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2. Eloszo

Az életet veszélyezigtgombaferdzések 70-80%-ért a kilénb®Landidg 10-20%-
ért azAspergillus mig a maradék 10%-ért egyéb gombafajok adsél. Legtobbszor
sulyos alapbetegségben szerivebetegeknél diagnosztizalunk invazi@andida
fertozéseket, amelyeknek mortalitasa, fajtol fogg 20-70% is lehet. A mortalitas
annak ellenére ilyen magas, hogy egyre moderneddndsztikus modszerek allnak
rendelkezésre, illetve az utébbi évtizedben egy bhijagydgyszercsoport
(echinocandinok) és Uj triazolok (vorikonazol ésakonazol) is rendelkezésre allnak
a klinikumban. A leggyakrabban ¢ébrduld6 Candida albicans C. glabratg C.
parapsilosis C. tropicalis és C. kruseifajok mellett egyre gyakrabban izolalunk,
kdlénésen immunszupprimélt betegékbolyan gombakat, amelyeket korabban
apatogénnek tartottak vagy ritkasaguk miatt érzgkegik a kalonbdz antifungélis
szerek irant kevéssé ismert. Ezeknek a ritkabbalalimtdé fajoknak bar a
virulencigjuk gyenge, immunszupprimalt betegeknéd%5 feletti haldlozast

eredményezhetnek.

Az echinocandin antifungdlis szerek (anidulafundiaszpofungin és a mikafungin)
napjainkban az ed&ént valasztandd szerek invazBandida fert6zések kezelésére.
Munkankban a mikafungim vitro hatékonyagat vizsgaltuk a ritkabbatifetrduld, de
klinikailag relevan€Candidafajok ellen. A szerzett rezisztencia mechanizmussan
rendelked (,un. vad tipusd”) izoldtumok esetében azt vizedal hogy milyen
tényedk befolyasoljak a mikafungiin vitro hatékonysagat. Ezért a hagyomanyos
RPMI-1640 tapkozegen kivil ain vivo viszonyokat jobban reprezentalo, 50%
szérumot tartalmaz6 RPMI-1640 tapkozegben is méghetuk a nagy
fehérjekobdéssel rendelkézmikafunginin vitro aktivitdsatC. albicanssensu stricto
(a tovabbiakbanC. albican3, C. dubliniensis C. africang C. guilliermondij C.

lusitaniaeésC. kefyrATCC teszttorzsek és klinikai izolatumok ellen.



3. Irodalmi hattér

3.1. A Candida fert 6zések patogenezise

Az invaziv bakteridlis és gombafézesek gyakorisaga az 1970-es étkekezdve
jelens novekedést mutat. Kezdetben inkabb a Gram-nekétdkozok Escherichia
coli, kilénbt®d Klebsiella fajok, a Pseudomonas aeruginosss azAcinetobacter
baumanni) szamitottak a legfontosabb és nehezen kezekiebkozok kdzé, de nem
sokkal késbb a Gram-pozitiv kérokozokStaphylococcus aureud€nterococcus
fajok) valtak gyakoribba a nozokomidlis véraramfeéisek esetén. A karbapemenek, a
lll.-1V. generacios cefalosporinok és a fluorokiowbk terapids alkalmazasa, az
intenziv terapias osztalyokon tapasztalhatdé hatgMum ellatassal egyutt javitotta a
betegek tulélését (Lockhart és mtsai. 2007; Maimrmtsai. 2003; Vincent €s mtsai.
2009; Wisplinghoff és mtsai. 2004). A kérhazbaroléitt hosszabb it a radikalis
sebészeti beavatkozasok és a daganatos betegekeképids szerekkel vald kezelése
miatt bekdvetked neutropénia a gombafajokkal valé kolonizaciohozetett (Martin

és mtsai. 2003; Vincent és mtsai. 2009; Wisplinglésf mtsai. 2004). ACandida
fajok Altali kolonizacié j6l magyarazhaté a kuloabo virulencia faktorok
eléfordulasaval illetve azzal, hogy kis csiraszambar&jliregben, a vastagbélben és a
hivelyben a normal flora részét képezik. A kolonighan az ALS fehérje csalad
(agglutinin-like sequence) (Murciano és mtsai. 2012; Verstrepen s Z006), a hifa-
asszocialt Hwpl fehérje (Mayer és mtsai. 2013)amant a kilénb6& szekretélt
aszpartil proteinazok a fontosak, mig az invaziGhazekretalt aszpartil proteinazok,
a foszfolipdzok és a lipazok jatszanak dosterepet (Parra-Ortega €s mtsai. 2009;
Silva és mtsai. 2014; Wachtler és mtsai. 2012).CAndida albicansés aC.
dubliniensisfajok, az egyseijt (éleszd) forma mellett hifat is képeznek, amelynek a

virulencidban jatszott szerepe jol ismert (Moramésai. 2002).

Minden olyan tényey ami a Br és a nyalkahartyak épségét karositja, illetve a
neutrofil granulocitak szamat ésiikbdéset csokkenti, kolonizaciéhoz illetve a steril
mtsai. 2012). A centralis és periférids katéterkil @kozott, agynevezett katéter-
asszocialt fetizések patogenezisében fontos a korokozd biofilétethozd képessége
(Nobile és mtsai. 2008; Trofa és mtsai. 2008). Alexz spektrumu antibiotikumok

hasznalata, kiulonésen az anaerob baktériumok eéflehatékony antibiotikumok
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(amoxicillin+klavulansav, metronidazol), valamintt@ alacsony vagy a tul magas
életkor szintén prediszpondl az invafiandidafertozések kialakulasara (Pfaller és
mtsai. 2012).

3.2. A Candida fert 6zések epidemioldgiaja

Wisplinghoff és munkatarsai az 1995-2002 kozottbsihkban 24179 darab
véraramferizést vizsgaltak az Amerikai Egyesilt Allamok korhiban. Bar a
leggyakoribb véraram feiz6 koérokozok tovabbra is a Gram-pozitiv baktériumok
(koagulaz-negatistaphylococcusok3d1,3%, S. aureus:20,2%, Enterococcudajok:
9,4%) voltak, a negyedik leggyakrabban izolalt kéwxdkka a kiulénbdz Candida
fajok Iéptek eb (9%). Az Osszes korokozoét figyelembe vévE€andidafajok esetén
volt a legmagasabb a mortalitds (39,2%), m&nel a S. aureus(25,4%), a
Pseudomonas aeruginoéd8,7%) es aAcinetobacter baumann({B4%) fajokat is. Az
1890 Candidaizolatum kozull aC. albicansvolt a leggyakoribb (54%), amelyetGa
glabrata (19%), aC. parapsilosisés aC. tropicalis (11-11%) illetve aC. krusei
(2,4%) kovettek. A vizsgalt iibzakban masfélszeres novekedést észleltek a véraram

Candidafertézéseit tekintve (Wisplinghoff és mtsai. 2004).

Az invaziv Candidafert6zések megnovelik a korhazi tartbzkodas idejét gdemivs
koltségnovekedés ellenére a mortaliths még mineligns (Lortholary és mtsai.
2014; Pappas és mtsai. 2016; Pfaller és Diekent¥)2@\ leggyakoribbCandidafaj
még mindig aC. albicans de a nen€. albicansfajok okozta invaziv feézések
szama az utdbbi 3 évtizedben folyamatosan novekgxikkem<C. albicans fajok
eléretorésében a flukonazolnak (FLU) az 1991-es,vidledz el§ (kaszpofungin)
(CAS) majd a tovabbi két (mikafungin és anidulafimygechinocandinnak, a 10 évvel
késsbbi bevezetése a terapias gyakorlatba egyaraneptejatszik (Farmakiotis és
mtsai. 2014; Sipsas és mtsai. 2009).

A profilaktikusan vagy terdpidsan alkalmazott amtgélis szerek hatasat a
fajosszetétel megvaltozasara Sipsas és munkataks20©9-ben publikalt vizsgalatai

mutatjak (. tablazaj.

Az el idészak (1988-1992) fajeloszlasara az 1991-ben bextediU valoszifileg

csekély hatassal volt, de megjegyzést érdent&l albicansalacsonyabb éfordulasi
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gyakorisaga, ami az akkor elérbetzol profilaxissal illetve terapiaval magyarazhato
(pl. mikonazol és ketokonazol). A masodiksdak (1993-2002) egyértelien a FLU
hatdsat mutatja az epidemiolégiéra, hiszen a F&btiprimer C. kruse) és szekunder
(C. glabratg rezisztenciaval rendelkézfajok nagymeérték eléretdrése lathato.
Mindekodzben, a FLU irant érzékeny. albicansés C. tropicalis okozta invaziv
megbetegedések szdma csokkent. A harmadik vizdgaktakban (2003-2007) a CAS
széleskdk hasznélata miatt csokkent az echinocandinok irdagymeértékben
érzékeny C. glabrata gyakorisaga (5%!), de az echinocandinok irant keibk
erzekenységgel rendelke. parapsilosis sensu latgyakorisaga névekedett. 8.
kruseiprevalenciaja stabilan magas maradt, m@y &opicalisgyakorisaga tébb mint
a kétszeresérestt. (1. tAblazas).

1. tablazat Vérképsdrendszeri daganatos betegékbletve 6ssejt transzplantacion atesett betegékb

izolalt Candidafajok megoszlasa (University of Texas M. D. Anadgr€ancer Center,Houston).

Betegek szama (%)
Faj 1988-1992 | 1993-2002 | 2003-2007
N=230 N=281 N=173
C. albicans 79 (34) 38 (13) 41 (24)
C. glabrata 28 (12) 86 (31) 8 (5)
C. krusei 17 (7) 68 (24) 30 (17)
C. parapsilosis 33 (14) 39 (14) 42 (24)
C. tropicalis 53 (23) 27 (10) 37 (21)
C. guilliermomdii 2 4 (1) 4(2)
C. lusitaniae 3(2) 3(1) 2(1)
EgyébCandidafajok - - 6 (3)
TobbféleCandida 12 (5) 16 (6) 3(2)

Az echinocandinok és a FLU hatasa a reamdida albicansfajok ebtorése
szempontjabol még szembebbb, ha az antifungalis kezelés mellett kialakulo
kandidémidk (az un. attoréses, vagy breakthrougldiémia) faj szerinti eloszlasét
vizsgéljuk Q. tabladzal). Az egyik adat a korabbiakban emlitett M. D. Arsim

Cancer Centetid (65 beteg) (Wang és mtsai. 2015), a masik pegidgpgorszagi
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hematoldgiai megbetegedésekkel foglalkozé kozpdmibkszarmazik (18 beteg)
(Gamaletsou és mtsai. 2014).

Az Amerikai Egyesiilt Allamokb6l szarmazo tanulméaayatai két szempontbdl is
egyedulalloak. Egyrészt @. albicanscsupan 1,5%-ban volt izolalhaté a betegdkb
Masrészt szembi@ié a kitenyésztett fajok valtozatossaga a r@malbicansfajok
esetén. A betegek 74%-a kapott echinocandint (Wemngtsai, 2015) jelezve, hogy
neutropénias betegeknél az echinocandinok nem miedetben hatékonyak a ritka
Candidafajok ellen. A gordg tanulmany érdekessége, hagypm esetben (14%.
orthopsilosist izolaltak. Négy beteg echinocandint (két paciemsikonazollal és
liposzémalis AMB-vel kombinalva), 6 beteg liposzdm#&MB-t, mig a tébbiek FLU-

t (4 beteg) és posakonazolt (3 beteg) kap2akiblazal). (Gamaletsou és mtsai, 2014).

2. tablazat. Antifungalis kezelés mellett kialakulé kandidémiddj szerinti eloszlasa malignus

hematolégiai megbetegedésben szetikrél (Gamaletsou és mtsai. 2014; Wang és mtsab)201

Betegek szama (%)
Fajok USA Gorégorszag
C. parapsilosis 23 (33,3) 10 (48)
C. orthopsilosis 0 (0) 3(14)
C. tropicalis 16 (23,2) 1(5)
C. glabrata 12 (17,4) 1(5)
C. guilliermondii 5(7,3) 2 (10)
C. kefyr 5(7,3) 0 (0)
C. lusitaniae 3(4,4) 0 (0)
C. famata 2(2,9) 0 (0)
C. krusei 2 (2,9) 1(5)
C. albicans 1,5 3 (14)
Osszes n=69 n=21




3.3. Ritkabban el éfordul6 Candida fajok

Az elézo fejezetben felsorolt leggyakorilibandidafajok (C. albicans C. glabratag C.
tropicalis, C. parapsilosisés C. kruse) az invazivCandida fertézések 90-95%-ért
felelnek. Ennek az ot fajnak jol ismertek a reaszia viszonyai a kulénféle
antifungalis szerek irant (Pfaller és Diekema. 30@vritkabban elfordulé Candida
fajok jelentsége az azonositas nehézsége illetve a kevésbét isezésztencia
viszonyaik miatt fontos (Moran és mtsai. 2002; $ehe és mtsai. 2015).

A ritkdbban ebfordulé Candidafajok kdzul kiemelend a C. dubliniensis amely a
molekularis bioldgiai vizsgalatok alapjan, filogéikailag rendkivil kozel all &C.
albicanshoz (Sullivan és mtsai. 1995). A faj jeléségét az adja, hogy@ albicans
hoz képest gyorsabban fejleszt ki masodlagos Flaisztenciat (Moran és mtsai.
1997; Perea és mtsai. 2002). @. dubliniensisin vitro szérum és neutrofil
granulocitak jelenlétében gyengén vagy egyaltalém rfejleszt hifat. Ugyancsak
igazoltédk, hogyin vivo a C. dubliniensis ellentétben &. albicanssal nem fejleszt
hifat, csak az éles#forma figyelhed meg szisztémas férés esetén (Moran és mtsai.
2012; Sullivan és mtsai. 2004). Mindezen kulonbkg@é magyarazzak, hogy &.
dubliniensiselsssorban a nyalkahartya férésekben jatszik fontos szerepéiled
HIV-fertézotteknél. Mindezek ellenére €. dubliniensisinvaziv ferbzéseket is
okozhat, melynek a mortalitasa hasonl6é (36,4 %ht @i albicansesetén (Carr és
mtsai. 2005; Khan és mtsai. 2012).

Az utobbi két évtizedben tobb kutatécsoport iralgusosC. albicansizolatumokat,
féleg vulvovaginitiszes klinikai mintdkbol (madagaéek és angolai Klinikai
mintakbadl). Ezek az izoldtumok, hasonl6a@ .aalbicanshoz és &C. dubliniensishez
csiratomét fejlesztettek szérumban, de klamidosporat rizstg@alajon nem
képeztek. Nem asszimilaltdk a trehal6zt, nincs Blikgalaktozidaz enzimik és a
masik két fajhoz képest lassabban, képeztek hatekularis bioldgiai vizsgalatok
bizonyitotték, hogy ezek az atipusdsalbicansizolatumok kilén fajba tartoznakG
albicans sensu lata belll, és &. africananéven (] fajba soroltaéket (Borman és
mtsai. 2013; Romeo és Criseo. 2011; Yazdanparasttgsi. 2015). AC. africana
donBen tehat vulvovaginitiszes Klinikai mintakbol tesyé ki, de irodalmi adatok
alapjan invaziv fefizést is okozhat. Valoszileg vilagszerte éfordul, de kevés

tanulmény all rendelkezésre a pontos epidemiolagddj Antifungdlis szerek iranti



erzekenysége hasonlé@G albicanshoz és aC. dubliniensidhez. A tinetekkel jaro
vulvovaginitiszek minden esetben gyogyultak azplisii (klotrimazol vagy FLU)
antifungalis szerekre (Borman és mtsai. 2013; Roégge€riseo. 2011; Yazdanparast
€s mtsai. 2015).

A C. guilliermondii hasonldéan az &6 két fajhoz C. dubliniensisés C. africang
kevesebb, mint 1%-ban tenyészik ki invaz@andida fertszésekibl, de Dél-
Amerikdban akar a kandidémiak 3-5%-ért is f&ddehet (Pfaller és Diekema. 2007).
A FLU irant csokkent érzékenységet mutathat illettermészetes, csokkent
erzekenységgel rendelkezik az echinocandinok {@hen és mtsai. 2011; Cheng és
mtsai. 2017). Klinikai jeleriiségét az adja, hogy invaziv fexések esetén egyidej
immunszuppresszid is gyakori, ami leukémias betezgtén az esetleges csokkent
antifungalis érzékenység miatt korlatozza a tesgmidadhatd antifungalis szerek

szamat (Marcos-Zambrano és mtsai. 2017; Pfallentsai. 2012).

A C. lusitaniae szintén a ritkdbban izolalhaté kérokozOk kozé ok és képes
invaziv fertzések kialakitasara.6leg a vérarambdl izolalhatd, de hasiregi vagy
hagyuti kérfolyamatokbol egyarant izolalhaté (Péalés Diekema. 2007). A korokozo
azért kerult az érdeftieés kozéppontjaba, mert a betedgédkbolalt térzsek egy része
csokkent érzékenységet mutatott az AMB irant ibeAMB terapia soran konnyen
alakult ki masodlagos rezisztencia (Hamill. 201B)aganatos megbetegedésben
szenvedkbol illetve sebészeti beavatkozason atesett betégekiolalhatd a
leggyakrabban. A betegek altalaban korabban nentakaantifungalis kezelést és
szteroidot sem. A FLU iranti MIC értékik altalabalacsony. Az altaluk okozott
mortalitas az Eszak-Amerikai adatok alapjan alatéaB0% alatti (Pfaller és mtsai.
2012), de malignus hematoldgiai betegek esetéR, féleg echinocandin kezelésben

részesiltek joval 50% feletti a halalozas (Jungnési. 2015).

A C. kefyrt elészor 1909-ben, kefidd izolaltak (Dufresne és mtsai. 2014). A 2004-
2008 kozotti Eszak Amerikai (PATH Alliance Regigtfglmérésben, az 5526 invaziv
Candidafertozéskdl csupan 11 esetben (0,2%) izolaltak (Pfaller ésamt2012). A
legUjabb adatok alapjan hematologiai daganatos etegbdésben szenved
betegeknél gyakori kolonizalé gomba, illetve a vana fertzései esetén is gyakoribb.
A kolonizéacié gyakoribb a nyéari édzakban, ami 6sszefligghet azzal, hogy a joghurt
és egyéb tejtermékek nem megfélblitése esetén megjelenik bennik .akefyr A C.
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kefyra tejtermékek romlasaért felel, igy a nem megfdiégtélanc segitheti a malignus
hematoldgiai betegségben szerle#olonizacidjat (Dufresne és mtsai. 2014; Staab
és mtsai. 2014). Egyes medfigyelések szerintC.akefyr gyakoribb kimutatdsa
0sszefliggésben van azzal is, hogy a CAS helyetiCaAM kezdték egyre gyakrabban
hasznalni. JOI dokumentalt megfigyelés, hogy eatandin terapia soran 10-14 nap
alatt echinocandin rezisztencia égjhet ki (Dufresne és mtsai. 2014; Staab és mtsai.
2014).

. 4 Echinocandinok

Az echinocandinok ciklikus lipopeptidek, melyek n&ompetitiv médon gatoljak g
1,3-D-glikan-szintdz enzimkomplexet. A sejtfal $erisének a gatlasa ozmotikus
instabilitashoz majd a sejt halaldhoz vezet (Chemtsai. 2011). A glikan-szintaz a
gomba sejtmembranjaban talalhato, két alegydé@iksp, Rho) allo enzimkomplex.
A Rho GTP-kdb protein és a glukan-szintetazt szabélyozza. Arhgén altal kodolt
(FKS1, FKS2, FKS3) Fksp katalizélja a cukor egy&eggallitdsat az aktivalt donor
molekulakrél (UDP-glikoz) az akceptor molekulakrdz FKS2 transzkripcidja
kalcineurin fligg. Az FKS3 geén transzkripcioja a masik két génhgzeké elenyéesy
(Chen és mtsai. 2011; Perlin 2014).

1. &bra A kaszpofungin és a mikafungin szerkezeti kép|Bte Kardos Gabor jovoltabadl).

HN H
: XN,, OH

o
OH /~\ O
==NH
N

HO caspofungin HO micafungin

Jelenleg harom echinocandin kaphato6 a kereskedielgalomban. A CASY. abra) a
Glarea lozoyensisfermentlevéBl izolalt pneumocandin B mddositott valtozata. Az
anidulafungin (ANI) 2006 6ta van forgalomban, Agpergillus nidulansaltal termelt

echinocandin B maodositott formaja. A mikafungin @®MN) a Coleophoma empedri
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pneumocandin A0 molekuldgjanak modifikalt valtozath éabra), és 2004-ben

engedélyezték a hasznélatat (Chen és mtsai. 2011).

RPMI-1640 tdpkozegbeaz echinocandinok a legtéi@andidafaj ellen fungicid, mig

az Aspergillusfajok ellen fungisztatikus hatast mutatnak. Hati@stokC. neoformans,

a Fusariumfajok és a jaromspéras gombaygomycetesgllen (Chen és mtsai. 2011).
Az egyesCandidafajok echinocandinok iranti MIC értéke altalabdacaony (0,03-
0,06 mg/L), deC. parapsilosisés C. guilliermondii esetén a MIC érték akar a
szazszorosa is lehet @. albicansesetén tapasztalt alacsonyabb MIC értékeknek.
Ennek ellenére az echinocandinok e két magasabbévéRkel rendelkezfaj ellen is

j6 klinikai hatékonysagot mutatnak (Pfaller és mt2011/a). Az echinocandinok
hatdsosak invazi€andidafertozések kezelésére és az AMB-vel 6sszehasonlitvé jova
kevesebb mellékhatassal kell szamolni (Pappas 6ai.n#016). Az echinocandinok
hatékonynak bizonyultak gyermekek sijszulottek invazivCandidafertézéseinek a

kezelésében is (Chen és mtsai. 2011; Pappas és 2058).

Csak intravénasan alkalmazhatok, a napi egyszeadls az ajanlott. Feitieknél
CAS és ANI esetén 70 illetve 200 mg-osoetepi telit dozist kell adni, amit CAS
esetén 50 illetve ANI esetén 100 mg-os fenntarfd dézisok kovetnek. MICA esetén
telit6 dozis nem kell, napi 100 mg az ajanlott terapiap@fas €s mtsai. 2016). Az itt
leirt ajanlott napi dozisokat standard napi dodseanevezik.

Az echinocandinok Klinikai hatékonysaga az AUC/MIIgtve, kisebb mértékben, a
Cna{MIC farmakodinamias paraméterekkel all szoros éggmésben (Hope és
Drusano 2009; Louie és mtsai. 2005). Az echinocwidkivaldé hatékonysdgahoz két
tényed jarulhat hozza. Az egyik a hosszu posztantifusghlitdas (PAFE), a masik,

pedig a gyogyszercsoport jellegzetes farmakokiagtik

A PAFE azt jelenti, hogy amikor a gyogyszer konca&eitja a MIC érték ala csokken,
a kérokoz6 szaporodasa tovabbra is gatolt maradedkinocandinok esetén fajtol
fuggoen altalaban hosszu PAFE-vel lehet szamolni (>aZ0ralbicans C. glabrata

C. kruseiés C. parapsilosi} (Chen és mtsai. 2011; Lepak és Andes. 2014jnPerl
2014), mig mas fajoknalC( guilliermondii C. kefyr és C. lusitania@ nem
tapasztaltak PAFE-t (Di Bonaventura és mtsai. 2004)

Az echinocandinok farmakokinetik4jat legrészletbsgbCAS esetében vizsgaltak. Az
egyszeri és tobbszords dozis beadasat kéwmet gyogyszer plazmakoncentracidja
12



polifazikus csokkenést mutat. Kozvetlenil az infdzikbvetben egy révid
disztribuciés faziso-fazis), majd egy dozisfudg 6-48 oraig tart@-fazis kovetkezik.
A magasabb dozisoknal, 2-3 napig taptdéazis is megfigyelhét (Stone és mtsai.
2002).

A CAS farmakokinetikdjanak még pontosabb megértegest a masik két
echinocandinét is) Louie és munkatarsainak (2005)zagalatai segitették, akik a
CAS terminalis féléletidejét hataroztdk meg egédetiben. Ha csak a szérumban
levé gyogyszermennyiség dbeli valtozasat vizsgaltak, a féléletid0,2 ora volt.
Amikor azonban, figyelembe vették a vesékbend [€AS-t is, a szérumban és
vesékben egyuttesen mémhdeléletids 59,2 oOrara é6tt. Ezt azt jelenti, hogy az
intravénasan beadott CAS a W@rla bel$ szervek (maj, Iép, vesék stb.) szbveteibe
lép, ott felhalmozddik, és a szervéklmint rezervoarokbol a gydgyszer folyamatosan
visszaaramlik a szérumba. Az echinocandinok sz@kdtiimulaciojat mas szdilk is
bizonyitottdk (Sandhu és mtsai. 2004). Ennek a d&okinetikdnak azért van
jelentbsége, mivel a gombak nemcsak a vérben, hanem atskben is megtalalhatok,
igy lehetség van a gombak eliminacidjara nemcsak a dkgrbanem a nagy

echinocandin koncentracioju szovetékis.

3.5. Az echinocandin rezisztencia

Az echinocandinok iranti csokkent érzékenység viegysztencia oka az FKS1 gén
mutacioja, ami aminosav szubsztiticidhoz vezet kel alegység két, ugynevezett
forr6 tertletén, a ,hot-spot” (HS) régidban. Asjlosis komplex mindhdrom tagja
esetén €. parapsilosissensu strictpC. orthopsilosisés C. metapsilosis)az Fkslp
fehérje 660. poziciojaban bekdvetkeprolin-alanin természetes aminosav csere a
csokkent érzékenység oka. AC. quilliermondii szintén primer, csokkent
érzékenységgel rendelkezik az echinocandinok if&ntablaza) (Garcia-Effron és
mtsai. 2008).

Az echinocandin terapia soran kialakulé masodlagassztencia leggyakrabbab.
glabrata esetén fordul é| amelynél az egyid&jFLU rezisztencia aranya is magas
(Farmakiotis és mtsai. 2014; Perlin 2014). Egygbkizal a rezisztencia ritka (Perlin.
2014). A4. tablazat a rezisztens izolatumokban megtalalhat6 leggybkaminosav

valtozasokat mutatjaC. glabrata esetében az FKS1 és az FKS2 génekben
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bekovetke# mutaciok egyarant szerepet jatszanak a reziszekiglakulasaban
(Perlin 2014).

Az FKS mutéaciéval rendelkézC. albicansizolatumok virulenciaja és életképessége
alacsonyabb, mint a ,vad tipusu” izolatumoke ileein vitro csokkent glukan-szintaz
aktivitast, megvastagodott sejtfalat és megnovedkekién tartalmat észleltek. A
szerdk szerint a populacoban vald széleskdglterjedésik nem valostin igy
(Ben-Ami éstsan 2011).

echinocandinok napi dozisanak a novelése a farnma&odai jellemzdk miatt

epidemiolégiai hatasuk is korlatozott Bar az

elméletileg hatékony lehet a rezisztens izolatumeken, nem-neutropénias

allatmodellben az emelt doézisok hatastalanok vdisiederhold és mtsai. 2011).

Szerencsére az echinocandinok irant rezisztengk&linzolatumoknak a szama
vildgszerte még mindig nagyon alacsony (Farmakiésisntsai. 2014; Perlin 2014).
Ezért az echinocandin rezisztencia semmiképpennsagyarazza az invaz{vandida

fertozések esetén tapasztalhatd, még mindig igen madgstast.

4. téblazat. Aminosav valtozasok az FKS gének altal koédolt fgidren és azok hatasa az
echinocandin érzékenységre (Perlin. 2014). A ,feertiletek” el§ aminosavanak a sorszama jelezve.

Fks1 Fks2

Faj

HSP1

HSP2

HSP1

HSP2

C. parapsilosis

Fes2 LTLSIRDA

D13sdVIRRYTL

C. orthopsilosis

Fso LTLSIRDA

D5 WVRRYTL

C. metapsilosis

Fi04 LTLSIRDA

Dg21WIRRYTL

C. guilliermondii

Fesz MALSIRDP

DiasWIRRYTL

C. albicans | Fen LTLSLRDP | DysWIRRYTL - -
C. dubliniensis | Fes LTLSLRDP | DigsWIRRYTL - -

C. glabrata Fors LILSLRDP | Di3:dNIRRYTL | FesolILSLRDP [D1a7aNIRRYTL
C. tropicalis F;oLTLSIRDP | D, WIRRYTL - -
C. krusei Foss LILSIRDP | DiseaVIRRYTL - -
C. kefyr Fs.LTLSLRDP | DseWIRRYTL - -

Felkover, dlt beti: természetes polimorfizmus  F: Pha, L: Leu, T: Tre, S: Ser, I: lle, R: Arg,
Felkover, nagyobb bétprominens rezisztencia A: Ala, Y: Tyr, V: Val, P: Pro, W:Trp
Aldhazott, nagybét a rezisztencia gyenge
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3.6. A szérum echinocandin farmakodinamiara kifejte  tt hatasa

A Candidafajok extracellularisan elhelyezk&dorokozok, amelyek a véraram altal
egyéb bel§ szervek fekizéseit okozhatjak (Felton és mtsai. 2014). Az angélis
szereknek ezért a féreés helyén megfel@lkoncentracioban kell jelen lennitk, hogy a
gombat eradikalni lehessen. Extracellularisan gmded korokozok esetén a terapia
sikeressége szempontjabol az intersticialis folkadgogyszer koncentracidja a
relevans, ami viszont a szérumbanélészabad (fehérjéhez nem kotott) gydgyszer
koncentraciéjaval mutat szoros o0sszefliggést. A yaaryek fehérjékhez kidése
fontos a hatékonysag és a mellékhatasok szempohtialvel csak a fehérjékhez nem
kotott, szabad gyogyszer lesz farmakologiailagvakgzabad gydgyszer” hipotézis).
Klinikailag relevansnak tartjdk, ha a gyogyszer -98Bo-ban kaidik fehérjékhez

(Felton és mtsai. 2014; Gonzalez és mtsai. 2013).

Mindharom echinocandin nagymértékbendkiik a szérumban Iévfehérjekhez, ami
jelentbsen megvaltoztatja az echinocandinok vitro és in vivo aktivitasat. A
fehérjékhez kdtdés mértéke CAS esetén 96,5% (dént albuminhoz), MICA-nal
99,8% (albuminhoz és alfa-1-savas glikoproteinhedl) ANI esetében 99%. Ez azt
jelenti, hogy a szérumban k&gyogyszermennyiségnek csupan 0,2-3,5% lesz szabad,
azaz bioldgiailag aktiv formaban (Gonzalez és m&@al3). A kevés szamu irodalmi
kozlemény adatai a fenti elméletet alatamasztottély az echinocandinok
aktivitasanak a cstkkenését tapasztaltalCandida és Aspergillus fajok esetén
(Garcia-Effron és mtsai. 2011; Ishikawa és mts@0® Odabasi és mtsai. 2007,

Paderu és mtsai. 2007).

Paderu és munkatarsai (2007) a CAS, a MICA és ak hsithsat vizsgaltak klinikai
Candida izolatumok ellen RPMI-1640+50% human szérum (=5084érum)
tapkdzegben. CAS-nal az 50% szérumban mért MICkektél-16-szor voltak
magasabbak, mint az RPMI-1640-ben mért MIC értéMHICA-nél ugyanez az arany
32-128-szoros, mig ANI-nal 8-256-szoros volt. Hdadommértéki MIC érték
emelkedésil szamoltak be Odabasi és munkatarsai is (2007)kéA tanulmany
eredményei nem teljesen korrelaltak a ,szabad ggamyy hipotézis” elméletével,
hiszen a MIC eértékeknek az eredetihez képest, D00-5zeresére kellett volna

ndvekednilk. Ennek valostimka, hogy a fehérjékhez Kites gyenge, reverzibilis és
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a gyogyszer levalva a fehérjékrhozzakapcsolédhat a gombahoz és kifejtheti

antifungalis hatasat (Gonzalez és mtsai. 2013).

A harom echinocandinnak a szérumban mért MIC érték€andida fajok ellen
nagyon kozel vannak egymashoz és a 8zétekek is sikebb tartomanyban vannak,
mint az RPMI-1640-ben mért MIC értékek (Garcia-a&ffres mtsai. 2011; Ishikawa és
mtsai. 2009; Paderu €s mtsai. 2007). A szérumnakkatmazasa tehat kiegyenliti az
echinocandinoknak az RPMI-1640-ben meért kulowb&HC értekeit, igy a harom
echinocandin esetén az RPMI-1640-ben tapasztalonkoks MIC eértékeknek,
ugyanazon izolatum ellen valésitieg nincs jeleriisége (Garcia-Effron és mitsai.
2011).

Andes és munkatarsai (2010) neutropénias egerekibdeskitenyésztett CFU
valtozasbdl meghataroztak a fungisztatikus és ay eggysagrendnyi CFU
csokkenéshez szikséges farmakodinamias targeteér@nhechinocandinnalC.
albicans C. glabrata és C. parapsilosisesetén.C. parapsilosissensu latoellen a
sztatikus hatashoz sziikséges napi CAS dézis (3,8818g/kg) szignifikansan kisebb
volt, mint ANl (51+35 mg/kg) és MICA (32,3+24,0 nkgy) esetén. Ezek a
statisztikailag szignifikans kulonbségek teljesdtiirgek, ha a szabad, fehérjékhez
nem kotott, echinocandin koncentraciokat hasznadtélarmakodinamias target, az
AUC.24{MIC kiszdmitasahoz (a target ANI esetén 11,5+10AS esetén 16,8+26,4,
illetve a MICA esetén 4,95+3,6 voltak). Hasonlodenényt kaptalC. albicansésC.

glabrataesetén is.

A szérumban végzetin vitro vizsgalatok tehat segithetnek még pontosabban
megérteni az echinocandinok hatasmechanizmusatadgy vivo hatékonysag még
pontosabban lenne becsiuthetovabba a szérum alapu tapkdzeg segithet elkétini
a ,vad” tipusu klinikai izolatumokat az ismert métagos rezisztenciaval rendelkez
(terapia soran rezisztenssé valt) izolatumoktolGarcia-Effron és mtsai. 2011).
Sajnos a szérummal végzett érzékenységi vizsgajatekleg nem standardizaltak

(Nasar és mtsai. 2013).
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3.7. Az echinocandinok fajspecifikus klinikai hatar ertékei

Jelenleg két referencia modszer létezik a sarjagatnbak MIC értékének a
mikrohigitasos moddszerrel toriémeghatarozdsara. Az 1997-ben (NCCLS M27-A,
1997), az USA-ban kidolgozott médszer, azéta t@wizion is atesett (NCCLS M27-
A2, 2002) illetve 2008 o6ta CLSI (Clinical LaborayoStandard Institute) néven
hozzéaférhet (CLSI M27-A3, 2008). Az utolsé modositas 2012-b@mént (M27-A4).

A masik érzékenység meghatarozasi modszer az EUGHR®TEUropean Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) (Arendrugs mtsai. 2012), ami alapjaban
véve a CLSI médositasa. Mindkét modszer RPMI-16840asznal tapkdzegként,
pufferként 3-N-morfolino-propanszulfonsav szerepsl a MIC értékeket 38C-on
valé inkubdlas utan, 24 6ra mulva kell leolvasnz EUCAST esetén a glukoz
tartalom 10-szerese a CLSI esetén hasznalt glukog@® vs. 0,2%) illetve, az
EUCAST kezd csiraszama 100-szorosa (X0FU/ml) a CLSI kezd csiraszaméanak.
A két modszerrel 24 6ras inkubacios idtan kapott MIC értékek 2 higitasi fokon
belll 78,9-99,6%-0s egyezést mutatnak (Pfaller &saim2014). Az EUCAST ed&ént
vezette be a faj-specifikus Klinikai hatarérték edi-point) fogalmat a sarjadzo

gombak esetén, amit azéta a CLSI (2012) is atvett.

A CLSI 2008-ban modositotta 2002-es ajanlasat zzkénységi kategoriakra, de még
nem hasznalta a fajspecifikus hatarértékeket, eamadenCandidafajra ugyanaz az

erzekenységi kategoria vonatkozott. A legérdekeskategoria a nem-érzékeny
kategoria volt a harom echinocandin esetén (CL&I82 Ennek a kategorizalasnak az
volt az oka, hogy a nem sokkal kordbban bevezetdinocandinokkal jo terapias
eredményeket lehetett elérni, még olyan izolaturas&tén is, amelyeknek a MIC
értéke 1-2 mg/L volt. igy minden olyaBandidaizolatumot amelynek a MIC értéke

<2 mg/L volt, érzékenynek tekintettek.

A fajspecifikus klinikai hatarértélbevezetése azon a felismerésen alapult, hogy a
kilonbd® antifungalis szerek MIC értékei szignifikansancatsnyabbak néhany faj
esetén, mint mas fajoknal. Az FKS génben bekovétkaataciokC. albicansvagyC.
glabrata esetén azonban nem feltétlentl vezetnek jésem megemelkedett
echinocandin MIC értékhez, tehat akar 2 mg/L alstiC értékeket is mérhetliink
(Pfaller és mtsai. 2011/a). A2 mg/L MIC érték pedig ugyanezt az izolatumot
érzékenynek kategorizalta volna, a nyilvanvalopges sikertelenség ellenére is.
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A 2010-es évek elején az () klinikai hatarértékelkegalkotdsa soran az adott
antifungalis szer MIC értékeinek a megoszlasatlantiovz Candidafajok esetén, az
ismert rezisztencia mechanizmusokat, a farmakokmieiarmakodindmiai
sajatsdgokat és a nemzetkozi felmérésekben séefdplikai hatékonysagot is
figyelembe vették (Pfaller és mtsai. 2011/a). A C(Z®12) az echinocandinok esetén
hat gombafaj esetén tett javaslatot az U] fajspesf klinikai hatarértékekre5(

tablazat).

5. Tablazat. Az echinocandin antifungalis szerek klinikai hatéékei a klinikailag fontosCandida
fajok esetén. (CLSI, M27A-4, 2012)

Faj/antifungalis szerek Klinikai hatarérték (mg/L)
E M R

C. albicans
Kaszpofungin <0,25 0,5 >1
Anidulafungin <0,25 0,5 >1
[Mikafungin <0,25 0,5 >1
C. glabrata
Kaszpofungin <0,12 0,25 >0,5
Anidulafungin <0,12 0,25 >0,5
IMikafungin <0,06 0,12 >0,25
C. parapsilosis
Kaszpofungin <2 4 >8
Anidulafungin <2 4 >8
[Mikafungin <2 4 >8
C. tropicalis
Kaszpofungin <0,25 0,5 >1
Anidulafungin <0,25 0,5 >1
IMikafungin <0,25 0,5 >1
C. krusei
Kaszpofungin <0,25 0,5 >1
Anidulafungin <0,25 0,5 >1
[Mikafungin <0,25 0,5 >1

C. guilliermondii

Kaszpofungin <2 4 >8
Anidulafungin <2 4 >8
Mikafungin <2 4 >8

E: érzékeny, M: mérsékelten érzékeny, R: rezisztens
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A fajspecifikus hatarértékek bevezetése az echimbnarezisztens izolatumok
kisziirése miatt volt fontos, azaz a biztonsagos teraplaa 6 cél. Bevezették a
mérsékelten érzékeny kategoriat. Figyelembe véwgy h CAS MIC érték eloszlasa a
nemzetkozi felmérésekben a kulonb&kdzpontokban nagy szérast mutatott, ma mar
nem javasoljdk a CAS MIC rutinsZer meghatarozasat a mikrobiologiai
laboratériumokban. Helyette, a MICA és/vagy ANI Mi@zghatarozast kell elvégezni
és azoknak az eredményei alapjan kell a CAS éryskegneredményét a klinikus felé
kozdlni (Espinel-Ingroff és mtsai. 2013]. parapsilosisés aC. guilliermondiiesetén
megmaradt az eredeti, 2 mg/L-es érzékenységi heilard 3 echinocandin esetén
(CLSI, 2012).

A ritkdbban ebforduld fajok esetén sokkal kevesebb adat allt etkexésre, ezért az
an. epidemioldgiai hatarértélegidemioldgiai cut-off” =ECOFF) segithet a terapia
megtervezéseneél. Az ECOFF azt a MIC értéket jedtiely magaba foglalja a ,vad”
tipusi gomba izolatumok legaldbb 95 %-a4nak a MIEkét (masképpen: a ,vad”
tipusu izolatumok MIC értékének a féldatara). Ennek értéke azomlek alapjan
fugg a ,vad” tipusu gomba izolatumok MIC értekéraek eloszlasatol, a MIC érték
moduszatol illetve a MIC meghatarozasi modséerreds variabilitastol (CLSI,
2012; Pfaller és mtsai. 2010, 2011/a és b).

3.8. Az echinocandinok hatékonysaga kulonb6z 6 betegcsoportokban

Lortholary é€s munkatarsai (2014) parizsi és a Bakadrnyéeki kérhazak intenziv
terapias osztalyairdl riaszté adatokat kozoltekraaziv Candidafertszések okozta
mortalitasrél. Vizsgalatukban a kandidémia gyakiges az intenziv terapias
osztalyokon és nem-intenziv terapias osztalyokon smgnifikans meértékben
novekedett. A szignifikdns novekedésért a nem-mitenterapias osztalyokon
(6sszesen 1301 kandidémia) adlbicansés aC. glabratga mig az intenziv terapias
osztalyokon (6sszesen 1206 kandidémial.aalbicansvolt a felebs. A hatodik
leggyakoribb korokozé mind az intenziv, mind pedig nem-intenziv terapias
osztalyokon is &. kefyrvolt (1,7 illetve 1,8%). Az intenziv terapias adybkon a
FLU terapia a 2003-as évi 64,8%-r6l, 2009-re 3818%esokkent, mikdzben az
echinocandin hasznélat 2003-as évi 4,6%-rol, 4&&%6tt 2009-re. A korabbi FLU
terapia/profilaxis prediszponalt @. krusej a C. tropicalis és aC. glabratg mig az
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echinocandin terapia@. parapsilosisaC. krusej aC. kefyrés aC. glabrataokozta
véraramferizésekre. Az echinocandin hasznalat 6nmagaban rerggsze fokozta a
C. kefyr és kétszeresére @. krusei eléfordulasi gyakorisagat. Mindekdzben a
halalozas a 2003-as évi 42,7%-r0l 53,9%-6t.PAz intenziv terapias osztalyokon a
fajspecifikus halalozas 50-50% vd@lt albicans C. glabrataésC. tropicalis 70% C.
kruseiésC. kefyr mig 30%C. parapsilosisesetén. A szeéznem tudott magyarazatot
adni ezekre a riaszté adatokra, hiszen az antifisngaerek iranti rezisztencia nem
volt jelents. Azt azonban elképzelldéeek tartotta, hogy a bakterialis szepszisek
hatékonyabb kezelése fokozza a betegek tuléldsktyiazont fokozottan érzékenyek

aCandidafajok okozta invaziv feéizésekre (Lortholary és mtsai. 2014).

Hasonléan megdobbénadatokat lathattunk a mar korabban emlitett MABderson
Cancer Centefld, Jung €s munkatarsainak a kdzleméwy€p015). A szerék a ritka
Candidafajok okozta kandidémiakat vizsgaltak az 1998-2RG36tti iddszakban. A
68 beteg kozil 28 betegn@l guilliermondij 19 betegnéC. lusitaniae 13 betegnéC.
kefyr, 7 betegnélC. famata illetve egy esetberC. dubliniensistenyészett ki. A
szerdk kiemelték, hogy &. dubliniensisokozta kandidémia a valdésagnal ritkdbban
fordulhatott eb, mivel hagyomanyos maédszerekkel tértént az aztdmsA vizsgalt
id6szakban az évi echinocandin felhasznalas szignsikaéertékben dit, és ezzel
szoros Osszefiiggésben szignifikdnsan emelkedettlasitaniaeés aC. kefyrokozta
kandidémiak szama. A 68 beteg kozll 37-nél attéré¢beeakthrough) kandidémia
alakult ki (16 betedC. guilliermondii 8 betegC. kefyr 7 betecC. lusitaniaeilletve 6
betegC. famatd, akik kdzll 21 beteg echinocandin kezelést kagetek a betegek
donten leukémias, neutropénids és az intenziv teramaslyokon kezelt betegek
voltak. A kdzpontban a CAS iranti érzékenysegettwatak meg, és az ECOFF
ertékek alapjan &. kefyrizolatumok 82%-ka illetve &. lusitaniaeizolatumok 21%-
ka bizonyult nem ,vad” tipustnak. &. guilliermondiiizolatumok 87%-ka érzékeny
volt CAS irant. A szerdk kiemelték, hogy a CAS éltal mért MIC érték neratbs,
hogy relevans, hiszen a rutin MIC meghatarozasnsll@A és az ANI javasolt
(Espinel-Ingroff és mtsai. 2013). Az attéréses kadéwhiak esetén a 28 napos
halalozas 76%-0s volt (28/37), ami szignifikansaagasabb volt, mint @e novo
kandidémidk esetén (41%, 12/29). A sBkrzéleménye szerint a ritka fajok okozta
igen magas haldloza€ ( guilliermondii 59%, C. lusitaniae53%, C. kefyr77%, C.

famata57%) nem magyarazhato teljesen az FKS génekbeivetded mutaciokkal,
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inkabb az uan. klinikai rezisztencia a valédiih. A Klinikai rezisztencia tdbb
tényesdtol fugg, beleértve az alapbetegséget, a kérokozajdmhsagait (virulencigjat)
illetve a kezelésre hasznalt antifungalis szer kan@cidjat a feizott testtajékon.
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4. Célkit tizések

Invaziv Candida fertézések esetén a jelenlegi ajanlas szerint az edmawk az
elssként valasztando antifungalis szerek. Az echinoicenkdterapias bevezetése ellenére
az invaziv Candida fertozések okozta mortalitds, kulondsen a ritkabbanaibhato
Candidafajok esetén még mindig elfogadhatatlanul magaselVaz echinocandinok a
szérumban nagymeértekben &dnhek a kilonbdz fehérjekhez, a kétlés csokkenti a
farmakologiailag aktiv echinocandin koncentracig#ért, a minimalis gatlé koncentracio
és az id-0lés goOrbék segitségével RPMI-1640 és RPMI-16406-5@zérum
tapkdzegekben dsszehasonlitottuk a mikafumgiwitro aktivitasat a klinikailag fontos,
de ritkdbban izolalhat€andidafajok ellen, mint aC. dubliniensisa C. africang aC.
guilliermondii, a C. lusitaniaeés aC. kefyr A C. dubliniensishez és &. africanahoz
genetikailag kozel all&C. albicanst szintén vizsgaltuk. Munkankkal valaszt kerestiink
arra, hogy a mikafungin alkalmas-e a ritkan izaédhCandidafajok elleni terapiara

invaziv fertizések esetén.
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5. Anyagok és médszerek

5.1. A sarjadz6 gombak eredete és azonositasa

A sarjadz6 gombak tenyésztésére kloramfenikolali@dzo Sabouraud-agar taptalajt
hasznaltunk. A fajok éketes azonositasara és a tenyészetek tisztasagamak
ellensrzésére a kromogén szubsztratot tartalmazo taptal§§HROMagar Candida-t
(Becton Dickinson) alkalmaztuk. &. albicans aC. guiiliermondij aC. lusitaniaeés

a C. kefyrklinikai izoldtumokat kandidémidban szengeoetegek verél izolaltuk.
Fajszinti azonositasukhoz az API ID 32C (BioMérieux, Mar@tdile, France) és a
MICRONAUT-Candida System (Merlin Diagnostika GmbBornheim, Germany)
modszereket hasznaltuk (Szabo és mtsai. 2008). Aubliniensisés aC. africana
Klinikai izoldtumok korabbi tanulmanyokbdl szarmakztés molekularis bioldgiai
mobdszerekkel azonositottélket (Gil-Alonso és mtsai. 2015; Somogyvari és mtsai
2007). A C. albicans komplex vizsgalata esetén egy-egy ATCC teszttbrise

vizsgaltunk.

5.2. Mikafungin minimalis gatlé koncentracié meghat  arozasa

A MICA torzsoldatot a CLSI ajanlasa alapjan kégtite (M27-A4, 2012). Két
tapkdzeget alkalmaztunk. Az 8lsaz RPMI-1640 volt, amely a standard tapkdzeg
antifungalis érzékenység meghatarozas esetén. 2 flehgrje kobdéssel rendelkéz
MICA esetén a fiziol6gidas viszonyokat akartuk méelati ezért, human szérummal
(Sigma, Budapest) kiegészitett RPMI-1640 tapkdzegatkalmaztunk (50% szérum)
(Garcia-Effron és mtsai. 2011; Ishikawa és mtsa® Paderu és mtsai. 2007). Mivel
50%-0s szérum esetén nehéz a MIC érték szabad stdomerd leolvasasa, ezért a
makro leves-higitdsos moédszer segitségével (1 giExégatban) hataroztuk meg a
MICA MIC értékeit. A legmagasabb vizsgélt MICA kamdracio 32 mg/L volt.

A fiziologias soéoldatban, denzitométerrel 0,5 Md&ad dirisédire allitott
gombaszuszpenziok d&lllitAsahoz, 24 Oras Sabouraud-agaron tenyésztett
gombatelepeket hasznaltunk, majd a megfadsiraszam bedllitashoz (F1OFU/mL)
RPMI-1640 folyékony taptalajt alkalmaztunk. Mindeesetben gombakontroll
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(antifungalis szert nem tartalmazo) és taptalapadint(sarjadzé gombat nem
tartalmazd) csoveket is bedllitottunk (CLSI M27-2B08; és M27-A4, 2012).

A csdveket 35 °C-on inkubaltuk, majd 24 6ra utamualisan olvastuk le. A MICA
MIC értéke, az a koncentracio volt, amely a kotiiat képest legalabb 50 %-o0s
novekedés csokkenést mutatott (prominens gatla8y{AB, 2008; és M27-A4, 2012).
A vizsgalt ATCC teszttorzsek MIC értékei mindig agadott hatarok k6zott voltak.

A kisérletekben a 6 faj esetén dnalldan végeztdmCaérték meghatarozasat a két

tapkozegben

5.3. Az id 6-6lés gorbék felvétele

Az id6-6lés kisérleteket korabbi munkank alapjan végethikkman és mtsai, 2016;
Kovacs és mtsai, 2014/a és b). Denzitométer segftsé ~16 CFU/mL kiindulasi

csiraszamu gombaszuszpenziot keészitettink RPMI-16p@6zegben. A vizsgalt
koncentraciok 1, 4, 16 és 32 mg/L voltak, d€.aalbicanskomplex esetén a 0,25

mg/L koncentraciot is vizsgaltuk.

A téaptalajt, gombaszuszpenziét, valamint a kulo@b&oncentraciéja antifungalis
szereket tartalmazo6 csoveket folyamatosan razatvanl végtérfogatban), 35 °C-os
sotét termosztatban, 48 oraig inkubaltuk. A csogekh 4, 8, 12, 24 és 48 orankeént
kivett 100-100 pL folyadékot, 1:10-es |éptékberzidliogids séoldatban higitottuk
majd a higitdsokbdl Sabouraud-agarok felszinér® 4k3 cseppentettink (Doman és
mtsai. 2016; Kovacs és mtsai. 2014/a és b). Ablzaesatben, amikor varhato volt,
hogy a kibtt telepek szama <1000 CFU/mL lesz, akkor a gombiigitas nélkdl is
kioltottuk. A detektalas alsé hatara 50 CFU/mL. MWemnnyolc éra mulva a kit
telepeket megszamoltuk és a higitasi fokok figyblemeételével kiszamitottuk azoél
gombasejtek szamat. A kapott csiraszamokat de fidggvenyében grafikusan

abrazoltuk (Doman és mtsai. 2016; Kovacs és ni28di/a és b).

Az antifungalis szeratvitel jelenségét (,antifungalrryover”), a kisérletek &t 500
CFU/mL kezd csiraszammal vizsgaltuk meg. A taptalaj, a gydeyses a
gombaszuszpenzié megfélel mennyiségeinek ©6sszemérése utan 4x30 pL-t
Sabouraud-agarra oltottunk és 48 dras inkubalagetk@n meghataroztuk a kitt
telepszamot. Antifungalis szeratvit@lrakkor beszélink, ha a kilénligyogyszer

koncentracidkon tenyésztett izolatumoknal a kofitodd képest 25%-kal kisebb CFU
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ertéket tapasztalunk (Klepser és mtsai. 1998). A#fumgalis szeratvitelt nem

észleltik a kisérleteink soran.

Minden id-0lés kisérletet legalabb kétszer végeztink el,apok eredményeket
atlagoltuk. Az id-6lés gorbék készitésénél a computer curve-fittsaftware

programot hasznaltuk (GraphPad Prism 4.03 Windewaid).

Fungicid hatdsunak tekintettik a MICA-at, ha azképes sejtek szdma a kiindulasi
sejtszamhoz képest legalal#99,9 %-kal £3 log) csdkkent.Az ennél kisebb
(<99,9 %; <3 log) mérték csiraszam csokkenés esetén a hatas fungisztatius

(Doman és mtsai. 2016; Kovacs e€s mtsai. 2014/3.és b

Az id5 Olés kisérleteket lehgtég szerint hétvégenkén, reggeli kezdéssel végaptizk
0, 4, 8, és 12 0rés kioltdsokat magam végeztermdt kelepek szamolasat és ag-id

Olés gorbék felvételét magam véegeztem.

5.4. Az dlési rata meghatarozasa

Az id6-0lés kisérletek sordn nyert adatokat felhasznébszehasonlitottuk a MICA
Olési kinetikdjat RPMI-1640-ben és 50% human széamm Az Olési kinetikat az
N=No x e, dsszefiiggés alapjan szamoltuk ki, ahol;aNéb sejtek szama adott
idépontban, az Na kisérlet kezdetén mériv&dejtszam, & az 6lési rata, apedig az
inkubéaciés id. Pozitiv k érték a gombasejtek 0Olését, mig a neg&tierték a
gombasejtek novekedését jelenti. Az illesztés jasal vizsgalatat, az ’r
hasznalataval elléniztik (>0,8) (Cantdon és mtsai. 2004; 2013). Az 5086és a
99,9%-0s sejtszamcsokkenéshez szikségeqhil az egyes koncentraciok esetén, a
T50= 0.3010H illetve a T99,9=3 6sszefliggés alapjan szamoltuk ki (Cantdén és mtsai.
2004; 2013).

A kilonbo®d izolatumok és koncentraciok kozotti eltérésekelukey-féle teszttel
kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissele-¢(ay ANOVA) vizsgaltuk
mindkeét tdpkdzegben. Ugyanazon MICA koncentracidkomibosd teszkozegekben
kapott értekeinek dsszehasonlitdsat t-probaval z2béke Szignifikdnsnak tekintettiik
az eredményeket p<0,05 érték esetéen (Doman és. 12044; Kovacs és mtsai. 2014/a
és b).

A statisztikai analizist Dr. Gesztelyi Rudolf segievel végeztik.
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5.5. In vivo kisérletek

In vitro kisérleteinkben &. africana ATCC teszttorzs és a Klinikai izolatum esetén
50% szérumban nagyon gyenge szaporodast észleltéakrt neutropénias
egérmodellben is megvizsgaltukCa albicanskomplex egy-egy izolatumaval azok

Vivo szaporodoképesseget.

A kisérletekben BALB/c egereket alkalmaztunk (CéarlRiver Laboratories),
melyeket a ,Laboratoriumi Allatok Alkalmazéasa ésn@ozéasa” ciri Utmutatéban
leirtak szerint tartottunk. Am vivo kisérletek engedély szama: 12/2014 DE MAB.

Fajonként 6-6 éstény, 21-23 grammos egeret hasznaltunk.

Az egerek tartdsan neutropéniasallapotéat ciklofoszfamid (Endoxan, Egyetemi
Gydgyszertar, Debrecen) intraperitonealis adageis#tik el: a fefizést megéiz6
negyedik nap 150 mg/kg, a férés ebtti elss nap 100 mg/kg, a feizést kovet
masodik és 6todik nap adott 100 mg/kg dozisokazrdtunk (Andes és mtsai. 2010;
Kovacs és mtsai. 2014/a).

A C. albicansés aC. dubliniensisegy-egy véletlenszéen kivalasztott Klinikai
izolatumat és &. africana97-135-6s szamu klinikai izolatumokat hasznaltakra
vivo kisérletekhez. A felfrissitett izolatumokat 3-4bSaraud-agar taptalaj feltletére
szélesztettik. A 24 06r4s, 35 °C-on tofténkubalds utdn a kit gombapazsitot a
taptalajok felszinét steril vattatamponnal eltavolitottuk és sterilzidiogias
sbéoldatban elszuszpendaltuk. A szuszpenziokat 360Gordulaton 10 percig
centrifugaltuk, majd a fellluszo6t eltavolitottuk. l@llepedett gombasejtekhez 25 mL
steril fiziol6gias sooldatot pipettdztunk és Ujdlibpercen at centrifugaltuk. A mosasi
folyamatot még 2-szer megismételtik, majd a feldu®ltavolitasa utdn 8 mL
fiziolégids sooldatot adtunk a gombasejtekhez. ArkBitkamraban tortén
szamolashoz, a szuszpenzidbdl ket lépésben 1:10/@rhigitast készitettink. A

csiraszam bedllitast kvantitativ kioltassal élleriiik (Kovacs és mtsai. 2014/a).

Az egereket a lateralis farokvénan keresztul omitk (0,2 mL

gombaszuszpenzid/egér). Az egyeSandida fajoknadl a beadott dodzisokat,

elokisérleteink alapjan hataroztuk meg, vagyis olyazist alkalmaztunk, hogy

elhullas ne legyen a kontroll allatok kozétt, deeseikidl nagy legyen a kitenyésztett

él3 gombasejtek szam&. albicansesetén 6x1DCFU/mL, C. dubliniensisnél 16

CFU/mL, mig C. africana esetén 10 CFU/mL ferz8 dozist hasznaltunk.
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Megjegyzést érdemel, hogy a 2R10OFU/mL ferizé dézis aC. africana97-135-6s
izolatum esetén, 4 6ran belil, kdzel 100%-o0s mitddleredményezett.

A fertézést kovei hatodik napon az egereket cervikalis diszlokadi@altik, majd

felboncoltuk. A veséket eltavolitottuk, lemeértik johasteril dorzscsészében
homogenizaltuk. A homogenizatumhoz 1 mL sterildiagias séoldatot adtunk, majd
1:10-es alapu higitasi sorozatot készitettiink. ASkibz higitasokbdl 100 pL-t
oltottunk ki Sabouraud-agar taptalajra, majd 4& @%°C-on tortéf inkubalas utan a
kinott telepeket megszamoltuk. A kimutatas als6 hatéb@ sejt/szévet (gramm)

voltak (Kovacs és mtsai. 2014/a).

A téptalajon kitenyészett gombéak statisztikai védatphoz Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk (GraphPad Prism 4.03, Windows). Shigmsnak tekintettik az

eredményt p<0,05 érték esetén (Kovacs és mtsad/201

Az oltébanyagok csiraszamanak a beallitasat magamgeziém. Az egerek
boncolasdban részt vettem. A statisztikai analiRist Kovacs Renéatd segitségével

végeztik.
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6. Eredmeények

6.1. Izolatumok MIC értékei

A két tapkdzegben kapott MIC értékel aablazatbanlathatok.

6. tablazat. Candidafajok mikafungin MIC értékei a standard makro-lghigitdsos modszer alapj&h.
albicansésC. guilliermondiiesetén az érzékenységi hatarétékeket (clinicakhgpreint=CBP) illetveC.

dubliniensis, C. kefyésC. lusitaniaeesetén az epidemioldgiai hatarértékeket (ECOFE)nfiettem
(Pfaller és mtsai. 2011/a és b).

Klinikai izolatumok és MIC (mg/L) CBPill.

ATCC teszttbrzsek RPMI-1640| 50 % serum| Arany* ECOFF
(mg/L)

C. albicansATCC 10231 0.03 0.5 16x

C. albicans183 0.03 1 32x <0,25

C. albicans5265 0.015 1 64x

C. africanaATCC 2669 0.015 0.5 32x -

C. africana97-135 0.015 0.5 32x

C. dubliniensisCD36 0.015 1 64x

C. dubliniensiCBS 8500 0.03 1 32x 0.12

C. dubliniensis1081 0.06 1 16x

C. dubliniensis2953 0.03 0.5 16x

C. kefyr4273 0.06 16 256x

C. kefyr5243 0.06 8 128x 0.12

C. kefyr7194 0.12 8 64X

C. kefyr8003 0.06 8 128x

C. lusitaniaes82 0.25 16 64x

C. lusitaniae3834 0.12 16 128x 0.5

C. lusitaniae7849 0.12 16 128x

C. guilliermondii5465 1 32 32x

C. guilliermondii5540 0.5 32 64X <2

C. guilliermondii21060 1 32 32x

*. A MIC értékek aranyai (50% szérum/RPMI-1640).
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RPMI-1640-bena vizsgaltC. albicansésC. guilliermondiiklinikai izolatumok és &.
albicansATCC teszttorzs érzékenynek bizonyultak a MICAiré. tablazal). A C.
dubliniensis a C. lusitaniaeés aC. kefyresetén a kapott MIC értékek nem voltak
magasabbak mint az ECOFF értékek, ezért ezek datummk ,vad”’ tipusunak
szamitanak, azaz szerzett rezisztenciaval nensx&tholni 6. tablaza). Sem klinikai
hatérérték, sem pedig ECOFF érték nem all rendétke.. africanaesetén, bar a
MIC értékek aC. albicansés aC. dubliniensiesetén mért ertékekhez hasonlitottak.

Otven szazalék szérumbamninden izolatum novekedett. A MIC értékelkCaalbicans
komplex esetén 16-64-szereséréttek az RPMI-1640-ben mért MIC értékekhez
képest. A legnagyobb mériekMIC érték novekedés €. kefyrés aC. lusitaniae
izolatumok esetén fordult &l(64-256-szoros MIC érték emelkedés). Szanigegr
50%-0s szérumban a legmagasabb MIC értéket guilliermondiiesetén mértik (32
mg/L).

6.2. Az id 6-6lés gorbék eredményei a Candida albicans komplex esetén

RPMI-1640-ben a MICA fungicid hatast csakCa albicansATCC teszttorzs és az
5265-0s szamu izolatum esetén mutatott, de cs&k ledgmagasabb koncentracigh (

tablazat).

A fungicid hatds eléréséhez szikséges (@99,9) 16 és 32 mg/L-en az ATCC
teszttorzs esetén 14,54 és 10,29, mig az 5265kEdumnal 4,62 és 4,74 orak voltak.
A harmadikC. albicansizolatum és a masik két faj ellen a MICA fungisikias hatast
mutatott 7. tablazaf). C. africanaesetén a legnagyobb mériésiraszamcsokkenés a
97-135-06s szamu izolatumndl kovetkezett be (2 lagysagrendl csokkenés) 32
mg/L-en. Fontos kiemelni, hogy kiléndsé€n dubliniensisesetén a fungisztatikus
hatas gyenge volt, szamos esetben a maximalisszéimesokkenés elérése utan az
izolatumok Ujrandvekedése kovetkezett be. Mi@ebdubliniensisesetén 99 és a 90%-
0s csiraszam csokkenést sem észleltiink ezért anhfajoesetén csak az 50%-0s
sejtszamcsokkenéshez (T50) szukségasnmitatom bellellékletek, 1. tablazay.
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7. tAblazat Az id6-6lés vizsgalatokban tapasztalhaté maximalis caras(CFU/mL) valtozas RPMI-
1640-ben és 50% szérumban. Negatijetlcsiraszam csokkenést, mig a pozitigjedl ndvekedést

jelent a kezd csiraszamhoz képest.

Az idé-0lés vizsgalatokban tapasztalhaté maximalis
Izolatum szama | Tapkozeg csiraszam valtozas (log)
0,25 1 4 16 32
C. albicansATcC | RPMI-1640f -1,43 -1,78 -1,80 -3,08 -3,08
10231 50% szérum + + -1,41 -1,43 -1,88
RPMI-1640] -0,52* -0,62* -0,69* -1,11* -1,20*
C. albicans183
50% szérum + -0,04* -0,48 -0,60 -0,38
RPMI-1640] -2,08 -2,08 -2,38 -3,00 -3,60
C. albicans5265
50% szérum + + -2,18 -1,88 -1,43*
C. afncanaATCC RPMI-1640 ‘0,18 '0,43* '0,61 '0,46* '0,40*
2669 50% szérum + + -0,49* -0,43 -0,69
RPMI-1640| -0,37 -0,43 -0,66 -0,76 -2,00
C. africana97-135
50% szérum + + -1,48 -1,78 -3,60
C. dubliniensis | RPMI-1640] -0,14* -0,21 -0,30 -0,38* -0,90
CD36 50% szérum + + -0,93 -0,60 -0,93
C. dubliniensis |RPMI-1640| -0,04* | -0,18* | -0,16* | -0,30* | -0,43
CBS 8500 50% szérum + + -0,48 -0,60 -0,78
RPMI-1640] -0,12* -0,29* -0,15* -0,30* -0,39*
C. dubliniensisl 081
50% szérum + -0,03* -0,94* -0,38* -0,60
RPMI-1640 + -0,14* -0,20* -0,23* -0,33*
C. dubliniensi2953
50% szérurr + + -0,60 -0,42 -0,78

"Ujranovekedés kovetkezett be

Az olés dinamikgjat adlési rata k) értékek alapjan lehet pontosabban elemezni. Az
Olési rata és a vizsgalt MICA koncentraciok koz&tpcsolat mindkét tesztkbzegben

lineéris volt a vizsgalt fajok esetén.

RPMI-1640-ben a MICA 6b hatasa &. abicansATCC teszttorzs és a 183-as szamu

klinikai izolatum esetén a koncentracié ndveléséaiebzodott 2. abra).
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2. dabra. A mikafungin altal kifejtett 6lési rata @. albicans(bal oldal) és aC. africana(jobb oldal)
klinikai izolatumok és ATCC teszttérzsek esetén RRBU0-ben (RPMI) valamint 50% human szérum

(szérum) tapkdzegekben. A szaggatott vonal a regjdesegyenest szimbolizalja.

0.75) & ATCC 2669 RPMI
& ATCC 2669 szérum

075 O ATCC 10231 RPMI

- ATCC 10231 szérum

k (1/h)
k (1/h)

40

40
mg/L mg/L

0.75
O 183 RPMI 0757 o 97-135 RPMI

& 183 szérum & 97-135 szérum

k (1/h)
k (1/h)

40

mg/L

0.75- O 5265 RPMI
#5265 szérum

k (1/h)

40
mg/L

C. albicansnal a legnagyobbk értéket a 183-as szamu izolatumnal lehetett
megfigyelni 16 és 32 mg/L MICA esetén (0,58 1/hhedy szignifikdnsan magasabb
volt az alacsonyabb koncentraciokon megrtékekkel. A MICA az 5265-0s szamu
izoldtum ellen koncentrdciotol fluggetlen 66l hatast mutatott a vizsgalt
koncentraciékon (P>0,05).

C. africanaesetén & érték a 97-135-0s szamu izolatumnal volt a legobhy32
mg/L-en (0,13 1/h) 4. abra). A MICA 616 hatasa rendkivil gyenge voff.
dubliniensisrél, hiszen 0,25, 1 és 4 mg/L-en a CBS 8500, a #881 2953-as szamu

izolatumoknal & értékek negativak voltak, azaz névekedés kovetkbee3. abra).
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3. abra. A mikafungin altal kifejtett 6lési rata €. dubliniensisesetén RPMI-1640-ben (RPMI)
valamint 50% human szérum (szérum) tapkdzegekbemszaggatott vonal a regressziés egyenest
szimbolizalja.

0751 & cp3s RPMI 0751 & cBs 8500 RPMI
- CD36 szérum o CBS 8500 szérum
0.501 0.50
< ES
= 025 = 025
X X
0.004
-0.254
0757 & 1081 RPMI 0751 & 2953 RPMI
-® 1081 szérum @ 2953 szérum
0.501 0.50
—_ —
< <
T 025 = 0.25
X X

0.00=f0m== 0.00+

-0.25+

mg/L

Otven szazalék szérumbara kontroll izolatumoknal az egy nagysagrendnyiod)
novekedéshez szikséges atlagas @ albicansés C. dubliniensisesetén nagyon
hasonléak voltak a két tapkdzegben (P>0,05). Ecltehtétben aC. africanaATCC
teszttorzs és a klinikai izolatum 1 nagysagrendriyjiekedéséhez szikseges &%
szérumban szignifikAnsan nagyobb volt (P<0,d.) téblaza), ami a faj gyenge

szaporodo képességét jelzi 50% szérumban.

Otven szazalék szérumban 0,25 és 1 mg/L MICA mirathdaj esetén hatastalan volt,
hiszen minden esetben névekedés tortént a kiindotisaszamhoz képest; az 6lési
rata K) értékek mindig negativak voltaR.(és 3. abra A 4, 16 és 32 mg/L MICA

altal kivaltott dlés fajtol, izolatumtol és koncemtiotdl figd volt.
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8. tablazat. A kontroll izolatumok egy nagysagrendnyi novekedhes szilkséges atlago$ igra) aC.
albicanskomplex esetén RPMI-1640 és RPMI-1640+50% szér¥o(5zérum) tapkdzegekben.

Izolatumok id (Ora)
RPMI-1640 | 50 % szérunp
C. albicansATCC 10231 4,6 55
C. albicans 183 45 49
C. albicans 5265 4.8 5,8
C. africanaATCC 2669 3,9 6,9
C. africana97-135 4.8 7,3
C. dubliniensisCD36 6,6 6,4
C. dubliniensisCBS 8500 6,7 7,3
C. dubliniensis1081 5,5 5,6
C. dubliniensis2953 8,2 8,9

C. albicansellen a MICA fungisztatikus hatasu volt 4ng/L-en. Az ATCC teszttbrzs
esetén a 4, 16 és 32 mg/L-en a kétféle tapkozegigetk értékek nem kiloénboztek
egymastol szignifikansan. A 183-as és az 5265-@s8Z. albicansizolatumok
esetén 50% szérumban a MICAS ddktivitasa 4, 16 és 32 mg/L-en szignifikdnsan
csokkent az RPMI-1640-ben tapasztalt 6léshez képdstrtekek 50%-szérumban a
koncentracié novelésével azonban néitiek szignifikdnsan (koncentracio-figgetlen
0lés) Q. abra).

A MICA a C. africana ATCC teszttorzs és a klinikai izolatum ellen komcGeio-
flggd 016 hatast mutatott, azaz a koncentracio emelésévéléahatas fokozodott.
Mindkét esetben & érték 32 mg/L-en volt a legnagyobb (0,159 ille®;20 1/h). A
Klinikai izolatum ellen a MICA 14,83 6ra utan fuogl hatasu voltZ. abra).

A C. dubliniensisesetén 50% szérum, a CD36 tipustorzs kivételéydl64és 32
mg/L-en fokozta a MICA @ hatasat (P<0,05-0,0018.( &bra), és a maximalis

csiraszam csokkenés elérése utan Ujrantvekedtslsban fordult €.
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6.3. In vivo kisérletek eredményei

A C. albicansl83-as és &. dubliniensisl081-es szamu izolatumok esetén a vediékb
kitenyésztett €l gombasejtek szama hasonlé volt, annak ellenémgy B0 albicans
esetén a beadott gomba mennyisége kevesebbdv@bla). Bar a legtobb gombat a
C. africana97-135-0s izoldtumnal kaptak az egerek, hat nap dtegérnek a veséi
sterilek voltak, csak két egérnél tudtunk gbmbasejtet kitenyészteni. Eredmeényeink
alapjan aC. albicansa legvirulensebb, mig @. africanaa legkevésbé virulen<C(

albicans>C. dubliniensisC. africang.

4. abra. A C. albicansaC. dubliniensi®s aC. africanaegy-egy izolatumanak a szaporoddképessége
neutropénias egerek veséiben.
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6.4. Az id 6-6lés gorbék eredményei Candida kefyr, Candida lusitaniae és

Candida guilliermondii esetén

Az id6-6lés kisérletek eredményebatablazatbanlathatok.

9. tablazat Az idé-6lés vizsgalatokban tapasztalhaté maximalis csliras(CFU/mL) valtozas RPMI-
1640-ben és 50% szérumban. Negatijetlcsiraszam csokkenést, mig a pozitigjedl ndvekedést
jelent a kezé csiraszamhoz képest.

Az id6-01és vizsgalatokban tapasztalhaté maxin
Izolatum szama Tapkozeg csiraszam valtozas (log)
0,25 1 4 16 32
RPMI-1640 -3,30 -3,30 -3,30 -3,3( -3,30
C. kefyr4273
50% szérum + + + -2,48 -3,30
RPMI-1640 -3,78 -3,78 -3,78 -3,74 -3,78
C. kefyr5243
50% szérum + + + -2,95 -3,78
RPMI-1640 -3,78 -3,78 -3,78 -3,78 -3,78
C. kefyr7194
50% szérum + + + -3,08 -3,78
RPMI-1640 -3,78 -3,78 -3,78 -3,74 -3,78
C. kefyr8003
50% szérum + + + -2,56%1  -3,79
RPMI-1640 NV -2,08 -2,12 -2,19 -2,08
C. lusitaniaes82
50% szérum NV + + -0,16% -0,96}
RPMI-1640 NV -3,78 -3,26 -3,78 -3,78
C. lusitaniae3834
50% szérum NV + + -0,19% -2,00
RPMI-1640 NV -2,56*| -3,78 -3,78 -3,74
C. lusitaniae7849
50% szérum NV + -0,23% -0,944 -1,78¢
RPMI-1640 NV -0,29*| -1,07*| -2,44* -3,38
C. guilliermondii5465[ 5004 szérum NV + T + +
RPMI-1640 NV -1,22*% | -2,95*| -2,86( -2,907
C. guilliermondii5540[ 5004 szérum NV + n n -0,05¢
RPMI-1640 NV -0,52*| -1,65*| -2,71 -3,16
C. guilliermondii21060 5004 szérum NV + + + +

"Ujranévekedést tapasztaltunk, NV: nem végeztiik el
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RPMI-1640-ben a MICA az 6sszes vizsgalt koncenbras4,04 6ran belil fungicid
hatdsu volt mind a €. kefyrizolatum ellen 9. tablazat, 5. 4bra és aMelléklet 2.

tabldzata). A MICA 616 aktivitasa koncentracio fuggetlen volt a&C4 kefyrizolatum
ellen (P>0,05).

5. abra. A mikafungin altal kifejtett 6lési rata @andida kefyrizolatumok esetén RPMI-1640-ben
(RPMI) valamint 50% human szérum (szérum) tapkokiege. A szaggatott vonal a regressziés
egyenest szimbolizalja.

1.54

k (1/h)
k (1/h)

<~ 4273 RPMI 2 5243 RPMI
A& 4273 szérum -4 5243 szérum

0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32

mg/L mg/L

1.5q

k (1/h)
k (1/h)

< 7194 RPMI - 8003 RPMI
& 7194 szérum -4 8003 szérum
-0.5 . , T : : : : \ -0.5 . , T : : : : .
0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L mg/L

A C. lusitaniae3834 és 7849-es szamu izolatumok ellen, RPMI-1&t9)-a MICA>4
mg/L-en 16,10 6ran belll szintén fungicid hatastatait, mig az 582-es izolatum
esetér>1 mg/L-en a hatas fungisztatikus volidlléklet 2. tablazatg. Mindharom

izolatum esetéen a MICA élhatasa koncentraciotol figgetlen volt (P>0,@)apra).

RPMI-1640-ben a MICA csak 32 mg/L-en és csak&éguilliermondiiizolatum ellen
mutatott fungicid hatast9( tablazat és aMelléklet 2. tablazatgd. Mindharom
izolatumnél a maximalis csiraszam csokkenés elédda tobb koncentracion
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Gjrandvekedés volt megfigyelltet A MICA 0616 hatdsa ebben az esetben is
koncentracid-fluggetlen vol7 ( 4bra).

6. dbra A mikafungin altal kifejtett 6lési rat&€andida lusitaniaeesetén RPMI-1640-ben (RPMI)
valamint 50% human szérum (szérum) tapkdzegekberszaggatott vonal a regresszidés egyenest
szimbolizalja.

1.5 1.5
2 582 RPMI < 3834 RPMI
A 582 szérum A 3834 szérum
1.0 1.0
—~~ —_~
£ <
= 054 = 0.5
x ~

0 4 8 12 16 20 24 28 32 70 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L mg/L

1.5

- 7849 RPMI
A 7849 szérum

1.04

0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L

Otven szazalék szérumbarC. kefyrellen 0,25, 1 és 4 mg/L MICA nem okozott
novekedés gatlast, la értékek minden esetben negativak voltak. A két seiga
koncentracion a 6lés gyors vo#t3 03 ora), és az 6lési rata értékek nem kildnbdztek
szignifikansan az RPMI-1640-ben mért ertékek®. tablazat, 5. 4bra, Melléklet 2.

tablazata).

C. lusitaniaeellen a MICA 66 aktivitasa a 3834-es szamu izolatum kivételével (3
mg/L-en) szignifikAnsan cstkkerd.(4bra). Még 16 és 32 mg/L MICA esetén is a
csiraszam csokkenés csupén atmeneti volt a 2 nzédditum eseténd( tdblazal). Az
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Olési rata értekek mindig negativak voltak, kiveve83834-es szamu izolatumot 32
mg/L-en 6. 4bra).
A MICA k értékek 50% szérumban @ guilliermondii izoldtumok ellen mindig

negativak voltak 7. abra). Atmeneti, minimalis (-0,05 log CFU/mL)

csiraszamcsokkenés csak az 5540-es szamu izolaatémdordult € (9. tablazat, 7.
abra).

7. dbra. A mikafungin altal kifejtett 6lési rata @andida guilliermondiiklinikai izolatumok esetén
RPMI-1640-ben (RPMI) valamint 50% human szérum rigzé tapkdzegekben. A szaggatott vonal a
regresszios egyenest szimbolizalja.

1.5 15
- 5465 RPMI -+ 5540 RPMI
& 5465 szérum -4 5540 szérum
1.04 1.0
—~ —~
< <
= 0.5 = 0.5
X X

0 4 8 12 16 20 24 28 32 0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L mg/L

1.5q

- 21060 RPMI
-4 21060 szérum

1.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32
mg/L
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7. Megbeszélés

Az echinocandinok hasznéalata 2001-ben, a CAS b&szee| kezédott és azota az
elssként valasztando antifungdlis szerekké valtak amaiv Candida fertézések
kezelésében (Pappas és mtsai. 2016). Az IDSA 261&jamladsa alapjan a kdzponti
idegrendszeri, a hagyuti és a szendfegsek kivételével gyakorlatilag az @ént
valasztandd szerek, beleértve a kandidémiak (neériés és nem-neutropénias
betegek esetén), a kronikus disszeminalt kandgligaz endokarditisz kezelését, a
haslreg és az izlletékandidafajok okozta feizéseit. Az IDSA 2016-0s ajanlasa
nem tesz kuloénbséget az echinocandinok hasznatetdttk igy a kordbban emlitett
standard napi dézisokkal elméletileg barmelyik @cBinocandin kézil, alkalmazhaté

megfeleb indikacié esetén (Pappas €s mtsai. 2016).

Az echinocandinok széleskbalkalmazésa Eszak-Amerikaban, Nyugat-Europaban és
Japanban szinte rutins#gé valt invazivCandidafertszések kezelésére, mikdzben az
AMB (beleértve a lipid-asszocialt valtozatokat jlentbsen visszaszorult a terapias
alkalmazasbdl (Pappas és mtsai. 2016; Pfaller &ain2012). A FLU hasznalata
jelentbsen nem valtozott. Az echinocandinok hasznéalatasrateskdi elterjedését
vildgszerte jelerdisen korlatozta a magas napi ar; 5-6 évvelitzMagyarorszagon a
napi kezelési koltség barmelyik echinocandin es@iéal 100 ezer forint felett volt.
Pedig ennek az 0j gyogyszercsoportnak fontos sededpetett volna hazankban is,
hiszen a Debreceni Egyetem klinikain a kandidénoiébzta atlagos halalozas 60%-0s
volt az 1999-2009 kozotti északban (nem publikélt adatok, Dr. Majoros Laszlé
kozlése alapjan). Szerencsére az utébbi 3-4 évbeatlanocandinokkal toérténmapi
kezelés ara a korabbi ar negyedére csokkent, igyedmnocandinok ma mar

Magyarorszagon is a kdnnyebben eléftettifungalis szerek kozé tartoznak.

Invaziv Candida fertozések esetén a legtobb informaci6 a vérar@andida
fertozéseibl talalhaté az irodalomban. Figyelembe kell azonbhamni, hogy a
korokozok a veérdl egyéb szervekbe is bekerllhetnek (maj, Iép, vest®k) I1étrehozva
ezzel a sokkal sulyosabb disszeminalt kandidigisintoyiannis és mtsai. 2000).
Raadasul olyan szervek is f&ddhetnek, ahova a kilonb®zantifungalis szerek
penetracidja gyenge (szem, iziletek, pleurdlis @erdonealis terek) megnehezitve
ezzel az antifungalis kezelést. Mivel a vérarambanegyéb testtdjakon a fehérjek

koncentracidja jeletts lehet, ezért a nagy fehérje &béssel rendelkézantifungalis
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szereknél (AMB, echinocandinok, posakonazol) tgdttél fuggien nemcsak a
gyogyszer szintje lehet alacsony, de az adotjéktfehérje mennyisédtfliggéen a
szabad, azaz farmakoldgiailag aktiv gydgyszer szirdlacsony lehet, ami terapias
sikertelenséghez vezethet (Felton és mtsai. 2(N#)dazonaltal a szérumban fgv
fenériék nemcsak negativan befolyasolhatjak az nechandinok klinikai
hatékonysagat. Ezen elmélet szerint az albumimechndin rezervoarkéntirkodik,
ahonnan azok ledisszocialva fenntartjak a medfelgiogyszer koncentraciot, ha a
szabad echinocandin koncentracié csokkenne. HipoatiEmia esetén a cstkkent
kolloidozmotikus nyomas miatt csokkent métidkhet az echinocandinok diffuzdja a
szOvetekbe, ami a tobbszervi elégtelenséggel egyéttasabb szérum echinocandin
szintet eredményezhet, mikdzben a bedgervekben az echinocandin koncentracio
alacsonyabb lesz (Felton és mtsai. 2014). Nagykieekhizas a nagyobb perctérfogat
€s vérmennyiség miatt, szintén jeles@n befolyasolja az echinocandinok
farmakokinetikajat. A szérumban &echinocandin koncentracié kisebb lesz, mivel a
hidrofil echinocandinok a zsirszévetbe penetralmaksirszovetnek pedig kézel 30%-a

viz (Zomp és mtsai. 2011).

Kritikus allapotban Ié¢ betegek esetén a kialakulo patofizioldgiai valsma
(szepszis, hipoalbuminémia, megvaltozott kapillarfermeabilitas, maj- és
veseelégtelenség és a folyadékegyensuly zavargvedia hatdssal vannak az
antibakterialis és az antifungalis szerek farmaketikajara (Goodwin és Drew. 2008;
Grau és mtsai. 2015; Hiemenz és mtsai. 2005; Kélghtsai. 2012; Lempers és mtsai.
2015; Nguyen és mtsai. 2007; Sasaki és mtsai. 20dp és mtsai. 2011). Mind a
CAS mind pedig a MICA esetén kimutattdk, hogy aenaziv terpias osztalyokon
apolt betegek esetén az Ablz a Grax €S a Gin €értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak az egészséges kontrollokhoz vagyantenziv terapias osztalyokon
apoltakhoz képest (Grau és mtsai. 2015; Lemperstéai. 2015; Nguyen és mtsai.
2007; Zomp és mtsai. 2011). Ezek a farmakokinetiétiozasok nem meglépk ha
figyelembe vesszik, hogy a betegek egy része hemmdkailag instabil, igy
alacsony perctérfogat miatt vazopresszor terapignyel. Ezzel pedig szoros
0sszefliggésben van a szervek hipoperfuzioja, gobipizid miatti szervkarosodas,
igy a sulyos allapotban lévbetegeknél a gyogyszerek eloszlasi térfogatavdlet
eliminacidja is megvaltozik. Ezzel magyarazhatégyhsebészeti intenziv terdpias

osztalyokon lég betegeknél az echinocandinok koncentracidja ais#gan magasabb
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lehet az egészséges kontrollokhoz képest, az emmndook csokkent eloszlasi

térfogata és/vagy a csokkent kivalasztdsa miattiyiig és mtsai. 2007).

A MICA-val végzett kisérleteink az echinocandinokatékonysaganak a még
pontosabb megismerését szolgaltdk a ritkabbd@forduld Candida fajok ellen.
Vizsgalataink talan segitenek megérteni az echmtioa kezelés korlatait az
echinocandin rezisztenciaval nem rendetkégok ellen. Munkacsoportunk korabbi
kisérleteiben dleg a CAS szerepelt, mivel ezt az echinocandintették be
leghamarabb a gydgyaszatba és valt Magyarorsz&@hérheivé. Az utdbbi 5-6
évben azonban, a MICA is egyre gyakrabban kerikblalazasra a Debreceni
Egyetem Klinikéin, ezért munkacsoportunk figyelmérrkordbban a MICA irdnyaba
terebdott.

Korabbi kisérleteink a 99,8%-0os fehérje ddidssel rendelkéz MICA-rol
bizonyitottak, hogy 50% szérumban a klinikailagté@nCandidafajok ellen a MIC
értékek 4-128-szor magasabbak, mint az RPMI-1640+hért MIC értékek. Otven
szazalékos szérumban mindegyik albicans, C. tropicalis C. glabrata és C.
inconspicuaizolatum ellen &4 mg/L MICA fungisztatikus vagy fungicid hatasu wol
(Foldi és mtsai. 2012). Ez a szérum koncentraci@inCnapi 100 mg MICA
adagolasaval konnyen elérbdgHiemenz és mtsai. 2005; Undre és mtsai. 20C2).
krusei és a psilosiS csoport tagjai ellen csak a 8-32 mg/L MICA bizaoity
fungisztatikus vagy fungicid hatasunak; ezek a kot@ciok csak az emelt napi
dozisok (150-300 mg) csucskoncentracidivah{ érhetk el (Goto és mtsai. 2010;
Sasaki és mtsai. 2012; Yamada és mtsai. 2011).eleigppe véve, hogy a
csucskoncentracidk csak 1-2 6ran keresztil varglak p szérumban,@ kruseiés a
»psilosis” csoport tagjai ellen a MICA és valésiieg a masik két echinocandin sem

hatékony teljes mértekben.

Az in vitro antifungdlis érzékenység meghatdrozds ma mar eitapdvetelmeény
invaziv gombafetizések esetén. A baktériumok esetén alkalmazott zeéelset az
1990-es evekben adaptéltak és sikerllt olyan tégeiz talalni (RPMI-1640),
amelynek segitségével a vilag kulonbomeszeiél szarmazé MIC meghatarozasi
eredmények kompatibilisekké valtak egymassal (Bfaks mtsai. 2011/a). Az
antifungalis szerek Klinikai hatarértékei és az EEOértékek is RPMI-1640
tapkdzegben mért MIC értékek alapjan keriltek megbadasra, j6 tampontot nyujtva
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ezzel a leghatasosabb antifungalis szer alkalmezaga késbbiek soran a nagy
fehérje kobdéssel rendelkézechinocandinok esetén mar felmerilt, hogy az RPMI-
1640-ben mérin vitro eredmények és aa vivo hatékonysag kozoétt a korrelacié nem
mindig fedezhét fel. Maki €és mtsai. (2008) neutropénias egéermbeellkimutattak,
hogy a MICAIn vivo hatékonysag&. albicansesetén szorosabb 6sszefliggésben all
az 50% szérumban mért MIC értékekkel, mint az RBBUO-ben mért MIC
értékekkel. Munkacsoportunk ezt a megfigyelést aSCid vitro és in vivo
hatékonysaganak az 0sszehasonlitdo vizsgalata foréabicans C. kruseiés C.
inconspicuafajok esetén korabban mar meggtette (Doman és mtsai. 2016; Kovacs
és mtsai. 2014/a).

Jelen munkank sordn vitro kapott eredményeinkét vivo vizsgalatokkal ugyan nem
erositettik meg, de kapott eredményeink elég alapotgaltatnak ahhoz, hogy
megmagyarazzuk a ritk@andidafajok esetén medfigyelhetterapias sikertelenség
egyik lehetséges magyarazatat. RPMI-1640-ben atuak vizsgalt 6Candida faj
MIC értékei hasonléak voltak a nemzetkozi irodalambellelhet adatokhoz, azaz
vagy érzékenyek voltak MICA iranC( albicansésC. guilliermondi), vagy pedig a
MIC értékek nem voltak magasabbak az ECOFF értéddkn dubliniensisC. kefyr
és C. lusitania. Az idé-0lés gorbék felvétele soran a szérumban konnyérnes
koncentracidkon &. albicanskomplex mindharom tagja ésG kefyrellen a MICA
mar 0,25 mg/L esetén is fungicid vagy fungisztatikatassal rendelkezett (Chen és
mtsai. 2011). A leggyengébb hatas Ga dubliniensisellen volt megfigyelhét
(Gjrandvekedés illetve negativ 6lési rata értékélbt koncentracion is). Hasonlo
eredményeket kaptak RPMI-1640-ben Gil-Alonso ésamt§015) aC. albicans
komplex tagjai illetve Canton és mtsai. (2018). lusitaniae esetén. Az
echinocandinok irant természetes, csokkent érz&éguyel rendelkéz C.
guilliermondii izolatumok kozul az 5465-0s és 21060-as esetdnlsas 32 mg/L-en
tapasztaltunk pozitik értéket (6lést), 1 és 4 mg/L-en mindkét izolatukoatrollhoz

hasonlo ndvekedést mutatott @bra).

Otven szazalék szérumban 32 mg/L MICA sem volt képeeggatolni acC.
guilliermondii izolatumok ndvekedését (minden esetben negativékeket kaptunk).
A C. guilliermondii viselkedése hasonlé volt korabbi munkénkban sk&rép
parapsilosissensu stricto-hoz, amelyben a 32 mg/L MICA igeerge fungisztatikus

hatast mutatott az echinocandinokkal szemben csbk&ezékenységet mutats.
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parapsilosissensu stricto izolatumok ellen (Foldi és mtsail20 A MICA altal
kifejtett 6lés csokkenésének a mértéke sokkal mpéglevolt aC. kefyr(csak 16 és 32
mg/L MICA esetén volt & érték pozitiv) és &. lusitaniae(csak a 3834-es szamu
izolatumnal, és csak 32 mg/L-en volt pozitik arték) esetén. A gyakorlatban ez azt
jelenti, hogy a napi 150 mg MICA esetén eléth€},, érteknél (4,85 mg/L) ezek a
koncentracidk joval nagyobbak, azaZ akefyr aC. lusitaniaeés aC. guilliermondii
ellen a MICA hatéastalan. Bar napi 150 mg MICA tésdpsetén a Gux ertékek 20-30
mg/L korul is lehetnek (Goto és mtsai. 2010), aiddiwdeig tartd gyogyszer
expozicionak a szérumban nincs csiraszamot csdkkatdsa, ahogy ezt mar korabbi
munkankban a CAS esetén is bizonyitottuk (Kovacsssi. 2014/b). Eredményeink
jol korrelalnak az irodalmi adatokkal, amelyekben hé@rom faj ellen az
echinocandinok a neutropénias egerek veséit med@ hapos emelt dozisu
echinocandin terapia utan sem képesek sterilizBlawchiesi és mtsai. 2012; Sanchis
és mtsai. 2016; Sandoval-Denis és mtsai. 2014). 8dwarom faj virulencigja
neutropénias egérmodellek alapjan szignifikAnsatsahyabb mint &. albicans
virulenciaja (Barchiesi €s mtsai. 2012; Sanchismésai. 2016; Sandoval-Denis és
mtsai. 2014), a MICA 50% szérumban mutatott hal@sséiga magyarazhatja a
tartdsan neutropénias betegek esetén tapasztgingagki haladlozast (Jung és mtsai.
2015). Mindamellett azt is figyelembe kell vennogly az alacsony virulencia miatt a
betegekben tartosan perzisztdl6 gomba az alacschinogandin koncentracio
kovetkeztében konnyen rezisztenssé vdllhat, tovabhezitve ezzel a terapias
lehetiségeket (Perlin 2014; Perlin és mtsai. 2015; Rfie#s mtsai. 2010).

Otven szazalék szérum kevéssé drasztikusan vétmntag a MICA @ képességét a
C. albicansizolatumok és az ATCC teszttorzs ellert (mg/L MICA fungisztatikus
hatdsa megmaradt). Ezzel ellentétli&ndubliniensisellen az RPMI-1640-ben igen
gyenge MICA aktivitds 50% szérumban szignifikaneémekedett; 4, 16 és 32 mg/L-
en pozitivk értékeket (6lést) figyeltiink meg. A MICA®hatasa RPMI-1640-bed.
dubliniensisellen annyira gyenge volt, hogy csak a T50 értekédhetett a legtobb
koncentracion szamolni. A dolgozat egységességekoith ezért, hogy &. albicans
komplex T50 idpontokra vonatkozé adatai,@& kefyrre, aC. lusitaniaere és aC.

guilliermondiira vonatkozé T99,9-es adatokkal csak a fliggel&kbitek.

Mivel az echinocandinok hatékonysaga klinikailagoniyitott C. dubliniensisellen
(Khan és mtsai. 2012; Pfaller és mtsai. 2012), BMR1640-ben mért igen gyenge
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MICA hatas megtévesitiehet a hagyomanyos (RPMI-1640 alapu) érzékenyseég
meghatarozas soran. Ennek ellenére az intenzipidsrésztalyokon tapasztalhat6
magas mortalitas miatt a MICA (és a masik két emtamdin) hatékonysage.
albicansésC. dubliniensisllen nem egyértelin(van Hal és mtsai. 2008). A Klinikai
rezisztencia mogott allhat a mar korabban emlakttsony AUG.24/MIC, Crax €S
Cmin illetve az echinocandinoknak a f&btt helyre valé6 gyenge penetracidja. Ez
utodbbira Grau és mtsai. (2015) vizsgalatai szahdfak fontos adatokat, akik 10 hasi
mitéten atesett, sebészeti inteziv osztalyokon puatiga miatt kezelt, kritikus
allapotban 1é¢ betegek peritonedlis folyadékabdl hataroztak megMECA
koncentraciéjat. A 10 beteg koziul négy esetébeneartomealis folyadékbolC.
albicanstenyészett ki (a MICA MIC érékek minden esetl3#n016 mg/L voltak).
Napi 100 mg MICA terapia soran az @kss a harmadik napon a plazmaban a MICA
Cmax €rtékek medianjai 5,7 illetve 4 mg/L voltak. Ugghben az idpontokban a
peritoneadlis folyadékok MICA Gax €rtékek medianjai 0,9 illetve 1,2 mg/L voltak. A
plazma/peritonealis folyadék AWG., hanyadosa 0,3 volt az élés a harmadik napon.
A napi 100 mg MICA tehat megfetelszérumszintet biztositott, de a peritonealis
folyadékban a gyengébb penetracio miatt sokkakalagabb MICA koncentracio volt
jelen. Yamada és mtsai. (2011) napi 150 mg MICAgatis esetén hasonlé MICA
koncentraciét mértek a pleurdlis folyadékban (%8B mg/L) és a peritonedlis
folyadékban (1,02 mg/L). Figyelembe véve, hogytpeitisz (vagy pleuritisz) esetén
a fehérje tartalom igen magas lehet (>25 g/L) (Hués mtsai. 2014), a gomba 6lése
lassu lehet vagy egyaltalan nem is megy végbe. lEkdeetkeztében nagymértékben
megnovekszik a veszélye annak, hogy hasU@agidida fertozések esetén (talyog,
peritonitisz, epehdlyag gyulladas) az alacsony remtandin szint miatt masodlagos

rezisztencia alakulhat kiglieg C. glabratadeC. albicansesetén is (Shields. 2014).

A C. africanaesetén kapott eredmények annak ellenére érdekasgl,csupan egy-
egy ATCC teszttorzs és klinikai izolatum allt rekdzésre a kisérletekhez. Az RPMI-
1640-ben kapott eredmények (MIC é$-ilés gorbék vizsgalata) nem kilénboztek
jelenbsen aC. albicansésC. dubliniensisizolatumokkal kapott eredményekkel. Az
50% szérumban tapasztalt lassu névekedés azonlawtdea figyelmet arra, hogy
ennek kérokozénak a steril testtajakrol vald igeékarizolalasa 6sszefiiggésben allhat
a szérumnak a korokozot gatlo hatdsaval. Neutrépéegérmodelliink medesitette,

hogy aC. africanain vivo, ellentétben aC. albicanssal és aC. dubliniensissel
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nagyon rosszul szaporodik. Annak ellenére, hdyy africana esetén az egerek
legalabb egy nagységrenddel nagyobbémértdozist kaptak, az egerek veséinek a
tobbsége teljesen steril volt. A fajnak valosiddg hianyoznak azok a virulencia
faktorai, amelyek a nyalkahartyafelszingla steril testtajakba val6 transzlokalédaseért
felelosek. Eredményeink megegyeznek Borman és mtsai3)28&dményeivel, akik

a 3 faj virulencigjat a nagy viaszmolylepk@alleria mellonelld larvaival vizsgalta.
Mindazonaltal eredményeink alapjarCaalbicans aC. dubliniensises aC. africana
MICA iranti érzékenysége nagyon hasonld, igy azokba diagnosztikai
laboratoriumokban ahol nem adottak a feltételek #&j3egymastdl valdé pontos
elkulonitésére terpias szempontbdl valdgdem nem kovetnek el jeletg hibat. A 3

faj pontos elkilonitése epidemiolégiai szempontbdibbra is fontos lehet.

Munkank soran a MICAN vitro hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze a hagyomanyos
RPMI-1640 és ain vivo viszonyokat jobban reprezentald 50% szérumot|iaazo
tapkdzegekben ritkdbban 6@brdul6 Candida fajok ellen. Ezen 6sszehasonlitd
vizsgélatnak azért van jeléstge, mivel invazivCandida fertézések esetén, a
sarjadz6 gomba novekedésének a hemokultira palackh®d észlelése idején, még
semmilyen informacid6 nem all rendelkezésre a gonidjgra és antifungalis
érzékenységére vonatkozolag. Az IDSA (2016) jegrdganiasa a ,vak” terapia soran
egyértelnien az echinocandinok adasat javasolja. Az echirmticakkal val6 terapias
tapasztalatokéleg az 5 leggyakoribiCandidafajra vonatkozéan vannak de teljesen
logikus, hogy a kedvéz farmakokinetikaju és kevés mellékhatassal rendélke
echinocandinok a preferéltak a ritkandidafajok ellen is. Eredményeink alapjan a
ritkAbban izolalhato fajokQ. kefyr C. lusitania@ esetén, bar az RPMI-ben kapott
MICA MIC értékek nagyon kézel allhatnak az echinmtiaok irant nagymértékben
erzekenyC. albicans C. glabratavagyC. tropicalisfajok MIC értékeihez, a szérum
alapu tapkdzegben végzett MIC meghatérozés ésdilése felvétele sokkal nagyobb
mértéki hatascsokkenést mutathat, m@it albicans C. glabratavagy C. tropicalis
esetén. A MICA hatascsokkenése kevésbé volt mégepguilliermondii esetén,
hiszen a faj természetes, csokkent érzékenységatlkezik az echinocandinok irant
(Garcia-Effron és mtsai. 2008). Mindezek tiukrébelegobb megoldasnak a#nik,

ha a pontos fajmeghatarozas utan a beteg klinilegiagiat figyelembe véve dontink a
tovabbi terapiarol. Ha a ritka faj &ltal okozotvaziv Candidafert6zés klinikai és

mikrobioldgiai (a kérokozét a kezelés eradikaltagrapontbdl is javul a standard
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dozisu echinocandin terapiara, akkor az echinocakdrelést folytatni lehet. Ha a

beteg allapota rosszabbodik, akkor az AMB johebazfipid-asszocialt valtozatok is).

Ha a korokozo a tébbi antifungélis szer irant cgikkérzékenységet mutat, akkor az
echinocandin napi dézisanak az emelése vagy kowribmaderapia segithet a beteg
allapotanak a nem megfalglavulasa esetén (Gumbo 2015; Neofytos és mtsab;20

Steinbach és mtsai. 2015).
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8. Eredmények 6sszefoglalasa

Invaziv Candida fertozések esetén a jelenlegi ajanlas szerint az ednodwok
(anidulafungin, kaszpofungin és a mikafungin) agl@nt valasztandd antifungalis
szerek. Az echinocandinok terapias bevezetéseéeleaz invazivCandida fertézések
okozta mortalitds, kiléndsen a ritkabban izolalh@aindida fajok esetén még mindig
elfogadhatatlanul magas. Munkankban a minimaligdgéaincentracio (MIC) és az dd
Olés gorbék segitségével 6sszehasonlitottuk a omgafin vitro aktivitasat RPMI-1640
és 50% szérum tapkozegekbdd. albicans C. dubliniensis C. africang C.
guilliermondii, C. lusitaniaeesC. kefyrizolatumok ellen.

RPMI-1640-bena C. albicans(MIC<0,03 mg/L) ésC. guilliermondii (MIC <1 mg/L)
izolatumok érzékenynek bizonyultak mikafungin irddt dubliniensigMIC<0,03 mg/L),
C. lusitaniae(MIC<0,25 mg/L) és &. kefyr(MIC<0,12 mg/L) esetén a MIC értékek
nem voltak magasabbak, mint az epidemioldgiai Baidkek. AC. africanaesetén a
MIC értékek 0,015 mg/L voltak. A mikafungin a vi&gfajok ellen a MIC kozeli

ertékeken fungicid vagy fungisztatikus hatasunakimyult.

Otven szazalék szérumbamMIC értékekC. albicans, C. dubliniensis, C. africaeaetén
16-64-szereséredttek az RPMI-1640-ben mért MIC értékekhez képest:42mg/L-n,
Klinikailag koénnyen elérhét koncentracion a mikafungin fungisztatikus szernek
bizonyult. AC. africana,in vivo nagyon gyenge szaporodo képességgel rendelkézett.
MIC értékekC. kefyr C. lusitanaieésC. guilliermondiiellen 64-256, 64-128 illetve 32-
64-szeresére dtek az RPMI-1640-ben mért MIC értékekhez képest. Aési rata
értékekC. kefyresetén csak 16 és 32 mg/L-en, mig az e@yilusitaniaeizolatum ellen
csak 32 mg/L értékeken voltak pozitivak. guilliermondii esetén még 32 mg/L-en is

minden esetben az dlési rata értékek negativaikeolt

Eredményeink alapjan a ritkdbban izolalhat6 fajgk Kefyr C. lusitania@ esetén, bar az
RPMI-1640-ben kapott mikafungin MIC értékek nagydkdzel allhatnak az
echinocandinok irant érzékeny fajok MIC értekeihaz,szérum alapu tapkdzegben
végzett MIC meghatarozas és az Olési gorbe felvéwakkal nagyobb meérték
hatdscstkkenést mutathat, mint az echinocandirm#kényCandidafajok esetén. Ezért,
ritka Candidafajok ellen az echinocandinokat csak &éilvatossaggal szabad alkalmazni.
Vizsgalataink alapjan a 3 genetikailag kozel allpdsetéen. albicans, C. dubliniensis,

C. africang a legvirulensebb &. albicans mig legkevésbé virulens@ africana
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Summary of the findings

According to the current recommendation, in caseinefisive Candida infections,
echinocandins (anidulafungin, caspofungin and mitgin) are the first antifungal agents
to be chosen. Contrary to the therapeutic intradnadf the echinocandins, the mortality
triggered by the invasiv€andida infections, especially in case of the less fredyen
isolatedCandidaspecies, is still unacceptably high. In my worl, using the minimal
inhibition concentration (MIC) and the time-killingurves, then vitro activity of the
micafungin was compared again&t. albicans, C. dubliniensis, C. africana, C.
guilliermondii, C. lusitaniaeandC. kefyrisolates in RPMI-1640 and 50% serum.

In RPMI-1640,the C. albicans(MIC<0.03 mg/L) and theC. guilliermondii (MIC <1
mg/L) isolates proved to be sensitive to micafungircase ofC. dubliniensigMIC<0.03
mg/L), C. lusitaniae(MIC<0.25 mg/L) andC. kefyr(MIC<0.12 mg/L), the MIC values
were not higher than the epidemiological limit \edulIn case of th€. africanaMIC
values of 0.015 mg/L were obtained. The micafungiaoved to be of fungicidal or
fungistatic effect at values close to the MIC aghathe species analysed.

In 50% serumthe MIC values increased to 16-64 fold in case<Coalbicans, C.
dubliniensisandC. africanacompared to the MIC values measured in RPMI-16vtDad
the clinically easily achievable concentrations>df mg/L, micafungin proved to be of
fungistatic effect. TheC. africanahad very low proliferation ratén vivo. The MIC
values againsC. kefyr, C. lusitanai@and C. guilliermondiiincreased to 64-256, 64-128
and 32-64 fold, respectively compared to the MIGuesa measured in RPMI-1640. The
killing rate values were positive f@. kefyronly at 16 and 32 mg/L, while those for one
of the C. lusitaniae isolates were positive only at 32 mg/L. In case té C.
guilliermondii, the killing rates were negative in each casenete82 mg/L.

On the basis of our findings, the species of tiss feequently isolated speciés. (kefyr
andC. lusitania@, although the micafungin MIC values obtained iANR-1640 may be
very close to the MIC values of the species sessito the echinocandins, the MIC
determination performed in the serum-based subsarad the establishment of the killing
curve may exhibit a much more intense responsethassin case of th€andidaspecies
sensitive to the echiocandins. Therefore, echingioanshall be used with due care
against the rar€andidaspecies. On the basis of the three species galhetatose to
each other @. albicans, C. dubliniensiand C. africang, the most virulent is th€.

albicans while the less virulent is the. africana
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9. Targyszavak

Echinocandinok, ritk&€andidafajok, szérum alapu érzékenységi eljarasaitids

gorbék, mikafungin, 6lési rata,

Keywords: echinocandins, ra@andidaspecies, serum-based susceptibility testing, time-

kill curves, micafungin, killing rate
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12. Mellékletek

1. tablazat A kilénbdz mikafungin koncentraciok (mg/L) altal kivaltottD%-os csiraszam csokkenés
eléréséhez szilkséges éatlago8 (@50), RPMI-1640 és RPMI-1640+50% szérum (50% wsngr
tapkdzegekber. albicans, C. africana és C. dubliniensi&etén. A pozitiv jel azt jelenti, hogy a kézd
csiraszamhoz képest névekedést észletlink.

T50 (6ra)
Izolatum szama Tapkozeg 025 1 7 16 37
RPMI-1640 3,09 2,12 1,88 1,46 1,03
C. albicansATCC 1023
50% szérum + + 2,73 1,23 1,16
RPMI-1640 1,92 1,53 1,34 0,52 0,52
C. albicans183
50% szérum + + 4,05 4,33 3,50
RPMI-1640 0,51 0,49 0,51 0,46 0,48
C. albicans5265
50% szérum + + 0,76 0,89 0,79
RPMI-1640 13,07 5,22 3,62 6,29 4,31
C. africanaATCC 2669
50% szérum + + 4,29 3,90 1,89
RPMI-1640 5,83 6,28 5,98 2,58 2,78
C. africana97-135
50% szérum + + 1,91 1,86 1,49
RPMI-1640 38,51 14,22 10,43 20,53 2,22
C. dubliniensi€LD36 . .
50% szérum NE NE 10,03 10,41 2,03
RPMI-1640 NE NE NE 18,66 7,64
C. dubliniensiBS 850
50% szérum + + 3,27 4,43 2,44
RPMI-1640 + + + 37,65 14,06
C. dubliniensisl081
50% szérum + + 3,18 4,87 1,71
RPMI-1640 + NE NE NE 8,08
C. dubliniensi2953
50% szérum + + 1,94 4,08 2,54

NE: nem érte el
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2 téblazat A kulénb6zd mikafungin koncentraciok (mg/L) altal kivaltott,99%-0s csiraszam
csOkkenés eléréséhez szilkséges atlagogTié9,9), RPMI-1640 és RPMI-1640+50% szérum (50%
szérum) tdpkdzegekbéh kefyr, C. lusitaniae és C. guilliermondsetén. A pozitiv jel azt jelenti, hogy
a kez@ csiraszamhoz képest ndvekedést észletiink.

T99,9 (6ra)
Izolatum szama Tapkozeg 025 1 2 16 3
RPMI-1640 3,48 3,49 3,22 2,43 3,04
C. kefyr4273 .
50% szérum + + + NE 3,03
RPMI-1640 2,25 2,05 2,16 2,39 2,58
C. kefyr5243 50% szérum ¥ m n NE | 243
RPMI-1640 2,83 1,99 2,25 2,52 2,39
C. kefyr7194 50% szérum ¥ n n 244 2,00
RPMI-1640 3,83 4,04 3,68 3,63 3,88
C. kefyr8003 50% szérum ¥ m n 283 271
RPMI-1640 NV NE NE NE NE
C. lusitaniae582 50% szérum NV " n " "
RPMI-1640 NV 15,27 12,53 16,10 11,17
C. lusitaniae3834 50% SZérum NV " " " NE
RPMI-1640 NV NE 10,56 9,35 8,96
C. lusitaniae7849 50% szérum NV " n " "
RPMI-1640 NV NE NE NE 12,30
C. guilliermondii5465 50% SZérum NV " " " "
RPMI-1640 NV NE NE NE NE
C. guilliermondii5540 50% szérum NV " n " "
RPMI-1640 NV NE NE NE 10,70
C. guilliermondii21060 50% SZérum NV " " " "

NE: nem érte el
NV: nem végeztik el
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