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1. Bevezetés

A kiilonb6z6 gomba fajok altal okozott fertézések prevalenciaja és incidencidja az
1980-as évektdl folyamatosan novekszik, kiillondsen az immunszuppresszalt, illetve a hosszu
korhazi apolast igényld betegek korében (Arendrup €s mtsai. 2005; Espinel-Ingroff és mtsai.
2009). A legfrissebb epidemiologiai kutatasok alapjan a gomba eredetii invaziv fertézések
80%-at kiilonboz6 Candida fajok okozzak, mig az Aspergillus nemzetség tagjai 0,3-19%-ban

tehetdek feleldssé a foldrajzi tertilettdl fliggden (Bassetti €s mtsai. 2017).

Napjainkban hozzavetdlegesen 200 Candida fajt ismeriink, melyek koziil koriilbeliil 20
speciesnek lehet etiologiai szerepe az invaziv candidiasis kialakitasaban (Akpan és Morgan
2002; Williams és mtsai. 2013). Eurdpai adatok alapjan az esetek tobb mint 50%-aban izolalt
C. albicans mellett egyre tobbszor azonositanak tn. non-albicans fajokat [C. parapsilosis
(18,5%), C. glabrata (13,8%), C. tropicalis (6%), C. krusei (2,5%)] (Klingspor és mitsai.
2014).

A Candida fajok a normal flora tagjaiként megtalalhatok a szajiiregben, a vastagbélben,
illetve a ndi genitalis traktusban (Shao és mtsai. 2007). Kommenzalista mikroorganizmusként
kolonizaljak a nyalkahartyak felszineit anélkiil, hogy tiineteket okoznanak, azonban bizonyos
koriilmények kozott akar életet veszélyezteté fert6zések kialakulasaért is feleldsek
(Wisplinghoff és mtsai. 2006; Vincent ¢és mtsai. 2009). Az elmult évtizedekben
megnovekedett a Candida fajok altal okozott nozokomialis infekciok szama, jelenleg a
harmadik-negyedik leggyakrabban izolalhatdo korhdzi véraramfertézést okozd mikrobak
(Lin és mtsai. 2015; Larru és mtsai. 2016). Ennek hatterében a sebészeti beavatkozasok
szamanak novekedése, széles-spektrumu antibiotikumok gyakori vagy éppen indokolatlan
alkalmazasa, parenteralis taplalas valamint a transzplantacio kovetkeztében kialakuld
immunhianyos allapot allnak (Ortega és mtsai. 2011). A kedvez6tlen epidemioldgiai adatokat
tovabb arnyalja a magas mortalitasi arany, amely fajtol fiiggden 42-60% is lehet (Kett és
mtsai. 2011; Kollef és mtsai. 2012; Puig-Asensio és mtsai. 2014).

A beiiltetheté orvostechnikai eszk6zok (kaniil, katéter, miibillentyli, endotrachedlis tubus,
iziileti protézis) egyre szélesebb kor(i alkalmazasa miatt a biofilm-asszocialt fert6zések szama
is megemelkedett az elmult két évtizedben. Egy 1992 és 2001 kozott az Amerikai Egyesiilt

Allamokban végzett tanulmany szerint a biofilmekkel kapcsolatba hozhato infekciok
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50%-4ért az évente elvégzett tobb mint 5 millido kézponti vénds katéteres beavatkozas tehetd
felelossé (Darouiche 2001; NNIS System 2001). A kialakult helyzet stlyossagat tovabb
arnyalja, hogy az intenziv osztalyokon apolt betegek kdrében éves szinten koriilbeliil 80.000
esetbol mintegy 20.000 haléllal végzdédik. Ezen haldlokok nagyrészének kozvetlen vagy
kozvetett oka a mikrobak, tobbek kozott a Candida fajok altal képzett biofilmek (Kojic és
Darouiche 2004). A Candida fajok a Kkatéter-asszocialt véraramfertézések harmadik
leggyakoribb korokozoi (Hidron és mtsai. 2008). Egy 2015-ben megjelent tanulmany
eredményei alapjan a candidémidban szenvedd betegek vérmintajabol szarmazo biofilm
termelé Candida fajok incidencidja 83,3% volt (Bouza és mtsai. 2015). A katéter-asszocialt
fert6zések esetén a leggyakrabban izolalhato fajok a C. parapsilosis komplex tagjai (42,8%),
illetve a C. albicans (34,7%) (Brunetti és mtsai. 2017). A gomba biofilmek sikeres terapiaja
komoly feladatot jelent, hiszen sok esetben rezisztencia figyelhetd meg a terapia soran
alkalmazott gyogyszerekkel szemben. A biofilm szerkezete védelmet nyudjt a gomba sejtek
szamara az amugy is limitalt szamu, szisztémas kezelésre alkalmas antimikotikumok
tobbségével szemben, illetve elrejti azokat a gazdaszervezet immunsejtjei el6l (Tsui és mtsai.
2016). A katéterek felszinén és lumenében képz6dé biofilmek kivald forrasai lehetnek az
invaziv, szisztémas Candida fert6zéseknek. Jelenleg az IDSA (Infectious Diseases Society of
America) ajanlasa szerint a katéterek felszinén képz6dé biofilmek ellen az elfogadott
nterapia” a katéter eltavolitasa/cseréje, €z azonban a beteg allapota miatt nem minden esetben
valdsithatdo meg (Pappas és mtsai. 2009). Alternativ megoldést jelenthet olyan specidlis
terapiak 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 (Kuhn és mtsai. 2002), azonban 6nmagukban
nem minden esetben mutatnak megfelelé hatékonysagot (Ramage és mtsai. 2009). Egy 0j
tipusu innovativ megoldast jelenthet a biofilmek elleni kiizdelemben a konvencionalis
antimikotikumok alkalmazasa Candida fajok altal termelt specialis kommunikacios,
ugynevezett quorum-sensing molekuldkkal kombinacioban. A Candida biofilmek novekedése
soran tobb extracellularis szignal molekula akkumulalodik, melyek segitségével az
extracellularis matrixban képesek koordinalni sajat metabolikus aktivitasukat, illetve
génexpresszios folyamataikat, el@segitve ezzel sajat talélésiiket (Wongsuk és mtsai. 2016;
Polke és Jacobsen 2017). Korabbi kisérletekben leirtak, hogy bizonyos quorum-sensing
molekulak szuprafizioldgias koncentracidoban alkalmazva gatoljak a gombasejtek novekedését
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a biofilmen beliil (Ramage és mtsai. 2002; Mosel és mtsai. 2005; Jabra- Rizk és mtsai. 2006).
Feltételezésiink szerint a szuprafiziologids koncentracioban alkalmazott quorum-sensing
molekulak megzavarhatjak a Candida sejtek kozotti kommunikaciot, ezaltal gyengiil a biofilm
kompakt szerkezete, ami elésegiti a tradicionalis anifungalis szerek nagyobb mértékii
penetraciojat a biofilm belsejébe. Ez kiilonosen fontos lehet a C. parapsilosis esetében, amely
generikusan csokkent érzékenységet mutat olyan biofilm-ellenes aktivitassal rendelkezé
antimikotikumok irant, mint az echinocandinok (Uppuluri és mtsai. 2010; Garcia-Effron és
mtsai. 2008). A quorum-sensing molekulak in vitro potencialis szinergizaloé hatiasa mellett
szerettilk volna megvizsgalni, hogy ezen molekuldk in vivo alkalmazasa jelent-e barmilyen
terapias elényt az olyan gyakori mukozalis biofilm-asszocialt feltézésekben, mint a C.
albicans altal okozott vulvovaginitis (De Cremer és mtsai. 2015). Reményeink szerint

eredményeink hozzajarulhatnak olyan 0j tipusi alternativ terdpidk megfogalmazasdhoz,

amelyekkel hatékonyabban vehetjiik fel a harcot a Candida fajok altal képzett biofilmek ellen.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A Candida fajok altalanos jellemzése

A Candida fajok harom f6 megjelenési formaja az élesztd, a pszeudohifa és a hifa (1. abra).
Az ¢lesztd forma 2-10 pum nagysagl, ovalis vagy kerek morfologiat mutatd egysejti
szervezOdés (Eggimann és mtsai. 2003), amelyek tengelyiranyu vagy bipolaris sarjadzasra
egyarant képesek (Thompson és mtsai. 2011). Az osztédassal torténd szaporodas soran az
anyasejtek a leanysejtekkel egyiitt maradhatnak, igy jon létre az ellipszis alaka sejtekbdl
felépiild pszeudohifa, ahol az egyes sejtek kozott kozvetlen anyagaramlas nem figyelhetd meg
(Sudbery és mtsai. 2004). Ezzel szemben a valddi hifa 15-30 um méretii, megnyult sejtjei
kozotti szeptumokon talalhaté poérusok révén lehetéség van a sejtek kozotti kozvetlen
anyagaramlas kialakitasara és fenntartasara (Thompson és mtsai. 2011; Eggimann és mitsai.
2003). A C. albicans és C. dubliniensis esetében tapanyagszegény kozegben megfigyelhetd
specialis képlet a chlamydospora, amely a hifak végén vagy oldalan megjelend nagy, kerek,
vastag fall kitartoképlet (Staib és Morschhauser 2007). Szoveti kdrnyezetben bizonyos fajok
csak ¢éleszté és pszeudohifa kialakitasara képesek (C. tropicalis, C. parapsilosis,
C.guilliermondi és C. lusitaniae), mig a C. albicans, C. tropicalis és a C. dubliniensis
esetében mindharom morfologiai forma (élesztd, pszeudohifa, hifa) megfigyelhetd

(Thompson és mtsai. 2011).

A gombak sejtmembranjaban ergoszterol talalhato, amely tobb antifungalis szer potencialis
tamadaspontja lehet (pl.: poliének, azolok) (Lewis 2011). A gomba sejtfal 80-90%-ban
tartalmaz szénhidratokat, melyben a harom alapveté épitdelem koziil legnagyobb
mennyiségben a B-gliikan (47-60%) ¢és a mannan (40%) fordul elé, mig a kitin joval kisebb
mennyiségben talalhaté meg (0,6-9%). A szénhidrat komponenseken kiviil a sejtfal tartalmaz
még fehérjét (6-25%), illetve kisebb szazalékban lipideket (1-7%) (Chaffin és mtsai. 1998). A
sejtfal felépitésében résztvevé komponensek megoszlasa hasonld képet mutat mind az éleszto,
mind pedig a fonalas formaban, de a C. albicans esetében megjelenéstdl fliggden modosulhat
a B-glikan, a kitin és a mannan vegyliletek aranya. A hifa forma legalabb haromszoros

mennyiségben tartalmaz kitint az éleszto sejtekhez képest (Chaffin és mtsai. 1998).



1. 4bra: A Candida speciesek morfologiai formai (A. Elesztd, B. Pszeudohifa, C. Hifa) Mérték: 5 pM
(Sudbery PE. 2011).



2.2 A Candida fajok virulencia faktorai és a patogenitasban betoltott szerepiik

A gombdk szamos virulencia faktorral rendelkeznek, melyek lehetové teszik a fertdzés
kialakitasat a gazdaszervezetben. Ezek koziil jelentdsnek mondhat6 a kiillonboz6 adhezin és
invazin molekulak kontrollalt expresszidja, a hidrolitikus enzimek szekrécioja és a biofilm
képzés (Mayer és mtsai. 2013). A dimorfizmus, vagyis az éleszt6-hifa atalakulas képessége a
Candida fajok egyik legfontosabb virulenciafaktora (Biswas és mtsai. 2007). A kisebb méretii
¢lesztd sejtek elsdsorban a fert6zés tovabbterjedésében és a kolonizacidban jatszanak fontos
szerepet, mig az invaziv tulajdonsagokkal rendelkez6 fonalas formak a gazdaszervezet szoveti
atalakulast szamos kornyezeti tényezd befolydsolhatja. Az élesztd kialakuldsdnak kedvez az
alacsony pH (pH<®6), illetve az alacsony hémérséklet (<25 °C). A hifa forma kialakulasat in
vitro stimulalhatja a szérum, az N-acetil-gliikkozamin jelenléte, 37 °C, neutralis pH, 5% CO; és
a tapanyaghiany (Kumamoto és Vinces 2005). A gazdaszervezetben egyéb molekulak is
indukalhatjak a hifa képzddést, ilyenek a hemin, dsztrogén, nukleotidok, prosztaglandin E2 és
a luteinizdld6 hormon (Ernst 2000). A fent emlitett stimulusok hatdsara aktivalodik a
CAMP/PKA vagy a MAPK szignalizacids utvonal, melynek kovetkeztében a hifa forma
kialakulasaért felelds elsddleges transzkripcios faktorok (Efgl és Cphl) expresszalodnak
(Sudbery 2011). Az éleszté-hifa morfoldgiai atalakulas szabalyozasa kozvetleniil quorum-
sensing molekulak segitségével is torténhet (pl.: farnezol, tirozol). A kiilonbdz6 quorum-
sensing molekulak termelése egyenes aranyban van a populaciot alkoto sejtek denzitasaval.
Magas sejtszam esetén (>10° sejt/mL) elsBsorban a farnezol termel8dik, amely az élesztd
forma kialakulasat segiti el6 a cAMP szignal-transzdukcids utvonal represszidja révén
(Kebaara és mtsai. 2008). Ezzel szemben alacsony sejtszam (<10° sejt/mL) esetében a tirozol
termelés van tulstilyban eldsegitve a fonalas forma, illetve a biofilm képzést (Alem és mtsai.

2006; Kruppa 2009).

A Candida fajok altal termelt hidrolitikus enzimek a gazdaszervezet karositasaban szerepet
Jjatszo fontos virulencia faktorok, melyek koziil jelentdsek a szekretalt aszpartil proteinazok
(SAP), foszfolipazok, lipazok €és a hemolizinek (Silva és mtsai. 2013). A SAP enzimek a
mukozalis felszint roncsoljak, illetve védelmet nyujtanak az immunrendszer egyes fehérjéivel
szemben, ezaltal eldsegitik a szovetek kolonizacidjat és az invaziot (Riichel 1999; Pichova és

mtsai. 2001). Széles szubsztratspecificitassal rendelkeznek, a human proteinek koziil
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roncsoljak tobbek kozott az albumint, hemoglobint, keratint, valamint a kollagént (Ray és
Payne 1990). A C. albicans esetében ezidaig 10 SAP gént azonositottak. Az SAP1-SAP3
gének expresszidja elengedhetetlen a mukozalis infekcidkban, mig az SAP4-SAP6 gének altal
kodolt fehérjék a szisztémas fert6zések kialakitasahoz sziikségesek. Az SAP9-SAP10
géntermékek a sejt integritdsanak fenntartasdban ¢és az adhézid kialakitasdban
nélkiilozhetetlenek (Silva és mtsai. 2013). Korabbi tanulmanyokban leirtak, hogy az SAP1-
SAP3 az élesztd, mig az SAP4-SAP6 a hifa fazisban expresszalodik (Naglik és mtsai. 2004).
Ezidaig a C. parapsilosis esetében csupan 3 SAP gént sikeriilt azonositani (SAPP1-SAPP3)
(Pichova és mtsai. 2001).

A foszfolipazoknak négy osztalya van (A, B, C, D), melyek koziil a B osztaly 6t tagja kiemelt
szerepet jatszik a gazdaszervezet sejtjeinek membrankarositasaban. A foszfolipazok a
foszfolipidek zsirsavakka torténd hidrolizalasaért felelosek. Szadmos tanulmany leirja, hogy a
non-albicans fajok szignifikansan kevesebb foszfolipdz enzimet termelnek, mint a C.
albicans, ezzel magyarazva a non-albicans fajok eredend6en alacsonyabb virulencijat

(Mayer és mtsai. 2013).

2.3 A Candida albicans és a Candida parapsilosis okozta fertézések epidemiologiaja

Az elmult évtizedekben a kiilonbdzé gomba fajok altal okozott invaziv fertézések szama
folyamatosan novekszik, féként az intenziv osztalyon apolt betegek korében (Lepak és Andes
2011). Bar kozel 20 Candida faj hozhato Osszefiiggésbe a szervezetben kialakuld invaziv
candidiasis-sal, a fertézések tobb mint 90%-at 5 species, a C. albicans, C. glabrata, C.

parapsilosis, C. tropicalis és a C. krusei okozza (Pfaller és Diekema 2007).

Az ARTEMIS DISK Program 1997 és 2003 kozott végzett atfogd felmérése soran 39 orszag
127 orvosi kdzpontjanak bevonasaval vizsgalta a kiilonbozd klinikai mintakbdl kitenyésztett
Candida fajok eloszlasat (Pfaller és mtsai. 2005). A candidémias esetek tulnyomo részében
(66%) a C. albicans volt izolalhat6 vilagszerte, azonban érdemes megjegyezni, hogy az
incidencia tekintetében csokkend tendencia figyelhetd meg. Ezzel szemben a C. parapsilosis
altal okozott fert6zések szama novekedést mutat (Pfaller és Diekema 2007). A Candida fajok
megoszlasa nemcsak kontinensenként, orszagonként vagy varosonként, de korhazanként is

véltozo (Morii és mtsai. 2014). A C. albicans foldrajzi eloszlasat tekintve legtobbszor Eszak-
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és Kozép-Eurdpaban valamint az Amerikai Egyesiilt Allamokban azonositjak (Falagas és
mtsai. 2010), mig a C. parapsilosis-t leggyakrabban Ausztralia, Latin-Amerika illetve Afrika,

Azsia és Eurdpa mediterran orszagaiban identifikaljak (Guinea 2014).

A C. albicans altal okozott fertézések tobbnyire endogén (vastagbél) eredetiick, azonban
exogén forrasokbol, elsdésorban a borrdl szarmazéd fertézések is eléfordulhatnak (Vrioni és
Matsiota-Bernard 2001). C. albicans okozta infekcid nagyobb gyakorisaggal fordul el
sebészeti beavatkozason atesett (nem transzplantalt) betegek esetén, viszont alacsonyabb
prevalencia jellemzi a malignus hematoldgiai betegségben szenveddknél és hematopoetikus

Ossejt transzplantaltaknal (Pfaller és mtsai. 2012).

A C. parapsilosis komplex tagjainak elkiilonitése RAPD-PCR (Randomly Amplified
Polymorphic DNA - Polymerase Chain Reaction) modszer segitségével tortént, melynek
alapjan egy, a korabban C. parapsilosis-ként ismert fajt harom speciesre bontottak szét: C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis és C. metapsilosis (Tavanti és mtsai. 2005). Az
egymassal szoros rokoni kapcsolatban all6 fajok azonban virulenciajukban, antifungalis
szerek irdnti érzékenységiikben, illetve foldrajzi el6fordulasukban kiilonboznek egymastol
(Lockhart és mtsai. 2008). A C. parapsilosis sensu stricto rendszerint a bér felszinén
megtalalhat6 szaprofita, az altala okozott fertézések leginkabb bor eredetiick. Megtalalhatok a
korhazi kornyezetben, illetve mint biofilm képzé faj, kiilonbozo betiltetett orvosi eszk6zokon
is nagy prevalenciaval fordulhat el¢ (Canton és mtsai. 2011). Fertdzések leginkabb az
Ujsziilott intenziv osztalyokon alakulhatnak ki, ahol az 4polok és Ujsziilottek kozotti direkt
interakcid utjan horizontélis (az agens atvitele egyik érzékeny gazdardl a masikra) terjedés
figyelhet6 meg, akar el6zetes kolonizacid nélkiil (Lupetti és mtsai. 2002). Tovabbi rizikd
faktort jelent a parenteralis taplalas, korabbi miitét vagy antibiotikumos kezelés (Almirante és

mtsai. 2005).

A 2004 és 2008 kozott elkészitett PATH (Prospective Antifungal Therapy) felmérésben
Osszesen 23 egészségiigyi kozpontot vizsgaltak az Amerikai Egyesiilt Allamokban az invaziv
candidiasist okoz6 Candida fajok epidemiologiaja szempontjabol. Az invaziv candidiasisos
esetek 49,6%-ban volt azonosithatd non-albicans faj, melyek koziil atlagosan 24,7%-ban
identifikaltak C. parapsilosis-t (Pfaller és mtsai. 2014). Ez mindenképpen emelkedd tendencia
a korabbi években mért szamokhoz képest. A C. parapsilosis 4 kdzpontban a leggyakrabban

izolalt non-albicans faj volt, mig 18 intézményben a masodik helyen allt a C. glabrata utan.
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Erdemes kihangsulyozni, hogy legtobbszor ujsziilott, illetve gyermekosztalyokon
azonositottak. Megjegyzést érdemel, hogy a 15 vizsgalt non-albicans faj koziil a C.
parapsilosis rendelkezett a masodik legmagasabb 90 napos tulélési arannyal (70,7%) a C.
lusitaniae-t kovet6en (74,5%) (Pfaller és mtsai. 2014).

2.4 A biofilmek fertézésekben betoltott szerepe

A természetes kornyezetben eléforduldé mikroorganizmusok a szabadon lebegd, un.
planktonikus forma helyett a sajat talélésiik érdekében elényben részesitik a szesszilis vagy
masnéven biofilm fenotipust (Douglas 2003). A biofilm biotikus (gazdaszervezet szovetei) és
abiotikus (beiiltetett orvosi eszk6zok) feliileteken megtapadd strukturalt mikrobialis k6z0sség,
melyek leggyakrabban a sejtek altal termelt poliszacharid matrixba agyazva helyezkednek el.
A Dbiofilmet alkotdé mikroorganizmusok fenotipusa, illetve élettani tulajdonsagaik az eltérd
génexpresszionak koszonhet6en jelentésen kiilonbozik ugyanazon species planktonikus

formaitol (Donlan 2002).

A szilard fazis és a nedves kozeg (viz, vér) kozotti hatarfeliilet idealis kdrnyezetet teremt a
mikroorganizmusok megtapadasahoz és novekedéséhez. A szilard feliiletek fizikai-kémiai
kolonizacids feliiletet biztositanak a mikrobdk szdmara, mely nem utolsé sorban a biofilmre
gyakorolt nyiréeré hatasat is képes csokkenteni (Donlan 2002). Korabban leirtak, hogy a
feliiletek fiziko-kémiai tulajdonsagait tekintve a mikrobdk konnyebben kotddnek a hidrofob,
nem polaros feliiletekhez (teflon, mlianyagok), mint a hidrofil anyagokhoz (iiveg, fém). A
mennyisége, az ionerdsség €s a hOmérséklet (Donlan és mtsai. 1994). A szekretalt
poliszacharid matrix elsésorban a biofilm integritdsanak fenntartasaért felelos, de hozzajarul
az antimikrobas szerekkel szemben kialakuld rezisztenciadhoz is. A matrix Osszetevoi
legnagyobb mennyiségben fehérjék és glikoproteinek (55%), szénhidratok (25%), kisebb
mennyiségben megtalalhatok még lipidek (15%) és extracellularis DNS (5%) is (Nobile és
Johnson 2015).

Napjainkban az egyre szélesebb korben alkalmazott implantalt orvosi eszkozok feliiletén

kialakulo biofilm fontos prediszponald tényezdje lehet a kiilonbozo szisztémas fertdzéseknek
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(Ramage és mtsai. 2005). A fert6zés forrasa egyrészt lehet az eleve kontaminalt katéterek és
infuziés oldatok alkalmazasa, masrészt az apold személyzet nem megfelelden fertdtlenitett
boérfelszine (Sherertz 2000). Egy 2015-ben megjelent tanulmany szerint a korhazban apolt
sulyos ¢s kronikus betegek legaldbb 8%-andl végeznek elladtdsuk sordn centralis véndba
iiltetett katéteres beavatkozast (Yousif és mtsai. 2015). Az eszkdz behelyezését kdvetden
24-36 oraval mar intakt biofilmet taldlhatunk a katéterek vagy kaniilok felszinén (Anaissie és
mtsai. 1995). Raad és munkatarsai kisérleteik soran megfigyelték, hogy a rovid, atmeneti
idére behelyezett katétert (<10 nap) viseloknél a katéter kiilsé felszinén, mig az allando
(tartos) (>30 nap) katéter beiiltetésekor elsdsorban intraluminalisan alakul ki a biofilm (Raad
¢s mtsai. 1993; Raad 1998). Az érett biofilmrdl leszakadd sejtek bekeriilve a véraramba
hozzéajarulnak a magas mortalitassal tarsulo szisztémas fertézések kialakulasahoz (Finkel és
Mitchell 2011; Yousif és mtsai. 2015). Mivel a biofilmek rezisztensek az antimikrobas szerek
nagy részével szemben, ezért eradikalasuk torténhet a kolonizalt orvosi eszkoz - gyakran
sebészeti uton torténd - eltavolitasaval, illetve nagy doézisu antimikrobas szerek
kombinacioban torténd alkalmazasaval (Fox és mtsai. 2015; Andes és mtsai. 2012). Fontos
azonban megjegyezni, hogy a beiiltetett eszkozok eltavolitasa koltséges és a sulyos allapota
betegek esetében kontraindikalt lehet, tovabba az antimikrobas szerek magas dozisban torténd
alkalmazasa soran bizonyos esetekben maj-, illetve vesekarosodassal is szamolni kell (Andes

¢s mtsai. 2012).

Az abiotikus felszinen képz6dd biofilmek mellett tobb nyalkahartydhoz tarsulé mikroba
fert6zésnél irtak le biofilm kapcsolatot. A gombak koziil a Candida fajok elsésorban az oralis
¢és a vaginalis epithelium felszinén képesek biofilmet képezni (Ganguly és mtsai. 2011), de a
gasztrointesztinalis rendszerbdl izolalt Candida fajok génexpresszios mintazata is a szesszilis
formahoz hasonlit, tehat gyanithatd, hogy a vastagbél falan is biofilmként vannak jelen
(Ramage ¢és mtsai. 2002; Rosenbach és mtsai. 2010). A C. albicans altal a szajiireg
nyalkahartydjan okozott pseudomembranosus candidiasis tobbnyire immunszuppresszalt
egyénekben jelenik meg, illetve HIV-pozitiv személyekben az AIDS elsddleges
manifesztaciojaként. Jellemzo tiinetei a szajpadlason, a buccalis nyalkahartydn és a nyelv
feliiletén is megjelend fehér szinli lerakddasok, melyek alatt diffuz erythema helyezkedik el

(Williams és Lewia 2011).

Becslések szerint a sziil6képes korti ndk 75%-a €lete soran legalabb egyszer szenved Candida

okozta vulvovaginitisben (Sobel 2007), mely 40-50%-ban legalabb egyszer ismét kialakul
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(Mayer ¢és mtsai. 2013). A rekurrald6 megbetegedésben szenveddk ardnya 5-8%-ra tehetd
(Harriott és mtsai. 2010). A fert6zés kialakulasara prediszponald faktorok koziil jelentOs a
diabetes mellitus, kiilonb6z6é antibiotikumok hasznalata, oralis fogamzasgatld szerek

alkalmazasa, terhesség, illetve @ hormonterapia (Fidel 2004; Peters ¢s mtsai. 2014).

2.4.1 A Candida biofilmek biolégiaja

Az elmult két évtizedben végzett kutatasok eredményei azt bizonyitjak, hogy a Candida fajok
biofilm képz6 képessége biotikus és abiotikus felszineken a nemzetség egyik fontos virulencia
faktora (Thein és mtsai. 2009). Az utobbi évtizedben kezd6dott el igazan a Candida biofilmek
vannak informacioink. A non-albicans fajok esetében végzett vizsgalatok szadma még erdsen
limitalt. A C. albicans els6sorban szilikon- és akrilat alapu elasztomer, polisztirén, nylon és
polivinil-klorid feliiletekhez kotédik és képez biofilmet, mig a poliuretan és a 100%-ban

szilikon anyagok feliiletéhez kevésbé kapcsolodik (Hawser €s Douglas 1994).

A C. albicans biofilm képzése 4 {6 1épésben zajlik (Chandra és mtsai. 2001). Az elsé fazis
soran a sejtek a sejtfalukban talalhato fehérjék révén tapadnak egymashoz, illetve a kiilonb6z6
feliiletekhez (Dranginis és mtsai. 2007). Ezt a folyamatot a Candida fajok adhezinjeik és
mannoproteinjeik segitségével valositjdk meg. Az adhéziot medialdo fehérjék mellett a
galaktdz, Ca®* és Mg”" ionok is elésegitik a feliiletekhez torténd tapadast (2. A 4bra) (Cuéllar-
Cruz és mtsai. 2012). A legismertebb adhezin csoport a nyolc tagot (ALS1-7, ALS9) szamlalo
agglutinin-like sequence (ALS) fehérje csalad. Az ALS géncsalad altal kodolt fehérjék
glikozilfoszfatidilinozitol (GPI)-kapcsolt sejtfelszini glikoproteinek (Cuéllar-Cruz és mtsai.
2012; Hoyer és mtsai. 2008). Az ALS1-4 gének altal kodolt adhezinek csiratomld és hifa
specifikusak, mig az Als5-7 és Als9 fehérjék elsésorban az éleszté sejtek felszinén
expresszalodnak (Modrzewska és Kurnatowski 2015). A C. albicans esetében a biofilm

képzés szempontjabol a két legfontosabb adhezin az Als1 és az Als3 (Nailis és mtsai. 2009).

A mannoproteinek csaladjaba tartozé egyik legfontosabb hifa-asszocialt fehérje a Hwpl
(hyphal wall proteinl), az epithel sejtek transzglutaminaz enzimének a szubsztratja, amely
biztositja a Candida-gazdasejt kozotti adhézio kialakitasat (Cuéllar-Cruz és mtsai. 2012;

Sundstrom és mtsai. 2002). A kiilonb6z6 Candida fajok koziil kizardlag a C. albicans termel
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Hwpl proteint (Cuéllar-Cruz és mtsai. 2012). A C. parapsilosis esetében a HWP1-hez
filogenetikailag kozel allo gén a CPAG_00831, amely nemcsak a biofilm képzddés soran,
hanem hipoxias koriilmények kozott is expresszalodik (Rossignol és mtsai. 2009). A C.
parapsilosis genomjaban ezidaig 6t ALS ortolog gént azonositottak (CPAG_05054,
CPAG_05056, CPAG_05314, CPAG_00368 ¢és CPAG_00369), melyek szerepe a biofilm

kialakitasa soran mar korabban bizonyitast nyert (Rossignol és mtsai. 2009).

Az adherencia kialakuldsat szamos transzkripcios faktor szabalyozza, melyek koziil az egyik
legfontosabb szabalyozd szerepe a Bcrl molekulanak van. Delécidés mutans (berlA/beriA)
torzzsel végzett vizsgalatok soran a kozponti vénas katéterben csupan egy vékony biofilm
réteg alakult ki, mig oralis candidiasis egérmodellben képtelen volt a mutans torzs biofilmet
képezni (Dwivedi és mtsai. 2011). Miutan az ¢€lesztdsejtek megtapadtak az adott feliileten és
létrehoztak a kezdeti bazalis réteget, a sejtek novekedése és osztodasa kovetkezik (2. B abra).
Ebben az iniciacios szakaszban a C. albicans esetében az éleszt6 hifa atalakulasa megy végbe,
melyet szamos transzkripcids faktor szabalyoz, amelyek koziil a legfontosabbak az Efgl,
Tecl, Ndt80 és Robl1 faktorok (Nobile és mtsai. 2012; Ramage és mtsai. 2002). A Bcrl, mint
6 transzkripcids faktor 6nmagaban nem sziikséges a hifa forma kialakuldsdhoz, azonban a
fizikalis sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban eléviilhetetlen szerepe van (Nobile és Mitchell
2005). Az érési fazisban folyamatosan novekszik a sejtek altal termelt extracellularis matrix
mennyisége, amely hozzajarul a biofilm kompakt ellendllo, haromdimenzids struktirdjanak
kialakitasahoz (2. C abra). A matrix tartalmaz kiilonb6z6 aggregatumokat, lizalt mikroba- és
gazdasejteket, erythrocytakat, epithel és urothel sejteket, valamint neutrophileket, (Nett és
mtsai. 2015) attol fiiggden, hogy a biofilm a szervezetben hol lokalizalodik (Nobile és
Mitchell 2007).
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. Erési fazis

2. abra: A Candida albicans biofilm képz6désének a szakaszai (Gulati és Nobile 2016).

Az érett biofilm fajtol fiiggden 48-72 ora alatt alakul ki, melyben C. albicans esetében
megtalalhatok élesztd sejtek, pszeudohifa és hifa alakok is (Hawser és Douglas 1994). A
biofilm ¢letciklusanak zard periodusat a biofilmet alkoto sejtek szétszorodasa jellemzi (2. D
abra). A sejtek diszperzidja a biofilm fejlédése soran folyamatosan torténik, de a legnagyobb
mértékben a zard szakaszban szakadnak le a sejtek, amelyek aztan wjabb feliileteken
tapadhatnak meg (Uppuluri és mtsai. 2010). A leszakado sejtek morfologiailag nagyon

hasonlitanak a planktonikus életmodot folytatd éleszté formahoz, azonban nagyobb biofilm
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képzé képességgel és fokozott virulenciaval rendelkeznek (Uppuluri és mtsai. 2010). C.
albicans esetében az Nrgl, Pesl és az Ume6 transzkripcios faktorok és a Hsp90 molekularis

chaperon vesznek részt a diszperzi6 szabalyozasaban (Gulati és Nobile 2016).

A C. albicans altal képzett biofilm ellenall az ismert antifungalis szereknek, melyben nagy
szerepe van a kiilonb6zo efflux pumpdk over-expresszidjanak, valamint az ellenalld
extracellularis matrixnak. Az efflux pumpak overexpresszidja mar az adhézio elsé néhany
orajaban 1étrejon és a biofilm képzés tovabbi szakaszaiban is fennmarad, még antifungalis
szerek hianyaban is (Nobile és mtsai. 2012). A biofilmmatrix jol ismert komponensének, a -
1,3-gliikannak koszonhetden kialakulo stabil szerkezet, mint fizikai barrier gatolja a
gyogyszer penetraciojait a biofilm belsejébe, ami szintén hozzajarul a rezisztencia
kialakulasahoz (Nett és mtsai. 2007). Shin és munkatarsai megfigyelték, hogy a
C. parapsilosis 8% gliikozt tartalmazé tapfolyadékban konnyebben alakit ki biofilmet, ezaltal
a parenterdlis taplalasban részesiild apoltak esetén a magas gliikdéz koncentraciot tartalmazo

tapoldat hozzajarulhat a C. parapsilosis-asszocialt candidemia kialakitasahoz (Shin és mtsai.
2002).

A szervezetben kialakuld biofilm alapt infekciok egy része polimikrobidlis fert6zés, melyben
a Candida speciesek kiilonb6z6 mas gomba fajokkal, illetve a normal flora baktériumaival
¢és/vagy tovabbi patogén mikrobakkal alakitanak ki egy komplex és igen ellenalld mikrobialis
Okoszisztémat (Peleg és mtsai. 2010). A baktériumok koziil jellemzden a Streptococcus
mutans, S. gordonii, Staphylococcus aureus, Actinomyces viscosus és Fusobacterium fajok
fordulnak el6 Candida-asszocialt stomatitis, periodontitis és caries esetén (Peters és Noverr
2013; Jarosz és mtsai. 2009; Bamford és mtsai. 2009; Jack és mtsai. 2015). Katéter okozta
fertézések és kronikus tiidobetegség (cisztikus fibrozis) esetében a C. albicans a
Pseudomonas aeruginosa-val hoz létre egy ellenallo szesszillis kozosséget (Lindsay és Hogan
2014). A gasztrointesztinalis ¢és a genitalis traktusban az Enterococcus fajok, az Escherichia
coli, illetve a Lactobacillus-ok szintén sok esetben tagjai a polimikrobas kevert biofilmeknek

(Bandara és mtsai. 2009; Cruz és mtsai. 2013; Falagas és mtsai. 2006).
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2.4.2 Candida biofilmek és a quorum-sensing

A quorum-sensing a mikroba kozosség denzitasa altal szabalyzott inger-valasz rendszer
(Polke és Jacobsen 2017). Nagyszamii mikroorganizmus SZOros egyiittélése soran a sejtek
kozotti kommunikacio tgynevezett quorum-sensing molekulak kézremiikodésével torténik. A
quorum-sensing molekulak a sejtdenzitastol fiiggden termelddnek, majd miutan elérnek egy
kiiszobértéket az adott kozdsségben, specifikus sejtvalaszt valtanak ki (Williams és mtsai.
2007). A jelenséget elészor egy tengeri baktérium, a Vibrio fischeri biolumineszcencia
vizsgalata soran kezdték el tanulmanyozni az 1960-70-es években (Albuquerque ¢és

Casadevall 2012).
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3. abra: Candida albicans altal termelt quorum-sensing molekulak. A. Farnezol, B. Farnezoilsav, C.
Tirozol, D. Feniletil alkohol, E. Triptofol (Kruppa 2009).

Az eukaridta mikroorganizmusok korében ismeretlen jelenségnek szamitott a quorum-
sensing, egészen addig, amig Hornby és munkatarsai a 2000-es évek elején nem azonositottak
az elsé Candida eredetii quorum-sensing molekulat, a farnezolt. Ez a felfedezés inditotta meg
a quorum-sensinggel kapcsolatos vizsgalatokat a Candida fajok esetén. Ennek eredményeként
az elkovetkezendd években sikeriilt tovabbi kommunikacios molekulakat azonositani (tirozol,

feniletanol, triptofol) (3. abra) (Albuquerque és Casadevall 2012; Kebaara és mtsai. 2008;
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Chen és mtsai. 2004). A quorum-sensing molekuldk a gombak esetében koordinaljak a
morfogenezist, a csiratomlé képzést, a biofilm képzddést, valamint megakadalyozzak a
biofilmet alkotdo sejtek kedvezétlen thalszaporodasat. A quorum-sensing molekulak
szervezetben. Ezen kiviil immunmodulald hatasuk is jelentésnek mondhaté, mivel
szabalyozhatjak a T-sejtek differencialodasat és szamos citokin (IL-6, IL-1p, IL-10, TNF-a)
termelddését (Wongsuk és mtsai. 2016; Ghosh és mtsai. 2010). Mivel a gomba quorum-
sensing kutatasok erésen kezdeti stddiumban vannak, a legtobb informacido ezen
kommunikaciés folyamat hatterérél egyelére a C. albicans-szal végzett kisérletekbdl
szarmazik. A C. albicans esetében a morfogenezis szabalyozasaban a kiilonb6z6
transzkripcios faktorokon kiviil jelentGs szerepe van a mar fentebb emlitett quorum-sensing
molekulaknak (Kruppa 2009). Erdemes azonban kiemelni, hogy fajon beliil az egyes torzsek
kozott is tapasztalhatunk kiilonbségeket, legalabbis ami a quorum-sensing molekulak
termelddést illeti. Korabbi kisérletekben kimutattak, hogy a C. albicans ATCC 10231
teszttorzs farnezol helyett farnezolsavat termel, amely csupan 2-3%-o0s aktivitassal
rendelkezik a farnezollal 6sszehasonlitva. Ennek eredményeképpen az ATCC 10231-es torzs
virulencidja, illetve patogenitasa joval alacsonyabb a farnezolt termelé torzsekhez képest
(Riekhof és Nickerson 2017).

2.4.3 Farnezol

A farnezol egy aciklikus, szeszkviterpén alkohol, amely a farnezil-pirofoszfat
defoszforilaciojaval jon 1étre a mevalonat bioszintézis utvonalon (4. abra) (Kuranda €és mtsai.
2010; Edwards és Ericsson 1999). A harom szén-szén kettdskotést tartalmazo farnezol négy
geometriai izomerje koziil jelentés quorum-sensing aktivitassal csak az E,E izomer
rendelkezik (Nickerson és mtsai. 2006). A farnezol képes megvaltoztatni a sejtek
morfologiajat anélkiil, hogy a novekedési ratat befolyasolna (Hornby és mtsai. 2001).
Indukalja a hifak ¢€lesztd sejtté torténd atalakulasat, gatolja a biofilm képzddést, tovabba a
sejtfalszintézisért felelés gének expresszidjara is hatassal van. Gatolhatja a gyogyszer
rezisztencia gének expresszalodasat, valamint a hdsokk fehérjék termelését (Cao és mitsai.
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megakadalyozni (Mosel és mtsai. 2005; Ramage és mtsai. 2002).
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4. abra: Az ergoszterol bioszintézis itvonala Saccharomyces cerevisiae sarjadzo élesztében. A Candida
parapsilosis esetében a farnezol hozzaadasat kovetden az adott gének overexpresszidjat piros szin jeloli,
mig a z06ld szin a gének down-regulaciojat jelenti. A fekete szinnel kiemelt gének esetében nem
torténik expresszios valtozas, mig a sziirke szin a kisérletben nem vizsgalt géneket jelenti (Rossignol és
mtsai. 2007).

A Candida fajok koziil a C. albicans termeli a legnagyobb mennyiségii farnezolt, amely
elérheti akar az 55 uM-t is (Weber és mtsai. 2008. 2010). A C. glabrata (0,4+0,2 uM), a C.
parapsilosis (0,6+0,3 uM) és a C. krusei (0,6£0,1 puM) 1 puM-nal kevesebb farnezolt
termelnek, mig a C. tropicalis (1,0+0,7 uM) és a C. dubliniensis (8,7+£3,8 uM) 1 és 10 uM
kozotti farnezolt képes elvalasztani (Weber és mtsai. 2008). Az exogén farnezol
szuprafiziologias koncentracioban (>100 pM) jelentésen képes gatolni az ¢€lesztd-hifa
atalakulast a biofilm képzddés korai szakaszaban (Ramage és mtsai. 2002; Jabra-Rizk és
mtsai. 2006; Mosel és mtsai. 2005). Kisérletekben kimutattak, hogy ha SPIDER tapkozegben

1év6 sejtekhez farnezolt adtak a kisérlet kezdeti szakaszaban, a hifa kialakulasa elmaradt. Az
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elongacié elinduldsa utan 90 perccel azonban mar nem volt hatasa a farnezolnak (Nickerson
¢s mtsai. 2006). Eddigi ismereteink szerint a farnezol termel6dését az NRG1, TUP1, EEDI1 és
a DPP3 gének szabalyozzak. A C. albicans genomjaban talalhat6 két tovabbi, pirofoszfatazt
kodold gén, a DPP1 és DPP2, melyek szerepe a farnezol szintézis soran egyelére még nem
bizonyitott (Polke és Jacobsen 2017). A farnezol termelés optimuma aerob koriilmények
kozott 15 és 42 °C kozott van (Hornby és mtsai. 2001). Anaerob koriilmények kdzott nem
termelddik detektalhatd mennyiségli farnezol, tovabba még 1,2 mM-os exogén farnezol
koncentracidra sem valtozik a Candida sejt génexpresszidés mintazata. Ez azt mutatja, hogy az
anaerob koriilmények kozott torténd biofilm szabalyozasban a farnezolnak nincs szerepe
(Dumitru és mtsai. 2004). A biofilm-ellenes terapia szempontjabol érdemes megjegyezni,
hogy bizonyos antifungalis szerek ndvelhetik az endogén farnezol termelést (Nickerson és
mtsai. 2006). Az ergoszterol szintézist gatlé antimikotikumok [fluconazol (FLU) klotrimazol,
ketokonazol, mikonazol)] 0,5-1 uM koncentracioban 10-44-szeres emelkedést okoznak a
farnezol termelésben (Hornby és Nickerson 2003; Hornby és Nickerson 2004). A farnezol egy
tovabbi fontos jellemzdje, hogy nagymértékben képes kotddni a szérumban fehérjékhez,
elsdsorban az albuminhoz. Mosel és munkatarsai kisérleteiben ugyanolyan hatas eléréséhez
10, 50, 150 és 250 uM farnezolra volt sziikség 2, 5, 10 és 20% szérum jelenlétében (Mosel és
mtsai. 2005).

A farnezol szamos jelatviteli Gitvonal szabalyozasaban vesz részt, melyek koziil legjobban
ismert a Ras1/Cyr1/cAMP kaszkad gatlasa (Polke és Jacobsen 2017). A farnezol az adenilat-
ciklaz (Cyrl) enzimhez kotédve gatolja a cAMP szintézisét (Davis-Hanna és mtsai. 2008;
Hall és mtsai. 2011) és eldsegiti a GTPaz aktivitassal rendelkezd Rasl hasitasat. Az igy
1étrejott szolubilis Ras1 nem képes aktivalni az adenilat-ciklaz enzimet, ami az éleszté forma
kialakulasanak kedvez (Piispanen ¢és mtsai. 2013). A CAMP jelatviteli Gtvonal gatlasa
elésegiti a hifa-¢leszté visszaalakulast, melynek révén a farnezol nagy szerepet jatszik a
biofilmet alkoto sejtek diszperzidjaban is (Lindsay és mtsai. 2012). Erdekes tény, hogy a
katalaz- (CAT1) és a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimeket kodold gének transzkripcidja
révén védelmet nyujt az oxidativ stresszel szemben (Davis-Hanna és mtsai. 2008; Deveau és
mtsai. 2010; Giacometti és mtsai. 2011). A magas koncentracioban alkalmazott farnezol a
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¢s mtsai. 2009).
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Habar a C. parapsilosis egy nagysagrenddel kevesebb farnezolt termel fiziologias
koriilmények kozott, az exogén farnezol expozicio igy is jelentds élettani és transzkripcids
valtozasokat okoz nala (Rossignol és mtsai. 2007). Rossignol és munkatarsai kisérletei alapjan
100 uM farnezol 30%-kal képes csokkenteni a C. parapsilosis biofilm képzését (Rossignol és
mtsai. 2007). A pontos hatasmechanizmus ezidaig nem ismert, mivel a C. parapsilosis nem
képez hifakat, igy az a klasszikus gatlasi kaszkad, amit a C. albicans-nal leirtak nem
érvényesiilhet a C. parapsilosis esetében. Ezek alapjan bar csokkenti a gomba sejtek
2005; Ramage és mtsai. 2002). Egyes kisérletek eredményei alapjan a farnezol a C.
parapsilosis membran szerkezetét befolyasolhatja, mivel megvaltoztatja annak
permeabilitasat (Rossignol és mtsai. 2007). Transzkriptomikai vizsgalatok alapjan a
szuprafiziologias farnezol koncentracio emeli az oxidoreduktazok (GRP2, ADH7)
expressziojat, valamint csokkenti a hex6z €és amindsav metabolizmusban résztvevd gének
atirodasat, ami 6sszhangban all a csokkent C. parapsilosis novekedéssel (Rossignol és mtsai.
2007). Ezen kiviil negativan befolyasolja még a szterol metabolizmusban részt vevo gének
expresszidjat (Rossignol és mtsai. 2007). A fentebb leirt adatok ellenére elég sok nyitott
kérdés van tovabbra is a farnezollal kapcsolatban. Tobbek kozott ezidaig nincs semmilyen
informacionk potencialis farnezol receptorokrol, illetve farnezol specifikus transzporterekrol.
Nagyon keveset tudunk a farnezol szintézis szabalyozasardl kiilondsen a non-albicans fajok

esetében, valamint a farnezol és a csiratoml6képzés kozotti molekularis kapcsolatokrol.
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2.5 Antifungalis szerek

crer

erOsen limitalt. Eukaridta mikroorganizmusként kevés olyan potencialis célpontot
tartalmaznak, melyek ellen szelektiven hatd antifungalis szert lehet Kifejleszteni. Tovabbi
problémat jelenthet az adott szer toxicitasa, illetve az egyre gyakrabban kialakulé rezisztencia
(Ostrosky-Zeichner és mtsai. 2010). A patogén gombak altal képzett biofilmek wjabb
szisztémas fertézések gocpontjai lehetnek a szervezetben, ezért mieldbbi eradikalasuk
szlikséges. A biofilmek a legtobb antifungalis szernek ellendllnak, ami tovabbi kihivas elé
allitja a klinikusokat a megfeleld kezelés kivalasztasa soran. Napjainkban egyre inkabb
sziikségess¢ valik a gomba alapu biofilmek célzott terdpidjara alkalmas ujabb
antimikotikumok és kezelési stratégiak bevezetése. A rezisztensebb fenotipust jelentd
biofilmek eradikalasaban hatékonyak lehetnek a kiilonbozé kombinacios terapiak, valamint az
olyan specialis kezelések alkalmazasa, mint az antifungalis ,,lock” terapia (Pierce és mtsai.
2015). A jelenleg elérhet6 antifungalis szerek koziil egyediil az AmB készitmények és az
echinocandinok rendelkeznek valamilyen mértékli biofilm-ellenes aktivitassal a terapias
szempontbodl relevans koncentracidkon (Pierce és mtsai. 2015). Azonban ez a hatds altaldban

alacsonyabb a planktonikus sejteknél tapasztalt hatékonysaggal 6sszehasonlitva.

2.5.1 Echinocandinok

Az antifungalis szerek legijabb mérfoldkovét jelentették a 2000-es években bevezetett
echinocandinok. Jelenleg kereskedelmi forgalomban harom echinocandin érhetd el, a
caspofungin (CAS), a micafungin (MICA) és az anidulafungin (ANI) (Lewis és Fothergill
2015) (5. abra). Azonban tobb echinocandin jellegii molekula fejlesztése zajlik napjainkban,
amelyek a kozeljovoben szintén tagjai lehetnek az antifungélis armamentariumnak (CD-101,

SCY-078).

Az echinocandinok egyes gombafajok altal termelt természetes anyagok kémiai tton
modositott valtozatai. A CAS a Glarea lozoyensis altal fermentalt pneumocandin B
modositott terméke, az ANI az Aspergillus nidulans echinocandin By, mig a MICA a

Coleophoma empedri hexapeptid FR901370 molekulajanak egy modifikalt verzidja (Chen és
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mtsai. 2011). Az echinocandinok olyan lipopeptid molekulak, melyek non-kompetitiv modon
gatoljak a p-1,3-D-gliikan-szintaz enzimet, amely a sejtfal felépitésében kulcsszerepet jatszo
B-1,3-D-gliikan szintézisét végzi. Echinocandin expoziciot kdvetden a sejtfal meggyengiil,
majd az ozmotikus instabilitas miatt bekovetkezik a sejt lizise (Shoham és mtsai. 2017). A B-
1,3-D-gliikan szintaz enzimkomplex két alegységbdl all: az FKS1, FKS2 ¢s FKS3 gének altal
kodolt katalitikus alegységbdl (Fkslp), és egy kulcsfontossagu regulator fehérjébol (Rholp).
A gliikan-szintaz a human sejtekben nem talalhatéo meg, tehat szelektiv modon képes kifejteni

gombaellenes hatasat minimalis mellékhatasok mellett (Chen és mtsai. 2011).
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5. abra: Az echinocandinok szerkezeti képlete (Gubbins és Anaissie 2009).

Az echinocandinok a legtobb Candida faj ellen in vitro fungicid aktivitassal rendelkeznek,
mig az Aspergillus fajok esetében csupan sztatikus hatast lathatunk. Az echinocandinok
hatékonyak lehetnek még Pneumocystis jirovecii ellen, azonban hatastalanok Cryptococcus
neoformans, Trichosporon speciesek, Fusarium fajok és a Zygomycetes-ek ellen (Gubbins és
Anaissie 2009).

A C. albicans echinocandinok iranti median MIC (minimalis gatld koncentracio) értéke
viszonylag alacsony (0,003-0,06 mg/L), azonban bizonyos Candida fajok esetében
(C. parapsilosis, C. guilliermondii) akar 10-100-szoros MIC érték emelkedést is
tapasztalhatunk (Shoham és mtsai 2017; Garcia-Effron és mtsai. 2008). Az echinocandinok

iranti generikusan csokkent érzékenység az stlp két, un. hot-Spot (hot-spot 1 és hOt-Spot 2)

crer

crcr

a csokkent érzé¢kenység oka (Garcia-Effron és mtsai. 2008). Ez a csokkent érzékenység
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negativan befolyasolhatja a terapia kimenetelét az amugy is rezisztensebb biofilmek

echinocandinnal torténd kezelése soran.

Az echinocandinokra nagy molekulatomegiiknek koszonhetéen alacsony mértékii oralis
biohasznosulas jellemzd, ezért adagolasuk kizardlag intravénas formaban torténik (Patil és
Majumdar 2017). Nagymértékben kotédnek a szérumban fehérjéhez (96,5-99,8%),
els6dlegesen az albumin molekulakhoz. A ,,szabad gyogyszerhipotézis” értelmében csak a
szabadon 1év6 gyogyszermolekulak rendelkeznek farmakologiai aktivitassal. Ennek
kovetkeztében szérum jelenlétében az echinocandinok iranti MIC értékek jelentdsen
megemelkednek (2-256 x MIC) (Odabasi és mtsai. 2007; Garcia-Effron és mtsai. 2011).
Invaziv candidiasisban szenvedd felnbttek esetén az ajanlott dozirozasi stratégia CAS
hasznalata soran 70 mg telité dozis utan napi 50 mg fenntartd dozist ir el6. MICA adagolasa
esetében napi 100 mg, mig ANI alkalmazasakor 200 mg telitd dozis utani naponta 100 mg

fenntarté dozis javasolt (Pappas és mtsai. 2016).

Az echinocandinok Candida fajokra kifejtett farmakodinamias tulajdonsagai koziil jelentés a
paradox novekedés, mely leginkabb in vitro koriilmények kozott figyelheté meg (Steinbach és
mtsai. 2015). In vivo jelentdségérdl egyelére még ellentmondasosak az eredmények (Bayegan
¢s mtsai. 2011). A paradox ndvekedés sordn echinocandinok altal indukélt kompenzatorikus
kitinszintézis kovetkeztében 1jboli ndvekedés figyelheté meg a MIC értek folotti
koncentraciokon (Moriyama és mtsai. 2011). Ezt a paradox novekedést mindharom
echinocandin esetén megfigyelték, azonban annak kialakulasa fligg az alkalmazott
tapfolyadéktol, a gyogyszer fajtajatol valamint az adott Candida fajtol (Chamilos és mtsai.
2007). Chamilos és munkatarsai altal végzett kisérletekben leginkabb a CAS alkalmazasa
soran volt jellemzé a paradox novekedés, ahol az eléfordulasi gyakorisag C. parapsilosis
(90%), C. albicans (60%) és C. tropicalis (40%) fajoknal volt a legmagasabb, de alacsonyabb
szazalékban a C. krusei (10%) esetén is eléfordult. MICA (C. tropicalis 70%, C. krusei 60%)
¢s ANI (C. albicans 40%, C. tropicalis 20%) alkalmazasa soran a jelenség ritkabban volt
jellemzé (Chamilos és mtsai. 2007). Melo és munkatarsai in vitro kisérletekben magas
koncentracioban alkalmazott CAS felhasznalasaval vizsgaltak a paradox novekedést Candida
fajok altal képzett biofilmek esetén. A paradox ndvekedés erdsen fajfiiggd mdodon alakult ki:
az el6fordulas gyakorisaga a C. albicans (100%) és C. metapsilosis (100%) esetében volt a
legmagasabb, melyet kovetett a C. orthopsilosis (87%), C. tropicalis (67%) és a C.
parapsilosis (57%) (Melo és mtsai. 2007). A jelenség klinikai jelentdsége a biofilmek
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tekintetében még nem teljesen tisztazott, a magas MIC érték f6lotti koncentracion alkalmazott
CAS hatasara paradox novekedés alakul ki, ami befolyasolhatja a katéter-asszocialt fertdzések
kezelése soran bevethetd olyan specialis terapiak hatékonysagat, mint az antifungalis ,,lock”

terapia (Melo és mtsai. 2007).

2.5.2 Fluconazol

A szisztémasan alkalmazott antifungalis szerek koziil az egyik leggyakrabban hasznalt
antimikotikum a triazolok csoportjaba tartoz6é FLU (6. abra). Hatasmechanizmusa révén képes
gatolni a citokrom P-450-dependens lanoszterol-14-a-demetilaz enzimet, mely a lanoszterol
atalakitasat végzi ergoszterolla (Odds és mtsai. 2003; Shoham és mtsai. 2017). A folyamat
soran felhalmozodnak a toxikus 14-a-metilalt szterolok, illetve csokken az ergoszterol szintje

a gomba sejtmembranban (Shoham és mtsai. 2017).
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6. abra: A fluconazol szerkezeti képlete (Gubbins és Anaissie 2009).

A FLU hatékony a legtobb Candida species, C. neoformans és Trichosporon fajok ellen,
azonban a C. glabrata és a C. krusei csokkent érzékenységet mutat ezen szerrel szemben
(Pfaller és mtsai. 2002). A FLU altalanosan fungisztatikus aktivitassal bir, azonban C.
albicans esetén bizonyos torzsek ellen fungicid viselkedést is megfigyeltek (Sohnle és mtsai.
1996). Terapia részeként alkalmazhatd szajiiregi-, nyeldcsé és hiivelyi candidiasis, illetve
Candida okozta hugyuti fertézés soran (Goldman és mtsai. 2005). A triazolok koziil a
legjobban penetral az agy- és gerincvel6i folyadékba, illetve szemben, ezért alkalmazzak

kozponti idegrendszeri-, illetve intraocularis fert6zések kezelésére. A vizeletben terapias
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mtsai. 2006). A 1990-es években bevezetett FLU alkalmazasanak koszonhetéen novekedett a
masodlagos rezisztenciaval rendelkezé Candida fajok altal okozott fert6zések eléfordulési
aranya (Lewis és mtsai. 2011; Berkow és Lockhart 2017). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
végzett felmérés alapjan a C. albicans esetében a FLU rezisztencia gyakorisaga az elmult
években nem valtozott jelentésen (0,5-2%), azonban a C. tropicalis (4-9%), C. parapsilosis
(2-6%) és a C. glabrata (11-13%) esetében novekvé tendenciat mutat (Berkow és Lockhart
2017). A FLU rezisztencia kialakulhat tobbek kozott az ergoszterol bioszintézisért felelds
szterol-A5,6-deszaturaz enzimet kodolo gén (ERG3) funkcid vesztése kovetkeztében, illetve a

gyogyszer kotéhely kodolo gén (ERG11) overexpresszidja miatt (Perlin és mtsai. 2017).

Invaziv candidiasis kezelése soran alkalmazott dozirozasi stratégia a FLU esetében 800 mg
(12 mg/kg) telit6é dozis utani napi 400 mg (6 mg/kg) fenntarto dozist ir elé (Pappas és mtsai.
2016). Komplikacidémentes Candida okozta vulvovaginitis kezelése soran egyszeri 150 mg-0S
oralis FLU dozis vagy kiilonféle topikalis készitmények alkalmazéasa javasolt. Akut
vulvovaginitis esetén 72 oranként 2-szeres vagy 3-szoros FLU doézis ajanlott. Topikalis szerek
koziil a 600 mg hatdéanyagot tartalmazd borsavas hiivelykapszulat vagy a 100.000 egység
nystatin tartalmt hiivelykupot alkalmazzak 14 napon keresztiil. Tovabbi alternativ megoldast
jelenthet a 17%-o0s flucytosine hatéanyagot tartalmazé kendcs dnmagaban vagy 3% AmB-t
tartalmaz6 krémmel kombinacioban szintén 14 napon at alkalmazva. Rekurrald vulvovaginitis
kezelési stratégiaja 10-14 napon keresztiil topikalis szerek vagy oralis FLU adasa, melyet
hetente egyszeri 150 mg FLU alkalmazasa kovet 6 honapon keresztiil (Pappas és mtsai. 2016).
In vitro hatastalanok a Candida speciesek altal képzett biofilmek ellen, melynek oka az efflux
pumpék biofilmen belilli overexpresszidja (CDR1, CDR2, MDR1) (Mukherjee és mtsai.
2003).
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2.6  Antifungalis ,,Lock” Terapia

A katéter-asszocialt fertézések terapiaja soran elsddleges ajanlés a beiiltetett orvosi eszk6zok
eltavolitasa, amely azonban sok esetben nem valosithato meg (Walraven és Lee 2013).
Kritikus allapoth betegben gyakran eldforduld trombocitopénia, koagulopatia vagy a
sériilékeny ,,vénakészlet” kovetkeztében a katéterek jraszarasa technikailag is kihivast jelent
(Walraven és Lee 2013). Ezen fert6zések megel6zésére és kezelésére a nyugati orszagokban
egyre gyakrabban alkalmazzak az ugynevezett antifungalis ,lock™ terapiat. A bakterialis
katéter-asszocialt fertézések esetében az IDSA mar kiilon ajanlast is megfogalmazott a ,,lock”
terapiat illetéen (Mermel és mtsai. 2009). Azonban nincs még hivatalosan is jovahagyott
antifungalis ,lock” terapia protokoll a Candida fajok altal okozott katéterhez kothetd

fert6zések kezelésére.
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antifungalis szerrel feltoltik azt, melyet gyakran kiegészitenek kiilonbdzo antiszeptikumokkal,
illetve véralvadasgatlokkal (Segarra-Newnham és Martin-Cooper 2005; Walraven és Lee
2013; Pierce és mtsai. 2015). Az adott protokolltdl fiiggd inkubacios id6 eltelte utan az oldatot
leszivjak, atoblitik, majd Gjra megnyitjak a katétert (Walraven és Lee 2013). Ezidaig szamos
in vitro tanulmany latott napvilagot, amelyekben potencialis antifungalis ,,lock” oldatokat
vizsgaltak. Ezek alapjan az AmB lipid komplex-et (ABLC) etilén-diamin-tetraecetsavval
(EDTA) kombinalva, vagy éppen a nagydozisi CAS, illetve MICA tiinik hasznalhato
alternativanak (Raad és mtsai. 2008; Toulet és mtsai. 2012). Nagy dozisu antibiotikumok,
mint példaul a doxycyclin vagy tigecyclin heparinnal vagy parabénekkel kombinalva szintén
mutattak bizonyos fokt hatékonysagot Candida biofilmek ellen (Miceli és mtsai. 2012; Ku és
mtsai. 2010; Miceli és mtsai. 2009). Tovabbi alternativat jelenthet az etanol hasznalata,
ugyanis Balestrino és munkatarsai az ethanol-EDTA kombinaciéval teljesen képesek voltak
eliminalni a C. parapsilosis biofilmeket (Balestrino és mtsai. 2009). Tobb kutatocsoport is
vizsgalta nyulak vénajaba iiltetett katéterek lumenében C. albicans torzsek altal képzett
biofilmek ellen a kiilonféle antifungélis ,lock” oldatok hatékonysagat. Mukherjee és
munkatarsai 5 mg/mL koncentracioban, egy héten keresztiil napi négy, valamint nyolc 6ras
inkubaciods 1d6 alatt alkalmazott ABLC-vel a katéterek teljes sterilitdsat érte el (Mukherjee és
mtsai. 2009). Korabbi vizsgédlatokban Schinabeck és munkatarsai egy héten keresztiil napi

nyolc o6ran at alkalmazott L-AmB-t (10 mg/mL) illetve FLU-t (10 mg/mL) tartalmaz6 ,,lock”
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oldat Osszehasonlitasat végezték, melyek kozil a L-AmB tlint hatékonynak (Schinabeck és

cyey

crc

Egérmodellbdl szarmazo katéterek esetében 0,25 pg/mL CAS-t tartalmazo ,,lock™ alternativa
24 ora alatt 66,7%-ban volt hatékony (Lazzell és mtsai. 2009). Eredményeik alapjan a lipid-

asszocialt AmB vagy az echinocandinok egy sokat igérd kezelési stratégia részét képezhetik.

A pozitiv eredmények mellett azonban ki kell emelni az elébb emlitett kezelések korlatait is
(Walraven és Lee 2013; Vassallo és mtsai. 2015). Az etanollal kiegészitett ,,lock” terapia
limitacidja az etanol és a katéterek poliuretan anyaga kozotti inkompatibilitasban rejlik
(Walraven és Lee 2013). Az echinocandinok bar kivaléan hatnak biofilmek ellen, azonban a
,lock” oldatban torténd alkalmazasukkor paradox novekedéssel lehet szamolni, amivel a

kivant hatas ellenkez6jét érhetjiik el (Walraven és Lee 2013).
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3. Célkitiizés

Kisérleteink soran elsddleges célunk volt olyan 0j tipusu terdpias 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 eredeti quorum-sensing molekulaval - a farnezollal - igy névelve a

hagyomanyos antimikotikumok in vitro és in vivo hatékonysagat.

Vizsgalataink soran célunk volt:

R/
A X4

X/

X/

X/

*

crer

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”) mikrodilicios 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

crer

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 vizsgalata dnmagukban, illetve

kombinaciokban C. albicans-szal fertézott vulvovaginitises egérmodellben.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 A vizsgalt izolatumok

Kisérleteink soran 6t C. parapsilosis sensu stricto (16641, 17432, 17818, 10252, 9613), két
FLU-érzékeny (1216, 10431), illetve két FLU-rezisztens (21616, 27700) C. albicans Kklinikai
izolatumot, valamint két referencia torzset [C. parapsilosis ATCC 22019 (American Type
Culture Collection), (C. albicans SC5314)] vizsgaltunk. Az 6sszes vizsgalt C. parapsilosis
izolatum hemokultirabol szarmazott, mig a C. albicans izolatumokat vulvovaginitisben
szenvedé paciensekbdl identifikaltuk. A C. parapsilosis valamint a C. albicans klinikali
izolatumok azonositasahoz API® ID32C panelt (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Franciaorszag)
¢s 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 biofilmképz6
képességét a Marcos-Zambrano és munkatarsai altal kozolt kristalyibolya-assay segitségével

ellendriztiik (Marcos-Zambrano és mtsai. 2014).

4.2 A planktonikus sejtek érzékenységi vizsgalata

A CAS (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a MICA (Astellas, Tokyo, Japan), a FLU (Sigma,
Budapest, Magyarorszag) és a farnezol (Sigma, Budapest, Magyarorszag) iranti MIC értékek
meghatarozasa a CLSI altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan, standard mikrodiltcios
modszerrel tortént RPMI-1640 tapkdzegben (L-glutaminnal kiegészitett, hidrogén-karbonat
mentes, pH=7,0 MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav) Sigma] puffer felhasznalasaval)
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2008). ,,Mindségi” kontrollként a C. parapsilosis
ATCC 22019-es ¢és a C. krusei ATCC 6258-as torzsét hasznaltuk. Mindkét faj izolatumai
esetében a CAS, MICA ¢és a FLU iranti érzékenység vizsgalata sordn 0,06-4 mg/L kozotti
koncentraciokat alkalmaztunk, a két FLU-rezisztens C. albicans izolatum esetében
2-128 mg/L kozotti gydgyszer koncentraciokat vizsgaltunk. A farnezol esetén 1,17 és 300 uM
kozotti koncentraciokat teszteltiink (Katragkou €s mtsai. 2015). A vizsgalt koncentraciokat
RPMI-1640 tapkozegben allitottuk 6ssze. A gyogyszert nem tartalmazo novekedési és negativ
kontroll iregek 1% metanolt tartalmaztak. A MIC értékek meghatarozasahoz
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0,5-2,5x10° sejt/mL gombaszuszpenzidkat készitettiink, melyeket a gydgyszert tartalmazd 96
lyukt mikrotitrator lemezek iiregeibe mértiink. Ezt kovetéen 37 °C-on 24 ordn keresztiil
statikusan inkubdltuk a tdplemezeket. MIC értéknek azt a koncentracidt tekintettiik, ahol
legalabb 50%-os turbiditas csdkkenést tapasztaltunk a gydgyszert nem tartalmaz6 novekedési
kontrollhoz képest (Katragkou és mtsai. 2015). A turbiditds csokkenés meghatarozasa
spektrofotométerrel tortént 492 nm-en. A turbiditds szazalékos valtozasadnak kiszamitasat az

alabbi abszorbancidn alapul6 képlet segitségével végeztiik el:

100% x (Awyuk-Anaier) | (Agysgyszermentes lyuk-Ananer). A héttér abszorbancidjanak mérése a
gombamentes iiregben tortént. Az Osszes izolatum esetében harom, egymastol fiiggetlen
mérést végeztiink, melyek median értékeit tiintettiik fel (Katragkou és mtsai. 2015; Zhou ¢és

mtsai 2012; Pierce és mtsai. 2008).

4.3 Biofilm képzés

A biofilmet Pierce és munkatarsai (2008) altal publikalt modszer segitségével hoztuk 1étre. Az
izolatumokat két egymas utani napon kioltottuk Sabouraud dextr6z agarra (SDA), majd a friss
torzseket izolatumonként egy-egy SDA téaptalajra szélesztettiik. A 35 °C-on 24 6ran at tartd
inkubdciot kdvetden, a kindtt gombapdzsitot steril vattatampon segitségével gylijtottiik ossze,
amit 25 mL fiziologias sooldatba beoldottunk. Az igy elkészitett gombaszuszpenziot
lecentrifugaltuk 3000 g fordulaton 5 percig. Ezutan a feliiltiszot pipettaval leszivtuk, majd ujra
feltoltottiik a centrifugacsoveket 25 mL fiziologias sdoldattal és ismételten centrifugaltuk. Ezt
a lépést még egyszer megismételtik, majd a feliilisz6 eltdvolitdsa utan a gomba
mennyiségétél fiiggden 5-6 mL fizioldgias sooldatot mértink a sejtekhez. Az egyes
izolatumokbol Biirker-kamraban 1x10° Colony Forming Unit (CFU)/mL gombaszuszpenziot
allitottunk be (1. kép). A szuszpenziobol 100 pL-t mértiink a 96 iiregli lapos alju taplemezek
(TPP, lapos alju, polisztirol) egyes iiregeibe, melyet parafilmmel fedtiink le és statikusan
inkubdltuk 37 °C-on 24 6ran at (2. kép). Az alkalmazott negativ kontroll tiregei 100 puL
RPMI-1640-et tartalmaztak (Pierce és mtsai. 2008).
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4.3.1 A biofilm mennyiségi meghatarozasa

A 24 6ras biofilmet 3x200 uL fiziologias sdoldattal mostuk, majd a taplemez egyes tiregeibe
125 pL 0,1%-os kristalyibolya oldatot pipettaztunk, melyet 15 percen keresztiil inkubaltunk
szobahdmérsékleten. Az inkubacids id6 letelte utdn az oldatot eltavolitottuk, majd haromszor
200 pL sooldattal Gjra mostuk a taplemez iiregeit. Ezutan 125 pL 30%-0S ecetsavat
pipettaztunk az tiregekbe, hogy a biofilm altal lekotott kristalyibolyat Kioldjuk. Tovabbi
15 perces szobahémérsékleten torténd inkubacio utan 100 uL feliilaszot pipettaval leszivtunk,
melyet egy steril taplemezbe helyeztiink, és spektrofotométerrel mértiink 540 nm-en. Vak
oldatként 100 pL 30%-0s ecetsav oldatot alkalmaztunk (O’Toole 2011).

4.3.2 A biofilmet alkot6 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 kozotti
koncentracidkon vizsgaltuk (3. kép). A referencia torzs (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 meghatarozasahoz a biofilmet
alkoto  sejtek XTT [2,3 -—Dbis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide] assay-n alapulé metabolikus aktivitasat mértikk (Pierce és mitsai. 2008;
Katragkou és mtsai. 2015). Azt a koncentraciot tekintettiik MIC értéknek, ahol legalabb
50%-o0s volt a metabolikus aktivitds csokkenés a gyogyszermentes novekedési kontrollal

0sszehasonlitva.

Az egy napos biofilmet 3x200 pL steril fiziologias sooldattal mostuk. Ezutan 0,5 g/L
toménységli XTT (Sigma, Budapest, Magyarorszag) oldat felhasznalasaval 1 pM
acetonban oldott) oldatot készitettiink, melybdl 100-100 uL-t pipettaztunk a tdplemez egyes
uregeibe (4. kép). A taplemezt aluféliaval lefedtiik, majd 37 °C-os termosztatban, sotétben
statikusan inkubaltuk 2 oran keresztiil. Az inkubacids id6 elteltével az XTT/menadion oldat

feliiliszojabol 80 pl-t pipetta segitségével leszivtunk, melyet steril taplemezbe helyeztiink at,

34



amit spektrofotométerrel 492 nm hullamhosszon mértiink. A metabolikus aktivitas szazalékos
valtozasanak szamoldsdhoz ugyanazt az egyenletet hasznaltuk, amit a planktonikus sejtek
turbiditas valtozasanak vizsgalatanal a 4.2 fejezetben (Hawser 1996; Zhou és mtsai. 2012;

Katragkou és mtsai. 2015).
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4.4 A caspofungin, micafungin, fluconazol és a farnezol kozotti kolcsonhatas vizsgalata

A gyogyszerek kozotti interakcid megallapitasa a szesszilis és a planktonikus sejtek esetén is
kétdimenzids ,,checkerboard” mikrodilicios modszerrel tortént (7. abra; 5. kép) (Meletiadis és
mtsai. 2005; Zhou ¢€s mtsai. 2012; Katragkou és mtsai. 2015). Az alkalmazott koncentracid
tartomanyok megegyeznek a mar kordbban leirt, a planktonikus és szesszilis sejtek MIC
vizsgalatai soran hasznalt koncentraciokkal. A konnyebb érthetdség érdekében a 7. abra
segitségével szemléltettem egy reprezentativ példan keresztiil a ,,checkerboard”-assay
felépitését. Az interakcid természetének meghatdrozasara a gatlo koncentraciohanyad indexet
alkalmaztuk (Fractional Inhibitory Concentration Index: FICI) melyet az alabbi képlet

segitségével szamoltunk ki:

SFIC=FICA+FICg = MIC jkombindcicban/p g onmagibany p gy kombindcisbanp g o onmagiban - gpo) - o
M | C pkombindcidban o fyC gkombindcioban 5 o7arak kombinacidban torténd alkalmazasa soran kapott
MIC értékeket jeldli, mig a MICA™™E™ &g a MICE™™ %™ 3 gyogyszerek kiilon-kiilon
torténd alkalmazasa soran mért MIC értékeket fejezi ki. A FIC értékeket az 0sszes izoeffektiv
kombinacio esetén meghataroztuk, majd ezt kovetéen a legalacsonyabb FIC értéket
tekintettiik FICI-nek, amit az aldbbiak szerint interpretaltunk: szinergizmusnak tekintettiik a
kombindaciot, ha a FICI 0,5 vagy annal kisebb értéket vett fel, indifferens az interakcid, ha
>0,5 és 4 kozé esik a FICI, mig antagonizmus, ha 4-nél nagyobb értéket tapasztaltunk
(Meletiadis és mtsai. 2005; Meletiadis és mtsai. 2010; Zhou és mtsai. 2012; Katragkou és
mtsai. 2015).
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7. abra: A caspofungin és a farnezol iranti MIC értékek, illetve a két szer interakcidjanak meghatarozasa

planktonikus és szesszilis sejtek esetén kétdimenzids ,,checkerboard” mikrodilucios modszerrel
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45 A metabolikus aktivitas valtozas vizsgalata az ido fiiggvényében

A FICl-vel kapott eredményeket méas modszerekkel is igyekeztiink megerdsiteni, ezért
vizsgaltuk a metabolikus valtozas litemét az id6 fliggvényében (8. abra). Ennek a modszernek
a segitségével pontosabb képet kaphattunk a gydgyszerek onmagaban és kombinacidokban
kifejtett hatasarol, illetve dinamikajarol. 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 valasztottuk ki,
melyeket a kombinacié soran 75 uM farnezollal egészitettiik 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 sordn 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 fizioldgids sooldattal. A kivalasztott
gyogyszer koncentraciokat RPMI-1640 tapfolyadékban készitettiik el, melyeket a taplemez
elére megjelolt lregeibe pipettaztunk. A kombinaciok esetében mindkét gyogyszerbol
100-100 pL-t mértiink be az egyes tiregekbe, mig a CAS, MICA ¢és a FLU 6nmagaban torténd
vizsgalata sordn 100 pL-t mértiink a kiilonboz6 gyogyszer koncentraciokbol a taplemez egyes
iiregeibe, melyet 100 uL tapfolyadékkal egészitettiink ki. A negativ kontroll tiregeibe 200 puL
RPMI-1640-et pipettaztunk. Az elére meghatarozott 37 °C-on torténd inkubacios id6 (3, 6, 9,
12 és 24 ora) letelte utan az adott idéponthoz tartozo liregben 1évé biofilmet 3x200 pL
fiziologias sooldattal mostuk, majd a metabolikus aktivitast mértiik a mar kordbban leirt
modszer alapjan (4.2 fejezet) (Zhou és mtsai. 2012; Kovacs és mtsai. 2014). Az Gsszes
izoldtum esetében legaldbb harom parhuzamos mérést végeztink. Az eredményeket
grafikonon abrazoltuk GraphPad Prism 6.05 segitségével. A még gyogyszert nem tartalmazo
tapfolyadékban 0 6ranal mért metabolikus aktivitast tekintettiik 100%-nak.

38



9h 12h 24h O0h 3h 6h 9h 12h 24h

o
=2
w
=2
[=)]
=2

Kontroll
4 mg/L
8 mg/L
16 mg/L
4 mg/L+ 75 uM

8 mg/L+ 75 uM
16 mg/L+ 75 uM

QO

QOO0
QOO0
QOO0
QOO0
QOO0
OOOOOOOOO

9000000
9000000
9000000

8. éabra: A caspofungin és a micafungin in vitro biofilm-ellenes aktivitasinak a vizsgalata dnmagaban és

farnezol jelenlétében az id6 fiiggvényében

4.6 Adatok elemzése

Az egyes koncentracioknal tapasztalhatd metabolikus aktivitasvaltozast Dunnett-teszttel
kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) hasonlitottuk a
kezeletlen kontroll sejtek metabolikus aktivitasdhoz. Az adott gydgyszer koncentraciok,
valamint az ezekhez a koncentraciokhoz tartoz6 kombinaciok kozotti szignifikanciat Sidak-
teszttel kiegészitett egyszempontos varianciaanalizissel (One-way ANOVA) hatdroztuk meg.

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

4.7.1 A Kkisérlet soran alkalmazott egerek

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

engedélyszama: 12/2014 DE MAB.

4.7.2 A fert6zés folyamata

Az egerek 50 puL szezadmolajban oldott Osztradiol-valeratot (10 mg/mL) kaptak szubkutan
3 nappal a fertézés elott (Fidel és mtsai. 2000; Hisajima és mtsai. 2008; Kovacs és mtsai.
2014). Az oltdéanyag készitéséhez felhasznalt C. albicans torzseket két egymas utani napon
SDA téptalajra oltottuk ki, majd a frissitett izolatumokat 3-4 SDA feliiletén szélesztettiik. A
taptalajokat 35 °C-on 24 oran keresztil inkubdltuk, majd a kindtt pézsitot steril
vattatamponnal gyljtottiik Ossze és steril fiziologids sooldatba szuszpendaltuk. A gomba
szuszpenzidkat 3000 g fordulaton centrifugaltuk 10 percen keresztiil, majd a feliiluszot
pipettaval leszivtuk. Ezutan a leiilepedett gombasejtekhez 25 mL steril fiziologids sdoldatot
adtunk majd ujra centrifugaltuk. A mosasi folyamatot Osszesen négyszer ismételtiik meg,
majd az utolsé centrifugalds utdn 8 mL fizioldgids sdoldatot pipettaztunk a gombasejtekhez. A
szuszpenziobol két 1épésben 1:10 aranyl higitast készitettiink a Biirker-kamraban torténd
szamoléashoz. A csiraszdm bedllitdsanak ellendrzését kvantitativ kioltassal végeztiik (Kovacs
¢s mtsai. 2014). Az egereket 25 uL gomba szuszpenzioval fertdztiik intravaginalisan (6. kép).

Korabban végzett eldkisérleteink alapjan a fert6z6 dozis 1-1,2x10" CFU volt egerenként.

4.7.3 Antifungalis terapia

A terapidt 24 Ooraval a fertézést kovetden kezdtik el az aldbbi séma alkalmazasdval:
5 mg/kg/map FLU (intraperitonealisan), 35 mg/kg egyszeri FLU (intraperitonealisan), 150
uM/nap farnezol (intravaginalisan), 300 pM/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,
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melyet egy ora elteltével 25 pL intravaginalisan alkalmazott farnezol kdvetett. Az in vivo
célokra felhasznalt farnezol térzsoldatot a hasznalat el6tt 0,25%-0s Tween 80-ban oldottuk
fel. A kontroll egerek 0,5 mL fiziologias sdoldatot kaptak intaperitonealisan, illetve 25 pL
0,25%-0s Tween 80-at intravaginalisan (Hisajima ¢és mtsai. 2008). A fertézést kovetd
negyedik napon az egereket cervikalis diszlokacioval elpusztitottuk, majd felboncoltuk. A
kvantitativ csiraszdm meghatidrozasahoz vaginajukat eltavolitottuk, majd lemértiik (7. és 8.
kép). Steril dorzscsészében 1 mL fiziologias sooldat hozzaaddsaval homogenizatumot
készitettliink, majd az egyes mintakbol 1:10-es alapt higitasi sorozatot készitettiink (9. kép). A
higitott mintakbol 100 uL-t Kioltottunk SDA agarra (10. kép). A taptalajok 35 °C-on, 48 6ran
szignifikancia vizsgalata Kruskal-Wallis teszttel tortént (GraphPadPrism 6.05 Windows). Az
eredményt szignifikdnsnak tekintettiik, ha p<0,05.
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4.8 Az invitro és in vivo kisérleteink képekkel illusztralva

1. kép: Gombaszuszpenzid
beallitasa

- T e s
Int-hgmg\n\‘\“
SHimaemeaw-maw

3. kép: Kiilonbozd gyogyszer 4. kép: XTT/menadion 6sszemérése
koncentraciokat tartalmazo
tapfolyadék

5. kép: ,,Checkerboard”
mikrodilacios assay
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6. kép: Intravaginalis fertdzés 7. kép: Vagina eltavolitésa

8. kép: Eltavolitott vagina 9. kép: Vagina homogenizalasa

10. kép: Higitas és kioltas taptalajra
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5. Eredmények

51 A caspofungin és a farnezol iranti érzékenység meghatiarozasa mikrodilicios
moédszerrel 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
¢s a 17818-as izoldtum mérsékelten érzékeny fenotipust mutatott a 2011-ben modositott
fajspecifikus CLSI hatarértékek szerint (1. tablazat; Pfaller és mtsai. 2011). A CAS ¢és a
farnezol kombinacidjanak alkalmazéasa soran a CAS iranti MIC értékek esetében 2-64-szeres
csokkenést figyeltiink meg az 6nmagéaban alkalmazott CAS iranti MIC értékekhez képest. A
kombinacioban alkalmazott farnezol MIC értékeinél 4-32-szeres csokkenést tapasztaltunk a
klinikai izolatumok vizsgalatakor. A referencia torzs (ATCC 22019) esetében a

kombinaciokban mért MIC értéket illetden 2-8-szoros csokkenés volt megfigyelhetd.

Minimalis gatlo koncentracio (Median)
Izoldtum Onmagiban Kombinaciéban
CAS (mg/L) FAR (uM) CAS (mg/L) FAR (uM)

16641 4 300 (300->300) | 0,12 (0,12-2) | 37,5 (37,5-75)
17432 4 150 0,06 18,75
17818 4 (2-4) 150 0,06 (0,03-0,12) | 37,5 (1,17-75)
10252 4 >300 2 18,75
9613 2 (2-4) 300 (150->300) | 0,06 (0,06-2) 75 (37,5-150)
ATCC 2 75 (75-150) 1(0,25-1) 18,75 (18,75-
22019 87.5)

1. tablazat: A caspofungin és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt planktonikus Candida
parapsilosis izolatumok esetében mikrodiliicios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve MIC
tartomanyokat abrazolja. A tartomanyon kiviil esett MIC érték esetén (>300 uM), a median szamitasanal a
legnagyobb tesztelt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MIC értéknek (600 uM)
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5.2 A caspofungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios
moédszerrel 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 kombinaci6 esetében a median MIC értékek az Osszes klinikai izolatum esetében
lecsokkentek 4 mg/L-re. Ez 8-64-szeres csokkenésnek felel meg, mig a farnezol iranti MIC
értekek valtozasa a planktonikus sejtekhez hasonldan 4-32-szeres csokkentést mutatott
(2. tablazat). A referencia torzsnél a vizsgalt gydgyszer 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
valoszintsithetden az alacsonyabb biofilmképzd képességgel magyarazhat6. Ez a tény mar az
elokisérleteknél bizonyitast nyert, mivel a kristalyibolya assay-vel végzett biofilm mennyiség
mérésekkor szignifikansan alacsonyabb abszorbanciat mértiink a klinikai izoldtumokkal

Osszehasonlitva (p<0,01) (1. és 2. tablazat).

Minimalis gatlé koncentracio (Median)
Izolitum Onmagiban Kombinaciéban
CAS (mg/L) FAR (uM) CAS (mg/L) FAR (uM)

16641 32 (16-64) >300 4 (4-8) 18,75

17432 256 >300 4 150 (37,5-150)

17818 256 >300 4 18,75 (18,75-75)

10252 256 >300 4 75 (37,5-150)

9613 256 (256-512) >300 4 75 (37,5-75)
ATCC 22019 2 (2-4) >300 1(1-2) 18,75 (4,5-75)

2. tablazat: A caspofungin és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt Candida parapsilosis
biofilmek esetében XTT-assay-n alapulé mikrodiliicios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve
MIC tartomanyokat abrazolja. A tartomanyon kiviil esett MIC érték esetén (>300 uM), a medidn szamitasanal a
legnagyobb tesztelt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MIC értéknek (600 uM)
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5.3 A caspofungin és a farnezol kozotti in vitro kolcsonhatasok vizsgalata Candida

parapsilosis izolatumok esetén

A CAS és a farnezol kozott megfigyelt, FICI-n alapuld in vitro interakciokat a 3. tablazatban

foglaltam 6ssze. A kombinacio (CAS és farnezol) alkalmazasa esetén az alkalmazott klinikai

izolatumok planktonikus sejtjeinél egy izolatum kivételével (17432) indifferens kdlcsonhatast

tapasztaltunk. Ezzel ellentétben a szesszilis sejtek vizsgalatakor a farnezol a CAS jelenlétében

mindegyik izolatum esetében szinergista hatast fejtett ki (FICIyegian: 0,155-0,5). A két

alkalmazott szer k6z6tti in vitro interakcid 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 (3. tablazat).

Gatlé Koncentraciohanyad Index (FICI) (Median)

Izolitum Planktonikus sejtek Szesszilis sejtek
FICI Kolcsonhatas FICI Kolcsonhatas
16641 0,53 (0,28-0,563) Indifferens 0,5 (0,375-0,5) Szinergizmus
17432 0,375 Szinergizmus 0,28 (0,185-0,28) Szinergizmus
17818 0,515 (0,375-0,530) Indifferens 0,155 (0,141-0,155) Szinergizmus
10252 0,530 Indifferens 0,155 (0,155-0,28) Szinergizmus
9613 0,53 (0,53-0,56) Indifferens 0,25 (0,156-0,25) Szinergizmus
ATCC 0,75 (0,625-1) Indifferens 0,502 (0,5-0,531) Indifferens
22019

3. tablazat: A caspofungin és a farnezol kombinacidja soran tapasztalt in vitro kdlecsonhatasok eredményei a FIC

index (FICI) alapjan
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5.4 A metabolikus aktivitas valtozasa az id6é 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 Ossze a kezeletlen sejtek metabolikus
aktivitasaval. A 9. abra eredményei alapjan lathatjuk, hogy a CAS kiilonb6z6 koncentracioi
(4 mg/L, 8 mg/L, 16 mg/L) nem csdkkentették szignifikansan a szesszilis sejtek metabolikus
aktivitasat a kontroll sejtekhez viszonyitva az els6 3 oraban. Hat és 24 6ra kdzott azonban egy
koncentraciofiiggd modon bekovetkezO szignifikans metabolikus aktivitds csokkenés volt
megfigyelhetd. Ugyanakkor a CAS ¢és farnezol mindharom vizsgélt kombinécidjaban
(4 mg/L+75 puM, 8 mg/L+ 75 uM, 16 mg/L+ 75 uM) jelentésen és nagymértékben
csOkkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat a kisérlet teljes iddtartama alatt a kontrollal
Osszehasonlitva (p<0,05-0,001) (9. abra). Mindazonaltal az els6 12 orara jellemz6 markans
metabolikus aktivitas csokkenés utan lassi ndovekedés figyelhetd meg (9. abra), azaz a
kombinaciok a legnagyobb hatast elsdsorban az elsd 12 ordban fejtik ki. A farnezol 8 és
16 mg/L CAS-nal kombinaciéban 3 és 24 oOra kozott szignifikansan jobbnak bizonyult a
farnezol nélkiili CAS koncentraciokkal Gsszehasonlitva (p<0,001-0,05). A 4 mg/L CAS és
farnezol kombinacio csak az els6 9 oraban volt szignifikansan jobb a farnezol nélkiili CAS-

nal Osszehasonlitva (p<0,01-0,05).
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Metabolikus aktivitas (%)
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% 75 uM FAR -®- 4 mg/L CAS+75 pM FAR & 8mg/L CAS+75 pM FAR
A~ 16 mg/L CAS+75 uM FAR

9. abra: A caspofungin és a farnezol alkalmazasa soran a metabolikus aktivitas valtozasok az id6 fiiggvényében
Candida parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek ellen (atlag = SEM).
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55 A micafungin és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios
maédszerrel 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 1év6 érzékenységi hatarértékei alapjan

(4. tablazat; Pfaller és mtsai 2011). A klinikai izolatumok esetében a MICA és farnezol

egylittesen alkalmazva jelentds, 2-64-szeres csokkenést okozott az onmagéaban vizsgalt MICA

MIC értékekhez képest. A kombinacid alkalmazésa sordn a farnezol a MIC értékek 16-256-

szoros csokkenését okozta a klinikai izolatumok esetében. A referencia térzs (ATCC 22019)

vizsgalatakor a mért MIC értékekben 8-16-szoros csokkenést okozott a kombinacio

alkalmazasa (4. tablazat).

Izolatum

Minimalis gatlo koncentracio (Median)

Onmagiban Kombinaciéban
MICA (mg/L) FAR (uM) MICA (mg/L) FAR (uM)

16641 2 (1-4) 300 (150->300) 0,5(0,06-0,5) | 9,38 (1,17-18,75)
17432 4 >300 (150->300) | 0,06 (0,03-0,5) 2,34 (2,35-4,7)
17818 2 (2-4) 300 (150-300) 0,12 (0,06-2) 9,38 (4,7-9,38)
10252 2 (2-4) >300 1(0,25-1) 18,75 (4,7-18,75)
9613 4 (2-4) >300 (150->300) 0,5(0,12-1) 37,5(1,17-37,5)
ATCC 1 75 0,06 (0,06-0,12) 18,75
22019

4. tablazat: A micafungin és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt planktonikus Candida
parapsilosis izolatumok esetében mikrodiliicios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve MIC
tartomanyokat abrazolja. A tartomanyon kiviil esett MIC érték esetén (>300 uM), a medidn szamitasanal a
legnagyobb tesztelt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MIC értéknek (600 uM)
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56 A micafungin és a farnezol iranti érzékenység meghatirozasa mikrodilicios
moédszerrel Candida parapsilosis szesszilis sejtek esetén

A klinikai izolatumok altal Iétrehozott 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 gatld koncentracidkat
4-8 mg/L-re. A farnezol iranti MIC értékek kisebb mértékii (8-16-szoros) csokkenést mutattak
a kombinacio alkalmazasakor (5. tablazat). Az ATCC 22019 vizsgalata soran a vizsgalt
gyogyszert figyelembe véve felére csokkent a koncentracio. Megjegyzendd, hogy mind a
planktonikus, mind a szesszilis sejtek esetén a MICA iranti median MIC értékek azonosak
voltak (1 mg/L). Ennek hatterében ugyanaz az ok lehet, mint amit az 5.2-es fejezetben a CAS

esetében mar leirtam (4-5. tablazat).

Minimalis gatlo koncentracio (Median)
Izolitum Onmagiban Kombinaciéban
MICA (mg/L) FAR (uM) MICA (mg/L) FAR (uM)

16641 16 (16-32) ~300 4 (2-4) 75 (2,35-75)
17432 256 (256-512) >300 4 (2-8) 37,5 (37,5-150)
17818 512 (256-512) ~300 8 (4-8) 75 (4,7-75)
10252 512 (256->512) ~300 8 (4-8) 37,5 (9,4-37,5)
9613 256 (256-512) ~300 8 37,5 (18,75-75)
ATCC 1(1-2) ~300 0,5 75 (37,5-300)
22019

5. tablazat: A micafungin és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt Candida parapsilosis biofilmek
esetében XTT-assay-n alapulé mikrodilicios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve MIC
tartomanyokat abrazolja. A tartomanyon kivil esett MIC érték esetén (>512 mg/L; >300 uM), a median
szamitasanal a legnagyobb tesztelt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MI1C
értéknek (1024 mg/L; 600 pM)
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5.7 A micafungin és a farnezol kozotti in vitro kolesonhatasok vizsgalata Candida
parapsilosis izolatumok esetén

A MICA és a farnezol k6zott megfigyelt, FICI-n alapulé in vitro interakcidkat a 6. tablazatban

foglaltam 0ssze. A FICI értékek minden esetben 4 alatt voltak, tehat antagonista kdlcsonhatast

egyik esetben sem tapasztaltunk. A MICA ¢és farnezol kombinacidjanak vizsgalata soran

szinergizmus volt megfigyelhetd az Osszes klinikai izolatum planktonikus és a szesszilis

sejtjei esetén is. A biofilmek esetén jellemzd nagyobb mértékii szinergista kdlcsonhatés tényét

bizonyitja a parhuzamos mérések soran lathaté 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

kolcsonhatast tapasztaltunk (6. tablazat).

Gatlé Koncentraciohanyad Index (FICI) (Median)

Izolatum Planktonikus sejtek Szesszilis sejtek
FICI Kolcsonhatas FICI Kolcsonhatas
16641 0,31 (0,12-0,5) Szinergizmus 0,5 (0,375-0,5) Szinergizmus
17432 0,131 (0,016-0,5) | Szinergizmus | 0,188 (0,157-0,281) Szinergizmus
17818 0,31 (0,28-0,56) Szinergizmus | 0,14 (0,125-0,156) Szinergizmus
10252 0,5 (0,375-0,53) Szinergizmus | 0,093 (0,077-0,1925) | Szinergizmus
9613 0,5 (0,5-0,56) Szinergizmus | 0,188 (0,155-0,188) Szinergizmus
ATCC 0,56 (0,56-0,62) Indifferens 0,625 (0,563-1) Indifferens
22019

6. tablazat: A micafungin és a farnezol kombinacidja soran tapasztalt in vitro kolcsonhatasok eredményei a FIC

index (FICI) alapjan
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5.8 A metabolikus aktivitas valtozasa az id6 fiiggvényében micafungin és farnezol
esetében Candida parapsilosis altal képzett biofilmek ellen

A metabolikus aktivitas valtozas dinamikajan latszik, hogy a MICA a CAS-hoz hasonldan
onmagaban koncentraciofiiggd modon viselkedett; 4 és 8 mg/L MICA koncentracié az els6
9 6raban (p<0,05-0,001), mig a 16 mg/L MICA koncentracié az els6 12 ordban szignifikdnsan
csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat a kontroll sejtekhez viszonyitva (p<0,001)
(10. abra). Huszonnégy ora elteltével azonban mar nem detektaltunk szignifikans kiilonbséget
a kezeletlen sejtekkel Osszehasonlitva, hanem ismét folyamatos metabolikus
aktivitasnovekedés volt tapasztalhatd. A MICA ¢és farnezol mindharom vizsgalt kombinacioja
esetén (4 mg/L+75 uM, 8 mg/L+75 uM, 16 mg/L+75 puM) a metabolikus aktivitas
szignifikans csokkenését tapasztaltuk az elsé 12 oraban (p<0,001) (10. abra). Huszonnégy ora
elteltével azonban a metabolikus aktivitas a kontrollal hasonlé mértéket mutatott, tehat a
kombindcioban jelentkezd metabolikus aktivitds gatldsa csak részben volt megfigyelhetd. A
CAS-nal ellentétben a MICA esetében az elsé 9 draban tapasztaltunk erdteljes metabolikus
aktivitas csokkenést a kombinaciok alkalmazasa soran. A 9. 6ratdl azonban a metabolikus
aktivitas er6teljes novekedésnek indult, ami 24 drara a kontrollhoz hasonlo értékeket vett fel.
Ennek ellenére mindharom MICA+farnezol kombinacié az elsd 12 oOrdban szignifikdnsan
csokkentette a gomba sejtek metabolikus aktivitasat a farnezol mentes MICA
koncentraciokkal dsszehasonlitva (p<0,05-0,001) (10. abra).

Mindenképpen érdemes kiemelni, hogy egyes klinikai izolatumok esetében paradox
novekedést tapasztaltunk magasabb koncentracidkon a metabolikus aktivitds emelkedés
alapjan. A paradox novekedés kizarolag a szesszilis sejtek esetében volt jellemzd. CAS
esetében 32 és 128 mg/L kozott volt megfigyelhetd a jelenség, mig a MICA vizsgalatanal 64
¢s 512 mg/L kozott volt ez a tartomany. A farnezol jelenlétében azonban a fentebb leirt

koncentraciokon tapasztalt paradox viselkedés nem volt megfigyelhetd.
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10. abra: A micafungin és a farnezol alkalmazasa soran a metabolikus aktivitas valtozasok az id6 fiiggvényében
Candida parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek ellen (atlag = SEM).
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59 A fluconazol és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios
mdédszerrel Candida albicans planktonikus sejtek esetén

A kisérletekben 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 (Pfaller és mtsai. 2010). A farnezolnak 6nmagaban nem volt
hatésa a planktonikus sejtekre a vizsgélt koncentraciokon. Kombinécio alkalmazasa sordn a
farnezol iranti MIC értékek csokkenést mutattak, azonban ezekben a kombinaciokban

elsésorban a FLU hatasa érvényesiilt (7. tablazat).

Minimalis gatlé koncentracio (Median)
Izolitum Onmagaban Kombinacioban
FLU (mg/L) FAR (uM) FLU (mg/L) FAR (uM)
SC5314 05 >300 1(0,5-1) 2,34 (1,17-300)
1216 05 >300 1(0,5-1) 2,34 (1,17-2,34)
10431 05 >300 1 1,17 (1,17-2,34)
27700 16 >300 32 (16-32) 1,17
21616 32 >300 64 1,17

7. tablazat: A fluconazol és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt planktonikus Candida albicans

izolatumok esetében mikrodilucios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve MIC tartomanyokat

abrazolja. A tartomanyon kiviil esett MIC érték esetén (>300 uM), a median szamitasanal a legnagyobb tesztelt
koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MIC értéknek (600 uM).
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5.10 A fluconazol és a farnezol iranti érzékenység meghatarozasa mikrodilucios
moédszerrel Candida albicans szesszilis sejtek esetén

A FLU ¢és farnezol kombinaciokban megfigyelt FLU iranti MIC értékek 2-64-szeres
csokkenést mutattak az Onmagaban mért FLU MIC koncentracidkhoz képest. A
kombinaciokban mért farnezol MIC értékek kisebb mértékii (2-4-szeres) csokkenést mutattak
(8. tablazat)

Minimalis gatlo koncentracio (Median)
Izolitum Onmagaban Kombinacioban
FLU (mg/L) FAR (uM) FLU (mg/L) FAR (uM)
SC5314 512 300 8 75 (37,5-75)
1216 4 (2-8) 150 (150-300) 0,5 (0,12-4) 75 (37,5-150)
10431 >512 150 512 37,5
27700 512 >300 256 300
21616 >512 >300 256 300

8. tablazat: A fluconazol és a farnezol iranti MIC értékek eredményei a vizsgalt Candida albicans biofilmek
esetében XTT-assay-n alapul6é mikrodilicios modszerrel. A tablazat a kapott median értékeket, illetve MIC
tartomanyokat dbrazolja. A tartomanyon kiviil esett MIC érték esetén (>512 mg/L; >300 uM), a median
szamitasanal a legnagyobb tesztelt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink MI1C
értéknek (1024 mg/L; 600 uM)
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5.11 A fluconazol és a farnezol kozotti in vitro kolcsonhatasok vizsgalata Candida

albicans izolatumok esetén

A FLU ¢és farnezol kozott mért in vitro interakcié eredményei a 9. tablazatban lathatok. A

FLU ¢és farnezol kombinacioja soran a planktonikus sejtek vizsgalatakor az Gsszes izolatum

esetében indifferens kolcsonhatast tapasztaltunk. A szesszilis sejtek vizsgalatakor szinergista

kolcsonhatast egyediill az SC5314 referencia torzs esetén figyeltiink meg, a klinikai

izolatumok indifferens kolcsonhatast mutattak. A FICI minden esetben 4 alatti érték volt,

tehat antagonizmust egyik esetben sem figyeltiink meg (9. tablazat).

Gatlo Koncentraciohanyad Index (FICI) (Median)

Izolatum Planktonikus sejtek Szesszilis sejtek
FICI Kolcsonhatas FICI Kolcsonhatas
SC5314 2 (1-2,5) Indifferens 0,27 (0,16-0,27) Szinergizmus
1216 2 (1-2) Indifferens 0,63 (0,38-1) Indifferens
10431 2 Indifferens 0,75 Indifferens
27700 2 (1-2) Indifferens 1 Indifferens
21616 2 Indifferens 0,75 Indifferens

9. tablazat: A fluconazol és a farnezol kombinacidja soran tapasztalt in vitro kolcsonhatasok eredményei a FIC

index (FICI) alapjan
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5.12 A metabolikus aktivitas valtozasa az id6 fiiggvényében fluconazol és farnezol
esetében Candida albicans altal képzett biofilmek ellen

Az eredmények alapjan lathatd, hogy az alkalmazott gyogyszerek ido- €s koncentraciofiiggd
modon viselkedtek a harom FLU-érzékeny C. albicans izolatum altal képzett biofilm ellen
(11. abra). Az onmagaban, illetve a kombinacioban alkalmazott FLU 24 o6ra elteltével,
szignifikdnsan csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitdsit a kontroll sejtekhez
viszonyitva (p<0,01-0,001). A legnagyobb vizsgalt FLU koncentraci6 (512 mg/L) farnezollal
kiegészitve mar 6 ora elteltével is hatékony volt (p<0,05) (11. abra). Az 6nmagaban
alkalmazott gyogyszer koncentracidok, valamint az ezekhez a koncentraciokhoz tartozo
kombinaciok kozott szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk (0,5 mg/L és 0,5 mg/L+
75 uM; stb.) (p>0,05) (11. abra). A rezisztens izolatumok esetében 6 ora elteltével az Gsszes
tesztelt FLU koncentracio csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat (p<0,001) (12.
abra), azonban 6 és 12 ora Kkozott egy atmeneti Ujrandvekedés volt megfigyelheto.
Huszonnégy ora elteltével az egyes FLU koncentracidoval kezelt biofilmek metabolikus
aktivitasa szignifikans csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva
(p<0,001). Fontos kiemelni, hogy a 256 mg/LL FLU és 75 uM farnezol kombinaciéban
szignifikansan csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitdsadt az dnmagaban alkalmazott

gyogyszer koncentraciohoz képest (256 mg/L) (p>0,001) (12. abra).
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11. abra: A fluconazol és a farnezol alkalmazasa soran a metabolikus aktivitasra kifejtett valtozasok a harom
fluconazol-érzékeny Candida albicans izolatum altal képzett biofilmek ellen (atlag £ SEM)
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12. abra: A fluconazol és a farnezol alkalmazésa soran a metabolikus aktivitasra kifejtett valtozasok a harom
fluconazol-rezisztens Candida albicans klinikai izolatum altal képzett biofilm ellen (atlag + SEM)
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5.13 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 szignifikansan csokkentették
a vaginabol kindétt é16 gomba sejtek szamat (p<0,05-0,001). Tovabba az 5 mg/kg napi FLU
dozisok kiegészitve 150 és 300 puM farnezollal szintén hatékonyak voltak a kontroll
csoportokhoz viszonyitva (p<0,05-0,001). Onmagaban egyik vizsgalt intravaginalis farnezol
dozis sem volt hatékony a kezeletlen egerekhez képest (p>0,05) (13. A és B abra). A 21616-
0S FLU-rezisztens torzs esetében a naponta onmagaban alkalmazott 5 mg/kg FLU do6zis nem
bizonyult hatékonynak, azonban farnezollal kombinacioban szignifikdnsan csokkentette a
vaginabol kindtt gombasejt szdmot az alkalmazott farnezol dodzistol fiiggetleniil
(p<0,05-0,01). A legmagasabb vizsgalt FLU dozis (35 mg/kg egér dozis, mely a 24 6ras AUC
(area under curve, koncentracio-id6 fiiggvény alatti teriilet) érték alapjan 150 mg human
dozisnak felel meg) (Louie és mitsai. 1999) onmagaban is hatékony volt. A kombinacio
alkalmazasa (5 mg/kg/map+150 pM/nap farnezol; 5 mg/kg/map + 300 puM/nap farnezol)
szignifikans kiilonbséget nem okozott az 6nmagaban (35 mg/kg) vizsgalt egyszeri FLU
dozishoz képest (p>0,05) (14. A abra). A 27700-as FLU-rezisztens torzs esetében egyik
alkalmazott terapias dozis sem volt hatékony (p>0,05) (14. B abra).
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13. abra: A fluconazol és a farnezol in vivo hatékonysaga a fluconazol- érzékeny Candida albicans 1216 (A) és
10431 (B) izolatummal fert6zott vulvovaginitis egérmodellben. A vaginabol kindtt gombasejtszam logaritmusat
az alkalmazott d6zisok fiiggvényében abrazoltuk (atlag=SEM). ( *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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14. abra: A fluconazol és a farnezol in vivo hatékonysaga a fluconazol-rezisztens Candida albicans 21616 (A) és
27700 (B) izolatummal fert6zott vulvovaginitis egérmodellben. A vaginabdl kinétt gombasejtszam logaritmusat
az alkalmazott d6zisok fiiggvényében abrazoltuk (atlag=SEM). (*P<0,05; **P<0,01)
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5.14 A tarsszerzok kozremiikodése a tudomanyos munka soran

Az értekezés alpjaul szolgald két kozlemény elkészitésében résztvevo tarsszerzok munkajanak

bemutatasa:

Kovacs R, Bozé A, Gesztelyi R, Doman M, Kardos G, Nagy F, Toth Z, Majoros L.
Effect of caspofungin and micafungin in combination with farnesol against Candida
parapsilosis biofilms. International Journal of Antimicrobial Agents. 2016, 47(4):304-10.

A kisérletek megtervezése: Bozd Aliz, Dr. Kovacs Renatd, Dr. Majoros Léaszlo

A Kklinikai mintak beszerzése, azonositisa: Bozd Aliz, Dr. Kovacs Renaté, Dr. Doman
Marianna

Az izolatumok planktonikus-, illetve a biofilmet alkotd sejtjeinek MIC meghatarozasa: Bozo
Aliz, Dr. Doman Marianna, Nagy Fruzsina, Toth Zoltan

A metabolikus aktivitas valtozas vizsgalata: Boz6 Aliz, Dr. Kovacs Renat6, Nagy Fruzsina
Eredmények statisztikai elemzése: Dr. Gesztelyi Rudolf

Kézirat revizi6: Dr. Kovacs Renatd, Dr. Kardos Gabor, Dr. Majoros Laszlo

Bozé A, Doman M, Majoros L, Kardos G, Varga I, Kovacs R. The in vitro and in vivo
efficacy of fluconazole in combination with farnesol against Candida albicans isolates

using a murine vulvovaginitis model. Journal of Microbiology. 2016, 54(11):753-760.

A kisérletek megtervezése: Boz6 Aliz, Dr. Doman Marianna, Dr. Majoros Lészlo, Dr. Kovacs
Renato, Dr. Varga Istvan

Az izolatumok planktonikus-, illetve a biofilmet alkotd sejtjeinek MIC meghatarozasa: Bozo
Aliz, Dr. Doman Marianna

A metabolikus aktivitas valtozas vizsgalata: Boz6 Aliz, Dr. Kovacs Renato
In vivo kisérletek elvégzése: Bozo Aliz, Dr. Kovacs Renato, Dr. Doman Marianna
Eredmények statisztikai elemzése: Dr. Kovacs Renato, Dr. Majoros Laszlo

Kézirat revizi6: Dr. Kovacs Renatd, Dr. Kardos Gabor, Dr. Majoros Laszlo
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6. Megbeszélés

Az elmult évtizedekben dramaian megnovekedett a kiillonbozé Candida fajok altal kivaltott
invaziv fert6zések szama, amelyek foként az immunszuppresszalt betegek hosszabb koérhazi
ellatasa soran alakulnak ki (Percira de Mello és mtsai. 2017). Az Gsszes invaziv Candida
infekcio 35-51%-a az intenziv osztalyokon kezelt paciensek korébol keriil ki, ahol a
mortalitasi arany még mindig elfogadhatatlanul magas (40-51%) (Sasso és mtsai. 2017).
Napjainkban a leggyakrabban izolalt species a C. albicans (Kett és mtsai. 2011), azonban a
legfrissebb epidemioldgiai adatok alapjan a non-albicans fajok (C. parapsilosis C. glabrata,
C. tropicalis, C. krusei) altal kivaltott invaziv fert6zések incidenciaja folyamatos novekedést
mutat (Bassetti és mtsai. 2010). A magas mortalitasi adatokhoz mindenképpen hozzajarul a
kiilonb6zé Candida fajok biofilm képzési képessége mind biotikus, mind pedig abiotikus
feliileteken. Tumbarello és munkatarsai 207 beteg bevonasaval vizsgalta a Candida
véraramfert6zések kialakulasaban szerepet jatszo rizikofaktorok eléfordulasat. Az esetek
41%-aban izolaltak biofilm képz6é Candida fajt, melyek koziil 38%-ban a C. albicans, 34%-
ban C. parapsilosis volt kimutathatd. A tanulmanyukban részt vevo betegek tobb mint 90%-
nak volt valamilyen katétere a fert6zést megel6z6 idészakban (Tumbarello és mtsai. 2012). A
biofilmek virulenciafaktor tulajdonsagit aldtdmasztja Kaur és munkatarsai altal publikalt
tanulmany, amiben az esetek 53%-aban alakult ki ¢letveszélyes invaziv fertézés, ha biofilm
képzddott a katéterek felszinén (Kaur és mtsai 2015; Pierce és mtsai. 2013). Pannanusorn és
munkatarsai a biofilm képzés prevalencidjat vizsgaltdk kiilonb6zd klinikailag relevans
Candida fajok esetében. Tanulmanyukban a C. albicans izolatumok 40%-a volt képes biofilm
létrehozasara, mig a C. parapsilosis torzsek 67%-a mutatta a szeszilis fenotipust

(Pannanusorn és mtsai. 2012).

A magas mortalitdsi adatokhoz hozzajarul, hogy kevés antifungalis szer képes terapias
koncentraciot elérni a biofilmen beliil. A szisztémas fert6zésekben adhatdé antimikotikumok
koziil egyediil a kiilonb6z6 AmB készitmények [ABLC, Liposzomas AmB (L-AmB) Kuhn és
mtsai. 2002)] és az echinocandinok képesek megfelelden penetralni a biofilmbe (Ghannoum
¢s mtsai. 2015). Az echinocandinok azonban nem tartoznak az elsdként valasztand6 szerek
kozé a C. parapsilosis esetén, mivel ez a faj az FKS alegységben talalhaté generikus mutaciod
kovetkeztében csokkent érzékenységgel rendelkezik ezen echinocandinok irant (Pierce és
mtsai. 2013; Garcia-Effron és mtsai. 2008). Az IDSA 2016-ban megjelent ajanlasa alapjan a

gomba okozta katéter-asszocialt fertdzések sordn a szisztémas antimikotikum kezelés mellett
63



elsédlegesen valasztand6 miivelet a katéter eltavolitasa és cseréje (Pappas €s mtsai. 2016). Ez
az eljaras azonban nem minden esetben jelent jobb terapias eredményt, hiszen a biofilm
viszonylag gyorsan (24-48 6ra) ujratermelddik a beiiltetett eszk6z felszinén, raadasul a primer
adherencia mar 90 perc utan kialakulhat (Klingspor és mtsai. 2014). Problémat jelent foként a
kritikus allapota betegek esetében, hogy a beiiltetett eszkdzok eltavolitasa €s cseréje gyakran
fajdalmas beavatkozast igényel, illetve a csere tovabb emelheti az amugy is magas koérhazi
koltségeket. A biofilm kialakuldsanak - igy a katéterekkel Osszefiiggd infekciok -
megeldzésére szolgalhatnak a kiilonféle bevonatokkal ellatott katéterek (Gupta €s mitsai.
2016). A legtijabb technikédknak koszonhetden az antimikrobidlis tulajdonsagokkal rendelkezd
részecskék (pl.: eziist-partikulumok) orvostechnikai eszkozok feliiletére impregnalhatok
(Lemire ¢és mtsai. 2013; Pereira de Mello és mtsai. 2017). Cobrado ¢és munkatérsai
klorhexidin/eziist-szulfadiazinnal illetve minociklin/rifampinnal bevont katéterek feliiletén
hasonlitottak 6ssze a C. albicans és a C. parapsilosis izolatumok biofilm termelését.
Eredményeik alapjan a klorhexidin/eziist-szulfadiazin kombindci6 szignifikdnsan csokkentette

a Candida fajok altal képzett szesszilis sejtek életképességét (Cobrado és mtsai. 2017).

A fentebb emlitett impregnalt katéterek hasznalata egy elég koltséges modja a katéter-
asszocialt fertdzések kezelésének, azonban egy Ujabb és olcsobb megoldast jelenthet az
antibiotikumok esetében mar a klinikumban is alkalmazott ,,lock™ terapia, melynek soran a
lezart katétert nagy dozisu antimikrobas szerrel toltik fel, majd néhdny oras inkubaciot
kovetden atmossak és Gjranyitjak az eszkozt (Walraven és mtsai. 2013). A koagulaz-negativ
Staphylococcus-ok, illetve Gram-negativ baktériumok altal okozott katéter-asszocialt
fertdzések kezelésére az IDSA altal hivatalosan jovahagyott ,lock” protokoll mar
rendelkezésre all, azonban a gombak esetében nincs még elfogadott ajanlas (Vassallo és
mtsai. 2015; Mermel és mtsai. 2009). Korabban elvégzett in vitro és in vivo vizsgalatok
alapjan az echinocandinok, az AmB [(L-AmB vagy AmB-deoxiolat (D-AmB)] és az etanolt
tartalmazoé ,,lock” oldat egy sokat igérd kezelési stratégia lehet (Walraven és mtsai. 2013;
Pierce és mtsi. 2013). Oncii kisérletei soran egy C. parapsilosis klinikai izolatum altal képzett
biofilm ellen vizsgélta az AmB és CAS hatékonysagat. Mindkét szer teljes gatlast okozott,
azonban komoly limitacidja volt ennek a tanulmanynak, hogy kizarolag egyetlen izolatumot
vizsgaltak (Oncii 2011). Raad és munkatarsai ABLC-t és EDTA oldatot hasonlitottak ssze
onmagukban, illetve egymassal kombinacioban. In vitro vizsgalataik soran szilikon korongok
feliiletén C. albicans és C. parapsilosis biofilmet allitottak elé. Ezutan az ABLC és az EDTA
oldatat alkalmaztak Onmagukban, illetve kombinacioban [ABLC (2 mg/mL) + EDTA
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(30 mg/mL)]. Eredményeik alapjan a kombinacidban torténd szerek alkalmazasa
szignifikdnsan hatékonyabbnak tlint az dnmagaban alkalmazott szerek aktivitasdhoz képest
(Raad ¢és mtsai. 2008). Korabban megjelent irodalmi adatok alapjan a C. albicans altal termelt
quorum-sensing molekula, a farnezol szinergista modon fokozhatja bizonyos antifungalis
szerek hatékonysagat (Yu és mtsai. 2012; Cordeiro és mtsai. 2013; Katragkou és mtsai. 2015),
ezért potencialis adjuvans lehet a Candida fajok altal kivaltott infekciok terapidja soran
(Hornby és mtsai. 2001). Mindazonaltal ezek a vizsgalatok ezidaig csupan a C. albicans elleni
hatékonysagot vizsgaltdk. Munkacsoportunk altal végzett kisérletekben 6t kiilonbozo
C. parapsilosis klinikai izolatum altal képzett biofilm esetén vizsgaltuk a farnezol potencialis
adjuvans hatdsat CAS-nal és MICA-nal kombinalva. Hipotézisiink alapjan az exogén uton,
szuprafiziologias koncentracioban alkalmazott farnezol megzavarja a biofilmben talalhatod
Candida sejtek kommunikacios és anyagcsere folyamatait (elsésorban az ergoszterol szintézis
utvonalat), ezért fokozottan érzékennyé valnak a farnezollal kombinacidoban adagolt
tradicionalis antifungalis szerekkel szemben (Langford és mtsai. 2009). Ennek kovetkeztében
a C. parapsilosis esetén tapasztalt generikusan magasabb echinocandin MIC értékeket - ami a
biofilmek esetében még markansabban jelentkezik - csokkenteni tudjuk, tovabba fokozhatjuk

a sejtfalszintézis gatlasabol eredd fungicid hatast.

Cordeiro és munkatarsai rezisztens planktonikus C. parapsilosis torzsek esetén szignifikans
MIC értékcsokkenést figyeltek meg a farnezol és a CAS kombinacio alkalmazasa soran. Az
altaluk publikalt szinergista kolcsonhatast FICI eredményeik (FICL: 0,124-0,5) is
megerdsitették. Hasonld eredményeket figyeltek meg a FLU, itraconazole és az AmB plussz
farnezol kombinaci6 alkalmazasa esetében is (FICI: FLU+farnezol: 0,124-0,249;
itraconazole+farnezol: 0,09-0,5; AmB+farnezol: 0,124-1,0) (Cordeiro és mtsai. 2013).
Kisérleteinkben a planktonikus C. parapsilosis izolatumok vizsgalatai soran a CAS és
farnezol kombinaci6 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 mértéki csokkenés volt
tapasztalhatd (2-64-szeres és 16-256-szoros). A CAS és farnezol kombinécidja soran egy
izolatum kivételével (17432) indifferens kolcsonhatdst tapasztaltunk, habar a szamitott
median 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).
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Katragkou és munkatarsai C. albicans SC5314 referencia torzs altal képzett biofilm ellen
vizsgaltdk a MICA ¢és farnezol kombinaciojat, melynek soran szinergizmust figyeltek meg,
bar az altaluk mért értékek nagyon kozel voltak az indifferenciat jelentd hatarértékhez (FICI:
0,49+0,02). A FLU és farnezol kombinacidja soran szintén szinergista interakciot tapasztaltak
SC5314 C. albicans referencia izolatum ellen a FICI, illetve a Bliss independence statisztikali
modszer alkalmazasaval, habar az atlag FICI ebben az esetben is megkozelitette az indifferens
hatarértéket (median FICI: 0,5+0,02) (Katragkou és mtsai. 2015). Erdekes jelenség, hogy az
AmB ¢és farnezol egyiittesen torténd alkalmazasakor a FICI érték szinergista kdlcsonhatast
jelzett, mig a Bliss independence modell alapjan indifferens hatast kaptak, amely alatamasztja
a kombindacios kisérletek tobb metodikaval torténd vizsgalatanak fontossagat (Katragkou és

mtsai. 2015).

In vitro kisérleteinkben a C. parapsilosis szesszilis sejtjeinek vizsgalatakor CAS és a farnezol
illetve a MICA ¢és farnezol kombinacidja esetében is egyértelmilien bebizonyosodott a
szinergista kolcsonhatas. A CAS és farnezol kombinacidja soran 8-64-szeres, mig a MICA ¢és
farnezol alkalmazasa esetén 4-32-szeres MIC értékcsokkenés jott 1étre az Gnmagaban mért
MIC koncentraciokhoz képest. A CAS és a MICA farnezollal torténd kombinéacioja esetén a
C. parapsilosis klinikai izolatumainal minden esetben szinergizmus volt megfigyelhetd
(FIClcas: 0,155-0,5; FICImica: 0,093-0,5). A FICI alapjan tapasztalt szinergista kolcsonhatast
a biofilmek esetében a metabolikus aktivitds valtozasdnak nyomonkdvetésével erdsitettiik
meg, melyet az id6 figgvényében vizsgaltunk. A CAS az Osszes tesztelt koncentracioban
szignifikansan csokkentette a biofilmek metabolikus aktivitasat, mig MICA esetében az elsd
12 ordban figyeltiink meg hasonld eredményt a kezeletlen sejtekkel Osszehasonlitva. Az
ATCC 22019 referencia torzs esetében a planktonikus és a szesszilis sejtek esetén megfigyelt
indifferens hatas a lassabb novekedési rataval, illetve az izolatum gyengébb biofilmképz6
képességével magyarazhatd (Tavanti és mtsai. 2010). Ahogyan a vizsgalatainkbol kideriil, a
farnezol novelte a CAS és a MICA hatasat egy napos biofilmek ellen, melyet két, egymastol
fliggetlen modszerrel is sikeriilt bizonyitani. A szinergizmus hatterében valdsziniileg az
antifungalis szerek altal indukalt ROS (reaktiv oxigén szarmazék) termelddés allhat, mely up-
reguldlja a Ras fehérjéket. Ezaltal fokozodik a farnezol hatdsa, mely aktivalja a Ras
transzmembran doménjét, illetve gatolja a CAMP-PKA, valamint a MAP-kinaz jelatviteli

utvonalakat (Katragkou és mtsai. 2014; Delattin és mtsai. 2014; Inglis és Sherlock 2013).
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Az echinocandinok aktivitasa farnezol hozzaadasaval fokozhat6, azonban a quorum-sensing
megzavardsa esetén nem kivant hatdsokat is kivalthatunk. A sejtek kozotti kommunikécio
exogén uton torténd befolyasolasa révén serkenthetjiik a biofilmben természetesen jelen 1évo
diszperzios folyamatokat, melynek kovetkeztében invaziv —disszeminalt candidiasis
kialakulasdnak a veszélye is fennéllhat (Uppuluri és mtsai. 2010). Rdadasul a biofilmbdl
le/kiszakadt sejtek mas élettani jellemzdkkel rendelkezhetnek és altalaban virulensebbek, mint
a biofilmet alkoto szesszilis formaik (Uppuluri €s mtsai. 2010). Fontos megjegyezni, hogy
nemcsak a katéter belsd részében, hanem annak felszinén is létrejohet biofilm, tovabba a
diszperzié jelensége miatt a ,lock” terapia mellett szisztémdas antifungdlis kezelést is

sziikséges alkalmazni (Nett 2014).

Az elmult években egyéb quorum-sensing molekuldkkal torténd vizsgalatok alapjan is
felmeriilt, hogy potencialis adjuvansként alkalmazhatok akar a ,,lock” terapia, akar egyéb
alternativ terapia részeként. A C. albicans altal termelt tirozol-lal 6nmagaban, illetve
antifungalis szerekkel torténé kombinacidoban végzett kisérletek eredményeibdl lathatd, hogy
hatékony szerepet tolthetnek be a biofilm kialakuldsanak gatlasaban (Shanmughapriya ¢és

mtsai. 2014; Monteiro €s mtsai. 2015; Cordeiro és mtsai. 2015).

Bar a neutropénias betegek esetén egyre gyakrabban hasznaljak az echinocandinokat az
empirikus antifungalis terapia részeként, az ép immunrendszerrel rendelkezé betegek
esetében, valamint enyhébb felszini gombds fertdzések kezelése sordn tovabbra is a
kiilonboz6 azolok a leggyakrabban alkalmazott antifungalis szerek. A biofilm-asszocialt
fertdzések kezelésében az azol-tipust antifungalis szerek nem javasoltak az elsddleges terapia
részeként (Pierce és mtsai. 2013), azonban a quorum-sensing molekuldk adjuvansként torténd
alkalmazasa fokozhatja az azol-alapt terapidk hatékonysagat is. Korabban Cordeiro és
munkatarsai altal publikalt in vitro kisérletek soran az azol-tipusu antimikotikumok kozé
tartozo FLU és a farnezol kombindcioban torténd alkalmazasa sordn szinergista kolcsonhatast
figyeltek meg FLU-rezisztens C. albicans planktonikus sejtek ellen (FICI: 0,015-0,374)
(Cordeiro és mtsai. 2013). Sharma és Prasad hasonld eredményeket tapasztaltak FLU és
farnezol kombinacidja soran azol-érzékeny és azol-rezisztens planktonikus C. albicans
klinikai izolatumok, illetve az SC5314 referencia torzs esetén. A FLU és a farnezol
kombinacidjanak alkalmazasakor az egyes szerek iranti MICg értékek esetében 8-64-szeres
csokkenést figyeltek meg. Raadasul a FICI értékek alapjan antagonizmust egyik esetben sem

irtak le (FICI<0,5) (Sharma és Prasad 2011). A fent leirt eredmények alapjan a farnezol
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antimikotikum hatast fokoz6 viselkedését talan ki lehetne hasznalni a mukozalis fert6zések
igyekeztiink megerdsiteni a korabban in vitro tapasztalt farnezol altal kivaltott szinergizald
hatast C. albicans biofilmek ellen. Az emberi szervezetben Candida biofilmek alakulhatnak ki
a szajiiregben, a 1égz6- és emésztérendszerben, illetve a hugyutakban egyarant (Polke és mtsai
2015; Pereira de Mello és mtsai. 2017). NOk esetében leggyakrabban a hiively
nyalkahartyajan johet létre biofilm, amelynek szerepe lehet a rekurrald vaginitises esetek
kialakulasaban. Foxman és munkatarsai 2011. junius €s augusztus kozott az interneten végzett
felmérése soran Candida fajok altal kivaltott rekurrald vulvovaginitis prevalenciajat
vizsgaltak 16 és 65 év kozotti nok esetében 6t eurdpai orszagban, illetve az Amerikai Egyesiilt
Allamokban. A vizsgalat alapjan Franciaorszagban a nék 29%-a, mig az olasz ndk 49%-a
szenvedett €lete soran legalabb egyszer vulvovaginitisben. A felmérésben résztvevok 9%-anal
egy éven beliil négy vagy tobb alkalommal fordult eld tiinetet okozd fert6zés (rekurrald
vulvovaginitis), legnagyobb gyakorisaggal a 25-34 év kozotti korosztalyban. A korabban leirt
epidemiologiai adatok alapjan a vulvovaginitis esetében mindenképpen egy relevans
népegészségiigyi problémardl beszéliink, amely az egyre inkabb terjedd azol rezisztencia
miatt igényli az 0j tipust alternativ terapiak kialakitasat. Az ilyen terapiak egyik sarokkdve
lehet a quorum-sensing molekuldk adjuvansként torténé alkalmazasa a hiively

nyalkahdrty4jan 1évo6 biofilmek megbontisara (Foxman és mtsai. 2013).

In vitro kisérleteink alapjan Cordeiro és Sharma eredményeivel ellentétben a planktonikus
C. albicans izolatumok és az SC5314 referencia torzs esetén is indifferens interakciot
figyeltiink meg a FLU és a farnezol kombindcidja sordn. Hornby és munkatarsai korabbi
megfigyelése alapjan a FLU-al torténé kezelés C. albicans esetében torzsfiiggd modon
fokozhatja az endogén farnezol termelést (Hornby és mtsai. 2004), amely magyarazatot adhat
a FLU ¢és farnezol kozott kialakulo in vitro interakciok kozotti kiilonbségekre (Sharma és
Prasad 2011; Cordeiro és mtsai. 2013). Vizsgalatainkban FICI alapjan az SC5314 C. albicans
altal képzett biofilmek esetében viszont mar szinergista kolcsonhatast, mig a klinikai
izolatumok vizsgalatakor indifferens interakciot figyeltink meg. A klinikai izolatumok
egységes viselkedése ellenére, bizonyos esetekben szokatlan ¢élettani jellemzoket
tapasztaltunk. A FLU-rezisztens izolatumok altal képzett szesszilis sejtek vizsgalata soran a
,.checkerboard” mikrodilticios modszer esetében magas FLU és farnezol koncentraciokon a
metabolikus aktivitds paradox modon torténd emelkedése volt megfigyelhetd. Korabban
leirtdk, hogy az exogén uUton hozzdadott farnezol szerepet jatszhat az egyes anyagcsere
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utvonalak (glikolizis, gliikoneogenezis, aminosav bioszintézis) szabalyozdsdban résztvevd
gének expresszidjdban, mely magyardzhatja a metabolikus aktivitds paradox uton
bekovetkezd erdsodését (Han és mtsai. 2012). Ez a jelenség megfigyelhetd volt az altalunk
vizsgalt rezisztens izolatumok (21616, 27700) esetében, ahol 6 és 12 6ra kozott a metabolikus
aktivitas novekedése volt jellemz6. Napjainkban a kutatok egyre inkabb in vivo koriilmények
kozott kiilonféle allatmodellek alkalmazasaval probaljak vizsgalni a farnezol hatdsat, azonban

az eredmények egyeldre ellentmondasosak (Hisajima és mtsai. 2008; Navarathna és mtsai.

2007).

Hisajima és munkatarsai oralis candidiasisban szenved6 egerek esetében vizsgaltak a farnezol
hatékonysagat. C. albicans gombaszuszpenzidval fertdztek ndstény egereket szajon at, majd
1,125 valamint 2,25 és 9 uM-os farnezol oldatot adagoltak per os a fert6zés utan 3, 24 és 30
ordval. A csiraszam meghatdrozdsdhoz az egerek eltavolitott nyelvét, illetve triilékét is
felhasznaltak. Eredményeik alapjan az alkalmazott 9 uM farnezol protektiv hatast mutatott,
hiszen szignifikansan csokkentette a nyelvbol kinbtt gombasejtek szamat a kezeletlen kontroll
egerekhez viszonyitva (4,50 + 0,40; 5,40 = 0,23 log CFU/nyelv). Tovabba a farnezol kezelés
mérsékelte az egerek teststilycsokkenését, illetve a székletbdl kitenyészthetd gombasejtek

szamat is (Hisajima és mtsai. 2008).

Az elérhetd limialt szama in vivo tanulmany koziil Navarathna és munkatarsai egy masik
szemszOgbdl vizsgaltdk a farnezol hatdséat, ahol a kapott eredményeik tovabbi kérdéseket
vetnek fel. A 2007-es tanulmanyukban oralisan és intraperitonealisan alkalmazott farnezol,
mint virulenciafaktor szerepét vizsgaltak in vivo kisérletekben. Eredményeikbdl jol latszik,
hogy a C. albicans 1,3x10° CFU/mL gombaszuszpenziéval fertézott egereknél alkalmazott
farnezol hatasara fokozodott a szisztémas candidiasis kialakulasa, illetve atlagosan 30 o6raval
korabban kovetkezett be az egerek elhalalozasa a kontroll csoportokhoz viszonyitva
(Navarathna és mtsai. 2007). Szubletalis dozissal torténd fert6zés soran a farnezollal kezelt
csoport tagjai négy nappal kordbban kezdtek el pusztulni, illetve esetiikben a fert6zés utani 6.
napon 0Otszor alacsonyabb volt a tilélési rata, mint a kezeletlen egerek esetében (Navarathna
¢s mtsai. 2007). Kisérleteik alapjan az intraperitonealisan és oralisan alkalmazott farnezol
(20 mM/egér) eldsegitette az egerek pusztulasat. Eredményeik azt jelzik, hogy az exogén uton
bejuttatott farnezol fokozza a C. albicans virulenciajat és fontos szerepet jatszik a gombak

altal okozott fertézések patogenezisében. Erdemes azonban megjegyezni, hogy Navarathna és
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Hisajima kutatdcsoportjai altal alkalmazott farnezol koncentraciok kozott héarom

nagysagrendnyi volt a kiilonbség (20 mM/egér; 9 uM/egér).

Egy masik invaziv fertdzést vizsgald tanulmanyban Martins €s munkatarsai a C. albicans
CAF2-1 torzzsel fertdzott egerek kezelésére 94 pmol izoamil-alkoholt, 70 upmol
2-feniletanolt, 3,2 nmol E-nerolidolt és 18 nmol E,E-farnezolt tartalmazo koktélt alkalmaztak,
melynek hatasdra a fert6zést kovetd 3. napon felboncolt egerek veséjébdl kindtt
gombasejtszam szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll sejtekhez viszonyitva (p<0,05).

Eredményeik alapjan tehat a farnezol virulenciat fokozé hatasa nem teljesen egyértelmii.

Hisajima és munkatarsai altal kapott eredményekkel ellentétben az in vivo kisérleteinkben
alkalmazott 150 uM és a 300 uM farnezol 6nmagukban nem voltak hatékonyak. Azonban a
21616-0s FLU-rezisztens izoldtum esetében az alkalmazott farnezol doézistol fliggetleniil
fokozta a naponta adagolt 5 mg/kg FLU doézis hatékonysagat a kontroll egerekhez viszonyitva
(p<0,05-0,01). Korabbi vizsgalatokban in vitro planktonikus sejtekkel végzett kisérletek soran
két munkacsoport is hasonlé eredményeket kapott (Jabra-Rizk és mtsai. 2006; Cordeiro és
mtsai. 2013). Jabra-Rizk és munkatarsai 2006-ban FLU-rezisztens planktonikus
C. dubliniensis és C. albicans izolatumok esetén a FLU és a farnezol kombinacioban torténd
vizsgalata soran szinergista interakciot figyeltek meg. A vizsgalt torzsek esetében a
kombinacioban mikrodilicios modszerrel megfigyelt FLU iranti MIC értékeket a farnezol
dozisfiiggd modon csokkentette az onmagaban vizsgalt FLU iranti MIC értékekhez képest
(Jabra-Rizk és mtsai. 2006). Cordeiro ¢és munkatarsai 2013-ban FLU-rezisztens
(MIC>64 mg/L) planktonikus C. albicans izolatumok esetén vizsgaltak a farnezol
hatékonysagat, ahol a kombinacioban megfigyelt FLU iranti MIC értékek esetében
szignifikans cskkenést tapasztaltak (p<0,05). Az altaluk leirt szinergista kdlcsonhatast FICI
eredményeik is alatamasztottak (FICI: 0,015-0,374) (Cordeiro és mtsai. 2013). In vitro
vizsgalatainkban a planktonikus sejtek esetén indifferens kolcsonhatast tapasztaltunk, azonban
a szesszilis sejtek vizsgalatakor a farnezol az SC5314 FLU-érzékeny vad tipust izolatum

esetében novelte a FLU in vitro biofilm ellenes aktivitdsat.

A farnezol potencidlis in vivo adjuvansként betoltott szerepe tehat jelenleg
megkérddjelezhetd, hiszen vizsgalatainkban egyediil a 21616-0s izolatum esetében volt képes
kis mértékben novelni a FLU in vivo hatékonysagat. Bar az érzékeny izolatumok vizsgalata
soran terapids eldnyt nem jelentett a kombinacio hasznalata, a rezisztens izolatumok esetében

a farnezol torzsfiiggd modon csokkentheti vagy akar meg is sziintetheti a FLU rezisztenciat.
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Tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek a farnezol pozitiv vagy negativ hatasanak

megerodsitésére.

Kutatasaimban arra kerestem a valaszt, hogy egy 1j, innovativ komponenst tartalmaz6 terapia
mennyire lehet hatékony a Candida biofilmek ellen a két leggyakoribb biofilm képz6 gomba
esetében. Eredményeink alapjan a farnezol egy potencialis adjuvans lehet a C. parapsilosis
okozta katéter-asszocialt fertdzésekben olyan specidlis terapidkban, mint az antifungalis
,lock” terapia. A farnezol in vivo alkalmazhatdsaga azonban tovabbra is kérdéseket vet fel.
Kisérleteink alapjan az intravaginalisan alkalmazott farnezolnak 6nmagéban nem volt
protektiv hatasa vulvovaginitises egérmodell esetében, illetve nem nodvelte a FLU
hatékonysagat in vitro és in vivo koriilmények kozott C. albicans klinikai izolatumok ellen.
In vivo jelent6sége elsGsorban a FLU rezisztencia megsziintetésében lehet, azonban ez gy
tlinik, hogy torzsfiiggd modon jelentkezik. Mindenesetre azt érdemes kiemelni, hogy in vivo
koriilmények koOzott antagonista hatast nem tapasztaltunk a farnezol hasznalata
kovetkeztében. Tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek a jovoben mind a katéteres-, mind
pedig a mukozalis fertdzéseket vizsgalo modellek esetében, hogy egyértelmiien
alatamaszthassuk a farnezol terdpids jogosultsagat az alternativ kezelésekben.

A Kkisérletek soran kapott 0ij eredmények:

A farnezol novelte a CAS és a MICA hatasat 24 6ras C. parapsilosis altal képzett biofilmek
ellen, melyet tobb, egymastdl fiiggetlen modszerrel is sikeriilt bizonyitani (,,checkerboard”
mikrodiliciés modszer; metabolikus aktivitas valtozas vizsgalata az id6 fiiggvényében).

A kapott FIC indexek alapjan a farnezol szinergista hatdst mutatott az echinocandinokkal
kombinacioban C. parapsilosis altal képzett biofilmek ellen.

A metabolikus aktivitds valtozds vizsgalatainak eredményei alapjan a CAS farnezollal
kiegészitve 24 ora elteltével is szignifikansan hatékony volt C. parapsilosis biofilmek ellen.
Az alkalmazott gyodgyszerek (FLU és farnezol) id6- és koncentraciofiiggdé modon
csokkentették a C. albicans altal képzett biofilmek metabolikus aktivitasat.

In vivo eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy vulvovaginitisben a farnezol
onmagaban nem volt protektiv sem az érzékeny, sem pedig a rezisztens izolatumok esetében.
A farnezol potencidlis in vivo adjuvansként Dbetoltott szerepe tehat jelenleg
megkérddjelezhetd, hiszen vizsgalatainkban egyediill a 21616-os izolatum esetében,
torzsfiiggd modon volt képes kis mértékben ndvelni a FLU in vivo hatékonysagat (sztatikus
hatas).
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7. Osszefoglalas

A biofilmek goécpontként szolgalhatnak mind az invaziv Candida fert6zések mind pedig a
mukozalis infekciok esetében. A vizsgalataink elsédleges célja volt egy olyan potencialis
adjuvans vizsgalata, amely mind in vitro mind pedig in vivo koériilmények kozott fokozhatja
az adott terapiaban hasznalt antifungalis szer hatasat. Korabbi in vitro adatok alapjan egyes
quorum-sensing molekulak (pl.: farnezol) novelhetik az antifungalis szerek hatékonysagat,
ezért adjuvansok lehetnek kiilonb6zd terapidkban. Munkdnk elsdé részében megvizsgaltuk a
caspofungin, a micafungin és a farnezol kozotti in vitro kolcsonhatast kétdimenzids
,,checkerboard” mikrodilicidos modszerrel, illetve kovettiilk a metabolikus aktivitas valtozasat
az 1d6 figgvényében C. parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek ellen. Ezt
kovetden meghataroztuk a fluconazol és a farnezol in vitro-in vivo hatékonysagat 6Gnmagaban,
illetve kombinacioban C. albicans klinikai izolatumok ellen a klasszikus ,,checkerboard”
modszert 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
kombinalva ezek az értékek 4-8 mg/L-re csokkentek. Az echinocandinok és a farnezol
kombinacidja esetén az Osszes vizsgalt klinikai izolatumnal a FIC index alapjan szinergista
kolcsonhatas volt megfigyelhetd (FICIcas: 0,155-0,5; FICIyica: 0,093-0,5). Az aktivitas
dinamikaja szempontjabol a caspofungin és farnezol mindharom tesztelt kombinacidja
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 elsG 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 megfigyelhetd szinergista kélcsonhatas (FICI: 0,16-0,27). In vivo
eredményeink alapjan a farnezol 6nmagaban nem volt protektiv vulvovaginitisben, azonban
kombinacioban torzsfiiggé modon novelheti 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 bizonyitasara.
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8. Summary

Biofilms may be a potential source of invasive candidiasis and mucosal infections. The
primary aim of this study was to examine a potential adjuvant which would enhance the in
vitro and in vivo activity of antifungal agents used in the treatment. Previous in vitro data
suggest that certain quorum-sensing molecules (e.g. farnesol) may potentiate the activity of
antifungal agents, hence they may be used as an adjuvant in alternative treatment strategies.
During the first part of our investigations in vitro interactions were examined between
caspofungin, micafungin and farnesol using two-dimensional broth microdilution assay then
followed the changes of metabolic activity against C. parapsilosis biofilms. Then in vitro and
in vivo activity of fluconazole was studied alone and in combination with farnesol against C.
albicans biofilms using classical broth microdilution ,,checkerboard” assay and a murine
vulvovaginitis model. The median sessile MICs ranged between 32-256 mg/L and 16-512
mg/L for caspofungin and micafungin, respectively. Median MICs for caspofungin and
micafungin in combination with farnesol decreased these rates to 4-8 mg/L. Based on FICIs
for sessile clinical isolates, synergism was observed for caspofungin (range of median FICIs:
0.155-0.5) and micafungin (range of median FICIs: 0.093-0.5). The metabolic activity of
fungal cells was inhibited by caspofungin+farnesol in all three tested combinations between 3
and 24 hours compared to the control (p<0.05-0.001). Significant inhibition was observed for
micafungin+farnesol in the first 12 hours (p<0.001). In the case of sessile C. albicans cells
farnesol caused a 2-64-fold MIC decrease in median MICs. For biofilms, synergy between
fluconazole and farnesol was observed only against the reference strain (FICIs: 0.16-0.27). In
vivo findings revealed that farnesol alone was not protective in a murine vulvovaginitis
model, but in combination it can enhance the effect of fluconazole against fluconazole-
resistant isolates of C. albicans. Our results suggest that farnesol may be a potential adjuvant
in special therapies (e.g. antifungal lock therapy) in the catheter-associated infections caused
by C. parapsilosis, but further in vivo studies are needed to confirm its anti-biofilm effect in

mucosal biofilms.
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