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1. Bevezetés

Az utébbi évek soran folyamatosan emelkedett az opportunista gombak okozta
invaziv fert6zések esetszama az antibiotikumokra rezisztens torzsek és az immunhianyos
betegek megnovekedett szamanak kovetkezményeként [46]. A kozponti idegrendszert
(KPI) érint6é gombafertézések nem gyakoriak, mégis az utdbbi néhany évtizedben
folyamatos novekedés figyelhetdé meg az ilyen fertézések esetszamaban [15]. A problémat
tovabb stlyosbitja az ilyen fertézések magas halalozasi aranya (80%-100%), mivel nem all
rendelkezésre a KPI-t érintd gombafertézések kezelésére, a vér-agy és a vér-gerincveldi
folyadék gaton konnyen atjutd, hatékony antifungalis szer [15, 16, 27].

Minden patogén fonalas gomba képes kdzponti idegrendszeri fertézést okozni [15],
de leggyakrabban jaromsporas gombak és az Aspergillus nemzetségbe tartozd fajok
(Aspergillus fumigatus, A. niger, A. flavus, A. oryzae, A. terreus és A. nidulans) izolalhatok
az ilyen tipusu fertézésekbdl [8, 15, 44, 45, 58, 60].

A jaromsporas gombak torzsébe tartozo fajok képesek opportunista patogénként
fertézést okozni elsésorban az immunhianyos paciensek korében [49]. Ezt zigomikdzisnak
nevezik, amelynek a leggyakoribb és legstulyosabb megjelenési formaja a KPI-t érintd
rhinocerebralis zigomikozis (kb. 30-50%) [27, 50]. A rhinocerebralis zigomikdzisokbol
leggyakrabban izolalt korokozok a Rhizopus nemzetségbe tartoznak, de mas nemzetségbe
tartozo fajokat (mint pl. az Absidia, a Rhizomucor vagy a Saksenaea nemzetség) is
izolaltak mar klinikai mintakbol [50]. A fert6zés soran a sporangiospora belégzés utjan a
felsé légutakon keresztiil jut a beteg szervezetébe, ahol a hifak néhany nap alatt a
paranazalis és orbitalis régioktol az agyig terjedhetnek. A fertézés tiinetei koz¢é tartozik a
gyorsan kezd6dé magas laz, a fejfajas, az orrfolyas, majd az agyi funkciok leéllasa és
ennek kovetkeztében a halal [18, 34, 59]. Az ilyen tipusu fertézéseknél a halalozasi arany
altalaban tallépi a 80%-ot, még a klinikumban mas szervet, szervrendszert érintd
fertézések kezelésére hatékonyan alkalmazott antifungalis szerek hasznalata ellenére is
[27].

Az Aspergillus nemzetség tagjai altal okozott, a KPI-t érint6 invaziv
gombafertézést rhinocerebralis aszpergillozisnak nevezziik. Masodlagosan 1étrejovo
gombafertdzés, ami az agyi teriileteket is érintheti. A koérokozo a fertdzés soran az
orriiregen keresztiil kozvetleniil az ércsatornakbol, vagy a véraram ttjan a tiidobol és a

gasztrointesztinalis traktusokbol jut az agyba, ami kovetkeztében ott tobb talyog alakulhat



ki. A fertdzés Ilétrejohet gy is, hogy a fej bdérén, a hallojaratban vagy az
orrmellékiiregekben megtelepedd gomba az agy felé terjed. Ez utobbi esetben, az agyban
altalaban egyetlen talyog alakul ki [45]. A betegség elérehaladtaval stlyos agyhartya- és
agyvel6gyulladas illetve koma is Kialakulhat. A leggyakoribb tiinetek: szédiilés,
gyengeség, fejfajas, zavartsag, akaratlan izomrangasok, hanyas valamint fokoz6do
tudatzavar. Az ilyen fertézésekbdl leggyakrabban izolalt korokozok az A. flavus és az A.
fumigatus [13].

A rendelkezésre allo antifungalis szerek sulyos mellékhatasainak és a KPI-be vald
gyenge behatolasuk kovetkeztében a kozponti idegrendszeri gombafertézések kezelése
nehéz [16]. Annak ellenére, hogy az amfotericin B (AMB) csak gyengén képes penetralni a
vér-agy gaton keresztill, mégis ezt a szert (gyakran azol vegyiiletekkel kombinalva)
hasznaljak egy agressziv sebészeti eljarassal egybekotve a rhinocerebralis gombafertézések
kezelésére [16, 58]. Az AMB elég toxikus, ezért intenziv terapias alkalmazéasa sulyos
mellékhatasokkal jarhat (pl.: vese- és majelégtelenség) [17, 58]. Az azol vegyiiletek
képesek az agyszovetbe és a cerebrospinalis folyadékba penetralni, de ezek terapias
alkalmazasa a sulyos, a betegséggel gyakran Osszeférhetetlen mellékhatasaik miatt
(pl.neurotoxicitas) keriilendd a KPI-t érintd gombafertézések kezelésére [16, 58].
Osszehasonlitva a gyengén penetrald echinocandinokkal, a flucitozin nagyobb
mennyiségben képes atjutni a vér-agy gaton, de Kklinikai alkalmazasat szintén korlatozzak
az els6dleges mellékhatasai (pl. hepatotoxicitas és csontveld szupresszio) [16, 58].

Mindezekbdl kovetkezden sziikség van olyan 1j, hatékonyan alkalmazhaté
antifungalis szerekre, amelyek konnyen at tudnak jutni a vér-agy és a vér-cerebrospinalis
folyadék gatakon, ezaltal képesek felhalmozodni az agyszovetekben vagy a cerebrospinalis
folyadékban, tovabba képesek szinergisztikus koélcsonhatasba 1épni klinikailag hasznalt
antimikotikumokkal, hogy ezek terapias koncentracigja (igy a mellékhatasok

kialakulasanak a kockazata is) is csokkenthetdvé valjon.

1.1. A Kkisérletek soran alkalmazott kozponti idegrendszeri és antifungalis szerek

jellemzése

1.1.1. A kozponti idegrendszeri szerek és antifungalis hatasuk

1.1.1.1. Amantadin hidroklorid (AMD)



Az amantadin egy organikus vegyiilet. Hivatalosan 1-aminoadamantan néven, a
vér-agy ¢és a vér-gerincvel6i folyadék gaton jol penetralodd szerként ismert. 1966
oktoberében Asian influenzdval (madarinfluenza HS5NI1-es varidnsa) szembeni
profilaktikus (betegségtél megvédd) szerként hagytdk jova és végil az A tipust
influenzavirus kezelésében is elismerték [13, 37, 38, 66]. 1969-ben tovabbi hatasait
fedezt¢k fel egy baleset soran, ahol a Parkinson-kor, extrapiramidalis szindroma és
akathisia (magyar jelentése nincs, tiinetei: izgatottsag, mozgékonysag, érzelmi labilitas,
ongyilkossagi €s erdszakos késztetések) tiineteinek csokkentését segitette. Az amantadin az
influenza virus altal okozott fertézések kezelésére és gatlasara hasznalt gyogyszer, de
hatasos lehet a Parkinson-kor tiineteinek kezelésében is [9, 10, 14], habar ez esetben a
hatasmodja még nem teljesen tisztazott. Az agyban nagyobb mennyiségli dopamin
felszabadulasat idézi eld, csokkenti az acetilkolin szintjét, ezaltal hozzdjarul a motoros
funkcidk végrehajtdsdhoz. Gyakran hasznaljak multiplex szklerézisban szenvedd betegek
striin tapasztalt faradtsaganak kezelésére is. Az amantadin hidroklorid egy szintetikus,
virus elleni szer, ami a sejtben a virus replikaciojat gatolja. Ahhoz, hogy a fertdzést
megakadalyozza, még a virus elszaporodasa el6tt meg kell jelennie a szernek a

szervezetben. Az A tipust influenza megel6zésére hasznaljak [55].

1.1.1.2. R-(-)-deprenil hidroklorid (R-DEP)

Az 1960-as években Magyarorszagon fedezte fel a budapesti Semmelweis Egyetem
farmakologiai professzora, Knoll Jozsef. A fenetilaminnak nevezett szerek osztalydba
tartozik. A vér-agy és a vér-gerincveldi folyadék gaton konnyen atjutd szerként ismert. Ezt
a szert a korai stddiumu Parkinson-kor, depresszido és idOskori demencia tlineteinek
kezelése soran alkalmazzak [72]. Atlagos klinikai dozisban szelektiv irreverzibilis
monoamin-oxidaz-B (MAO-B) inhibitor, azonban nagyobb doézisban ezt a specifitasat
elveszti és gatolja a monoamin-oxidaz-A-t (MAO-A) is. A szelegilint (L-deprenil)
Parkinson-kor kezelésében hasznaljak egyediil vagy kombinacioban mas szerekkel egyiitt,
leggyakrabban az L-DOPA-val és a levopodaval [51].

1.1.1.3. Valproinsav (NaVAP)

A vér-agy és a vér-gerincveldi folyadék gaton konnyen atjutd szerként ismert.

Epilepszia és bipolaris rendellenesség kezelésében hasznalt antikonvulsivum (epilepszia
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elleni szer). Gyakran hasznaljak hangulatjavitoként is [33]. A valproinsav alkalmazéasa
stlyos kockazati tényez6t jelenthet a varandds anyak esetében, ugyanis megfigyelték, hogy
a terhesség alatt valproinsavat hasznalé anyak gyermekeinek jelentdsen alacsonyabb az 1Q
szintje [39, 53, 67]. Gyakran specialis facialis valtozast is el6idézhet a magzaton, amit
fetalis valproat szindroémanak neveznek, tovabba a szert kapcsolatba hoztak az Ouvrier-

Billson szindromaként ismert betegséggel is [35, 48].

1.1.2. Antifungalis szerek és hatasaik

1.1.2.1. Amfotericin B (AMB)

Természetes eredetli antimikotikum. Eldszor Streptomyces nodosus-bol izolaltak.
Polién alapu antifungalis szer, amit intravénasan szisztémas gombafert6zések, oralisan
szajpenész kezelésére alkalmaznak. Amfipatikus vegyiilet, mivel savas ¢és bazikus
molekulakhoz egyarant képes kapcsolddni. Két tipusa van, az amfotericin A és B, azonban
a gyogyaszatban csak a B-t hasznaljak, mert ez, a masik formajaval szemben, in vivo
sokkal hatékonyabbnak bizonyult. Intravénds alkalmazasa soran sulyos vese- ¢és
majkarositd hatdst eredményezhet, ami ordlis alkalmazasnal kisebb mértékli. A
sejtmembranon ergoszterolhoz kdtve porusokat képez, amin keresztiil K* jut ki a sejtbdl,
ami végiil a sejt pusztulasdhoz vezet. Jelenleg a leghatdsosabb antifungalis készitmény,
azonban nagy dozist alkalmazasa sulyos mellékhatasokat eredményez, melyek akar

végzetesek is lehetnek [17, 23, 70].

1.1.2.2. Itrakonazol (ITZ)

Az itrakonazol egy triazol alapll intravénasan vagy oralisan alkalmazhato
antifungalis szer. A citokrom P450 oxidaz altal medialt ergoszterol bioszintézist gatolja a
gombaban, ami kovetkeztében a sejtmembran nem képes kiépiilni. Az itrakonazol
sz¢élesebb hatasspektrummal rendelkezik, mint a flukonazol és kiilondsen aktivnak
bizonyult Aspergillus fajokkal szemben. Az alkalmazott doézis tobb, mint 99%-a a
szervezetben proteinekhez kotédik és igy nem képes belépni a cerebrospinalis folyadékba,
ezért az ITZ-t nem hasznaljdk meningitis (agyhartyagyulladds) és mas kozponti
idegrendszeri fertdzés kezelésére [20]. In vitro vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy < 0,025-

0,8 pg/ml koncentraciotartomanyban gatolja az emberi szervezetben a patogén gombak
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novekedését. Nem csak antifungalis, hanem tumorellenes szerként is hatdsosnak bizonyult.
Képes a daganat méretének csokkentésére és mas kemoterdpias szerek hatékonysaganak

feljavitasara [3].

1.1.2.3. Terbinafin (TBF)

A terbinafin egy szintetikus allilamin szerkezeti antifungalis szer. Erdsen lipofil
tulajdonsagu, ezért felhalmozodik a bérben, kordmben és a zsirszovetekben. A szkvalén-
epoxiddz enzim gatlasdval megakadalyozza az ergoszterol Dbioszintézisét, ami
kovetkeztében a sejtmembran és a sejtfal nem alakul ki tokéletesen. Emiatt egyéb szterolok
¢épiilnek be a sejtmembranba, ami hatdsara megvaltozik a membranfluiditds és a
membranpermeabilitas, és ez a sejt haldldhoz vezet. Elsdsorban feliileti borfertézések
kezelésére hasznaljak 1%-os krém vagy por formajaban, de oralisan alkalmazhato
készitmény forméjaban is létezik a korom gombafertézésének a kezelésére. Ez utobbi

esetben a terbinafin majkarositd hatasaval is szamolni kell [30].



2. Célkitiizés

A kozponti idegrendszert (KPI) érintd gombafertdzések halalozéasi aranya igen
magas mivel nem all rendelkezésre a kezelésiiket el6segitd, a vér-agy és a vér-gerincvelSi
folyadék gaton kdnnyen atjutd, hatékony antifungalis szer. A problémat tovabb sulyosbitja
a széles spektrumu antibiotikumok nem megfeleld hasznalata, melynek eredményeként
rezisztens €s multirezisztens torzsek jelennek meg. Tovabbi problémat jelent az, hogy a
széles korben alkalmazott hatékony antifungalis szerek (pl. amphotericin B, azol
vegyliletek) szdmos mellékhatassal rendelkeznek és nagy dozisti alkalmazasuk sulyos
szervkarosodast eredményezhet.

Mindezekbol kovetkezden sziikkség van 1j, hatékony antifungalis szerek
kifejlesztésére. A gyodgydszatban mar hasznalt nem-antifungdalis szerként alkalmazott
készitmények, amelyek masodlagosan antifungélis aktivitdssal rendelkeznek, alkalmasak
lehetnek a gombak altal okozott fertdzések kezelésére.

Munkank soran vizsgaltuk harom, jol penetralé nem-antifungalis, KPIl szernek
(amantadin hidroklorid, AMD; R(-)-deprenil hidroklorid, R-DEP; valproinsav, NaVAP),
illetve ezek antifungalis szerekkel (amfotericin B, AMB; itrakonazol, ITZ; terbinafin,
TBF) torténé kombinacioinak in vitro gombaellenes hatasat négy-négy, a jaromsporas
gombak torzsébe (Absidia corymbifera, Rhizomucor miehei, Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis, Saksenaea vasiformis) és az Aspergillus nemzetségbe (A. fumigatus, A.
niger, A. flavus, A. oryzae, A. terreus) tartoz6 izolatummal szemben. Ezek a fajok képesek
kozponti idegrendszeri fertézést okozni [7, 44, 49, 58].

Munkénk soran vizsgaltuk:

1. Az AMD, az R-DEP ¢és a NaVAP antifungalis hatasat négy-négy, a
jaromsporas gombak torzsébe és az Aspergillus nemzetségbe tartozo
izolatummal szemben in vitro mikrodilucios modszerrel.

2. Az AMB, az ITZ és a TBF antifungalis hatasat négy-négy, a jaromsporas
gombak torzsébe és az Aspergillus nemzetségbe tartozé izolatummal szemben
in vitro mikrodilucios modszerrel.

3. A kozponti idegrendszeri gyogyszereknek (AMD, R-DEP, NaVAP) a
klintkumban alkalmazott antifungalis szerekkel (AMB, ITZ, TBF) torténd

kombinaciojanak gombaellenes hatdsat négy-négy, a jaromsporas gombak



torzsébe és az Aspergillus nemzetségbe tartozo izolatum ellen in vitro

mikrodiltcids modszerrel.



3. Anyagok és modszerek

3.1. A vizsgalatokban szereplé mikroorganizmusok

Ascomycota- tdémlds gombak torzse
Euascomycetes- valddi aszkuszos gombék osztalya

Plectomycetes (Eurotiomycetes) alosztaly

Izolatum Izolalas adatai
Aspergillus flavus (SZMC 2387) human keratomikozis
Aspergillus fumigatus (SZMC 2394) human keratomikdzis
Aspergillus nidulans (SZMC 0278) nincs adat
Aspergillus terreus (SZMC 2414) human keratomikozis

Zygomycota- jaromspdras gombak torzse

Zygomycetes- jaromsporas gombak osztalya

Izolatum Izolélés adatai

Absidia corymbifera (SZMC 95033) human nyelvfertdzés

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis human rhinocerebralis mikozis
(CBS 102.277)

Rhizomucor miehei (CBS 360.92) human mikdzis

Saksenaea vasiformis (NRRL 2443) nincs adat

Torzsgytijtemények roviditései:

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands

NRRL: Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture
Collection, Peoria, Ill.

SZMC: Szeged Microbial Collection, University of Szeged, Szeged, Hungary



3.2. Alkalmazott taptalajok és tenyésztési koriilmények

A jaromsporas gombak torzsébe és az Aspergillus nemzetségbe tartozo fajokat
malatas taptalajon (MEA: 0,25% ¢lesztd kivonat, 0,5% malata, 1% gliikkéz, 2% agar) 4 °C-
on tartottuk fenn. A nem-antifungalis ¢és antifungalis szerekkel végzett
érzékenységvizsgalatot 0,3 mg/ml L-glutaminnal kiegészitett és 0,615 M 3-(N-morfolino)-
propan-szulfonsavval (MOPS) pH=7-re pufferel RPMI 1640 tapoldatban (Sigma-Aldrich)

végeztiik el.

3.3. A vizsgalatokban felhasznalt nem-antifungalis és antifungalis szerek

3.3.1. Kozponti idegrendszeri szerek

Az amantadin hidroklorid (AMD), a R-(-)-deprenil hidroklorid (R-DEP) és a
valproinsav (NaVAP) s6 formajaban, por alakban allt rendelkezésiinkre. Ezekb6l 10240
pg/ml-es torzsoldatot készitettiink 96%-os etanollal majd ezt RPMI 1640 tapoldatban
tizszeresére higitottuk. Az igy kapott oldatbol (1024 ng/ml) felezo higitasi sort készitettliink
(1024-2 pg/ml) RPMI 1640 tapoldatban.

3.3.2. Antifungalis szerek

Az itrakonazol (ITZ) és a terbinafin (TBF) s6 formdjaban, por alakban allt
rendelkezésiinkre. Ezekb6l 1280 pg/ml-es torzsoldatot készitettiink 96%-0s etanollal, amit
RPMI 1640 tapoldatban tizszeresére higitottuk. Az igy kapott oldatbol (128 pg/ml) felezd
higitasi sort készitettiink (128-0,25 ng/ml) RPMI 1640 tapoldatban.

Az amfotericin B (AMB) kereskedelmi forgalomban kaphatd térzsoldatabol (250
ug/ml) RPMI 1640 tapoldattal, higitasi sort készitettiink (128-0,25 pg/ml, felez6 higitas).

3.4. Antimikrobialis érzékenységvizsgalat

3.4.1. Inokulum készités

A sporaszuszpenzid készitéséhez 7 napos, MEA ferde agaron ndvesztett

jaromsporas gomba és Aspergillus tenyészet felszinére 5 ml RPMI 1640 tapoldatot
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pipettaztunk és enyhe keveréssel felszuszpendaltuk benne a spdrakat, majd az igy kapott
szuszpenziot steril vattan atszirtiik és Biirker-kamraban torténd sporaszam meghatarozas

utdn RPMI 1640 tapoldatban 10° spora/ml-es koncentraciora higitottuk ki.
3.4.2. Antimikrobialis hatasvizsgalat mikrodiliciés médszerrel

A vizsgalatba bevont anyagok in vitro antimikrobialis hatasat 96 lyuka mikrotiter
lemezen 620 nm hulldamhosszusagh fény abszorbancidjaval mértiik (Jupiter HD univerzalis
mikrotiter lemez leolvasé interferenciasziirével, ASYS Hitech GmbH, Ausztria). Minden
lyuk 100 pl mintat és 100 pl 10° sejt/ml szuszpenziot tartalmazott. Spektrometriai hattér
korrekciohoz 200 pl steril tapoldatot hasznaltunk. Novekedési kontrollként 100 pl
tapoldatot és 100 pl 10° sejt/ml szuszpenziod elegyét alkalmaztuk. A mikrotiter lapokat 37
°C-on inkubaltuk és az abszorbanciat 24, illetve 48 6ra utan mértiik.

Két szer kombindacidinak vizsgalata soran a checkerboard-titralasi modszert
alkalmaztuk: Az AMD, R-DEP és a NaVAP csokkend koncentracioit (64-4 pg/ml, felez6
higitas) az ITZ-nek, a TBF-nek és az AMB-nek, az adott izolatumnak megfelel6 MIC
értékeitd] csokkend felezo higitasaival mértiik 6ssze. A sporaszuszpenzidt (10° sejt/ml) az
AMD-ben, R-DEP-ben és a NaVAP-ban készitettiik el.

A kisérleteink soran vizsgélt szer kombinaciok:
1. AMD és AMB, AMD ¢és ITZ, AMD ¢és TBF
2. R-DEP és AMB, R-DEP ¢és ITZ, R-DEP és TBF
3. NaVAP és AMB, NaVAP ¢és ITZ, NaVAP és TBF

Kisérleteinket harom parhuzamos leoltas bevonasaval végeztiik el.
3.4.3. Adatok kiértékelése

Az egyes anyagok antimikrobidlis hatdsdt az adott szer alkalmazédsa soran
bekovetkezett novekedésgatlas mértékével jellemeztiik. A ndvekedési kontrollhoz tartozo
fényelnyelés mértékét vettiik 100%-os novekedésnek minden faj esetében. Az anyagok
kozotti kolesonhatas mértékét pedig az Abbot-képlet segitségével szamoltuk ki: Ie = X+Y—
(XY/100), ahol le a vart gatlas szazalékos értéke egy adott kdlcsonhatasban, az X és az Y

pedig a kolcsonhatadsban szerepld anyagok kiilon-kiilon mért gatlasi szazalékai. Ha Io a
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mért gatlasi szazalék, akkor a kolcsonhatas mértékét (IR) az IR=lo/le hanyadossal
szamolhatjuk. Ha IR<0,5 antagonista, ha IR>1,5 akkor szinergista kolcsonhatas
feltételezhetd a két szer kozott. Ha az IR értéke 0,5 és 1,5 koz¢ esik, akkor a vizsgalt két
anyag kolcsonhatasa additiv jellegii [43].
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A vizsgalt antifungalis és nem-antifungalis szerek érzékenysége

A vizsgalatba bevont egyes anyagok novekedésgatlasi értékeit az inkubacios id6
(37 °C, 24 ¢6ra a jaromsporas gombak és 48 ora az Aspergillus fajok esetében) letelte utan
hataroztuk meg.

A TBF-re minden vizsgalt izolatum érzékenynek bizonyult (MIC=0,5-4 pg/ml). Az
ITZ (MIC=2-8 pg/ml) eltéré koncentracioinal, a Rh. microsporus var. rhizopodiformis
kivételével, minden torzs esetében teljes novekedésgatlas volt megfigyelheté. Az AMB
bizonyult a legkevésbé hatékony antifungalis szernek a vizsgalataink soran: az A. flavus-
nal, az A. fumigatus-nal (MIC=16 pg/ml) és a jaromsporas gombaknal (MIC=4-16 pg/ml)
teljes novekedésgatlast figyeltiink meg (viszonylag magas AMB koncentracioértékeknél).
Az A. terreus és az A. nidulans esetében a vizsgalt koncentracié tartomanyon beliil teljes
novekedésgatlast nem értiink el az AMB-vel (1. Tablazat).

A nem-antifungalis szerek kevésbé voltak hatasosak, mint az antimikotikumok. A
R. miehei és a S. vasiformis bizonyult a legérzékenyebb jaromsporas gomba izolatumnak
ezekre a szerekre (MIC= 512 pg/ml). Az Aspergillus izolatumok esetében, teljes
novekedésgatlast a nem-antifungalis szerekkel csak az A. fumigatus és az A. terreus
esetében sikertilt elérni 512 pg/ml R-DEP alkalmazasaval (1. Tablazat).

Az antifungalis szerek minimalisan hatékony koncentraci6 (MEC) értéke az
vizsgalt izolatumok érzékenységétél fiiggott. Az antifungalis szerek hatékonynak
bizonyultak a MIC értékeiken tul is egészen a felezé higitasi sor harmadik 1épéséig. A
nem-antifungalis szerek csak a felez6 higitasi sor masodik 1épésig voltak antifungalisan
hatékonyak.

A vizsgélatba bevont szerek MIC és MEC értékeit az 1. Tablazat foglalja 6ssze.
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1. Tablazat. A vizsgalt nem-antifungalis és antifungalis szerek minimalisan gatld és minimalisan hatékony koncentracioi (pg/ml)

Antifungalis szerek

Nem-antifungalis szerek

Fajok / Szerek AMB ITZ TBF AMD R-DEP NaVAP
Zygomycetes MIC MEC MIC MEC MIC MEC MIC _MEC MIC MEC MIC MEC
ééoce?sr)y miera (SZMC (65i25,%) 8 (881411,9%) 4 (82if,2%) >512 (732%,27%) >512 (69ﬂ2:§,65%) >512 (882%,26%)
R.miehei (CBS 360.92) 4 (45;1,6%) 2 (62i%,7%) 4 (45&?2%) °12 (853:3%%) °12 (78ﬂ2:1,67%) °12 (573:2,63%)
Rh. microsporus var.

Eg'é%pfgg%r?”;;s 16 (4713,7%) >64 (73i382,4%) 4 (78;,7%) >512 >512 (493,20%) >512 (88ﬂ5:411,25%)
2'44;;1 stormis (NRRE 4 (5412,8%) 2 (7612,5%) . (7732’5,55%) 512 (ofol,g%) 512 (48i§f36%) 512 (733:451?3%)
Aspergillus spp. MIC MEC _MIC __MEC __MIC __MEC __MIC ___MEC __MIC___MEC __MIC _ MEC
A. flavus (SZMC 2387) - 16 (8312,9%) 2 (85353?1%) 0.5 (470415?5%) >512 (88ﬂ2:§,61%) >512 (77i66£f1%) >512 (87ﬂ2:451,61%)
?é,glij _mlgatus SZME 16 (60;{7%) 4 (71i§,5%) 4 (8636?6%) >512 (622,20%) 512 (651(214:1%) >512
€é78; ulans - (SZMC 564 (80i13€f2%) 4 (88ié,6%) 4 (853:’5,%%) >512 (82365%) >512 (7251532%) >512
/;2114)terreus SZME 564 (ssfé?g%) 2 (5636?0%) . (383:’62,%%) >512 >12 (48i215()b:4%) >512 (642;20%)

Zarbjelben a gombak novekedési szazaléka lathatdo a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100%). Roviditések: AMB, amfotericin B; AMD,

amantadin hidroklorid; ITZ, itrakonazol; MIC, minimalisan gatlé koncentracio; MEC, minimalisan hatékony koncentracio; NaVAP, valproinsav;
R-DEP, R-(-)-deprenil hidroklorid; TBF, terbinafin.
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4.2. Az AMD, R-DEP, NaVAP és az antifungalis szerek kozotti kolcsonhatasok

A vizsgélt izolatumtol fiiggben az AMD-, az R-DEP- és a NaVAP kiilonb6zo
kolcsonhatasba 1épett az antifungalis szerekkel az inkubaciot kdvetden (37 °C, 24 6ra a
jaromsporas gombak és 48 oOra az Aspergillus fajok esetében) (2. és 3. Tablazat). A
jaromspoéras gomba izolatumok esetében antagonista, additiv és szinergista kdlcsonhatés
volt megfigyelheté a vizsgalatba bevont szerek kozott. A Rh. microsporus var.
rhizopodiformis esetén semmilyen kdlcsonhatas nem volt kimutathaté (2. Tablazat). Az
Aspergillus izolatumoknal a nem-antifungalis szerek elsGsorban antagonisztikus
kolcsonhatasba 1éptek az antimikotikumokkal, de additiv (A. terreus esetében az AMD ¢és
az ITZ, illetve az R-DEP ¢és az ITZ kozott) és szinergista (A. flavus és A. fumigatus
esetében az AMD, az R-DEP ¢s az ITZ, illetve az R-DEP és az AMB koz6tt,) kdlcsonhatas
is megfigyelhetd volt (3. Tablazat). Kivételt az A. nidulans képzett, amely esetében a
nem-antifungalis  szerek  antimikotikumokkal tortén6 kombinacidja  szinergista
kolesonhatast mutatott vagy a két szer nem lépett kdlcsonhatasba egymadssal a vizsgalt
koncentraciotartomanyon beliil (3. Tablazat).

Az additiv és szinergisztikus szerkombinaciok esetében a vizsgalt gomba
izolatumok ndvekedése teljesen vagy jelentdés mértékben csokkent dsszehasonlitva azzal,
amikor a nem-antifungalis szereket és az antimikotikumokat 6nmagukban alkalmaztuk

ugyanezeken a koncetracidértékeken (1., 2. és 3. Tablazat).
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cyey

izolatumokkal szemben in vitro a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100% novekedés), 24 oras 37 °C-os inkubaciot kovetden.

Fajok /
Kombinacidok

A. corymbifera (SZMC 95033)

R. miehei (CBS 360.92)

S. vasiformis (NRRL 2443)

AMB
AMD Tz

TBF

cc. (ug/ml) és IR
novekedési %

64-4+4; 0,00+0,00, ANT
100% (100-0,0%)
64-4+1; 4,34+1,93, SZIN
35-64% (50+2,8%)
64-4+1-0,25; 0,01+0,00, ANT
90-100% (99:£0,1%)

64-4+4-2: 4,81+2,88, SZIN,
52-82% (65+5,3%)
64-4+1; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)
64-4+1-0,5; 0,91+0,05, ADD
24-52% (39+4,6%)

64-4+4-2; 9,37+1,87, SZIN
24-72% (474,0%)
64-16+1, 3,40+0,92, SZIN
10-43% (24+2,8%)
64-4+1; 0,15+0,02, ANT
47-100% (85+1,1%)

AMB

R-DEP ITZ

TBF

cc. (ug/ml) és IR
novekedési %

64-4+4; 0,00£0.00, ANT
100% (1000,0%)
64-4+1; 4,02+1,57, SZIN
38-65% (57+2,6%)
64-4+1-0,25; 1,40+0,14, ADD
39-67% (50+3,4%)

NK

64-4+1-0,5; 11,51+3,54, SZIN
43-66% (60+2,9%)

64-4+1-0,5; 0,310,04, ANT
66-100% (75+3,1%)

64-4+4; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)
64-4+1-0,5; 9,66+3,16, SZIN
6-87% (48+4,3%)
64-4+1-0,5; 0,05+0,01, SZIN
80-100% (95+1,5%)

AMB

NaVAP ITZ

TBF

cc. (ug/ml) és IR
novekedési %

64-12+2; 1,53+0,15, ADD
40-55% (47+2,7%)

NK

64-4+1-0,25; 1,77+0,06, SZIN
9-15% (13+4,1%)

64-4+4; 0,00£0,00, ANT
100% (100-0,0%)
64-4+1-0,5; 9,88+1,81, SZIN
4-83% (30+2,4%)
64-4+1-0,5; 0,0040,00, ANT
100% (100-0,0%)

64-4+4; 0,00£0,00, ANT
100% (100::0,0%)
64-4+1; 4,12+0,98, SZIN
1-14% (9+4,0%)
64-4+1-0,5; 0,26+0,02, ANT
53-100% (94+0,3%)

A cellék elsd sordban a jelzett koncentracidtartomanyban megfigyelt kdlcsonhatasok atlagos mértéke (IR) és tipusa talalhato. A celldk mésodik

soraban a kolcsonhatasokban megfigyelt novekedési szazalékok minimalis és maximalis értéke, illetve zarojelben ezek atlaga lathato.

Roviditések: ADD, additiv kolcsonhatas; AMB, amfotericin B; AMD, amantadin hidroklorid; ANT: antagonista kdlcsonhatas; ITZ, itrakonazol,

NaVAP, valproinsav; NK, nincs kélcsonhatas R-DEP, R-(-)-deprenil hidroklorid; SZIN: szinergista kdlcsonhatas; TBF, terbinafin.
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3. Tablazat. Az AMD, az R-DEP, a NaVAP ¢és az antifungalis szerek eltéré koncentracioji kombinacidinak hatasa a vizsgalt Aspergillus

izolatumokkal szemben in vitro a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100% novekedés), 48 oras 37 °C-os inkubaciot kovetden.

A. flavus (SZMC 2387)

A. fumigatus (SZMC 2394)

A. nidulans (SZMC 0278)

A. terreus (SZMC 2414)

cc. (ug/ml) és IR
névekedési %

NK

64-4+1-0,5; 4,09+0,20, SZIN
0% (0+0,00%)
64-4+0,5-0,03125; 0,120,05, ANT
80-98% (91+4,5%)

64-4+4-1; 0,00+0,00, ANT
100% (100£0,0%)
NK

64-4+0,5; 0,00+0,00, ANT
100% (100£0,0%)

NK

64-4+1-0,5; 6,770,97, SZIN
32-77% (57+6,2%)

64+0,5-0,25; 1,95+0,27, SZIN
45-75% (60-+6,8%)

64-4 / 4-0,5; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)
64-4+1-0,5; 0,84+0,08, ADD
16-70% (39+5,1%)
64-4+0,5-0,125; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)

cc. (ug/ml) és IR
névekedési %

64-4+4-0,25; 0,12+0,03, ANT
92-100% (97+1,0%)
64-4+1-0,5; 1,38+0,45, SZIN
52-75% (59+3,3%)
64-4+0,5-0,03125; 0,07+0,05, ANT
55-100% (94+0,9%)

64-8+4-0,5; 2,30+0,61, SZIN
46-81% (56+5,9%)

NK

64-4+0,5-0,03125; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)

64-4+4-0,25; 35,77+4,16, SZIN
13-71% (29+7,8%)
64-4+1-0,5, 11,2842,23, SZIN
0-78%, (30+4,1%)
64-4+0,5; 3,62+1,00,SZIN
0% (0£0,0%)

64-4+4-0,5; 0,02+0,01, ANT
87-100% (99+0,3%)
64-4+1; 1,08+0,03, ADD
0% (0£0,0%)
64-4/0,5-0,125; 0,00+0,00, ANT
100% (100-£0,0%)

Fajok /
Kombinaciok
AMB
AMD ITZ
TBF
AMB
R-DEP ITZ
TBF
AMB
NaVAP ITZ
TBF

cc. (ug/ml) és IR
novekedési %

64-4+4; 0,00+0,00, ANT
100% (100+0,0%)
64-12+1-0,5; 0,00+0,00 ANT
100% (100£0,0%)
64-4+0,5-0,125; 0,08+0,08, ANT
60-100% (87+3,2%)

64-4+4-1; 0,07+0,00, ANT
71-100% (97+0,0%)

NK

64-4+0,5; 0,00+0,00, ANT
100% (100-0,0%)

NK

NK

NK

64-4+4-0,5; 0,01+0,01, ANT
96-100% (100+0,2%)
64-4+1; 0,23+0,05, ANT
69-82% (78+4,9%)
64-4+0,5-0,125; 0,07+0,02, ANT
63-100% (95+0,3%)

A cellak elsé soraban a jelzett koncentraciotartomanyban megfigyelt kolcsonhatasok atlagos mértéke (IR) és tipusa talalhato. A cellak masodik
soraban kolcsonhatasokban megfigyelt ndvekedési szazalékok minimalis és maximalis értéke, illetve zarojelben ezek atlaga lathatd. Roviditések:
ADD, additiv koélcsonhatas; AMB, amfotericin B; AMD, amantadin hidroklorid; ANT: antagonista kélcsonhatas; 1TZ, itrakonazol, NaVAP,

valproinsav; NK, nincs kolcsonhatas R-DEP, R-(-)-deprenil hidroklorid; SZIN: TBF,

szinergista kdlcsonhatas; terbinafin.
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5. Osszefoglalas

Munkank soran harom, nem-antifungalis szernek (AMD, R-DEP és NaVAP)
harom, a klinikumban alkalmazott antifungalis szerrel (AMB, ITZ és TBF) torténd
kombinacioiknak gombaellenes hatasat vizsgaltuk kozponti idegrendszeri (KPI) fert6zést
okozo Aspergillus és jaromsporas gomba izolatumokkal szemben in vitro.

A vizsgalatba bevont nem-antifungalis szerek gombaellenes hatasat jelen dolgozat
elkésziiltéig nem vizsgaltak. Az AMD, az R-DEP ¢és a NaVAP csak csekély mértékben
gatolta a vizsgalatba bevont gomba izolatumok noévekedését, azonban ezek az
antifungalisan hatékony koncentracidértékeik elérhetéek a kozponti idegrendszerben (KPI)
¢és a vérplazmaban [4, 6, 32, 36]. Ennek ellenére 6nmagukban alkalmazva nem lehetnek
hatékonyak a kozponti idegrendszeri gombafert6zések kezelésére kismértéki antifungalis
hatasuk miatt.

A szakirodalomban fellelheté korabbi munkak alapjan az AMB, az ITZ ¢és a TBF
MIC értékei 4-5 pg/ml-nek, 1-32 pg/ml-nek, illetve 0,5-64 pg/ml-nek adodtak jaromsporas
gomba izolatumok ellen [12, 21, 40, 54, 63]. Ezek az értékek az Aspergillus fajok esetében
0,12-8 ug/ml-nek, 0,03 - >16 pg/ml-nek és 0,03-16 ug/ml-nek bizonyultak [1, 11, 19, 21,
29, 41, 49]. Vizsgalataink eredményeképpen az AMB, az ITZ és a TBF MIC értékei
hasonloak voltak a fent emlitettekhez. Eltérést csak az Aspergillus fajok AMB
érzékenységében tapasztaltunk. Az A. flavus és az A. fumigatus esetében az AMB MIC
érteke 16 pg/ml volt. A vizsgalt A. nidulans és A. terreus izolatumok ellenallonak
bizonyultak ezzel az antifungalis szerrel szemben a vizsgalt koncentraciotartomanyon
beliil. Ez a megfigyelés Osszefliggésben lehet azzal, hogy az utdbbi években egyre tobb
AMB rezisztens Aspergillus torzset izolaltak klinikai mintakbol, ami az AMB rezisztencia
terjedését jelzi az Aspergillus nemzetségen beliil [7, 31, 42, 64].

Az antifungalis szerek atjutdsat a vér-agy gaton nagymértékben akadéalyozza a
molekulak mérete és egyéb fizikai-kémiai sajatossagai, tovabba az hogy képesek
irreverzibilisen a vér-agy gat transzportrendszerének tagjaihoz kotni (pl. P-glycoprotein)
[57]. Mindez azt jelenti, hogy a KPI egy viszonylag elzart kornyezet az
antimikotikumokkal szemben, és a vizsgalatainkba bevont gomba izolatumok esetében a
MIC és MEC értékeik nem érhetdék el az agyszOvetben és/vagy a cerebrospinalis
folyadékban. Abban az esetben, ha a MIC és MEC értékek magas intravénas dozis

esetében elérhetéek a KPI-ben, szamolni kell az antifungalis szerek sulyos

18



mellékhatasaival hosszan tartd terapia esetén. A cerebrospinalis folyadékban és az
agyszovetben az AMB maximalisan elérheté koncentracidja 0,033 pg/ml, illetve 5,8 pg/g
[22, 57, 62]. ITZ esetében ezek a koncentraciok 0,156 pug/ml és 1 ug/g [28, 57]. A TBF
maximalis koncentracidja az agyszovetben ~1-8 ug/g [24, 25]. A munkank soran hasznalt
szerkombinaciok koncentracidértékei elérhetéek a KPI-ben és biztonsagosan hasznalhatok
lehetnek a kozponti idegrendszeri gombafert6zések kezelésére [4, 6, 24, 25, 28, 32, 36, 57,
62].

Klinikai esetleirasok alapjan a legtobb esetben nem hatékony az AMB 6nmagéban
vagy azolokkal torténé kombinacidjanak alkalmazasa rhinocerebralis zigomikoézis és agyi
aszpergilloma kezelésére [5, 56, 58, 61, 71]. A problémat tovabb sulyosbitja, hogy a
kozponti idegrendszeri gombafertdzésekbdl izolalt antibiotikum rezisztens gomba torzsek
kialakulasdnak kovetkezményeképpen az ilyen betegségek hagyoményos antifungalis
szerekkel torténd kezelése egyre nehezebb [5, 68, 71]. Mindezek miatt sziikségessé valt 1j
hatékony, a vér-agy gaton konnyen penetrdlo az AMB-vel és az azol vegyiiletekkel
szinergisztikusan hatd, hatékony gombacllenes szerek Kkifejlesztése. Egy ilyen szeren
alapuld kombinalt antifungalis terapia hatékony és kevésbé toxikus megoldas lehet a
kozeljovében a KPI idegrendszeri gombafert6zések kezelésére [2].

A munkank soran megfigyelt kolcsonhatasok alapjan az AMD-nek, az R-DEP-nek
¢s a NaVAP-nak az AMB-vel, az ITZ-lal és a TBF-nel torténé egyiittes alkalmazasa
alkalmas lehet a KPI-i gombafert6zések hatékony kezelésére in vivo. In vitro tesztjeinkben
a vizsgalt nem-antifungalis szerek az antifungalis szerekkel additiv és szinergista
kolcsonhatasba 1éptek, ami lehetévé tette az AMB, az ITZ és a TBF csokkentett
érjiink el ahhoz, mint amit az antimikotikum 6nmagaban képes kifejteni. Azokban az
esetekben, amikor az AMB, az ITZ és a TBF az AMD-vel, az R-DEP-lel és a TBF-nal
antagonista kolcsonhatasba 1épett, az ilyen szerek egyiittes alkalmazasa nem javasolt egy
gombaellenes terdpia soran.

A szerkombinacion alapuld antifungalis terapia uj lehetéséget biztosit a gombak
altal okozott fert6zések hatékony é€s biztonsagos kezelésére [69]. Az AMD-nek, az R-DEP-
nek és a NaVAP-nak az AMB-vel, az ITZ-lal és a TBF-nel megfigyelt hatékony
kolcsonhatasi alapjan feltételezziik, hogy ezek a vegyiiletek alkalmasak lehetnek egy
szerkombinacion alapuld gombaellenes terapia kifejlesztésére tovabbi in vitro és in vivo

kisérletek utan.
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