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1. Bevezetés

A Candida nemzetség kozel 200 faja koziil koriilbeliil 20 ismert, mint lehetséges
human patogén, ¢liikon a Candida albicans-szal. A 80-as években a legtobb megbetegedést a
C. albicans okozta, azonban az 1990-es évektdl napjainkig jelentds epidemioldgiai valtozas
allt be. A fertézések tilnyomo tobbségéért jelenleg is a C. albicans tehetd feleldssé, azonban
a nem-albicans fajok (NAC, non-albicans Candida, nem-albicans Candida), mint a Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida guilliermondii
¢s Candida lusitaniae okozta fertdzések szamanak jelentds emelkedését figyelték meg. A 90-
es évekig két évtizeden keresztiil a fertézések mintegy 10-40%-4t okoztdk NAC fajok, mig
1990-t81 35-60%-ra emelkedett a nem-albicans fajok altal okozott megbetegedések aranya
(Krcmery és mtsai., 2002).

Az epidemioldgiai valtds valoszinlileg a flukonazol fokozott hasznalatanak
koszonhetd, melyekre a C. krusei elsddleges, a C. glabrata mésodlagos rezisztenciat mutat
(Segal, 2005). Kimutattak, hogy a felhasznalt flukonazol mennyisége és a NAC fajok klinikai
mintdkban tapasztalt gyakorisdga kozott szignifikdns az Osszefliggés (Bassetti és mtsai.,
20006). Egyre elterjedtebb az antifungalis szerek megeldzésként torténd adagoldsa is, ami
ugyan hatékonyan véd a C. albicans fertézések ellen, de kevésbé a NAC fajok ellen (Krcmery
¢és mtsai., 2002). A nem-albicans fajok virulenciaja 4ltaldban alacsonyabb, mint a C. albicans-
¢, mégis az altaluk okozott megbetegedések mortalitdsa a gomba elsédleges, vagy mésodlagos
hatterében meghtzédhat még a sebészeti beavatkozdsok szamanak novekedése, a
kemoterapids szerek alkalmazasdnak emelkedése és a HIV-fert6zottek aranyanak novekedése
is. Ugyanakkor a diagnosztikai technikék fejlédése is hozzajarulhat a leirt nem-albicans fajok
altal okozott fert6zések szamanak emelkedéséhez.

Munkénk soran célul tiztiik ki egy olyan molekularis modszer kidolgozasat, mely
alkalmas a legfontosabb nem-albicans Candida fajok pontos, gyors és koltséghatékony
kimutatasdra. Megvizsgaltuk az egyik legjelentdsebb NAC faj, a C. parapsilosis
magyarorszagi izoldtumainak genetikai variabilitdsat és az altaluk kivaltott fertézések
gyakorisagat. Uj és megbizhatd molekularis azonositasi modszert fejlesztettink ki a
fajkomplex nemrégiben leirt két 0 tagjara, a C. orthopsilosis-ra és a C. metapsilosis-ra.

Megvizsgaltuk tovabba harom felszini fertézésekbdl gyakran izolalt faj, a C. parapsilosis, C.



tropicalis és C. guilliermondii antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét, és az

antifungalis szerek kolcsonhatésait kiilonb6zd sztatinokkal.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Candida fajok altal okozott megbetegedések

Az emberi megbetegedéseket okozd Candida fajok oppurtunista patogének. Altaldban
jelen vannak a gazdaszervezeten beliill vagy annak kornyezetében (endogén vagy exogén
eredetli korokozo), de csak hajlamositdé tényezdk fennalldsa esetén valtanak ki fertzést.
Egészséges ember nyalkahartydin is élnek Candida fajok, melyek csak bizonyos koriilmények
kozott valnak korokozova, azaz okoznak enzimeik és patotoxinjaik révén sejtelhaldst. Bor- és
nyalkahartya-fertozéseket, valamint mély belszervi fertézéseket okozhatnak. Mas
csoportositas szerint szuperficidlis, kutdn, szubkutdn ¢&s szisztémas kandidiazisra lehet
felosztani a Candida fajok altal okozott megebetegedéseket.

Ep immunrendszerii emberek esetében is ismert korképek tobbek kozott a bérfelszin, a
szajnyalkahartya és a koromszélek gyulladasa. Az ordlis fertdzések kialakulasaban szamos
tényez0 jatszhat szerepet. Ilyenek példaul az ujsziilottkor, rossz higiénias szokasok, hosszan
tartd antibiotikumos kezelés (Samaranayake és mtsai., 2009). Sulyosabb ¢s alapbetegségekkel
tarsult, Candida altal okozott megbetegedésekre példa a vesegyulladas, a tiidégyulladas és a
szivbelhartya-gyulladas. Egyes értelmezések szerint az invaziv kandididzis lehet lokalizalt
(egy szervre kiterjedd) ¢és disszeminalt (a vér- és nyirokerek révén mas szerveket is
megtamadod); mig masok szerint az invaziv elnevezés a disszeminalt formaval egyenld (de
Hoog és mtsai., 2000).

A kockazati tényezOk két csoportja a gazdaszervezettdl fiiggd (pl. cukorbetegség,
HIV-fert6zés, neutropénids allapot) és az egészségligyi ellatastol (pl. sebészeti beavatkozas)
fliggd faktorok (Yapar ¢és mtsai.,, 2006). A fertézések szadmos helyen kialakulhatnak,
jelentkezhetnek az urogenitalis ¢és 1égzdszervrendszerben, valamint a korokozo fajok
megtelepedhetnek a CVC (central venous catheter, kozponti vénas katéter) teriiletén is (Ddczi
¢s mtsai.,, 2002). Gyakori a sebészeti és az intenziv osztilyokon, az onkoldgian, a
transzplantalt betegekben, a korasziilotteknél, az égési sériilteknél és az AIDS-betegeknél. A
nyalkahartya Candida éltali kolonizacidja a betegség egyik rizikofaktora. Tobb tanulmany
szerint ez az elofeltétele a kés6bbi mély, belszervi fertézéseknek. A C. albicans okozta

kandidémidk tobb mint 80%-aban megfigyelték a gomba béltraktusbeli megtelepedését is.



Ugyanakkor az exogén eredet mellett szol, hogy a Candida BSI (Bloodstream Infection,
vérarami fert6zés) gyakran Osszekapcsolhatd intravaszkuldris eszkdzok hasznéalataval és
parenteralis  (gyomor-bélrendszert megkeriild) taplalassal. Az ECMM (European
Confederation of Medical Mycology) felmérésében a BSI-ben szenvedd betegek 79,6%-anal
jelen volt intravaszkularis katéter, melyrél az eltdvolitas utdn az esetek 65,7%-dban
kitenyészthetd volt a fertézést kivaltdo Candida faj (Tortorano és mtsai., 2006)

Kandidémiaro6l pozitiv hemokultira esetében beszéliink, azaz a Candida faj vérbol
torténd kimutatasa esetén. A vérdramba jutva a korokozé képes eljutni kiillonbozo testtajakra,
sulyos mikozist okozva. A kandidémidk kialakuldsdban szerepet jatszhatnak kiilonb6zo
betegségek, mint példaul HIV-fertézés, leukémia, daganatos megbetegedések ¢€s a
neutropénia. Az ilyen tipust fert6zések legnagyobb részét C. albicans izolatumok okozzak, a
nem-albicans fajok koziil a leggyakrabban azonositott fajok a C. parapsilosis, a C. glabrata,
C. tropicalis és a C. krusei (Trofa és mtsai., 2008, Malani és mtsai., 2005, Kontoyiannis és
mtsai., 2001, Abbas és mtsai., 2000).

A szivbelhartya gyulladasat is okozhatjak Candida fajok, de az esetek szama az Osszes
gombaeredetli fertézéshez viszonyitva nem tul gyakori. A szakirodalmi adatok alapjan a
betegséget leggyakrabban kivaltd C. albicans utan a masodik legelterjedtebb faj a C.
parapsilosis (Baddley és mtsai., 2008). A betegség kialakuldsaban szerepet jatszhat az orvosi
beavatkozas, antibiotikumos kezelés és a legyengiilt immunrendszer. A Candida fajok altal
okozott szivbelhartya-gyulladdsos esetek mortalitasi aranya magas.

Okozhatnak agyhartyagyulladést is, mely esetek tilnyomo részéért a C. albicans
tehetd feleléssé. Az elmult években azonban megemelkedett a C. parapsilosis izolatumok
okozta fertdzések szama - elsdsorban Ujsziilottek esetében (Trofa és mtsai., 2008) - és a C.
tropicalis altal okozott esetek aranya is (Henao és Vagner, 2011). A betegség mortalitdsa 10-
30%, a kezelést altalaban flucitozinnal és amfotericin B-vel végzik.

A hashartyagyulladéast okozo Candida fajok koziil szintén a C. albicans szamit a
leggyakoribbnak. A betegség igen magas mortalitassal rendelkezik, a hajlamositd tényezok
kozott elsOsorban a dializis és a betegség kialakuldsat megeldz6, bakterialis eredetii
hashartyagyulladas antibiotikumos kezelése all (Trofa és mtsai.,, 2008). Az esetek kisebb
hanyadaért a C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis és C. krusei fajok tehetok feleldssé
(Montravers és mtsai., 20006).

Ritka esetben stlyos iziileti gyulladast is okozhatnak Candida fajok. Elsésorban
daganatos, HIV-fertozott, illetve iziileti mutéten atesett betegek esetében alakulhat ki, de

Kawanabe és munkatarsai (2003) beszamoltak olyan esetrdl, amelyet nem el6zott meg orvosi



beavatkozas, illetve egyéb hajlamositd betegség. A szakirodalomban viszonylag kevés adat
talalhato ilyen tipust invaziv fertézésrdl, de a legtobb megbetegedést C. albicans kapcsan
irtak le (Lee €s mtsai., 2011). A nem-albicans fajok koziil a C. parapsilosis, C. krusei és C.
tropicalis a legtobbet emlitett faj (Lu és mtsai., 2012, Kim és mtsai., 2011, Trofa és mtsai.,
2008). Az antifungalis kezelés altaldban honapokig is eltarthat.

A szaruhartya fertézését (keratitisz) és a szem belsd részeinek gombdés gyulladadsat
(endoftalmitisz) a tropusi teriileteken elsdsorban baktériumok, illetve fonalasgombak
okozzak. A fejlddd orszagokban azonban egyre inkabb eldtérbe keriiltek a Candida fajok
okozta megbetegedések. A korkép kialakitdsdban szerepet jatszhat fungémia, a szaruhartya
eldzetes sériilése, helytelen higiénids szokasok kontaktlencsét viseloknél, illetve szemmiitétek
is. A legelterjedtebb patogén ezekben az esetben is a C. albicans (Klotz és mtsai., 2000, Sun
¢s mtsai.,, 2007), de szdmos esetetben C. tropicalis ¢s C. parapsilosis izolatumok is
okozhatjak a szem gombas megbetegedését (Vanzzini Zago €s mtsai., 2012).

A kiils6- és kozépfiil gyulladasat szintén okozhatjak Candida fajok, de az esetek
szdma az iziileti gyulladdsokéhoz hasonléan alacsony. A szakirodalmi adatok alapjan a
legelterjedtebb faj a C. albicans és a C. parapsilosis. A betegség lefolydsa altaldban nem
sulyos, a klotrimazollal torténd kezelés az esetek 95-100%-aban teljes gyogyulashoz vezetett

(Munguia és Daniel, 2008).

2.2. A fertozés kialakitasaban szerepet jatszo potencialis virulencia faktorok

A patogenitds alapfeltételei kozé tartozik a gazdaszOveten torténd megtapadas
képessége. A megtapadast eldsegiti a sejt felszinének hidrofobicitasa, emellett szamos
korokozd képes polimer feliileteken biofilmet kialakitani, koztiikk szdmos Candida faj is. Az
adott felszinhez tapadva extracellularis polimerekbdl egy matrixot hoznak létre, melynek
legfébb klinikai vonatkozéasa, hogy alkotd sejtjei kevésbé reagalnak az antifungalis kezelésre
(Kojic és Darouiche, 2004). A szovethez torténd adhézidhoz és az invaziohoz sziikség van
hidrolitikus enzimek termelésére is. Lin és munkatarsai (1995) a vaginitiszt okozo6 térzsekben
jelentds hidrolitikus enzimtermelddést tapasztaltak. A szekretalt aszpartat protedzoknak (Sap)
koszonhetden az élesztd képes a nyalkahartyat boritod sejteket karositani és az immunrendszer
védekezésben szerepet jatszd fehérjéit emészteni (Naglik és mtsai., 2003). A foszfolipazok
termelése feltételezhetden szintén hozzajarul a fertézés kialakitasahoz, mivel ezek az enzimek

alkalmasak membranok kdarositdsara, igy eldsegitik a gazdaszervezetbe vald bejutast. A



lipazoknak szerepe lehet a tdpanyagfelvételben a gazdaszervezet lipidjeinek emésztésén
keresztiil, illetve segithetik a megtapadast €és a versenyt a human mikrobidta lizisén keresztiil
(Trofa és mtsai., 2008).

Az élesztéforma és a hifas megjelenés kozotti valtds, a dimorfizmus is jelentds
szerepet jatszik, mint patogenitasi faktor. A fenotipikus valtdsnak jelentds szerepe van a
feliilethez stabilan tapad6 biofilm létrehozasaban. A hifas ndvekedésre képtelen forma csak a
bazalis réteget képes kialakitani, az élesztdalakban mutdns csak a kiilsé réteget tudja
megformalni (Kojic és Darouiche, 2004). A fenotipus valtasa, a fenotipikus ,,switching” a

s

gomba képes a gazda immunrendszerének modulalasara is (Segal, 2005).

2.3. A Candida parapsilosis-rol

A fajt Ashford irta le 1928-ban Puerto Rico-ban egy diarrheas betegbdl szarmazéd
izolatum alapjan. Monilia parapsilosis-nak nevezte el, megkiilonboztetve a Monilia psilosis-
tol, ami jelenleg a C. albicans nevet viseli. Telepe krémszinii-sargas, fényes, tobbnyire sima
vagy részben, esetleg teljesen rancos. Mikroszkopikusan a sok pszeudomicélium jellemzi. A
pszeudomicéliumot alkoté hosszikas sejtek elagazd lancokat alkotnak ,karacsonyfaszeri”
elrendezésben (1. Abra), a hifa cstcsa felé a lateralis 4gak folyamatosan révidiilnek (de Hoog

¢és mtsai., 2000).

1. Abra. C. parapsilosis pszeudomicélium malatas taptalajon tenyésztve (a szerzé

felvétele).
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Human kommenzalista, a normal mikrobidta tagja, gyakori epitelidlis szoveteken és
nyalkahartyak feliiletén (Fundyga és mtsai., 2004). Az egyetlen NAC faj, melynek
eléfordulasa 1990 6ta folyamatosan ndvekvo tendenciat mutat. Néhdny éazsiai orszagban a C.
parapsilosis a masodik leggyakoribb kandidémiat kivalté faj (Pfaller és mtsai., 2008). Leirtak,
mint perikarditiszt (szivburokgyulladast), endokarditiszt, endoftalmitiszt (a szem belsd
burkainak gyulladdsa), pankreatitiszt (hasnydlmirigy gyulladisa) é&s artritiszt (iziileti
gyulladas) okozo élesztét (de Hoog és mitsai.,, 2000). A C. parapsilosis altal okozott
fertdzések mortalitasi aranya alacsonyabb a C. albicans-fertdzések kapcsan tapasztaltaknal,
azonban az utobbi évek vizsgalatai alapjan ez is emelkedni latszik, elsGsorban 1jsziilottek
esetében (van Asbeck és mtsai., 2009).

A C. parapsilosis genetikai heterogenitasat tobb modszerrel kimutattdk. DNS-
reasszocidcios vizsgalatok mutattak elsdként ra a fajon beliili csoportok jelenlétére (Nakase és
mtsai., 1979). A véletlenszeriien amplifikalt polimorf DNS-analizis (random amplified
polymorphic DNA, RAPD) technika alkalmazésaval szintén az els6k kozott kiilonitették el a
fiziologiailag homogénnek tiind C. parapsilosis harom alcsoportjat (Lehmann és mtsai.,
1992). Lin ¢és munkatirsai (1995) tobb szempontbdl vizsgaltdk a faj genotipikus
heterogenitasat. Az izoenzim-elektroforézis kimutatta a 3 kiilonallo csoport meglétét. Az ITS2
(internal transcribed spacer, koztes atirddo elvalasztd régid) szinte teljesen azonos, az 5,8S
rRNS-t kodold gén megegyezd nukleotidsorrendii a 3 alcsoportban. Az ITSI-szakasz
Osszehasonlitod szekvenciaelemzése soran azonban mar eltérés mutatkozott. Ez alapjan az I-es
csoport a II-es csoporthoz 87,7% -ban, a IlI-as csoporthoz pedig 82,1%-ban hasonlit, mig a II-
es ¢és Ill-as csoport 84,5%-ban megegyezdek. Tavanti és munkatirsai (2005) MLST
(multilocus sequence typing) vizsgalataik soran olyan varidbilis géneket kerestek, melyek
segitségével az eltérd foldrajzi és anatomiai helyekrdl szdrmazd C. parapsilosis izoldtumok
megkiilonboztethetek. Eredeti céljukat nem érték el, mert a mintak nagy tobbségét kitevo I-
es csoport vizsgalt génjei alacsony szintli polimorfizmust mutattak és ezért nem voltak
alkalmasak MLST vizsgélatra. Ugyanakkor olyan mértékii szekvenciabeli eltérést talaltak a
harom alcsoport kdzott, mely kiilon fajokra jellemz6. 11 gén amplifikalasat tiizték ki célul, az
inditészekvenciakat a C. parapsilosis génjei alapjan tervezték. Hét esetben a Il-es és a Ill-as
csoport izolatumainal egyaltalan nem keletkezett termék, vagy nem a vart méretli fragmentet
kaptak. Ebbdl is az alcsoportok genomjainak szdmottevd eltérésére lehet kovetkeztetni. Az
elébbi megfigyelésekre hivatkozva javasoltdk a C. parapsilosis név megtartdsat az I-es
csoportra, a IlI-es csoport helyett a C. orthopsilosis, a 1ll-as helyett pedig a C. metapsilosis

elnevezés bevezetését. Az 1) fajok leirdsaban kiemelték, hogy azok egymastol csak
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molekuléris biologiai modszerekkel kiilonithetéek el, kizardlag morfoldgiai alapon ez nem
lehetséges.

Az el6bbi tanulmédnnyal egyidében braziliai és japan mintak 5,8S rRNS- és ITS-
régidinak szekvenciaclemzése soran beszamoltak a tagabb értelemben vett C. parapsilosis
fajon beliil egy negyedik csoport meglétérdl is (Iida és mtsai., 2005). Négy braziliai izolatum
ITS-szekvenciai alapjan kiilon filogenetikai csoportot alkotott. A nagy riboszémalis DNS-
régi6 D1 és D2 doménjeinek elemzése tamogatta a IV. csoport létjogosultsagat.
Osszességében a vizsgalat megerdsitette a C. parapsilosis és a rokon fajok ITS-régidinak

nagymértéki diverzitasat.

2.4. Antifungalis szerek

A Candida fajok okozta fertézések kezelésére napjainkban is szamos antifungalis szert
fejlesztenek ki, azonban a klinikai kezelések soran leggyakrabban alkalmazott gombaellenes
készitmények tovabbra is az azol és polién tipusu vegyiiletek maradtak. Az antigungalis
szerek hatasukat altalaban a szterol-bioszintézis egyes enzimeinek gatlasan, a sejtfal és a

membran kdzvetlen karositasan, illetve a DNS-szintézis gatlasan keresztiil fejtik ki.

2.4.1. Az azol tipusu antifungalis szerek

Az azol tipusu vegytiletek kifejlesztése a 60-as évek végén tortént. Két csoportra lehet
osztani Oket, az imidazolokra (ketokonazol, mikonazol, klotrimazol) és a triazolokra
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol). Mindkét csoport egy citokrém P450 tipusu enzim
gatlasan keresztiil fejti ki hatasat, de a tdimadasi pont kiilonbozik.

A flukonazol egy mesterséges bisz-triazol tipust vegytilet, melyet az 1990-es években
fejlesztettek ki (2. Abra). Hatasat a lanoszterol-demetildz enzim gatlasan keresztiil fejti ki. Ez
az enzim egy citokrom P450 tipusii enzim, mely a lanoszterol ergoszterolld torténd
atalakitasaért felelds. Az ergoszterol-bioszintézis gatlasa a lanoszterol 14a pozicidban torténd
demetilaciojanak gatlasan keresztiil valésul meg. A 14a-szterol demetilaz aktiv centruma
tartalmaz egy hem-csoportot, melyhez kotddik a flukonazol, megakadalyozva az atalakitast
(Odds és mtsai., 2003). Az ergoszterol-bioszintézis akadalyozasa miatt egyéb szterolok
¢épiilnek be a membranba, jelentdsen megvaltoztatva annak fluiditasat, permeabilitasat és a
membrankotott fehérjék aktivitasat. Masodlagos hatasként a sejtfal bioszintézisben szerepet

jatszo6 fehérjék nem tudnak kotédni a membranhoz, melynek kovetkeztében a sejtfal
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integritasa megvaltozik. Habar a flukonazol elsdsorban fungisztatikus, ezek a hatasok
egylittesen végiil a gombasejtek pusztulasdhoz vezetnek. A flukonazol az emldsok citokrém
P450-enzimeihez is képes kotddni és ezaltal a lanoszterol koleszterolla torténd atalakitast
gatolni (Casalinuovo és mtsai., 2004). A terapas célokra hasznalt koncentracidban azonban
joval nagyobb aranyban kotddik a gomba P450 demetilazahoz, mint az emlés enzimekhez,
azonban kismértékli majkérositd hatasaval szamolni kell. A flukonazolt gyakran alkalmazzak
feliileti ¢és szisztémds gombafertdzések kezelésében, ordlis és intravénas Uton is jol
alkalmazhatd, tovabba toxicitasa az amfotericin B-nél alacsonyabb. A szervezetben gyorsan
szétterjed, plazmaeliminacios féléletideje megkozelitleg 30 6ra (Huijgens és mtsai., 1999). A
flukonazollal szemben 4ltaldban a legérzékenyebb Candida fajok a C. albicans, C. tropicalis

¢és a C. parapsilosis.
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2. Abra. A flukonazol szerkezeti képlete.

Az itrakonazol egy lipofil szintetikus triazol szarmazék, melyet 1984-ben fejlesztettek
ki, majd 1991-ben engedélyeztek (3. Abra). Antifungélis hatasa a flukonazolhoz hasonléan az
ergoszterol-bioszintézis gatlasan keresztlil valésul meg, azonban szélesebb korben
hasznalhato. Szamos flukonazol-rezisztens Candida izolatum ellen sikeresen alkalmazhato.
Az emlds citokrom P450-hez csak igen kis affinitdssal kotddik. Adagolhatd kapszulazott
formulédban, illetve intravéndsan is. Sz4jon keresztiil torténd felhasznalasa esetén sziikséges az
alkalamazast megel6zden taplalkozni, mivel a gyomor pH-janak csokkenése, és a bevitt
taplalék zsirtartalma jelent6sen megnovelik a szer felszivodasanak mértékét (Zimmermann és
mtsai., 1994). Zsiroldékony tulajdonsaga miatt hatékonyan lehet alkalmazni a bér és a
kormok (Rongioletti és mtsai., 1992) gombas fertdzései ellen, illetve mélymikozisok kezelése

soran.
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3. Abra. Az itrakonazol szerkezeti képlete.

A ketokonazol egy szintetikus imidazol-dioxoldn-szarmazék, mely széles spektrumil
aktivitassal rendelkezik éleszt6k és bérgombak ellen (4. Abra). Hatasat szintén a 14a-szterol
demetilaz enzim gétlasan keresztiil fejti ki. A ketokonazol volt az els6 oralisan alkalmazott
azol, de manapsdg haszndlata hattérbe szorult majkarosit6 és a humdn szteroid hormon
bioszintézist gatld hatdsai miatt (Como és Dismukes, 1994). Az itrakonazolhoz hasonldan ez a
vegylilet is lipofil tulajdonsdggal rendelkezik, melynek kovetkeztében felhalmozdodik a
zsirszovetben. Zsiroldékony tulajdonsaganak koszonhetden oralis alkalmazas esetén a gyomor
savassaga jelentdsen befolydsolja a felszivodast (Chin ¢és mtsai.,, 1995). Carlson ¢és
munkatarsai (1983) altal végzett kutatdsok alapjan az optimalis felszivodds pH 3 alatt
kovetkezik be, mig pH 5,5 felett a szer oldhatdsdga jelentés mértékben lecsokken, igy a

felszivodasa is.

OO

4. Abra. A ketokonazol szerkezeti képlete.

2.4.2. A polién tipusu antifungalis szerek

Hatasukat az ergoszterolhoz vald irreverzibilis kotddésen keresztiil fejtik ki. A

membranban megkdtddve csatornat alakitanak ki, melyen keresztiil kdlium €s magnézium
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ionok, cukrok ¢és egyéb metabolitok dramlanak ki a citoplazmabdl. A polién tipusi makrolid
antimikotikumoknak tobb mint 100 vegyiilete ismert, de ezek koziil az amfotericin B, a
nystatin (5. Abra) és a natamicin a legelterjedtebben hasznalt antifungilis szerek. Az
amfotericin B és a nystatin az emberi szervezetre is toxikus hatdsu, melyet lipid-asszocialt
valtozatok bevezetésével sikeriilt jelentdsen csokkenteni (Carrillo-Mufioz és mtsai., 2006). Az

ERG3 ¢és az ERG1I génekben bekovetkezd mutaciok hatisara rezisztencia alakulhat ki C.

albicans, C. glabrata és C. tropicalis esetében (Vanden Bossche és mtsai., 2003).

5. Abra. Az amfotericin B (A) és a nystatin (B) szerkezeti képlete.

2.4.3. Egyéb antimikotikumok

A primycin egy nem polién tipusut makrolid lakton komplex, melyet 1954-ben
fedezett fel Valyi-Nagy Tibor (6. Abra). A komplex tagjai harom fé csoportra (A, B és C)
oszthatdak a funkcios csoportok alapjan. A f6 komponens az Al, mely a komplex 50%-at
adja. Els6sorban  Gram-negativ  baktériumok ellen hatdsos, azonban magasabb
koncentracioban fonalasgombdk ¢és élesztok ellen is sikerrel alkalmazhato. Antimikrobidlis
hatasat feltehetben a membranok iondteresztd képességének fokozasan keresztiil fejti ki
(Horvath és mtsai., 1979). Allatkisérletekben jelentds toxikussagat mutattak ki, ezért csak

felszini készitményekben val6 alkalmazasa engedélyezett (Valyi-Nagy és mtsai., 1954)
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6. Abra. A primycin altaldnos szekezeti képlete.

Az allilaminok az ergoszterol-bioszintézis Ut egyik enzimének, a szkvalén-
epoxidaznak gatlasan keresztiil fejtik ki antifungdlis hatasukat. Az emldés koleszterol-
bioszintézisben szerepet jatszé enzimeket csak kis mértékben gétoljak, ezért az emberi
szervezetre nézve toxicitasuk minimalis. Az egyik leggyakrabban hasznalt allilamin a
terbinafin (7. Abra). Szamos éleszté esetében kevésbé hatékony, de a C. parapsilosis
izolatumok altalaban érzékenyek a szerrel szemben. C. albicans esetében kimutattak, hogy
terbinafinnal torténd kezelés hatasdra megemelkedik az ERG1 gén expresszidja, ami csokkent
érzékenységhez vezet. A C. glabrata, C. krusei és C. tropicalis izoldtumok altaldban

rezisztensek a terbinafinnal szemben (Perea és mtsai., 2002b, Ryder és mtsai., 1998)

7. Abra. A terbinafin szerkezeti képlete.

2.4.4. A sztatinok és antifungalis hatdasuk

A sztatinok a leggyakrabban alkalmazott koleszterinszint-csokkentd gyogyszerek,
hatasuk a 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA) reduktdz enzim szelektiv
gatlasan alapul, ezéltal csokkentik a szterolszintézist, vagyis csokkentik a vér Ossz-

koleszterinjét. Az elso leirt sztatin a mevasztatin volt, melyet Penicillium citrinum szirletébdl
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mutattak ki, de nagyfoku toxicitassal rendelkezett. A lovasztatin (9. Abra) kevésbé toxikus és
kisebb koncentracioban is gatolja a HMG-KoA reduktdz enzimet. A lovasztatint az
Aspergillus terreus €s a Monascus ruber termelik (Barrios-Gonzalez és Miranda, 2010). A
késObbiekben alkalmazott sztatinok mar szintetikus termékek, gy fejlesztik oOket, hogy
kisebb koncentracional kossenek az enzim aktiv helyére, igy kevésbé legyenek toxikusak.
Gyetvai és munkatarsai (2006) a lovasztatin C. albicans-ra gyakorolt hatdsanak vizsgéalata
soran megallapitottdk, hogy gatolja a C. albicans ndvekedését (fungisztatikus hatas).
Macreadie és munkatarsai (2006) a szimvasztatin és az atorvasztatin antifungalis hatasat
tanulmanyoztak a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis és C. parapsilosis ellen. Mind a
szimvasztatin, mind az  atorvasztatin  bizonyos koncentraciéban  alkalmazva
novekedéscsokkenést, illetve ndvekedésgatlast okozott. Megallapitottak, hogy a sztatinok
okozta gatlas ergoszterol vagy koleszterol hozzdadasaval megsziintethetd.

Egyes publikaciok mar felvetették a sztatinok és kiilonbdzé antimikotikumok egyiittes
alkalmazasanak lehetdségét. Chin ¢és munkatarsai (1997) vizsgaltdk a fluvasztatin, a
pravasztatin, a lovasztatin és a szimvasztatin hatasat C. albicans, C. parapsilosis és C.
tropicalis torzsek esetében. A sztatinok 6nmagukban nem, vagy csak csekély antifungalis
aktivitassal rendelkeztek, azonban a fluvasztatin-flukonazol és fluvasztatin-itrakonazol
kombinaciok altal okozott ndvekedésgatlas esetében szinergista ¢s additiv kdlcsonhatasokat
mutattak ki. A kombinaciokban alkalmazott fluvasztatin-koncentracié azonban joval a vérben
maximalisan elérhetd szérumszint felett volt, igy ez a gyakorlatban nem kivitelezhetd. Nash
¢s munkatarsai (2002) a fluvasztatin/flukonazol és a pravasztatin/flukonazol kombinaciok
hatédsat vizsgaltak C. albicans esetében, de nem tapasztaltak kdlcsonhatasokat, mivel ezekben
a kisérletekben a fluvasztatint és a pravasztatint a klinikailag szérumban elérhetd

koncentraciokban alkalmaztak (0,448 ug/ml és 0,055 pg/ml).
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9. Abra. A lovasztatin szerkezeti képlete.
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2.5. Candida fajok rezisztenciaja a leggyakrabban alkalmazott antimikotikumokkal

szemben

Ha a klinikai kezelések soran bebizonyosodik, hogy a beteg valamely Candida faj éltal
fertdzott, akkor a kezelést els6sorban amfotericin B és/vagy flukonazol haszndlataval kezdik.
Candida torzsek esetében igen fontos a pontos, fajszintii azonositas, mivel a kiilonboz6 fajok
igen eltér6 modon érzékenyek a kiilonbozo antifungalis szerekkel szemben. A helyes terapias
szer megvalasztasat neheziti, hogy szamos Candida faj eredendden érzéketlen vagy képes
igen gyorsan rezisztenciat kialakitani a leggyakrabban alkalmazott azolokkal és poliénekkel,
elsdsorban az amfotericin B-vel és a flukonazollal szemben.

Flukonazollal szemben altalaban érzékenynek mondhatéak a Candida fajok, de C.
albicans esetében rezisztencia alakulhat ki a szerrel szemben egy flukonazol efflux-pumpat
kodolod gén (MDRI) talmiikddése altal, vagy a 14a-szterol demetilaz (ERGI1) génben torténd
mutécio, illetve a gén talmikodésének kovetkeztében (Odds, 2004). Egyéb efflux-pumpat
koédolo gének (CDRI, CDR2) talmikddése szintén megndvekedett rezisztenciat okozhat
flukonazollal és egyéb triazolokkal szemben (Pfaller ¢és mtsai., 2006a). Az ERGII gén
tulmiikodésének kovetkeztében fellépd rezisztenciat Candida dubliniensis kapcsan is leirtdk
(Perea és mtsai., 2002c). Az antifungalis érzékenységi adatok alapjan elmondhatd, hogy a C.
dubliniensis izolatumok altalaban kevésbé ¢érzékenyek flukonazollal, itrakonazollal ¢&s
ketokonazollal szemben, mint a C. albicans (Gutiérrez €s mtsai., 2002). Az ERGII gén
mutacidja és a CDRI, CDR2 gének tulmiikodésének kovetkeztében szintén rezisztencia
alakulhat ki C. glabrata esetében is (Sanguinetti és mtsai., 2005). A C. krusei érzékenysége a
flukonazollal szemben joval alacsonyabb, mint a szuszceptibilis C. albicans izolatumoké,
melynek hatterében a mikroorganizmus 14a-szterol demetilazanak eredendden csokkent
érzékenysége all (Orozco ¢és mtsai.,, 1998), azonban érzékenynek mutatkozik egyéb
triazolokkal szemben. A C. guilliermondi izolatumok daltalaban kevésbé érzékenyek
flukonazollal és itrakonazollal szemben, mint a C. albicans és pan-azol-rezisztens torzset is
izolaltak mar (Savini és mtsai., 2010b). Az utobbi években jelentdsebben megemelkedett a
flukonazol-rezisztens C. tropicalis izolatumok szama is, de a rezisztencia pontos hatterét nem
sikeriilt még feltarni (Kothavade és mitsai., 2010). A C. lusitaniae izolatumok 4altalaban
érzékenynek mutatkoznak azolokkal szemben (Favel és mtsai., 2004, Hawkins és Baddoura,
2003). A C. parapsilosis torzsek az esetleirdsok tulnyomo részében érzékenynek bizonyulnak
flukonazollal szemben, azonban a szakirodalom beszamol rezisztens torzsek jelenlétérdl is

(Deshpande 2003, Sarvikivi €s mtsai., 2005, Ostrosky—Zeichner és mtsai., 2003).
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Az amfotericin B-vel szemben altalaban érzékenynek mutatkoznak a Candida fajok,
de rezisztens izolatumokrdl is beszdmol a szakirodalom. Hasznélata ellen szo6l dozisfiiggd
vesekarositd hatdsa, ami azonban az esetek tobbségében visszafordithaté (Chen és mitsai.,
2007). A C. tropicalis esetében csak néhany leiras talalhatd, mely megbizhatéan bizonyitja az
izolatum AMB rezisztencigjat (Chai és mtsai., 2010). Az amfotericin B-re eredendden
rezisztens C. [lusitaniae izolatumokrol szamos adat talalhatdo a szakirodalomban, azonban
Hawkins és munkatéarsai (2003) az irodalmi adatokat Osszegytlijtve megallapitottak, hogy a
leirdsokban szerepld rezisztens torzsek csak 21,7% szazalékat képzik az Osszes vizsgalt
izolatumnak. A C. albicans, C. dubliniensis és C. parapsilosis izolatumok altalaban
érzékenyebbek, mint a C. guilliermondii, C. glabrata, C. inconspicua és C. krusei torzsek
(Savini és mtsai., 2010a, Majoros és mtsai., 2005, van Asbeck és mtsai., 2009), a rezisztencia
megjelenése ezeknél a torzseknél altaldban ritka (Perea és Patterson, 2002, Trofa és mtsai.,

2008).

2.6. A Kklinikai azonositasban hasznalt altalanos morfolégiai, fiziologiai modszerek

A human patogén gombak klinikai mintdkbdl torténd fajszintli azonositasanak els6
1épése a minta tenyésztése €s tisztitasa, mely altaladban kléramfenikolt tartalmaz6 Sabouraud-
agar lemezeken torténik. A tenyészeteket ezutan foként fenotipikus moddszerekkel, illetve a
kereskedelmi forgalomban elérhetd tesztek segitségével azonositjak (Liguori és mtsai., 2010).
A csiratomloteszt felhasznalhato a C. albicans és C. dubliniensis azonositasara, azonban nem
alkalmas a két faj megkiilonboztetésére. A teszt sordn az izoldtumokat fotalis
borjuszérumban, vagy friss human szérumban tenyésztik 37°C-on 2,5-3 oran keresztiil, majd
mikroszkopos vizsgalattal azonositjak a csiratomlo jelenlétét (Joshi €s mtsai., 1975).

Gyakran hasznalt azonositasi modszer a kromogén taptalajok alkalmazésa, azonban
ezek a termékek daltaldban nem alkalmasak az Osszes fontos patogén megbizhatd
azonositasara. A CHROMALBICANS (Biolife) csak a C. albicans izolatumok elkiilonitésére
alkalmas, melyek kék telepeket képeznek a taptalaj feliiletén, mig az egyéb Candida fajok
nem festddnek. A Brilliance™ Candida Agar (Oxoid) hasznélataval lehetéség nyilik a C.
krusei és a C. tropicalis elkiilonitésére, azonban nem alkalmas a C. albicans és a C.
dubliniensis elkiilonitésére, mert mindkét faj zold telepet képez a taptalaj feliiletén. Szintén
nem alkalmas a C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis és a C. lusitaniae megbizhatd

elkiilonitésére, mivel ezek a fajok hasonld, barnas telepeket képeznek a taptalajon. A
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CandiSelect™ 4 (BIO-RAD) elsésorban a C. albicans izolatumok elkiilonitésére alkalmas.
Alkalmazéasaval lehetéség nyilik C. tropicalis, C. glabrata és C. krusei izolatumok
azonositasara is, de a megbizhat6, fajszintli besorolas nem lehetséges, mivel mindhdrom faj
CHROMagar™ Candida (CHROMAgar) taptalaj hasznalataval a C. albicans izolatumok
z0ld, a C. tropicalis izolatumok kék, mig a C. krusei izolatumok roézsaszinli telepeket
képeznek. Mas Candida fajok elkiilonitésére nem alkalmas a készitmény.

A kereskedelmi forgalomban elérhetd szénhidrat-asszimildcios tesztek (API ID 32C,
API 20C) altalaban alkalmasak a pontos azonositasra, de az eredmények nem minden esetben
megbizhatéak. Szabo ¢és munkatarsai (2008b) 6sszehasonlitva az API ID32C asszimilacios
tesztet a Micronaut-Candida (Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim, Germany) teszttel
megallapitottak, hogy az ID32C 18 izolatumot helyteleniil azonositott, mig a Micronaut-

Candida teszt segitségével lehetséges volt mind a 264 vizsgalt tdrzs pontos azonositasa.

2.7. Az azonositasban felhasznalhato molekularis modszerek

A restrikcids  fragmenthossz-polimorfizmuson  (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) alapul6 technikék alkalmasnak bizonyultak szamos faj azonositasara,
azonban iddigényesek €s nem minden esetben reprodukalhatok. Scherer és Stevens (1987)
harom restrikcids endonuklazt vizsgalva (EcoR1, Hindlll és BamHI) megéallapitottak, hogy az
EcoRI enzim felhasznalasaval eldallitott genomidlis DNS-profilok alkalmasnak bizonyultak
C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. pseudotropicalis (C. kefyr) és C. parapsilosis
izolatumok elkiilonitésére. Magee ¢s munkatarsai (1987) a riboszomalis DNS-régiot
emésztették EcoRI restrikcios enzimmel és sikeresen kiilonitettek el harom Candida fajt, a C.
albicans-t, a C. tropicalis-t és a C. guilliermondii-t. Az ITS1 és ITS4 inditészekvenciakkal
felszaporitott riboszomalis DNS-régié Mspl endonukledzzal emésztve lehetévé tette tovabbi
harom faj (C. glabrata, C. krusei és C. parapsilosis) azonositasat (Mirhendi €s mtsai., 2006).
Mason ¢és munkatarsai (1987) a C. albicans aktint kodoldé DNS-szakaszat probaként
felhasznalva, tizenkilenc izolatum Hindlll-mal és EcoRI-el emésztett genomialis DNS-ének
hibridizacidjaval sikeresen kiilonitették el a C. albicans/stellatoidea, C. tropicalis, C. kefyr, C.
krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii és C. glabrata fajokat. A lanoszterol-demetilaz
enzimet kodolo gén egy szakaszdnak RFLP-vizsgalata szintén alkalmasnak bizonyult hét (C.

albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei és C. parapsilosis)
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Candida faj elkiilonitésére (Morace és mtsai., 1997), de a pontos azonositashoz sziikség volt a
szakaszok tobb enzimmel (HinCll, Nsil, Sau3A) torténd emésztésére.

Az utobbi években egyre tobb polimerdz lancreakcion (polymerase chain reaction,
PCR) alaplé modszert alkalmaznak Candida fajok elkiilonitésére. A RAPD-analizis néhany
esetben alkalmas lehet a pontos fajszintli azonositasra. Az OPE-18 inditdszekvencia
felhasznalasaval Baires-Varguez ¢s munkatarsai (2007) sikeresen azonositottak hét fajt (C.
glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. pelliculosa, C. albicans, C. krusei és C.
lusitaniae). Steffan ¢és munkatarsai (1997) 0Osszehasonlitottdk a RAPD-technika
felhasznalasaval és CHROMagar alkalmazasaval kapott adatokat és 98% feletti egyezést
tapasztaltak. A Thanos és munkatarsai (1996) altal elvégzett kisérletben az AP3 dekamer
alkalmasnak bizonyult szamos klinikai szempontbo6l fontos izolatum elkiilonitésére. A RAPD-
technika azonban 4&ltaldban nem bizonyul megbizhaté moddszernek, mivel az eredmény
nehezen ismételhetd meg, és az egy fajba tartozd izolatumok kozott jelentds kiilonbségek
lehetnek.

Az PCR-alapt azonositasok sordn a legtobb esetben a riboszomalis DNS-szakaszt
hasznaljak fel, mivel kivalo feloldoképességgel rendelkezik és felszaporitdsa univerzalis
inditoszekvencidkkal lehetséges. Az univerzalis inditoszekvencidk felhasznalasaval kapott
DNS-szakaszok mérete a kiilonb6zé Candida fajok esetében eltérd lehet, de ez dnmagaban
nem elégséges az azonositashoz, mert a méretkiilonbségek sok esetben elenyészdek. Ez a
régid azonban alkalmas specifikus inditdészekvencidk tervezésére, melyek haszndlatdval a
pontos fajszintli azonositas lehetévé valik (Nazzal és mtsai., 2005, Mannarelli és Kurtzman,
1998) A klinikai diagnosztizalasban hasznalt molekularis modszerek koziil legintenzivebben
kutatott teriilet a multiplex PCR-technikak kidolgozasa (Lau és Lee, 2008, Tarini és mtsai.,
2010 Kanbe és mtsai., 2002, Lim és mtsai.,, 2002). Carvalho és munkatarsai (2007) a
riboszomalis régido ITS1 és ITS2 varidbilis szakaszat felhasznalva tervezett egy multiplex
reakciot nyolc Candida faj kimutatasara, melyben egy élesztokre specifikus inditészekvencia-

part kombinaltak patogén Candida fajokra specifikus inditoszekvenciakkal.
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3. Célkituzések

A nem-albicans fajok altal okozott fertézések szdmanak emelkedése, és az egyre siirlibben
megjelend antifungélis szerekkel szembeni rezisztenca igen fontossa teszi a Candida fajok
pontos, fajszintli azonositasat. Mindezek alapjan a kovetkezé célokat fogalmaztuk meg:

1. Egy hatékony, a klinikai diagnosztizalasban is konnyen felhasznalhato PCR-alapu
fajazonositasi moédszer kidolgozasa a C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii és C. lusitaniae fajokra.

2. A C. parapsilosis magyarorszagi klinikai izoldtumainak genetikai jellemzése ¢és
antifungalis szerekkel szembeni érzékenységiik vizsgalata.

3. Antifungélis szerek ¢és kiilonbozd sztatinok kolcsonhatasainak vizsgélata C.

parapsilosis, C. tropicalis és C. guilliermondi izolatumok esetében.
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4. Anyagok és modszerek

1. Tablazat. A vizsgalatok soran felhasznalt Candida izolatumok.

Az izolatumok kodja,

Az izolalas adatai, egyéb

Fajnév
torzsgytjteményes szama adatok
C. albicans ATCC 90028 -
C. albicans ATCC 10231 -
C. dubliniensis CBS 7987 szajlireg, HIV-fert6zott beteg
C. glabrata CBS 138 széklet
C. guilliermondii CBS 566 kopet
C. inconspicua CBS 180 kopet
C. kefyr SZMC 1511 Pécs
C. krusei CBS 573 kopet, bronchitiszes beteg
C. lipolytica CBS 6124 kukorica-feldolgoz6
C. lusitaniae CBS 6936 citrus kivonat
C. metapsilosis CP5 kopet, Pisa
C. metapsilosis CP 43 tiidd, Pisa
C. metapsilosis CP 61 korém, Pisa
C. metapsilosis CP 231 korom, Pisa
C. metapsilosis CP 261 korom, Pisa
C. metapsilosis CP 271 széklet, Pisa
C. metapsilosis CP 92 széklet, Pisa
C. metapsilosis CP 376 széklet, Pisa
C. norvegensis SZMC 198 -
C. norvegica CBS 4239 kopet
C. orthopsilosis CP 25 korom, Pisa
C. orthopsilosis CP 47 bor, Pisa
C. orthopsilosis CP 85 katéter, L' Aquila
C. orthopsilosis CP 296 bdr, Pisa
C. orthopsilosis MCO 471 -
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C. orthopsilosis CP 331 kopet, Pisa
C. orthopsilosis LT 289 Németorszag
C. orthopsilosis LT 308 Németorszag
C. orthopsilosis NRZ 1114 Németorszag
C. orthopsilosis NRZ 1467 Németorszag
C. orthopsilosis NRZ 1566 Németorszag
C. orthopsilosis MCO 456 -

C. parapsilosis CBS 604 széklet

C. parapsilosis 12821 vér, Debrecen
C. parapsilosis 3929 vér, Debrecen
C. parapsilosis 1188/1 vér, Debrecen
C. parapsilosis 6769 vér, Debrecen
C. parapsilosis 11811 vér, Debrecen
C. parapsilosis 5312 vér, Debrecen
C. parapsilosis 5308 vér, Debrecen
C. parapsilosis 25329 vér, Debrecen
C. parapsilosis Bp57 nyeldcso, Pécs
C. parapsilosis Bp73 gyomor, Pécs
C. parapsilosis Bp42 vér, Pécs
C. parapsilosis Bpl01 vér, Pécs
C. parapsilosis Bpl13 vér, Pécs
C. parapsilosis Bp59 korom, Pécs
C. parapsilosis Bp75 korom, Pécs
C. parapsilosis Bp46 vér, Pécs
C. parapsilosis Bp54 kézkorom, Pécs
C. parapsilosis Bp3 korom, Pécs
C. parapsilosis Bp90 kopet, Pécs
C. parapsilosis Bp9%4 vér, Pécs
C. parapsilosis 5311 vér, Debrecen
C. parapsilosis 5068/1 vér, Debrecen
C. parapsilosis Bp47 vér, Pécs
C. parapsilosis Bp39 klinikai minta, Pécs
C. parapsilosis Bp63 vér, Pécs
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C. parapsilosis Bp86 vér, Pécs
C. parapsilosis 640 Szeged
C. parapsilosis 74181/2002 Szeged
C. parapsilosis 26655/2006 Szeged
C. parapsilosis 46958/2006 Szeged
C. parapsilosis 47458/2006 Szeged
C. parapsilosis 49683/2006 Szeged
C. parapsilosis 13210 talyog, Debrecen
C. parapsilosis 16478 seb, Debrecen
C. parapsilosis 17466 kaniil, Debrecen
C. parapsilosis 18249 vizelet, Debrecen
C. pulcherrima CBS 5833 -

C. tropicalis CBS %4 bronchitiszes beteg
C. zeylanoides CBS 619 blasztomikozis

4.1. Taptalajok, tapoldatok és tenyésztési koriilmények

A vizsgalatok soran felhasznalt izolatumokat malatas taptalajon (0,5% malatakivonat,
0,5% ¢lesztokivonat, 0,5% gliikoz, 3% agar) tartottuk fenn 4°C-on.

A DNS-kivonasokhoz az élesztdket YPD-tapoldatban (0,5% élesztokivonat, 0,5%
pepton, 1% gliik6z), 25°C-on, 2 napon keresztiil, 150 rpm-en razatva neveltiik.

Az in vitro érzékenységi vizsgalatokhoz a torzseket burgonyas taptalajon (PDA,
Sigma-Aldrich) 1 napig tenyésztettiik. A vizsgalatok soran RPMI 1640 tapoldatot (RPMI
1640 Medium L-glutaminnal, natrium-bikarbonat nélkiil, Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

4.2. A molekularis munkak soran alkalmazott modszerek

4.2.1. DNS-kivonas

A DNS-kivonashoz a Epicentre Biotechnologies® MasterPure™ Yeast DNA

Purification készletet hasznaltuk. A kivondst a gyartd utasitasi alapjan végeztiik el. A
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kicsapast kovetden a DNS-t 50ul steril bidesztillalt vizben oldottuk fel, majd a mintékat
felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

4.2.2. A polimeraz lancreakcio (PCR)

A C. parapsilosis izolatumok vizsgalatai soran és az rDNS-alapu kimutatési reakciok
megtervezéséhez az alabbi molekularis modszereket alkalmaztuk:
A Luo ¢s Mitchell (2002) altal tervezett, a tagabb értelemben vett C. parapsilosis

csoportra specifikus inditdoszekvenciak €s reakciokoriilmények:

CPA;: 5’-GCCAGAGATTAAACTCAACCAA-3
CPA,: 5’-CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC-3’

1. 96°C — 5 perc

2. 94°C — 30 masodperc

3. 58°C — 30 masodperc

4. 72°C — 30 masodperc > 2. 1épés 40 ciklusban
5. 72°C — 30 mésodperc

A Pontieri és munkatarsai (2001) altal tervezett, a C. parapsilosis 1-es csoportjara

specifikus inditoszekvencidk és a reakciokoriilmények:

Fwl: 5’-GTGAGAGATGTTTGTAATTGCGAGAACC-3’
Rvl: 5’-GCATTATTCGGACGTTCAACCCG-3’

1. 94°C - 3 perc
2.94°C — 1 perc
3.65°C — 1 perc
4. 72°C — 30 masodperc > 2. 1épés 25 ciklusban
5.72°C -7 perc
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Az rDNS-génkomplex felsokszorositdsara hasznalt inditoszekvencidk (White és mitsi,

1990) és reakciokoriilmények:

NS1: 5’>-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’
NS2: 5°-GGCTGCTGGCACCAGACTTGC-3’
ITS1: 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4: 5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

1. 94°C — 1 perc

2. 94°C — 30 masodperc

3. 48°C — 40 masodperc

4. 72°C — 90 masodperc = 2. 1épés 35 ciklusban
5.72°C -3 perc

A Candida-specifikus ellenérz6 reakciok megtervezéséhez felhasznalt nagy affinitast
vas-permeaz (FTR1) (Nyilasi és mtsai., 2008) és foszfolipaiz D (PLD) fehérjéket kddolod

génszakaszok felsokszorositdsa soran felhasznalt inditoszekvenciak:

FTR-A: 5’-GGTCTAGAGARGAYATHTGGGARGG-3’
FTR-B: 5’-GGCTCGAGCCANCCNARDATNGCRTTRAA-3’
plD1: 5’>- ATHCAYGAYTGGTGGHT-3’

plD2: 5’-ACRTCRTGCCANGGCAT-3’

A C. metapsilosis izolatumok tipizalasahoz felhasznalt transzlacios elongacids faktor 1
alfa (TEFIl-a) fehérjéket kodold génszakaszok felsokszorositasa sordn felhasznalt

inditoszekvenciak:

EFla-frw: 5’>-GTGAATTCGARGCYGGWATMTCYAAG-3’
EF1-2212R: 5’-CCRACRGCRACRGTYTGTCTCAT-3’

27



A reakci6 ciklusai mindharom génszakasz esetében az alabbiak voltak:

1. 94°C - 3 perc
2.94°C -1 perc
3.55°C —1 perc
4.72°C -2 perc = 2. 1épés 35 ciklusban
5.72°C -3 perc

Minden reakcidhoz az alabbi Gsszetétell elegyet hasznaltuk:

4 pl 1 mM-os ANTP oldat (Sigma-Aldrich)

4-4 ul (1 pmol/ul) inditészekvencia

2 ul 10X Double-Taq™ puffer (ZenonBio)

3 ul 25 mM-os MgCl, (ZenonBio)

2 ul steril bidesztillalt viz

0,2 ul Double-Taq™ DNS-polimeraz (ZenonBio)
1 pl templat DNS

A RAPD-PCR vizsgalatokhoz az Operon random inditdszekvencia-sorozat (Operon
Technologies) és az UBC (University of British Columbia) inditészekvencidk koziil a

kovetkez6 dekamereket hasznaltuk:

OPC-02: 5°-GTGAGGCGTC-3’ OPD-12: 5’>-CACCGTATCC-3’
OPC-05: 5°’-GATGACCGCC-3’ OPE-17: 5’-CTACTGCCGT-3’

OPC-07: 5’-GTCCCGACGA-3’ OPG-07: 5’>-GAACCTGCGG-3’
OPC-09: 5’-CTCACCGTCC-3’ OPG-19: 5’>-GTCAGGGCAA-3’
OPC-12: 5’-TGTCATCCCC-3’ OPH-18: 5’>-GAATCGGCCA-3’
OPC-14: 5°>-TGCGTGCTTG-3’ OPK-04: 5’>-CCGCCCAAAC-3’
OPC-16: 5’-CACACTCCAG-3’ OPM-18: 5’-CACCATCCGT-3’
OPC-18: 5’-TGAGTGGGTG-3’ OPR-15: 5’-GGACAACGAG-3¥’
OPC-20: 5>-ACTTCGCCAC-3’ OPW-17: 5’-ACCGGCTTGT-3’
UBC 8: 5’-CCTGGCGGTA-3’ UBC 66: 5’-GAGGGCGTGA-3’

UBC 18: 5’-GGGCCGTTTA-3’
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A reakci6 koriilményei:

1. 94°C -2 perc

2. 94°C — 30 masodperc

3. 36°C — 35 masodperc

4. 72°C — 90 masodperc = 2. 1épés 35 ciklusban
5.72°C -3 perc

A RAPD-PCR elegy:

4 pl 1 mM-os ANTP oldat (Sigma-Aldrich)

5,6 ul (1 pmol/ul) inditészekvencia

2 ul 10X Double-Taq™ puffer (ZenonBio)

1,2 ul 25 mM-os MgCl, (ZenonBio)

6,2 ul steril bidesztillalt viz

0,2 ul Double-Taq™ DNS-polimeraz (ZenonBio)
1 pl templat DNS

4.2.3. DNS-gélelektroforézis

A PCR-termékeket TAE-puffer (4,84 g Tris, 1,14 ml 96%-os ecetsav; 2 ml 0,5 M
NaEDTA 1000 ml desztillalt vizben, pH 8,0) hasznalataval, 1%-os agar6z (Reanal) gélben
futtattuk 5-10 V/cm fesziiltség mellett horizontalis gélelektroforetikus késziilék segitségével.
A termékek lathatova tételéhez 0,5 pl (10mg/ml) etidium-bromidot (Sigma-Aldrich)
hasznaltunk 100 ml gélhez. Futtatds utan a DNS-savokat 254 nm-es UV-atvilagitassal tettiik

lathatova. A fotokat UVP géldokumentacios rendszerrel készitettiik.

4.2.4. A DNS-fragmentek tisztitasa gélbol

A termékek tisztitasdhoz a Sigma-Aldrich® GenElute™ Minus EtBr Spin Column
készletét hasznaltuk. A gélbdl steril pengével kivagtuk a fragmenteket, és az oszlopba

helyeztiik azokat. A fragmentek tisztitdsadt a protokoll utasitdsainak megfeleléen hajtottuk
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végre. A vizes fazisbol 96%-os etanollal kicsaptuk a DNS-t, majd a beszaritast (Savant
SpeedVac® DNA 110) kévetéen a mintikat 10 pl steril bidesztillalt vizben vettiik fel, és a

szekvenalasig hiitdszekrényben taroltuk -20°C-on.

4.2.5. A DNS-fragmentek szekvendldsa és a szekvencidk elemzése

A tisztitott DNS-fragmentek nukleotidsorrendjének meghatarozasat a Szegedi
Biologiai Kézpont (SZBK) Szekvenald Laboratoriumanak munkatarsai végezték ABI 373A
DNS automata szekvenalo késziilékkel. A szekvenogramok kiértékeléséhez a BioEdit (© Tom
Hall) és az NCBI honlapjan taldlhaté Basic Local Alingment Search Tool (BLAST,
www.ncbi.nlm.hih.gov/BLAST) programokat hasznaltuk. Az illesztéseket a ClustalX
(Thompson és mtsai., 1997) program hasznalataval és manualis kiigazitassal készitettiik. A
szekvenciak evolucios tavolsagat a DNADIST program Kimura-formuldjaval szamoltuk ki. A
filogenetikai fak a PHYLIP csomag NEIGHBOR programjaval késziiltek, a neighbor-joining
modszer hasznalataval. A tdmogatottsagi értékeket 1000 replika alkalmazasaval a SEQBOOT,
DNADIST, NEIGHBOR ¢s CONSENSE programokkal szamoltuk ki (Felsenstein, 1995). A
RAPD-adatokat vizualisan értékeltiik ki. Azokat a savokat hasznaltuk fel az analizis soran,
melyek megfeleld erdsségiinek bizonyultak és a fliggetlen ismétlések soran is jelen voltak. A
savok jelenlétén, illetve hianyan alapuld bindris matrixbol a PhylTools program segitségével
tavolsdg matrixot hoztunk létre. Az adatokon alapuld neighbor-joining fat a PHYLIP
programcsomag NEIGHBOR programjaval végeztiik.

A Dr. Gacser Attila altal rendelkezésiinkre bocsatott C. parapsilosis, C. metapsilosis
eés C. orthopsilosis szekvenciak analizise soran az illesztéseket szintén a ClustalX programmal
végeztiik, a filogenetikai analizist a MEGA 5 (Tamura és mtsai., 2011) programcsomag
felhasznaldsdval Maximum Parsziménia analizis alkalmazasaval hajtottuk végre. A

tamogatottsagi értékeket 1000 replika haszndlataval szamoltuk ki.

4.3. A C. parapsilosis izolatumok fenotipus vizsgalatai soran alkalmazott modszerek
A debreceni és pécsi klinikai C. parapsilosis izolatumok szénhidrat-asszimilécios

vizsgalatait az APl 20 C AUX V. 3.0 (BioM¢érieux) készlet felhasznalasaval végeztik. A

kisérleteket a gyartd eldirasai alapjan hajtottuk végre. A mintékat vizualisan értékeltiik ki. A
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fajok azonositdsa a novekedés mértékén alapulé numerikus profil felhasznalasaval tortént
amit a készlethez mellékelt adatbazis felhasznalasdval hajtottunk végre. Az izolatumok
antifungalis érzékenységi vizsgalatait Etest 95 (AB Biodisk) tesztcsikok haszndlataval
végeztiik. Az izolatumokbol 0,5 MacFarland turbiditasu szuszpenziot készitettiink és Casitone
agar médiumra szélesztettilk. A csészéket 24-48 dran at 30°C-on inkubaltuk, és a minimalis
gatld koncentracié (minimal inhibitory concentration, MIC) értékeket a kioltdsi zona
leolvasasaval allapitottuk meg. A leolvasott adatokat a NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) adatai alapjan értékeltiik.

4.4. Az in vitro antifungalis érzékenységi vizsgalatok

4.4.1. A sztatinok torzsoldatainak készitése

A lovasztatin (Mevacor, MSD) ¢és a szimvasztatin (Vasilip, Egis) esetében 40 mg
hatoanyagot 1 ml metanolban (Spektrum-3D) oldottunk fel, majd ligos hidrolizissel a prodrog
format aktiv, nyilt lanct savformava alakitottuk at, ami 15% etanol (Spektrum-3D) és 0,25%
(w/v) NaOH (Reanal) tartalmu oldatban torténd inkubalast jelent 60°C-on 60 percig.
Fluvasztatin (Lescol, Novartis) torzsoldat elkészitésekor szintén 40 mg hatéanyagot oldottunk
fel 1 ml metanolban. Az atorvasztatin (Atorvox, Richter) torzsoldat elkészitéséhez 20 mg
hatéanyagot oldottunk fel 1 ml metanolban. A roszuvasztatin (Crestor, MSD) esetében 10 mg
hatéanyagot oldottunk fel szintén 1 ml metanolban. A pravasztatin torzsoldat elkészitéséhez
25 mg hatéanyagot 1 ml desztillalt vizben oldottunk fel. Az elkészitett torzsoldatokat tovabb
higitottuk metanollal, illetve a pravasztatin esetében desztillalt vizzel, és az igy kapott 2,5
mg/ml-es sztatin torzsoldatokat haszndltuk a higitasi sor elkészitéséhez. A torzsoldatokat
mindig frissen készitettiik, tarolasuk 4°C-on, maximum 1 hétig tortént. Lovasztatin ¢és
szimvasztatin esetében a lagos hidrolizist minden esetben kozvetleniil az érzékenységi

vizsgalatok megkezdése el6tt végeztiik.
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4.4.2. Az antifungadlis szerek torzsoldatainak készitése

Az amfotericin B (Sigma-Aldrich) 250 pg/ml-es gyari torzsoldatat -20°C-os
hémérsékleten, fénytdl védett csomagolasban taroltuk. A ketokonazol (Sigma-Aldrich)
esetében 5 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink dimetilszulfoxidban (DMSO, Sigma-Aldrich)
oldva, majd ezt tovabb higitottuk szintén DMSO-val 1,6 mg/ml-es koncentraciora. Az
itrakonazol (Sigma-Aldrich) esetében 5 mg/ml-es torzsoldatot készitettink DMSO-ban oldva,
majd ezt higitottuk 0,8 mg/ml-es koncentracidra. A flukonazol (Sigma-Aldrich) torzsoldatat
10 mg/ml-es koncentracidban készitettiik el dimetilformamidban (DMF, Reanal) oldva, majd
6,4 mg/ml-re higitottuk DMF-fel. A grizeofulvin (Sigma-Aldrich) esetében 10 mg/ml-es
torzsoldatot allitottunk eld6 DMF-ben oldva, majd ezt higitottuk DMF-fel 6,4 mg/ml
koncentraciora. A nystatin (Sigma-Aldrich) esetében 5 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink
DMSO-ban oldva, majd ezt higitottuk szintén DMSO-ban 1,6 mg/ml-es koncentracidra. A
terbinafin (LGC Promochem) esetében DMSO-ban 5 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink,
majd tovabb higitottuk DMSO-val 0,8 mg/ml-es koncentracidra. A primycin (Pannonpharma)
esettben 10 mg/ml-es torzsoldatot készitettink DMSO-ban oldva, majd 6,4 mg/ml-es
koncentraciora higitottuk DMSO-val. A torzsoldatokat legfeljebb 6 honapon keresztiil

taroltuk -20°C homérsékleten.

4.4.3. Az egyes antifungdlis szerek és a sztatinok minimalis gatlo koncentracidjanak (MIC)

meghatdrozdsa

A vizsgalatokba bevont Candida  fajok  antimikotikum-érzékenységének
meghatdrozasara a nemzetk6zi szabvanyban kidolgozott mikrodiliciés mddszert (NCCLS
M27-A, NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards) alkalmaztuk. A
MIC-értékek megallapitasahoz a fajokat 96 lyukt mikrotiter lemezeken (Costar 3599)
tenyésztettiik. Standard tenyésztékozegként az RPMI 1640 tapoldatot (Sigma-Aldrich-R4130)
alkalmaztuk, melynek pH-jat 7-re allitottuk be 0,165 M MOPS (Sigma-Aldrich) pufferrel. Az
1 napos PDA ferde agaron inkubalt tenyészetekbdl desztillalt vizben szuszpenzidt
készitettiink, majd Biirker-kamra segitségével megszamoltuk a sejteket. A szuszpenziot ugy
higitottuk tovabb RPMI-ben, hogy a vizsgélatok sordn a mikrotiter lemezen minden lyukba

1x10” sejt keriiljon. Az alkalmazott sztatinok koncentracioja a mikrotiter lemezen minden
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esetben 128 pg/ml-t6l 0,25 pg/ml-ig csokkend felezd higitasi sor volt. A flukonazol, a
grizeofulvin és a primicin esetében 64 pg/ml-t6l 0,125 pg/ml-ig csdkkend felezd higitasi sort
alkalmaztunk. A ketokonazolt, az amfotericin B-t és a nystatin-t 16-0,03 pg/ml felezd higitasi
sorban, az itrakonazolt és a terbinafint 8-0,015 pg/ml felezd higitasi sorban alkalmaztuk. A
lemezen minden lyukba 100 pul RPMI-ben elkészitett sejtszuszpenzio és 100 ul szintén RPMI-
ben elkészitett felezd higitdsi sorban alkalmazott sztatin, illetve antifungalis szer keriilt
felvitelre. A novekedési kontroll 100 ul RPMI-tapoldatot és 100 pl RPMI-tdpoldatban
elkészitett sejtszuszpenziot tartalmazott. A tenyésztés 35°C-on tortént 2 napig. A tenyészetek
abszorbancidjat mikrotiterlap-leolvas6é (Jupiter HD, ASYS Hitech GmbH) segitségével 620
nm hulldmhosszisdgli fény abszorbancigjaval hataroztuk meg. A vizsgalatokat 3
parhuzamosban végeztiik, a gatlasi szdzalékot a kontroll novekedéséhez (100%) viszonyitva

szamoltuk ki.

4.4.4. Az antifungdlis szerek és sztatinok kolcsonhatdsainak kimutatdsa checkerboard-

titralas segitségével

A kolcsonhatasok vizsgélatai soran a fajokat 96 lyuka mikrotiter lemezeken (Costar
3599) tenyésztettiik. Standard tenyésztokozegként 0,165 M MOPS-pufferrel pH=7-re
bedllitott RPMI 1640 tapoldatot hasznaltunk. Az 1 napos PDA ferde agaron inkubalt
tenyészetekbdl desztillalt vizben szuszpenziot készitettiink, majd a Biirker-kamra segitségével
elvégzett sejtszdmolas utdn a szuszpenzidt Ugy higitottuk tovabb RPMI-ben, hogy a
vizsgalatok soran a mikrotiter lemezen minden lyukba 1x10° sejt keriiljon. Az alkalmazott
sztatinok koncentracioja a mikrotiter lemezen minden esetben 25 pg/ml-tél 0,39 pg/ml-ig
csokkend felezd higitasi sor volt. A flukonazol, a grizeofulvin és a primicin esetében 64
pg/ml-t6l 0,125 pg/ml-ig csokkend felezd higitasi sort alkalmaztunk. A ketokonazol, az
amfotericin B €s a nystatin esetében 16 pg/ml-t6l 0,03 pg/ml-ig csokkend felezd higitasi sort,
mig az itrakonazol és a terbinafin esetében 8 pg/ml-tél 0,015 pg/ml-ig csdkkend felezd
higitasi sort alkalmaztunk.

A lemezen minden lyukba 100 pul RPMlI-ben elkészitett sejtszuszpenzid, 50-50 pl
szintén RPMI-ben felezd higitasi sorban elkészitett sztatin és antifungalis szer és sztatin keriilt
felvitelre. A novekedési kontroll 100 ul RPMI-tapoldatot és 100 pl RPMI-tapoldatban
elkészitett sejtszuszpenzidt tartalmazott. A 35°C-on két napig tartd tenyésztést kovetden a

tenyészetek abszorbancidjat mikrotiterlap-leolvasé (Jupiter HD, ASYS Hitech GmbH)
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segitségével 620 nm hullamhosszasagu fény abszorbancidjaval hataroztuk meg. A
vizsgalatokat 3 parhuzamosban végeztik, a gatlasi szdzalékot a kezeletlen kontroll
novekedéséhez (100%) viszonyitva szamoltuk ki.

A sztatinok ¢és az antifungalis szerek kozotti interakciok (IR) kiszamitdsa az Abbott
formula (Gisi, 1996) alapjan tortént: [.=X + Y — (XY/100). I, a vart gatlasi szazalék, X a
sztatin onmagaban okozott gatlasi szdzaléka, Y pedig az antifungélis szer 6nmagédban okozott
gatlasi szazaléka. Iy a két szer egylittes alkalmazasakor megfigyelt gatldsi szazalék. A
kolesonhatasok mértékét (IR) az IR= 1y/I képlet hasznalataval kaptuk meg. Ha az IR-érték 0,5
és 1,5 kozott volt, akkor a kdlesonhatas additivnak bizonyult. Ha 1,5-nél nagyobb volt az IR-
érték, akkor szinergizmust, a 0,5-n¢l alacsonyabb IR-érték esetén pedig antagonizmust
allapitottunk meg (Moreno és mtsai., 2003). A dolgozatban a 3 parhuzamos kisérlet atlag
gatlasi szazalékainak felhasznaldsaval szamoltuk ki az IR-értékeket. A szorasokat a

parhuzamosokban mért gatlasi szdzalékokbol szamitottuk.
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5. Eredmények és értékelés

5.1. Molekularis kimutatasi modszer kifejlesztése patogén Candida fajok kimutatasara

A szakirodalomban a Candida fajok pontos kimutatasara legtobbet hasznalt
génszakasz a riboszomalis DNS-génkomplex. Az rDNS-komplexben talalhatéoak igen
konzervativ szakaszok (26S, 5.8S, 18S és 5S rRNS gének), melyeket variabilis nem kodold
régiok, ITS (Internal Transcribed Spacer) és IGS (Intergenic Spacer) vélasztanak el
egymastol. Az rRNS-gének konzervalt volta lehetévé tette univerzalis inditdszekvencidk
tervezését, melyek segitségével a gombak ITS-régidi felszaporithatéak. Az rDNS-
génkomplex ¢€lesztokben mintegy 150 kopiaban taldlhatdé meg tandem ismétlédések
formajaban a sejtmagban. Az élesztd fajokban talalhato rDNS-génkomplexet az 10. Abra

mutatja be.

ITS1 ITS2 IGS1 IGS2
| | | I

I B S : - L | l

10. Abra. Az éleszték rDNS-génkomplexe.

5.1.1. In silico vizsgalatok

Munkénk els6 1épésében az NCBI internetes adatbazisban elérhetd legfontosabb
patogén Candida-k rDNS-szekvenciait letoltottiik, majd a ClustalX programmal illesztettiik.
Azokat a szekvencidkat, melyek az illesztést kdvetden az atlagos variabilitdsnal nagyobbat
mutattak egy adott faj esetében, kizartuk a tovabbi analizisbol. Az 1. Tablazatban felsorolt
referenciatorzsek (Candida albicans ATCC 10231, C. dubliniensis CBS 7987, C. pulcherrima
CBS 5833, C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii CBS 566, C. inconspicua CBS 180, C.
krusei CBS 573, C. lipolytica CBS 6124, C. lusitaniae CBS 6936, C. norvegensis SZMC 198,
C. norvegica CBS 4239, C. parapsilosis CBS 604, C. tropicalis CBS 94, C. zeylanoides CBS
619) ITS1-5.8S rRNS-ITS2 szakaszait az ITS1 és ITS4 inditészekvencidk felhasznaldsaval
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felsokszorositottuk, majd nukleotid sorrendjiiket a Szegedi Biologiai Kozpont (SZBK)

Szekvenalod Laboratoriuméanak munkatéarsai végezték el.

5.1.2. DNS-izolalo készletek tesztelése

A specifikus inditoszekvencidk tervezése eldtt teszteltiink nyolc kereskedelmi
forgalomban kaphaté DNS-izolalé készletet (Norgen BioteK Yeast Genomic DNA isolation
Kit, Epicentre® MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit, Omega Bio-Tek E.Z.N.A.® Yeast
DNA Kit, Roche DNA Isolation Kit for Cells and Tissues, Qiagen DNeasy Tissue, Qiagen
DNeasy Plant, Sigma-Aldrich Genelute™ Plant Genomic DNA Kit, MultiTarget
Pharmaceuticals AquaGenomic'"). A DNS-kivonas hatékonysagat C. albicans ATCC
102312 izolatuman teszteltiik. A sejteket megkozelitbleg az 1x10%/ml-es sejtkoncentracio
eléréséig tenyésztettiik. Minden egyes DNS-izoldlast a gyartd utasitdsainak pontos
betartasaval végeztiink. A kivonatok elemzését vizudlisan agar6z-gélelektroforézissel ¢és
Qubit™ Fluoriméter (Invitrogen) haszndlataval végeztiikk. Az eredmények alapjan harom kit
bizonyult a legalkalmasabbnak. Ezek koziil konnyl kezelhetdsége és alacsony dra miatt az
Epicentre® MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit hasznalata bizonyult a

legmegfelelobbnek (2. Tablazat) ezért a tovabbiakban ezzel folytattuk kisérleteinket.

DNS-izolalo készlet Az izolalt DNS mennyisége
Epicentre® MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit 74,4 pg/ml
Omega Bio-Tek E.Z.N.A.® Yeast DNA Kit 10,04 pg/ml
MultiTarget Pharmaceuticals AquaGenomic™ 2,77 pg/ml

2. Tablazat. A harom legmegfelelobb DNS-izolalo készlet és a kapott DNS-koncentraciok.

5.1.3. A specifikus inditoszekvenciak tervezése

Az illesztések vizsgalata soran a szakirodalmi adatoknak megfeleléen az 5,8S rRNS-
gének nagyfoki konzervéltsagat figyeltik meg. Lehetdségiink nyilt egy olyan
inditészekvencia megtervezésére (Candl), mely szdmos Candida fajjal teljes homoldgiat

mutatott (11. Abra). Ezt kovetéen megkezdtiik a fajspecifikus inditoszekvenciak tervezését,
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melynek soran nem alkalmaztunk célszoftvert. Célunk egy multiplex korilmények kozott
alkalmazhat6 PCR-technika kidolgozasa volt, ezért a specifikus inditdszekvenciak
létrehozasanal figyelembe kellett venni a bekotési hdmérsékletek egybeesését és a varhatd

termékek méretbeli kiillonbozdségét.

Inditészekvencia Bazissorrend Bekotési homérséklet
Cand1 koz0s inditoészekvencia | 5’-CTCTTGGTTCTCGCATCG-3’ 54,2°C

C. norvegensis SZMC 198 . Ale »\AA»\A(TTT(»\»’1(»\A(GGAT(T(TTGGTT(T(G(AT((:AT(:AA(:A((:
C. norvegensis 2 . . B e s T e Ce . - - .
C. norvegensis 3

C. norvegensis 4

C. lrusei 4

C. krusei 3

C. korusei 2

C. krusei CBS 573

C. guilliermondii 2

C. guilliermondii CBS 560
C. guilliermondii 3

C. guilliermondii 4

C. parapsilosis 2

C. parapsilosis CBS 604
C. parapsilosis 3

C. parapsilosis 4

C. lusitaniae 3

C. lusitaniae 2

C. lusitaniae CBS 6936

C. lusitaniae 4

C. glabrata 2

C. glabrata CBS 138

C. glabrata 3

C. glabrata 4 (:AAAAAT( AA»\A( TTT( A»&( AA(:(-AT(T(TTG(:TT(T(G( AT(BATGAA{:AA(G

11. Abra. A CandI inditoszekvencia tulajdonsagai és bekétési helye az 5,8S rRNS-régioban.

Az 5,8S rRNS-géntdl 5° iranyban elhelyezkedd ITS2-régi6 alkalmasnak bizonyult a C.
krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae és C. glabrata fajokra specifikus reakciok
kidolgozasara. Az utdbbi években megemelkedett a Candida norvegensis (ivaros alakja
Pichia norvegensis) altal okozott fertézések szama, és a szakirodalmi adatok alapjan szdmos
izolatuma flukonazol-rezisztens (Sandven ¢€s mitsai., 1997, 2006), ezért megkiséreltik a
kimutatdsara szolgdld inditészekvencia megtervezését. A specifikus inditdszekvenciak
bazissorrendjét, a bekotési homérsékleteket ¢s a termékek vart hosszat a 3. Tablazat mutatja

be.
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3. Tablazat. A Candl ko6zo6s inditoszekvenciaval egyiitt alkalmazhat6 fajspecifikus

inditdszekvenciak tulajdonsagai.

Bekotési Vart

Inditoszekvencia Bazissorrend

homérséklet hossz
Ckrusrev 5’-GACGCTCTTTACACGTCGTC-3’ 55,6°C 196 bp
Cguirev 5-AGAAATATCCCGCCACAC-3’ 52,6°C 294 bp
Clusrev 5-TCGAGGAATGCCTCGAG-3’ 54,2°C 112 bp
Cglabrev 5-GATTAATAGAGAAGCTTGCGC-3’ 54,6°C 250 bp
Cnorvrey 5>-TACCTGATTTGAGGTCGAGC-3’ 55,1°C 304 bp

A megtervezett inditészekvencidkat minden esetben Osszehasonlitottuk az NCBI
internetes adatbazisaval és nem tapasztaltunk olyan egyezést, amely befolyasolta volna a
kimutatast. Ezek utan megkezdtiik az inditoszekvencidk tesztelését a referenciatérzseken. A
reakciokhoz az ,,Anyagok és modszerek™ fejezetben leirt Osszetételli elegyet hasznaltuk, a
reakcio 1épései a kovetkezok voltak:

1.94°C — 4 perc

2. 94°C — 30 masodperc

3. 55°C — 25 masodperc

4.72°C — 1 perc = 2. Iépés, 35 ciklusban
5.72°C—1 perc

A kiértékelést horizontalis gélelektroforetikus késziilékkel végeztiik TAE-puffer és
3%-0s agar6z gél hasznalataval. A mintdk futtatdsa 5-10 V/cm fesziiltséggel tortént.

A C. krusei, C. guilliermondii és C. lusitaniae fajokra specifikus reakciokban a kapott
termékek mérete megfelelt az eldzetesen vartnak. Az inditészekvencidk a felhasznalt
referenciatorzsek egyikével sem adtak aspecifikus terméket (12. Abra).

A C. glabrata-specifikus reakciokban a kapott termék szintén megfelelt a vart
méretnek, de néhany esetben igen kis mennyiségii aspecifikus termék is megjelent. A
tervezett inditdszekvencia halvany jelet adott a C. inconspicua és a C. norvegensis esetében,
de az amplikon mérete eltéré volt a specifikus terméktél. A reakcid optimalizaldsa utan
ezeknek a termékeknek a megjelenése kikiiszobolhetoveé valt.

A C. norvegensis-re tervezett kimutatdsi reakcid ellendrzése sordn a C. krusei, C.

inconspicua, C. glabrata és C. guilliermondii izoldtumok kapcsan is kaptunk jelet, és ezek
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mindegyike eltér6 méretiinek bizonyult. A vizsgalt C. norvegensis izolatum PCR terméke
nem eredményezett egyértelmi, erds jelet. Mivel a Candida inconspicua szdmos izolatuma
csokkent flukonazol-érzékenységet mutat (Szabo és mtsai., 2008a, Majoros €s mtsai., 2003),
ezért azonositasa klinikai szempontbdl fontos lehet. A kapott szakaszok kozotti
méretkiillonbségek azonban nem voltak szamottevoek, ezért az Ot faj megbizhatod

azonositasara a reakcidé nem bizonyult alkalmasnak.

9 10 11 12 13 14 15

12 13 14 15 w 9 10 11 12 13 14 15

12. Abra. A Cand] és a specifikus inditoszekvenciakkal elvégzett PCR gélfotoi. A, A
C. krusei-specifikus reakcio. B, A C. guilliermodii-specifikus reakcio. C, A C.
lusitaniae-specifikus reakcid. D, A C. glabrata-specifikus reakci6. E, A C.
norvegensis-specifikus reakci6. A sorrend minden esetben: 1 kb-os DNS-1étra
(Promega), 2. C. albicans ATCC 10231, 3. C. lusitaniae CBS 6936, 4. C. krusei CBS
573, 5. C. inconspicua CBS 180, 6. C. dubliniensis CBS 7987, 7. C. tropicalis CBS
94, 8. C. norvegensis SZMC 198, 9. C. pulcherrima CBS 5833, 10. C. glabrata CBS
138, 11. C. parapsilosis CBS 604, 12. C. guilliermondii CBS 566, 13. C. zeylanoides
CBS 619, 14. C. lipolytica CBS 6124, 15. C. norvegica CBS 4239
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A ko6z6s Candl inditoszekvencia felhasznalasaval a variabilis ITS-régiok ellenére sem
tudtunk tovabbi reakciokat tervezni mas fontos patogén Candida fajokra. Az elsddleges
problémat a biztonsagos elkiilonitéshez elengedhetetlen méretbeli kiilonbségek hidnya okozta.
Az illesztések alapjan megvizsgaltuk a 18S rRNS-régiot, és taldltunk egy olyan szakaszt,
amely megfelelonek bizonyult egy 0j, kozos inditoszekvencia megtervezésére. A Cand2-es
inditoszekvencia alkalmazasaval lehetdségiink nyilt a C. albicans, a C. dubliniensis és a C.

tropicalis megbizhatd elkiilonitésére, a rajuk specifikus inditoszekvenciak felhasznalaséval

(13. Abra).
Inditoszekvencia Bazissorrend Bekotési homérséklet
Cand? koz06s
_ . 5-CTGATTTGCTTAATTGCACC-3’ 53,6°C
inditészekvencia
C. tropicalis 4 TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTGCTTAATTGCACCACATGTGTTTTITTENTT
C. tropicalis 3 GCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTGCTTAATTGCACCACATGTGTTTTTTETT

ACATGTGTTTTTTETT
ACATGTGTTTTTTETT

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTGCAC
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTIGCTITAATTIGCAC

C. tropicalis CBS 94
C. tropicalis 2

C. albicans 4 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTIGCTITAATTIG CATGTGTTTTIT@MITT
C. albicans 2 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTIGCITAATIGC! CATGTGTTTTITMITT
C. albicans 3 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTGCTTAATTGC A CATGTGTTTTT@®TTT
C. albicans ATCC 102312 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTGCACCACATGTIGTTTTIT[YTTT

C. dubliniensis 4 ACATGIGTTTTIETTT
C. dubliniensis 2
C. dubliniensis CBS 7987

C. dubliniensis 3

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTIGCAC
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTIGCACCACATGTIGTTTTI T TOT
TGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTIGCACCACATGIGTTTIETTIOT
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATTTIGCTTAATTGCACCACATGTGTTTT T THT

13. Abra. A Cand? inditoszekvencia tulajdonsagai és bekotési helye az 18S rRNS-régioban.

A kozos inditoszekvencia felhasznalasaval specifikus reakciokat terveztiink C.
albicans, C. dubliniensis és C. tropicalis izolatumokra. Az eldzéleg megtervezett Candl
kozos inditdszekvencia €s specifikus parjai altal kapott fragmentek a 112-t61 294 bazisparig
tartd tartoméanyba estek, ezért a tervezés sordn ennél lehetdleg nagyobb terméket ado
inditoszekvencidkat kerestink (4. Tablazat). A fajspecifikus inditészekvencidk

megtervezésére a variabilis ITS2-szakasz bizonyult a legalkalmasabbnak.
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4. Tablazat. A Cand? k6z0s inditoszekvencidval egyiitt alkalmazhat6 fajspecifikus

inditdszekvenciak tulajdonsagai.

Bekotési Vart
Inditoszekvencia Bazissorrend
homérséklet | hossz
Calbrev 5-GTGGTAGACGTTACCGCC-3’ 53,2°C 433 bp
Cdubrev 5>-CAACACCAAACCCTAGGG-3’ 53,0°C 324 bp
Ctroprev 5-CGCTTAAAATAAGTTTCCACG-3’ 55,5°C 378 bp

A C. albicans-ra tervezett reakciokban a specifikus termék mérete megfelelt az
elézetesen vartnak, azonban egy kis intenzitasu aspecifikus termék is megjelent a vizsgalt
mintaban. A felhasznalt referenciatorzsek esetében nem tapasztaltunk termékképzddést. A C.
tropicalis és a C. dubliniensis fajokra specifikus reakcidkban a kapott termék mérete
megegyezett a vart hosszal és egyik referenciatorzs esetében sem keletkezett aspecifikus

termék (14. Abra).

9 10 11 12 13 14 15 9 10 11 12 13 14 15

9 10 11 12 13 14 15

14. Abra. A Cand? és a specifikus inditoszekvenciakkal elvégzett PCR gélfotoi. A, A
C. albicans-specifikus reakcio. B, C. tropicalis-specifikus reakcio. C, C. dubliniensis-
specifikus reakcid. A sorrernd minden esetben: 1 kb-os DNS-1étra (Promega), 2. C.
albicans ATCC 10231, 3. C. lusitaniae CBS 6936, 4. C. krusei CBS 573, 5. C.
inconspicua CBS 180, 6. C. dubliniensis CBS 7987, 7. C. tropicalis CBS 94, 8. C.
norvegensis SZMC 198, 9. C. pulcherrima CBS 5833, 10. C. glabrata CBS 138, 11.
C. parapsilosis CBS 604, 12. C. guilliermondii CBS 566, 13. C. zeylanoides CBS 619,
14. C. lipolytica CBS 6124, 15. C. norvegica CBS 4239
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Céljaink kozott szerepelt egy C. parapsilosis-ra specifikus reakcid megtervezése is,
azonban Cand2-es inditdszekvencia hasznalata mellett nem volt alkalmunk olyan
inditészekvencia megtervezésére, melynek hasznalatdval megfeleld méretii terméket kaptunk

volna, ezért a kozos inditoszekvenciat Gjraterveztiik (15. Abra).

Inditoszekvencia Bazissorrend Bekotési homérséklet
Cand3 ko6z06s
_ ‘ 5>-AACCTGCGGAAGGATCATTAC-3’ 58,5°C
inditdészekvencia

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT
TGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT

TGCTTAATTGCAC
TGCTTAATTGCAC
TGCTTAATTGCAC
TGCTTAATTGCAC

C. dubliniensis 4
C. dubliniensis CBS 7087
C. dubliniensis 2
C. dubliniensis 3

C. albicans 2 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA GCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGTIGTTTITTCTTITG
C. albicans 3 GTAACAAGGTITTCCGTAGGTGA GCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGIGTITITTCTITTG
C. albicans 4 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA GCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGTGTTTITTCTTTG
C. albicans ATCC 102312 TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGTIGTTTITTCTITTG
C. parapsilosis CBS 604 GTAACAAGGTITTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC CATTACRGARNTGAAAAGTGCTTAAMTGCANTTTTTCTTACACATGTGTTTITTCTITT N
C. parapsilosis 2 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT CATTACEIGARTGAAAAGTGCTTAAMTGCANTTTTITCTTACACATGTIGTITTITTCTTTH
C. parapsilosis 3 TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACEIGARNTGAAAAGTGCTTAAMTGCANTTTTTCTTACACATGTIGITITTICTITTH
C. pargpsilosis 4 TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACENGARITGAAAAGTGCTTAAMTGCAPNTTTTTCTTACACATGTGTTTITTCITTYY
C. tropicalis 4 AAGGTTTCCGTAGGTGA GCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGTGITTITTTRITTG
C. tropicalis 3 AAGGTTTCCGTAGGTGA GCGGAAGGATCATTACTGATT TGCTTAATTGCAC CACATGTIGITTITTTERIITG

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGATT

TGCTTAATTGCAC
TGCTTAATTGCAC

CACATGTIGTTTITTTEITTG
CACATGTIGTITTITTTRTTG

C. tropicalis CBS 94
C. tropicalis 2

15. Abra. A Cand3 inditészekvencia tulajdonsagai és bekotési helye az 18S rRNS-régidban.

A Cand3-as inditészekvenciaval mar lehetdségiink nyilt egy C. parapsilosis-ra
specifikus reakcid megtervezésére (5. Tablazat). A C. albicans, C. dubliniensis és a C.

tropicalis izolatumok esetében kapott amplikonok mérete atlagosan 20 bazisparral megnott.

5. Tablazat. A Cand3 koz0s inditoszekvenciaval egyiitt alkalmazhato, C. parapsilosis-ra

specifikus inditészekvencia tulajdonsagai.

Bekotési Vart
Inditoszekvencia Bazissorrend
homérséklet | hossz
Cparrev 5’ -GGTTGAGTTTAATCTCTGGCAG-3’ 56,2°C 130 bp

Kisérleteink alapjan az inditészekvencidk megbizhatonak bizonyultak nyolc Candida
faj azonositasara (16. Abra). Munkank kovetkez6 1épésében megkezdtik a PCR-program
optimalizalasat. Mivel a legnagyobb kapott termék sem haladta meg az 500 bazispart,
lehetéséglink nyilt a ciklusok idejének roviditésére, melynek eredményeként egy igen rovid,

nagyjabol egy orat igényld reakciot sikeriilt beallitanunk.
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Az optimalizalt PCR koriilményei az alabbiak voltak:

1. 94°C — 30 masodperc
2. 94°C — 5 mésodperc
3. 58°C — 17 masodperc = 2. Iépés, 10 ciklusban

4. 94°C — 5 mésodperc
5. 60°C — 17 masodperc = 4. 1épés, 35 ciklusban
6. 72°C — 30 masodperc

16. Abra. Az Gjratervezett Cand3-as és a C. parapsilosis-specifikus inditoszekvenciakkal
kiegészitett kimutatasi reakciok. A sorrend: 1 kb-os DNS-Iétra (Promega), 2. C. lusitaniae
CBS 6936, 3. C. parapsilosis CBS 604, 4. C. krusei CBS 573, 5. C. glabrata CBS 138, 6. C.
guilliermondii CBS 566, 7. C. dubliniensis CBS 7987, 8. C. tropicalis CBS 94, 9. C. albicans
ATCC 10231

5.1.4. Multiplex PCR kidolgozdsa

A reakciok megtervezése soran fontos szempont volt, hogy lehetdséget biztositsunk

multiplex reakcié kivitelezésére is. A DNS-kivonatokat egységes (~50 ng/ul)

crer

crer

kozos inditészekvencidbol 3,5 pmol-t, a specifikus inditoszekvenciakbol 1,5-1,5 pmolt-t

alkalmaztunk. Az igy kivitelezett reakcidk nem biztositottak megfelelé detektalasi
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lehetdséget, mivel a kapott DNS-fragment méretek kozel eshettek egymashoz, €s a keletkezett

termékek intenzitdsaban is kiillonbségek adodhattak, megnehezitve a vizualis azonositast.

17. Abra. Multiplex PCR a Candl-es és a C guilliermondii, C. glabrata és a C. lusitaniae

specifikus inditészekvencidk hasznalataval. Sorrend: 1 kb-os DNS-Iétra (Promega), 2. C.

lusitaniae CBS 6936, 3. C. glabrata CBS 138, 4. C. guilliermondii CBS 566, 5. Multiplex
PCR mindharom Candida DNS-kivonatanak egyiittes felhasznalasaval.

Végil a mar kordbban optimalizalt PCR-program alkalmazdsaval harom
inditészekvencia egylittes hasznalata mellett dontottiink, amely egyszerre két Candida faj
kimutasat teszi lehetévé egy reakcioban. A kozos inditészekvenciabol 4 pmol-t, a specifikus
inditészekvencidkbol 2-2 pmol-t hasznaltunk fel a reakciok soran. Ezzel a megoldassal
jelentésen csokkenteni lehetett a kimutatds id6- és koltségigényét. A megbizhatd
azonositashoz a 6. Tablazatban szerepld inditdszekvencia-kombinaciok bizonyultak

megfelelonek.

6. Tablazat. Az egyiitt alkalmazhat6 inditészekvencidk és a PCR temékek mérete.

Specifikus inditoszekvencia- | Kapott termékek mérete
Inditészekvencia
kombinacio (bp)
Cand1 k6z0s Clus+Cglab 1124250 bp
inditészekvencia Ckrus+Cgui 196+294 bp
Cand3 ko6z6s Cdub+Calb 344+453 bp
inditészekvencia Cpar+Ctrop 130+398 bp

44




5.1.5. Az ellendrzo reakciok kifejlesztése

Célul tiztiik ki egy ellendrzé reakcid kifejlesztését is, mellyel rDNS-régiora tervezett
kimutatasokat lehet megerdsiteni mas lokuszokra tervezett specifikus reakciokkal. A
lehetséges célszekvencidk koziil a tanszékiinkoén egyéb mikroorganizmusok kapcsan kordbban
mar vizsgalt nagy affinitdsu vas-permeaz (FTR) és a foszfolipaz D (PLD) fehérjéket kodolod
DNS-szakaszokat valasztottuk ki. A foszfolipdz D C. albicans-ban bizonyitottan a
dimorfizmussal, ezaltal a patogenitassal Gsszefiiggésbe hozhatd fehérje (McLain és Dolan,
1997). A PLD ezen feliil a foszfolipidek foszfodiészter-kotéseinek hidroliziséért felelds, és
szerepet jatszik szignaltranszdukcios folyamatokban is (Dolan és mtsai., 2004, Ghannoum,
2000). A nagy affinitasi vas-permedzok fontos szerepet jatszanak a bioldgiai folyamatokhoz
nélkiilozhetetlen vas felvételében olyan koriilmények kozott, ahol az nem megfeleléen
hozzaftérhetd, és bizonyitottan szerepiik van a patogenézis soran (Ibrahim és mitsai., 2010,
Ramanan és Wang, 2000). A referenciatorzsek mindegyikébdl sikeresen felszaporitottuk a
nagy affinitdsu vas-permedzt kodold gén egy szakaszat. A specifikus inditdszekvencidk
tervezése  soran azonban az  FTRI-génszakaszok  felhasznalasaval  elkészitett
szekvenciaillesztések alapjan nem volt lehetséges a megbizhaté reakcid kifejlesztése. A
szekvencidk magas foki DNS-szintli variabilitassal rendelkeztek, de a vizsgalt szakaszokon
beliil nem tették lehetévé a megfeleld fajspecifikus reakcid kidolgozéasat. A PLD-fehérjét
kodold gén egy szakaszat a C. pulcherrima kivételével minden referenciatorzsbdl sikeresen
felszaporitottuk. A PLD-szekvencidk analizise soran nyolc fontos humén patogén
elkiilonitésére nyilt lehetdség. Az azonosithatd fajok koziil hét megegyezett a riboszomalis
szakaszra tervezett inditészekvencidkkal kimutathato fajokkal (C. albicans, C. dubliniensis,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei). Ez a génszakasz nem
tette lehetové C. lusitaniae izolatumok detektalasat. Felszaporitottuk egy az elmult években
egyre tobb fertézést okozo masik faj, a Candida kefyr (Weichert és mtsai., 2012, Reuter és
mtsai., 2005) foszfolipaz D-t kodold génjének egy szakaszat is. Az elemzés alapjan
lehetségesnek bizonyult egy specifikus inditészekvencia kidolgozasa az adott fajra.

A vizsgalt PLD-szekvencidk nem rendelkeztek olyan nagyfoku homologiat mutato
szakaszokkal, mint az rDNS-régid, ezért nem volt lehetdség kettdnél tobb faj kimutatasara
alkalmas, kozos inditoszekvencidk tervezésére. Lehetdség volt azonban olyan reakcidkat
tervezni, amelyben egy kozos és két fajspecifikus inditoszekvencia kombinaldsa valt lehetové.

A kozos inditészekvencidkat a C. albicans/C. dubliniensis, C. glabrata/C. kefyr, C.
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tropicalis/C.guilliermodii és a C. parapsilosis/C. krusei fajokra lehetett megtervezni (7.

Tablazat).

7. Tablazat. A PLD-génszakaszra tervezett kozos €s fajspecifikus inditészekvencidk

tulajdonsagai.
Inditoszekvencia Bazissorrend Pel,(otfe ! Vart

homérséklet hossz
CalbdubP 5’-CCTTCTCTATGTGCTCGAATGA-3’ 53,9°C -
CalbPrev 5’-GAGTTAAAGATTTCCTGGAACTCG-3’ 53,6°C 475 bp
CdubPrev 5’-CATGGACTAGATGGTACCTGC-3’ 53,9°C 258 bp
CglabkefP 5’-CATCATGCCAAGGCATTCTAGG-3’ 55,6°C -
CglabPrev 5’-CGGTAGCGTTTATGGGAGGA-3’ 55,7°C 210 bp
CkefPrev 5’-CTGGTCATTGAGCGAAGCTCT-3’ 56,7°C 542 bp
CtropguiP 5’-CACGATTGGTGGCTTTCTCC-3’ 55,7°C -
CtropPrev 5’-ATCCGCTGTATCATAACGACCA-3’ 55,5°C 342 bp
CguiPrev 5’-GCAACAGTCTGGTCAATGACA-3’ 55,1°C 293 bp
CparkrusP 5’-GTCGTGCCAAGGCATCCT-3’ 56,8°C -
CparPrev 5’-GAACAACTGTTGCCACTGACT-3’ 55,3°C 408 bp
CkrusPrev 5’-GACATGGAGAAGCTGCGGT-3’ 56,6°C 156 bp

A megtervezett inditoszekvencidkat sikerrel teszteltik a referenciatorzseken.
Aspecifikus termék jelenlétét egyetlen reakcidban sem tapasztaltuk, és a kapott termékek
minden esetben az adott fajra jellemz6é mérettel rendelkeztek (18. Abra). A rDNS-szakaszra
tervezett specifikus reakciokhoz hasonléan a multiplex reakcidban a hadrom inditészekvencia

hasznalata bizonyult megfeleldnek.

18. Abra. A PLD-génszakaszra tervezett kimutatasi reakciok. Sorrend: 100 bp-os DNS-1étra
(Fermentas), 2. C. krusei CBS 573, 3. C. glabrata CBS 138, 4. C. dubliniensis CBS 7987, 5.
C. guilliermondii CBS 566, 6. C. tropicalis CBS 94, 7. C. parapsilosis CBS 604, 8. C.
albicans ATCC 10231, 9. C. kefyr SZMC 1511
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5.1.6. A reakciok érzékenységének tesztelése

A specifikus reakciokat hagyomanyos kolonia-PCR segitségével is teszteltiik. Minden
esetben miikodott a kimutatds az rDNS- és a PLD-génszakaszok hasznélataval is. Az
érzékenységi vizsgalatokat szintén az élesztésejtek DNS-kivonas nélkiili, kozvetlen
felhasznalasaval végeztiik. Friss tenyészeteket hoztunk létre YPD tapoldatban, majd Biirker-
kamra segitségével megszamlaltuk a sejteket. Desztillalt vizben megkozelitéleg 1x10° sejt/ml-
es szuszpenziot készitettlink a tenyészetekbdl, majd tizszeres Iéptékli higitdsi sort
készitettiink, melynek utolsé tagja megkozelitéleg 1x10° telepképzd egység/ml volt. A
higitdsi sor tagjaibol 1 pl-t hasznaltunk templatként a reakciokban. Nem multiplex
koriilmények kozott alkalmazva a 10* sejt/ml esetében a kapott jel intenzitisa nem volt
megfeleld az egyértelmii kimutatashoz, azonban a 10° sejt/ml-es koncentracié mar jol
azonosithat6 jelet eredményezett. A reakcid érzékenysége 10 és 100 sejt/reakcio koze esett. A
PLD-génszakaszra tervezett reakcié érzékenysége a 10°-10° sejt/ml-es tartomanyban

bizonyult megfelelének (19. Abra).

Oy 0=" " 10 10°

19. Abra. Az rDNS-génszakaszra tervezett kimutatasi reakcio érzékenységének vizsgalata a

C. albicans-ra specifikus kolonia-PCR segitségével. Sorrend: 1 kb-os DNS-Iétra (Promega),

2.-7. az alkalmazott sejtkoncentraciok (sejt/ml)
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5.2. A Candida parapsilosis izolatumok genetikai variabilitasa

5.2.1. A kapott izolatumok elsodleges vizsgalata

A tanszékiinkre érkezett, a debreceni és pécsi klinikdkon standard morfologiai és
fiziologiai modszerekkel azonositott 103 illetve 106 Candida izolatum koziil 6sszesen 26 (10
debreceni €és 16 pécsi) tartozott a tagabb értelemben vett C. parapsilosis fajhoz. A Luo és
Mitchell (2002) altal tervezett, C. parapsilosis sensu lato csoportra specifikus
inditészekvenciakkal 8 debreceni és 12 pécsi izolatum esetében erdsitettiik meg a korabbi
identifikéalas eredményét. A tévesen C. parapsilosis-nak azonositott mintdk a késébbi ITS-
szekvenciaanalizis eredményei alapjan a C. lusitaniae (2 izolatum), C. krusei (3 izolatum) és
C. albicans (1 izolatum) fajokhoz tartoztak. A C. krusei Bp47, Bp63 és Bp86 izolatumok
kivételével a nem C. parapsilosis torzseket a tovabbi vizsgalatokbdl kizartuk (Kocsubé és

mtsai., 2007).

5.2.2. RAPD-analizis

A RAPD-reakciok sordn 21 darab random dekamer inditdszekvenciat hasznaltunk fel.
Az izolatumok Osszességében alacsony szintii genetikai variabilitast mutattak (20. Abra). A
legtdbb esetben nagyon hasonlé vagy teljesen azonos mintazatot kaptunk, ami a szakirodalmi
adatokkal 6sszhangban van (Tavanti és mtsai., 2005, Lin és mtsai., 1995, Lehmann és mtsai.,
1992). A mintazatok alapjan elkészitett tavolsdg matrix 1étrehozésakor csak azokat a sdvokat
hasznaltuk fel, melyek harom fiiggetlen ismétlésben is jelen voltak. A matrixot végiil 6sszesen
72 darab informativ sav alapjan allitottuk Ossze. Kiilcsoportnak az altalunk azonositott C.
krusei Bp86 és Bp63 izolatumokat hasznaltuk fel.

Az eldallitott dendrogramon a mintdk két f6 csoportot képeztek. A 12821-es ¢és a
Bp57-es izolatumok elkiiloniiltek a tobbi C. parapsilosis-tol. Az eredmények magas

tamogatottsagi értékekkel (bootstrap) birtak (21. Abra).
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20. Abra. Az OPR-15 (A) és az OPC 18 (B) dekamerekkel kapott RAPD-profil: 1. C.

parapsilosis 5312, 2. C. parapsilosis 5308, 3. C. parapsilosis Bp73, 4. C. parapsilosis
Bp46, 5. C. parapsilosis 25329, 6. C. parapsilosis Bp42, 7. C. metapsilosis 12821, 8. C.
metapsilosis Bp57, 9. C. krusei Bp47, 1 kb DNS-Iétra (Promega)

5.2.3. A C. parapsilosis izolatumok elkiilonitése

A C. parapsilosis 1-es csoportjara, azaz a mostani C. parapsilosis fajra specifikus PCR

(Pontieri és mtsai., 2001) sordn szintén elkiilontilt a 12821 és a Bp57 torzs, esetiikben nem
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kaptuk meg a vart terméket. Az altalunk tervezett C. parapsilosis sensu lato csoportra

specifikus kimutatasi reakcioban minden izolatum esetében kaptunk terméket.

5.2.4. ITS-szekvenciaelemzés

Az ITSI és az ITS4 inditészekvencidkkal felszaporitottuk az ITS1, 5,8 rRNS ¢és ITS2-
régidkat. A szekvenalasi adatok és a filogenetikai analizis kimutattak, hogy a 12821 és a Bp57
torzsek a ritkan izolalt C. metapsilosis fajhoz tartoznak (22. Abra). A 12821-es jelii debreceni

minta vérbdl, a Bp57-es jelli pécsi minta nyeldcs6bol szarmazott.

Bp86

Bp63

97 S

100 Bp113

88

Bp73

54 Bp42
99 |
3929
61 >
9

>

3

54 59

Bp101
Bp59
Bp75
Bp46
Bp54

1188
6791

52
11881
90

5312

77 5308

25329
0.1

21. Abra. A tagabb értelemben vett C. parapsilosis izolatumok RAPD-vizsgalata alapjan
késziilt neighbor-joining fa. Az 4dgak feletti szamok a tdmogatottsagi értékek. A C.

metapsilosis izolatumokat alahuzassal jeloltiik.
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C. krusei CBS 573
Bp47 Bp86
5 o
100 [ C. lusitaniae CBS 7068
96 T C. utilis CBS 1600
L————— C. glabrata CBS 138
72— 100 C. dubliniensis CBS 7987
FEBP?’Q‘
74 = C. albicans CBS 1905
C. guilliermondii CBS 2030
6355—* C. tropicalis ATCC 750
100 8535329
% 1188
3929
11881
Bpo4
Bp113
5312
C. parapsilosis CBS 604
6791
Bp90
Bp46
Bp73
Bp54
Bp42
64—y C. orthopsilosis ATCC 96139
C. orthopsilosis ATCC 96141
85 —| C. metapsilosis MCO448
C. metapsilosis CBS 2916
12821
Bp57
Bp101
5308
0.1

22. Abra. A vizsgalt Candida izolatumok ITS-szekvenciaadatai alapjan késziilt neighbor-

joining fa. Az agak feletti szdmok a tdmogatottsagi értékek. A C. metapsilosis izolatumokat

alahuzassal jeloltiik.

5.2.5. A C. parapsilosis izolatumok fenotipikus variabilitisa

5.2.5.1. Szénhidrat-asszimildcios tesztek

Elvégeztiik a szénhidrat-asszimilacios kisérleteket az azonositott C. parapsilosis és C.
metapsilosis izoldtumokon. A kisérletekben az API 20C AUX (Biomérieux) tesztet
alkalmaztuk. A teszt Lin és munkatéarsai (1995) vizsgalataval megegyezé eredményt adott,

azaz az altalunk vizsgalt izolatumok koziil csak a két C. metapsilosis volt képes asszimilalni a

D-xilitolt, mig a C. parapsilosis izolatumok képtelenek voltak hasznositani azt.
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5.2.5.2. Antifungalis érzékenységi teszt

Megvizsgaltuk az izolalt C. parapsilosis, C.metapsilosis és a C. albicans ATCC 90028
torzsek antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét Etest 95 (AB Biodisk) segitségével. A
korabbi szakirodalmi adatok szerint a C. parapsilosis izolatumok antifungalis érzékenységi
hatarai (MIC) amfotericin B-vel szemben 0,03-2 pg/ml, flukonazollal szemben 0,06-16 pg/ml,
itrakonazollal szemben 0,03-2 ug/ml, mig vorikonazollal szemben 0,02-1 pg/ml (Lin és
mtsai., 1995, Rex és mtsai., 1995, Pfaller és mtsai., 2001, Lu és mtsai., 2004, St-Germain ¢s
mtsai., 2001, Tortorano és mtsai., 2004, 2006, de Hoog és mtsai., 2000).

Az altalunk vizsgalt C. parapsilosis és C. metapsilosis izolatumoknal kapott értékek a
korabbi vizsgalatok altal leirt, C. parapsilosis-ra jellemzd tartomanyon beliilre estek (8.
Tablazat). A Bp57 és a 12821 torzsek adatainak atlagat nézve, a két C. metapsilosis izolatum
érzékenyebbnek bizonyult amfotericin B-vel és vorikonazollal szemben, mint a C.
parapsilosis izolatumok. Ez a megfigyelés Osszhangban van Lin és munkatarsainak (1995)
vizsgalataival, melynek soran az akkori I1I-as csoport az I-es csoportnal alacsonyabb MIC-

értéket mutatott amfotericin B-vel szemben.

8. Tablazat: Az antifungalis érzékenységi vizsgalatok eredményei.

Itrakonazol Vorikonazol Amfotericin B Flukonazol
(ng/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
C. parapsilosis 0,005 0,0368 0,2157 1,725
(0,002-0,008) (0,008-0,064) (0,032-0,5) (0,25-4)
C. metapsilosis Bp57 0,008 0,032 0,125 2
C. metapsilosis 12821 0,032 0,016 0,032 4
C. albicans ATCC 90028 0,004 0,008 0,03-0,06 0,025-0,5

5.2.6. A C. parapsilosis gyakorisaga a vizsgalt korhdazakban

A vizsgalt 209 izolatumbdl 20 tartozott a tagabb értelemben vett C. parapsilosis
fajhoz, tehat a két korhdzban 2004-2005 sorén a korokozd Candida izolatumok 9,6 %-at ez a
faj tette ki. 1997 és 1999 kozott Europaban a kandidémidk 19%-at C. parapsilosis valtotta ki
(Pfaller és mtsai., 2001). A tanulmény Eszak- és Dél-Amerikabol, valamint Eurépabol
szarmazo6 mintdkkal foglalkozott, ezért a vizsgalat vilagméretiinek tekinthetd. Osszességében

a C. parapsilosis 15%-0s gyakorisagi volt. Egy eurdpai felmérés, szintén 1997 és 1999
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kozotti adatai 12,6 %-os C. parapsilosis okozta véraram-fert6zésrél szamolnak be (Tortorano
¢s mtsai., 2006). 2003-ban valamennyi Candida-fertdzés 17,3%-at a C. parapsilosis és rokon
fajai idézték eld (Messer €és mtsai., 2006). A Pfaller ¢s munkatarsai (2008) altal 2001 és 2006
kozott elvégzett, tobb mint 90 korhaz adatait feldolgozo felmérés szerint a fertézéseket kivalto
Candida fajoknak Kelet-Azsidban 16,14%-a, Latin-Amerikdban 18,73%-a, Eurépaban
10,67%-a, mig Eszak-Amerikaban 14,1%-a C. parapsilosis volt. Az 1996 és 2000 kozotti
adatok alapjan késziilt magyarorszadgi felmérésben a kandidémidk 4,9%-at okozta C.

parapsilosis (Doczi és mtsai., 2002).

5.2.7. Molekularis kimutatas kifejlesztése a C. parapsilosis sensu lato csoportra

A tanszékiinkdon miikodd, Dr. Gacser Attila altal vezetett csoport szamos klinikai C.
parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis izolatumot analizalt az elmult években. Az
azonositast megkonnyitendé felkérték csoportunkat egy specifikus PCR kidolgozasara, amely
alkalmas a harom kozeli rokon faj elkiilonitésére. Az NCBI génbanki szekvenciainak ¢és sajat
adatbazisunknak felhasznalasaval specifikus inditdszekvencidkat terveztiink a C. parapsilosis,
C. orthopsilosis és C. metapsilosis fajokra. A vizsgalt szakaszok (18S-ITS1-5,8S-ITS2)
alapjan lehetségesnek bizonyult a specifikus kimutatasi reakcido megtervezése a harom fajra.
A 18S rRNS ITSI-régiohoz kozeli szakaszara kozos inditdoszekvenciat terveztiink. A
fajspecifikus inditdszekvencidk megtervezéséhez a varidbilis ITSI1-szakasz nyujtott

lehetdséget (9. Tablazat).

9. Tablazat. Az rDNS-génkomplexre tervezett kozos inditoszekvencia és a C.

parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis fajokra specifikus inditészekvencidk

tulajdonsagai.
Inditészekvencia Bazissorrend "Belr(ot’es1 Vart hossz
homérséklet

(%%OS;W‘ 5"-GCTACTACCGATTGAATGGCT-3’ 54,2°C ;
Cparrev 5’-GCCCCATATAGAAGGCCTAC-3’ 53,3°C 246 bp
Cortrev 5’-GACTATTAGTTAATCAGTTGACTTA-3’ 48,3°C 297 bp
Cmetrev 5’- AGGATTGCAGTTAAGCAACCT -3’ 54,1°C 190 bp
Cmetrev? 5’- AAGGGTCGCAGTTAAGCG -3° 54,5°C 192 bp

A génbanki szekvencidk elemzése soran a vizsgalt C. metapsilosis izolatumok ITS1
nukleotid sorrendjei kozott néhany esetben jelentdsebb kiilonbséget tapasztaltunk, ezért

terveztiink egy erre a szakaszra specifikus inditoszekvenciat is (Cmetrev?). Az
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inditoszekvencidkat Dr.  Gacser

torzsgytjteményiinkben  taldlhatdo és

Attila

az

kutatdcsoportja

sikerrel

altaluk beszerzett,

korabban mar

tesztelte

ITS-

szekvenciaanalizis segitségével meghatarozott 67 C. parapsilosis, 15 C. orthopsilosis és 10 C.

metapsilosis 1zoladtumon. A vizsgalt torzsek kozott sikeresen azonositottunk két olyan C.

metapsilosis izolatumot (CP 92 és CP 376), melyek a génbanki szekvenciak alapjan tervezett

Cmetrev2 inditészekvencidval mutattak teljes homologiat. Néhany klinikai izolatum rDNS-

szekvenciai és génbanki szekvencidk felhasznalasaval filogenetikai fat készitettiink (23.

Abra).

&1

76

C. orthopsilosis AB109253.1
CP 85
NRZ 1467
MCO 456
C. orthopsilosis AY589575.1
CP 47
CP 256
C. orthopsilosis FM178395.1
CP25
= |LT 289
MCO 471
C. orthopsilosis EU484060.1
NRZ 1566

LT 308
NRZ 1114

CP 331

17466
47458
A 18249
46958
49683
C. parapsilosis EU552497 1
13210

93| 26655

C. parapsilosis AB109289.1
74181

16478

640

BP57

C. metapsilosis FM178406.1
CP &1

C. metapsifosis AJE98049.1
CP5

CP231

CP 43

12821

CP 271

CP 261

CP g2

C. metapsilosis FM178403.1

o
[

£

C. metapsilosis EF190228.1
CP 376

n=8

n=2

C. tropicalis Hg412611

n=15

n=67

n=10

23. Abra Néhany klinikai és torzsgyiijteményb6l szarmazé izolatum ITS-szekvenciaadatai

alapjan késziilt MP (Maximum Parsimony) fa. A topologia szamitasakor a Close-Neighbor-

Interchange algoritmust alkalmaztuk. Az elagazasi pontokban feltlintetett szamok a

tamogatottsagi értékek.
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A filogenetikai fan igen magas tamogatottsaggal kiiloniilt el a két, altalunk vizsgalt
izolatum a tobbi C. metapsilosis izolatumtol. A illesztésben szerepld 410 nukleotidot feldleld
szakaszon 9 eltérést tapasztaltunk a C. metapsilosis torzsek két csoportja kozott, melyekbdl
hét parszimonia szempontjabol informativ helynek bizonyult. Hasonlé megfigyeléseket tettek
Gomez-Lopez ¢és munkatarsai (2008) spanyol klinikai izoldtumok ITS-szekvenciaanalizise
soran. Mirhendi és munkatarsai (2010) egy masodlagos alkohol-dehidrogenaz gén (SADH),
ITS-régiok és a 26S rRNS-régiok egyiittes vizsgalata sordn szintén két kiilonalldo C.
metapsilosis csoportot azonositottak.

Célul thztiik ki tovabbi két génszakasz vizsgalatat a két kiilonallo C. metapsilosis torzs
esetében. Felszaporitottuk a transzlacids elongécios faktor 1-alfa (TEF1-a) és a 18S rRNS-
gének egy-egy szakaszat két-két C. parapsilosis, C. orthopsilosis és a C. metapsilosis
csoportok tagjaibol és illesztettiik 6ket. A 18S rRNS-szakaszok nem bizonyultak alkalmasnak
a két C. metapsilosis csoport elkiilonitésére. A TEF1-a génszakaszok esetében
megfigyelhettiink kiilonbségeket a csoportok szekvenciai kozott, azonban ezek sem
tamogattak az egyértelmii elkiilonitést. A kozeljovOben tovabbi gének (aktin, citokrom

oxidaz, RNS-polimeraz II) vizsgalatat tervezziik.
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5.3. Antifungalis szerek és sztatinok kolcsonhatasainak in vitro vizsgalata

Célunk egy olyan hatékony antifungalis szer/sztatin kombinacié kimutatasa volt, mely
alkalmas lehetne feliileti kezelésre szant készitmény kifejlesztésére. A sztatinok a korabbi
szakirodalmi adatok alapjan hatasosnak bizonyultak Candida fajok ellen (Schmidt és mtsai.,
2009 Chin és mtsai., 1997), azonban az emberi szérumban elérhetd koncentracidknal joval
magasabb koncentraciokban (Galgoczy és mtsai., 2009). Feliileti készitmény alkalmazasa
soran azonban a hatékony gatlashoz sziikséges koncentraciok mar alkalmazhatéva valnak. A
sztatin/antifungdalis szer kombinacidk esetében azt is figyelembe kell venni, hogy az adott
kombinacios partnerek mely majban talalhat6 citokrém P450 enzimek 4ltal metabolizalodnak.
Az azonos majenzimek altal feldolgozott sztatin és antifungélis szer kombinaciok komoly
mellékhatasokkal birhatnak (Galgoczy és mtsai., 2011). Feliileti készitmények esetében ezzel

a hatassal nem kell szamolni.

5.3.1. A vizsgalatokat megelozo kutatasok

A tansz€kiinkdn folyt korabbi kutatdsok alkalméaval meghataroztuk a ketokonazol,
flukonazol, itrakonazol, primycin, amfotericin B €és a nystatin, valamint a 9. Tablazatban
talalhatd sztatinok MIC-értékeit, majd elvégeztiik a kombinacids kisérleteket is Candida
albicans ATCC 90028 ¢és Candida glabrata CBS 138 torzsek esetében (Nyilasi és mtsai.,
2010a,b,c).

A teljes gatlashoz sziikséges ketokonazol-koncentracié C. albicans esetében 16 pg/ml-
nél magasabbnak adodott, azonban 0,5-1 pg/ml-es tartomanyban 100%-os gatlast értiink el a
C. glabrata esetében. A vizsgalt C. albicans torzs esetében a flukonazollal és az itrakonazollal
végrehajtott kisérletekben szintén nem tudtuk meghatarozni a teljes gatldshoz sziikséges
hatéanyag-koncentraciot. Az vizsgalt legmagasabb koncentracid fukonazol esetében 64
pug/ml, itrakonazol esetében 16 pg/ml volt. A C. glabrata izolatum MIC-értéke flukonazol
esetében 8-16 pg/ml-nek, itrakonazol esetében pedig 0,5 pg/ml-nek adodott. A primycin 64
pg/ml-es koncentracioban 100%-os gatlast eredményezett C. albicans esetében, mig a C.
glabrata-t mar 32 pg/ml-es koncentracioban is teljesen gatolta. Az amfotericin B mindkét

izolatumot 100%-o0san gatolta 1 pg/ml-es koncentracidban, mig a nystatin teljes gatlashoz
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sziikséges koncentracidja C. albicans esetében 2 ug/ml-nek, C. glabrata esetében pedig 1
pug/ml-nek bizonyult.

A sztatinok koziil a szimvasztatin és a fluvasztatin bizonyult a leghatékonyabbnak. A
szimvasztatin 8 pg/ml-es koncentracioban teljes gatlast okozott C. albicans és 32 pg/ml-es
koncentracioban pedig C. glabrata esetében. A fluvasztatin teljes gatlast okozott a vizsgalt C.
albicans izolatum esetében 32 pg/ml-es koncentracioban. A C. glabrata izolatum 100%-o0s
gatlasat 64 pg/ml-es koncentracioban valtotta ki a fluvasztatin. Az atorvasztatinnal és
lovasztatinnal végzett kisérletekben a teljes gatlas eléréséhez sziikséges koncentracié C.
albicans-nal 128 ¢s 64 pg/ml-nek bizonyult, mig C. glabrata-nél a teljes gatlast mindkét
sztatin a 128 pg/ml-es koncentracioban valtotta ki. A roszuvasztatin mindkét izoldtumot
teljesen gatolta 128 pg/ml-es koncentracidban. A legkevésbé hatékonynak a pravasztatin
bizonyult, mely a legmagasabb vizsgalt koncentracidoban (128 pg/ml) sem gatolta a
vizsgélatba bevont torzseket.

A kombinacids vizsgalatokban minden antifungalis szer esetében ki lehetett mutatni
jelentésebb additiv és szinergista kombindciokat sztatinokkal. A nystatin és az amfotericin B
esetében egyediil a pravasztatinnal torténd kombinacidk bizonyultak hatastalannak. Az azolok
esetében a ketokonazol/sztatin kombinaciokban a kolcsonhatasok jelentésen megndvelték az
antifungalis szer hatékonysagat mindkét vizsgalt izolatum esetében. Egyediil a pravasztatin
bizonyult hatastalannak C. albicans esetében. A flukonazollal végzett kombinécids
kisérletekben szintén jelentds hatdsnovekedéseket lehetett megfigyelni minden vizsgalt
kombinacioban, a pravasztatin kivételével. Ez a megfigyelés az itrakonazollal végzett
kombinaciokra is igaznak bizonyult. A primycinnel végzett kisérletekben a lovasztatin, a
szimvasztatin, a fluvasztatin €s az atorvasztatin bizonyultak a leghatasosabb interakcids
partnereknek. Az egyiitthatasoknak koszonhetden a primycin teljes gatlast el6idézd
koncentréacioja atlagosan egy higitasi I[épcsdvel csokkent.

Ezekre a megfigyelésekre alapozva célul tlztik ki tovabbi hdrom Candida faj

vizsgalatat, kiegészitve a felhasznalt antifungalis szereket a terbinafinnal €s a grizeofulvinnal.

5.3.2. A szerek minimalis gatlo koncentracioinak (MIC) megdllapitisa

A sztatinokkal és antifungdlis szerekkel torténd kolcsonhatas vizsgalatok elott

crer

(MICs és MIC) Candida parapsilosis CBS 604, Candida guilliermondii CBS 566 és Candida
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tropicalis C BS 94 izolatumok esetében. A MICsy.értékek a vizsgalt
izolatum novekedésének 50%-os gatlasat jelentik, a MIC-értékek a teljes gatlasra
vonatkoznak. A 10-12. Tablazat a 48 ora elteltével kapott gatlasi koncentraciokat
tartalmazza.

A Candida parapsilosis a természetben igen elterjedt élesztd, konnyen izolalhato
tengerbdl, foldmintdkbdl és novényekrdl. Az emberi bor kommenzalistaja és természetes
modon megtalalhatd a tdpcsatorna nyalkahartyain (Trofa és mtsai., 2008). A C. albicans utdn

altalaban a harmadik leggyakrabban izolalt patogén Candida faj (van Asbeck és mtsai., 2009)

¢s szamos megbetegedésért tehetd feleldssé a bor fertdzéseitdl a szisztémas fertézésekig.

10. Tablazat. Az antifungalis szerek és sztatinok MIC-értékei a vizsgalt Candida parapsilosis
CBS 604 torzs esetében.

Candida parapsilosis CBS 604
Antifungalis szer MIC;, MIC
Amfotericin B 0,5-1 ug/ml 2 ug/ml
Flukonazol 0,5-1 pg/ml 2 pg/ml
Itrakonazol < 0,015 pg/ml < 0,015 pg/ml
Grizeofulvin > 64 pug/ml > 64 pg/ml
Ketokonazol < 0,03 pg/ml < 0,03 pg/ml
Nystatin 2-4 pg/ml 4 pg/ml
Terbinafin 0,5-1 pg/ml 2 pg/ml
Primycin 16-32 pg/ml 32 pug/ml
Sztatin MICs MIC
Lovasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Szimvasztatin 16-32 pg/ml 64 ug/ml
Fluvasztatin 32-64 pg/ml 64 ng/ml
Atorvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Roszuvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Pravasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml

Szakirodalmi adatok alapjan a Candida parapsilosis izolatumok altaldban érzékenynek
bizonyulnak azolokkal szemben (Fliickiger és mtsai., 2006, Al-Abeid és mtsai., 2004, Trofa
¢s mtsai., 2008). Az altalunk elvégzett kisérletekben a leghatasosabb antifungalis szernek az
itrakonazol és a ketokonazol bizonyult, ez a két szer mar a vizsgalt legkisebb koncentracioban
teljes gatlast okozott, mig a flukonazol MIC-értékét 2 pg/ml-ben allapitottuk meg (10.
Tablazat). Az amfotericin B esetében a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges koncentracid
szintén 2 pg/ml-nek bizonyult, ami a szakirodalmi adatokban szereplé 0,125-4 pg/ml-es
tartomdnnyal 6sszhangban van (de Toro és mtsai., 2011, Yang és mtsai., 2004). A nystatin

hatékonynak bizonyult a vizsgélt izoldtummal szemben, bar a teljes gatlashoz sziikséges
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koncentraci6 magasabb volt (4 ug/ml) mint az amfotericin B esetében. A terbinafin szintén
képes volt teljes mértékben gatolni a C. parapsilosis novekedését, a MIC-érték eléréséhez
szlikséges koncentracio 2 pg/ml-nek bizonyult. A legkevésbé hatékony antifungalis szernek a
grizeofulvin bizonyult. Ez a megfigyelés 0Osszhangban van egyéb kutatocsoportok
eredményeivel (Upton és mtsai., 2004, Vanden Bossche és mtsai., 2003). Az altalunk vizsgalt
koncentracio-tartomanyban nem volt lehetséges még a MICso-érték megéllapitasa sem. A
primycin MIC-értékei hasonlonak bizonyultak a kordbban laboratériumunkban tesztelt C.
albicans és C. glabrata esetében tapasztaltakhoz (Nyilasi és mtsai., 2010a).

C. parapsilosis esetében egyediil a fluvasztatin hatasat vizsgaltdk korabban (Chin és
mtsai., 1997). Az altaluk kapott MIC-¢értek megkdzelitdleg egy higitasi 1épcsdvel magasabb
volt (64-128 pg/ml) a laboratoriumunkban mértnél. A lovasztatin, szimvasztatin,
atorvasztatin, roszuvasztatin és a pravasztatin vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a
vizsgalt koncentracio-tartomanyban (0,25-128 pg/ml) a szimvasztatin kivételével egyik sem
bizonyult hatdsosnak. A MICso-érték eléréséhez sziikséges szimvasztatin-koncentracié 16 és
32 pg/ml kozé esett, ami egy higitasi 1épcsdvel alacsonyabb, mint a fluvasztatin esetében, a
MIC-érték azonban azonosnak bizonyult.

A Candida guilliermondii (teleomorf alakja Pichia guilliermondi) a C. papapsilosis-
hoz hasonloan a természetben igen elterjedt faj, konnyen izoldlhatd talajbdl és novényi
eredeti mintdkbdl (Savini és mtsai., 2010a). Koradbban elsOsorban allati koérokozoként
tartottdk szdmon, de az emberi mikrobiota részét is képezi. Megtaldlhatdé a boéron és a
tapcsatorna nyalkahartydin. Az 1990-es évekig csak néhany altala okozott fertdzés volt
ismeretes, az utobbi évtizedekben azonban megnétt az esetek szama, féleg a latin-amerikai
orszagokban (Pfaller ¢s mtsai., 2006b). Els6sorban a bor ¢€s a kdrom gombas fertézéseiért
tehetd feleldssé, de okozhat kandidémiat, szivbelhartya-gyulladést és csontveldgyulladést is
(Savini és mtsai., 2010b).

A leghatékonyabb szernek a ketokonazol bizonyult a C. guilliermondii-val szemben: a
legalacsonyabb (0,03 pg/ml) altalunk vizsgalt koncentracio is teljes gatlast eredményezett. Az
itrakonazol szintén hatékonyan gatolta a vizsgalt izolatumot (MIC=0,125 pg/ml) a vizsgalt
koncentraciokban, ami dsszhangban van a szakirodalomban leirtakkal (Girmenia és mtsai.,
2006, Barchiesi és mtsai., 1999). Ryder és mtsai. (1998) a terbinafin MICsp-értékét 2 pg/ml-
ben allapitottak meg és az altaluk vizsgalt nyolc izolatum egyikénél sem tapasztaltak 100%-os
gatlast még 128 ng/ml-es koncentracioban sem (11. Tablazat). Az altalunk vizsgéalt C.
guilliermondii esetében a 2 pg/ml-es koncentracidban alkalmazott terbinafin mar 100%-o0s

gatlast ért el. Az amfotericin B és a nystatin teljes gatlast okozott 4 pg/ml-es koncentracidban,
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ami a szakirodalomban fellelhet adatoknal (0,125-1 pg/ml) magasabb koncentracio (Savini
¢s mtsai., 2010b, Girmenia és mtsai., 2006, Barchiesi és mtsai., 1999). A flukonazollal
szemben kevésbé mutatkozott érzékenynek az altalunk vizsgalt izolatum (MIC=16 pg/ml),
ami a szakirodalmi adatokkal 6sszhangban van (Cuenca-Estrella és mtsai., 2000, Barchiesi és
mtsai., 1999). A primycin 100%-0s gatlast okozott 32 pg/ml-es koncentracidoban, ami
megegyezett a laboratoriumunkban korabban vizsgalt C. glabrata izolatum érzékenységével
(Nyilasi és mtsai., 2010a). A szakirodalmi adatoknak megfeleléen a grizeofulvin nem
bizonyult hatékonynak, még a legmagasabb koncentracioban sem gatolta szamottevéen a C.

guilliermondii novekedését.

11. Tablazat. Az antifungalis szerek és sztatinok MIC-értékei a vizsgalt Candida guilliermondii

CBS 566 torzs esetében.

Candida guilliermondii CBS 566
Antifungalis szer MIC;, MIC
Amfotericin B 2-4 pg/ml 4 pg/ml
Flukonazol 4-8 ug/ml 16 ug/ml
Itrakonazol 0,03-0,06 pg/ml 0,125 pg/ml
Grizeofulvin > 64 pug/ml > 64 pg/ml
Ketokonazol <0,03 pg/ml < 0,03 pg/ml
Nystatin 1-2 pg/ml 4 pg/ml
Terbinafin 1-2 pg/ml 2 pg/ml
Primycin 16-32 pg/ml 32 pug/ml
Sztatin MICs MIC
Lovasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Szimvasztatin 32-64 pg/ml 128 pg/ml
Fluvasztatin 32-64 pg/ml 64 ng/ml
Atorvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Roszuvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Pravasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml

A vizsgdlt C. guilliermondii izolatum a szimvasztatinra €s a fluvasztatinra bizonyult a
legérzékenyebbnek, ezek esetében lehetdséglink volt a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges
sztatin-koncentraciok megallapitasara is. A tovabbi vizsgalt sztatinok esetében, az 50%-os
gatlas eléréséhez sziikséges koncentracid is magasabbnak bizonyult, mint 128 pg/ml.

A Candida tropicalis a tropusi teriileteken a fertézéseket okoz6 nem-albicans fajok
kozlil a masodik leggyakrabban izolalhatdo faj (Kothavade és mtsai., 2010). Az utdbbi
évtizedekben jelentdsen megemelkedett az altala okozott fertézések szama, elsOsorban a
tropusi orszadgokban, de vilagviszonylatban is. A C. albicans-tol eltérden természetes mdédon

megtalalhato a talajban. Szamos emberi megbetegedésért tehetd feleldssé, okozhatja a bor és a
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nyalkahartyak, a hiively ¢és a vizeletkivalasztd rendszer fert6zését, kandidémiat, a

szivbelhartya gyulladasat és agyhartyagyulladast is (Chai €s mtsai., 2010).

12. Tablazat. Az antifungélis szerek és sztatinok MIC-értékei a vizsgalt Candida tropicalis
CBS 94 torzs esetében.

Candida tropicalis CBS 94

Antifungalis szer MIC;, MIC
Amfotericin B 0,5-1 pg/ml 4 ng/ml
Flukonazol 32-64 pg/ml > 64 pg/ml
Itrakonazol 0,015-0,03 pg/ml 2 pug/ml
Grizeofulvin > 64 ng/ml > 64 ug/ml
Ketokonazol 0,06-0,125 pg/ml 8 ug/ml
Nystatin 0,5-1 pg/ml 2 pg/ml
Terbinafin 2-4 pg/ml 8 pg/ml
Primycin 8-16 pg/ml 16 pg/ml
Sztatin MICs, MIC
Lovasztatin 64-128 ng/ml >128 pg/ml
Szimvasztatin 16-32 pg/ml 128 pg/ml
Fluvasztatin 32-64 pg/ml 64 pg/ml
Atorvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Roszuvasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml
Pravasztatin >128 pg/ml >128 pg/ml

Az éltalunk vizsgalt izolatum flukonazollal szemben rezisztensnek bizonyult, nem
sikeriilt 100%-0s novekedésgatlast elérni még 64 pg/m-es koncentricioban sem. A
szakirodalmi adatok alapjan egyre tobb flukonazol-rezisztens C. tropicalis izolatum jelenik
meg (Law és mtsai., 1996, Kothavade és mtsai., 2010). A rezisztencia hatterében feltehetden
az ERGII génben bekovetkezett mutacié ¢és egy multidrog efflux pumpat kodold gén
talmikodése van, hasonloan a C. albicans-nal tapasztaltakhoz. A leghatékonyabb antifungélis
szernek az itrakonazol és a nystatin bizonyult, a MIC-értéket 2 ng/ml-es koncentracional
allapitottuk meg (12. Tablazat). Az amfotericin B 100%-0s gatlashoz sziikséges
koncentraciojat 4 pg/ml-ben allapitottuk meg. A grizeofulvin egyetlen vizsgalt
koncentracioban sem gatolta a kisérletbe bevont C. tropicalis izolatumot. A terbinafin
kapcsan Ryder és munkatarsai (1998) huszonhat C. tropicalis izoldtumot megvizsgalva mind
a MICsp-, mind a MIC-érték eléréséhez sziikséges koncentraciét magasabbnak allapitottak
meg, mint 128 pg/ml. Cantén ¢és munkatarsai (2005) 6t izolatum vizsgalata alapjan
magasabbnak talaltak a 100%-os gatlashoz sziikséges koncentraciot, mint 16 pg/ml. Az

altalunk vizsgalt torzs esetében azonban mar a 8 pg/ml-es koncentracidoban alkalmazott

terbinafin is 100%-o0s gatlast okozott. A ketokonazol MIC-értékét 8 pug/ml-es koncentracidban
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allapitottuk meg. A primycin hatékonyabb antifungalis hatast fejtett ki mint, amit C.
parapsilosis-nal és C. guilliermondii-nal tapasztaltunk; mar 16 pg/ml-es koncentraciéban
teljes gatlast értiink el.

A sztatinok C. tropicalis-ra kifejtett hatdsarol kevés irodalmi adat talalhato, egyediil a
fluvasztatin hatasat vizsgaltak (Chin és mtsai.,, 1997). Az altaluk kapott MIC-érték
megkozelitdleg egy higitasi 1épcsdvel magasabb volt (64-128 pg/ml) a laboratériumunkban
mértnél. Megvizsgaltuk tovabbi 6t sztatin MIC-értékeit és azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
koncentracio-tartomanyban (128-0,25 pg/ml) a szimvasztatin és a lovasztatin kivételével
egyik sem bizonyult hatdsosnak. A MICso-érték eléréséhez sziikséges szimvasztatin-
koncentracio 16 és 32 pg/ml koz¢ esett, ami egy higitasi 1épcsdvel alacsonyabb koncentracio,
mint a fluvasztatin esetében; azonban a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges szimvasztatin-
koncentracié egy lépcsdvel magasabbnak, 128 pg/ml-nek bizonyult. Lovasztatin esetében
sikertilt a vizsgalt koncentracid-tartomanyon beliil meghatarozni a MICs-értéket, mely a 64-

128 pg/ml-es koncentraciok kozott talalhato.
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5.3.3. Az antifungalis szerek és sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata C. parapsilosis CBS

604 esetében

5.3.3.1. Az amfotericin B kombindldsa sztatinokkal (13. Tablazat)

13. Tablazat. A legjelentésebb amfotericin B/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (pg/ml) (pg/ml) IR tipusa (%)
AMB/
0,5 0,39 1,6 SZIN 58+3,9%
SZIM
AMB/ 1 0,39 1,9 SZIN 96+0,7%
FLUV 0,125 0,39 1,9 SZIN 52+44,6%
AMB/ 1 6,25 1,7 SZIN 99+1,1%
ATOR 0,25 25 1,9 SZIN 64+2,8%
AMB/
1 25 1,6 SZIN 79£1,8%
ROSU

Az amfotericin B/szimvasztatin kombindciot szinergista és additiv kdlcsonhatasok
jellemezték. A MIC-érték nem valtozott, azonban a szinergista egyiittmiikodések hatasara a
MICso-érték eléréséhez sziikséges amfotericin B-koncentracié 0,5-1 pg/ml-rdl 0,25-0,5 pg/ml-
re csokkent mar 0,39 pg/ml-es sztatin-koncentracional is. A szimvasztatin 6nmagaban is
képes volt kis mértékben gatolni a novekedést a legmagasabb (25 pg/ml) koncentracidban (1.
Melléklet).

Az amfotericin B-t kombinalva fluvasztatinnal szdmos szinergista kdlcsonhatéast
figyelhettiink meg. Ezek a kolcsonhatasok a teljes gatlas eléréséhez sziikséges amfotericin B-
koncentraciot 2 pg/ml-rél megkdzelitdleg 1 pg/ml-re, a MICso-érték eléréséhez sziikséges
koncentraciot pedig harom Iépcsdvel, 0,5-1 pg/ml-rél 0,06-0,125 pg/ml-re csokkentették. A
25 pg/ml-es sztatin-koncentraciondl a kolcsonhatdsok additivva valtak, de ezek nem
befolyasoltak jelentésen az antifungalis szer onmagaban kifejtett hatasat (2. Melléklet).

Az amfotericin B/atorvasztatin kolcsonhatdsokat jelent0s szinergista interakciok

jellemezték. A 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges amfotericin B-koncentracio egy
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1épcsovel 2 pg/ml-rél 1 pg/ml-re, mig a MICsy-érték eléréséhez sziikséges koncentraci6 0,5-1
pug/ml-rél 0,125-0,25 pg/ml-re csokkent (3. Melléklet).

Az amfotericin B-t roszuvasztatinnal kombindlva tilnyomorészt szinergista hatdsokat
figyeltink meg. A szinergista kombinacidk jelentésen megnovelték az antifungélis szer
hatasat, de ezek nem eredményezték egyértelmiien a MIC- és MICsp-értékek eltolodasat. Az
antifungalis szer 1 pg/ml-es koncentracidjanal és magasabb (1,56-25 pg/ml) roszuvasztatin-
koncentracioknal a gatlasi szazalék az eredeti 54%-r6l 74-79%-ra emelkedett (4. Melléklet).

Az amfotericin B/pravasztatin kdlcsonhatasok foként szinergistak és additivak voltak.
Néhany szinergista kombinacioban jelentésebb hatdsnovekedést lehetett tapasztalni, de ezek
nem okoztdk a MIC-érték eltolodasat. Az 1 ug/ml-es amfotericin B-koncentracional a szer
onmagaban kifejtett gatlo hatdsa 51%-os értékr6l a ndvekvd sztatin-koncentracioval
folyamatosan 60-70%-ra emelkedett.

Az amfotericin B/lovasztatin kolcsonhatasok elsdsorban additivnak bizonyultak, de
nem befolyasoltdk Iényegesen az antifungélis szer onmagaban kifejtett hatasat. A MIC-
értékek valtozatlanok maradtak, azonban 1 pg/ml-es amfotericin B-koncentracional a szer
onmagaban kifejtett gatlo hatdsa 51 szazalékrol kozel 70%-ig emelkedett a novekvod

lovasztatin-koncentracidéval parhuzamosan.

5.3.3.2. A flukonazol kombindldasa sztatinokkal (14. Tablazat)

A flukonazol/szimvasztatin egyiittes alkalmazésakor elsésorban additiv kombinacidkat
figyeltink meg, melyek hatasara a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges flukonazol-
koncentracio6 2 pg/ml-rdl kozel 1 pg/ml-re csokkent 25 pg/ml-es szimvasztatinnal egyiitthatva.
Ebben a koncentracioban a szimvasztatin 6nmagaban is képes volt kisebb mértékii gatlas
kifejtésére (5. Melléklet).

A flukonazolt fluvasztatinnal kombindlva a kolcsonhatdsok foként additivnak
bizonyultak. Az 1 pg/ml-es koncentraciéban a flukonazol dnmagéaban kifejtett 79%-os gatld
A MICsp-érték eléréséhez sziikséges antifungalis szer koncentracid szintén egy lépcsdvel,

0,25-0,5 pg/ml-re csokkent (6. Melléklet).
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14. Tablazat. A legjelent6sebb flukonazol/sztatin kombinaciok.

Antifungilis szer | Sztatin | Atlag | Kolcsonhatas Gatlas
Kombinacié
(ng/ml) (ng/ml) IR tipusa mértéke (%)
FLUK/
1 25 1,5 ADD 94+2,1%
SZIM
FLUK/ 1 25 1,2 ADD 100%
FLUV 0,5 25 1,6 SZIN 65+3,3%
FLUK/
1 25 1,2 ADD 93+1,0%
ATOR

A flukonazol/atorvasztatin kombinacioban a flukonazol hatasa dominalt, a
kolcsonhatasok egy additiv kombinacio kivételével nem befolyéasoltak szamottevéen az
antifungalis szer Onmagéban kifejtett hatisat. Ez a hatds 1 pg/ml-es flukonazol- és 25 pg/ml-
es atorvasztatin-koncentracié mellett a flukonazol eredeti 78%-os gatlo hatasat 93%-ra emelte
(7. MelléKlet).

A flukonazolt pravasztatinnal, roszuvasztatinnal és lovasztatinnal kombinalva nem
sikeriilt jelentds kolcsonhatdsokat megfigyeni. A flukonazol hatdsa domindlt, a sztatinok a
vizsgalt koncentraciokban nem okoztak jelentdsebb valtozast az antifungalis szer gatlo

hatasaban.

5.3.3.3. A grizeofulvin, itrakonazol és ketokonazol kombinadldsa sztatinokkal

A grizeofulvin/sztatin kombinaciokban nem tudtunk kolcsonhatasokat megfigyelni,
mivel a grizeofulvin nem volt képes gatolni a vizsgalt C. parapsilosis izolatumot. A
sztatinokkal torténé kombinaciokat foként a semleges kdlcsonhatasok jellemezték, €s egyetlen
variacioban sem volt megfigyelhetd a grizeofulvin antifungalis hatdsdnak olyan aranya
megnodvekedése, mely befolyasolta volna a szer gatlé hatdsat. Antagonista kolcsonhatasokat
nem tapasztaltunk a két szer kozott.

Az itrakonazol/sztatin kombiniciokban minden esetben az itrakonazol hatasa
érvényesiilt. Az antifungalis szer az O0sszes vizsgalt koncentracioban kozel 100%-os gatld
hatést fejtett ki. A legmagasabb, 25 pg/ml-es sztatin-koncentraciok hasznalataval elvégzett

kombinaciokban sem tapasztaltunk antagonista, vagy egyéb hatast a két szer kozott.
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A ketokonazol sztatinokkal torténd kombinalasa soran minden esetben a ketokonazol
hatdsa dominalt. Antagonista kolcsonhatasokat egyetlen kombinacioban sem sikeriilt

megfigyelni.

5.3.3.4. A nystatin kombindldsa sztatinokkal (15. Tablazat)

A nystatin/fluvasztatin kombinaciéban elsésorban a nystatin hatdsa dominalt, foként
onmagaban 30%-os gatlast eredményezett, melyet a fluvasztatin széles koncentracio-
tartomanyban (0,39-25 pg/ml) 50 és 60% kozé emelt. Ezeknek a szinergista
kolcsonhatasoknak koszonhetéen a MICso-€rték eléréséhez sziikséges nystatin-koncentracid

2-4 pg/ml-r6l 1-2 pg/ml-re csokkent (8. Melléklet).

15. Tablazat. A legjelentdsebb nystatin/sztatin kombinacio.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mérteke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
NYS/
2 0,39 1,8 SZIN 54+1,9
FLUV

A tovabbi sztatin kombinaciok mindegyikében a nystatin hatdsa érvényesiilt. A
kolesonhatasok semlegesnek bizonyultak. Egyetlen sztatin esetében sem lehetett jelentdsebb
additiv, vagy szinergista kolcsonhatasokat kimutatni, melyek a nystatin antifungalis hatdsanak
jelentdsebb megemelkedését okoztdk volna. Antagonizmust nem tapasztaltunk a vizsgalt

kombinaciokban.

5.3.3.5. A terbinafin kombindldsa sztatinokkal (16. Tablazat)

A terbinafint szimvasztatinnal kombinalva elsdsorban az antifungélis szer hatdsanak
dominancidjat tapasztaltuk, a kolcsonhatasok foként semlegesnek bizonyultak. Egy
szinergista kombinaci6é és az additiv kolcsonhatasok a MICsp-érték eléréséhez sziikséges
terbinafin-koncentraciot 0,5-1 pg/ml-rél 0,25-0,5 pg/ml-re csokkentették a 6,25-25 pg/ml-es

koncentracio-tartoméanyban alkalmazott szimvasztatin mellett (9. Melléklet).
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16. Tablazat. A legjelent6sebb terbinafin/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
TER/
0,5 6,25 1,8 SZIN 59+1,1%
SZIM
TER/ 1 25 1,4 ADD 97+0,8%
FLUV 0,5 25 1,4 ADD 73+1,1%
TER/
0,5 0,39 1,6 SZIN 67£1,3%
ATOR
TER/
0,5 25 1,3 ADD 61%+3,2%
ROS
TER/
0,5 25 1,3 ADD 65+1,7%
PRA

A terbinafin/fluvasztatin egyiitthatdsanak vizsgélata soran a terbinafin dominanciéjat
tapasztaltuk, foként a semleges kolcsonhatdsok jellemezték a kombinaciot. Az additiv
kolcsonhatasok kovetkeztében a 100%-os gatlashoz sziikséges terbinafin-koncentracié 2
pg/ml-rél kozel 1 pg/ml-re csokkent 25 pg/ml-es fluvasztatin-koncentracid alkalmazasa
mellett. A MICsp-érték szintén egy lépcsdvel 0,5-1 pg/ml-rél 0,25-0,5 pg/ml-re csokkent 25
pg/ml-es sztatin-koncentracio mellett (10. Melléklet ).

A terbinafin atorvasztatinnal torténd kombindcidira szdmos szinergista hatds volt
jellemzd6, melyeknek koszonhetdéen az 50% os gatlashoz sziikséges terbinafin-koncentracid
egy lépcsdvel 0,25-0,5 pg/ml-re volt csokkenthetd. A 100%-os gatlashoz sziikséges
koncentracio nem valtozott (11. Melléklet).

A terbinafin/roszuvasztatin kombinédcioban elsésorban a terbinafin hatdsa dominalt és
foként a semleges kolcsonhatasok voltak jellemzoek. A 0,5 pg/ml-es koncentracidoban a
terbinafin gatlo hatdsa 47%-r6l a 25 pg/ml-es koncentracidban alkalmazott roszuvasztatin
hatasara 61%-ra emelkedett, ami a terbinafin MICso-érték eléréséhez sziikséges

A pravasztatinnal torténd kombindcid esetében a kolcsonhatasok elsdsorban

additivnak bizonyultak, melyek hatadsara MICsp-érték eléréséhez sziikséges terbinafin-
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koncentraci6 0,5-1 pg/ml-rél 0,25-0,5 pg/ml-re volt csokkenthetd. A 100%-os gatlashoz
sziikséges terbinafin-koncentraciot nem befolyasoltak a kdlcsonhatasok (13. Melléklet).

A lovasztatinnal torténd kombinacidkra az additiv hatdsok voltak jellemzdek, de ezek
egyike sem befolyasolta jelentdsen a terbinafin antifungalis hatadsat. A MIC-értékek

valtozatlanok maradtak.

5.3.3.6. A primycin kombinalasa sztatinokkal (17. Tablazat)

A primycin/szimvasztatin kombinaciéban a kolcsonhatasok féként semlegesnek
bizonyultak, azonban néhany jelentdsebb szinergista kombinéciot is megfigyeltink. A 16
pg/ml-es primycin-koncentracional a szer dnmagaban alkalmazva mar csak 6%-os gatlast
eredményezett, de magasabb szimvasztatin-koncentraciok (6,25-25 pg/ml) esetén nagyfoku
szinergizmus volt megfigyelhetd. Ezek a hatdsok a gatlds hatékonysagat a sztatin-

crer

primycin-koncentracio 16-32 pg/ml-rél 4-8 pg/ml-re csokkent (14. Melléklet).

17. Tablazat. A legjelentdsebb primycin/sztatin kombinéciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (pg/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
PRI/ 16 25 3,2 SZIN 94+0,2%
SZIM 8 25 3.4 SZIN 85+0,5
PRI/ 16 25 4,1 SZIN 96+0,8%
FLUV 8 25 3.8 SZIN 79£3,5%
PRI/
32 25 0,2 ANT 18+3,9%
ATOR

A primycin fluvasztatinnal torténd interakcidinak vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy a kolcsonhatasok foként semlegesek voltak, két kombinacidban azonban jelentdsen
megemelkedett a primycin antifungélis hatasa. A 16 pg/ml-es primycin-koncentracional a szer
Oonmagaban mar nem okozott jelentds gatlast, de 25 pg/ml-es fluvasztatinnal kombinalva
jelentdsen fokozodott a vizsgalt izolatumra kifejtett gatlo hatdsa. Ez a jelenség a 100%-0s

gatlashoz sziikséges primycin-koncentraciot 32 pg/ml-rél kozel 16 pg/ml-re csokkentette. A
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MICso-érték eléréséhez sziikséges koncentracid szintén csokkent, 16-32 pg/ml-rél 4-8 pg/ml-
re (15. Melléklet).

A primycin/atorvasztatin kombinécio soran a kolesonhatasok féleg semlegesek voltak.
Az esetleges additiv és szinergista kombinacidokban elért gatlasok egyike sem haladta meg a
10%-ot, azonban 32 pg/ml-es primycin-koncentracio esetében a 25 pg/ml-es sztatin
kombinacional jelentds antagonizmus volt megfigyelhetd (16. Melléklet).

A lovasztatinnal, pravasztatinnal és roszuvasztatinnal elvégzett kombinécios kisérletek
esetében a kolcsonhatasok foként semlegesnek, vagy additivnak mutatkoztak. A primycin
antifungalis hatasa érvényesiilt, a kombinaciok nem okoztak szamottevd valtozast a MIC-
értekekben.

Az antifungdlis szerek és a sztatinok kombinacidit Osszefoglalva, az amfotericin B
esetében az atorvasztatin, mig a flukonazol esetében a fluvasztatin bizonyult a leghatasosabb
interakcios partnernek. A terbinafin és a primycin esetében szintén a fluvasztatin volt képes a
leginkdbb ndvelni az antifungalis szer hatékonysagat. A  primycin/atorvasztatin

kombinacioban antagonista kdlcsonhatasokat figyeltiink meg.
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5.3.4. Az antifungalis szerek és sztatinok kolcsonhatdsainak vizsgalata C. guilliermondii

CBS 566 esetében

5.3.4.1. Az amfotericin B kombindldsa sztatinokkal (18. Tablazat)

A lovasztatin kombinacidban a kdlesonhatdsok foként additivnak bizonyultak, de ezek
nem befolyésoltak jelentdsen az antifungalis szer onmagaban mért hatdsat. Néhany szinergista
kombinacioban azonban szadmottevd hatdsnovekedést figyelhettiink meg. A 2 pg/ml-es
amfotericin B- és 3,125-25 pg/ml-es lovasztatin-koncentraciok esetében a gatlasi szazalék
kozel 60%-ra nott. Ezek a kolcsonhatasok az amfotericin B esetében a MICsp-érték eléréséhez
szlikséges koncentraciot egy higitasi 1épcsdvel 1-2 pg/ml-re csokkentették (17. Melléklet).

Az amfotericin B/szimvasztatin kombinaciéban foként az amfotericin B hatésa
dominalt. A szinergista kombinéaciok hatasara a 2 pg/ml-es amfotericin B-koncentracional és
0,39-25 ug/ml-es szimvasztatin-koncentracioknal jelentds hatdsnovekedés volt megfigyelheto.
Az amfotericin B 6nmagéban alkalmazva 21% gatlast ért el, mig szimvasztatinnal kombinalva
atlagosan 80% volt a gatlds mértéke. A MICsp-érték eléréséhez sziikséges amfotericin B-
koncentraci6 2-4 ug/ml-ré6l 1-2 pg/ml-re volt csokkenthetd 0,39-25 pg/ml-es sztatin-
koncentraciok alkalmazéasa mellett. Az 1 pg/ml-es amfotericin B-koncentracional alacsonyabb
tartomdnyban nem tapasztaltunk jelentds kolcsonhatdasokat, a szerek kiilon-kiilon ¢&s

kombinacioban sem gatoltdk a novekedést (18. Melléklet).

18. Tablazat. A legjelentésebb amfotericin B/sztatin kombinaciok.

Kombinscié Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
AMB/

LOV 2 3,125 4.8 SZIN 59+4,5%
AMB/ 2 25 2,5 SZIN 78+0,3%
SZIM 2 0,39 3,1 SZIN 63£1,2
AMB/ 2 0,78 6,2 SZIN 100%
ATOR 2 0,39 5,9 SZIN 93+1,1%
AMB/ 2 25 6,1 SZIN 84+1,7%
ROSU 2 1,56 5,7 SZIN 74+1,2%
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Az amfotericin B atorvasztatinnal torténé kombinécidjara szintén szamos szinergista
kolcsonhatas volt jellemz6. Ezek a kdlcsonhatasok 2 pg/ml-es amfotericin B-koncentracié és
0,78-25 pg/ml-es atorvasztatin-koncentraciok alkalmazasaval 100%-os gatlast eredményeztek.
Az amfotericin B MICsp-értéke a szimvasztatin kombinacidban tapasztaltakhoz hasonloan
szintén egy lépcsovel 2-4 ng/ml-rél 1-2 pg/ml-re csokkent (19. Melléklet).

Az amfotericin B/roszuvasztatin kombinalasa soran megfigyelt fontosabb
kolesonhatdsok talnyomorészt szinergistanak bizonyultak. A 2 pg/ml-es amfotericin B-
koncentracié mellett a 1,56 pg/ml-tél 25 pg/ml-ig terjedd roszuvasztatin-koncentracidkban
jelentds szinergizmust tapasztaltunk. Ezekben a koncentraciokban az antifungélis szer
onmagaban alkalmazott gatldsa 7%-r6l fokozatosan 80-85%-ra emelkedett. A MICsp-érték
elérés¢hez sziikséges antifungalis szer koncentracid 2-4 pg/ml-rél 1-2 pg/ml-re csokkent. Az
1 pg/ml alatti koncentracidkban az amfotericin B nem gatolta a vizsgélt izolatumot, és a
kolcsonhatasok sem okoztak jelentdés emelkedést. A roszuvasztatin dnmagaban nem volt
képes gatolni a novekedést (20. Melléklet).

Az amfotericin B-t fluvasztatinnal kombindlva elsdsorban a semleges kdlcsonhatasok
voltak jellemzdéek, az antifungélis szer hatdsa domindlt. A vizsgélt koncentracidkban a
fluvasztatin nem gatolta jelentdsen a vizsgalt izolatum ndvekedését. A 2 pg/ml-es amfotericin
B-koncentracional szinergista kolcsonhatasok voltak megfigyelhetéek, de ezek nem
befolyasoltak jelentds mértékben a gatlas mértékeét.

Az amfotericin B/pravasztatin kombindcioban foként semleges kolcsonhatdsokat

figyelhettiink meg, az amfotericin B hatasa érvényesiilt.

5.3.4.2. A flukonazol kombindldsa sztatinokkal (19. Tablazat)

A flukonazol/szimvasztatin kombinaciét 8 ¢és 4 pg/ml-es antifungalis szer
koncentracional jelentés hatdsu additiv és szinergista egyiittmiikddések jellemezték. Az
additiv kombinaciok hatasara a MIC-érték eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentracio 16
pug/ml-rél 8 pg/ml-re csokkent mar 0,39 pg/ml-es szimvasztatin-koncentracional is, tovabba 4
pg/ml-es antifungdalis szer- és magasabb (25-3,125 pug/ml) szimvasztatin-koncentracioknal is
90% feletti gatlast tapasztaltunk. A 2 pg/ml-es, vagy anndl alacsonyabb flukonazol-
koncentraciokban a gatlas mértéke lecsokkent, kolcsonhatdsokat nem tapasztaltunk (21.

Melléklet).
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19. Tablazat. A legjelentésebb flukonazol/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
FLUK/ 8 0,39 1,3 ADD 100%
SZIM 4 3,125 3,2 SZIN 95+4,2%
8 0,78 1,4 ADD 100%
FLUK/
4 25 3.3 SZIN 100%
FLUV
2 25 2,0 SZIN 64+0,7%
FLUK/ 4 25 1,4 ADD 57+0,8%
ATOR 4 0,78 1,3 ADD 53+1,9%

A flukonazol/fluvasztatin kombinaciot additiv és szinergista kolcsonhatasok egyarant
jellemezték, melyek emelkedést okoztak a ndvekedésgatlasban. Az additiv hatasoknak
koszonhetden 8 pg/ml-es amfotericin B-koncentracional az eredetileg 69%-os gatlas mar 0,78
pg/ml-es sztatin-koncentracional is 100%-ra emelkedett. Kettd kiemelkedd szinergista hatast
is meg lehetett figyelni a két szer kozott 4 pg/ml-es antifungalis szer koncentracidknal, ahol
az eredetileg 20%-o0s gatlas 12,5 és 25 pg/ml-es sztatin-koncentraciondl 73 illetve 100%-os
értékre nétt. A 2 pg/ml-es flukonazol-koncentracional a legmagasabb alkalmazott sztatin-
koncentracid 21%-r6l 64% szazalékra novelte az antifungdalis szer hatékonysagat (22.
Melléklet).

A flukonazol/atorvasztatin kombinacié vizsgalata soran a flukonazol dominancidjat
tapasztaltuk, foként semleges kolcsonhatasok jellemezték a kombinacidt. Az additiv
kolesonhatdsoknak koszonhetéen az antifungalis szer MICsp-érték eléréséhez sziikséges
koncentracioja 4-8 pg/ml-rél 2-4 pg/ml-re csokkent. A sztatin dnmagaban alkalmazva nem
okozott gatlast (23. Melléklet).

A flukonazolt pravasztatinnal, roszuvasztatinnal vagy lovasztatinnal kombinalva
foként semleges hatdsokat tapasztaltunk. A flukonazol hatdsa érvényesiilt, a harom sztatin

egyetlen koncentracioban sem okozta az antifungalis szer hatdsanak megemelkedését.
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5.3.4.3. A grizeofulvin kombindlasa sztatinokkal

A grizeofulvin egyetlen sztatinnal kombindlva sem okozott 30%-nal nagyobb
novekedésgatlast a vizsgalt izolatum esetében. A kolcsonhatdsok elsdsorban semlegesnek
bizonyultak. A legjelentdsebb hatdst a grizeofulvin/lovasztatin kombinacioban tapasztaltuk,
ahol 64 ng/ml-es grizeofulvin- és 25 pg/ml-es lovasztatin-koncentracioknal 27% gatlast ért el

a két szer. Ezek alatt a koncentraciok alatt a gatlas elenyészore csékkent.

5.3.4.4. Az itrakonazol kombindlasa sztatinokkal (20. Tablazat)

Az itrakonazol/lovasztatin kombindcioban az itrakonazol hatasa domindlt. Az
antifungalis szer 0,06 pg/ml-es koncentracioban 6nmagaban 65%-os gatlast okozott, de az
additiv kolcsonhatasoknak koszonhetéen a sztatin-koncentracid emelkedésével ez az érték
fokozatosan 95%-ra emelkedett. Alacsonyabb itrakonazol-koncentraciokban nem voltak

jelentds eltérések a kombinacidk hatasara (24. Melléklet).

20. Tablazat. A legjelentdsebb itrakonazol/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
ITR/
0,06 25 1,4 ADD 95%+2,0%
LOV
ITR/ 0,06 0,39 1,4 ADD 98+1,5%
SZIMV 0,015 25 3.1 SZIN 70£5.6%
ITR/ 0,06 25 1,1 ADD 97+2,6
FLUV 0,03 25 1,9 SZIN 56+0,9
0,06 0,39 1,2 ADD 93+5,4%
ITR/
0,03 3,125 3,5 SZIN 100%
ATOR
0,015 3,125 53 SZIN 100%

Az itrakonazol/szimvasztatin  kombinacidt jelentdés additiv és  szinergista

kolcsonhatasok jellemezték. Az additiv hatasok kovetkeztében a 100%-os gatlas elérés¢hez
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szlikséges itrakonazol-koncentracio 0,125 pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re volt csokkenthetd. A
szinergista hatdsoknak k&szonhetéen 0,015 pg/ml-es antifungélis szer hasznalataval is 70%
gatlast értiink el 25 pg/ml-es szimvasztatin-koncentracié mellett (25. Melléklet).

Az itrakonazol/fluvasztatin kombinacidoban elsdsorban az itrakonazol hatasa dominalt,
foként semleges kolcsonhatasok jellemezték a kombinaciot. Egy jelent6sebb szinergista
kolcsonhatas volt tapasztalhatd, mely a MICso-érték eléréséhez sziikséges itrakonazol-
koncentraciot 0,03-0,06 pg/ml-rél 0,015-0,3 pg/ml-re csokkentette. Egy additiv hatdsnak
koszonhetden az antifungalis szer 100%-o0s gatlashoz sziikséges koncentracioja is kozel egy
1épcsovel, 0,125 upg/ml-ré6l 0,06 pg/ml-re volt csokkenthetd 25 pg/ml-es fluvasztatin-
koncentracio mellett (26. Melléklet).

Az itrakonazol/atorvasztatin kombinaciot foként szinergista €s additiv kdlcsonhatasok
jellemezték. A szinergista hatasok kovetkeztében mar 0,015 pg/ml-es itrakonazol-
koncentrécio is 100%-os gatlast eredményezett 3,125-25 pug/m-es atorvasztatin-koncentraciok
mellett (27. Melléklet).

Az itrakonazolt pravasztatinnal, vagy roszuvasztatinnal kombindlva semleges
hatasokat tapasztaltunk. Az itrakonazol hatdsa domindlt, a sztatinok hatasara nem valtozott

jelentdsen az antifungalis szer onmagaban kifejtett hatasa.

5.3.4.5. A ketokonazol kombindlasa sztatinokkal

A ketokonazol az 6sszes vizsgalt koncentracidban teljesen gatolta az altalunk vizsgalt
C. guilliermondii izolatumot, ezért nem nyilt lehetéséglink a sztatinokkal torténd pozitiv
kombinaciés kolcsonhatasok kimutatasara. Antagonizmust egyetlen esetben sem

tapasztaltunk.

5.3.4.6. A nystatin kombindldsa sztatinokkal (21. Tablazat)

A nystatin/lovasztatin kombinaciéra szintén a semleges kolcsonhatasok voltak
jellemzéek. Harom additiv kombinécié volt megfigyelhetd 6,25-25 pg/ml-es sztatin- és 2
pg/ml-es nystatin-koncentracioknal, melyek az 6nmagéaban alkalmazott nystatin 51%-os gatld

hatasat 60-63%-ra novelték (28. Melléklet).
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21. Tablazat. A legjelentésebb nystatin kombinacio.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke

Kombinacio
Szer (pg/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
NYS/
2 6,25 1,1 ADD 60%=+2,7%
LOV

A nystatin/fluvasztatin kombinacidban a nystatin hatdsa dominalt. Elsésorban
semleges hatdsokat figyeltiink meg, az additiv €s szinergista kolcsonhatasok nem okoztak a
antifungalis szer gatld hatasanak jelentOsebb eltolodasat. A pravasztatin, roszuvasztatin,
atorvasztatin és szimvasztatin kombinicidkra szintén a nystatin dominancidja és a

kolesonhatasok semlegessége volt jellemzo.

5.3.4.7. A terbinafin kombindldsa sztatinokkal (22. Tablazat)

A terbinafin/lovasztatin kombinaciot foként additiv kolcsonhatasok jellemezték. A
terbinafin hatasat jelentésebben négy szinergista egyiitthatds emelte meg. Ezeket 1 pg/ml-es
antifungalis szer- és 1,56-12,5 pg/ml-es sztatin-koncentracioknal tapasztaltuk. A kombinaciok
a terbinafin eredetileg 21%-o0s gatlo hatasat megkozelitdleg 50-60%-ra emelték, melynek
kovetkeztében a MICso-érték eléréséhez sziikséges terbinafin-koncentracié 1-2 pg/ml-rél 0,5-
1 pg/ml-re volt csokkenthetd. Magasabb sztatin-koncentracidknal (25 pg/ml) a gatlas
hatékonysaga lecsokkent, de a kdlcsonhatasok additivak maradtak (29. Melléklet).

A terbinafin/szimvasztatin kombinécidt szamos szinergista hatéds jellemezte, melyek
kovetkeztében a MICsp-értek egy l1épesdvel, 1-2 pg/ml-rél 0,5-1 pg/ml-re volt csdkkenthetd.
A terbinafin 1 pg/ml-es koncentracidja altal okozott 33%-os gatld hatds a ndvekvd
szimvasztatin-koncentraciok hatasara fokozatosan 60% fol¢ emelkedett. Alacsonyabb
terbinafin-koncentraciokban jelentdésebb kolcsonhatasokat mar nem figyeltink meg (30.

Melléklet).
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22. Tablazat. A legjelentdsebb terbinafin/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
TER/
1 6,25 2,7 SZIN 60+4,4%
LOV
TER/
1 25 1,6 SZIN 64+6,0%
SZIM
TER/
1 25 2,0 SZIN 72+3,7%
FLUV
TER/
1 25 1,3 ADD 52+4,0%
ROSU

A terbinafin/fluvasztatin kombinacioban elsdésorban a terbinafin hatasa dominalt,
foként semleges kolcsonhatasok jellemezték a kombinéciot. A szinergista kdlesonhatasok a
MICso-érték eléréséhez sziikséges terbinafin-koncentraciot 1-2 pg/ml-rél 0,5-1 pg/ml-re
csOkkentették. Az 1 pg/ml-es koncentracidban a terbinafin 6nmagaban 31% gatlast okozott,
de a fluvasztatin-koncentraci6 emelkedésével fokozatosan ndtt a gatlasi szazalék, egészen
72%-ig (31. Melléklet).

A terbinafin/roszuvasztatin kombinacidéra az additiv hatdsok voltak jellemzdek,
melyek kovetkeztében a MICsy-érték eléréséhez sziikséges terbinafin-koncentracio 0,39-25
pg/ml-es roszuvasztatin-koncentracioknal 1-2 pg/ml-rél 0,5-1 pg/ml-re volt csdkkenthetd. Az
emelkedd sztatin-koncentraciok hatdsara a kezdeti 38%-os gatlas 57%-ra emelkedett (32.
Melléklet).

A terbinafin pravasztatinnal vagy atorvasztatinnal torténd kombinacidira foként a
semleges kolcsonhatasok voltak jellemzdek, a terbinafin hatdsa dominalt. Sem az additiv, sem

a szinergista hatdsok nem befolyasoltak nagymértékben az antifungalis szer gatlo hatasat.

5.3.4.8. A primycin kombindldasa sztatinokkal (23. Tablazat)

A primycint szimvasztatinnal ¢és fluvasztatinnal kombindlva szdmos additiv
kolcsonhatast figyelhettiink meg, de ezek nem befolyasoltdk jelentdsen a primycin

onmagaban kifejtett hatasat. A 32 pg/ml-es primycin- és 25 pg/ml-es sztatin-koncentracioknal
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a szimvasztatin és a fluvasztatin esetében is erds antagonizmus volt megfigyelhetd (33. és 34.

Melléklet).

23. Tablazat. A legjelentdsebb primycin/sztatin kombindciok.

Antifungalis szer Sztatin | Atlag | Kolcsonhatas Gatlas
Kombinacio
(ng/ml) (pg/ml) IR tipusa mértéke (%)
PRI/
32 25 0,3 ANT 26+2,5%
SZIM
PRI/
32 25 0,4 ANT 37£7,2%
FLUV
PRI/ 1 25 0,1 ANT 10+4,4%
ATOR 12,5 0,4 ANT 41£5,8%

A primycin/atorvasztatin kombinaciora a semleges kolcsonhatasok mellett a magas
fokt antagonizmus volt jellemz6. A 32 pg/ml-es primycin-koncentracional és 12-25 pg/ml-es
atorvasztatin-koncentracioknal a primycin énmagaban okozott 100%-os gatld hatasa 41%-ra,
majd 10%-ra esett. Ennél alacsonyabb koncentracidokban egyik szer sem volt képes jelentésen
gatolni a novekedést, a kolcsonhatasok sem okoztak jelentds valtozast a gatlasban (35.
Melléklet).

A primycint lovasztatinnal, roszuvasztatinnal és pravasztatinnal kombinalva semleges
kolesonhatasokat figyelhettiink meg, a primycin antifungalis hatasa érvényesiilt.

A vizsgalt C. guillermondii CBS566 torzs esetében a leghatékonyabb kombinaciok az
az amfotericin B/atorvasztatin, a flukonazol/fluvasztatin és az itrakonazol/atorvasztatin
voltak. A primycin esetében a szimvasztatinnal, fluvasztatinnal és az atorvasztatinnal

elvégzett kombinacios kisérletekben jelentds antagonizmust figyeltiink meg.
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5.3.5. Az antifungalis szerek és sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata C. tropicalis CBS 94

esetében

5.3.5.1. Az amfotericin B kombindldsa sztatinokkal (24. Tablazat)

Az amfotericin B/szimvasztatin kombindciot elsdsorban additiv kdlcsonhatdsok
jellemezték, melyek hatdsara a MICso-érték eléréséhez sziikséges amfotericin B-koncentracio
0,5-1 pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re csokkent. A szimvasztatin 6nmagaban is képes jelent6sebb
mértékben gatolni a ndvekedést (36. Melléklet).

Az amfotericin B/fluvasztatin kombinaciora kizarolag additiv kolcsonhatasok voltak
jellemzdek. A fluvasztatin magasabb koncentraciokban (12,5-25 pg/ml) 6nmagéaban is képes
volt megkdzelitdleg 20%-os novekedésgatlast kifejteni. Az amfotericin B 4 pg/ml-es

koncentracioban 100%-osan gatolta a vizsgalt C. tropicalis izolatum novekedését, de

crer

crer

Melléklet).

24. Tablazat. A legjelentdsebb amfotericin B/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (pg/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
AMB/
0,03 25 0,9 ADD 52+1,1%
SZIM
AMB/
2 25 1,3 ADD 96+1,2%
FLUV
AMB/ 1 12,5 1,7 SZIN 100%
ATOR 0,125 25 3,2 SZIN 52+40,5%
AMB/ 2 1,56 1,6 SZIN 100%
ROSU 2 25 1,3 ADD 73£1,1%
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Az amfotericin B-t kombindlva atorvasztatinnal foként szinergista ¢s additiv
kolesonhatdsokat tapasztaltunk. A szinergista kolcsonhatasok az amfotericin B 100%-o0s
koncentracio-tartomanyban alkalmazott atorvasztatinnal kombinalva, mig 25 pg/ml-es sztatin-
koncentracional a kdlesonhatasok additivva valtak, és lecsokkent a gatlas mértéke. A MICs-
érték eléréséhez sziikséges koncentracié is jelentdés mértékben eltolodott, 0,5-1 pg/ml-rél
0,06-0,125 pg/ml-re (38. Melléklet).

Az amfotericin B/roszuvasztatin kombindcioban a kdlcsonhatasok foként semlegesnek
bizonyultak. Néhany jelentdsebb szinergista kolcsonhatas kovetkeztében a 100%-os gatlashoz
sziikséges amfotericin B-koncentracié 4 pg/ml-r6l 2 pg/ml-re csokkent. Ez a jelent6s
hatasndvekedés azonban csak az 0,78-12,5 pg/ml-es roszuvasztatin-koncentraciokndl volt
tapasztalhatd, mert 25 pg/ml-nél a két szer kolcsonhatasa additivva valt (39. Melléklet). A
kolesonhatasok nem eredményezték a MICsp-értékek eltolodasat.

Az amfotericin B-t pravasztatinnal kombinalva azt tapasztaltuk, hogy a
kolcsonhatasok elsdsorban additivak. Néhany szinergista ¢és additiv kombindcioban
jelentdsebb hatasndvekedést lehetett tapasztalni, de ezek nem okoztdk a MIC-értékek
eltolodasat.

Az amfotericin B és a lovasztatin kombinacidjaban kizarélag additiv kdlcsonhatasokat
figyelhettiink meg, de ezek a hatdsok jelentdsen nem befolyédsoltak az antifungalis szer

hatékonysagat. Elsésorban az amfotericin B hatdsa érvényesiilt.

5.3.5.2. A flukonazol kombindldsa sztatinokkal (25. Tablazat)

A flukonazolt lovasztatinnal kombinalva elsdsorban szinergista hatasokat figyeltiink
meg. Ezek a hatasok a MIC-érték eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentraciot >64 ng/ml-
Az 50%-os gatlas eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentracio6 is jelentdsen csokkent, 32-64
pug/ml-rél 0,125-0,25 pg/ml-re. A lovasztatin dnmagéaban alkalmazva is képes volt kis mértékii
gatl6 hatast kifejteni (40. Melléklet).

A flukonazol/szimvasztatin kombinéaciot igen jelentds szinergista egyiittmikddések
jellemezték, melyek hatasara a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentracid

cre

MICso-érték eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentraci6é 32-64 pg/ml-rél 0,25-0,5 pg/ml-re
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csokkent. A szimvasztatin onmagaban is képes volt kisebb mértékben gatolni a vizsgalt
1zolatum novekedést (41. Melléklet).

A fluvasztatin kombinacidkban igen jelentds additiv és szinergista kdlcsonhatasokat
figyelhettiink meg. A flukonazol 16 pg/ml-es koncentracidban dnmagaban alkalmazva 40%-
os novekedésgatlast okozott, azonban a szinergista hatasoknak kdszonhetden a fluvasztatin-
koncentraci6 novekedésével (1,56-25 pg/ml) az antifungalis hatas mértéke elérte a 100%-ot.
A szinergista kolcsonhatasok a MICsy-érték eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentraciot is
tobb 1épcsdvel csokkentették 32-64 pg/ml-rol 0,125-0,25 pg/ml-re. A fluvasztatin 6nmagaban
is képes volt 31%-o0s gatlas kifejtésére 25 pg/ml-es koncentracidban (42. Melléklet).

25. Tablazat. A legjelentdsebb flukonazol/sztatin kombinéciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio

szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
FLUK/ 4 25 1,7 SZIN 100%
LOVA 0,25 25 1,6 SZIN 58+3,0%
FLUK/ 2 25 1,8 SZIN 100%
SZIM 0,5 25 1,2 ADD 54+2.4
FLUK/ 16 25 1,7 SZIN 100%
FLUV 0,25 12,5 1,6 SZIN 61£5,5%
FLUK/ 32 25 1,9 SZIN 100%
ATOR 0,25 25 1,8 SZIN 53+1,9%
FLUK/ 1 25 2,1 SZIN 100%
ROSU 0,25 12,5 1,4 ADD 60£5,8%
FLUK/

8 25 1,6 SZIN 57£1,7%

PRAV

A flukonazolt atorvasztatinnal kombindlva foként szinergista hatdsokat tapasztaltunk.
A 32 pg/ml-es koncentracidoban a flukonazol mar csak 49%-os gatlast volt képes kifejteni, de
25 pg/ml-es atorvasztatin hatasara ez a gatld hatds 100%-ra emelkedett. A MICso-érték
elérés¢hez sziikséges flukonazol-koncentracié is jelentdsen csokkent 32-64 pg/ml-rél 0,125-

0,25 pg/ml-re (43. Melléklet).
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A flukonazol/roszuvasztatin kombinaciéra szamos igen jelentds hatassal bird
szinergista kolcsonhatas volt jellemzd. Az emelkedd roszuvasztatin-koncentracioval minden
kombinacioban folyamatosan emelkedett a flukonazol gétldo hatdsa. A 100%-os gatlashoz
sziikséges flukonazol-koncentracio ennek kovetkeztében az eredeti >64 pg/ml-rél 1 pg/ml-re
csokkent. A MICsp-érték eléréséhez sziikséges flukonazol-koncentracio 0,125-0,25 pg/ml-re
csokkent (44. Melléklet).

A flukonazol/pravasztatin kombindciot talnyomorészt additiv  kdlcsdonhatdsok
jellemezték. Ezeknek a kolcsonhatasoknak kdszonhetden a MICso-érték eléréséhez sziikséges
flukonazol-koncentraci6 magasabb  pravasztatin-koncentraciokkal  (3,125-25  ug/ml)
kombinalva 32-64 pg/ml-ré6l 4-8 pg/ml-re csokkent. A 100%-os gatlashoz sziikséges

flukonazol-koncentraciot nem valtoztattadk meg a kombinaciok (45. Melléklet).

5.3.5.3. Az itrakonazol kombindlasa sztatinokkal (26. Tablazat)

Kizarolag additiv hatdsok jellemezték az itrakonazol/lovasztatin kombindciot. Az
itrakonazol teljes gatlashoz sziikséges koncentracioja 2 pg/ml-rél 0,125 pg/ml-re csokkent. A
MICso-érték eléréséhez sziikséges itrakonazol-koncentracio 0,015-0,03 pg/ml-rél 0,015 pg/ml
ala csokkent (46. Melléklet).

Az itrakonazol/szimvasztatin kombinaciét szdmos additiv és néhany szinergista
kolesonhatés jellemezte. A szinergista kdlcsonhatasok a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges
itrakonazol-koncentraciot 2 pg/ml-r6l 0,015 pg/ml-re csokkentették 12,5-25 pg/ml-es
szimvasztatin-koncentraciok mellett. A MICsp-érték 0,015 pg/ml alad esett 1,56-25 pg/ml-es
szimvasztatin-koncentraciok alkalmazasa mellett (47. Melléklet).

Az itrakonazol/fluvasztatin kombinacidt additiv kdlcsonhatasok €s néhdny szinergista
kolcsonhatas jellemezték. Az additiv és szinergista hatdsok jelentdsen megnovelték az
itrakonazol hatékonysagat. A 0,03 pg/ml-es koncentracidban az itrakonazol O6nmagaban
kifejtett gatld hatdsa 67%, de az emelkedd fluvasztatin-koncentraciok (0,39-25 pg/ml)
hatdsara folyamatosan novekedve elérte a 100%-os értéket. A MICsp-értéket nem tudtuk
megallapitani, mivel az a legkisebb alkalmazott itrakonazol-koncentraci6 (0,015 pg/ml) alé
esett. A fluvasztatin onmagéaban is képes volt kisebb mértékben gatolni a C. tropicalis

novekedését (48. Melléklet).
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26. Tablazat. A legjelentdsebb itrakonazol/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
ITRA/ 0,125 25 1,4 ADD 100%
LOVA 0,015 3,125 1,3 ADD 59+1,1%
ITRA/
0,015 12,5 1,8 SZIN 100%
SZIM
ITRA/ 0,03 12,5 1,4 ADD 100%
FLUV 0,015 0,39 1,5 SZIN 73+5,2%
ITRA/ 0,03 6,25 2,2 SZIN 100%
ATOR 0,015 0,39 1,8 SZIN 77+5,8%
ITRA/ 0,25 6,25 1,3 ADD 100%
ROSU 0,125 25 1,3 ADD 93+1,7%
ITRA/
0,015 25 1,1 ADD 53+0,9%
PRAV

Foként additiv és kisebb mértékben szinergista kolcsonhatasok jellemezték az
itrakonazol/atorvasztatin kombinéciot. A szinergista hatasok kovetkeztében mar 0,015 pg/ml-
es itrakonazol-koncentracio is kozel 100%-os gatladst eredményezett, 3,125-25 pg/ml-es
koncentraci6 2 pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re csokkent. A MICsp-értéket nem tudtuk megallapitani,
mivel az a legkisebb alkalmazott itrakonazol-koncentracié (0,015 pg/ml) ald esett (49.
Melléklet).

Az itrakonazolt roszuvasztatinnal kombindlva kizdr6lag additiv  hatdsokat
figyelhettiink meg, melyek kovetkeztében a MIC-érték eléréséhez sziikséges itrakonazol-
koncentracié 2 pg/ml-rél 0,25 pg/ml-re csokkent, 6,25-25 pg/ml-es sztatin-koncentraciokat
alkalmazva. A MICso-érték valtozatlan maradt (50. Melléklet).

Az itrakonazolt pravasztatinnal kombindlva foként semleges, ¢és additiv
kolcsonhatasokat figyelhettiink meg. A jelentdsebb additiv hatasok kovetkeztében a MICsy-
értek eléréséhez sziikséges itrakonazol-koncentraciéo 0,015-0,03 pg/ml-ré6l megkozelitdleg

cre

Melléklet).
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5.3.5.4. A grizeofulvin kombindldsa sztatinokkal (27. Tablazat)

A grizeofulvin/fluvasztatin kombinacioban jelentds szinergista és additiv hatasokat
figyelhettink meg. A grizeofulvin Onmagaban alkalmazva még a legmagasabb
koncentracioban (64 pg/ml) sem volt képes jelentds mértékben gatolni a C. tropicalis
71%-ra nétt. A MICsp-érték eléréséhez sziikséges koncentracido szintén 25 pg/ml
fluvasztatinnal kiegészitve 1-2 pg/ml-re csokkent (52. Melléklet). A grizeofulvin hatdsat a

mas sztatinokkal valo kombinacidk egyike sem valtoztatta meg jelentdsebb mértékben.

27. Tablazat. A legjelentdsebb grizeofulvin kombinacio.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacié
szer (ng/ml) (pg/ml) IR tipusa (%)
GRIS/ 64 25 1,8 SZIN 71£0,9%
FLUV 2 25 1,3 ADD 55+1,2%

5.3.5.5. A ketokonazol kombindldsa sztatinokkal (28. Tablazat)

A ketokonazol/lovasztatin kombinacidoban kiemelkedd szinergista kdlcsonhatasokat
figyelhettiink meg. A MIC-¢érték eléréséhez sziikséges ketokonazol-koncentracié az eredeti 8
pg/ml-rél 0,06 pg/ml-re csokkent. Az antifungalis szer 50%-os gatlashoz sziikséges
koncentracioja 0,03 pg/ml aléd esett mar a legkisebb koncentracioban (0,39 pg/ml) alkalmazott
lovasztatin hatasara is (53. Melléklet).

A ketokonazol/szimvasztatin kombinaciét szdmos igen jelentds szinergista
kolcsonhatas jellemezte, melyek kovetkeztében a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges
ketokonazol-koncentracié 8 pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re volt csokkenthetd. A MICsp-érték mar
0,78 pg/ml-es szimvasztatin-koncentracidé hatdsara is alacsonyabbnak bizonyult, mint 0,03
pug/ml (54. Melléklet).

A ketokonazol/fluvasztatin kombinacidban tulnyomo részben szinergista és szdmos
additiv kombinaciot figyeltiink meg. A ketokonazol 4 pg/ml-es koncentracioban 6nmagaban
alkalmazva 59%-os gatlast fejtett ki a vizsgalt izolatumra, azonban a névekvd fluvasztatin-

koncentraci6 hatasara ez 100%-ra ndtt. Még 0,03 pg/ml-es koncentracioban is teljes gatlas
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volt elérheté 3,125-25 pg/ml-es koncentracid-tartomanyban alkalmazott fluvasztatinnal

kombinalva (55. Melléklet).

28. Tablazat. A legjelentsebb ketokonazol/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
KETO/ 0,06 25 1,8 SZIN 100%
LOVA 0,03 0,39 1,2 ADD 54+1%
KETO/ 0,03 12,5 1,8 SZIN 100%
SZIM 0,03 0,78 1,4 ADD 58+2,9%
KETO/
0,03 3,125 2,2 SZIN 100%
FLUV
KETO/
0,03 6,25 2,4 SZIN 100%
ATOR
KETO/
0,03 3,125 2,3 SZIN 100%
ROSU
KETO/
2 25 1,6 SZIN 97+0,4%
PRAV

A ketokonazolt atorvasztatinnal kombindlva fOként szinergista kolcsonhatdsokat
figyelhettliink meg. Az antifungalis szer 100%-o0s gatlas eléréséhez sziikséges koncentracidja 8
pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re csokkent, 6,25-25 ug/ml-es koncentracio-tartomanyban alkalmazott
atorvasztatinnal kiegészitve (56. Melléklet).

A ketokonazol/roszuvasztatin kombinacidra szintén szamos szinergista kolcsonhatés
volt jellemz6. Ezeknek a hatasoknak koszonhetden a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges
ketokonazol-koncentraci6 8 pg/ml-rél 0,03 pg/ml-re csokkent mar 3,125 pg/ml-es
roszuvasztatin-koncentracio mellett. A kombindciok hatasara a vizsgélt izoldtum 50%-os
gatlasdhoz elegendd ketokonazol-koncentracido 0,03 pg/ml ald csokkent mar 0,39 pg/ml-es

A ketokonazol pravasztatinnal kombinalva elsdsorban additiv kdlcsonhatisokat

eredményezett. A szinergista kolcsonhatdsoknak koszonhetéen a 100%-os gétlashoz
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szlikséges ketokonazol-koncentracid 8 pg/ml-rol kozel 2 pg/ml-re csokkent. A MICsp-értéket
nem befolyasoltak a kolcsonhatasok (58. Melléklet).

5.3.5.6. A nystatin kombindldsa sztatinokkal (29. Tablazat)

A nystatin/szimvasztatin kombinacidra az additiv kdlcsonhatasok voltak jellemzdek. A
100%-o0s gatlashoz sziikséges nystatin-koncentraciot nem befolyasoltadk az egyiitthatasok,
azonban a MICsp-¢érték eléréséhez sziikséges antifungalis szer koncentracioja a legmagasabb

sztatin-koncentracioval kombindlva 0,03 pg/ml ala csokkent (59. Melléklet).

29. Tablazat. A legjelentdsebb nystatin/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio

szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)

NYS/
0,03 25 1,0 ADD 55+3,2%

SZIM
NYS/ 0,5 25 1,8 SZIN 100%
FLUV 0,03 25 1,9 SZIN 70+2,2%

A nystatint fluvasztatinnal kombinalva a szinergista kolcsonhatasok dominanciajat
figyelhettilk meg. A 0,5 pg/ml-es koncentracidoban a nystatin 6nmagaban alkalmazva 31%-os
gatlast volt képes kifejteni, de a novekvd fluvasztatin-koncentracioknak kdszonhetéen ez a
gatld hatds fokozatosan elérte a 100%-ot. A nystatin MICso-értékét 0,5-1 pg/ml-es
koncentracio-tartomanyban hataroztuk meg, de a kdlcsonhatasoknak koszonhetden ez az érték
is jelentésen csokkent, egészen 0,03 pg/ml ala. A fluvasztatin onmagaban is képes kis
mértékben gatolni a C. tropicalis ndvekedését (60. Melléklet).

A nystatint pravasztatinnal, roszuvasztatinnal, atorvasztatinnal és lovasztatinnal
kombindlva az additiv kolcsonhatasok voltak a jellemzoéek, de ezek egyike sem okozta a

nystatin antifungalis hatdsanak jelentds valtozasat.
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5.3.5.7. A terbinafin kombindldsa sztatinokkal (30. Tablazat)

A terbinafin/szimvasztatin kombindcioban az additiv hatdsok dominaltak. A
szinergista kombinaciok nem valtoztattak meg jelentdésen az antifungilis szer dnmagaban
kifejtett gatldo hatdsat. A 100%-os gatlashoz sziikséges terbinafin-koncentraciét nem
befolyasoltak a kolcsonhatdsok, azonban az antifungalis szer MICsp-érték eléréséhez
onmagdaban is képes szamottevéen gatolni a novekedést (61. Melléklet).

A terbinafin/fluvasztatin kombinaciot elsésorban additiv kdlcsonhatasok jellemezték.
A 4 pg/ml-es koncentracioban a terbinafin antifungalis hatdsa 87%-os gatlast eredményezett,
de a novekvO fluvasztatin-koncentraciokkal ez a hatds folyamatosan emelkedve elérte a
100%-ot. A MICsp-érték eléréséhez sziikséges terbinafin-koncentraciéo 2-4 pg/ml-rél 0,015
pg/ml ala csokkent. A fluvasztatin 6nmagéaban alkalmazva is képes volt kis mértékben gatolni

a vizsgalt izolatum novekedését (62. Melléklet).

30. Tablazat. A legjelentdsebb terbinafin/sztatin kombinaciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio

szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)

TERB/
1 25 1,0 ADD 56+3,3%

SZIM
TERB/ 4 25 1,1 ADD 100%
FLUV 0,015 6,25 1,3 ADD 60+1,5%
TERB/ 4 25 1,4 ADD 100%
ROSU 1 25 1,6 SZIN 57£2,1%

A terbinafin/roszuvasztatin kombinéciot additiv és szinergista hatasok jellemezték. Az
additiv kolcsonhatasoknak koszonhetden a 100%-os gatlas eléréséhez sziikséges terbinafin-
koncentracid6 4 upg/ml-re csokkent. A szinergista kombinaciok a MICsp-érték eléréséhez
sziikséges terbinafin-koncentraciot 2-4 pg/ml-r6l 0,5-1 pg/ml-re csokkentették (63.
Melléklet).
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A terbinafint pravasztatinnal, atorvasztatinnal és lovasztatinnal kombindlva nem
tapasztaltunk olyan kolcsonhatéast, amely jelentdsen befolyasolta volna a szer dnmagaban

kifejtett antifungélis hatdsat.

5.3.5.8. A primycin kombinalasa sztatinokkal (31. Tablazat)

A primycin/szimvasztatin kombindciét szdmos szinergista és additiv kdlcsonhatés
jellemezte. A primycin gatld hatdsa a 8 pg/ml-es koncentracidban 26%-rol, a ndvekvod
primycin-koncentracio az eredeti 8-16 pg/ml-es értékrdl 1-2 pg/ml-re csokkent 25 pg/ml-es
szimvasztatin hatasara (64. Melléklet).

A primycin/fluvasztatin kombinaciot szdmos igen jelentds szinergista hatas jellemezte.
A 100%-os gatlashoz sziikséges primycin-koncentracido a 16 pg/ml-es értékrél 2 pg/ml-re
egylittmiikddéseknek kdszonhetden az antifungalis szer MICsp-érték eléréséhez sziikséges
koncentracioja 0,125 pg/ml ala csokkent szintén a legmagasabb koncentracioban alkalmazott

fluvasztatin hatasara (65. Melléklet).

31. Tablazat. A legjelentdsebb primycin/sztatin kombinéciok.

Antifungalis Sztatin Atlag Kolcsonhatas Gatlas mértéke
Kombinacio
szer (ng/ml) (ng/ml) IR tipusa (%)
PRI/ 8 25 1,4 ADD 100%
SZIM 2 25 1,7 SZIN 5140,5%
PRI/ 2 25 3,0 SZIN 100%
FLUV 0,125 25 2,0 SZIN 66£1,7%
PRI/
8 25 5,2 SZIN 86+2,8
ROSU
PRI/ 8 25 2,7 SZIN 94+1,8%
PRA 8 12,5 1,6 SZIN 53+1,3%

A primycint roszuvasztatinnal kombindlva jelentdsebb szinergista kdlcsonhatasokat
figyelhettiink meg. A 8 pg/ml-es koncentracidban a primycin énmagaban 20%-os gatld hatast

fejtett ki a vizsgalt izolatumra, de ez a hatds a ndvekvd roszuvasztatin-koncentracioval
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folyamatosan emelkedve elérte a 86%-ot. A gatld hatds emelkedésével a MICsy-érték is
eltolodott az eredeti 8-16 pg/ml-es értékrdl 4-8 pg/ml-re (66. Melléklet).
A primycint pravasztatinnal kombindlva a kolcsonhatasok foként semlegesnek

bizonyultak. Egy jelentsebb szinergista hatast tapasztaltunk 8 pg/ml-es primycin és 25

cre

crer

A primycint atorvasztatinnal ¢és lovasztatinnal kombindlva nem figyeltiink meg
jelent6s kolcsonhatasokat. A MIC-értékek nem tolodtak el, a primycin antifungélis hatasa
érvényesiilt.

A C. tropicalis CBS 94 izolatum bizonyult a legérzékenyebbnek a vizsgalt
kombinaciokban. Minden antifungalis szer esetében volt olyan interakcids partner, melynek
hatéséra jelentdsen megemelkedett az antimikotikum gatlo hatdsa. Az amfotericin B esetében
az atorvasztatin bizonyult a leghatékonyabbnak. A flukonazol esetében a roszuvasztatin, az
itrakonazol esetében a szimvasztatin hatasa volt a legkiemelkedébb. A vizsgalt C.
parapsilosis CBS 604 és C. guilliermondii CBS 566 torzsekkel ellentétben a C. tropicalis
CBS 94 izolatum esetében a grizeofulvin hatékonysagat is jelentdsebben befolydsolta egy
sztatin, a fluvasztatin. A ketokonazol antifungalis hatdsat a pravasztatin kivételével minden
vizsgalt sztatin nagymértékben megnovelte. A nystatin, terbinafin és a primycin esetében a
leghatékonyabb interakcidés partnernek a fluvasztatin bizonyult. Antagonizmust egyetlen

kombinécioban sem tapasztaltunk.
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6. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben jelentdsen megemelkedett a nem-albicans Candida fajok altal
okozott megbetegedések szdma. A kiilonbozé Candida fajok eltérd mértékii érzékenységgel
rendelkezhetnek a kiillonbozé antifungalis szerekkel szemben, ezért egyre fontosabb a pontos,
gyors, fajszintli azonositas a megfeleld terapias szer kivalasztasahoz. Kutatocsoportunk
kifejlesztett egy gyors, PCR alapu kimutatasi rendszert, mellyel a leggyakrabban eléforduléd
human patogén Candida fajok koziil kilencet lehet teljes biztonsaggal azonositani.

A kimutatasi reakciok elsd csoportjat az rDNS-génkomplexre terveztiik, és nyolc
Candida faj (C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. glabrata, C. albicans, C.
dubliniensis, C. tropicalis, C. parpapsilosis sensu lato) azonositasara volt alkalmas. Célunk
egy olyan multiplex PCR technika kidolgozasa volt, mely minden faj esetében egyedi méretii
amplikont eredményez. A nyolc fajt két csoportra osztva terveztiink egy-egy csoportra
specifikus és nyolc fajspecifikus inditoszekvenciat. Az elsé, 5,8S rRNS-régiora tervezett
kozos inditdszekvenciaval rendelkezd csoportba a C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae
¢s a C. glabrata tartozott, a masodik csoportot a C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis és
C. parpapsilosis sensu lato fajok alkottak, melyek kozos inditészekvencidjat a 18S rRNS-
régiora terveztiik. A kimutatasi reakcidkat 14 Candida faj (C. albicans ATCC 10231, C.
lusitaniae CBS 6936, C. krusei CBS 573, C. inconspicua CBS 180, C. dubliniensis CBS
7987, C. tropicalis CBS 94, C. norvegensis SZMC 198, C. pulcherrima CBS 5833, C.
glabrata CBS 138, C. parapsilosis CBS 604, C. guilliermondii CBS 566, C. zeylanoides CBS
619, C. lipolytica CBS 6124, C. norvegica CBS 4239) felhaszndlasaval teszteltiik. A reakcid
optimalizalasa utdn az altalunk felhasznalt referenciatdrzsek egyike sem eredményezett
aspecifikus terméket, és a ciklusok idejének roviditésével lehetdségiink nyilt egy
megkozelitdleg egy orat igényld program kidolgozésara.

Célkitlizéseink kozt szerepelt egy ellenérzé reakcid megtervezése is. A kimutatas
alapjaul egykdpids magi géneket valasztottunk (F7R, PLD). Az FTR gén éltalunk vizsgalt
szakasza nem bizonyult megfelelének egy megbizhat6 fajspecifikus reakcio kifejlesztésére, a
PLD génszakasz azonban lehetdvé tette a pontos kimutatdsra alkalmas inditoszekvenciak
tervezését. A reakcidkat szintén multiplex koriilményekre optimalizaltuk, de ebben az esetben
nem nyilt lehetdség olyan kozos inditoszekvencidk megtervezésére, melyek kettdnél tobb faj

esetében is alkalmazhatdak lettek volna. A vizsgélt génszakasz nem tette lehetévé az rDNS-
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génkomplexre tervezett kimutatasi reakciok 4altal azonosithatdé 0Osszes Candida faj
detektalasat. Az azonosithatdo fajok koziil hét megegyezett az rDNS-szakaszra tervezett
inditoszekvencidkkal kimutathaté fajokkal (C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei), de nem tette lehetové a C. lusitaniae
izolatumok detektalasat. Lehetdséglink nyilt egy, az utdobbi években egyre tobb fertdzést
okozo faj, a Candida kefyr kimutatasara alkalmas reakcié megtervezésére is. A kidolgozott
inditoszekvenciak minden esetben alkalmasnak bizonyultak a fajok pontos kimutatasara, és
multiplex koriilmények kozott is alkalmazhatdak voltak.

Megvizsgaltuk a reakciok érzékenységét kolonia PCR segitségével. Megkdzelitdleg
1x10* sejt/ml-es szuszpenzié felhasznalasaval tizszeres 1éptékii higitasi sort készitettiink
desztillalt vizben, melynek utolso tagja megkozelitéleg 1x10° telepképzd egység/ml volt. A
reakcidkban 1 pl-t hasznaltunk templatként. Az egyértelmli kimutatishoz sziikséges
sejtkoncentracio a 10* és 10° sejt/ml-es koncentraciok kozé esett. A PLD génszakaszra
tervezett reakcio érzékenysége a 10°-10° sejt/ml-es tartomanyban bizonyult megfelelének.

Munkéank soran megvizsgaltuk a hazai C. parapsilosis izolatumok genetikai ¢és
esetleges fenotipusos variabilitasat.

A C. parapsilosis fajon beliili genetikai variabilitasait RAPD analizissel és az rDNS-
altal tervezett, C. parapsilosis sensu lato csoportra specifikus inditoszekvencidkkal a 26
izolatum koziil 20 esetében tudtuk megerdsiteni a kordbbi azonositds eredményét. A
helytelentil azonositott izolatumok ITS szekvenciaanalizise alapjan 2 izolatum C. lusitaniae-
nek, 3 izolatum C. krusei-nek és 1 izolatum C. albicans-nak bizonyult.

A RAPD analizis soran a 20 vizsgalt izolatum kozott azonositottunk egy csoportot,
melyen beliil nem volt tapasztalhatd magas heterogenitas; tobb inditdszekvencia esetében
azonos vagy nagyon hasonl6 RAPD-mintdzatot figyelhettiink meg. Két izoldtum ettdl a
csoporttol elkiiloniilt, de szdmos esetben igen hasonldé mintazattal rendelkeztek. A késObbi
ITS analizis alapjan ez a két izolatum C. metapsilosis-nak bizonyult.

A molekularis eredményeket alatimasztotta az API 20C AUX szénforras asszimilacios
teszt is; csak a két C. metapsilosis izolatum volt képes a D-xilitolt szénforrasként felhasznalni.

A mintdk antimikotikumokkal szembeni érzékenységét Etest segitségével hataroztuk
meg. A C. metapsilosis izolatumok érzékenyebbnek bizonyultak a C. parapsilosis

izolatumoknal amfotericin B-vel és vorikonazollal szemben.
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A vizsgalt 209 Candida izolatumbol 20 tartozott a tagabb értelemben vett C.
parapsilosis fajhoz, tehat 2004-2005 soran a két korhazban a korokozé Candida torzsek 9,6
%-at ez a faj tette ki.

Specifikus PCR alapu azonositast dolgoztunk ki az rDNS-génkluszter felhasznalasaval
C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis 1zolatumok elkiilonitésére. A génbanki és
sajat szekvencidk illesztéseinek elemzésekor a C. metapsilosis szekvencidk kozott jelentdsebb
eltéréseket tapasztaltunk, melyek két csoportra osztottdk a vizsgélt izolatumokat. Az
elkiiloniil II-es csoportra specifikus inditészekvenciat terveztiink. Az inditdszekvencidk a
tesztelések soran alkalmasnak bizonyultak a fajszintli azonositasra. A tanszékiinkon talalhatod
C. parapsilosis sensu lato izolatumok kozott sikeresen azonositottunk két C. metapsilosis
torzset, melyek a Il-es csoportba tartoztak. Megvizsgaltuk két tovabbi gén, a transzlacios
elongacids faktor alfa (TEFI-a) és a 18S rRNS-gének egy-egy szakaszat. Sem a 18S rRNS-
szakaszok, sem a TEF-a génszakaszok nem bizonyultak alkalmasnak a két C. metapsilosis
csoport egyértelmii elkiilonitésére. A kdzeljovoben tovabbi gének (aktin, citokrém oxidaz,
RNS-polimeraz II) vizsgalatat tervezziik.

Célkitlizéseink kozt szerepelt egy olyan antifungélis szer/sztatin kombinacid
kimutatdsa, mely alkalmas Ilehet felilleti Candida fert6zések hatékony kezelésére.
Megallapitottuk az antifungalis szerek (amfotericin B, ketokonazol, flukonazol, nystatin,
grizeofulvin, itrakonazol, primycin, terbinafin) és a sztatinok (lovasztatin, szimvasztatin,
fluvasztatin, roszuvasztatin, atorvasztatin, pravasztatin) MIC-értékeit C. parapsilosis CBS
604, C. guilliermondii CBS 566 ¢és C. tropicalis CBS 94 izoldtumok esetében. A vizsgalt C.
parapsilosis és C. guilliermondii izolatumok vizsgalatai sordn a leghatékonyabb antifungalis
szernek a ketokonazol és az itrakonazol bizonyult, mig a sztatinok koziil a szimvasztatinnal és
a fluvasztatinnal sikeriilt jelent6sebb gatlast elérni. A C. tropicalis izolatum a nystatin-ra, az
itrakonazolra és a primycinre nézve bizonyult a legérzékenyebbnek. A sztatinok koziil szintén
a szimvasztatin ¢s a fluvasztatin volt a leghatasosabb.

A MIC-értékek megallapitasa utan elvégeztiik az in vitro kombinécids vizsgalatokat
checkerboard-titralas segitségével.

A vizsgalt C. parapsilosis CBS 604 izolatum esetében a grizeofulvin kombinacidok
egyikében sem tapasztaltunk jelentésebb kolcsonhatasokat. Az itrakonazollal és a
ketokonazollal elvégzett vizsgéalatok sordn a két antifungalis szer 6nmagaban kifejtett gatld
hatasa érvényesiilt, a kombinacidk egyikében sem tapasztaltunk antagonista kdlcsonhatdsokat.
A nystatin/sztatin kombinaciokban féként semleges kolcsonhatasokat tapasztaltunk, az

antifungalis szer hatdsa dominalt. A legtobb egyiitthatdst a terbinafinnal torténd
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kombinaciokban figyelhettiink meg, melyek altalaban az antifungélis szer MICso-érték
esetében a legjelentdsebb hatasokat az atorvasztatinnal ¢és fluvasztatinnal alkotott
kombinaciok okoztak, mig a flukonazol esetében a fluvasztatin bizonyult a leghatékonyabb
interakcids partnernek. A primycin/szatin vizsgalatokban a fluvasztatin és a szimvasztatin
bizonyult hatékonynak, mig az atorvasztatinnal elvégzett kombinaciokban jelentOs
antagonizmust figyelhettiink meg.

A C. guilliermondii CBS 566 torzs vizsgalata soran a legjelentdsebb egyiitthatasokat
az itrakonazol/sztatin kombinacidkban figyelhettiik meg. A szimvasztatin és az atorvasztatin
tobb 1épcsOvel csokkentette a teljes gatlashoz sziikséges itrakonazol-koncentraciot. Az
amfotericin B esetében az atorvasztatin, a flukonazol esetében pedig a fluvasztatin bizonyult a
leghatékonyabb interakcids partnernek. A nystatin gatlo hatdsa a vizsgalt izolatum esetében a
C. parapsilosis-hoz hasonléan nem véltozott jelentésen a kombinaciok hatdsara. A terbinafin
hatékonysagat a lovasztatin, szimvasztatin, fluvasztatin és a roszuvasztatin emelte meg
csOkkentették egy higitasi Iépcsdvel. A primycin esetében jelentds antagonizmust figyeltiink
meg a szimvasztatinnal, fluvasztatinnal és atorvasztatinnal elvégzett kombinaciok soran.

A C. tropicalis CBS 94 izolatum felhasznalasaval elvégzett kombinacios vizsgalatok
soran szamos igen jelentds kolcsonhatast figyeltiink meg. A flukonazol, a ketokonazol és az
itrakonazol hatdsa minden sztatinnal kombindlva megnétt. Az antifungélis szer tejes gatlashoz
sziikséges koncentracioi tobb 1épcsdvel csokkenthetének bizonyultak. Egyediil a pravasztatin
nem befolyasolta a 100%-os gatlashoz sziikséges flukonazol és itrakonazol-koncentraciot,
azonban a MICsp-értékek az alacsonyabb koncentracidk felé tolodtak el. Az amfotericin B
esetében az atorvasztatin és a roszuvasztatin bizonyult a leghatékonyabb interakcios
partnernek. A grizeofulvin hatdsa a fluvasztatin kombinaciokban jelentdsen megemelkedett,
de a teljes gatlast nem sikeriilt elérni. A nystatin és a terbinafin gatld hatasat a fluvasztatin
jelentésen megnovelte. A primycin esetében egyetlen kombindcidoban sem tapasztaltunk
antagonista kolcsonhatasokat. A kolcsonhatisok a szimvasztatin esetében egy, a
fluvasztatinnal torténd kombinacidkban harom higitasi IépcsOvel csokkentették a teljes
gatlashoz sziikséges primycin-koncentraciot.

A kolcsonhatasok vizsgélatai alapjan a legtobb jelentds interakcidt a fluvasztatin
hasznalataval értiik el. A flukonazol hatasat C. parapsilosis CBS 604 és C. guilliermondi CBS

566 esetében a fluvasztatin, az amfotericin B hatdsat minden vizsgalt izolatum esetében az
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atorvasztatin novelte meg a leginkdbb. A legkevésbé hatékony interakcios partnereknek a

pravasztatin €s a lovasztatin bizonyultak.
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7. Summary

The number of infections caused by non-albicans Candida species has increased
substantially during the past decades. The most predominant species causing infections in
humans is still C. albicans, but a growing number of cases due to C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii and C. lusitaniae can be observed. The change in
the species distribution can be attributed to the extensive use of fluconazole, the increasing
number of surgical interventions and the new reliable diagnostic methods. The different
Candida species can have different susceptibility profiles to antifungal drugs, therefore the
identification of the causative agent of the infection at the species level is crucial in order to

find the proper means of therapy.

The aims of this study were:

e The development of a PCR based method for the efficient identification of
eight clinically important Candida species: C. albicans, C. dubliniensis, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii and C.
lusitaniae

e The investigation of the occurence and genetic variability of clinical isolates of
C. parapsilosis in two Hungarian hospitals.

e The examination of the effect of interactions between antifungal agents and

statins on C. parapsilosis, C tropicalis and C. guilliermondii

We developed a rapid PCR-based method that allowed us to identify the most frequent
human pathogenic Candida species. The first group of the reactions is based on the
amplification of part of the rDNA complex. With these reactions we were able to detect and
identify eight Candida species: C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. glabrata C.
albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis and C. parpapsilosis sensu lato. Our aim was to design
a multiplex PCR that yields identical amplicons from every Candida species. We divided the
eight species into two groups and designed two common and eight species specific primers.
The first common primer was designed to bind to the 5.8S region of the rDNA complex and

targeted C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae and C. glabrata. The second common
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primer was developed on the basis of sequences of the 18S rRNA gene and targeted C.
albicans, C. dubliniensis C. tropicalis and the C. parpapsilosis sensu lato group. We tested
the applicability of the reaction with the involvement of 14 reference strains of clinically
relevant Candida species: C. albicans ATCC 10231, C. lusitaniae CBS 6936, C. krusei CBS
573, C. inconspicua CBS 180, C. dubliniensis CBS 7987, C. tropicalis CBS 94, C.
norvegensis SZMC 198, C. pulcherrima CBS 5833, C. glabrata CBS 138, C. parapsilosis
CBS 604, C. guilliermondii CBS 566, C. zeylanoides CBS 619, C. lipolytica CBS 6124 and
C. norvegica CBS 4239. Following the optimization of the reaction, no false positive bands
were obtained with any of the reference strains. By the optimization of the cycles of the
reaction we were able to design a nearly one—hour-long PCR.

Our second aim was to develop a control reaction. Two single copy genes, F'TR (high
affinity iron permease) and PLD (phospholipase D) were chosen as targets. The examined
part of the F7R gene failed to be suitable for the development of a reliable detection system,
while the analyzed region of the PLD gene allowed us to design species specific primers. We
were not able to design a control reaction suitable for the detection of all species, detected by
the previous PCR targeting the rDNA complex. Seven of the eight species were identical
except C. lusitaniae, and we developed specific primer for C. kefiyr, which is also an
emerging human pathogen. We designed four common primers for C. albicans/C.
dubliniensis, C. glabrata/C. kefyr, C. tropicalis/C.guilliermodii and C. parapsilosis/C. krusei,
as well as eight species specific primers. The developed primer sets were used dependably for
the detection of the eight species in single or multiplex PCR.

We investigated the sensitivity of the reactions using colony PCR. A six-step tenfold
serial dilution was prepared in distilled water from a suspension with a concentration of 10°
cells/ml. One pul from each step of the dilution was added to each reaction. The sensitivity of
the reactions fell into the range of 10* and 10° CFU/ml, while in the case of the reaction based
on the PLD gene it was one step lower (10°-10° CFU/ml).

In the next part of our study we examined the prevalence and genetic variability of
Hungarian clinical isolates of C. parapsilosis. The genetic variability of C. parapsilosis sensu
lato isolates was examined using random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis and
the sequence analysis of the internal transcribed spacer (ITS) region of the rDNA gene cluster.
Altogether, 209 Candida isolates derived from blood samples from two Hungarian hospitals,
located in Debrecen and Pécs were examined. Among the previously identified 26 C.
parapsilosis isolates 20 were found to belong to the C. parapsilosis sensu lato group using the

species-specific primer pair developed by Luo and Mitchell (2002). The sequence analysis of
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the ITS region revealed the identity of the rest of the isolates as C. lusitaniae, C. krusei, and
C. albicans (2, 3 and 1 strains, respectively). RAPD analysis of the isolates was carried out by
using 21 random decamer primers. The genetic variability observed among the isolates was
low: the majority of the isolates exhibited highly similar or identical RAPD patterns with
most primers tested. Two of the isolates showed higher variability compared to the main
group, and could also be distinguished from other C. parapsilosis isolates using the C.
parapsilosis group I-specific primer pair, developed by Pontieri ef al. (2001). According to
the ITS sequence analysis the two isolates were identified as C. metapsilosis. The two species
were also distinguishable by the API 20C AUX kit. The C. metapsilosis isolates were found
to be able to utilize D-xylitol. We examined the antifungal susceptibility profiles of isolates
belonging to the C. parapsilosis sensu lato group using the Etest method. The C. metapsilosis
isolates were found to be more susceptible to amphotericin B and voriconazole than the C.
parapsilosis strains. Among the examined isolates 9.6% of Candida infections were found to
be caused by C. parapsilosis sensu lato in our survey at two Hungarian hospitals. Two of
these isolates were found to belong to the recently described species C. metapsilosis.

We developed a PCR-based identification method allowing the differentiation between
the members of the C. parapsilosis sensu lato group. The target sequence was the ITS region
of the rDNA gene complex. During the examination of the sequences of the strains from our
culture collection in comparison with corresponding sequences from the NCBI GenBank
database, we found high variability between C. metapsilosis isolates. Based on the differences
in the variable ITS1 region the C. metapsilosis isolates could be divided into two groups. We
developed a PCR-based technique specific for the distinct groups. Among the strains in our
collection we found two isolates belonging to the second group of the C. metapsilosis isolates.
We examined two further genes, the translation elongation factor 1 alpha (TEFI-a) and the
18S rRNA genes. Although the TEFI-o sequences were variable in certain positions none of
them were able to distinguish reliably between the two groups. We are planning to examine
further genes (actin, cytochrome oxidase, RNA polymerase II) to elucidate the differences
between the two groups.

We examined the effects of interactions of antifungal agents and statins on C.
parapsilosis CBS 604, C. guilliermondii CBS 566 and C. tropicalis CBS 94 strains. Our aim
was to discover effective combinations that can be used to treat skin infections caused by
Candida species. We determined the MIC (Minimal Inhibitory Concentration) values of eight
antifungal drugs (amphotericin B, ketoconazole, fluconazole, nystatin, griseofulvin,

itraconazole, primycin, terbinafine) and six statins (lovastatin, simvastatin, fluvastatin,
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rosuvastatin, atorvastatin, pravastatin) for the three species. In the case of C. parapsilosis and
C. guilliermondii the most effective antifungal agents were ketoconazole and itraconazole,
among the statins simvastatin and fluvastatin caused the highest inhibition in the growth. In
the case of C. tropicalis, nystatin, itraconazole and primycin appeared to be the most effective
antifungal drugs. Among the statins, simvastatin and fluvastatin were the most efficient.

Following the determination of the MIC values we examined the effects of the
interactions between the statins and the antifungal agents using the checkerboard-titration
method.

In the case of the examined C. parapsilosis CBS 604 isolate the griseofulvin/statin
combinations did not result in interactions. In the combination of itraconazole and
ketoconazole with statins the antifungal agents dominated, antagonistic interactions were not
observed. The nystatin/statin combinations resulted in a neutral interaction, with the
dominance of the antifungal agent. The highest number of interactions were detected in the
terbinafine combinations. The MICs, values were lowered by the statins by one dilution step.
In the case of amphotericin B the strongest interactions were achieved in the combinations
with atorvastatin and fluvastatin, while in the case of fluconazole the combination with
fluvastatin was the most effective. In the combinations of primycin with statins, fluvastatin
and simvastatin were the best interaction partners, but in the case of atorvastatin strong
antagonism was observed.

In the case of C. guilliermondii CBS 566, the most effective interactions were
observed in the itraconazole/statin combinations. Simvastatin and atorvastatin lowered the
concentration needed for the total inhibition of growth by several dilution steps. For
amphotericin B the best interactions were caused by atorvastatin. In the case of fluconazole,
fluvastatin increased the effect of the antifungal agent the most efficiently. The inhibition of
growth caused by nystatin was not affected by statins significantly. The effectiveness of
terbinafine was affected mostly by lovastatin, simvastatin, fluvastatin and rosuvastatin. These
statins lowered the terbinafine concentration needed for the 50% inhibition by one dilution
step. High antagonism was observed in the case of primycin combined with simvastatin,
fluvastatin and atorvastatin.

The most significant interactions were observed in the combinations tested with the C.
tropicalis CBS 94 isolate. The antifungal effect of fluconazole, ketoconazole and itraconazole
were increased notably by almost every statins. The MIC values were lowered by several
dilution steps. Pravastatin did not affect the MIC values but the MICs, values were lowered

by one or two dilution steps. In the case of amphotericin B the most effective interaction
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partners were atorvastatin and rosuvastatin. The antifungal effect of griseofulvin was
increased by fluvastatin but the total inhibition was not achieved. The effect of nystatin and
terbinafine was also raised by fluvastatin notably. Antagonism was not observed in the
primycin/statin combinations. The interactions with simvastatin lowered the MIC values by
one dilution step. Fluvastatin lowered the concentration of primycin needed for the complete
inhibition by three dilution steps.

In conclusion, the most effective interaction partner was the fluvastatin. The antifungal
effect of fluconazole was raised substantially by fluvastatin in the experiments carried out
with C. parapsilosis CBS 604 and C. guilliermondii CBS 566. The effect of amphotericin B
was increased significantly by atorvastatin on all the examined isolates. The least effective

interaction partners were pravastatin and lovastatin.
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10. Mellékletek

A tablazatokban a kontroll novekedéséhez (100%) viszonyitott, atlagolt gatlasi szazalékokat
abrazoltuk, és feltiintettiik a fontosabb kdlcsonhatasokat, illetve az azokhoz kotddé gatlési

szazalékok kozotti szorasokat.

Jelmagyarazat:

D = 90% feletti gatlas
=50% ¢és 90% kozotti gatlas
=20% ¢és 50% kozotti gatlas

. = 20% alatti gatlas

Sz = Szinergista kolcsonhatas (IR >1,5)

A = Additiv kolcsonhatas (IR 0,5-1,5)
Ant = Antagonista kdlesonhatés (IR <0,5)
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Az antifungalis szerek és a sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata C. parapsilosis CBS 604 izolatum esetében

1. Melléklet. Az amfotericin B/szimvasztatin kombindcio sordn mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

SZIM Konc.

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 ng/ml

AMB Konc.

100 100 100 100 86 A 59+3,9%
100 100 100 100 85 A 58+4,2%
100 100 100 100 85 Sz 60+4,5%
100 100 100 100 84 Sz 59+2,9%
100 100 100 100 88 Sz 58+3,7%
100 100 100 100 87 Sz 59+3,9%
100 100 100 100 88 Sz 58+3,4%
100 100 100 100 73

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

2. Melléklet. Az amfotericin B/fluvasztatin kombindci6 soran mért gatlasi szdzalékok atlaga C. parapsilosis esetében

FLUV Konc.

100 100 100 100 Sz 92+1,4% | A 50£2,7%
100 100 100 100 S7.93£1,3% | A 53+£2,3% 12,5 pg/ml
100 100 100 100 S7.94+0,9% | A 55+2,5% | Sz 54£1,2% 6,25 pg/ml
100 100 100 100 S7.93£1,1% | A 58+1,4% | Sz 53£1,7% 3,125 pg/ml
100 100 100 100 Sz 94+0,9% | Sz 71+1,7% | Sz 59+2,1% | Sz 51+0,6% 1,56 pg/ml
100 100 100 100 Sz 95+0,5% | Sz 79+1,1% | Sz 60+2,5% | Sz 55+1,2% 0,78 pg/ml
100 100 100 100 Sz 96+0,7% | Sz 79+1,8% | Sz 66+2,7% | Sz 52+1,1% 0,39 pg/ml
100 100 100 100

AMB Konc. | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml
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3. Melléklet. Az amfotericin B/atorvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

AMB Konc.

ATOR Konc.

12,5 pg/ml

Sz.70£0,9% | Sz 57+0,2% 6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

0,39 pug/ml

100 100 100 100 S7.96+0,2% | Sz 70£1,2% | Sz 64+0,6%
100 100 100 100 Sz 96+03, % | Sz 70+£0,7% | Sz 57+0,5%
100 100 100 100 Sz 99+0,7%

100 100 100 100 Sz 100 Sz 70+0,8% | Sz 55+0,4%
100 100 100 100 Sz 100 Sz 74%0,7% | Sz 58+0,4%
100 100 100 100 Sz 100 Sz 76+0,4% | Sz 60+0,7%
100 100 100 100 Sz 100 Sz 75+0,2%

100 100 100 100 57

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml 1 pg/ml 0,25 pg/ml

0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | O pg/ml

4. Melléklet. Az amfotericin B/roszuvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

AMB Konc.

ROSU Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

0,39 pg/ml

100 100 100 100 Sz 79+0,8%
100 100 100 100 Sz 74+1,9%
100 100 100 100 Sz 74£3,1%
100 100 100 100 Sz 76+4,8%
100 100 100 100 Sz 78+2,4%
100 100 100 100 Sz 73£2,6%
100 100 100 100 A 59+0,3%
100 100 100 100 54

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml
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5. Melléklet. A flukonazol/szimvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

FLUK Konc.

100 100 100 100 100 100 A 94+2,1%
100 100 100 100 100 100 A 90+0,4%
100 100 100 100 100 100 A 85+1,4%
100 100 100 100 100 100 75

100 100 100 100 100 100 68

100 100 100 100 100 100 63

100 100 100 100 100 100 62

100 100 100 100 100 100 63

64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

0,5 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

SZIM Konc.
25 pg/ml
12,5 pg/ml
6,25 png/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

6. Melléklet. A flukonazol/fluvasztatin kombindci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

FLUK Konc.

100 100 100 100 100 100 A 100

100 100 100 100 100 100 A 91+4,4%
100 100 100 100 100 100 A 90+3,2%
100 100 100 100 100 100 87

100 100 100 100 100 100 79

100 100 100 100 100 100 87

100 100 100 100 100 100 30

100 100 100 100 100 100 79

64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

Sz 65+3,3%

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
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7. Melléklet. A flukonazol/atorvasztatin kombindcioé soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

FLUK Konc.

ATOR Konc.
100 100 100 100 100 100 A 93+1,0%
100 100 100 100 100 100 83 12,5 pg/ml
100 100 100 100 100 100 81 6,25 pg/ml
100 100 100 100 100 100 82 3,125 pg/ml
100 100 100 100 100 100 74 1,56 pg/ml
100 100 100 100 100 100 77 0,78 pg/ml
100 100 100 100 100 100 80 0,39 pg/ml
100 100 100 100 100 100 78
64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

8. Melléklet. A nystatin/fluvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

NYS Konc.

FLUYV Konc.

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 100 A 52+0,3%
100 100 100 Sz 55+1,1%
100 100 100 Sz 56+3,9%
100 100 100 Sz 56+2,0%
100 100 100 Sz 55+1,3%
100 100 100 Sz 58+2,3%
100 100 100 Sz 54+1,9%
100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

0,39 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml
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9. Melléklet. A terbinafin/szimvasztatin kombinacié sordn mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

TER Konc.

SZIM Konc.

12,5 pg/ml

100|100 [100 [ A 86£1,1% | A 64+0,9%
100|100 [100 | A 80£0,3% | A 58+1,1%
100 [100  [100 | A 81£0,5% | Sz 59+0,7%
100 [100 [100 | A 76£0,3%

100 [100 [100 | A 70+0,4%

100 [100 [100 |66

100 |100 [100 |64

100 |100 [100 |65

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

10. Melléklet. A terbinafin/fluvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szdzalékok atlaga C. parapsilosis esetében

TER Konc.

100 100 100 A 97+0,2% | A 73+0,8%
100 100 100 A 92+0,7% | A 53£1,0%
100 100 100 A 85+0,7% | A 51+1,1%
100 100 100 72

100 100 100 64

100 100 100 67

100 100 100 67

100 100 100 62

8 ng/ml | 4 pg/ml | 2pug/ml | 1 pg/ml

FLUYV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

117



11. Melléklet. A terbinafin/atorvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

TER Konc.

100 100 100 91 Sz70+2% | Sz 51+2,7%

100 100 100 91 Sz 70+1,9% | Sz 50+2,3%

100 100 100 90 Sz 78£1,5% | Sz 51+2,7%

100 100 100 91 Sz 71£1,4% | Sz 51+3,0%

100 100 100 91 Sz 71+2,7% | Sz 51+3,7%

100 100 100 92 Sz 72+2,8% | Sz 55+3,3%

100 100 100 88 Sz 67+1,3% | Sz 52+2,4%

100 100 100 82

8 ng/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

ATOR Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pug/ml

12. Melléklet. A terbinafin/roszuvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

TER Konc.

100 100 100 86 A 61+3,2%
100 100 100 83 A 56+4,6%
100 100 100 85 A 57+6,3%
100 100 100 85 A 54+6,2%
100 100 100 86 A 54+4,5%
100 100 100 86 A 5545,4%
100 100 100 84 A 54+6,4%
100 100 100 80

8 ng/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml




13. Melléklet. A terbinafin/pravasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

PRAYV Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

TER Konc. | 8 pg/ml

100 100 100 79 A 65£1,7%
100 100 100 75 A 58+2,1%
100 100 100 78 A 59+3,7%
100 100 100 82 A 58+1,3%
100 100 100 81 A 57£1,1%
100 100 100 84 A 58+0,8%
100 100 100 83 A 51+1,5%
100 100 100 70
4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml

0,39 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

14. Melléklet. A primycin/szimvasztatin kombinéacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

PRI Konc.

Sz 85+0,5%

100 100 Sz 94+0,2%
100 100 Sz 87+0,2%
100 100 Sz 68+0,3%
100 100

100 100

100 100

100 100

100 100

64 pg/ml | 32 pg/ml

SZIM Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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15. Melléklet. A primycin/fluvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

100 5z 96+0,5% | Sz 79+3,5%

PRI Konc.

100

100 100

100 100

100 100

100 100

100 100

100 100

100 100

64 ng/ml | 32 pg/ml

4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

FLUV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 png/ml
0,39 pg/ml

16. Melléklet. A primycin/atorvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. parapsilosis esetében

PRI Konc.

100 78

100 96

100 100

100 100

100 100

100 100

64 ng/ml | 32 pg/ml

ATOR Konc.

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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Az antifungalis szerek és a sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata C. guilliermondii CBS 566 izolatum esetében

17. Melléklet. Az amfotericin B/lovasztatin kombinéaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

AMB Konc.

100 100 100 Sz 58+3,9%
100 100 100 Sz 57+£3,3%
100 100 100 Sz 57+2,4%
100 100 100 Sz 59+4,5%
100 100 100

100 100 100

100 100 100

100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

LOVA Konc.

12,5 pg/ml
6,25 png/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

18. Melléklet. Az amfotericin B/szimvasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

AMB Konc.

100 100 100 Sz 78+0,3%
100 100 100 Sz 78+1,0%
100 100 100 Sz 80+0,9%
100 100 100 Sz 82+1,9%
100 100 100 Sz 82+1,7%
100 100 100 Sz 82+0,3%
100 100 100 Sz 63£1,2%
100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

SZIM Konc.

12,5 pg/ml
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1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
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19. Melléklet. Az amfotericin B/atorvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

AMB Konc.

ATOR Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100

100 100 100 Sz 93+1,1%
100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

0,39 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

20. Melléklet. Az amfotericin B/roszuvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

AMB Konc.

ROSU Konc.

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

100 100 100 Sz 84+1,7%
100 100 100 Sz 84+1,5%
100 100 100 Sz 89+0,7%
100 100 100 Sz 89+1,2%
100 100 100 Sz 74+1,2%
100 100 100

100 100 100

100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml
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21. Melléklet. A flukonazol/szimvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szadzalékok atlaga C. guilliermondii esetében

FLUK Konc.

100 100 100 A100 | Sz94£7,3%
100 100 100 A 100 | Sz94+3,5%
100 100 100 A 100 |Sz92+3,6%
100 100 100 A100 |Sz95+4,2%
100 100 100 A100 |Sz76x4,1%
100 100 100 A 100 | Sz 81£2,0%
100 100 100 A 100 | Sz56%3,7%
100 100 100 74

64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml

2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

SZIM Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

22. Melléklet. A flukonazol/fluvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

FLUK Konc.

FLUV Konc.

100 100 100 A 100 Sz 100

100 100 100 A 100 Sz 73+1,6%
100 100 100 A 100

100 100 100 A 100

100 100 100 A 100

100 100 100 A 100

100 100 100 A 95+0,4%

100 100 100 69

64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml

Sz 64£0,7%

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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23. Melléklet. A flukonazol/atorvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

ATOR Konc.

100 100 100 67 A 57+0,8%
100 100 100 68 A 54£1,0%
100 100 100 70 A 51+3,7%
100 100 100 70 A 50+4,6%
100 100 100 68 A 50+4,5%

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml

100 100 100 71 A 53+£1,9% 0,78 pg/ml
100 100 100 67 0,39 png/ml
100 100 100 63

FLUK Kone. | 64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml | 8 pg/ml 2ug/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

24. Melléklet. Az itrakonazol/lovasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

LOVA Konc.
100 100 100 100 100 100 100 A 95+2,0%
100 100 100 100 100 100 100 A 80+2,1% 12,5 pg/ml
100 100 100 100 100 100 100 A 78+1,1% 6,25 pg/ml
100 100 100 100 100 100 100 A 76+2,0% 3,125 pg/ml
100 100 100 100 100 100 100 A 72+4,5% 1,56 pg/ml
100 100 100 100 100 100 100 62 0,78 pg/ml

100 100 100 100 100 100 100 65 0,39 pug/ml
100 100 100 100 100 100 100 65
ITRA Kone. | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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25. Melléklet. Az itrakonazol/szimvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100 Sz 70+5,6%
100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100 Sz 63£3,9%
100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100
100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 95+3,1%
100 100 100 100 100 100 100 A 97£1,1% | Sz 97+0,8%
100 100 100 100 100 100 100 A 97+1,5% | Sz 94£2,5%
100 100 100 100 100 100 100 A 98+1,5% | Sz 77£2,6%
100 100 100 100 100 100 100 72
ITRA Konc. | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml

0,015 pg/ml | 0 pg/ml

SZIM Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

26. Melléklet. Az itrakonazol/fluvasztatin kombindci6 sordn mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

Sz 56+0,9%

100 100 100 100 100 100 100 A 97+2,6%
100 100 100 100 100 100 100 88
100 100 100 100 100 100 100 76
100 100 100 100 100 100 100 78
100 100 100 100 100 100 100 77
100 100 100 100 100 100 100 77
100 100 100 100 100 100 100 87
100 100 100 100 100 100 100 89
ITRA Konc. | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pug/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml

0,03 pg/ml

0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml




27. Melléklet. Az itrakonazol/atorvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

ITRA Konc.

ATOR Konc.

12,5 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100 Sz 100

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz.100 Sz 100

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100 Sz100

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 100 Sz 100

100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 97£2,5% | Sz 97+0,7%
100 100 100 100 100 100 100 A 100 Sz 95+3,6% | Sz 96+1,2%
100 100 100 100 100 100 100 A 93+5,4% | Sz 66+8,5% | Sz 57+7,0%
100 100 100 100 100 100 100 77

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml

0,39 pg/ml

28. Melléklet. A nystatin/lovasztatin kombinacié soran mért gatlasi szadzalékok atlaga C. guilliermondii esetében

NYS Konc.

100 100 100 A 63+3,3%
100 100 100 A 63£2,7%
100 100 100 A 60+1,3%
100 100 100

100 100 100

100 100 100

100 100 100

100 100 100

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml

1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

LOVA Konc.
25 pg/ml
12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml
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29. Melléklet. A terbinafin/lovasztatin kombinacié sordn mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

TER Konc.

LOVA Konc.

Sz 52+4,5% 12,5 pg/ml

Sz 60+4,4% 6,25 pg/ml

S752+1,7% 3,125 pg/ml

Sz 54+1,3% 1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

0,39 pg/ml

100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

30. Melléklet. A terbinafin/szimvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

TER Konc.

SZIM Konc.

100 100 100 Sz 64+6,0%

100 100 100 Sz 70+£6,1% 12,5 pg/ml
100 100 100 Sz 61£2,7 6,25 pg/ml
100 100 100 Sz 60+4,6 3,125 pg/ml
100 100 100 Sz 55+4,5 1,56 pg/ml
100 100 100 Sz 52+1,5 0,78 pg/ml
100|100 | 100 0,39 pg/ml
100 100 100

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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31. Melléklet. A terbinafin/fluvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

TER Konc.

100 100 100 Sz 72+3,7%
100 100 100 Sz 65+0,9%
100 100 100 Sz 64+4,3%
100 100 100 Sz 66+4,1%
100 100 100 Sz 67+£2,8%
100 100 100

100 100 100

100 100 100

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

FLUYV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml

3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

32. Melléklet. A terbinafin/roszuvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

TER Konc.

100 100 100 A 57+4,0%
100 100 100 A 55+3,2%
100 100 100 A 54+2,6%
100 100 100 A 57+4,5%
100 100 100 A 58+2,1%
100 100 100 A 59+2,0%
100 100 100 A 56+3,6%
100 100 100

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

ROSU Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 png/ml
0,39 pg/ml
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33. Melléklet. A primycin/szimvasztatin kombindcioé soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

SZIM Konc.

A 76£1,7% 12,5 pg/ml
100 A 90+1,4% 6,25 pg/ml
100 100 3,125 pg/ml
100 100 1,56 pg/ml
100 100 0,78 pg/ml
100 100 0,39 pg/ml
100 100

PRI Konc. | 64 pg/ml | 32 pg/ml 16 ug/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

34. Melléklet. A primycin/fluvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

Fluv. Konc.
A 77+£5,3% 12,5 pg/ml
100 92 6,25 pg/ml
100 100 3,125 pg/ml
100 100 1,56 pg/ml
100 100 0,78 pg/ml
100 100 0,39 pg/ml
100 100
PRI Konc. | 64 pg/ml | 32 pg/ml 16 pg/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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35. Melléklet. A primycin/atorvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. guilliermondii esetében

ATOR Konc.

12,5 pg/ml

100 A 73+2,0% 6,25 pg/ml
100 A 80+3,1% 3,125 pg/ml
100 92 1,56 pg/ml
100 100 0,78 pg/ml
100 100 0,39 pg/ml
100 100

PRI Konc. | 64 pg/ml | 32 pg/ml 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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Az antifungalis szerek és a sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata C. tropicalis CBS 94 izolatum esetében

36. Melléklet. Az amfotericin B/szimvasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

AMB Konc.

SZIM Konc.

100 100 100 68 A 65+0,5% | A 61+4,2%
100 100 100 67 A 65+2,7% | 52

100 100 100 68 A 66+3,3% | 51

100 100 100 71 A 65+0,9% | 52

100 100 100 67 A 64+2,7% | 51

100 100 100 69 52 52

100 100 100 70 52 51

100 100 100 69 52 51

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml 0,5 pg/ml

A 60+0.9%

0,25 pg/ml

A 57+4,0% | A 52£1,2% | A 52+1,1% 25 pg/ml
12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml

0,39 pg/ml

0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

37. Melléklet. Az amfotericin B/fluvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

AMB Konc.

100 100 100 A 96+1,2% | A 89+4,7% | A 54+4,7%
100 100 100 A 89+3,0% | A 82+2,4% | A 56+3,2%
100 100 100 A 75+5,1% | A 65+4,5% | A 55+1,6%
100 100 100 69 55 A 54+0,4%
100 100 100 65 51 51

100 100 100 69 52 51

100 100 100 66 51

100 100 100 66 51

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml 1 pg/ml

FLUYV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml
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38. Melléklet. Az amfotericin B /atorvasztatin kombindcio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

AMB Konc.

100 100 100 A 88+1,6% | A 54+0,7% |52
100 100 100 Sz 100 Sz 100 52
100 100 100 Sz.100 Sz.100 50
100 100 100 Sz.100 Sz 100 50
100 100 100 Sz.100 Sz 100 51
100 100 100 Sz 100 Sz 100 50
100 100 100 Sz 100 $7.96+0,9% | 51
100 100 100 63 59 51
16 pg/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml 1 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

A 52+0,9%

A 5240,5%

ATOR Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml

1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

39. Melléklet. Az amfotericin B /roszuvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

AMB Konc.

100 100 100 A 73£1,1% | A 50£2,9%
100 100 100 Sz 100+ A 61+4,5%
100 100 100 Sz 100+ A 655,0%
100 100 100 Sz 100+ A 62+5,4%
100 100 100 Sz 100+ A 64+4,1%
100 100 100 Sz 100+ A 63+4,6%
100 100 100 Sz 94+1,5% | A 61£3,9%
100 100 100 62 50

16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml 2pg/ml 1 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | O pg/ml
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ROSU Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml




40. Melléklet. A flukonazol/lovasztatin kombindcio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

LOVA. Konc.

67

FLUK Konc.

FLUK Konc.

A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 89+1,5% | A 78+1,2% | A 61£2,3% | A 58+30,%

A 100 5z.100 Sz 100 5z.100 Sz 100 A 83£3,1% | A 63£1,1% | A 52+2,4% 12,5 pg/ml
A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz.100 A 80+3,4% | A 58+0,2% 6,25 pg/ml
A 91£1,5% | Sz 97+0,7% | Sz 97£0,5% | Sz 95+0,2% | Sz 90+1,0% | A 73+2,8% | A 54+0,7% 3,125 pg/ml
A 91£0,5% | Sz 93+0,6% | Sz 96£0,6% | Sz 95+0,9% | Sz 87+1,5% | A 61+2,3% 1,56 pg/ml
A 85£1,2% | Sz 82+1,1% | Sz 88+0,4% | Sz 88+0,9% | Sz 81+£0,5% | A 57£1,9% 0,78 png/ml
A T2£1,7% | A 68+£1,1% | A 74£0,4% | A 74£0,9% | A 67+1,3% 0,39 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

41. Melléklet. A flukonazol/szimvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szadzalékok atlaga C. tropicalis esetében

SZIM Konc.

A 54+2,4%

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 5z.100 Sz 94+0,4%
A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 57 92+0,4% | Sz 92+0,4%
A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 94+0,9% | Sz 85+0,2% | Sz 73+0,6%
Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 90+0,4% | Sz 76+0,4% | Sz 62+2,4%
Sz 100 Sz 100 57100 Sz 100 Sz 88+0,7% | Sz 65+4,7%

Sz 95+0,2% | Sz 93+0,2% | Sz 98+0,4% | Sz 89+0,5% | Sz 84+5,8%

A 81+0,4% | Sz 82+0,9% | Sz 84+0,7% | Sz 79+0,5% | Sz 53+4,1%

62

3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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FLUK Konc.

FLUK Konc.

42. Melléklet. A flukonazol/fluvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

A 100

Sz 100

Sz 100

Sz 92+1,5%

Sz 91+0,2%

Sz 91+0,9% | Sz 92+1,5%

Sz 91+1,7%

Sz 92+1,5%

A 100

S7 95+1,7%

Sz 83+5,4%

Sz 76£1,1%

Sz 68+5,2%

Sz 68+2,6% | Sz 66+0,2%

Sz 69+0,7%

Sz 61+5,5%

A 100

Sz 87£5,0%

A 73£5,6%

A 92+5,3%

Sz 73+4,9%

A 58+2,8%

A 85+0,9%

A 61£6,8%

A 75+1,3%
A 71£1,1%
61

A 5242,6%

A 502,4%

A 65+4,1%

A 56+4,9%

A 55£0,9%

A 51£2,1%

A 54£0,7%

0,5 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

43. Melléklet. A flukonazol/atorvasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

A 56+0,2%

Sz 100 Sz.100 57.92+0,3% | Sz 89+0,7% | Sz 86£0,9% | Sz 84+1,9% | Sz 81+1,3%
Sz 100 5z.92+0,1% | Sz 88+1,9% | Sz 90+0,8% | Sz 87+0,4% | Sz 84+1,3% | Sz 64+3,2%
Sz 100 57.92+0,6% | Sz 86+1,5% | Sz 88+0,2% | Sz 87+1,1% | Sz 86+2,7%
Sz 100 Sz 90+0,9% | Sz 85+1,7% | Sz 86+0,4% | Sz 87+1,1% | Sz 83+0,9%
Sz 100 Sz 90+2,5% | Sz 85+2,3% | Sz 86+0,4% | Sz 86+0,6% | Sz 86+0,8%
Sz.91£1,9% | A 77+4,2% | Sz 78+2,3% | Sz 77£3,8% | Sz 76+£2,3% | Sz 83+4,7%

A 79£5,7%
57

A 66£1,3%

A 62+1,1%

A 54£5,9%

Sz 77£6,7%

Sz 68+6,9%

A 53£1,9%

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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FLUYV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

ATOR Konc.

6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml




44. Melléklet. A flukonazol/roszuvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok

atlaga C. tropicalis esetében

ROSU Konc.

12,5 pg/ml

Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz.100 Sz 100 Sz.100 Sz 100 Sz 81+£0,9% | Sz 68+5,5%
Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 974+2,6% | Sz 97£1,8% | A 63£0,7% | A 60+5,8%
Sz.100 Sz 100 Sz.100 Sz.100 Sz 94+3,0% | Sz 94+£1,8% | Sz 94+£0,4% | A 59+5,1% | A 51+3,7%
Sz.100 Sz 95+0,4% | Sz 90+2,2% | Sz 87+1,5% | Sz 76+4,6% | Sz 82+5,3% | Sz 78+0,3% | A 55+2,1%
S79221,3% | S7.9120,6% | Sz 76£5,2% | S773£2,8% | A 61£1,6% | Sz 73£5,3% | S7 74+0,7% | A 56+3,3%
A T7£1,0% | A 63+3,3% | A 57+4,2% | A 64£1,2% | A 51£1,2% | A 51£3,5% | A 59+0,4% | A 55+0,9%
54 52 50

FLUK Konc. 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,125 pg/ml | 0 pg/ml

45. Melléklet. A flukonazol/pravasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

FLUK Konc.

A 66£1,5%

A 59+4,8%

A 56+4,7% | Sz 57£1,7%

A 63+3,0%

A 57+1,9%

A 53+4,9%

A 53+£2,4%

A 60£1,5%

A 51£2,6%

A 62+3,8%

A 57£2,1%

A 51+4,5%

A 57£2,6%

A 57£2,8%

A 52+2,8%

A 59+3,6%

A 58+5,4%

52

50

A 53£0,8%

4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

PRAYV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml
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46. Melléklet. Az itrakonazol/lovasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szadzalékok atlaga C. tropicalis esetében

LOVA Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

100 100 100 A 100 A 100 A 100 A 100 A 97+0,3% | A 88+1,4% | A 68+3,1%
100 100 100 A 100 A 100 A 100 A 100 A 93+4,7% | A 7243,3% | A 66£1,9%
100 100 100 A 100 A 100 A 100 A 100 A 80+£2,4% | A 71+0,9% | A 61£0,5%
100 100 100 A 100 A 100 A 100 A 93£0,3% | 75 A 69+0,9% | A 59+1,1%
100 100 100 A 100 A 100 A 98+0,2% | 76 72 A 67£2,0% | 52

100 100 100 A 98+0,9% | A 98+0,3% | A 95+0,3% | 77 72 62

100 100 100 96 93 A 91+0,3% | 73 70 57

100 100 100 92 90 83 70 71 53

ITRA Konc. | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml

0,015 pg/ml | 0 pg/ml

1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

47. Melléklet. Az itrakonazol/szimvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

SZIM Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

100 100 100 A100 |A100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 100
100 100 100 A100 |A100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 100
100 100 100 A100 | A 100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 74+0,2%
100 100 100 A100 | A 100 A 95+0,4% | A 91£1,9% | A 91£1,5% | A 79+0,5% | Sz 71+£0,5%
100 100 100 94 96 91 A 88+2,4% | A 70+£1,1% | A 84+0,7% | Sz 56+0,7%
100 100 100 94 93 91 71 70 59
100 100 100 94 93 91 70 64 59
100 100 100 95 93 87 67 63 57

ITRA Konc. | 8 ug/ml | 4 ng/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 ug/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml
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48. Melléklet. Az itrakonazol/fluvasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

ITRA Konc.

FLUV Konc.

100 100 100 A 100 |A100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 97+0,3%
100 100 100 A100 |A100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 9440,7%
100 100 100 A100 |A100 A 100 A 100 A 100 A 98+1,2% | Sz 91£1,2%
100 100 100 A100 | A 100 A 100 A 100 A 98+0,9% | A 94£1,9% | A 82+3,3%
100 100 100 93 93 A 97+£0,3% | A 98+0,6% | A 95+1,2% | A 93+1,6% | Sz 79+4,5%
100 100 100 93 93 A 97£0,3% | A 98+0,3% | A 95£2,4% | A 89+0,4% | Sz 72+4,9%
100 100 100 94 93 A 97£0,6% | A 98+0,4% | A 94+1,0% | A 82+4,3% | Sz 73+5,2%
100 100 100 93 93 87 89 82 67

8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml

6,25 pg/ml
3,125 pg/ml

0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

12,5 pg/ml

1,56 pg/ml

49. Melléklet. Az itrakonazol/atorvasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

ITRA Konc.

100 100 100 A100 |A100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 97+0,2%
100 100 100 A100 [A100 A 100 A 100 Sz100 Sz 100 Sz 97+0,7%
100 100 100 A100 | A 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 95+1,3%
100 100 100 A100 |A100 A 100 A 97£1,0% | Sz 97£1,5% | Sz 97+0,2% | Sz 97+0,8%
100 100 100 A 100 |96 A 97+0,2% | A 98+0,3% | Sz 98+1,1% | Sz 95+0,9% | Sz 85+1,8%
100 100 100 97 96 A 97+0,2% | A 9243,5% | Sz 91+2,2% | Sz 92+5,0% | Sz 84+2,3%
100 100 100 96 96 A 95+1,5% | A 87+4,1% | A 86+2,8% | Sz 86+5,3% | Sz 77+5,8%
100 100 100 96 96 71 68 60 55

8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pug/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 ug/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml
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ATOR Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml




50. Melléklet. Az itrakonazol/roszuvasztatin kombindcid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

ROSU Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

0,39 pg/ml

100 100 100 A100 |A100 A 100 A 93+0,4% | 66 61
100 100 100 A100 |A100 A 100 78 65 60
100 100 100 A100 | A 100 A 100 77 65 59
100 100 100 96 93 A 94+0,7% | 77 65 60
100 100 100 96 92 A 88+1,2% | 74 66 60
100 100 100 96 92 A 89+2,0% | 74 66 61
100 100 100 96 93 A 85+3,7% | 74 66 61
100 100 100 95 92 74 73 66 61
ITRA Kone. | 8 ug/ml | 4 ng/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml

0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

51. Melléklet. Az itrakonazol/pravasztatin kombindcid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

PRAYV Konc.

100 100 100 96 96 81 79 70 53 A 53+0,9% 25 pg/ml
100 100 100 96 96 73 75 65 60 A 52+0,4% 12,5 pg/ml
100 100 100 95 95 74 76 68 61 A 51+0,4% 6,25 pg/ml
100 100 100 95 95 73 77 70 57 A 50+0,9% 3,125 pg/ml
100 100 100 95 95 80 76 63 56 A 51+0,7% 1,56 pg/ml
100 100 100 95 95 76 74 68 64 A 51+0,3% 0,78 pg/ml
100 100 100 95 94 66 73 69 52 0,39 pg/ml
100 100 100 94 94 70 71 65 52

ITRA Konc. | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 ug/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml
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52. Melléklet. A grizeofulvin/fluvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

Sz 71£0,9%

GRIS Konc.

Sz 67+1,3%

Sz 64+1,6%

A 57£2,5%

A 55£2,5%

A 55£1,2%

FLUV Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml

0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

53. Melléklet. A ketokonazol/lovasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

LOVA Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 A 100 Sz.100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 A 81+4,6%
100 100 A 100 Sz.100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 A 97+0,3% | Sz 96+0,6% | A 70+4,1%
100 100 A 100 Sz.100 Sz 100 S7.96+0,7% | A 87+4,2% | A 85+4,1% | A 74+£3,3% | A 63+1,3%
100 100 A 100 Sz97£1,4% | A 93£1,7% | A 80+£3,4% | A 72+£3,5% | A 71+£0,6% | A 62+0,5% | A 58+0,8%
100 100 A 100 A 86+3,7% | A 75+£2,0% | 66 65 64 A 67+0,9% | A 61+1,2%
100 100 A 93+0,6% | A 70+£3,7% | 65 64 63 67 A 69£0,6% | A 59+0,9%
100 100 A 90+1,4% | 61 63 63 68 69 A 68+0,3% | A 54+1%
100 100 75 57 62 60 62 60

KETO Konc. | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml 2pug/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml

0,39 pg/ml
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54. Melléklet. A ketokonazol/szimvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

SZIM Konc.

100 100 A100 |A100 |A 100 A 100 A 100 A 100 A 100 Sz 100
100 100 A100 |[Sz100 [ Sz100 Sz 100 Sz.100 Sz 100 Sz.100 Sz.100 12,5 pg/ml
100 100 A100 |[Sz100 [ Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 90+0,9% 6,25 pg/ml
100 100 A 100 |Sz100 |Sz100 Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 81£2,9% 3,125 pg/ml
100 100 A100 |Sz100 |Sz100 Sz100 Sz 95+2,6% | Sz 92+3,1% | Sz 89+1,8% | Sz 66+5,1% 1,56 pg/ml
100 100 A 100 |Sz100 | Sz 8143,3% | Sz 83+4,0% | Sz 90+1,3% | Sz 87+0,7% | Sz 82+2,4% | A 58+2,9% 0,78 pg/ml
100 100 84 82 62 68 Sz 83£2,4% | Sz 81+3,5% | Sz 73+4,8% 0,39 pg/ml
100 100 69 66 57 57 54 55

KETO Konc. | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2ug/ml | 1 pg/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml

55. Melléklet. A ketokonazol/fluvasztatin kombinaci6 sordn mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

KETO Konc.

FLUV Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 A100 |A100 |[A100 [SZ100 |A 100 A 100 Sz 100 Sz 100

100 100 A100 [A100 [A100 [SZ100 |A100 A 100 Sz 100 Sz100

100 100 A100 [A100 [Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100

100 100 Sz100 | Sz 100 | Sz100 |Sz100 Sz100 Sz 100 Sz100 Sz 100

100 100 Sz100 | Sz 100 | Sz100 |Sz100 Sz100 Sz 100 Sz100 Sz 97+£2,2%
100 100 Sz100 | Sz 100 | Sz100 |Sz100 Sz100 Sz 100 Sz100 Sz 91£1,9%
100 100 Sz100 |Sz100 | Sz100 | Sz 100 Sz 100 Sz100 Sz 96+2,4 | Sz 85+4,0%
100 100 59 60 56 51 58 56

16 pg/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml

0,39 pg/ml
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56. Melléklet. A ketokonazol/atorvasztatin kombinaci6 soran mért gatlasi szadzalékok atlaga C. tropicalis esetében

KETO Konc.

100 100 A100 |A100 |[Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100

100 100 A100 [A100 |Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz100 Sz 100

100 100 A100 [A100 [Sz100 |Sz100 Sz.100 Sz 100 Sz 100 Sz 100

100 100 A100 |A100 |[Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 91+0,9%
100 100 A100 |A100 [Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 100 Sz 92+1,2% | Sz 89+0,9%
100 100 A100 |A100 [Sz100 |Sz100 Sz 100 Sz 89+4,1% | Sz 90+1,7% | Sz 88+1,7%
100 100 A100 |A100 | Sz100 |Sz96+3,4% | Sz 97+1,2% | Sz 88+1,7% | Sz 87+0,6% | Sz 79+5,2%
100 100 72 71 65 63 58 58

16 pg/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml 0,03 pg/ml

ATOR Konc.

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

57. Melléklet. A ketokonazol/roszuvasztatin kombinacié soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

KETO Konc.

ROSU Konc.

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz100 Sz100 Sz 100 Sz 100

100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz100

100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100

100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz100 Sz100 Sz100 Sz 100

100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 98+1,1%
100 100 A 100 A 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 100 Sz 7045,9% | Sz 68+0,9%
100 100 A 82+1,8% | A 82+0,9% | A 80+0,9% | A 71+4,4% | A 73£2,5% | A 70+2,8% | A 60£1,3% | A 58+1,8%
100 100 68 70 65 60 58 58

16 pg/ml | 8 ug/ml | 4 pg/ml 2pg/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml

0,39 pg/ml
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58. Melléklet. A ketokonazol/pravasztatin kombinacid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

PRAV Konc.

100 100 Sz 100 Sz 97+0,4% | 86 75 59 61

100 100 Sz 98+0,7% | 65 75 57 55 53 12,5 pg/ml
100 100 75 72 72 52 51 54 6,25 pg/ml
100 100 62 76 77 51 52 53 3,125 pg/ml
100 100 53 66 68 52 55 53 1,56 pg/ml
100 100 57 61 65 56 58 58 0,78 pg/ml
100 100 56 63 62 56 58 59 0,39 pg/ml
100 100 54 62 60 58 53 55

KETO Konc. | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml 2ug/ml 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0 pg/ml

59. Melléklet. A nystatin/szimvasztatin kombindcio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

SZIM Konc.
100 100 100 100 A 86+3,2% | A 53+1,8% | A 52+£1,2% | A 54+£0,9% | A 54£2,6% | A 55+£3,2%
100 100 100 100 55 12,5 pg/ml
100 100 100 100 54 6,25 pg/ml
100 100 100 100 52 3,125 pg/ml
100 100 100 100 57 1,56 pg/ml
100 100 100 100 55 0,78 pg/ml
100 100 100 100 57 0,39 pg/ml
100 100 100 100 55

NYS Konc. | 16 pg/ml | 8 pug/ml | 4 pg/ml | 2ug/ml | 1 pg/ml 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 ug/ml | 0 pg/ml
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60. Melléklet. A nystatin/fluvasztatin kombinécid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

FLUV Konc.

100 100 100 100 A100 |Sz100 57.92£3,0% | Sz 78+2,2% | Sz 78+2,2% | Sz 70£2,2%

100 100 100 100 $z100 | Sz 100 Sz 66+2,1% | Sz 60+1,5% | Sz 60£1,5% 12,5 pg/ml
100 100 100 100 Sz 100 | Sz 100 Sz 51£3,2% 6,25 pg/ml
100 100 100 100 Sz 100 | Sz 98+0,4% 3,125 pg/ml
100 100 100 100 Sz 100 | Sz 89+5,1% 1,56 pg/ml
100 100 100 100 Sz 100 0,78 png/ml

100 100 100 100 Sz 100 0,39 pg/ml
100 100 100 100 51
NYS Konc.. | 16 pg/ml | 8 pg/ml | 4 pg/ml | 2pg/ml | 1 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml 0,03 pg/ml

61. Melléklet. A terbinafin/szimvasztatin kombindcid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

SZIM Konc.
100 86 56 A 56+3,3%
100 |84 54 12,5 pg/ml
100 |81 59 6,25 pg/ml
100 77 56 3,125 pg/ml
100 78 57 1,56 pg/ml
100 79 57 0,78 pg/ml
100 |79 56 0,39 pg/ml
100 79 57

TER Konc. | 8 ug/ml | 4 pg/ml | 2pug/ml 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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TER Konc.

62. Melléklet. A terbinafin/fluvasztatin kombinécidé soran mért gatlasi szazalékok atlaga C.

tropicalis esetében

FLUV Konc.

100 A 100 A 93£1,1% | A 87+£0,2% | A 83+£0,4% | A 84%0,5% | A 76+0,8% | Sz 79+0,6% | Sz 76+0,7% | Sz 76+0,3%

100 A 96+0,5% | A 83+£0,3% | A 74+0,5% | A 71£0,8% | A 69+0,8% | A 68+0,3% | A 61+1,5% | A 66x1,7% | A 66+1,2% 12,5 pg/ml
100 A 9620,3% | A 7620,2% | A 7120,2% | A 640,6% | A 51£0,2% | A 65£0,2% | A 66£0,3% | A 60£0,3% | A 60£1,5% 6,25 pg/ml
100 | A 95£0,2% | A 64+0,3% | A 52+0,3% 3,125 pg/ml
100 | A 93+0,3% | A 67+0,3% 1,56 pg/ml
100 A 91£0,8% | A 67+0,8% 0,78 pg/ml
100 |86 A 64+2,5% 0,39 pg/ml
100 87

8 pug/ml | 4 pg/ml 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml

63. Melléklet. A terbinafin/roszuvasztatin kombindcid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

TER Konc.

ROSU Konc.

A 62+0,4%

100 A 100
100 74

100 72

100 76

100 75

100 74

100 75

100 73

8 ug/ml | 4 pg/ml

Sz 57+2,1%

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0,06 pg/ml | 0,03 pg/ml | 0,015 pg/ml | 0 pg/ml
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64. Melléklet. A primycin/szimvasztatin kombindcio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

PRI Konc.

SZIM Konc.

100 100 100 A 100 Sz 91£0,7% | Sz 51+0,5%

100 100 100 Sz 98+0,2 | Sz 53£1,5% 12,5 pg/ml
100 100 100 A 85+1,0% 6,25 pg/ml
100 100 100 A 61£0,8% 3,125 pg/ml
100 100 100 A 57+0,7% 1,56 pg/ml
100 100 100 A 59+0,5% 0,78 pg/ml
100 100 100 A 57+1,0% 0,39 pg/ml
100 100 100

64 ng/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

65. Melléklet. A primycin/fluvasztatin kombinacio soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

PRI Konc.

FLUV Konc.

100 100 100 Sz 100 Sz 100

100 100 100 Sz 100 Sz 70+0,6%
100 100 100 Sz 100 Sz 51+1,4%
100 100 100 Sz 82+3,9%

100 100 100 Sz 75+£3,1%

100 100 100 Sz 70£1,2%

100 100 100 Sz 5146,0%

100 100 100

64 ng/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml

Sz100 | Sz 93%0,3% | Sz 74£1,9% | Sz 72+2,5% | Sz 66+1,7%

12,5 pg/ml
6,25 pg/ml
3,125 pg/ml
1,56 pg/ml
0,78 pg/ml
0,39 pg/ml

0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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66. Melléklet. A primycin/roszuvasztatin kombindcid soran mért gatlasi szazalékok atlaga C. tropicalis esetében

ROSU Konc.

25 pg/ml

Sz 86+2,8%

12,5 pg/ml

6,25 pg/ml

3,125 pg/ml

1,56 pg/ml

0,78 pg/ml

0,39 pg/ml

100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
100 100 100
PRI Konc. | 64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml

2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml

67. Melléklet. A primycin/pravasztatin kombindci6 soran mért gatlasi szdzalékok atlaga C. tropicalis esetében

PRI Konc.

PRAYV Konc.
100 100 100 Sz 94+1,8
100 100 100 Sz 53+1,3 12,5 pg/ml
100 100 100 6,25 pg/ml
100 100 100 3,125 pg/ml
100 100 100 1,56 pg/ml
100 100 100 0,78 pg/ml
100 100 100 0,39 pg/ml
100 100 100
64 pg/ml | 32 pg/ml | 16 pg/ml 4 pg/ml | 2 pg/ml | 1 pg/ml | 0,5 pg/ml | 0,25 pg/ml | 0,125 pg/ml | 0 pg/ml
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