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1. Bevezetés

Becslések szerint vilagszerte 2,2-3,8 milli6 gombafaj 1étezik, melyek koziil koriilbeliil 300
képes emberi megbetegedéstokozni. A Candida fajok az emberi gombafert6zések
leggyakoribb koérokozoi kozé tartoznak. Evente koriilbeliill 400 000 Candida okozta
véraramfert6zés fordul elé vilagszerte, amelyek haldlozasi aranya meghaladja a 40%-ot. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban a Candidaokozta véraramfertézések éves eléfordulasi aranya
9,5-14,4/100 000 kozott mozgott. Eurdpaban ez az érték orszagtol fliggden altalaban 1,4 és
5,7/100 000 kozotti.

Az elmult két évtizedben a rezisztens gombafertdzések eléforduldsa folyamatosan né a
sokszor kontrolaltalan mezd6gazdasagi, allat- ¢és humangyodgyaszati antifungalis szer
felhasznalds miatt. Rdadésul a globalis felmelegedés és az antropogén hatdsok kovetkeztében
kevéssé ismert, potencidlisan multirezisztens gombafajok jelentek meg a Kklinikai
gyakorlatban, mint példaul a Candida auris, az azolrezisztensAspergillusfajok vagy a
Lomentosporaprolificans. Ezek az Gjonnan megjelend koérokozok tovabbi kihivasok elé
allitjak az orvostudomanyt.

Szamos gombafaj képes a kornyezeti hatdsoktol fliggden kiilonbzd morfoldgiai valtozasokra,
mint példaul élesztébdl hifa atalakulasra, ami sokszor biofilm képzéssel is parosulhat. A
gombabiofilmek kulcsszerepet jatszanak az adott faj virulenciajaban, valamint a gombaellenes
szerek ellen mutatott rezisztencidban. Sajnos jelenleg kevés olyan szer all rendelkezésre,
amelyek potens biofilm ellenes aktivitassal rendelkeznek, ezért egyre inkabb uj tipusu
terapiakban, illetve alternativ antifungélis megkozelitésekben latjdk a gyakorlo klinikusok a
megoldast. A legigéretesebb gomba ellenes szerek mar a fejlesztés 3. fazisaban jarnak. Ezek
koziil kiemelendd az ibrexafungerp, a rezafungin, a magas biohasznosulassal rendelkezd uj
tipust itraconazol, valamint a VT-1161-es kodszamon elérhet6 Gj tipusu azol molekula. A
kézelmultban vizsgalt alternativ terapids megkozelitések koz¢ tartozik a rendelkezésre allo
gombaellenes szerekkel végzett nagy dozisu terdpia, antifungalis lock terdpia és a kombinacid
alapt terapiak. Az in vitro és in vivo adatok alapjan az echinocandinok és az amphotericin B a
legigéretesebb kombinacio-alapu terapias stratégiak alapszerei, azonbantovabbi innovativ
kezelési megkozelitések lehetnek a quorum-sensing-et megzavaroé terapiak. A quorum-sensing
molekulak szuprafiziologias koncentracioban alkalmazva megzavarjak a biofilmen beliili sejt-
sejt kommunikéaciot, ami a biofilmek szilard strukturajanak = megbomlasdhoz
vezethet.Reményeink szerint ezek az 1, innovativ kombinacios terapiak hatékonyak lehetnek

az ujonnan megjelend, csokkent érzékenységet mutato Candida fajokkal szemben, mint



példaul a C. auris. A vizsgalataink eredményei jelentésen hozzajarulhatnak olyan uj,
alternativ terapids stratégidk bevezetéséhez, amelyek segitségével hatékonyabban vehetjiik fel
a kiizdelmet a j6vO €s a jelen multirezisztens gomba koérokozoi ellen, kiilondsen, ha a biofilm

okozta védelmi vonalat is at kell torni.



2. Célkituzések

Vizsgalatainkban kivancsiak voltunk, hogy a Debreceni Egyetem Klinikai Kézpontban a
hemokultarakbdl izolalt Candida fajok esetében milyen biofilmtermelési jellemzoket talalunk
biofilm tomeg ¢és metabolikus aktivitds szempontjabol. Tovabba taldlunk-e barmilyen
kapcsolatot a biofilmek jelenléte és a mortalitds kozott. A vizsgalatok masodik felében a
farnesol expozicié hatasat vizsgaltuk C. auris klinikai izolatumok ellen, hogy 1j tipusu
terapiat javasolhassunk ez ellen a potencidlisan multirezisztens, 0j tipusit nozokomialis

korokozo6 ellen.
Kisérleteink soran az alabbiakat tiiztiik ki célul:
» A hemokulturakbolszarmazo Candida izolatumok biofilmképzési tulajdonsagainak

vizsgalata, valamint a planktonikus és szesszilis érzékenységi profil feltérképezése.

> Osszefiiggés keresése a biofilm termelés és a mortalitas, valamint egyéb prediszponald

tényezok, komorbiditasi faktorok kozott.

» A farnesol hatasanak in vitro vizsgalata C. aurisplanktonikus sejtek és egynapos

biofilmek esetében.
» A farnesol és az azolok kozott fennalloin vitro interakeio6 vizsgalata C. auris ellen.

» A farnesol in vivo hatasanak vizsgalata C. auris-szal fert6zott neutropénias

egérmodellben.



3.  Anyagok és mdodszerek

3.1. A biofilm képzési vizsgalatra hasznalt izolatumok Kivalasztasi Kritériumai,

definiciok

Osszesen 127 Candida izoldtumot vizsgaltunk, amelyeket 2013. januarja és 2018. decembere
kozott gyijtottiink a Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpontjaban (1667 agy) 127 egymastol
fliggetlen candidaemia-s epizodbol. Akkor tekintettiik az adott klinikai szituaciot
candidaemia-nak, ha a beteg legalabb egy haemokultirajabol valamilyen Candida faj
tenyészett ki. Ha ugyanattol a betegtél egynél tobbszor izolaltunk Candida-t, kiilonbozo
candidaemia-s epizdédnak tekintettik a két eseményt, amennyiben legalabb 30 nap
kiilonbséggel tortént a két tenyésztés. Azokat a betegeket, akiknél egyidejiileg tobb Candida
faj is eldéfordult ugyanabbol az epizodbdl, kizartuk a vizsgalatbol. A betegek demogréfiai
adatait, az alapbetegségeket és az antimikrobidlis terapia részleteit az elektronikus
betegdokumentacios rendszerben elérhetd kortorténet attekintésével gytijtottik Ossze. A
candidaemia kimenetelét az elsé pozitiv haemokulturatol szamitott 30 napig vagy a betegek

halalaig kovettiik.

Fisher-egzakt tesztet hasznaltuk annak vizsgalatara, hogy a biofilm képz6 izolatumokkal valo
fertdzésre jobban hajlamosit-e barmiféle kockazati tényezd, illetve, hogy az izoldtumok
biofilm képzése kapcsolatba hozhato-e a 30 napos mortalitasi adatokkal. A biofilm termelést,
valamint a kiillonb6zd betegjellemzdk és koriilmények hatdsat a betegek halalozasara tobb
szempontos regresszids modellben elemeztik. Az eredményeket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

A vizsgélatot a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga az

alabbi engedélyszamon jegyezte be: 5190-2019

3.1.1.A Candida auris izolatumok eredete

A C. auris-szal kapcsolatos kisérleteinkben harom klinikai izolatumot vizsgaltunk (10, 12, 27-
es izolatum), amelyek az Egyesiilt Kirdlysdqg Nemzeti Mikologiai Referencia
Laboratoriumabol szarmaztak. A vizsgalatok soran az SC5314-es C. albicans referencia

torzset hasznaltuk 6sszehasonlitd kontrollként. Fontos hangsulyozni, hogy minden vizsgalt C.



auris izolatum nem aggregalofenotipust mutatott, amelyeknél a C. albicans-hoz hasonld

patogenitasfigyelheté meg.

3.2. A candidaemia-bél szarmazé klinikai izolatumok biofilm képzésének vizsgalata

Az egynapos Sabouraud dextroz agarra (SDA) kikent gombapazsitbol fiziologias sdoldatban
egy 25-30 ml-es végtérfogati szuszpenziot készitettiink. A szuszpenziot haromszor mostuk
(3000g fordulaton 3-szor 5 percig). A felilliszo ledntését kovetden ismételten 25-30 ml
fiziologias sdoldatba vettiik fel a gombasejteket. Az egyes izoldtumok esetében RPMI-1640-
ben 1x10°ColonyForming Unit (CFU)/ml gombaszuszpenziét allitottunk be, majd lapos alju,
96 lyukt mikrotiter lemez (TPP, Trasadingen, Svajc) szesszilis sejteket tartalmazo tiregeibe
0,1 ml-tpipettaztunk. A negativ kontrollnak megfeleld tiregekbe 0,1 ml RPMI-1640 keriilt. Ezt
kovetéen a plate-ket statikusan inkubaltuk 24 oran keresztiill 37 °C-on. Az egynapos
biofilmekre0,1%-os kristalyibolya oldatot mértiink (125 pl), ezt koévetden 15 percet
inkubaltuk Oket szobahdmérsékleten. Az inkubaciot kovetden a biofilmeket haromszor
mostuk steril fiziologias sooldattal (200 pl). A lekotott kristalyibolya molekulakat
szolubilizaltuk125 pl 33%-os ecetsav hozzaadasaval. Negyedora inkubaciot kovetden 100 pl
feliiluszot steril mikrotiter lemezbe pipettaztunk. A kapott feliilliszé abszorbancigjat 540 nm-
en spektrofotométer segitségével mértiik le.

A metabolikus aktivitas vizsgalatahoz XTT [2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide]-assayt (VWR, Debrecen, Magyarorszag) alkalmaztunk. A
haromszor mosott biofilmekhez 100 pl XTT/menadion (0,5 g/l XTT, kiegészitve 1 uM
menadionnal) oldatot adtunk. Ezt kdvetéen a lemezeket statikusan inkubaltuk 2 6ran at, 37
°C-on. A metabolikus aktivitas méréséhez 80 pl feliiluszot eltavolitottunk az egyes iiregekbdl
majd 492 nm-enspektofotométerrel mértiik oket. Irodalmi adatok alapjan a kristalyibolya-
assay ¢és az XTT-assaysegitségével nyert adatok nem feltétleniil korrelalnak egymassal €s
alapvetden két fliggetlen biofilm jellemzOt vizsgalnak, ezért az izolatumokat a biomassza
mennyiségiik €s a metabolikus aktivitdsuk alapjan alacsony, kozepes vagy magas
biofilmtermeldként, tovabba alacsony, kozepes és magas metabolikus aktivitdst mutatd
szeszilis kozosségként kategorizaltuk Rajendran és mtsai. (2016) altal kozoltpublikacio
szerint.Az els6 kvartilisbe (Q1) tartoz6 izolatumokat alacsony biofilmtermeldnek, a harmadik
kvartilisnél (Q3) magasabb biomasszaval rendelkezd izolatumokat magas biofilmképzonek, a

kettd kozottieket pedig kdzepes biofilmtermeldnek (Q2) mindsitettiik. Ennek a besoroldsnak



az elvét kovettik a metabolikus aktivitason alapuld kategorizalasnal is. A hasonlo
vizsgalatokkal valo jobb Gsszehasonlithatosag érdekében az izoldtumokat a kdvetkezOképpen
vizsgaltuk: alacsony vs. kozepes/magas biomassza ¢€s alacsony vs. kozepes/magas
metabolikus aktivitas.

A kilonboz6é Candida izolatumok biofilmtomegét és a biofilmek metabolikus aktivitasat

Dunn teszttel kiegészitett Kruskal-Wallis-teszttel elemeztiik.

3.3. A planktonikus sejtek érzékenységének vizsgalata

A Candida izolatumok fluconazol (Sigma, Budapest, Magyarorszag), amphotericin B (Sigma,
Budapest, Magyarorszag), caspofungin, micafungin ¢és anidulafungin (Molcan, Toronto,
Kanada) iranti MIC érték meghatarozasat a ClinicalLaboratoryStandards Institute (CLSI) altal
jovahagyott standard mikrodiliciés modszerrel végeztiik a szervezet M27-A3-as protokollja
alapjan. Tapkozegként L-glutaminnal kiegészitett, hidrogén-karbonat mentes RPMI-1640-et
hasznaltunk (pH=7,0), MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav) Sigma] puffer
hozzaadasaval) (Clinical and LaboratoryStandards Institute 2008). A  vizsgalt
gyogyszerkoncentraciok 0,03-32 mg/L, 0,016-8 mg/L és 0,008-4 mg/L volt a fluconazol, az
amphotericin B és a harom vizsgalt echinocandin esetében. Minden izoldtumot harom
parhuzamosban mértiink, és a tovabbi elemzéshez a median eredményeket hasznaltuk. A C.
parapsilosis ATCC 22019 és a C. krusei ATCC 6258 torzseket minden kisérletben
kontrolltorzsekként hasznéltuk. A planktonikus MIC értékek leolvasasara 24 6ras, 35°C-on
végzett inkubacids iddszakot kovetden keriilt sor. A fluconazol és a vizsgalt echinocandinok
esettben a részleges gatlast tekintettik MIC  végpontnak (legalabb  50%-0s
turbiditascsokkenés a novekedési kontrollhoz képest), mig az amphotericin B esetében azt a
koncentraciot tekintettik MIC  értéknek, ahol eldszor tapasztaltunk  100%-0S
novekedéscsokkenést a pozitiv kontrollal §sszehasonlitva. A planktonikus és szesszilis sejtek
adott antifungalis szerekkel szembeni MIC értékeinek kiilonbségeit Wilcoxonmatched-pairs

teszttel elemeztik.

A C. auris izolatumok esetében a fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol,
isavuconazol és farnesol (mind a Sigma, Budapest, Magyarorszag) irdnti MIC értékek
meghatarozasat a kordbbiakhoz hasonléan standard leveshigitasosmetddussal végeztik, a
CLSI altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan. A vizsgalt gyogyszerkoncentraciok 0,5 és
32 mg/L, 0,008 ¢s 0,5 mg/L, illetve 1,17 és 300 uM mg/L kozott valtoztak a fluconazol, a



tobbi vizsgalt azol és a farnesol esetében. Minden esetben azt a koncentraciot tekintettilk MIC
értéknek, ahol eldszor tapasztaltunk 50%-os novekedéscsokkenést a pozitiv kontrollal

Osszehasonlitva.

3.4. A biofilmek antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége

A vizsgalt gombaellenes szerek biofilmekkel szembeni aktivitdsit XTT-assay segitségével
vizsgaltuk. A biofilmekkel szembeni MICmeghatarozas soran vizsgalt koncentraciok 0,06-
512 mg/l, 0,015-8 mg/l és 0,008-4 mg/l voltak a fluconazol, az amphotericin B ¢és a vizsgalt
echinocandinok esetében. A C. parapsilosis esetében a vizsgalt echinocandinok
koncentracidja 2 és 1024 mg/L kozott mozgott. A szesszilis MICértékek meghatarozasdhoz a
biofilmeket haromszor mostuk 200 pL steril fizioldgias sooldattal. Az XTT-assay menete
megegyezett a fentebb leirt protokollal. Azt a koncentraciot tekintettik MIC értéknek, ahol
eldszor tapasztaltunk 50%-os metabolikus aktivitds csokkenést a kezeletlen kontroll
biofilmmel 0Osszehasonlitva. A gyogyszer-expozicid 4altal okozott metabolikus aktivitas
szdzalékos valtozasat a kovetkezéképpen szamoltuk ki: (Agreg—Anegativkontrol)/ (Apozitiv kontroli—
Ancgativ kontroll)], @0l Aa mért abszorbancia. Minden izolatumot harom fiiggetlen kisérletben
vizsgaltunk, és a tovabbi elemzéshez a harom érték medianjat hasznaltuk. Minden biofilmmel
kapcsolatos kisérletben a C albicans SC5314 referencia torzset hasznaltuk mindségi
kontrollként.A szesszilis sejtek adott antifungalis szerekkel szembeni MIC értékeinek

kiilonbségeit Wilcoxonmatched-pairs tesztekkel elemeztiik.

A triazolok és a farnesol egynapos C. auris biofilmekkel szembeni aktivitasat szintén a
fentebb leirt XTT-assay segitségével hataroztuk meg. A vizsgélt koncentraciok 8 és 512
mg/L, 0,5 és 32 mg/L, 0,125 és 8 mg/L, illetve 1,17 és 300 uM ko6zott mozogtak a fluconazol,

voriconazol/itraconazol, posaconazol/isavuconazol és a farnesol esetében.

3.5. A farnesol planktonikus novekedésre gyakorolt hatasanak a vizsgalata Candida

auris sejtek esetében

A novekedési vizsgalatokban a farnesol pre-expozicid, valamint a folyamatos farnesol kezelés
hatasat vizsgaltuk az alabbi kisérleti elrendezésben:(i) kiilonbozd farnesol-koncentraciok

hatésa a planktonikus sejtekkel szemben, (ii) kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok hatasa a 24

8



oran keresztiil farnesollal (75 uM) pre-exponalt planktonikus sejtekkel szemben. A 75 uM
farnesolt azért valasztottuk pre-expozicids koncentracionak, mert ez koriilbeliil a C. albicans
fiziologias farnesol termelésének kétszeresének felel meg, igy mar suprafizioldgiasnak
tekinthetd, de még nem mutat cititoxicitdst. A vizsgalt farnesol koncentraciok minden

kisérletben 10, 50, 100 és 300 uM voltak.

A planktonikus sejtek szdmat time-kill kisérletekkel hatdroztuk meg. A mintakat (100 pL) 0,
2,4, 6,8, 10, 12 és 24 o6rakor vettilk, minden egyes minta esetében tizes-alapu higitast
végeztiink, majd minden higitdsb6l 4 x 30 pL-tpipettaztunkSDA-ra, ezt kovetden a
taptalajokat 48 oOran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. Minden izolatumot harom fiiggetlen
kisérletben vizsgaltunk, és a harom érték atlagat abrazoltuk. Az adott idépontokban Dunnett-
teszttel kiegészitett egyszempontosvarianciaanalizist alkalmaztunk, hogy elemezziikaz é16
sejtek szdmara gyakorolt farnesol hatast. Szignifikdnsnak tekintettiik az eredményt ha p< 0,05

volt.

3.6. A farnesol biofilmre gyakorolt hatasanak vizsgalata Candida auris sejtek esetében

Harom kisérleti protokoll szerint vizsgaltuk a farnesol pre-expozicio és a folyamatos farnesol
kezelés hatasat a C. auris és a C. albicansbiofilmekre: (i) a biofilmképz6dés soran fennalld 24
oran keresztiili folyamatos farnesol kezelés, (ii) a biofilmképzddés el6tt 24 oran keresztiil
farnesollal (75 uM) pre-exponalt sejtek biofilmképzd képessége, majd a biofilmképzddés alatt
24 oran keresztiil folyamatos kezelés adott farnesol-koncentracidval, (iii) a kiilonbozd
farnesol koncentraciok hatdsa az egynapos biofilmekre. A vizsgélt farnesol-koncentraciok
minden kisérletben 10, 50, 100 és 300 uM voltak. A szesszilis sejtek metabolikus aktivitasat
0,2,4,6,8, 10, 12 és 24 orakor hataroztuk meg XTT-assay segitségével. Minden izolatumot
harom fliggetlen kisérletben vizsgaltunk, és a harom érték atlagat hasznaltuk az elemzés
soran. Az adott idépontokban Dunnett-teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizist
alkalmaztunk a kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok altal kifejtett metabolikus aktivitasvaltozas
elemzésére. A kezelt és a kontroll sejtek értékei kozotti kiilonbségeket akkor tekintettiik

szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt 0,05-nél.

3.7. Azazolok, illetve a farnesol kozott fennall6 in vitrokolesonhatasok vizsgalata



A vizsgalt vegyiiletek kozott esetlegesen fennallo szinergista kolcsonhatas vizsgalatdhoz
kétdimenzids ,,checkerboard” mikrodiltcios assay-t alkalmaztunk. A koélcsonhatas vizsgalatok
esetében a C. albicansizolatumoknal eltekintettiink a planktonikus sejtek tesztelésétél, mivel
azok fiziologiasan magasabb érzékenységet mutattak a tesztelt szerek irant. A plate elrendezés
altalanosan az alabbiak szerint tortént: a lemez Asora tartalmazta az egyes farnesol
koncentraciokat onmagéaban, mig a 10. oszlopban a kiilonb6z6 azol koncentraciok voltak
megtalalhatéak. A matrix tovabbi liregei a két gyogyszer eltéré kombinacidit tartalmaztak. A
11. oszlop volt a kezeletlen novekedési kontroll, mig a 12. oszlop az Ugynevezett
taptalajkontroll. Az interakciok természetét a széleskorben hasznalt gatlo koncentraciohanyad
indexszel (Fractionallnhibitory Concentration Index - FICI) hataroztuk meg, amelyet az
alabbiak szerint definidltunk: ZFIC =FICp + FICg = MICa kombinéci6 / MICa 6nmaga +
MICg kombinaci6é / MICg 6nmaga, ahol a MICp és MICg 6nmagaban a két gyogyszer MIC
érteke onmagaban, mig a MICa és MICg kombinacidban a két gydgyszer MIC értéke az a
tesztelt izoeffektiv kombinaciokban. Azizoeffektiv kombinaciokesetében meghataroztuk a
FIC értéket, melyek koziil a legalacsonyabb érték felelt mega FIC indexnek, amit az alabbiak
alapjan interpretaltunk: szinergizmus, ha a FICI<0,5, indifferens a hatds amennyiben

0,5<FICI<4, mig antagonizmusrol akkor beszéliink, ha FICI>4.

3.8. A farnesol hatasanak in vivo vizsgalata neutropénias egérmodellben

BALB/c neutropénias ndstény egerek (21-23g) segitségével vizsgaltuk a farnesol pre-
expozicio (75 uM) és a napi farnesol kezelés (75 pM) hatasat egy reprezentativ C. auris
izolatum és a C. albicans SC5314 torzs virulencidjara. Az allatokat a laboratoriumi allatok
gondozésara ¢és felhasznalasara vonatkozd irdnyelveknek megfelelden tartottuk. A kisérleteket
a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) hagyta jova (12/2014
DEMAB szamu engedély). Tartés immunszuppressziot 150 mg/kg ciklofoszfamid
intraperitonealis beadasaval hoztuk 1étre 4 nappal a fert6zés el6tt, ezt kovetéen100 mg/kg
ciklofoszfamidot adtunk 1 nappal a fert6zés el6tt, majd ujfent100 mg/kg ciklofoszfamid adasa
kovetkezett 2 nappal és 5 nappal a fert6zés utan. ElGzetes kisérleteinknek megfeleléen az
egereket intravéndsan, a laterdlis farok vénan keresztiil fertéztiik meg,a fertdz6 dozisok 1 x
10" CFU/egér és 8 x 10° CFU/egér voltak 0,2 ml térfogatban a C. auris és a C. albicans
esetében. Az egereket négy csoportra osztottuk (csoportonként 10 egeret hasznaltunk); (i)
kezeletlen kontroll egerek; (i) 24 o6ran keresztiil farnesol pre-exponalt (75 uM) sejtekkel
torténd fertdzés; (iii) a fertézést megelézden nem volt farnesol pre-expozicio, de napi 75 uM

farnesol indult a fertézést kovetd 24 oraval; (iv) 24 oran at tartd farnesol pre-expoziciod (75
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uM) a gombasejteken a fert6zést megeldzden; ezt kovetden 24 oraval a fertdzést kdvetden
napi 75 pM farnesolkezelés kezdddott.

A kezelést intraperitonedlisan adtuk be 0,5 ml térfogatban fizioldgias sooldattal higitva. A
kontroll egerek 0,5 ml fiziologias sdoldatot kaptak intraperitonealisan. A fertézés utan 6
nappal az egereket elaltattuk, és a veséjiiket eltavolitottuk, lemértiikk,majd aszeptikusan
homogenizaltuk. A vesékben 1évé gombak mennyiségét kvantitativ tenyésztéssel hataroztuk
meg. A kapott eredményeket Dunn-teszttel kiegészitett Kruskal-Wallisteszttel elemeztiik.
Szignifikans volt az eredmény, ha apérték kisebb volt, mint 0,05.

A kezelt és kezeletlen egerek veséit szovettani vizsgalatoknak is alavetettiik. A szovettani
vizsgalatot €s a szoOvettani festést rutinszeriien formalinban rogzitett, paraffinba agyazott
egérvese-szoveteken végeztiik. Paraffin blokkokbdl 4 pm vastagsagu metszeteket vagtunk, és

PAS festést végeztiink.
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4. Eredmények

4.1. A biofilmképzési epidemiologiai vizsgalatok eredményei

A vizsgalt klinikai izolatumok tobbsége (59%) férfibetegbdl szarmazott, a betegek
atlagéletkora 61 év volt. A betegek 79%-at intenziv osztalyon kezelték. A Candida fajok
prevalenciajat tekintve a C. albicans volt a leggyakrabban izolalt faj; a vizsgalt candidaemia-$
epizodok 51%-aért (65/127) volt felelés, 6t kdvette a C. parapsilosis (23/127; 18%), a C.
tropicalis (19/127; 15%), a C. krusei (10/127; 8%), C. glabrata (4/127; 3%) és egyéb,
kevésbé gyakori fajok (6/127; 5%) a C. lypolitica, C. catenulata, C. guilliermondii, C.
dubliniensis, C. inconspicua és C. orthopsilosis egy-egy candidaemia-s epizodot okoztak.

A biofilm tomege ¢€s a szesszilis sejtek metabolikus aktivitidsa meglehetdsen heterogén volt,
fliggetleniil a vizsgalt fajoktol. Ugyanakkor aC. tropicalis izolatumok szignifikansan nagyobb
biofilmtomeggel rendelkeztek a tobbi Candida fajhoz képest (p<0,001-0,05); tovabba
metabolikus aktivitasuk is szignifikansan magasabb volt a C. glabrata és a C. krusei fajokkal
Osszehasonlitva (p<0,01-0,05).

A kiilonboz6 Candidaizolatumok altal termelt biofilm tomegét kristalyibolyaassay
segitségévelmértiik. Az izolatumokat alacsony (Q1), koézepes (Q2) vagy magas
(Q3)biofilmtermeld kategéridkba soroltuk. A torzset alacsony biofilm termelének
mindsitettiik, ha abszorbanciajuk kisebb volt, mint 0,01 (ODsgg nm), kdzepesnek szamitott, ha
az abszorbancia0,01 és 0,276 kozé esett (ODsag nm), Magas biofilmtermelésrélpedig 0,276-0S
(ODs40 nm) értékektdl beszéltiink. Tizendt, 42 és 8 C. albicans; 8, 7 és 8 C. parapsilosis; 12,7
¢és 0C. tropicalis; 4,6 és 0C. krusei; valamint 1,3 és 0C. glabratamindésiilt alacsony, kozepes
€s magas biofilmtermelének. Ami a kevésbé gyakori fajokat illeti, a vizsgalt C.catenulata és
C. inconspicua izolatumok alacsony biofilmtermelének, mig a C.lypolitica, C. guilliermondii,
C. dubliniensis ¢és C. orthopsilosis izolatumok a hatarértékek alapjan kozepes
biofilmtermelének bizonyultak.

A kristalyibolya alapt vizsgalatokhoz hasonloan a kiilonbdz6 szesszilis Candida izolatumokat
metabolikus aktivitdsuk alapjan szintén kategorizaltuk XTT-assay segitségével. Alacsony
(Q1) metabolikus aktivitastinak tekintettiik azokat az izolatumokat, amelyek abszorbanciaja
kisebb volt, mint 0,019 (OD4g; nm), kézepesnek szamitott (Q2), ha az abszorbancia 0,0019 ¢és
0,149 kozé esett (ODag2 nm), mig magas metabolikus aktivitasrol (Q3) 0,149-es (ODag2 nm)
értékektol beszéltiink. Tizennégy, 34 és 17 C. albicans; 8, 8 és 7 C. parapsilosis; 0, 13 és 6 C.

tropicalis; 4, 6 és 0 C. krusei; és 3, 1 és 0 C. glabratarendelkezett alacsony, kdzepes és magas
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metabolikus aktivitassal. A vizsgalt C. catenulata alacsony metabolikus aktivitasu, mig a C.
inconspicua, C. lypolitica, C. guilliermondii, C. dubliniensis és C. orthopsilosis izolatumok
kozepes metabolikus aktivitasuak voltak.

Az izolatumok median planktonikus MIC értékei 0,125 €s>32 mg/l; 0,06 és 1 mg/l; 0,008 és 2
mg/1; 0,03 és 1 mg/l; illetve 0,008 és 2 mg/l kbzo6tt mozogtak a fluconazol, az amphotericin B,
az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin esetében. Az érvényben 1évé CLSI
breakpointok alapjan 3 C. albicans és valamennyi C. krusei esetében fluconazol rezisztenciat
figyeltiink meg. Tovabba az egyik C. inconspicua izolatum csokkent érzékenységet mutatott a
fluconazolra (MIC = 8 mg/L). Az 6sszes fluconazol-rezisztens C. albicans torzs, 8 C. krusei
izolatum és egy C. inconspicua alacsony biofilmtomeget ¢és alacsony metabolikus aktivitast
mutatott. Az echinocandin rezisztencia tekintetében 19 C. albicans, 6 C. tropicalis, 6 C.
krusei és 3 C. glabrata torzs mutatott mérsékelt érzékenységet a caspofunginnal szemben. Az

echinocandinokra rezisztens izolatumokat nem talaltunk.

A C. albicans esetében a median szesszilis MICértékek 0,125 és 512 mg/l; 0,06 és 1 mg/l;
0,008 és 4 mg/l; 0,03 és 4 mg/l; illetve 0,008 és 4 mg/l kozott mozogtak a fluconazol, az
amphotericin B, az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin esetében. A non-albicans
fajok biofilm MICértékeinek medianja 0,06 és 1024 mg/l; 0,016 és 1 mg/l; 0,008 és 1024
mg/l; 0,008 és 512 mg/l; illetve 0,008 és 1024 mg/l kozott mozgott a fluconazol, az
amphotericin B, az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin esetében. A C. albicans
szesszilis MICértékei a fluconazolra és az anidulafunginra szignifikdnsan magasabbak voltak
a planktonikus MICértékekhez képest (p = 0,001-0,05). Hasonloképpen, a non-albicans fajok
esetében a fluconazol, az anidulafungin, a caspofungin és a micafunginszesszilis MICértékei
szignifikansan magasabbak voltak a planktonikus MICértékekhez képest (p<0,001).

Megvizsgaltuk a biofilm tomege, metabolikus aktivitdsa, valamint a betegek komorbiditési
jellemz6i kozotti kapcsolatot. A legmagasabb 30 napos mortalitast a C. tropicalis
candidaemia (68%) esetében figyeltiik meg, ezt kdvette a C. albicans (62%), a C. parapsilosis
(30%), a C. krusei (30%) és a C. glabrata (25%). Szignifikansan magasabb 30 napos
mortalitast tapasztalhattunk a kozepes és magas biofilmtomegesetében (61%) (p = 0,023).
Figyelemre méltd, hogy az Osszes C. tropicalis, C. parapsilosis és C. glabrata izolatum,
amelynélletalis kimeneteli volt a candidaemia, a k6zepes/magas kategoriaba tartozott mind a
biofilmtdmeg, mind a metabolikus aktivitds tekintetében, mig ez az ardny 85% volt a C.
albicans izolatumok esetében. A kapott klinikai adatok alapjan a szolid malignus daganatos

megbetegedések a kozepes/magas biofilmtermeléCandidaizolatumokkal valo fertézésekhez
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kapcsolodtak (p = 0,043). A metabolikus aktivitas tekintetében a 30 napos haldlozasi arany
szignifikdnsan magasabb volt (p = 0,01) a kézepes/magas metabolikus aktivitassal rendelkezd
biofilmképz6 Candidatorzsek altal okozott fertdézésekben (62%). Ezzel szemben az alacsony
metabolikus aktivitasa Candida biofilmekhez 33%-os haldlozasi arany tarsult. Erdekes modon
a bacteraemia aranya szignifikansan magasabb volt (p = 0,015) az alacsony metabolikus
aktivitasi Candidafajok esetében (53% és 28% volt a bacteraemia aranya az alacsony
metabolikus aktivitasi és a kozepes/magas metabolikus aktivitast biofilmekesetén). A
regresszids analizis kimutatta, hogy a kozepes/magas metabolikus aktivitasu biofilmet termeld
izolatummal val6 fert6z6dés a halalozas fliggetlen elérejelzéje lehet, mig ez a korrelacié nem

volt jelen a kristalyibolya-alapu biofilmtomegmeghatarozassal kapott eredményekben.

4.2. A farnesol hatasa a Candida albicans és a Candida auris planktonikus sejtekre

A farnesol szignifikansan gatolta a C. auris sejtek novekedését az elsé 12 draban az 50 és 300
uM farnesol kozotti Koncentraciotartomanyban mindkét kisérleti modelliinkben, vagyis
farnesol pre-exponalt sejteket hasznalva és pre-expozicié mentes sejteket vizsgalva (p

= 0,001-0,05. Huszonnégy ora elteltével a 100 és 300 uM farnesol mindkét kisérleti
modellben jelentésen csokkentette az életképes sejtek szamat a kezeletlen kontroll
sejtszamhoz képest (p= 0,01-0,001). Meglepé modon 24 6raig sem a farnesolpre-exponalt,
sem pedig a normal, expozicido mentesC. albicans sejtek nem mutattak szignifikans novekedés

csokkenést (p> 0,05).

4.3. A farnesol hatasa a Candida albicans és a Candida auris biofilmképzésére, valamint

az egynapos biofilmekre

4.3.1. A kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok hatasa a biofilmképzo képességre

Minden vizsgalt farnesol-koncentracio gatolta a C. auris sejtek metabolikus aktivitasat a
kontrollsejtekhez képest az elsé 8 draban (p = 0,001-0,05); mig a 24 6ras expoziciot kovetden
statisztikailag hasonld metabolikus aktivitast mértiink a kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva (p>
0,05). Ezzel szemben minden vizsgalt farnesol-koncentracié szignifikansan gatolta a C.

albicans sejtek metabolikus aktivitasat a vizsgalt 24 6raban.

4.3.2. A biofilm képz6édést megelézoen 24 oran Keresztiil farnesollal (75 pM) pre-

exponalt sejtek biofilmképzo képessége
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Erdekes modon a C. auris sejtek metabolikus aktivitasaban csak 24 6ranal tapasztaltunk
statisztikailag szignifikans kiilonbséget, ebben az esetben is csak az 50 és 300 uM volt lathato
ez a differencia. A C. albicans esetében az 50 és 300 puM kozotti koncentraciokon
metabolikus aktivitasban statisztikailag szignifikans kiilonbségeket eloszor 8 oOranal
figyeltiink meg, de a kiilonb6zd koncentraciokkal kezelt sejtek metabolikus aktivitasa 24

oranal statisztikailag mar nem kiilonb6zott.

4.3.3. A kiilonb6z6 farnesol-koncentracidok hatasa az egynapos biofilmekkel szemben

Kettd és 24 ora kozott a 300 uM farnesol kezelés erés biofilm ellenes hatast fejtett ki a C.
auris ellen a kontrollhoz képest a metabolikus aktivitas szempontjabol. Ezzel szemben
érdekes modon az alacsony farnesol-koncentraciok (10-50 puM) novelték a C. albicans
biofilmek metabolikus aktivitasat az els6 4 Oraban. Huszonnégy ora elteltével a
kiilonbozofarnesolkezelések azonban statisztikailag nem kiilonboztek szignifikansan a C.

albicansesetében.

4.4. A planktonikus és szesszilis Candida albicans és Candida auris sejtek érzékenységi

profilja

A C. auris izolatumok esetében a planktonikus MIC értékek 4 és >32 mg/1, 0,03 és 0,06 mg/I,
0,008 ¢és 0,015 mg/l, 0,015 és 0,03 mg/l, illetve 0,008 és 0,015 mg/l kdzott mozogtak a
fluconazol, voriconazol, isavuconazol, itraconazol és posaconazol esetében. A 10-€S izolatum
fluconazol iranti érzékenysége magasabb volt, mint a fluconazol MIC breakpoint (>32 mg/l),
mig a masik két torzs érzékenynek bizonyult a fluconazolra. A planktonikus C. albicans
SC5314 referenciatdrzs esetében a MIC-értékek medianja 0,125 mg/I, 0,015 mg/l, 0,015 mg/I,
0,125 mg/l és 0,008 mg/l volt a fluconazol, voriconazol, isavuconazol, itraconazol és
posaconazol érzékenységi vizsgalata soran. A biofilmek esetében mért median MIC értékek
>512 mg/l, 64 mg/l, 16-32 mg/1, 16 mg/l és 4-8 mg/l volt fluconazol, voriconazol, itraconazol,

posaconazol és az isavuconazol vizsgalata soran.

45. A triazolok és a farnesol kozotti interakciok természete a Candida auris és

Candidaalbicans biofilmek esetében

A C. auris planktonikus sejtek esetében csak indifferens kolcsonhatasokat detektaltunk. A
triazol-farnesol kolcsonhatas eredményeit illetéen elmondhatjuk, hogy antagonizmus soha

nem volt megfigyelhetd. A triazolok és a farnesol kozotti szinergia mindharom C. auris
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izolatum esetében megfigyelhetd volt a szesszilis sejtek esetében (FICI 0,038 ¢és 0,375
kozott). A C. albicans SC5314 torzsnél a megfigyelt kolcsonhatasi mintazat nagyon hasonld
volt a C. auris-hoz: azol-farnesol k6zotti indifferens kolcsonhatas csak a fluconazol esetében
volt megfigyelhetd, bar a szamitott FICI-érték nagyon kozel volt a szinergizmus

kiiszobértékéhez.

4.6. A farnesol hatasanak in vivo vizsgalata Candida albicans és Candida auris esetében

Az in vivo kisérletek eredményei a kovetkezOkben foglalhatoak ossze: 75 uM farnesol
kezelésjelentdsen csokkentette a vesébdl kitenyészett €10 gombasejtek szamat, kiilondsen
akkor, ha a farnesollal elézetesen exponaltC. auris sejteket hasznaltuk inokulumként. A C.
albicans esetében minden kisérleti beallitas statisztikailag hasonld €16 gombasejtszamot
eredményezett a kezeletlen kontrollhoz képest (11B abra). A megfigyelt szdvettani
eredmények 0sszhangban voltak a kvantitativ tenyésztéssel kapcsolatos eredményekkel. A C.
auris fert6zésonallo élesztOsejteket és szamos bimbozo élesztésejtet hozott 1étre a kezeletlen
kontroll egerekben. Habar a farnesollal el6zetesen exponalt C. aurissejtek beoltasa
nagyszamii gombasejt aggregatumot okozott a veseszOvetben, a napi farnesol kezelés
jelentésen csokkentette az elvaltozasok szamat. Mind a farnesol pre-expozicid, mind a napi
farnesol kezelés tobbnagy kiterjedéstipatologias elvaltozast okozott a veseszovetben a C.
albicans fert6zés esetén, ahol minden csoportban megfigyelhetéek voltakonallo és bimbozo

¢lesztOsejtek, pszeudohifak,valamint valodi hifak is.
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5.  Megbeszélés

A candidaemia tovabbra is az egyik legmagasabb halalozassal tarsulomegnyilvanulasa az
invaziv candidiasisnak, €s tovabbra is komoly veszélyt jelent a korhazak fekvdosztalyain,
kiilonosen az intenziv terdpias osztdlyokon. Korabbi epidemioldgiai tanulmanyok
kiemelkedden magas candidaemia incidencidt azonositottak Pakisztanbol (21 eset/100 000),
Braziliabol (14,9/100 000), illetve Oroszorszagbol (8,29/100 000). Az atlagosnal alacsonyabb
incidencia adatokat publikalnakJamaikabol (5/100 000), Ausztriabol (2,1/100 000) és
Portugaliabol (2,2/100 00). Az eurdpai szamok tekintetében elmondhatoegy, szinte az egész
kontinenst lefedd metaanalizis alapjan, hogy a candidaecmia incidencidja az ,,0reg
kontinensen” 3,88 eset 100 000 betegre vetitve, ami 79 esetnek felel meg naponta. Elsd
olvasasra nem tlinik magas szamnak, azonban ehhez a relative kevés esethez magas
mortalitdsi adatok tarsulnak (40-50%).Szémos tanulmany szerint a biofilmet termeld
izolatumokkal fert6zott betegek prognézisa szignifikansan rosszabb; azonban azt érdemes
kiemelni, hogy tobb egymasnak ellentmond6 tanulmany is létezik, amely diszkrepancia
altalaban a kiilonb6zd betegbevalasztasi kritériumokban, illetve a biofilmképzés eltérd
hatarértékeiben keresendd. Egy tovabbi lehetséges ok a vizsgalt betegpopulaciok nagyfoku
valtozékonysaga lehet.

Jelenleg két in vitro metodust (kristalyibolya-assay, XTT-assay) hasznalnak széleskorben a
biofilmképzés meglétének értékelésére. Ezen mddszerek preferalasanak oka a relative olcso és
konnyl kivitelezés, tovabba egyik mddszer sem tekinthetdinvazivnak, és nem jar a sejtek
kozvetlen roncsolasaval, mint mas kisérleti megkozelitések (pl. az életképes sejtek aramlasi
citometriaval torténd szamldldsa). Ami jelenleg komoly limitalé tényezdje a biofilmmel
foglalkoz6 epidemioldgiai tanulmédnyoknak, vagy éppen a biofilmekkel kapcsolatos
alapkutatasnak, azaz, hogy egyelére nincs altalanosan elfogadott konszenzus a biofilm
termelési pozitivitas kritériumairol.

Jelen vizsgalatunkban, mindkét széleskorben dokumentalt mdodszer alkalmazésaval értékeltiik
a biofilmek tdmegének, valamint a metabolikus aktivitasuknak a candidaemia-k mortalitdsara
gyakorolt hatasat. Jelenleg nincs elfogadott hatarérték arra vonatkozodan, hogy mikortdl is
beszéliink biofilmképzésrdl egy adott Candida izolatum esetében, ezért egy nemrég javasolt
modszert alkalmaztuk annak eldontésére, hogy biofilmképzé-e az adott izolatum. Ebben a
tanulmanyban az XTT-assay, a kristalyibolya-assay és a SYTO-9 festés alapjan jelentds
kiilonbséget talaltak az alacsony és a magas biofilmtermeld izolatumokkal fert6zott betegek

30-napos tulélése kozott (35% és 41%-0s volt a mortalitas az alacsony, illetve magas

17



biofilmképzo torzsek esetében). Vizsgalatukban mindharom teszt magas korrelaciot mutatott
a biofilmképzésés a candidaemia kimenetele vonatkozasaban. Ezek a megfigyelések
Osszhangban vannak a mas kutatocsoportok altal publikalt eredményekkel, akik az XTT-assay
alapjan 51%-os mortalitast mutattak ki a biofilmet termeld izolatumok okozta candidaemia-
ban a biofilmet nem termeld izolatumoknal megfigyelt 32%-hoz képest.Ezzel szemben
vannak vizsgalatok, amelyek nem erdsitették meg a biofilmtermelést, mint a mortalitas
kockazati tényezdjét a candidaemia-s esetekben.

Eredményeink alapjan a biofilmet termel6 Candida-izolatumok okozta candidaemia-hoz
tarsuld 30-napos mortalitds szignifikdnsan magasabb volt a kdzepes és magas metabolikus
aktivitassal rendelkez6 izolatumok esetén 0sszehasonlitva az alacsony metabolikus aktivitast
mutaté torzsek altal okozott mortalitasi szamokkal. Emellett fontos kiemelni, hogy a
kozepes/magas metabolikus aktivitds a mortalitds szignifikdns prediktoranak bizonyult a
tobbvaltozos regresszios elemzésben.

Egyes munkacsoportok nem talaltak korrelaciot a kristalyibolyaval vagy szafraninnalnyert
biofilmtomeg adatok €s a mortalitds vonatkozasdban. Azonban érdemes megjegyezni, hogy
ezek koziil egyik vizsgalatdban nagy aranyban szerepeltek C. parapsilosis izolatumok,
amelyek az alacsony virulencidjuk miatt kisebb szdzalékban okoznak végzetes kimenetelt. Ez
a tény jelentdsen torzithatta az eredményeket. Egy madsik, kordbban is hivatkozott
tanulmanyban a biofilm vastagsadgat, annak robusztussagat a halalozas szignifikans
prediktoraként hataroztak meg.

Tanulmanyunkban a kevés biofilmet termeld izolatumokkal fertdzott betegek korében a
halalozas szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kodzepes/magas biofilmtomeget mutatd
izolatumokkal fert6zott egyének esetében. Azonban a kristalyibolya-assay segitségével mért
biofilmtdmeg nem szamitott a haldlozas fliggetlenprediktoranak a tobbvaltozds regresszids
modelliink alapjan.

Amennyiben a prediszponalod tényezOket vizsgaljuk, tanulmanyunkban nagyobb aranyban
izolaltunk biofilmet termeld torzseket malignus tumoros megbetegedésben szenvedd betegek
esetében. Korabban marbebizonyitottak, hogy az intravénasan beadott planktonikus
Pseudomonas aeruginosaképes felhalmozodni az egér szubkutan tumorokban; emellett
bizonyitékot szolgaltattak arra is, hogy a baktériumsejtek a tumorszovetben szesszilis vagyis
biofilm fenotipust mutatnak. Megint masok kimutattdk, hogy a Salmonella
entericaserovarTyphimurium képes behatolni szolidtumorokba, és a P. aeruginosa-hoz
hasonldéan biofilmet termelni. A recens irodalmi adatok alapjan joval kevesebb bizonyiték 4ll

rendelkezésre a gombdk biofilm termelése, valamint a rak kozotti kapcesolatra. Mindazonaltal
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a szgjnyalkahartyan 1év6  elvaltozdsok nagyobb  valoszinliséggel mennek  at
malignusfolyamatokba, ha egyidejlileg Candida fertdzés is van jelen. Raadasul a Candida
sejtek adhézidja és biofilm termelése fokozott a beteg nyalkahartyajan sugarterapiat kvetden,
akar az éldsejt szamot nézziik, akar a biofilm kiterjedésének nagysagat, ami Osszefiiggésbe
hozhaté azadott betegcsoportban megfigyelheté magasabb gombas nyalkahartya-fertézések
aranyaval.

Tanulmanyunkban az esetek 34%-aban figyeltiink meg bacteraemiaval jaré candidaemiat, ami
osszhangban van a korabban leirt, 6%-0s és 34,5% kozéttiaranyokkal Erdekes modon a
candidaemia ¢és az egyidejii bakteraemia aranya jelentdsen magasabb volt az alacsony
metabolikus aktivitasi biofilmet termelé Candida-izolatumok esetében. A baktériumok
felszabadithatnak bizonyos vegyiileteket, amelyek megzavarhatjak a planktonikus és
szesszilis Candida-sejtek anyagcseréjét, zavarhatjak a biofilmtermelést vagy a gombasejtek
kozotti quorum-sensing-et. Egy 2013-as tanulmany szerz6i kimutattak, hogy a P. aeruginosa-
bol szarmazd fenazinok karositjak a C. albicans metabolikus aktivitasat, befolyasoljak a
sejtmorfologiat, a sejt-sejt kolcsonhatasokat és a biofilmképzodést. Masok par évvel
késobbmegfigyelték, hogy az Enterococcus faecalis egyik bakteriocinja gatolja a baktériumok
novekedését, ami szintén hatassal van a metabolikus aktivitasra, negativ értelemben.Jelen
elemzésiink tehat megerdsitette, hogy a biofilmek termelése, kiilondsen a kozepes/magas
metabolikus aktivitassal biro biofilmek esetében, dsszefliggést mutat a magasabb mortalitassal
a candidaemia-ban szenvedé betegek esetében. Tovabba ravilagit arra a tényre, hogy a
biofilmek tomegének ¢és a metabolikus aktivitdsnak egyenértékiinek vett eredménye
ellentmondasos konkluzidkat eredményez, ezért ezeket a faktorokat az ilyen és hasonld tipusu
vizsgalatokban kiilon-kiilon kell elemezni és interpretalni.

Bar mar tobb mint 10 éves klinikai multra tekint vissza, a C. auris tovabbra is nagy kihivast
jelent a klinikai gyakorlatban. Ez a potencidlisan multirezisztens faj nagy aranyban képes
candidaemia-t okozni, amelyekhez magas mortalitas tarsul kiilondsen az intenziv osztalyokon.
Eradikélasatneheziti az izolatumok biofilmképzd képessége, amely miatt 1j, innovativ
terapidkra lehet sziikség a jovOben ezen faj ellen. A szisztémas gombas fertdzések kezelésére
rendelkezésre 4llo szerek szdma erdsen limitalt; rdaddsul a gombaellenes gyogyszerek
felfedezése lassu és nagy kihivast jelentd feladat, kiilondsen az ijonnan megjelend, nehezen
kezelhetd6 fajok esetében, mint példaul a C. auris. A C. aurisfertézések terapias
alternativajaként kombinacios alapti kezelési megkozelitéseket javasolnak. A fluorocytozin
amphotericin B-vel vagy micafunginnal valdo kombindcidja hatékony lehet a C. auris

fertézések ellen. S6t, a micafungin és a voriconazol kozott is egyértelmli Szinergista
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kolcsonhatast figyeltek meg, hasonloan az isavuconazol és caspofungin kozotti interakcidohoz.
Az utdbbi években egyre tobbet tudunk a quorum-sensing megzavarasan alapuld alternativ
terapias lehetéségekr6l, amelyekben a farnesol vagy a tyrosol potencialis antmikrobialis
hatasat vizsgaltak. Szamos in vitro és in vivotanulmanyt végeztek a farnesol antimikrobialis
hatasainak felderitésére, amelyekbdl kideriilt, hogy ez a vegyiilet potencidlisan
monoterapiashatdoanyagként vagy tradicionalis antifungdlis szerrel egyiitt alkalmazva,
adjuvansként szolgdlhat. A farnesol fiziologids koncentracioban sokoldali hatéssal
rendelkezik, ezek koziil azonban a legkiemelkeddbb, hogy képes befolyasolni a C. albicans
morfologiajat. Figyelemre méltd, hogy a farnesol nem csak a C. albicans-ravan hatassal,
hanem - kiilondsen szuperfiziologias koncentracioban - mas non-albicans fajokra és
penészgombakra is jelentds gatlast fejt Ki.

Egy kordbbi vizsgalatunkban leirtuk, hogy a farnesol potencialis gombaellenes hatéssal
rendelkezik a C. auris biofilmekkel szemben, mindazonaltal a farnesol esetében megfigyelt
gombaellenes aktivitas hatterében allo fiziologiai folyamatok ezidaig még tisztazasra vartak.
Eredményeink alapjan a farnesol nem volt hatassal a planktonikus C. albicanssejtek
novekedésére; a C. auris esetében azonban jelent6s novekedésgatlast eredményezett. A
szesszilis sejtek vonatkozasaban a farnesol az els6 24 oraban gatolta az egynapos biofilmek

metabolikus aktivitasat, ami a C. albicans-nal egyértelmiien hianyzott.

Tobb epidemiologiai tanulméany is beszamolt mar C. auris okozta katéter-asszocialt
fertézésekrol, amelyek a korabban mar széles korben
dokumentaltbiofilmtermelésnekkdszonhetéek. Korabbi vizsgalatok a C. auris altal okozott
centralis vénas fertézésekmagas prevalenciajardl szamoltak be: a kiilonb6z6 vizsgalatokban
az 0sszes invaziv C. auris fert6zés 11-92%-a kapcsolodott centralis vénas kaniil jelenlétéhez.
Bar a szesszilis kozosségek a gyakran hasznalt antifungalis szerek tobbségével szemben
lényegesen nagyobb rezisztenciat mutatnak a planktonikus érzékenységhez képest, az
antimikotikumok hatékonysaga fokozhaté olyan adjuvansokkal, mint példaul a farnesol. A
vizsgalt triazolok és a farnesol kozott egyértelmii szinergizmust mutattunk ki a C. auris
biofilmek ellen, hasonléan, mintegy korabbi tanulmanyban az echinocandinok és a farnesol
kombinacioi kozottValoszintsithetéen a farnesol interferal az ergoszterol bioszintéziséhez
kapcsolddo gének expresszigjaval, ami magyarazatot adhat e vegyiilet és a triazolok
szinergiajara.

Bar a farnesol in vitro hatasa jol ismert, kiilonosen a C. albicans ellen, in vivo szerepe

tovabbra is ellentmondésos és szdmos kérdést vet fel a klinikai alkalmazhastosagat illet6en.
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Mig egyesek azt taldltak, hogy az exogén farnesol (20 mM/egér) fokozhatja a C.
albicanspatogenitasat, ndvelve a mortalitast a szisztémas candidiasis egérmodellben, masok
ezzel szemben farnesol altal kivaltott protektiv hatast figyeltek meg (9 puM/egér dozisban) a
C. albicans-asszocialt oropharyngealis candidiasisban. Bar egy harmadik munkacsoport
kimutatta, hogy a farnesol onmagaban nem protektivvulvovaginitisben (150-300 uM/egér), de
fokozza a fluconazol aktivitasat a fluconazol-rezisztens C. albicans izolatumokkal szemben.
Mindekozben mas kutatokmikonazolt és farnesolt tartalmazoé kitozannanorészecskéket hoztak
létre, ahol a farnesol koncentracidja >240 uM volt, amely szintén gatolta a gombasejtek

szaporodasat a vulvovaginitisben szenvedd egerekben.

Jelen vizsgalatunkban a napi farnesolkezelés csokkentette a C. aurisélé gombasejtek szamat
az egér veséiben, fliggetleniil az inokulum korabbi farnesol-expozicidjatol. Ezenkiviil a
farnesolnak eldzetesen kitett inokulumok esetében a gombasejtek szdmanak csokkenése
statisztikailag szignifikans volt, ami Gsszhangban van az in vitro novekedéssel kapcsolatos
eredményeinkkel. A megfigyelt gombaellenes aktivitds a kordbban in vitro mért
megemelkedett reaktiv oxigén gyok szintekkel magyarazhato, amelyek a C. albicans-szal
végzett hasonld kisérletekben nem voltak kimutathatok. Tovabba, a farnesol lipofil
tulajdonsagai lehet6vé teszik a gomba sejtmembranba vald beépiilését, befolyasolva a
membranok fluiditdsat ¢€s integritdsat. Egy kordbbi vizsgdlat tanulsdga szerint a
farnesolbefolyasolta a sejtpolarizaciot és a membranpermeabilitastC. parapsilosis és C.
dubliniensis esetében, ami szintén magyarazhatja a vizsgalatunkban megfigyelt gombaellenes
hatést. Figyelemre mélté eredmény, hogy a farnesollal elzetesen exponalt sejtek beoltisa a
napi farnesol terapia nélkiil virulensebb infekciot és nagyobb veseszoveti karosodast
eredményezett az egerekben. A 24 6ras farnesol pre-expozicid tovabbi folyamatos farnesol
kezelés nélkiil befolyasolhatja a  virulenciafaktorok  expressziojat, illetve a
membrantulajdonsagokat a fluconazolpre-expozicidhoz hasonléan, ami magyarazatot adhat a

virulencia fokozo6 hatasra.

Kutatasaim egy részében a candidaemia-bantapasztalhatdé mortalitds és a biofilm termelés
kozotti kapcsolatot vizsgaltam, ahol egyértelmiilen megallapitottuk, hogy a biofilmek
metabolikus aktivitdsa szignifikdns hatdssal van a candidaemia esetében tapasztalt 30-napos
tulélésre. A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a farnesol altal indukalt antifungélis
hatas hatterében milyen élettani jellemzé van, valamintmi lehet az oka a megfigyelt

antifungalis hatasnak. Eredményeink alapjan 0j perspektiva nyilhat a C. auris okozta

crer

21



hangsulyozzak a biofilm termelés fontossagat, amelyek jelenléte vagy hianya meghatarozhatja

a candidaemia-s esetek kezelését.
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6. Osszefoglalas

A candidaemia az invaziv candidiasis egy relative gyakori és ¢letveszélyes formaja, amely
elsésorban a korhézi betegek korében okoz sulyos problémat. Emellett szamos ujonnan
megjelend Candida-faj, mint példaul a Candida auris, hozzajarul a candidaemia-k aggaszto
halalozasi és epidemioldgiai trendjéhez. A biofilmképzés szamos Candida-faj esetében fontos
virulenciafaktor; azonban a Candida biofilmképz6 képességének hatasa a klinikai kimenetelre
tovabbra is ellentmondasos. Raadasul a biofilm ellenes és/vagy az Gjonnan kialakult C. auris
elleni hatékony terapias kezelési modok szdma erdsen korlatozott; ezért siirgésen sziikség van
uj stratégiak kifejlesztésére.

Doktori projektem elsé célja az volt, hogy meghatirozzuk a biofilmek hatdsat a
candidaemiaban szenved6 betegek mortalitasara, kiilonos tekintettel a biofilmek tomegére és
metabolikus aktivitdsara. Mig a masodik cél a farnesol potencialis gombaellenes és/vagy
adjuvans hatasanak vizsgalata volt a C. auris ellen. A farnesol C. auris-ra gyakorolt hatasanak
vizsgalatdhoz novekedésre, a biofilmképzd képességre, a triazolérzékenységre és a
virulenciara dsszpontosito kisérleteket végeztiink.

A biofilmmel kapcsolatos epidemiologiai kisérletek alapjan a kdzepes/magas biofilmtomeg
szignifikdnsan magasabb mortalitassal (61%) jart egyiitt. A mortalitas szignifikdnsan
magasabb volt a kdzepes/magas metabolikus aktivitasu biofilmet termelé Candida izolatumok
altal okozott fertézésekben (62% vs. 33%, p=0,01). A C. auris-szal kapcsolatos kisérletekben
a farnesolkezelés koncentraciofiiggd gatlast mutatott a biofilmképzd képességet illetden;
azonban 24 o6ranal marnem gatolta jelentdsen a biofilm kialakulasat. A 300 uM farnesol az
egynapos biofilmekkel szemben jelentdés metabolikus aktivitds csokkenést eredményezett 2 és
24 ora kozott (p<0,001). Az azolok ¢és a farnesol kozott szinergista kolcsonhatast
tapasztaltunk (FICI 0,038 és 0,375 kozott) abiofilmek esetében. Immunszupresszalt
egérmodelliinkben a napi 75 puM farnesolkezelésszignifikdnsan csokkentette a vesébdl
kitenyészett €16 gombasejtek szamat (p<0,01).

Osszefoglalva, eredményeink egyértelmil bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a Candida
biofilmek, kiilondsen a kdzepes/magas metabolikus aktivitast mutatok,kapcsolatbahozhatoaka
candidaemia-ban szenvedd betegek magasabb mortalitasaval. Tovabba a farnesol igéretes
terapias vagy adjuvans potencialt mutatott a C. auris ellen,ami jo kiindulopont lehet az

alternativ C. auris ellenes terapiak megfogalmazasakor.
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