DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A Candida biofilmek klinikai jelentosége és alternativ

terapias megkozelitéstk

dr. Vitalis Eszter

Témavezeto: Dr. Kovacs Renato

S
SEC
@

DEBRECENI EGYETEM
GYOGYSZERESZETI TUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2022



Tartalomjegyzék

1.
2.
3.

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.

ROVIDITESIEGY ZEK ..ot e et e et es e ees s een e een s eee s es e ss e et s s e st ennens 2
BEVEZETES. ...ttt et e e et e e e e e et s e et eten et en e ee e ee e ee e et e et e s e et en e 3
IRODALMI ATTEKINTES ..ottt ettt ettt eee e et et et et ee et et eaes et et eeeses et seseeeees et eeseees et et eeeeeee et eeseenaeens 5
3.1. AKATETER-ASSZOCIALT FERTOZESEK KLINIKAT HATTERE ....uvvvieeiiittieeeesiitrereessiesssessesssssssesssssssssssssssssssenes 5
BT 07NN 01107 = 11 T 7
3.3. EGY UJ FELTOREKVO CANDIDA FAJ A KLINIKUMBAN, A CANDIDA AURIS .....cvviiiiiieeeitieeeereeecteee et 11
3.4. SZISZTEMASAN ALKALMAZHATO TRADICIONALIS ANTIFUNGALIS SZEREK ....vvviieiiiviiiieesiiiriieeeessivviessessanns 15
IR I 2o 11T 1< TR OTRTROTI 16
K S N 4 T= VAo ] (o] GRS 18
K T o] e [T L0Tor= 1 o [T g 10 ) GRS 20
3.5. A CANDIDA BIOFILMEK ALTALANOS JELLEMZOL ...ciciiiiutiiiieeiiitieieessisibeieessssabbsessssssabbessessssssssssssssssssnssesssnnes 21
3.6. A FARNESOL, MINT UJ POTENCIALIS TERAPIAS ALTERNATIVA ...iiiiiiiiiiiie ittt sitire s e e ssitaeeessesabraeseessennes 26
CELKITUZESEK ...ttt e ettt en et es e ees st s e s s et e s en e en e 29
ANYAGOK ES MODSZEREK .......ooeoeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeseeeeeeeseees s eeeseseessees e eseseetessseseeesasessennnens 30
5.1. A BIOFILM KEPZESI VIZSGALATRA HASZNALT IZOLATUMOK KIVALASZTASI KRITERIUMAI, DEFINICIOK ..... 30
5.1.1. A Candida auris izOIAtUMOK BIrEAELE..........ccuiiiie ittt s te s b e s s aeenbe e 30
5.2. A CANDIDAEMIA-BOL SZARMAZO KLINIKAI IZOLATUMOK BIOFILMKEPZESENEK VIZSGALATA ......cecvvvennnee. 31
5.3. A PLANKTONIKUS SEJTEK ERZEKENYSEGENEK VIZSGALATA ...vvvtieiieiteiieeeesittieesesssitieesessssissssessssssssssssssssnnes 32
5.4. A BIOFILMEK ANTIFUNGALIS SZEREKKEL SZEMBENI ERZEKENYSEGE ........uvvtiiiiiiieieiesisiieereesssissieneesssissenns 33
5.5. A FARNESOL PLANKTONIKUS NOVEKEDESRE GYAKOROLT HATASANAK A VIZSGALATA CANDIDA AURIS
LS A = =T = = =] = N OO 33
5.6. A FARNESOL BIOFILMRE GYAKOROLT HATASANAK VIZSGALATA CANDIDA AURIS SEJTEK ESETEBEN .......... 34
5.7. AZ AZOLOK, ILLETVE A FARNESOL KOZOTT FENNALLO IN VITRO KOLCSONHATASOK VIZSGALATA.............. 34
5.8. A FARNESOL HATASANAK IN VIVO VIZSGALATA NEUTROPENIAS EGERMODELLBEN.......cccvvteeiiiiriiieeesiivrens.s 35
EREDMENYEK ...ttt eeeeee e et ee e et et et et et et et et et etet et et eee e et et eteeeeseeeeeet et et et eeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeees et eeeeseeeeeens 37
6.1. A BIOFILMKEPZESI EPIDEMIOLOGIAI VIZSGALATOK EREDMENYEI c.vvviiiiiiiiiiieeeiiitiieeeesseiiirieeesssissieseesssanvenes 37
6.2. A FARNESOL HATASA A CANDIDA ALBICANS ES A CANDIDA AURIS PLANKTONIKUS SEJTEKRE......cvceveeiivnne.. 43
6.3. A FARNESOL HATASA A CANDIDA ALBICANS ES A CANDIDA AURIS BIOFILMKEPZESERE, VALAMINT AZ 1-
NAPOS BIOFILMEKRE ......cctttttteeiiitteteeetieitsseeesssisstessessistresssssaasssssesssasssssssessaistsessessassbasseessasbasssessassaseesessastbesseesan 44
6.3.1. A kiilonbozé farnesol-koncentrdciok hatdasa a biofilmképzo képességre ...........c.ccovvvinvniiinieiiinnenn, 44

6.3.2. A biofilmképzddést megelézden 24 oran keresztiil farnesollal (75 uM) elozetesen exponalt sejtek

DIOSIIMKCDZE KEPESSEZE ...ttt ettt ettt e s te et e te s e s te e st e eneenteaneeneeaneeneeanees

6.3.3. A kiilonbozd farnesol-koncentracidk hatdsa az egynapos biofilmekkel szemben
6.4. A PLANKTONIKUS ES SZESSZILIS CANDIDA ALBICANS ES CANDIDA AURIS SEJTEK ERZEKENYSEGI PROFILJA.. 46
6.5. A TRIAZOLOK ES A FARNESOL KOZOTTI INTERAKCIOK TERMESZETE A CANDIDA AURIS ES CANDIDA ALBICANS

BIOFILMEK ESETEBEN ...v.viuteutesteueeteetesieetessesseasesse st ss s e se st esse e est e s e seesteb ek e e bt e Rt bt e e er e R e s e e e et et e b e beeneer e re e 47
6.6. A FARNESOL HATASANAK IN VIVO VIZSGALATA CANDIDA ALBICANS ES CANDIDA AURIS ESETEBEN.............. 48
6.7. A TARSSZERZOK KOZREMUKODESE AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK ELKESZITESEBEN
........................................................................................................................................................................... 50
IMEGBESZELES........coceeeeeeeeee ettt sttt aenen 51
OSSZEFOGLALAS ...ttt ettt sttt aan s 57
SUMMARY bt bt h et b e bt e bt e AR e e h b e b e ek b e e R e e bt e R b e Rt e R e e e bt e R e e Rt e e eReenneeheenreaneen 58
IRODALOMUIEGYZEK ..ot tes sttt sttt se st nans 59
TARGYSZAVAK-KEYWORDS........ooeviiieeieiieissiesssessisssssses s sesssssses s sessssssasssssssssssssssssssssssssons 81
KOSZONETNY ILVANITAS ..ottt 82
FUGGELEK ...ttt 83



1. Roviditésjegyzék

ALS
ATCC

CDC

CFU

CLSI
ECDC

ECM
EPS

FICI

FKS1, FKS2
IDSA

ITS

MIC

MOPS

RPMI-1640

SAP

SDA

SNP

XTT

Agglutinin-like Sequence
American Type Culture Collection

Centers for Disease Control and Prevention — Amerikai

Betegségmegeldzési és Jarvanyiligyi Kozpont
Colony Forming Unit

Clinical and Laboratory Standards Institute

European Centre for Disease Prevention and Control - Europai
Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Kdzpont

Extracellularis Matrix

Extracellularis Poliszacharid

Fractional Inhibitory Concentration Index — gatl6 koncentracio-

hanyad index

a B-1,3-D-glukén-szintaz enzimkomplex két alegysége
Infectious Diseases Society of America

Internal Transcribed Spacer

Minimal inhibitory concentration — minimalis gatlé koncentracid
3-N-morfolino-propéanszulfonsav

Roswell Park Memorial Institute Medium — sejttenyésztésre
alkalmas taptalaj

Szekretalt aszpartil proteinazok

Sabouraud dextrose agar — gombak tenyésztésére alkalmas

taptalaj
Single-nucleotide polymorphism — egy-nukleotid polimorfizmus

2,3-bisz-(2-Metoxy-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolium-5-
karboxanilid



2. Bevezetés

Becslések szerint vilagszerte 2,2-3,8 milli6 gombafaj létezik, melyek kozil korulbelil 300
képes emberi megbetegedést okozni (Hawksworth és mtsai. 2017). A Candida fajok az emberi
gombafertézések leggyakoribb korokozoi kozé tartoznak. Evente koriilbeliil 400 000 Candida
okozta véraramfert6zés fordul el6 vildgszerte, amelyek halalozési ardanya meghaladja a 40%-ot
(Magell és mtsai. 2018). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a Candida okozta
véraramfert6zések éves eléfordulasi aranya 9,5-14,4 eset 100 000 lakosra vonatkoztatva.
Eurdpaban ez az érték orszagtol fiiggden altaldban 1,4 és 5,7/100 000 kozotti (Magell és mtsai.
2018).

Az elmult két évtizedben a rezisztens gombafertézések eléfordulasa folyamatosan né a sokszor
kontrolalatlan mez6gazdasagi, allat- és humangyogyaszati antifungalis szer felhasznélas miatt.
Raadasul a globalis felmelegedés és az antropogén hatasok kovetkeztében kevessé ismert,
potencialisan multirezisztens gombafajok jelentek meg a klinikai gyakorlatban, mint példéaul a
Candida auris, az azolrezisztens Aspergillus fajok vagy a Lomentospora prolificans. Ezek az
ujonnan megjelend korokozok tovabbi kihivasok elé allitjak az orvostudoméanyt (Wiederhold
2017, Kontoyiannis 2017).

Szamos gombafaj képes a kdrnyezeti hatasoktol fliggden kiilonbdz6 morfologiai atalakulasra,
mint példaul ¢€lesztébdl hifa atalakuldsra, ami sokszor biofilm képzéssel is parosulhat. A
gombabiofilmek kulcsszerepet jatszanak az adott faj virulenciajaban, valamint a gombaellenes
szerek ellen mutatott rezisztenciaban. Sajnos jelenleg kevés olyan szer all rendelkezésre,
amelyek potens biofilm ellenes aktivitassal rendelkeznek, ezért egyre inkabb 0j tipusu
terapidkban, illetve alternativ antifungélis megkozelitésekben latjdk a gyakorld klinikusok a
megoldast (Silva és mtsai. 2017, De Barros és mtsai. 2020, Carvalheiro és Teixeira 2018). A
legigéretesebb gombaellenes szerek mar a fejlesztés 3. fazisaban jarnak. Ezek koziil kiemelendd
az ibrexafungerp, a rezafungin, a magas biohasznosulassal rendelkez6 1) tipusu itraconazol,
valamint a VT-1161-es kodszamon elérhet6 4j tipust azol molekula (Davis és mtsai. 2019,
Pfaller és mtsai. 2020, Niell és mtsai. 2019). A kdzelmultban vizsgalt alternativ terapias
megkozelitések kdzé tartozik a rendelkezésre all6 gombaellenes szerekkel végzett nagy dozisu
terapia, antifungalis lock terapia és a kombinéacié alapu terapidk (Seiler és Ostrosky-Zeichner
2021). Az in vitro és in vivo adatok alapjan az echinocandinok és az amphotericin B a
legigéretesebb kombinéacid-alapu terapias stratégiak alapszerei, azonban tovabbi innovativ
kezelési megkdzelitések lehetnek a quorum-sensing-et megzavaro terapias megkdzelitések. A

quorum-sensing molekuldk szuprafizioldgias koncentracioban alkalmazva megzavarjak a



biofilmen bellli sejt-sejt kommunikaciot, ami a biofilmek szilard struktarajanak
megbomlé&sdhoz vezethet (Kovacs és Majoros 2020). Reményeink szerint ezek az (j innovativ
kombinacios terapiak hatékonyak lehetnek az Gjonnan megjelend, csokkent érzékenységet
mutatd Candida fajokkal szemben, mint példaul a C. auris. A vizsgalataink eredményei
jelentésen hozzajarulhatnak olyan uj, alternativ terapias stratégiak bevezetéséhez, amelyek
segitségével hatékonyabban vehetjiik fel a kiizdelmet a jo6v6 és a jelen multirezisztens gomba

koérokozai ellen, killondsen, ha a biofilm okozta védelmi vonalat is at kell torni.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A katéter-asszocialt fert6zések klinikai hattere

Az intravaszkularis katéterek - amelyek kozé tartoznak példaul a periférias és centralis vénas
katéterek, kilonbozoé betiltethetd portok és az artérids katéterek - napjainkra mar alapvet6
fontossaguak, és csaknem mindendtt jelen vannak az egészségigyben. Hasznalatuk
elengedhetetlen a betegek megfelelé kezeléséhez, ugyanakkor fert6zési kockazatot is
jelentenek, bar a kaniil-asszocialt véraramfertézések jelentds része a higiénés szabalyok szigort
betartasaval megelézhet6: egy 2008 és 2014 kozott elvégzett tanulmany alapjan az Amerikai
Egyesilt Allamok siirgésségi ellatast nydjtd korhazaiban 50%-kal csokkent a centralis vénas
kanilokhoz tarsuld véraramfert6zések szama, ami tisztan mutatja, hogy a kézelmultban jelentés
eldrelépés tortént az ilyen tipusu infekcidk prevencidja terén. Ennek ellenére a mai napig évente
tobb tizezer betegnél fordul ¢l beiiltethetd eszkozhoz tarsuld véraramfertézés, amelyek
jelentés morbiditasi és mortalitasi terhet jelentenek, tovabba jelentdsen megnovelik az adott
beteghez tartozo kezelési koltségeket (Rupp és Karnatak 2018, CDC 2016). Az Egyesult
Allamok siirgdsségi ellatast nyujtd intézményeiben 1000 central vénas katéter beiiltetésre 2,9
katéter-asszocialt fertézés jut. Ugyanez a szam az intenziv osztalyokon 1, mig az egyéb
fekvibeteg ellato egységekben 0,7. A nagy eurdpai korhazakban az esetek 3,7%-ban alakul ki
véraramfert6zés, amelyek 43,6%-a tarsithato intravénas katéterekhez. Sajnos a kevesbé fejlett
orszagokban 1000 central vénas katéter belltetésre 1,6-44,6 katéter-asszocialt infekcid is
tarsulhat (Dudeck és mtsai. 2013, Rosenthal 2009, Zimlichman és mtsai. 2013).

Az 1-es 4bra szemlélteti azokat az érkatéterhez tarsuld fobb Utvonalakat, amelyeken keresztiil
egy katéter-asszocialt infekcid kialakulhat. Nagyon gyakran maganak a betegnek a bérfeliilete
szolgal a mikrobialis szennyezddés forrasaként. Ahogy a boron 1évé mikrobak hozzaférnek a
katéter feliiletéhez, kialakul a primer adhézio, aggregalodnak, felszaporodnak és kiilonb6zo
szesszilis kozosségeket, tgynevezett biofilmeket alakitanak ki ezeken az abiotikus felszineken.
A biofilmek kiilonb6z6 novekedési és metabolikus jellemzéket mutatd mikrobiélis
populéacidkat tartalmaznak, beleértve a metabolikusan inaktiv dorméans szubpopulécidkat,
valamint a gyorsan 0szt0do sejtek csoportjat. A fertézott intravaszkularis eszkdzokhoz tarsuld
infekciok kezelése nagyon nehéz feladat, ezért sok esetben a legjobb megoldas a
fertézott/kolonizalt eszkdz eltdvolitdsa; esetleg olyan alternativ terapias megkozelitések
alkalmazéasa, mint az antimikrobialis lock terapia vagy specialis, a mikrobak megtapadasat gatlo
anyaggal bevont kanilok és katéterek hasznalata a szekunder prevencid soran. (Rupp és
Karnatak 2018).
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1. abra: A katéter-asszocialt infekciok kialakulasanak médjai (Rupp és Karnatak 2018)

A Katéter-asszocialt fertdzés egyértelmii azonositasa rendkivil fontos, hiszen az elhibazott
diagnozis olyan sulyos kovetkezményekkel jarhat, mint példaul a sziikségtelen
katéetereltavolitas, megnovekedett kezelési koltségek vagy éppen a megndvekedett mortalités.
Az Amerikai Fertdz6 Betegségek Tarsasaganak (IDSA) klinikai gyakorlati utmutatoja alapjan
katéter-asszocialt véraramfert6zésrél beszéliink, ha az alabbi kritériumok kozil legalabb egy
teljestl (Mermel és mtsai. 2009):

1) a perkutdn nyert periférids hemokultarab6l és egy Kkatétervég kvantitativ vagy
szemikvantitativ tenyésztésébdl ugyanazon mikroorganizmus tenyészik ki (Maki és mtsai.
2017);

2) a katéterlumenbdl és a periférias vérbol egyidejiileg vett hemokulturak esetében legalabb
haromszoros kiilonbség figyelhetd meg az €16 baktériumsejtek szamaban a katéterlumenbdl vett
minta javara (Safdar és mtsai. 2005);

3) a katéterlumenbdl szarmazo vér legalabb 2 oraval el6bb valik pozitivva a periférias vérrel
dsszehasonlitva (Raad és mtsai. 2004);

4) azokban az esetekben, amikor a periférias vénabdl vett vér, vagy a katéter szegmensének
tenyésztése nem végezhetd el, a katéter-asszocialt véraramfertézés lehetséges diagnozisat a
katéter 2 kiilonb6z6 lumenébdl (kettés lumenii katéterek) nyert kvantitativ hemokultira
tenyésztés alapjan lehet megéllapitani, ahol pozitiv esetben legaldbb haromszoros sejtszdm-
kiilonbség figyelheté meg (Herrera-Guerra és mtsai. 2015).

Mivel a katéter-asszocialt véraramfert6zés diagnozisa sokszor nem allithat6 fel vagy zarhato Ki

egyértelmiien, ha erds a gyanunk, a katéter cseréje/eltavolitasa javasolt, amennyiben nem all



fenn ennek kontraindikacioja. Ilyenkor a katétervég tenyésztése utdlag megerdsitheti a
diagndzist, és a kolonizalé patogének ismerete segitheti az antibiotikum valasztast.

Katéter-asszocialt véraramfert6zés (vagy annak gyanuja) esetén, a megfeleld tenyésztés
elvégzése utdn empirikus antimikrobidlis terapiat kell alkalmazni (Rupp és Karnatak 2018). Az
empirikus terdpia a kovetkezoktdl fiigg: a legvaloszinlibb korokozo, katéter tipusa, a
gazdaszervezet jellemz6i, a helyi antimikrobialis rezisztencia jellemzok, a beteg klinikai
allapota/stabilitasa és a szovodmények jelenléte. Az empirikusan adott terapianak le kell fednie
a gram-pozitiv baktériumokat. Erre els6ésorban glikopeptid vagy daptomycin ajanlott az
egészségugyi intézményekben jellemz6 meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus és
koagulaz-negativ Staphylococcus-ok magas prevalenciaja miatt (Rupp és Karnatak 2018). A
gram-negativ baktériumok esetében az empirikus antibiotikumok kivalasztasanak a helyi
antimikrobialis érzékenységi mintazaton kell alapulnia. Altalaban anti-pseudomonas hatassal is
bird negyedik generécids cefalosporin, béta-laktdm/béta-laktamézgatlo kombinacié vagy
karbapenem javasolt. Candida-kat is lefed6 empirikus kezelés indokolt, amennyiben egy
kritikus allapotd betegnél szeptikus sokk és tobbszervi elégtelenség all fenn, és emellett
legalabb egy, nem-gasztrointesztinalis minta (pl. vizelet, orr, torok, alsé vagy felsé léguti
mintak, bér hajlatok, drainek, miitéti teriilet) tenyésztése soran Candida species tenyészett ki.
(Martin-Loeches és mtsai. 2019). Az echinocandinok a candidaemia empirikus terapidjaban az
elséként valasztando szerek, kilonosen, ha a C. krusei vagy C. glabrata fertézések helyi
prevalenciaja magas, vagy ha a beteg az el6z6 3 honapban azol-alapi gombaellenes terapiat
kapott (Rupp és Karnatak 2018). Szintén echinocandint kell alkalmazni, amennyiben a
candidaemia all fenn, és a centrélis vénas katéter eltavolitasara vagy cseréjére nincs lehet6ség

a beteg allapota miatt.

3.2. Candidaemia

A candidaemia az invaziv candidiasis leggyakoribb megjelenési forméaja, ami az 6sszes invaziv
candidiasis korulbelul 75%-at teszi ki. A candidaemia-knak korulbelul a kétharmada korhazi
osztalyokon keletkezik. Azonban az otthoni ellatasok/apolasok novekvé szama miatt egyre
gyakrabban azonositunk Ugynevezett kozosségben szerzett candidaemia-t (Diekema és mtsai.
2012; Wenzel és Gennings 2005). Tébb epidemiologiai adatot figyelembe véve a candidaemia-
k 35-40%-a els6sorban az intenziv osztalyokon fordul eld, mig nagyjabol 1/3-uk tekinthetd
kozosségi eredetiinek (Wenzel és Edmond 2001). Ha a véraramfertézések teljes spektrumat

nézzik, az ilyen tipusa infekciok 8-10%-at okozzak a kiilonbozé Candida fajok, ugyanakkor
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elmondhatd, hogy az 1980-as évek 6ta a Candida fajok a negyedik leggyakoribb okai a
véraramfert6zéseknek a koagulaz negativ Staphylococcus-ok, a S. aureus és az Enterococcus-
ok utan (Quindos 2014, Tortorano és mtsai. 2006).

Az epidemioldgiai tanulmanyok tdbbsége 1990-ig az invaziv canidiasisok, illetve a
candidaemia-k folyamatos novekedésérdl szamolt be. Jelenleg stagnald incidencia adatokat
lathatunk a fejlett orszagokban. Foldrajzi régiotol, orszagtol fiiggden 100 000 lakosra vetitve
atlagosan 8-10 esetet lehet azonositani évente (Diekema és mtsai. 2012). Latin-Amerikaban és
a Vvilag fejletlenebb régidiban azonban tovabbra is folyamatosan ndvekszik az invaziv
candidiasisok és a candidaemia-k prevalencija/incidenciaja. Az Egyesiilt Allamokban végzett
népessegalapy vizsgalatokban 100 000 lakosra vetitve 6-10 esetrdl szamoltak be (Diekema és
mtsai. 2012, Diekema és mtsai. 2002). Ezzel szemben a legtdbb eurdpai felmérés 1,4-5,7-es
eléfordulasi gyakorisagot mutat (100 000 lakosra szdmolva) (Almirante és mtsai. 2005,
Asmundsdottir és mtsai. 2013). Erdemes megjegyezni, hogy van két eurépai orszag — Dénia és
Spanyolorszag - ahol a candidaemia el6fordulasa magasabb, mint mas eurdpai orszagokban.
Dania esetében 8,3/100 000, mig Spanyolorszagban 8,8/100 000 az arany (Risum és mtsai.
2021, Piqueras és mtsai. 2020). Ausztralidban (1,8/100 000) és Kanadaban (2,9/100 000) az
arany hasonlé az eurdpai atlaghoz (Keighly és mtsai 2019, Carvalho és mtsai. 2014). A
kdzelmultban 8 latin-amerikai orszdg 22 egészségligyi centrumaban vegzett prospektiv
felmérés alapjan 1000 kérhazi felvételre 0,98 candidaemia-s epizod jut. A magasabb aranyok
hatterében olyan magyarazat allhat, mint az eltéré mintavételi arany, a prediszponald faktorok
kiilonbozésége, az életkori megoszlas vagy az eltérd vizsgalati modszerek (Diekema és mtsai.
2012).

A rosszindulatt tumoros elvaltozasok gyakori alapbetegségnek szdmitanak a candidaemia-s
betegeknél, de ezen betegek kozott jelent6s kilonbségek vannak. A hematoldgiai malignus
betegségben szenved6knél a kemoterapia és az ebbdl koévetkezO neutropénia, az
emésztOrendszeri mucositis és a kortikoszteroidokkal valé kezelés az invaziv candidiasis
legfontosabb kockazati tényezdi. Ehhez képest a szolid tumoros betegeknél a candidaemia
prediszponald tényez6éi az invaziv mitétek, az intenziv osztalyra valo felvétel, a gépi
Iélegeztetés, és a centralis vénas katéterek hasznalata (Almirenta és mtsai. 2006, Hajjeh és
mtsai. 2004). Bar tovabbra is tartja magat az a dogma, hogy a candidaemia-s esetek dontd
tobbsége az intenziv osztalyokrél szarmazik, egy nemrégiben elvégzett 1752 Candida
izoltaumot vizsgalt SENTRY tanulméany alapjan a candidaema-s epizédok kozel egyenld

ardnyban oszlanak meg az intenziv és a nem intenziv osztalyok kdzott (Pfaller és mtsai. 2011).



A candidaemia-bol azonosithat6 fajok foldrajzi eloszlasa és prevalenciaja valtozo, azonban az
tovéabbra is elmondhato, hogy a C. albicans abszol(t dominans fajként van jelen tovabbra is
(Pfaller és mtsai. 2011). A 2008-2009-es SENTRY vizsgalat alapjan, a 79 egészségugyi
kdzpontbol szarmazd Candida izolatumok korilbelul 90-95%-a csupén 6t fajhoz tartozott: C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei (Pfaller és mtsai. 2011). A
candidaemia-t okozd C. albicans és non-albicans Candida fajok megoszlasa korhazanként és
betegcsoportonként eltéré lehet. A non-albicans fajok érdekes jellemz6i a sajatos foldrajzi
eloszlas, a csokkent érzékenység a leggyakrabban hasznalt antifungalis szerekkel szemben, és
az, hogy egy-egy species sokszor 0sszefiiggést mutat egy-egy betegcsoporttal. A becslések
alapjan a candidaemia-nak tulajdonithat6 halalozasi arany > 30%, mig a nyers halalozasi rata
tobb mint 50%. Ez a mortalitis messze meghaladja a legtobb bakterialis fert6zés esetében
jelentett értéket (Pfaller és mtsai. 2011).

A non-albicans candidaemia-k vonatkozasaban a kimenetel elsésorban a C. glabrata és a C.
tropicalis okozta véraramfert6zések esetén tlinik a legrosszabbnak. A C. parapsilosis okozta
fert6zésekhez alacsonyabb mortalitas tarsul (23%) (Kim és mtsai. 2021). A C. parapsilosis
foleg exogén forrashol szdrmazik és elsésorban malignus tumoros elvaltozasban szenvedd
betegekbél, és fiatal felnéttekbdl izolaljak, tovabba szignifikdnsan magasabb prevalenciat
mutat az (jszulott intenziv osztadlyokon, ahol altaldban a centralis vénas katéterek
kolonizaciogjaval és a parenteralis taplalassal hozhat6 Osszefliggésbe. Ez a faj foleg Latin-
Amerikaban, illetve az eur6pai mediterraniumban okoz magasabb prevalenciaval infekcidkat.
A C. glabrata és a C. krusei szempontjabol rizik6 faktorok a nagyobb hasi mitétek, a szolid
tumorok, az idés kor (>65 év), a szervtranszplantacio és a kortikoszteroid kezelés. (Kim és
mtsai. 2021, Demirci-Duarte és mtsai. 2021).

A candidaemia-s eseteknél a C. glabrata a masodik leggyakrabban azonosithaté Candida faj az
USA-ban, valamint Eszak- és Kozép-Eurdpa orszagaiban (Pfaller és mtsai. 2011). A C.
glabrata aranya vilagszerte nagyjabdl allandénak mondhato (9-12%) de az USA-ban jéval
gyakrabban (21,1%) izolalhat6 faj, mint a vilag tobbi részén (7,6-12,6%). Erdekesség, hogy a
C. glabrata és a C. krusei okozta candidaemia-k aranya viszonylag alacsony Latin-Amerikaban,
rdadasul itt a C. glabrata klinikai izolatumok fluconazol irdnti rezisztencia aranya is
alacsonyabb (10-13%), mint az USA-ban (18-20%) (Pfaller és mtsai. 2011). A C. tropicalis
elsésorban az id6sebb korosztdly (> 70 éves) betegeibdl keriil azonositasra. Jelenlétik
0sszefligghet a szolid tumorok és a hematoldgiai malignitdsok nagyobb gyakorisadgaval ebben

a populécidban (2. dbra) (Pfaller és mtsai. 2011, Risum és mtsai. 2021).



A korabban emlitett fajok koziil kettd, a C. parapsilosis és a C. glabrata valojaban speciélis
klinikai és demografiai jellemzoékkel rendelkezd fajkomplexumok. A C. parapsilosis 3
kiilonboz6 fajt foglal magaban: A C. parapsilosis sensu stricto, a C. metapsilosis és a C.
orthopsilosis, de a C. orthopsilosis és a C. metapsilosis valddi jelent6sége tényleges human
patogénként tovabbra is kérdéses. Egy nemrégiben végzett spanyolorszagi vizsgalatban a C.
parapsilosis és a C. orthopsilosis okozta candidaemia epizodok el6fordulési gyakorisaga 1000
beteg felvételenként 0,22 illetve 0,02 volt. Azonban érdemes kiemelni, hogy a C. orthopsilosis
volt az otodik leggyakrabban izolalt faj, megelézve a C. krusei-t (0,018 epizdéd 1000
felvételenként). A C. orthopsilosis magasabb prevalenciajat irtak le a meleg es nedves éghajlatd
orszagokbdl is, mint példaul Tajvan (8,5%), Brazilia (9,1%) és Malajzia (24,4%) (2. &bra)
(Lovero és mtsai. 2016).

A C. glabrata komplex a C. glabrata sensu stricto és két tjonnan leirt faj, a C. bracarensis és
a C. nivariensis. Lockhart és mtsai. 29 orszagbdl szarmazé 1598 C. glabrata izolatum
elemzésében megfigyelték, hogy a C. bracarensis és a C. nivariensis izolatumok a C. glabrata
klinikai izolatumainak nagyon kis szazalékat (0,2%) teszik ki. A legtdbb epidemiologiai
tanulmany kiemelte a C. bracarensis és a C. nivariensis alacsonyabb érzékenységét a
leggyakrabban hasznalt azolokkal szemben (Mirhendi és mtsai 2011).
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2. dbra: A leggyakoribb non-albicans fajok foldrajzi eloszlasa (Pappas és mtsai. 2018)

A candidaemia-k menedzselése komplex feladat, jelent6s kihivas a klinikusok szamara: a

megfeleld antifungalis szer (elsésorban echinocandin) adasan kiviil metasztatikus infekciok
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(endocarditis, ophthalmitis, talyogok sth.) keresését, a biofilm-képzés predilekcios helyeként
szolgalo centrélis vénas katéterek eltavolitasat vagy cseréjét és follow-up hemokultirak vételét
is magaba foglalja, rdadasul énmagaban az antifungalis szer adastdl nem minden esetben
remélhetd gyogyulas. A terapiat hosszasan kell folytatni (az els6 negativ hemokultaratol
szamitott legaldbb 14 napig), hogy biztosan eradikalni tudjuk a biofilmekben megbuvé
Candida-kat is, igy elejét vegyiik a relapsusnak és a tavoli szovodményeknek. (Cornely és
mtsai. 2012).

3.3. Egy Uj, jelentds veszélyt hordozo Candida faj a klinikumban, a Candida auris

A C. auris-t el6szor egy japan beteg halldjaratabdl izolaltak 2009-ben (Satoh és mtsai. 2009).
Egy retrospektiv vizsgalat kimutatta, hogy a C. auris legkorabbi izolatuma 1996-b6l szarmazik,
azonban ezt Dél-Koreaban kezdetben tévesen C. haemulonii-ként azonositottak (Oh és mtsai.
2011). A C. auris fertézések 2009 el6tt ritkak voltak, ami arra utal, hogy ez a gomba egy
ujonnan kifejlodott/hirtelen megjelent korokozo (Satoh és mtsai. 2009). A 28S D1/D2 és 18S
ITS régiok rDNS-szekvencidinak elemzése alapjan a C. auris a Candida/Clavispora kladon
belil a Saccharomycetales rend Metschnikowiaceae csaladjanak C. haemulonii kladjaba
tartozik. A Metschnikowiaceae csalad rokon fajait kimutattak novényekben, rovarokban és vizi
koérnyezetben egyarant. A C. auris legkdzelebbi ismert rokona a C. haemulonii, amelyet el8szor
1962-ben azonositottak a Haemulon sciurus bélrendszeréb6l (Munoz és mtsai. 2018, Chatterjee

és mtsai. 2015, Santos és mtsai. 2011).

A C. auris a szokasos fenotipusos és biokémiai modszerekkel C. haemolonii-ként
félreidentifikalhatd. A CHROMagar taptalajon 42 C-ig terjed6 hémérsékleten fehér, rozsaszin
vagy sotétlila koldniakat eredményez. Mas Candida fajokkal ellentétben jol ndvekszik 42 C-
on, ezért ez a termotolerancia jol hasznéalhat6 a tébbi Candida fajtol térténd elkiilonités soran.
A C. auris termotoleranciaja vezetett Casadevall és mtsai. (2019) azon feltételezéséhez, hogy
megjelenése 0Osszefligghet az éghajlatvaltozassal és a globalis hémérsékletvaltozassal. A
szerzOk feltételezése szerint a C. auris kornyezeti gomba volt, amely koradbban ndévényi
szaprofitaként elsésorban vizes éléhelyeken fordul(t) el6 (Jeffery-Smith és mtsai. 2018, Lee és
mtsai. 2011). Egy 2021-ben megjelent tanulmanyban elészor irtak le a C. auris-t kornyezeti
mintakbol. Ezt megel6z6en Kizardlag kérhazi kornyezetben sikerilt azonositani. Figyelemre
méltd, hogy a C. auris-t ket kiilonboz6é élhelyrdl, az indiai Andaman-szigetek s6s mocsari

vizes él6helyérdl és homokos tengerpartjardl is sikeriilt izolalni (Arora és mtsai. 2021).
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Az Amerikai Jarvanylgyi Kozpont (CDC) és az Europai Betegségmegel6zési és
Jarvanyvédelmi Kézpont (ECDC) 2016-ban szamos figyelmeztetést adott ki, hogy tajékoztassa
az egészsegugyi szervezeteket a C. auris-rol, mint 4j, komoly veszélyt jelentd fert6z6 agensrol
(Lockhart és mtsai. 2017). Lockhart és kollégai 2017-ben publikaltak azt a mérfoldkének
szamito tanulmanyt, amelyben 3 kiilonb6z6 kontinensen szinte egyidejiileg felbukkané C. auris
torzsek kiilonb6z6 populacidinak genomikai €s epidemioldgiai elemzésérdl szamoltak be
(Lockhart és mtsai. 2017). A C. auris izolatumok azéta vilagszerte a mai napig legalabb 50
orszagban jelentek meg. A C. auris-nak négy nagy, egymastol genetikailag jol elkiiloniil6
kladja van: a dél-azsiai klad (1), a kelet-azsiai klad (I1), a dél-afrikai klad (111) és a dél-amerikai
klad (1V). A kladokon belil jellemzéen kevesebb, mint 70 egynukleotid-polimorfizmus (SNP)
kilonbség van, az egyes kladok kozott azonban tobb tizezernyi. Nemrégiben egy Gj C. auris
kladot (V. kl&d) jelentettek Irdnbdl; érdekes modon ezt a kladot tébb mint 200 000 SNP
valasztja el a tobbi kladtol (Lockhart és mtsai. 2017).

A C. auris-t 2009 0ta tobbszor izolaltak mar a fertdzott egyének vizeletébol, epéjébol, vérébdl,
sebekbdl, az orrbdl, a honaljbol, a bérrdl és a végbélbol. A C. albicans-szal ellentétben, amely
a legtdbb egészséges egyén gyomor-bélrendszeri és hagyuti traktusat képes kolonizalni, a C.
auris feltételezhetéen elsdsorban a bért kolonizalja. A klinikai megnyilvanulasai és az in vivo
kisérletek egylittesen arra utalnak, hogy a C. auris képtelen kolonizalni az anaerob kdrnyezetet,
mint példaul a béltraktust (Jeffery-Smith és mtsai. 2018, Hata és mtsai. 2020, Day és mtsai.
2018, Pathirana és mtsai. 2017).

Més patogén Candida fajokhoz hasonléan a C. auris is tobb morfoldgiai fenotipussal
rendelkezik, bar az egyes morfoldgiak szabalyozasi mechanizmusai és azok szerepe nagyrészt
ismeretlenek. A C. auris szamos izolatuma egysejtli éleszté formaban 1étezik. Az izolatumok
egy része azonban képes nagy pszeudohifa-szer(i sejtekbél allo aggregatumokat képezni, ahol
az anya és a leanysejtek egyméashoz kapcsoldédva maradnak (3. abra). Ezek az aggregatumok
altalaban jobban toleraljak a gombaellenes szereket, mint nem aggregal6 tarsaik; azonban az
aggregalo sejtek a Galleria mellonella fert6zési modellben csokkent virulenciat mutatnak a nem

aggregalo sejtekhez képest (Borman és mtsai. 2016, Singh és mtsai. 2019).
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3. 4bra: A Candlda auris nem- aggregatlv (A) és aggregatlv (B) fenotlpusa (Foto Publlc Health En gland Mycology

Reference Laboratory)

Bizonyos kornyezeti tényezék (szérum, N-acetil-glikdzamin, magas CO: szint) fonalas
ndvekedést indukélnak a C. albicans esetében. Azonban ezek a tényez6k nem valtanak ki
hifaképzédést a C. auris-ban. Egy nemrégiben végzett vizsgalatban a C. auris-t 10% NaCl-lal
Kiegeszitett YPD taptalajon tenyésztették. Ez a feltétel 37 C és 42 'C hdmérsékleten is hosszikas
¢és pszeudohifa jellegli sejtek képzddését idézte eld. Egy masik tanulmany nemrégiben arrdl
szamolt be, hogy a C. auris sejtek Hsp90 inhibitorral torténé kezelése pszeudohifa szeri sejtek
kialakulasat eredményezte (Wang és mtsai. 2018, Welsh és mtsai 2017). A Hsp90 hasonld
gatlasa a C. albicans-ban is fonalas ndvekedést eredményezett, ami arra utal, hogy a
filamentaciod bizonyos szabalyozasi mechanizmusai legalabb részben konzervalddtak a C.
albicans és a C. auris esetében. A C. auris torzsek biofilmképz6 képessége erésen izolatum -
¢és kladfiigg6. Bar mind az aggregalt, mind a nem-aggregalt C. auris sejttipusok képesek
biofilmek kialakitasara, az utdébbiakrol kimutattdk, hogy robusztusabb szesszilis k6zdsségeket
tudnak létrehozni. Bar a C. auris biofilmek szerepe kevésbé ismert, mint a mas Candida fajok
altal képzett biofilmeké, a C. auris szesszilis kozdsségek is minden bizonnyal hozzajarulnak a
faj virulencigjdhoz, rezisztencidjahoz és talélési tulajdonsadgaihoz a kornyezetben és a

gazdaszervezetben (Casadevall és mtsai. 2019, Kean és mtsai. 2018).

A virulenciaval foglalkozé tanulmanyok kimutattadk, hogy a C. albicans-hoz hasonloan a C.
auris is szamos ismert virulenciafaktort expresszal a gazdaszovetek lebontasa és invazidja
érdekében (Wang és mtsai. 2018, Yue es mtsai. 2018). llyenek példaul a szekretélt aszpartil
proteinazok és lipazok. In vivo modelleken végzett dsszehasonlitd vizsgalatok azt mutatjak,
hogy mind az egér disszeminalt fert6zési modellben, mind pedig a G. mellonella modellben a
C. auris kevésbé virulens, mint a C. albicans (Borman és mtsai. 2016, Wang és mtsai. 2018).
Azonban szignifikdnsan virulensebb, mint a C. glabrata és a C. haemulonii (Yue és mtsai.
2018). A C. albicans-hoz képesti virulencia csokkenés valdszintileg annak kdszonhetd, hogy a

C. auris a C. glabrata- hoz és a C. haemulonii-hoz hasonl6éan nem képes az emlés
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gazdaszervezetben hifakat vagy pszeudohifakat fejleszteni, amelyek kritikus szerepet jatszanak
a szoveti invazidban a fert6zések soran (Yue és mtsai. 2018). A masik lehetséges magyarézat a
genetikaban keresend6, ugyanis a C. auris haploid genommal rendelekezik hasonléan a C.
glabrata-hoz (Hickman és mtsai. 2013). A C. auris egyes izolatumai mind in vitro, mind pedig
in vivo kortlmeények kozott is képesek aggregatumokat képezni. A sejtaggregacio elényos a C.
auris szamara, mivel lehetévé teszi a gombasejteknek, hogy elkeriiljék a gazdaszervezet
immunrendszerét, fennmaradjanak a gazdaszovetekben, és fokozottan ellenalljanak
gombaellenes szereknek. A C. albicans sejtekkel dsszehasonlitva a neutrofil granulocytak
kevésbé hatékonyak a C. auris sejtek elpusztitasaban. A gombasejtek aggregatumképzo
képessége valosziniileg akadalyozza a gazdaszervezet velesziiletett immunvalaszat azaltal,
hogy a C. auris szamara fizikai védogatat képez a kornyezettel szemben (Fakhim és mtsai.
2018).

Az egyik oka annak, hogy a C. auris-t "komoly fenyeget6 veszélynek" tekintik, az egyre inkabb
terjedd rezisztens/multirezisztens/panrezisztens izoldtumok eléfordulasa, a masik, hogy ez az
egyetlen olyan Candida faj, amely nozokomialis jarvanyokat kepes okozni (Spivak és mtsai.
2018, Hata és mtsai. 2020). A C. albicans és mas Candida fajok esetében hasznalatos
breakpoint-ok alapjan a C. auris legtobb izolatuma rezisztens a fluconazolra. A C. auris
izolatumok egy része az amphotericin B és az echinocandin gydgyszerek esetében is magasabb
minimalis gatlo koncentracioval (MIC) rendelkezik, és mar vannak olyan Klinikai izolatumok,
amelyek minden rendelkezésre all6 gombaellenes készitménnyel szemben rezisztensek
(Lockhart es mtsai. 2017, Chowdhary és mtsai. 2014). Figyelemre mélto, hogy a C. auris-szal
kozeli rokon fajok, a C. haemulonii és a C. lusitaniae szintén gyakran rezisztensek egy vagy
tobb gombaellenes gyogyszercsoportra. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a C. auris, a C.
haemulonii és a C. lusitaniae rezisztencia mechanizmusai hasonl6 genetikai utak altal
szabalyozottak (Arendrup és mtsai. 2017). Az ERG11 gén altal kodolt lanoszterol-demetilaz
enzim kulcsfontossagl a gombak, igy a C. auris ergoszterol szintézisében is. A génben
bekovetkezd mutacid fluconazol rezisztens fenotipust jelenthet az adott gombafajnal. Az
Ergll-ben ismert 3 hot spot mutacio (Y132F, K143R és F126L vagy VF125AL), amelyek a
kiilonb6z6 C. auris genetikai kladok fluconazol rezisztenciajat okozzak. Béar a fluconazolra és
az amphotericin B-re rezisztens C. auris izolatumok gyakoriak, az echinocandin-rezisztens
izolatumok még egyelére viszonylag ritkdk. Az FKS1 gén az 1,3-béta-D-gliikan-szintaz

katalitikus alegységeét kodolja, amely a Candida fajok sejtfalszintézisében kritikus szerepet

crer
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rezisztensek voltak, mig mas, vad tipusu Fksl-et hordoz6 izolatumok human terapias dézisban

is érzékenyek maradtak erre az echinocandinra (Lockhart és mtsai. 2017).

3.4. Szisztémasan alkalmazhat6 tradiciondlis antifungélis szerek

Az elmult évszazadban a hatékony, jol toleradlhatdé gombaellenes szerek kifejlesztése,
bevezetése jelentdsen elmaradt az antibakteridlis terapia fejlodésétol. Az elsd6 komolyabb
mérfoldkovet az 1950-es években kifejlesztett amphotericin B deoxikolat jelentette, ami sok
éven keresztlil maradt az antifungalis terapia sarokkove (Nett és Andes 2015). Az 1970-es
években bevezettek egy pirimidin-analogot, a flucitozint, amelynek a hasznalatat jelentGsen
korlatozza rezisztencia gyors kialakulasa, amennyiben monoterapiaban alkalmazzak. Az 1990-
es évek kdzepén Uj, lipid alapt amphotericin B-formulékat hoztak forgalomba (Nett és Andes
2015). A kezdeti deoxikolat formuldhoz képest ezek jobb mellékhatasprofillal és csokkent
nefrotoxicitassal rendelkeztek. A lipid-asszocialt amphotericin B formulak megjelenése mellett
az 1990-es évek masik jelentds elérelépése a triazolok bevezetése volt. Az amphotericin B
készitményekkel 6sszehasonlitva a triazolok sokkal jobban toleralhatéak (Nett és Andes 2015).
Az elsé generacios azol készitmenyek (fluconazol-1990, itraconazol-1992) elsésorban a
Candida fajok ellen hatékonyak, mig a masodik generécios azolkészitmények (voriconazol-
2002, posaconazol-2006) a Candida nemzetség mellett a fonalas gombéak ellen is mutatnak
aktivitast (Nett és Andes 2015). A 2015-ben megjelent legujabb azol (isavuconazol) hasonloan
széles spektrumu aktivitassal rendelkezik, kedvezObb farmakologiai tulajdonsagokkal, ami
jobb biohasznosulést, kiszdmithatobb hatéanyagszinteket és kevesebb gydgyszerinterakciot
eredményez. (Nett és Andes 2015). A gombaellenes készitmények legUjabb csoportjat az
echnocandinok jelentik (caspofungin-2001, micafungin-2006, anidulafungin-2008). Ezek a
szerek jelent6s aktivitast mutatnak a Candida fajok ellen, tovabba sztatikus hatas figyelhet6

meg az Aspergillus fajokkal szemben is (4. bra) (Nett és Andes 2015).
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3.4.1. Poliének
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A poliének a Streptomyces fajok fermentlevéb6l izolalt anyagcseretermékek. A szisztémas
gombas fertdzések kezelésére az amphotericin B all rendelkezésre (Gallis és mtsai. 1990).
Kezdetben a deoxikolat formulat fejlesztették ki, majd 3 lipid alapt formulat vezettek be a
klinikai gyakorlatba a toxicitas csokkentése és a toleralhat6sag javitasa érdekében (Arikan és
Rex 2001). Az amphotericin B a sejtmembran ergoszterollal valé kdlcsonhatasan keresztil fejti
ki aktivitasat, amely kapcsolat eredményeként porusokat képez a gombasejtek felszinén. A
poérusok kialakuldsa lehetévé teszi az intracellularis kalium kidramlasat, ami a sejtek

pusztuldsdhoz vezet (Arikan és Rex 2001). Az amphotericin B jelentés aktivitast mutat a
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legtoébb Candida faj ellen, kivéve a C. lusitaniae-t (Sabatelli és mtsai. 2006). Az A. terreus
kivételével jelentds az aktivitas az Aspergillus fajok ellen és a Mucorales csoport szamos
képviseldje ellen. Ezen kiviil az amphotericin B készitmények aktivak a dimorf gombak, koztiik
a Histoplasma capsulatum, a Blastomyces dermatitidis, a Coccidioides immitis és posadasii,
valamint a Paracoccidioides fajok ellen (Li és mtsai. 2000 és McGinnis és mtsai. 2001).
Tekintettel az amphotericin B korlatozott oldhatésagéra és rossz oralis biohasznosulasra,
minden készitmény parenteralis. A gyogyszer hosszu felezési ideje miatt naponta egyszer
adagolhat6. Tekintettel az amphotericin B magas fehérjekotodésére (99%), feltételezhetd, hogy
a gyogyszer az agyi parenchimaban halmozodik fel, és a viszonylag alacsony agyi gerincveldi
folyadékszintek miatt nincs kelléen magas hatasfoka a meningitis kezelésében (Thompson és
mtsai. 2009). Az egyes amphotericin B készitmények eltéré farmakokinetikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A lipid-asszocialt formak példaul fokozott kdzponti idegrendszeri penetraciot
mutatnak, a tobbi készitményhez képest 4-7-szer magasabb csucskoncentraciot érnek el a
kdzponti idegrendszerben. Az IDSA jelenlegi iranyelvei a lipidalapd amphotericin B
formulédkat masodvonalbeli terapiakent, a deoxikolat formuldt pedig harmadvonalbeli
alternativaként sorolja fel a candidaemia kezelésében (5. abra). Bar az amphotericin B potens
gombaellenes aktivitdst mutat, az alkalmazéasat gyakran a jelentds toxicitds és a lipid-
formulaciok magas ara korlatozza. A gyakori mellékhatasok kozé tartozik a vesetoxicitas, az
inflzios reakciok, az elektrolit-rendellenességek és a hepatoxicitas. Az amphotericin B
esetében nagyon kevés a gyogyszer-gyogyszer kélcsénhatasok szama, mivel ez a gyogyszer

nem metabolizalodik a maj CYP450 enzimjei altal (Hamil 2013).

Empirikus terapia

Echinocandin :
Célzott terapia
[
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5. abra: Fajspecifikus terapias algoritmus a leggyakoribb Candida fajok esetében (Pappas és mtsai. 2018)

17



3.4.2. Triazolok

A triazolok Cis-alfa-szterol-demetildz enzim kompetitiv gatlasaval megakadalyozzak a gomba
fiziologids ergoszterol szintézisét, aminek kovetkeztében toxikus szterol intermedierek

halmozodnak fel a gomba sejtmemrénjdban (Allen és mtsai. 2015).

A fluconazol szdmos klinikailag relevans Candida faj ellen bir sztatikus hatassal, beleértve a
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae és C. dubliniensis fajokat. A fluconazol
kivalo aktivitast mutat a Cryptococcus neoformans ellen. A MIC értékek altalaban magasabbak
a C. glabrata, C. guilliermondii és C. rugosa fajok esetében. A C. krusei genetikusan
rezisztensnek tekinthet6 (Allen és mtsai. 2015, Nett és Andes 2015). A dimorf gombak esetében
a fluconazol iranti MIC értékek jellemzéen magasabbak, mint mas elérhetd azolok (itraconazol,
posaconazol, voriconazol, isavuconazol) esetében, ezért a fluconazolt ritkabban alkalmazzak
ezen fertézések kezelésére, kivéve a coccidioidomycosis-t. Az Aspergillus, Fusarium,
Scedosporium. és a Mucorales fajok genetikus rezisztenciaval rendelkeznek (Allen és mtsai.
2015). A fluconazol alacsony molekulatdmege és magas oldhatésaga miatt egyedulallé szernek
szamit. Korulbellil 90%-o0s az oralis biohasznosulasa, és felszivodasat nem befolyasolja a
gyomorsav vagy az elfogyasztott étel-ital mennyisége. A fluconazol hatékonyan hatol be a
gazdaszervezet legtobb szdvetébe, beleértve a kozponti idegrendszert is. Terapias
koncentraciokat lehet elérni az agy-gerincveldi folyadékban és a szemiiregben, ezen kivil a
vizeletben is, mivel elsdsorban a veséken keresztiil torténik a kivalasztas, korulbelll 66-76%-a
valtozatlan formaban 0ril. A jelenlegi IDSA ajanlasok alapjan a fluconazol az els6ként

valasztando szer a nyalkahartya candidiasis kezelésében, valamint elsé vonalbeli lehet6ség az

Ve

Az itraconazol hasonlé spektrummal rendelkezik, mint az imént emlitett fluconazol. Az
itraconazol 2 oréalis készitményben kaphatd: kapszula és hidroxipropil-béta-ciklodextrinnel
komplexalt orélis oldat. Intravénas alkalmazésra is formuldztdk ciklodextrinnel, de ez a
készitmeny jelenleg nem all rendelkezésre. A kapszula felszivddasa kb. 55%-os, de a gyomor
savassaga és az ételbevitel hatdsara javul, ezért szénsavas ital es étel mellett ajanlott a beadasa.
Az oralis oldat kivalo, kozel 80%-0s biohasznosulassal rendelkezik. A betegek kozotti
variabilitas kisebb ennél a készitménynél, és a szérumkoncentracid jellemzdéen 30%-kal
magasabb, mint a tablettas készitmény esetében. Az itraconazol nagymértékben kotédik a
fehérjékhez (99%) (Allen és mtsai. 2015). A fluconazollal és a voriconazollal ellentétben a
hatéanyag csak kis mennyiségben penetral az agy-gerincvel6i folyadékba és a szem

folyadékkompartmentumaiba. Az itraconazolt szdmos mikozis kezelésére engedélyezték,
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beleértve a blastomikozist, a nyalkahartya-candidiasist, a coccidiomycosist, a cryptococcosist,
a histoplasmosist, az onychomikdzist és a sporotrichézist. Engedélyezték tovabba neutropénias
betegek gombds fertdzésének empirikus kezelésére ¢és az aspergillozis masodvonalbeli

kezelésére (5. dbra) (Allen és mtsai. 2015, Nett és Andes 2015).

A voriconazol a fluconazolhoz és az itraconazolhoz sok tekintetben hasonléan mutat Candida
ellenes aktivitast. Ezenkivil a voriconazol a fluconazol-rezisztens C. glabrata torzsek egy része
ellen is hatékony. A voriconazol aktiv a Cryptococcus spp. és a dimorf B. dermatitidis, C.
immitis és a H. capsulatum esetében is. J6 aktivitdst mutat a legtébb Aspergillus spp. ellen,
beleértve az amphotericin B rezisztens A. terreus-t is (Allen és mtsai. 2015). Hatékony tovabba
Fusarium. és a Scedosporium fajok ellen; a Mucorales elleni aktivitds azonban mérsekelt. A
voriconazol szajon at szedhet6 tabletta, oralis szuszpenzi6 és intravénas oldat (szulfobutiléter
b-ciklodextrinnel komplexalva) formaban is elérhet6. A biohasznosulas mindkét oralis
készitmény esetében meglehetésen magas, tobb mint 90%-0s. A felszivodast nem befolyésolja
a gyomor savassaga (Allen és mtsai. 2015, Nett és Andes 2015). A voriconazol szérumszintje
betegenként nagymértékben valtozhat, elsGsorban a metabolizmus eltérései miatt. A
voriconazol nagymértékben metabolizalédik a CYP450 enzimek Aaltal, és a CYP2C19
elsddleges enzim polimorfizmusai miatt valtozhat a metabolizmus mértéke. Klinikai
vizsgalatok azt mutatjak, hogy az 1 és 2 mg/ml kdzotti szérumkoncentracidval korrelal
legjobban a pozitiv terapias kimenetellel. A 6 mg/ml-t meghaladd voriconazol
szérumkoncentraciok azonban mellékhatasokkal, tobbek kdzott hepatitisszel és deliriummal
jarnak. A voriconazol 58%-ban kot6édik fehérjékhez. A fluconazolhoz hasonléan az agyi
folyadékban és a szemkompartmentekben a voriconazol szintje eléri a szérumkoncentracio tébb
mint 50%-at, ami lehetdvé teszi a kozponti idegrendszer és a szem fertézéseinek kezelését.
Els6ként valasztandd szernek tekinthetd az invaziv aspergillosis, nyel6csé candidiasis,
scedosporiosis és a Fusarium infekciok kezelésében. A voriconazol jobbnak bizonyul az
amphotericin B-nél az invaziv tiidéaszpergillozis kezelésében. Az aspergillosis legtobb invaziv
formajanak, koztik a sinusitisnek, agytalyognak, endocarditisnek, osteomyelitisnek és
szeptikus artritisznek a kezelésére is ez a gyogyszer az elsévonalbeli valasztas (5. abra) (Allen
és mtsai. 2015, Nett és Andes 2015). Alkalmazédsanak egyik fontos korléatja, hogy
veseelégtelenségben csak a per os formak hasznalhatdéak a vénas készitmény ciklodextrin

tartalma miatt, valamint az, hogy sok jelentds gyogyszer interakcidja van.

A posaconazol és az isavuconazol a legtébb Candida faj ellen aktiv, raadasul a voriconazolhoz

hasonldan jo aktivitdst mutatnak a fluconazol-rezisztens izolatumok egy részével szemben.
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Spektrumuk kiterjed a C. neoformans a C. immitis, B. dermatidis és a H. capsulatum fajokra.
Kivalo aktivitast mutatnak az Aspergillus spp. ellen, beleértve az A. fumigatus, A. flavus, A.
niger és A. terreus fajokat (Allen és mtsai. 2015). Tovabba szamos Mucorales fajjal szemben
is j0 az aktivitasuk. A posaconazol jelenleg szajon at szedhetd szuszpenzid, késleltetett
hatdanyag-leadasu tabletta és szulfobutiléter b-ciklodextrinnel komplexalt intravénas oldat
formajéban kaphato. A felszivddas és a biohasznosulés kiilonbdzik a 2 oralis készitmény kozott.
Az orélis oldat esetében a felszivodas nagymértékben fiigg a taplalékbeviteltol, ahol a magas
zsirtartalmu ételek segitik legjobban a felszivodast. Az itraconazollal és a voriconazollal vegzett
vizsgalatokhoz hasonloan a terapias gyogyszer monitorozas a posaconazol esetében is fontos,
kilénosen az orélis szuszpenzids készitmények esetében. A posaconazol nagymértékben
kotodik a szérumfehérjékhez (98%) (Allen és mtsai. 2015). A klinikai vizsgalatokbol szarmazé
adatok alapjan a posaconazol gyengén penetral az agy-gerincvel6i folyadékba és a szem
kiilonb6z6 részeibe. Az isavuconazonium, az isavuconazol vizben oldddé pro-drugja, szajon at
szedhet6 kapszula és intravénés oldat formajaban kaphat6. A voriconazol és a posaconazol
intravenas formulaival ellentétben az isavuconazonium intravenas formuléja nem tartalmazza
a szulfobutiléter b-ciklodextrin viv6anyagot, igy Vveseelégtelenségben is adhatd. Az
isavuconazolnak hosszu felezési ideje van (> 75 éra), és naponta egyszer kell adni egy 2 napos
telitési idoszakot kovetden. Az isavuconazol tobb, mint 99%-a kotodik a szérumban a
fehérjékhez. Az isavuconazol szintje az agy-gerincvel6i folyadékban alacsony. A posaconazol
engedélyezett az oropharyngedlis candidiasis kezelésére és az invaziv gombafertdzés
profilaxisara. Az isavuconazol elsésorban az invaziv aszpergilldzis és az invaziv mucormycosis
kezelésére engedélyezett. Az isavuconazollal kezelt betegek gydgyulasi eredményei (31%,
illetve 38%) hasonldak voltak az amphotericin B és a posaconazol korabbi eredményeihez
hasonlitva (5. abra) (Allen és mtsai. 2015, Nett és Andes 2015).

3.4.3. Echinocandinok

Az echinocandinok olyan félszintetikus lipopeptidek, amelyek egy acil-oldallanchoz kotott
ciklikus hexapeptidekbdl allnak (Patil és Majumdar 2017). Az echinocandinok a béta-1,3-
glikan szintézis gatlasaval fejtik ki antifungalis hatasukat. A Candida fajok ellen elsGsorban
fungicid hatas, mig az Aspergillus nemzetség tagjai esetében sztatikus hatast figyelhetlink meg.
A jelenleg rendelkezésre &ll6 harom echinocandin a caspofungin, a micafungin és az
anidulafungin. A harom echinocandin spektruma és aktivitdsa nagyon hasonlé a klinikailag

relevans Candida fajok ellen (Patil és Majumdar 2017, Nett és Andes 2015). A C. parapsilosis
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és a C. guilliermondii esetében a MIC értékek gyakran magasabbak, de a klinikai adatok alapjan
az echinocandinok gyakran még mindig hatékonyak ellentk. Az echinocandinok hatéstalannak
bizonyultak C. neoformans, az endemikus dimorf gombak, a Mucor fajok, Fusarium fajok,
valamint a Scedosporium fajok ellen. A Candida fajokal tapasztalt szerzett rezisztencia
viszonylag alacsony, 3-5% kozott valtozik (Patil és Majumdar 2017). A rezisztencia oka a
glikan-szintaz FKS1 alegységében bekovetkez6 egy vagy tobb pontmutacio, amely
megvaltoztatja a gliikan-szintaz enzim enzimkinetikai jellemz6it. Erdemes kiemelni, hogy a C.
glabrata rezisztencidja vilagszerte folyamatosan novekszik, jelenleg 3-15%-0s aranyt
jelentenek az irodalmi adatok (Nett es Andes 2015). Az echinocandinok felszivodasa a
gasztrointesztinalis rendszerbdl nagyon alacsony, igy kizarolag intravénas formaban érhetéek
el. Hosszu felezési idejlik (10-26 6ra) miatt naponta egyszer adagolhatok. Gyengen penetralnak
a szembe és a kodzponti idegrendszerbe. A caspofungin 96%-ban, a micafungin 99,8%-ban, az
anidulafungin megkdzelitéleg 99%-ban kotddik a szérum fehérjékhez (Nett és Andes 2015).
Bar a farmakokinetikdjuk elsdsorban linedris lefutdst mutat, mindenképp kiemelendd egy
fontos farmakokinetikai tulajdonsag: a beadott echinocandin doézist kovetéen, az adott
antimikotikum felhalmozddik a szdveti kdrnyezetben, majd, ha csékken a vérben a gydgyszer
koncentracid, az adott antifungalis szer folyamatosan visszaaramlik a keringesbe. Ezek alapjan
a szovetek rezervoarként szolgalhatnak, ami rendkiviil fontos tényez6 az antifungalis terapia

tervezése soran (5. abra) (Patil és Majumdar 2017, Nett és Andes 2015).

3.5. A Candida biofilmek altalanos jellemz6i

A biofilm olyan mikroorganizmusok szesszilis kozossége, amelyek képesek egy Osszefiiggd
bevonatot képezni mind abiotikus, mind pedig biotikus felszineken, mikdzben extracellularis
poliszacharid alapi matrixot termelnek maguk koré (Donlan 2001). Az ilyen tipusu
kozosségben 1év0 mikroorganizmusok alacsonyabb novekedési ratit és nagyobb
ellenalloképességet mutatnak az antimikrobialis kezeléssel és a kdrnyezeti faktorokkal
szemben, tovabba a planktonikus sejtektdl élettanilag eltéréen viselkedhetnek (Donlan 2001).
Az adhézid képessége lehetdséget biztosit az egyes mikrobaknak, kdztiik a Candida fajoknak,
hogy biofilmet képezzenek orvosi eszkézok felszinén, példaul intravaszkularis katétereken,
szivbillentyikon és iziileti protéziseken. A legUjabb klinikai kutatdsok szerint elmondhato,
hogy a mikrobialis fert6zések csaknem 80%-a kothetd biofilm képzéshez (Douglas 2003). A
biofilm képzddés szempontjabol a kiilonbozé Candida fajok jelentds eltéréseket mutathatnak

az extracellularis matrix (ECM) jellemzdi, a gomba sejtek morfoldgidja és az antifungélis
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szerek iranti rezisztencia szempontjabdl (Sims és mtsai. 2005, Mitchell és mtsai. 2016, Silva és
mtsai. 2009). A C. albicans érett biofilmjei heterogénebb szerkezetiiek, blasztosporakbol és
hifakbol allnak, amelyeket poliszacharid anyagbol allo6 ECM vesz koéril. Az ECM egy szilard
,allvanyzatot” biztosit a sejtek kozotti és a kiilonboz6 feliiletekhez torténé adhézidhoz. A C.
glabrata esetében a biofilmet kizardlag élesztésejtek alkotjak tobbrétegli szerkezetben vagy
szorosan egymashoz simult sejtcsoportokban (Chandra és mtsai. 2001). A C. tropicalis
biofilmje élesztésejtek, pszeudohifak és hifak haldzatabol all, ahol intenziv hifaképzédés
figyelhet6 meg (Bizerra és mtsai. 2008). A C. parapsilosis esetében a biofilmet a feltletre tapadt
¢lesztdsejtek klaszterei alkotjak, minimalis ECM tartalommal (Lattif eés mtsai. 2010). Ezek a
kiilonbségek ravilagitanak a biofilmképzédés alapjaul szolgéld folyamatok dsszetettségére, és
arra, hogy nehéz egy olyan terapiat talalni, amely ugyanolyan hatékonysaggal képes az 6sszes

Candida biofilm felszamol&séra (6. 4bra) (Cavalheiro és Teixeira 2018).

A C. albicans in vitro biofilmképzése soran a korai fazis korilbelil 11 6rat vesz igénybe, amely
soran kulonallé mikrokoloniak alakulnak ki. A biofilmképzddés koztes fazisa 12-30 Oréig
tarthat, amelyet az extracellularis poliszacharid (EPS) matrix és egy altalaban
élesztdgombakbal, csiratomlokbol és/vagy fiatal hifakbol 4llo kettds réteg kialakuldsa jellemez.
Ezt a fazist koveti a C. albicans biofilm érése, amely magaba foglalja egy vastag EPS-réteg
kialakulasat, amelyben élesztosejtek és hifak vannak jelen egy siirti halozatot alkotva. Az érési
folyamat altalaban korulbelll 38-72 6réat vesz igénybe (Chandra és Mukherjee 2015). Az érést
kovetden indul a diszperzids fazis, ahol az érett biofilmekbdl élesztésejtek szakadnak ki,
amelyek gyakran fokozott virulenciaval és rezisztensebb fenotipussal rendelkeznek a biofilmet
alkot6 anyasejtekkel 6sszehasonlitva (Blankenship és Mitchell 2006). Fontos kiemelni, hogy a
biofilmképzddéssel kapcsolatos legtobb vizsgalatot in vitro végezték. Azonban lényeges
kilonbsegek vannak az in vivo és in vitro biofilmképzédésben (Andes és mtsai. 2004). Az in
vivo biofilmképz6dés korai fazisanak iddtartama révidebbnek bizonyult, mint az in vitro
megfigyelt id6tartam, az in vivo biofilmképz6dés 8 oraja utan mar tobb réteg élesztésejt és hifa
van jelen. Tovabba a C. albicans biofilm in vivo érése 24 ora alatt lezajlik, ellentétben az in
vitro megfigyelt 38-72 déraval (Andes és mtsai. 2004). A biofilm kialakulasanak elsé dontéd
Iépése az adhézio, amelyet szamos adhezin segitségével valosit meg a gomba. Az adhezinek
altalaban glikozil-foszfatidil-inozitol sejtfalfehérjek (GP1-CWP-k), amelyek egy GPI-horgonyt,
egy szerin/treonin doment és egy szénhidrat- vagy peptidk6té domént tartalmaznak. A C.
albicans-ban szdmos adhezin tartozik az Als (agglutinin-like sequence) csaladba (Verstreppen

és Klis 2006). Az ilyen adhezinekrdl ismert, hogy C-terminalis régiojukon keresztil sz&mos
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fehérjéhez képesek kotddni. Az Als csalad 8 tagja kozil az Als3-nak van a legkiemelkedébb
szerepe a biofilmképzOédésben, mivel delécidja a vad tipusu torzsekhez képest sulyos
biofilmdefektushoz vezet (Nobile és mtsai. 2006). A C. albicans masik fontos adhezincsaladja
a Hwp fehérje csalad, ahova példaul a Hwpl tartozik. A Hwpl a csiratomlék €s a hifak
sejtfalanak mannoproteinje, amelynek szerepe van a biofilmképzédésben (Modrezewka és
mtsai. 2015). A Hwpl mellett a Hwp csaldd négy maésik fehérjéje is szlikseges a biofilm
kialakulasahoz: Hwp2, Rbtl, Eapl és Ywpl. A C. glabrata-ban az EPA (epithelial adhesion)
csalad a 6 felel6se az adhézidnak. Ezek tobbségét szubtelometrikus régidkban lokalizalt gének
kodoljak, beleértve az EPAL, EPA2, EPA3 és HYRL1 klasztert, valamint az EPA4 és EPA5
klasztert (De Las Penas és mtsai. 2003).

Az adhézi6 utan megkezdddik a biofilmek érése, valamint az EPS termelés (Chandra és
Mukherjee 2015). A kiilonboz6 fajok biofilm matrixanak dsszetétele nagyban kiilonbozhet. A
C. albicans termeli a legtébb EPS-t, amely nagy mennyiségben tartalmaz szénhidratokat (Al-
Fattani és mtsai. 2006, Flemming és Wingender 2010, Zarnowski és mtsai. 2014). A C. glabrata
biofilmek magas szénhidrat- és fehérjetartalmu matrixot tartalmaznak. A C. parapsilosis
biofilm szerkezete a vizsgalt torzstdl fiiggden valtozhat, de altalaban éleszt- és pszeudohifa
morfologia dominal benne (Al-Fattani és mtsai. 2006, Flemming és Wingender 2010,
Zarnowski és mtsai. 2014). Kimutattak, hogy a C. parapsilosis biofilmek matrixat foként
szénhidratok alkotjak, alacsony fehérjetartalommal. Mindazonaltal mas bizonyitékok azt
mutatjak, hogy a C. parapsilosis biofilmek a C. albicans, C. glabrata és C. tropicalis
biofilmekhez képest kevesebb matrixot tartalmaznak. A C. tropicalis biofilmek matrixa
alacsony szénhidréat- és fehérjetartalmd, a fellletekrél valo levalassal szemben azonban joval
ellendllébbak, mint a C. albicans altal Iétrehozott szesszilis strukturék (6. dbra) (Al-Fattani és
mtsai. 2006, Flemming és Wingender 2010, Zarnowski és mtsai. 2014). A biofilm kialakulasa
szempontjabol, fontos, hogy a gombasejtek milyen anyagon tapadnak meg. A C. albicans
vastagabb biofilmeket tud létrehozni a latex és szilikon elasztomer fellileteken, mig a biofilmek
kisebbek a poliuretanon és a szilikon felszineken a polivinil-kloridhoz képest. A 6% polietilén-
oxidot tartalmazo poliéterurethan jelentdsen csokkenti a teljes biofilm biomasszajat, valamint
a biofilmben 1év6 sejtek metabolikus aktivitasat. Azonban teflonon példaul fokozott
biofilmképzés figyelhetd meg (Susewind és mtsai. 2015, Chandra és mtsai. 2005, Estivill és
mtsai. 2011).
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6. abra: Fajspecifikus biofilmképzés (Carvalheiro és Teixeira 2018)

A biofilmképzddést szdmos transzkripcids faktor szabdlyozza, beleértve az adhézidban, a
hifaképzOddésben és az EPS-termelésben részt vevé faktorokat (Nobile és mtsai. 2013). Nobile
és mtsai. (2013) 165 transzkripcios faktor deléciés mutansbol allo C. albicans konyvtar
segitségével azonositottak a biofilmképzddéshez nélkiilozhetetlen transzkripcios faktorokat. Az
azonositott biofilm-defektiv delécids mutansok az efglA/A, berlA/A, teclA/A, ndt80A/A,
rob1A/A és brgl A/A voltak. A C. albicans biofilmek f6 szabalyozoi a fonalas névekedésben is
részt vesznek. llyen az Efgl és a Cphl, amelyek pozitivan szabalyozzak a hifak névekedéséhez
szikséges gének, példaul az ECE1, HYRI1, HWP1 és ALS3 expresszidjat. A Aefgl és
AefglAcphl delécids mutansokrol kimutattak, hogy képtelenek a filamentéaciora vagy a biofilm
kialakitasara (Nobile és mtsai. 2013). A C. albicans fonalas ndvekedésének szabalyozasaban
az Ndt80 transzkripcios faktor is részt vesz. Ezt a szabalyozdt a sejtek szétvalasanak, az
azolrezisztencianak, a virulencidnak és a biofilmképzodésnek a szabalyozasaval is
Osszefliggésbe hoztak. Hasonloképpen a Brgl-nek is szerepe van a C. albicans-ban a hifak
ndvekedésével kapcsolatos gének transzkripcids szabalyozasaban, mivel a BRG1 gén mindkét
a tultermelése a hifaspecifikus gének, koztuk az ALS3, a HWP1 és az ECE1 fokozott
expressziojahoz vezetett. A C. albicans Brgl-et viszont az Nrgl cink-ujj transzkripcios faktor
represszalja, amely részt vesz a sejtmorfoldgia és a patogenitas szabalyozéasaban (Nobile és
mtsai. 2013). A hifa névekedés és a biofilmképzddés fontos negativ szabalyozoi a C. albicans-
ban az Rfgl és az Nrgl, amelyek down-regulaljak az ALS3, ECE1 és HWP1 hifaspecifikus
gének expressziojat. A biofilmmatrix biogenezisének szabalyozasat a Csrl kdzponti szabalyozo
molekula végzi. Pontosabban, a Csrl negativan szabalyozza a matrixban jelen 1év6 béta-1,3-
glikan koncentracidjat a CSH1 és az IFD6 aktivalasaval, valamint a GCA1, GCA2 és ADH5
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expresszidjanak gatlasaval (Nobile és mtsai. 2013). A Csrl-rél azt is megallapitottak, hogy részt

vesz a fonalas novekedés szabalyozasaban (Nobile és mtsai. 2013).

Korabban mar tobb tanulmany is egyértelmiien ravilagitott, hogy a biofilmképzés és az
antifungalis rezisztencia k6zott egyértelmii kapcsolat van (Hawser és mtsai. 1995, Kuhn és
mtsai. 2002, Nett és mtsai. 2007). Chandra és mtsai. (2001) kimutattdk, hogy bar az
amphotericin B, a fluconazol, a nisztatin és a klorhexidin MIC értékei 0,5, 1, 8 és 16 ug/ml
voltak a C. albicans biofilmek korai stadiumaban, 72 6ra elteltével az amphotericin B, a
fluconazol, a nisztatin és a klorhexidin MIC értékei 8, 128, 32 és 256 pg/ml-re véltoztak.
Erdekes modon azonban a hibas biofilmképzédést mutatd mutansok, a Aefgl és Aefgl Acphl,
amelyek csak megnyult sejtekb6l alld adherens monoréteget tudtak Iétrehozni, ugyanolyan
érzékenységet mutattak a fluconazollal és az amphotericin B-vel szemben, mint a vad tipus
(Ramage és mtsai. 2002). Tovabbi kiemelendd tény a rezisztencia szempontjabol a matrix
barrier szerepe (Seneviratne és mtsai. 2008, Mitchell és mtsai. 2015, Nett és mtsai. 2007).
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a vad tipust Candida sejtek 20%-kal jobban ellenalnak
az amphotericin B-nek mint az EPS defektussal biré mutans sejtek. Tovabbi érdekes tény, hogy
a béta-1,3-gliikkan bizonyitottan kotédik az amphotericin B-hez, mig a métrixbol valo hianya
noveli a C. albicans érzékenységet a fluconazollal és az amphotericin B-vel szemben
(Seneviratne és mtsai. 2008, Mitchell és mtsai. 2015, Nett és mtsai. 2007). A biofilmképzés
sorén a rezisztenciaért felelés gének expressziojaban is jelentds valtozasok kovetkeznek be. Ide
tartozik példaul a CDR és MDR gének up-regulalasa (Song és mtsai. 2009). Ugy tiinik, hogy
ez az up-regulécio fontos a gombaellenes rezisztencia kialakuladsaban a biofilmképzés korai
szakaszaban, mig az éresi folyamatban a szterol-osszetétel valtozasai tlinnek jelentésebbnek.
Mindazonaltal kimutattak, hogy az efflux pumpakat kédold gének (Acdrl, Acdr2, Amdrl,
torzsekhez hasonloan képesek biofilmet képezni, és még mindig magasszintii antifungélis
rezisztencia jellemzi ezeket a torzseket (Song és mtsai. 2009). Ez azt bizonyitja, hogy a
biofilmben kialakuld antifungdlis szer elleni rezisztencia nem egyetlen mechanizmustél fugg.
Hasonl6an mas mikroorganizmusok esetében leirtakhoz, a C. albicans altal képzett biofilmeken
belul is talalhatdk ugynevezett perziszter sejtek. A perziszter sejtek nyugvd, nem 0sztodo sejtek,
amelyek nagyfoku toleranciaval rendelkeznek az antimikrobialis szerekkel szemben (Lewis
2007).
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3.6. A farnesol, mint Uj potenciélis terapias alternativa

A biofilmeken bellli kommunikacio alappillére a quorum-sensing nevezetli folyamat, ami egy
populéaciodenzitdson alapuld inger-vélasz rendszer. Ez a folyamat a kdzponti anyagcsere
szempontjabol irrelevans. Kiilonb6z6 bioldgiai funkcioval rendelkezé kismolekulatomegii
szekretalt molekuldk szabalyozzak, amelyek termelését a populaciot alkotd sejtek stirlisége
szabalyozza (Albuquerque és Casadevall 2012). A gombék esetében a quorum-sensing egy
ismeretlen jelenség volt egészen a 2000-es évek elejéig, amikor Hornby és mtsai. (2001) leirtak
az els6 gomba eredeti kommunikacios molekulat, a farnesolt (3,7,11-trimetil-2,6,10-

dodekatrién-1-ol), amely kdzponti szerepet jatszik a C. albicans morfogenezisében.

A C. albicans esetében a farnesol a szterolszintézis atvonal melléktermékeként szabadul fel a
farnesol-pirofoszfat defoszforilalasaval. Ez egy aciklikus szeszkviterpén héstabil molekula,
amely elsdsorban aerob koriilmények kozott termelddik, és nem befolyasolja a szélsdséges pH,
valamint az elérheté szén- vagy nitrogénforras tipusa (Hornby és mtsai. 2003). Altalaban a
farnesol koncentracioja aranyos az €16 sejtek szamaval. Fizioldgias koriilmények kozott a C.
albicans izolatumok atlagosan 35,6 uM (tartomany: 13,7-58,5 uM) farnesolt valasztanak ki. Ez
a koncentracid 35-szor magasabb volt, mint a non-albicans fajok altal szekretalt mennyiség,
kivéve a C. dubliniensis-t, amely esetében 8,3 uM-t detektaltak (tartomany: 6,0-17,5 uM). Az
0sszes tobbi non-albicans fajra lényegesen alacsonyabb farnesol mennyiség jellemz6 0,4 és 1

uM kozotti értékeket figyelhetiink meg (Weber és mtsai. 2008).

Egy cDNS microarray analizis alapjan a C. albicans-ban ¢sszesen 274 gén reagal a farnesol
expoziciora, amelyek koziil 104 gén up-reguldlodott, mig 170 gén down-regulalédott (Cao és
mtsai. 2005). Elettanilag vizsgalva a farnesol képes befoly4solni a Candida sejtek
valaszt, a felszini hidrofobicitast, a vas metabolizmust és a héstresszel kapcsolatos titvonalakat.
Az egyik legjelentsebb farnesollal kapcsolatos hatas a hifa-¢lesztdsejt atalakulas indukcidja és
a biofilmképzédés gatlasa. Hangstlyozni kell, hogy 10% szérum jelenlétében 150-szer tobb
farnesol sziikséges a csiratomloképzés blokkolasahoz, ami azt mutatja, hogy nagymértékben

képes kotddni a szérumfehérjékhez (Weber és mtsai. 2010, Langford és mtsai. 2010).

Tekintettel erre a sokrétli szerepre, nem meglepd, hogy ez a vegyiilet szamos kdzponti jelatviteli
utvonalat befolyasol a kiilonb6z6 Candida fajokban. Az egyik legjobban tanulmanyozott
farnesollal kapcsolatos Utvonal a Rasl-CAMP-PKA kaszk&d, ahol a farnesol az adenil-ciklaz
Cyrl ciklaz doménjéhez k6t6dik ezzel befolyasolva az intracellularis cAMP szintjét. A farnesol

tovabbé a kis GTPaz Rasl hasitasat indukalja, ami szolubilis Ras1-et eredményez; a szolubilis
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Rasl a Cyrl gyenge aktivatora, és eldsegiti az élesztdsejtek kialakulasat. Tovabba kézvetleniil
is képes gatolni a cCAMP jelatviteli Utvonalat, elésegitve a hifabol élesztdvé torténd atmenetet.
Figyelemre méltd, hogy a farnesol expozicio stabilizalja az Nrgl fehérjét, amely a hifaképzddés

negativ szabalyozéja (Langford és mtsai. 2010).

A reaktiv oxigén gyokok termel6dését tekintve a szuprafizioldgias farnesol koncentracidk (200-
300 uM) a legtobb gomba szdmara stresszt okoznak, mig a fizioldgias koncentracio6 (30-40 uM)
megvédi ket a stressztél. Erdemes kiemelni, hogy a farnesolnak jelentés immunmodulalé
hatésa is van. Ez a molekula egyarant képes serkenteni a makrofagok kemokinszintézisét és
kivaltani a neutrofil granulocitak és monocitak aktivalodasat. A farnesol-expozicié a monocitak

dendritikus sejtekké torténd differencialodasat is befolyasolja (Polke és mtsai. 2018).

Fizioldgias koncentracioban a farnesolnak nincs jelentds hatasa azokra a Candida sejtekre,
amelyek mar megkezdték a hifaképzést vagy a biofilm létrehozasat (Hornby és mtsai. 2001).
Korabbi eredmények azonban arra utalnak, hogy a farnesol szuprafizioldgias koncentracidban
a biofilm strukturélis megbontasat okozhatja (Ramage és mtsai 2002). Emellett tobb szerz6 is
publikalt olyan tanulmanyokat, amelyekben, ha a farnesolt egyutt alkalmaztak azolokkal, a
korabban megfigyelt azolrezisztencia megsziint. Ez a jelenség a Cdr1 efflux pumpak gatlasaval,
a reaktiv oxigéngyokok termelésével vagy a glutation homeosztazis valtozasaval magyarazhat6
(Hornby és mtsai. 2001). A farnesol hatdssal van az ergoszterol szintézishez kapcsol6do
génekre is. Dizova és mtsai. (2018) megfigyelték, hogy 200 uM farnesol jelenléte down-
regulalja az ERG20, ERG11 és ERG9 géneket. Chen és mtsai. (2018) arrdl szamoltak be, hogy
a CYR1 és a PDE2 szabalyozza a C. albicans biofilmekben a kiilonb6z6 gombaellenes
szerekkel szembeni rezisztencia mechanizmusokat. A farnesol azonban a CYR1 és a PDE2 gén
expresszidjanak szabalyozasaval csokkentheti a C. albicans biofilmek rezisztenciajat. Yu és
mtsai. (2012) megfigyelték, hogy a szterol bioszintetikus utvonal hozzajarulhat a farnesol
gatléhatasdhoz, mivel az ERG11, ERG25, ERG6, ERG3 és ERGL1 gének transzkripcids szintje
csokkent a farnesol expoziciot kovetden. Jabra-Rizk és mtsai. (2006) kimutattak, hogy 30-50
mM farnesol-koncentrécid a C. albicans és a C. dubliniensis esetében a fluconazol MIC értékeit
a rezisztens ertékekrél a mérsékelten érzékeny kategoriara valtoztatja, mig a 100-300 mM
koncentracié mar fluconazol-érzékenységet eredményezett. A farnesollal és gombaellenes
szerekkel végzett kombinacids alapu kisérletek egyik elso jelent6s attorését Katragkou és mtsai.
(2015) publikaltdk, akik a C. albicans 48 oOréas biofilmjei ellen szinergizmust talaltak a
fluconazol, az amphotericin B és a micafungin kozdétt farnesol jelenlétében. A non-albicans

fajok tekintetében Kovacs és mtsai. (2016) kimutattak, hogy a farnesol fokozza a caspofungin
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és a micafungin aktivitasat C. parapsilosis izolatumok esetében. Fernandez-Rivero és mtsai.
(2017) arrdl szamoltak be, hogy a 300 uM farnesol emeli az amphotericin B aktivitasat a C.

tropicalis biofilmekkel szemben.

Korabban a farnesollal végzett allatkisérletek szamos kérdest vetettek fel a vegydilet in vivo
alkalmazhatosagat illetéen. Az egyik els6 in vivo vizsgalatban Navarathna és mtsai. (2007) arra
a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a fizioldgias farnesoltermelés kulcsfontossagu szerepet jatszhat
a gombak patogenezisében; tovabba az exogen oralis €s intraperitonealis farnesol adagolas (20
mM) fokozza az egerekben a C. albicans okozta mortalitast. Ezekkel az eredményekkel
ellentétben Hisajima és mtsai. (2008) protektiv hatast figyeltek meg a C. albicans ellen az orélis
candidiasis egérmodelljikben. Meg kell jegyezni, hogy a Hisajima és mtsai. (2008)
kisérleteiben a beadott farnesol dozisok (9 uM/egér) 1000-szer alacsonyabbak voltak, mint a
Navarathna és mtsai. (2007) altal végzett kisérletekben hasznalt farnesol dozis (20 mM/eger).
Boz6 és mtsai. (2016) nem talaltak farnesollal kapcsolatos védéhatast a huvelyi C. albicans
fert6zés esetében, ellentétben Hisajima és mtsai. (2008) eredményeivel. Ugyanakkor mindkét
alkalmazott farnesol-kezelés fokozta a napi 5 mg/kg fluconazol-kezelés aktivitasat a
fluconazol-rezisztens C. albicans torzs ellen. Hasonlo fluconazolrezisztencia-reverziot
figyeltek meg planktonikus sejtek esetében Jabra-Rizk és mtsai. (2006) és Cordeiro és mtsai.
(2013). Fernandes Costa és mtsai. (2019) farnesolt tartalmaz6 nanorészecskéket hasznaltak
onmagukban és mikonazollal kombinalva; 240 pM-nal nagyobb vagy azzal egyenlé farnesol
koncentracioban az éleszté-hifa dtmenet gatlasat figyelték meg. Ezenkivil a mikonazolt (33
mg/L) és farnesolt (2,1 mM) tartalmaz6 nanorészecskék szignifikansan gatoltdk a gombak

szaporodasat.
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4. Célkituzések

Vizsgalatainkban kivancsiak voltunk, hogy a Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpontban a
hemokultarakbol izolélt Candida fajok esetében milyen biofilmtermelési jellemzdket talalunk
biofilm tdmeg és metabolikus aktivitas szempontjabdl. Tovabba taldlunk-e barmilyen
kapcsolatot a biofilmek jelenléte, a mortalitas és a metabolikus aktivitas kdzott. A vizsgalatok
maésodik felében a farnesol expozicié hatasat vizsgaltuk C. auris klinikai izolatumok ellen, hogy
Uj tipust terépiat javasolhassunk ezen potencialisan multirezisztens Uj tipust nozokomialis

koérokoz6 esetében.
Kisérleteink soran az alabbiakat tiztiik ki célul:

» A hemokultdrakbdl szarmazd Candida izolatumok biofilmképzési tulajdonsagainak
vizsgalata (biofilm tdmeg mérése kristalyibolya assay segitségével és a metabolikus
aktivitas meghatarozasa XTT-assay hasznalataval), valamint a planktonikus és

szesszilis erzekenysegi profiljanak feltérképezése.

> Osszefiiggés keresése a biofilm termelés és a mortalitas, valamint egyéb prediszponald
tényezok, komorbiditasi faktorok ko6zott. Célunk, hogy meghatarozzuk azokat a
betegtulajdonsagokat, alapbetegségeket, amelyek hajlamosithatnak a biofilmtermeld

Candida izoldtumok altal okozott infekciéra.

> A farnesol hatdsanak in vitro vizsgalata C. auris planktonikus sejtek és egynapos

biofilmek esetében.
> A farnesol és az azolok kozott fennallo in vitro interakcio vizsgalata C. auris ellen.

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

egérmodellben.
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5.  Anyagok és modszerek

5.1. A biofilm képzési vizsgalatra hasznalt izolatumok kivalasztasi kritériumai, definiciok

Osszesen 127 Candida izolatumot vizsgaltunk, amelyeket 2013. januarja és 2018. decembere
kozott gytjtottiink a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontjaban (1667 agy) 127 egymastol
fuggetlen candidaemia-s epizddbdl. Akkor tekintettiik az adott klinikai szituaciot candidaemia-
nak, ha a beteg legalabb egy haemokultirajabol valamilyen Candida faj tenyészett ki. Ha
ugyanattdl a betegtél egynél tobbszor izolaltunk Candida-t, kiilonboz6 candidaemia-s
epizddnak tekintettilk a két eseményt, amennyiben legalabb 30 nap kuldnbséggel tortént a két
tenyésztés. Azokat a betegeket, akiknél egyidejiileg tobb Candida faj is el6fordult ugyanabbol
az epizodbal, kizartuk a vizsgalatbol. A betegek demografiai adatait, az alapbetegségeket és az
antimikrobidlis terdpia részleteit az elektronikus betegdokumentédcios rendszerben elérhetd
kortorténet attekintésével gytjtottiik oOssze. A candidaemia kimenetelét az elsé pozitiv

haemokultdratol szamitott 30 napig vagy a betegek halalaig kdvettik.

Fisher-egzakt tesztet hasznaltuk annak vizsgalatara, hogy a biofilmképz6 izolatumokkal vald
fertézésre jobban hajlamosit-e barmiféle kockazati tényezd, illetve, hogy az izoldtumok
biofilmképzése kapcsolatba hozhaté-e a 30 napos mortalitasi adatokkal. Az életkor
dsszehasonlitds vonatkozasaban parositatlan t-probat alkalmaztunk. A biofilmtermelést,
valamint a kiilonb6z0 betegjellemzok ¢€s koriilmények hatdsat a betegek halalozasara
tdbbszempontos regresszios modellben elemeztik. A biofilmtémeg és a biofilmek metabolikus
aktivitds mérésébdl szarmazo logaritmizalt abszorbancia értékeket, tovabba a beteg jellemzdket
hasznaltuk a mortalitas prediktor vizsgalatunkhoz a tobbvaltozos logisztikus regresszios modell
segitségével. A tablazatba a szignifikans esély aranyt tiintettlik fel. Az eredményeket akkor
tekintettik szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

A vizsgélatot a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga az alabbi

engedélyszamon jegyezete be: 5190-2019

5.1.1. A Candida auris izolatumok eredete

A C. auris-szal kapcsolatos kisérleteinkben harom klinikai izolatumot vizsgaltunk (10, 12, 27-
es izolatum), amelyek, az Egyesilt Kiralysdg Nemzeti Mikoldgiai Referencia
Laboratériumabol szarmaztak (Borman és mtsai. 2017). A vizsgalatok sordn az SC5314-es C.

albicans referencia torzset hasznaltuk ésszehasonlitd kontrollként. Fontos hangsulyozni, hogy
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minden vizsgalt C. auris izolatum nem aggregal6 fenotipust mutatott, amelyeknél a C. albicans-

hoz hasonlé patogenités figyelheté meg.

5.2. A candidaemia-bol szarmazo klinikai izolatumok biofilmképzésének vizsgalata

Az egynapos Sabouraud dextr6z agarra (SDA) kikent gombapazsitbol fizioldgias séoldatban
egy 25-30 ml-es végtérfogatl szuszpenziot készitettink. A szuszpenziét haromszor mostuk
(3000g fordulaton 3-szor 5 percig). A feliiliszo ledntését kovetéen ismételten 25-30 mi
fiziol6gias séoldatba vettlik fel a gombasejteket. Az egyes izoldtumok esetében RPMI-1640-
ben 1x106 Colony Forming Unit (CFU)/ml gombaszuszpenziét allitottunk be, majd lapos alju,
96 lyukd mikrotiter lemez (TPP, Trasadingen, Svéjc) szesszilis sejteket tartalmazé iregeibe 0,1
ml-t pipettaztunk. A negativ kontrollnak megfeleld tiregekbe 0,1 ml RPMI-1640 kerllt. Ezt
kovetden a plate-ket statikusan inkubaltuk 24 6ran keresztul 37 °C-on (Pierce és mtsai. 2008;
Kovacs es mtsai. 2016). Az egynapos biofilmekre 0,1%-os kristalyibolya oldatot mértiink (125
ul), ezt kovetéen 15 percet inkubaltuk Oket szobahdmérsékleten. Az inkubaciot kovetden a
biofilmeket haromszor mostuk steril fizioldgias sooldattal (200 ul). A lekotott kristalyibolya
molekulakat szolubiliz&ltuk 125 pl 33%-0s ecetsav hozzdadésdval. Negyedora inkubaciot
kovetéen 100 ul feliluszot steril mikrotiter lemezbe pipettaztunk. A kapott felilisz6
abszorbancidjat 540 nm-en spektrofotométer segitségevel mértiik le (O’Toole 2011; Marcos-
Zambrano és mtsai. 2014).

A metabolikus aktivitas vizsgalatahoz XTT [2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide]-assayt (VWR, Debrecen, Magyarorszdg) alkalmaztunk. A
haromszor mosott biofilmekhez 100 pul XTT/menadion (0,5 g/l XTT, kiegészitve 1 pM
menadionnal) oldatot adtunk. Ezt kdvetden a lemezeket statikusan inkubaltuk 2 éréan at, 37 °C-
on. A metabolikus aktivitas méréséhez 80 pl feliiltiszot eltavolitottunk az egyes tiregekbdl majd
492 nm-en spektofotométerrel mértiik 6ket (Pierce és mtsai. 2008). Irodalmi adatok alapjan a
kristalyibolya-assay és az XTT-assay segitségével nyert adatok nem feltétlentl korrelalnak
egymassal és alapvetéen két fliggetlen biofilm jellemzo6t vizsgalnak, ezért az izolatumokat a
biomassza mennyiségik és a metabolikus aktivitasuk alapjan alacsony, kézepes vagy magas
biofilmtermel6ként, tovabba alacsony, kozepes és magas metabolikus aktivitdst mutato
szeszilis kozosségként kategorizaltuk Rajendran és mtsai. (2016) altal k6zolt publikacio szerint.
Az elsé kvartilisbe (Q1) tartozd izolatumokat alacsony biofilmtermelének, a harmadik

kvartilisnél (Q3) magasabb biomasszaval rendelkezd izolatumokat magas biofilmképzonek, a
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kettd kozottieket pedig kozepes biofilmtermeldnek (Q2) mindsitettiik. Ennek a besoroldsnak az
elvét kovettlik a metabolikus aktivitason alapul6 kategorizalasnal is. A hasonlé vizsgélatokkal
valoé jobb Osszehasonlithatosag érdekében az izolatumokat a kdvetkezOképpen vizsgaltuk:
alacsony vs. kdzepes/magas biomassza és alacsony vs. kdzepes/magas metabolikus aktivitas.

A kiilonb6z6 Candida izolatumok biofilmtdmegét és a biofilmek metabolikus aktivitasat Dunn

teszttel kiegészitett Kruskal-Wallis-teszttel elemeztiik.

5.3. 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 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) altal
jévahagyott standard mikrodiltciés modszerrel végeztilk a szervezet M27-A3-as protokollja
alapjan. Tapkdzegként L-glutaminnal kiegészitett, hidrogén-karbonat mentes RPMI-1640-et
hasznaltunk (pH=7,0), MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav) Sigma] puffer
hozzdadasaval) (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008). A vizsgalt
gyégyszerkoncentraciok 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 hasznaltuk. A planktonikus MIC értékek leolvasasara 24 oras, 35°C-on
végzett inkubacios id6szakot kovetéen kerdlt sor. A fluconazol es a vizsgélt echinocandinok
esetében a részleges gatlast tekintettiik MIC végpontnak (legalabb 50%-o0s turbiditascsokkenés
a novekedési kontrollhoz képest), mig az amphotericin B esetében azt a koncentriciot
tekintettiik MIC értéknek, ahol elészor tapasztaltunk 100%-0s ndvekedéscsokkenést a pozitiv
kontrollal dsszehasonlitva. A planktonikus és szesszilis sejtek adott antifungélis szerekkel

szembeni MIC értékeinek kiilonbségeit Wilcoxon matched-pairs teszttel elemeztuk.

A C. auris izolatumok esetében a fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol,
isavuconazol és farnesol (mind a Sigma, Budapest, Magyarorszag) iranti MIC értékek
meghatarozasat a korabbiakhoz hasonléan standard leveshigitdsos metddussal végeztik, a
CLSI altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan (Clinical and Laboratory Standards Institute
2008). A vizsgalt gyogyszerkoncentraciok 0,5 és 32 mg/L, 0,008 és 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
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esetben azt a koncentracidt tekintettik MIC értéknek, ahol eldszor tapasztaltunk 50%-0s
ndvekedéscsokkenést a pozitiv kontrollal 6sszehasonlitva.

5.4. A biofilmek antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége

A vizsgalt gombaellenes szerek biofilmekkel szembeni aktivitasat XTT-assay segitségével
vizsgéltuk. A biofilmekkel szembeni MIC meghatéarozas soran vizsgalt koncentréaciok 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 koncentrécidja
2 és 1024 mg/L kozott mozgott. A szesszilis MIC értékek meghatarozasahoz a biofilmeket
haromszor mostuk 200 uL steril fiziologias sdoldattal. Az XTT-assay menete megegyezett a
fentebb leirt protokollal. Azt a koncentraciot tekintettik MIC értéknek, ahol el6szor
tapasztaltunk 50%-0s metabolikus aktivitas csokkenést a kezeletlen kontroll biofilmmel
Osszehasonlitva. A gyogyszer-expozicié altal okozott metabolikus aktivitas szazalékos
valtozasat a kovetkezéképpen szamoltuk ki: (Aurey — Anegativ kontrol)/(Apozitiv kontroll — Anegativ
kontrol)], @ahol A a mért abszorbancia. Minden izolatumot harom fuggetlen kisérletben
vizsgaltunk, és a tovabbi elemzéshez a harom érték medianjat hasznaltuk. Minden biofilmmel
kapcsolatos kisérletben a C albicans SC5314 referencia torzset hasznaltuk minéségi
kontrollként. A szesszilis sejtek adott antifungalis szerekkel szembeni MIC értékeinek

kilonbséegeit Wilcoxon matched-pairs tesztekkel elemeztiik (Kovacs és mtsai. 2016).

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

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

5.5. A farnesol planktonikus névekedésre gyakorolt hatdsanak a vizsgalata Candida auris

sejtek esetében

A nbvekedési vizsgalatokban a farnesol pre-expozicio, valamint a folyamatos farnesol kezelés
hatasat vizsgaltuk az alabbi kisérleti elrendezésben: (i) kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok
hatdsa a planktonikus sejtekkel szemben, (ii) kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok hatdsa a 24

oran keresztiil farnesollal (75 uM) pre-exponalt planktonikus sejtekkel szemben. A 75 uM
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farnesolt azért valasztottuk pre-expozicios koncentracionak, mert ez korulbelil a C. albicans
fiziologias farnesoltermelésének kétszeresének felel meg, igy mar szuprafiziolégiasnak
tekinthetd, de még nem mutat cytotoxicitast. (Weber és mtsai. 2008). A vizsgélt farnesol

koncentraciok minden kisérletben 10, 50, 100 és 300 uM voltak.

A planktonikus sejtek szamanak csokkenését time-Kkill kisérletekkel kdvettik nyomon (Kovacs
és mtsai. 2014). A mintakat (100 uL) 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 és 24 drakor vettlik, minden egyes
minta esetében tizes-alapu higitast végeztiink, majd minden higitasbol 4 x 30 pL-t pipettdztunk
SDA-ra, ezt kovetOen a taptalajokat 48 oran keresztiil 35°C-on inkubaltuk. Minden izolatumot
harom fliggetlen Kisérletben vizsgaltunk, és a harom érték atlagat abrdzoltuk. Az adott
id6épontokban Dunnett-tesztel kiegészitett egyszempontos variancianalizist alkalmaztunk, hogy
elemezzik az él6 sejtek szamara gyakorolt farnesol hatast. Szignifikansnak tekintettiik az

eredményt ha p < 0,05 volt.

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

Harom Kkisérleti protokoll szerint vizsgaltuk a farnesol pre-expozicié és a folyamatos
farnesolkezelés hatasat a C. auris és a C. albicans biofilmekre: (i) a biofilmképz6dés soran
fennalld 24 o6ran keresztiili folyamatos farnesolkezelés, (ii) a biofilmképzddés eldtt 24 oran
keresztiil farnesollal (75 uM) pre-exponalt sejtek biofilmképzé képessége, majd a
biofilmképzddés alatt 24 6ran keresztiil folyamatos kezelés adott farnesol-koncentrécioval, (iii)
a kiillonb6zd farnesol koncentraciok hatdsa az egynapos biofilmekre. A vizsgalt 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 drakor hataroztuk meg XTT-assay segitségével (Hawser,
1996; Katragkou és mtsai. 2015). Minden izolatumot harom fuiggetlen kisérletben vizsgéltunk,
¢és a harom érték atlagat hasznaltuk az elemzés soran. Az adott idépontokban Dunnett-tesztel
Kiegeszitett egyszempontos variancianalizist alkalmaztunk a kiilonb6z6 farnesol-koncentraciok
altal kifejtett metabolikus aktivitas valtozas elemzésére. A kezelt és a kontroll sejtek értékei

kozotti kilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt 0,05-nél.

5.7. Az azolok, illetve a farnesol kozott fennalld in vitro kdlcsonhatésok vizsgélata

A vizsgalt vegylletek kodzott esetlegesen fennalld szinergista kdlcsonhatas vizsgalatahoz

kétdimenzios ,,checkerboard” mikrodilacios assay-t alkalmaztunk (Meletiadis és mtsai. 2005;
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Meletiadis és mtsai. 2010; Katragkou és mtsai. 2015). A kdlcsonhatas vizsgalatok esetében a
C. albicans izolatumoknal eltekintettink a planktonikus sejtek tesztelését6l, mivel azok
fiziolégidsan magasabb érzékenységet mutattak a tesztelt szerek irant. A plate elrendezés
altalanosan az aldbbiak szerint tortént: a lemez A sora tartalmazta az egyes farnesol
koncentraciokat bnmagaban, mig a 10. oszlopban a kiilonb6z6 azol koncentraciok voltak
megtalalhatéak. A métrix tovabbi iiregei a két gydgyszer eltéré kombinacioit tartalmaztak. A
11. oszlop volt a kezeletlen novekedési kontroll, mig a 12. oszlop az Ugynevezett
taptalajkontroll. Az interakciok termeészetét a széleskorben hasznélt gatlé koncentraciéhanyad
indexszel (Fractional Inhibitory Concentration Index - FICI) hataroztuk meg, amelyet az
alabbiak szerint definialtunk: ZFIC =FICa + FICs = MICa kombin&cio / MICa 6nmaga + MICs
kombinacié / MICs 6nmaga, ahol a MICa és MICs 6nmagaban a két gyogyszer MIC értéke
dnmagaban, mig a MICa és MICs kombinécidban a két gyogyszer MIC értéke az a tesztelt
izoeffektiv kombinacidkban. Az izoeffektiv kombinaciok esetében meghataroztuk a FIC
értéket, melyek kozul a legalacsonyabb érték felelt meg a 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 (Meletiadis és mtsai. 2005; Meletiadis

és mtsai. 2010; Katragkou és mtsai. 2015).

5.8. A farnesol hatdsanak in vivo vizsgalata neutropénias egérmodellben

BALB/c neutropénias ndstény egerek (21-23g) (Charles River) segitségével vizsgaltuk a
farnesol pre-expozicio (75 uM) és a napi farnesol kezelés (75 uM) hatésat egy reprezentativ C.
auris izolatum és a C. albicans SC5314 torzs virulenciajara. Az allatokat a laboratoriumi allatok
gondozésara ¢s felhasznalasara vonatkozo iranyelveknek megfelelden tartottuk. A kisérleteket
a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) hagyta jova (12/2014
DEMAB szam( engedély). Tartds immunszuppressziot 150 mg/kg ciklofoszfamid
intraperitonealis beadasaval hoztuk 1étre 4 nappal a fert6zés eldtt, ezt kovetéen 100 mg/kg
ciklofoszfamidot adtunk 1 nappal a fert6zés el6tt, majd 100 mg/kg Ujboli ciklofoszfamid adasa
kovetkezett 2 nappal és 5 nappal a fert6zés utan (Andes és mtsai. 2010; Kovacs és mtsai. 2014).
El6zetes kisérleteinknek megfelelen az egereket intravénasan, a laterélis farokvénan keresztil
fertdztiikk meg; ahol a fert6z6 dozisok 1 x 107 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
(csoportonkeént 10 egeret hasznaltunk); (i) kezeletlen kontroll egerek; (ii) 24 o6ran keresztil

farnesol pre-exponalt (75 uM) sejtekkel torténd fertdzés; (iii) a fertézést megel6zéen nem volt
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farnesol pre-expozicid, de napi 75 uM farnesol indult a fert6zést koveto 24 oraval; (iv) 24 6rén
at tarto farnesol pre-expozicio (75 uM) a gombasejteken a fertézést megel6z6en; ezt kdvetden
24 oréval a fertdzést kovetden napi 75 pM farnesol kezelés kezd6dott.

A kezelést intraperitoneélisan adtuk be 0,5 ml térfogatban, fiziologias séoldattal higitva. A
kontroll egerek 0,5 ml fiziologias s6oldatot kaptak intraperitonealisan. A fert6zés utan 6 nappal
az egereket elaltattuk, és a veséjlket eltavolitottuk (Fakhim és mtsai. 2018), lemértiik, majd
aszeptikusan homogenizaltuk. A vesékben 1évé gombak mennyiségét kvantitativ tenyésztéssel
hataroztuk meg. A kapott eredményeket Dunn-teszttel kiegészitett Kruskal-Wallis teszttel
elemeztik. Szignifikans volt az eredmény, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

A kezelt és kezeletlen egerek veséit szOvettani vizsgélatoknak is alavetettik. A szdvettani
vizsgalatot €s a szdvettani festést rutinszerlien formalinban régzitett, paraffinba agyazott
egervese-szoveteken végeztilk. A paraffin blokkokbdl 4 um vastagsagia metszeteket vagtunk,

és PAS festést vegeztink (Pupim és mtsai. 2017).
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6. Eredmények

6.1. A biofilmképzési epidemioldgiai vizsgalatok eredmeényei

A vizsgalt klinikai izolatumok tébbsége férfibetegbdl szarmazott (59%), 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-s epizédok 51%-
aért (65/127) volt felelds, 6t kovette 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, kevéshé gyakori fajok
(6/127; 5%) a C. lypolitica, C. catenulata, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. inconspicua és
C. orthopsilosis egy-egy candidaemia-s epizddot okoztak.

A 7. &bra A és B része azt mutatja, hogy a biofilm témege és a szesszilis sejtek metabolikus
aktivitisa meglehet6sen heterogén volt, fuggetlenul a vizsgalt fajoktdl. A C. tropicalis
izolatumok szignifikansan nagyobb biofilmtémeggel rendelkeztek a tébbi Candida fajhoz
képest (p = 0,001-0,05); tovabba metabolikus aktivitasuk is szignifikansan magasabb volt a C.

glabrata és a C. krusei fajokkal 6sszehasonlitva (p = 0,01-0,05; 7-es abra A és B).
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7. abra: A vizsgalt Candida izolatumok kristalyibolya assay-el mért biofilmtémege (A) és a biofilmek metabolikus aktivitasa

(B). A piros vonalak jelzik az adott csoportban mért atalgot és a szdrast.

A kiilonbozé6 Candida izoladtumok &ltal termelt biofilm témegét kristalyibolya assay
segitségével mértiik. Az izolatumokat alacsony (Q1), kozepes (Q2) vagy magas (Q3)
biofilmtermelonek mindsitettiik: alacsony kategdriaba soroltuk, ha abszorbanciajuk kisebb volt,
mint 0,01 (ODs40nm), k6zepesnek szamitott, ha az abszorbancia 0,01 és 0,276 kdzé esett (ODsao
nm), mMig magas biofilmtermelésrél 0,276-0s (ODsao nm) értékektdl beszéltiink. Tizenot, 42 és 8

C. albicans; 8, 7 és 8 C. parapsilosis; 12, 7 €s 0 C. tropicalis; 4, 6 és 0 C. krusei; valamint 1, 3
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és 0 C. glabrata minésiilt alacsony, kdzepes és magas biofilmtermeldnek. Ami a kevésbé
gyakori fajokat illeti, a vizsgalt C. catenulata és C. inconspicua izolatumok alacsony
biofilmtermel6nek, mig a C. lypolitica, C. guilliermondii, C. dubliniensis és C. orthopsilosis
izolatumok a hatérértekek alapjan kozepes biofilmtermelének bizonyultak.

A kristalyibolya alapt vizsgalatokhoz hasonloan a kiilonboz6 szesszilis Candida izolatumokat
metabolikus aktivitasuk alapjan szintén kategorizaltuk XTT-assay segitségével. Alacsony (Q1),
metabolikus aktivitastnak tekintettlik azokat az izolatumokat, amelyek abszorbanciaja kisebb
volt, mint 0,019 (ODa9s2 nm), kdzepesnek szamitott (Q2), ha az abszorbancia 0,0019 és 0,149
kozé esett (ODag2 nm). Magas metabolikus aktivitasrol (Q3) 0,149-es (ODag2 nm) értékektol
beszeltlink. Tizennégy, 34 és 17 C. albicans; 8, 8 és 7 C. parapsilosis; 0, 13 és 6 C. tropicalis;
4,6 6s0 C. krusei; es 3,1 és 0 C. glabrata rendelkezett alacsony, kdzepes és magas metabolikus
aktivitassal. A vizsgalt C. catenulata alacsony metabolikus aktivitasu, mig a C. inconspicua, C.
lypolitica, C. guilliermondii, C. dubliniensis és C. orthopsilosis izolatumok kdzepes
metabolikus aktivitastak voltak.

Az izolatumok median planktonikus MIC értekei 0,125 és > 32 mg/l; 0,06 és 1 mg/l; 0,008 es
2 mg/l; 0,03 és 1 mg/l; illetve 0,008 és 2 mg/l kdzott mozogtak a fluconazol, az amphotericin
B, az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin esetében. Az érvényben 1évé CLSI
breakpoint-ok alapjan 3 C. albicans és valamennyi C. krusei esetében fluconazol rezisztenciat
figyeltiink meg. Tovabba az egyik C. inconspicua izolatum csokkent érzekenységet mutatott a
fluconazolra (MIC = 8 mg/L). Az 6sszes fluconazol-rezisztens C. albicans torzs, 8 C. krusei
izolatum és egy C. inconspicua alacsony biofilmtémeget 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.

Echinocandinokra rezisztens izolatumokat nem talaltunk (8A és B abra).
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8. dbra: A vizsgalt planktonikus (pMIC) és szesszilis izolatumok (sMIC) érzékenységi profilja a fluconazol (FLU),
amphotericin B (AMB), anidulafungin (ANI), caspofungin (CAS) és a micafungin (MICA) esetében. Az A dbrarész mutatja a
C. albicans izolatumokat, mig a B része az abranak a non-albicans izolatumokat prezentalja.

A C. albicans esetében a median szesszilis MIC értékek 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 (8A abra). A non-
albicans fajok biofilm MIC értékeinek 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 koz6tt mozgott a fluconazol, az
amphotericin B, az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin esetében (8B abra). A C.
albicans szesszilis MIC értékei a fluconazolra és az anidulafunginra szignifikansan
magasabbak voltak a planktonikus MIC értékekhez képest (p = 0,001-0,05). Hasonloképpen, a
non-albicans fajok esetében a fluconazol, az anidulafungin, a caspofungin és a micafungin
szesszilis MIC értékei szignifikansan magasabbak voltak a planktonikus MIC értékekhez
képest (p < 0,001; 8. abra A és B).

Megvizsgaltuk a biofilm tdmege, metabolikus aktivitasa, valamint a betegek komorbiditési
jellemzdi kozotti kapesolatot (1. tablazat, 2. tablazat). A legmagasabb 30 napos mortalitast a C.
tropicalis candidaemia (68%) esetében figyeltik 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 €s magas biofilmtémeg esetében (61%) (p = 0,023;
1. tablazat). Figyelemre mélto, hogy az 6sszes C. tropicalis, C. parapsilosis és C. glabrata

izolatum, amelynél letalis kimenetelii volt a candidaemia, a kdzepes/magas kategoriaba
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tartozott mind a biofilmtémeg, mind a metabolikus aktivitas tekintetében, mig ez az arany 85%
volt a C. albicans izoldtumok esetében. A kapott klinikai adatok alapjan a szolid malignus
daganatos megbetegedések a kdzepes/magas biofilmtermelé Candida izolatumokkal valo
fert6zésekhez kapcsolodtak (p = 0,043; 1. tablazat). A metabolikus aktivitas tekintetében a 30
napos haldlozasi arany szignifikdnsan magasabb volt (p = 0,01) a kzepes/magas metabolikus
aktivitassal rendelkez6é biofilmképz6 Candida torzsek altal okozott fertézésekben (62%; 2.
tablazat). Ezzel szemben az alacsony metabolikus aktivitasu Candida biofilmekhez 33%-0s
halalozasi arany tarsult (2. tablazat). Erdekes modon a bakteraemia aranya szignifikansan
magasabb volt (p = 0,015) az alacsony metabolikus aktivitasi Candida fajok esetében (53% és
28% volt a bakteraemia ardnya az alacsony metabolikus aktivitasu és a kdzepes/magas
metabolikus aktivitasu biofilmek esetén; 2. tablazat). A regresszids analizis kimutatta, hogy a
kozepes/magas metabolikus aktivitasi biofilmet termeld izolatummal vald fertéz6dés a
halalozas fuggetlen eldrejelzéje lehet (3B tablazat), mig ez a korrelacio nem latszédott a

kristalyibolya-alapu biofilmtémeg meghatarozassal kapott eredményekben (3A tablazat).

Alacsony
. o Kdézepes/Magas o
Osszes (n=127) biofilmtomeg L p-érték
biofilmtdmeg (n=97)
(n=30)
Atlag életkor
) 61 (1-90) 51 (1-89) 62 (1-90) 0,714
(tartoméany)
Férfi 75 (59 %) 21 (70 %) 54 (56 %) 0,204
I1zolalt Candida faj
C. albicans 65 (51 %) 15 (50 %) 50 (52 %) 1,000
C. glabrata 4 (3 %) 1(3%) 3(3%) 1,000
C. parapsilosis 23 (18 %) 8 (27 %) 15 (15 %) 0,181
C. tropicalis 19 (15 %) 0 (0 %) 19 (20 %) 0,007
C. krusei 10 (8 %) 4 (13 %) 6 (6 %) 0,245
egyéb Candida spp. 6 (5%) 2 (7 %) 4 (4 %) 0,626
Intenziv terapias
) 100 (79 %) 25 (83 %) 75 (77 %) 0,613
osztaly
Immunszupresszié 13 (10 %) 3 (10 %) 10 (10 %) 1,000
Endovascularis
. 99 (78 %) 26 (87 %) 73 (75 %) 0,218
katéter
Mesterséges
. ] 87 (69 %) 19 (63 %) 68 (70 %) 0,506
Iélegeztetés
Parenteralis taplalas 68 (54 %) 17 (57 %) 51 (53 %) 0,834
Cukorbetegség 41 (32 %) 6 (20 %) 35 (36 %) 0,121
Magasvérnyomas 51 (40 %) 11 (36 %) 40 (41 %) 0,832
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Hematoldgiai
. . 9 (7 %) 3 (10 %) 6 (6 %) 0,440
rosszindulatu daganat
Szolid malignitas 19 (15 %) 1 (3 %) 18 (19 %) 0,043
Hasi sebészeti
) 8 (6%) 3 (10 %) 5 (5 %) 0,392
beavatkozas
Bacteraemia 43 (34 %) 12 (40 %) 31 (32 %) 0,509
30-napos mortalitas 70 (55 %) 11 (37 %) 59 (61 %) 0,023
Szisztémas
o 91 (72 %) 25 (83 %) 66 (68 %) 0,163
antibiotikum
Antifungalis terapia
Fluconazol 102 (80 %) 26 (87 %) 76 (78 %) 0,433
Voriconazol 5 (4 %) 1(3%) 4 (4 %) 1,000
Amphotericin B 13 (10 %) 3 (10 %) 10 (10 %) 1,000
Caspofungin 15 (12 %) 3 (10 %) 12 (12 %) 1,000
Micafungin 14 (11 %) 1 (3 %) 13 (13 %) 0,185
Anidulafungin 3 (2 %) 1 (3 %) 2 (2 %) 0,558
Kombin&cids
. . . 31 (24 %) 7 (23 %) 24 (25 %) 1,000
antifungélis terapia

1. téblazat: A candidaemia-ban szenved$ betegek Candida véraramfertézésének hajlamositdo tényez6i, mikrobiologiai
jellemz6i és klinikai valtozoi, beleértve az alcsoportok Osszehasonlitasat a biofilm tomege alapjan. Fisher-egzakt tesztet
hasznaltunk annak vizsgalatara, hogy a biofilm témeg, valamint a klinikai/mikrobiologiai jellemz6k k6z6tt van-e szignifikans
Osszefliggés. Az életkorok vonatkozésdban péarositatlan T-prébat alkalmaztunk. Az eredményeket akkor tekintettilk

szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

Alacsony Kdézepes/Magas
Osszes (n=127) metabolikus metabolikus p-érték
aktivitas (n=30) aktivitas (n=97)
Atlag életkor
) 61 (1-90) 63 (1-89) 61 (1-90) 0,345
(tartomany)

Férfi 75 (59 %) 20 (67 %) 55 (57 %) 0,398

1zolalt Candida faj
C. albicans 65 (51 %) 14 (47 %) 51 (53 %) 0,677
C. glabrata 4 (_3%) 3 (10 %) 1(1%) 0,041
C. parapsilosis 23 (18 %) 8 (27 %) 15 (15 %) 0,181
C. tropicalis 19 (15 %) 0 (0 %) 19 (20 %) 0,007
C. krusei 10 (8 %) 4 (13 %) 6 (6 %) 0,245
egyéb Candida spp. 6 (5%) 1 (3 %) 5 (5 %) 1,000

Intenziv terapias
] 100 (79 %) 25 (83 %) 75 (77 %) 0,613

osztaly
Immunszupresszio 13 (10 %) 3 (10 %) 10 (10 %) 1,000
Endovascularis
) 99 (78 %) 25 (83 %) 74 (76 %) 0,614
katéter
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Mesterséges
. ] 87 (69 %) 21 (70 %) 66 (68 %) 1,000
lélegeztetés
Parenteralis taplalas 68 (54 %) 18 (60 %) 50 (52 %) 0,530
Cukorbetegség 41 (32 %) 8 (27 %) 33 (34 %) 0,509
Magasvérnyomas 51 (40 %) 15 (50 %) 36 (37 %) 0,286
Hematologiai
_ i 9 (7 %) 3 (10 %) 6 (6 %) 0,440
rosszindulatu daganat
Szolid malignitas 19 (15 %) 3 (10 %) 16 (16 %) 0,560
Hasi sebészeti
] 8 (6%) 4 (13 %) 4 (4 %) 0,088
beavatkozas
Bacteraemia 43 (34 %) 16 (53 %) 27 (28 %) 0,015
30-napos mortalitas 70 (55 %) 10 (33 %) 60 (62 %) 0,01
Szisztémas
o 91 (72 %) 28 (93 %) 63 (65 %) 0,002
antibiotikum
Antifungdlis terapia
Fluconazol 102 (80 %) 26 (87 %) 76 (78 %) 0,433
Voriconazol 5 (4 %) 0 (0 %) 5 (5 %) 0,591
Amphotericin B 13 (10 %) 2 (7 %) 11 (11 %) 0,731
Caspofungin 15 (12 %) 6 (20 %) 9 (9 %) 0,191
Micafungin 14 (11 %) 4 (13 %) 10 (10 %) 0,739
Anidulafungin 3(2%) 0 (0 %) 3(3%) 1,000
Kombin&cids
) . . 31 (24 %) 9 (30 %) 22 (23 %) 0,468
antifungélis terapia

2. téblazat: A candidaemia-ban szenvedd betegek Candida véraramfertézésének hajlamositd tényez6i, mikrobiologiai
jellemz6i és klinikai valtozoi, beleértve az alcsoportok Osszehasonlitasat a biofilmek metabolikus aktivitasa. Fisher-egzakt
tesztet hasznaltunk annak vizsgalatara, hogy a metabolikus aktivitas, valamint a klinikai/mikrobioldgiai jellemzdék kozott van-
e szignifikans osszefiiggés. Az életkorok vonatkozdsaban parositatlan T-probat alkalmaztunk. Az eredményeket akkor
tekintettlk szignifikdnsnak, ha a p-érték < 0,05 volt.

A)

Erték + Standard hiba p-érték

Intercept -2,380 + 0,866 0,006

Eletkor 0,038 + 0,01 0,003

Endovaszkularis katéter -1,457 + 0,691 0,004

Mesterséges lélegeztetés 2,476 £ 0,642 0,0001

Parenteralis taplalas 1,203 £ 0,507 0,018

Hasi miitéti beavatkozas -2,098 + 0,841 0,013

Intenziv terapias osztaly -1,483+0,722 0,039

Szisztémas antibiotikum hasznalat 1,131 + 0,549 0,039

42



B)

Erték + Standard hiba p-érték
Intercept -0,348 + 0,804 0,665
Log XTT abszorbancia 0,432 +0,181 0,017
Eletkor 0,031 £ 0,009 0,0008
Endovaszkularis katéter -1,542 + 0,649 0,017
Mesterséges lélegeztetés 1,742 £ 0,537 0,001
Parenteralis taplalas 1,235 + 0,503 0,014
Hasi miitéti beavatkozas -1,906 + 0,914 0,037

3. tablazat: A biofilmtermelés (logaritmizalt abszorbanciaértékek a kristalyibolya assay (A) vagy XTT-assay utan kapott
adatokbdl (B)), valamint a kiilonboz6 betegjellemz6k és koriilmények hatisa a beteghaldlozasra tobbvaltozds regresszios

modell segitségével. Az eredményeket akkor tekintettlk szignifikdnsnak, ha a p < 0,05.

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

A farnesol szignifikdnsan géatolta a C. auris sejtek novekedését az elsé 12 6raban az 50 és 300
uM farnesol kozotti koncentraciotartomanyban mindkét Kisérleti modelliinkben, vagyis
farnesol pre-exponalt sejteket hasznélva és pre-expozicid mentes sejteket vizsgalva (p = 0,001-
0,05) (9A és B abra). Huszonnégy ora elteltével a 100 és 300 uM farnesol mindkeét kisérleti
modellben jelentésen csokkentette az életképes sejtek szamat a kezeletlen kontroll sejtszamhoz
képest (p = 0,001-0,01) (9A és B abra). Meglepé modon 24 6raig sem a farnesol pre-exponalt,
sem pedig a normal, expozicié mentes C. albicans sejtek nem mutattak szignifikans novekedés
csokkenest (p > 0,05) (9C és D abra).
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9. dbra: A farnesol altali id6-6lés gorbék a Candida auris (A,B) és Candida albicans (C,D) izolatumok esetében RPMI-1640-
ben. Az A és C dbra mutatja a normal, farnesol expozicion nem atesett sejteket, mig a B és D abrarész az el§zetesen farnesol-
exponalt sejteket prezentalja (75 uM). Az egyes idépontok az izolatumokhoz tartozo é18sejtszamok atlagat mutatjak + szorés
(izolatumonként harom fiiggetlen kisérlet utan).

6.3. A farnesol hatasa a Candida albicans és a Candida auris biofilmkeépzésére, valamint

az 1-napos biofilmekre

6.3.1. A kiilonb6zo6 farnesol-koncentraciok hatasa a biofilmképzo képességre

Minden vizsgalt farnesol-koncentracié gatolta a C. auris sejtek metabolikus aktivitasat a
kontrollsejtekhez képest az els6é 8 oraban (p = 0,001-0,05); mig a 24 dras expoziciot kovetden
statisztikailag hasonld metabolikus aktivitast mértiink a kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva (p >
0,05) (10A abra). Ezzel szemben minden vizsgalt farnesol-koncentracio szignifikansan gatolta

a C. albicans sejtek metabolikus aktivitasat a vizsgalt 24 6raban (10D abra).

6.3.2. A biofilmképzodést megel6zéen 24 oran keresztiil farnesollal (75 pM) elé-exponalt
sejtek biofilmképzo képessége
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Erdekes modon a C. auris sejtek metabolikus aktivitaséban csak 24 6ranal tapasztaltunk
statisztikailag szignifikans kiilonbséget, ebben az esetben is csak az 50 és 300 uM volt lathatd
ez a differencia (10B &bra). A C. albicans esetében az 50 és 300 uM kozotti koncentraciokon
metabolikus aktivitasban statisztikailag szignifikans kiilonbségeket el6szor 8 oranal figyeltiink
meg (10E abra), de a kiilonboz6 koncentraciokkal kezelt sejtek metabolikus aktivitasa 24 orandl

statisztikailag mar nem kiilénbozott (10E. bra).

6.3.3. A kiilonboz6 farnesol-koncentraciok hatasa az egynapos biofilmekkel szemben

Kett6 és 24 ora kozott a 300 uM farnesol kezelés erds biofilmellenes hatast fejtett ki a C. auris
ellen a kontrollhoz képest a metabolikus aktivitds szempontjabol (10C abra). Ezzel szemben,
érdekes mddon, az alacsony farnesol-koncentracidok (10-50 puM) novelték a C. albicans
biofilmek metabolikus aktivitasat az els6 4 oraban (10F &bra). Huszonnégy ora elteltével a
kiilonboz6 farnesol kezelések hatésai azonban statisztikailag nem kilénbdztek szignifikansan

a C. albicans eseteben (10F abra).
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10. abra: A metabolikus aktivitas id6beli valtozasa biofilmképz&dés esetén adott kiilonbozé farnesol-koncentraciok (10-300
uM) jelenlétében a C. auris (A) ésa C. albicans (D) esetében. A metabolikus aktivitas idébeli valtozasa a farnesolnak elézetesen
kitett sejtek (75 uM) biofilmképzése esetén adott farnesol-koncentraciok (10-300 uM) jelenlétében a C. auris (B) és a C.
albicans (E) esetében. Az anyagcsere-aktivitas id6beli valtozasa egynapos biofilmek esetében adott farnesol koncentraciok
(10-300 uM) jelenlétében a C. auris (C) és a C. albicans (F) esetében. Az egyes idépontok az izoldtumok metabolikus
aktivitasanak atlagat mutatjak + szoras (izolatumonként harom fliggetlen kisérlet utan).
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6.4. 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/I, 0,03 és 0,06 mg/l,
0,008 és 0,015 mg/l, 0,015 és 0,03 mg/l, illetve 0,008 és 0,015 mg/l koz6tt mozogtak a
fluconazol, voriconazol, izavuconazol, itraconazol és posaconazol esetében. A 10-es izolatum
fluconazol iranti érzékenysége magasabb volt, mint a fluconazol MIC breakpoint (> 32 mg/l),
mig a masik két torzs érzékenynek bizonyult a fluconazolra (Centers for Disease Control and
Prevention, 2020). A planktonikus C. albicans SC5314 referenciattrzs esetében a MIC-értékek
medianja 0,125 mg/l, 0,015 mg/l, 0,015 mg/l, 0,125 mg/l és 0,008 mg/I volt a fluconazol,
voriconazol, isavuconazol, itraconazol és posaconazol érzékenységi vizsgalata soran. A

biofilmek esetében mért median MIC értékeket az 4. tablazat mutatja.
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Median sMIC értékek Interakcio

sMIC onallbéan SMIC .
Izolatumok kombinacioban Median Az interakci6 tiousa
FLU  FAR FLU FAR FICI P
(mg/L)  (uM) | (mg/L) (»M)

10 >5122 300 64 75 0,375 Szinergizmus

12 >5122 300 64 75 0,35 Szinergizmus

27 >5122 300 64 75 0,375 Szinergizmus

SC5314 >5122 150 64 75 0,56 Indifferens

VOR  FAR | VOR FAR
(mg/L)  (uM) | (mglL)  (uM)

10 64 150 0,5 4,69 0,093 Szinergizmus
12 64 300 0,5 4,69 0,061 Szinergizmus
27 64 300 0,5 9,38 0,038 Szinergizmus
SC5314 16 150 1 4,69 0,09 Szinergizmus

ITRA  FAR | ITRA  FAR
(mg/L) (M) | (mglL)  (uM)

10 16 300 0,5 4,69 0,155 Szinergizmus
12 32 300 0,5 9,375 0,140 Szinergizmus
27 16 300 0,5 9,375 0,123 Szinergizmus
SC5314 8 150 0,5 4,69 0,187 Szinergizmus

POSA FAR | POSA  FAR
(mg/L)  (uM) | (mglL)  (uM)

10 16 150 0,25 2,34 0,062 Szinergizmus
12 16 150 0,25 2,34 0,062 Szinergizmus
27 16 150 0,25 2,34 0,062 Szinergizmus
SC5314 2 150 0,25 4,69 0,28 Szinergizmus
ISA FAR ISA FAR
(MgL) (M) | (mglL)  (uM)
10 4 300 0,125 9,38 0,091 Szinergizmus
12 8 300 0,125 18,75 0,062 Szinergizmus
27 4 300 0,125 9,38 0,091 Szinergizmus
SC5314 8 150 0,5 4,69 0,28 Szinergizmus

4. tablazat: A fluconazol (FLU), voriconazol (VOR), itraconazol (ITRA), posaconazol (POSA) és isavuconazol (ISA)
minimalis gatlé koncentracidja 6nmagaban és farnesollal (FAR) kombinalva Candida auris (10, 12 és 27) és Candida albicans
SC5314 biofilmek (sMIC) ellen. Tovabba a fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol és isavuconazol in vitro
kélcsonhatasanak természete a frakcionalt gatlé koncentracios index (FICI) meghatarozasaval a Candida auris és Candida
albicans biofilmek ellen. Harom fliggetlen kisérletb6l szarmazo MIC értékek és FICT értékek medianjat mutatja be a tablazat.
aMIC >512 mg/l esetén a vizsgalt koncentraciotartomanyon kiviil van, ezért 1024 mg/l (a legmagasabb vizsgalt koncentracional

egy higitassal magasabb) értéket hasznaltunk az elemzéshez.

6.5. A triazolok és a farnesol kdzotti interakciok természete a Candida auris és Candida

albicans biofilmek esetében

A C. auris planktonikus sejtek esetében csak indifferens kdlcsonhatasokat detektaltunk. A
triazol-farnesol kdlcsdnhatas eredmenyeit 1-napos biofilmekkel szemben a FICI alapjan az 4.
tablazat foglalja 0ssze. Antagonizmus soha nem volt megfigyelhetd. A triazolok és a farnesol

kozotti szinergia mindharom C. auris izolatum esetében megfigyelhetd volt a szesszilis sejtek
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esetében (FICI 0,038 és 0,375 kozott) (4. tablazat). A C. albicans SC5314 tdrzsnél a megfigyelt
kdlcsonhatasi mintadzat nagyon hasonl6 volt a C. auris-hoz; azol-farnesol kdzétti indifferens
kolcsonhatas csak a fluconazol esetében volt megfigyelhetd, bar a szamitott FICI-érték nagyon

kdzel volt a szinergizmus kiiszobértékéhez (4. tablazat).

6.6. A farnesol hatdsanak in vivo vizsgalata Candida albicans és Candida auris esetében

Az invivo kisérletek eredményeita 11. dbra mutatja a C. auris (A) és a C. albicans (B) esetében.
A 75 uM farnesol kezelés jelentdsen csokkentette a vesébol kitenyészett él6 gombasejtek
szamat, kilonosen akkor, ha a farnesollal el6zetesen exponalt C. auris sejteket hasznaltuk
inokulumkent (11A &bra). A C. albicans esetében minden kisérleti bedllitas statisztikailag
hasonlo ¢16 gombasejtszamot eredményezett a kezeletlen kontrollhoz képest (11B abra). A
megfigyelt szdvettani eredmények 6sszhangban voltak a kvantitativ tenyésztéssel kapcsolatos
eredményekkel. A C. auris fertézés 6nallo élesztésejteket és szamos bimbozod élesztdsejtet
hozott létre a kezeletlen kontroll egerekben. Habar a farnesollal elézetesen exponalt C. auris
sejtek beoltasa nagyszamu gombasejt aggregatumot okozott a veseszovetben; a napi farnesol
kezelés jelent6sen csokkentette az elvaltozasok szamat (11A &bra). Mind a farnesol pre-
expozicio, mind a napi farnesol kezelés t6bb nagy kiterjedésti patoldgias elvaltozast okozott a
veseszOovetben a C. albicans fert6zés esetén (11B abra), ahol minden csoportban
megfigyelhet6ek voltak dnallé és bimbozo élesztésejtek, pszeudohifak, valamint valodi hifak
is (11B abra).
A
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11. dbra: Az abrak az €16 gombasejtek szamat mutatjdk Candida auris-szal (A) és Candida albicans-szal (B) szisztémasan

fertozott egérmodellben. A ** jelzés p < 0,01 szignifikanciat jelol. A szisztémas candidiasisban szenvedd egerek

veseszOvetének szdvettani valtozasait PAS festéssel vizsgaltuk.
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6.7. A tarsszerz6k kozremiikodése az értekezés alapjaul szolgaldo kozlemények

elkészitésében

Az értekezés alapjaul szolgalo két kozlemény tarszerz6i az alabbi munkafolyamatokban vettek

részt:

Vitélis E, Nagy F, Téth Z, Forgéacs L, Bozd A, Kardos G, Majoros L, Kovacs R. Candida

biofilm production is associated with higher mortality in patients with candidaemia.
Mycoses. 2020 Apr;63(4):352-360. doi: 10.1111/myc.13049.

A Kkisérleti terv elkészitése: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Kovacs Renatd, Dr. Majoros Laszlo
A Klinikai izolatumok azonositasa: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Nagy Fruzsina, Toth Zoltam

Erzékenységi meghatarozas és biofilm képzési vizsgalatok: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Nagy

Fruzsina, Dr. Bozd Aliz, Téth Zoltan, Forgacs LaszId
Statisztikai analizis: Dr. Kovacs Renétd, Dr. Kardos Gabor
Az eredmények 0sszegzése: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Kovacs Renato, Dr. Majoros Laszl6

Kézirat revizio: Dr. Kovacs Renéatd

Nagy F, Vitalis E, Jakab A, Borman AM, Forgacs L, Toth Z, Majoros L, Kovéacs R. In

vitro and in vivo Effect of Exogenous Farnesol Exposure Against Candida auris. Front
Microbiol. 2020 May 20;11:957. doi: 10.3389/fmicb.2020.00957.

A Kisérleti terv elkészitése: Dr. Nagy Fruzsina, Dr. Vitalis Eszter, Dr. Kovécs Renato

A Klinikai izoldtumok azonositasa: Dr. Nagy Fruzsina, Téth Zoltan, Forgacs Lajos, Dr.
AM Borman

A planktonikus és novekedési vizsgalatok elvégzése: Dr. Nagy Fruzsina, Dr. Vitélis
Eszter, Toth Zoltan, Dr. Jakab Agnes

Erzékenységi vizsgalatok: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Nagy Fruzsina
In vivo kisérletek: Dr. Kovacs Renatd, Dr. Vitalis Eszter, Forgacs Lajos
Statisztikai analizis: Dr. Kovacs Renatd

Eredmények 6sszegzése: Dr. Vitalis Eszter, Dr. Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Renéto, Dr.

Majoros Laszlo

Kézirat revizio: Dr. Kovacs Renéatd

50



7. Megbeszélés

A candidaemia tovabbra is az egyik legmagasabb mortalitasi adatokkal bir6 fajtaja az invaziv
candidiasisnak, amely tovabbra is komoly veszélyt jelent a kérhazak fekvdosztalyain,
kilonosen az intenziv terapias osztalyokon (Wisplinghoff és mtsai. 2004, Tang és mtsai. 2018,
Schwab és mtsai. 2018). Korabbi epidemioldgiai tanulmanyok kiemelked6en magas
candidaemia incidenciat azonositottak Pakisztanbdl (21 eset/100 000), Braziliabol (14,9/100
000), illetve Oroszorszaghdl (8,29/100 000). Az atlagosnal alacsonyabb incidencia adatokat
publikalnak Jamaikabdl (5/100 000), Ausztriabdl (2,1/100 000) és Portugaliabdl (2,2/100 00)
(Bongomin és mtsai. 2017). Az eurdpai szamok tekintetében elmondhat6 egy, szinte az egész
kontinenst lefedé metaanalizis alapjan, hogy a candidaemia incidenciaja Europaban 3,88 eset
100 000 betegre vetitve, ami 79 esetnek felel meg naponta (Koehler és mtsai. 2019). Els6
olvasasra nem tlinik magas szamnak, azonban ehhez a relative kevés esethez magas mortalitasi
adatok tarsulnak (40-50%). Szamos tanulmany szerint a biofilmet termelé izolatumokkal
fert6zott betegek prognozisa szignifikansan rosszabb; azonban azt érdemes kiemelni, hogy tébb
egymasnak ellentmond6 tanulmény is létezik, amely diszkrepancia altalaban a kiilonb6z6
betegbevalasztasi kritériumokban, illetve a biofilmképzés eltéré hatarértékeiben keresendo.
Egy tovabbi lehetséges ok a vizsgalt betegpopulacidk nagyfokd valtozékonysaga lehet (Munoz
és mtsai. 2018, Ramage és mtsai. 2016).

Jelenleg két in vitro metddust (kristalyibolya-assay, XTT-assay) hasznalnak széleskorben a
biofilmképzés meglétének értékelésére (Munoz és mtsai. 2018, Ramage és mtsai. 2016). Ezen
madszerek preferencidjanak oka a relative olcso és kdnnyt kivitelezés, tovabba egyik modszer
sem tekinthet6 invazivnak és nem jar a sejtek kdzvetlen roncsoldsaval, mint mas kisérleti
megkozelitések (pl. az életképes sejtek aramlasi citometridval torténd szamlalasa). Ami jelenleg
komoly limitald tényez6je a biofilmmel foglalkozé epidemiolégiai tanulmanyoknak, vagy
éppen a biofilmekkel kapcsolatos alapkutatasnak, az az, hogy egyeldre nincs altalanosan
elfogadott konszenzus a biofilm termelési pozitivitas kritériumairdl (O’Toole 2011, Hawser
1996).

Jelen vizsgalatunkban, mindkét elterjedt mddszer alkalmazésaval értékeltik a biofilmek
tdmegének, valamint a metabolikus aktivitasuknak a candidaemia-k mortalitdsara gyakorolt
hatasat. Jelenleg nincs elfogadott hatarerték arra vonatkozéan, hogy mikortdl is beszélink
biofilmképzésrdl egy adott Candida izolatum esetében, ezért Rajendran és mtsai. (2016) altal
javasolt modszert alkalmaztuk annak eldontésére, hogy biofilmképz4-e az adott izolatum.

Rajendran eés mtsai. (2016) az XTT-assay, a kristalyibolya-assay és a SYTO-9 festés alapjan
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jelentds kiilonbséget talaltak az alacsony és a magas biofilmtermeld izolatumokkal fertdzott
betegek 30-napos tulélése kozott (35% és 41%-0s volt a mortalitas az alacsony, illetve magas
biofilmképzé torzsek esetében). Vizsgalatukban mindharom teszt magas korrelaciot mutatott a
biofilmképzési képesség és a candidaemia Kimenetele kozott. Ezek a megfigyelések
6sszhangban vannak a Tumbarello és mtsai. (2012) altal publikalt eredményekkel, akik az XTT-
assay alapjan 51%-0s mortalitdst mutattak ki a biofilmet termelé izolatumok okozta
candidaemia-ban, szemben a biofilmet nem termeld izoldtumok esetén tapasztalt 32%-kal.
Ezzel szemben Pongracz és mtsai. (2016), valamint Mufioz és mtsai. (2018) nem erdsitették
meg a biofilmtermelést, mint a mortalitas kockazati tényez6jét a candidaemia-s esetekben.
Eredményeink alapjan a biofilmet termelé Candida-izoldtumok okozta candidaemia-hoz
tarsuld 30-napos mortalitas szignifikansan magasabb volt a kdzepes és magas metabolikus
aktivitassal rendelkez6 izolatumok esetén, mint az alacsony metabolikus aktivitdst mutato
torzsek altal okozott véraramfert6zések esetén (1. tdblazat, 2. tablazat). Emellett fontos
kiemelni, hogy a kdzepes/magas metabolikus aktivitas a mortalitds szignifikans prediktoranak
bizonyult a tébbvaltozos regresszios elemzesben (3. tablazat).

Mufioz és mtsai. (2018), valamint Shin és mtsai. (2002) nem talaltak korrelaciot a
kristalyibolyaval vagy szafraninnal nyert biofilmtémeg adatok és a mortalitas vonatkozasaban.
Azonban érdemes megjegyezni, hogy Shin és mtsai. (2002) vizsgalataban nagy aranyban
szerepeltek C. parapsilosis izolatumok, amelyek az alacsony virulencigjuk miatt kisebb
szazalékban okoznak végzetes kimenetelt. Ez a tény jelentdsen torzithatta a kutatocsoport
eredményeit. A korébban is hivatkozott tanulméanyban Rajendran és mtsai. (2016) a biofilm
vastagsagat, annak robusztussagat a halalozas szignifikans prediktoraként hataroztdk meg.
Tanulmanyunkban a kevés biofilmet termeld izoldtumokkal fertdzott betegek korében a
halalozas szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kozepes/magas biofilmtémeget mutatd
izolatumokkal fert6zott egyének esetében. Azonban a kristalyibolya-assay segitségével mért
biofilmtémeg nem szamitott a halalozas fliggetlen prediktoranak a tébbvaltozds regresszios
modelllink alapjan (3. tablazat).

Amennyiben a prediszponald tényezoket vizsgaljuk, tanulmanyunkban nagyobb arédnyban
izolaltunk biofilmet termeld torzseket malignus tumoros megbetegedésben szenvedd betegek
esetében (1. tAblazat, 2. tdblazat). Komor és mtsai. (2012) bebizonyitottak, hogy az intravénasan
beadott planktonikus Pseudomonas aeruginosa képes felhalmozddni az egér szubkutan
tumorokban; emellett bizonyitékot szolgaltattak arra is, hogy a baktériumsejtek a
tumorszOvetben szesszilis vagyis biofilm fenotipust mutatnak. Pawar és mtsai. (2014)

kimutattak, hogy a Salmonella enterica serovar Typhimurium képes behatolni szolid
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tumorokba, és a P. aeruginosa-hoz hasonléan biofilmet termelni. A recens irodalmi adatok
alapjan joval kevesebb bizonyiték all rendelkezésre a gombéak biofilm termelése, valamint a rak
kozotti  kapcsolatra.  Mindazonaltal a szajnyalkahartyan 1év6 elvaltozasok nagyobb
valdsziniiséggel mennek at malignus folyamatokba, ha egyidejlileg Candida fert6zés is van
jelen. Réadasul a Candida sejtek adhézioja és biofilm termelése fokozott a beteg
nyalkahartydjan sugarterdpiat kovetéen, akar az ¢éldsejt szamot nézzik, akadr a biofilm
kiterjedésének nagysagat, ami dsszefliggésbe hozhatd az adott betegcsoportban megfigyelhetd
magasabb gombas nyalkahartya-fertézések ardnyaval (Diaz és mtsai. 2019, Nishii és mtsai.
2019, Jahanshiri és mtsai. 2018)

Tanulményunkban az esetek 34%-aban figyeltiink meg bakteraemiéval tarsul6 candidaemiat,
ami 6sszhangban van a korabban leirt, 6% és 34,5% kozotti aranyokkal (1. tablazat, 2. tAblazat).
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 vegyileteket, amelyek megzavarhatjak a planktonikus
és szesszilis Candida-sejtek anyagcseréjét, zavarhatjak a biofilmtermelést vagy a gombasejtek
kdzotti quorum-sensing-et. Morales és mtsai. (2013) kimutattak, hogy a P. aeruginosa-bdl
szarmazd fenazinok karositjak a C. albicans metabolikus aktivitasat, befolyasoljak a
sejtmorfoldgiat, a sejt-sejt kolcsonhatasokat és a biofilmképzddést. Graham és mtsai. (2017)
megfigyelték, hogy az Enterococcus faecalis egyik bakteriocinja géatolja a baktériumok
novekedését, ami szintén hatassal van a metabolikus aktivitasra, negativ értelemben. Jelen
elemzésiink tehat megerésitette, hogy a biofilmek termelése, kiléndsen a kdzepes/magas
metabolikus aktivitassal bird 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 aktivitasnak egyenértékiinek vett eredménye
ellentmondasos konkluzidkat eredményez, ezért ezeket a faktorokat az ilyen és hasonld tipusu
vizsgalatokban kiilon-kilon 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 potencialisan multirezisztens faj nagy aranyban képes
candidaemia-t okozni, amelyekhez magas mortalitas tarsul kiilondsen az intenziv osztalyokon
(Scorzoni eés mtsai. 2017). Eradikalasat neheziti az izolatumok biofilmképzo6 képessége, amely
miatt U], innovativ terapiakra lehet szilkség a jovében ezen faj ellen. A szisztémas gombas
fert6zések kezelésére rendelkezésre allo szerek szama erésen limitalt; rdadasul a gombaellenes
gyogyszerek felfedezése lassi és nagy Kkihivast jelenté feladat, kilondsen az djonnan

megjelend, nehezen kezelhet fajok esetében, mint példaul a C. auris (Roemer és Krysan, 2014;
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Scorzoni és mtsai. 2017). A C. auris fertézések terdpias alternativajaként kombinacios alapu
kezelési megkdzelitéseket javasolnak. A flucitozin amphotericin B-vel vagy micafunginnal
valo kombinacioja hatékony lehet a C. auris fertézések ellen (Bidaud és mtsai. 2019). S6t, a
micafungin és a voriconazol kozott is egyértelmii szinergista kdlcsonhatéast figyeltek meg
(Fakhim és mtsai. 2017), hasonl6an az isavuconazole és caspofungin kdzotti interakciohoz. Az
utdbbi években egyre tdbbet tudunk a quorum-sensing megzavarasan alapul6 alternativ terapias
lehetdségekrdl (Mehmood és mtsai. 2019), amelyekben a farnesol vagy a tyrosol potencialis
antmikrobialis hatasét vizsgaltdk. Szamos in vitro és in vivo tanulméanyt végeztek a farnesol
antimikrobialis hatasainak felderitésére, amelyekbdl kideriilt, hogy ez a vegyiilet potencialisan
monoterdpids hatéanyagként vagy tradicionalis antifungalis szerrel egyutt alkalmazva,
adjuvansként szolgalhat (Katragkou és mtsai. 2015; Bozd és mtsai. 2016; Kovacs es mtsai.
2016; Nagy és mtsai. 2019). A farnesol fiziologids koncentracioban sokoldal( hatassal
rendelkezik, ezek koziil azonban a legkiemelked6bb, hogy képes befolyasolni a C. albicans
albicans-ra van hatassal, hanem - killéndsen szuperfiziologids koncentracioban — mas, non-
albicans fajokra és penészgombakra is figyelemre méltd gatlast fejt ki (Rossignol és mtsai.
2007; Weber és mtsai. 2010; Kovéacs és mtsai. 2016).

Egy korabbi vizsgalatunkban leirtuk, hogy a farnesol potencidlis gombaellenes hatassal
rendelkezik a C. auris biofilmekkel szemben (Nagy és mtsai. 2019), mindazonaltal a farnesol
esetében megfigyelt gombaellenes aktivitas hatterében all6 fizioldgiai folyamatok ezidaig még
tisztazasra vartak. Eredményeink alapjan a farnesol nem volt hatéssal a planktonikus C.
albicans sejtek novekedésére; a C. auris esetében azonban jelentds novekedés gatlast
eredményezett (9. abra). A szesszilis sejtek vonatkozaséban a farnesol az els6 24 6raban gatolta
az egynapos biofilmek metabolikus aktivitasat, ami a C. albicans-nal egyértelmiien hianyzott
(10. &bra).

Toébb epidemioldgiai tanulmany is beszamolt mar C. auris okozta katéter-asszocialt
fertézésekr6l, amelyek a korabban mar széles korben dokumentalt biofilmtermelésnek
koszonhetoek (Dewaele és mtsai. 2018). Korabbi vizsgalatok a C. auris altal okozott centréalis
invaziv C. auris fertézés 11-92%-a kapcsolodott centralis vénas kanul jelenlétéhez (Lee es
mtsai. 2011; Schelenz és mtsai. 2016; Taori és mtsai. 2019). Bar a szesszilis kdozosségek a
gyakran hasznalt antifungélis szerek tobbségével szemben lényegesen nagyobb rezisztenciat

mutatnak a planktonikus érzékenységhez képest (Kean és Ramage 2019), az antimikotikumok

54



hatékonysaga fokozhat6 olyan adjuvansokkal, mint példaul a farnesol (Nagy és mtsai. 2019).
A vizsgalt triazolok és a farnesol kozott egyértelmit szinergizmust mutattunk ki a C. auris
biofilmek ellen, hasonléan az echinocandinok és a farnesol kombinacidihoz (Nagy és mtsai.
2019) (4. tablazat). Valosziniisithetéen a farnesol interferdl az ergoszterin bioszintéziséhez
kapcsolodd gének expressziojaval, ami magyarazatot adhat e vegyllet és a triazolok

szinergiajara (Yu és mtsai 2012).

Bar a farnesol in vitro hatésa jol ismert, kiilondsen a C. albicans ellen, in vivo szerepe tovabbra
is ellentmondasos és szamos kérdést vet fel a klinikai alkalmazhatosagat illetben. Navarathna
és mtsai. (2007) kimutattak, hogy az exogén farnesol (20 mM/egér) fokozhatja a C. albicans
patogenitasat, ndvelve a mortalitast a szisztémas candidiasis egérmodellben. Ezzel szemben
Hisajima és mtsai. (2008) farnesol altal kivaltott protektiv hatast figyeltek meg (9 uM/egér
doézisban) a C. albicans-asszocialt oropharyngealis candidiasisban. Bar Boz6 és mtsai. (2016)
kimutattak, hogy a farnesol 6nmagaban nem protektiv vulvovaginitisben (150-300 pM/egér),
de fokozza a fluconazol aktivitasat a fluconazol-rezisztens C. albicans izoldtumokkal szemben.
Fernandes Costa és mtsai. (2009) mikonazolt és farnesolt tartalmazo kitozan nanorészecskeket
hoztak létre, ahol a farnesol koncentracidja >240 uM volt, amely szintén gatolta a gombasejtek

szaporodasat a vulvovaginitisben szenvedd egerekben (Fernandes Costa és mtsai.2019).

Jelen vizsgalatunkban a napi farnesol kezelés csokkentette a C. auris él6 gombasejtek szamat
az egér veséiben, flggetlenil az inokulum korabbi farnesol-expozicijatdl (11. abra). Ezenkivil
a farnesolnak eldzetesen kitett inokulumok esetében a gombasejtek szdmanak csokkenése
statisztikailag szignifikans volt, ami 6sszhangban van az in vitro ndvekedéssel kapcsolatos
eredményeinkkel (11. abra). A megfigyelt gombaellenes aktivitds a korabban in vitro mert
megemelkedett reaktiv oxigén gyok szintekkel magyarazhat6, amelyek a C. albicans-szal
végzett hasonld Kkisérletekben nem voltak kimutathatok. Tovabba, a farnesol lipofil
tulajdonsagai lehetévé teszik a gomba sejtmembranba vald beéplilését, befolydsolva a
membranok fluiditasat és integritasat (Bringmann és mtsai. 2000; Funari és mtsai. 2005; Jabra-
Rizk és mtsai. 2006; Scheper és mtsai. 2008). Egy korabbi vizsgalat tanulsaga szerint a farnesol
befolyasolta a sejtpolarizaciét és a membranpermeabilitast C. parapsilosis és C. dubliniensis
esetében (Jabra-Rizk és mtsai. 2006; Rossignol és mtsai. 2007), ami szintén magyarazhatja a
vizsgalatunkban megfigyelt gombaellenes hatast. Figyelemre mélté eredmeény, hogy a
farnesollal el6zetesen exponalt sejtek beoltasa napi farnesol terapia nélkiil virulensebb infekciot
és nagyobb veseszOveti karosodast eredmenyezett az egerekben. A 24 ¢6ras farnesol pre-

expozicio tovabbi folyamatos farnesol kezelés nélkil befolyasolhatja a virulencia faktorok
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expressziojat, illetve a membrantulajdonsagokat a fluconazol pre-expoziciéhoz hasonléan, ami

magyarazatot adhat a virulenciafokoz hatésra (Navarathna és mtsai. 2005).

Kutatasaim egy részében a candidaemia-ban tapasztalhaté mortalitads és a biofilm termelés
kozotti  kapcsolatot vizsgaltam, ahol egyértelmiien megallapitottuk, hogy a biofilmek
metabolikus aktivitasa szignifikans hatassal van a candidaemia esetében tapasztalt 30-napos
talélesre. A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a farnesol altal indukalt antifungélis
hatas hatterében milyen élettani jellemz6é van, valamint mi lehet az oka a megfigyelt
antifungalis hatasnak. Eredményeink alapjan 0j perspektiva nyilhat a C. auris okozta infekciok
terapigjaban, tovabbad a candidaemia-k vizsgalataibdl kapott eredmények nagyban
hangsulyozzak a biofilm termelés fontossagat, amelyek jelenléte vagy hidnya meghatarozhatja

a candidaemia-s esetek kezelését.

A Kisérletek soran kapott legfontosabb Uj eredmények:

1. A Candida biofilmekhez (kuléndsen a kdzepes/magas metabolikus aktivitast mutatok

esetén) magasabb 30-napos mortalitasi adatok tarsultak.

2. A farnesol kezelés koncentracio fiiggd modon gatolta a C. auris biofilmképzesét.
3. A farnesol szinergista interakciot mutatott azolokkal a C. auris biofilmek esetében.
4, In vivo a napi farnesol kezelés szignifikansan csokkentette a vesékbdl kitenyészett €16

C. auris sejtek szamat.
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8. Osszefoglalas

A candidaemia az invaziv candidiasis egy relative gyakori és életveszélyes forméaja, amely
clsésorban a korhazi betegek korében okoz sulyos problémat. Emellett szamos djonnan
megjelen6é Candida faj, mint példaul a Candida auris, hozzajarul a candidaemia-k aggasztd
halélozasi és epidemiolodgiai trendjéhez. A biofilmképzés szamos Candida faj esetében fontos
virulenciafaktor; azonban a Candida-k biofilmképz6 képességének hatasa a klinikai
kimenetelre tovabbra is ellentmondasos. Réadasul a biofilmellenes és/vagy a C. auris elleni
hatékony terapias kezelési modok szama erésen korlatozott; ezért siirgésen sziikség van 1j
stratégiak kifejlesztésere.

Doktori projektem els6 célja az volt, hogy meghatarozzuk a biofilmek hatasat a candidaemiaban
szenvedd betegek korében tapasztalhatd mortalitasra, kilonos tekintettel a biofilmek témegére
és metabolikus aktivitdsara. Mig a masodik cél a farnesol potencialis gombaellenes és/vagy
adjuvans hatasanak vizsgéalata volt a C. auris ellen. A farnesol C. auris-ra gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz novekedeésre, a biofilmképzo6 képességre, a triazolérzékenységre és a virulenciara
dsszpontositd kisérleteket végeztink.

A biofilmmel kapcsolatos epidemiologiai Kisérletek alapjan a kdzepes/magas biofilmtomeg
szignifikdnsan magasabb mortalitassal (61%) jart egy(tt. A mortalitas szignifikansan magasabb
volt a kbzepes/magas metabolikus aktivitasu biofilmet termelé Candida izolatumok altal
okozott fertézésekben (62% vs. 33%, p=0,01), és ebben az esetben a biofilm kdzepes/magas
metabolikus aktivitasa a mortalitds fliggetlen prediktora volt. A C. auris-szal kapcsolatos
kisérletekben a farnesol kezelés koncentraciofiiggd gatlast mutatott a biofilmképzo képességet
illetéen. A 300 uM farnesol az egynapos biofilmekkel szemben jelentés metabolikus aktivitas
csokkenést eredményezett 2 és 24 dra kozott (p < 0,001). Az azolok és a farnesol kdzott
szinergista kolcsonhatast tapasztaltunk (FICI 0,038 és 0,375 kdzott) a biofilmek esetében.
Immunszupresszalt egérmodelliinkben a napi 75 puM farnesol kezelés szignifikansan
csokkentette a vesébdl kitenyészett é16 gombasejtek szamat (p < 0,01).

Osszefoglalva, eredményeink egyértelmii bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a Candida
biofilmek, kiiléndsen a kdzepes/magas metabolikus aktivitast mutatok kapcsolatba hozhatok a
candidaemia-ban szenvedd betegek magasabb mortalitdsdval. Tovabba a farnesol igéretes
terapids vagy adjuvans potencialt mutatott a C. auris ellen, ami jé kiindulépont lehet az

alternativ C. auris ellenes terapiak megfogalmazasakor.
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9. Summary

Candidaemia is a frequently observed life-threatening disease among hospitalized patients.
Several newly emerged Candida species such as Candida auris contributes to worrisome
mortality and epidemiology trend of candidaemia. The spreading of the potential multidrug-
resistant C. auris is considered as a current threat. Biofilm formation is a virulence factor for
several clinically relevant Candida species; however, the effect of the Candida biofilm-forming
ability on the outcome remains controversial. The number of therapeutic regimens against
biofilms and/or newly emerged C. auris planktonic cells and biofilms is limited; therefore,
development of novel therapeutic approach is urgently needed. The first aim of my project was
to determine the impact of biofilms, specifically focusing on biofilm mass and metabolic
activity, on the mortality in candidaemia. While the second aim was to examine the potential
antifungal and/or adjuvant effect of farnesol against C. auris. To examine the effect of farnesol
on C. auris, we performed experiments focusing on growth, biofilm production ability, triazole
susceptibility and virulence.

The biofilm-related epidemiological experiments revealed that intermediate/high biofilm mass
was associated with significantly higher mortality (61%). The mortality was significantly
higher in infections caused by Candida isolates producing biofilms with intermediate/high
metabolic activity (62% vs. 33%, p<0.01), and intermediate/high biofilm activity was an
independent predictor of death. In C. auris-related experiments, farnesol treatment showed a
concentration dependent inhibition regarding biofilm formation of C. auris; however, it did not
inhibit significantly the biofilm development at 24 h. Moreover, 300 uM farnesol exerted a
remarkable decrease in metabolic activity against biofilms between 2 and 24 h (p<0.001).
Synergistic interaction was observed between azoles and farnesol (FICI ranges from 0.038 to
0.375) against one-day-old biofilms. Seventy-five uM/day farnesol treatment reduced the
fungal burden in an immunocompromised murine model of disseminated candidiasis (p<0.01).
In summary, these results provide a clear evidence that Candida biofilms, especially with
intermediate/high metabolic activity, are related to higher mortality in candidaemia.
Furthermore, farnesol shows a promising therapeutic or adjuvant potential in traditional or

alternative therapies against C. auris.
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Ezen kivul kdszondm a segitséget Dr. Kardos Gébornak a statisztikai vizsgélatok terén nyujtott
potolhatatlan segitsegéert, és Forgacs Lajosnak az in vivo Kisérletek technikai kivitelezése soran
nyujtott segitségéeért.

Koszonet tovabba a Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpont (DE KK) Orvosi Mikrobiolégiai
Intézet valamennyi munkatarsanak, amiért klinikus létemre kozosséglikbe fogadtak, és
segitették a munkamat.

A mikrobioldégusokon kivil kdszonet illeti a DE KK Infektoldgia Klinika és a Kérhazhigiénés
Osztaly dolgozoit és kdzvetlen infektologus kollegaimat, akik tamogato hozzaallasukkal tették
lehetévé, hogy megfelelden sok id6t szentelhessek a kisérletek elvégzésének, a disszertacid
megirasanak.

Koszonettel tartozom elézd témavezetdmnek, Prof. Dr. Fiilesdi Bélanak, aki a komplex
vizsgaig segitette munkéamat.

A candidaemiak iranti elkotelezodésemet a budapesti Szent Laszl6 Korhazban eltoltott szakmai
gyakorlatom sorén Dr. Sinké Janos alapozta meg, aki azota is rengeteg segitséget nydjt klinikai
kérdésekben.

Végul, de nem utols6 sorban koszOnetet mondok férjemnek és gyermekeimnek, akik
tiirelemmel viselték a prioritdsok idoénkénti atrendezddését; férjemnek és sziileimnek, akik
sokszor oroszlanrészt vallaltak a gyermekek feliigyeletébdl, hogy ¢én a munkamra
koncentralhassak, és édesapdmnak, aki egész lényével, életével mar kisgyermek koromban
belém oltotta a tudomanyos kivancsisagot, az eredmények kritikus értékelésenek igényét és a
mikrobioldgia szeretetét.

Es koszonet az egereknek, akik életiiket ldoztak a tudomany oltaran.

Az itt felsoroltak nélkiil ez a munka sohasem késziilhetett volna el.
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13. Fuggelék
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