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Fontosabb roviditések

AMB: amphotericin B

ATCC: American Type Culture Collection
BMD: broth microdilution method
CAS: caspofungin

cfu: colony forming unit

DE: dézisfiiggden érzékeny

DMSO: dimetil-szulfoxid

E: érzékeny

FLU: flukonazol

5-FC: 5-fluorocitozin

MIC: minimalis gétldsi koncentraci6
MEFC: minimélis fungicid koncentracid
PEG: polietilén-glikol

POS: posakonazol

R: rezisztens

VOR: vorikonazol



1. Bevezetés

Napjainkban egyre novekszik a sarjadzé gombdk éltal okozott invaziv és nem invaziv
fertdzések szdma.

Ezek az infekciok kiilonosen a csokkent immunvédekezésii betegeknél vialhatnak
sulyossa, életet veszélyeztetové. Ezeknek a pacienseknek a korében a mortalitds fajtol
fliggben akar a 40-80 %-ot is elérheti (23, 43, 70, 78, 84).

Az 1990-es évektol kezdodden radikalis epidemioldgiai valtozast figyelhettiink meg az
invaziv fertézé€sekbol kitenyésztett sarjadzé gombdk megoszlasat illetéen. A Candida
albicans ugyan még mindig az elsé helyen emlitendd, viszont ezzel egyidében a tobbi, nem-
C. albicans Candida fajok éltal okozott megbetegedések szdma is megnovekedett (43, 72,
80).

A fertdzések terjedésének okait abban kereshetjiik, hogy egyes betegek hosszan tartd,
sz€les spektrumi antibiotikum kezelést kapnak, az antifungélis szereket a gombds fert6zések
megeldzésére kiterjedten hasznaljak 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 (79, 90). A silyos
sebészeti beavatkozdson atesett betegek, valamint a kemoterdpidban részesiild daganatos
betegek ugyancsak fokozottan hajlamosak az invaziv sarjadzé-, és penészgombdk A4ltal
okozott fertdzésekre. A til alacsony vagy a tul magas életkor szintén jol ismert rizikéfaktor.
Ugyanakkor megemlithetjiik az djabb betegcsoportok megjelenését is, mint felelds tényezot
(pl. HIV-fertdzottek) (21, 23, 32, 38, 43, 48, 66, 67, 71, 84).

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

Az 1990-es évektdl egy ujabb kutatdsi hullim kezddédott el, melynek egyik igéretes
gylimdlcse az djabb triazolok — tigy mint vorikonazol (VOR) és posakonazol (POS) - és az
echinocandinok bevezetése volt (21, 96).

Ezek az antifungélis szerek, kiilondsen az djabb triazolok, széles hatdsspektrummal
rendelkeznek mind a patogén sarjadzé gombdk, mind a penészgombak ellen. Bar az azolokat
és a triazolokat fungisztatikus hatdsa szereknek tartjak, szimos tanulmény irta le a VOR és a
POS in vitro és in vivo fungicid hatdsat (12, 27, 28, 35, 44, 55, 56, 61, 88, 95).
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az a tény, hogy a POS, mint gjabb triazol tipusu antifungélis szer nem minden szempont
alapjan volt eddig tanulmdnyozva a nemzetkozi irodalom alapjan.

Ezt a gondolatot szem el6tt tartva értekezésemben a POS, mint 4j antifungdlis szer in
vitro érzékenységi vizsgélatait végeztem el kiilonbozé Candida fajok esetében. Kapcsolatot
kerestem az egyes in vitro érzékenységi vizsgalatok kozott (nevezetesen leveshigitdsos
moédszer és E-teszt), valamint megvizsgiltam a POS in vitro érvényesiild ©6l6 hatdsit a
minimalis fungicid koncentracié (MFC) meghatirozasa és az id6-6lés gorbe (time-kill curve)
(45) segitségével, mellyel kapcsolatosan tudomdsom szerint még egyetlen szerzé sem kozolt

adatokat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Candida fajok altalanos jellemzése, patogenezise

A sarjadz6 gombakat az eukariotak kozé soroljak. Két f6 megjelenési formajuk van: az
egysejti és a fonalas alak (hifa).

A Candiddk 2-3 x 4—6 pm nagysagu ovalis sejtek, képesek ezen kiviil pszeudohifak
képzésére 1is, amelyek a szeptumokndl eldgazodhatnak. Ritkdn valédi hifdkat is
megfigyelhetiink (87). Egyes Candida fajok csiratomlét és klamidospoérat is képeznek (83,
105). A Candida speciesek vastag sejtfallal rendelkeznek, amely alkoto a sejtek alakjaért és a
stabilitds kialakitdsaért felelds, ezen kiviil a fagocita sejtek elleni védelemben is jelentOs
szerepet kap. Sejtfaluk f6 alkotéeleme a B-glukdn védz, amelyet, foképp a sejtfal alsobb
rétegeiben kis mennyiségii kitin szilardit (1. dbra). Emellett mannant és mannitot tartalmazé
glikoproteineket is nagy mennyiségben tartalmaz, a mannoproteinek a patogenezisben €s az

antifungdlis immunvalaszban egyarant szerepet jatszanak (57, 116).

1. dbra: A Candiddk sejtfalszerkezete

CWwW: sejtfal

EM: extracelluldris tér
PM: plazmamembran

ep: glikoproteinek rétege
B-g: B-glukan réteg

B-g+c: B-glukan-+kitin réteg

ps: periplazmatikus tér

A sejtfalat felépitd és lebontd folyamatok az antifungdlis szerek lehetséges tdmadasi
pontjai, csakiigy, mint a sejtmembrianban megtaldlhaté gombadkra jellemzd ergoszterol (57,
116).

A Candida speciesek a humidn normadl fléra tagjaként megtaldlhatéak a boéron, a

szajiiregben, a hiivelyben, és a vastagbélben is (9, 66), azonban kiilonb6z6 koriilmények (mint



az immunszupprimdlt allapot) esetén patogénekké vélhatnak. Ebben a folyamatban a jol
szabdlyozott virulenciafaktoroknak van szerepiik (20, 40, 41, 42).

A sarjadz6 gombasejtek tapaddsit a sejtfelszini hidrofobicitds, illetve a feliileten 1év6
komplementkotd receptorok, fibronektinek, integrinek biztositjdk (9, 106). Koaggregicids
folyamatok sordn a sarjadzé gombék szervezetben vald megtelepedését a kiillonb6z6 aerob-,
és anaerob baktériumok is eldsegithetik. Ezek koziil féleg a Fusobacterium nucleatum és a
Streptococcus gordonii szerepét kell kiemelniink (39).

Az egyes Candida fajok biofilm képzésére képesek, mely az antifungilis szerek
szamdra atjarhatatlan, illetve fert6zés gécaként is szerepelhet (9, 13, 21).

A gazdaszervezethez val6 adaptidcidban van szerepe a fenotipusvéltasnak, amely sordn
a fehér teleptipus-opalos teleptipus atalakulds kovetkezik be. Felmeriilt az a feltételezés, hogy
ennek a jelenségnek is szerepe lehet a patogenezis kialakitasaban (9, 87).

Fontos virulencia tényez6 a sarjadzé sejt-hifa 4talakulds (9, 99, 101). Az
immunrendszer hatdsosabban védekezik a hifat nem képezd mutdnsok ellen, tehat az ezek
altal okozott letalitas allatmodellekben kisebb (87). Ebben az esetben a fukéz és a manndz
receptorok kozvetitésével valosul meg az immunvélasz, a gyulladdsos citokinek szintje nd,
beindulnak az 0©lési folyamatok (87, 101). Ezzel ellentétben a hifit képezd mutdnsok
virulensebbek, amely azzal magyardzhato, hogy a hifdk 6lése sokkal lassabban kovetkezik be.
A hifa fagocitdzisa a CR3 és Fc receptorok segitségével torténik, ezt megsokszorozddott IL-4
és IL-10 termelés koveti (9). Igy a Th-2-es immunvalasz fog domindlni, mely ugyan néveli az
ellenanyagszintet, de csokkenti a fagocitozist (101).

A kiilonboz6 szekretélt enzimek, mint az aszpartil-proteaz, foszfolipaz és lipaz szintén
fontos virulenciafaktorok. A legaldbb tiz kiillonb6z6 sap gén éltal kédolt szekretélt aszpartil-
protedz foleg a nydlkahartya és a bels6 szervek invaziv fert6zéséért felelos (19, 41, 93, 94). A
nyélkahartya fertézésekben féleg a sapl-3, mig az invaziv fert6zésekben a sap 4-6 gének
termékeinek szerepe jelentos (20, 21, 94). C. albicans-sal intravéndsan fertdzott egerek
esetében a foszfolipdz enzim jelenléte szintén novelte a letalitast (42, 87, 99). Lehetséges
virulenciafaktorként emlegetnek még egy harmadik enzimet, az észterkotéseket bontd lipazt.
Ezek az enzimek a gombat tdpanyaghoz juttatjdk glicerin-P és szabad zsirsavak

felszabaditasaval (40).



2.2. Candida fajok altal okozott megbetegedések

A Candida speciesek altal okozott megbetegedések lehetnek enyhe, kellemetlen
tiilnetekkel jaro, illetve sulyos, életet veszélyeztetd fertdézések (38, 66, 67, 71). Az elsd
csoportba tartoznak a nydlkahdrtya fertézései, mig a masodik csoport az invaziv fertdzéseket
foglalja magdban (38, 66, 67, 71).

Csokkent immunvédekezésti (pl. HIV-fert6zott betegek) majdnem 90 %-a szenved
oropharyngeadlis candididzisban (91).

Az ordlis candididzisnak szdmos klinikai megjelenési forméja  ismert.
Egészségesekben elsOsorban a  pszeudomembrandézus forma fordul eld, mig
immunszupprimalt betegekben inkdbb az eritémds és a hiperplasztikus formdk alakulnak ki
91).

Az infekci6 sordn a szdjiireg nyélkahartyaja fert6z6dik meg, vagyis ennek épsége
dont6 szerepet jatszik a betegség elleni védelemben. A nydlkahartya hdmrétege mechanikai
barriert képez, a rajta €l6 mikrobakozosség pedig a kolonizicids rezisztencia tutjan védi a
nyalkahartyat (91).

Az invaziv gombafertdzések nagy része bor-, illetve gasztrointesztindlis eredetli (66).
A bOron kolonizélt Candida fajok fdleg intravaszkuldris katéterekkel rendelkezd betegek
esetén keriilhetnek be a vérdramba. Kiilondsen fontos ez a fertdzési forma az djsziilottek
Candida parapsilosis okozta candidémids fertézései esetén (67, 70). Gasztrointesztindlis
eredetli candidémia esetén a sebészeti miitétek, illetve a daganatos kemoterdpia miatt
karosodott nyalkahartya sériilés jelenti a f6 rizikéfaktorokat (66, 71).

Amikor az 1990-es évek elején a FLU-t bevezették a klinikai gyakorlatba, a C.
albicans okozta candidémidk szama csokkent, ezzel parhuzamosan azonban novekedett a
nem-C. albicans Candida fajok éaltal eléidézett esetek szama. Ennek folyamén fdleg a C.
glabrata, és a C. krusei altal okozott candidémids esetek szaporodtak meg (32, 47, 48, 69, 75,
90).

2.3. Sarjadzé gombak azonositasa a rutin diagnosztikai munkaban

A rutin diagnosztikdban a sarjadz6 gombdk faj szerinti azonositdsa sordn az az
altalanos gyakorlat, hogy a mintdkat elészor kloramfenikolt tartalmazé Sabouraud-agaron
novesztjiikk. A kin6tt telepek azonositdsa a tovdbbiakban kétféleképpen torténhet a rutin

laboratériumi diagnosztikéban:



1. Csiratomlé képzés detektdldsara a Sabouraud-agaron ndétt tenyészeteket fotalis
borjiszérumban inkubéljuk 1-2 6rén keresztiil. Ez a jelenség tipikus C. albicans és Candida
dubliniensis esetében (7, 107, 114).

2. CHROMagar-Candida tdptalajra oltjuk &t tovabbi azonositds céljabol. Ezen a gydrilag
elkészitett tdptalajon az egyes gombafajok kiilonbdzd szinli telepeket képeznek 37 °C-on 24-
48 ords inkubdacids id0 utdn. A tdptalajban 1évd kromogén szubsztritokat a fajok kiilonb6zd
szinnel inkorpordljak. A C. albicans kékeszold szinti telepeket, a C. krusei rézsaszin, a C.
glabrata ciklamen, mig a Candida tropicalis sziirkéskék telepeket képez.

Mivel a CHROMagar-Candida csupédn eldzetes (preszumptiv) azonositdsra szolgdl, ezért a
tovabbi azonositds miatt dltaldban szénhidrat asszimildcién alapulé gyari kit-eket hasznalunk
(31, 68, 107). Eurépaban a leggyakoribb az ID 32C panel, de tobb mas mddszer is haszndlatos
(API20C, MICRONAUT-Candida, stb.) (108).

Némely esetben a faj tovabbi pontos meghatarozasara molekularis bioldgiai-, és szeroldgiai
modszereket is sziikséges lehet alkalmazni (49, 50, 57). Illyen Candida fajok a Candida

famata, Candida inconspicua.

2.4. A sarjadz6 gombak epidemiologiaja

A rutin diagnosztikdban leggyakrabban izoldlhaté faj a C. albicans. Ez a species
hosszt ideje tartja magit, mint az invaziv és nem invaziv gombafert6zések elsé szdmui
kérokozdja. Mdasodik helyen éltaldban a C. glabrata &ll (79), bar Dél-Amerika egyes
orszdgaiban a C. parapsilosis a masodik leggyakoribb Candida faj a candidémiakbol
kitenyészett sarjadz6 gombdk kozott (79). A sorban 4ltaldban a harmadik-negyedik
leggyakoribb kérokozé a C. tropicalis szokott lenni, amely féleg daganatos megbetegedésben
szenvedo betegekbdl izoldlhat6 (79). A C. krusei csupan 1-3 %-ban fordul el6 a vérarambol
kitenyészett sarjadz6 gombdk kozott, de hematoldgiai osztalyokon akar a 30 %-ot is elérheti
az eléfordulasi gyakorisaga (69, 70, 78, 90).

Mint emlitettem, a C. albicans még mindig a leggyakrabban izoldlhat6 faj, de a nem-
C. albicans Candida fert6zések tobb orszagban, dsszeségében mar nagyobb, mint 50 %-ban
felelnek az invaziv fert6zésekért (23, 38, 43, 70, 71, 72, 78, 80, 84). A hosszan tartd
antifungdlis kezelésnek és a betegek még stilyosabb mértékli immunkarosoddsdnak valdszint

szerepe van ebben.



2.5. Antifungalis szerek jellemzése

Bar az ut6bbi idoben nott az elérhetd antifungélis szerek szdma, a mortalitds ardnya
még igy is elérheti a 40-80 %-ot (gombafajtdl fiiggden) invaziv gombds fertdzések esetén (23,
43, 70, 78, 84). Bar a prognozist illetden a neutropénia megléte, illetve az alapbetegség a
legfontosabb, az azonnali és helyesen megvalasztott antifungdlis terdpia javitja a tdlélési ratat
(71).

Az aldbbiakban az elérhetd, szisztémas kezelésre alkalmazhat6 fontosabb antifungalis
szereket szeretném roviden ismertetni, alaposabban kitérve az tjabb triazol tipusi antifungélis

szerekre, ezen beliil a POS-ra, VOR-ra, és a FLU-ra.

2.5.1. Polién tipusii antifungdlis szerek

Az ide tartozé antimikotikum a fungicid hatdstinak tekintett amphotericin B (AMB),
amely a sejtmembran irreverzibilis kdrositdsa folyaman fejti ki hatdsat (36). Forgalomban
1év6 AMB formék a kovetkezok: hagyominyos AMB (AMB dezoxikolat), lipid-asszocialt
AMB (AmBisome, Abelcet, Amphocil/Amphotec) (24, 59).

Az AMB-t fungicid hatdsd szernek tekintik, de az évek sordn kideriilt, hogy ez nem
minden gombafaj esetében igaz (10, 11, 71). C. albicans, C. dubliniensis, Candida lusitaniae
esetén (11) az ©6l0 hatds gyorsan bekovetkezik mar 2 mg/L. koncentrdcién is, mig mds
fajokndl, pl. C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis esetében a hasonl6 koncentracién torténd
fungicid hatds csak 48 ora elteltével, vagy még késobb kovetkezik be (11).

Az antimikotikum toxikus mellékhatdsai kozott szerepel a hidegrdzds, laz,
vesekdrosodds. Ezek a sulyos mellékhatidsok 0sztondzték a kutatokat a lipid-asszocidlt AMB
készitmények alkalmazasara (24, 71).

A lipid-asszocidlt AMB harom tipusdnak az alkalmazdsa jelentdsen csokkentette a
sulyosabb mellékhatdsokat. A lipid-asszocidlt AMB szarmazékokbdl napi 5 mg/kg is
nyugodtan adhatd, bar a vérben mérhetd szabad, azaz fehérjéhez nem kotott AMB szintje igy
sem tobb mint 1 mg/L (51). Ennek oka az AMB nagymértékii kotédésében rejlik a
plazmafehérjékhez (51).

A szabad, nem kotott AMB szintje tehat a dézis novelésével nem fokozhatd. Ezzel
magyardzhaté az is, hogy a magas minimdlis gitlasi koncentracioval (MIC) rendelkezd

gombafajok ellen a lipid-asszocidlt készitmények is hatdstalanok (11). J6 példa erre a magas
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MICyy (4-8 mg/L) értékkel rendelkezd C. krusei torzsek (77), amelyek esetén még a lipid-
asszocidlt AMB is klinikailag hatdstalannak bizonyult (54).

2.5.2. 5-Fluorocitozin (5-FC)

A nukleinsav szintézist gitlé antifungdlis szerek kozé tartozik, penészgombdk ellen
hatéstalan.

Mivel monoterdpids szerként adagolva gyorsan fejlédik ki szekunder rezisztencia a
szerrel szemben, ezért altaldban valamilyen mds antifungalis szerrel kombindlva adagoljdk
(113).

A szer 610 hatdsa faj-, és torzsfiiggd. Ezt aldtdmasztja az a tény, hogy Pfaller és
munkatarsai fungisztatikus hatdsunak vélték Candida speciesek esetén (C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. tropicalis) (51), azonban mas tanulmdnyokban az 5-FC fungicid
hatasat irtak le C. lusitaniae (27), és C. inconspicua torzsek ellen (53).

Jelenleg, ritka kivételektol eltekintve, nem sarokkdve az antifungalis terdpianak (71).

2.5.3. Echinocandinok

Az ide tartoz6 antifungilis szerek — ugy mint caspofungin (CAS), micafungin,
anidulafungin - az antimikotikumok viszonylagosan Uj csoportjat képezik. Jelenleg
mindhdrom antifungélis szer elérhetdé mar invaziv candididzis és egyéb, terdpidra nem reagalo
aspergillozis kezelésére (47, 71).

Ezek a gyogyszerek a B-1,3-glukdn-szintetiz enzim gatldsan keresztiil fejtik ki
hatdsukat, igy a sejtfal szintézise csokken (21, 104).

Gyors hatédsd, fungicid szernek tartjdk Oket, Candida speciesek esetén fdleg C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei és Candida kefyr fajokkal szemben (22, 25, 26),
viszont C. parapsilosis, Candida guilliermondii ellen csak gyenge fungisztatikus hatdsinak
bizonyult (22). Aspergillus-ok ellen csak fungisztatikus hatdst mutatnak, Cryptococcus
neoformans-szal szemben hatastalanok (115).

Az utébbi idokben az echinocandinokkal valé eredményes kezelést esetlegesen
hatranyosan befolydsol6 irodalmi adatok jelentek meg (34, 102, 103). Ennek 1ényege az, hogy
az echinocandinok nagyobb dézisban serkentik a Candida és Aspergillus fajok novekedését
(paradox novekedés, Eagle-effekt) (34, 81, 103). A jelenség in vitro és in vivo egyarant
kimutathat6 (34, 81, 103). Pontos szerepe nem teljesen ismert a klinikumban, egyesek szerint

csupdn az echinocandinok leveshigitisos MIC meghatdrozasdval kapcsolatos in vitro jelenség.
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Mindenesetre elfogadott moddszer jelenleg nincs az echinocandinok pontos MIC
meghatdrozdsara, bar a CLSI altal ajanlott paramétereket szoktdk a legtobbszor haszndlni a
leveshigitdsos mddszerek esetén (34, 58, 70, 81, 103).

Az echinocandinok javédra irhatd, hogy keresztrezisztencia nem figyelhetd meg mds
antifungdlis szerekkel szemben (47), illetve klinikai izoldtumok esetén is csak hosszabb ideig

tartd kezelés utdn figyelték meg rezisztencia kifejlodését (47).

2.5.4. Azol tipusii antifungdlis szerek

Az azol tipusu antifungdlis szerek kifejlesztése az 1960-as évek végére tehetd. Az
azolok két nagy csoportja az imidazolok (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol), illetve a
triazolok (FLU, itrakonazol-ITR) (14, 36, 96). Az tjabb tipusu triazolok kozé tartozik a POS,
VOR, ravukonazol, albakonazol.

Az azolokrdl altalanosan elmondhat6, hogy hatdsukat a sejtmembranban levo
ergoszterol szintézisének gatlasan keresztill fejtik ki (36, 96). A célenzim gyakorlatilag a
citokrom P-450-dependens lanoszterol-14-a-demetildaz (CYPS51), amelynek gatldsa sordn az
ergoszterol szintézise csokken és a toxikus hatdsi 14-a-metildlt szterolok felhalmozddasa
kovetkezik be (36, 96).

Manapséag a triazolok vették 4t az imidazolok helyét a szisztémds gombafertdzések

terdpidjdban, ezért a tovabbiakban csak ezen gydgyszercsoport tagjait ismertetem.

2.5.4.1. Flukonazol (2,4-difluoro-o,o- 1 - bisz(1H-1,2,4-triazol- 1 - ilmetil)benzil-alkohol)

Elsésorban a Candida fajok, illetve a C. neoformans éltal okozott gombds fertdzések
kezelésére alkalmazzdk lokdlis és szisztémds kezelések formdjaban (71, 96). Penészgombak
ellen hatastalan (47, 116).

A gydgyszer nemcsak terdpids szerként adhatd, de profilaxisban is széleskoriien
hasznéljak (71), valdjaban ez a leggyakrabban alkalmazott azol tipusu szer.

A Candida fajok tobbségének a MICy, értéke alacsony a FLU irant (27, 58, 73, 98). A
FLU széleskorli hasznalatanak kovetkezményeként csokkent a C. albicans és a C. tropicalis
altal okozott invaziv fertézéseknek a szdma (43, 72, 80), de a FLU-ra primeren rezisztens C.
krusei izolatumok szdmdnak a ndvekedése is megfigyelhetd, féleg hematoldgiai osztalyok
esetén (69, 71). Hasonl6an novekedett a masodlagos rezisztencidval rendelkezo C. glabrata

altal okozott fert6zések szama is (23, 78).
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Bar a FLU-t tisztan fungisztatikus hatdsd szernek tartjak, tobb esetben vetddott fel in
vitro és in vivo is, hogy fajtdl fiiggden a hatés lehet fungicid is.

Mikamo és munkatdarsai in vitro kisérletiikben (58) C. parapsilosis esetén azt talaltdk,
hogy a FLU mair alacsony (0.125-4 mg/L) koncentracidkon is fungicid hatdst fejtett ki a
torzsek ellen.

Sohnle és munkatérsai (98) kettd, nem replikal6do, C. albicans torzset (RPMI-1640
taptalaj helyett desztillalt vizet hasznéltak) vizsgaltak FLU jelenlétében, és azt figyelték meg,
hogy az izolatumok életképes sejtjeinek szama csokkent FLU hatdsdra. A kisérletet 28 napon
at végezték, és fungicid hatdst a 14. napon detektiltak. Ebbdl azt a kovetkeztetést vonték le,
hogy a szer lassan haté fungicid hatdsu szer, melyet kronikus disszemindlt candididzisban
szenvedo betegek esetében jol lehet alkalmazni.

A FLU in vivo fungicid hatdsinak bizonyult C. neoformans-szal fertézott
meningitiszben szenvedd nyulak esetében (73). A kisérlet végén a liquorban nem maradt
életképes C. neoformans sejt (73).

Moosa és munkatirsai (60) specidlis vagindlis mikrokornyezetet megteremtve
bizonyitottdk, hogy az ecetsav a FLU-lal egyiitt szinergista hatdst mutat, és csokkenti az
életképes C. albicans gombasejtek szdmat.

Mindezen kisérletek vildgosan mutatjdk, hogy a FLU hosszabb inkubdcids idd

elteltével fungicid hatést is kifejthet a kiilonbdz6 Candida fajok ellen (2. dbra).
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2. abra: A flukonazol kémiai szerkezete

2.5.4.2. Vorikonazol

A VOR, amely szerkezetileg a FLU szdrmazéka, szdmos sarjadz6-, és penészgomba
ellen hatdsos, szélesspektrumu gyogyszer. A Candida fajok nagy tobbsége mar alacsony

koncentraciokon is érzékenynek mutatkozik a szer ellen (érzékenységi hatarérték < 1 mg/L)
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(82). Ez aldl csak a C. glabrata, C. guilliermondii, és C. famata, valamint C. neoformans,
Trichosporon és Rhodotorula fajok képeznek kivételt (17, 89, 111).

Az Aspergillus speciesek nagy tobbségével szemben (kivétel az Aspergillus nidulans)
is kitind hatdssal bir (MICyy <2 mg/L) (17, 89).

Rubio és Morace (61, 88) kisérleteikben, 10° cfu/mL kezdd csfraszdmot alkalmazva
megéllapitottdk, hogy a VOR < 1 mg/L koncentricidkon fungicid hatdsd a C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. albicans, C. tropicalis és a C. famata
torzsek ellen. Az id6-61és gorbék ezeket az eredményeket, ha nem is teljes mértékben, de a C.
lusitaniae esetén megerdsitették (27).

In vivo Kkisérletek alkalmaval A. fumigatus és Scedosporium apiospermum altal
fert6zott neutropénids nyulakban bebizonyitottdk, hogy a VOR meghosszabbitja a tilélést, és
csokkenti a szervekben taldlhaté gombds talyogok szamat is (12, 35).

Egy masik tanulméanyban azt talaltdk, hogy invaziv aspergillézis és trichosporonosis
kezelésére mar 10 mg/kg doézisok elegendéek voltak a fungicid hatds eléréséhez
immunszuppresszalt tengerimalacokban (44, 95).

Osszefoglalva a fent leirt adatokat, a VOR fungicid hatdst az Aspergillus fajok nagy
tobbségénél, mig a Candida fajokndl, és a C. neoformans esetében fungisztatikus hatdstinak

bizonyul.

2.5.4.3. Itrakonazol

A Kklinikai gyakorlatban ennek a gydgyszernek széleskori haszndlata nem igazdn
terjedt el. Ennek valészinti oka az, hogy a gydgyszer terdpids gyakorlatba valé bevezetése
idején csak a per os forma allt rendelkezésre. Mivel az 6sszehasonlité klinikai vizsgalatokban
(foleg az AMB-vel valé 0Osszehasonlitisndl) nem szivesen haszndltak olyan gydgyszert,
amelynek nincs intravénasan is adhaté formdja, ezért az ITR alkalmazisara, tapasztalatok
hidnyaban, invaziv gombafert6zések esetén kevés ajanlast taldlunk (71). Fajfiiggd fungicid
hatdsat rtdk le Candida és Aspergillus fajoknal, bar a MFC kisérletekben alkalmazott kezd6

csiraszdm csak 10° cfu/mL volt (29, 58).

2.5.4.4. Posakonazol (SCH-56592)

A POS a legidjabb gybdgyszerpiacon megjelent antifungélis szer, melynek

hatdsspektruma a VOR-hoz hasonld, de aktiv egyben a Mucor, a Penicillium és a
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Paecilomyces fajok ellen is (17, 89). A POS-t invaziv aspergillézisban szenvedd betegek
kezelésére hagytdk jova (6, 96). Hitrdnya, hogy csak per os forméja van forgalomban.

Espinel-Ingroff és munkatdrsai meghatdroztdk a klinikai anyagokbdl leggyakrabban
izoldlhaté Candida fajok POS iranti MFC értékeit (28). A MFC értékek nagyon kozel voltak a
MIC értékekhez C. krusei, C. lusitaniae és C. neoformans esetében. 1d6-61és gorbékkel nem
bizonyitottdk azonban a fungicid hatdst.

Penészgombdk esetén szintén alacsony MFC értékeket mértek A. flavus, A. terreus,
Bipolaris fajok esetén, bar id6-6lés gorbékkel szintén nem erdsitették meg az eredményeket
(27). Fontos viszont, hogy A. fumigatus esetén a MFC eredményeket az id6-61és gorbék
igazoltak (56).

Neutropénids egérmodellben a POS hatékony volt FLU-ra érzékeny (E), d6zisfiiggd
érzékenységet (DE) mutatd, valamint rezisztens (R) C. albicans torzsek ellen, bar a bels6
szervek csiramentesitését nem érték el a szerzok (fungisztatikus hatés) (8).

A gybgyszer kitling in vitro és in vivo hatékonysiganak egyik valdszinli oka a hosszi
alkil oldallancaban rejlik (62, 118) (3. dbra). Rdadasul keresztrezisztencia is ritkdbban fordul

eld a tobbi triazollal (62, 118).
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3. abra: A posakonazol (SCH-56592) kémiai szerkezete

2.5.4.5. Ravukonazol, albakonazol

Klinikai gyakorlatban egyaltalin nem haszndlatosak, valamint a gydgyszerek

fejlesztése, tanulmanyozasa is sziinetel.
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2.5.5. In vitro érzékenységi vizsgdlatok

Rutin érzékenységi vizsgidlatokat nem minden gomba izoldtum esetében kell
elvégezni, alkalmazdsuk féleg terdpidra nem reagdld, invaziv és nem invaziv fertézések esetén

ajanlott (47, 71, 86).

2.5.5.1. Standard mikrodiliicios mddszer

A mddszernek két formdja all rendelkezésre, a mikrodilicids-, és a makrodilicids
(leveshigitdsos) forma.

Az 1997-ben késziilt NCCLS altal leirt M-27A dokumentum tartalmazza a sarjadz6
gombdk in vitro érzékenységének vizsgdlatira irdnyul6 standard koriilményeket (64, 85).
Ezek szerint standard tdpfolyadéknak az RPMI-1640-et fogadtik el, a kezdd csiraszamot
pedig 10° sejt/mL-ben hataroztdk meg. Az inkubdlas 35 °C-on torténik és a MIC értékeket 24
vagy 48 orés inkubalds utdn kell meghatarozni.

2002-ben elkésziilt a modszer moédositott valtozata (65), amely mar tartalmazta a
mindségi kontroll torzsek elvarhaté MIC értékeit is a hdzi készitésii panelek esetén (C. krusei
ATCC 6258 és C. parapsilosis ATCC 22019). Ezen kivill ez a dokumentum alternativ
lehetdségeket is ajdnl a pontosabb érzékenységi eredmények produkéldsa érdekében (rovidebb
inkubdcids id6, nagyobb kezdd csiraszam, stb.) (65).

A leirat csak a FLU, ITR és az 5-FC esetében tartalmaz ajanlasokat a MIC értékeken
alapul6 érzékenységi kategoridkat illetden.

A gyogyszer felolddsdra vagy desztillalt vizet (CAS és FLU), vagy a tobbi antifungélis
szer esetén dimetil-szulfoxidot (DMSO) kell alkalmazni. Egyes szerz6k DMSO helyett
polietilén-glikolt (PEG) szoktak alkalmazni a MIC meghatdrozas sordn, ami az eredmények
korrekt dsszevetését hatraltathatja (70, 74, 76, 80, 82). Ostrosky-Zeichner és munkatarsai 344,
kiilonbozo fajba tartozd, hemokultirabdl izoldlt Candida faj MIC értékét hatarozta meg a
triazolok ellen DMSO-t és PEG-t is alkalmazva a gyogyszerek feloldasara (70). Eredményeik
azt mutattdk, hogy PEG alkalmazisa esetén a MIC értékek 2 higitdsi fokkal alacsonyabbak
lettek a vizsgalt torzsek 30 %-a esetén. Fajra lebontva a MIC érték valtozasat azonban nem
adtdk meg a szerzok (70).

Hasonléan befolyasolhatja a kapott MIC értékeket a teszt kozeg is (5, 112). Az
Osszegyljtott irodalmi adatok alapjdn az ,antibiotikum medium 3” (AM3) t4ptalaj

alkalmazdsdval sok esetben jobb novekedést és hatdrozottabb végpontokat kaptak, mint
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RPMI-1640 esetén. Kiilonosen az echinocandinok esetén csokken a MIC érték €s az 616 hatas
is gyorsabb (5, 34, 112).

Végezetiil a modszer eldnye, hogy pontos, jol reprodukélhaté adatokat kindl, hatrdnya
azonban a munkaigényesség, és a viszonylag hosszunak tekinthetd inkubécids id6. Mindezek

miatt nehezen lehet alkalmazni a rutin diagnosztikdban.

2.5.5.2. E-teszt

A fentebb emlitett okok miatt a gyartok elkezdték olyan kiilonb6zo, in vitro
érzékenységi vizsgdlatokra alkalmas panelek gyartasit, amelyekkel lényegesen lecsokken a
raszant munkaido, és a leolvasas folyamata is egyszeriibb.

A legnépszeriibb és legelterjedtebb mddszer az E-teszt, hiszen a standard médszerrel
Osszehasonlitva ez adja a legpontosabb eredményeket, tehat a klinikai gyakorlatban is jol
bevilt, megbizhat6 moddszer. Ezt a metodikat széles korben alkalmazzdak mind a
bakterioldgiai-, mind pedig a mikolégiai rutin vizsgdlatokban. Az E-teszt csik eldre
meghatarozott koncentracié gradiens formdjaban tartalmazza az adott antifungilis szert. A
kérdéses izolatumot leoltjdk a megfeleld tdptalajra, majd riteszik a csikot. Inkubdlast
kovetéen a csik koriil egy ellipszis alaki gatlasi zéna keletkezik. A leolvasids nagyon
egyszer(, ahol az ellipszis metszi a csikot, ott van a MIC érték. A leolvasds 24 (azolok és
triazolok, echinocandinok és 5-FC) vagy 48 o6rds (AMB) inkubdciés id6 utdn szokott

megtorténni (36, 47, 65, 81, 86, 96, 116).

2.5.5.3. Minimadlis fungicid koncentrdcio meghatdrozdsa

A MIC értéken kivil a MFC értékének meghatdrozdsa foleg kritikus allapoti
betegeknél lehet indokolt. Baktericid hatdsu szer alkalmazasanak elonye baktériumok ellen jol
ismert kritikus dllapotd betegek esetén (szepszis, meningitisz) (81). Bar gombék esetén ez
még nem igazolt, a gyogyszer fungicid hatdsanak ismerete rendkiviil fontos lehet a jobb
terdpia eléréséhez.

Fungicid hatast a MFC érték meghatirozasdnak utjan, vagy az id6-0lés gorbék
segitségével lehet mérni (81).

Standard mddszer, ellentétben a baktériumokkal, jelenleg nem 4ll rendelkezésre a
sarjadzo-, és fonalas gombdk MFC értékeinek meghatarozasara. Ennek oka abban keresendod,
hogy a MFC érték meghatdrozdsat éltaldban a MIC érték meghatdrozdasaval kototték Ossze

(kezd6 csiraszam tehat 10° cfu/mL), azaz a MIC értékek leolvasdsa utan a kutatok kiillénboz6
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mennyiségli inokulumokat (1-100 pl) oltottak ki, igy természetesen kiilonbozd ardanyt 616
hatdst mértek. Ami kozos ezekben a kordbbi MFC meghatdrozdsokban, hogy ezeknek egyike
sem képes a > 99.9 %-os 616 hatdst mérni, ami a fungicid hatds kritériuma lenne (10, 81).

Cantén és munkatarsai (10) a probléma kikiiszobolésére bevezették a nagyobb kezdd
csiraszamd (10* cfu/mL) inokulum hasznalatat, igy lehetévé valt a legalabb 99.9 %-os 616
hatds mérése (amely a MFC érték kritériuma). Ennek 1ényege tehdt az, hogy a MIC
meghatdrozds utidn, a microplate novekedést nem mutat6 iiregeinek a teljes tartalméat (200 pl)
2 db Sabouraud-agarra cseppentjik (100-100 pl), majd hagyjuk a foltot megszaradni. A
szdradds utdn kaccsal eltdvolitjuk (,,kihizzuk”) az életben maradt gombdkat a gydgyszer
forrasatol, majd 48 6rdig 35 °C-on inkubdljuk. Negyvennyolc 6ra utin megszamoljuk a kindtt
telepek szamat, és ha 3-4 telepnél nem taldlunk tobbet, akkor a szer fungicid hatistnak
tekinthetd (10).

Cant6n és munkatarsai ezt a modszert sarjadzé gombidk AMB iranti MFC értékének
meghatdrozdsira hasznaltdk (10). A mddszer j6 korreldciét mutatott az id6-6lés gorbék
eredményeivel (11, 81).

A rutin diagnosztikdban sarjadz6 gombdk esetében AMB-re nézett MFC érték
meghatdrozdsdn kiviil mds gydgyszerekre nézett MFC értékeket még nem hatdroztak meg

ezzel a mddszerrel (30, 81).

2.5.5.4. 1d6-0lés gorbék (time-kill kisérletek)

A Klepser és munkatdrsai 4ltal leirt time-kill metodika (45) eldnye abban rejlik, hogy
vett mintdk alapjdn kitlinden lehet mérni.

A hasznalt gombaszuszpenzi6 kezdd csiraszdima 10’ cfu/mL. Minden
kisérletsorozatban 0.5-16xMIC értékben tartalmazzdk a csovek a kérdéses gydgyszer
koncentraciét a gyogyszermentes kontroll mellett, a végtérfogat 10 mL.

A csovek inkubdldsa 24 oOran keresztiil folyamatos rdzatds mellett torténik, és
meghatdrozott idépontokban, a tizes 1éptékii higitdsok utdn, 4x30 pl mintit cseppentenek 2-2
db Sabouraud taptalajra.

Szintén Cantén és munkatarsai (11) valtoztattak az inkubacids idén, 24 6ra helyett 48
orara novelték, amiben van logika, hiszen ha a MIC értékét 48 6ra milva olvassuk le, akkor

logikusabb az id6-61és kisérleteket is 48 oran keresztiil végezni.
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Az 1d6-0lés kisérletek eredményét, hasonléan a MIC-értékhez, befolydsolja az
alkalmazott teszt kozeg is (112). Munkacsoportunk CAS esetén a klinikailag jelentds Candida
fajok ellen AM3 kozegben sokkal gyorsabb 6lést tapasztalt, mint RPMI-1640 hasznalatakor
(112).

A mddszernek akadnak hdatranyai is. Ezek kozott lehet emliteni, hogy egy
kisérletsorozatban altaldban egy, esetleg kettd torzs vizsgalatat lehet elvégezni. A metodika
munka-, és idéigényes, tehat a rutin diagnosztikdban nem igazan alkalmazhaté. Ezen kiviil az
id6-0lés kisérletek csak sarjadzé gombdk tesztelésére alkalmasak, mivel penészgombakkal

eziddig csak kis szdmban végeztek id6-01€s vizsgalatokat (56).
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3. Célkitiizések

1. Kisérleteinkben célul tiiztik ki az 4j antifungdlis szer, a POS és a FLU in vitro
aktivitdsdnak 6sszehasonlitd vizsgélatat a DE OEC Orvosi Mikrobiolégiai Intézetében
izolalt, klinikailag jelentésebb Candida fajok ellen a standard mikrodiliciés mddszer
segitségével.

2. Vizsgélatainkban vdlaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a CLSI éltal leirt standard
leveshigitasos metodikdban alkalmazott DMSQO, illetve a mddositott modszerben leirt
PEG haszndlata a gydgyszer felolddsara milyen hatdssal van a MIC értékekre.

3. Célunk volt Osszehasonlitani a rutin diagnosztikdban legszélesebb korben haszndlatos
alternativ  érzékenység meghatarozasi mddszer, az E-teszt d&ltal kapott MIC
eredményeket a standard mikrodiliiciés mddszerrel kapott eredményekkel.

4. Nagyszamu torzs felhaszndldsdval, a klinikailag legjelentésebb Candida fajok POS
irdnti MFC értékeinek meghatarozasival vélaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a POS
in vitro rendelkezik-e fungicid hatéssal.

5. Megvizsgiltuk, hogy a MFC meghatarozasaval kapott eredmények milyen korrel4cidt
mutatnak a fungicid vagy fungisztatikus hatds eldontésére legalkalmasabb idd-6lés

gorbékkel.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sarjadzé gombak eredete

Kisérleteinkben a DE OEC Orvosi Mikrobiolégiai Intézetében, a 2002-2005-ig terjedd
idészakban izolalt Candida speciesek koziil 209 db torzzsel dolgoztunk (32 db C. albicans, 30
db C. glabrata, 21 db C. tropicalis, 29 db C. krusei, 28 db C. parapsilosis, 50 db C.
inconspicua, 13 db C. kefyr, 5 db C. famata). Ez utébbi faj helyett a kovetkezd, ido-06lés
kisérleteinkben 3 db C. lusitaniae és 3 db C. guilliermondii térzset hasznaltunk fel. A torzsek
nagy része vérmintdkbdl szarmazott, masik részét 1é€giti mintakbdl, sebekbdl, peritonedlis és

pleurdlis tiregekbdl, valamint hiivelyi mintdkbdl izolaltak.

4.2. Sarjadz6 gombak azonositasa

A csiratomlé képzés kimutatdsdra a Sabouraud-agaron nott tenyészeteket fotélis
borjuszérumban inkubdltuk 2 éran at.

A fajok elkiilonitésére, és a tenyészetek tisztasigdnak ellendrzésére —a
laboratériumunkban hagyomédnyos moddszer szerint- CHROMagar Candida (Becton
Dickinson) taptalajt alkalmaztunk. Tovéabbi azonositds sordn a rutin diagnosztikdban
sz€leskorlien alkalmazott API ID32C panelt (BioMérieux) haszndltuk, melynek leolvasédsa 48
Ords inkubdécids 1d6 utdn tortént.

Az ID32C-vel kapott eredmények megerdsitése C. inconspicua és C. parapsilosis
torzsek esetében molekuldris biologiai mddszerek segitségével is megtortént. Ezek a
moddszerek magukban foglaltdk a PCR-ribotipizalast, és a SADH gén vizsgalatat restrikcios

fragmens hosszisagi polimorfizmus (RFLP) segitségével (52, 109).

4.3. Leveshigitasos modszer az érzékenység meghatarozasara

A mikrodiliciés moédszert a CLSI M27-A2 dokumentum ajanlasinak figyelembe
vételével végeztiik el (65). Minden vizsgélatot legaldbb két alkalommal hajtottunk végre.

A POS (Schering-Plough Research Institute) szubsztanciat 100 %-os DMSO (standard
CLSI médszer), illetve PEG (mddositott médszer) hasznalataval oldottuk fel. A FLU (Pfizer)
esetében az olddszer steril desztilldlt viz volt. A POS-t 0.015-8 mg/L, mig a FLU-t 0.25-64
mg/L koncentriciés hatdrok kozott vizsgiltuk. Ugyanezen POS plate-ket hasznaltuk a MFC

meghatdrozdsara is. A plate-eket —20 °C-on téroltuk felhasznéldsukig.
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Az egyes torzsek gombaszuszpenzidinak elkészitése sordn 24 6rds Sabouraud-agaron
nott tenyészeteket haszndltunk. A slrliséget denzitométer segitségével 0.5 McFarland-ban
allapitottuk meg, melyet 0.85 %-os fizioldgids séoldatban készitettiink el. A csiraszdm
bellitasahoz (10°, illetve 10* sejt/mL) RPMI-1640 tdptalajt hasznéltunk fel a higitdsok sorén.
Minden plate-en bedllitottunk antifungélis szert (gombakontroll), illetve sarjadzé gombit
(tdptalaj kontroll) nem tartalmazé kontroll iiregeket is.

A mikrodiliciés lemezek 48 6rds inkubdldsa utdn az egyes lyukak tartalmat pipettaval
homogenizéltuk, ezt kovetden a leolvasds szemmel tortént, a prominens gatlds kritériumai
alapjan (65). Ezek szerint a MIC érték az adott antifungdlis szer azon legkisebb
koncentraciéja, mely a gombakontrollhoz képest prominens (50 %-o0s) csokkenést mutat.

C. krusei izolatumokat nem vizsgaltunk FLU-ra nézve, mivel ezek primer rezisztencidval
rendelkeznek az antifungélis szerrel szemben (69, 71). A C. inconspicua izolatumok esetén a
FLU érzékenységet csak a két legtijabb torzzsel végeztiik el, a tobbi 48 izolatum esetén a

korabbi FLU MIC eredményeinket hasznéltuk (52).

4.4. E-teszt az érzékenység meghatarozasara

A teszt kivitelezéséhez a gyartd ajanlasanak megfeleléen, 2 % gliik6zzal kiegészitett
RPMI-1640 tiptalajt hasznaltunk fel (65). A 0.5 McFarland stirliségli gombaszuszpenzidkat
24 6ras Sabouraud-agaron nétt tenyészetekbdl 0.85 %-os fizioldgids séoldatban allitottuk be.
A plate-ek inkubdldsa 48 o6rdn keresztiil tortént 35 °C-on, leolvasdsuk 24 és 48 oréra is

megtortént.

4.5. Minimalis fungicid koncentracié meghatarozasa posakonazol irant

A POS MFC meghatirozasit a Canton és munkatarsai altal meghatarozott mdédon
végeztiik el (10). Minden vizsgalatot legaldbb két alkalommal hajtottunk végre. Az inokulum
csiraszdma 10* cfu/mL volt, melyet kvantitativ kioltassal ellendriztiink.

Az inkubdci6 48 6ran at, 35 °C-on tartott, majd a 48 6rds MIC meghatdrozds utan a
mikrolemezek teljesen tiszta iiregeinek tartalmat (200 pl) pipettival Osszeszuszpendaltuk,
majd 2 db Sabouraud-agarra oltottuk ki (100-100 pl). A gombaszuszpenziét egyetlen csepp
formdjaban pipettaztuk a tiptalaj felszinére, hagytuk megszaradni, majd a kioltott sarjadz6
gombasejteket steril kaccsal kihiztuk a Sabouraud-agar teljes feliiletén. A taptalaj plate-ek

inkubalasa 35 °C-on 48 oran keresztiil tortént.
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A MFC az antifungdlis szer azon legkisebb koncentriciéja volt, amely legaldbb

99.9 %-os 616 hatast (< 3 telep) mutatott a kezdd csiraszdmhoz képest (10, 11).

4.6. 1d6-0lés gorbék (time-Kill kisérletek)

Ezeket a kisérleteket a Klepser és munkatarsai altal leirt médon végeztiik el (45).
Egyszerre altaldban két torzzsel inditottunk kisérletet, és minden vizsgalatot legaldbb kétszer
hajtottunk végre.

Mielott a kisérleteket elkezdtiik volna, megvizsgaltuk, hogy az antifungdlis szer
kiillonbozé koncentracidinak (0.5-16xMIC) a jelenléte, hogyan befolydsolja a kezdd
csiraszamot (antifungalis carryover) (45). A kezdd csiraszam ebben az esetben 500 cfu/mL
volt. Miutdn a gombaszuszpenzidt a csovekbe tettiik, 4x30 pl-t azonnal Sabouraud-agarra
oltottunk, majd 48 O6rds inkubdlds utdn a kinétt telepeket megszamoltuk. Antifungalis
carryover-rél akkor beszéliink, ha a kindtt gombatelepek szdma a kiilonbozd
gyogyszerkoncentraciok esetén tobb mint 25 %-kal kisebb a kontroll csévekbdl kindtt
gombdk szamdhoz képest (45).

Az 1d6-0lés gorbék esetén a kezdd csiraszam 10° sejt/mL volt (45), a POS
koncentraciok értékei a kovetkezok voltak: 0.5-16xMIC (0.015-16 mg/L). A C. parapsilosis
torzseket 32-64xMIC koncentrdcidkon is teszteltiik.

A csoveket folyamatos razatas mellett 35 °C-os termosztatban inkubaltuk. A csévekbdl
100-100 pl-eket vettiink ki elére meghatirozott idOpontokban. Ezeket az idépontokat az
elzetes kisérleteinkbdl kapott eredményeinkre alapoztuk, melyeket a C. albicans ATCC
14053 és C. krusei ATCC 6258 teszttorzzsekkel végeztink. Az idOpontok tehat a
kovetkezOképpen alakultak: 0, 6, 18, 24, 36 és 48 6ra (11, 45).

A kimért 100 pl mennyiségli mintdkat tizes Iéptéki higitassal steril fiziologids
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 is alkalmaztunk,
vagyis kozvetleniil a csovekbdl oltottunk ki 4x30 pl-eket. A cseppek megszdradasdig a plate-
eket szobahomérsékleten allni hagytuk, majd 48 érara 35 °C-os termosztitba helyeztiik Oket,
ezutdn pedig meghatdroztuk a telepszamokat az egyes plate-eken (11, 45).

Az 1d6-0lés gorbék készitésénél a computer curve-fitting software programot

hasznéltuk (GraphPad Prism 4.03 Windows verzio).
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A POS-t fungicid hatasinak tekintettiik, ha a kezd6 inokulumhoz képest legaldbb
99.9 %-kal csokkentette az életképes sejtek szamat. Ha a csiraszdm csdkkenése ennél kisebb

mértéki volt, a hatdst fungisztatikusnak vettiik (45).

4.7. Eredmények interpretalasa

A kiilonb6z6 médszerekkel kapott MIC értékeket kettd, a leolvasasban jartas kolléga
és a szerzd végezte, egymdstol fliggetleniil.

Az érzékenységi vizsgalatok sordan 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 (65).

POS esetében ilyen kritériumokat még nem hataroztak meg (65).

A kiilonboz6é mddszerekkel kapott MIC értékeket a standard mddszerrel kapott MIC
értékekhez hasonlitottuk. Atlagos egyezés szdmitdsa: a kapott MIC érték + 1 higitasi fokban
azonos eredményt adott a standard mddszerrel kapott MIC értékkel (75).

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

Osszehasonlithatéak legyenek (75, 77).
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5. Eredmények

5.1. Minéségi 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) (65).

5.2. Posakonazol iranti érzékenység meghatarozasa leveshigitasos modszerrel

A C. inconspicua-ra vonatkozé FLU MIC értékek 16-128 mg/L kozott valtoztak, azaz
a DE, illetve a R kategéridkba tartoztak az dsszes vizsgalt izoldtum esetén. A C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr és C. famata fajok E-ek voltak FLU irdnt (ezen fajok
MICy értékei 0.12-1 mg/L koz€ estek). A 32 db C. albicans izolatum koézil 2, mig a 30 db C.
glabrata izoldtum koziil 3 izoldtum FLU MIC értéke volt a R tartomdnyban (MIC > 32
mg/L). Egy C. glabrata izolitum MIC értéke 16 mg/L volt (DE). A t&bbi C. albicans és C.
glabrata izolitum E-nek bizonyult.

A kisérleteink sordn vizsgdlt 8 db Candida faj POS-ra vonatkozé MIC értékeinek
geometriai atlaga 0.04 és 0.71 mg/L kozott véltakozott (1. tablazat). A legalacsonyabb MIC
értékeket a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr és C. famata izolatumok esetén
kaptuk. A két FLU irant R C. albicans izolatum koziil csak az egyik esetén volt a POS MIC
érték magas (MIC > 8 mg/L), a mdsik izoldtum POS MIC értéke 0.12 mg/L volt. Hasonléan, a
3 FLU irant R C. glabrata izolatum koziil 2 izoldtum 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.

5.3. E-teszt eredményei

Huszonnégy o6ra elteltével minden Candida species kielégité novekedést mutatott, igy
a plate-eket 1 nap mulva is konnyen lehetett értékelni (1. és 2. tablazat).

C. tropicalis, C. kefyr és C. famata izolditumok kivételével a 24 o6ra elteltével
leolvasott E-teszt eredmények j6 korrelaciot (=86 %-os) mutattak a standard leveshigitisos

moddszer sordn kapott eredményekkel (2. tablazat).
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Egyetlen C. albicans torzs esetében (melynek a leveshigitisos médszerben kapott MIC
érteke > 8 mg/L) a 24 6rés leolvasds E-teszt eredménye 0.03 mg/L volt, és csak 48 o6ra
elteltével tapasztaltunk a BMD (broth microdilution method) MIC értékkel azonos eredményt,
vagyis MIC > 8 mg/L.

Ketté C. glabrata torzs a leveshigitisos mddszer sordn magasabb MIC értékeket
mutatott POS-ra nézve (MIC > 8 mg/L), és ezek az emelkedett MIC értékek az E-teszt sordn
szintén megfigyelhetéek voltak a 24 6rds leolvasdst kovetden.

Negyvennyolc 6rds inkubdcids id0 utdn a geometriai-kozép MIC értékek emelkedtek.
Az emelkedés a legnagyobb mértékben a C. glabrata izoldtumok esetén volt megfigyelhetd,
kozel négyszeres geometriai-k6zép MIC értéket kaptunk. A standard médszerrel valé egyezés

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

1. tablazat.: POS in vitro aktivitasa a tesztelt Candida izolatumokkal szemben Kiilonb6z6

vizsgalati médszerek felhasznalasaval

Vizsgalt torzsek Vizsgalati GM! MIC értékek MICsg MICyg
modszer (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
MICppmso” 0.04 0.015->8 0.03 0.06
C. albicans (32) MICpgg’ 0.04 0.015->8 0.03 0.06
E-teszt 24 h 0.04 0.015-0.12 0.03 0.06
E-teszt 48 h 0.06 0.015-0.12 0.06 0.12
MICpmso 0.71 0.25->8 0.5 1
C. glabrata (30) MICpgg 0.89 0.25->8 1 1
E-teszt 24 h 1.1 0.25->8 1 2
E-teszt 48 h 3.91 1->8 4 8
MICpmso 0.05 0.015-0.06 0.06 0.06
C. tropicalis (21) MICpgg 0.05 0.015-0.12 0.06 0.06
E-teszt 24 h 0.05 0.015-0.25 0.03 0.12
E-teszt 48 h 0.09 0.015-0.25 0.12 0.25
MICpmso 0.22 0.06-0.5 0.25 0.5
C. krusei (29) MICpgg 0.21 0.06-0.5 0.25 0.5
E-teszt 24 h 0.23 0.12-0.5 0.25 0.5
E-teszt 48 h 0.47 0.25-1 0.5 1
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1. tablazat. (folytatas)

Vizsgalt torzsek Vizsgalati GM' MIC értékek MICsp MICyy
modszer (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
MICpmso 0.06 0.03-0.12 0.06 0.12
C. parapsilosis (28) MICpgg 0.04 0.015-0.12 0.03 0.06
E-teszt 24 h 0.04 0.015-0.12 0.03 0.12
E-teszt 48 h 0.06 0.03-0.25 0.06 0.12
MICpmso 0.21 0.12-0.25 0.25 0.25
C. inconspicua (50) MICpgg 0.15 0.06-0.25 0.12 0.25
E-teszt 24 h 0.17 0.06-0.5 0.12 0.25
E-teszt 48 h 0.36 0.12-1 0.5 0.5
MICpmso 0.08 0.03-0.25 0.06 0.12
C. kefyr (13) MICpgg 0.09 0.03-0.25 0.12 0.25
E-teszt 24 h 0.04 0.03-0.12 0.03 0.06
E-teszt 48 h 0.08 0.03-0.12 0.06 0.12
MICpmso 0.05 0.03-0.06 0.06 NA*
C. famata (5) MICpgg 0.03 0.03-0.03 0.03 NA*
E-teszt 24 h 0.02 0.015-0.03 0.015 NA*
E-teszt 48 h 0.02 0.015-0.03 0.03 NA*

" Geometriai dtlag

2 Kapott MIC értékek DMSO-t hasznélva oldészerként (standard mddszer)
3 Kapott MIC értékek PEG-t hasznalva oldészerként

* Nem alkalmazhat6

27




2. tablazat: A leveshigitasos modszer POS MIC értékeinek Osszehasonlitasa az E-teszt

POS MIC értékekkel

Széazalékos egyezés1
Vizsgilt torzsek E-teszt 24 h | E-teszt48 h

C. albicans (32) 91% 91%
C. glabrata (30) 90% 16.7%
C. tropicalis (21) 76.2% 71.4%
C. krusei (29) 86.2% 79.3%
C. parapsilosis (28) 92.8% 100%
C. inconspicua (50) 98% 90%
C. kefyr (13) 76.9% 84.6%
C. famata (5) 60% 80%

' %-os egyezés, amely a referencia modszerhez viszonyitott (NCCLS M27-A2, olddszer a

DMSO) MIC értékek szazalékait mutatja + 1 higitasi fokon beliil

5.4. Az oldoszerek hatasa a MIC értékekre

Amikor DMSO helyett PEG-t hasznaltunk oldészerként, a MIC értékekben mutatkozo
eltérés elenyészd volt. C. parapsilosis kivételével (85.7 %), az egyezés egy higitasi fokon
beliil 97-100 % volt (3. tablazat).

A téblazatbol kideriil az is, hogy a MIC értékek C. glabrata és C. kefyr esetében
altalaban magasabbak voltak, amikor a POS olddszereként PEG-t hasznaltunk.

A MIC érték a C. tropicalis, C. krusei és C. inconspicua esetén > 60 %-ban azonos volt a két

olddszer esetén.
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3. tablazat.: Az oldészerek hatasa a POS MIC értékekre

A vizsgélt izolatumok %-a a MICDMsoz— hoz viszonyitva
Vizsgilt torzsek Atlagos MICpmso
egyezés1 MICpmso magasabb, | alacsonyabb, mint
Azonos mint MICPEG3 MICpgg
C. albicans (32) 97% 31.3% 31.3% 37.4%
C. glabrata (30) 100% 46.7% 10% 43.3%
C. tropicalis (21) 100% 66.7% 14.3% 19%
C. krusei (29 100% 75.9% 17.2% 6.9%
C. parapsilosis (28) 85.7% 39.3% 57.1% 3.6%
C. inconspicua (50) 98% 60% 40% 0%
C. kefyr (13) 100% 46.2% 15.4% 38.4%
C. famata (5) 100% 40% 60% 0%

" A MIC értékek %-os egyezése + 1 higitasi fokon beliil
? Kapott MIC értékek DMSO-t hasznélva oldészerként
3 Kapott MIC értékek PEG-t hasznélva oldészerként

5.5. Minimalis fungicid koncentraci6 eredményei

Mint mér azt az anyagok és mddszerek fejezetben leirtam, a MFC meghatdrozas sordn

magasabb csiraszdmi inokulumokkal (10* sejt/mL) dolgoztunk. A kapott MIC értékek

megegyeztek, vagy egy higitasi fokkal voltak magasabbak a CLSI altal leirt standard

inokulumok (10’ sejt/mL) hasznélata sordn tapasztalt MIC értékekhez képest.

A POS alacsony koncentraciokon (< 2 mg/L) is fungicid hatdstinak bizonyult minden

C. inconspicua és C. lusitaniae torzzsel szemben, valamint a C. krusei (24/29, 83 %), C.

parapsilosis (20/28, 71 %), illetve C. kefyr (9/13, 69 %) izoldtumok nagy tobbségénél is (4.

tablazat).

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

esetében a POS egyértelmiien fungisztatikus hatdstinak mutatkozott (4. tablazat).
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4. tablazat: Candida fajok posakonazolra (POS) vonatkoztatott MFC értékeinek a

megoszlasa, MFC értékek geometriai kozép értékei és a vizsgalt izolatumok MFCsgp

értékei
MEC értékek (mg/L) megoszlasa
Torzsek
0121025105 | 1 | 2 | 4 | 8 |>8 G}VI MFC MFCsg90
érték

C. albicans (32) - - - - - - - |32 ] >8 >8 >8/>8
C. glabrata (30) - - - - - - - 30| >8 >8 >8/>8
C. tropicalis (21) - - - - - - - 21| >8 >8 >8/>8
C. krusei (29) - - 1 [ 12113 |2 | - |1.69] 0.5-8 2/4
C. parapsilosis (28) - - 3 |10 7 - 8 - 2 | 0.5-8 2/8
C. inconspicua (50) 1 7 23 {19 | - - - - 10.57]0.12-1 0.5/1
C. kefyr (13) - - 8 - 1 1 1 | 2 [1.38]0.5>8| 0.5/>8
C. lusitaniae (3) - - -3 - -1-712 2 NA®

C. guilliermondii (3)

" Geometriai dtlag

2 Nem alkalmazhaté
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5.6. 1d6-0lés gorbék (time-Kill) kisérletek eredményei

A vizsgalt izolatumok és ATCC teszttorzsek MIC, illetve MFC értékeit az 5. tablazat rogziti.

5. tablazat: 1d6-olés kisérletekben vizsgalt Candida fajok

Vizsgalt fajok (vizsgalt A vizsgélt izolatumok MIC A vizsgélt izolatumok
izolatumok szdma) tartomanya (mg/L)1 MEFC tartomdnya (mg/L)1

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 CLSI M27-A2 metodik4jan alapulé MIC/MFC értékek meghatdrozisa, azonban a kezdé

, . 4
csiraszam 10" cfu/mL

A kisérletekben antifungélis carryover-t nem tapasztaltunk.

A klinikailag jelentds Candida fajok koziil a POS fungicid hatdsdnak 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 miilva egy klinikai izoldtum
esetén mar az 1 mg/L koncentricidji POS is fungicid hatdstinak bizonyult, a legjobb fungicid

hatdst 48 6ra mdulva figyelhettiik meg. A 9 klinikai izoldtumbdl 7 esetén mar az 1 mg/L
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(4xMIC) koncentracioji POS is fungicidnek bizonyult; a maradék kettd (6577 és az 5029-es

szdmu izoldtum) esetén pedig 2 mg/L (8xMIC) koncentraciéji POS alkalmazdsdval kaptunk

legaldbb 99.9 %-o0s csiraszdm csokkenést a kezdd inokulumhoz képest (6. tablazat). A C.

krusei torzsekre vonatkozo reprezentativ id6-61és gorbe a 4. dbran lathato.

6. tablazat: C. krusei torzsek nett6 csiraszam valtozasai a kezdé inokulumhoz képest

Netto csiraszam valtozas (log;o cfu/mL)

MIC/MFC 24 h 36 h 48 h
Torzsek

(mg/L) 1 2 4 1 2 4 1 2 4

mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/L | mg/LL | mg/L. | mg/L. | mg/L

C. krusei
ATCC 0.25/0.5 | -2.12| 26 | -33 | -33 | -3.3 | -3.3 | -33 | -3.3 | -3.3
6258
C. krusei

0.25/0.5 | -1.97|-192|-1.77| 27 | -2.8 |-3.28| -3.7 | -3.7 | -3.70
9920
C. krusei

0.25/1 -16 | -16 |-147|-253| 24 | 22 | 3.5 | -3.5 | -3.5
13226
C. krusei

0.25/2 |-154|-134|-167| 23 | -1.8 | -19 | -34 | -3.1 | -34
22855
C. krusei

0.25/1 |-1.11| -14 |-1.71|-2.19|-2.47 | -3.45 | -3.03 | -3.53 | -3.53
4363
C. krusei

0.25/1 -16 | -1.6 | -2.25|-2.51|-2.48 | -3.13 | -3.08 | -3.3 | -3.78
15367
C. krusei

0.25/1 |-129| 2.0 |-144| 2.6 | -2.82|-2.64|-3.82 | -3.82 | -3.82
17965
C. krusei

0.25/2 | -2.78 | -2.48 | -2.63 | -3.78 | -3.78 | -3.78 | -3.78 | -3.78 | -3.78
26074
C. krusei

0.25/8 |-029|-198|-1.75|-195]|-3.02| -2.63 | -2.85| -3.56 | -3.56
6577
C. krusei
5029 0.25/4 |-0.27|-1.58|-1.58|-2.08 |-2.09 | -2.72 | -2.72 | -3.11 | -3.64

A félkovér szamok a fungicid hatés elérését mutatjak.

32



4. abra: C. krusei 22855 (MIC= 0.25 mg/L)

)
S ;
=
% ——16 x MIC ©
S 34{-o-8xMIC
——4 xMIC
2 1—~2xMIC
—-—1xMIC
11 0-05xMIC
0 —— Control
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Time (h)

A POS 48 6ra mulva mindhdrom C. lusitaniae izolatum esetén fungicid hatdsinak
bizonyult mar 0.25 mg/L (4xMIC) koncentriciéon. 1 mg/L. POS koncentracién 2 izoldtum mar
24 6ra, mig 36 6ra milva mindhdrom izoldtum legaldbb 99.9 %-os csiraszdm csokkenést
mutatott a kezdd inokulumhoz képest (fungicid hatds) (7. tablazat). A C. lusitaniae torzsekre

vonatkoz6 reprezentativ id6-01€és gorbe az 5. dbrdn lathato.
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5. abra: C. lusitaniae 982 (MIC = 0.06 mg/L)

=16 x MIC
3 {-0-8xMIC

Log(cfu/mL)
N

——4 x MIC T

2 12 xMIC j
-1 xMIC

T 1-0-05xMIC

0 —— Control
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Time (h)

A 28773 és a 1558-as szdmu C. kefyr izoldtumok ellen a POS 24 6ra milva mér 1
mg/L koncentracion (16xMIC) fungicidnek bizonyult (7. tablazat). Ugyanezen torzsek 36 ora
mulva mar legaldbb 99.9 %-os csiraszdm csokkenést mutattak a kezdd inokulumhoz képest
(fungicid hatés) 0.12 mg/L (0.5-1xMIC) értékeken. A POS a C. kefyr 20340 szami izolatum
ellen, korrelaciéban a MFC értékkel, fungisztatikus hatdst mutatott.

A C. kefyr torzsekre vonatkozd reprezentativ id6-6lés gorbe a 6. dbran lathato.
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6. abra: C kefyr 28773 (MIC= 0.06 mg/L.)

-0—-8 x MIC

Log(cfu/mL)
N

——4 x MIC
2 —+~2 xMIC
1 xMIC
14 -0-05xMIC
—— Control
0 T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Time (h)

Héarom C. inconspicua klinikai izoldtum, hasonléan az ATCC teszttorzshoz, mar 24
6ra mulva legalabb 99.9 %-os csiraszam 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) koncentracién 36 éra utan fungicid hatdsinak mutatkozott. A 4190-es
szdmu izoldtum ellen a POS csak 48 6ra utdn mutatott fungicid hatdst 0.25-2 mg/L (4-

16xMIC) koncentracidkon (7. tdblazat).
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A C. inconspicua torzsekre vonatkoz6 reprezentativ id6-6l€s gorbe a 7. dbran lathato.

7. abra: C. inconspicua 22838 (MIC= 0.12 mg/L)

8_

>

Log(cfu/mL)
I

——4 xMIC

2 1—~~2xMIC
—-—1xMIC
1T 1-0-05xMIC
0 —— Control
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Time (h)

A C. norvegensis ATCC 22977 teszttorzzsel szemben a POS 36 o6ra milva
fungicidnek bizonyult 1-16xMIC koncentracidkon (7. tdblazat).
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7. tablazat: Netto valtozasok C. lusitaniae, C. kefyr, C. inconspicua Klinikai izolatumok és

ATCC torzsek esetében a kezdé csiraszamhoz képest

Nett6 csiraszam valtozas (log;o cfu/mL)

MIC/MFC
Torzsek 24 h 36h 48h
(mg/L)
I mg/L | 2mg/L | 1 mg/L |2mg/L |1 mg/L |2mg/L
C. lusitaniae 807 0.06/2 -3.07 | N.D. | -3.78 N.D -3.78 | N.D.
C. lusitaniae 982 0.06/2 -1.89 N.D -3.57 N.D -3.57 N.D

C. lusitaniae 17401 0.06/2 -3.78 N.D -3.78 N.D -3.78 N.D

C. kefyr 28773 0.06/0.5 -3.11 N.D -3.46 N.D -3.67 N.D
C. kefyr 1558 0.12/0.5 -3.15 | -348 | -348 | -3.48 | -348 | -3.48
C. kefyr 20340 0.06/8 +1.18 | ND | +133 | ND | +1.07 | ND

C. inconspicua

ATCC 16783

0.12/0.5 -3.15 | -3.15 | -3.38 | -3.38 | -3.38 | -3.38

C. inconspicua

22838

0.12/0.5 -3.12 | -3.25 -3.6 -3.6 -3.6 -3.6

C. inconspicua

5040

0.25/0.5 -3.04 | -3.11 | -3.44 | -3.44 | -3.44 | -3.44

C. inconspicua

17429

0.12/1 -3.25 | -3.55 | -3.55 | -3.55 | -3.55 | -3.55

C. inconspicua

4190

0.12/1 -1.78 | -2.36 | -291 | -2.88 | -3.78 | -3.78

C. norvegensis

ATCC 22977

0.12/0.25 -2.6 -2.03 -3.7 -3.7 -3.7 -3.7

A félkovér szamok a fungicid hatds elérését mutatjak.

A POS a C. albicans, a C. glabrata, a C. tropicalis és C. guilliermondii ellen,
megerdsitve a MFC meghatarozas sordn kapott értékeket, fungisztatikus hatdstinak bizonyult.
A POS a C. albicans, a C. tropicalis és a C. guilliermondii izolatumok novekedését 2-
16xMIC értékeken gatolta (8., 9., 10. dbra). A magas POS MIC-val rendelkezd C. albicans (>
8 mg/L) izoldtum id6-6lés gorbéje 16-32 mg/L POS koncentrdcidkon a kontrollhoz volt

hasonlo, azaz semmilyen gatlast nem tapasztaltunk.
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A POS a C. glabrata izolatumok ellen csak gyenge gatlé hatdssal rendelkezett;
barmely tesztelt POS koncentracién ndvekedés volt tapasztalhatd. A legjobb gitld hatist 4-
8xMIC értékeken figyelhettiik meg (11. dbra). A magas POS MIC-val (> 8 mg/L) rendelkezd
C. glabrata izolatum i1d6-6lés gorbéje 16-32 mg/L POS koncentricidkon a kontrollhoz volt
hasonlé.

Béar a MFC értékek alapjan sok C. parapsilosis izolatum ellen a POS fungicid hatdsu
volt (MFC: 0.5-> 8 mg/L), az id6-6lés gorbék ezt egyetlen esetben sem igazoltdk. A POS mar
0.5xMIC értékeken is fungisztatikus hatasu volt az Osszes vizsgalt torzs ellen, és 48 dra utan
minden esetben mar 1-16xMIC értékeken is csokkentette az €16 gombasejtek szamat a kezdd

inokulumhoz képest (12. abra).

8. abra: C. albicans 7111 (MIC= 0.06 mg/L)

Log(cfu/mL)
N

—+—16 x MIC
3 | -0-8xMIC
——4 xMIC
o] —v2xMIC
1 xMIC
14 —F05xMIC
—&— Control
0 T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48

Time (h)
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9. abra: C. tropicalis 375 (MIC= 0.06 mg/L)

Log(cfu/mL)

——16 x MIC

3 1-0-8xMIC
—<—4 x MIC
2 1-2xMIC
-1 xMIC
1T1-0-05xMC
—— Control

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Time (h)

10. abra: C. guilliermondii 15539 (MIC= 0.25 mg/L)

Log(cfu/mL)

8_

—+—16 x MIC
3 {-0-8xMIC
——4 xMIC
2 1—~~2xMIC
——1xMIC
T 1-0-05xMIC

—— Control
O T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Time (h)
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11. abra: C. glabrata 69 (MIC= 0.5 mg/L)

Log(cfu/mL)

—*—16 x MIC
-0-8 x MIC
—~—4 xMIC
-2 xMIC
-1 xMIC
-+—0.5xMIC
—— Control

6 12 18 24 30 36
Time (h)

12. abra: C. parapsilosis 25329 (MIC= 0.12 mg/L)

Log(cfu/mL)

—*—16 x MIC
—-0-8 x MIC
——4 xMIC
2 xMIC
——1 xMIC

12-05xMIC

—— Control

42 48

6 12 18 24 30
Time (h)

36 42 48
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6. Megbeszélés, kovetkeztetések

A jol ismert rizikéfaktorok (daganatos betegségek, szervtranszplanticid, alacsony
vagy magas életkor, sebészi beavatkozasok, stb.) kovetkeztében az utébbi harom évtizedben
jelentés mértékben novekedett a sarjadzd,- és a penészgombdk dltal okozott invaziv
fertézések szama (23, 43, 70, 78, 84). A fert6zések 80-90 %-aért a kiilonboz6 Candida fajok,
a C. neoformans, valamint az Aspergillus fajok a feleldsek (47, 57).

Az 1970-es évek elejéig a szisztémads kezelésre alkalmas antifungélis szerek szdma az
AMB-re €s a griseofulvinra korlatozodott (2). Az AMB minden toxicitdsa ellenére az utdbbi
Ot évtizedben is megtartotta vezetd szerepét a terdpidban, bar jelenleg mar igen sok esetben
nem a legelséként valasztand6 szer invaziv gombafertdzések esetén (71). Az AMB lipid
formuldtumainak az alkalmazdsit a hagyomdnyos dezoxikoldt formuldtumhoz képest
jelentésen korldtozza a magas 4r, illetve az a tény, hogy ezen készitmények spektruma
ugyanaz maradt, mint az AMB dezoxikoldtnak. Azaz, AMB-re R gombdk ellen a lipid
formuldtumok sem lesznek hatékonyak. Megjegyzendd az is, hogy az infuzids kezelések
soran tapasztalt mellkasfdjdalom, diszpnoe €s hipoxia igen karakterisztikus mellékhatasa lehet
a lipid-asszocidlt AMB készitményeknek (2).

Mivel az 5-FC korlatozott spektruma, valamint a monoterdpia soran tapasztalt gyorsan
kialakulé szekunder rezisztencia miatt nem vdltotta be a hozzafliz6tt reményeket, igen
orvendetes volt az 1990-es évek elején a triazolok, majd az Uj évezred elején az
echinocandinok bevezetése a terdpids gyakorlatba (21, 96).

Az Uj antibakteridlis és antifungdlis szerek klinikai gyakorlatba valé bevezetését
elészor megeldzi a kutatdlaboratoriumokban torténd in vitro tesztelés, standard, elvileg
barmelyik laboratériumban reprodukdlhaté moédszerekkel. Ezekkel az eredményekkel az j
gyogyszer kiilonbozo korokozok elleni hatdsa mar tobbé-kevésbé megjdsolhato.

A sarjadz6-, és penészgombdk klinikai szerepe az invaziv, életet veszélyeztetd
fertézések kialakitdsdban csak évtizedekkel késdbb vdlt nyilvdnvalévd a bakteridlis
fertézésekhez képest (32, 38, 43, 47, 66, 67, 70, 71, 80, 84, 90). Ez sajnos azt is jelentette,
hogy azok a standardizalt procedirdk, amelyek a bakteridlis érzékenységi vizsgalatokban a
napi kutat6i rutinmunka részei voltak, gyakorlatilag nem is 1éteztek a gombak esetén.

A standard, leveshigitdsos makro-, €s mikrodilicién alapulé pontos MIC értéket ado
érzékenység meghatirozasi moddszert 1997-ben fogadtik el sarjadz6 gombdkra (65). A
konszenzusra nagy sziikség volt, hiszen a kiilonbozo laboratériumokbdl szarmazé

eredmények kozott akar 3-4 nagysagrendnyi kiilonbség is lehetett (86). A modszer valéban
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alkalmasnak bizonyult a gombdk érzékenységének a mérésére, amit multicentrikus
nemzetkdzi vizsgalatok is igazoltak (65).

Az invaziv bakteridlis-, és gombafertdzések egy része esetén kivdnatos lehet, hogy a
kérokozé el is pusztuljon a kezelés sordn (71, 81). Ilyen eset lehet neutropénids betegek
véraramanak bakteridlis-, és gombafertdzéseinek, valamint meningitisz vagy endophtalmitis
kezelése (71, 81). Az id6-0lés gorbék felvételével, illetve a minimélis baktericid koncentracid
(MBC) meghatarozdsaval baktériumok esetén konnyen bizonyitani lehetett egy uj, vagy
régebbi antibakteridlis szerrdl a baktericid, vagy bakteriosztatikus hatast (81). Az in vitro
észlelt baktericid hatést dllatokban, kisérletes endocarditis kezelése esetén bizonyitottak (92).

Sarjadzo-, €s penészgombdak esetében az in vitro farmakodindmids kisérletek csak az
1990-es évek végén kezdddtek meg. A baktériumoktdl adaptilt mddszer segitségével Klepser
€s munkatdrsai (45) gyakorlatilag az 0sszes szisztémads kezelésre alkalmas antifungilis szert
tesztelték a klinikailag jelent6s sarjadzé gombdk ellen. Az antifungdlis szer in vitro észlelt
gyenge aktivitdsa mutatott rd tobb esetben a klinikai gyakorlat sordn tapasztalt terdpids
sikertelenségre (11, 33, 54, 81). Ezzel a modszerrel lehetett megerdsiteni a FLU
hatastalansagét C. krusei, vagy az AMB kérdéses aktivitasat C. lusitaniae és C. krusei ellen
(54, 77).

A sarjadz6é gombdkkal végzett id6-61és gorbék megerdsitették a kordbbi feltevéseket,
amelyek nagy altaldnossdgban a kovetkezok: a poliének fungicid, mig az azolok és triazolok
fungisztatikus hatastak (71, 81).

Az 1d6-06lés gorbékkel végzett kisérletek sok id6t és sok munkdt igényelnek. A
90-99 %-os fungicid hatas mérését mar a standard mikrodilticiés MIC meghatdrozasi modszer
bevezetése utdn nem sokkal alkalmazni kezdték a MFC meghatdrozdsa sordn. A mddszert
hasznéltdk nemcsak a sarjadz6-, de a penészgombdk MFC értékének a meghatarozasara is
(28, 56). A VOR és a POS tobb penészgomba faj ellen fungicid aktivitist mutatott, de inkabb
fungisztatikusnak mutatkozott a sarjadz6 gombdk ellen (8, 22, 28, 46, 55, 56, 95).
Mindazondltal, a valddi attérést a MFC meghatarozdsban a kezdeti csiraszdm emelése
jelentette 10* cfu/mL-re (10). Alacsony MFC értékeket lehetett megfigyelni AMB-re nézve a
sarjadzo gombdk nagy része esetén, de sok penészgomba fajnal is (10, 28).

Az emelt csiraszammal kapott MFC eredményeket AMB esetén egy kovetkezd
kisérletben Cantén és munkatdrsai a ’gold standard’-nak tartott id8-6lés gorbékkel
megerositették. Az id6-0lés gorbék vizsgdlatat 24 6rardl 48 orara toltdk ki, igy a kapott

eredmények Osszemérhetdvé valtak a 48 6ras inkubdcids id6 utan kapott MFC értékekkel.
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Bar az echinocandinok esetén elkezdddtek az emelt kezd6 csiraszammal végzett MFC
meghatarozasok (28, 100, 112), és tobb esetben elvégezték az id6-61és gorbék felvételét is, az
4j triazolok esetén kevés adat allt rendelkezésre ebben a téméban.

Munkdmban a POS, mint legijabb triazol tipusd antifungdlis szer hatékonysagat
vizsgéltam a leggyakrabban el6fordulé 10 Candida faj t6bb mint 200 klinikai anyagbdl izolalt
torzse esetén. A vizsgalt fajok kozill a C. krusei és a C. inconspicua csokkent érzékenységet
mutattak a leggyakrabban haszndlt antifungélis szer, a FLU irant.

A POS a standard leveshigitasos mikrodilicids médszer szerint, egyezve a nemzetkozi
adatokkal (3, 70), kitlind in vitro aktivitdst mutatott a klinikai anyagokbdl izolalt Candida
fajok ellen. A legmagasabb MICy értéket C. glabrata esetén mértiik, bar ezek az adatok
alacsonyabbak a Pfaller és munkatarsai altal kapott 4 mg/L-es MICq értéknél (74, 76).
Bebizonyitottuk, hogy a FLU-ra R C. albicans és C. glabrata fajok a POS irant nem minden
esetben mutattak csokkent érzékenységet. Ennek magyardzata valdsziniisithetéen abban
keresendd, hogy a két antifungdlis szer eltérd rezisztencia mechanizmussal rendelkezik,
melyet Groll és Walsh (37) irt le. Eszerint a POS hatésat kevésbé befolydsolja a lanoszterol-
demetildz gén mutécidja, valamint a FLU-lal ellentétben, a POS nem tekintendd a fobb efflux
pumpék potencidlis szubsztratjanak.

Eredményeink alapjan minden C. krusei és C. inconspicua torzs méar alacsony POS
MIC értékeken is jol gatolhatd (1. tdblazat). Ezek az eredmények szintén eltértek a Pfaller és
munkatarsai (76) altal kapottaktol, bar 6k kisérleteikben csak 3 db C. inconspicua torzset
teszteltek, és az egyiknél megallapitott POS-ra vonatkoz6 MIC érték > 8 mg/L volt. A szerzdk
feltételezték, hogy a POS és FLU kozott valdszintileg keresztrezisztencia all fenn. Az altalunk
kapott eredményeket elemezve azonban az altaluk valdsziniisitett keresztrezisztencia inkabb
egy kivételes esetnek tekinthetd, mintsem altalanos jelenségnek.

Eredményeink alapjan a gydgyszer felolddsara hasznalt oldészer mindsége (DMSO
helyett PEG) elhanyagolhaté mértékben befolyasolta a kapott MIC értékeket, a fajra bontott
MIC egyezés, a C. parapsilosis kivételével, 97-100 % volt a vizsgélt fajok esetében. Ezek az
eredmények hasonldak az Ostrosky-Zeichner altal (70) kapott eredményekhez. A kiillonb6z6
szerzOk altal kapott POS MIC értékek jobb Osszehasonlithatosiga miatt azonban az a
véleményiink, hogy a standard médszerben (64, 65) leirt DMSO-t hasznaljuk PEG helyett a
makro-, és mikrodilticids kisérletekben.

Munkankban nagyszamu C. inconspicua izolatummal bovitettiik az E-teszt adatbazist.

Az E-teszttel 24 6ra miulva leolvasott POS MIC értékek kivalo egyezést mutattak a standard
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modszerrel, igazolva ezzel, hogy az E-teszt kitlind MIC meghatdrozasi alternativa. A rutin
laboratériumi gyakorlat szimdra tehat javasolhat6 az E-teszt hasznélata POS esetén is.

Egyezve a triazolokra vonatkoz6 kordbbi adatokkal, a POS fungisztatikusnak
bizonyult a klinikailag jelentdés Candida fajok kozil a C. albicans, a C. glabrata, a C.
tropicalis, a C. parapsilosis és a C. guilliermondii ellen (28). 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 vizsgalt
izolatumok koziil semmilyen vizsgalt koncentracion nem tapasztaltunk csiraszam csokkenést
a kezd6 inokulumhoz képest. A gyenge fungisztatikus hatdsra a kiilonb6z6 moédszerek alapjan
vizsgalt MIC értékek koziil egyediil a 48 6rds E-teszt eredmények utalnak. Bar a 48 o6ras E-
teszttel mért MIC értékek és a leveshigitisos mddszer eredményei kozott rendkiviil gyenge
egyezést tapasztaltunk, a 48 o6rds inkubdciés id0 utdn mért E-teszt értékek klinikai
relevancidja nem zarhat6 ki C. glabrata esetén.

A POS koncentricid-, és foleg idofiiggd fungicid aktivitdst mutatott az dsszes vizsgdlt
C. krusei, C. inconspicua, C. lusitaniae €s a két alacsony MFC értékkel rendelkez6 C. kefyr
izolatum ellen. A fungicid hatds 1 mg/L. POS koncentracién mar 24 6ra milva megfigyelhetd
volt 2-2 C. lusitaniae és C. kefyr torzsek esetén, illetve 4 tesztelt C. inconspicua torzs
(beleértve az ATCC teszttorzset is) tekintetében (6., 7. tdblazat ). Figyelemre méltd, hogy az 1
mg/L-es POS koncentricié konnyen elérhetd a vérben (1, 16, 63), ezért ezeknek az
eredményeknek terdpids jelentdsége lehet.

A POS fungicid aktivitdsa 1 mg/L koncentrdcidon a C. krusei torzsek tobbségénél,
illetve a 4190-es szamu C. inconspicua izolatum esetén csak 48 6ra utdn volt megfigyelhetd
(6., 7. tablazat). A 6577 és az 5029-es szamu C. krusei klinikai izoldtumoknal 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 (nem kozolt sajat adatok), a POS valddi terapids
alternativa lehet a C. krusei és C. inconspicua fert6zések kezelésénél.

A MFC eredményeink kitlind korreldcidt mutattak az id6-6lés gorbék eredményeivel
(nem szamitva a C. parapsilosis izolatumokat) az 0sszes vizsgdlt faj esetén, azaz, a joval
konnyebben elvégezheté MFC vizsgalat segitségével elére meg lehet jésolni POS esetén az
esetleges fungicid vagy fungisztatikus hatast a kiillonb6z6 Candida fajok tekintetében. Bar 28
vizsgalt C. parapsilosis izolatumndl 22 esetben a MFC érték < 2 mg/L volt, az id6-6lés
gorbék egyetlen esetben sem igazoltdk a POS fungicid hatdsit, annak ellenére, hogy 32-

64xMIC értékeken is elvégeztiik a kisérleteket. Ennek okét csak valdszintisiteni tudjuk. Andes
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€s munkatarsai (1) in vivo farmakodinamids egérkisérletiikben C. albicans esetén hosszu ideig
(20-30 ora kozotti) tartd ndvekedésgatlast figyeltek meg per os POS terdpia sordn
(posztantifungdlis hatds). Bar C. parapsilosis esetén még nem vizsgéltdk, valdszinii, hogy a
POS szintén hosszi ideig tarté novekedésgatlast idéz eld a gydgyszer expozicié megsziinése
utdn is. Ezért lehetett MFC kisérleteinkben alacsony MFC értékeket kapni a C. parapsilosis
torzsek tobbségénél. Lehetséges, hogy a 48 dra helyetti 72 6rds inkubdcids id6 lehetové tette
volna a novekedésben gatolt, de €16 C. parapsilosis sejtek detektalasat Sabouraud-agaron.

Eredményeink alapjan a POS kival6 in vitro aktivitissal rendelkezik a klinikailag
jelentds sarjadz6 gombdk ellen mind a MIC értékek, mind pedig az id6-6lés gorbék
eredményei alapjan. A POS fungicid hatastnak bizonyult tobb, klinikailag jelentds sarjadzé
gomba ellen, de ennek lehetséges in vivo terapids hatdsat tovabb kell vizsgilni. Béar
nagyszamu, HIV-pozitiv beteg szdjiiregi-, és nyeldcso candididzisdnak a kezelése soran a POS
legalabb olyan klinikai hatast mutatott, mint a FLU (97), candidémids, neutropénids betegek
POS kezelésérdl jelenleg még nincs irodalmi adat. Az ilyen vizsgdlatoknak hatart szabhat az a
tény, hogy a POS-nak jelenleg nincs parenterdlis formédja, és a fokozottabb felszivddast
csupin magasabb zsirtartalmu ételek fogyasztasaval probaljak elérni (16, 63). A napi 800 mg
POS kezelés sordn a POS egyensulyi koncentrdcidja a vérben 689-817 ng/mL-nek adddott
(mért szE€lIs6 értékek: 0-3710 ng/mL) 194 beteg invaziv candiddzisa sordn végzett vizsgalatok
alapjan (63). Rédaddsul a POS nagyobb, mint 90 %-ban kotddik fehérjékhez a szérumban,
csokkentve ezzel a szabad, bioldgiailag aktiv POS koncentraciét (63). Ezen tények jelenleg
meghatdrozzdk a POS alkalmazhat6sdgat a silyos, invaziv fertézések kezelésében, bar
profilaxisra, akar csontvelOtranszplantilt betegek esetén, kivdléan alkalmasnak tlinik (15,
110).

Az intravénds POS-t minél elébb ki kell fejleszteni, nehogy az ITR-hoz hasonléan

marginalis szerepe legyen az antifungélis terapidban.
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7. Eredmények osszefoglalasa

A POS kitling in vitro aktivitast mutatott a kisérleteinkben hasznalt Candida fajokkal
szemben. A POS-ra kapott geometriai atlag MIC értékek, a C. glabrata, C. kruseiés a C.
inconspicua fajok kivételével, kisebb, mint 0.1 mg/L értékeket adtak.

Bebizonyitottuk, hogy a FLU irdnt csokkent érzékenységet mutatd C. krusei és C.
inconspicua fajok nem mutatnak keresztrezisztenciat a POS irant.

Az eredményeket attekintve az E-teszt leolvasdsa 24 ora elteltével jobb korrelaciot
mutatott a CLSI altal leirt standard leveshigitdsos mddszer MIC értékeivel, mint 48 6ra utan.

Ennek megfeleléen a rutin diagnosztikdban a 24 6rds inkubécids id6t javasolnank az
E-teszt haszndlata sordn. Az E-teszt a mi kisérleteinkben is megbizhat6 in vitro érzékenységi
moédszernek bizonyult.

A PEG hasznélatdnak hatdsa a MIC értékekre csak csekély mértékiinek bizonyult.
Kutatécsoportunk azonban olddszerként a DMSO haszndlatat javasolja (CLSI altal leirt
standard leveshigitdsos mddszer), ezdltal megkonnyithetjiik a kiilonboz6 szerzok éltal kapott
eredmények Osszehasonlitasat.

Tovabbi kisérleteinket elemezve, a POS hatdsfokit még jobban felderitd
vizsgalatokban (MFC és id6-6lés gorbék) a gydgyszer fungicid hatdst mutatott minden C.
krusei, C. inconspicua és C. lusitaniae torzs ellen 48 6ran beliil, valamint fungisztatikusnak
bizonyult minden C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis és C. guilliermondii
torzs tekintetében. Ezeket az eredményeket attekintve lathatjuk, hogy a POS szdmos, a
klinikai gyakorlatban gyakran el6fordulé Candida torzs esetében fungicid hatdst mutat.

Az egyes Candida torzsekre kapott MFC értékek jol korreldltak az id6-6lés
kisérletekben kapott eredményekkel. Ennek alapjan a konnyebben kivitelezhet6 MFC

meghatdrozas hasznalhaté lehet silyosabb allapotu betegek esetében.
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