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BEVEZETES

A sulyos gombafert6zések kozel 90%-aért a kiilonboz6 Candida fajok tehetdk
felelossé. Mint a normal flora tagjai, megtalalhatéak az egészséges szervezetben,
de az opportunista fertdzések, illetve az orvosi beavatkozasok kovetkeztében
szamuk jelentésen megnovekedhet. A Candida fajokat a negyedik (8-10%)
leggyakoribb nozokomialis szepszist el6idézd patogénként tartjdk szamon
vilagszerte. A leggyakrabban izolalt koérokozo, melyet egyben a
legvirulensebbnek is tartanak, a Candida albicans, azonban az 1990-es évektol a
nem-albicans Candida fajok 4&ltal okozott megbetegedések szama is

megnovekedett.

Az in vitro antifungéalis érzékenysegi vizsgalatok fontos szerepet toltenek be a
megfeleld terapidhoz sziikséges gyogyszer kivalasztasaban, a
gyogyszerfejlesztési kisérletekben és az antifungalis rezisztencia fejlédésének

nyomon kovetésében.

Vizsgalatainkban a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) altal
létrehozott antifungalis érzékenységi vizsgalati eljarasokat alkalmaztuk. Ezt a
dokumentumot el6szor 1992-ben adtak ki, majd az évek soran tébb maodositason

ment keresztul, mig mostani formajat az M27-A3 véaltozatban nyerte el.

A Kisérleteinkben is hasznalt id6-0lés modszer elengedhetetlen kelléke az
antimikrobialis szerek aktivitdsanak megismerésében. Megfeleld informaciot
nyUjt a szer hatasanak mertékeérdl, a farmakodinamias tulajdonsagairol (pl. a
koncentracid, gyogyszer altal kifejtett hatas és a posztantibiotikus effektus
kapcsolata) és tobb gyogyszer egyittes alkalmazasa esetén megvizsgalhato az

esetleges antagonista, vagy szinergista hatas.

Az eddigi kutatdsok legujabb meérféldkove a gombak sejtfalszintézisét géatlo

echinocandinok bevezetése volt, melyek invaziv candididzis és aspergillozis



esetében biztonsadggal és jO hatdsfokkal hasznélhatoak, emellett kedvezd
farmakokinetikai és farmakodinamiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. Hatasukat
az 1,3-B-D glikan szintaz nemkompetitiv gatlasa revén fejtik ki, ami a gomba
sejtfal f6 gliikan komponensét, az 1,3-B-D glikan bioszintéziset végzi. A
gyogyszer megvaltoztatja a sejtfal integritasat, csékken a vastagsaga, igy az
elvesziti mechanikai szilardsagat, a sejt nem képes ellenalini az intracellularis

ozmotikus nyomasnak és ez véegul a sejt liziséhez vezet.

Az echinocandinok széles hatasspektrummal rendelkeznek a Candida és
Aspergillus fajok kérében, mig Zygomycetes-ek és Cryptococcus neoformans
ellen hatéstalannak bizonyultak, mivel a sejtfaluk 1,3-0 és 1,6-0 gliikant
tartalmaz. Mindharom echinocandin in vitro és in vivo is fungicid a Candida
fajok nagy részével szemben, beleértve az azol rezisztenseket (C. krusei, C.

glabrata) és az amphotericin B (AMB) rezisztenseket (C. lusitaniae) is.

Az echiocandinokra jellemzd, hogy magas fehérjekoto képesseggel rendelkeznek
huméan szerumban. Ez az érték caspofunginnal (CAS) a legalacsonyabb (96,5%),
ezt koveti az anidulafungin (ANI) 98-99%-kal és a micafungin (MICA) 99,8%-
kal. Ezen tulajdonsag ismeretében azt feltételezik, hogy a szérum fehérjéinek in
vitro szérumos kisérletekben és in vivo is szerepe lehet az antimikrobidlis szerek
hatdsdnak megvaltoztatasaban. Az echinocandinok csokkent aktivitdsa szérum
jelenlétében arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje kotési tulajdonsaguknak
kdzvetlen hatasa van a gyogyszerre, ami valoszinii abban nyilvanul meg, hogy

megvaltoztatjak a gliikan szintaz gatlasi képességuiket.

A szabad gyogyszer hipotézis szerint csupan az ANI 1%-a, a CAS 3,5%-a €s a
MICA 0,2%-a farmakologiailag aktiv széerum jelenléetében. Ennek értelmében a
MIC értékeknek 200-500-szoroséra kellene emelkednie. De ez nem egyezik meg

a fentebb emlitett kisérletekben kapott eredményekkel. Ezért valdszinlinek



tartjadk, hogy a fehérjéhez kotott gyodgyszer egy reészének megmarad az
antifungalis aktivitasa. Ezt a hipotézist MICA esetében mar megcéafoltak, mivel a
megfigyelések szerint a gyogyszer koti a szérum fehérjéket, de ez a kotes

reverzibilis és gyenge.

Az echinocandinok amellett, hogy kevésbe toxikusak, a normal dézisuk
haromszorosa is jol alkalmazhatd terdpia soran. In vitro kisérletekben azonban
adagolasat kovetden csokken a gydgyszer aktivitdsa az adott korokozoval
szemben. Némely esetben az echinocandinok kifejtik 616 hatasukat alacsony
koncentracional, viszont magasabb koncentracid értéknel kodzel ugyanolyan
novekedést mutatnak, mint a kontroll mintaknal. Ezt nevezik paradox
novekedésnek, melyet az antifungélis szerek kozul kizarolag az

echinocandinoknal figyeltek meg.

Figyelemreméltd tény, hogy in vitro a paradox novekedés olyan
gyogyszerkoncentracion is megjelenik, ami a human szérumban is elérhet a

hagyomanyos dozirozasi stratégia mellett.

A gyogyszerek kombinacioban vald alkalmazéasaval szdmos eldnyre tehetiink
szert. Igy példaul a fokozott hatékonysag, az alacsonyabb dozisoknak
koszonhetd csokkent toxicitas és mellékhatasok, a ritkdbban eloforduld
gyogyszer-rezisztens variansok és a szélesebb hatasspektrum mind-mind arra
mutat, hogy egyes gyogyszerkombinaciokkal nagyobb terapias siker érhetd el.
Ezért Kkisérleteinkben a CAS-t nemcsak magaban, hanem egy masik

sejtfalkomponenst gatlo szerrel, a nikkomycin Z-vel (NIK) is vizsgaltuk.



CELKITUZES

Kisérleteinkben a caspofunginnak, micafunginnak, valamint a Kitin szintézis
gatlé nikkomycin Z-nek az in vitro aktivitasat vizsgaltuk a DE OEC Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében izolalt, klinikailag jelentés Candida fajok ellen

mikro —es makrodiliciés modszerek segitségével.
Célul thztiik ki:

e a micafungin MIC meghatarozasat es 6sszehasonlitasat RPMI-1640 és
RPMI-1640 + 50% human szérum jelenlétében a kiilonbozé Candida
fajok ellen, valamint a gydgyszer hatékonysaganak tanulmanyozasat a

kétféle tapkozegben id6-0lés Kisérletek segitségével.

e a caspofungin és a nikkomycin Z MIC értékeinek meghatarozasat a
kiilonboz6 Candida fajok ellen, majd ezek ismeretében id6-01és
gorbék felvételével tanulmanyozni és 6sszehasonlitani a caspofungin
¢és a nikkomycin Z 0616 hatasat kiilon-kalon, illetve egylttesen RPMI-
1640 és 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozegben.

e a kisérlet soran a magas koncentracioban adott caspofungin esetében
jelentkez6 paradox novekedés megfigyelését és valtozasat a
nikkomycin Z, illetve a tapkbézeghez hozzaadott human szérum

jelenléteben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalt gombafajok eredete

A MICA in vitro vizsgalatdhoz 8 Candida faj 24 klinikai izolatumat és 5 ATCC
teszttorzset (American Type Culture Collection) hasznaltunk. Az 6sszes C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis és harombol egy
C. inconspicua izolatum vérbdl szarmazott. Az izolatumok azonositdsa API
ID32C és CHROMagar Candida taptalaj segitségével mar kordbban megtortént.
A C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis és C. inconspicua fajok

azonositasat pedig, molekularis bioldgiai modszerekkel erdsitettiik meg.

A CAS in vitro vizsgéalata soran 15-15 C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és
C. parapsilosis, illetve 4-4 C. dubliniensis, C. metapsilosis és C. orthopsilosis
klinikai minta paradox novekedését vizsgaltuk mikrodilacios és id6-6lés
modszerrel, melyek kozil fajonként 2-5 izolatumot hasznaltunk fel a tovabbi
kisérletekhez. Azonositdsuk ¢€s a tenyészet tisztasaganak ellendrzése az
el6zéekben leirt modszerrel tortént. A C. dubliniensis, C. parapsilosis, C.
orthopsilosis és C. metapsilosis fajok azonositasa korabban méar megtortént

molekularis bioldgiai eljarasokkal.

A C. metapsilosis és a C. orthopsilosis izolatumokat Tavanti és munkatarsai

bocséajtottak a rendelkezésiinkre.
Erzékenység meghatarozasa mikrodilticios madszerrel

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

vegeztik el.

Sabouraud agaron ndtt 24 oras tenyeészeteket alkalmaztunk az egyes torzsek

gombaszuszpenzidinak elkészitesehez. Denzitométer segitsegével 0,5 McFarland



stirliségli oldatot készitettiink, melyhez 0,9 %-0s fiziologids sooldatot adtunk. A
MIC értékek meghatarozasahoz 96 iiregii ELISA-taplemezeket hasznaltunk. Az
egyes gombaknal pozitiv (gyogyszert nem tartalmazd) és negativ (gombat nem

tartalmazd) kontrollt is alkalmaztunk.

A gyogyszereket steril desztillalt vizben oldottuk fel és 0,015-8 mg/l
koncentracid ertékek kozott vizsgaltuk a MIC értekeket. MICA esetében a
mikrodiltciés médszert RPMI-1640 + 50% human szérum (Sigma, Budapest)
jelenlétében is elvégeztik, ahol 0,06-32 mg/l gyogyszerkoncentraciokat
hasznaltunk. A NIK (Sigma, Budapest) legmagasabb vizsgalt koncentracid
érteke a kiserleteink soran 8 mg/l volt, mivel ez a maximalisan elérhetd érték a

szérumban.

Ezt kovetéen a taplemezeket 35°C-on inkubaltuk, majd az Uregek tartalmat

pipettaval dsszeszuszpendaltuk és leolvastuk az eredményeket.

A MIC értékek meghatarozasat 24 dra utan végeztik el CAS (Cancidas, Merck)
és MICA (Mycamin, Astellas), valamint 48 ¢ra elteltével NIK esetében. A
szuszpenzid zavarossaganak vizsgalatat vizualisan hataroztuk meg a prominens
gatlas kritériuma alapjan. A MIC az adott antifungalis szer azon legkisebb
koncentracioja volt, melynél az Uregek zavarossaga jelentés - legaldbb 50%-o0s -

csOkkenést mutatott a gombakontrollhoz képest.
Az antifungalis hatas vizsgalata id6-6lés gorbék segitségével
A kisérleteket Klepser és munkatarsai altal leirt standardizalt modon végeztiik el.

MICA esetében mind az RPMI-1640, mind pedig, a huméan szérummal
Kiegészitett tapkozeg esetén 0,5-16x MIC koncentraciokat alkalmaztunk, a

legmagasabb vizsgalt MICA koncentracié pedig 64 mg/l volt.



A CAS ido6-06lés gorbéit 0,125-16 mg/l, mig a NIK-t 0,125-8 mg/l koncentracio
értékek kozott vettik fel RPMI-1640-ben. A két szer kombinacidjanal a CAS-t
minden koncentracioértéknél vizsgaltuk (0,125-16 mg/l), mig a NIK-nél az adott
izolatum MIC érteket vettiik alapul. Ahol a NIK MIC >8 mg/l volt, ott csak a
legmagasabb, 8 mg/l koncentraciot hasznaltuk. Az ennél alacsonyabb MIC
értékek esetén a MIC-cel megegyezd, illetve annal nagyobb koncentraciokat is

vizsgaltuk 8 mg/l-ig.

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

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

vegeztiink el fiziologias sooldatban.

Ezt kovetden 4x30 ul mintat pipettaztunk az egyes Sabouraud agarok felszinére.
15-20 perces szaradas utan 48 oréra, 35 °C-o0s termosztatba helyeztik, s végul
megszamoltuk a kindtt telepeket. Az €16 gombasejtek szdmat (CFU) a higitasi
adatok ismeretében hataroztuk meg. A kapott csiraszamokat az 1d6

fuggvényeben grafikusan abrazoltuk.

Fungicidnek akkor tekinthetd a szer, ha a csiraszamban legalabb 99,9%-0s (3-

logio) csOkkenés tapasztalhatd a kiindulasi inokulumhoz képest. Ha ennél kisebb



a valtozas, akkor fungisztatikusnak tekintheté az antifungalis szer az adott

izolatummal szemben.

Paradox hatas akkor figyelhet6 meg id6-0lés kisérletek soran, amikor az
antifungalis szer alacsony és magas koncentracioin novekedés észlelhetd
(fungisztatikus hatds), de a koztes koncentraciokon nincs gombandvekedes

(fungicid hatas).

A CAS + NIK id6-0lés gorbék esetében vizsgaltuk a gyogyszerek egymasra
gyakorolt hatasat. Szinergista hatds akkor tapasztalhatd, ha a kombinaciéban
adott szerek legalabb 100-szorosaval hatékonyabbak az altalunk vizsgalt
leghatasosabb monoterapias szernél. Ha ez az érték alacsonyabb, akkor
additivnak (indifferensnek) tekinthetdé a kombindcio. Ha pedig a két szer gatolta

egymas hatasat, akkor beszélhetiink antagonizmusrol.
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EREDMENYEK
Micafungin iranti erzékenység vizsgalata mikrodiltciés médszerrel

RPMI-1640-ben az ¢sszes C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei és C.
parapsilosis izolatum érzékenynek bizonyult a modositott fajspecifikus CLSI
hatarértékeket figyelembe véve. Otven szazalék human szérummal kiegészitett
tapkozegben az 6sszes Candida faj megfelelé novekedést mutatott, a MIC
értékek 4-128x nagyobbak voltak az RPMI-1640-ben tapasztalthoz kepest.
Négyszeres ndvekedés két C. metapsilosis izolatumnal volt tapasztalhato, mig a
legmagasabb, 128x-0s csupan egy C. inconspicua esetében. Leggyakrabban a
64x-es MIC érték novekedés fordult eld (29-bdl 11 izolatumnal).

Az id6-0lés kisérletek eredményei micafungin esetében

A MICA fungisztatikus aktivitdst mutatott RPMI-1640-ben az 0Osszes C.
albicans és C. tropicalis izolatumokkal szemben, még a legmagasabb, 16x-0s
MIC értéknél is. A tobbi faj esetében >2-8x MIC-nél fungicid hatés volt
megfigyelhetd 48 Ora utan.

A tdpkozeghez adott human szérum jelentdsen csokkentette a MICA aktivitasat
az 0sszes vizsgalt izolatumnal. C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
metapsilosis és C. orthopsilosis esetében csak fungisztatikus hatasu volt a szer,
mig a tobbi Candida fajnal jelentdsen magasabb koncentracidértéknél

kovetkezett be az 016 hatas RPMI-1640-nel 6sszehasonlitva.

Human szérum jelenlétében a MICA mar 1-2x MIC-nél fungisztatikusnak
bizonyult C. albicans izolatumokkal szemben, mig a legmagasabb
gyogyszerkoncentracion 48 ora utan -log 1,54 és —log 2,78 CFU/mI mértékben

csOkkent a sejtszam.
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C. tropicalis és C. glabrata izolatumokkal szemben a MICA az id6-0lés
Kisérletekben fungisztatikus hatasu volt 1 mg/l koncentracién (1x MIC) RPMI-
1640 + 50% human szérum jelenlétében. C. tropicalis ellen a gydgyszer a
legmagasabb koncentracioin is csak fungisztatikus hatast produkalt, mig C.

glabrata esetében a >2x MIC 24 6ra utan mar fungicidnek bizonyult.

C. krusei-vel szemben 1x MIC értéknél 24 ora utan fungisztatikus hatasu volt a
MICA, de ez a hatds a kovetkezd 24 ora soran megsziint. Tizenhat mg/l
gyogyszerkoncentracion fungisztatikus és fungicid hatas is érvényesult, mig 32
mg/l-en (4x MIC) 48 ora elteltével az Osszes izolatumra 616 (fungicid) hatast

fejtett ki a gyogyszer.

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

utan 616 hatas volt megfigyelhetd.

s

hatassal rendelkezik. Ezzel szemben C. parapsilosis és C. orthopsilosis ATCC
teszttorzseknél 8 mg/l-en, mig a klinikai izolatumoknal 32-64 mg/l-en (1-2x

MIC) figyelheté meg gyenge fungisztatikus hatas.

Candida fajok caspofunginra és nikkomycin Z-re vonatkoztatott MIC
értékei

A CAS MIC eértékei a C. albicans, a C. dubliniensis, a C. tropicalis és a C.
glabrata esetében 0,015-0,06 mg/1 kozott valtoztak. Ett6]l magasabb értékeket a
C. orthopsilosis (0,12 mg/l) és C. metapsilosis (0,25 mg/l) izolatumok vettek fel,
mig a C. parapsilosis-oknak 0,5-1 mg/l kozotti MIC értékeket figyeltink meg,

de még ez is a modositott érzékenysegi hatarértéken belll maradt.
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Egyik C. tropicalis és C. glabrata izolatumnal sem tapasztaltunk prominens
csokkenést a gombakontrollhoz képest NIK-vel szemben. A tébbi faj MIC
értékei NIK esetén 1-8 mg/l kozoétt valtoztak, kivéve a C. albicans 17433-at,

ahol mér 0,25 mg/l-en megfigyelhetd volt a gatlas.
A caspofungin gombaellenes hatasa az ido fiiggvényében

C. albicans izolatumokra jellemz6, hogy magas gydgyszerkoncentracioban
paradox ndvekedést mutatnak. Ez a jelenseg a 4780-as és a 17433-as izolatumnal
8-16 mg/l koncentracion kovetkezik be, mig a masik harom térzs esetében
(10920, 19627 es 19888) 4-16 mg/l kozott volt megfigyelhetd. Alacsonyabb

gyogyszerkoncentracion (0,12-2 mg/l) fungicid hatasu volt a szer.

A C. tropicalis izolatumok esetében szintén megfigyelhetd a paradox ndvekedés.
A C. tropicalis 3404-es és 375-0s izolatumoknal 8-16 mg/l-en, mig a tdbbi
harom izolatumnal (555, 5093 és 8640) 16 mg/l gydgyszerkoncentracion.

A vizsgélt C. glabrata izolatumok kozul harommal szemben (2712, 14545 és
27510) a CAS fungisztatikus hatast fejtett ki 48 dra utan, mig a 69-es és 6605-0s
torzs ellen fungicid volt a szer, habar 24 o6ra elteltével még paradox ndvekedés

volt megfigyelhet6 8-16 mg/l-en.

A C. parapsilosis 9150 és a CP117 izolatumok paradox névekedést mutattak 8-
16 mg/l CAS koncentracio jelenléteben. Masik két vizsgalt izolatum esetében
(CP120, CPl121) nem volt megfigyelhetd6 a jelenség ¢€s minden

gyogyszerkoncentracion fungisztatikus hatasu volt a szer.

Az 0sszes CAS koncentracion fungisztatikus hatas jelentkezett a C. dubliniensis
izolatumokkal szemben. A C. metapsilosis CP5 esetében >1 mg/l, mig CP86-nal

>8 mg/l fungicid hatas volt megfigyelhetd. A C. orthopsilosis CP85 izolatum

13



paradox novekedést mutatott 8-16 mg/l CAS koncentracion, mig a CP125-0s

izolatummal szemben 16 mg/l-en fungicid volt a szer.
A nikkomycin Z gombaellenes hatasa az ido fiiggvényében

A NIK id6-01és kisérletekben fungisztatikus hatast mutatott azon izolatumokkal
szemben, ahol a MIC érték 0,25-4 mg/l kozott volt a mikrodilucios mddszer
soran. A 8 mg/l NIK-t tartalmazo csévek (C. albicans 10920, C. parapsilosis
9150, C. orthopsilosis CP85 valamint az 6sszes C. tropicalis és C. glabrata) id6-

olés gorbéje a kontrollhoz volt hasonlé.

Az ido6-0lés kisérletek eredményei caspofungin + nikkomycin Z kombinacié

esetében

Antagonizmus a CAS ¢és a NIK kozott nem volt megfigyelhetd. Szinergizmus a
C. albicans 10920, a C. tropicalis 555, a C. glabrata 69 és 6605, illetve a C.
parapsilosis 9150 és CP121 izolatumoknal tapasztaltunk, ami relative magas
CAS koncentracion (>4 mg/l) és még MIC érték alatti NIK koncentracion (1
mg/l-en) is megjelent. A tobbi esetben a két szer indifferens volt egymasra
nézve, mely nagy részben fungicid hatassal parosult, kivéve a C. dubliniensis
izolatumokat és a szinergizmust nem mutatd C. glabrata-kat. A NIK minden

esetben megsziintette a CAS-nal tapasztalt paradox ndvekedeést.

Azon Candida izolatumoknal, melyekkel szemben szinergizmust mutat a CAS +
NIK kombinacio, jol megfigyelhetd, hogy 48 oOra utdn minden
gyogyszerkombinacional fungicid hatas tapasztalhaté annak ellenére, hogy a
NIK nem csokkentette a gombatelepek szamat monoterdpias szerként
alkalmazva. A paradox ndvekedést a kombinacié minden esetben megsziintette,
habar C. tropicalis 555-6s izolatumnal 8 és 12 oranal a két legmagasabb, mig 24
orénal a 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK gydgyszerkoncentracio fungisztatikus hatast

mutatott, mig az alacsonyabb do6zisok fungicidnek bizonyultak.
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Szinergizmust nem mutaté C. parapsilosis CP117 esetében csak a 4-8-16 mg/I
CAS + 4 mg/l NIK bizonyult fungicid hatasunak, az ett6l alacsonyabb
koncentraciokon fungisztatikus volt a szer 48 dra elteltével, mig a 0,12 mg/l

CAS + 4 mg/l NIK hasonl¢ lefutast mutatott a kontroll gorbéhez képest.

Id6-6lés Kisérletek eredményei RPMI-1640 + 50% human szérum

tapkdzegben

A CAS MIC értékei 50% huméan szérummal kiegészitett tapkozegben C.
albicans, C. dubliniensis és C. tropicalis fajoknal 0,12 mg/l volt, ami 2-8x-0s
novekedést jelent RPMI-1640-hez képest. C. glabrata (MIC= 0,5 mg/l), C.
parapsilosis (MIC= 8 mg/l) és C. orthopsilosis (1 mg/l) 8-16x-os MIC
emelkedést mutatott, mig C. metapsilosis izolatumok MIC értéke a 4x-esére

emelkedett (1 mg/l) huméan szérumos tapkdzegben.

Egy torzsnél sem fordult elé paradox novekedés 50% human szérumot
tartalmazo kozegben. A 0,12 mg/l gydgyszerkoncentracié minden vizsgalt
izolatum esetében hatdstalannak bizonyult, azaz a gombak erdteljes novekedést
mutattak. A C. parapsilosis sensu lato dsszes tagjanal az 1 mg/l sem géatolta a
gomba novekedését, mig C. parapsilosis 9150 izolatum esetében még a
legmagasabb koncentraci6 is hatastalan volt. Fungicid hatds a C. albicans, C.
tropicalis és a C. glabrata 6605-6s izolatumainal volt megfigyelheté 16 mg/I

gyogyszerkoncentracion.

C. albicans 17433 és C. glabrata 6605 izolatumok id6-6lés gorbéje alapjan
elmondhatd, hogy a monoterapias szerként adott NIK mellett a legalacsonyabb
CAS ddzissal kombinalt 8 mg/l NIK is hatastalannak bizonyult 48 dra elteltével.
Az 1 és 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK kombinacié 48 ora utan fungicid hatést
fejtett Ki.
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C. tropicalis 555 izolatum esetében csupan két monoterapids dozis, a 8 mg/I
NIK és a 012 mg/l CAS nem mutatott hatékonysadgot. A tébbi
gyogyszerkoncentraciokon erdsen fungisztatikus (0,12 CAS + 8 mg/l NIK) ¢és
fungicid (1 és 16 mg/l CAS + 8 mg/l NIK) hatas érvényesiilt 48 déra utan.

A C. parapsilosis 9150 izolatum id6-6lés gorbéjérdl leolvashato, hogy 48 ora
elteltével csupan a legmagasabb koncentracioji kombinéacio, a 16 mg/l CAS + 8
mg/l NIK csokkentette a gombatelepek szamét az egyedul alkalmazott 16 mg/l
CAS-hoz hasonloan; gyenge fungisztatikus hatas volt megfigyelhetd. A tobbi

gyogyszerkoncentracio nem volt hatasos.

A CAS + NIK kombinéacio k6zott szinergizmus C. tropicalis 555 és C. albicans
17443 izolatumoknal volt megfigyelhet6 0,12 mg/l CAS koncentracional, mig C.
albicans 10920 esetében az 1 és a 0,12 mg/l gydgyszerkoncentracié is
szinergizmust mutatott. Az 6sszes tobbi izolatumot figyelembe véve a két szer
kombinacidja indifferens (additiv) volt. A C. parapsilosis esetében, ahol a
monoterdpias szerként adott CAS hatéstalannak bizonyult, a kombinacioban

hasznalt CAS + NIK sem okozott jelentds telepszamcesokkenést.

16



MEGBESZELES

Az invaziv candidiazis egy dallandoan jelenlevé kozegészségligyi probléma.
Prevalenciaja és mortalitdsa mar tobb mint egy évtizede valtozatlan annak
ellenére is, hogy az antifungalis terapia teriilete folyamatosan fejlédik. Az 1980-
as évek eleje ota a gombas fertozeések egyre nagyobb aranyban jelentek meg az
immunszuppresszaltak, illetve a koérhazban fekvd sulyos alapbetegségtol

szenvedo betegek korében.

A sejtfalszintézist gatld echinocandinok bevezetése nagy attorést jelentett a
klinikai  gyakorlatban kedvezd farmakokinetikai és farmakodindmiai
tulajdonsagaik miatt. In vitro kisérletekben a Candida fajok MIC értéke az
echinocandinok irant altalaban alacsony, mig néhany faj, mint péeldaul a C.

parapsilosis és C. guilliermondii esetében >2 mg/l MIC értékek is eléfordulnak.

Mindezek mellett magas MIC (> 2 mg/l) értékkel rendelkez6 C. albicans, C.
glabrata, C. krusei és C. tropicalis klinikai izolatumokat is leirtak mar, ami a
glikan-szintdz enzim Fksl alegysegének a HS1 és HS2 régidiban tortént

aminosav valtozasa miatt fordulhat elo.

Az elobb emlitett, aminosavcserében megnyilvanulod rezisztenciat altaldban
elklonitik a magas echinocandin koncentracio jelenlétében torténd, a sokszor
joval a MIC ertek feletti gombandvekedestdl. Ez a paradox jelenség egy
stresszvalasz-reakcid, mely soran a talélo sejtek sejtfalaban a 1,3-p glukant
felvaltja a kitin. A magas CAS koncentracio a C. albicans sejtfal 1,3-p glikan

mennyiségét 81 %-ban csokkentette, mig a Kitin szintet hatszorosra névelte.

Az echinocandinoknak humén szérum jelenlétében magas a fehérjekotod
képessége, ezért in vitro Kisérletekben 50% human szérummal kiegészitett

tapkozeg is alkalmazhat6, hogy az in vivo korilmenyek minél hitelesebben
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legyenek modellezve. A huméan szérum hatasa az echinocandinokra még nem
teljesen tisztazott, de nem valoszinii, hogy in vivo szerepe lehet a paradox
novekedésnek, akar az egyszeri nagy ddzisu echinocandin terapianal sem, mivel
a human szérum, illetve az egyéb szérum faktorok megsziintetik a paradox

novekedést a gyakorlatban hasznéalt gyogyszerkoncentraciokon.

Mindezen adatok ellenére a kozelmultban sikeriilt el6szor leirni a klinikumban
egy, a Kitin szintézis fokozodasa kovetkeztében fellépé echinocandin
rezisztenciat. Egy 51 éves, sulyos majelégtelenségben szenvedd beteg CAS-nal
olyan ritka C. albicans-t izolaltak vérbdl, ami mind FKS mutécioval (HS1
régidban a 645-0s szerin cseréje prolinra), mind pedig, négyszer magasabb kitin
szinttel rendelkezett a vad tipushoz viszonyitva. Tehat ugy tlnik, bizonyos
esetekben in vivo is szamitani kell echinocandin terapia soran a
kompenzatérikus kitin szint megnovekedesére és ezaltal a gydgyszer

hatastalansagéra.

A MICA-nal végzett kiserleteinkben a MIC ertékek RPMI-1640 tapkdzegben a
modositott  érzékenységi  hatarértéken belil mozogtak, huméan szérum

jelenlétében pedig a 4-128x-ara emelkedtek.

A MICA hatékony volt 50% human szérum jelenlétében az dsszes vizsgalt C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata és C. inconspicua izolatumokkal szemben <4

mg/l koncentracion.

Habar ezt, a szérumban ¢€s a szovetekben is elérhetd atlagos MICA koncentraciot
a klinikumban elfogadott, 100 mg/kg napi dozis alkalmazasaval nem biztos,
hogy elérjik, az emelt, 150 mg/kg/nap gyogyszerddzis mar hatékony veér és

szoveti MICA szintet biztosithat.
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A C. krusei kevésbé tiint érzékenynek MICA irant az in vitro kisérletek soran,
mivel fungisztatikus hatas csak >16 mg/l-n fordult el6, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a 150 mg/kg/nap dozis sem elegend6 C. krusei altal kivaltott

candidiazis soran.

A jelenlegi és a régebbi eredmények is azt mutatjak, hogy C. parapsilosis altal
okozott invaziv candidiazis kezélésére az echinocandinok nem az elséként
ajanlott antifungalis szerek, mégis az emelt napi dozis megfeleléen magas

gyogyszer csucskoncentraciot (Cax) eredményezhet szérumban.

Emellett a faj csokkent virulenciaja a tobbi Candida fajjal dsszehasonlitva
szintén fontos szerepet jatszhat az echinocandinok hatasossagaban. Ennek
ellenére szoros 0sszefliggést vélnek felfedezni az echinocandin hasznéalat es a C.

parapsilosis fert6zés soran létrejott candidémia ujboli megjelenésével.

A C. orthopsilosis hasonl6 tulajdonsadgokat mutatott, mint a C. parapsilosis, mig
a C. metapsilosis izolatumok esetében mar 1-8 mg/l koncentracion
fungisztatikus hatas volt megfigyelheté annak ellenére, hogy a C. parapsilosis
sensu lato csoportnak mindharom tagja ugyanazon aminosavcserével

rendelkezik az FKS alegységben.

A CAS-nal végzett tanulmany soran az id6-0lés kisérlet hasznos mddszernek
bizonyult a paradox névekedés vizsgalatara NIK és human szérum jelenlétében.
A Kisérlet soran paradox ndvekedés RPMI-1640 tapkdzegben a C. albicans, C.
tropicalis, két C. parapsilosis és egy C. orthopsilosis izolatumok esetében volt
tapasztalhatd olyan gydgyszerkoncentraciokon (kivéve a 3 C. tropicalis
izolatumot), melyek normal dozirozési stratégia mellett a human szérumban is
elérhetéek (12,1 mg/l).

A Kkitin szintézis gatld NIK MIC meghatarozédsa soran a legmagasabb, 8 mg/l

koncentracidé sem hozott prominens gatlast C. tropicalis és C. glabrata
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izolatumok esetében, mig a tObbi fajnal elég széles skalan mozogtak a MIC
értékek (0,25-8 mg/l).

A CAS + NIK kombinacié alkalmazasa megsziintette a paradox névekedést, ami
gyakran még a NIK, MIC alatti koncentracioin is megfigyelhet6 volt. Emellett a
NIK fokozta a CAS aktivitasat azon izolatumok esetében, melyeknél paradox

novekedés nem volt tapasztalhato.

Otven szazalék human szérumot tartalmazé tapkozegben a paradox novekedés
megsziint, ezzel szemben fontos megjegyezni, hogy a CAS hatékonysaga
jelent6sen lecsokkent az dsszes vizsgalt Candida faj esetében. A gyogyszer ezen
aktivitasvaltozdsa valoszinlileg a 96,5%-os fehérjekotd képesség miatt

jelentkezhet.

Szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben mar 1 mg/l CAS koncentracion erés
fungisztatikus vagy fungicid hatas érvényesilt a C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis es C. dubliniensis fajok ellen. C. orthopsilosis és C. metapsilosis
izolatumok esetében csak a 16-32 mg/l CAS mutatott aktivitast, mig a C.
parapsilosis-szal szemben csupan gyenge fungisztatikus hatas volt
megfigyelhetd. CAS + NIK kombinacié csak C. albicans 10920 és 17433,
illetve C. tropicalis 555 izolatumok esetében okozott szinergista hatast az
alacsonyabb CAS koncentracioértékeknél. A tdbbi térzs esetében nem valtozott
jelentdsen a gombaszam a kombindcio alkalmazisaval RPMI-1640 + 50%

szérum kbzegben.

Habar a szérummal kiegészitett tdpkozegben végzett érzékenységi vizsgalatok
jobban utanozzak az emberi szervezetben zajlo folyamatokat, emellett pedig
kdnyebben el lehet kuldniteni az FKS mutansokat a vad tipustol, csupan néhany

MIC meghatarozast végeztek eddig human vagy szarvasmarha szérummal.
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Ahogy a MIC eredmények mutatjak, a gombak erzékenysége kozvetlenul fligg a
szérum jelenlététdl, viszont a kisérletekben hasznalhaté szérum koncentracio

mennyisége meg nem tisztazott.

Az invaziv gombafertdzések kimenetelét dontéen a korokozo virulencidja, az
alapbetegség és a fehérvérsejtek szdma hatdrozza meg. Az in vitro
farmakodinamias vizsgalatok szerepet jatszanak az adott MIC ertékkel
rendelkez6 korokozd gatlasdban vagy elolésében a kérdéses antifungalis szer
esetén. Ismerve a gombaellenes szer farmakokinetikajat (human vagy kisérletes
allatmodellek altal) lehet6ség van arra, hogy a gyogyszeres terapia tervezesevel

az invaziv gonbafertdzés kezelése még eredményesebb legyen.

Minezen eréfeszitések ellenére, nagy lehet a kiilénbség az in vitro érzékenynek
mindsild korokozd kezelése ¢€és a végkimenetel kozott. A terapias
sikertelenségek jelenlegi magas szama vezetett az utébbi 1-2 évben a

fajspecifikus hatarértékek bevezetéséhez.

A human szérummal végzett vizsgalataink eredményei tovabb javithatjadk a
betegek gyogyulasi esélyeit, mivel vilagosan mutatjdk a két, altalunk vizsgalt
echinocandin esetén, hogy a szérumban csokken az antifungalis hatds. Ez
mindenképpen azt jelzi, hogy nagyobb echinocandin do6zisok valdsziniileg jobb
terapias hatast eredményeznek, bar ez a stratégia sokkal tobb anyagi raforditassal
jar. A szérummal végzett vizsgalatok eredményeinek a felhasznéladsa a

hatérértekek jovobeli, esetleges mddositasanal fontosnak tiinik.
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OSSZEFOGLALAS

A kisérletek soran két echinocandin, a micafungin és a caspofungin in vitro
aktivitasat tanulmanyoztuk a klinikailag fontos Candida fajokkal szemben
RPMI-1640, illetve 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben, mikro- és
makrodiluciés modszerekkel. Ugyancsak vizsgaltuk a nikkomycin Z-nek és a
szérumnak a hatasat caspofungin esetén paradox novekedest mutato és paradox

novekedést nem mutaté Candida izolatumok esetén.

Az eredmények alapjan mind a caspofungin, mind pedig, a micafungin in vitro
hatékonysaga csokkent 50% human szérum jelenlétében a klinikailag fontos
Candida fajok ellen. Micafungin esetén a MIC értékek kozelitettek, vagy nehany
faj esetében joval az Gjonnan bevezetett érzekenysegi hatarértek felé emelkedtek
szérumos tapkozegben. Vizsgalataink alapjan az olyan magas micafungin
koncentracion gatolhaté gombak, mint a C. parapsilosis, a C. orthopsilosis vagy

a C. krusei nagyobb napi dozisu terapiat igenyelhetnek.

A caspofunginnal végzett vizsgalatok soran bebizonyitottuk, hogy a nikkomycin
Z illetve 50% human szérum alkalmazésa megszunteti a nehany Candida fajnal
észlelt paradox ndvekedest. Bar a paradox novekedés csupan egy in vitro
tapasztalhatd jelenségnek tiinik, a nikkomycin Z-vel kapott eredményeink
segithetnek, hogy a jovOoben mas gyogyszerekkel egyutt adva hatékonyabb
kezelési stratégiakat lehessen kidolgozni, mivel kisérleteinkben is tébb Candida

fajjal szemben szinergista hatast mutatott a caspofunginnal kombinalva.

A human szérummal végzett vizsgalataink eredmeényei tovabb javithatjdk a
betegek gydgyulasi esélyeit, mivel vilagosan mutatjak a két, altalunk vizsgalt
echinocandin esetén, hogy a szérumban csokken az antifungalis hatas. Az
altalunk kapott eredményeket allatkisérletekben kell a kozeljovoben

megerdsiteni.
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	Az echiocandinokra jellemző, hogy magas fehérjekötő képességgel rendelkeznek humán szérumban. Ez az érték caspofunginnál (CAS) a legalacsonyabb (96,5%), ezt követi az anidulafungin (ANI) 98-99%-kal és a micafungin (MICA) 99,8%-kal. Ezen tulajdonság is...
	A szabad gyógyszer hipotézis szerint csupán az ANI 1%-a, a CAS 3,5%-a és a MICA 0,2%-a farmakológiailag aktív szérum jelenlétében. Ennek értelmében a MIC értékeknek 200-500-szorosára kellene emelkednie. De ez nem egyezik meg a fentebb említett kísérle...
	Varga I, Sóczó G, Kardos G, Majoros L., Foldi R.  A Caspofungin ölő hatásának összehasonlító vizsgálata RPMI-1640 és antibiotikum medium 3 közegben Candida dubliniensis törzsek esetén. DEOEC TDK Konferencia 2008 Debrecen

