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Bevezetés

Az elmult harminc évben a kiillonb6zé gombék altal okozott invaziv infekciok
jelentdsége megnétt. Ez részint az egyre gyakoribba valo invaziv, illetve
immunszuppresszioval jaré beavatkozasoknak, tovabba az egyre nagyobb szamu sulyos
alapbetegséggel kiizdo ¢és ezért gombas infekciokra fogékonyabb betegpopulacionak
koszonhetd. A vilagon becslések szerint tobb mint 1 millidrd gombas infekcid torténik évente,
am ezeknek az eseteknek csak toredéke sulyos kronikus vagy akut invaziv fertézés (4,5-5
milli6). Az évi tobb mint 1,6 millids globalis becsiilt haldlozas mégis beszédes adat és jelzi
ezeknek a jellemz6en opportunista korokoz6 eukariota mikroorganizmusoknak az emberi
egészségre gyakorolt jelentéségét. Ha parhuzamba szeretnénk allitani ezt a halalozasi adatot
mas fert6zo betegségekkel, akkor azt talalnank, hogy ez megegyezik a tuberkulézis altal okozott
¢s mintegy haromszorosa a maléria okozta becsiilt halalozdsnak. Fontos leszogezni azonban,
hogy ez a magas halalozasi adat tobb eltéré gombafaj, s6t nemzettség altal okozott szamos
korkép kozott oszlik meg. A legjelentdsebbnek tartott huméanpatogén koérokozok a kiillonbozo
Candida, Aspergillus és Cryptococcus fajok.

Az invaziv candidiasis-0s (IC) esetek szama becslések szerint globalisan évi ~700.000,
melyb6] 23.000-25.000 torténik az Egyesiilt Allamokban. Az ehhez kapcsolodo egészségiigyi
raforditds Benedict és mtsai. becslése szerint 1,4 milliard USD, mely nagysagrendileg
megegyezik az AMR (antimikrobialis rezisztencia) miatt az egészségiigyi ellatasban megjelend
tobbletkoltség Gsszegével. Magyarorszagon becslések szerint évi 1100 koriili candidaemia-s,
illetve néhany szaz egyéb invaziv, példaul posztoperativ peritonealis candidiasis eset fordulhat
eld.

Az invaziv Candida infekciok terapiajara meglehetésen kevés hatdanyaggal
rendelkeziink, melyek hirom csoportba oszthatok, ezek a poliének, az azolok, illetve az
echinocandinok. Utobbi csoport 2000-es évekbeli bevezetéséhez nagy reményeket fiiztek, mint
biztonsagosabb és hatékonyabb, kiemelkedéen jo in vitro aktivitast antifungalis szerek,
azonban a hozzajuk kapcsolddo igéreteket csak részben sikeriilt bevaltaniuk. Bar valoban egy
rendkiviil biztonsagos hatéanyagcsoportrdl van sz6 és klinikailag némileg hatékonyabbak, mint
a korabbi antifungalis gyogyszerek, az invaziv Candida okozta infekciokban, a candidaemia-
hoz kapcsolddd mortalitas tovabbra is elfogadhatatlanul magas, bizonyos fajok esetében eléri a
70%-ot a kritikus allapota betegek korében. Az utdbbi idében mind gyakrabban felmeriil6
magyarazat a tovabbra is magas halalozas hatterében, a nem megfeleld, til alacsony napi dozist

echinocandin adagolds, illetve az ebbdl kdvetkezé PK/PD célkoncentracid el nem érése, mind
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a véraramban, mind pedig az egyéb fokalis gocokban. Ennek oka tobbek kozott az lehet, hogy
az adagolasi séma Osszeallitasa soran az egészséges onkéntesek adataibol indultak ki, azonban
ma mar tudjuk, hogy a kiilonb6z6 kritikus allapotban 1évo betegek korében a farmakokinetikai
paraméterek az egyes echinocandinok esetében jelentdsen eltérnek, altaldban az alacsonyabb
expozicid iranyaba. Tovabbi probléma, hogy az echinocandinok adagolasa a bevezetésiik ota
nem valtozott. Abban az idészakban amikor a jelenleg hasznalatos dézisokat megallapitottak,
az a farmakometriai megkdzelités nem volt elterjedt, mely figyelembe veszi a kiilonb6zo
Candida fajok némileg eltér6 echinocandin érzékenységét és a kiilonbozé betegpopulaciokban
¢s anatomiai tdjakon tapasztalhatd farmakokinetikai variabilitast, ma raviladgit az adagolés
lehetséges elégtelenségére.

A Candida okozta véraramfert6zésekhez képest az egyéb anatémiai teriiletek infekcioi
kevésbé voltak a tudomany fokuszaban és csak az elmult 7-8 évben kezdtek el megjelenni
példaul a MCF peritonealis és pleuralis folyadékra vonatkozo farmakokinetikai adatai, melyek
ismeretében vizsgalhatoak az emlitett teriileteken relevans gyogyszerkoncentraciok
farmakodinamias aktivitisa. Erdekes modon a 2009-ben leirt C. auris-ra vonatkozoan is
egyeldre sziikds farmakodinamids ismeretekkel rendelkeziink, példaul a MCF-rol csak
érzékenységi vizsgalatok adatai allnak rendelkezésre, pedig a klinikailag elérhetd
koncentraciok ismeretében vizsgalhatd, hogy a jelenlegi dozisok alkalmazasa elégséges-e a
korokozok eradikédlédsdhoz az adott anatomiai teriiletrol.

Vizsgélatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy a klinikumba masodikként bevezetett
echinocandin, a MCF farmakodindmias aktivitaisa megfelelé-e a rendelkezésre allo
farmakokinetikai adatok alapjan a pleura, valamint a peritoneum kiilonboz6 Candida fajok
okozta gyulladasos korképeiben, illetve megvizsgéltuk azt, hogy a MCF a klinikailag relevans
koncentraciokon milyen aktivitast fejt ki a jelenleg is terjeddben 1évé C. auris kiilonbozo
kladokba tartoz6 izolatumai ellen a vérplazmaban elérheté koncentraciokon. Kisérleteink soran
figyelembe vettiikk az egyes anatomiai helyeken relevans fehérjekoncentraciokat, ezzel is
kozelitve az in vivo tapasztalhatdo farmakodinamiai koriilményeket. Reményeink szerint

eredményeink hozzajarulhatnak a MCF nagyobb hatékonysagu klinikai alkalmazaséhoz.



Célkitiizés

Kisérleteink soran a micafungin in vitro aktivitasanak tobb aspektusat is vizsgaltuk klinikailag
relevans Candida fajok ellen, mellyel reményeink szerint hozzajarulhatunk a micafungin,

illetve az egyéb echinocandinok hatékonyabb klinikai alkalmazéasahoz.

Vizsgalataink az alabbi sziikebb témakra terjedtek ki:

- A micafungin in vitro aktivitasanak vizsgalata pleuralis és peritonealis fert6zésekbol
szarmazo Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei és Candida kefyr izolatumok ellen a pleuralis és peritonealis
folyadékban elérheté6 MCF koncentraciokon (0,25-2 mg/L) normal RPMI-1640, illetve
10% ¢és 30% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkdozegben 1dd-6lés

modszerrel

- A micafungin, valamint a két klinikai forgalomban 1év6 (caspofungin, anidulafungin)
¢s a klinikai kiprobalas alatt allo rezafungin in vitro aktivitasanak vizsgalata Candida

auris izolatumok ellen id6-61és modszerrel klinikailag relevans koncentraciokon (0,25-

32 mg/L)



Anyagok és Modszerek

A Kkisérletekben vizsgalt izolatumok

A pleuralis és peritonealis farmakodinamias vizsgalatok soran az emlitett anatomiai
helyekrél szarmazé (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei és C.
kefyr) klinikai izolatumokat (n=3 / faj), illetve referencia torzseket (C. albicans ATCC 10231,
C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258) vizsgaltunk.
A referencia torzsek, illetve a C. auris izolatumok kivételével minden izolatum a DE AOK
Orvosi Mikrobioldgia Intézetében keriilt azonositasra 2010 és 2017 kozott MALDI-ToF
(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight) tomegspektrometrias modszerrel
(Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag), illetve API-32 IDC (BioMérieux, Marcy I'Etoile,
Franciaorszag) biokémiai automatdval. A -70 C°-on tarolt izoldtumokat a kisérletek
megkezdése eldtt MALDI-ToF segitségével ujra identifikaltuk a legijabb rendelkezésre allo
adatbazissal. A C. auris torzsek a NCPF (National Collection of Pathogenic Fungi, Bristol,
Egyesiilt Kirdlysag) torzsgyljteményébdl érkeztek ¢és Dr. Andrew Borman bocsatotta a

rendelkezéstinkre.

A kisérletekben hasznalt antifungalis szerek, valamint a human szérum

A MCF pleuralis és peritonealis Candida izolatumok elleni aktivitasanak vizsgalata
soran 8 MCF-t a AbMole-to6l szereztiik be (AbMole Europe, Briisszel, Belgium), mig a C. auris
elleni vizsgalatok soran az ANF, a CSF, valamint az MCF a MolCan-tél (MolCan, Toronto,
Kanada) keriilt beszerzésre, a RZF-t a Cidara (Cidara Therapeutics, San Diego, Egyesiilt
Allamok) bocsatotta rendelkezésiinkre. A human szérumot (AB vércsoportli poolozott férfi),
valamint az RPMI-1640 (2% gliikoz, L-glutamin mentes) tapfolyadékot a Sigma-Aldrich
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) szallitotta.

Az izolatumok micafungin, illetve egyéb echinocandin érzékenységének meghatarozasa

A MCEF pleuralis és peritonealis farmakodinamiajanak vizsgalata soran az izolatumok
MCF érzékenyégét makrodilucioval hataroztuk meg az egyes tapkozegekben (RPMI-1640,
illetve 10 és 30% human szérummal kiegészitett RPMI-1640) CLSI-M27-A3 protokoll alapjan
(CLSI 2008) 0,015-8 mg/L-es tartomanyon, akarcsak a MCF ¢és komparatorai C. auris
izolatumok elleni vizsgalata soran, utobbi esetben a két vizsgalt tapkdzeg normal RPMI-1640

€s 50% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 volt. A MIC értékek leolvasasat 24 ora



elteltével végeztik vizualisan, az izolatumok echinocandinok iranti érzékenységét a

nemzetkozileg elfogadott részleges (50%-os) gatlas alapjan definialtuk (CLSI 2008).

A micafungin in vitro farmakodinamiajanak vizsgalata pleuralis és peritonealis Candida
izolatumok ellen

A kisérletek megkezdése elott 24 draval a mar elobb ismertetett modon szélesztettiik a
vizsgélni kivant izolatumokat. A kisérlet megkezdésekor az egyes izoldtumokbol 0,5 McF
denzitast szuszpenziot készitettiink fiziologias sdoldatban, majd ezen szuszpenzié 0,5 ml-ét
hozzaadtuk a MCF kiilonb6z6 koncentracidit tartalmazo tapfolyadékokhoz (normal RPMI-
1640 és 10%, illetve 30% human szérummal kiegészitett RPMI-1640). A végtérfogat 5 ml volt,
a vizsgalt MCF koncentraciok pedig a kovetkezdk: 0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l és 2 mg/l. A
kiilonboz6 szérumkoncentraciokkal kivantuk szimulalni a pleuralis és peritonealis folyadékban
talalhato normal, illetve gyulladas esetén kialakul6 fehérjekornyezetet. C. parapsilosis esetén a
fajra jellemz6 magasabb echinocandin MIC értékek miatt a 0,25 mg/L-es koncentraciot egyik
tapkozegben sem vizsgaltuk. Az dsszeallitott csoveket 24 oran at 37 C-on inkubaltuk és adott
idépontokban (0, 4, 8, 12 és 24 6ra) homogenizalds utan 100 ul mintat vettiink beldliik. A
mintakbol tizes alapt tovafuto higitasi sort készitettiink és a megfeleld higitasokbol 4x30 ul-t
SDA-ra (Sabouraud Dextrose Agar) oltottunk. Az egyes taptalajokat 48 oran at 37 °C-on

inkubaltuk, majd megszamoltuk a kindtt gombatelepeket.

A micafungin in vitro farmakodinamiajanak osszehasonlité vizsgalata Kkiilonb6z6
kladokba tartozo C. auris izolatumok ellen

A MCF és komparatorai (RZF, ANF, CSF) C. auris izolatumok elleni in vitro
farmakodindmidjanak vizsgalata sordn azonos metodikat hasznaltunk, mint a MCF pleuralis és
peritonealis izolatumok elleni aktivitasanak vizsgalatahoz, azonban az echinocandin
koncentraciok, valamint a tapkozegek némileg eltértek. A két felhasznalt tapkozeg a normal
RPMI-1640, valamint 50 % human szérummal kiegészitett RPMI-1640 volt, utobbi a
véraramban talalhatd fehérjekoncentraciot szimulalta. Az echinocandin (MCF, CSF, ANF,
RZF) koncentraciok a kovetkezok voltak normal RPMI-1640-ben: 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32
mg/L, szérummal kiegészitett RPMI-1640-ben pedig 1, 2, 4, 8, 16, 32 mg/L.



Az aggregacio vizsgalata a C. auris izolatumok esetében echinocandin expozicié hatasara

Annak vizsgalata, hogy az echinocandinok milyen morfologiai valtozasokat indukalnak
a két vizsgalt tapkozegben fazis-kontraszt mikroszkopids modszerrel tortént 1 és 16 mg/L-€s
echinocandin koncentracion minden klad esetében 2 izoldtummal (12, 27, 15, 12372, 204, 2,
13108 and 1-172), mindkét tapkozegben 24 6ra inkubaciot kovetéen MCF, RZF, ANF és CSF
jelenlétében. A teljes vizsgalt térfogat 10 uL volt. A felvételek elkészitése Zeiss Axioskop 2
mot mikroszképon tortént AxioCam HRc kamera segitségével. A képek elemzése Zeiss

Axiovison 4.8.2 szoftverrel tortént.

Az adatok statiszikai kiértékelése

A kisérletek soran az adott idopontokban kinétt telepek szamabol Gn. Olési ratat
szamitottunk a kovetkezé egyenlet alapjan: Ni=No*e*!, ahol Nt a t idépontban életben 16v6
sejtek szamat jeloli, No a kezdeti €élésejtszamot, t az eltelt id6t, e az Euler féle szamot és k az
a kiindulasi csiraszdmhoz képest adott iddpillanatban kevesebb €16 sejt van a rendszerben, mig
negativ, ha szaporodas torténik. Az 50, 90, 99 és 99,9%-0s ¢éldsejtszamcsdkkenést a kiindulasi
csiraszdmhoz képest az aldbbi modon szamitottuk ki: T50=0,30103, T90=1/k, T99=2/k,
T99,9=3/k. Az illesztés josagat r? probaval ellendriztiik. Az dlési kinetika dsszehasonlitasa az
egyes izolatumok és echinocandin koncentraciok esetében mindkét vizsgalat soran Tukey-féle
post-hoc teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel tortént a szamitott 61ési rata
(k) értékek Osszehasonlitasaval. Az azonos echinocandin Kkoncentraciok hatasanak
Osszehasonlitasat a kiilonboz6 tapkozegekben Welch-féle T-teszttel végeztik. Az
eredményeket akkor tekintettiik szignifikansan kiilonbozének, ha p<0,05 volt. A statisztikai
elemzést GraphPad Prism 6.05 szoftver (GraphPad Software, La Jolla California USA)

segitségevel vegeztiik el.



Eredmények

A micafungin in vitro aktivitasanak vizsgalata pleuralis és peritonealis Candida
izolatumok ellen

A kisérletekben hasznalt izolatumok micafungin érzékenységének meghatarozdsa

A MCF érzékenységmeghatarozas soran a MCF MIC értékek normal RPMI-1640
tapkozegben a QC (quality control) térzsek esetén minden esetben a nemzetkozileg elfogadott
tartomanyba estek (CLSI 2008). A klinikai torzsek a jelenleg elfogadott hatarértékek alapjan
érzékenynek bizonyultak MCF-ra. A C. kefyr izolatumok esetén nincs jelenleg elfogadott
fajspecifikus hatarérték, azonban az izolatumok MIC értéke alacsonyabb volt, mint a faj
esetében kozolt ECOFF (Epidemiological Cut-Off Value) értékek (< 0,12 mg/L).

Szérum jelenlétében a vizsgalt Candida fajok MIC értéke jelentdsen megemelkedett. A
10% szérumot tartalmazo6 tapkozegben a normal RPMI-1640-ben tapasztalthoz képest 2-64-
szeres emelkedést tapasztaltunk. Erdekes modon 30% humén szérum jelenlétében a MCF MIC
értékek is csak 8-64-szeresei voltak a szérummentes tdpkozegben tapasztaltaknak. A két
szérumot tartalmazod tapkozeg kozott pedig csupan 2-4-szeres emelkedést detektaltunk. A C.
albicans és C. glabrata izolatumok MIC értéke mindkét szérumot tartalmazé tapkozegben

kisebb volt, mint 2 mg/L.

Az 50%-o0s csiraszamcsokkenéshez sziikséges idé a kiilonbozé micafungin koncentraciok
esetében az egyes vizsgalt tapkozegeben a kiilonbozé Candida izolatumok ellen az idé-olés
kisérletek soran valamint, az olési rata értékek alakulasa az egyes vizsgalt Candida fajok
klinikai izolatumainak esetében

A kisérletek soran a MCF aktivitasa legfeljebb fungisztatikus volt (nem volt 99.9%-0s
CFU (Colony Forming Unit) csokkenés) a vizsgalt C. albicans, C. tropicalis és C. parapsilosis
izolatumok ellen minden vizsgalt tapkézegben és koncentracion, ezért csak a T50 értékek
keriilnek bemutatasra (2. tablazat). A szérummentes RPMI-1640 tapkozegben a C. albicans
izolatumok esetében az 50%-o0s csiraszamcsokkenés rovid id6 bekdvetkezett. Tiz szézalék
human szérum jelenlétében a MCF aktivitasa jelentdsen csokkent a C. albicans izolatumok
ellen a 20261-es izolatum kivételével. A 30% szérumot tartalmazo tapkozegben az ATCC
10231-es torzs ellen csak a 2 mg/L-es MCF koncentracid volt hatékony, ellentétben a klinikai
izolatumokkal, melyek esetében 30% szérum jelenlétében a 0,5-2 mg/L-es

koncentraciotartomanyon tapasztaltunk legalabb 50%-0s CFU csokkenést. A klinikai C.



albicans  izolatumok ellen az emlitett koncentracidtartomanyon az  aktivitas
koncentraciofiiggetlen modon alakult.

A C. glabrata (ATCC 90030) referenciatorzs ellen a MCF minden vizsgalt tapkdzegben
¢és koncentracion hasonloan jo aktivitast mutatott. Az aktivitas mind a tapkozeg, mind pedig a
koncentraciotol fiiggetlen modon alakult. Ezzel szemben a klinikai izolatumok ellen az MCF
aktivitasat jelentésen befolyasolta a szérum jelenléte. A 0,25 mg/L-es MCF koncentracio
hatastalannak bizonyult 10% szérum jelenlétében, 30% jelenlétében pedig még a 0,5 mg/L-es
koncentraci6 sem csokkentette az életben 1évé C. glabrata sejtek szamat a klinikai izolatumok
esetében. Az 1 mg/L-es MCF koncentracid, bar okozott csiraszamcsokkenést 30% szérum
jelenlétében, aktivitasa jelent6sen elmaradt az RPMI-1640-ben tapasztalttol.

A MCF mind a referenciatérzs, mind a klinikai C. tropicalis izolatumok ellen
fungisztatikus hatast mutatott a vizsgalt tapkozegekben és koncentraciokon. Az ATCC 750
referenciatérzs ellen minden MCF koncentracion tapasztaltunk legalabb  50%-0S
csiraszadmcsokkenést, kivéve a 0,25 mg/L-en 30% szérum jelenlétében, az aktivitdsban ezen
kivételtdl eltekintve nem tapasztaltunk szignifikdns kiillonbséget az egyes koncentraciok és
tapkozegek kozott. A C. tropicalis klinikai izolatumok ezzel szemben jelentdsen ellenallobbnak
bizonyultak a MCF expozicid irant. A 34017-es és 3947-es izolatumok esetében 10% szérum
jelentdsen csokkent a MCF aktivitasa a normal RPMI-1640 tapkozeghez képest, 30% szérum
esetén pedig csak a 19739-es izolatum esetében tapasztaltunk enyhe csiraszamcsokkenést az 1
¢és 2 mg/L-es MCF koncentraciokon (k 0,00003-0,01).

C. parapsilosis esetében CFU csokkenést kizarolag a szérummentes tapkozegben
tapasztaltunk a 17820-as, illetve a 26977-es izolatumok esetében 2 mg/L-es MCF
koncentracion. Minden egyéb koncentracion és tapkozegben az 6lési rata értékek a negativ
tartomanyban maradtak.

A szérummentes RPMI-1640 tipkozegben a MCF minden koncentracidja gyors
fungicid hatast mutatott a C. krusei (ATCC 6258) referenciatorzs és a klinikai izolatumok ellen.
Ezzel szemben az aktivitas mar 10% szérum jelenlétében is jelentdsen csokkent és csak az 1 €s
2 mg/L-es koncentraciokon tapasztaltunk fungisztatikus hatast. A 30% szérummal kiegészitett
tapkozegben az 61ési rata értékek minden vizsgalt koncentracion negativak maradtak.

A C. kefyr izolatumok ellen a MCF szérummentes tapkozegben szintén gyors fungicid
aktivitast mutatott. 10% szérum jelenlétében azonban a 31709-es C. kefyr izolatum ellen a MCF
mar csak > 1 mg/L-es koncentracion volt fungicid hatasu, a 38001-es izolatum ellen pedig csak
2 mg/L jelenlétében. A 30% szérummal kiegészitett tapkdzegben a C. kefyr izolatumok ellen

csak az 1 és a 2 mg/L-es koncentraciok okoztak csiraszamcsokkenést, és csak a 2 mg/L-es
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koncentracion volt fungicid hatas tapasztalhaté a 31709-es és a 38001-es izolatumok ellen. A
24700-as izolatum esetében a MCF aktivitasa jelentésen elmaradt a masik két klinikai
izolatumhoz képest, mivel csak a 2 mg/L-es koncentracion tapasztaltunk gyenge fungisztatikus
aktivitast.

A szérum jelenléte nem befolyasolta szignifikdnsan az egyes izoldtumok ¢és
referenciatorzsek novekedését, ez alol a C. glabrata klinikai izolatumok jelentettek kivételt,

melyek szignifikdnsan lassabban szaporodtak 10% és 30% szérum jelenlétében (p <0.05)

A micafungin, valamint a komparator echinocandinok (caspofungin, anidulafungin,
rezafungin) in vitro aktivitasa C. auris izolatumok ellen

A kisérletekben hasznalt C. auris izolatumok echinocandin érzékenységének meghatdrozdsa

A C. auris izolatumok esetén jelenleg nem rendelkeziink fajspecifikus hatarértékekkel,
ezért a CDC (Centers for Disease Control and Prevention) altal kiadott tentativ hatarétékek
(S<4 mg/L ANF, S<2 mg/L CSF, S<4 mg/L MCF, S=susceptible/érzékeny) alapjan
kategorizaltuk a C. auris izolatumok echinocandin érzékenységét. A RZF esetében jelenleg
nincs semmilyen elfogadott hatarérték. Az érzékenységvizsgalat eredménye alapjan minden
vizsgalt C. auris izolatum érzékenynek bizonyult a jelenleg hasznalt echinocandinokra (CDC
2021). Szérum jelenlétében a kiilonb6z6 echinocandinok MIC értékei nottek, a normal RPMI-
1640-ben tapaszalt 2-24-szeresére. A legnagyobb mértékben az ANF esetében emelkedett, mig
a legkisebb novekedést a CAS-nal tapasztaltuk. Ennek hatterében az szérumfehérjékhez valo
eltér6 mértekli kotdédés allhat. A RZF esetében az ANF-hoz képest kisebb emelkedést
tapasztaltunk.

Az 50%e-o0s csiraszamcsokkenéshez sziikséges ido a vizsgalt C. auris izolatumok esetében,
valamint az élési rdta értékek alakuldsa

A vizsgalt echinocandinok mindegyike fliggetleniil a vizsgalt C. auris kladtol és
tapkozegtdl fungisztatikus aktivitadsiinak bizonyult a vizsgélt izoldtumok ellen (99,9%-0s
csiraszamesdkkenés nem kovetkezett be). Erdekes modon ez a fungisztatikus hatas is gyakorta
csak az inkubécio elsd 8-12 ordjaban allt fenn, melyet jelentds Gjra novekedés kovetett.

A Dél-azsiai klad esetében az atlagos Olési rata értékek koncentraciofiiggd modon
alakultak 0,25 és 32 mg/L ko6zott az ANF, RZF és MCF esetében RPMI-1640 tapkozegben,
azonban a vizsgalt izoldtumok mindegyike ellen csak a RZF (4-32 mg/L) ¢és az ANF (16-32
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mg/L) csokkentette az €16 sejtek szamat. A 27-es izolatum in. mini-paradox jelenséget mutatott
RZF jelenlétében, mivel a 0,25-2 mg/L-es koncentraciotartomanyon kapott dlési rata értékek
magasabbak voltak, mint a 4-32 mg/L-en mértek. A CSF semelyik koncentracion nem
csokkentette az ¢l6 sejtek szamat, bar a szaporodast némileg képes volt lassitani. Szérum
jelenlétében a RZF, ANF ¢és MCF aktivitasa koncentracid fliggd modon alakult 4 és 32 mg/L
kozott, ujrandvekedést szérum jelenlétében nem tapasztaltunk az emlitett echinocandinok és a
vizsgalt izolatumok esetében. A szérummal kiegészitett tapkozegben a CSF némileg jobb
aktivitast mutatott, mint a normal RPMI-1640-ben, azonban csak a 32 mg/L-es koncentracion
csOkkentette az €16 sejtek szdmat mindharom Dél-azsiai kladba tartozo izolatum ellen.

A Kelet-azsiai kladba tartozo referenciatdrzs (NCPF 13029/CBS 10913) ellen a RZF,
ANF ¢és a CSF koncentraciofiiggd 616 aktivitast mutatott 0,25-32 mg/L kozott, a legmagasabb
koncentracion megkozelitve a fungicid hatast (2,6-2,9 log CFU csokkenés) RPMI-1640
tapkozegben. A MCF ezzel szemben a legjobb aktivitast 0,25-2 mg/L-en mutatta (a k értékek
0,21-0,25 1/h voltak), az ennél magasabb koncentraciokon szintén Gin. mini-paradox jelenséget
figyeltiink meg (k: 0,11-0,14 1/h). A klinikai izoldtumok ellen az echinocandinok aktivitdsa
elmaradt a referenciatorzsnél tapasztaltakhoz képest, az atlagos 61ési rata értékek nem minden
esetben voltak pozitivak 0,25-4 mg/L-es koncentraciokon. Csak a RZF és az ANF mutatott 8-
32 mg/L-es koncentracidtartomanyon mindkét izolatum ellen pozitiv k értékeket. Szérum
jelenlétében a referenciatdrzs ellen a RZF és CSF koncentraciofiiggd 616 aktivitast mutatott 1
¢és 32 mg/L ko6zott, az ANF azonban csak > 2 mg/L-es, a MCF pedig > 4 mg/L koncentraciok
mellett volt képes csokkenteni az él6 sejtek szamat. A klinikai izolatumok ellen az
echinocandinok 0616 aktivitdsa ugyanazokon a koncentracidkon kezddédott, amelyeken a
referenciatorzs esetében is, azonban érdekes modon koncentraciofiiggetlen modon alakult.

A Dél-afrikai izolatumok kifejezetten ellenallonak bizonyultak az echinocandinok
hatasara RPMI-1640 tapkozegben. Bar a szaporodas iiteme jelentdsen csokkent minden vizsgalt
echinocandin koncentracion, jelentés CFU csokkenést nem tapasztaltunk még 256-1024 x MIC
koncentraciok mellet sem. A legmagasabb aktivitast (0,4 log CFU csokkenés) a 185-0s
izolatum ellen mutatta az ANF 1 mg/L-es koncentracion. Szérum jelenlétében némileg jobb 616
aktivitast figyeltiink meg, azonban csak a RZF expozicido eredményezett pozitiv k értékeket
mindharom izolatum ellen, mégpedig a 8-32 mg/L-es koncentraciétartomanyon (atlagos k
értékek 0,07-0,09 1/h).

A Dél-amerikai klad esetében az Izraelbdl szdrmazo invaziv izolatumok és a kolumbiai
korhdzi kornyezeti izolatumok eltérd modon reagaltak az echinocandin expoziciora. A

szérummentes RPMI-1640 tapkozegben az izraeli izolatumok viselkedése nagyon hasonlo volt
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a Dél-afrikai izolatumokéhoz, egyik echinocandin esetében sem volt 61és megfigyelhetd egyik
vizsgalt koncentracion sem. Ezzel szemben a kolumbiai korhazi izolatumok esetében
tapasztaltunk CFU csokkenést, tovabba jelent6s mini-paradox jelenséget figyeltiink meg,
ugyanis minden echinocandin szignifikansan jobb 616 aktivitast mutatott alacsonyabb
koncentraciokon (a k értékek atlaga érték 32 mg/L echinocandin koncentracié mellett 0,0975,
mig a k értékek atlaga 0,5 mg/L mellett 0,26 volt). Szérum jelenlétében az izraeli izolatumok
ellen a RZF 8-32 mg/L kozott mutatott 616 aktivitast (atlagos k értékek 0,03-0,08 1/h), illetve
az ANF ¢és az MCF 32 mg/L-es koncentraciokon (MCF k 0,06, ANF k 0,04 1/h). A CSF egyik
koncentracioja sem csokkentette az €16 gombasejtek szamat. A kolumbiai izolatumok ellen a
RZF, az ANF ¢és a MCF koncentraciofiiggd 616 hatést fejtettek ki, ezzel szemben a CSF hatasa
koncentraciofiiggetlen modon alakult. Erdemes kiemelni, hogy a RZF ez ellen a két izolatum
ellen mar 1 mg/L-es koncentracion képes volt csokkenteni az €16 sejtek szdmat.
Osszességében elmondhato, hogy a leggyengébb aktivitast a vizsgalatok soran a CSF
mutatta, mig a masik harom echinocandin aktivitdsa nagyjabol hasonldéan alakult, a RZF

minden izolatum ellen legalabb olyan hatékonynak bizonyult, mint az ANF és az MCF.

Az echinocandinok dltal indukalt morfologiai valtozasok kiilonbozo kladokba tartozo C. auris
izolatumok esetében

Az echinocandin expozicid hatdsdra normal RPMI-1640 tapkozegben gyakorta
tapasztaltunk nagymeéretli, akar 100 sejtet meghaladd méretli aggregatumokat fliggetleniil a
vizsgalt C. auris kladtol és az izolatumtol, valamint az echinocandin tipusatol és annak
koncentraciojatol. Szérum jelenlétében az aggregatumok mérete jelentdsen kisebb volt, mint a
szérummentes tapkozegben és szamuk is alacsonyabb volt. Erdekes modon a szérum jelenléte
onmagaban, echinocandinok nélkiil is képes volt kisméretli aggregatumok képzdodését

indukalni, azonban ezek mérete elmaradt az echinocandin expozicio altal indukaltak méretétdl.
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Megbeszélés

A  MCF véraramban tapasztalt farmakokinetikai paramétereir6l, valamint
farmakodindmids aktivitasarol széleskort ismeretekkel rendelkeziink, ezzel szemben az egyéb
invaziv Candida infekciok, mint a pleuralis és peritonealis érintettséggel jard fertézések
ajanlasok alapjan mindhédrom jelenleg alkalmazott vegyiiletcsoport (AMB, triazolok,
echinocandinok) alkalmas. A gyakori primer triazol rezisztenciaval vagy csokkent
érzékenységgel rendelkez6 potencialis koérokozok (pl. C. glabrata, C. krusei), valamint az
AMB-hez jelentds toxicitasa miatt azonban, jelenleg az echinocandinok az els6ként valasztando
szerek az emlitett anatomiai terliletek Candida infekcidinak terapiaja soran.

A jelenlegi szlikds ismereteink alapjan ugy tiinik, hogy a MCF mind a pleuralis, mind a
peritonealis folyadékban jelentésen alacsonyabb koncentracioban van jelen, mint a
vérplazmaban. A 100 mg-os sztenderd dozisok alkalmazasa mellett a Cmax értéke <2 mg/L, mig
a Cthrough < 1 mg/L a peritonealis folyadékban. Erdemes kiemelni tovabba, hogy populacio-
farmakokinetikai szimulaciok alapjan, az esetek jelentds részében a koncentraciok az 1 mg/L-t
sem ¢érik el. Az echinocandinok, igy a MCF is jelent6s mértékben kotédik szérumfehérjékhez,
igy az emlitett anatomiai teriiletek infekcioi sordn a farmakodindmids aktivitdsa jelentOsen
csokkenthet. A pleuralis, illetve peritonedlis folyadék fehérjekoncentracidja gyulladésos
folyamatok nélkiil 20-30 g/l kozott alakul, mely elmarad a szérumban mérhetd
fehérjekoncentracid6 mogott, azonban infekcid soran ez egészen 50 mg/L-es protein
koncentraciot érhet el. Vizsgalataink sordn ezért alkalmaztunk 10% és 30% szérummal
kiegészitett RPMI-1640 tapkozeget, eldbbi a fizioldgids, utdébbi a gyulladisos
fehérjekoncentracionak feleltethetd meg.

Eredményeink alapjan mar a 10% human szérum is jelentdsen befolyasolta a MCF 616
aktivitasat a vizsgalt fajok ellen, mely aldl csak a C. albicans klinikai izolatumok jelentettek
kivételt. Esetikben minden vizsgalt MCF koncentracion (0,25-2 mg/L) jelent6s
csiraszamcsokkenést tapasztaltunk, bar 30% szérumban 0,25 mg/L MCF koncentracion az 6lés
hatékonysaga szignifikansan (p<0,05) elmaradt a 10% szérumot tartalmazo tapkozeghez
képest. A recens epidemiologiai adatok alapjan a Candida fajok okozta empyema thoracis
esetek tobb, mint 35-48%-ban non-albicans faj a korokozo, illetve IAC-os esetek majd feléért
is ezek felelnek. A vizsgalt non-albicans fajok ellen a klinikailag relevans 1 mg/L-es MCF
koncentracion 30% szérumban azonban elégtelen 616 aktivitast tapasztaltunk, mely felveti a

jelenleg alkalmazott MCF adagolas elégtelenségét non-albicans fajok okozta pleuralis és
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peritonealis Candida infekciok kezelésében. Az RPMI-1640 tapkdzegben tapasztalt alacsony
MIC értékek, valamint a jelentds 616 aktivitas, ellentétben a szérum jelenlétében tapasztalttal
megerdsitik azon eredményeket, melyek alapjan a szérummentes tapkozegekben az
echinocandinok, igy a MCF aktivitasa is jelentésen talbecsiilt és nem biztos, hogy relevans az
in vivo tapasztalhaté aktivitas szempontjabol, foleg non-albicans fajok ellen.

A gyenge 016 aktivitdas tovabbi kovetkezménye lehet a vizsgalt fajok ellen a
potencialisan kialakul6 echinocandin rezisztencia a terapia soran. A szuboptimalis expozicio
tobb tanulmany szerint is kapcsolatba hozhaté az echinocandin terapia soran kialakuld
echinocandin rezisztens izolatumok okozta attéréses infekciokkal. Ebbdl a szempontbol az
abdominalis Candida infekciok kiilonos jelentéséggel birnak. Bar a Candida fajok altal okozott
pleuralis infekciok ritka Klinikai manifesztaciok, azonban tobb esetben is leirtak mar
echinocandin rezisztens Candida izolatum okozta attoréses infekciot az emlitett anatomiai
teriileten is.

A szérumfehérjék jelenléte nagyban befolyasolta a MCF C. auris ellenes aktivitasat is,
érdekes mddon azonban a 4 mg/L-es koncentracion és folotte ellentétben az egyéb vizsgalt non-
albicans fajokkal, novelte azt. A kiilonb6z6 kladok ellen az RPMI-1640 tapkozegben jelentds
kiilonbségeket tapasztaltunk. Bar a Kelet-azsiai izolatumok ellen az atlagos 6lési rata értékek
jelentésen elmaradtak az ANF-hoz és a RZF-hoz képest, addig szérumban a MCF &lési
aktivitasa hasonldan alakult a masik két emlitett echinocandinéhoz. A Dél-afrikai és Izraelbodl
szarmaz6 Dél-amerikai kladdba tartoz6 izolatumok ellen a MCF a t6bbi echinocandinhoz
hasonldan negativ 6lési rata értekeket produkalt minden vizsgalt koncentracion a szérummentes
tapkozegben, a szérum jelenléte azonban ezen izolatumok ellen is fokozta az aktivitast. A Dél-
azsiai, valamint a kolumbiai izolatumok ellen RPMI-1640-ben is tapasztaltunk 616 aktivitast,
tovabba mini-paradox jelenséget; szérum jelenlétében utobbi megsziint, az 6lési rata értékek
hasonldan alakultak a két eltérd foldrajzi helyrdl szdrmazd izoldtumok esetén. Fontos
leszogezni azonban, hogy a fokozott aktivitds is csupadn gyenge fungisztatikus hatasinak
bizonyult, hiszen egyik vizsgalt izolatum ellen sem tapasztaltunk fungicid (99,9%-0S
¢l6sejtszam csokkenés) hatast. Jelenleg csak egyetlen masik tanulmany all rendelkezésre, mely
az echinocandinok in vitro farmakodinamias aktivitasat vizsgalta, mely csupan az ANF-ra és a
CSF-ra terjedt ki. Dudiuk és mtsai. hasonléan gyenge sztatikus aktivitasrol szamoltak be a két
emlitett hatoanyaggal végzett vizsgalataik soran Dél-amerikai izolatumok ellen. Az egyeldre
nem vilagos, hogy mi all ennek a gyenge aktivitdsnak a hatterében, dsszehasonlitva az egyéb
klinikailag relevans Candida fajokkal. Az ismert, hogy a C. auris-hoz filogenetikailag kozelallo

fajok korében is gyakori a csokkent érzékenység az antifungalis hatéanyagok irdnt, azonban ez
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onmagaban nem ad kielégitd magyarazatot a gyenge aktivitasra. Ismert, illetve altalunk is
megerdsitést nyert, hogy a C. auris izolatumok egy része negativ kiilsé koriilmények nélkiil is,
mig masik résziikk sejtfal és sejtmembran aktiv antifungalis szerek hatdsdra nagyméretii
aggregatumokat képez, mely részben magyarazatot adhat a gyenge aktivitasra, hiszen az
aggregalt sejtek feltételezhetéen védelmet biztosithatnak az echinocandinok, illetve egyéb
antifungalis hatéanyagokkal szemben. A szérumban tapasztalt jobb aktivitdsra azonban ez sem
ad elégséges magyarazatot. Mivel a C. auris esetében az egyéb Candida fajokhoz képest is SOk
kitin talalhato a sejtfalban, és ismert, hogy a Candida fajok az echinocandin expoziciora
valaszul proporciondlisan fokozzdk a Kkitinszintézist, ezért lehetséges, hogy éppen a
szérumfehérjék jelenlétében tapasztalt alacsony szabad echinocandin koncentracid az oka
annak, hogy jobb aktivitast tapasztaltunk. Ennek némileg ellentmond az, hogy mini-paradox
jelenséget nem tapasztaltunk szérum jelenlétében a maximalis vizsgalt echinocandin
koncentraciokon sem. Tovabb arnyalja a képet az is, hogy a MCF és a RZF hatékonysagat
vizsgalo in vivo allatmodelles eredmények nagyfoku hatékonysagrol szamolnak be C. auris
ellen. Ennek hatterében a RZF sokkal jobb farmakokinetikai paraméterei (magasabb Cmax és
Cthrough) allhatnak, tovabba felmeriilhet az ellentmondasos in vitro és in vivo eredmények
hatterében az, hogy a C. auris in vivo koriilmények kozotti tulélése és szaporodasa, valamint az
RZF expozicid egyiittesen meghaladjak az adaptacios képességeit.

Eredményeink alapjan a MCF jelenleg alkalmazott sztenderd dozisaival nem feltétleniil
érhet6 el terapias koncentracio a non-albicans Candida fajok okozta pleuralis és peritonealis
infekciok, valamint a szérumban sem a C. auris okozta véraramfertézések terapiaja soran.
Mivel az echinocandinok, igy a MCF is széles terapias ablakkal rendelkeznek, a jelenleg
alkalmazott doézisoknal magasabbakat alkalmazva, valosziniileg a terdpids sikerek ardnya

novelhetd lenne az emlitett korképekben.
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Osszefoglalas

Az utébbi évtizedekben az ismereteink jelentdsen boviiltek az echinocandinok, igy a
micafungin farmakokinetikajaval és farmakodindmids paramétereivel kapcsolatban, azonban a
véraramtol eltérd anatomiai teriileteket érint fertézésekben, valamint a gyorsan terjedd és
gyakran gyogyszerrezisztens C. auris ellenes aktivitasardl kevés ismerettel rendelkeziink. A
jelenlegi adatok alapjan a micafungin elméletileg terapias koncentraciot ér el mind a kiilonb6z6
Candida fajok okozta pleuralis, mind a peritonealis infekciok, valamint a C. auris
véraramfertdzések kezelése soran is. A farmakokinetikai eredmények azonban nem veszik
figyelembe az echinocandinok jelentés fehérjekotodését, mely részben magyarazhatja a
terapids sikertelenség magas ardnyat a megfeleld gyogyszerkoncentracid ellenére.
Kisérleteinkben a szérumfehérjék szerepét vizsgaltuk a micafungin farmakodinamiajara in vitro
1d6-0lés moddszerrel a pleurdlis ¢€s peritonealis infekciok kezelése soran elérhetd
koncentraciokon (0,25-2 mg/L) a leggyakrabban izolalt Candida fajok Kklinikai ¢és
referenciatorzsei ellen. Annak érdekében, hogy szimuldljuk az echinocandinok jelentds
fehérjekotodését, az RPMI-1640 tapkozeget kiegészitettiik human szérummal (10 és 30%),
amely megfeleltethetd a normdl ¢és a gyulladdsos pleurdlis és peritonedlis folyadékok
fehérjekoncentracidjanak. A szérumfehérjék micafungin aktivitasara gyakorolt hatasat
kiilonbozé C. auris kladok izolatumai ellen is vizsgaltuk és Osszehasonlitottuk a jelenleg
forgalomban 1év6 echinocandinokkal, valamint a klinikai kiprobalas alatt 1év6 rezafunginnal a
véraramban relevans koncentraciokon (0,25-32 mg/L szérummentes és 1-32 mg/L 50% human
szérumot tartalmazé tapkozegben).

A pleuralis és peritonealis izolatumok ellen a micafungin aktivitasa megfeleld volt a C. albicans
klinikai izolatumok ellen, mivel jelentésen csokkentette az életben 1évé Candida sejtek szamat
minden vizsgalt koncentracion még 30% szérumban is. A non-albicans fajok ellen az
eredmények kevésbé megnyugtatoak, hiszen 30% szérumban a C. krusei és C. parapsilosis
fajok ellen még a 2 mg/L micafungin sem volt hatékony. Erdekes modon a C. auris ellen 50%
szérumban az echincandinok aktivitasa jobb volt 4-32 mg/L kozott a normal RPMI-1640-ben
tapasztalthoz képest, azonban a hatas minden esetben fungisztatikus maradt. Eredményeink arra
utalnak, hogy a jelenlegi micafungin adagolassal csak szuboptimalis expozicio érhetd el a non-
albicans fajok okozta pleuralis és peritonealis infekciokban, tovabba folyamatos legalabb 4
mg/L-es koncentracid elérésére van sziikség a véraramban C. auris ellen, amely koncentracio

csak a jelenleginél hasznalt magasabb napi dozisokkal lehetséges.
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