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BEVEZETES

A kiilonb6z6 gomba fajok altal okozott fertézések prevalencidja €s incidencidja az 1980-as
évektdl folyamatosan novekszik, kiilondsen az immunszuppresszalt, illetve a hosszu korhazi
apolast igénylé betegek korében. A legfrissebb epidemioldgiai kutatasok alapjan a gomba
eredetli invaziv fertézések 80%-at kiilonboz6 Candida fajok okozzak, mig az Aspergillus
nemzetség tagjai 0,3-19%-ban tehetbek feleldssé a foldrajzi teriilettd] fliggben.

A Candida fajok a normal flora tagjaiként megtalalhatok a szajiiregben, a vastagbélben,
illetve a noi genitdlis traktusban. Kommenzalista mikroorganizmusként kolonizaljadk a
nyalkahartyak felszineit anélkiil, hogy tlineteket okoznanak, azonban bizonyos koriilmények
kozott akar életet veszélyeztetd fertézések kialakulasaért is felelosek. Az elmult évtizedekben
megndvekedett a Candida fajok altal okozott nozokomialis infekciok szama, jelenleg a
harmadik-negyedik leggyakrabban izolalhat6 korhazi véraramfert6zést okozé mikrobak.

A beiiltethetd orvostechnikai eszkozok (kaniil, katéter, miibillentyli, endotrachedlis tubus,
iziileti protézis) egyre szélesebb korli alkalmazasa miatt a biofilm-asszocialt fertdzések szama
is megemelkedett az elmult két évtizedben. A Candida fajok a Kkatéter-asszocialt
véraramfert6zések harmadik leggyakoribb korokozoi, a leggyakrabban izolalhato fajok a
C. parapsilosis komplex tagjai (42,8%), illetve a C. albicans (34,7%). A gomba biofilmek
sikeres terapidja komoly feladatot jelent, hiszen sok esetben magas foku rezisztencia
figyelhetd meg a terapia soran alkalmazott gyogyszerekkel szemben. A biofilm szerkezete
védelmet nyujt a gomba sejtek szdmara az amugy is limitalt szamu szisztémas kezelésre
alkalmas antimikotikumok tobbségével szemben, illetve elrejti azokat a gazdaszervezet
immunsejtjei elél. A katéterek felszinén és lumenében képzd8dd biofilmek kivalod forrdsai
lehetnek az invaziv, szisztémas Candida fert6zéseknek. Jelenleg az IDSA (Infectious
Diseases Society of America) ajanlasa szerint a katéterek felszinén képzd6dd biofilmek ellen
az elfogadott ,terapia” a katéter eltavolitasa/cseréje, ez azonban a beteg allapota miatt nem
minden esetben valosithatdé meg. Alternativ megoldast jelenthet olyan specialis terapidk
alkalmazasa, mint az antifungalis “lock” terapia, azonban ezidaig nincs hivatalosan elfogadott
antifungalis “lock” terapia a Candida okozta biofilmek kezelésére. A hagyomanyos
antifungalis szerek kozil az amphotericin B (AmB), illetve az echinocandinok
rendelkezhetnek biofilm-ellenes aktivitassal, azonban 6nmagukban nem minden esetben
mutatnak megfeleld hatékonysagot. Egy 1 tipusu, innovativ megoldast jelenthet a biofilmek
elleni kiizdelemben a konvencionalis antimikotikumok alkalmazasa Candida fajok altal

termelt specialis kommunikacios, ugynevezett quorum-sensing molekulakkal kombinécidban.
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A Candida biofilmek novekedése soran tobb extracellularis szignal molekula akkumulalodik,
melyek segitségével az extracellularis matrixban képesek koordindlni sajat metabolikus
aktivitasukat, illetve a génexpresszidos folyamataikat, elOsegitve ezzel sajat tulélésiiket.
Korabbi kisérletekben leirtdk, hogy bizonyos quorum-sensing molekuldk szuprafiziologias
koncentracioban alkalmazva gatoljdk a gombasejtek novekedését a biofilmen beliil.
Feltételezésiink szerint a szuprafiziologias koncentracioban alkalmazott quorum-sensing
molekulak Osszezavarhatjadk a Candida sejtek kozotti kommunikaciot, ezaltal gyengiil a
biofilm kompakt szerkezete, ami eldsegiti a tradicionalis anifungalis szerek nagyobb mértékii
penetraciojat a biofilm belsejébe. Ez kiilondsen fontos lehet a
C. parapsilosis esetében, amely generikusan csokkent érzékenységet mutat olyan biofilm-
ellenes aktivitassal rendelkezd antimikotikumok irant, mint az echinocandinok. A quorum-
sensing molekulak in vitro potencialis szinergizald hatasa mellett szerettiik volna
megvizsgalni, hogy in vivo ezen molekulak alkalmazasa jelent-e barmilyen terapias elonyt
olyan gyakori mukozalis biofilm-asszocialt feltézésekben, mint a C. albicans altal okozott
vulvovaginitis. Reményeink szerint eredményeink hozzajarulhatnak olyan 1j tipusu alternativ
terapiak megfogalmazasahoz, amelyekkel hatékonyabban vehetjiik fel a harcot a Candida

fajok altal képzett biofilmek ellen.



CELKITUZESEK

Kisérleteink soran elsddleges célunk volt olyan 11 tipusu terapias stratégiak megfogalmazasa,

amelyek segitségével sikeresen lehetne eradikalni a C. albicans, illetve a C. parapsilosis altal

okozott biofilm-asszocialt fertézéseket. Vizsgalatainkban tradicionalis antifungalis szereket

kombinaltunk egy gomba eredetli quorum-sensing molekulaval - a farnezollal - igy névelve a

hagyomanyos antimikotikumok in vitro és in vivo hatékonysagat.

Vizsgalataink sordn célunk volt:

X/
L X4

X/
L X4

A caspofungin, micafungin és a farnezol minimalis gatld koncentracidjanak
meghatarozasa C. parapsilosis planktonikus sejtek és biofilmek ellen klinikai
izolatumok esetében.

A caspofungin, micafungin és a farnezol kozotti kolcsonhatds —vizsgalata
C. parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek ellen kétdimenzios
,.checkerboard” (,,sakktabla”) mikrodiltciés modszerrel.

A caspofungin, micafungin és a farnezol altal kivaltott metabolikus aktivitas
csokkenés vizsgalata az id6 fiiggvényében C. parapsilosis klinikai izolatumok altal
képzett biofilmek ellen.

crer

fluconazol-érzékeny ¢és fluconazol-rezisztens C. albicans Klinikai izolatumok

crcr

A fluconazol és a farnezol kombinacidjanak in vitro hatékonysaganak vizsgalata
fluconazol-érzékeny és fluconazol-rezisztens C. albicans klinikai izolatumok
planktonikus és szesszilis formaival szemben.

A fluconazol és a farnezol in vivo hatékonysaganak vizsgéalata 6nmagukban, illetve
kombinaciokban C. albicans-szal fertézo6tt vulvovaginitises egérmodellben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalt izolatumok

Kisérleteink soran 6t C. parapsilosis sensu stricto (16641, 17432, 17818, 10252, 9613), két
fluconazol (FLU)-érzékeny (1216, 10431), illetve két FLU-rezisztens (21616, 27700)
C. albicans klinikai izolatumot, valamint két referencia torzset [C. parapsilosis ATCC 22019
(American Type Culture Collection), (C. albicans SC5314)] vizsgaltunk. Az 6sszes vizsgalt
C. parapsilosis izolatum hemokulturabdl szarmazott, mig a C. albicans izolatumokat
vulvovaginitisben szenvedd paciensekbdl identifikaltuk. A C. parapsilosis valamint a
C. albicans klinikai izolatumok azonositasahoz API® ID32C panelt (bioMérieux, Marcy-
I’Etoile, Franciaorszag) és MALDI-TOF [(Matrix-assisted laser desorption/ionization time of
flight), (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Németorszag)] tomegspektrométert
alkalmaztunk. A C. parapsilosis ¢és C. albicans klinikai izolatumok, valamint a referencia
torzsek biofilmképzd képességét a Marcos-Zambrano ¢és munkatarsai altal kozolt

kristalyibolya-assay segitségével ellendriztiik.

A planktonikus sejtek érzékenységi vizsgalata

A caspofingin (CAS) (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a micafungin (MICA) (Astellas,
Tokyo, Japan), a FLU (Sigma, Budapest, Magyarorszag) és a farnezol (Sigma, Budapest,
Magyarorszag) iranti MIC (minimalis gatlé koncentracid) értékek meghatarozdsa a CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan,
standard mikrodiluciés modszerrel tortént RPMI-1640 tapkozegben (L-glutaminnal
kiegészitett, hidrogén-karbonat mentes, pH=7,0 MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav)
Sigma] puffer felhasznalasaval). “Quality” kontrollként a C. parapsilosis ATCC 22019-es és
a C. krusei ATCC 6258-as torzsét hasznaltuk. Mindkét faj izolatumai esetében a CAS, MICA
¢s a FLU irdnti ¢érzékenység vizsgalata soran 0,06-4 mg/L kozotti koncentraciokat
alkalmaztunk, a két FLU-rezisztens C. albicans izolatum esetében 2-128 mg/L kozotti
gyogyszer koncentraciokat vizsgaltunk. A farnezol esetén 1,17 és 300 puM kozotti
koncentraciokat teszteltiink. A vizsgalt koncentraciokat RPMI-1640 tapkozegben allitottuk
Ossze. A gyogyszert nem tartalmazd novekedési és negativ kontroll tiregek 1% metanolt
tartalmaztak. A MIC értékek meghatarozaséhoz 0,5-2,5x10° sejt/mL gombaszuszpenziokat
készitettiink, melyeket a gydgyszert tartalmazd 96 lyukd mikrotitrator lemezek tiregeibe
mértiink. Ezt kovetden 37 °C-on 24 oran keresztill statikusan inkubaltuk a taplemezeket. MIC
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érteknek azt a koncentraciot tekintettiilk, ahol legalabb 50%-os turbiditas csokkenést
tapasztaltunk a gyogyszert nem tartalmazd ndvekedési kontrollhoz képest. A turbiditds
csokkenés meghatarozasa spektrofotométerrel tortént 492 nm-en. A turbiditds szazalékos
valtozasanak kiszamitasat az alabbi abszorbancian alapul6 képlet segitségével végeztiik el:

100% % (Ayuk-Anater) | (Agysgyszermentestyuk-Pharer). A hattér abszorbancidjanak mérése a
gombamentes liregben tortént. Az Osszes izolatum esetében harom, egymastol fiiggetlen

mérést végeztiink, melyek median értékeit tiintettiik fel.

Biofilm képzés

A biofilmet Pierce és munkatarsai altal publikdlt modszer segitségével hoztuk létre. Az
izolatumokat két, egymas utani napon kioltottuk Sabouraud dextréz agarra (SDA), majd a
friss torzseket izolatumonként egy-egy SDA taptalajra szélesztettiik. A 35 °C-on 24 6ran at
tartd inkubaciot kovetden, a kindtt gombapazsitot steril vattatampon segitségével gytjtottiik
Ossze, amit 25 mL fiziologias sooldatba beoldottunk. Az igy elkészitett gombaszuszpenziot
lecentrifugaltuk 3000 g fordulaton 5 percig. Ezutan a feliiltisz6t pipettaval leszivtuk, majd jra
feltoltottiik a centrifugacsoveket 25 mL fizioldgias sooldattal és ismételten centrifugaltuk. Ezt
a Iépést még egyszer megismételtik, majd a felilusz6 eltavolitisa utdn a gomba
mennyiségétdl fliggden 5-6 mL fiziologids sooldatot mértiink a sejtekhez. Az egyes
izolatumokbol Biirker-kamraban 1x10° Colony Forming Unit (CFU)/mL gombaszuszpenziot
allitottunk be. A szuszpenziobol 100 pL-t mértiink a 96 {iregii lapos alju taplemezek (TPP,
lapos alju, polisztirol) egyes liregeibe, melyet parafilmmel fedtiink le és statikusan inkubaltuk
37 °C-on 24 o6ran at. Az alkalmazott negativ kontroll iregei 100 pL. RPMI-1640-et

tartalmaztak.

A biofilm mennyiségi meghatarozasa

A 24 6rés biofilmet 3x200 pL fizioldgias sooldattal mostuk, majd a taplemez egyes iiregeibe
125 uL 0,1%-os kristalyibolya oldatot pipettaztunk, melyet 15 percen keresztiil inkubaltunk
szobahémeérsékleten. Az inkubacios idd letelte utan az oldatot eltavolitottuk, majd haromszor
200 pL sooldattal Gjra mostuk a tdplemez iiregeit. Ezutdn 125 pL 30%-0s ecetsavat
pipettaztunk az tiregekbe, hogy a biofilm altal leko6tott kristalyibolyat kioldjuk. Tovabbi 15
perces szobahdmérsékleten torténd inkubacio utan 100 pL feliiliszot pipettaval leszivtunk,
melyet egy steril taplemezbe helyeztiink és spektrofotométerrel mértiink 540 nm-en. Vak
oldatként 100 pL 30%-0s ecetsav oldatot alkalmaztunk.
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A biofilmet alkoto sejtek érzékenységi vizsgalata

A C. parapsilosis biofilmek CAS, MICA ¢és farnezol iranti MIC érték meghatarozasat az
elokisérletek soran meghatarozott 4-256 mg/L, 2-512 mg/L, illetve 1,17-300 uM ko6zotti
koncentraciokon vizsgaltuk. A referencia térzs (ATCC 22019) esetében alacsonyabb
gyogyszer koncentraciokat alkalmaztunk (0,5-32 mg/L). A C. albicans esetében képzett
biofilmek FLU és farnezol iranti érzékenységének vizsgalata 8-512 mg/L és 1,17-300 uM
kozotti koncentraciokon tortént. A biofilmek MIC értékének meghatarozasdhoz a biofilmet
alkotdé sejtek XTT [2,3 —bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide] assay-n alapuld metabolikus aktivitasat mértiik. Azt a koncentraciot
tekintettik MIC értéknek, ahol legalabb 50%-0s volt a metabolikus aktivitas csokkenés a
gyogyszermentes novekedési kontrollal 6sszehasonlitva.

Az egy napos biofilmet 3x200 pL steril fiziologids sooldattal mostuk. Ezutan 0,5 g/L
toménységli XTT (Sigma, Budapest, Magyarorszag) oldat felhasznalasaval 1 pM
acetonban oldott) oldatot készitettiink, melybdl 100-100 pL-t pipettdztunk a taplemez egyes
tiregeibe. A taplemezt alufoliaval lefedtiik, majd 37 °C-os termosztatban, sotétben, statikusan
inkubaltuk 2 oran keresztil. Az inkubdciés id6 elteltével az XTT/menadion oldat
feliiluszojabol 80 pL-t pipetta segitségével leszivtunk, melyet steril taplemezbe helyeztiink at,
amit spektrofotométerrel 492 nm hulldmhosszon mértiink. A metabolikus aktivitas szazalékos
valtozasanak szamolasdhoz ugyanazt az egyenletet hasznaltuk, amit a planktonikus sejtek

turbiditas valtozasanak vizsgalatanal.

A caspofungin, micafungin, fluconazol és a farnezol kozotti kolcsonhatas vizsgalata

A gyogyszerek kozotti interakcido megallapitasa a szesszilis €s a planktonikus sejtek esetén is
kétdimenzids ,,checkerboard” (sakktabla) mikrodilticiés moddszerrel tortént. Az alkalmazott
koncentracio tartomanyok megegyeznek a mar kordbban leirt, a planktonikus és szesszilis
sejtek MIC vizsgalatai soran hasznélt koncentracidkkal. Az interakcid természetének
meghatdrozasara a gatlo koncentraciohdnyad indexet alkalmaztuk (Fractional Inhibitory
Concentration Index: FICI) melyet az alabbi képlet segitségével szamoltunk ki:

SFIC=FIC A+FICB=M)C jkombinécisbanp o snmagiban g kombineicban/p g Snmagéban — apo) o
MIC prombindcicban oo\ f[Cghombindcioban 5 g7erek kombinacioban torténé alkalmazésa soran kapott
MIC értékeket jeloli, mig a MICA™™™ &5 a MICg™™ ™ 3 gyogyszerek kiilon-kiilon
torténd alkalmazésa soran mért MIC értékeket fejezi ki. A FIC értékeket az Osszes izoeffektiv
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kombinacid esetén meghataroztuk, majd ezt kovetéen a legalacsonyabb FIC értéket
tekintettiik FICI-nek, amit az aldbbiak szerint interpretaltunk: szinergizmusnak tekintettiik a
kombinaciot, ha a FICI 0,5 vagy anndl kisebb értéket vett fel, indifferens az interakcio, ha

>0,5 és 4 kozé esik a FICI, mig antagonizmus, ha 4-nél nagyobb értéket tapasztaltunk.

A metabolikus aktivitas valtozas vizsgalata az id6 fiiggvényében

A FICI-vel kapott eredményeket mas modszerekkel is igyekeztiink megerésiteni, ezért
vizsgaltuk a metabolikus valtozas iitemét az id0 fiiggvényében. Ennek a modszernek a
segitségével pontosabb képet kaphattunk a gyogyszerek Onmagéban és kombinaciokban
kifejtett hatasarol illetve dinamikajar6l. A modszer soran a CAS és a MICA C. parapsilosis
biofilmek ellen kifejtett hatasat, mig a FLU esetében a C. albicans biofilm-ellenes aktivitasat
vizsgaltuk 6nmagukban, illetve farnezollal kombinacioban in vitro koriilmények kozott. Az
XTT ,,checkerboard” mikrodiluciés modszerrel végzett vizsgalatok eredményei alapjan a
CAS és a MICA esetében a 4 mg/L, 8 mg/L és 16 mg/L végkoncentraciokat valasztottunk ki,
melyeket a kombinaci6 soran 75 uM farnezollal egészitettiink ki. A C. albicans vizsgalata
soran a FLU-érzékeny izolatumok, illetve a referencia torzs esetében a valasztott gyogyszer
koncentraciok 0,5 mg/L, 8 mg/L, 64 mg/L és 512 mg/L voltak, mig a FLU-rezisztens torzsek
vizsgalata soran 64 mg/L, 128 mg/L, 256 mg/L és 512 mg/L koncentraciokat alkalmaztunk
onmagukban, illetve 75 uM farnezol jelenlétében.

Az egynapos biofilmeket haromszor mostuk 200 pL fizioldgias soéoldattal. A kivalasztott
gyogyszer koncentraciokat RPMI-1640 tapfolyadékban készitettiik el, melyeket a taplemez
elére megjelolt liregeibe pipettaztunk. A kombinaciok esetében mindkét gyogyszerbol 100-
100 plL-t mértiink be az egyes iiregekbe, mig a CAS, MICA ¢és a FLU 6nmagéban torténd
vizsgalata soran 100 pL-t mértiink a kiilonbdzd gyogyszer koncentraciokbol a taplemez egyes
tiregeibe, melyet 100 uL tapfolyadékkal egészitettiink ki. A negativ kontroll tiregeibe 200 pL
RPMI-1640-et pipettaztunk. Az elére meghatarozott, 37 °C-on torténd inkubécios 1do
(3, 6, 9, 12 és 24 oOra) letelte utan az adott idOponthoz tartozo iiregben 1évé biofilmet
3x200 pL fiziologias sooldattal mostuk, majd a metabolikus aktivitast mértiik a mar korabban
leirt modszer alapjan. Az Osszes izolatum esetében legaldbb harom parhuzamos mérést
végeztiink. Az eredményeket grafikonon abrazoltuk GraphPad Prism 6.05 segitségével. A
még gyogyszert nem tartalmazo tapfolyadékban O o6Ordndl mért metabolikus aktivitast

tekintettik 100%-nak.



Adatok elemzése

Az egyes koncentracioknal tapasztalhato metabolikus aktivitasvaltozast Dunnett-teszttel
kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) hasonlitottuk a
kezeletlen kontroll sejtek metabolikus aktivitdisdhoz. Az adott gyogyszer koncentraciok,
valamint az ezekhez a koncentraciokhoz tartozé kombinaciok kozotti szignifikanciat Sidak-
teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) hataroztuk meg.

Az eredményt abban az esetben tekintettiik szignifikansnak, ha p<0,05.

In vivo Kisérletek

A kisérlet soran alkalmazott egerek

A kisérletekben csoportonként 10 db, 22-23 g-os BALB/c tipusti néstény, immunkompetens
egeret hasznaltunk fel (Charles River Laboratories), melyeket a ,Laboratériumi Allatok
Alkalmazasa ¢és Gondozasa” cimi elGiras alapjan tartottunk. Az in vivo kisérletek

engedélyszama: 12/2014 DE MAB.

A fertdzés folyamata

Az egerek 50 uL szezdmolajban oldott Osztradiol-valeratot (10 mg/mL) kaptak szubkutan
3 nappal a fert6zés el6tt. Az oltdanyag készitéséhez felhasznalt C. albicans torzseket két
egymds utdni napon SDA taptalajra oltottuk ki, majd a frissitett izolatumokat 3-4 SDA
feliilletén szélesztettiikk. A taptalajokat 35°C-on 24 6ran keresztiil inkubaltuk, majd a kindtt
pazsitot steril vattatamponnal gytijtottiik Ossze €s steril fizioldgids sdoldatba szuszpendaltuk.
A gomba szuszpenziokat 3000 g fordulaton centrifugaltuk 10 percen keresztiil, majd a
feliiliszot pipettaval leszivtuk. Ezutan a leiilepedett gombasejtekhez 25 mL steril fiziologias
sooldatot adtunk, majd jra centrifugaltuk. A mosasi folyamatot dsszesen négyszer ismételtiik
meg, majd az utolsé centrifugalds utdn 8 mL fizioldgids sooldatot pipettdztunk a
gombasejtekhez. A szuszpenziobdl két 1€épésben 1:10 aranyt higitast készitettiink a Biirker-
kamraban torténd szamoldshoz. A csiraszam beallitdsanak ellendrzését kvantitativ kioltassal
végeztik. Az egereket 25 pL gomba szuszpenzidval fertdztiik intravagindlisan. Korabban

végzett elékisérleteink alapjan a fertdz6 dozis 1-1,2x10" CFU volt egerenként.
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Antifungalis terapia

A terdpiat 24 Oraval a fertdzést kovetden kezdtik el az alabbi séma alkalmazasaval:
5 mg/kg/map FLU (intraperitonealisan), 35 mg/kg egyszeri FLU (intraperitonealisan),
150 uM/nap farnezol (intravaginalisan), 300 uM/nap farnezol (intravaginalisan), 5 mg/kg/nap
FLU (i.p.) + 150 uM/nap farnezol (intravaginalisan), 5 mg/kg/nap FLU (i.p.) + 300 uM/nap
farnezol (intravaginalisan). A kezelés soran 0,5 mL FLU-t adtunk be intraperitonedlisan,
melyet egy ora elteltével 25 pL intravaginalisan alkalmazott farnezol kovetett. Az in vivo
célokra felhasznalt farnezol torzsoldatot a hasznalat el6tt 0,25%-0s Tween 80-ban oldottuk
fel. A kontroll egerek 0,5 mL fiziologids sooldatot kaptak intaperitonedlisan, illetve 25 pL
0,25%-0s Tween 80-at intravaginalisan. A fert6zést kovetd negyedik napon az egereket
cervikalis diszlokacioval elpusztitottuk, majd felboncoltuk. A kvantitativ csiraszdm
meghatarozasahoz vaginajukat eltavolitottuk, majd lemértiik. Steril dorzscsészében 1 mL
fiziologias s6oldat hozzdadasaval homogenizatumot készitettiink, majd az egyes mintakbol
1:10-es alapu higitasi sorozatot készitettiink. A higitott mintakbol 100 pL-t kioltottunk SDA
megszamoltuk. A kitenyészett gombak szignifikancia vizsgalata Kruskal-Wallis teszttel
tortént (GraphPadPrism 6.05 Windows). Az eredményt szignifikansnak tekintettiik, ha
p<0,05.
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EREDMENYEK

A caspofungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodiliciéos modszerrel

Candida parapsilosis planktonikus sejtek esetén

A kisérleteink soran az egyik vizsgalt C. parapsilosis klinikai izolatum (9613) és a referencia
torzs (ATCC 22019) érzékenynek bizonyult a CAS-nal szemben, mig a 16641, 17432, 10252
és a 17818-as izolatum mérsékelten érzékeny fenotipust mutatott a 2011-ben moddositott
fajspecifikus CLSI hatarértékek szerint. A CAS és a farnezol kombinacidjanak alkalmazasa
soran a CAS iranti MIC értékek esetében 2-64-szeres csokkenést figyeltiink meg az
onmagaban alkalmazott CAS irdnti MIC értékekhez képest. A kombinacidoban alkalmazott
farnezol MIC értékeinél 4-32-szeres csOkkenést tapasztaltunk a klinikai izolatumok
vizsgalatakor. A referencia torzs (ATCC 22019) esetében a kombindciokban mért MIC

értéket illetden 2-8-szoros csokkenés volt megfigyelhetd.

A caspofungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilicios modszerrel

Candida parapsilosis szesszilis sejtek esetén

A klinikai izolatumok altal képzett biofilmek vizsgalata esetében a CAS iranti MIC értékek
joval magasabb értéket mutattak (32-256 mg/L) a planktonikus sejtekhez képest. A farnezollal
torténd kombinacid esetében a medidn MIC értékek az Osszes klinikai izoldtum esetében
lecsokkentek 4 mg/L-re. Ez 8-64-szeres csokkenésnek felel meg, mig a farnezol irdnti MIC
értékek valtozasa a planktonikus sejtekhez hasonléan 4-32-szeres csokkentést mutatott. A
referencia torzsnél a vizsgalt gyogyszer esetében csak egy higitasi fokkal csokkent a MIC
érték. A planktonikus, illetve a szesszilis sejtek vizsgalata soran a CAS iranti median MIC
értékek megegyezést mutattak az ATCC 22019 torzs esetében (2 mg/L), ami

valdsziniisithetéen az alacsonyabb biofilmképzd képességgel magyarazhato.

A caspofungin és a farnezol kozotti in vitro kolesonhatasok vizsgalata Candida

parapsilosis izolatumok esetén

A kombinacié (CAS és farnezol) alkalmazdsa esetén az alkalmazott klinikai izolatumok
planktonikus sejtjeinél egy izolatum kivételével (17432) indifferens kolcsonhatast
tapasztaltunk. Ezzel ellentétben a szesszilis sejtek vizsgalatakor a farnezol a CAS jelenlétében

mindegyik izolatum esetében szinergista hatast fejtett ki (FICImedian: 0,155-0,5). A két
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alkalmazott szer kozotti in vitro interakcié vizsgalata soran antagonizmust egyik esetben sem
tapasztaltunk (FICI: <4). A referencia torzs esetében mind a planktonikus, mind a szesszilis

sejtek esetében indifferens kdlcsonhatast figyeltiink meg.

A metabolikus aktivitas valtozasa az idé fiiggvényében caspofungin és farnezol esetében

Candida parapsilosis altal képzett biofilmek ellen

Egy, a ,,checkerboard” assay-vel parhuzamosan végzett kisérletben a kezelt szesszilis sejtek
metabolikus aktivitds valtozasait hasonlitottuk 0Ossze a kezeletlen sejtek metabolikus
aktivitasaval. A CAS kiilonb6z6 koncentracidi (4 mg/L, 8 mg/L, 16 mg/L) nem csdkkentették
szignifikansan a szesszilis sejtek metabolikus aktivitasat a kontroll sejtekhez viszonyitva az
els6é 3 oraban. Hat és huszonnégy ora kozott azonban egy koncentraciofiiggé modon
bekovetkez6 szignifikans metabolikus aktivitas csokkenés volt megfigyelhetd. Ugyanakkor a
CAS ¢és FAR mindharom vizsgélt kombindcidjadban (4 mg/L+75 pM, 8 mg/L+ 75 uM,
16 mg/L+ 75 uM) jelentdsen és nagymértékben csokkentette a biofilmek metabolikus
aktivitasat a kisérlet teljes idétartama alatt a kontrollal Gsszehasonlitva (p<0,05-0,001).
Mindazonaltal az els6 12 orara jellemz6 markans metabolikus aktivitas csokkenés utan lassu
novekedés figyelhetd meg, azaz a kombinaciok a legnagyobb hatést elsdsorban az els6 12
oraban fejtik ki. A farnezol 8 és 16 mg/L CAS-nal kombinacidban 3 és 24 dra kozott
szignifikansan jobbnak bizonyult a farnezol nélkiili CAS koncentraciokkal &sszehasonlitva
(p<0,001-0,05). A 4 mg/L CAS ¢és farnezol kombinacié csak az els6é 9 oOraban volt
szignifikansan jobb a farnezol nélkiili CAS-nal 6sszehasonlitva (p<0,01-0,05).

A micafungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodiliiciés modszerrel

a Candida parapsilosis planktonikus sejtek esetén

A vizsgalatok soran a C. parapsilosis klinikai izolatumok (16641, 17818, 10252) és a
referencia torzs (ATCC 22019) érzékenyek, illetve mérsékelten érzékenyek (17432, 9613)
voltak a MICA-nal szemben a CLSI érvényben 1évé érzékenységi hatarértékei alapjan. A
Klinikai izolatumok esetében a MICA ¢és farnezol egyiittesen alkalmazva jelentds, 2-64-szeres
csOkkenést okozott az dnmagédban vizsgalt MICA MIC értékekhez képest. A kombinacid
alkalmazasa soran a farnezol a MIC értékek 16-256-szoros csokkenését okozta a klinikai
izolatumok esetében. A referencia térzs (ATCC 22019) vizsgélatakor a mért MIC értékekben

8-16-szoros csokkenést okozott a kombinacid alkalmazasa.
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A micafungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios modszerrel

Candida parapsilosis szesszilis sejtek esetén

A klinikai izolatumok altal 1étrehozott biofilmek vizsgalata esetén a mért MICA iranti MIC
értékek magasabbak voltak (16-512 mg/L) a planktonikus sejtekhez viszonyitva. A két szer
kombinacioja (MICA ¢és farnezol) azonban lecsokkentette a minimalis gatldé koncentracidkat
4-8 mg/L-re. A farnezol iranti MIC értékek kisebb mértékii (8-16-szoros) csokkenést mutattak
a kombinacio alkalmazéasakor. Az ATCC 22019 vizsgélata soran a vizsgalt gyogyszert
figyelembe véve felére csokkent a koncentracio. Megjegyzendd, hogy mind a planktonikus,

mind a szesszilis sejtek esetén a MICA irdnti median MIC értékek azonosak voltak (1 mg/L).

A micafungin és a farnezol kozotti in vitro kolcsonhatasok vizsgalata Candida

parapsilosis izolatumok esetén

A FICI értékek minden esetben 4 alatt voltak, tehat antagonista kolcsonhatast egyik esetben
sem tapasztaltunk. A MICA és farnezol kombindcidjanak vizsgalata soran szinergizmus volt
megfigyelhetd az Osszes klinikai izoldtum planktonikus és a szesszilis sejtjei esetén is. A
biofilmek esetén jellemzd nagyobb mértékii szinergista kdlcsonhatds tényét bizonyitja a
parhuzamos mérések soran lathato FICI<0,5 értékek. A planktonikus sejteknél tobb izolatum
esetén is 0,5 feletti értéket figyeltiink meg (17818, 10252, 9613). Az ATCC 22019 referencia
torzsnél a planktonikus és szesszilis sejtek vizsgalatakor is indifferens kolcsonhatést

tapasztaltunk.

A metabolikus aktivitas valtozasa az id6 fiiggvényében micafungin és farnezol esetében

Candida parapsilosis altal képzett biofilmek ellen

A metabolikus aktivitds valtozds dinamikéjan latszik, hogy a MICA a CAS-hoz hasonldoan
O6nmagéban koncentraciofiiggd modon viselkedett; 4 és 8 mg/L MICA koncentraci6 az els6 9
oraban (p<0,05-0,001), mig a 16 mg/L MICA koncentracid az elsé 12 6raban szignifikansan
csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat a kontroll sejtekhez viszonyitva (p<0,001).
Huszonnégy ora elteltével azonban mar nem detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a
kezeletlen sejtekkel Osszehasonlitva, hanem ismét folyamatos metabolikus aktivitas
novekedés volt tapasztalhato. A MICA ¢és farnezol mindharom vizsgalt kombinacidja esetén
(4 mg/L+75 uM, 8 mg/L+75 uM, 16 mg/L+75 uM) a metabolikus aktivitds szignifikans

csokkenését tapasztaltuk az elsé 12 oraban (p<0,001). Huszonnégy ora elteltével azonban a
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metabolikus aktivitas a kontrollal hasonld mértéket mutatott, tehat a kombinacioban
jelentkez6 metabolikus aktivitds gatlasa csak részben volt megfigyelhets. A CAS-nal
ellentétben a MICA esetében az els6 9 ordban tapasztaltunk erdteljes metabolikus aktivitas
csOkkenést a kombinaciok alkalmazasa sordn. A 9. 6ratdl azonban a metabolikus aktivitas
erdteljes novekedésnek indult, ami 24 drara a kontrollhoz hasonlé értékeket vett fel. Ennek
ellenére mindharom MICA+farnezol kombinacié az els6 12 Ooraban szignifikdnsan
csOkkentette a gomba sejtek metabolikus aktivitaisat a farnezol mentes MICA
koncentraciokkal Osszehasonlitva (p<0,05-0,001). Mindenképpen érdemes kiemelni, hogy
egyes klinikai izolatumok esetében paradox novekedést tapasztaltunk magasabb
koncentraciokon a metabolikus aktivitds emelkedés alapjan. A paradox novekedés kizarélag a
szesszilis sejtek esetében volt jellemzd. CAS esetében 32 és 128 mg/L kozott volt
megfigyelheté a jelenség, mig a MICA vizsgalatanal 64 és 512 mg/L kozott volt ez a
tartomany. A farnezol jelenlétében azonban a fentebb leirt koncentraciokon tapasztalt paradox

viselkedés nem volt megfigyelheto.

A fluconazol és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodiliciés modszerrel

Candida albicans planktonikus sejtek esetén

A Kkisérletekben vizsgalt C. albicans klinikai izolatumok és a referencia torzs érzékenyek
(SC5314, 1216, 10431), illetve rezisztensek (27700, 21616) voltak a FLU-lal szemben a CLSI
fajspecifikus hatarértékei alapjan. A farnezolnak dnmagaban nem volt hatasa a planktonikus
sejtekre a vizsgalt koncentraciokon. Kombinacié alkalmazasa sordn a farnezol iranti MIC
értékek csokkenést mutattak, azonban ezekben a kombinaciokban elsdsorban a FLU hatasa

érvényesiilt.
A fluconazol és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios modszerrel
Candida albicans szesszilis sejtek esetén

A FLU ¢s farnezol kombinaciokban megfigyelt FLU iranti MIC értékek 2-64-szeres
csokkenést mutattak az Onmagidban mért FLU MIC koncentraciokhoz képest. A

kombinéciokban mért farnezol MIC értékek kisebb mértékii (2-4-szeres) csokkenést mutattak.
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A fluconazol és a farnezol kozotti in vitro kolesonhatasok vizsgalata Candida albicans

izolatumok esetén

A FLU ¢s farnezol kombinécidja sordn a planktonikus sejtek vizsgalatakor az dsszes izolatum
esetében indifferens kdlcsonhatast tapasztaltunk. A szesszilis sejtek vizsgalatakor szinergista
kolcsonhatast egyediil az SC5314 referencia torzs esetén figyeltiink meg, a klinikai
izolatumok indifferens kolcsonhatast mutattak. A FICI minden esetben 4 alatti érték volt,

tehat antagonizmus egyik esetben sem volt jellemzd.

A metabolikus aktivitas valtozasa az ido fiiggvényében fluconazol és farnezol esetében

Candida albicans altal képzett biofilmek ellen

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az alkalmazott gyogyszerek 1d6 és koncentraciofiiggd
modon viselkedtek a harom FLU-érzékeny C. albicans izolatum altal képzett biofilm ellen.
Az Onmagaban, illetve a kombinacioban alkalmazott FLU 24 o6ra elteltével, szignifikansan
csOkkentette a biofilmek metabolikus aktivitdsit a kontroll sejtekhez viszonyitva
(»<0,01-0,001). A legnagyobb vizsgalt FLU koncentracio (512 mg/L) farnezollal kiegészitve
mar 6 ora elteltével is hatékony volt (p<0,05). Az O6nmagaban alkalmazott gyogyszer
koncentraciok, valamint az ezekhez a koncentraciokhoz tartozé kombinaciok kozott
szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk (0,5 mg/L és 0,5 mg/L+ 75 uM; stb.) (p>0,05). A
rezisztens izolatumok esetében 6 oOra elteltével az Osszes tesztelt FLU koncentracid
csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat (p<0,001), azonban 6 és 12 o6ra kozott egy
atmeneti Ujrandvekedés volt megfigyelhetd. Huszonnégy ora elteltével az egyes FLU
koncentracioval kezelt biofilmek metabolikus aktivitdsa szignifikdns csokkenést mutatott a
kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva (p<0,001). Fontos kiemelni, hogy a 256 mg/L FLU
és 75 puM farnezol kombinacidban szignifikdnsan csokkentette a biofilmek metabolikus
aktivitdsat az Onmagédban alkalmazott gydgyszer koncentraciohoz képest (256 mg/L)
(»>0,001).

A fluconazol in vivo hatékonysaganak vizsgalata Candida albicans izolatumok ellen

vulvovaginitis egérmodellben

In vivo kisérleteink soran két FLU-érzékeny és két FLU-rezisztens C. albicans klinikai
izolatumot hasznaltunk. A FLU-érzékeny C. albicans klinikai izolatumok esetében (1216,

10431) az 5 mg/kg napi és a 35 mg/kg egyszeri terapias dozisok szignifikdnsan csokkentették
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a vaginabol kindtt ¢16 gomba sejtek szamat (p<0,05-0,001). Tovabba az 5 mg/kg napi FLU
dozisok kiegészitve 150 és 300 uM farnezollal szintén hatékonyak voltak a kontroll
csoportokhoz viszonyitva (p<0,05-0,001). Onmagaban egyik vizsgalt intravaginalis farnezol
dozis sem volt hatékony a kezeletlen egereckhez képest (p>0,05). A 21616-0s FLU-rezisztens
torzs esetében a naponta Onmagaban alkalmazott 5 mg/kg FLU doézis nem bizonyult
hatékonynak, azonban farnezollal kombinaciéban szignifikansan csokkentette a vaginabol
kinétt gombasejt szamot az alkalmazott farnezol doézistol fliggetleniil (p<0,05-0,01). A
legmagasabb vizsgalt FLU dozis [35 mg/kg egér dozis, mely a 24 6ras AUC (area under
curve, koncentracio-idé fuggvény alatti teriilet) érték alapjan 150 mg human doézisnak felel
meg] onmagaban is hatékony volt. A kombinacio alkalmazasa (5 mg/kg/nap+150 uM/nap
farnezol; 5 mg/kg/nap + 300 uM /nap farnezol) szignifikans kiilonbséget nem okozott az
onmagaban (35 mg/kg) vizsgalt egyszeri FLU dézishoz képest (p>0,05). A 27700-as FLU-

rezisztens torzs esetében egyik alkalmazott terapias dozis sem volt hatékony (p>0,05).
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MEGBESZELES

Az elmult évtizedekben dramaian megnovekedett a kiilonb6z6 Candida fajok altal kivaltott
invaziv fertdzések szama, amelyek foként az immunszuppresszalt betegek hosszabb korhazi
ellatasa soran alakulnak ki. Napjainkban a leggyakrabban izolalt species a C. albicans,
azonban a legfrissebb epidemiologiai adatok alapjan a non-albicans fajok (C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) altal kivaltott invaziv fert6zések incidenciaja folyamatos
novekedést mutat.

A magas mortalitasi adatokhoz hozzajarul a kiilonb6zé Candida fajok biofilm képzési
képessége mind biotikus (gazdaszervezet szovetei), mind pedig abiotikus (beiiltetett orvosi
eszkozok) feliileteken, illetve hogy kevés antifungélis szer képes terapias koncentraciot elérni
a biofilmen belill. A szisztémas fertdzésekben adhaté antimikotikumok koziil egyediil a
kiilonb6z6 AmB készitmények [ABLC, Liposzomas AmB (L-AmB)] és az echinocandinok
képesek megfelelden penetralni a biofilmbe. Az echinocandinok azonban nem tartoznak az
els6ként valasztando szerek kozé a C. parapsilosis esetén, mivel ez a faj az FKS alegységben
talalhatd generikus mutacid kovetkeztében csdkkent érzékenységgel rendelkezik ezen
echinocandinok irdnt. A gomba okozta katéter-asszocialt fert6zések soran a szisztémas
antimikotikum kezelés mellett elsddlegesen valasztandd mivelet a katéter eltavolitasa és
cseréje. Ez az eljaras azonban nem minden esetben jelent jobb terdpias eredményt, hiszen a
biofilm viszonylag gyorsan (24-48 ora) Gjratermel6dik a beiiltetett eszkoz felszinén, raadasul
a primer adherencia mar 90 perc utan kialakulhat. Problémat jelent f6ként a kritikus allapota
betegek esetében, hogy a beliltetett eszk6zok eltavolitasa €s cseréje gyakran fajdalmas
beavatkozast igényel, illetve a csere tovabb emelheti az amugy is magas korhazi koltségeket.
A biofilm kialakulasanak - igy a katéterekkel Osszefiiggd infekciok - megel6zésére
szolgélhatnak a kiilonféle bevonatokkal ellatott katéterek.

Az impregnalt katéterek haszndlata egy elég koltséges modja a katéter-asszocialt fertézések
kezelésének, azonban egy ujabb és olcsobb megoldast jelenthet az antibiotikumok esetében
mar a klinikumban is alkalmazott ,,lock™ terdpia, melynek soran a lezart katétert nagy dozist
antimikrobas szerrel toltik fel, majd néhany oréas inkubéciot kovetden atmossak €és ujranyitjak
az eszkOzt. A koagulaz-negativ Staphylococcus-ok, illetve gram-negativ baktériumok altal
okozott katéter-asszocialt fertézések kezelésére az IDSA 4ltal hivatalosan jovahagyott ,,lock”
protokoll mar rendelkezésre all, azonban a gombdk esetében nincs még elfogadott ajanlas.
Korabban megjelent irodalmi adatok alapjan a C. albicans altal termelt quorum-sensing

molekula, a farnezol szinergista moddon fokozhatja bizonyos antifungalis szerek
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hatékonysagat, ezért potencialis adjuvans lehet a Candida fajok altal kivaltott infekciok
terapiaja soran. Mindazonaltal ezek a vizsgalatok ezidaig csupan a C. albicans elleni
hatékonysagot vizsgaltak. Munkacsoportunk altal végzett kisérletekben 6t kiilonbozo
C. parapsilosis klinikai izolatum altal képzett biofilm esetén vizsgaltuk a farnezol potencialis
adjuvéns hatasat CAS-nal és MICA-nal kombinalva. Hipotézisiink alapjan az exogén uton,
szuprafiziologids koncentracioban alkalmazott farnezol megzavarja a biofilmben taldlhatd
Candida sejtek kommunikacios és anyagcsere folyamatait (elsésorban az ergoszterol szintézis
utvonalat), ezért fokozottan érzékennyé valnak a farnezollal kombinacioban adagolt
tradicionalis antifungalis szerekkel szemben. Ennek kovetkeztében a C. parapsilosis esetén
tapasztalt generikusan magasabb echinocandin MIC értékeket - ami a biofilmek esetében még
markansabban jelentkezik - csokkenteni tudjuk, tovdbbd fokozhatjuk a sejtfalszintézis
gatlasabol eredd fungicid hatést.

Kisérleteinkben a planktonikus C. parapsilosis izolatumok vizsgalatai soran a CAS és
farnezol kombinacié alkalmazasakor a MIC értékek esetében jelentds csokkenést (2-64-szeres
€s 4-32-szeres) figyeltiink meg az 6nmagaban alkalmazott CAS és farnezol MIC értékekhez
képest. A MICA ¢és a farnezol kombinacidja soran hasonld mértékii csdkkenés volt
tapasztalhatd (2-64-szeres és 16-256-szoros). A CAS és farnezol kombinacidja esetén egy
izolatum kivételével (17432) indifferens kolcsonhatast tapasztaltunk, habar a szamitott
medidn FICI eredmények tobb izolatum esetén megkozelitették a szinergizmus hatarértékét
(median FICI: 0,375-0,75). A MICA ¢és a farnezol kombinacidja sordn szinergista
kolcsonhatas volt megfigyelhet6 az 6sszes C. parapsilosis klinikai izolatum esetében (median
FICI: 0,131-0,5). In vitro kisérleteinkben a C. parapsilosis szesszilis sejtjeinek vizsgalatakor
CAS ¢és a farnezol, illetve a MICA ¢és farnezol kombinacidja esetében is egyértelmiien
bebizonyosodott a szinergista kolcsonhatds. A CAS ¢és farnezol kombinacidja soran
8-64-szeres, mig a MICA ¢és farnezol alkalmazésa esetén 4-32-szeres MIC értékcsokkenés jott
létre az 6nmagaban mért MIC koncentraciokhoz képest. A CAS és a MICA farnezollal
torténé kombinacidja esetén a C. parapsilosis klinikai izolatumainal minden esetben
szinergizmus volt megfigyelhet6 (FICIcas: 0,155-0,5; FICIyica: 0,093-0,5). A FICI alapjan
tapasztalt szinergista kdlcsonhatast a biofilmek esetében a metabolikus aktivitas valtozasanak
nyomonkovetésével erdsitettiik meg, melyet az i1d6 fiiggvényében vizsgaltunk. A CAS az
Osszes tesztelt koncentracioban szignifikansan csokkentette a biofilmek metabolikus
aktivitasat, mig MICA esetében az elsé 12 draban figyeltiink meg hasonld eredményt a
kezeletlen sejtekkel 0Osszehasonlitva. Az ATCC 22019 referencia torzs esetében a

planktonikus és a szesszilis sejtek esetén megfigyelt indifferens hatds a lassabb novekedési
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rataval, illetve az izolatum gyengébb biofilmképzd képességével magyarazhat6. Ahogyan a
vizsgalatainkbol kidertil, a farnezol novelte a CAS és a MICA hatasat egy napos biofilmek
ellen, melyet két, egymastol fliggetlen modszerrel is sikeriilt bizonyitani.

A biofilm-asszocialt fertézések kezelésében az azol-tipusu antifungalis szerek nem javasoltak
az elsddleges terapia részeként, azonban a quorum-sensing molekuldk adjuvénsként torténd
alkalmazasa fokozhatja az azol-alapu terapiak hatékonysagat is. A farnezol antimikotikum
Ezért kisérleteinkben immunkompetens vulvovaginitis egérmodellt alkalmazva igyekeztlink
megerdsiteni a korabban in vitro tapasztalt farnezol altal kivaltott szinergizaldé hatast
C. albicans biofilmek ellen. Az emberi szervezetben Candida biofilmek alakulhatnak ki a
szdjliregben, a 1€gz0- és emésztérendszerben, illetve a hugyutakban egyarant. Nok esetében
leggyakrabban a hiively nyalkahartyajan johet létre biofilm, amelynek szerepe lehet a
rekurrald vaginitises esetek kialakuldsaban. A korabban leirt epidemiologiai adatok alapjan a
vulvovaginitis esetében mindenképpen egy relevans népegészségiigyi problémardl beszéliink,
amely az egyre inkdbb terjedd azol rezisztencia miatt igényli az 0j tipusu alternativ terapidk
kialakitasat. Az ilyen terdpidk egyik sarokkdve lehet a quorum-sensing molekulak
adjuvansként torténé alkalmazasa a hiively nyalkahartydjan 1évé biofilmek megbontésara.
In vitro kisérleteink alapjan a planktonikus C. albicans izolatumok és az SC5314 referencia
torzs esetén is indifferens interakciot figyeltiink meg a FLU ¢és a farnezol kombinacidja soran.
Vizsgalatainkban FICI alapjan az SC5314 C. albicans altal képzett biofilmek esetében viszont
mar szinergista kolcsonhatast, mig a klinikai izolatumok vizsgalatakor indifferens interakciot
figyeltiink meg. A klinikai izolatumok egységes viselkedése ellenére bizonyos esetekben
szokatlan élettani jellemzOket tapasztaltunk. A FLU-rezisztens izolatumok altal képzett
szesszilis sejtek vizsgdlata soran a ,,checkerboard” mikrodiluciés modszer esetében magas
FLU és farnezol koncentracidkon a metabolikus aktivitds paradox modon torténd emelkedése
volt megfigyelhet6. Korabban leirtak, hogy az exogén tton hozzaadott farnezol szerepet
jatszhat az egyes anyagcsere Utvonalak (glikolizis, gliikoneogenezis, aminosav bioszintézis)
szabalyozasaban résztvevd gének expresszidjdban, mely magyarazhatja a metabolikus
aktivitds paradox uton bekovetkezd erdsddését. Ez a jelenség megfigyelhetd volt az altalunk
vizsgalt rezisztens izoldtumok (21616, 27700) esetében, ahol 6 és 12 6ra kdzott a metabolikus
aktivitas novekedése volt jellemzo.

In vivo kisérleteinkben alkalmazott 150 uM ¢és a 300 uM farnezol 6nmagukban nem voltak
hatékonyak. Azonban a 21616-0s FLU-rezisztens izolatum esetében az alkalmazott farnezol

dozistol fiiggetleniil fokozta a naponta adagolt 5 mg/kg FLU dozis hatékonysagat a kontroll
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egerekhez viszonyitva (p<0,05-0,01). In vitro vizsgalatainkban a planktonikus sejtek esetén
indifferens kolcsonhatést tapasztaltunk, azonban a szesszilis sejtek vizsgalatakor a farnezol
egyediil az SC5314 FLU-érzékeny vad tipusu izolatum esetében ndvelte a FLU in vitro
biofilm-ellenes aktivitasat.

A farnezol potencialis in  vivo adjuvansként betoltott szerepe tehat jelenleg
megkérddjelezhetd, hiszen vizsgalatainkban egyediil a 21616-0s izolatum esetében volt képes
kis mértékben névelni a FLU in vivo hatékonysagat. Bar az érzékeny izolatumok vizsgalata
soran terapias eldnyt nem jelentett a kombinacio hasznalata, a rezisztens izolatumok esetében
a farnezol torzsfiiggd modon csokkentheti vagy akar meg is sziintetheti a FLU rezisztenciat.
Tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek a jovében mind a katéteres-, mind pedig a mukozalis
fertdzéseket vizsgaldé modellek esetében, hogy egyértelmiien alatdmaszthassuk a farnezol

terdpias jogosultsagat az alternativ kezelésekben.
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OSSZEFOGLALAS

Munkank elsé részében megvizsgaltuk a caspofungin, a micafungin és a farnezol kozotti
in vitro kolcsonhatast kétdimenzids ,,checkerboard” mikrodilicios modszerrel, illetve
kovettiik a metabolikus aktivitas valtozasat az id6 fiiggvényében C. parapsilosis klinikai
izoldtumok 4altal képzett biofilmek ellen. Ezt kovetden meghataroztuk a fluconazol és a
farnezol in vitro-in vivo hatékonysagat Onmagaban, illetve kombinacioban C. albicans
klinikai izolatumok ellen a klasszikus ,,checkerboard” moddszert és vulvovaginitises
egérmodellt hasznalva. A C. parapsilosis-sal végzett vizsgalatainkban a biofilmek
caspofungin iranti median MIC értéke 32-256 mg/L kozott valtozott, mig micafungin
esetében 16-512 mg/L értékeket tapasztaltunk. Farnezollal kombinadlva ezek az értékek
4-8 mg/L-re csokkentek. Az echinocandinok és a farnezol kombinacidja esetén az Gsszes
vizsgalt klinikai izoldtumnal a FIC index alapjan szinergista kdlcsonhatas volt megfigyelhetd
(FIClcas: 0,155-0,5; FIClyica: 0,093-0,5). Az aktivitds dinamikaja szempontjabol a
caspofungin ¢és farnezol mindharom tesztelt kombindcidja csokkentette a gombasejtek
metabolikus aktivitasat 3 és 24 ora kozott a kontroll sejtekhez viszonyitva (p<0,05-0,001). A
micafungin és farnezol vizsgalt kombinacidi esetében szignifikans csokkenést az elsé 12
oraban tapasztaltunk (p<0,001). A C. albicans esetében végzett vizsgalatoknal a fluconazol és
farnezol kombinaciokban megfigyelt fluconazol iranti MIC értékek 2-64-szeres csokkenést
mutattak. A két szer kombinacidja soran kizardlag a referencia torzs esetén volt
megfigyelheté szinergista kolcsonhatas (FICI: 0,16-0,27). In vivo eredményeinket
osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a farnezol Onmagadban nem volt protektiv
vulvovaginitisben, azonban kombinacioban torzsfiiggd modon ndvelheti a fluconazol
hatékonysagat a fluconazol-rezisztens izolatumok ellen. Eredményeink alapjan a farnezol egy
potencialis adjuvans szer lehet a C. parapsilosis okozta katéter-asszocialt fertézésekben olyan
specialis terapiakban, mint az antifungalis ,,lock” terapia, azonban tovabbi in vivo vizsgalatok

sziikségesek a mukozalis biofilmek elleni hatas egyértelmii bizonyitasarol.
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