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Bevezetés

Napjainkban egyre novekszik a sarjadzé gombdk altal okozott invaziv és nem invaziv
fertdézések szama.

Ezek az infekciok kiilonosen a csokkent immunvédekezésli betegeknél valhatnak
sulyossd, életet veszélyeztetdvé. Ezeknek a pacienseknek a korében a mortalitds fajtdl
fiiggden akar a 40-80 %-ot is elérheti.

Az 1990-es évektol kezd6dden radikdlis epidemioldgiai véltozast figyelhettiink meg az
invaziv fert6zé€sekbdl kitenyésztett sarjadz6 gombdk megoszlasat illetéen. A Candida
albicans ugyan még mindig az els6 helyen emlitendd, viszont ezzel egy id6ben a tobbi,
nem-C. albicans Candida fajok 4ltal okozott megbetegedések szdma is megnovekedett.

A fert6zések terjedésének okait abban kereshetjiik, hogy egyes betegek hosszan tartd,
sz€les spektrumd antibiotikum kezelést kapnak, az antifungélis szereket a gombds
fertézések megeldzésére kiterjedten haszndljdk a profilaxisban, valamint a kezelés sordn
rezisztencia is felléphet az egyes antimikotikumokkal szemben. Ez a rezisztencia lehet
primer, mint a Candida krusei primer rezisztencidja flukonazolra (FLU), illetve
szekunder, mint a Candida glabrata ugyanezen gyogyszerrel szemben szerzett csokkent
érzékenysége. A sulyos sebészeti beavatkozdson atesett betegek, illetve a kemoterdpidban
részesiild daganatos betegek ugyancsak fokozottan hajlamosak az invaziv sarjadzé-, és
penészgombadk 4ltal okozott fertézésekre. A til alacsony vagy a til magas életkor szintén
jol ismert rizikofaktor. Ugyanakkor megemlithetjiik az djabb betegcsoportok (pl. HIV-
fertézott betegek) megjelenését is, mint felelds tényezot.

Ezzel a szomoru jelenséggel parhuzamosan ugyan nétt az elérhetd antifungélis szerek
szdma is, a mortalitds azonban alig véltozott az elmult évek soran.

Az 1990-es évektdl egy tjabb kutatdsi hullim kezdddott el, melynek egyik igéretes
gylimolcse az Gjabb triazolok — igy mint vorikonazol (VOR) és posakonazol (POS) - és az
echinocandinok bevezetése volt.

Ezek az antifungdlis szerek széles hatdsspektrummal rendelkeznek mind a patogén
sarjadz6 gombdk, mind a penészgombdk ellen. Bar az azolokat és a triazolokat
fungisztatikus hatdsi szereknek tartjdk, szimos tanulmany irta le a VOR és a POS in vitro
és in vivo fungicid hatasat.

Munkdmat a Debreceni Egyetem Orvosi- és Egészségiigyi Centrumdnak (DE OEC)

Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében végeztem. Témam kivéalasztisdban nagy szerepet



jatszott az a tény, hogy a POS, mint djabb triazol tipusd antifungdlis szer nem minden
szempont alapjin volt eddig tanulmanyozva a nemzetkdzi irodalom alapjan.

Ezt a gondolatot szem el6tt tartva értekezésemben a POS, mint j antifungdlis szer in
vitro érzékenységi vizsgdlatait végeztem el kiilonbozé Candida fajok esetében.
Kapcsolatot kerestem az egyes in vitro érzékenységi vizsgilatok kozott (nevezetesen
leveshigitdsos modszer és E-teszt), valamint megvizsgaltam a POS in vitro érvényesiilo
016 hatdsit a minimadlis fungicid koncentracié (MFC) meghatarozdsa és az id6-0lés gorbe
(time-kill curve) segitségével, mellyel kapcsolatosan tudomasom szerint még egyetlen

szerzO sem kozolt adatokat.



Célkitiizések

1.

Kisérleteinkben célul tliztikk ki az 4j antifungdlis szer, a POS és a FLU in vitro
aktivitdsdnak Osszehasonlité vizsgdlatit a DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetében izolalt, klinikailag jelent6sebb Candida fajok ellen a standard
mikrodiliciés médszer segitségével.

Vizsgdalatainkban vélaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a CLSI altal leirt standard
leveshigitasos metodikdban alkalmazott dimetil-szulfoxid (DMSO), illetve a
moédositott modszerben leirt polietilén-glikol (PEG) hasznédlata a gydgyszer
felolddsdra milyen hatdssal van a minimadlis gatlasi koncentracié (MIC) értékekre.
Célunk volt 0Osszehasonlitani a rutin diagnosztikdban legszélesebb korben
hasznélatos alternativ érzékenység meghatdrozdsi modszer, az E-teszt 4ltal kapott
MIC eredményeket a standard mikrodilicios mddszerrel kapott eredményekkel.
Nagyszami torzs felhaszndldsaval, a klinikailag legjelentésebb Candida fajok POS
irdnti MFC értékeinek meghatdrozasaval valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a
POS in vitro rendelkezik-e fungicid hatédssal.

Megvizsgaltuk, hogy a MFC meghatdrozdsival kapott eredmények milyen
korrelaciét mutatnak a fungicid vagy fungisztatikus hatds eldontésére

legalkalmasabb id6-61és gorbékkel.



Anyagok és modszerek

Sarjadzé gombak eredete

Kisérleteinkben a DE OEC Orvosi Mikrobiolédgiai Intézetében, a 2002-2005-ig terjedd
idészakban izoladlt Candida speciesek koziil 209 db torzzsel dolgoztunk (32 db C.
albicans, 30 db C. glabrata, 21 db Candida tropicalis, 29 db C. krusei, 28 db Candida
parapsilosis, 50 db Candida inconspicua, 13 db Candida kefyr, 5 db Candida famata). Ez
utébbi faj helyett a kovetkezo, id6-6lés kisérleteinkben 3 db Candida lusitaniae és 3 db
Candida guilliermondii torzset haszndltunk fel. A torzsek nagy része vérmintdkbdl
szarmazott, masik részét 1éguti mintakbol, sebekbdl, peritonedlis és pleurdlis iiregekbol,

valamint hiivelyi mintakbdl izolaltak.

Sarjadzé gombak azonositasa

A csiratomlé képzés kimutatdsdra a Sabouraud-agaron nott tenyészeteket fotélis
borjiszérumban inkubdltuk 2 6rén at.

A fajok elkiilonitésére, és a tenyészetek tisztasigdnak ellendrzésére —a
laboratériumunkban hagyomédnyos moédszer szerint- CHROMagar Candida (Becton
Dickinson) tdptalajt alkalmaztunk. Tovabbi azonositds sordn a rutin diagnosztikdban
sz€leskorlien alkalmazott ID32C panelt (BioMérieux) hasznaltuk, melynek leolvasdsa 48
Orés inkubdcids id6 utdn tortént.

Az ID32C-vel kapott eredmények megerdsitésére C. inconspicua és C. parapsilosis
torzsek esetében molekuldris bioldgiai médszereket is alkalmaztunk. Ezek a moédszerek
magukban foglaltak a PCR-ribotipizalast, €s a SADH gén detektalasat restrikcids fragmens

hosszisagi polimorfizmus (RFLP) metodikajaval.

Leveshigitasos médszer az érzékenység meghatarozasara

A mikrodiliciés mddszert a CLSI M27-A2 dokumentum ajanlasinak figyelembe
vételével végeztiik el. Minden vizsgdlatot legaldbb kétszer hajtottunk végre.

A POS (Schering-Plough Research Institute) szubsztanciat 100 %-os DMSO (standard
CLSI moédszer), illetve PEG (modositott modszer) hasznalataval oldottuk fel. A FLU
(Pfizer) esetében az olddszer steril desztillalt viz volt. A POS-t 0.015-8 mg/L, mig a FLU-
t 0.25-64 mg/L koncentracids hatdrok kozott vizsgdltuk. Ugyanezen POS plate-ket
haszndaltuk a MFC meghatdrozdséra is. A plate-eket —20 °C-on tdroltuk felhasznaldsukig.

Az egyes torzsek gombaszuszpenzidinak elkészitése sordn 24 6rds Sabouraud-agaron

noétt tenyészeteket haszndltunk. A stirliséget denzitométer segitségével 0.5 McFarland-ban



allapitottuk meg, melyet 0.85 %-os fiziologids sooldatban készitettiink el. A csiraszdm
bedllitdsahoz (10°, illetve 10° sejt/mL) RPMI-1640 téptalajt hasznéltunk fel a higitdsok
sordn. Minden plate-en bedllitottunk antifungélis szert (gombakontroll), illetve sarjadz6
gombét nem tartalmaz6 (tdptalaj kontroll) kontroll iiregeket is.

A mikrodildcids lemezek 48 6rds inkubdldsa utdn az egyes lyukak tartalmat pipettaval
homogenizéltuk, ezt kovetden a leolvasds szemmel tortént, a prominens gatlds kritériumai
alapjin. Ezek szerint a MIC érték az adott antifungélis szer azon legkisebb koncentréciéja,
mely a gombakontrollhoz képest prominens (50 %-o0s) csokkenést mutat.

C. krusei izoldtumokat nem vizsgiltunk FLU-ra nézve, mivel ezek primer

rezisztencidval rendelkeznek az antifungdlis szerrel szemben.

E-teszt az érzékenység meghatarozasara
A teszt kivitelezéséhez a gyarté ajanldsdnak megfelelen, 2 % gliikdzzal kiegészitett
RPMI-1640 téptalajt hasznaltunk fel. A 0.5 McFarland stirtiségli gombaszuszpenzidkat 24
Ords Sabouraud-agaron nétt tenyészetekbdl 0.85 %-os fizioldgids séoldatban allitottuk be.
A plate-ek inkubdldsa 48 6ran keresztiil tortént 35 °C-on, leolvasdsuk 24 és 48 drara is

megtortént.

Minimalis fungicid koncentracié meghatarozasa posakonazol irant

Az POS MFC meghatédrozdsat a Cantén és munkatdrsai dltal meghatdrozott médon
végeztiik el. Minden vizsgdlatot legalabb kétszer hajtottunk végre.

Az inokulum csfraszdma 10* cfu/mL volt, melyet kvantitativ kiolt4ssal ellendriztiink.

Az inkubdci6 48 6ran at, 35 °C-on tartott, majd a 48 6ras MIC meghatdrozds utin a
mikrolemezek teljesen tiszta iiregeinek tartalmat (200 pl) pipettaval 6sszeszuszpendaltuk,
majd 2 db Sabouraud-agarra oltottuk ki (100-100 pl). A gombaszuszpenziét egyetlen
csepp formdjaban pipettaztuk a taptalaj felszinére, hagytuk megszaradni, majd a kioltott
sarjadzé gombasejteket steril kaccsal kihiztuk a Sabouraud-agar teljes feliiletén. A
taptalaj plate-ek inkubalasa 35 °C-on 48 6ran keresztiil tortént.

A MFC az antifungdlis szer azon legkisebb koncentraciéja volt, amely legalabb 99.9

%-0s 016 hatdst (< 3 telep) mutatott a kezdd csiraszdmhoz képest.

Idé-61és gorbék (time-Kkill Kisérletek)
Ezeket a kisérleteket a Klepser és munkatarsai altal leirt modon végeztiik el. Egyszerre
altalaban két torzzsel inditottunk kisérletet, és minden vizsgilatot legaldbb kétszer

hajtottunk végre.



A kezdb csiraszam 10° sejt/mL volt, a POS koncentraciok értékei a kovetkezok voltak:
0.5-16xMIC (0.015-16 mg/L). A C. parapsilosis torzseket 32-64xMIC koncentracidkon is
teszteltiik.

A csoveket folyamatos razatas mellett 35 °C-os termosztatban inkubaltuk. A csévekbdl
100-100 pl-eket vettiink ki elére meghatarozott iddpontokban. Ezeket az id6pontokat az
eldzetes kisérleteinkbdl kapott eredményeinkre alapoztuk, melyeket a C. albicans ATCC
14053 és C. krusei ATCC 6258 teszttorzsekkel végeztiink. Az id6pontok tehdt a
kovetkezOképpen alakultak: 0, 6, 18, 24, 36 és 48 ora.

A kimért 100 pl mennyiségli mintdkat tizes léptékii higitdssal steril fiziol6gids
sooldatban higitottuk ki (sorozathigitds). Ezt kovetden 4x30 pl mintdkat cseppentettiink
pipettaval az egyes Sabouraud-agarok felszinére. Abban az esetben, amikor azt
gyanitottuk, hogy a kitenyészett csiraszam <1000 cfu/mL lesz, akkor direkt kioltdsokat
alkalmaztunk, vagyis kozvetleniil a csovekbdl oltottunk ki 4x30 pl-eket. A cseppek
megszaraddsdig a plate-eket szobahdmérsékleten allni hagytuk, majd 48 6rara 35 °C-os
termosztatba helyeztiik 0ket, ezutan pedig meghataroztuk a telepszaimokat az egyes plate-
eken.

Az 1d6-0lés gorbék készitésénél a computer curve-fitting software programot
hasznéltuk (GraphPad Prism 4.03 Windows verzio).

A POS-t fungicid hatdsunak tekintettiik, ha a kezdd inokulumhoz képest legaldbb 99.9
%-kal csokkentette az életképes sejtek szamat. Ha a csiraszam csokkenése ennél kisebb

mértéki volt, a hatdst fungisztatikusnak vettiik.

Eredmények interpretalasa

A kiilonb6z6 médszerekkel kapott MIC értékeket kettd, a leolvasasban jartas kolléga
és a szerz6 végezte, egymadstol fiiggetleniil.

Az érzékenységi vizsgilatok sordn mindségi kontrollként a C. parapsilosis ATCC
22019, illetve a C. krusei ATCC 6258 torzseket hasznaltuk fel.

A CLSI 4ltal eldirt kategéridkat figyelembe véve, FLU irdnt E-nek vettiik azokat a
torzseket, amelyeknek MIC értéke < 8 mg/L, DE-nek, ha a MIC 16-32 mg/L, és R-nek, ha
a MIC > 32 mg/L volt.

POS esetében ilyen kritériumokat még nem hataroztak meg.

A kiilonbdzé mddszerekkel kapott MIC értékeket a standard mdédszerrel kapott MIC
értékekhez hasonlitottuk. Atlagos egyezés szdmitdsa: a kapott MIC érték + 1 higitési

fokban azonos eredményt adott a standard médszerrel kapott MIC értékkel.



E-teszt esetében, ha a MIC értékek a leveshigitisos modszerben alkalmazott kettes
1éptékii higitasi fokok kozé estek, akkor a kapott MIC értékeket a kdvetkezd higitasi fokra
emeltiik, annak érdekében, hogy a két érzékenységi vizsgélatban kapott MIC eredmények

Osszehasonlithatdak legyenek.
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Eredmények

Minoéségi kontroll torzsekre kapott MIC eredmények
A C. parapsilosis ATCC 22019, C.krusei ATCC 6258 torzsek esetén a POS MIC

értékek mindig a megadott hatdrokon beliil voltak (C. parapsilosis ATCC 22019: 0.06-
0.25 mg/L, C.krusei ATCC 6258: 0.12-0.5 mg/L).

Posakonazol és flukonazol iranti érzékenység meghatarozasa leveshigitasos modszerrel

A C. inconspicua-ra vonatkoz6é FLU MIC értékek 16-128 mg/L kozott valtoztak, azaz
a DE, illetve a R kategdridba tartoztak az osszes vizsgélt izoldtum esetén. A C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr, és C. famata fajok E-ek voltak FLU irdnt (ezen
fajok MICyg értékei 0.12-1 mg/L kozé estek). A 32 db C. albicans izolatum koziil 2, mig a
30 db C. glabrata izolatum koziil 3 izolaitum FLU MIC értéke volt a R tartomanyban
(MIC > 32 mg/L). Egy C. glabrata izoldtum MIC értéke 16 mg/L volt (DE). A t5bbi C.
albicans és C. glabrata izolatum E-nek bizonyult.

A kisérleteink sordn vizsgalt 8 db Candida torzs POS-ra vonatkozé MIC értékeinek
geometriai dtlaga 0.04 és 0.71 mg/L kozott véaltakozott. A legalacsonyabb MIC értékeket a
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr és C. famata izolatumok esetén kaptuk.
A 2 FLU irdnt R C. albicans izolatum koziil csak az egyik esetén volt a POS MIC érték
magas (MIC > 8 mg/L), a masik izolatum POS MIC értéke 0.12 mg/L volt. Hasonl6an, a 3
FLU irant R C. glabrata izolatum koziil 2 izolatum mutatott emelkedett POS MIC értéket
(MIC > 8 mg/L), a harmadik izolatum POS MIC értéke 1 mg/L volt.

A FLU irant csokkent érzékenységet mutaté C. krusei izolatumok esetén a POS

geometriai MIC érték 0.22 mg/L, mig a C. inconspicua izolatumok esetén 0.21 mg/L volt.

E-teszt eredményei

24 ora elteltével minden Candida species kielégitd novekedést mutatott, igy a plate-
eket 1 nap mulva is konnyen lehetett értékelni.

C. tropicalis, C. kefyr és C. famata izolatumok Kkivételével a 24 ora elteltével
leolvasott E-teszt eredmények j6 korreldciét (> 86 %) mutattak a standard leveshigitasos
mddszer sordn kapott eredményekkel.

Egyetlen C. albicans torzs esetében (melynek a leveshigitdsos médszerben kapott MIC
értéke > 8 mg/L) a 24 6ras leolvasds E-teszt eredménye 0.03 mg/L volt, és csak 48 6ra

elteltével tapasztaltunk a BMD MIC értékkel azonos eredményt, vagyis MIC > 8 mg/L.
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Kettd C. glabrata torzs a leveshigitisos modszer sordn magasabb MIC értékeket
mutatott POS-ra nézve (MIC > 8 mg/L), és ezek az emelkedett MIC értékek az E-teszt
soran szintén megfigyelhetéek voltak a 24 6rés leolvasast kovetden.

48 O6ras inkubécids id6 utin a geometriai-kdzép MIC értékek emelkedtek. Az
emelkedés a legnagyobb mértékben a C. glabrata izolatumok esetén volt megfigyelhetd,
kozel négyszeres geometriai-k6zép MIC értéket kaptunk. A standard moédszerrel vald

egyezés * 1 higitasi fokon beliil rendkiviil rossz (16.7 %) volt.

Az oldészerek hatasa a MIC értékekre
Amikor DMSO helyett PEG-t hasznéltunk olddszerként, a MIC értékekben mutatkoz6
eltérés elenyészd volt. C. parapsilosis kivételével (85.7 %), a teljes egyezés egy higitasi
fokon beliil 97-100 % volt. A MIC értékek C. glabrata és C. kefyr esetében dltaldban

magasabbak voltak, amikor a POS oldészereként PEG-t hasznéltunk.

Minimalis fungicid koncentracié eredményei

A MFC meghatdrozas sordn a magasabb csiraszdmu inokulummal (10* sejt/mL) kapott
MIC értékek megegyeztek, vagy egy higitasi fokkal voltak magasabbak a CLSI éltal leirt
standard inokulumok (10° sejt/mL) hasznélata sordn tapasztalt MIC értékekhez képest.

A POS alacsony koncentracidkon (< 2 mg/L) is fungicid hatdstinak bizonyult minden
C. inconspicua és C. lusitaniae torzzsel szemben, valamint a C. krusei (24/29, 83 %), C.
parapsilosis (20128, 71 %), illetve C. kefyr (9/13, 69 %) izolatumok nagy tobbségénél is.

Ezzel szemben C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii torzsek

esetében a POS egyértelmiien fungisztatikus hatdsinak mutatkozott.

Id6-61és gorbék (time-Kill) Kisérletek eredményei
A vizsgalt izolatumok és ATCC teszttorzsek MIC, illetve MFC értékeit az 1. tablazat

rogziti.
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1. tablazat: 1d6-6l1és kisérletekben vizsgalt Candida fajok

Vizsgalt fajok (vizsgalt izoldtumok A vizsgalt A vizsgalt
szama) izolatumok MIC izolatumok MFC
tartomanya tartomanya
(mg/L)' (mg/L)'
C. albicans (4) 0.03->8 >8
C. glabrata (3) 0.5->8 >8
C. tropicalis (2) 0.06-0.25 >8
C. parapsilosis (12) 0.06-0.12 0.5->8
C. krusei (9) 0.25 0.5-8
C. inconspicua (4) 0.12-0.25 0.5-1
C. lusitaniae (3) 0.06 2
C. guilliermondii (3) 0.25 >8
C. kefyr (3) 0.06 0.5-8
C. albicans ATCC 14053 0.12 >8
C. tropicalis ATCC 750 0.5 >8
C. parapsilosis ATCC 22019 0.12 >8
C. krusei ATCC 6258 0.25 0.5
C. inconspicua ATCC 16783 0.12 0.5
C. guilliermondii ATCC 6260 0.25 >8
C. norvegensis ATCC 22977 0.12 0.25

' A CLSIM27-A2 metodikdjan alapulé MIC/MFC értékek meghatdrozésa, azonban a kezdd csiraszdm 10*
cfu/mL

A klinikailag jelentds Candida fajok koziil a POS fungicid hatdstinak bizonyult a C.
krusei, a C. lusitaniae, a C. kefyr és a C. inconspicua klinikai izolatumok esetén.

A C. krusei izolatumok koziil csak az ATCC 6258-as szamu torzs esetén tapasztaltunk
fungicid hatdst 24 6ra alatt 4 mg/L (16xMIC) értéken. Bar 36 6ra mulva egy klinikai
izolatum esetén mdr az 1 mg/L. koncentraciéji POS is fungicid hatastnak bizonyult, a
legjobb fungicid hatdst 48 6ra miilva figyelhettilk meg. A 9 klinikai izolatumbdl 7 esetén
mar az 1 mg/L (4xMIC) koncentriciéju POS is fungicidnek bizonyult; a maradék két
izolatum esetén pedig 2 mg/L (8xMIC) koncentriacidji POS alkalmazasdaval kaptunk
legaldbb 99.9 %-os csiraszdm csokkenést a kezdd inokulumhoz képest.

A POS mindhirom C. lusitaniae izolatum esetén fungicid hatdstinak bizonyult mar
0.25 mg/L (4xMIC) koncentracidon 48 6ra mulva. 1 mg/L. POS koncentracién 2 izoldtum
mar 24 6ra, mig 36 6ra mulva mindhirom izolitum legaldbb 99.9 %-os csiraszdm
csokkenést mutatott a kezdd inokulumhoz képest (fungicid hatas).

Két C. kefyr izolatum ellen a POS 24 6ra milva mar 1 mg/L koncentricidn
(16xMIC) fungicidnek bizonyult. Ugyanezen torzsek 36 6ra milva mér legaldbb 99.9
%-0s csiraszam csokkenést mutattak a kezdd inokulumhoz képest (fungicid hatas) 0.12
mg/L (0.5-1xMIC) értékeken. A POS a harmadik C. kefyr izolatum ellen, korreldciéban

a MFC értékkel, fungisztatikus hatdst mutatott.
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Harom C. inconspicua klinikai izolatum, hasonléan az ATCC teszttorzshoz, mar 24
o6ra mulva legaldbb 99.9 %-os csiraszdm csokkenést mutatott a kezdd inokulumhoz
képest 1 mg/L. (8xMIC) POS koncentracié hatdsara (fungicid hatds). Ezen izoldtumok
ellen a POS mar 0.06 mg/L (0.5xMIC) koncentrdciéon 36 6ra utdn fungicid hatdstinak
mutatkozott. Egy izoldtum ellen a POS csak 48 6ra utdn mutatott fungicid hatast 0.25-2
mg/L. (4-16xMIC) koncentracidkon.

A C. norvegensis ATCC 22977 teszttorzzsel szemben a POS 36 o6ra milva
fungicidnek bizonyult 1-16xMIC koncentracidkon.

A POS a C. albicans, a C. glabrata, a C. tropicalis és C. guilliermondii ellen,
megerésitve a MFC meghatarozds sordn kapott értékeket, fungisztatikus hatdstinak
bizonyult. A POS a C. albicans, a C. tropicalis és a C. guilliermondii izolatumok
novekedését 2-16xMIC értékeken gatolta.

A POS a C. glabrata izolatumok ellen csak gyenge gatlé hatdssal rendelkezett;
barmely tesztelt POS koncentracion novekedés volt tapasztalhatd. A legjobb gatld hatést
4-8xMIC értékeken figyelhettilk meg. A magas POS MIC-val (> 8 mg/L) rendelkez6 C.
glabrata és C. albicans izoldtumok 1d6-6lés gorbéje 16-32 mg/L POS koncentracidkon a
kontrollhoz volt hasonld.

Béar a MFC értékek alapjan sok C. parapsilosis izolatum ellen a POS fungicid hatasu
volt (MFC: 0.5 - > 8 mg/L), az id6-61és gorbék ezt egyetlen esetben sem igazoltdk. A POS
mar 0.5xMIC értékeken is fungisztatikus hatasu volt az Osszes vizsgalt torzs ellen, és 48
ora utdn minden esetben, mar 1-16xMIC értékeken is csokkentette az €l6 gombasejtek

szamat a kezd6 inokulumhoz képest.

14



Megbeszélés, kovetkeztetések

Munkamban a POS, mint legijabb triazol tipusd antifungilis szer hatékonysagat
vizsgéltam a leggyakrabban el6forduld 10 Candida faj tobb mint 200 klinikai anyagbdl
izolalt torzse esetén. A vizsgilt fajok kozill a C. krusei és a C. inconspicua csokkent
érzékenységet mutattak a leggyakrabban hasznalt antifungélis szer, a FLU irant.

A POS a standard leveshigitasos mikrodilicids médszer szerint, egyezve a nemzetkozi
adatokkal, kitlinG in vitro aktivitdst mutatott a klinikai anyagokbdl izolalt Candida fajok
ellen. A legmagasabb MICq értéket a C. glabrata esetén mértiik, bar ezek az adatok
alacsonyabbak a Pfaller és munkatarsai altal kapott 4 mg/L-es MICqy értéknél.

Bebizonyitottuk, hogy a FLLU-ra R C. albicans és C. glabrata fajok a POS irant nem
minden esetben mutattak csokkent érzékenységet. Ennek magyardzata valdszinlisithetéen
abban keresendd, hogy a két antifungdlis szer eltérd rezisztencia mechanizmussal
rendelkezik. Eszerint a POS hatdsiat kevésbé befolydsolja a lanoszterol-demetildz gén
mutécidja, valamint a FLU-lal ellentétben a POS nem tekintendd a fobb efflux pumpak
potencidlis szubsztritjanak.

Eredményeink alapjan minden C. krusei és C. inconspicua torzs mar alacsony POS
MIC értékeken is jol gétolhat6. Ezek az eredmények szintén eltértek a Pfaller és
munkatérsai éltal kapott eredményektdl, bar 6k kisérleteikben csak 3 db C. inconspicua
torzset teszteltek, és az egyiknél megallapitott POS-ra vonatkozé MIC érték > 8 mg/L
volt. A szerzok feltételezték, hogy a POS és FLU kozott valdsziniileg keresztrezisztencia
all fenn. Az éltalunk kapott eredményeket elemezve azonban az 4altaluk valdsziniisitett
keresztrezisztencia inkdbb egy kivételes esetnek tekinthetd, mintsem &ltaldnos
jelenségnek.

Eredményeink alapjdn a gydgyszer felolddsdra haszndlt oldészer mindsége (DMSO
helyett PEG) elhanyagolhaté mértékben befolydsolta a kapott MIC értékeket, a fajra
bontott MIC egyezés, a C. parapsilosis kivételével, 97-100 % volt a vizsgilt fajok
esetében. A kiilonbodzd szerzok altal kapott POS MIC értékek jobb dsszehasonlithatdsdga
miatt azonban tanicsosabb a standard médszerben leirt DMSO-t hasznalni PEG helyett a
makro-, €s mikrodildacios kisérletekben.

Munkankban nagyszamu C. inconspicua izolatummal bovitettiik az E-teszt adatbazist.
Az E-teszttel 24 6ra milva leolvasott POS MIC értékek kivalo egyezést mutattak a

standard modszerrel, igazolva ezzel, hogy az E-teszt kitin6 MIC meghatarozasi
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alternativa. A rutin laboratériumi gyakorlat szamdra tehat javasolhaté az E-teszt
hasznélata POS esetén is.

Egyezve a triazolokra vonatkoz6 kordbbi adatokkal, a POS fungisztatikusnak
bizonyult a klinikailag jelentds Candida fajok kozil a C. albicans, a C. glabrata, a C.
tropicalis a C. parapsilosis és a C. guilliermondii ellen. A C. glabrata kivételével a
fungisztatikus hatds mar alacsony, a MIC értékekhez kozeli POS koncentracidkon
bekovetkezett. A C. glabrata esetén a fungisztatikus hatds nagyon gyenge volt, a vizsgélt
izolatumok koziil semmilyen vizsgdlt koncentraciéon nem tapasztaltunk csiraszdm
csokkenést a kezdd inokulumhoz képest. A gyenge fungisztatikus hatdsra a kiilonbdz6
modszerek alapjan vizsgilt MIC értékek kozil egyedill a 48 6ras E-teszt eredmények
utalnak. Bar a 48 ords E-teszttel mért MIC értékek és a leveshigitisos moédszer
eredményei kozott rendkiviil gyenge egyezést tapasztaltunk, klinikai relevancidja nem
zarhat6 ki a 48 6ras inkubdacids id6 utdn mért E-teszt értékeknek C. glabrata esetén.

A POS koncentricié-, és foleg idofiiggd fungicid aktivitdst mutatott az dsszes vizsgdlt
C. krusei, C. inconspicua, C. lusitaniae és a két alacsony MFC értékkel rendelkezo C.
kefyr izolatum ellen. A fungicid hatds 1 mg/L POS koncentrdciéon mar 24 éra mulva
megfigyelhetd volt 2-2 C. lusitaniae és C. kefyr torzsek esetén, illetve 4 tesztelt C.
inconspicua torzs (beleértve az ATCC teszttorzset is) tekintetében. Figyelemre mélto,
hogy az 1 mg/L-es POS koncentricié konnyen elérhetd a vérben, ezért ezeknek az
eredményeknek terdpids jelentosége lehet.

A POS fungicid aktivitdsa 1 mg/L koncentrdcidon a C. krusei torzsek tobbségénél,
illetve egy darab C. inconspicua izolatum esetén csak 48 dra utin volt megfigyelhetd. Két
C. krusei klinikai izoldtum esetén csak 2 mg/L POS esetén észleltiink fungicid hatast.
Mivel mind a C. krusei, mind pedig a C. inconspicua csokkent érzékenységet mutat a
leggyakrabban hasznalt FLU irant, a VOR pedig csak gyenge fungicid hatdst mutat e két
faj ellen, a POS valddi terapids alternativa lehet a C. krusei és C. inconspicua fertézések
kezelésénél.

A MFC eredményeink kitlind korreldcidt mutattak az id6-6lés gorbék eredményeivel
(nem szamitva a C. parapsilosis izolatumokat) az 6sszes vizsgalt faj esetén, azaz, a joval
konnyebben elvégezhetd MFC vizsgdlat segitségével elore meg lehet josolni POS esetén
az esetleges fungicid, vagy fungisztatikus hatést a kiilonbdz6 Candida fajok tekintetében.
Bar 28 vizsgalt C. parapsilosis izolatumnal 22 esetben a MFC érték < 2 mg/L volt, az id6-
0lés gorbék ezt egyetlen esetben sem igazoltdk, annak ellenére, hogy 32-64xMIC

értékeken is elvégeztik a kisérleteket. Ennek okat csak valdszinlsiteni tudjuk.

16



Valosziniileg a POS hosszan tart6 posztantifungalis hatassal rendelkezik a C. parapsilosis
torzsek ellen, igy lehetséges, hogy a 48 dra helyetti 72 6rds inkubdcids id6 lehetové tette
volna a novekedésben gatolt, de é16 C. parapsilosis sejtek detektdldsat Sabouraud-agaron.
Ennek meghatarozdsa a jovo feladata.

Eredményeink alapjdn a POS kival6 in vitro aktivitdssal rendelkezik a klinikailag
jelentds sarjadzé gombdk ellen mind a MIC értékek, mind pedig az idd-o6lés gorbék
eredményei alapjan. A POS fungicid hatdsinak bizonyult tobb, klinikailag jelentds
sarjadzé gomba ellen, de ennek lehetséges in vivo terdpias hatdsat tovabb kell vizsgalni.
Béar nagyszamu, HIV-pozitiv beteg szdjiiregi-, és nyeldcsé candididzisdnak a kezelése
sorin a POS legaldbb olyan klinikai hatdst mutatott, mint a FLU, candidémids,
neutropénids betegek POS kezelésérdl jelenleg még nincs irodalmi adat. Az ilyen
vizsgédlatoknak hatart szabhat az a tény, hogy a POS-nak jelenleg nincs parenterilis
formdja, és a fokozottabb felszivodast csupdn magasabb zsirtartalmii ételek fogyasztasaval
probaljak elérni. A napi 800 mg POS kezelés sordn a POS egyensilyi koncentricidja a
vérben 689-817 ng/mL-nek addédott (mért szEélsd értékek: 0-3710 ng/mL) 194 beteg
invaziv candiddzisa sordn végzett vizsgélatok alapjan. Rdaddsul a POS nagyobb, mint 90
%-ban kotédik fehérjékhez a szérumban, csokkentve ezzel a szabad, bioldgiailag aktiv
POS koncentriciét. Ezen tények jelenleg meghatirozzdk a POS alkalmazhatdsdgat a
sulyos, invaziv fertdzések kezelésében, bar profilaxisra, akdr csontvelOtranszplantélt
betegek esetén, kivaldan alkalmasnak tiinik.

Az intravénds POS-t minél eldbb ki kell fejleszteni, nehogy az itrakonazolhoz

hasonléan margindlis szerepe legyen az antifungalis terapidban.
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Az eredmények Osszefoglalasa

1.

A POS a MIC értékek alapjan kivadlo in vitro aktivitdst mutatott (olddszertdl
fiiggetleniil) a klinikailag fontos Candida fajok ellen, beleértve a FLU irant csokkent
érzékenységet mutatd fajokat is.

A POS MIC értékeinek jobb 6sszehasonlithatésaga érdekében a DMSO-t javasoljuk a
gyogyszer feloldasiara PEG helyett a makro-, €s mikrodiliciés kisérletek elvégzésénél.
A leveshigitdsos mddszerrel kapott MIC értékek jo korrelaciét mutattak az E-teszt
alkalmazasakor kapott MIC értékekkel, ezért az E-teszt érzékenység meghatarozasi
modszer kivdldan és biztonsdgosan hasznalhaté a rutin diagnosztikdban.

A klinikailag legjelentdsebb Candida fajok POS iranti MFC értékeinek meghatarozasa
soran a POS szdmos Candida faj ellen fungicid hatdsa volt (C. inconspicua, C.
lusitaniae, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr), mig C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. guilliermondii izolatumok esetén fungisztatikusnak bizonyult.

Az 1d6-0lés gorbék, a C. parapsilosis kivételével, teljes mértékben aldtdmasztottik a
MFC meghatarozas altal kapott eredményeket.

Mivel a POS-nak jelenleg csak per os formdja &ll rendelkezésre a klinikai
gyakorlatban, a szer intravénds formdjanak a Kkifejlesztése jelentOsen javitand az

invaziv gombafertdzésekben szenvedd betegek eredményes kezelését.
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