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1. Bevezetés

A gombak okozta fertézések incidencidja jelentdsen emelkedett az elmult évtizedekben,
igy napjainkban komoly népegészségiigyi problémat jelentenek. Evente tobb mint 300 milli6
ember szenved valamilyen sulyos gombas fert6zésben, melyekbdl kozel 1,4 millid eset
halallal végzodik (Perlin 2014). Az esetek tGlnyomo részében a Candida, Aspergillus,
valamint a Cryptococcus fajok tehetok feleléssé. A CDC (Centers for Diseases Control and
Prevention) felmérése szerint a nozokomialis patogének kozott a Candida fajok az 6todik
helyen allnak, mig a véraramfert6zéseket tekintve a negyedik leggyakrabban izolalhato
korokozok (Yapar 2014, Delaloye és Calandra 2014, Pfaller és Diekema 2007).

Az invaziv candidiasis kialakuldsat szdmos rizik6 faktor idézheti eld, melyek koziil
kiemelhet6 a hosszan tartd, széles spektrumu antibiotikum kezelés, valamint a
kemoterapiaban részesiilé betegek tartés neutropénias allapota (<500 neutrofil granulocita/ul).
Egy tobb orszagot magéaba foglald felmérés alapjan a candidaemia mortalitasa minden korhazi
osztalyt figyelembe véve 29% volt, azonban az intenziv osztdlyokon ez az arany elérheti az
50-70%-ot is (Weiss és Timsit 2014, Farmakiotis és mtsai. 2015, Lortholary és mtsai. 2014,
Horn és mtsai. 2009, Dimopoulos és mtsai. 2007, Bodey és mtsai. 2002).

Habar a kiilonbozé Candida fajok prevalenciajaban valtozasok figyelheték meg az elmult
20-30 évben, az infekciok 95%-at az alabbi 6t faj okozza: C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis és a C. krusei (Yapar 2014, Pfaller és mtsai. 2011/a). A C. albicans
napjainkban is a leggyakrabban izolalhatd humanpatogén sarjadz6 gomba, azonban
els6sorban a terapias, illetve a profilaktikus fluconazol (FLU) hasznalat egy jol lathatod
epidemioldgiai valtozast eredményezett a primer FLU rezisztenciaval (C. krusei) vagy
csokkent FLU érzékenységgel (C. glabrata) rendelkez6 non-albicans fajok iranyaba (Lass-
Florl 2009).

Az invaziv gombas fertdzések sikeres kezelésének alapja az idében elkezdett, megfeleld
antifungalis szer alkalmazasa. Ezen infekciok kezelésében tobb mint 40 évig az amphotericin
B-nek (AMB) volt meghatdrozo szerepe. Szdmos mellékhatésai (féleg a nefrotoxicitidsa) miatt
indokoltta valt a hasonldéan hatékony, de kevesebb mellékhatassal biré 0j antimikotikumok
kifejlesztése. Az 1990-ben bevezetett FLU oralisan is alkalmazhat6d, kiszamithato
farmakokinetikaval rendelkezik, valamint jo szdveti eloszlast mutat a kiilonb6z6 szervekben.
Idealis tulajdonségai miatt hamar a legelterjedtebb antifungalis szerré valt a sarjadzé gombak

okozta mukozalis és szisztémas fertozések kezelésében (Lewis 2011).



A klinikumban alkalmazhat6 gombaellenes szerek szama csekély. A korabbi szerek
esetében felmeriild problémaknak (toxicitas, illetve rezisztencia) kdszonhetéen a gombak
sejtfalszintézisét gatldo echinocandinok bevezetése fordulopontot jelentett. Az echinocandinok
koziil legkorabban a caspofungint (CAS) engedélyezték, mely invaziv candidiasis és invaziv
aspergillosis kezelésére egyarant alkalmas. A legtobb Candida faj ellen in vitro fungicid
aktivitast mutat, kedvezd farmakokinetikai és farmakodinamids tulajdonsdgokkal rendelkezik,
ennek kovetkeztében jelenleg els6ként valasztandd szer az invaziv candidiasis empirikus

Az echinocandinok tovabbi eldnye, hogy a klinikai hatékonysdg novelése érdekében
lehetdség van a jelenleg elfogadott alacsony dozisok helyett nagyobb dozisok adagolésara.
Betts ¢s munkatarsai bebizonyitottak, hogy a CAS esetében akar a 150 mg-os napi dozis is
biztonsagosan alkalmazhat6. Mindazonaltal az eddigi klinikai vizsgalatok nem igazoljak a
nagyobb dozisok jobb hatékonysagat (Betts és mtsai. 2009, Migoya és mtsai. 2011). Erdekes
jelenséget lehet megfigyelni az echinocandinok aktivitasat vizsgalo in vitro kisérletek soran.
Bizonyos Candida fajok (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
dubliniensis) esettn a MIC érték  (minimalis gatld6  koncentracio)  feletti
gyogyszerkoncentraciokon a szer fungisztatikus hatdst fejt ki, mig az alacsony
koncentraciokon fungicid hatas érvényesiil (Vanstraelen és mtsai. 2013). Ez a paradox
novekedés a human szérumban elérhetd koncentraciokon is megjelenhet, azonban a klinikai
relevancidja egyeldre kérdéses (Shields és mtsai. 2011).

Kisérleteink soran idd-61és modszerrel vizsgaltuk a CAS aktivitasat C. albicans és C.
glabrata izolatumok ellen. Ez a modszer pontosabb adatokat nytjt a szer 616 aktivitasanak
mértékérdl, valamint a farmakodinamias jellemzdirdl (Klepser €s mtsai. 1998). Nem hagyhato
figyelmen kiviil, hogy az echinocandinok nagymértékben kotddnek a szérumfehérjékhez
(96,5-99,8%) (Chen és mtsai. 2011, Garcia-Effron és mtsai. 2011). Ebb6l addéddan az
antifungalis érzékenység meghatirozasandl érdemes humén szérumot alkalmazni, mely
jobban modellezi az in vivo kérnyezetben lezajlo folyamatokat (Nasar és mtsai. 2013).

Mindezek ismeretében célunk volt megallapitani a CAS 6lési aktivitasat, valamint az in
vitro és in vivo kisérleteink kozotti osszefliggések vizsgalataval meghatarozni a dozisndvelés

hatékonysagat C. albicans, valamint C. glabrata izolatumok ellen.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Candida fajok altalanos jellemzése, virulencia faktorok szerepe a patogenezisben

A Candida fajok sejtfala egy poliszacharid matrix, melynek f6 szénhidrat alkotoelemei a B-
gliikan (1,3-B-gliikan 40%, 1,6-p-gliikkan 20%) és a kitin (5%). Tovabbi fontos strukturalis
komponens a fehérjékkel asszocialt mannéz polimer (glikoproteinek), valamint Kis
mennyiségben lipidek is megtalalhatok a sejtfalban (Chaffin és mtsai. 1998, Brown és Catley
1992). A fajok k6zott a komponensek aranya kiilonbozhet, példaul a C. glabrata sejtfalanak
mannoprotein tartalma 50%-kal magasabb a C. albicans sejtfalaval 6sszehasonlitva (de Groot
¢s mtsai. 2008). A sejtfalon kiviil a gombasejt tovabbi jellegzetes eleme a sejtmembranban
talalhato ergoszterol (Lewis 2011).

Szamos patogén gombafaj képes megvaltoztatni a fizikai megjelenési formajat, melynek
bizonyitottan szerepe van a virulenciaban. Ezek a f6 morfologiai tipusok Candida fajok
esetében az élesztd, pszeudohifa és a hifa alak. Az élesztd onalld, ovalis sejt, melynél mind
bipolaris, mind tengelyiranyu sarjadzas megfigyelhetd (Thompson és mtsai. 2011). A
pszeudohifa képzés soran a megnyult, ellipszoid alaku sejtek lancszerlien egymashoz
kapcsolodnak. A pszeudohifatdl eltérden a hifa sejtfala egymassal parhuzamos lefutdsu és a
sejtjei kozotti valaszfalakon (septum) altalaban pérus talalhato, lehetdvé téve a sejtek kozotti
kommunikaciot és anyagaramlast (Yang és mtsai. 2014, Thompson és mtsai. 2011).

A C. albicans, C. dubliniensis és C. tropicalis mindharom morfologiai formaban
megtalalhat6, mig a C. lusitaniae, C. guilliermondii, valamint a C. parapsilosis esetében csak
az élesztd és a pszeudohifa alak van jelen (Thompson és mtsai. 2011). Habar a C. glabrata
elsddlegesen élesztd formaban novekszik, bizonyos koriilmények kozott (pl. nitrogénhidny)
pszeudohifa képzésre is képes (Csank és Haynes 2000).
pH-n (<6) a sejtek éleszté formaban vannak jelen, mig a magas pH (>7) hifaképzést indukal.
A tapanyaghiany, a szérum vagy az N-acetil-gliikozamin jelenléte, valamint a fiziologias
homérséklet is a hifaformalasnak kedvez. Ezt az élesztd és hifa kozotti morfologiavaltast
nevezziik dimorfizmusnak, mely fontos tulajdonsag a patogenitas szempontjabol (Mayer és
mtsai. 2013).

A szervezet sikeres kolonizalasanak, valamint a fertozés kialakitasanak nélkiilozhetetlen
része az adhézio. A Candida fajoknal ezt a folyamatot leginkabb az adhezinek biztositjak a

biotikus (sejtek, mas mikroorganizmusok) ¢s az abiotikus (katéter) felszinekhez egyarant. A



C. albicans esetében a legismertebb adhezin csoport az ALS (agglutinin-like sequence)
fehérje csalad, melynek nyolc tagja van (Als1-7 és Als9). Az ALS gének altal kddolt fehérjék
glikozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt sejtfelszini glikoproteinek (Mayer és mtsai. 2013). Az Als
proteinek koziil kiemelkedé jelentésége van a hifak altal termelt Als3-nak, mely biztositja az
epithel és endothel sejtekhez, illetve az extracellularis matrix proteinekhez vald kotédést (Liu
¢és Filler 2011). A C. albicans egy masik fontos adhezinje a szintén hifa-asszocialt Hwpl,
mely az emlGs sejtek transzglutaminazanak szubsztratjaként biztositja a hifa-sejt kapcsolatot
(Brunke és Hube 2013). A C. glabrata esetében a f6 adhezinek az Epa fehérjék, melyek koziil
az epithel sejtekhez torténd adhéziot elsdsorban az Epal, mig a mas sejtekkel valé kapcsolatot
a tobbi Epa fehérje biztositja. Az Epa proteinek valtozatosak ¢€s eltéré expresszids mintazatot
mutatnak (pl. biofilm képzés soran Epa3, hugyuti infekcid esetén Epa6 expresszio) (Juarez-
Cepeda és mtsai. 2015).

A fentebb emlitett adhezinek hozzajarulnak a katétereken, mibillentyiikon és a
nyalkahartya felszineken megjelend biofilm kialakitdsdhoz. Ez a gombak altal szekretalt
poliszacharid matrix rezisztenciat biztosit a legtobb antifungalis szerrel szemben. FLU-lal,
itraconazollal és flucitozinnal kezelt C. albicans biofilm esetén az 50%-0s metabolikus
aktivitascsokkenés eléréséhez sziikséges gyogyszerkoncentracié 5-8-szor magasabb volt a
planktonikus sejtekhez képest (Douglas 2003). A C. tropicalis, a C. glabrata, a C. albicans és
a C. parapsilosis gyakran képeznek biofilmet orvosi eszk6zokon (Cuéllar-Cruz és mtsai.
2012).
csaladba tartozd Ssal (Sun és mtsai. 2010, Mayer és mtsai. 2013). A folyamatban kiilonféle
hidrolitikus enzimek (foszfolipazok, lipazok, proteinazok) is részt vesznek (Brunke és Hube
2013). A C. albicans 6 virulencia faktorai a szekretalt aszpartil proteinazok (SAP). A SAP-
ok szerepet jatszanak az adhézid és invazio folyamataban is, ahol a gomba a felszabadult
oligopeptideket és aminosavakat transzporterein keresztiil felveszi. Tovabba részt vesznek az
immunvalasz elkeriilésében az immunglobulinok, illetve a komplement fehérjék degradalasa
altal (Naglik és mtsai. 2004). In vitro és in vivo kisérletek bizonyitjak, hogy a SAP gének
aktivalasa a fertézés tipusatol fiigg. A SAP1-SAP3 gének altal kodolt fehérjék a mukozalis
fertézések soran az invazidban és a szovetkarosodasban, mig a SAP4-SAP6 géntermékek a
szisztémas infekcioban vesznek részt (Gauwerky és mtsai. 2009). A C. glabrata esetén
szekretalt aszpartil proteindzt nem talaltak, csupan tizenegy élesztd aszpartil proteinazt
(vapszin) kodolo gént (YPS). A YPS gének sziikségesek a C. glabrata taléléséhez a

makrofagokban, illetve a sejtfalat érd stresszhatasok esetén (Kaur és mtsai. 2007).



A C. glabrata tovabbi érdekessége, hogy haploid genommal rendelkezik, melynek szerepe
lehet az antifungalis szerekkel szemben viszonylag gyorsan megjelend rezisztencia

kialakuldséban (Perlin 2014).

2.2. A Candida fajok okozta megbetegedések

A normal fléra tagjaként a Candida fajok megtalalhatok a boéron, a gastrointestinalis
rendszer és a genitalis tajék nyalkahartyain (Lopez-Martinez 2010). Bizonyos hajlamositd
tényezOk hatdsara azonban képesek infekcid kialakitasara. Ilyen prediszponald faktor tobbek
kozott a széles spektrumu antibiotikum hasznalat, alacsony (<1 év) vagy magas (>60 év)
¢letkor, diabetes mellitus, korabbi sebészi beavatkozéds, immunszupressziv terapia, tartds
neutropénia, hosszu korhazi tartozkodas (féleg az intenziv osztalyokon), Candida
kolonizacid, katéterhasznalat, parenteralis taplalas (Arendrup 2013, Sipsas és Kontoyiannis
2012, Méan ¢és mtsai. 2008, Pfaller és Diekema 2007). A fertézések nagyobb hanyada
endogén, tehat a beteg valamilyen testtdjat kolonizal6é organizmusbol ered. Ritkabban ugyan,
de el6fordulhat exogén forrasbol szarmazd fertdzés is (kontamindlodott orvosi eszkdzok,
egészségligyi dolgozok keze) (Sims és mtsai. 2005).

A Candida infekciok klinikai manifesztacidja valtozatos. Amikor valamilyen atmeneti
tényez6 felboritja az egyensulyt a normal flora tobbi tagja és az adott Candida faj kozott,
normal immunrendszer(i egyéneknél is kialakulhat candidiasis. Ezek a megbetegedések enyhe
lefolyastiak, leggyakoribb megjelenési formai a foként csecsemOket érinté soor vagy
szajpenész €és a noket érintd vulvovaginitis. A szajpenész a sziiletés soran kialakulo fertézés
eredménye, jellemzd tiinete a buccalis nyalkahartyan lathatdo fehér felrakddas. A
vulvovaginitis a n6k koriilbeliil 75%-at érinti életiik soran legalabb egyszer, valamint koztiik
40-50%-ban masodszor is kialakul a fert6zés, melyet leginkabb a hiivelyi pH emelkedése
segit el6 (Lopez-Martinez 2010, Hurley és De Louvois 1979).

A fentebb emlitett megbetegedésekkel ellentétben sulyosabb lefolyast korképek a
szisztémas vagy invaziv Candida infekciok. Az invaziv candidiasis esetek tobbsége Candida
fajok altal okozott véraramfertdzeés (candidaemia), mely a nozokomialis fertézések 10-15%-
aért felel az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Delaloye és Calandra 2014). A fertdzés
hematogén szorodasanak elso jelei lehetnek a chorioretinitis és az endophthalmitis, melyek a
candidaemia-s esetek 10-45%-aban el6fordulnak (Sims és mtsai. 2005).

A hematogén szorodas kovetkeztében disszeminalt candidiasis johet 1étre, mely szamos
szervet érinthet (hasiireg, tiido, szem, sziv, csontrendszer, kozponti idegrendszer). A

leggyakoribb formdja a peritonitis, amely posztoperativ infekcio, illetve bélperforacio



eredményeként alakul ki. Peritonitisben szenvedd betegek esetén a Candida fajok a masodik
leggyakrabban izolalhato patogének (Sims és mtsai. 2005, Hasibeder és Halabi 2014). A
Candida okozta meningitist tiinetei alapjan nem lehet a bakteridlis meningitistdl
megkiilonboztetni. Jellemzdje, hogy a liquor mintaban a limfocitdk domindlnak (4tlagosan
600 sejt/mm®) (Nguyen és Yu 1995). Léguti mintdkbol gyakran izolalhatok Candida fajok,
ennek ellenére az esetek tobbségében inkabb kolonizald fajként, nem patogénként vannak
jelen. A kivalasztd szervrendszer normal koriilmények kozott steril, viszont gyakran el6éfordul
tinetmentes Candida kolonizacidé. A primer hugyuti candidiasis a beiiltetett katéterekkel,
diabetes-szel, valamint az antibiotikum hasznalattal 6sszefiiggé nozokomialis megbetegedés.
Emellett a candiduria a disszemindlt candidiasis egyik korai manifesztaciojaként is
megjelenhet, mivel a vese a véraramfertdzés leggyakoribb célszervei kdzott szerepel (Sims és

mtsai. 2005, Kauffman és mtsai. 2000).

2.3. A Candida fertozések epidemiologiaja

Az invaziv gombds fertdzések gyakorisdga jelentésen megemelkedett az elmult
évtizedekben. A leggyakrabban izolalhatd nozokomialis gomba patogének a Candida és az
Aspergillus fajok, melyek kiilonosen az intenziv osztalyokon okoznak magas mortalitast
eredményez6 mikodzisokat (Colombo és mtsai. 2014, Delaloye és Calandra 2014). Annak
ellenére, hogy tobb mint 17 Candida faj képes invaziv candidiasist okozni, az infekciok tobb
mint 90%-aért csupan 5 Candida faj felel6s (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei) (Pfaller és Diekema 2007, Pfaller és mtsai. 2011/a).

Az egyes Candida fajok eloszlasa foldrészenként, azon beliil régionként, valamint
betegcsoportonként valtozd. Az invaziv fertdzések korokozojaként a C. albicans még mindig
2014, Pfaller és Diekema 2007, Pfaller és mtsai. 2011/a). Erdemes azonban megjegyezni,
hogy a C. albicans okozta véraramfertézések incidenciaja az utobbi években csokkenést
mutat (Pfaller és Diekema 2007, Pfaller és mtsai. 2012). Pongracz és munkatarsai altal a
Semmelweis Egyetemen készitett, négy éves (2010-2014) periddust vizsgalo epidemiologiai
felmérésben a candidaemia hatterében leggyakrabban a C. albicans allt (63%), megeldzve a
C. glabrata-t (13%) és a C. parapsilosis-t (10,2%) (Pongracz és mtsai. 2015). Hasonld
eloszlast figyeltek meg Majoros és munkatarsai is 1997 és 2000 kozott a Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrumaban, ahol az Osszes Candida fert6zést tekintve
legtobbszor C. albicans-t és C. glabrata-t izolaltak (Majoros és mtsai. 2002). A C. albicans

gyakran okoz infekciot az ujsziilott intenziv osztalyokon (54,8%), valamint a sebészi
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beavatkozason atesett (nem transzplantalt) betegek korében (44,5%). A legfontosabb
rizikofaktorok kozé sorolhatd tovabba a diabetes mellitus, periférias katéter jelenléte és a
szteroid terapia. Ezzel szemben ritkdbban izolalhato hematopoetikus &ssejt transzplantalt
betegek (17,6%), illetve hematologiai betegségben szenveddk esetében (22%) (Pfaller és
mtsai. 2012).

Az 1990-es évektdl egyre gyakrabban azonositanak non-albicans Candida fajokat
korokozoként (elsdsorban C. glabrata-t és C. krusei-t) a széleskérii FLU hasznalatnak
koszonhetden. Amig 1988-1992 kozott a C. albicans, a C. tropicalis és C. parapsilosis volt a
candidaemia kialakulasanak f6 oka a hematologiai betegségekben szenveddk korében, addig
1993-2003 kozott ezt a szerepet a C. glabrata (30,6%) és a C. krusei (24,2%) toltotte be
(Hachem és mtsai. 2008). Az epidemioldgiai valtozasokat tiikkrozi tovabba, hogy a vérképzo
rendszeri daganatos betegek, illetve az dssejt transzplantacion atesett betegek esetén az Gsszes
eset tobb mint 50%-at non-albicans Candida fajok okozzak (Sipsas és mtsai. 2009).

A Candida véraramfertézéseket tekintve a C. glabrata a masodik leggyakrabban izolalhato
faj Eszak-Amerikaban és Europaban egyarant (Pfaller és mtsai. 2011/b, Pfaller és mtsai. 2012,
Lass-F1orl 2009). Latin-Amerikédban azonban csak a negyedik helyen all 5,2%-0s eléfordulési
gyakorisaggal a C. albicans (43,6%), a C. parapsilosis (25,6%) és a C. tropicalis mogott
(17%) (Pfaller és mtsai. 2011/b). Pfaller ¢s munkatarsai 2004-2008 kozott végzett prospektiv
felmérésében epidemiologiai, antimikotikum felhasznalasi és mortalitasi adatokat vizsgaltak,
melyet 25 észak-amerikai orvosi kozpont bevonasaval készitettek el. A felmérés szerint a C.
glabrata altalaban id6sebb paciensekben (atlag életkor 58 év) okozott candidaemia-t, valamint
a betegek 51,9%-a részesiilt a fert6zést megel6zéen valamilyen antifungalis kezelésben.
Emellett C. glabrata infekcid esetén szintén jelentds rizikofaktor a cukorbetegség, a periférias
katéter jelenléte és a korabbi szteroid terapia. Kiemelked6 korokozonak szamit tovabba
szervtranszplantaltak (38,4%), hematopoetikus &ssejt transzplantiltak esetén (32,7%),
valamint a tumoros betegek ellatasaval foglalkozé centrumokban (Pfaller és mtsai. 2012,
Hachem és mtsai. 2008). Fontos megjegyezni, hogy a candidaemia mortalitasi aranya magas,
mely az intenziv osztalyokon C. glabrata fert6zés esetén akar az 50-69%-ot is elérheti
(Lortholary és mtsai. 2014, Farmakiotis és mtsai. 2015).

A C. parapsilosis izolalasi gyakorisaga 4,2%-rol 7,3%-ra emelkedett 1997 és 2003 kozott
(Pfaller és Diekema 2007). Az emelkedés mértéke Latin-Amerikaban a leglatvanyosabb, ahol
25,6%-at képezte az Osszes Candida véraramfert6zésnek 2008-2009-ben (Pfaller és mitsai.
2011/b). A katétereken és egyéb implantalt eszk6zokon vald jo biofilmképzd képességének

koszonhetden, valamint a kézzel torténd terjedése és a korhdzi kornyezetben vald
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perzisztalasa miatt fontos nozokomidlis patogénkeént tartjdk szdmon. Foként ujsziildttekben
okoz fertézést, ahol a candidaemia 30%-aért felel (felndttek esetében ez az arany 10-15%)
(Pfaller és Diekema 2007, Pappas és mtsai. 2003, Yapar 2014).

A C. tropicalis okozta szepszis elsdsorban Latin-Amerikaban jelentds (20%), mig Eszak-
Amerikaban a candidaemia-s esetek mindGssze 7%-at eredményezi (Pfaller és Diekema
2007). Jelentds patogénnek tekintik a hematologiai betegségekben szenveddknél (15,4%)
(Pfaller és mtsai. 2012). Ezekkel a betegségekkel gyakran egylitt jar a neutropénia, amely
szamottevé prediszponald tényezbéje a C. tropicalis infekcionak (a C. tropicalis-szal
kolonizalt neutropénias betegek 60-80%-anal alakul ki invaziv fert6zés) (Pfaller és Diekema
2007, Hachem és mtsai. 2008).

Szintén a neutropénias betegek (51,3%), valamint a vér és csontvel6transzplantalt
paciensek korében okoz sok esetben fungaemia-t a C. krusei. Habar a C. krusei izolalasi
gyakorisaga alacsony (2-4%), a foldrajzi eloszlast tekintve Kelet-Europdban magasabb
prevalenciat tapasztaltak (5,1-7,6%) (Pfaller és Diekema 2007, Pfaller és mtsai. 2012, Pfaller
¢s mtsai. 2008). A faj ritka izolalasa ellenére is problémat jelent, mivel Horn és munkatarsai
az altala okozott candidaemia esetében figyelték meg a legmagasabb mortalitast (52,9%)

(Horn és mtsai. 2009).

2.4. Invaziv Candida infekciok kezelése

A megfelelé antifungalis szer kivalasztasat nagyban befolyasolja a Candida fajok
epidemiologidja, érzékenysége, a gyogyszerek farmakokinetikai tulajdonsagai, interakcidi
egyéb hatdanyagokkal, mellékhatasai, valamint a betegek intolerancidja az adott szerrel
szemben (De Rosa ¢és mtsai. 2009, Sipsas és Kontoyiannis 2012). Az id6ében elkezdett terapia
az egyik legfontosabb része a hatékony antifungalis kezelésnek, illetve a mortalitas
csokkentésének. Az optimalis terapia megvalasztasat neheziti, hogy nem rendelkeziink
konnyen elérheté vagy standardizalt diagnosztikus eszkozokkel, melyek sziikségesek a korai
azonositashoz (Ito és mtsai. 2010, Ruhnke 2014).

A jelenleg elérhetd antifungalis szerek koziil négy csoport alkalmas szisztémas infekciok
kezelésére: a poliének (amphotericin B), a triazolok (itraconazol, FLU, posaconazol és
voriconazol), az echinocandinok (CAS, anidulafungin (ANI), micafungin (MICA)) és az 5-
fluorocitozin (Andes 2013).
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2.4.1. Echinocandinok

A kereskedelmi forgalomban héarom, szisztémas terapiaban alkalmazott echinocandin
kaphato. A csoport els6, FDA (US Food and Drug Administration) és EMEA (Eurdpai
Gyogyszerligynokség) altal jovahagyott tagja a CAS volt 2001-ben (Chen és mtsai. 2011).
Evekkel késébb az ANI-t és a MICA-t is bevezették a klinikumba. Az FDA a CAS-t lazzal
candidaemia-t), valamint invaziv asperg111051s kezelésében engedélyezte. A MICA-t és ANI-t
szintén oesophagealis és invaziv candidiasis kezelésére hagytak jova, valamint a MICA-t
alkalmazzak még hematopoetikus Ossejttranszplantalt betegek profilaxisaban is (Chen és
mtsai. 2011, Perlin 2015).

Az echinocandinok ciklikus lipopeptid molekuldk, melyeket kiillonb6zé gombafajok
termékeibdl kémiai modositassal allitottak el6. A CAS a Glarea lozoyensis pneumocandin B
fermentacios termékébdl szarmazik, mig az ANI az Aspergillus nidulans echinocandin Bo, a
MICA pedig a Coleophoma empedri termékének modositott valtozata (Kofla és Ruhnke
2011). Ezen gyogyszerek kiilonb6z6 oldallanccal rendelkeznek, melyek valosziniileg szerepet
jatszanak a csoport tagjai kozott tapasztalhaté néhany eltérd farmakokinetikai tulajdonsagban

(1. abra) (Glockner 2011).

1. dbra. Az echinocandinok szerkezeti képlete (Denning 2003)
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Az echinocandinok non-kompetitiv. modon gatoljak a  B-1,3-D-glilkan  szintaz
enzimkomplexet, ezaltal gatolva a -1,3-D-gliikan polimer szintézisét. Az enzimkomplex két
alegységbol all: Fkslp és Rholp. Az Rholp egy GTP-kotd fehérje, amely a glilkan-szintaz
enzim aktivitdsat szabalyozza. A katalitikus szerepet betdlté Fkslp, melyet harom gén kodol
(FKS1, FKS2, FKS3), az UDP-gliikdzbol torténd gliikanszintézis folyamataban vesz részt
(Deresinski és Stevens 2003, Perlin 2014). A sejtfal f6 komponensének hianyaban ozmotikus
instabilitas jon l1étre, amely végill a sejt halalahoz vezet (Kofla és Ruhnke 2011).

Az echinocandinok in vitro fungicid hatastiak a legtobb Candida fajjal szemben, beleértve
az azol rezisztenciaval (C. krusei, C. glabrata) és az AMB rezisztenciaval (C. lusitaniae)
rendelkez6é fajokat is. Aspergillus speciesek ellen fungisztatikus hatast mutatnak, aktivak
tovabba Pneumocystis jirovecii ellen is. Nem hatékonyak Zygomycetes, Fusarium,
Cryptococcus neoformans, Trichosporon fajok, illetve a Scedosporium polificans ellen,
valamint valtozoé aktivitast mutatnak a Penicillium fajok esetében (Chen és mtsai. 2011, Kofla
¢s Ruhnke 2011). Az echinocandinok eldnye, hogy képesek penetralni a biofilmekbe is
(ellentétben a FLU-lal), ezért a katéter-asszocialt Candida infekciok kezelésében kiemelt

szereplik lehet (Kuhn és mtsai. 2002, Kofla és Ruhnke 2011, Simitsopoulou és mtsai. 2014).

2.4.1.1. A Candida fajok érzékenységének meghatarozasa echinocandinok irant

A Candida fajok echinocandinok iranti MIC értékének meghatarozasat két referencia
mikrodiliciés moédszer szerint végezhetjilk el. Az egyik az amerikai CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) altal kidolgozott eljaras, a masik az europai EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) technikdja. A két moddszer
alapvetden megegyezik, csupan az alkalmazott plate (kerek, illetve lapos alji), az inokulum
denzitasa, a taptalaj gliikkoz tartalma, valamint a MIC leolvasas modszere (vizualis, illetve
spektrofotometrias) tér el (CLSI 2008, Arendrup és mtsai. 2010).

2007-ben a CLSI echinocandin klinikai hatarértékeket vezetett be, ahol az 6sszes <2 mg/l
MIC értéket mutatd Candida fajt az érzékeny kategoriaba soroltak. Ennek megallapitasakor
echinocandin rezisztenciat még nem detektaltak a Candida fajok kozott, emiatt a CLSI nem
hatarozott meg rezisztens kategoriat, hanem a >2 mg/l MIC értékkel rendelkezd torzseket nem
érzékenynek tekintette (Pfaller és mtsai.2011/c).

Pfaller és munkatarsai az akkor érvényben 1évd echinocandin hatarértékeket alkalmazva
vizsgaltak a kiilonboz6 Candida fajok érzékenységét. A C. albicans és C. glabrata FKS
mutans torzsei magasabb MIC értékeket mutattak mindharom echinocandin jelenlétében a vad

tipusu torzsekkel Osszehasonlitva, azonban ezek nem feltétleniil haladtdk meg a 2 mg/l-t.
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Mikodzben a CAS esetében a C. albicans mutans torzsek 83%-at és a C. glabrata mutans
torzsek 85%-at azonositani lehetett a >2 mg/l MIC érték alapjan, az ANI és MICA esetében
ez az arany csak 16%, valamint 50% volt (Pfaller és mtsai. 2011/c). Hasonl6 eredményeket
publikalt tobb kutatocsoport is, melyek alapjan javasoltak a hatarértékek csokkentését 0,25
mg/l-re az FKS mutans izolatumok megfelel6 felismerése érdekében (Garcia-Effron és mtsai.
2009/a,b, Wiederhold ¢és mtsai. 2008). Ezeket az adatokat, tovabba a
farmakokinetikai/farmakodinamias paramétereket és a klinikai kimenetelt figyelembe véve a
CLSI 1;j fajspecifikus hatarértékeket hozott 1étre 2012-ben (1. tablazat) (CLSI 2012). A C.
glabrata esetében az eredmények tiikrében indokolt volt alacsonyabb érzékenységi
hatarértéket bevezetni (<0,12 mg/l CAS-t és ANI-t, <0,06 mg/l MICA-t tekintve). Az 1j
hatarértékeknek koszonhetéen hatékonyabb lett az FKS mutans izolatumok detektalasa (79-
100% a C. albicans, valamint 92-100% a C. glabrata izolatumoknal) (Pfaller és mitsai.
2011/c).
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1. tablazat. A CLSI altal bevezetett fajspecifikus echinocandin érzékenységi hatarértékek Candida
fajok esetében (Pfaller és mtsai. 2011/c).

MIC hatarérték (mg/l)
Antifungalis szer Candida faj , Meérsékelten :
Erzékeny o Rezisztens
érzékeny
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,12 0,25 >0,5
: C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Caspofungin -
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,12 0,25 >0,5
: : C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Anidulafungin -
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8
C. albicans <0,25 0,5 >1
C. glabrata <0,06 0,12 >0,25
; : C. tropicalis <0,25 0,5 >1
Micafungin -
C. krusei <0,25 0,5 >1
C. parapsilosis <2 4 >8
C. guilliermondii <2 4 >8

24.1.2. Farmakodinamias tulajdonsagok

Az echinocandinok koncentraciofiiggd hatast mutatnak. A klinikai hatékonysag a
Cnax/MIC (a gyogyszer szérumban mérhetd maximalis koncentracidja/minimalis gatld
koncentracio) és az AUC/MIC (AUC: area under curve, plazmakoncentracio-idé fiiggvény
alatti teriilet/minimalis gatld koncentracid) farmakodinamias paraméterekkel all leginkabb
Osszefiiggésben. Az ilyen tipusi szerek esetében a klinikai hatékonysag elméletileg
fokozhato, ha a napi, alacsony dozisok helyett egyszeri, nagyobb dozisokat adagolunk (Lepak
¢s Andes 2014).

Invaziv candidiasis kezelésében az echinocandinokat jelenleg napi egyszeri, alacsony

dozisban alkalmazzdk. A MICA-t kivéve (napi 100 mg) a terapia els0 napjan telitd dozis
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sziikséges a célkoncentracio (1 mg/l) eléréséhez, igy a kezelési stratégia CAS esetében 70 mg
utan napi 50 mg fenntartd dozis, ANI esetében pedig 200 mg utdn 100 mg fenntarté dozis
(Pappas ¢és mtsai. 2009). Ez a célkoncentracio, mely a klinikailag jelentés Candida
izolatumok legalabb 90%-at gatolja, az ajanlott dozisokkal fenntarthato a szérumban a kezelés
id6tartama alatt. Az echinocandinok nagy molekulatomege miatt az oralis biohasznosulasuk
csekély (CAS esetén <0,2%), ezért csak intavéndsan adagolhatok. Optimalis szoveti eloszlast
mutatnak a tiidében, majban, vesében, valamint a Iépben, ezzel szemben gyengén penetralnak
a szembe ¢és a kozponti idegrendszerbe (a terapias szintet nem érik el) (Chen és mtsai. 2011).

A ritkabb adagolast segiti el6 a koncentraciofiiggd hatas mellett az in vitro mérhet6
viszonylag hosszi posztantifungalis hatas (PAFE) (Lepak ¢és Andes 2014). Ernst és
munkatarsai >12 oras CAS altal kifejtett PAFE-t figyeltek meg a MIC érték feletti
koncentraciokon RPMI-1640 tapkdzegben C. albicans esetében (Ernst és mtsai. 2000).
Hasonlo PAFE figyelheté meg C. glabrata és C. parapsilosis izolatumok esetén, s6t mar az
egy oras CAS expozici6 is legalabb 24 oraig gatolja az izolatumok ujrandvekedését (Clancy
¢s mtsai. 2006).

A tobbi antifungélis szerrel Gsszevetve az echinocandinok kedvezd farmakodindmias és
farmakokinetikai tulajdonsdgokkal rendelkeznek, valamint kevés az alkalmazisuk sordn
tapasztalhaté mellékhatas. Betts és munkatarsai igazoltak, hogy a jelenleg érvényben 1évo
terapias ajanlas és a nagyobb CAS dozis (150 mg/nap) hasonldan biztonsagos és jol
tolerdlhatd6. A 204 invaziv candidiasisban szenvedd betegnél legtobbszor eléforduld
mellékhatas mindkét kezelési csoport esetében a phlebitis (3,8% és 2,0%) és a majenzimek
szintjének emelkedése (alkalikus foszfataz: 6,9% és 2,0%-os emelkedés, illetve aszpartat
transzaminaz: 4,0% és 2,0%-os emelkedés) volt. Nem tapasztaltak azonban szignifikans
kiilonbséget a két kezelés hatékonysdgaban, tehat a 150 mg/map CAS dbzis nem

eredményezett jobb terapids kimenetelt (Betts és mtsai. 2009).

2.4.1.3. Caspofungin

Egyszeri, illetve tobbszori CAS dozis farmakokinetikajat vizsgalva megallapitottak, hogy a
beadott gyogyszer plazmakoncentracidja polifazikus médon csékken. Kozvetleniil az egyszeri
dozis beadasa utan egy rovid (1-2 6ra) alfa vagy disztribucios fazist lehet megfigyelni, melyet
egy dominans, 6-48 oraig tartd -fazis kovet. Nagyobb dozisok esetén (40 mg, 70 mg, illetve
100 mg) 2-3 nap mulva is mérheté alacsony koncentracio a szérumban (y-fazis). Az egyszeri
dozis linearis farmakokinetikat mutatva lassan iiriil (clearance 9,85-12,43 ml/perc). Tobbszori

adagolas sordn bebizonyitottdk, hogy a hatéanyag kiliriilése tobb 1épésben torténik és a
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szoveti akkumulacid6 miatt farmakokinetikaja nem lineéris. Az akkumulacio dozisfiiggo,
melynek mértéke a bejuttatott gyogyszermennyiséggel egyiitt novekszik. Az AUCo 24 értéket
tekintve a 15 mg-os napi dozissal elért 24%-os akkumulacio 50%-ra novekedett a napi 50,
valamint 70 mg beadott CAS esetén (Stone és mtsai. 2002).

A szoveti akkumulacio jelent0ségét bizonyitja, hogy a CAS terminalis féléletideje kozel
megharomszorozddott (59,2 6ra), amikor a szovetekben és a szérumban jelenlévé CAS
féléletidejét is figyelembe vették, Osszehasonlitva a csak a szérumban 1év6 gyogyszer
féléletidejével (20,2 ora). Az adatok szerint a CAS hossza ideig perzisztal terapias
koncentracidban a szévetekben, ahonnan bizonyos id6 utan visszaaramlik a vérbe. Ennek a
jelenségnek kozponti szerepe lehet a szer kitling in vivo aktivitasaban (Louie és mtsai. 2005).
Farmakodinamias vizsgalatokkal —megallapitottdk, hogy egérmodellben disszeminalt
candidiasis esetén a CAS hatékonysagat féleg az AUC/MIC arany hatdrozza meg. Mindezek
alapjan a heti egyszeri nagy dozis vagy két részre osztott dozis ugyanolyan hatékony lehet,
mint a jelenleg elfogadott kezelés (Louie és mtsai. 2005, Gumbo 2007).

A CAS elsdsorban a majban bomlik le hidrolizissel és N-acetilacioval. Inaktiv metabolitjai
a vizelettel és a széklettel tavoznak a szervezetbdl. Az echinocandinok nem valtoztatjak meg a
citokrom P450 enzimrendszer és a P-glikoprotein transzport rendszer miikodését, ezért kevés
a hozzajuk kothetd gyogyszer-gyogyszer interakcio. A rifampin, nevirapin, efavirenz,
carbamazepin, phentoyn és a dexametazon kis mértékben néveli a CAS clearence-t. A CAS
csokkenti a tacrolimus AUC értékét (20%-kal), valamint a csucskoncentracio és a 12 6Oras
koncentracio értékét is, ezért e két szer egyiittes adagolasandl sziikséges a vér tacrolimus

crcr

mtsai. 2011).

2.4.1.4. Paradox novekedés

crer

In vitro kisérletekben gyakran el6forduld jelenség, hogy nagyobb koncentracioji
echinocandin jelenlétében a gyodgyszer aktivitasa csokken az adott kdérokozoval szemben. A
folyamatot paradox novekedésnek (PG) nevezziik, mely az antibakterialis szereknél
tapasztalhato Eagle-effektushoz hasonlo. Négy jol elkiilonithetd szakaszbol all, ahol MIC
érték alatti novekedés, majd MIC érték feletti gatlds utdn a magasabb koncentracidokon ujra
novekedés lathatd. Végill a legmagasabb koncentracidkon teljes novekedésgatlas
tapasztalhatd (Vanstraelen és mtsai. 2013).

A PG kizarolag az echinocandinokra jellemzd, azonban az eléforduldsa fiigg az adott

Candida fajtol, izolatumtol, a tesztkdzegt6l, valamint az alkalmazott echinocandintdl.
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Mikrodiltcios érzékenység meghatarozas soran PG-t figyeltek meg C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei és C. dubliniensis izolatumoknal, azonban annak hianyat fedezték
fel C. glabrata estében (Chamilos és mtsai. 2007, Vanstraclen és mtsai. 2013). Fontos
megemliteni, hogy 1d6-61és kisérletekben olyan C. albicans, C. glabrata és C. parapsilosis
izolatumok is mutattak PG-t, melyek el6z6leg a standard mikrodiluciés modszerrel nem.
Ezeket figyelembe véve az id6-61és kisérletek alkalmasabbak lehetnek a PG detektalasara
(Shields és mtsai. 2011). PG leggyakrabban a CAS esetén tapasztalhato (C. albicans 60%, C.
parapsilosis 90%, C. tropicalis 40%, C. krusei 10%), a MICA (C. tropicalis 70%, C. krusei
60%) ¢és az ANI (C. albicans 40%, C. tropicalis 20%) hasznalata soran kevésbé fordul el6.
Erdekesség, hogy csak a C. tropicalis mutatott mindhdrom echinocandin esetében PG-t
(Chamilos és mtsai. 2007).

PG kozben a sejt morfoldgiai és biokémiai valtozasokon megy keresztiili A magas
gyogyszerkoncentracié olyan stresszvalaszt indukal, mely a Candida fajoknal
kompenzatorikus kitinszintézist eredményez. A folyamat soran a protein kinaz C (PKC), a
calcineurin, valamint a HOG (high-osmolarity glycerol response) atvonalak aktivalasa miatt a
kitinszintézis fokozddik, ezzel egyidejiileg pedig lecsdkken a sejtfalban az 1,3—B-D-gliikan
tartalom. A valtozas jelent6s, ugyanis az 1,3—B-D-gliikan tartalomban 2,7-7,8-sz0ros
csokkenést, a kitintartalomban pedig 4-6,6-szoros novekedést figyeltek meg (Bizerra és mtsai.
2011, Vanstraelen és mtsai. 2013). A PG-t mutato sejtek jellemzéje az abnormalisan nagy
sejtméret, a sejtek csoportosulasa és a filamentacié hianya (2. abra) (Bizerra és mtsai. 2011,
Rueda és mtsai. 2014).

C. albicans esetében 10% human szérum hozzaadasa az RPMI-1640 tesztkozeghez nem
befolyasolta, de 50% human szérum hozzaadasa mar megsziintette a PG-t. Mivel a vérnek
koriilbeliil 50%-a szérum (a tobbi az alakos elem), a szerzok arra kovetkeztettek, hogy a PG

klinikai relevanciaja valoszintileg csekély (Shields és mtsai. 2011).
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2. abra. Paradox novekedés kozben torténd cellularis valtozasok. Kezeletlen sejtek (kontroll) (A-C)
¢és 8 mg/l caspofunginnal kezelt sejtek (D-F) time-lapse felvétele, valamint kitinspecifikus festékkel
(calcofluor white) megfestett sejtek (G: kontroll, H: 8 mg/l caspofunginnal kezelt) fluoreszcens
mikroszkopos képe (Rueda és mtsai. 2014)

e

26h

6h

10h

2.4.1.5. Antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia

A leggyakrabban alkalmazott azol tipusu antifungalis szer a FLU, amelyet széleskoriien
hasznalnak candidiasis ellen mind terapiasan, mind pedig profilaktikusan. C. glabrata
infeciok kezelésére nem elséként valasztand6 szer, mivel az izolatumok kozott gyakori a
csokkent érzékenység azolokkal szemben. Ilyen fertézések esetén az empirikus, valamint a
célzott terapias ajanlas az echinocandinok alkalmazasa (Pappas és mtsai. 2009, Pfaller és
mtsai. 2012). Alexander és munkatarsai tiz éves periodus alatt vérmintakbol gytijtott C.
glabrata izolatumok érzékenységét vizsgaltak. A hemokultira pozitivitas utan elkezdett
antifungalis terapia mellett az esetek 30%-aban alakult ki un. attoréses fertézés
(,,breakthrough” candidaemia), melyeknél talnyomédan azolokat alkalmaztak (69,6%)
(Alexander és mtsai. 2013). Egy masik, USA-ban késziilt tanulmanyban a vizsgalt C. glabrata
izolatumok 100%-4anal tapasztaltak csokkent FLU aktivitast (Wisplinghoff és mtsai. 2014). A
megfeleld kezelési stratégia megvalasztasat tovabb neheziti, hogy a FLU rezisztens C.
glabrata izolatumok korében egyre tobbszor jelenik meg echinocandin rezisztencia is
(Alexander és mtsai. 2013). Ezzel ellentétben a C. albicans esetében a FLU rezisztencia ritka

(Huyke és mtsai. 2015, Wisplinghoff és mtsai. 2014).
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A rezisztens fajok megjelenését az echinocandinok széleskorli alkalmazasa is elésegiti,
ugyanis egy nemrég késziilt felmérés szerint a candidaemia-ban szenvedd betegek >60%-a
echinocandin kezelésben részesiil (Cleveland és mtsai. 2012). Echinocandinokkal szembeni
rezisztenciat legeldszor 2005-ben jelentettek, jelenleg is viszonylag ritkan tapasztalhato a C.
albicans és a legtobb Candida faj esetében (<3%). Kivételt képez ez alol a C. glabrata,
melynél 8-9,3%-0s echinocandin rezisztenciarol szamoltak be 2006-2010-ben (Perlin 2015).
A rezisztencia novekedésének mértékét szemlélteti tovabba, hogy egy tiz éves periodust
vizsgald tanulmanyban az echinocandin rezisztencia 2-3%-r6l >13%-ra emelkedett a
hemokulturabdl szarmazé C. glabrata izolatumok ko6zott (Perlin 2014).

A csokkent echinocandin érzékenység vagy rezisztencia oka az FKS1 génben bekovetkezd

pontmutacid, amely aminosav szubsztiticidhoz vezethet az Fkslp alegység két tigynevezett

crer

crer

FKS gén valtozasa a legtobb esetben keresztrezisztencidt idéz el6 mindharom echinocandin
irant (Arendrup és Perlin 2014). Rezisztencia leginkabb hosszantarté echinocandin terapia
soran alakulhat ki, ugyanakkor rovid idon beliil a kezelés kezdete utdn (akar 8 nap alatt) is
megjelenhet (Perlin 2014, Lackner és mtsai. 2014, Lewis és mtsai. 2013).

Ez a rezisztencia mechanizmus MIC érték emelkedést, valamint gyakran terapias
sikertelenséget eredményez. Fontos kiemelni azonban, hogy a MIC érték emelkedésének
mértéke, az adott Candida faj fitnesze, illetve a terapia kimenetele fligg a mutacié helyétdl és
az aminosav szubsztituciotol (Lackner és mtsai. 2014, Perlin 2014). A C. albicans esetében
ezek a mutaciok a HSI régié 641-649 aminosav pozicidiban és a HS2 régio 1345-1365
pozicidiban alakulnak ki (Beyda és mtsai. 2012). Az aminosav csere dontden a Ser645 és a
Phe641 pozicidkban fordul el6 (a rezisztens C. albicans izolatumok kozel 80%-a), mely a
leggyakrabban azonosithato rezisztens fenotipust okozza. Hasonldan jelentés szubsztiticio a
C. glabrata esetében a Ser629 (FKS1), a Ser663 és Phe659 (FKS2) pozicidkban torténik. A
kevésbé prominens FKS mutéciok is rezisztenciat valtanak ki echinocandinok irdnt, azonban
az altaluk okozott szisztémas fertdézések allatmodellekben dozisndveléssel sikeresen
kezelhetok (Perlin 2015).

A mutacionak koszonhetéen megvaltoznak a gliilkan-szintaz enzimkinetikai tulajdonsagai.
A vad tipusu enzimhez képest a mutdns enzim ICso (félhatasos gatldo koncentracio) értéke
megemelkedik, valamint a Vmax (katalitikus sebesség) értéke szignifikansan csokken.

Utobbinak a kovetkezménye lehet a sejt fitnesz csokkenése. Garcia-Effron €s munkatarsai 14
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mutans enzimet vizsgalva megallapitottdk, hogy a Ser645 helyen torténé mutacio
eredményezte a legnagyobb MIC érték (8->100-szoros), illetve 1Cso érték emelkedést (Garcia-
Effron és mtsai. 2009).

Az echinocandin rezisztencia terjedését korlatozza az FKS1 mutaci6 virulenciara, valamint
fitneszre kifejtett hatdsa. Mivel ezzel a szerzett rezisztencidval tobbnyire csokkent virulencia
¢s fitnesz jar egyiitt, igy a mutans Candida torzsek evolucids hatranyba keriilnek a vad tipusa
torzsekhez képest (Arendrup és Perlin 2014). Ben-Ami és munkatarsai tanulmanya szerint 5
homozigota FKS1 mutans mutatott csokkent virulenciat Toll-deficiens Drosophila
melanogaster modellben. Emellett két mutansnal tapasztaltak szignifikdnsan magasabb
tulélési aranyt és alacsonyabb szoveti csiraszamot disszeminalt candidiasis esetén ragcsalo
modellben, dsszehasonlitva a vad tipusu torzzsel (Ben-Ami és mtsai. 2011).

Néhany Candida faj természetes polimorfizmussal rendelkezik az FKS1 génben, ezért

intrinszik csokkent érzékenységet mutatnak echinocandinok irant. A ,,psilosis” csoport

crer

crer

633. (leucin—metionin) és a 634. helyen (tirozin—alanin) talalhato valtozas (2. tablazat)
(Garcia-Effron és mtsai. 2008, Perlin 2015). Felmérések alapjan az elébb emlitett fajok
altalaban magasabb MIC értékkel rendelkeznek (0,5-8 mg/l), mint az érzékeny Candida fajok
(Beyda és mtsai. 2012, Pfaller és mtsai. 2011/c).

2. tablazat. Az FKS gének altal kodolt fehérjékben bekdvetkezd aminosav valtozasok, valamint azok
hatasa a Candida fajok echinocandin érzékenységre (Arendrup és Perlin 2014). A szamok a hot spot
régiok elsé aminosavanak a pozicidjat jelolik.

Fkslp Fks2p
Faj Hot spot 1 Hot spot 2 Hot spot 1 Hot spot 2
szekvencia szekvencia szekvencia szekvencia
C. albicans 641 FLTLSLRDP | 1357 DWIRRYTL - -
C. dubliniensis 641 FLTLSLRDP | 1357 DWIRRYTL - -
C. glabrata 625 FLILSLRDP 1320 DWVRRYTL | 59 FLILSLRDP | 1374 DWIRRYTL
C. kefyr 54 FLTLSLRDP 760 DWVRRYTL - -
C. krusei 655 FLILSIRDP 1364 DWIRRYTL = =
C. lusitaniae 634 FLTLSLRDP DWIRRYTL - -
C. tropicalis 76 FLTLSLRDP 792 DWIRRYTL - -
C. parapsilosis 62 FLTLSLRDA | 1360 DWIRRYTL - -
C. metapsilosis 104 FLTLSLRDA s21 DWIRRYTL - -
C. orthopsilosis 39 FLTLSLRDA 756 DWVRRYTL - -
C. guilliermondii | 32 FMALSLRDP | 1357 DWIRRYTL - -
C. I|polyt|ca s62 FLILSLRDP 1387 DWIRRCVL - -

X erds rezisztencia, X gyenge rezisztencia, X természetesen eléfordulé mutacio, X ,,silent” mutacioé
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2.4.1.6. A human szérum hatasa az echinocandinok farmakodinamiajara

Az echinocandinok nagymértékben kotddnek szérumfehérjékhez, elsdésorban az
albuminhoz (MICA 99,8%-ban, ANI 99%-ban, CAS 96,5%-ban), mely befolyasolja a szerek
farmakodinamias tulajdonsagait. A kotodés eredményeképpen az echinocandinok antifungalis
hatasa csokken, melyet in vitro és in vivo kisérletek is alatamasztanak (Odabasi és mtsai.
2007, Garcia-Effron és mtsai. 2011, Nasar as mtsai. 2013).

A ,szabad gyogyszer hipotézis” szerint, csak a nem kotott gyogyszerfrakcionak van
farmakologiai hatdsa. A hipotézist alapul véve a beadott MICA doézisnak csupén 0,2%-a, a
CAS-nak 3,5%-a lenne farmakologiailag aktiv, ezzel egyiitt az in vitro mért MIC értékek 200-
500-szorosara novekednének. Ennek ellenére a MIC érték novekedés nem ilyen nagymértékii
(Paderu és mtsai. 2007, Odabasi és mtsai. 2007, Garcia-Effron és mtsai. 2011). Ishikawa ¢és
munkatarsai a MICA esetében csak 4-267-szeres aranyrol szamoltak be, vagyis
farmakodindmiaja nem koveti a szabad gyogyszer hipotézist. A lehetséges magyarazatok
kozott szerepel a relative gyenge és reverzibilis fehérjekotédés (Ishikawa és mtsai. 2009).

Paderu és munkatarsai a CAS esetében 1-16-szoros, a MICA-nal 32-128-szoros, mig ANI-
nal 8-256-szoros emelkedést tapasztaltak, mikor 50% human szérumot alkalmaztak a
mikrodilticios érzékenység meghatarozas soran Candida izolatumok ellen (Paderu és mtsai.
2007). Hasonlo6 adatokat kozolt Odabasi és munkatarsai is, emellett megallapitottak, hogy az
echinocandinok fehérjekotédésének mértéke nem all Osszefiiggésben a MIC érték
novekedésével (Odabasi és mtsai. 2007). A nemzetkozi eredmények alapjan tehat 50% human
szérum szamottevOen csokkentette az ANI és a MICA aktivitasat, de CAS esetében Kisebb
mérteklt MIC értek ndvekedés kovetkezett be.

Cota és munkatarsai C. glabrata klinikai izolatumokat vizsgalva megfigyelték, hogy az
ANI jobb in vitro aktivitas mutatott (alacsonyabb MIC, ICso és ICgo értékek), mint a CAS.
Kisérleteikben nem alkalmaztak szérumot (Cota és mtsai. 2006). Ezzel szemben ez a fokozott
aktivitas nem volt tapasztalhato immunszupresszalt egérmodellben, mivel az ANI kezelés
nem eredményezett nagyobb mértékili szoveti csiraszam csokkenést, sét a 0,5 mg/kg, valamint
az 1 mg/kg napi dozisok esetén a CAS szignifikansan hatékonyabb volt (p<0,001), mint az
ANI (Wiederhold és mtsai. 2007).

A fentebb emlitett eredményeket figyelembe véve célszerti az in vitro kisérletekben
szérumot alkalmazni, mellyel jobban demonstralhatjuk a szervezetben lezajlé folyamatokat. A
szérum alapt érzékenységi modszerek tehat megbizhatobb alapot nyujthatnak az

echinocandinok klinikai hatékonysaganak a pontosabb megallapitasahoz. Ezenkiviil
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segithetnek az echinocandin rezisztens Candida izolatumok felismerésében is (Garcia-Effron
¢s mtsai. 2011). A rutin diagnosztikaban azonban a standardizalasi nehézségek miatt nem
hasznalnak szérumot a Candida fajok echinocandin érzékenységének meghatarozasahoz.
Tovabbi problémat jelent, hogy a C. glabrata rosszul vagy egyaltalan nem névekedik szérum

jelenlétében (Nasar és mtsai. 2013).
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3.

Célkitiizés

Kisérleteink sordan a caspofungin doézisndvelés hatékonysagat vizsgaltuk a két,

Magyarorszagon leggyakrabban izolalhaté Candida faj esetében.

Munkankban célunk volt:

crer

A caspofungin  minimalis gatlo koncentracidjanak meghatarozasa standard
mikrodilicios modszer segitségével C. albicans és C. glabrata izolatumokkal
szemben, tovabba a C. albicans izolatumok esetében az értékek 6sszehasonlitisa az E-

teszt soran kapott eredményekkel

A caspofungin in vitro hatékonysaganak vizsgalata C. albicans és C. glabrata
izolatumok ellen normal RPMI-1640-ben, valamint 50% human szérummal

kiegészitett tapkozegben 1d6-01¢s kisérletek segitségével

Az 1d6-0lés kisérletek adatait felhasznalva a caspofungin 0Olési ratdjanak

meghatarozasa C. albicans és C. glabrata izolatumok ellen

A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata napi 1, 2, 3, 5 és 15 mg/kg
dozisokat alkalmazva C. albicans-szal, valamint napi 1, 2, 3, 5 és 20 mg/kg dézisokat

alkalmazva C. glabrata-val fert6zott neutropénias egérmodellben
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalt izolatumok

Kisérleteink soran 6 C. albicans (14171, 18799, 35035, 5265, 10781, 34350), 4 C.
glabrata (11900, 9098, 18910, 15242) klinikai izolatumot, 4 ATCC (American Type Culture
Collection) teszttorzset (10231, 90030, 6258, 22019) és 2-2 echinocandin rezisztens C.
albicans (DPL18, DPL20), illetve C. glabrata (DPL27, DPL245) izolatumot vizsgaltunk. Az
Osszes vizsgalt klinikai izolatum vérbdl szarmazott, melyek izoldlasa még az antifungalis
terapia megkezdése el6tt megtortént. A C. albicans és C. glabrata izolatumok azonositasat a
Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében APl ID32C panel és MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) tomegspektrométer segitségével
végeztiik el. Az echinocandin rezisztenciaval rendelkez6 DPL18 (F641S mutacio), DPL20
(F645P mutacio), DPL27 (S663P mutacio) és DPL245 (S629P mutacio) torzseket David S.
Perlin (Public Health Research Institute, New Jersey Medical School-Ruthgers, Newark, New
Jersey, USA) biztositotta.

4.2. Invitro érzékenységi vizsgalatok

A CAS MIC értékek meghatarozasa kétféle tapkozegben, RPMI-1640-ben, valamint 50%
humén szérummal (AB vércsoporta férfi, Sigma, Budapest, Magyarorszag) kiegészitett
RPMI-1640-ben tortént a CLSI altal elfogadott M27-A3-as dokumentum alapjan standard
mikrodilacios modszerrel (CLSI 2008). A MIC meghatarozast 0,015-32 mg/l koncentracio
hatarok kozott végeztikk el 96 iregli ELISA-lemezeken. Referenciaként az ATCC 6258 C.
krusei és az ATCC 22019 C. parapsilosis torzseket alkalmaztuk. Az egyes torzsek 0,5
McFarland siirliségli gombaszuszpenzidinak elkészitéséhez 24 oras Sabouraud agaron nott
tenyészeteket hasznaltunk. Az iiregekben 10° CFU (Colony Forming Unit)/ml kezdé
csiraszamot allitottunk be RPMI-1640 taptalajban. A kiilonb6z6 CAS koncentraciok mellett a
lemezeken gombakontroll (antifungalis szert nem tartalmazo) és taptalajkontroll (sarjadzo
gombat nem tartalmazo) iiregeket is alkalmaztunk. Az izolatumok MIC értekét 24 6ras 35°C-
os inkubalast kovetden vizualisan olvastuk le. MIC értéknek tekintettiik azt a legkisebb CAS
koncentraciot, ahol legalabb 50%-0s novekedés csokkenés volt megfigyelhetd a
gyogyszermentes kontrollhoz képest (CLSI 2008).

A C. albicans izolatumok esetében a CAS MIC értékeket E-teszt (AB Biodisk,
Svédorszag) segitségével is meghataroztuk. Az E-teszthez 2% gliikdzzal kiegészitett RPMI-
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1640 taptalajt alkalmaztunk 50% szérummal, illetve 50% szérum nélkiil. Az izolatumok 24
oras tenyészetébdl készitett 0,5 McFarland siirliségli gombaszuszpenzidkat steril tampon
segitségével egyenletesen kiszélesztettiik az agarok felszinére. A taptalajok szaradasat
kovetden rahelyeztik a CAS-nal atitatott tesztcsikokat, majd 35°C-on torténd 24 oOras
inkubalas utan a MIC értékeket szintén vizualisan olvastuk le. A MIC érték az a koncentracio,
ahol az ellipszis alaki gatlasi zoéna metszi a tesztcsikot (CLSI 2008). A MIC értékek

meghatarozasat Dr. Kovacs Rendto és Bozo Aliz segitségével végeztem el.
4.2.1. 1dé6-olés (time-kill) gorbék felvétele az antifungalis hatas vizsgalatahoz

Az 1d6-0lés kisérletekben Klepser ¢és munkatarsai 4altal megadott modszer szerint
hataroztuk meg a CAS in vitro hatékonysagat (Klepser és mtsai. 1998). A normal RPMI-
1640, valamint 50% humén szérummal kiegészitett tapkdzegben elvégzett kisérletek soran
0,25-32 mg/l CAS koncentraciokat vizsgaltunk, koncentracionként 10 ml-es végtérfogatban
(1. kép). Az echinocandin rezisztens izolatumok esetében a magas MIC értékek miatt csak a
8, 16 ¢és 32 mg/l koncentracidkkal dolgoztunk. A legmagasabb vizsgalt koncentracionak a 32
mg/l CAS-t valasztottuk, mert klinikai adatok alapjan a napi 150-200 mg CAS adagolasa
esetén is csupan 30,4-40,6 mg/l-es szérumban mérhet6 csucskoncentracid érheté el (Cornely
¢és mtsai. 2011).

Az izolatumokbdl denzitométer segitségével ~10° CFU/ml kiindulasi inokulumot
allitottunk be a kisérletekhez. A kiilonb6z6 gyodgyszerkoncentracidkat tartalmazo csévekbdl 0,
4, 8, 12, 24 és 48 oranként kivett 100-100 pl mintakbdl tizes alapa tovafutd higitasi sorozatot
készitettiink, majd ezekbdl a higitasokbol 4x30 pl-t oltottunk Sabouraud-dextr6z agarra (2.
kép, 3. kép). A taptalajokat 48 o6rdig 35°C-on inkubaltuk. Az inkubdcios 1dd utan a kindtt
telepeket megszamoltuk (4. kép) és a higitasi fokok ismeretében megallapitottuk az €16
gombasejtek szamat, melyeket az id6 fliggvényében abrdzoltunk. Az i1d6-6lés gorbéket
GraphPad Prism 4.03 Windows szoftver segitségével készitettiik el (Kovacs és mtsai. 2014).
Az 1d6-0lés kisérletek elvégzésében RPMI-1640 és 50% human szérummal kiegészitett
RPMI-1640 tapkozegben az értekezésem alapjaul szolgdldo kozlemények tarsszerzoi

nyUjtottak segitséget.
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4.2.2. Az invitro adatok kiértékelése

Azt a CAS koncentraciot tekintettiik fungicidnek, amelynél a kezdd csiraszamhoz képest
legalabb 99,9%-0s sejtszam csokkenést figyeltiink meg. Ennél kisebb mértékli csiraszam
csokkenés esetében a szer fungisztatikus hatasu.

Az 1d6-0l¢és kisérletek soran kapott adatokat hasznaltuk fel, hogy meghatarozzuk a CAS
Olési kinetikdjat mindkét alkalmazott tesztkozegben. Az 0lési kinetikat az alabbi
exponencialis egyenlet segitségével szamitottuk ki: Ni=No x ¢, ahol a Nt az é16 sejtek szama
adott id6épontban, az No a kisérlet kezdetén mért €16 sejtszam, a K az 6lési rata, a t pedig az
inkubacios id6. A pozitiv k érték a gombasejtek 6lését, a negativ k érték azok novekedését
jelenti. Az illesztés josagat r’> hasznalatival ellendriztik (r>>£0,8). Mindegyik izoldtum,
illetve koncentracio esetében a 99,9%-os sejtszamcsokkenéshez sziikséges id6t (h) a k
értékekbdl szamoltuk ki mindkét tapkozegben (Too9=3/K). A kiilonbdz6 izolatumok és
koncentraciok kozotti  szignifikans  kiilonbségek meghatarozasat Tukey-féle teszttel
kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA) végeztik el mindkét
tapkozegben. Ugyanazon CAS koncentraciok kiillonbozo tapkozegben mért 6lési kinetikajat t-
probaval hasonlitottuk Ossze. A statisztikai analizist Dr. Gesztelyi Rudolf, valamint Dr.
Kovacs Renatd végezte el. Az eredmények kiértékelése Dr. Kardos Gabor és Dr. Majoros
Laszlo kozremiikodésével tortént. Szignifikdnsnak tekintettiik az eredményeket, ha p<0,05

(Cantdn és mtsai. 2009, Kovacs és mtsai. 2014).
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1. kép: Kiilénb6z6 caspofungin 2. kép: Mintavétel utan higitasi sorozat
koncentraciokat tartalmazo tapkozegek készitése

3. kép: Kioltas Sabouraud agarra 4. kép: Inkubacid utan kindtt gombatelepek
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4.3. In vivo Kkisérletek

4.3.1. A Kkisérletben felhasznalt egerek

Kisérleteinkhez 20-23 g tomegli BALB/c tipust ndstény egereket hasznaltunk fel (Charles
River Laboratories), melyeket a ,,Laboratoriumi Allatok Alkalmazasa és Gondozasa” cimii
iranyelv szerint tartottunk. Csoportonként 7-8 db egérrel dolgoztunk. Az in vivo kisérletek
engedélyszama: 12/2014 DE MAB.

Az egerekben a tartdés neutropénias allapot 1étrehozasahoz intraperitonealisan
cyclophosphamidot (Endoxan) adagoltunk a kovetkezd oltasi stratégia szerint: a fertozést
megel6zoé negyedik nap 150 mg/kg, a fert6zés elotti elsé nap 100 mg/kg, a fertézést kdvetd
masodik és 6todik nap 100 mg/kg (5. kép) (Berényi és mtsai. 2014, Kovacs és mtsai. 2014).

4.3.2. Oltéanyag készités és a fert6zés menete

Az oltéanyag készitéséhez a vizsgalt izolatumokat két egymast kdvetd napon Sabouraud
agarra kioltottuk, majd a felfrissitett torzseket 3-4 Sabouraud taptalaj feliiletére szélesztettiik.
24 6ras 35°C-on torténd inkubalas utdn a kindtt izolatumokat a taptalajok felszinérdl steril
vattatamponnal eltavolitottuk és steril fizioldgias sdoldatba szuszpendaltuk. Ezt kdveten a
szuszpenzidkat négyszer 10 percig centrifugltuk 3000 g fordulaton. Mindegyik centrifugélés
utan a letilepedett gombasejtekrdl eltavolitottuk a felilluszot, majd 20-25 ml steril fizioldgias
sooldatot pipettaztunk rad. Az utolsod centrifugalasi folyamat utan koriilbeliil 8 ml fiziologiés
sooldatot adtunk a gombasejtekhez. Ezutan a szuszpenzidbol két 1épésben 1:10 aranyu higitast
végeztiink a Biirker-kamraban torténd sejtszadmoldshoz. A csiraszdmbeallitas ellendrzése
kvantitativ kioltassal valosult meg (Berényi és mtsai. 2014, Kovacs és mtsai. 2014).

Az egereket 0,2 ml gombaszuszpenzidval a lateralis farokvénan keresztiil fertéztiik meg. A
C. albicans izolatumok esetében a fertézd csiraszam 7,5x10* CFU/egér, a C. glabrata
izolatumoknal 6,6-8,4x107 CFU/egér volt. A C. glabrata echinocandin rezisztens tdrzsei
esetében ez a fertdz6 inokulum 5 napon belil 100% mortalitdst eredményezett, igy

alacsonyabb dozissal (2,5x10” CFU/egér) végeztiik a kisérleteket.
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4.3.3. Antifungalis terapia

Az egerek kezelését a kiilonboz6, intraperitonealisan beadott CAS (Cancidas) dozisokkal a
fert6zés utan 24 oraval kezdtiik el (5. kép). Az 6t napig tartd terapia soran a C. albicans
izolatumok esetében 1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap dézisokat, mig a C. glabrata izolatumok
esetében 1, 2, 3, 5, 20 mg/kgmap dozisokat alkalmaztunk. A Kkezelési sémakat
farmakokinetikai vizsgalatok, valamint sajat és mas kutatocsoportok korabbi eredményei
alapjan hataroztuk meg (Andes és mtsai. 2010, Kovacs és mtsai. 2014, Berényi és mtsai.
2014). A beadott gyogyszermennyiség egerenként 0,5 ml volt. A C. glabrata izolatumoknal a
CAS kezelés eldtt (Kontroll 1) is meghataroztuk 4-4 egérrel a vesékbdl kitenyészett €16
gombasejtek szamat.

A kvantitativ csiraszam meghatarozasa céljabol az egereket a fertézést kovetd hatodik
napon cervikélis diszlokacioval elpusztitottuk, majd felboncoltuk (6. kép). A veséket
eltavolitottuk, amelyeket a lemérésiikk utan steril dorzscsészében homogenizaltuk. Ezt
kovetden a homogenizatumhoz 1 ml steril fiziologias sooldatot adtunk, majd az egyes
mintakbdl 1:10-es alapu higitdsi sorozatot készitettiink (7. kép, 8. kép). A megfeleld
higitasokbol 100 pl mennyiségili mintat oltottunk Sabouraud agarra, majd a taptalajok 48 oras
35°C-on torténd inkubdlasa utan a kindtt telepeket megszdmoltuk (9. kép). A kimutatas also
hatara 50 CFU/szovet (g) (Berényi és mtsai. 2014, Kovacs és mtsai. 2014). A taptalajon
kitenyészett gombak esetén a szignifikancia vizsgalatdhoz Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk (GraphPad Prism 4.03, Windows). Az eredményt szignifikansnak tekintettiik,
ha p<0,05 volt (Berényi és mtsai. 2014, Kovacs és mtsai. 2014). Az in vivo kisérletekben Dr.
Juhasz Béla, Dr. Kovacs Renato és Bozo Aliz nyujtottak segitséget. A statisztikai analizist Dr.
Gesztelyi Rudolf végezte el. Az eredmények kiértékelése Dr. Kardos Gabor, David Perlin és

Dr. Majoros Laszl6 kozremiikddésével tortént.

5. kép: Intraperitonealis oltas
i
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6. kép: Vesék eltavolitasa

7. kép: Vesék homogenizalasa

8. kép: Higitasi sor készitése 9. kép: Kioltas szilard taptalajra
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5.  Eredmények

5.1. A caspofungin iranti érzékenység meghatarozasa mikrodiliciés médszer, valamint

E-teszt segitségével

Mikrodilticios médszerrel normal RPMI-1640 tapkozegben az Osszes vizsgalt C. albicans,
C. glabrata klinikai izolatum, valamint a teszttorzsek is érzékenyek voltak CAS irant a CLSI
fajspecifikus hatarértékei alapjan (1. tablazat). A 10781 és 34350 izolatumok esetében PG-t
figyeltiink meg (3. tablazat).

A C. albicans izolatumok esetében az E-teszt soran kapott MIC értékek RPMI-1640-ben 2-
>8-szor magasabbak voltak, mint a mikrodilucioval meghatarozott MIC értékek. PG-t egyik
izolatumnal sem tapasztaltunk (3. tablazat, 3. abra). A C. albicans és C. parapsilosis
referencia torzsek érzékenyek, mig a C. krusei teszttorzs mérsékelten érzékeny volt CAS-ra.
A két echinocandin rezisztens izolatum MIC értéke 2, illetve >32 mg/l voltak (3. tablazat).

A C. albicans izolatumok MIC értékei 2-16-szoros emelkedést mutattak 50% human
szérummal kiegészitett tapkozegben mindkét modszer esetén. Habar kevés vad tipusu
izolatumot vizsgaltunk a teszt soran, lathatd, hogy a MIC értékek sziikebb tartomanyban
helyezkedtek el, Gsszehasonlitva a normal (RPMI-1640) tapkozegben megfigyelheté MIC
eloszlassal (3. tablazat). A C. glabrata izolatumok esetében szintén MIC érték emelkedést
tapasztaltunk 50% szérumban (4-8-szoros). PG-t nem tapasztaltunk.

A DPL18, DPL20, DPL27 és DPL245 izolatumok CAS rezisztensnek bizonyultak
fiiggetleniil az alkalmazott tapkozegtdl (3. tablazat).
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3. tablazat. Mikrodilticios modszer és E-teszt segitségével meghatarozott caspofungin MIC értékek a
vizsgalt Candida fajok esetében RPMI-1640-ben és 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben.

Mikrodilucioval meghatarozott E-teszttel meghatarozott MIC
. MIC (mg/l) (mg/l)
Izolatum
RPMI-1640 + RPMI-1640 +
RPMI-1640 50% szérum RPMI-1640 50% szérum
Candida albicans
ATCC 10231 0,03 0,5 0,125 0,5
14171 0,03 0,12 0,125 0,25
18799 0,06 0,12 0,125 0,5
35035 0,03 0,25 0,125 0,5
5265 0,015 0,25 0,03 0,5
10781 0,037¢ 0,12 0,12 0,25
34350 0,015F¢ 0,25 0,12 0,25
DPL20" 4 >32 >32 >32
DPL18™ 2 16 2 32
Referencia torzsek
C. krusei
ATCC 6258 U2 5 e <
C. parapsilosis
ATCC 22019 e . . 2
Candida glabrata
ATCC 90030 <0,03 0,125
11900 <0,03 0,25
9098 <0,03 0,125
18910 <0,03 0,125
15242 <0,03 0,25
DPL27™ 8 8
DPL245™"" >32 >32

“echinocandin rezisztens Candida albicans (FKS F645P)
““echinocandin rezisztens Candida albicans (FKS F641S)
“echinocandin rezisztens Candida glabrata (FKS S663P)
“echinocandin rezisztens Candida glabrata (FKS S629P)
PG paradox novekedés
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3. abra. E-teszt modszerrel meghatarozott caspofungin MIC értékek a C. albicans 10781-es izolatum
esetében. A tesztcsikon a szamok megfelelnek a kiilonb6z6 koncentracidknak (mg/1). Bal oldalon az
RPMI-1640-ben (0,125 mg/1), jobb oldalon a szérumos kézegben (0,25 mg/1) kapott érték lathato.

5.2. Az id6-06lés kisérletek eredményei RPMI-1640 és RPMI-1640+50% human szérum

jelenlétében Candida albicans izolatumok ellen

Az Osszes izolatum hasonld novekedést mutatott mindkét tesztelt médiumban, a kontroll
egy nagysagrendnyi (1 log) novekedéséhez sziikséges id6 8,66-9,77 ora volt RPMI-1640-ben,
valamint 8,9-10,89 o6ra szérum jelenlétében.

A CAS fungisztatikus aktivitast mutatott a 14171 és a 35035 izolatumok ellen RPMI-1640
tapkozegben, viszont az alacsonyabb koncentraciokon (0,25 és 1 mg/l) nagyobb mértékii
csiraszam csokkenést tapasztaltunk, mint a 16 és 32 mg/l CAS esetében (4A ébra, 4. tablazat).
A 18799 izolatum ellen a CAS fungicid hatdsu volt >4 mg/l koncentracidkon. Az 5265, a
10781 és a 34350 izolatumok esetében tipikus PG-t figyeltink meg, mivel az alacsony
koncentracioknal fungicid, a magas koncentracioknal (16 és 32 mg/l) fungisztatikus aktivitas
volt lathato (S5A abra, 4. tablazat). Ennél a harom izolatumnal a 99,9%-os csiraszam

csOkkenéshez sziikséges 1d6 <12 ora volt az 1-8 mg/l koncentraciokon (5. tdblazat).
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A CAS 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben gatolta a 14171, a 18799 és a
35035 izolatumok novekedését, 99,9%-os csiraszam csokkenést azonban egyik
koncentracioval sem sikeriilt elérni (4B abra). A CAS 61ési aktivitasa 50% szérumban erésebb
volt mindharom, RPMI-1640-ben PG-t mutaté izolatum ellen, ugyanis 4-32 mg/l

koncentracidkon mar 10 éran beliil fungicid hatast tapasztaltunk (5B abra, 5. tablazat).

4. abra. A caspofungin reprezentativ id6-61és gorbéi a 14171-es C. albicans izolatum ellen RPMI-
1640 (A), valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben (B)

9
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5. abra. A caspofungin reprezentativ id6-6lés gorbéi a 10781-es C. albicans izolatum ellen RPMI-1640
(A), valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozegben (B)
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4. tablazat. A kiindulasi inokulumhoz mért maximalis csiraszam csékkenés (CFU/ml) RPMI-1640,
valamint RPMI-1640+50% human szérum jelenlétében id6-61és kisérletek soran Candida albicans
izolatumok esetén

Az id6-0lés Kkisérletek soran a kiilonb6zo CAS koncentraciéknal
Izolatum Tapkozeg (mg/l) tapasztalhaté maximalis csiraszam csokkenés (log)
0,25 1 4 8 16 32
RPMI-1640 -1,68 -1,12 -1,20 -1,38* -0,69 -0,88
14ir 50% szérum | -0,90* -1,13 -1,43 -1,38* -1,38 -1,68
RPMI-1640 -2,60 -2,78 -3,00 -3,00 -3,00 -3,00
18799 50% szérum -0,89 -1,48 -1,71 -1,27 -1,88 -1,81
RPMI-1640 -1,48 -2,68 -2,15 -1,15 -0,02 -0,38
33035 50% szérum | -0,83* -1,13 -2,10 -2,60 -1,38 -2,78
RPMI-1640 -1,97* -3,60 -3,60 -3,60 -1,68* -2,08
5265 50% szérum | -1,42* -3,60 -3,60 -3,60 -3,60 -3,60
RPMI-1640 -3,78 -3,78 -3,78 -2,60 -0,95 -0,16*
10781 50% szérum | -1,18* -2,65 -3,78 -3,78 -3,78 -3,78
34350 RPMI-1640 -3,52 -3,52 -3,52 -3,02 -2,09 -0,39*
50% szérum -1,00 -3,52 -3,52 -3,52 -3,52 -3,52

*jrandvekedés volt

5. tablazat. A Candida albicans izolatumoknal tapasztalt, kiindulasi csiraszamhoz viszonyitott 99,9%-
0s csiraszam csdkkenéshez sziikséges id6 (h) kiilonboz6 caspofungin koncentraciok esetén kétféle
tapkozegben. A negativ (-) jel azt jelenti, hogy fungicid hatast nem tapasztaltunk.

Idé6 (6ra)
Izolatum Tapkozeg
0,25 1 4 8 16 32

RPMI-1640 - - - - - -
14171

50% szérum - - - - - -

RPMI-1640 - - 17,31 14,54 12,56 24,53
18799

50% szérum = - - - - =

RPMI-1640 - - - - - -
35035

50% szérum - - - - - -
e RPMI-1640 - 10,18 11,38 11,83 - -

50% szérum - 8,96 8,27 9,68 8,08 8,48

RPMI-1640 8,82 3,12 4,48 - - -
10781

50% szérum - - 3,06 3,11 3,11 3,27

RPMI-1640 3,27 3,26 5,17 5,87 - -
34350

50% szérum - 5,08 5,61 4,94 4,85 5,31

Eredményeink alapjan a csiraszam csokkenés izolatum-, koncentracio- €s tapkozegfiiggd

volt, emellett néhdny izolatumnal mindkét taptalajban Gjrandvekedés lathato.
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5.3. A caspofungin élési ratajanak meghatarozasa Candida albicans izolatumok ellen

A CAS 6lési ratadja RPMI-1640 tapkozegben izolatum- és koncentraciofiiggdnek bizonyult.
Erdekes tendenciat figyeltink meg az izoldtumok kozott, ugyanis az alacsonyabb
koncentraciokhoz (0,25 vagy 1 mg/l) tartozé k értékek magasak voltak, mig a 32 mg/l CAS-
nal alacsony K értékeket kaptunk. Az 6sszes izolatumot tekintve az 1 mg/l CAS szignifikansan
nagyobb k értéket eredményezett, mint a 16 és a 32 mg/l (p<0,001). Ez a paradox hatas a
35035 és az 5265 izolatumoknal volt a leglatvanyosabb, ahol az 1 mg/l CAS esetén mért 6lési
rata 0,314 1/h és 0,295 1/h volt, szemben a 32 mg/l CAS-nal kapott 0,021 1/h, valamint 0,011
1/h értékekkel. A legmagasabb k érték a 10781-es izolatum ellen 1 mg/l-nél lathato (0,961
1/h) (6. abra).

Otven szizalék human szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben 0,25 mg/l CAS-nal a
14171, 35035 és a 10781 izolatumok esetében negativ olési ratat (novekedés) lehetett
megfigyelni. Ugyanezen a koncentracion a tobbi izolatumnal 0,093-0,398 1/h k6z6tt voltak a
k értékek. Egy izolatumtol eltekintve az 6lési ratak 1-32 mg/l koncentraciokon koncentracio
fiiggetlenek voltak. A k értékek kozott jelentds eltérések mutatkoztak, a legalacsonyabb a
18799-es izolatum (0,085-0,109 1/h), a legmagasabb a 10781-es izolatum (0,882-0,985 1/h)
esetében volt. A tobbi izolatumtol eltérden a 14171-es izolatum esetén az 1, 4, 8 és 16 mg/l
CAS-hoz tartozd k értékek szignifikdnsan magasabbak voltak (0,241-0,271 1/h),
Osszehasonlitva a 32 mg/l CAS-nal (0,126 1/h) (p<0,05-0,001) (6. abra).

Ugyanazon CAS koncentraciok 6lési kinetikajat dsszehasonlitottuk a kétféle tapkozegben.
Az 0sszes izolatum esetében a 0,25 mg/l CAS-nal mérhetd k értékek magasabbak voltak
RPMI-1640-ben, mint szérum jelenlétében (p<0,05-0,001). A 14171 és 18799 izolatumok
esetében a k értékek magasabbak voltak az Osszes vizsgalt koncentracion normal (RPMI-
1640) tapkozegben, mint 50% szérumban. Ez aldl kivétel csupan a 14171-es izolatumnal a 16
mg/l CAS esetén mért, illetve a 18799-es izolatumnal a 32 mg/l CAS mellett kapott k érték
volt (p<0,05-0,001). A tobbi izolatum esetében a CAS aktivitasa fokozodott 4-32 mg/l
koncentracidkon 50% szérumban (p<0,05-0,001). Ett6] eltéré eredményt csak a 8 mg/l CAS-
nal tapasztaltunk az 5265-6s izolatum ellen, valamint a 4 és 32 mg/l CAS esetén a 34350-es

1zolatumnal.
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6. abra. A caspofungin 6lési rataja (k) 6 Candida albicans klinikai izolatum ellen RPMI-1640-ben
(RPMI) és 50% human szérum (szérum) jelenlétében. Az abrakon a szaggatott vonal a regresszids
egyenest jel6li. A pozitiv k érték az €16 sejtek szamanak a csokkenését, a negativ k érték azok
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5.4. A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida albicans izolatumok

ellen

A kontrollhoz viszonyitva az 0Osszes alkalmazott CAS dozis csokkentette a vesékbdl
kitenyésztett ¢l6 gombasejtek szamat a klinikai izolatumoknal, azonban ez a csokkenés nem
minden esetben volt szignifikans. A napi 1 mg/kg CAS doézis nem volt hatékony a 18799,
10781 ¢és a 34350 izolatumok esetében, tovabbd a napi 2 mg/kg dozis szintén nem
eredményezett szignifikans csiraszam csokkenést a 10781-es izolatummal torténd fert6zés
esetén. Ezzel szemben a 3, 5 ¢és 15 mg/kg napi dozisok minden izolatum ellen hatékonynak
bizonyultak (p<0,05-0,001). Harom izolatumnal (18799, 5265 ¢és 10781) a legnagyobb CAS
dozisnal figyeltik meg a legnagyobb mértékii csiraszam csokkenést. A 14171 és 34350
izolatumok esetében a legalacsonyabb csiraszam a napi 2 mg/kg CAS kezelés utan, a 35035
izolatumnal pedig a napi 3 mg/kg-os terapia utdn tenyészett ki. A hatékony doézisok kozott

szignifikans kiilonbséget azonban nem tapasztaltunk (7. abra, 8. abra).
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7. abra. A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida albicans 14171 (A) és a 18799 (B)
izolatummal fert6zott neutropénias egérmodellben. A vesékbdl kitenyésztett csiraszam logaritmusat a
vizsgalt dozisok fliggvényében abrazoltuk.

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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8. abra. A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida albicans 10781 (A), 34350 (B) és az 5265 (C)
izolatummal fert6zott neutropénias egérmodellben. A vesékbdl kitenyésztett csiraszam logaritmusat a
vizsgalt dozisok fliggvényében abrazoltuk.

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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5.5. Az id6-0lés kisérletek eredményei RPMI-1640 és RPMI-1640+50% human szérum

jelenlétében Candida glabrata izolatumok ellen

Az 0sszes vizsgalt C. glabrata izolatum szignifikansan jobb ndvekedést mutatott RPMI-
1640-ben, mint a szérumot tartalmazé tapkozegben. A klinikai izolatumok vizsgalata sorén a
gyogyszermentes kontroll egy nagysagrendnyi (1 log) novekedéséhez sziikséges atlag 1d6
RPMI-1640 tapkdzegben 8,14 6ra, mig a szérummal kiegészitett tdpkozegben 11,17 ora volt.
A rezisztens izolatumok esetében ehhez a novekedéshez normal tapkdzegben 8,57-8,95 ora,
valamint 50% human szérum jelenlétében 14,76-14,86 ora kellett.

RPMI-1640-ben a 16, valamint a 32 mg/l 6lési aktivitasahoz viszonyitva a CAS
hatékonyabb volt 1 és 4 mg/l koncentraciokon az Gsszes tesztelt klinikai izolatum ellen (9A.
abra, 10A. abra, 6. tablazat). A kezd6 inokulumhoz képest a 99,9%-os csokkenés kevesebb,
mint 7 Ora alatt bekovetkezett a 9098, 18910, 15242 és az ATCC teszttorzs esetén (7.
tablazat). A 16 és 32 mg/l CAS fungisztatikus aktivitast mutatott a DPL27 echinocandin
rezisztens izolatum ellen (11A. dbra). A masik, szintén rezisztens izolatum esetén (DPL245)
azonban csak gyenge, atmeneti fungisztatikus hatast tapasztaltunk az elsé 8 6rdban 32 mg/l
CAS mellett (6. tablazat).

Szérumot tartalmaz6 tapkozegben a fungicid hatas elérése szignifikdnsan rovidebb 1d6 alatt
(3,32 ora) valosult meg. A CAS 06lési aktivitasa 32 mg/l koncentracion jobb volt, mint
RPMI-1640-ben, beleértve a rezisztens DPL27-es izolatumot is (9B. abra, 10B. abra, 11B.
abra, 6. tablazat).
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9. abra. A caspofungin reprezentativ id6-61és gorbéi a 9098-as C. glabrata izolatum ellen RPMI-
1640 (A), valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben (B)
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10. abra. A caspofungin reprezentativ id6-61és gorbéi a 15242-es C. glabrata izolatum ellen RPMI-
1640 (A), valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben (B)
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11. abra. A caspofungin reprezentativ id6-61és gorbéi a DPL27-es C. glabrata izolatum ellen RPMI-
1640 (A), valamint 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegben (B)
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6. tablazat. A kiindulasi inokulumhoz mért maximalis csiraszam csékkenés (CFU/ml) RPMI-1640,
valamint RPMI-1640+50% human szérum jelenlétében id6-61és kisérletek soran Candida glabrata
izolatumok esetén

Az id6-01és kisérletek soran a kiilonb6z6 CAS koncentracioknal
Izolatum Tapkozeg (mg/l) tapasztalhaté maximalis csiraszam csokkenés (log)
0,25 1 4 8 16 32
ATCC RPMI-1640 -0,66 -3,60 -3,60 -3,60 -3,60 -3,60
90030 50% szérum -1,70 -3,60 -3,60 -3,60 -3,60 -3,60
RPMI-1640 -1,67* -4,00 -4,00 -4,00 -4,00 -4,00
11900 50% szérum | -0,01* -1,48 -1,71 -1,27 -1,88 -1,81
RPMI-1640 -1,78 -3,35 -3,15 -2,62 -1,02 -0,85
9098 50% szérum | -1,62* -3,85 -3,85 -3,85 -3,85 -3,85
R RPMI-1640 -3,85 -3,85 -3,85 -2,30 -1,40 -1,19
50% szérum | -0,42* -3,85 -3,85 -3,85 -3,85 -3,85
RPMI-1640 -3,08 -4,00 -4,00 -3,18 -2,39 -1,71
15242 50% szérum -0,78 -1,76 -2,31 -2,31 -2,42 -2,67
RPMI-1640 ND ND ND -0,48* -0,46 -0,86
DPL27 50% szérum ND ND ND -0,20* -1,08* -1,90
RPMI-1640 ND ND ND G G -0,08*
DPL 245
50% szérum ND ND ND G G G
*ujranovekedés lathato ND-nem végeztiik el G-novekedés

7. tablazat. A Candida glabrata izolatumoknal tapasztalt, kiindulasi csiraszamhoz viszonyitott 99,9%-
0s csiraszam csdkkenéshez sziikséges id6 (h) kiilonbozo caspofungin koncentraciok esetén kétféle
tapkozegben. A negativ (-) jel azt jelenti, hogy fungicid hatast nem tapasztaltunk.

Id6 (6ra)
Izolatum | Tapkozeg
0,25 1 4 8 16 32
ATCC RPMI-1640 3,07 3,07 3,93 447 5,48 4,42
90030 50% szérum - 2,94 2,94 2,93 2,10 2,61
RPMI-1640 - - - - - -
11900
50% szérum - 3,32 2,78 2,61 2,61 2,61
RPMI-1640 - 3,73 4,48 - - -
9098
50% szérum - 2,94 1,95 1,99 1,99 1,99
RPMI-1640 3,31 3,23 3,14 - - -
18910
50% szérum - 3,30 2,83 1,99 1,95 2,43
RPMI-1640 5,67 5,53 6,96 7,98 - -
15242
50% szérum - - - - - -
RPMI-1640 ND ND ND - - -
DPL27
50% szérum ND ND ND - - -
RPMI-1640 ND ND ND - - -
DPL245
50% szérum ND ND ND - - -

ND-nem végeztiik el
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5.6. A caspofungin 6lési ratajanak meghatarozasa Candida glabrata izolatumok ellen

A 11900, 18910 és 9098 klinikai izolatumok, valamint az ATCC 90030 torzs esetében
RPMI-1640-ben a 0,25 és 1 mg/l CAS koncentraciokon kifejtett 61ési rata nagyobb volt, mint
a 16, illetve 32 mg/l CAS-nal (p<0,05-0,001). A 15242-es izolatumnal szintén az alacsony
koncentraciokon (0,25 és 1 mg/l) figyelhetok meg a magasabb k értékek, emellett hasonlo
Olési rata lathaté a 32 mg/l-nél is. A legnagyobb k értéket a 9098-as izolatum ellen
tapasztaltuk 1 mg/l, illetve 4 mg/l CAS esetén (1,058 1/h), a legalacsonyabbat pedig a 11900-
as izolatum esetén 32 mg/1-nél (0,177 1/h). A két echinocandin rezisztens térzs esetén minden
koncentracion novekedést figyeltiink meg (k értékek negativak voltak), kivéve a 32 mg/l
CAS-t a DPL27-es izolatumnal (0,204 1/h) (12. abra, 13. abra).

Szérumot tartalmazo tapkozegben a 0,25 mg/l-nél megfigyelt k értékek széles
tartomanyban mozogtak. Ez a koncentraci6 negativ k értéket eredményezett a 11900-as
izolatum esetében (-0,059 1/h), mig a tobbi klinikai izolatumnal, valamint az ATCC 90030
teszttorzsnél a k értékek pozitivak voltak. A 4-32 mg/l koncentraciokon az 61és koncentraciod
fiiggetlen modon tortént a klinikai izolatumok esetében. A teszttorzsnél a legnagyobb k
értéket a 16 mg/l CAS esetén mértiik (1,426 1/h), az 1, 4, 8 és 32 mg/l CAS-nal megfigyelt k
értékek szignifikansan nem kiilonboztek egymastol (1,022-1,085 1/h). A DPL245-6s
izolatumnal a 8-32 mg/l CAS-nal egyarant novekedést tapasztaltunk, ellenben a DPL27-es
izolatumnal a 16 és 32 mg/l CAS-hoz tartozo k értékek 0,065 és 0,354 1/h voltak (12. abra,
13. abra).

A 0,25 mg/l CAS-nal mért 6lési rata minden izolatum (kivéve a 9098-as C. glabrata)
esetében nagyobb volt RPMI-1640-ben, mint 50% human szérummal Kkiegészitett
tapkozegben (p<0,05-0,001). Harom klinikai izoldtum és a referencia torzs esetében a CAS
Olési aktivitdsa szérumban szignifikdnsan nagyobb volt a 4-32 mg/l koncentraciokon az
RPMI-1640 tapkozegben megfigyelt Oléssel Osszehasonlitva (p<0,05-0,001). Hasonlot
tapasztaltunk a 15242-es izolatumnal is, azonban a 32 mg/l CAS aktivitasa nem kiilonb6zott
jelentésen a két tapkozegben. A DPL27-es izolatum esetében a 16 és 32 mg/l CAS-hoz
tartozod Kk értékek szintén szignifikansan magasabbak voltak 50% szérumot tartalmazo

tapkozegben (12. abra, 13. abra).
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12. abra. A caspofungin 6lési rataja (k) 4 Candida glabrata klinikai izolatum ellen RPMI-1640-ben
(RPMI) és 50% huméan szérum (szérum) jelenlétében. Az dbrakon a szaggatott vonal a regresszids
egyenest jel6li. A pozitiv k érték az €16 sejtek szamanak a csokkenését, a negativ k érték azok
novekedését jelenti.

A 2 9098 RPMI 2/ 18910 RPMI
- 9098 szérum & 18910 szérum
-0.5 T T T T T T T 1 -0.5 T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L mg/L
2.0 2.0
1.5 1.5

~ 1.
ey
<
—
x
0.
0.
Zx 11900 RPMI Zx 15242 RPMI
& 11900 szérum & 15242 szérum
-0.5 T T T T T T T 1 -0.5 T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
mag/L mg/L
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13. abra. A caspofungin 6lési rataja (k) a Candida glabrata ATCC 90030 referencia torzs, valamint két
echinocandin rezisztens (DPL27 és DPL245) izolatum ellen RPMI-1640-ben (RPMI) és 50% human
szérum (szérum) jelenlétében. Az abrakon a szaggatott vonal a regresszios egyenest jeloli. A pozitiv K

érték az €106 sejtek szamanak a csokkenését, a negativ K érték azok novekedését jelenti.

e
=
-
N
X
2 ATCC 90030 RPMI

- ATCC 90030 szérum

-0.5 T T T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32

mg/L
0.57 0.517

k (1/h)

24 DPL27 RPMI <4y DPL245 RPMI
& DPL27 szérum 4 DPL245 szérum
0.5 T T T T T T T ! 0.5 T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L mg/L

5.7. A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida glabrata izolatumok

ellen

Echinocandin rezisztens C. glabrata izolatumokkal fert6zott neutropénias egérmodellben a
kisérleteink kezdetén alkalmazott fert6zé inokulum 5 napon belil 100% mortalitast
eredményezett. A DPL27-es izolatum esetén a fertézést kovetd elsé napon detektalt 6,8x107
sejtszam az 6tddik napon mar 4,3x108 CFU/gramm veseszdvet volt. Hasonlo aranyu sejtszam
novekedést figyeltiink meg a DPL245-6s izolatum esetében is (7,2x108 sejtszamrol 6,8x107

sejtre). Ezzel ellentétben az érzékeny izolatumokkal fertdzott egerek a kisérlet végéig életben
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maradtak, a veséikbdl a fertézés utani 6. napon atlagosan 1 gramm veseszdvetben 107 és 108
CFU tenyészett ki. Emiatt a rezisztens izolatumoknal alacsonyabb fert6z6 inokulumot
alkalmaztunk.

A kezelés kezdetén (a fertézést koveté 1. nap, Kontroll 1) az atlagos, vesékbdl
kitenyésztett csiraszam 4,4x105-6,7x10° gombasejt/gramm kozott volt a klinikai izolatumok,
valamint 9,7x10°%-1,4x10" gombasejt/gramm a rezisztens izolatumok esetén. A 11900-as
izolatum kivételével mindegyik izolatum kevesebb, mint egy nagysagrendnyit novekedett a
kisérlet végéig (Kontroll 6) (14. abra, 15. abra).

Az 0sszes alkalmazott CAS dozis szignifikansan csokkentette a vesékbdl kitenyészett €16
sejtek szamat a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva a klinikai izolatumok esetében. A dozisok
kozott statisztikailag szignifikans kiilonbség nem volt, az atlagos csiraszam azonban egyik
esetben sem csdkkent 10° sejt/gramm ala (14. abra). Az echinocandin rezisztens térzsek ellen
a CAS nem volt hatékony, még a legnagyobb dézissal sem (napi 20 mg/kg) értiink el
szignifikans csiraszam csokkenést. A DPL27-es izolatum esetén az egynapos kontrollhoz

viszonyitva novekedés gatlast értiink el az dsszes tesztelt dozissal (15. abra).

14. abra. A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida glabrata 11900 (A), 18910 (B), 9098 (C) és a
15242 (D) izolatummal fert6zott neutropénids egérmodellben. A vesékbol kitenyésztett csiraszam
logaritmusat a vizsgalt dozisok fiiggvényében abrazoltuk.

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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15. abra. A caspofungin in vivo hatékonysaga a Candida glabrata DPL27 (A) és DPL245 (B)
izolatummal fert6zott neutropénias egérmodellben. A vesékbdl kitenyésztett csiraszam logaritmusat a
vizsgalt dozisok fiiggvényében abrazoltuk.

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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6. Megbeszélés

A Candida fajokat a negyedik leggyakoribb véraramfertézést okozd patogénként tartjak
szamon az USA-ban; mig Eurépaban a hetedik helyen allnak (Wisplinghoff és mtsai. 2004,
Marchetti és mtsai. 2004, Delaloye és Calandra 2014). A Candida fert6zésekhez kothetd
mortalitasi arany az alapbetegség stlyossaga, valamint az antimikotikum kivalasztasa mellett
fligg az adott Candida fajtol is, mivel a C. krusei és C. glabrata esetében magasabb aranyrol
szamoltak be (50-70%), mint a C. parapsilosis esetében (20-30%) (Pfaller és Diekema 2007,
Pfaller és mtsai. 2012, Horn és mtsai. 2009, Lortholary és mtsai. 2014). Habar a szisztémas
Candida fert6zések kezelésére alkalmas antifungalis szerek az echinocandinokkal boviiltek a
2000-es évek elején, a mortalitds alapvetden nem csokkent. Rdadasul a Lortholary és
munkatarsai altal készitett felmérés szerint a candidaemia incidenciaja, illetve az azzal
kapcsolatos halalozas szignifikdnsan megemelkedett az intenziv osztalyokon, féleg a C.
albicans, valamint a C. glabrata okozta fertézéseket tekintve. Ez a megfigyelés azért
aggasztd, mert az echinocandin felhasznalas Franciaorszagban a 2002 és 2010 kozotti
iddszakban 4,6%-r61 48,5%-ra emelkedett az intenziv osztilyon fekvd betegek korében
(Lortholary és mtsai. 2014). Ezek az adatok ravilagitanak arra, hogy az antifungalis terapia
optimalizalasa nemcsak a rezisztenciaval rendelkezé Candida izolatumok esetében fontos,
hanem az olyan vad tipust izolatumok esetében is, melyek érzékenyek az antimikotikumokkal
szemben.

Kedvez6 farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagai miatt az IDSA (Infectious
Diseases Society of America) az echinocandinokat ajanlja az olyan kritikus allapotban 1év6
betegek kezelésére, akik korabban FLU profilaxisban részesiiltek, illetve ha az infekciot
okozo patogén csokkent FLU érzékenységgel rendelkezik. Emellett az invaziv candidiasis
2016, Chen és mtsai. 2011, Sipsas és Kontoyiannis 2012).

A leghatékonyabb kezelési stratégia kidolgozasa érdekében elengedhetetlen az antifungalis
szerek farmakologiai tulajdonsagainak pontos ismerete. Az echinocandinok hatékonysaga a
Cmax/MIC, valamint az AUC/MIC farmakodindmias paraméterekkel jellemezhetd, ennek
koszonhetden az egyszeri vagy a napi nagyobb dozisok alkalmazasa jobb klinikai kimenetelt
eredményezhet (Andes és mtsai. 2010, Gumbo 2007, Lepak ¢s Andes 2014). Mindazonaltal a
dozisnovelés jelentdségét egyeldre a klinikai vizsgadlatok nem tamasztjdk ald. Betts ¢és
munkatarsai a jelenleg érvényben 1évé CAS terdpias ajanlast (70 mg telitd dozis utan napi 50

mg fenntarté dozis) hasonlitottdk Ossze a napi 150 mg CAS hatékonysdgaval invaziv
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candidiasisban szenved6 felnott betegek kezelése soran. A standard terapidhoz képest ugyan
nagyobb gyogyulasi aranyt lehetett megfigyelni a napi 150 mg-os ddzissal torténd terapiaval a
C. albicans, illetve a C. parapsilosis okozta fertézések esetében, azonban az eltérés a két
kezelési stratégia kozott nem volt szignifikans (Betts és mtsai. 2009). Hasonlot figyeltiink
meg korabbi, neutropénias egérmodellben elvégzett kisérleteinkben, miszerint nem indokolt a
nagyobb CAS doézisok alkalmazasa C. krusei és C. inconspicua izolatumok ellen (Kovacs és
mtsai. 2014). Erdekes viszont, hogy a ,psilosis” csoport tagjai altal okozott invaziv
candidiasis kezelése soran ugyanolyan 0sszddzisokat alkalmazva az egyszeri, nagydozisu
CAS t6bb esetben hatékonyabb volt, mint a napi, kisebb dozisok (Berényi €s mtsai. 2014).

Az echinocandinok nagyfoku fehérjekotd képessége alapvetden befolyasolja a
farmakodinamids sajatossagaikat. A szervezetben a szérumfehérjékhez valdo kotodést
megfeleléen tudjuk modellezni, ha az in vitro kisérletekben 50% human szérumot adunk a
tapkozeghez. Fontos azonban, hogy a standardizalasi nehézségek miatt a szérumhasznalaton
alapuld érzékenységi modszerek jelenleg még nem alkalmazhatok a rutin diagnosztikaban
(Chen és mtsai. 2011, Nasar és mtsai. 2013).

In vitro kisérletekben magas echinocandin koncentracié jelenlétében egyes Candida fajok
MIC érték feletti novekedést (paradox ndvekedés) mutatnak, holott a gyogyszer alacsony
koncentracioban fungicid hatast fejt ki (Vanstraelen és mtsai. 2013). Ez a jelenség feltehetden
nem relevans a terapia soran, mivel 50% humdn szérum jelenlétében nem tapasztalhato,
mindenesetre kérdéseket vet fel a nagydozisit CAS klinikai hatékonysagat illetéen (Shields és
mtsai. 2011, Walker és mtsai. 2013).

A rutin érzékenységi vizsgalatokban sem a CLSI, sem az EUCAST nem ajanlja a CAS
MIC értékének meghatarozasat a kiilonboz6 Candida fajok ellen, mivel az RPMI-1640
tapkozegben mért MIC eloszlas a laboratoriumok kozott nagyon széles tartomanyban mozog.
A CAS MIC meghatarozas E-teszttel sem ajanlott, helyette az adott izolatum MICA vagy
ANI MIC értékébdl kovetkeztethetlink a CAS iranti érzékenységére (Espinel-Ingroff és mtsai.
2013, Arendrup 2013).

Kisérleteinkben kétféle, szérum alapt érzékenységi modszert (standard mikrodiltcio és E-
teszt) hasznaltunk a vad tipusu, valamint az echinocandin rezisztens izolatumok CAS MIC
értékének meghatarozasara. A PG E-teszttel torténd detektaldsa érdekében szilard RPMI-
1640-et, illetve 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-et alkalmaztunk a C. albicans
izolatumok esetén. A szérumot tartalmazé E-teszttel leolvasott értékek Gsszhangban voltak a
mikrodilacioval kapott értékekkel ugyanazon tapkozegben, kovetkezésképpen ez a modszer

alkalmazhato a CAS MIC értékének meghatarozasara a C. albicans izolatumokkal szemben.
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PG egyik izolatumnal sem jelent meg. A szérum alapu tesztek standardizaldsat neheziti a
a koltsége (Nasar és mtsai. 2013). A koltségek csokkentésére megoldast jelenthet az allati
szérum (Szarvasmarha szérum albumin) alkalmazasa a diagnosztikai laborokban, mivel a
human szérumhoz hasonloan jol elkiiloniti a vad tipust izolatumokat a szerzett rezisztenciaval
rendelkezé izolatumoktol (Garcia-Effron ¢és mtsai. 2011). A szérummal -elvégzett
érzékenységi tesztek szamanak novelésével megfeleld adatmennyiség allna rendelkezésre,
hogy a CAS esetében 1;j klinikai hatarértékeket vezessenek be a Candida fajok ellen. Ezaltal
még eredményesebb lenne a csokkent echinocandin érzékenységgel rendelkezd izolatumok
azonositdsa, valamint a terapids sikertelenség prognozisa.

Canton és munkacsoportja az echinocandinok 0Olési ratajat vizsgaltdk RPMI-1640
tapkozegben négy, hemokultirab6l szarmaz6 C. lusitaniae izolatum esetében. A vizsgalt
koncentraciok (0,03-8 mg/l ANI, 0,25-32 mg/l MICA és CAS) kozott nem tapasztaltak
szignifikans kiilonbséget, tehat az 61ési rata koncentracié fiiggetlennek bizonyult. Az ANI és a
MICA hasonlo6 6lési aktivitast mutatott, azonban a 8 mg/l ANI esetében csokkenést figyeltek
meg (PG), mig a MICA-nal 2-32 mg/l koncentraciok kozott kismértékii novekedést
detektaltak (statisztikailag nem szignifikans). Habar a CAS-nal dsszevetve a MICA ¢és az ANI
koncentracioi nagyobb 61ési ratat eredményeztek, csak a CAS esetében (>16 mg/l) érték el a
fungicid hatart 24 o6ra alatt (Canton és mtsai. 2012).

A CAS 6lési aktivitasanak meghatarozasara iranyuld kisérleteinket hat klinikai C. albicans
izolatummal végeztiik el. A kisérletek alatt az izolatumok valtozatosan viselkedtek RPMI-
1640 tapkozegben, ugyanis a CAS egy izolatum ellen fungicid, mig két izolatum ellen
fungisztatikus volt. Ezen felil hirom izoldtumnal figyeltink meg PG-t az 1d6-6lés
kisérletekben. Az 6lési ratak meghatarozasa soran a 16 és 32 mg/l CAS esetén az alacsony k
értckek a CAS csokkent aktivitasat jelezték minden izolatum esetében. A C. albicans
1zolatumoknal CAS jelenlétében el6forduld PG-rdl tobb szerzo is beszamolt (Varga és mtsai.
2009, Shields és mtsai. 2011, Walker és mtsai. 2013). A C. glabrata klinikai izolatumok 6lési
kinetikajat vizsgalva normal tapkozegben szintén a nagy koncentraciokon (16-32 mg/l)
tapasztaltunk csokkent aktivitast Osszehasonlitva a 0,25-1 mg/l CAS esetén elért oléssel.
Osszességében elmondhatd viszont, hogy hasonléan a szakirodalomban megjelent
eredményekhez (Fernandez-Silva és mtsai. 2014, Spreghini és mtsai. 2012, Gil-Alonso ¢€s
mtsai. 2015) a CAS kival6 in vitro aktivitast mutatott a vad tipusu klinikai C. glabrata
izolatumok és az ATCC 90030 teszttorzs ellen is.
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Otven szazalék szérumban MIC érték emelkedést figyeltiink meg, melynek mértéke a C.
albicans izolatumoknal 2-16-szoros, a C. glabrata izolatumoknal 4-8-szoros volt. A nagy
koncentracioknal azonban a korabban lathato PG megsziint mindkét elébb emlitett faj
esetében mind a MIC meghatarozas, mind az id6-61¢és kisérletek soran. A k értékeket tekintve
az 50% human szérum visszaallitotta a magasabb CAS koncentracidk 616 aktivitasat. Ez alol
kivétel csupan a 14171-es C. albicans izolatum volt, melynél a 32 mg/l CAS-nal mért 61ési
rata nagyobb volt RPMI-1640-ben, mint szérum jelenlétében.

Az 50% humén szérumot tartalmazd tdpkozegben a CAS 0lési rataja az effektiv
koncentraciokon (ahol csiraszam csokkenés volt megfigyelhetd) koncentracid fliggetlennek
bizonyult, vagyis az elsé hatékony koncentracio elérése utan a koncentracio tovabbi novelése
nem eredményezett szignifikdns mértékli valtozast a CAS Olési aktivitasaban. Ennek
farmakologiailag aktiv gydgyszer mennyisége nem ndvekszik olyan mértékben, hogy az 616
aktivitas fokozasa kovetkezzen be. A C. albicans izolatumok esetében 1-32 mg/l kozott
(kivéve a 14171-es izolatum), mig a C. glabrata-nal a 4-32 mg/l CAS-nal tapasztaltunk
koncentracio fiiggetlen 6lési aktivitist. Erdemes megjegyezni, hogy az atlag k érték
tartomanyok az izolatumok ko6zott viszont jelentds valtozatossagot mutattak (0,085-0,109 1/h,
illetve 0,882-0,985 1/h).

Az egyes izolatumok esetén RPMI-1640-ben vagy 50% human szérum jelenlétében a k
értékek alapjan lathatd jobb 6lési aktivitds megjelenését vartuk a neutropénids egérmodellel
elvégzett kisérleteinkben is, féleg a nagyobb dozisok alkalmazisanal. A doézisokat ugy
valasztottuk ki, hogy az elért AUC értékek azonosak legyenek egérben és emberben. Ezek
alapjan a napi 1 mg/kg dozis a 35 mg-0S human CAS doézissal egyenértéki, a 2 mg/kg/nap
dozis megfelel a napi 50 mg human dézisnak. A jelenleg érvényben 1évé CAS terapianak a 3
mg/kg/nap egérddzis, a naponta adagolt 70 mg-os doézisnak pedig az 5 mg/kg/nap egérddzis
felel meg (Stone és mtsai. 2002, Migoya ¢és mtsai. 2011, Flattery és mtsai. 2011).

Az Osszes altalunk vizsgalt C. albicans klinikai izolatum, valamint a referencia torzs ellen
a 3,5 és 15 mg/kg napi CAS dozisok hatékonyak voltak neutropénids egérmodellben, ezzel
szemben a napi 1 és 2 mg/kg dozisokkal nem minden esetben értiink el szignifikans csiraszam
csokkenést a kontrollhoz képest. A hatékony dozisok kozott azonban statisztikailag
szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk, tehat a dozisnovelés nem fokozta a CAS
hatékonysagat. Ezek az adatok megerésitik a CAS koncentracio fliggetlen viselkedését,
melyet az in vitro kisérletek soran az 50% szérumot tartalmazoé tapkozegben kaptunk. Normal
RPMI-1640-ben, illetve 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben korabban mar
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Osszehasonlitottuk a CAS 06lési kinetikajat C. krusei és C. inconspicua klinikai izolatumok
esetében. Azokban a kisérletekben is hasonlé korrelaciot allapitottunk meg a CAS in vitro és
in vivo hatékonysaga kozott (Kovacs és mtsai. 2014). Az in vivo eredményeink azt is
alatamasztjak, hogy a PG-nek nincs hatasa a CAS in vivo hatékonysagara C. albicans
esetében, mivel a legnagyobb dézis (15 mg/kg/nap) is ugyanolyan hatasos volt, mint a napi 3
és 5 mg/kg CAS dozisok. Fontos megjegyezni, hogy a napi dozisoktél fiiggetleniil 10%-108
CFU/gramm ¢él6 gombasejt tenyészett ki az egerek veséibdl, mely jol demonstralja az invaziv
candidiasis kezelésének nehézségeit a neutropénias szervezetben.

A C. albicans izolatumokkal ellentétben a C. glabrata vad tipusu izolatumok esetén a CAS
mar 1 mg/kg/nap doézisban is hatékonynak bizonyult. Szdmos allatmodellben elvégzett
tanulmany irt a CAS kivalo aktivitasarol C. glabrata fert6zések esetén (Barchiesi és mtsai.
2005, Fernandez-Silva és mtsai. 2014, Arendrup és mtsai. 2012, Olson és mtsai. 2005). Habar
kisérleteinkben az 0Osszes vizsgalt CAS dozis szignifikdns csiraszam csokkenést
eredményezett, a csiraszam atlag egyik esetben sem csokkent 10° CFU/gramm ala. Azaz a
nagy CAS doézisokkal is csak fungisztatikus hatds érhetd el tartdsan neutropénias egerekben,
igy a dozisnovelés nem jelent terapias elényt az alacsonyabb dozisokkal szemben. A CAS in
vitro fungicid hatasa ellenére a fungisztatikus aktivitasa in vivo nem szokatlan. Spreghini és
munkatarsai FKS mutacioval nem rendelkezé C. glabrata izolatumok esetében hasonlitottak
Ossze az echinocandinok in vivo aktivitasat neutropénias egérmodellben. Egyik vizsgalt
gyogyszerdozis, illetve torzs esetében sem tapasztaltak fungicid hatést (a szervek sterilizacioja
nem valosult meg) (Spreghini és mtsai. 2012). Howard és munkatarsai szintén fungisztatikus
aktivitast figyeltek meg napi 1 mg/kg MICA, illetve CAS és 5 mg/kg ANI alkalmazasakor
disszeminalt C. glabrata fert6zés esetén. A MICA farmakokinetikajat vizsgalva
megallapitottak, hogy az elfogadott kezelési stratégiaval (napi 100 mg) is csak
novekedésgatlo hatast lehet elérni. Egyértelmii fungicid hatast a 400 mg és a 800 mg napi
MICA doézisok eredményeztek. Kisérleteikbdl arra kovetkeztettek, hogy dozisndvelés
sziikséges a maximalis antifungalis hatds eléréséhez a neutropénias betegek kezelése soran.
Eredményeik kapcsan azonban meg kell emliteni, hogy alacsony fert6zd csiraszdmot
alkalmaztak (3x10° CFU/egér), illetve mér a fertdzés utan 5 oraval elinditottdk az antifungélis
terapiat (Howard és mtsai. 2011).

Néhany esetben a kedvezbtlen terapias kimenetel a késleltetett antifungalis kezelésnek
koszonhetd, hiszen a klinikumban az antifungalis terapia elinditasa tobb napot is késhet. A
kezelés késésének (akar a fertdzést kovetd 24 ora) kovetkeztében a gomba magas szdveti

csiraszamot érhet el a stlyos neutropéniaban szenvedd betegeknél. A belsd szervekbe jutd
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korokozot nehezebb eliminalni, mint csak a vérben jelenlévdé patogént. A korai terapiaval
azonban a korokozd teljes disszeminacidja megakadalyozhatd. Ennek jelentdségét
MacCallum ¢és Odds kivaloéan szemléltette immunkompetens ragcsalé modellben C. albicans
okozta disszeminalt infekcid esetén. A legmagasabb tulélési aranyt azokban az esetekben
tapasztaltak, ahol az allatokat CAS profilaxisban részesitették, vagy ha mar a fertézés napjan
elkezdték a célzott antifungalis terapiat. Ezen kiviil a kezelt allatok veséibdl kitenyésztett
atlag gombasejtszam fokozatosan emelkedett a napok szamaval, amennyivel késobb inditottak
a kezelést (MacCallum és Odds 2004). Az allatkisérleteken alapuld eredményeket klinikai
tanulmanyok is megerdsitették (Farmakiotis és mtsai. 2015).

A szérum alapu tapkodzegben, valamint az in vivo modellben megfigyelt adatok szerint az
altalunk kivalasztott, vérb6l szarmazo C. glabrata izolatumok gyenge szaporodd képességgel
rendelkeztek. A lasst in vivo novekedés viszonylag alacsony virulenciara utal, ennek ellenére
az alkalmazott CAS dozisokkal nem sikeriilt elérni a vesék sterilizalasat. Az egyik lehetséges
magyarazat az echinocandinok hatdsmechanizmusan alapszik, mivel a lassabb novekedéssel
egyidejlileg lassul a sejtfalszintézis is, melynek kovetkeztében gyengiil a CAS in vivo 616
aktivitdsa (Chen ¢és mtsai. 2011, Perlin 2014). Emellett természetesen egyéb faktorok is (pl.
neutropénia, a gyodgyszer gyenge penetracioja a gyulladt szovetekbe) befolydsolhatjdk a
terapia kimenetelét (Farmakiotis és mtsai. 2014, Pfaller és mtsai. 2012). A kevés felhasznalt
1zolatum miatt tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak megallapitasara, hogy ennek a gyenge
in vivo fitnesznek milyen klinikai jelentésége van, illetve jellemzé-e minden vérmintabol
izolalt C. glabrata-ra.

Habar echinocandin rezisztencia ritkan fordul elé a Candida fajok ko6zott, a CAS-nal
szemben kialakul6 masodlagos rezisztencia néhany orvosi kézpontban komoly problémat
okoz (Alexander és mtsai. 2013, Beyda és mtsai. 2014, Perlin 2014). A texasi MD Anderson
Onkologiai Kozpontban a C. glabrata-val fertézott daganatos betegeknél a CAS rezisztencia
aranya 10,3% (146 izolatumbol 15 izolatum), az akut leukémidban szenvedd betegeknél
58,3% (12 izolatumbol 7 izolatum) volt. Mindkét tanulmany szoros Osszefiiggést allapitott
meg a CAS rezisztencia és a megemelkedett mortalitdsi arany kozott, mely alapjan a CAS
rezisztens izolatumok virulensebbek az érzékeny izolatumoknal (Farmakiotis és mtsai. 2014,
Wang és mtsai. 2015). Ezeket a klinikai megfigyeléseket tdmasztja ald Borghi és munkatarsai
kisérlete, melyben egy CAS érzékeny C. glabrata klinikai izolatum és a terapia soran abbol
kialakuldé, S663P mutaciot hordozd izolatumok virulencidjat hasonlitottak Ossze
allatmodellben (Borghi és mtsai. 2014). Az echinocandin rezisztencia virulenciara kifejtett

hatasa fajfiiggd, mivel az FKS1 mutans C. albicans esetében csokkent fitneszt és virulenciat
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tapasztaltak allatkisérletek soran (Ben-Ami és mtsai. 2011). El6zetes kisérleteinkben a CAS
rezisztens C. glabrata izolatumok virulensebbnek bizonyultak a vad tipusu klinikai
izolatumokkal 6sszehasonlitva, ugyanis a tobbi kisérletben alkalmazott 6,6-8,4x10’ CFU/egér
fert6z6 csiraszam 6t napon beliil 100%-os halalozast okozott. Az altalunk vizsgalt érzékeny és
rezisztens izolatumok azonban nem voltak izogének.

A nagy CAS dozisok hatastalannak bizonyultak a prominens FKS mutéacioval rendelkezd
izolatumok ellen. A C. glabrata izolatumoknal az echinocandin rezisztencia gyorsan
kifejlodhet, még egy rovid kezelési periodus alatt is, ezért a leggyakoribb FKS mutaciok
gyors detektalasara az FKS szekvenalas a legmegfelelobb modszer (Didiuk és mtsai. 2015). A
terapia hatékonysagaban szerepet jatszik a mutacio tipusa is. Slater és munkatarsai fungicid
hatast értek el 20 mg/kg MICA-nal FKS1/fks1 heterozigota C. albicans mutans esetében, mig
az fksl homozigdta mutans ellen egyik vizsgalt dozis sem volt hatékony (Slater és mitsai.
2011). Mivel az FKS génben bekovetkezd kiilonb6z6 mutaciok nem azonos mértékil
rezisztenciat eredményeznek, valamint egyéb, nem FKS-hez kotheté mechanizmusok is
el6fordulhatnak, a MIC meghatarozas RPMI-1640-ben vagy 50% szérummal kiegészitett
tapkozegben még mindig alkalmazhatdé a csokkent érzékenységet mutatd izolatumok
detektalasara (Beyda és mtsai. 2014, Fernandez-Silva és mtsai. 2014, Lepak és mtsai. 2012,
Perlin 2014). Az echinocandin rezisztencia és a virulencia kozotti kapcsolat pontosabb
megertése az €rzékeny és rezisztens izogén izolatumokkal elvégzett tovabbi kisérletekkel
lehetséges.

Eredményeink megerdsitik a klinikai tapasztalatokat, miszerint a nagyobb dézisokkal nem
fokozhato az echinocandinok hatékonysaga az érzékeny C. albicans és C. glabrata klinikai
izolatumokkal szemben (Betts és mtsai. 2009), csak a kezelési koltség novekszik. Az in vitro
mért adatok jol korrelaltak az in vivo elért eredményekkel, az 50% human szérumban kapott
Olési ratak alapjan a CAS in vivo hatékonysaga elére megjosolhatd volt. A PG nem
befolyasolja a CAS in vivo hatékonysagat. A nagyfoku rezisztenciaval rendelkez6 C. glabrata
izolatumok okozta invaziv candidiais nem kezelhet6 még nagydozisi CAS-nal sem

neutropénias betegek esetében.

61



7. Osszefoglalas

Az echinocandinokat kedvez6é farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagaibol
adédoan széles korben alkalmazzdk invaziv candidiasis kezelésére, a mortalitdsi arany
azonban még mindig magas (fajtol fiiggben az 50-70%-ot is elérheti). Koncentraciofiiggd
aktivitasa miatt a caspofungin dozis emelése terapias eldnyt jelenthet a Candida fertézések
esetén a jelenleg alkalmazott napi alacsony doézisokhoz képest.

Munkank soran meghataroztuk a caspofungin altal kifejtett 6lési ratat RPMI-1640-ben,
valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben C. albicans és C. glabrata klinikai
izolatumok ellen. Tovabba neutropénids egérmodellben vizsgaltuk a kiilonb6zé napi
caspofungin dozisok in vivo hatékonysagat a fentebb emlitett fajok esetében. Kisérleteinket
bizonyitottan echinocandin rezisztens torzsekkel is elvégeztiik.

A caspofungin 6lési rataja (k) RPMI-1640 tapkozegben nagyobb volt 1 mg/l1-nél, mint a 16
¢és 32 mg/1 koncentraciokon mért értékek az 6sszes C. albicans izolatum esetében. Ugyanazon
tapkozegben a caspofungin fungicid aktivitassal birt 1 és 4 mg/l koncentraciokon mar 7 6ran
beliil harom C. glabrata izolatumnal, viszont csak fungisztatikus aktivitast tapasztaltunk a
magas koncentraciokon (16 és 32 mg/l) (paradox ndvekedés). A caspofungin nagymértékben
kotddik szérumfehérjékhez (96,5%), igy a szérummal kiegészitett tapkozegben aktivitasa
csokkent, ellenben a korabban latott paradox novekedés megsziint. A C. albicans klinikali
izolatumok esetében 50% szérumban 1-32 mg/1 (egy izolatumot kivéve), illetve a C. glabrata
torzseknél 4-32 mg/1 koncentracidkon koncentracid fliggetlen 6lést tapasztaltunk. A két fajnal
a kiilonboz6 koncentraciokhoz tartozd k értékek azonban széles tartomanyban mozogtak az
izolatumok ko6zott (0,085-0,985 1/h; illetve 0,480-1,536 1/h). Neutropénias egérmodellben a
3, 5 és 15 mg/kg napi caspofungin dozisok hatékonynak bizonyultak az 6sszes C. albicans
izolatum ellen, de a hatékony dozisok kozott szignifikans kiilonbség nem volt. A C. glabrata
izolatumok esetén az Osszes dozis (1, 2, 3, 5 és 20 mg/kg/nap) statisztikailag szignifikans
modon csokkentette a vesékbdl kitenyésztett €16 gombasejtek szamat a kontrollhoz
viszonyitva, a dozisok hatékonysagéban szintén nem figyeltiink meg szignifikdns eltérést.
Azonban az atlag szoveti csiraszam egyik esetben sem csdkkent 10° CFU/g ald. Az érzékeny
izolatumokkal Gsszehasonlitva az echinocandin rezisztens C. glabrata torzsek virulensebbek
voltak és esetiikben egyik vizsgalt dozis sem volt hatékony. In vitro és in vivo eredményeink
alapjan a dozis novelése nem fokozza a caspofungin aktivitasat C. albicans és C. glabrata

esetében, de a paradox ndvekedés nem befolyasolja a caspofungin in vivo hatékonysagat.
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8. Summary

As echinocandins demonstrate favourable pharmacokinetic and pharmacodynamic profiles
they have been used widespread for the treatment of invasive candidiasis, but the mortality
rate is still high (40-70% dependent on species). Due to its concentration dependent activity
caspofungin dose escalation against Candida species could be more beneficial than currently
used lower daily doses.

During our investigations Killing rate exerted by caspofungin was determined in RPMI-
1640 with and without 50% human serum against C. albicans and C. glabrata clinical
isolates. Moreover the activity of different daily caspofungin doses were investigated in
neutropenic mouse model in case of the previously mentioned species. We also performed
experiments with caspofungin against echinocandin-resistant strains with known FKS
mutations.

Caspofungin killing rate (k) in RPMI-1640 at 1 mg/l was higher than at 16 and 32 mg/I for
all C. albicans isolates. In the same medium caspofungin at 1 and 4 mg/l showed fungicidal
effect within 7 hours against three C. glabrata isolates but was only fungistatic at higher
concentrations (16 and 32 mg/l) (paradoxically decreased killing activity). Caspofungin is
highly protein-bound antifungal agent (96,5%), therefore it possess reduced activity in
medium supplemented with serum. However adding 50% serum eliminated paradoxical
growth. In the presence of 50% serum Killing rates for C. albicans isolates were concentration
independent between 1-32 mg/l (except one isolate). Similarly concentration independent
killing was observed at 4-32 mg/I against C. glabrata isolates. Nevertheless k values showed a
great variability among isolates (0,085-0,985 1/h; and 0,480-1,536 1/h). Daily 3, 5 and 15
mg/kg caspofungin was effective in a neutropenic murine model against all C. albicans
isolates, without significant differences between the effective doses. All caspofungin doses (1,
2, 3, 5 and 20 mg/kg/day) decreased the fungal tissue burdens significantly in the case of C.
glabrata isolates without statistical differences between doses, but the mean fungal tissue
burdens never fell below 10° cells/g tissue. The echinocandin-resistant C. glabrata strains
were highly virulent and all doses were ineffective. According to our in vitro and in vivo
results caspofungin dose escalation does not improve efficacy against C. albicans and C.
glabrata isolates. In addition paradoxical growth does not affect the in vivo efficacy of

caspofungin.
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