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Bevezetés

Napjainkban megkozelitleg 2,2-3,8 milli6 gomba faj él vilagszerte, amelyek kozil mindossze
300 tekintheté human patogénnek. Az altaluk okozott infekciok csaknem 1,7 milliard embert
érinthetnek vildgszerte, ahol a betegségek sulyossaga a szuperficialistol az invaziv fertdzésekig
terjedhet. Az utébbiak mintegy 1,5 millié ember haldlaért tehetek feleléssé évente.

A humén patogén gomba fajok jelents része opportunista természetli, vagyis permanens
immunszupresszio esetében (pl. HIV fertézés, malignus daganatos megbetegedés) okozhatnak
infekciot, tovabba az invaziv orvosi beavatkozasok, a széles spektrumd antibiotikum terépia,
illetve a szerv transzplantacio is jelent6s hajlamosito tényezének tekinthet6 az opportunista
gomba fertdzések szempontjabol.

A leggyakoribb human patogén gomba fajok elsésorban a Candida nemzetségbdl keriilnek ki.
A leggyakrabban azonositott Candida faj tovabbra is a Candida albicans, amely a gomba
eredetli nyalkahartya-és invaziv fertézések kortilbeliil 70%-aért felelds vilagszerte. A Candida
fajok a normdl mikrobiom oszlopos tagjaiként, legfdképp a gasztrointesztindlis rendszerben, a
bér felszinén, illetve a ndi genitélis traktusban vannak jelen. Az utdbbi években lejatsz6do
epidemioldgiai valtozasnak koszonhetéen az Ugynevezett non-albicans fajok (C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. auris) incidencidja és prevalenciaja is fokozatosan
novekvo tendenciat mutat. Az egyes fajok megoszlasaazonban foldrajzi teriilettdl fiiggden eltérd
lehet.

Az elmult években a kiilonb6z6 beiiltetett orvostechnikai eszk6zok klinikai gyakorlatban
torténé rutinszeri alkalmazasaval a biofilm-asszocialt infekciok eléfordulasa jelentésen
emelkedett. A centrélis vénas katéterek felszinén, valamint lumenében létrejovo biofilmek
allandé gocpontjai lehetnek a szisztémas fertdzéseknek, igy a candidémia szempontjabol az
egyik legjelentésebb rizikd tényezot jelentik. A candidémia mortalitdsi aranya még mindig
elfogadhatatlanul magas, akar a 40-50%-ot is meghaladhatja (fajtdl fiiggéen) az intenziv ellatést
igénylo paciensek korében.

A Dbiofilmek kompakt szerkezetiknek koszonhetden Kkivald vedelmet biztositanak az
antifungalis szerekkel, illetve az immunrendszerrel szemben a gombasejtek szamara. Ennek
eredmeényeképpen a biofilm alapu fertézések kezelése a mai napig nagyon komoly kihivast jelent
a klinikusok szamara. A rendelkezésiinkre 4116 antimikotikumok szama erésen limitalt, rdadasul
a szisztémas infekciok terapiaja soran hasznalhaté gombaellenes szerek kdziill nem mindegyik
képes a biofilm matrixaban terapias koncentraciot elérni. A jelenleg kereskedelmi forgalomban

kaphaté antifungalis szerek kozil csak az echinocandinok és az amphotericin-B (AMB)



mutatnak fajfiigg6 biofilm ellenes aktivitast.

Tekintettel a biofilm eredetli fertézések szamanak novekedésére, valamint a multirezisztens
Candida speciesek megjelenésére, éget6 szlikség van a korabbiaktol eltéré antifungalis terapias
lehetdségek kidolgozasara. Ez alatt nem feltétleniil uj gyogyszerek szintézisére, tesztelésére €s
a klinikumba torténd bevezetésére kell gondolnunk, hanem érdemes figyelembe venni a mar
hosszu evek 6ta ismert, am mas terapias indikacioban hasznélt vegyiletek antifungalis hatasat.
Tovabbi alternativ megoldéasként szolgalhatnak a kombinacids terapiak, melyek a késébbiekben
szintén mentéovet jelenthetnek az invaziv gombas fertézések kezelése soran, akar a biofilmek
esetében is.

Korabbi kombinacids vizsgalatok alapjan a szinergista interakcié a nukleozid-analdg
nikkomycin Z (NIKZ) és egyes tradiciondlis antifungélis szerek kozott jol ismert, azonban ezek
a tanulményok kizarolag a planktonikus formakra 0Osszpontositottak. A jovo egyik
legigéretesebb biofilm ellenes kezelési eljarasa lehet a quorum-sensing (QS) megzavarasan
alapulo6 terapias stratégiak, illetve a Candida fajok &ltal szekretalt QS molekulak tradicionalis
antifungélis szerekkel torténé kombinacidja. A QS, az individuélis mikroba sejtek kozotti
kommunikéacié egy specialis formaja, amelynek koszonhetéen szamos élettani folyamat
populacio szinten szinkronizalddhat fokozva a mikréba kdzdsség tulélési esélyeit. A Candida
fajok altal szekretalt két legjelent6sebb QS molekula a farnesol (FAR), illetve a tyrosol (TYR),
amelyek meghatarozé szerepet jatszanak a Candida speciesek morfogenezisének,
virulencigjanak, valamint biofilm képzédésének szabalyozasaban. Korabbi kisérletek
eredményei alapjan, egyes QS molekuldk szuprafizioldgias koncentracioban (fiziologiastol
magasabb koncentracid) gatolhatjak a Candida biofilmek kialakulasat, tovabba a FAR és a
TYR tradicionalis antimikotikumokkal (AMB, azolok, echinocandinok) térténé kombinacioja
soran szinergista interakcio tapasztalhato egyes Candida fajok planktonikus és szesszilis alakjai

ellen.

A fent vazolt kombinacios terapiak elényt jelenthetnek az adott antifungélis szerekre csokkent
érzékenyséeget mutatd Candida speciesek altal okozott fertézések esetében is, ezért reményeink
szerint az eredményeink hozzdjarulhatnak olyan Uj, alternativ kezelési stratégiak
kifejlesztéséhez, amelyek segitségével hatékonyabban vehetjik fel a kiizdelmet a biofilm-

asszocialt fertozésekkel szemben.



Célkitizések

Vizsgéalatainkban a caspofungin (CAS) és a micafungin (MICA) Candida biofilmek elleni
hatékonysagaval kapcsolatos ismereteinket szerettilkk volna bdviteni. Szakirodalmi adatok
hianyaban, kivancsiak voltunk arra, hogy a tesztelt két, bizonyitottan biofilm aktiv
echinocandin hogyan viselkedik human szérum jelenlétében a C. albicans és a C. parapsilosis
biofilmekkel szemben. A tovabbiakban pedig olyan innovativ terapids lehetdségek
megfogalmazasara torekedtiink, amelyek segitségével a jovoben az echinocandinok aktivitasa
fokozhatd lenne, ezéltal a C. albicans és a C. parapsilosis altal okozott biofilm-asszocialt

infekcidk hatékonyabb kezelése valna lehetévé.

Kisérleteink soran az alabbiakat ttztik ki célul:

A planktonikus és a szesszilis C. albicans, illetve C. parapsilosis sejtek
CAS-nal és MICA-nal szembeni minimalis gatl6 koncentrécidinak

meghatarozasa, 50% human szérum jelenléteben.

A human szérum C. albicans és C. parapsilosis biofilmképzddésre kifejtett

hatdsanak vizsgalata

A C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek metabolikus aktivitasanak
vizsgalata CAS, valamint MICA expoziciot kovet6en, 50% human szérum

jelenlétében.

A planktonikus és a szesszilis C. albicans, illetve C. parapsilosis sejtek
CAS, MICA és NIKZ iranti minimalis gatl6 koncentréacidinak

meghatarozasa.

A CAS, a MICA és a NIKZ kozoétti in vitro interakcid vizsgalata a C.
albicans és a C. parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek

ellen.

A CAS, a MICA és a TYR minimalis gatl6 koncentracidinak
meghatarozasa planktonikus, valamint szesszilis C. parapsilosis sejtekkel

szemben.

A CAS, a MICA és a TYR kombinacidja soran fennallé in vitro
kolcsdnhatas vizsgalata, a C. parapsilosis klinikai izolatumok planktonikus

és szesszilis sejtjei ellen.



Anyagok és mddszerek

A vizsgélt izolatumok

Kisérleteink soran 15 C. albicans [1822, 2009, 456, 10431, 8568, 1544, 10072, 37181, 10763,
25784, 10781, 10431, 19954, 31401, DPL18 (echinocandin rezisztens torzs)], és 17 C.
parapsilosis sensu stricto (26977, 8190, 19680, 17820, 4133, 6999, 29042, 16895, 18154,
22913, 16879, 16977, 22482, 27001, 10252, 17432, 9613) Klinikai izolatumot, illetve harom
referencia torzset (C. albicans SC5314, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258)
vizsgaltunk. A tesztelt klinikai izolatumok minden esetben hemokultirdbdl szarmaztak.
Azonositasuk MALDI-TOF [(Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight),

(Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag)] tomegspektrométer segitségével tortént.

A planktonikus sejtek érzékenységének vizsgélata

A MICA (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a CAS (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a NIKZ
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) és a TYR (Sigma, Budapest, Magyarorszag) iranti minimalis
gatl6 koncentracié (MIC) értékek meghatarozasat standard mikrodillcids modszerrel végeztik,
a Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan.
Tapkozegként L- glutaminnal kiegészitett, hidrogén-karbonat mentes RPMI-1640-et
hasznaltunk (pH=7,0), MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav) Sigma] puffer
hozzéaadasaval).

Kisérleteink egy részében 10 C. albicans és 10 C. parapsilosis klinikai izolatum esetében 50%
human szérum (AB vércsoportu férfi, Sigma, Budapest, Magyarorszag) jelenlétében, illetve
normal RPMI-1640-ben hataroztuk meg a térzsek MICA és CAS iranti MIC értékét. A
planktonikus sejtek echinocandinokkal szembeni in vitro érzékenyseégének vizsgalatakor
mindket Candida species esetében 0,015 és 8 mg/l kdzdtti MICA és CAS koncentraciokat
teszteltlink. A NIKZ-vel végzett kisérleteink soran 0,06-32 mg/l koncentraciokat alkalmaztunk,
mig a C. parapsilosis TYR iranti érzékenységének meghatarozasakor 3,9- 1000 uM TYR
koncentracidkat vizsgaltunk. A vizsgalt gyogyszer koncentraciokat RPMI-1640 tapkdzegben
allitottuk Gssze. MIC értékek meghatarozasahoz 0,5-2,5x103sejt/ml gombaszuszpenzidkat
készitettlink, melyeket a gyogyszert tartalmazé 96 lyuku plate tregeibe mértiink. A mikrotiter
lemezeket 37 °C-on, 24 6rén keresztul inkubaltuk.

MIC értéknek azt a koncentraciot tekintettiik, ahol legalabb 50%-o0s turbiditas csokkenés volt

megfigyelhet6 a pozitiv kontrollhoz képest. A turbiditast spektrofotométer segitségéevel, 492



nm hulldmhosszon mértik, majd pedig meghataroztuk a turbiditds szazalékos valtozasat az
alabbi képlet szerint: Turbiditas = 100% x (Alreg - Ahattér) / (Agyogyszermentes lreg -
Ahattér)

A hattér azt az abszorbancia értéket jelenti, melyet a mikrotiter lemez, gombaszuszpenziot nem
tartalmazé Uregeiben mértlink. A planktonikus sejtek in vitro érzékenységének vizsgalatdhoz
mindségi kontrollként a CLSI el6irasainak megfeleléen a C. parapsilosis ATCC 22019, ésaC.
krusei ATCC 6258 referencia torzseket hasznaltuk.

Biofilm képzés

Az izolatumokat frissités céljabol, a biofilm képzés elétt két nappal Sabouraud dextr6z agarra
(SDA) oltottuk. A biofilmképzést megeldzd napon tdrzsenként, pazsitszerli szélesztést
végeztunk, szintén SDA-ra. A taptalajok 37 °C-on, 24 o6ran keresztil torténd inkubaciojat
kovetden, egy steril vattatampon segitségével a pazsitot 25 ml fiziol6gids séoldatba
szuszpendaltuk. Ezt a mtiveletet hArom mosasi 1épés kdvette, melyek mindegyike soran, 30009
fordulaton 5 percig centrifugaltuk a gombaszuszpenziokat, majd pedig a felliliszot hatarozott
mozdulattal ledntottlk, és ismét 25 ml fiziologias séoldatban vettik fel a gombasejteket. A
centrifugalasi folyamat végeztével, a gombamennyiségtdl fliggéen 5-6 ml fizioldgidssooldatot
adtunk a pellethez. A kiilonbdz6 izolatumokbél, RPMI-1640-ben, 1x108 Colony Forming Unit
(CFU)/ml gombaszuszpenziot allitottunk be Biirker kamra segitségével. Ezt kovetéen a plate
meghatarozott tiregeibe 100 ul-t mértiink az adott gombaszuszpenziébdl. A negativ kontroll
uregek kizarélag 100 ul RPMI-1640-t tartalmaztak. Végul a mikrotiter lemezeket statikusan

inkubaltuk 37 °C-on, 24 éraig.

A biofilm témegének meghatarozésa

crcr

mikrotiter lemezeket steril fizioldgias sooldattal. Ezt kovetéen a Candida sejtekre 125 ul 0,1%-
os kristalyibolya oldatot mértink, majd egy 15 perces inkubacié kdvetkezett
szobahOmérsékleten. Az Ujabb moséasi lépések végeztével, 125 pul 33%-0s ecetsavat adtunk a
plate Gregeihez, melyet ismét egy 15 perces, szobahémérsékleten torténd inkubacio kovetett.
Végil spektrofotométer segitségével (540 nm) meghataroztuk a feliiluszé (100 pl)

abszorbanciajat. Vak oldatként 100 pl 33%-o0s ecetsavat alkalmaztunk.



A human szérum hatasa a biofilm képzodésére, valamint a szesszilis sejtek antifungalis

szerekkel szembeni érzékenységének meghatarozasa 50% human szérum jelenlétében

Annak megallapitasara, hogy a kiilonb6z6 humén szérum koncentracioknak milyen hatdsa van
a Candida sejtek adhéziojara az alabbi protokollt alkalmaztuk: a biofilmek képzése soran a
standard gombaszuszpenziokat 1%, 5%, 10%, 30% es 50% human szérummal egészitettik ki,
majd a mikrotiter lemezeket kiilonboz6 ideig inkubaltuk (2, 4, 8, 12 és 24 éra). Ezt kovetden az
adott idéponthoz tartozd iregeket hdromszor mostuk steril fizioldgias séoldattal, végul pedig
XTT [2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide] assay
(VWR, Debrecen, Magyarorszag) segitségével meghataroztuk a letapadt sejtek metabolikus
aktivitast. A mosasi 1épések elvégzése utan 100 pl XTT/menadion oldatot (0,5 g/l XTT,
kiegészitve 1 uM menadionnal) adtunk a mikrotiter lemez iiregeihez, melyeket fénytol védve,
2 Orén at, 37 °C-on statikusan inkubaltunk. A biofilmek metabolikus aktivitasanak 492 nm-en
torténé méréséhez 80 pl fellluszét hasznaltunk. A kapott metabolikus aktivitas relativ
szazalékos értékeibol gorbéket készitettiink a GraphPad Prism 6.05 (GraphPad Software Inc.
La Jolla, CA, USA) alkalmazas segitségével. Minden vizsgalt idépontban a human szérum
nélkdli, normadl RPMI-1640-ben mért aktivitast tekintettik a 100%-nak. A tovabbi
vizsgalataink soran kizardlag 50% human szérummal egészitettik ki az RPMI-1640

tapfolyadékot, hogy jobban modellezhessiik az in vivo kdrnyezetet.

A szesszilis sejtek antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata soran az el6z6
nap elkészitett biofilmeket haromszor mostuk steril fiziologias so6oldattal (200 ul), majd RPMI-
1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben is meghataroztuk a MICA
és a CAS elleni MIC értéket, a korabban mar ismertetett XTT assay segitségével. A C. albicans
esetében 0,015-32 mg/l antifungélis szer koncentraciokat teszteltiink, mig a C. parapsilosis
biofilmek érzékenységének megallapitasahoz 0,015-512 mg/l echinocandin koncentraciokat
alkalmaztunk. MIC értéknek azt a legalacsonyabb antimikotikum koncentraciét vettiik alapul,
ahol legalabb 50%-0s metabolikus aktivitas csOkkenés volt lathatd a gydgyszermentes
kontrollhoz képest. A MIC érték meghatarozasat kovetden részletesen elemeztiik a C. albicans
és a C. parapsilosis biofilmek echinocandinokkal szembeni aktivitadsi mintazatat. A ,,fungal
damage assay” (gomba karosodasi vizsgalat) megallapitdsdhoz az alabbi képletet alkalmaztuk:

,fungal damage” (%) [1-kezelt sejtek abszorbanciaja/kontroll sejtek abszorbanciaja]*100.



A biofilmek antifungalis szerekkel szembeni érzékenysege

A C. parapsilosis biofilmek antifungdlis szerekkel szembeni érzékenysegének
meghatarozasahoz 8 és 512 mg/l kdzotti CAS és MICA koncentracidkat teszteltlink. Az
echinocandin érzékeny C. albicans torzsek esetében 0,015-1 mg/l echinocandin
koncentracidkat, mig az echinocandin rezisztens C. albicans izolatum (DPL18) vizsgalatakor
0,25-16 mg/l CAS és MICA koncentraciokat alkalmaztunk. A NIKZ és a TYR iranti
érzékenyseg megallapitasdhoz 0,03-8 mg/l illetve 3,9-1000 uM koncentraciokat hasznaltunk.
A korébban leirt protokoll alapjan Iétrehozott biofilmeket az inkubacios id6 elteltével
haromszor mostuk steril fizioldgias sooldattal. Az adott gydgyszer koncentraciok beallitasa
RPMI-1640-ben tortént, melyekbél a mikrotiter lemez meghatarozott Uregeibe 100 pl-t
mértiink. A kezelt biofilmeket 24 éran keresztil inkubaltuk, 37 °C-on. Ezt kovetéen a mikrotiter
lemezeket ismét haromszor mostuk fiziologias séoldattal, majd az adott szerek iranti MIC
értékek meghatarozasa a mar korabban emlitett metabolikus aktivitds mérésén alapuld XTT
assay segitségével tortént, 492 nm hullamhosszon. A szesszilis sejtek esetében MIC értéknek
azt a legkisebb koncentraciot tekintettilk, ahol legaldbb 50%-0s metabolikus aktivitas
csokkenest tapasztaltunk, a mikrotiter lemez kezeletlen, kontroll regeihez viszonyitva. A
metabolikus aktivitas szazalékos valtozasanak kiszamitasahoz, a kordbban a planktonikus
sejtek turbiditasanak meghatarozasahoz hasznalt képletet alkalmaztuk: A=100% x (Alreg -

Ahattér) / (Agyogyszermentes (reg - Ahattér).

Az antifungalis szerek, illetve a tyrosol kdzott fennallo in vitro kdlcsonhatasok vizsgélata

A planktonikus valamint a szesszilis C. albicans és C. parapsilosis sejtek esetében egyarant az
ugynevezett kétdimenzios ,,checkerboard” mikrodillcids assay-t alkalmaztuk az adott szerek
kdzott fenndlld in vitro kolcsdnhatasok vizsgalatahoz. A tesztelt koncentracié tartomanyok
megegyeztek a korabban leirt MIC meghatarozasnal hasznalt koncentraciokkal. Az interakcio
természetének definidlasdhoz a gatlé koncentracidhanyad indexet alkalmaztuk (Fractional
Inhibitory Concentration Index - FICI), melyet az alabbi képlet alapjan fejeztiink ki: XFIC
=FICA + FICB = MICA kombin&ciéban / MICA 6nmagaban + MICB kombin&cidban / MICB
6nmagaban, ahol a MICA és MICB 6nmagaban az A és a B gyogyszer MIC értéke 6nmagaban,
mig a MICA és MICB kombinécidban a két gydgyszer MIC értéke az izoeffektiv
kombinéacidban. Minden izoeffektiv kombinacio esetén meghataroztuk a FIC értéket, melyek
kozil a legalacsonyabbat tekintettik FIC indexnek, amit végiil a kovetkezdképpen

interpretaltunk: szinergista interakcionak tekintettik a kdlcsénhatast, ha a FICI<0,5 értéket vett



fel, indiferrens hatasrol 0,5<FICI<4 esetén beszélhetiink, mig antagonizmust akkor

tapasztalhatunk, ha FIC1>4.

A Candida biofilmek életképességének vizsgalata

A C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek életképességét RPMI-1640-ben, és 50% human
szérummal kiegészitett tapfolyadékban vizsgaltuk. A metabolikus aktivitas, illetve a biofilm
tdmeg eredményeit illetéen mindkét Candida species hasonld paraméterekkel rendelkezett, igy
kisérleteink soran egy-egy reprezentativ C. albicans (1544) és C. parapsilosis (26977) klinikai
izolatumot teszteltink. A biofilmeket a korabban ismertetett modon hoztuk létre RPMI-1640-
ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben, 8 Iyukd mikrotiter lemezek
tiregeibe helyezett kerek fed6lemezek feliiletén (Lab-Tek, Chamber SlideTM System, VWR,
Debrecen, Hungary). Aztan egy 24 6ras inkubéacids periodus kovetkezett, 37 °C-on. A Candida
biofilmek életképességének tanulmanyozasa mellett az €16-holt sejtek arényat is elemeztlk,
ahol epifluoreszcens vizsgalatokat vegeztink LIVE/DEAD viability kit (ThermoFisher
Scientific, USA) segitségével. A huszonnegy oras biofilmeket steril fizioldgids sooldattal
mostuk, majd az €16 sejtek festésére Syto 9-et (3,34 mmol/l dimetil-szulfoxid oldatban), mig a
holt sejtek jelolésére propidium jodidot (20 mmol/l dimetil-szulfoxid oldatban) hasznéaltunk.
Ezt kovetden a mikrotiter lemezeket fényt6l védve inkubaltuk, 37°C-on, 15 percen keresztiil.
Ennek a festési eljarasnak koszonhetden az €10 szesszilis sejtek zold, mig az elhaltak piros
szinlinek lathatoak az epifluoreszcens mikroszkop altal készitett felvételeken, aranyukbol pedig
az él6/holt sejt megoszlasra kdvetkeztethetlink. A megfestett szesszilis sejtek elemzéséhez a
Zeiss AxioScope Al mikroszkopot (Jena, Németorszag), a Zeiss AxioCam ICml kameréat
(Jena, Németorszag), valamint a ZEN lite 2012 (Jena, Németorszag) szoftvert alkalmaztuk.

A CAS, a MICA ¢és a NIKZ kombinécidjanak vizsgalata soran, eredményeink megerdsitésének
céljabol szintén életképesség assay-t végeztiink, ahol egy-egy reprezentativ C. albicans (10431)
és C. parapsilosis (17820) klinikai izolatumot hasznaltunk. A biofilmek létrehozésa, a festési
eljarasok kivitelezése, valamint a mikroszkdpban latott eredmények interpretaldsa az el6zo
bekezdésben leirtak szerint tortént. A szesszilis C. albicans sejtek kezelésekor az aldbbi
gyogyszer koncentraciokat hasznaltuk: 8 mg/l NIKZ; 0,25 mg/l CAS; 0,25 mg/l MICA, illetve
a ket tipusu szer kombinacioit (8 mg/l NIKZ + 0,25 mg/l CAS/MICA). A C. parapsilosis
biofilmek esetében pedig 8 mg/l NIKZ, 128 mg/l CAS, 128 mg/l MICA koncentréciokat,
tovabba ezek kombinacidit (8 mg/ NIKZ + 128 mg/l CAS/MICA) alkalmaztuk. A kezelési

stratégiat a ,,checkerboard” mikrodiltcios assay eredményeinek alapjan dolgoztuk ki.
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Pasztaz6 elektronmikroszkopos vizsgalatok

A C. parapsilosis biofilmek esetében az echinocandinok, illetve a TYR hatasara bekovetkezo
esetleges strukturdlis valtozasokat pasztazod elektronmikroszkdpos (scanning electron
microscope - SEM) vizsgélattal kivantuk szemléltetni, ehhez pedig egy reprezentativ torzset
hasznaltunk (16977). A biofilmeket 10 mm atmérdéji kor alaktl feddlemezek felszinén hoztuk
létre, melyeket egy napig 37 °C-on inkubaltunk. Huszonnégy 6ra elteltével a mikrotiter
lemezeket haromszor mostuk steril fizioldgias sooldattal, majd az elézetes eredmények alapjan
a biofilmekhez az alabbi gydgyszer koncentraciokat adtuk: 256 mg/l CAS, 256 mg/l MICA, 1
mM TYR, valamint ezek kombinacioi (256 mg/l CAS + 1 mM TYR; 256 mg/l MICA

+ 1 mM TYR). Ismét egy 24 o6ras, 37 °C-on torténd inkubacio kovetkezett, majd ennek
végeztével steril fizioldgias sooldattal Gjfent hAromszor mostuk az immar kezelt biofilmeket. A
tovabbiakban 2%-os glutaraldehidet hasznaltunk a fixalashoz, majd a fixalt mintakat etanolos
higitasi sorban dehidrataltuk. A szaritast exszikkator segitségével végeztiik, ezt kdvetéen a
SEM vizsgalat elétt a vezetdképesség fokozasanak érdekében a kor alaku feddlemezeket

arannyal vontuk be (Hitachi S-4300).

Az anyagok és modszerek cimii fejezetben bemutatott metodikak soran, valamennyi kisérletben
harom fliggetlen vizsgalattal teszteltiik mindegyik izolatumot, majd az igy kapott eredmények

median értékeit tintettiik fel az eredmények cimii fejezetben.

Statisztikai analizis

Az 1d6 fliggvényében nyomon kdvetett metabolikus aktivitas valtozas statisztikai elemzéséhez
minden esetben Dunnett-teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizist (One-way
ANOVA) alkalmaztunk, ahol szignifikansnak tekintettilk az eredményt, ha P<0,05.

A CAS és a MICA altal kivaltott metabolikus aktivitas valtozasokat 50% human szérum
jelenlétében, valamint hianyaban is meghataroztuk, majd pedig paronként statisztikailag
0sszehasonlitottuk 6ket, ahol a kiilonbségek elemzésére Wilcoxon parositott t prébat
hasznaltunk. Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettik, ha a P<0,05. Az adatokat a

GraphPad Prism 6.05 szoftver segitségével elemeztik.
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Eredmények

A planktonikus, illetve szesszilis Candida albicans és Candida parapsilosis sejtek
echinocandinokkal szembeni érzékenysegének meghatarozasa 50% human szérum

jelenlétében

Az érvényben 1évé CLSI hatarértékek alapjan, minden altalunk tesztelt C. albicans és C.
parapsilosis Klinikai izolatum, illetve a referencia torzsek is érzékenynek bizonyultak a vizsgalt
antifungalis szerek irant, normal RPMI-1640-ben.

Otven szazalék human szérum hozzaadasat kovetden, a planktonikus C. albicans, illetve a C.
parapsilosis klinikai izolatumok és a referencia térzsek CAS iranti median MIC értékei 4-8-
szoros, mig a MICA-nal szemben mért median MIC értékek 4-64-szeres emelkedést mutattak,

a normal RPMI-1640-ben kapott eredméenyekhez viszonyitva.

A szesszilis C. albicans sejtek antifungalis szerek iranti érzékenyseégének meghatarozéasakor,
az alabbi median MIC értékeket tapasztaltuk a szérummentes tapkdzegben: 0,25 mg/l (CAS);
0,03 mg/l (MICA). Az SC5314 referencia torzsnél 0,125 mg/l (CAS) és 0,015 mg/l (MICA)
median MIC értékeket allapitottunk meg. Ezzel ellentétben a C. parapsilosis klinikai
izolatumok biofilmjei esetében magasabb CAS és MICA iranti median MIC értékeket kaptunk
(CAS: 384 mg/l; MICA: 256 mg/l). Az ATCC 22019 referencia torzs median MIC értekei a
kovetkezoképpen alakultak: 1 mg/l (CAS) és 2 mg/l (MICA).

Otven szazalék human szérum expozicié hatasara mindkét echinocandinnal szemben
minimalisan emelkedett MIC értékeket észleltiink a C. albicans klinikai izolatumok (CAS: 0,5
mg/l, MICA: 2 mg/l), valamint az SC5314 referencia torzs (CAS: 0,25 mg/l, MICA: 4 mg/l)
szesszilis populacioi esetében. Meglep6 modon a C. parapsilosis biofilmek és az ATCC 22019
referencia torzs echinocandin iranti median MIC értékei 0,015 mg/I-re csokkentek 50% human

szérum jelenlétében.

A humén szérum hatésa a biofilm képzédésére

A kiilonb6z6 human szérum koncentraciok (1%, 5%, 10%, 30% és 50%) biofilm képzddésre
kifejtett hatasanak vizsgalatakor, az 1% human széerummal kiegeszitett RPMI-1640 tapkdzeg
nem befolyasolta szignifikansan a szesszilis C. albicans és C. parapsilosis sejtek metabolikus
aktivitasat. Az 5% és 50% kozotti human szérum koncentraciok mindkét vizsgalt Candida

fajnal dozisfiiggd hatast gyakoroltak a biofilmek metabolikus aktivitdsara. A C. albicans
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esetében szignifikans kilonbséget csak 8 (P <0,05-0,001), illetve 12 oranal (P <0,01-0,001)
figyeltink meg 5% és 30%, valamint 5% és 10% kozotti human szérum koncentraciokon a
kontroll sejtekhez viszonyitva. Egy napos inkubacioét kovetéen a C. albicans biofilmek
metabolikus aktivitasa 5% és 50% kozotti human szérum koncentracio mellett nem kilonb6zott
jelentésen az RPMI-1640-ben végzett kisérletek eredményeivel dsszehasonlitva (P>0,05).
Ezzel szemben a szesszilis C. parapsilosis sejtek metabolikus aktivitasat szignifikansan gatolta
az 5%-50% human szérum koncentracio 2 és 24 dra kozott a szérummentes tapkdzegben mert
értékekhez képest (P <0,05 — 0,001).

A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek érzékenységi mintazata 50%

human szérum jelenlétében

A C. albicans biofilmek vizsgalata soran, a 0,015 mg/l és az 1 mg/l kdzétti CAS koncentréacidk
esetében szignifikdnsan magasabb metabolikus aktivitads csokkenést figyeltink meg normal
RPMI-1640-ben, mint az 50% human szérummal Kiegeészitett tapkozegben (P<0,05).
Szérummentes RPMI-1640-ben 0,06 mg/l CAS koncentraciotdl tapasztaltunk legaldbb 50%-0s
gombakérosodast, amely 50% human szérum jelenlétében 1 mg/l CAS koncentraciotol
kezd6dben volt lathato. Az altalunk tesztelt teljes MICA koncentracio tartomanyban nagyfokd
metabolikus aktivitas csokkenést észleltiink a szérummentes kornyezetben. Otven szazalék
huméan szérummal kiegészitett tdpkozegben 2 mg/l MICA koncentraciotol kezd6déen
figyeltink meg legaldbb 50%-0s metabolikus aktivitds csokkenést, tehat az echinocandin
hatékonysdga ebben az esetben is csokkent a szérum expoziciot kovetdéen. Azonban a
szérummal kezelt, valamint a normal RPMI-1640-ben vizsgalt szesszilis sejtek metabolikus
aktivitasa kozott nem tapasztaltunk szignifikans kuldnbségt 1 mg/l MICA koncentracié felett
(P>0,05).

A tesztelt echinocandinok figyelemre mélto aktivitast mutattak a C. parapsilosis biofilmek
ellen 50% human szérum jelenlétében. Az RPMI-1640-ben megfigyelt eredményekhez képest,
jelentds metabolikus aktivitas csokkenés volt lathato 0,015 mg/l echinocandin koncentraciotol

kezd6dben a szérummal kiegészitett tapkozegben (P <0,01-0,05).
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A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek struktarajanak és

életképessegenek vizsgalata 50% humaén szérum jelenlétében

A C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek strukturajat, valamint a szesszilis populaciot alkoto
¢lo ¢és holt sejtek aranyat epifluoreszcens mikroszkop segitségével tanulmanyoztuk a
szérummentes, valamint az 50% human szérummal kiegészitett tapkdzegben. Huszonnégy déras
inkubaciot koveten, sem a C. albicans (1544) sem pedig a C. parapsilosis (26977) biofilmek
nem mutattak a varttol eltéré szerkezeti felépitést normal RPMI-1640-ben. Az életképesség
vizsgalat soran az €16 sejtek ardnya szignifikdnsan magasabb volt, mint a holt sejteké. Az 50%-
0s human szérum expozicié a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmekben is jelentds
szerkezeti valtozasokat okozott. A szérummal kezelt C. albicans biofilmekben a sejtek joval
elszértabban helyezkedtek el, és kizarolag éleszté forma voltjelen. Ennek ellenére az €16 sejtek
aranya tovabbra is szignifikansan magasabb aranyt mutatott (96,83% vs. 3,17%). Otven
szazalék human szérum hatasara a C. parapsilosis biofilmek strukturaja rendezetlenné valt, a
holt sejtek aranyaban pedig jelent6s emelkedést tapasztaltunk, a normal RPMI-1640-ben
meghatarozott értekekhez képest.

A caspofungin, a micafungin és a nikkomycin Z aktivitasanak vizsgélata planktonikus

Candida albicans és Candida parapsilosis sejtek ellen

A CLSI altal meghatarozott érzékenységi breakpointok alapjan, a vizsgalataink soran hasznalt
hat C. albicans klinikai izolatumbdl 6t bizonyult érzékenynek (10431, 19954, 31401, 10781,
1544) a tesztelt echinocandinok irant, ahol a MIC értékek a kovetkez6képpen alakultak: CAS:
0,015-0,03 mg/l; MICA: 0,015-0,06 mg/l. Varakozasunknak megfelel6en, a DPL18 t6rzs az
F641S mutacionak koszonhetéen a CAS-nal és a MICA-nal szemben egyarant rezisztenciat
mutatott (MIC: 2 mg/l). A NIKZ esetében a planktonikus C. albicans MIC értékek 4 mg/I,
illetve 8 mg/l kozott valtoztak.

A planktonikus C. parapsilosis sejtek vizsgalatakor, 6tbdl négy klinikai izolatum (17820, 9613,
10252, 27001) érzekeny, mig a 17432 torzs mérsékelten érzékeny (MIC: 4 mg/l) volt az
alkalmazott echinocandinokkal szemben. A planktonikus C. parapsilosis sejtekre 8 mg/l NIKZ

koncentraciotol tapasztaltunk jelentds gatlo hatést.
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A Candida albicans biofilmek echinocandinokkal és nikkomycin Z-vel szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a nikkomycin Z kdzotti
in vitro kdlcsdnhatasok vizsgalata

Az echinocandin érzékeny C. albicans klinikai izolatumok esetében, a NIKZ-vel torténd
kombinacio a CAS és a MICA iranti median MIC értékek 2-16-szoros, illetve 16-128-szoros
csokkenését eredményezte. A kombinaciokban mért NIKZ iranti median MIC értékek is
jelent6s visszaesést (8-512-szeres) mutattak az 6nmagaban mért NIKZ irénti MIC értékekhez
viszonyitva. A DPL18 térzs CAS eés MICA iranti median MIC értékeiben a NIKZ 64- szeres
(CAS) és 4-szeres (MICA) csokkenést okozott.

A C. albicans klinikai izolatumok tobbségénél (10431, 10781, 1544, DPL18) szinergizmus
lathatd a két tesztelt echinocandin és a NIKZ kombinacioja soran. Erdemes kiemelni, hogy a
19954 és a 31401 torzsek vizsgalatakor a MICA és a NIKZ kombinacioja szinergista interakciot
eredményezett, mig a CAS esetén indifferens kdlcsénhatast detektaltunk. Ugyanakkor fontos
megemliteni, hogy ezen klinikai izolatumok szesszilis sejtjei eleve alacsonyabb median MIC
értékeket mutattak az echinocandinok irant, mint a tovabbi vizsgalt torzsek.

A Candida parapsilosis biofilmek echinocandinokkal és nikkomycin Z-vel szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a nikkomycin Z kozotti

in vitro kdlcsonhatasok vizsgalata

Eredményeink alapjan, a NIKZ expozicid hatdsara, a CAS és MICA iranti median MIC értékek
2-4-szeres, illetve 2-64-szeres csokkenést mutattak, az énmagaban mért echinocandin iranti
median MIC értékekhez viszonyitva. A kombinaciokban mért NIKZ iranti median MIC értékek
esetében 2-512-szeres csokkenést észleltiik, az 6nmagaban mért NIKZ iranti median MIC
értékekhez képest.

A vizsgalt antifungalis szerek kdzott fennalld in vitro kdlcsonhatasok tekintetében elmondhato,
hogy a CAS NIKZ-vel torténd kombinacidja indifferens interakciot (FICI: 0,502-1)
eredményezett mind az 6t tesztelt C. parapsilosis biofilm esetében. Azonban megjegyzendo,
hogy az 6t izolatumbdl haromnal, a median FICI a szinergista kiiszobértékhez igen kdzeli volt
(FICI: 0,502-0,508). Ezzel ellentétben, a MICA ¢és NIKZ expozicié hatasara, az 6tb6l négy C.
parapsilosis torzs markans szinergizmust mutatott a FICI alapjan (FICI:0,017-0,5).
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A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek életképessegének vizsgalata

A LIVE/DEAD ¢életképesség assay segitségével egy-egy reprezentativ C. albicans (10431) és
C. parapsilosis (17820) klinikai izolatumot vizsgaltunk, melyeknél az echinocandin és a NIKZ-
expoziciot kovetéen meghataroztuk az él6-holt sejt aranyt. A kezeletlen kontroll Candida
biofilmek esetében a vart szesszilis struktirat tapasztaltuk, itt detektaltuk a legnagyobb €16 sejt
aranyt. A legmagasabb mértéki sejtpusztulast mindkét Candida species az echinocandinok és
a NIKZ egyidejii alkalmazasa soran mutatta, 6sszehasonlitva a kizardlag NIKZ és echinocandin

kezelésben részesiilé Candida biofilmek életképesség vizsgalatanak eredményeivel.

A planktonikus Candida parapsilosis sejtek echinocandinokkal és tyrosollal szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a tyrosol kdz6tti in vitro

kélcsonhatasok vizsgalata

A CLSI altal meghatarozott érzékenységi hatarértékek alapjan, a kisérletekben vizsgalt 6t C.
parapsilosis klinikai izolatum kozil harom (27001, 22482, 16879), valamint a referencia térzs
(ATCC 22019) érzékenynek bizonyult a CAS-nal és a MICA-nal szemben. A tovabbi két C.
parapsilosis klinikai izolatum CAS és MICA iranti mérsékelt érzékenységét tapasztaltuk. A
tesztelt TYR koncentraciok nem gyakoroltak gatlo hatdst a planktonikus sejtekre, az
echinocandinok és a QS molekula kozotti interakciok meghatérozasakor pedig kizérdlag
indifferens kdlcsonhatést észleltiink.

A Candida parapsilosis biofilmek echinocandinokkal és tyrosollal szembeni
érzékenységének meghatarozasa, illetve az echinocandinok és a tyrosol kozotti in vitro

kolcsdnhatésok vizsgalata

A C. parapsilosis klinikai izolatumok esetében, jelentésen magasabb (128 - >512 mg/l) CAS és
MICA iranti MIC értékeket tapasztaltunk, a planktonikus sejteknél megfigyelt eredményekhez
képest (2-4mg/l). A TYR-lal t6rténé kombinacidt kovetben, 2-16-szoros CAS, illetve 2-32-
szeres MICA iranti median MIC érték csokkenest lathatunk az 6nmagukban mért echinocandin
iranti median MIC értekekhez viszonyitva. Az echinocandinok és a TYR kombinaciojakor, a

TYR iranti MIC értékek 2-8-szoros csokkenését észleltiik.

A kolcsonhatasok természetét illetden, a CAS és a TYR kombinacidja sordn csupan két C.
parapsilosis Klinikai izolatum (27001, 17820) mutatott szinergista kolcsonhatast (FICI:0,312;
FICI:0,298), mig a MICA és a TYR expoziciojanak hatasara kizarolag a 27001 szd&mu torzs

esetében tapasztaltunk szinergizmust (FICI:0,193).
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Pasztaz6 elektronmikroszkopos vizsgalatok

Kisérleteink soran, a SEM vizsgalatokhoz egy reprezentativ C. parapsilosis klinikai izolatumot
(16977) hasznaltunk. A kezeletlen kontroll biofilm elektronmikroszkopos keépén normal
morfologiaju élesztd sejtek, valamint pszeudohifak lathatéak. Az 1 mM-0s TYR expozicio
hatasara a szesszilis populacié nagyobb sejtsiirliséget mutatott, mint a kontroll biofilm. Az
echinocandin (256 mg/l) kezelés eredményeképpen megnagyobbodott, kerek blasztosporakat
figyeltlink meg réncos felilettel, &m a sejtek egy részében nem toértént morfoldgiai valtozas.
Ugyanakkor a 256 mg/l MICA/CAS + 1 mM TYR kombinaciodja szignifikansan magasabb
mértékll sejtkarosodast okozott. (amit a kvantitativ csiraszdm meghatérozas is megerdsitett).
Erdemes még megjegyezni, hogy a kizarélag echinocandin expozicioban részesiilé (256 mg/Il
CAS/MICA) biofilm struktaraval ellentétben, jelentdés szamu rendellenes szerkezetli gomba

sejtet detektaltunk a szesszilis populéacidban.
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Megbeszélés

Az epidemioldgiai adatok alapjan évente tobb, mint kétmillid véraramfertdzést regisztralnak
Europaban, amelyek mortalitasi aranya 13% és 20% kdzott mozog.

A Candida speciesek évente mintegy 400.000 véraramfert6zés kialakulasaért felelések, ahol a
halalozasi arany fajtol figgben a felnétteknél meghaladja a 40-50%-ot, mig gyerekek esetén
elérheti akdr a 30%-ot is. A candidémia incidencidja és prevalenciaja eclsésorban az
immunszuppresszalt betegek, valamint az intenziv terapias ellatasra szoruld paciensek kérében
emelkedett meg az utébbi idében.

A leggyakrabban azonositott Candida species tovabbra is a C. albicans, &m az altala okozott
invaziv infekciok aranya az elmult 20 évben 57,4%-rdl 46,4%-ra csokkent. Azonban ezzel
parhuzamosan az utobbi évtizedekben a non-albicans fajok (C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei) altal kivaltott invaziv megbetegedések eléfordulasa fokozatosan novekvo
tendenciat mutat, amely tobbek k6zott a nem megfeleld antifungalis dozirozasi stratégianak
koszonheto.

A candidémia magas mortalitasi aranyahoz nagymértékben hozzajarul a kiilonb6z6 Candida
fajok biofilmképz6 hajlama. Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy magasabb halalozasi
arany (51,2%) tarsul a biofilmképz0 torzsek altali véraramfertdzésekhez, mint a biofilmet nem
képz6 Candida izolatumok altal okozott invaziv infekcidkhoz (31,7%).

A kiilonboz6 Candida speciesek a katéter-asszocialt infekciok megkozelitbleg 8%-aért
felelosek. A C. albicans mellett, a C. parapsilosis a masodik legjelentdsebb biofilmképzoé faj,
tObbek kozott ez az oka annak, hogy a C. parapsilosis kiemelked6 szerepet jatszik a katéterek
és az egyéb beliltethet6 orvosi eszk6zok kolonizacidjaban.

Az IDSA (Infectious Diseases Society of America) jelenlegi ajanlasa alapjan, az invaziv
candidiasis kezelése sordn az echinocandinok tekinthetéek az els6 vonalbeli antifungalis
szereknek. Korébbi in vitro és in vivo kutatdsok igazoltdk, hogy az echinocandinok és a
kiilonb6z6 AMB készitmények (AMB lipid komplex, liposzomalis AMB) képesek terdpias
koncentracidt elérni a Candida biofilmek maétrixaban, bar ez a hatékonysag a kiilonb6z6
Candida fajok &ltal kepzett biofilmek esetében jelentdsen kiilonbozhet.

A fentebb leirt okok miatt a kiillonb6z6 antifungélis szerek biofilm ellenes aktivitasanak a
vizsgalata kdzponti fontossaggal bir, hogy terapias szempontbdl sikeres dozirozasi stratégiat
lehessen megfogalmazni a biofilm eredetii fert6zések kezelésére. A biofilmek antifungalis
szerek iranti érzékenységének meghatarozasahoz leggyakrabban az RPMI-1640 tapfolyadékot

hasznaljak, amely ugyan jol modellezi az emberi szérum gliikdz- és aminosav koncentraciojat,
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de teljesen figyelmen Kkivil hagyja a szérumfehérjek hatasat. Bar a planktonikus Candida sejtek
antimikotikumok iranti érzékenységének vizsgélata soran, az in vivo kornyezet modellezése
érdekében kordbban mar tobbszor is alkalmaztak az 50% human szérummal kiegészitett RPMI-
1640 tapkozeget, jelenlegi ismereteink szerint nem all rendelkezésunkre olyan szakirodalmi
adat, amely az antifungéalis szerek Candida biofilmekkel szembeni hatékonysagat tesztelné
human szérum jelenlétében.

Kisérleteink soran a C. albicans biofilmek ellen mindkét vizsgalt echinocandin (CAS, MICA)
a vartnak megfelel6en figyelemre mélté aktivitast mutatott RPMI-1640-ben. A C. parapsilosis
biofilmek alacsonyabb érzékenyseégét tapasztaltuk a klinikailag relevans echinocandin
koncentraciok mellett (a szérum csicskoncentracio 50 mg CAS esetében 7,64 mg/l, mig
100 mg MICA esetében 8,8 mg/l). Tovabba az 50% human szérummal kezelt Candida
biofilmek epifluoreszcens felvételein alacsonyabb sejtstirtiséget, valamint a C. parapsilosis
esetében jelentds mértéki holt sejt aranyt detektaltunk, a szérummentes kdzegben tenyésztett
biofilmeknél megfigyelt struktirdhoz képest. A tesztelt echinocandinok aktivitdsaban
figyelemre mélto valtozast tapasztaltunk 50% huméan szérum jelenlétében. A szesszilis C.
albicans sejtek szignifikansan csokkent érzékenységet mutattak az alacsony echinocandin
koncentraci6 tartomanyban (0,015- 1 mg/l). A C. parapsilosis biofilmek esetében a CAS és a

MICA fokozott aktivitasat észleltiik 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben.

Az invaziv gombafertézések magas mortalitasi aranyanak visszaszoritasahoz, valamint az
alkalmazott  antifungalis  szerekkel szembeni tolerancia/rezisztencia terjedésének
megfékezésehez égetd sziikség lenne az eddigiektdl eltérd gomba ellenes €s biofilm ellenes
kezelési modok kidolgozéasara. A legigéretesebb lehet6ségek kozott kell emliteni az elérhetd
antifungalis szerek lehet6 legmagasabb dozisban torténé alkalmazasat, az antifungalis ,,lock”
terapiat (az intraluminalis biofilm kezelésére magas dozisu antimikotikumokat hasznalnak a
lezart katéterben), illetve a kombinéacié alapu terapiékat.

Korabbi kutatasi eredmények mar beszamoltak a NIKZ és a tradiciondlis antifungalis szerek
kombinécidja soran tapasztalt in vitro szinergista kdlcsénhatasrél Candida fajok ellen, azonban
ezek a vizsgalatok kizarolag a planktonikus sejtekre fokuszaltak. Eredményeink alapjan, a
tesztelt echinocandinok (CAS, MICA) és a NIKZ kombinacidja szinergista kolcsdnhatast
mutatott, a C. albicans, valamint a C. parapsilosis biofilmek ellen. Az epifluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatok soran a legnagyobb holt sejt aranyt az echinocandin és a NIKZ

expozicid esetében detektaltuk, a kontroll biofilmhez viszonyitva.
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Egy kifejezetten Gijszer(i és innovativ terapias megkozelités lehet a mikroorganizmusok QS
rendszerébe torténd beavatkozas. Kordbbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy a gombak altal
szekretalt QS molekuldk szuprafiziologias koncentracioban torténd alkalmazéasa negativan
befolyésolhatja a biofilmben jelenlévo sejtek kozotti ,,kommunikaciot”, ami a szesszilis sejtek
csokkent szaporodasat és novekedését vonja maga utan. Kézelmultbeli tanulmanyokban mar
beszamoltak a FAR és a tradicionalis antifungélis szerek (AMB, fluconazole, echinocandinok)
kombinécioja esetén tapasztalt in vitro szinergista kolcsonhatasokrol, a kiilonb6z6 Candida
speciesek planktonikus és szesszilis sejtjei ellen. Az echinocandinok és a TYR kombinacidjakor
fennall6 esetleges interakcidkrol azonban ezidaig nem rendelkeztlink tal sok informéacidval,
rdadasul a C. parapsilosis-ra fokuszald kombinacios vizsgalatok szama is erésen korlatozott.
Kisérleteinkben a TYR nem akadalyozta meg a planktonikus C. parapsilosis sejtek
szaporodasat. Az echinocandinok (CAS, MICA) és a TYR kombinacidjanak vizsgalata soran
nem észleltiink szinergista kdlcsdnhatast a planktonikus C. parapsilosis sejtekkel szemben. A
C. parapsilosis biofilmek vizsgalata soran, a FICI alapjan a CAS esetében hatbdl két térzs (FICI
0,298-0,312), mig a MICA esetében a hatbdl egy izolatum mutatott (FICI: 0,193) szinergista
kolcsonhatast a TYR-lal torténd egyidejii expozicio hatasara. A SEM segitségével végzett
vizsgalataink soran az echinocandinok (256 mg/l) és a TYR (1 mM) kombin&citja okozta a
legnagyobb mértékii sejtkarosodast, amelyet kvantitativ csiraszam meghatarozassal is sikertilt
megerdsiteniink.

Eredményeink alapjan, a NIKZ és a TYR egyarant potencidlis adjuvans lehet a C. albicans és
a C. parapsilosis altal okozott katéter-asszocialt infekciok alternativ terdpiaja soran (pl.
antifungalis ,,lock” terapia). Eredményeink megerdsitéséhez a jovoben nélkiilozhetetlenek az

in vivo katéter-modell vizsgalatok, melyek alatdmaszthatjék in vitro kisérleteinket.
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Osszefoglalas

Kisérleteink egy részében a caspofungin és a micafungin biofilm ellenes aktivitasat vizsgaltuk
50% human szérummal kiegészitett tapkozegben, Candida albicans és C. parapsilosis
biofilmekkel szemben. A C. albicans biofilmek esetében az 50%-0s huméan szérum expozicid
hatasara csokkent echinocandin aktivitast figyeltink meg 0,015-1 mg/l k6z6tti koncentrécid
tartomanyban (P<0,05). Ezzel ellentétben az echinocandinok fokozott C. parapsilosis biofilm
elleni hatékonysagot mutattak szérum jelenlétében mar a legalacsonyabb tesztelt gyogyszer
koncentraciotol kezdédéen (0,015 mg/l). Tovabbi kisérleteink soran a kétdimenzids
,checkerboard” mikrodiluci6é segitségével a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek
caspofungin, micafungin, nikkomycin Z, valamint tyrosol elleni érzékenységét vizsgaltuk
onmagukban, illetve kombinacidkban. Az in vitro kdlcsonhatasok megallapitasara a gatlo
koncentraciéhanyad indexet alkalmaztuk (FICI). A nikkomycin Z expozicié hatéséra a
caspofungin és a micafungin iranti medidn minimalis gatl6 koncentrécié (MIC) értékek 2-16-
szoros, illetve 2-128-szoros csokkenést mutattak az 6nmagaban mért median MIC értékekhez
viszonyitva. Az echinocandinok és a tyrosol kombinacidja soran a C. parapsilosis biofilmek
caspofungin és micafungin iranti median MIC értékei 128-512 mg/l és 512->512 mg/l kozott
valtoztak. A tyrosollal térténd egyidejii alkalmazast kovetéen ezek a medidn MIC értékek 8-
128 mg/l-re és 32-512 mg/l-re csokkentek. A caspofungin és a nikkomycin Z kombinécidja
minden C. parapsilosis klinikai izolatum esetében indifferens interakciét (FICI: 0,502-1), mig
a micafungin és a nikkomycin Z expozicié a legtdbb térzsnél szinergizmust (FICI: 0,017-0,5)
eredményezett. A C. albicans biofilmek vizsgélatakor az echinocandinok és a nikkomycin Z
egyidejli alkalmazasa soran tobbnyire szinergista kdlcsonhatast tapasztaltunk (FICI: 0,037-
0,245). Az echinocandin és a tyrosol expozicio hatasara torzsfliggd modon észleltiink
szinergizmust (FICI: 0,193-0,312), amelyeket pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is

megerdsitettlink.

Eredményeinket o6sszefoglalva a human szérum jelenlétében végzett biofilm erzékenységi
vizsgalatok jobban modellezik az in vivo kdrnyezetet, ezért alkalmazasuk abszoldt indokolt lehet
a farmakodindmiai vizsgalatokban. A kombinéci6é alapu kisérleteink alapjan, a jovOben a
nikkomycin Z és a tyrosol egy potencialis adjuvans lehet a C. albicans és a C. parapsilosis altal
kivaltott biofilm-asszocialt fertézések alternativ terapidja sordn, azonban ennek

megerdsitéséhez tovabbi in vivo vizsgalatokra van sziikség.
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