette a PG-t az dsszes olyan izolatumnal,
melyek a CAS-nal végzett id6-6lés kisérlet sordn magas gydgyszerkoncentracioban
novekedést mutattak. Ez a hatds gyakran még a NIK, MIC alatti koncentracidin is
megfigyelheté volt. Az irodalomban leirtakkal megegyezéen a kisérlet soran a NIK
fokozta a CAS aktivitasat azon izolatumok esetében, melyeknél PG nem volt tapasztalhat6
(Sandovsky-Losica és mtsai. 2008), habar a vizsgalatok soran nem az id6-06lés gorbéket
hasznaltdk a kombinacids kisérletek soran. Munkankban szinergista hatds volt
megfigyelheté egyes C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata és C. parapsilosis
izolatumoknal CAS + NIK kombinaci6 alkalmazasanal.

A szérummal végzett mikrodiltcios kisérletek sordn a MIC értékek 2-16-szorosara
emelkedtek RPMI-1640-hez képest, ami megfelel a korabbi megfigyeléseknek, ahol 1-16-
szoros volt a MIC novekedés (Odabasi és mtsai. 2007, Paderu és mtsai. 2007).
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Tizenhatszoros MIC valtozds a C. parapsilosis és a C. glabrata izolatumoknal volt

megfigyelhetd.

Otven szazalék human szérumot tartalmazé tapkozegben a PG megsziint, ezzel szemben
fontos megjegyezni, hogy a CAS hatékonysaga jelentésen lecsokkent az 6sszes vizsgalt
Candida faj esetében. A gyogyszer ezen aktivitasvaltozasa valosziniileg a 96,5%-0S
fehérjekotd képesség miatt jelentkezhet (Chen és mtsai. 2011, Migoya és mtsai. 2011),
habar feltételezik, hogy a szérumfehérjekhez kotétt echinocandinok egy része aktiv marad

a Candida fajok ellen (Garcia-Effron és mtsai. 2011).

Szérummal Kkiegészitett RPMI-1640-ben mar 1 mg/l CAS koncentracion erds
fungisztatikus vagy fungicid hatas érvényesiilt a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és
C. dubliniensis fajok ellen. C. orthopsilosis és C. metapsilosis izolatumok esetében csak a
16-32 mg/l CAS mutatott aktivitast, mig a C. parapsilosis-szal szemben csupan gyenge
fungisztatikus hatas volt megfigyelhetd. CAS + NIK kombinacio csak C. albicans 10920
és 17433, illetve C. tropicalis 555 izolatumok esetében okozott szinergista hatast az
alacsonyabb CAS koncentracioértékeknél. A tobbi torzs esetében nem valtozott jelentdsen

a gombaszam a kombinécio alkalmazasaval RPMI-1640 + 50% szérum kdzegben.

Habar a szérummal kiegészitett tapkozegben végzett erzékenysegi vizsgéalatok jobban
utanozzak az emberi szervezetben zajlé folyamatokat, emellett pedig kényebben el lehet
kiloniteni az FKS mutansokat a vad tipustdl (Arendrup és mtsai. 2011, Garcia-Effron és
mtsai. 2011), csupan néhany MIC meghatarozast végeztek eddig human vagy
szarvasmarha szérummal (Ernst és mtsai. 2002a, Ishikawa és mtsai. 2009, Odabasi €s
mtsai. 2007, Paderu és mtsai. 2007). Ennek ellenére a nemzetk6zi centrumokban torténd
Osszehasonlitd vizsgalatok a kétféle tapkdzeg esetében eddig még nem torténtek meg.
Ahogy a MIC eredmények mutatjak, a gombak érzékenysege kdzvetlenil fligg a szérum
jelenlététdl (Ernst és mtsai. 2002a), viszont a Kkisérletekben hasznalhaté szérum
koncentracié mennyisége még nem tisztazott. A human szérum alkalmazasanak problémai
miatt (egészségugyi veszélyek, a hasznalata koruli vitak) el6térbe keriilhet a szarvasmarha
szérum, mely 50 mg/ml koncentracidban hasonl6 eredményt produkal, mint az 50% huméan

szérum (Garcia-Effron és mtsai. 2011).

Az in vitro antifungalis érzékenységi vizsgalatok célja, hogy standardizalt kérilmenyek

kozott meghatarozzak az adott antifungalis szer hatékonysagat a betegekbdl izolalt

korokoz6 gombak ellen. Szerencsés esetben pontos adatok vannak a betegek
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alapbetegségérdl, az alkalmazott antifungalis szerekrdl és azok dozisardl is. Igy, a kapott
adatok segitséget nydjtanak abban, hogy a standardizalt, MIC meghatarozasi mddszerek
alapjan a kapott eredmények altal meg tudjuk jésolni az adott antifungalis szer
hatékonysagat. Igy sziilettek meg azok a ,hatarértékek” a kiilonbozé antifungalis szerek
irant, amelyek alapjan az adott korokozd az érzékeny vagy a rezisztens kategoridkba
tartozik az adott antifungalis szerrel szemben (CLSI 2008a, CLSI 2008b, NCCLS 1992,
NCCLS 2002). Mindazonaltal, a haldlozasi ardny nem csokkent jelentésen az uj
hatarértékek bevezetésével (Pfaller és mtsai. 2004b, Pfaller és mtsai. 2007, Chen és mtsai.
2011).

Az invaziv gombafert6zések kimenetelét dontden a korokozd virulenciaja, az alapbetegség
és a fehérvérsejtek szdma hatarozza meg. Az in vitro farmakodinamiéas vizsgalatok szerepet
jatszanak az adott MIC értékkel rendelkezé korokozd gatlasaban vagy elolésében a
kérdéses antifungdlis szer esetén. Ismerve a gombaellenes szer farmakokinetikéjat (human
vagy kisérletes allatmodellek altal) lehet6ség van arra, hogy a gyoOgyszeres terapia
tervezésével az invaziv gonbafertézés kezelése még eredményesebb legyen (Andes és
mtsai. 2008, Andes és mtsai. 2011, Smith és mtsa. 2008). Minezen er6feszitések ellenére,
nagy lehet a diszkrepancia az in vitro érzékenynek mindsiilé korokozo kezelése ¢és a
vegkimenetel kozott. A terapias sikertelenségek jelenlegi magas szama vezetett az utobbi
1-2 évben a fajspecifikus hatarértékek bevezetéséhez (Pfaller és mtsai. 2010, Pfaller és
mtsai. 2011b, Pfaller és mtsai. 2011a, Pfaller és mtsai. 2012). Hogy ezen, hatarértékeknek

a bevezetése mennyire fogja a betegek talélését (gydgyulasat) javitani, még nem tudjuk.

A huméan szérummal végzett vizsgalataink eredményei tovabb javithatjak a betegek
gyogyulasi esélyeit, mivel viligosan mutatjak a két, altalunk vizsgalt echinocandin esetén,
hogy a szérumban csdkken az antifungalis hatas. Ez mindenképpen azt jelzi, hogy nagyobb
echinocandin dozisok valdsziniileg jobb terapias hatast eredményeznek, bar ez a stratégia
sokkal tobb anyagi raforditassal jar. In vitro eredményeink alapjan megfelelé dozirozassal
elérhetjiik azt az AUC vagy Cmax €rtékeket, ami alapjan sikeruilhet a korokozo eradikalasa a
betegekb6l (Andes és mtsai. 2008, Andes és mtsai 2011, Chen és mtsai. 2011). A
szérummal végzett vizsgalatok eredményeinek a felhasznaldsa a hatérértékek jovébeli,

esetleges modositasanal fontosnak tlinik.
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7. Osszefoglalas

A Kkisérletek soran ket echinocandin, a micafungin és a caspofungin in vitro aktivitasat
tanulmanyoztuk a klinikailag fontos Candida fajokkal szemben RPMI-1640, illetve 50%
human szérummal Kiegészitett tapkdzegben, mikro- és makrodillciés modszerekkel.
Ugyancsak vizsgaltuk a nikkomycin Z-nek és a szérumnak a hatdsat caspofungin esetén
paradox novekedést mutatd és paradox nodvekedést nem mutaté Candida izolatumok

esetén.

Micafungin esetén a MIC értékek kozelitettek, vagy néhéany faj esetében joval az Gjonnan
bevezetett érzekenységi hatarérték felé emelkedtek szérumos tapkozegben. Elséként
alkalmaztuk az id6-0lés gorbék felvételét a micafungin terdpias hatasanak a
megbecsulésére 50% szérum jelenlétében. Vizsgalataink alapjan az olyan magas
micafungin koncentracion gatolhat6 gombéak, mint a C. parapsilosis, a C. orthopsilosis

vagy a C. krusei nagyobb napi dozisu terapiat igényelhetnek.

A caspofunginnal végzett vizsgalatok soran az id6-0lés gorbék alkalmazasaval eldszor
bizonyitottuk, hogy a nikkomycin Z illetve 50% humén szérum alkalmazasa megszinteti a
néhany Candida fajnal észlelt paradox ndvekedést. Bar a paradox névekedés csupan egy in
vitro tapasztalhaté jelenségnek tiinik, a nikkomycin Z-vel kapott eredményeink egyreszt
segithetnek az echinocandinok altal indukalt stressz-adaptacios folyamatok pontosabb
megértésében. Masrészt, bar a nikkomycin Z még mindig egy Klinikai kutatas alatt allé
antifungalis szer, mas gydgyszerekkel val6 kombinacioja sikeres lehet a mikozisok
kezeléseben, mivel kisérleteinkben tobb Candida fajjal szemben szinergista hatast mutatott

a caspofungin kombinécidja a nikkomycin Z-vel.

A huméan szérummal végzett vizsgalataink eredményei tovabb javithatjdk a betegek
gyogyulasi esélyeit, mivel vilagosan mutatjak a két, altalunk vizsgalt echinocandin esetén,
hogy a szérumban csokken az antifungalis hatds. Ez mindenképpen azt jelzi, hogy nagyobb
echinocandin do6zisok valoszinlileg jobb terapids hatdst eredményeznek, bar ez a stratégia
sokkal tobb anyagi raforditassal jar. Az altalunk kapott eredményeket allatkisérletekben

kell a kozeljovoben megerdsiteni.
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8. Summary

During the tests we studied the in vitro activity of two echinocandins (micafungin and
caspofungin) against the clinically relevant Candida species in RPMI-1640 and in 50%
human serum supplemented RPMI-1640 medium with help of micro- and macrodilution
methods. The effects of nikkomycin Z and human serum were investigated in case of using

caspofungin against those isolates which showed or not paradoxical growth.

Reduced micafungin and caspofungin efficacy were observed in presence of 50% human
serum in terms of results against the clinically relevant Candida species. In the case of
micafungin the MIC values closed or raised above the clinical breakpoints in presence of
serum. First time-kill studies were applied to estimate the therapeutic efficacy of
micafungin in 50% human serum. In base of our studies fungi which can be inhibited by
high concentration of micafungin may required higher daily dosage therapy such as C.

parapsilosis, C. orthopsilosis or C. krusei.

During our studies of caspofungin we convinced first paradoxical growth is eliminated by
nikkomycin Z and 50% human serum against several Candida species using time-kill
curves. However the paradoxical growth seems to be only an in vitro phenomenon, our
results of nikkomycin Z on the one hand may help a clearer understanding the
echinocandin induced stress adaptation pathways. On the other hand nikkomycin Z is
currently in clinical trial for its antifungal activity, the combination of NIK with other
drugs may success in the treatment of mycoses. The combination of caspofungin with
nikkomycin Z showed synergistic effect against several Candida species in our

investigation.

Our results gained by using human serum may further improve the chances of these
patients to recover from their disease since in case of the two echinocandins investigated,
antifungal effects were found to be decreased in the presence of human serum. This
inevitably implies that higher echinocandin doses would probably result in improved
therapeutic effects; however, this strategy requires more investment. Our results should

have to confirm by animal attempts.
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