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BEVEZETES

A gombak okozta infekciok incidencidja jelentdsen megemelkedett az
elmult évtizedekben, igy napjainkban komoly népegészségiigyi problémat
jelentenek. Evente tobb mint 300 millid ember szenved valamilyen stlyos
gombas fertdézésben, melyekbdl kozel 1,4 millié eset halallal végzddik. Az
esetek tilnyomo részében a Candida, Aspergillus, valamint a Cryptococcus
fajok tehetok felelGssé.

Az invaziv candidiasis kialakuldsat szamos riziko faktor idézheti elG,
melyek koziil kiemelhetd a hosszan tartd, széles spektrumil antibiotikum
kezelés, valamint a kemoterapidban részesiild betegek tartds neutropénias
allapota (<500 neutrofil granulocita/ul). Egy tobb orszagot magaba foglald
felmérés alapjan a candidaemia mortalitdisa minden korhazi osztalyt
figyelembe véve 29% volt, azonban az intenziv osztalyokon ez az arany 50-
70% is lehet.

Habar a kiilonbozé Candida fajok prevalenciajaban valtozasok figyelhet6k
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. A C.
albicans maig a leggyakrabban izolalhaté humanpatogén sarjadzé gomba,
azonban elssorban a terapids, illetve a profilaktikus fluconazol (FLU)
hasznalat egy jol lathaté epidemiologiai valtozast eredményezett a primer
FLU rezisztenciaval (C. krusei) vagy csokkent FLU érzékenységgel (C.
glabrata) rendelkez6 non-albicans fajok iranyaba.

A korabbi szerek esetében felmeriilé problémaknak (toxicitas, illetve
rezisztencia)  kOszOnhetéen a  gombdk  sejtfalszintézisét  gatld
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 fungicid aktivitast mutat in vitro, kedvezd

farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagokkal rendelkezik, ennek



kovetkeztében jelenleg elsdként valasztandd szer az invaziv candidiasis
Az echinocandinok koncentraciofiiggd hatdst mutatnak. A klinikai
hatékonysag a Cmax/MIC (Cmax: a gyogyszer szérumban mérhet6 maximalis
koncentracidja/minimalis gatld koncentracido) és az AUC/MIC (AUC
plazmakoncentracio-idé6  fiiggvény  alatti  teriilet) farmakodinidmias
paraméterekkel all leginkabb Osszefiiggésben. A jelenleg alkalmazott
kezelési stratégia CAS esetében 70 mg telité dozis utdn napi 50 mg
fenntarté doézis. Az echinocandinok farmakodinamids tulajdonsagaibol
adodoan a klinikai hatékonysag novelése érdekében lehetéség van nagyobb
dozisok adagolasara. A CAS akar 150 mg-os napi dozisban is biztonsagosan
alkalmazhat6. Mindazonaltal az eddigi klinikai vizsgalatok nem igazoljak a
nagyobb dézisok jobb hatékonysagat. Bizonyos Candida fajok (C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. dubliniensis) esetén a MIC érték
feletti gyogyszerkoncentraciokon a szer fungisztatikus hatast fejt ki, mig az
alacsony koncentraciokon fungicid hatas érvényesiil. Ez a paradox
novekedés (PG) a human szérumban elérheté koncentraciokon is
megjelenhet, azonban a klinikai relevanciaja egyelore kérdéses.

Kisérleteink soran id6-0lés modszerrel vizsgaltuk a CAS aktivitasat C.
albicans és C. glabrata izolatumok ellen. Ez a modszer pontosabb adatokat
nyljt a szer 6l aktivitdsanak mértékérdl, valamint a farmakodinamias
jellemz6irél. Nem hagyhaté figyelmen kiviil, hogy az echinocandinok
nagymértékben kotédnek a szérumfehérjékhez (96,5-99,8%), ebbél adoddan
az antifungdlis érzékenység meghatarozasanal érdemes huméan szérumot
alkalmazni, mely jobban modellezi az in vivo kornyezetben lezajld
folyamatokat. Munkank soran célunk volt megallapitani a CAS 0lési
aktivitasat, valamint az in vitro és in vivo kisérleteink kozotti osszefliggések
vizsgalataval meghatarozni a doézisnovelés hatékonysagat C. albicans,

valamint C. glabrata izolatumok ellen.



CELKITUZES

Kisérleteink soran a caspofungin dézisndvelés hatékonysagat vizsgaltuk a

két, Magyarorszagon leggyakrabban izolalhato Candida faj esetében.

Munkankban célunk volt:

ey

standard mikrodiltcios modszer segitségével C. albicans és C.
glabrata izolatumokkal szemben, tovabba a C. albicans
izolatumok esetében az értékek Osszehasonlitasa 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 1d6-61és

kisérletek segitségével

Az 1d6-61és kisérletek adatait felhasznalva a caspofungin 6lési
ratajanak 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 dozisokat alkalmazva C. glabrata-val fert6zott

neutropénias egérmodellben



ANYAGOK ES MODSZEREK

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 vérbdél szarmazott, melyek izolalasa még az
antifungalis terapia megkezdése el6tt megtortént. A C. albicans és C.
glabrata izolatumok azonositasit a Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében API ID32C panel és MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption/ionization time of flight) tdmegspektrométer
segitségével végeztik el. Az echinocandin rezisztencidval rendelkezd
DPL18 (F641S mutacio), DPL20 (F645P mutacio), DPL27 (S663P
mutacid) és DPL245 (S629P mutacio) torzseket David S. Perlin (Public
Health Research Institute, New Jersey Medical School-Ruthgers, Newark,
New Jersey, USA) biztositotta.

In vitro érzékenységi vizsgalatok

A CAS MIC értékek meghatarozasa kétféle tapkozegben, RPMI-1640-ben,
valamint 50% human szérummal (AB vércsoportu férfi, Sigma, Budapest,
Magyarorszag) kiegészitett RPMI-1640-ben tortént a CLSI altal elfogadott
M27-A3-as dokumentum alapjan standard mikrodiluciés modszerrel. A
MIC meghatarozast 0,015-32 mg/l tartomanyban végeztiik el 96 iiregii
ELISA-lemezeken. Referenciaként az ATCC 6258 C. krusei és az ATCC
22019 C. parapsilosis torzseket alkalmaztuk. Az egyes torzsek 0,5
McFarland striségli gombaszuszpenzidinak elkészitéséhez 24 6ras
Sabouraud agaron nétt tenyészeteket hasznaltunk. Az iiregekben 103 CFU

(Colony Forming Unit)/ml kezdd csiraszamot allitottunk be RPMI-1640



taptalajban. A kiilonbozé6 CAS koncentraciok mellett a lemezeken
gombakontroll (antifungdlis szert nem tartalmazd) ¢és téaptalajkontroll
(sarjadz6é gombat nem tartalmaz6) liregeket is alkalmaztunk. Az izoldtumok
MIC értékét 24 oras 35°C-os inkubdldst kovetéen vizudlisan olvastuk le.
MIC értéknek tekintettiik azt a legkisebb CAS koncentraciot, ahol legalabb
50%-o0s ndvekedés csokkenés volt megfigyelhetd a gyogyszermentes
kontrollhoz képest.

A C. albicans izolatumok esetében a CAS MIC értékeket E-teszt (AB
Biodisk, Svédorszag) segitségével is meghataroztuk. Az E-teszthez 2%
gliikozzal kiegészitett RPMI-1640 taptalajt alkalmaztunk 50% szérummal,
illetve 50% szérum nélkiil. Az izolatumok 24 oras tenyészetébdl készitett
0,5 McFarland stirtiségli szuszpenzidkat steril tampon segitségével
egyenletesen kiszélesztettiik az agarok felszinére. A taptalajok szaradasat
kovetéen rahelyeztiik a CAS-nal atitatott tesztcsikokat, majd 35°C-on
torténd 24 oras inkubalas utan a MIC értékeket szintén vizualisan olvastuk
le. A MIC érték az a koncentracid, ahol az ellipszis alaka gatlasi zéna

metszi a tesztcsikot.
Ido6-61és (time-kill) gorbék felvétele az antifungalis hatas vizsgalatahoz

Az id6-0lés kisérletekben Klepser és munkatarsai altal megadott modszer
szerint hataroztuk meg a CAS in vitro hatékonysagat. A normal RPMI-
1640, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben elvégzett
kisérletek soran 0,25-32 mg/l CAS koncentraciokat vizsgaltunk,
koncentracionként 10 ml-es végtérfogatban. Az echinocandin rezisztens
izolatumok esetében a magas MIC értékek miatt csak a 8, 16 és 32 mg/l
koncentraciokkal 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 mérhetd

csucskoncentracid érhet6 el.



Az izolatumokbol denzitométer segitségével ~10° CFU/ml kiindulasi
inokulumot allitottunk be. A kiilonbozé gyogyszerkoncentraciokat
tartalmazd csovekbdl 0, 4, 8, 12, 24 és 48 oranként kivett 100-100 pl
mintakbdl tizes alapt tovafutd higitasi sorozatot készitettiink, majd ezekbol
a higitasokbol 4x30 pl-t oltottunk Sabouraud agarra. A taptalajokat 48 oraig
35°C-on inkubaltuk. Az inkubaciéos id6 utan a kindtt telepeket
megszamoltuk és a higitasi fokok ismeretében megallapitottuk az ¢él6
gombasejtek szamat, melyeket az id6 fiiggvényében abrazoltunk. Az ido-
0lés gorbéket GraphPad Prism 4.03 Windows szoftver segitségével
készitettiik el.

Az in vitro adatok Kkiértékelése

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 hatas.

Az 1d6-6lés kisérletek soran kapott adatokat hasznaltuk fel, hogy
meghatarozzuk a CAS 6lési kinetikajat mindkét alkalmazott tesztkdzegben.
Az 6lési kinetikat az alabbi exponencialis egyenlet segitségével szamitottuk
Ki: N=Np x €™, ahol a N; az él6 sejtek szama adott idépontban, 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 06lését, a negativ k érték azok
novekedését jelenti. Az illesztés josagat r? hasznalataval ellendriztiik
(r>+0,8). Mindegyik izoldtum, illetve koncentracié esetében a 99,9%-0s
sejtszamesOkkenéshez sziikséges id6t (h) a k értékekbdl szamoltuk ki
mindkét tapkozegben (Teo,0=3/K). A kiilonb6z6 izolatumok és koncentraciok
kozotti  szignifikans  kiilonbségek meghatarozasat Tukey-féle teszttel
kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA)

végeztik el mindkét tapkozegben. Ugyanazon CAS koncentraciok



kiilonbozé tapkozegben mért olési kinetikajat t-probaval hasonlitottuk

Ossze. Szignifikansnak tekintettiik az eredményeket, ha p<0,05.
In vivo kisérletek
A Kkisérletben felhasznalt egerek

Kisérleteinkhez 20-23 g tomegli BALB/c tipusi ndstény egereket
hasznaltunk fel, melyeket a ,Laboratoriumi Allatok Alkalmazasa 6és
Gondozasa” cimil iranyelv szerint tartottunk. Csoportonként 7-8 db egérrel
dolgoztunk. Az in vivo kisérletek engedélyszdama: 12/2014 DE MAB. Az
egerekben a tartds neutropénids allapot 1étrehozasdhoz intraperitonedlisan
cyclophosphamidot adagoltunk a kovetkezd oltasi stratégia szerint: a
fert6zést megel6zé negyedik nap 150 mg/kg, a fert6zés elétti elsé nap 100
mg/kg, a fert6zést koveté masodik és 6todik nap 100 mg/kg.

Oltéanyag készités és a fert6zés menete

Az oltéanyag készitéséhez a vizsgalt izolatumokat két egymast kovetd
napon Sabouraud agarra kioltottuk, majd a felfrissitett torzseket 3-4
Sabouraud taptalaj felilletére szélesztettiik. 24 oras 35°C-on torténd
inkubalas utan a kindtt izolatumokat a taptalajok felszinérdl steril
vattatamponnal eltavolitottuk és steril fiziologias sdoldatba szuszpendaltuk.
Ezt kovetden a szuszpenzidkat négyszer 10 percig centrifugaltuk 3000 g
fordulaton. Mindegyik centrifugalas utan a leiilepedett gombasejtekr6l
eltavolitottuk a feliiluszot, majd 20-25 ml steril fizioldgias so6oldatot
pipettaztunk rad. Az utolsé centrifugdlasi folyamat utan koriilbelil 8 ml
fiziologias sooldatot adtunk a gombasejtekhez. Ezutan a szuszpenziobol két
lépésben 1:10 aranya higitast végeztiink a Biirker-kamraban torténd
sejtszamolashoz. A csiraszambeallitds ellendrzése kvantitativ kioltassal
valosult meg.

Az egereket 0,2 ml gombaszuszpenzioval a lateralis farokvénan keresztiil

fertéztik meg. A C. albicans izolatumok esetében a fert6z$ csiraszam
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7,5x10* CFU/egér, a C. glabrata izolatumoknal 6,6-8,4x107 CFU/egér volt.
A C. glabrata echinocandin rezisztens tOrzsei esetében ez a ferté6zé
inokulum 5 napon beliil 100% mortalitast eredményezett, igy alacsonyabb

dézissal (2,5x107 CFU/egér) végeztiik el a kisérleteket.
Antifungailis terapia

Az egerek kezelését a kiilonbozo, intraperitonealisan beadott CAS
dozisokkal a fert6zés utan 24 oraval kezdtiik el. Az 6t napig tartd terapia
soran a C. albicans izolatumok esetében 1, 2, 3, 5, 15 mg/kg/nap dozisokat,
mig a C. glabrata izolatumok esetében 1, 2, 3, 5, 20 mg/kg/nap doézisokat
alkalmaztunk. A kezelési sémakat farmakokinetikai vizsgalatok, valamint
sajat és mas kutatdcsoportok korabbi eredményei alapjan hataroztuk meg. A
beadott gyogyszermennyiség egerenként 0,5 ml volt. A C. glabrata
izolatumoknal a CAS kezelés el6tt is meghataroztuk 4-4 egérrel a vesékbol
kitenyészett ¢16 gombasejtek szamat.

A kvantitativ csiraszam meghatarozasa céljabol az egereket a fertdzést
kovetd hatodik napon cervikalis diszlokacioval elpusztitottuk, majd
felboncoltuk. A veséket eltavolitottuk, amelyeket a lemérésiik utan steril
dorzscsészében homogenizaltuk. A homogenizatumhoz 1 ml steril
fiziologias s6oldatot adtunk, majd az egyes mintakbol 1:10-es alapu higitasi
sorozatot készitettiink. A megfeleld higitasokbol 100 pl mennyiségli mintat
oltottunk Sabouraud agarra, majd a taptalajok 48 o6ras 35°C-on torténd
inkubalasa utan a kin6tt telepeket megszamoltuk. A kimutatas alsé hatara
50 CFU/szovet (g). A taptalajon kitenyészett gombak esetén a
szignifikancia  vizsgalatdhoz  Kruskal-Wallis  tesztet  alkalmaztunk
(GraphPad Prism 4.03, Windows). Az eredményt szignifikdnsnak
tekintettiik, ha p<0,05 volt.
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EREDMENYEK

A caspofungin irdnti érzékenység meghatiaroziasa mikrodilicios

modszer, valamint E-teszt segitségével

Mikrodilticiéos modszerrel normal RPMI-1640 tapkdzegben az 0Osszes
vizsgalt C. albicans, C. glabrata klinikai izolatum, valamint a teszttorzsek
is érzékenyek voltak CAS irant a CLSI fajspecifikus hatarértékei alapjan. A
10781 és 34350 izolatumok esetében PG-t figyeltiink meg.

A C. albicans izolatumok esetében az E-teszt soran kapott MIC értékek
RPMI-1640-ben 2->8-szor magasabbak voltak, mint a mikrodilicioval
meghatarozott MIC értékek. PG-t egyik izolatumnal sem tapasztaltunk. 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/1 voltak.

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

A DPLI18, DPL20, DPL27 és DPL245 izolatumok CAS rezisztensnek
bizonyultak fiiggetleniil az alkalmazott tapkdzegtol.

Az id6-6lés kisérletek eredményei RPMI-1640 és RPMI-1640+50%

human szérum jelenlétében Candida albicans izolatumok ellen

Az 0Osszes izolatum hasonld novekedést mutatott mindkét tesztelt
médiumban, a kontroll egy nagysagrendnyi (1 log) ndvekedéséhez
sziikséges id6 8,66-9,77 6ra volt RPMI-1640-ben, valamint 8,9-10,89 6ra

szérum jelenlétében.
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A CAS fungisztatikus aktivitast mutatott a 14171 és a 35035 izolatumok
ellen RPMI-1640 tapkozegben, viszont az alacsonyabb koncentracidkon
(0,25 és 1 mg/l) nagyobb mértékii csiraszam csokkenést tapasztaltunk, mint
a 16 és 32 mg/l CAS esetében. A 18799 izolatum ellen a CAS fungicid
hatastt volt >4 mg/l koncentraciokon. 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 lathato. Ennél a harom izolatumnal a 99,9%-0s
csiraszam csokkenéshez sziikséges id6 <12 ora volt az 1-8 mgll
koncentracidkon.

A CAS 50% human szérummal kiegészitett tipkozegben gatolta a 14171, a
18799 és a 35035 izolatumok novekedését, 99,9%-os csiraszam csokkenést
azonban egyik koncentracioval sem sikeriilt elérni. A CAS 0lési
hatékonysaga szérum jelenlétében megemelkedett mindharom, RPMI-1640-
ben PG-t mutat6 izolatum ellen, ugyanis 4-32 mg/l koncentraciokon mar 10

oran beliil fungicid hatast tapasztaltunk.

A caspofungin o6lési ratajanak meghatarozasa Candida albicans

izolatumok ellen

A CAS 0lési rataja RPMI-1640 tapkozegben izolatum- és
koncentraciéfiiggdnek bizonyult. Erdekes tendenciat figyeltink meg az
izolatumok koz6tt, 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 1 mg/l CAS szignifikinsan nagyobb k értéket
eredményezett, mint a 16 és a 32 mg/l az Osszes izolatumot tekintve
(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 lathat6 (0,961 1/h).
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Otven szazalék human szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben 0,25 mg/I
CAS mellett negativ 6lési ratat (ndvekedés) lehetett megfigyelni a 14171,
35035 és a 10781 izolatumok esetében. Ugyanezen a koncentracion a tobbi
izolatumnal 0,093-0,398 1/h kozott voltak a Kk értékek. Egy izolatumtol
eltekintve az Olési ratak 1-32 mg/l koncentraciokon koncentracio
fiiggetlenek voltak. A k értékek kozott jelentOs 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
eltéréen a 14171-es izolatum esetén az 1, 4, 8 és 16 mg/l CAS-hoz tartoz6 k
értékek  szignifikinsan  magasabbak  voltak  (0,241-0,271  1/h),
Osszehasonlitva a 32 mg/l CAS-nal (0,126 1/h) (p<0,05-0,001).

Ugyanazon CAS koncentraciok 61ési kinetikajat 6sszehasonlitottuk a kétféle
tapkozegben. Az Osszes izolatum esetében a 0,25 mg/l CAS-nal mérhet6 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 koncentracién normal (RPMI-1640)
tapkozegben, 0sszehasonlitva a szérumot tartalmazo tapkozeggel. 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 61ési aktivitas (p<0,05-
0,001). A tobbi izolatum esetében a CAS aktivitasa fokozodott 4-32 mg/I
koncentracidkon 50% szérumban (p<0,05-0,001). Ett6l eltéré eredményt
csak a 8 mg/l CAS-nal tapasztaltunk el az 5265-6s izolatum ellen, valamint
a4 és 32 mg/l CAS esetén a 34350-es izolatumnal.

A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida albicans

izolatumok ellen

A Kkontrollhoz viszonyitva az sszes alkalmazott CAS dozis csokkentette a
vesékbdl kitenyésztett €16 gombasejtek szamat a klinikai izolatumoknal,
azonban ez a csokkenés nem minden esetben volt szignifikans. A napi 1

mg/kg CAS dozis nem volt hatékony a 18799, 10781 és a 34350 izolatumok
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esetében, tovabba a napi 2 mg/kg dozis szintén nem eredményezett
szignifikans csiraszam csokkenést a 10781-es izolatummal torténd fertézés
esetén. Ezzel szemben a 3, 5 és 15 mg/kg napi doézisok minden izolatum
ellen hatékonynak bizonyultak (p<0,05-0,001). Harom izolatumnal (18799,
5265 és 10781) a legnagyobb CAS dozisndl figyeltiik 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 utan tenyészett ki. A hatékony

dozisok kozott szignifikans kiillonbséget nem tapasztaltunk.

Az id6-6lés Kkisérletek eredményei RPMI-1640 és RPMI-1640+50%

human szérum jelenlétében Candida glabrata izolatumok ellen

Az Osszes vizsgalt C. glabrata izolatum szignifikansan jobb ndvekedést
mutatott RPMI-1640-ben, mint a szérumot tartalmazé tapkozegben. A
klinikai izolatumok vizsgalata soran a gyogyszermentes kontroll egy
nagysagrendnyi (1 log) novekedéséhez sziikséges atlag id6 RPMI-1640
tapkozegben 8,14 6ra, mig a szérummal kiegészitett tapkézegben 11,17 6ra
volt. A rezisztens izolatumok esetében ehhez a ndvekedéshez normal
tapkozegben 8,57-8,95 ora, valamint 50% human szérum jelenlétében
14,76-14,86 oOra kellett.

RPMI-1640-ben a 16, valamit a 32 mg/l 6lési aktivitisahoz viszonyitva a
CAS hatékonyabb volt 1 és 4 mg/l koncentracioban az Osszes tesztelt
klinikai izolatum ellen. A kezdé inokulumhoz képest 99,9%-0s csdkkenés
kevesebb, mint 7 éra alatt bekovetkezett a 9098, 18910, 15242 és az ATCC
teszttorzs esetén. A 16 és 32 mg/l CAS fungisztatikus aktivitast mutatott a
DPL27 echinocandin rezisztens izolatum ellen. A masik, szintén rezisztens
izolatum esetén (DPL245) azonban csak gyenge, atmeneti fungisztatikus
hatast tapasztaltunk az els6 8 oraban 32 mg/l CAS mellett.

Szérumot tartalmazo tapkozegben a fungicid hatas elérése szignifikansan

rovidebb id6 alatt (<3,32 6ra) valdsult meg. A CAS 06lési aktivitasa 32 mg/l
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koncentracion jobb volt, mint RPMI-1640-ben, beleértve a rezisztens

DPL27-es izolatumot is.

A caspofungin 0lési ratajanak meghatarozasa Candida glabrata

izolatumok ellen

A 11900, 18910 és 9098 klinikai izolatumok, valamint az ATCC 90030
torzs esetében a 0,25 és 1 mg/l CAS koncentraciokon kifejtett 6lési rata
nagyobb volt, mint a 16, illetve 32 mg/l CAS-nal tapasztalt aktivitis RPMI-
1640 tapkozegben (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 hasonld Olési rata lathatdo a 32 mg/l-nél is. A k értékek
alapjan viszont az emlitett koncentraciok kozott szignifikans kiilonbséget
nem allapitottunk meg. 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/l-nél (0,177 1/h).
A két echinocandin rezisztens torzs 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).

Szérumot tartalmazo tapkozegben a 0,25 mg/l-nél megfigyelt k értékek
széles tartomanyban mozogtak. Ez a koncentracid negativ k értéket
eredményezett a 11900-as izolatum esetében (-0,059 1/h), addig a tobbi
klinikai izolatumnal, valamint az ATCC 90030 teszttérzsnél a k értékek
pozitivak voltak. A 4-32 mg/l koncentracidkon az 0lés, koncentracid
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 tartoz6 K értékek 0,065 és 0,354 1/h voltak.
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A 0,25 mg/l CAS-nal mért 61ési rata minden izolatum (kivéve a 9098-as C.
glabrata) esetében nagyobb volt RPMI-1640-.ben, mint 50% human
szérummal kiegészitett tapkozegben (p<0,05-0,001). Héarom klinikai
izolatum ¢és a referencia torzs esetében a CAS 06lési aktivitdsa szérumban
szignifikdnsan nagyobb volt a 4-32 mg/l koncentracidkon a normal
tapkozegben megfigyelt hatékonysaggal Osszehasonlitva (p<0,05-0,001).
Hasonlo adatokat tapasztaltunk a 15242-es izolatumnal is, azonban a 32
mg/l CAS aktivitisa nem kiilonbozott jelentésen a két tapkozegben. A
DPL27-es izolatum esetében a 16 és 32 mg/l CAS-hoz tartozd Kk értékek
szintén szignifikdnsan magasabbak voltak 50% szérumot tartalmazo

tapkozegben.

A caspofungin in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida glabrata

izolatumok ellen

Echinocandin rezisztens C. glabrata izolatumokkal fert6zott neutropénias
egérmodellben a kisérleteink kezdetén alkalmazott fert6z6 inokulum 5
napon beliil 100% mortalitast eredményezett. A DPL27-es izolatum esetén a
fert6zést kovetd elsé napon detektalt 6,8x107 sejtszam az 6tddik napon mar
4,3x10® CFU/veseszovet (gramm) volt. Hasonld ardnyl sejtszdm
ndvekedést figyeltiink meg a DPL245-6s izolatum esetében is (7,2x108
sejtszamrol 6,8x107 sejtre). Ezzel ellentétben az érzékeny izolatumokkal
fert6zott egerek a kisérlet végéig ¢letben maradtak, a veséikbdl a fert6zés
uténi 6. napon 4atlagosan 1 gramm veseszdvetben 107 és 108 CFU tenyészett
ki. Emiatt a rezisztens izolatumoknal alacsonyabb fert6z6 inokulumot
alkalmaztunk.

A kezelés kezdetén (a fert6zést kovetd 1. nap) az atlagos, vesékbol
kitenyésztett csiraszam 4,4x10%-6,7x10® gombasejt kozott volt a klinikai
izolatumok, valamint 9,7x108-1,4x107 gombasejt a rezisztens izolatumok
esetén. A 11900-as izolatum kivételével mindegyik izolatum kevesebb, mint

egy nagysagrendnyit novekedett a kisérlet végéig.
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Az 0Osszes alkalmazott CAS dozis szignifikansan csokkentette a vesékbdl
kitenyészett €16 sejtek szamat a kontroll csoporttal Osszehasonlitva a
klinikai izolatumok esetében. A dozisok kozott statisztikailag szignifikans
kiilonbség nem volt, az atlagos csiraszdm azonban egyik esetben sem
csokkent 105 sejt/gramm ald. Az echinocandin rezisztens tdrzsek ellen a
CAS nem volt hatékony, még a legnagyobb dozissal sem (napi 20 mg/kg)
értiink el szignifikans csiraszam csdkkenést. A DPL27-es izolatum esetén az
egynapos kontrollhoz viszonyitva ndvekedés gatlast értiink el az Osszes

tesztelt dozissal.
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MEGBESZELES

A Candida fert6zésekhez kotheté mortalitdsi ardany az alapbetegség
sulyossaga, valamint az antimikotikum kivalasztasa mellett fiigg 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%).
Habar a szisztémas Candida fertézések kezelésére alkalmas antifungalis
szerek az echinocandinokkal béviiltek a 2000-es évek elején, a mortalitas
alapvetden nem csokkent.

Kisérleteinkben kétféle, szérum alapu érzékenységi modszert (standard
mikrodilucié és E-teszt) hasznaltunk a vad tipusu, valamint az echinocandin
rezisztens izolatumok CAS MIC értékének meghatarozasara. A PG E-
teszttel torténd detektalasa 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
Osszhangban voltak a mikrodilicioval kapott értékekkel ugyanazon
tapkozegben, kovetkezésképpen ez a modszer alkalmazhato a CAS MIC
értékének meghatarozasara a C. albicans izolatumokkal szemben. PG egyik
izolatumnal sem jelent meg. A szérum alapu tesztek standardizalasat
(emberi vagy allati), valamint a koltsége. 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
rendelkezd izolatumoktdl. A szérummal elvégzett érzékenységi tesztek
szamanak novelésével megfelelé adatmennyiség allna rendelkezésre, hogy a
CAS esetében 1 klinikai hatarértékeket vezessenek be a Candida fajok
ellen. Ezaltal még eredményesebb lenne a csokkent echinocandin
érzékenységgel rendelkezd izolatumok azonositasa, valamint a terapias

sikertelenség prognodzisa.
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A CAS olési aktivitasanak meghatarozasara iranyuld kisérleteinket hat
klinikai C. albicans izolatummal végeztiik el. A kisérletek alatt az
izolatumok valtozatosan viselkedtek RPMI-1640 tapkdzegben, ugyanis a
CAS egy izolatum ellen fungicid, mig két izolatum ellen fungisztatikus volt.
Ezen felil harom izoldtumndl figyeltink meg PG-t az id6-6lés
kisérletekben. Az 06lési ratak meghatarozasa soran a 16 és 32 mg/l CAS
esetén az alacsony k értékek a CAS csokkent aktivitasat jelezték minden
izolatum esetében. A C. glabrata klinikai izolatumok 6lési kinetikajat
vizsgalva normal tapkdzegben szintén a nagy koncentraciokon (16-32 mg/l)
tapasztaltunk csdkkent aktivitast 6sszehasonlitva a 0,25-1 mg/l CAS esetén
elért oOléssel. Osszességében elmondhatd viszont, hogy hasonldéan a
szakirodalomban megjelent eredményekhez a CAS kivalo in vitro aktivitast
mutatott a vad tipust klinikai C. glabrata izolatumok és az ATCC 90030
teszttorzs ellen is.

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 lathaté PG megsziint mindkét elobb emlitett faj esetében mind a
MIC meghatarozas, mind az id6-6lés kisérletek soran. A k értékeket
tekintve az 50% human szérum visszadllitotta a magasabb CAS
koncentraciok 616 aktivitasat. Ez aldl kivétel csupan a 14171-es C. albicans
izolatum volt, melynél a 32 mg/l CAS-nal mért 6lési rata nagyobb volt
RPMI-1640-ben, mint szérum jelenlétében.

Az 50% humén szérumot tartalmazé tapkozegben a CAS 06lési ratija az
effektiv koncentracidkon (ahol csiraszam csokkenés volt megfigyelhetd)
koncentracio fiiggetlennek bizonyult, vagyis az elsé hatékony koncentracio
elérése utan a koncentracid tovabbi ndvelése nem eredményezett

szignifikans mértékll valtozast a CAS 0lési aktivitasaban. Ennek hatterében

s
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farmakologiailag aktiv gyogyszer mennyisége nem novekszik 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 koncentraci6 fliggetlen
6lési aktivitast. Erdemes megjegyezni, hogy az atlag k érték tartoményok az
izolatumok kozott viszont jelentés 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 lathatdo jobb Olési aktivitas megjelenését
vartuk a neutropénias egérmodellel elvégzett kisérleteinkben is, foleg a
nagyobb dozisok alkalmazasanal. 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-os human CAS doézissal egyenértékii, a 2
mg/kg/nap dozis megfelel a napi 50 mg human doézisnak. A jelenleg
érvényben 1évé CAS terapianak a 3 mg/kg/nap egérdozis, a naponta adagolt
70 mg-os dézisnak pedig az 5 mg/kg/nap egérdozis felel meg.

Az Osszes altalunk vizsgalt C. albicans klinikai izolatum, valamint a
referencia torzs ellen a 3, 5 és 15 mg/kg napi CAS doézisok hatékonyak
voltak neutropénias egérmodellben, ezzel szemben a napi 1 és 2 mg/kg
dozisokkal nem minden esetben értiink el szignifikans csiraszam csokkenést
a kontrollhoz képest. A hatékony doézisok kozott azonban statisztikailag
szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk, tehat a doézisnovelés nem
fokozta a CAS hatékonysagat. Ezek az adatok megerdsitik a CAS
koncentracio fliggetlen viselkedését, melyet az in vitro kisérletek soran a
szérumos tapkozegben kaptunk. Az in vivo eredményeink azt is
alatamasztjak, hogy a PG-nek nincs hatasa a CAS in vivo hatékonysagara C.
albicans esetében, mivel a legnagyobb dozis (15 mg/kg/nap) is ugyanolyan
hatasos volt, mint a napi 3 és 5 mg/kg CAS doézisok. Fontos megjegyezni,

hogy a napi dézisoktdl fiiggetleniil 10*-10® CFU/gramm ¢él6 gombaseijt
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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 tipust
izolatumok esetén a CAS mar 1 mg/kg/nap doézisban is hatékonynak
bizonyult. Habar kisérleteinkben az 6sszes vizsgalt CAS dézis szignifikans
csiraszam csokkenést eredményezett, a csiraszam atlag egyik esetben sem
csokkent 10° CFU/gramm ald. Azaz, a nagy CAS dozisokkal is csak
fungisztatikus hatds érheté el tartésan neutropénias egerekben, igy a
dozisndvelés nem jelent terapias eldnyt az alacsonyabb doézisokkal
szemben.

Néhany esetben a kedvezdtlen terapias kimenetel a késleltetett antifungalis
kezelésnek koszonhetd, hiszen a klinikumban az antifungdlis terapia
elinditasa tobb napot is késhet. A kezelés késésének (akar a fertdzést kovetd
24 ¢ora) kovetkeztében a gomba magas szdveti csiraszamot érhet el a sulyos
neutropéniaban szenvedd betegeknél. A belsé szervekbe jutd korokozot
nehezebb eliminalni, mint csak a vérben jelenlévé patogént, a korai
terapiaval azonban a kdrokozo teljes disszeminacidja megakadalyozhato.

A szérum alapt tapkdzegben, valamint az in vivo modellben megfigyelt
adatok szerint az altalunk kivalasztott, vérbél szarmazo C. glabrata
izolatumok gyenge szaporodd képességgel rendelkeztek. A lasst in vivo
novekedés viszonylag alacsony virulenciara utal, ennek ellenére az
alkalmazott CAS doézisokkal nem sikeriilt elérni a vesék sterilizalasat. Az
egyik lehetséges magyarazat az echinocandinok hatasmechanizmusan
alapszik, mivel a lassabb novekedéssel egyidejiileg lassul a sejtfalszintézis
is, melynek kovetkeztében gyengiil a CAS in vivo 616 aktivitasa. Emellett
természetesen egyéb faktorok is (pl. neutropénia, a gyogyszer gyenge
penetracidja a gyulladt szovetekbe) befolyasolhatjak a terapia kimenetelét.
A kevés felhasznalt izolatum miatt tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak

megallapitasara, hogy ennek a gyenge in vivo fitnesznek milyen klinikai
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jelentésége van, illetve jellemz6-e minden vérmintabol izolalt C. glabrata-
ra.

Habar echinocandin rezisztencia ritkan fordul elé a Candida fajok kozott, a
CAS-nal szemben kialakulé6 masodlagos rezisztencia néhany orvosi
kézpontban komoly problémat okoz. Eldzetes kisérleteinkben a CAS
rezisztens C. glabrata izolatumok virulensebbnek bizonyultak a vad tipust
klinikai izolatumokkal &sszehasonlitva, ugyanis a tobbi kisérletben
alkalmazott 6,6-8,4x107 CFU/egér fert6z6 csiraszam 6t napon beliil 100%-
os haladlozast okozott. Az altalunk vizsgalt érzékeny és rezisztens
izolatumok azonban nem voltak izogének. A nagy CAS dozisok
hatastalannak bizonyultak a prominens FKS muticioval rendelkezd
izolatumok ellen. Eredményeink megerdsitik a klinikai tapasztalatokat,
miszerint a nagyobb doézisokkal nem fokozhatdé az echinocandinok
hatékonysaga az érzékeny C. albicans és C. glabrata klinikai izolatumokkal
szemben. Az in vitro mért adatok jol korrelaltak az in vivo elért
eredményekkel, az 50% human szérumban kapott 61ési ratak alapjan a CAS
in vivo hatékonysaga elére megjosolhatdo volt. A PG nem befolyasolja a
CAS in vivo hatékonysagat. A nagyfoku rezisztencidval rendelkezd C.
glabrata izolatumok okozta invaziv candidiasis nem kezelhetd még

nagyddzisu CAS-nal sem neutropénias betegek esetében.
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OSSZEFOGLALAS

Munkank soran meghataroztuk a caspofungin altal kifejtett 6lési ratat
RPMI-1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben
C. albicans és C. glabrata klinikai izolatumok ellen. Tovabba neutropénias
egérmodellben vizsgaltuk a kiilonb6z6 napi caspofungin dozisok in vivo
hatékonysagat a fentebb emlitett fajok esetében.

A caspofungin 6lési rataja (k) RPMI-1640-ben nagyobb volt 1 mg/l-nél,
mint a 16 és 32 mg/l koncentraciokon mért értékek az dsszes C. albicans
izolatum esetében. Ugyanazon tapkozegben a caspofungin fungicid
aktivitassal birt 1 és 4 mg/l koncentraciokon harom C. glabrata izolatumnal,
viszont csak fungisztatikus  aktivitdst tapasztaltunk a  magas
koncentracidkon (paradox novekedés). A caspofungin nagymértékben
kotédik  szérumfehérjékhez (96,5%), igy a szérummal kiegészitett
tapkozegben aktivitasa csokkent, ellenben a korabban latott paradox
novekedés megsziint. A C. albicans klinikai izolatumok esetében 50%
szérumban 1-32 mg/l (egy izolatumot kivéve), illetve a C. glabrata
torzseknél 4-32 mg/l koncentraciokon koncentracio fiiggetlen 06lést
tapasztaltunk. Neutropénias egérmodellben a 3, 5 és 15 mg/kg napi
caspofungin dézisok hatékonynak bizonyultak az 0Osszes C. albicans
izolatum ellen, de a hatékony dozisok kozott szignifikans kiilonbség nem
volt. A C. glabrata izolatumok esetén az Gsszes dozis (1, 2, 3, 5 és 20
mg/kg/nap) statisztikailag szignifikins modon csokkentette a vesékbol
kitenyésztett €16 gombasejtek szamat a kontrollhoz viszonyitva, a d6zisok
hatékonysagaban szintén nem figyeltiink meg szignifikans eltérést. Azonban
az atlag szoveti csiraszam egyik esetben sem csokkent 10° CFU/g ala. In
vitro és in vivo eredményeink alapjan a dozis novelése nem fokozza a
caspofungin aktivitasat C. albicans és C. glabrata esetében, de a paradox

novekedés nem befolyasolja a caspofungin in vivo hatékonysagat.
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