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BEVEZETES

Az antifungalis szerek szamanal6viilése ellenére aCandida fert6zések
eredményes kezelése tovabbra is jélekihivast jelent. Ez az ellentmondas a
fajok novekw gyakorisdgaval, az epidemiologia éatalakuldsavalamint a

gyenge klinikai kimenetellel és a diagndzis nelgdallitAsaval magyarazhato.

Az utobbi évtizedekben a sarjadz6 gombafajok abtadzott invaziv human
fertozések gyakoribba valtak. A leggyakoribb human mesgexést okozoé
Candida fajok kozeé aC. albicans,a C. glabrata,a C. parapsilosis,a C.

tropicalis és a C. kruseitartoznak. Ezek kozul 1990 ota G parapsilosis

eléfordulasa 6tt a legnagyobb mértékben.

A modern molekularis bioldgiai vizsgalatoknak késkzéten a szigoru
értelemben vettC. parapsilosis fajtél kevesebb, mint tiz évvel e#zdl
kulonitették el &C. orthopsilosises aC. metapsilosigajokat. Az6ta egyre tobb
vizsgalat hivta, illetve hivja fel a figyelmetG orthopsilosis2sC. metapsilosis
sarjadz6 gombafajok Kklinikai jelefdégére, amelyek &andida fajok &ltal

okozott invaziv fedzések korulbelul 1 %-aért felelnek.

A C. orthopsilosisés C. metapsilosifenotipusosan azonosak, genotipusosan

viszont eltérnek &. parapsilosisensu strictdajtol.

In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy &. orthopsilosisés C. metapsilosis
antifungdlis szerekkel szembeni érzékenysége neryezig meg a C.
parapsilosissensu strictaérzékenységével. £. parapsilosis sensu strictmz
képest aC. orthopsilosisés C. metapsilosisviszonylag nagyobb fluconazol
(FLU) minimalis gatlé koncentraciokkal (MIC) és &l amphotericin B
(AMB) MIC értékekkel rendelkezik.Ezenkivil mindharom faj esetében
csOkkent echinocandin érzékenyseéget irtakinlevitro, mindemellett aC.

orthopsilosis és C. metapsilosisechinocandin MIC értékei kisebbek, azaz



érzékenyebbek ezekkel a szerekkel szemben, miGt @arapsilosis sensu

stricto.

A fert6zések sikeres klinikai kimenetekezelése csak azdden és megfeléén
alkalmazott antifungdlis szerrel valosithatd megvell jelenleg csak aC.
parapsilosis sensu strictookozta ferbzésekre létezik érvényes antifungalis
kezelési iranyelv, igy a két ajonnan elkulonitejtdsetében valdsZisitheb egy

Uj kezelési stratégia felallitasanak sziikségessége.

Vizsgalataink fontossagat alatamasztja, hogyCa orthopsilosis és a C.
metapsilosis antifungalis szerekkel szembeni érzékenys#garem sok
informacié talalhatd a szakirodalomban. Tovabb&agdehetetlennek tartjuk a
kevésbé gyakorCandidafajok echinocandin érzékenységiévald adatgyijtést,
mivel a caspofungint (CAS) egyre gyakrabban alkalmak Candida fajok
okozta invaziv fefizések kezelésében.

Az in vitro vizsgalatokbol nyert megfigyelésekn vivo igazolasa
nélkilozhetetlen. Bar am vitro eredmények leirnak egy bizonyos méiiték
antifungalis szer aktivitast, de a ft&rés helyén kialakulo tényleges hatas &z él

szervezet é€s a gyogyszer kdzott kialakuld kolcsiisnik miatt ettl eltérhet.

Ezeket a gondolatokat szemdteltartva munkank soran 6t antifungalis szer
(AMB, FLU, voriconazol (VOR), CAS, 5-fluorocytozin5-FC)) in vitro
aktivitasat hasonlitottuk ©6ssze @andida parapsilosis sensu strictcC.
orthopsilosis és C. metapsilosisfajok ellen, majd az 6t szeib harmat
kivalasztva (AMB, FLU, CAS)in vivo is elvégeztik ezt az dsszehasonlitast.
Végezetll arra kerestik a valaszt, hog§.gparapsilosis sensu stricfaj altal
okozott ferbzésekrgelenleg érvenyes kezelési iranyelvek alkalmazhaaC.

orthopsilosisés aC. metapsilosisertézések esetén is.



CELKIT UZES

Mivel a jelenlegi szakirodalomban kevés informaadvashatd a nemrég
elkulonitett Candida orthopsilosiges Candida metapsilosigajok in vitro és
féleg in vivo antifungalis érzékenyséd@értovabba terapias ajanlas sem létezik

az altaluk okozott fetzések kezelésére, ezért munkankban céhtlik ki:

u az amphotericin-B, 5-fluorocytozin, fluconazol, rwmnazol,
meghatarozasat in( vitro mikrodilicios modszer) aCandida
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosts Candida

metapsilosigajokkal szemben, majd ezek ismeretében,

u az amphotericin-B, 5-fluorocytozin, fluconazolpriconazol és a
posaconazolin vitro farmakodindmiajanak &dolés gorbék altal
vizsgalatat i vitro makrodilicios modszer), valamint

0sszehasonlitasat,psilosis” csoporton beldl,

u tovabba az amphotericin-B, fluconazol és casmifurCandida
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosts Candida
metapsilosis fajokkal fertzott neutropénias egérmodellekben

mutatottin vivo aktivitasanak tanulmanyozaséat és dsszehasonjitasat

m vegul a kapott eredmények alapjan azt szerettilkaveldonteni,
hogy a Candida parapsilosissensu strictofajra érvényben |&y
nemzetk6zi ajanlasok mennyire alkalmazhatéak Gandida

orthopsilosisésCandida metapsilosigskozta ferdzések kezelésében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A sarjadz6 gombak eredete

A dolgozatban vizsgalt h&andida parapsilosis sensu stricioaromCandida
orthopsilosis és négyCandida metapsilosisklinikai izolatumok azonositasa
molekularis biolégiai modszerek segitségével koaablnar megtortént. Az
olaszorszagi torzseket Arianna Tavanti (UniversitéPisa, Pisa, Olaszorszag)
bocsatotta rendelkezésunkr€. (parapsilosissensu strictoCP120, CP117C.
orthopsilosis CP85, CP25, CP125C. metapsilosisCP5, CP92, CP86). A
felhasznalt torzsek kdzul nédy. parapsilosis sensu strict®150, 509, 2845,
896/1) és egy. metapsilosig12821) a DEOEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet
Diagnosztikai Laboratériumaban lett azonositva. i&éketeink soran harom
ATCC referencia torzset is teszteltink. (parapsilosisATCC 22019, C.
orthopsilosisATCC 96139 C. metapsilosiATCC 96144).

In vitro érzékenységi vizsgalatok
A minimalis gatld koncentracio meghatarozasa

Az AMB, 5-FC, FLU, VOR, POS és CAS MIC értékeke€hSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) standard M27-A3uoéntum ajanlasa alapjan
minimum keét alkalommal végeztik &.FLU, 5-FC, CAS antifungalis szereket
steril desztillalt vizben, a tébbi gyogyszert 1060%DMSO-ban oldottuk fel. Az
AMB, VOR, POS, CAS antifungalis szereket 0,015-8mlg az 5-FC-t és a
FLU-t 0,12-64 pg/mL koncentracio hatarok kozottsgaltuk.

A 0,85 %-os fiziologias sooldatban denzitométe@® McFarland &tisédire
allitott gombaszuszpenzidkasdllitasahoz 24 6ras Sabouraud-agaron tenyesztett
gombatelepeket hasznaltunk fel, majd RPMI-1640 dkbny taptalajt

alkalmaztunk a megfekglcsiraszam beallitashoz, amely az AMB esetébén 10



CFU/mL, a tdbbi vizsgalt szer esetében® 1GFU/mL volt. A MIC

meghatarozashoz hasznélt 96 iiregElisa-lemezeken gombakontroll
(antifungalis szert nem tartalmazd) és taptalapadhi{sarjadz6 gombat nem
tartalmazo) tregeket is beallitottunk. A 48 (AMBFE, FLU, VOR, POS) és 24
(CAS) oran at, 35 °C-on végezett inkubalas utanragek tartalmat pipettaval

dsszeszuszpendaltuk, majd az eredményeket szeewheaidtuk.

Az adatok értékelése

Az AMB MIC értéke az antifungalis szer azon legkis&oncentracidja, amely a
gombakontrollhoz képest nem okoz lathatdé noveke{téges gatlas), mig a
tobbi gyogyszer MIC értéke az a koncentracio, aradtpntrollhoz képest 50 %-

0s csokkenést mutat (prominens gatlas).
E-teszt

Mivel az E-tesztet tekintik az AMB reziszte@andidafajok legjobb detektalasi
modszerének, ezért az AMB MIC eértekeket E-teszsteheghataroztuk. Az E-
teszthez 2 % glukozzal kiegészitett RPMI-1640 {ajitaés 24 0Oras
tenyészetekdl 0,85 %-o0s fizioldgias soéoldatban elkészitett, O/&Farland

sirisédi gombaszuszpenzidkat hasznaltunk fel. Ezeket azgengiokat steril

tampon segitségével egyenletesen kikentik az RFgagarok felszinére,
amelyekre megszaradasuk utan helyeztik el az AMBwitatott tesztcsikokat.
A taptalajokat 35 °C-on, 24 és 48 oran keresztiemd inkubalas utan szemmel

olvastuk le.
Az id6-0lés gorbék felvétele

Az id6-0lés kisérleteket a Klepser és munkatarsai alegadott standardizalt
modszer szerint hajtottuk végre. Mindegyik tesztglhmba izolatumbdl

denzitométer segitségével >1CFU/mL kiinduldsi csiraszamd szuszpenziot



készitettink RPMI-1640 folyékony tapkdézegben. Asnaikotikumokat (5-FC,

FLU, VOR, POS) 0,5-16xMIC koncentraciokon vizsgklttA legmagasabb
AMB koncentracio az 6ék6 modszerek alapjan kapott MIC értékikt
fuggetlenul csak maximum 4ug/mL volt, ugyanis a szérumban elékhet

legnagyobb szabad AMB koncentracigd/mL-nél kisebb.

A taptalajt, gombaszuszpenziot, valamint a kiloéwbdennyiséf antifungalis
szereket tartalmaz6 csoveket folyamatosan razab/aC-os sétét termosztatban
48 oraig inkubaltuk. A csovekbO, 4, 8, 12, 24 és 48 6ranként kivett 100-100
uL folyadékot 1:10-es léptékben fizioldgias sodbdat higitottuk, majd ezekb

a higitasokbdl Sabouraud-agarok felszinére 4x30 mennyiséfi mintat
cseppentettiink pipettaval. Abban az esetben, araikosejtettik, hogy a kit
telepek szama 1000 CFU/mL mennyiségnél keveselly kdkor a higitas
nélkili, tenyészicsbol is kioltottunk. A detektalas alsé hatara 50 CFU/Az
agar lemezeket a kioltott folyadék 15-20 percesbalmérsekleten valo
szaradasa utan inkubaltuk, majd 48 ora elteltévdtitanyészett telepeket
megszamoltuk és a higitasi fokok ismeretében negédttuk az &l
gombasejtek szamat (CFU=colony forming unit), véci# igy kapott
csiraszamokat az ddfluggvényében grafikusan abrazoltuk. Minder-ddes
kisérletet minimum kétszer végeztiink el, a kapatiményeket atlagoltuk. Az
id6-0lés gorbék keészitésénél a computer curve-fittgajtware programot
hasznaltuk (GraphPad Prism 4.03 Windows verzidhgkadnek tekintettik azt

a gyogyszert, amely az életképes sejtek szamat Y@Rindulasi sejtszamhoz
képest minimun»99,9 %-kal £3 log,g) cstkkentetteAz ennél kisebb (<99,9 %;
<3 logg merteki csiraszam csokkenést okozo antifungalis szereket

fungisztatikus hatasunak tekintettlk.



In vivo érzékenységi vizsgalatok
Felhasznalt egerek

A vizsgalatainkat 26-28 g tom&égBALB/c tipusu stény egerekkel vegeztik
el, amelyeket a ,Laboratoriumi Allatok Alkalmazags Gondozasa’ ciiin
Iranyelv szerint tartottuk. Egy-egy egércsoportyahl egér volt. Azin vivo
kisérleti engedély szama: 12/2008 DE MAB.

A BALBI/c tipusu egerek atmeneti neutropénias allapdnak kialakitasa

Az egereket 200 mg/kg ciklofoszfamiddal, harom radpp gombaval valo
fertozés ebtt intraperitonealisan immunszuppresszaltuk. A &imé Gram-
negativ bakterialis fefzések megakadalyozasa érdekében mindegyik ragesalot

beoltastdl a kisérlet végéig, subcutan 5 mg/kgazafimmel kezeltink.
Oltbanyag készités

Az oltéanyag készitéshez a harom gombafaj izolatuf@a parapsilosis sensu
stricto 9150, 896/1C. orthopsilosisCP25, CP125, CP8%;. metapsilosiP5,
CP92, CP86) két egymast kofehapon Sabouraud agarra oltottuk, majd a
felfrissitett torzseket ismét 3-4 Sabouraud taptbdhiletére szélesztettik. A
kinétt izolatumokat a taptalajok felsziérsteril vattatamponnal vettik le és
steril fiziol6égias séoldatokba szuszpendaltuk, nagkuszpenziokat négyszer 10
percig 3000g fordulaton centrifugaltuk. Mindegyikntrifugalast kovéen a
letlepedett gombasejtélreltavolitottuk a felliliszot és Gjabb, steril 2B-&L
fiziologias sooldatot pipettaztunk rajuk. Az utolséntrifugalas befejeztével a
feltliszo6tol ismét megszabadultunk és ezt kémet3 mL fiziologias séoldatot
adtunk a gombasejtekhez. Bbla sejtszuszpenziobdl két lépésben 1:10 aranyu

higitast készitettiink, majd a &b ddzis kivant sejtszaméat Blrker-kamraval



tortérd szamolas utan Aallitottuk be, amely pontossagatilvédgantitativ

kioltassal elledriztik.
Fertézés

Az egerek, a feéz6 gomba szuszpenziét (0,2 mL/egér) az
immunszuppresszalasuk utani negyedik napon, a Karddalsé vénajaba
kaptak. Az oltbanyag csiraszamaCa metapsilosisizolatumok esetén 5xi0
CFUl/egér, &. orthopsilosi®sC. parapsilosis sensu strictorzsek esetén kissé
alacsonyabb, 2x1@CFU/egér volt. Ezek a d6zisok nem eredményeztekithest

a kontroll csoportokban.
Antifungalis terapia

Az egerek Ot napon at tarto intraperitonealis AMBT{g/kg/nap), FLU (1, 5, 10,
20 mg/kg/nap) és CAS (1, 2, 5 mg/kg/nap) kezelésitrtizés utan 24 oéraval
kezdtiik el. A gyogyszerek beadott mennyisége egérgn0,5 mL volt, a
kisérletboen a jelenleg human terapidban javasotisdkat alkalmaztuk A

kontroll csoportok 0,5 mL steril fiziolégias s6otdakaptak.
Szervtenyésztés

A kvantitativ csiraszam meghatarozashoz a kis&cletapjan életben maradt
egereket cervikalis diszlokaciot kogen felboncoltuk, a veséiket eltavolitottuk
és steril korulmények kozott homogenizaltuk. Egy nmsteril fizioldgias
sooldatban valo felvétel utan, a homogenizatumokiwfutd, 1:10-es Iépték
higitasi sort készitettiink, ezutan a megéehegitasokbol 10QL mennyiségeket
Sabouraud agarra kioltottunk, majd 48 o6ras, 35 SGét termosztatban valé
inkubalast koveten a kirdtt telepeket megszamoltuk. A taptalajon vesékb
kitenyészett gombak esetén a szignifikancia sz&hié a Kruskal-Wallis
tesztet hasznaltuk. Szignifikansnak a P<0,05 éketkekintettik.

10



EREDMENYEK
Az in vitro érzekenyseégi vizsgalatok eredményei
A minimalis gatlé koncentracio értékei
Az ATCC teszttorzsek MIC értékei a CLSI megféletartomanyaban
taldlhatoak. A CLSI és E-teszt mddszerekkel kapditB MIC értékek 1
higitasi fok eltéréssel azonos eredményt adtak é528-2 pg/mL kozotti
koncentracio tartomanyba estek. Az E-teszt esetég/thL volt a legmagasabb
leolvasott érték. Ezzel a polién tipusu antifurgy@eerrel szemben, a CLSI

modszer alapjan @. orthopsilosisCP25, mig az E-teszt szerinCametapsilosis
ATCC 96144 és CP86 torzsek bizonyultak a legérzagiatimeknek.

A triazolokkal szemben az 6sszes vizsgalt izolagraekeny volt. A FLU-lal
szemben aC. parapsilosissensu strictoizolatumok nagyobb érzékenyseéget
mutattak (MIC: 0,5-2 pg/mL), mint €. orthopsilosisésC. metapsilosigajok
(legmagasabb MIC: 8 pg/mL). A 24 o6ras leolvasaépahtot alkalmazva az
izolatumok MIC értékei 1-4 higitasi fokkal alacsabpak voltak, mint a 48 6ras
leolvasasi idpont utdn. A VOR és POS esetében 0,015-0,12 pg/mC M
értékeket észleltink. A legnagyobb VOR érzékenysé@g®15 pg/mL) aC.
parapsilosis sensu strictd845 és CP120-as izolatumok, a POS-néal pedly a
metapsilosi<CP5 (0,015 pg/mL) és CP92 (0,015 pg/mL) torzsetattak.

Az 5-FC MIC értékeket mindegyik tesztelt térzs ében <0,12 pg/mL

koncentracion figyeltik meg. A CAS MIC értékei 2Fa® leolvasas utan, a két
Ujabban elkilonitett C. orthopsilosis és C. metapsilosis faj esetében

alacsonyabbak voltak (0,12-1 pg/mL), mintGa parapsilosissensu stricto

izolatumokeé (0,5-2 pg/mL).

11



Az id6-0lés kisérletek eredményei
Amphotericin B

Az ATCC 22019C. parapsilosissensu strictat6rzs vizsgalatakor 24 és 48 ora
elteltével 1-2 pg/mL AMBKkoncentracié (0,5-2xMIC) mar fungicid hatast
okozott, viszont a 896/1 klinikai izolatum esetéssk magasabb, 1-4 pg/mL (1-
4xMIC), illetve a CP120 szamu torzs ellen is csalgyobb, 2-4 pg/mL (2-
4xMIC) értékeken kovetkezett be a szer fungicicabat A tobbC. parapsilosis
sensu strictazolatum (9150, 509, 2845, CP117) sejtjeit szintéak magasabb,
4 pg/mL AMB, 48 ora inkubalasi éd utan pusztitotta el>09,9 %-os

csiraszamcsokkenés).

Az AMB 2-4 pug/mL (2-16xMIC) koncentraciéja 24 oraskubalasi id alatt
mindegyik vizsgalt C. orthopsilosis izolatum esetében fungicid hatast
eredményezett. Az AMB a CP125-6s szamu izolatuemelblt a leghatasosabb,
ugyanis a fungicid hatast mar 1 pg/mL (1xMIC) kamtcécion, 24 6ra mulva
elteltével az 6tC. metapsilosigzolatumbdl harom esetében (CP92, CP86 és
12821) okozott>99,9%-0s csiraszamcsokkenést. A CP5 és az ATCC49614
szamuC. metapsilosigtrzsek ellen kissé magasabb, 2-4 pg/mL (2-4xMIC)
koncentracion, szintén 48 oOra mulva észleltik aitid gatlast. A CP86-0s
szamuC. metapsilosiszolatum esetében az AMB 4-8xMIC értékei mar 12 or

utan fungicidek voltak.
5-fluorocytozin

Az 5-FC a kiindulasi csiraszamhoz képest 99,9%-nal kisesiraszam
csOkkenést, azaz fungisztatikus hatast okozotpsilgsis csoport mindharom
tagjanak vizsgalatakor. Egyik vizsgalt 5-FC koncéecitb sem volt fungicid &.

parapsilosis ATCC 22019-es szamirolatummal szemben. Tébb, de nem

12



mindegyik C. orthopsilosis(CP85, CP125) é€. metapsilosiCP92, 12821)
izolatum nagyobb foku névekedésgatlasa (<99,9%aszam cstkkenése) kissé
magasabb, 2-4xMIC (0,24-0,48y/mL) koncentracioju 5-FC-t igényelt. A
»psilosis csoport tobbi tagjahoz hasonléan, az 12821-es18Z& metapsilosis
izolatum esetében sem figyeltik meg a vizsgalt 5ke@centraciok fungicid

hatasat.
Fluconazol

A haromCandidafaj vizsgalatakor, @&riazol antifungalis szerek fungisztatikus
hatasuak voltak, amelyet ELU mar >1xMIC koncentraciénprodukalt aC.
parapsilosis sensu strictoizolatumok ellen. Az alacsonyabb 0,5xMIC FLU
koncentracio a CP120-as szar@u parapsilosis sensu strictzolatum ellen
gyengébb nodvekedésgatlast okozott, mint a maga8alixMIC értékek. A
FLU a C. orthopsilosisCP25 izolatumot 1xMIC (8 ug/mL) koncentracién, mig
a CP85, CP125 és ATCC 96139 torzsek novekedéseasalbly, 2-16xMIC
értékeken (16-128 pg/mL) gatolta fungisztatikus&n.FLU fungisztatikus
hatasat aC. metapsilosisizolatumok tobbsége (ATCC 96144, CP5, CP86,
12821) ellen szintén 1xMIC koncentracié értékerp@imL) figyeltik meg, a
CP92-es szam@G. metapsilosisdrzsnél viszont ezt a hatast, a magasabb 2xMIC

(16 pg/mL) FLU mennyiség produkalta.
Voriconazol

A VOR alacsony>1xMIC (0,015-0,12 ug/mL) koncentracio értékeken zukb
novekedésgatlast (<99,9 %-os csiraszamcsokkenégt) @arapsilosissensu
stricto izolatumok vizsgéalatakor. AC. orthopsilosiSATCC 96139, illetve a
CP85 és a CP125 izolatumokat a VOR 0,5 pg/mLy#lennél csak magasabb,
4-8xMIC koncentraciok, mig a CP25 izolatum névelsgtékisebb, 1xMIC
(0,12 pg/mL) mennyiség is hatasosan gatolta. MiG. anetapsilosisATCC
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96144 teszttbrzs novekedését a VOR mar 2xMIC (p@5nL) koncentracion
gatolta, addig a toblL. metapsilosiszolatum szaporodasat csak magasabb, 4-
8xMIC (0,25-0,5 pg/mL) eértédk VOR mennyiseég akadalyozta meg és a
kétszeres MIC értékVOR koncentraciok nem okoztak jeléstfungisztatikus

hatast.
Posaconazol

A POS a C. orthopsilosisés aC. metapsilosisATCC térzsek ellen 0,03-0,06
ng/mL, a tobbi klinikai izolatum ellen alacsonyabb,015-0,03 pg/mL
koncentraciokon okozott névekedésgatlast (<99,9%%siraszamcsokkeneést). A
0,25-0,5 pg/mL (4-8xMIC) POS koncentraciokG orthopsilosisCP85 és
CP25, valamint aC. metapsilosisCP92 klinikai izolatumok vizsgalatakor
nagyobb, mint 1 log csiraszam csokkenést eredményeztek (1,2-1,43 ésg
2,22 logo CFU/mL). A C. parapsilosiszolatumokatPOS-lal, a csoport 6sszes
tagjat pedig CAS-natzemben nem teszteltiik, ugyanis ezeket az eredkeinye

munkacsoportunk korabban mar publikalta.
Az in vivo érzékenysegi vizsgalatok eredményei
A C. parapsilosis sensu striciaolatumokkal végzett vizsgalatok eredményei

Mig a C. parapsilosissensu stricto9150 torzzsel ferdzott neutropénias
egérmodellben a napi 1 mg/kg FLU doézis hatastdPa® (05) volt, addig a napi
5, 10 (P<0,05) és 20 mg/kg (P<0,01) FLU szignifda@m csokkentette a
veseékldl kinétt gombak szamat. A vizsgalt CAS doézisok kozil kitadg a napi
5 mg/kg volt hatasos (P<0,05). A napi 1 mg/kg AMBesekBl kitenyésztett
gombakat szintén szignifikAnsan csokkentette (F340,0A 9150-eszolatumhoz
hasonloan, az 1 mg/kg dozis kivételevel, a FLU waanyi tesztelt dozisa
hatasosnak bizonyult (5 mg/kg-P<0,05; 10 mg/kg-B¥020 mg/kg-P<0,001) a
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896/1t6rzs esetén. Ezzel az izolatummal szemben az/kgnmgellett a 2 mg/kg
napi CAS dézis és (P<0,05) az 1 mg/kg AMB is hataawt (P<0,01).

A C. orthopsilosigzolatumokkal végzett vizsgalatok eredményei

A C. orthopsilosiCP25izolatum esetén a napi 10 és 20 mg/kg FLU (P<Q#®5)
2, 5 mg/kg CAS (P<0,01) és az 1 mg/kg AMB doézisdfekdivek voltak
(P<0,01). ACP85 izolatum vizsgéalatakor, mig az 1 és 5 mg/kg napU F
hatastalanok (P>0,05), addig a 10 és 20 mg/kg dapisok effektivek voltak
(P<0,05). Mindharom CAS napi adag (1, 2, 5 mg/k@,P5) és az 1 mg/kg
AMB (P<0,001) szignifikAnsan csokkentette a kitespgtt gombak szamat. A
napi 1 mg/kg FLU terapia nem (P>0,05), mig a 1®@&sng/kg szignifikans
csiraszam csokkenést okoztak @P125 térzzsel ferzott neutropénids
egerekben. Az ék6 két fajtdl (CP25, CP85) elt&éen a magasabb, 5 mg/kg napi
FLU hatasosnak bizonyult (P<0,05) a CP125-6s téhes. A 2, 5 mg/kg napi

CAS és az 1 mg/kg AMB ezzel az izolatummal szembeffektiv volt.
A C. metapsilosiszolatumokkal végzett vizsgalatok eredményei

A C. metapsilosi€P5 izolatum eredményei legjobbarCa orthopsilosis CP25-
0s torzzsével egyeznek meg; ugyanis mindkét kis@édetén a hatastalan,
alacsonyabb FLU (1 és 5 mg/kg/nap) mellett a mdmsa U ddzisok (10 és 20
mg/kg) hatasosak voltak (P<0,05; P<0,01). Ebberesetben a CAS 2 és 5
mg/kg (P<0,05; P<0,001), valamint az AMB 1 mg/kgindozisai (P<0,001)
szintén hatasosak voltak a kontroll egerekhez képe& CP86-0s szamu
izolatum esetében a FLU 5, 10 és 20 mg/kg (P<(8®,01), a CAS 2 és 5
mg/kg (P<0,05), valamint az AMB 1 mg/kg (P<0,05pndozisai szignifikans
csiraszam csokkenést okoztak. @P92 fajjal fert6zott egérmodellben az 1
mg/kg napi FLU dozis kivételével az 0Osszes vizsgatitifungalis szer

szignifikansan cstkkentette az egerek veégdimott sejtszamot.
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MEGBESZELES

Egy antifungalis szer klinikai gyakorlatba valo beetését laboratériurm vitro
és in vivo vizsgalatok dizik meg, amelyekkel az adott szer kérokozok elleni

hatasa tobbé-kevésbé megjosolhato.

A kordbbanC. parapsilosis sensu latnéven ismert fajt nemrégiben harom
részre csoportositottakC. parapsilosis sensu strigt®C. orthopsilosisés C.
metapsilosis A C. orthopsilosisincidenciaja 2004 6ta 2,3 %-rol 9 %-raCa
metapsilosisgyakorisaga pedig 0,9 %-rol 6,9 %-rétin Az epidemioldgiai
felmérések alapjan gsilosis csoport leggyakoribb emberi férést okozoja a

C. parapsilosis sensu stricto

A C. albicansfajhoz képest &. parapsilosisensu strictkisebb virulencigju. A
virulencia a psilosis csoporton beldl is eltér a legvirulensebb aC.

parapsilosis sensu stricta legkevésbé virulensG metapsilosi$a;.

A CLSI nemrég a terapiak eredményességének novealégabdl 1, faj-
specifikus hatarértékeket hatarozott meg az otylelggyibb Candida koztik a
C. parapsilosis sensu stricttajra is. Ezek az 0 értékek a régiekhez képest

harom (FLU), illetve négy (echinocandin) higitasiKkal is kisebbek lehetnek.

A korabbi, in vitro tesztek szerint gpsilosis” csoportnak nem egyforma az
antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége; ug\ya@. parapsilosissensu
stricto AMB, echinocandin és FLU iranti érzékenysége HKisemint a C.
metapsilosisvagy C. orthopsilosisfajoké. Ez alapjan &. parapsilosissensu
stricto érzékenységi hatarértékei nem biztos, hog@. aorthopsilosisés acC.

metapsilosigajok esetén is sikeresen alkalmazhatoak.

Az in vitro vizsgalatainkban tesztell. orthopsilosisésC. metapsilosiklinikai

izolatumok AMB MIC értékei alacsonyabbak voltak,ntnia C. parapsilosis
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sensu strictazolatumoké. Egyik izolatum AMB MIC értéke sem ddta meg a
2 ug/mL értéket; 24 és 48 ora elteltével az 1-4migAMB (0,5-16xMIC)
fungicid hatast eredményezettsjlosiscsoport ellen.

Az AMB terapia hatékonysagat leginkabb a Cmax/MBzéfum maximalis
AMB koncentracioja/MIC) farmakodinamikai paramétedzi elére. In vivo
kisérleteinkben 1 mg/kg AMB mindegyik vizsgalt iaalmmal szemben hatasos
volt és annak ellenére, hogy az alkalmazott 1 mgikB dozis valamivel
magasabb Cmax értéket eredményez egerekben, mirderekben, az
antifungalis szer nagymertiékfehérjekdbdesét figyelembe véve a szabad

gyogyszerkoncentraciok 6sszehasonlithatoak.

In vitro kisérleteinkben a 48 oras MIC leolvasasipodnttal ellentétben, a 24
ords leolvasast alkalmazva a FLU MIC értékek 1-4ithsi fokkal
alacsonyabbak voltak mindharom faj esetébenCAorthopsilosisés aC.
metapsilosiMIC értékeik megegyeztek, illetve alacsonyabbalkako mint aC.

parapsilosis sensu strictajra javasolt 0j hatarértékek (2 mg/L).

A régebbi, 8 pg/mL FLU érzékenyseégi hatarérték€| 8l két higitasi fokkal, 2
ng/mL koncentraciéra csokkentette; igy a tesztelt orthopsilosis és C.
metapsilosisizolatumok a 24 o6ras MIC értékek alapjan még énmxgkek

tekinthebek, a 48 6ras MIC eredmények szerint viszont nem.

Az id6-6lés vizsgalataink és korabbi megfigyelések ala@&. orthopsilosis
illetve C. metapsilosidert6zések kezelése nagyobb do6zisu FLU-t igényel (4-8
ug/mL; >2xMIC). Ezzel szemben &. parapsilosis sensu strictiaolatumokat
MIC kozeli FLU koncentraciok (0,5-2 pg/me1xMIC) is gatoltakin vitro.

A FLU kezelés hatekonysagat legjobbafdrelelzs farmakodinamikai paraméter
az AUC/MIC (koncentracio goérbe alatti tertlet/MIGAz in vivo kisérletekben

mindegyik vizsgalt izolatum névekedését mar 10@sg/kg FLU napi dozis is
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gatolta. Mivel a napi 25 mg/kg FLU egereknek ésapinl00 mg/kg FLU
embereknek adva Iényegében ugyanazt a 24 éras Aldketeredményezi (90
mg-h/l), a kapott eredményeink alapjan a FLU mégqimalis terapias
dozisokban alkalmazva is rendkivil hatasos. Ennekyarazata lehet az is,
hogyin vivo a FLU koncentracio-fuggetlen, hosszu ideig taéztantifungalis
aktivitast mutat. Az eredményeink alapjan a 24 mardva leolvasott FLU MIC
értékek jo korrelaciot mutattak @z vivo hatassal, kulonbézFLU dozisokkal

kezelt egérmodelltiinkben.

A harom faj nbvekedésgatlasahoz szilkséges VOR Mi€kek a szérumban
elérhed VOR koncentracio alatt voltak. Am vitro idé-0lés kisérletek soran a
VOR fungisztatikusnak bizonyult (<99,9% csiraszésbk&kenés), amely &.
parapsilosis sensu strictazolatumokat alacsonyabb>1xMIC; 0,015-0,12
png/mL), aC. orthopsilosises aC. metapsilosigdrzseket viszont magasabb (4-
8xMIC; 0,25-0,5 ug/mL) koncentraciokon gatolta. Eze idb-6lés eredmények

a VOR gyengén vivo hatasara utalhatnak.

A POS in vitro viszonylag kisebb koncentraciokban szintén furigigaus
hatassal birt &. orthopsilosisés aC. metapsilosigajok ellen. Ehhez hasonlo
eredményeket figyeltek meg @. parapsilosis sensu strictesetén is, ahol a
magasabb, 32-64xMIC koncentraciok ellenére senutilaka fungicid hatas. A
vivo is meg kell efsiteni, ennek azonban a szer korlatozott alkalrazhga

szab hatért, ugyanis jelenleg csak orélisan adagnlh

Az 5-FC MIC értékeket mindegyik tesztelt térzs ében <0,12 pg/mL
koncentracion figyelttk meg, ez a szer alacsony c&otracion kivalo
fungisztatikus hatast eredményezett. Mas antifung8kerrel kombinalva

eredmeényes lehet psilosis csoportba tartozo fajok féizései ellen.
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A CAS koncentraciofiigg aktivitassal jellemezhét Az in vivo aktivitAsukat

jelenttsen meghatarozza az infekcié helyén kialakult ggaggkoncentraciojuk.

A CAS Aaltalunkin vitro mért MIC értékei &C. orthopsilosisesC. metapsilosis
faj esetében alacsonyabbak voltak (0,12-0,5 pg/miijt a C. parapsilosis

sensu strictazolatumoké (0,5-2 pg/mL).

Az echinocandinok esetében, @ parapsilosis sensu strictéajra a CLSI
megtartotta a korabbi, 2 pg/mL érzékenységi hatkétr. El$ vonalbeli
szereknek nem tekintltetk aC. parapsilosisaltal okozott felizésekben; CAS
kezeléskor megfigyelhétattoréses febzés eés CAS rezisztencia kialakulasa is.
Ezenkivil szignifikans korrelacié is kimutathatd szer megnévekedett
alkalmazas és @. parapsilosis sensu strictandidaemia nagyobb gyakorisaga

kozott.

A ,psilosis csoportba tartozd fajok didlegesen csokkent echinocandin

érzekenyseéget azzal magyarazzak, hogy a glikategznenzimik 660. prolin

s

A , psilosis csoportin vitro id6-6lés vizsgalatai soran megfigyelték, hogZ a
orthopsilosisa C. parapsilosisensu strictdajokhoz hasonloan viselkedett, azaz
fungisztatikus vagy paradox novekedést mutattak Grafasara. A 48 oras
inkubalasi idt kovethen csak egyC. parapsilosis sensu strictés C.

orthopsilosisfaj esetében valt fungiciddé a gyogyszer.

A CAS terapia hatékonysaga a FLU-hoz hasonloan,cdadptban all az
AUC/MIC értekkel. Ez a CAS hosszl vesében valbipetalasaval és a hosszu,
koncentraciofiig§ posztantifungalis hatdsaval magyarazhatd. Korabbi
munkakban az egerek 1, 2 és 4 mg/kg CAS-nal vakelkse 59, 118 és 164

mg-h/l atlagos AUC érékeket eredményezett, amehadonloak az emberek
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esetén alkalmazott 35, 50 és 70 mg/kg CAS dozi#tek @rodukalt 55, 100 és
114 mg- h/l &tlagos AUC értékekhez.

A két Ujabban elkilonitett fajjal szemben a CAS rBamg/kg napi adagban

hatasos volt, ennek 50 mg/nap a megéefeiman dozisa.

Ezzel szemben a vizsg#t parapsilosis sensu strictpolatumok esetén csak a
magasabb 5 mg/kg napi CAS kezelés tudta csokkeatersebl kinétt sejtek

szamat. Az egerek 5 mg/kg/nap dézisanak 70 mg/maggdeleb emberi dézisa

Az Aaltalunk vizsgalt modellben a magas CAS dozisaswsnak iint a C.
parapsilosis sensu sticimolatumok esetén is. Ezért a faj altal okozatitiaesek

sikertelen empirikus CAS terapijatol nem feltétlekell tartani.

Eredményeink azt mutatjak, hogy mindharom antifligszer kitiné in vivo
hatékonysaggal rendelkezik,@silosis” csoport mindharom tagja ellen. Mivel a
»psilosis” csoport tagjai dleg nem-neutropénias betegekben okozhatnak invaziv
fertozést, ezért a FLU lehetne az édént valasztandd antifungalis szer,
klinikailag stabil candidemias betegek esetén. Heeteg az empirikus terapia
soran echinocandint kapott, akkor a paciens alfagak javulasa esetén
maradhatna az echinocandin terapia. A klinikailagstabil betegeknek
egyeértelnien az AMB ajanlhat6. Elgondolasunk helyességétiovareklinikai
illetve klinikai vizsgalatoknak kell megésitenie.
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OSSZEFOGLALAS

A C. parapsilosis sensu latfajt molekularis biologiai modszerekkel @.
parapsilosis sensu strictoa C. orthopsilosisés a C. metapsilosisfajokra
kulonitették. Ez utobbi két fan vitro antifungalis érzékenysége, az irodalmi
adatok alapjan eltér &. parapsilosis sensu strictfajétél, azonban terapias

ajanlasok jelenleg csak@ parapsilosis sensu stricadlen ismertek.

Munkank soran elvégeztik azoiblés gorbék felvételét az amphotericin B, a
fluconazol, a voriconazol, a posaconazol, és awudrdcytozin ellen. Az
amphotericin B, a csoport mindharom tagja ellen fedmL koncentraciokon
fungicid hatasu volt. A fluconazol, gsilosis csoport minden tagjaval szemben
<8 ug/mL koncentracion, fungisztatikus hatast vok. voriconazol, a
posaconazol és az 5-fluorocytozin a vérben médetiekoncentraciokon kiino

fungisztatikus hatast mutatott.

Az atmenetileg neutropéniassa tett egerek esetgpsilsis” csoport tagjai
ellen a napi 1 mg/kg amphotericin B, a 10 mg/kg28smg/kg fluconazol
szignifikans hatasu volt, azaz mindkét antifungalier hatékonynak bizonyult.
Bar a ,psilosis” csoport tagjai kevésbé szamitanak érzékenynek az

echinocandinok ellen, a napi 5 mg/kg caspofungagatis hatékony volt.

Mivel a rutin diagnosztikai médszerek jelenleg natkalmasak a,psilosis”
csoport pontos elkilonitésére, ezért a sikerespitdranegalapozdn vitro
érzékenyseégi vizsgalatok, az Ujabb érzékenysédirdraékekkel segithetik a
kevésseé ismert fajok okozta féxesek eredményes kezelését. Eredményeink azt
mutatjak, hogy aC. parapsilosis sensu strigtea C. orthopsilosisés aC.
metapsilosisfajok okozta feiizések kezelései alapgen nem kiulonbdznek
egymastol, azaz a beteg Kklinikai allapotatdl fmy a fluconazol, az

amphotericin B és a caspofungin is alkalmazhatipias alternativanak szamit.
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