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BEVEZETES

A Candida fajok dltal okozott fertozések epidemiologidja

Az utobbi idében szdmos antifungalis szert vezettek be a klinikai gyakorlatba, igy példaul az
ujabb generdciés azolokat és az echinocandinokat. Ezekkel a szerekkel jo klinikai
eredmények érheték el olyan invaziv gombas fert6zések esetében is, melyekben a
konvencionalis antimikotikus terdpia mar hatastalannak bizonyult. Az invaziv mikdzisok
gyakori kiséré6i a sulyos éaltalanos betegségeknek, ¢és gyakran vezetnek haldlos
szovodményekhez is. Kialakulasukban a legfontosabb prediszponald tényezdk az
immunszupressziv terapia, a diabetes mellitus, a malignus folyamatok, a til magas vagy tul

alacsony ¢életkor, a sebészeti beavatkozasok ¢s az AIDS.

Az Ujabb antifungalis szerek kifejlesztésére azért volt sziikség, mert a Candida fajok
C. albicans, egyéb fajok, mint a C. glabrata, a C. parapsilosis, a C. tropicalis és a C. krusei
jelent6sége is folyamatosan novekszik. Fontos tovabba, hogy a nem C. albicans fertdzések
gyakran tarsulnak hematoldgiai malignus folyamatokhoz, illetve az ¢letkor fliggvényében is
valtozik bizonyos fajok megjelenése. Ezek alapjan idésebb betegeknél fokozatosan csdkken a
C. parapsilosis incidencidja, viszont a C. glabrata éltal okozott invaziv mikozisok aranya
novekszik.

Az elmult idészakban szamos vizsgalat igazolta a nem C. albicans fajok jelenlétét és patogén
szerepét a szajiliregben. Ezek koziil az egyik legtdbbet vizsgalt oralis patogén a C. albicans-
sikertilt eldszor izoldlni. C. dubliniensis fertdzésnél egyes szerzok stlyos extraoralis korképek
kialakulasat (candidemia, meningitisz) is leirtak.

Az irodalmi adatok szerint tehat erdteljesen novekedett a nem C. albicans fajok altal okozott
megbetegedések szdma, mind a szuperficialis mind pedig a szisztémas gombas fertézések
esetében, ¢s ilyenkor a betegek tulélési esélyei is rosszabbnak bizonyultak. A magas
mortalitds csokkentése egyrészt a mikozisok minél kordbbi diagndzisa, masrészt az

alkalmazott antifungalis szerek hatasanak a pontosabb megismerése altal lehetséges.



Az antifungadlis érzékenység meghatdrozdsa sarjadzo gombak esetében

Az antifungélis érzékenység meghatarozasanal a referencia eljards a standard dilucios
(higitdsos) modszer. A standard dilicidos modszert két nagyobb csoportra lehet osztani. Az
egyik a standard makrodilucios modszer, melynek lényege hogy 10 mL-es végtérfogattal
dolgozunk (taptalaj+antifungalis szer+gomba) a MIC érték meghatarozasa soran.

A MIC (minimalis gatlé koncentracid) definici6 szerint az adott antifungélis szer azon
legkisebb koncentracidja, amely mar gatolja a mikroorganizmusok szemmel lathato
novekedését a gydgyszert nem tartalmazo kontrollhoz képest.

A mikrodilucios modszer protokolljat 2002-ben modositotta a National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), és az M27-A2 jelzésti dokumentumaban foglalta
Ossze a valtozasokat. Az utdbbi tiz évben kifejlesztett echinocandinok esetében is ezt a
modszert hasznaljuk. Az igy felallitott standardoknak koszonhetéen a modszer jol
reprodukélhatova valt.

A mikrodiliciéos modszer esetén az RPMI-1640 nevii folyékony tapkozeget alkalmazzuk,
amelynek pontos Osszetételét az M27-A2 tartalmazza. A kezdd csiraszam 4ltaldban 10°
CFU/mL, és a vizsgalat kivitelezésénél a 96 tiregli ELISA lemezt hasznaljuk, valamint 24-48
oras inkubacids id6 elteltével olvassuk le a MIC értéket.

A standard mikrodilicios médszernél alkalmazott tapkozeg egyik lehetséges alternativaja az
antibiotikum médium 3 (AM3) lehet, amely egyrészt megkonnyitheti a MIC érték leolvasasat,
masrészt, az antifungalis szer fungicid aktivitasat is befolyasolhatja.

A MIC értékének meghatarozasa sordn észlelhetjiik az igynevezett ,.trailing” hatast, amely

redukalt, de folyamatos novekedést jelent a MIC érték feletti koncentracidokon.

A minimalis fungicid koncentrdcio meghatdarozdsa

A minimalis fungicid koncentraci6 (MFC) definici6 szerint az antifungéalis szer azon
legkisebb koncentracidja, amely a gomba 99,9%-at elpusztitja 24 ora alatt a kiindulasi
inokulumhoz képest.

Az MFC a gyogyszer in vitro 0Olési képességét jellemzi. Sajnos a moddszer nincs
standardizalva sem a kiilonb6zd gyogyszerekre, sem a kiilonbozd Candida fajokra. Raadasul,
a korabbi tanulmanyokban legfeljebb 90-99 %-os 6lési ratat mérhettek csupan a szerzok,
amikor 10-100 pL térfogatot oltottak ki Sabouraud-agarra a taplemez azon iiregeibdl,
amelyben novekedést nem tapasztaltak. Ennek oka abban keresendd, hogy a MFC érték
meghatarozasat altalaban a MIC érték meghatarozasa elézi meg, és a standard mddszerben

(NCCLS M27-A2) a kiindulasi inokulum sejtszama csupan 0,5x10° vagy 2,5x10° CFU/mL



lehet. Ebben az esetben azonban még az egész volumen felhasznalasa mellett sem teljesithetd
az MFC diagnosztikus kritériuma (99,9%-os redukcio).

A probléma kikiiszobolésére Canton és munkatarsai modositadsokat javasoltak az MFC
meghatarozasdnal AMB esetében. A diagnosztikus kritérium teljesitése miatt nagyobb kezdd
csiraszamot (10* CFU/mL), és nagyobb mintavételi térfogatott (200 uL) hasznaltak. Az
antifungalis ,,carryover” elkeriilése végett a Sabouraud agarra torténd leoltds utan a foltot
hagytdk megszaradni, majd 6vatosan kaccsal ,kihuztdk” a telepeket a megszaradt foltrol.
Ezen vizsgélat alapjan ugy talaltak, hogy a megndvelt kezdeti inokulum koncentracié nem
novelte szignifikdns mértékben a MIC értékeket, tehat ezekkel a modositasokkal lehetdveé valt

a fungicid hatas definici6 szerinti meghatdrozasa.

Az ido-0lés gorbék meghatdrozdsa

Egy adott szer fungicid hatasanak jellemzésére az MFC értékének meghatarozdsa mellett az
ugynevezett id6-01€s (,time-kill”) gorbék is alkalmasak. Ennek a modszernek a segitségével,
joval dinamikusabban irhatdo le az antifungalis szer és a korokozod kozott kialakuld
kolcsonhatas, €s a klinikum szamara is hasznosabb informaciokat nyujthat. A gorbéket
altalaban arra hasznaljuk, hogy megallapitsuk egy adott szer fungicid vagy fungisztatikus
hatéasat kiilonb6z6 korokozok ellen, de vizsgalhatd még az antagonista és szinergista is hatés
két vagy tobb antifungalis szer kozott.

A vizsgalomodszer standardizalasa Klepser tett kisérletet, felhasznadlva az M27-A2
dokumentum 4ltal leirt kritériumokat (10° CFU/mL, RPMI-1640, 48 6ras inkubacids id6).
Hogy a 99.9%-os fungicid hatds detektalasa lehetévé valjon, a kiinduldsi inokulum
kikiiszobolése érdekében a mintavételi volument 4x 30 wL-ben allapitotta meg.

Az igy ,,standardizalt” id6-61és modszer jo reprodukalhatésaggal rendelkezik (90-93%).

Bar a modszer az RPMI-1640 tapkozeg hasznalatat javasolja a vizsgéalatokhoz, abban tobb
szerz0 is egyetért, hogy a fungicid hatds nagymértékben fiigg a valasztott médium tipusatol is,
igy az echinocandinoknal is megfigyelhetd ez az eltérés kiilonb6zd tapkdzegek esetén (RPMI-

1640/AM3).

Rezisztencia és a paradox novekedés echinocandinok esetén
A B-1,3-D-gliikkdn szintetdz enzim egy tobb alegységbdl all6 enzim komplex, amelynek
feladata a gomba sejtfal integritdsanak fenntartdsa. Az echinocandinok a gliilkan szintetdz

Fks1 alegységen fejtik ki hatasukat, €s ennek az enzimnek a mutacidja kiillonb6zé mértéka



rezisztenciat eredményezhet. C. parapsilosis és a C. guilliermondii esetén a MIC érték akar a
100-szorosa is lehet a C. albicans fajoknal tapasztalt alacsonyabb MIC értékeknek. Magas
MIC (> 2 mg/L) értékkel rendelkezd C. albicans, C. glabrata, C. krusei és C. tropicalis
klinikai izolatumokat és terapids sikertelenséget is tapasztalt tobb szerzé. Egyes esetekben a
glilkan szintetdz enzim Fksl alegységének az 1. és a 2. un. ,forrd teriiletein” (,,hot-spot”
régiok) mutattak ki aminosav valtozast.

A gliikkdn szintetaz miikodésének gatlasa adaptiv stressz valaszként kompenzatorikus kitin-

szint, emelkedést is eredményezhet. Ez a folyamat lehet a felelés, a C. albicans, nagy

crer

A paradox novekedés (paradoxical growth=PG) definicio szerint azt jelenti, hogy a MIC érték
felett még legalabb két liregben ndvekedésgatlas van, de a magasabb koncentracidkon szabad
szemmel lathatdoan is megjelenik a ndvekedés a taplemez iiregeiben. A paradox hatds
kialakuldsa tehat az alkalmazott koncentracid filiggvényében négyfazisu folyamat: a MIC
alatti értékeken ndvekedés, a MIC értéken gatlads, magasabb koncentracion a gatlas
megsziinése (0jboli novekedés), majd végleges gatlds lathatd. Azaz, minél nagyobb a
gyogyszernek a koncentracidja, annal kisebb lehet a gyodgyszer hatékonysaga. Ezek az in vitro
eredmények megkérddjelezték, hogy magasabb gydgyszerkoncentraciok esetében, a
caspofungin (€s a tobbi echinocandin) hatékonysaga is novekszik.

Munkam kezdetén a nemzetk6zi szakirodalomban még viszonylag kevés adat allt
rendelkezésre a caspofungin jelenlétében kialakuld paradox novekedés vizsgalatarol. Ezért
kutatdsaim sordn a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és Egészségiigyi Centrum Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében izolalt sarjadzé gombdk in vitro érzékenységi vizsgalatat
végeztem el, melyek soran a paradox ndvekedés felismerésének a lehetdségeit is vizsgaltam.
Végezetiil valaszt kerestem arra a kérdésre is, hogy a kapott in vitro eredményeknek milyen

klinikai vonatkozasai lehetnek.



1.

CELKITUZESEK

A minimalis gatld koncentraci6 értékek meghatdrozasaval RPMI-1640 és antibiotikum
médium 3 téptalajban szerettiink volna arra a kérdésre valaszt talalni, hogy a
C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis és C. tropicalis fajok milyen gyakorisaggal

mutatnak paradox ndvekedést magas caspofungin koncentracié alkalmazasa esetén.

A paradox ndvekedés pontosabb eldforduldsi gyakorisagat probaltuk meghatarozni
RPMI-1640 ¢és antibiotikum médium 3 téptalajban az id6-6lés gorbék és a minimalis

fungicid koncentracio értékek 6sszehasonlito vizsgalataval.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A sarjadzo gombak eredete

Vizsgalataink sordn a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében izolalt Candida torzsek koziil valasztottunk ki 45 izolatumot (15
db C. albicans, 15 db C. krusei, 15 db C. tropicalis). Minden faj esetén az American Type
Culture Collection (ATCC®) teszttorzseit hasznéltuk referenciaként (C. albicans ATCC
14053, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis ATCC 750). Hat db C. dubliniensis izolatumot
korabbi munkdjabol Somogyvari Ferenc bocsatott a rendelkezésiinkre, és a C. dubliniensis
esetében referenciaként a CD36 jelzésli torzset hasznaltuk. A torzsek részben vérbdl keriiltek
izolalasra (C. albicans 8 db, C. krusei 4 db, C. tropicalis 5 db), illetve sebvaladékbol,

testiiregekbdl, nyalkahartyakrol és szajliregbdl tortént a mintavételezésiik.

A sarjadzo gombdk azonositisa

A torzsek azonositasanak elsé 1épése a csiratomld képzés kimutatasan alapult, amely esetében
a Sabouraud-agaron kinétt tenyészeteket fotalis borjuszérumban inkubaltuk 2 6ran at. A teszt
pozitiv volt a C. albicans, mig negativ a C. tropicalis, és C. krusei fajok esetén.

A torzsek eldzetes elkiilonitésére, illetve a tenyészetek tisztasaganak ellendrzésére
CHROMagar Candida (Becton Dikinson) taptalajt hasznaltunk. A tovabbi azonositdsokban
szerepelt még az API ID32 panel (BioMérieux), amely eredményeit 48 6rds inkubacié utan
olvastuk le. A 6 db C. dubliniensis izolatum azonositdsa molekularis bioldgiai moddszerek

alapjan mar korabban megtortént.

A minimalis gatlo koncentrdcio meghatdrozdsa

A MIC érték meghatarozasat a NCCLS M27-A2 dokumentum ajanldsanak megfeleléen
végeztiik el. A kordbban emlitettek szerint a standard 10° CFU/mL mellett emelt
csiraszammal (10° CFU/mL) is meghatéroztuk a MIC értéket mind RPMI-1640, mind pedig
AM3 tapkdzegben.

A CAS (Merck Research Laboratories) szubsztanciat steril desztillalt vizben (standard
NCCLS modszernek megfelelden) oldottuk fel. A tdplemez iiregeiben a CAS koncentracio6 a
C. tropicalis esetén 0,024-12,5 mg/L, a tobbi faj esetében 0,015-8 mg/L volt. Az MFC
meghatarozasahoz is ugyanezen CAS taplemezeket hasznaltuk, melyeket -20 °C-on taroltuk.

A gombaszuszpenziok elkészitése soran az eléirasnak megfeleld 0,5 McFarland striiségi



oldatot  készitettiink  denzitométer  segitségével  (0,85%-0s  fiziologids  sooldat
felhasznalasaval). Minden taplemezen volt sarjadzé gombat nem tartalmazo taptalaj kontroll
(negativ kontroll), illetve egy gyogyszert nem tartalmazé gomba kontrol (ndvekedési

kontroll). Minden vizsgélatot legalabb kétszer végeztiink el.

A minimalis fungicid koncentrdcio meghatdarozdsa

A CAS iranti MFC meghatarozasa az 0sszes izoldtum esetében a mikrodilucios lemezek 48
oran keresztiil 35 °C-on torténd inkubécidja utdn tortént meg. Az inokulumok kezdd
csiraszama 10° CFU/mL volt mind RPMI-1640, mind, pedig AM3 tapkozegek esetén is.

C. albicans, C. krusei és a C. dubliniensis fajok esetében a 48 6ras inkubacios 1d6 utan
leolvasott MIC érték folotti iiregektdl kezdve, a teljes tartalmat (200 pL) pipettaval
Osszeszuszpendaltuk, majd 2-2 Sabouraud-agarra oltottuk ki (100-100 pL). A kioltott cseppet
hagytuk megszaradni, majd a gombasejteket steril kaccsal kihuztuk a taptalaj teljes feliiletén.
A kinétt telepek megszamolasa 48 6ra mulva tortént meg, szintén 35 °C-on torténd inkubacid
utan.

A C. tropicalis esetében az MFC értéket 24 6ra utan is meghatéroztuk 10° CFU/mL emelt
csiraszam alkalmazasaval.

A C. dubliniensis ¢s a C. tropicalis esetében a ,trailing” ndvekedés eldfordulasi gyakorisagat
is (folyamatos novekedés a MIC feletti koncentraciokon) megvizsgaltuk RPMI-1640 és AM3
tapfolyadékokban.

Az ido-olés gorbék meghatdrozdsa

A vizsgalatok Klepser és munkatarsai modszerén alapultak. A kisérletek elkezdése elott
megvizsgaltuk, hogy a CAS kiilonb6z6 koncentracidinak (0,5-16xMIC) jelenléte hogyan
befolyasolja a kezdd csiraszamot (antifungalis ,,carryover”). A kezdd csiraszam 500 CFU/mL
volt. A gombaszuszpenzi6 elkészitése utan 4x30 pL-t rogton kioltottunk Sabouraud-agarra
majd a kindtt telepeket 48 oOras inkubacid utdn megszamoltuk. Antifungalis ,,carryover’-t
akkor észleliink, ha a kindtt gombatelepek szama tobb mint 25%-kal kisebb volt kiilonb6z6
gyogyszerkoncentraciok esetében a kontroll csovekéhez képest.

A kezdd csiraszam minden esetben 10° CFU/mL volt, amelyet kvantitativ kioltassal
ellendriztiink. A CAS koncentracio értékei C. tropicalis esetében 0,024-12,5 mg/L, a C.
albicans, C. krusei és a C. dubliniensis fajok esetében 0,06-16 mg/L voltak.

Az elkészitett gombaszuszpenziokat folyamatos razatas mellett, s6tétben 35 °C-on inkubaltuk,

és a csovekbdl steril koriilmények kdzott elére meghatarozott idépontokban 100 pL-t vettiink



ki, és a kimért mintakbol fiziologias sooldattal sorozathigitist (10", 1072 107, 10™)
készitettlink. Abban az esetben, ha a kitenyésztett csiraszdm varhatdéan kevesebb volt, mint
1000 CFU/mL (jelentésebb o616 hatas), akkor a szuszpenziokbol direkt kioltast is
alkalmaztunk, azaz higitsi sorozat készitése nélkiil oltottunk ki Sabouraud-agarra.

A kioltasi idopontok a C. tropicalis és C. dubliniensis esetében 0, 2, 4, 8, 12, 24 és 48 ora, a
C. albicans és C. krusei esetében 0, 4, 8, 12, 24 ¢és 48 o6ra voltak, melyeket a megfeleld
teszttorzseken végzett eldzetes mérések alapjan hataroztunk meg.

A kioltds soran a higitasi sorozatokbol 4x30 pL mintdkat vettiink, és Sabouraud-agar
feliiletére cseppentettiik azokat. A mintakat hagytuk szobahémérsékleten megszaradni, majd
48 oran keresztiil 35 °C-on inkubaltuk, a kindtt telepeket megszamoltuk, és a kapott
csiraszdmbol a higitasokat figyelembe véve meghataroztuk az €16 gombasejtek szamat.

A C. tropicalis esetén még azt is vizsgaltuk, hogy 1 mg/L amphotericin B (AMB), 1 mg/L
tartalmazd csovekhez (6-12,5 mg/L) hogyan befolyasolja a PG-t, illetve képes-e annak
felfiiggesztésére.

Minden vizsgalatot legalabb kétszer végeztiink el, majd a kapott eredményeket atlagoltuk.

Az eredmények értékelésének szempontjai

Vizsgalataink soran meghatarozasra keriilt mind a négy faj esetében a MIC érték 24 ora
elteltével (részleges gatlas, MICpi, NCCLS M27-A2 ajanlasa szerint). A MIC érték annal a
gyogyszer koncentracional volt, ahol a kontrollhoz képest szemmel lathato
turbiditascsokkenés volt észlelheto.

A MIC érték meghatarozasa a C. albicans és a C. krusei fajok esetében 48 ora elteltével is
megtortént (teljes gatlas, MICt). Ilyenkor a MIC értéket az elsd teljesen tiszta liregnél kaptuk
meg.

A PG-t ugy definialtuk, hogy a részleges gatlassal meghatarozott MIC érték utan legalabb két
tiszta iiregre van sziikség a taplemezen, és utana megint novekedést kell tapasztalnunk a
nagyobb koncentraciok esetében. Tehdt van ndvekedés a legalacsonyabb, nincs novekedés a

koztes koncentracion, de magasabb koncentracion a novekedés ujbol megjelenik.
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EREDMENYEK

A minimalis gatlo koncentrdcio meghatdarozdsa sordn kapott eredmények

A C. tropicalis esetében fliggetleniil az alkalmazott kozegtdl (RPMI-1640, AM3) normal (10°
CFU/mL) és emelt (10° CFU/mL) kezd$ csiraszam esetén a MICer érték 0,024 mg/L-nek
adodott.

C. dubliniensis vizsgalatanal RPMI-1640 taptalaj alkalmazasanal a MICpr értékek 0,06-0,25
mg/L kozott valtoztak normél kezdd csiraszam esetében, kivéve a 4. szdmu izolatumot,
amelynél ez az érték 8 mg/L-nek adodott. Nagyobb kezdd csiraszam esetén (10° CFU/mL) a
MICerr érték egy-két higitasi fokot emelkedett (0,12-0,25 mg/L), de a 4. szam1 izolatumnal a
MICpr érték nem valtozott (8 mg/L). AM3 alkalmazasakor fiiggetleniil az alkalmazott
csiraszamtol a MICrr érték egységesen 0,03 mg/L-nek adodott.

A C. albicans esetén a MIC értékeket 24 (MICpi, részleges gatlas) és 48 o6ra mulva is
meghataroztuk (MICri, teljes gatlas). A MICrr értékek leolvasds utan 0,015-0,06 mg/L-nek
adodtak RPMI-1640 taptalaj alkalmazasakor. AM3 hasznalatakor a kapott értékek valamivel
alacsonyabbak lettek (0,015-0,03 mg/L). Negyvennyolc 6ra mulva a MICm 0,25-1 mg/L
kozott volt RPMI-1640 esetében. AM3-t alkalmazva a kapott értékek kisebbnek adodtak
(0,015-0,06 mg/L).

C. krusei esetén a 24 oOras, részleges gatlasi kritériummal leolvasott MIC értékek RPMI-1640
tapkozeg alkalmazasanal 0,12-0,25 mg/L kozott valtoztak, mig AM3-ban egységesen 0,12
mg/L-nek adodott. A 48 6ras leolvasast kovetden a MICti RPMI-1640 és AM3 esetén 2 mg/L-
nek, illetve 0,25 mg/L-nek adddott.

Paradox novekedés vizsgalata a minimalis gatlo koncentracio értékeinek alapjan

C. albicans esetében a 14057-es szamu izolatum mindkét tapkozegben mutatta a PG-t.

A C. krusei vizsgalatanal csak a teszttorzs (ATCC 6258) mutatott PG-t, de csak az AM3
alkalmazasa soran.

A C. tropicalis vizsgélata soran RPMI-1640 tapkozeg alkalmazasanal két izolatumnal (4. és
15. izolatumok) tapasztaltunk PG-t 12,5 mg/L CAS koncentracién (10° CFU/mL kezdé
csiraszdm esetében).

Emelt csiraszdm alkalmazasakor a C. tropicalis izolatumok egységesen ,,trailing” ndvekedést

mutattak, a legmagasabb koncentraci6 értékig (12,5 mg/L).
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A C. dubliniensis esetében RPMI-1640 tapkozeg hasznalatakor emelt csiraszdmndl nem
tapasztaltunk PG-t. AM3 alkalmazasa sordn emelt csiraszam alkalmazasakor két izolatum
esetén 48 oOrds inkubacid utan tapasztaltunk PG-t. A ,trailing” ndvekedés az AM3 taptalaj
esetén egyaltalan nem volt tapasztalhato, fliggetleniil a kezdd csiraszamtol és az inkubacios
idotol. RPMI-1640 haszndlatandl viszont az Osszes izolatumnal megjelent a ,trailing”

novekedés 48 oras inkubaciot kovetden.

Paradox novekedés vizsgalata a minimalis fungicid koncentrdcio értékeinek alapjan

A C. albicans és a C. krusei vizsgalata soran RPMI-1640 taptalaj hasznalatakor az MFC
értekek 0,5-1 mg/L-nek, illetve 1-2 mg/L-nek adodtak, 48 oras inkubacido utan. AM3
alkalmazésakor ezen értékek C. albicans esetében 0,03 mg/L-nek, C. krusei vizsgélatakor
0,25-0,5 mg/L-nek bizonyultak. Az MFC teszt soran egy C. albicans izolatum (14057.
szamu), és egy C. krusei izolatun (4363. szam1) mutattak PG-t RPMI-1640 alkalmazasanal.

A C. dubliniensis vizsgalatanal az MFC értékek RPMI-1640 taptalajban nagyobbak voltak,
mint 8 mg/L minden izolatum esetében. AM3-t alkalmazva tapkozegként, az 6sszes MFC
érték < 0,12 mg/L-nek adodott, €s a 4. izolatum kivételével az §sszes izoldtum mutatta a PG-t.
A C. tropicalis esetében Osszesen hat izolatum nétt 24 o6ra mulva 6,25 mg/L CAS
koncentracional, illetve, 48 o6ra mulva ez a szam hétre valtozott. A hetes szamu izolatum
kivételével mind 24, mind, pedig 48 6ra mulva néttek az izolatumok 12,5 mg/L CAS
koncentracion. A 16 izolatumbol 15 mutatta tehat, a PG jelenséget az MFC teszt soran.

AM3 tapkozegben az MFC értekek < 0,09 mg/L-nek adodtak, ami megfelelt a < 4xMIC
értéknek (csak alacsony koncentracion volt ndvekedés). A 6. izoldtum PG-t mutatott
(novekedés 6,25 és 12,5 mg/L-es CAS koncentracional). Azaz, AM3 tapkdzeg esetén a CAS

olési képessége fokozodott, és PG csupan egy esetben jelentkezett.

Az ido-olés gorbék vigsgalatakor kapott eredmények

»Antifungalis carryover” nem volt tapasztalhato a kisérlet soran.

C. tropicalis esetében a kapott eredmények megerdsitették a 24, illetve a 48 oras leolvasas
utan MFC-vel kapott eredményeket. Alacsony CAS koncentracio esetén fungisztatikus hatast
észleltiink, majd fungicid aktivitast tapasztaltunk a koztes koncentraciokon (< 3,12 mg/L),
viszont magas CAS ¢értékeknél (6,25-12,5 mg/L) ujra csak fungisztatikus hatds volt
megfigyelhetd. A 12,5 mg/L koncentracion nétt telepekkel ujbdl elvégezve az 1d6-0lés
gorbéket az eredetivel megegyezd gorbéket kaptunk. Az id6-6lés gorbék eredményei jol

korrelaltak az MFC teszt eredményeivel, kivéve a 4. izolatumot és az ATCC 750 teszttdrzset
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RPMI-1640 tapkozeg alkalmazasanal. A teszttorzs az MFC teszt soran ndvekedést mutatott
minden vizsgalt CAS koncentracion 24, illetve 48 6ra mulva is. Az 1d6-01¢€s gorbék vizsgalata
soran 256xMIC értéknél, 24 ora elteltével fungicid hatas jelentkezett, de 512xMIC
tartomanyban jboli ndvekedést tapasztaltunk. Hasonlo, bar kisebb eltérés volt a 4. izolatum
esetében is.

FLU hozzaadasa (1 mg/L) a kiinduldsi inokulomokhoz, filiggetleniil az alkalmazott
tapkozegektdl 24 6ra mulva az Gsszes klinikai izolatum esetében megsziintette a PG-t (az
kaptunk az ATCC 750 teszttorzs esetén, amikor is 1 mg/L. AMB hozzdadésa sziintette meg a
PG-t (ez esetben az FLU ¢és az 5-FC hatastalan volt, azaz a PG tovabbra is megfigyelhetd
volt).

C. dubliniensis vizsgalata soran kétféle tipusu idd-6lés gorbét kaptunk a hat klinikai izoldtum
¢és a CD36 teszttorzs esetében. RPMI-1640-ben fungisztatikus hatdst tapasztaltunk, de AM3-
ban ugyanazon torzsek tipikus PG-t mutattak. Azaz fungicid hatast kaptunk 0,12-4 mg/L (4x-
128xMIC értekek) CAS koncentracional 12 ora mulva, alatta viszont csak fungisztatikus
aktivitas mutatkozott. A 8-16 mg/L (256-512x MIC) CAS értékeknél is csak a fungisztatikus
hatést lehetett tapasztalni.

A 4. izolatum eltérden viselkedett a tobbiekhez képest. Ebben az esetben a MIC érték eleve 8
mg/L- nek adodott. Fungicid hatéast kaptunk 8-16 mg/L (1x-2x MIC) CAS koncentracioknal,
az ettdl alacsonyabb koncentraciokon fungisztatikus hatdst mértiink RPMI-1640 tapkozeg
esetében. AM3 alkalmazasanal a CAS fungicid volt minden alkalmazott koncentracion, 24 6ra
elteltével. PG ez esetben nem volt megfigyelhetd.

A C. albicans vizsgélatanal tobb kiilonb6z0 tipusu Olési gorbét kaptunk, a kiilonbozd
tapoldatok haszndlatanal. A referenciaként alkalmazott teszttorzs (ATCC 14053) PG-t
mutatott mindkét alkalmazott médium esetében. Fungicid hatést tapasztaltunk mar 0,12 mg/L
CAS koncentracional, és ezen érték feletti tartomdnyban mindkét vizsgalt médiumban
fungisztatikus hatas volt megfigyelhetd, RPMI-1640 alkalmazasakor 1-16 mg/L
koncentraciok kozott, illetve 8-16 mg/L értéktartomanyban AM3 esetében.

Hasonl6 helyzet volt megfigyelhetd két klinikai izolatum esetében (7111. és 10598. szami
izolatumok), RPMI-1640 téaptalaj hasznalatakor (fungisztatikus hatds) barmely tesztelt
koncentracion 24 o6ra mulva. Negyvennyolc 6rds inkubacios idé utan mindkét izolatum 16
mg/L-es CAS koncentracion elpusztult (fungicid hatas). Alacsonyabb koncentracion

fungisztatikus hatast tapasztaltunk.
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AM3 alkalmazéasakor a 7111. szdmu izolatum esetén mar 12 6ra mulva 0,12-8 mg/L
koncentracio tartomanyban fungicid hatds volt lathatdo, majd 24 ora elteltével 16 mg/L
koncentracion fungicid hatds volt tapasztalhato (a koncentracid emelésével az 6lés lassabb
volt). A 10598. szamu izolatum vizsgélatakor 24 6ra mulva PG-t tapasztaltunk 16 mg/L
koncentracional, ennél alacsonyabb CAS értékeknél viszont fungicid hatas volt detektalhato,
majd 48 6ra utan > 0,5 mg/L koncentracion fungicid hatast mutatott.

A 8812. és 21186. izolatumok fungisztatikus hatast mutattak RPMI-1640 tapkdzegben 24 ora
elteltével, majd tipikus PG volt megfigyelhetd 48 ora mulva. A vizsgalt koncentracid
tartomanyokban 0,5-2 mg/L-nél fungicid hatést, 4-16 mg/L-nél és 0,12 mg/L CAS értékeknél
fungisztatikus aktivitast tapasztaltunk.

AM3 alkalmazasakor a 8812. szamu izolatum 0,12-16 mg/L tartomanyban fungicid, 16 mg/L-
nél fungisztatikus aktivitast mutatott 24 ora elteltével, majd 48 6ra malva mar > 0,12 mg/L
CAS koncentracional teljes 61és volt megfigyelhetd (fungicid hatas).

A 14057. szamu izolatum minden alkalmazott CAS koncentracional fungisztatikus Olési
gorbét mutatott RPMI-1640 tapkdzegben. AM3 hasznalata soran tipikus PG gorbét kaptunk.
Ebben az esetben 24 ora elteltével 4-16 mg/L tartomdnyban fungisztatikus hatast
tapasztaltunk, < 2 mg/L értéknél a hatas egyértelmiien fungicid volt. 48 6ra utdn az 616
aktivitds fokozodasat tapasztaltuk, < 8 mg/L értéknél fungicid, mig 16 mg/L esetén
fungisztatikus hatést észleltiink.

A harom C. krusei klinikai izolatum esetén, > 2 mg/L CAS értékeknél 24, illetve 48 6ra mulva
is fungicid aktivitast tapasztaltunk RPMI-1640 tapkoézegben. AM3 alkalmazasanal a CAS
0lési aktivitasa fokozodott 0,12-0,5 mg/L tartomanyban fungicid volt 24 6ra elteltével, majd
48 o6ra mulva a fungicid hatds mar > 0,12-0,25 mg/L. CAS koncentraciokon jelentkezett.

Az ATCC 6258 teszttorzs vizsgalatdnal 24 o6ra mulva > 0,5 mg/L CAS koncentracional
fungicid aktivitast tapasztaltunk RPMI-1640 hasznélatanal. Negyvennyolc ora elteltével a
fungicid hatas > 0,25 mg/L-nél jelentkezett. Hasonld értékeket kaptunk AM3 hasznalata soran

is. A C. krusei vizsgalata soran paradox novekedést egy esetben sem tapasztaltunk.
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MEGBESZELES

Az echinocandinok klinikai hasznélatba torténd bevezetése Orvendetes volt az ) évezred
elején, hiszen az invaziv gombafertézések altal okozott mortalitds mind a neutropénids, mind,
pedig a nem-neutropénids betegek esetén tovabbra is magas volt, annak ellenére, hogy a FLU
mar tobb mint tiz éve, széleskOrben hasznalatos volt a kezelésben. Bar az echinocandinok
bizonyos Aspergillus fajok ellen is hatékonyak, szerepiikk dontéen az invaziv Candida

fertozésekre korlatozodik.

Az echinocandinok esetén jelenleg harom {6 kérdés meriil fel a kutatasok, illetve a klinikai
hasznalat soran, amelyek egymassal szorosan dsszefiiggnek: milyen érzékenységi hatarértéket
valasszunk a rezisztens izolatumok felismerésére, mi lehet az optimalis dozirozas, ¢s lehet-e a

PG-nek szerepe a kezelés soran.

Az echinocandinok érzékenységi hatarértéke (,,break-point” az angolszasz irodalomban)
jelenleg 2 mg/L. Ez az érték tobb ezer klinikai izolatum MIC meghatarozasa, a MIC értékek
eloszlasa, valamint a MIC ¢érték ¢és a klinikai siker valdszintisége alapjan kertilt
meghatarozasra. Jol ismert, hogy a Candida fajok tobbsége alacsony MICyy értékkel
rendelkezik mindharom echinocandin irant, és az is, hogy a C. parapsilosis és a C.
guilliermondii fajok MICy értéke relative magas (1-2 mg/L). A ,psilosis” csoport esetén
ennek az, az oka, hogy a gliikdn szintetdz enzimben prolin-alanin aminosav -csere figyelhetd
meg a 660-adik aminosavban. C. guilliermondii esetén a legfontosabbnak a 642-edik
aminosav-csere (metionin-leucinra) tiinik. /n vivo A&llatkisérletek igazoltdk eddig a C.
parapsilosis ¢és a C. guilliermondii fajok csokkent érzékenységét az echinocandinok irant.
Mindazonaltal, a C. parapsilosis, mint faj sokkal kisebb virulenciaval rendelkezik, mint pl. a

C. albicans, ez lehet a klintkumban hatdsos echinocandin terapia kulcsa ezen, faj ellen.

A rutin, klinikai anyagbdl izolalt Candida fajok MICy értéke < 0,25 mg/L, a C. parapsilosis
¢s a C. guilliermondii fajokat leszamitva. Ezért logikusnak tlinik, hogy a C. parapsilosis és a
C. guilliermondii természetes, csokkent érzékenységét az echinocandinok irant elkiilonitsiik a
terdpia soran, a szekunder méddon kialakult valodi echinocandin rezisztenciatdl. Ennek els6
1épése a pontos fajazonositas. Azaz, ha tudjuk, hogy a kérdéses fajok a C. parapsilosis vagy a
C. guilliermondii, akkor nem az echinocandinok lesznek az elsdként alkalmazott antifungalis
szerek. Masodlagos rezisztencia leggyakrabban C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és C.

krusei esetén figyelhetd meg, amelyeknek a MICy értéke eredendden alacsony. Ha a pontos
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fajazonositas utdan a MIC érték ezen fajok irant relative magas (> 0,5 mg/L), akkor

valoszinlileg szerzett rezisztenciarol van szo.

Az optimdlis dozirozas a kovetkezd fontos kérdés. Echinocandintol fiiggden jelenleg a napi 1-
2 mg/kg a javasolt adag. Ezeknek a dozisoknak a hatékonysdgat in vivo farmakokinetikai és
farmakodindmias adatok is alatamasztjak. Ezeket a dozisokat a betegek jol toleraljak, de
sajnos a mortalitds jelentdsen nem csokkent az 1990-es évekhez képest. Ezért vetddott fel a
dozisemelés, mint lehetséges megoldas a klinikai siker novelése érdekében. Pappas és
munkatarsai mikafungin esetén, bebizonyitottak, hogy a napi 8 mg/kg-os dozis, legalabb hét
napon keresztiil alkalmazva is biztonsadgos, a mellékhatasok nem fordultak szignifikdnsan
gyakrabban eld, mint a napi 100 mg-os kontroll-csoportban. Hasonlo eredményeket lehetett
latni Betts és munkatarsainak a vizsgalataiban is, akik a napi standard, 50 mg-os CAS
terapiaval hasonlitottdk Ossze a haromszoros, napi 150 mg-os CAS terapiat. A dozis emelése
szamszeriileg novelte a terdpias sikert C. albicans és C. parapsilosis-sal fertdzott betegek

esetén, mig C. tropicalis és C. glabrata esetén tobb volt a terapias sikertelenség.

A PG mint a bevezetdben is emlitettem egy in vitro észlelt jelenség, amelynek klinikai
jelentdsége nem tisztdzott. A mikrodiluciés modszerrel végzett MIC meghatarozas soran,
kiilonésen nem gyakorlott leolvasok esetén zavarhatja a MIC leolvasas eredményét.
Ugyanakkor a pontos MIC meghatarozast a PG mellett a ,trailing” hatds is zavarhatja. A
Htrailing” definici6é szerint jol lathaté ndvekedést jelent a MIC érték feletti tiregekben, de 1d6-
0lés gorbék ¢€s in vivo eredmények is azt mutatjak, hogy ezek az izolatumok reagilnak az
antifungalis terapidra. A ,trailing” jelenség az echinocandinok esetén is megfigyelhetd. Sot,
kezdetben a MIC meghatarozas soran, a teljes gatlas volt a végpont, azaz a részleges gatlashoz
képest a MIC érték, akar 4-5 higitasi fokkal is magasabb volt. Késobb észlelték, hogy a
részleges gatlas utani novekedés az iiregekben nem valddi novekedés, hanem elpusztult
gombasejt-tormelék. Igy a késSbbiekben a részleges gatlas lett a MIC leolvasas végpont-

kritériuma.

Vizsgalataink sordan a négy faj esetén alacsony (10° CFU/mL) kezd§-csiraszam
alkalmazéasakor csak kis szadzalékban tapasztaltunk PG-t a MIC meghatdrozas soran,
fiiggetleniil a hasznalt tesztkozegtdl. A kezdd csiraszdm emelésének elméletileg fokoznia
kellett volna azon gombasejtek szamat, amelyek mutatjak a PG-t, de RPMI-1640 kozeg inkabb
a ,trailing” jelenség gyakorisaga nétt. AM3 alkalmazasa soran a ,trailing” visszaszorult igy

konnyebb volt a MIC leolvasasa is.
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C. tropicalis izolatumok esetén az alacsonyabb és a legnagyobb koncentraciokon eléfordulo
csokkent 6lést 24 és 48 ora utan tapkozegtol fiiggetleniil is ki tudtuk mutatni, az MFC teszttel.
Az 0olés AM3 alkalmazédsanal alacsonyabb koncentracidkon kovetkezett be, megerdsitve
korabbi szerzok megfigyelését, hogy AM3-ban az antifungalis szerek gyorsabban olik a
gombakat, mint RPMI-1640-ben. MFC teszt alkalmazéasdval a CAS RPMI-1640-ben, a C.
dubliniensis izolatumok kivételével altalaban fungicidnak bizonyult. AM3 kézegben az MFC
teszt hasznosnak tiinik a PG kimutatasara, ami kiilonosen a C. dubliniensis izolatumoknal volt
feltind (az MFC > 8 mg/LL. RPMI-1640-ben, mig AM3-ban tipikus PG 48 o6ra utdn egy
izolatumot kivéve). Az 1d6-0lés gorbék megerdsitették, illetve pontositottdk az MFC
kisérletekben kapott eredményeinket. Véleményiink szerint a PG pontos eléfordulasi
gyakorisagat az egyes Candida fajok esetén az 1d6-6lés gorbék segitségével kell megallapitani.
Mindazonaltal, az 6lés idébeli alakulasarol is felvilagositast ad ez a modszer. Rovidebb (24
ora) inkubdacids id6 utan, fungisztatikus, esetleg PG hatas, mig hosszabb (48 6ra) inkubacios
idé utan fungicid esetleg PG hatds jelentkezett. Azaz, hosszabb inkubacids id6 utdn a
fungisztatikus hatas atmehet PG-be (alacsonyabb koncentracidkon az 6lés nd), mig a PG
atmehet teljes fungicid hatasba (az 61és magasabb koncentraciokon is 1étrejon). Ez a tendencia
foleg C. albicans és a vele szoros rokonsagban levd C. dubliniensis esetén volt jol lathato.
Mindkét faj esetén a jelenséget a tapkozeg is jelentésen befolyasolta (AM3-ban a CAS
gyorsabban 06lt). S6t, az egyik C. dubliniensis izolatum esetén AM3-ban nemcsak a MIC volt
sok higitasi fokkal alacsonyabb, mint RPMI-1640-ben (8 mg/L) hanem kd&zepes
koncentraciokon fungicid hatas jelentkezett. A legmagasabb koncentracidkon a gyengébb 6lést
(PG) ugyanennél az izolatumnal tovabbra is megfigyelhettiik AM3-ban is. Sajnos, a jelenség

molekuléris hatterét nem volt médunk tanulményozni.

Az echinocandinok in vivo hatisa attdl fiigg, hogy a fert6zés helyén elég nagy lesz-e a
gyogyszer-koncentracio. Legutobb, Andes és munkatarsai hatdroztdk meg egér-modelliikkben
mindharom echinocandin 5, 20 és 80 mg/kg egyszeri dozisainak 24 6rds echinocandin-szintjét
a plazmaban. Figyelemre méltod, hogy akar egyszeri, 5 mg/kg-os caspofungin dozis is 18 mg/L
csticskoncentraciot eredményez. Figyelembe véve, hogy az echinocandinok esetén 97-99 %-os
a szérumban a fehérjékhez kotddés, visszaszamolva, valdszintisithetd, hogy 0,1-0,2 mg/L-nél

nem lesz nagyobb a szabad, azaz aktiv echinocandin koncentracio.

Erdemes azonban szétvalasztani a szérumban mérhetd, egyszeri dozis utdn mérhetd
echinocandin szinteket, a tartdsan nagyobb dozisban adagolt szérumszintektdl. Tartos

adagolaskor elméletileg lehetdség van arra, hogy az echinocandinok fehérjéhez nem kotott
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frakcidja a szérumban novekedjen, igy elérjen egy olyan szintet, ahol a korokozo ellen nem
érvényesiil az 6l6 hatas. Sajnos, tartésan nagyobb doézisban adagolt echinocandin terapia
kozben a szérum-echinocandin szintet még nem vizsgaltak. Masik fontos tényezd, hogy a
eloidézhetik, ahonnan kiirtasuk sokkal nehezebb lehet. Az echinocandinok a vérbol a
szovetekbe lépnek fel, majd onnan, mint depdbol, térnek vissza a vérbe. Ez a jellegzetes
farmakokinetika teszi lehetévé a napi egyszeri echinocandin adagolast. Nem tudjuk azonban
(nincs irodalmi adat), hogy a szdvetekben, kiilondsen tartdsan nagyobb napi dozisok esetén
milyen magas az echinocandin-szint, milyen mértékii a fehérjéhez kotdédés. Elméleti lehetdség
van arra, hogy a szdvetekben kialakuljon egy olyan szabad, echinocandin koncentracio, ahol a
korokozo életben marad. gy véleményiink szerint, a PG jelentdségét nem lehet egyértelmiien

kizarni a terdpias sikertelenségek egyik okaként.

Tartosan nagyobb dozisi echinocandin terdpia nem ndvelte szignifikdnsan az invaziv
candidasisban szenvedd betegek tulélését, mikozben az eleve draga napi terapias koltség 2-3-
szorosara nott. Rdadasul bizonyos fajok esetén nem lehet kizarni a PG szerepét a sikertelen
terapidban. Ezért a tartdésan nagyobb dozisu echinocandin terapidnak ugy tlinik, hogy tobb a
hatrdnya, mint az eldnye. Kovetkezésképp a mortalitds csokkentése érdekében talan
helyesebb, ha az echinocandinokat normal doézisban adagoljuk, és esetleg AMB-vel vagy
valamilyen triazollal kombinaljuk. Az AMB, a FLU, az 5-FC ¢és a posakonazol az
echinocandinokkal nem mutatnak antagonista hatast, s6t sajat eredményeink azt is mutatjak,
hogy ezek a gyogyszerek megsziintetik az in vitro észlelt PG-t. Igy a jovoben a kombinéacios

terapianak lehet, hogy nagyobb szerepe lesz az antifungalis terapidban.
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OSSZEFOGLALAS

Az echinocandinok csoportjaba tartozo caspofungin mind az orofaringeélis, mind a szisztémas
Candida fertézések kezelésére is alkalmazhaté 0j antifungalis szer. Az elvégzett in vitro
érzékenységi vizsgalatok soran szamos szerz0 tapasztalt magasabb echinocandin koncentracid
tartomanyokban novekedést (Eagle-hatast), de a jelenség pontos eléfordulasi gyakorisaga nem
volt ismert.

Kisérleteink soran orofaringeélis szempontbol is kiemelkedd jelentdséggel bird Candida fajok
(C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei és C. tropicalis) esetén vizsgaltuk a nagy dozisu
caspofungin alkalmazéasakor fellépd paradox ndvekedést. A jelenséget, minimalis gatlo
koncentraci6 meghatdrozdsa mellett a caspofungin daltal kivaltott Olés segitségével is
vizsgaltuk a minimalis fungicid koncentracio és az id6-0lés gdrbék meghatarozasa altal két
kiilonboz6 tapkdzegben (RPMI-1640, antibiotikum médium 3).

Munkénk soran a kovetkezé fontos eredményeket kaptuk:

1. Antibiotikkum médium 3 koézegben a minimdalis gatldé koncentracié értékek
alacsonyabbnak adodtak és a pontos leolvasést gyakran zavaro ,,trailing” jelenség sem
jelentkezett az RPMI-1640-¢l 6sszehasonlitva a négy vizsgalt faj esetén.

2. A minimalis fungicid koncentracid és az 1d6-0lés gorbék segitségével C. tropicalis
izolatumok vizsgalatakor egyértelmiien bebizonyitottuk, hogy a paradox ndvekedés,
mint csokkent Olési képesség figyelhet6 meg nagy caspofungin koncentraciod
jelenlétében, tapkozegtdl fiiggetlentil.

3. C. albicans és C. dubliniensis izolatumok esetén RPMI-1640 kozegben dontden
fungisztatikus hatast észleltiink, de az 616 hatds antibiotikum médium 3 kdzegben 24
ora, de fdleg 48 ora utdn fokozodott, ami paradox ndvekedés vagy fungicid hatés
formajaban jelentkezett.

4. Az 1do-6lés gorbék tapkozegtdl fliggetleniil egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a
paradox novekedés C. krusei esetén nem fordul eld.

5. Munkankban, a paradox ndvekedés tanulmanyozasara eldszor alkalmaztuk a
minimalis fungicid koncentracido meghatarozasat és az id6-61és gorbek felvételét.

Eredményeink dontéen megerdsitették, illetve pontositottak korabbi szerzok vizsgélatainak
eredményeit a paradox novekedés eldfordulasat illetden. Preklinikai és klinikai
vizsgalatoknak kell tisztazni a nagy caspofungin koncentracio jelenlétében in vitro kialakuld
paradox novekedés in vivo jelentdségét az echinocandinokkal torténd biztonsagos terapia

érdekében.
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