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1. Bevezetés

Napjainkban megkozelitdleg 2,2-3,8 millié gomba faj ¢l vilagszerte, amelyek koziil mindossze
300 tekinthetd human patogénnek (Hawksworth és Liicking 2017; Rossato és mtsai. 2021). Az
altaluk okozott infekcidok csaknem 1,7 milliard embert érinthetnek vildgszerte, ahol a
betegségek sulyossaga a szuperficidlistol az invaziv fert6zésekig terjedhet. Az utdbbiak
mintegy 1,5 millié ember halalaért tehetdek felelossé évente (Wall és mtsai. 2019; Loh és Ang
2020).

A human patogén gomba fajok jelentds része opportunista természetii, vagyis permanens
immunszupresszio esetében (pl. HIV fert6zés, malignus daganatos megbetegedés) okozhatnak
infekciot, tovabba az invaziv orvosi beavatkozasok, a széles spektrumu antibiotikum terapia,
illetve a szervtranszplantacio is jelentds hajlamositd tényezonek tekintheté az opportunista

gomba fertézések szempontjabol (Rossato és mtsai. 2021).

A leggyakoribb human patogén gomba fajok elsdsorban a Candida nemzetségbdl keriilnek ki.
A leggyakrabban azonositott Candida faj tovabbra is a Candida albicans, amely a gomba
eredetli nyalkahdartya-és invaziv fertézések koriilbeliil 70%-aért felelds vilagszerte (Talapko és
mtsai. 2021). A Candida fajok a normal mikrobiom oszlopos tagjaiként, legfoképp a
gasztrointesztinalis rendszerben, a bdr felszinén, illetve a ndi genitalis traktusban vannak jelen
(Dadar ¢és mtsai. 2018). Az utdbbi években lejatszodd epidemiologiai valtozasnak
koszonhetben az ugynevezett non-albicans fajok (C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. auris) incidenciaja és prevalenciaja is fokozatosan novekvd tendenciat mutat. Az
egyes fajok megoszlasa azonban f6ldrajzi teriilettdl fiiggden eltérd lehet (Pappas €s mtsai. 2018;
Du és mtsai. 2020).

Az elmult években a kiilonb6z6 beiiltetett orvostechnikai eszk6zok Klinikai gyakorlatban
torténd rutinszeri alkalmazéisaval a biofilm-asszocidlt infekciok eléforduldsa jelentdsen
emelkedett. A centralis vénas katéterek felszinén, valamint lumenében 1étrejové biofilmek
allandé gocpontjai lehetnek a szisztémas fertdzéseknek, igy a candidémia szempontjabdl az
egyik legjelentGsebb rizikd tényezot jelentik (Pappas és mtsai. 2018). A Candida fajok altal
kivaltott véraramfertézések incidenciaja az Amerikai Egyesiilt Allamokban koriilbeliil 9,5-
14,4/100,000 eset (Magill és mtsai. 2018; Quindos 2014). Egy koézelmultban végzett
epidemioldgiai metaanalizis szerint a candidémia gyakorisaga Europaban 3,88/100,000 eset,
mely korilbeliil napi 79 megbetegedésnek felel meg (Koehler és mtsai. 2019).



Pfaller és munkatarsai a SENTRY program (Antimikrobialis Surveillance Program)
segitségével, tobb éven keresztiil (2012-2017), 16 orvosi kozpont (Amerikai Egyesiilt Allamok,
Mexikd, Eurdpa, Dél-Korea) bevonasaval, a gombak ¢és baktériumok altal okozott
véraramfert6zések el6fordulasat vizsgaltak. Az eredményeik alapjan a Candida fajok a 9.
helyen szerepeltek a nozokomialis véraramfertézést kivaltdé mikroorganizmusok listajan
(Pfaller és mtsai. 2020). Bar incidencidjuk az elmult évekhez képest valamelyest csokkent
(korabbi adatok szerint az Amerikai Egyesiilt Allamokban a negyedik, mig Eurdpaban a hatodik
leggyakrabban izolalhaté mikrobanak szamitottak a véraramfert6zések soran), a candidémia
mortalitasi ardnya még mindig elfogadhatatlanul magas, akar a 40-50%-ot is meghaladhatja
(fajtol fuggden) az intenziv ellatast igényld paciensek korében (Vitalis és mtsai. 2020; Du és
mtsai. 2020; Talapko és mtsai. 2021).

A biofilmek kompakt szerkezetiiknek koOszonhetéen kivald védelmet biztositanak az
antifungalis szerekkel, illetve az immunrendszerrel szemben a gombasejtek szamara (Gulati és
Nobile 2016). Ennek eredményeképpen a biofilm alapu fertézések kezelése a mai napig nagyon
komoly kihivast jelent a klinikusok szamara. A rendelkezésiinkre allo antimikotikumok szama
erésen limitalt, rdadasul a szisztémas infekciok terdpidja sordn hasznalhatdé gombaellenes
szerek koziil nem mindegyik képes a biofilm matrixdban terapids koncentraciot elérni. A
jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté antifungalis szerek koziil csak az echinocandinok
¢és az amphotericin-B (AMB) mutatnak fajfiiggd biofilm ellenes aktivitast (Kean és Ramage
2019).

Tekintettel a biofilm eredetli fertézések szamanak novekedésére, valamint a multirezisztens
Candida speciesek megjelenésére, égetd sziikség van a korabbiaktol eltérd antifungalis terapias
lehetdségek kidolgozasara. Ez alatt nem feltétleniil 0j gyogyszerek szintézisére, tesztelésére és
a klinikumba torténd bevezetésére kell gondolnunk, hanem érdemes figyelembe venni a mar
hosszu évek Ota ismert, &m mas terdpids indikacidban hasznalt vegyiiletek antifungélis hatasat.
Tovabbi alternativ megoldasként szolgalhatnak, az utobbi években a figyelem kozéppontjaba
keriil6 kombinacios terapiak is, amelyek a késébbiekben szintén mentdovet jelenthetnek az
invaziv gombas fertézések kezelése soran, akar a biofilmek esetében is (Rossato és mtsai.
2021). Korabbi kombinacios vizsgalatok alapjan a szinergista interakcié a nukleozid-analog
nikkomycin Z (NIKZ) és egyes tradicionalis antifungalis szerek kozott jol ismert, azonban ezek
a tanulmanyok kizarolag a planktonikus formakra &sszpontositottak (Sandovsky-Losica és

mtsai. 2008; Szilagyi és mtsai. 2012; Cheung és Hui 2017).


https://5sa6dlpril3w2mycmz56z5azfa--sfamjournals-onlinelibrary-wiley.translate.goog/doi/full/10.1111/lam.13204#lam13204-bib-0016
https://5sa6dlpril3w2mycmz56z5azfa--sfamjournals-onlinelibrary-wiley.translate.goog/doi/full/10.1111/lam.13204#lam13204-bib-0020
https://5sa6dlpril3w2mycmz56z5azfa--sfamjournals-onlinelibrary-wiley.translate.goog/doi/full/10.1111/lam.13204#lam13204-bib-0003

A jovo egyik legigéretesebb biofilm ellenes kezelési eljarasai lehetnek a quorum-sensing (QS)
megzavarasan alapulé terapias stratégiak, illetve a Candida fajok altal szekretalt QS molekulak
tradicionalis antifungalis szerekkel torténd kombinacioja. A QS, az individualis mikréba sejtek
kozotti kommunikécio egy specialis formaja, amelynek koszonhetden szamos élettani folyamat
populacid szinten szinkronizalédhat fokozva a mikroba kozosség talélési esélyeit. A Candida
fajok altal szekretalt két legjelentésebb QS molekula a farnesol (FAR), illetve a tyrosol (TYR),
melyek meghatarozé szerepet jatszanak a Candida speciesek morfogenezisének,
virulenciajanak, valamint biofilm képz6désének szabalyozasaban (Kovacs és Majoros 2020).
Korabbi kisérletek eredményei alapjan, egyes QS molekulak szuprafiziologias koncentracioban
(fiziologiastol magasabb koncentracid) gatolhatjak a Candida biofilmek képzddését, tovabba a
FAR ¢és a TYR tradicionalis antimikotikumokkal (AMB, azolok, echinocandinok) torténd
kombinacioja soran Szinergista interakcio tapasztalhato egyes Candida fajok planktonikus és
szesszilis alakjai ellen (Jabra-Rizk és mtsai. 2006; Katragkou és mtsai. 2015; Cordeiro és mtsai.

2015, Wongsuk ¢és mtsai. 2016; Fernandez-Rivero és mtsai. 2017; Kovacs és Majoros 2020).

A fent vazolt kombinacios terapiak elényt jelenthetnek az adott antifungalis szerekre csokkent
érzékenységet mutato Candida speciesek altal okozott fert6zések esetében is, ezért reményeink
szerint az eredményeink hozzajarulhatnak olyan uj, alternativ kezelési stratégiak
kifejlesztéséhez, amelyek segitségével hatékonyabban vehetjiik fel a kiizdelmet a biofilm-

asszocialt fertézésekkel szemben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Candida fajok morfolégiai sajatossagai

A Candida fajok harom f6 vegetativ morfologiai alakban lehetnek jelen. (Thompson és mtsai.
2011). Az egysejtli szervez6dést mutatd sarjadz6 forma ovalis vagy kerek megjelenésii,
altalaban 2-10 um atméréjii, amely tengelyiranyu, illetve bipolaris osztédasra egyarant képes
(Sudberry és mtsai. 2004; Thompson és mtsai. 2011). A pszeudohifakat és a hifakat rendszerint
,»fonalas” morfologiai alakoknak nevezziik. A pszeudohifdk esetében az osztodast kdvetden a
sejtek egy ellipszis format 1étrehozva egyiitt maradnak ugyan, azonban aktiv citoplazmikus
anyagaramlas nem figyelheté meg koztiik (Sudbery és mtsai. 2004). Ezzel szemben a 15-30 um
nagysagu hifa alak tobbnyire parhuzamos oldalu, egyenletes szélességi, sejtjei kozott valodi
szeptumok talalhatdak, melyek porusain keresztiil aktiv agyagaramlas torténik (Sudbery és
mtsai. 2004; Thompson és mtsai. 2011). Fontos szem el6tt tartani, hogy bar a pszeudohifak
fizikailag inkabb a hifakhoz hasonléak, valojaban azonban sokkal tobb k6zos tulajdonsaguk
van a sarjadz6 formaval, igy inkdbb hosszikas, egymashoz kapcsolodo élesztosejtekként

jellemezhetjiik 6ket (Thompson és mtsai. 2011) (1. 4bra).

Eleszté Pszeudohifa Hifa

1. abra: A Candida fajok morfologiai alakjai. Méret: 10 um
(Thompson és mtsai. 2011)



A C. albicans és a C. dubliniensis esetében korabban megfigyelték, hogy a kedvezbtlen
kornyezeti koriilmények (pl. tipanyaghiany) hatdsara chlamydosporat képeznek. Ez a nyugvo,
a hifak végein elhelyezkedd vastag falu képlet koriilbeliil haromszor-négyszer nagyobb méreti,
mint egy élesztd sejt és leginkabb laboratoriumi koriilmények kozott figyelheté meg (Kruppa
2009; Thompson és mtsai. 2011).

Bizonyos Candida fajok mindharom f6 morfologiai format képesek 1étrehozni (C. albicans, C.
tropicalis, C. dubliniensis), mig a C. parapsilosis, a C. guilliermondii, és a C. lusitaniae
esetében csupan az éleszt6 és a pszeudohifa forma figyelheté meg (Thompson és mtsai. 2011).
Ezzel szemben példaul a C. glabrata és a C. auris kizarolag sarjadzo alakban van jelen a szoveti

kornyezetben (Rodrigues és mtsai. 2014; Lone és Ahmad 2019).

A gombdk sejtfala kiemelkedd jelentdséggel bir a mikroorganizmusok ndovekedése, tilélése €s
morfogenezise szempontjabol. Egy vastag védopajzsot biztosit a kiilonbozé kornyezeti
hatasokkal szemben, mint példaul a hdmérséklet, vagy az ozmotikus stressz, de kulcsfontossagu
szerepe van az adhézi6 folyamataban is (Free 2013; Hotken 2013). A Candida fajok sejtfala az
alabbi harom f6 komponensbdl épiil fel: poliszacharidok, fehérjék és lipidek (Chaffin és mtsai.
1998). A poliszacharidok fajtol fiiggben 80-90%-ban vannak jelen, a fehérjék aranya 6-25%
(jelentés hanyaduk glikoprotein), mig a sejtfal 1-7%-at lipidek alkotjak (Chaffin és mtsai.
1998).

A C. albicans sejtfala két fo rétegbdl épiil fel (Gow és mtsai. 2011). A sejtek alakjat
meghataroz6 bels6 sejtfal réteg elsdsorban szénhidratokbol [B-1,3-gliikan (47-60%), Kitin (5%)]
all (Hofken 2013; Gow és mtsai. 2011). A kitin egyik legfontosabb feladata a sejtek
integritdsdnak fenntartdsa, igy a kitin szintézis zavara esetén megsziinik a sejtfal rendezett
struktlraja, a sejtek alakja megvaltozik, amely ozmotikus instabilitishoz vezet (Kim és mtsai
2002). A sejtfal kiilso rétege lazabb felépitési, tilnyomorészt O- és N-kapcsolt mannan alkotja
(40%). A két réteg a B-1,6-gliikan-glikofoszfatidilinozitol segitségével kapcsolodik egymashoz
(Chaffin és mtsai. 1998; Gow és mtsai. 2011). A kiilonb6z6 morfologiai alakok esetében
mutatkozhat némi eltérés a sejtfal komponensek aranyat illetéen. Ezek alapjan a hifak sejtfala
megkozelitdleg haromszor-6tszor nagyobb mennyiségii kitint tartalmaz, mint az élesztd sejteké,
azonban bizonyos koriilmények hatasara (pl.: echinocandin expozicid) a sarjadzo sejtek kitin
tartalma harom-négyszeresére novelheté a kompenzatorikus kitinszintézis eredményeképpen.
Ezzel szemben a sejtek gliikantartalma az éleszt6 és a fonalas formaban is hasonl6 aranyt mutat
(Gow és mtsai. 2011).



A C. albicans sejtfala olyan fehérje és szénhidrat komponenseket tartalmaz, melyek a human
sejtfalban nincsenek jelen, igy idealis immunoldgiai célpontok a ,,sajat” struktara ,,idegent6l”
torténd megkiilonboztetése soran, ebbdl adoddan az immunvalaszt kivaltd patogén asszocialt
molekuléris mintazatok (PAMP) jelentds része a sejtfalban foglal helyet (Gow és mtsai. 2011).
Mindemellett a sejtfal tovabbi komponensei potencialis célpontként szolgalnak a NIKZ,
valamint az antifungalis szerek kozott mérfoldkének szamitd echinocandinok (B-1,3-gliikkan

szintaz gatloszerek) szamara (Kim és mtsai. 2002; Lewis 2011; Patil és Majumdar 2017).

2.2. A Candida fajok legfontosabb virulencia faktorai

A patogén Candida fajok virulencia faktorai feltehetbleg a ,kommenzalista élet”
eredményeképpen alakultak ki, megkonnyitve ezzel az adott species tulélését példaul a
gasztrointesztinalis traktus sz€élsdséges kornyezetében. Szerepiik van tovabba a kolonizacidban,
az adhézioban, a biofilm képzOédésben, a széveti invazidban, valamint az immunvalasz
elkeriilésében (Kruppa 2009; Thompson és mtsai. 2011; Silva és mtsai. 2012; Hofs és mtsai.
2016).

A C. albicans egyik legjelentdsebb virulencia faktora, a kdrnyezeti hatasokra bekovetkezd
¢lesztd-hifa 4talakulas, melyet dimorfizmusnak neveziink. A hifak létrejottét szamos hatas
kivalthatja, ezek egy része a kedvezdtlen ndvekedési koriilményekbdl fakad. A magas pH (>7),
a tapanyag hiany, az 5% CO> tartalmu kozeg, az emelkedett hdmérséklet (37°C), az alacsony
sejtstirtiség (<107 sejt/ml), valamint a humén szérum és az N-acetil-gliikkozamin jelenléte a hifak
képzddését indukalja, mig a savas pH, a magas sejt denzitas (>107 sejt/ml), illetve a 25°C-0s
homérséklet az élesztd forma kialakulasanak kedvez (Mayer és mtsai. 2013).

A C. albicans altal szekretalt FAR, TYR, illetve dodekanol, a mikroorganizmusok k&zotti
,Lkommunikacid” révén koordindlja az éleszté-hifa atalakulast, melynek pontos hattere a 2.6.
fejezetben keriil ismertetésre (Kruppa 2009). A sejtciklus gatlok, a kiillonbozo zsirsavak (pl.
vajsav, linolsav, arachidonsav) egyes fehérjék (statherin, mucin) szintén befolyasoljak a
dimorfizmust (Shareck és Belhumeur 2011; Polke és mtsai. 2015). Ezen molekulak egy részét
maguk a Candida fajok allitjak el6, mig masokat a gazdaszervezet mikrobiomjanak egyéb tagjai
szekretaljak. Ahhoz, hogy a C. albicans altal kivaltott infekcid ,,sikeres” legyen, az alabbi
harom 1épésnek maradéktalanul teljesiilnie kell: adhézid, invazio, karositas (Polke és mtsai.

2015).
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A C. albicans gazdasejtekhez és az abiotikus felszinekhez torténé adhézidja a kommenzalizmus
¢és a patogenitas szempontjabol is kiemelkedd jelentdséggel bir, hiszen a kolonizacidohoz és a
gazdaszervezetben valo tuléléshez egyarant nélkiilozhetetlen folyamatrol beszéliink (Polke és
mtsai. 2015). Mig a kezdeti sejt-sejt kapcsolatokat leginkabb a passziv van der Waals-erdk és a
hidrofob kolcsonhatasok kozvetitik, addig az adhéziohoz az tgynevezett Candida adhezinek
felszini receptorokkal torténd interakcioja sziikséges (Chaffin 2008; Moyes és mtsai. 2015). In
Vvivo koriilmények k6zott az adhézio kezdeti fazisa feltehetbleg a sarjadzo forma és a hamsejtek
kozott zajlik, mig a hifaképz6dés pedig a gazdasejt felszinével vald elsé érintkezés utan
kovetkezik be. A hifak 1étrejottét kovetden a tovabbi adhézids folyamatokban jelentés szerepe
van a hifa sejtek felszinén expresszalt adhezineknek (Moyes €s mtsai. 2015).

A legismertebb adhezin csoport az ALS fehérje csalad (agglutinin-like sequence), amelynek
tagjai glikozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt sejtfelszini glikoproteinek (Mayer és mtsai. 2013).
Nyolc képviselgje (ALS1-7 és ALS9) koziil az ALS1-4 gének altal kodolt fehérjék a
csiratomlokben és a hifakban fejezédnek ki, mig az ALS5-7 és ALS9 proteinek elsédlegesen
az ¢élesztd sejtek felszinén taldlhatdak meg (Modrzewska és Kurnatowski 2015; Hofs €s mtsai.
2016). Az adhézidban a legfontosabb szerepet a hifa asszocialt ALS3 adhezin jatssza, azonban
tovabbi kulcsfontossagu fehérjék (Hwpl, Ecel és Hyrl) is részt vehetnek a folyamatban (Mayer
¢s mtsai. 2013).

Az adhézidt, illetve a hifaképz6dés indukciojat kovetéen a Candida fajok altal termelt
hidrolitikus enzimek jatszanak kdzponti szerepet a patogén é€lesztok virulenciajaban, amelyek
megkonnyitik a gomba behatolasat a gazdaszervezet sejtjeibe, valamint segitségiikkel a gomba
sejtek hatékonyabban képesek tapanyaghoz jutni. A C. albicans harom legjelent6sebb
extracellularis hidrolitikus enzime, a szekretalt aszpartil-proteinaz csoport (SAP), a
foszfolipazok és a lipazok (Naglik és mtsai. 2003).

A SAP enzimek viszonylag széles szubsztratspecificitassal birnak, és szamos human fehérje
immunglobulinok), melynek eredményeképpen kiemelkedd szerepiik van a szoveti invazioban.
Jelenlegi ismereteink szerint a C. albicans tiz, meghatarozott rendben expresszalodo SAP
fehérjével (SAP1-SAP10) rendelkezik (Silva és mtsai. 2014). A SAP1-SAP3 gének termékei a
nyalkahartya fert6zések soran, mig a SAP4 — SAP6 gének altal kodolt fehérjék a szisztémas
infekciokban fejezddnek ki. A SAP9 ¢és a SAP10 proteindzoknak az adhézidoban betdltott
szerepe mellett a sejtek integritdsdnak fenntartdsa a feladata. Kordbbi kutatdsi eredmények

alapjan a SAP1 — SAP3 gének az élesztd formaban, mig a SAP4-SAP6 gének a fonalas alakban
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expresszalodnak (Naglik és mtsai. 2003; Polke és mtsai. 2015). Tovabba vannak olyan
proteindzok (SAP9, SAP10), melyek mindkét morfologiai alakban (élesztd, hifa)
megtalalhatoak (Silva és mtsai. 2014). Jelenlegi ismereteink szerint a C. parapsilosis kettd, a
C. tropicalis négy, a C. dubliniensis pedig nyolc SAP fehérjét kodold génnel rendelkezik. Ezzel

szemben a C. krusei és a C. glabrata nem expresszal SAP fehérjéket (Silva és mtsai. 2014).

A foszfolipazok a foszfolipideket zsirsavakka alakitjak, igy segitségiikkel képesek a Candida
speciesek karositani a gazdasejtek membranjat, eldsegitve ezzel az adhéziot és a
biofilmképzodést (Silva és mtsai. 2012). Jelenleg négy foszfolipdz osztalyt ismeriink
(foszfolipaz A, B, C és D) (Mayer és mtsai. 2013). A foszfolipazok a C. albicans, a C. tropicalis

¢s a C. parapsilosis kulcsfontossagu virulencia faktorai (Silva és mtsai. 2012).

A C. albicans hifai két kiilonb6z6é mechanizmust alkalmaznak a gazdasejtekbe torténd
invaziojukhoz: az indukalt endocitozist, illetve az aktiv behatolast. Az indukalt endocit6zis
soran, a specidlis sejtfelszini fehérjéinek (invazinok, ALS3, SSA1) segitségével a gombasejt
kotédik a gazdasejtben talalhato ligandjahoz (pl. E-kadherin a hamsejteken, N-kadherin az
endotél sejteken). Az indukalt endocitdzis egy passziv folyamat, ugyanis a gazdasejtek még az
¢letképtelen hifak felvételére is képesek (Mayer és mtsai. 2013; Polke és mtsai. 2015). Az
indukalt endocitozis soran, az életképes hifak altali invazi6 nem okoz jelentds karosodast a
hamsejtekkel valo érintkezés elsé oraiban, mivel a gazdasejt membranja a kezdeti invaziot
kovetéen nem szakad fel, csupan korbeveszi a hifakat. Mikor a fonalas alakok teljesen
behatolnak a gazdasejtbe, valamint elérik a szomszédos sejteket is, a sejtmembran a fizikai er6k
hatasara felszakad, az intracellularis komponensek pedig kiaramlanak a gazdasejtbdl (Wéchtler

¢és mtsai. 2011; Wéchtler és mtsai. 2012).

2.3. A Candida fajok klinikai jelentosége

A Candida nemzetségbe tartoz6 mintegy 200 faj koziil, jelenlegi ismereteink szerint mindéssze
20 képes human infekciot kivaltani, amelyek tobb mint 90%-aért az alabbi 6t species tehetd
felelossé: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei (Polke ¢és mtsai.
2015; Gonzalez-Lara és Ostrosky-Zeichner 2020).

A nemzettség tagjai koziil tovabbra is a C. albicans a leggyakrabban izolalhat6 Candida faj a
klinikumban. Az utobbi években vilagszerte egyre inkabb eldtérbe keriilnek az tigynevezett
non-albicans fajok, amelynek hatterében feltehetdleg az azol készitmények fokozott

hasznalata/talhasznalata all (Gonzalez-Lara és Ostrosky-Zeichner 2020). Tovabba nem
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hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy 2009-ben egy addig a klinikai kdrnyezetben ismeretlen, 0]
patogén €leszté keriilt leirasra, a C. auris. A Candida speciesek kozott egyediilallo modon képes
nozokomialis jarvanyok kialakitasara, mindemellett a torzsek jelentds része multirezisztensnek
tekinthet6, s6t mindharom f6 antimikotikum csoporttal szemben rezisztencidt mutatd

(panrezisztens) izolatumok is ismertek (Jeffery-Smith és mtsai. 2017; Lone és Ahmad 2019).

A Candida fajok eloszlasa foldrajzi régionként valtozik, raadasul elterjedésiiket a helyi korhazi
kornyezet is befolyasolhatja (Gonzalez-Lara és Ostrosky-Zeichner 2020). Az ARTEMIS DISK
program 41 orszag, 142 vizsgalati helyének részvételével tanulmanyozta a Candida speciesek
eléfordulasat 1997 és 2007 kozott. Eredményeik alapjan, a C. albicans alkotta az eurdpai, az
afrikai (kozel-keleti), valamint az azsiai/csendes-oceani térség Candida izolatumainak 64-67%-
at, mig Latin-Amerikaban (52%) és Eszak-Amerikaban (49%) kevésbé volt hangstlyos. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban és Eurdpa északnyugati részén, a C. albicans utdn a masodik
leggyakrabban izolalhato Candida species, a C. glabrata. A C. tropicalis az el6fordulasat
tekintve szintén Latin-Amerikaban (13,2%), illetve az azsiai/csendes-6ceani térségben (11,7%)
kiemelked6 jelentéségii. Bar a C. parapsilosis Eurdpaban ritkabban okoz invaziv candidiasist,
ezzel szemben Latin-Amerikaban (10,3%) és a mediterranumban (13,6%) gyakran izolalhato
Candida faj (Gonzalez-Lara és Ostrosky-Zeichner 2020). A C. tropicalis leginkabb a
neutropéniaban, illetve a daganatos megbetegedésben szenvedd paciensek korében okoz
infekciot, mig a C. krusei altal kivaltott fertézések rendszerint a fluconazole (FLU)
profilaxisban részesiilt, hematopoietikus ssejt-transzplantacion atesett betegeknél fordulnak
elé nagyobb szammal (Yapar 2014; Pappas és mtsai. 2018). A C. parapsilosis foleg az
ujsziilottekre jelent veszélyt, tovabba gyakran kapcsolatba hozhaté a kiilonboz6 katéter eredetii
infekciokkal, amely feltehetdleg a bOr normal mikrobiom tagjaként betoltott szerepének
koszonhetd (Yapar 2014; Polke és mtsai. 2015). A C. glabrata a transzplantalt betegek,
valamint a 60 év feletti korosztaly korében elterjedt (Pappas és mtsai. 2018).

Az esetek dont6 tobbségében az ép immunrendszerii egyéneknél a Candida fajok nem okoznak
kiilonosebb problémat. Azonban a gazdaszervezet normal florajat (pl. széles-spektrumu
antibiotikum terapia) vagy az immunrendszert érint6 valtozasok, valamint a lokalis kornyezeti
hatasok hirtelen megvaltozasa (pl. pH, tapanyagtartalom) felborithatja a Candida sejtek,
valamint a normal flérahoz tartozd egyéb baktériumok egyensulyat. A gombasejtek
felszaporodva, a szuperficialis nyalkahartya infekcioktol (vulvovaginalis candidiasis,
oropharyngealis candidiasis) egészen a sulyos, életet veszélyeztetd invaziv megbetegedésekig

okozhatnak fertézéseket (Yapar 2014; Hofs és mtsai. 2016). Invaziv candidiasisrél akkor
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beszéliink, ha a mikroorganizmus bekeriil a véraramba (candidémia), illetve az egész
szervezetben vald elterjedése kovetkeztében ugynevezett ,,mély” infekcidt hoz 1étre [pl.
intraabdominalis talyog, endophthalmitis (szem belsé rétegeinek gyulladasa), peritonitis
(hashartyagyulladas), osteomyelitis (csontgyulladas), endocarditis (szivbelhartya-gyulladas),
meningitis (agyhartyagyulladas)]. A sulyos, szisztémas Candida fert6zések elsGsorban az
immunszuppresszalt betegeket érintik, igy nem meglepd, hogy az invaziv candidiasis tizszer
nagyobb valosziniiséggel fordul eld az intenziv osztadlyokon, mint egyéb klinikai részlegeken
(Yapar 2014; Gonzalez-Lara és Ostrosky-Zeichner 2020). Hajlamosito tényez6i az elhuzodo
korhazi apolas, a mar emlitett centralis vénas katéterek alkalmazésa, a sebészi beavatkozasok,
a neutropénias allapot, a kiilonboz6 daganatos megbetegedések, a HIV-fertézés, valamint a

hosszantarto széles spektrumu antibiotikum terapia (Yapar 2014).

Korabbi kutatasi eredmények alapjan, a diabetes mellitus, valamint az oralis fogamzasgatlo
tablettdk hasznélata és a terhesség hatdsdra megnovekedett Osztrogénszint, az élesztdsejtek
magasabb mértékii kolonizacidjahoz vezet a hiivelyi nyalkahartyan. A vulvovaginalis
candidiasis a reproduktiv kort ndk csaknem 75% -at érinti élete soran legalabb egyszer, mig a
rekurrdld vulvovaginalis candidiasisban szenveddk ardnya 7-8%-ra teheté (Hofs és mtsai.
2016). Az oropharyngealis candidiasis legtobbszor a kemény és a lagy szajpad, a nyelv, a
buccalis nyalkahartya, valamint a szajpadlés infekcidjaként nyilvanul meg. Kiilondsen gyakori
HIV-fertozottek esetében, rendszerint ez az elvaltozas hivja fel a figyelmet a hattérben

megbuvo sulyos allapotra (Hofken 2013; Hofs és mtsai. 2016).

A legtobb Candida fert6zés endogén eredeti, ezért a szisztémas infekcid szempontjabol az
egyik f6 kockazati tényezOt a gasztrointesztindlis traktus nyalkahartyajanak kolonizacioja
jelenti (Hofs és mtsai. 2016). Ennek kovetkeztében, egy sebészi beavatkozas soran a véraram
segitségével a legtobb szervhez eljuthatnak a Candida sejtek, beleértve majat, a vesét, illetve a
kozponti idegrendszert is (Hofken 2013). Az endogén forras mellett exogén eredetbdl is
okozhatnak szisztémas fertézést, példaul centralis vénas katéter, vagy akar az apold személyzet

kozvetitésével (Hofs és mtsai. 2016; Friedman és Schwartz 2019).

2.4. A biofilmek klinikai jelentdsége

A Dbiofilm a kiilonb6zd abiotikus és biotikus felszineken létrejovd, poliszacharid matrixba
agyazott mikroba k6zosség (Donlan 2002). Az elmult években végzett kutatasok eredményei

alapjan nyilvanvalova valt, hogy a sejtek planktonikus formaban torténd in vivo névekedése
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egyaltalan nem torvényszerli. A becslések szerint a mikroorganizmusok 80%-a inkabb a
szesszilis struktarat részesiti elényben, rdadasul a human mikrobidlis infekciok jelentds része
is ilyen szesszilis mikrobakozosségekhez kotott (Wall és mtsai. 2019). Az Amerikai Egyesiilt
Allamok Nemzeti Népegészségiigyi Intézetének adatai alapjan, a biofilm-asszocialt fertézések

a nozokomialis infekciok 65% -aért tehetok feleldssé (Cernakova és mtsai. 2019).

A mindennapi életben szamos helyen taldlkozhatunk a kiilonb6z6 mikroorganizmusok altal
létrehozott biofilmekkel (Donlan 2002). A természetes vizek iledékeiben példaul a
cianobaktériumok biofilmjei vannak jelen, a csatornarendszerekben leginkabb alga biofilmek
figyelhetbek meg, a Rhizobium fajok altal 1étrehozott biofilmek a novényi szoveteket
kolonizaljak, mig a Candida fajok az emldsok nyalkahartya felszinein (oralis, urogenitalis,
gasztrointesztinalis) képesek biofilmet 1étrehozni (Nobile és Johnson 2015).

A klinikai koriilmények kozott rutinszerlien hasznélt orvostechnikai eszkozok, példaul a
centrdlis vénas - vagy urogenitdlis katéterek, a mesterséges szivbillentylik, a miifogsor, a
pacemaker, a kontaktlencse, a kiilonbozo iziileti protézisek, a trachedlis kaniilok és a
mellimplantatumok kivaloé abiotikus felszint biztositanak a mikroorganizmusok primer

crer

Teixeira 2018; Wall és mtsai. 2019).

Az ordlis és a nyeldcso nyalkahartyahoz kapcsolddoé biofilmek nagyon fontos szerepet jatszanak
a Candida fajok altal okozott szajiiregi megbetegedésekben. Az egyik leggyakoribb fert6zés a
szajnyalkahartya gyulladdsa, melynek kialakuldasaban hajlamosité tényezOnek szamit a
mifogsor jelenléte. Az akril feliileten képz6dott biofilm polimikrobialis, a Candida fajokhoz
elészeretettel csatlakoznak az oralis flora legismertebb tagjai, a Streptococcusok (Shirtliff és
mtsai. 2009/a). Tovabba a gégeeltavolitason atesett paciensek szilikon hangprotéziseinek
felszinén gyakran megtelepedhetnek a Candida fajok, a kialakul6 biofilm pedig rendszerint az
eszk6z meghibasodasat okozhatja (Douglas 2003).

A candidémia kialakulasanak szempontjabol a legnagyobb riziké tényezé a centralis vénas
katéter alkalmazasa, ugyanis ez az eszkoz kolonizalodik a leggyakrabban a behelyezés soran
mikrobdk altal (Bhatt és mtsai. 2015). Az esetek dontd tobbségében nem maga a katéter a
szennyezett, hanem a beteg borérdl, vagy az apold személyzet kezérdl szarmaznak a kés6bb

infekciot okozo mikroorganizmusok (Vrioni és Matsiota-Bernard 2001).
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2.5. A Candida albicans biofilmek képzédése és szabalyozasa

A C. albicans biofilmek képzddése egy négy szakaszbol allo, Gsszetett szabalyozast igényld
folyamat. Szabalyozasaban kilenc 6 transzkripcios faktor vesz részt (Berl, Tecl, Efgl, Ndt80,
Robl, Brgl, Flo8, Gal4 és Rfx2), amelyek kozvetve vagy kozvetleniil mintegy 1000 célgén
expressziojat iranyitjdk (Nobile és Johnson 2015). A célgének szerepet jatszanak az
adhézidban, a hifak képzdodésében, a matrixtermelésben, valamint az antifungalis szerekkel
szembeni rezisztenciaban (Wall és mtsai. 2019).

Az els6 1épés a kerek élesztésejtek biotikus (pl. nyalkahartya hamrétege), vagy abiotikus (pl.
kiilonb6z6 orvostechnikai eszk6zok) felszinekhez torténd adhézidja. A Candida sejtek
kiilonb6z6 felszinekhez torténd tapadasahoz, igy tulajdonképpen a biofilm kialakulasahoz a
galaktoz mellett a kétértékii kationok (Ca®*, Mg?") jelenléte is sziikséges. Az adhéziot
befolyasolhatja az adott felszin anyaga, hidrofobicitdsa, érdessége, illetve kémiai tulajdonsagai.
A beiiltetett orvostechnikai eszkdzok az esetek donté tobbségében polivinil-kloridbol (PVC)
poliuretanbol, teflonbol, szilikonbdl, illetve latexbdl késziilnek (Cuéllar-Cruz és mtsai. 2012).
A biofilm képzése soran a C. albicans elsésorban az akril, a szilikonelasztomer, a polisztirol,
valamint a PVC feliileteket részesiti eldnyben, a poliuretan és a 100% szilikon kevésbé alkalmas

szamara (Douglas 2003).

Az iniciaci6 tulajdonképpen a sejtproliferacid szakasza, itt torténik ugyanis a gomba sejtek
osztddasa, tovabba a C. albicans esetében ebben a fazisban megy végbe az éleszt6-hifa
atalakulas is. A hifdk amellett, hogy segitik a szesszilis struktura stabilitdsanak megdOrzését,
Hallvanyként” szolgalnak az élesztdsejtek és tovabbi fonalas elemek szamara, igy jelentéségiik
megkérddjelezhetetlen a biofilm fejlédése sordn (Nobile és Johnson 2015). Pésztazo
elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével megallapitottak, hogy a vad tipusa C. albicans
biofilmek két kiilonallo rétegbdl allnak. Egy vékony, élesztok alkotta bazalis részbdl, valamint
egy vastagabb, fonalas régiobol. A hifaképzésre képtelen C. albicans mutans torzs biofilmjét
csupan a bazilis élesztd réteg alkotta, mig a sarjadz6 formaval nem rendelkezd izoldtum
esetében egy vastagabb hifakbdl allo biofilm volt jelen. A tény, hogy mindkét mutans képes
volt biofilmet eldallitani azt mutatja, hogy a dimorfizmus nem eléfeltétele a biofilm
képzddésének, de sziikséges lehet egy térben szervezett struktira kialakitasahoz (Douglas 2003;

Nobile és Johnson 2015) (2. abra).

Az érési periddus soran a szesszilis populacio tovabb ndvekszik, valamint a biofilmet alkoto
sejtek altal szekretalt komponensek segitségével kialakul az extracellularis matrix. A folyamat

végeredménye egy extracellularis matrixba agyazott tobbrétegli, haromdimenzids struktira,
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melyben akar mindharom morfologiai alak (élesztd, hifa, pszeudohifa) is megtalalhato. A C.
albicans  biofilmek extracellularis matrixa elsGsorban  glikoproteinekbdl — (55%),
szénhidratokbol (25%), lipidekbdl (15%) és extracellularis DNS-b6l (5%) épiil fel. Tovabbi
fontos alkotoelemei a kiilonb6z6 poliszacharidok (gliikéz, manndz, ramnéz és N-acetil-
gliikozamin) (Nobile és Johnson 2015). Az extracellularis matrix egyik kozponti feladata, a
biofilm kiilonboz6 fizikai és kémiai hatasokkal szembeni (pl. a gazdaszervezet immunreakcioi,
antifungalis szerek) védelme, valamint a biofilm haromdimenzios szerkezeti stabilitasanak
biztositasa. Habar az extracellularis matrixot részben a biofilmet alkoté C. albicans sejtek
allitjak el és szekretaljak, ezen feliil kornyezeti aggregatumokat is tartalmazhat (pl: a lizalt C.
albicans sejtek szerkezeti komponenseit) (Gulati és Nobile 2016). Az extracallularis matrixban
tobb, mint 500 fehérjét azonositottak eddig, melyek tobbsége valamilyen enzim. A hidrolizald
enzimek jelenlétébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a matrix feltehetdleg fontos szerepet jatszik
a biopolimerek lebontasaban is. Egy hipotézis szerint a C. albicans biofilmek matrixa egy
extracellularis, enzimatikusan aktiv elem, ami képes tapanyagforrasként hasznositani az altala
lebontott molekulakat (Gulati és Nobile 2016). A C. albicans biofilmek matrix termelését
jelenlegi ismereteink szerint az Rlm1 és a Zapl transzkripcids faktorok szabdlyozzdk. Mig az
RIm1 delécié a matrix mennyiségének csokkenéséért, addig a Zapl delécidé a matrixanyag

felhalmozodasaért felelés (Nobile és Johnson 2015) (2. abra).

A C. albicans biofilmképz6désének utolso szakasza, a szesszilis populaciot alkoto élesztdsejtek
diszperzidja a kornyezetbe. A biofilm életciklusdnak taldn ez a legkevésbé ismert fazisa, am
kiemelkedd jelentséggel bir, ugyanis a biofilmbdl diszpergalt sejtek infekciot hozhatnak 1étre
a szervezet egy€b helyein, eldsegitve ezzel a fertdzés terjedését. Bar a ,,szEétszorodott” sejtek
morfologiailag nagyfoki hasonlosagot mutatnak a planktonikus élesztosejtekkel, ezek a
kiszakadt élesztok fokozottabb adhézids képességgel, illetve nagyobb biofilmképzési
hajlammal rendelkeznek (Gulati és Nobile 2016). A C. albicans esetében az alabbi harom
transzkripcids faktor felelds a sejtek diszperzidjanak szabalyozasaért: Nrgl, Pesl és Ume6. Az
Ume6 gén a hifdk kialakuldsaban jatszik kulcsfontossagu szerepet, igy megnovekedett
expresszidja a biofilmbdl aktivan felszabaduld sejtek szdmanak csokkenéséhez vezet. Az
élesztd sejtek novekedését eldsegitd gének (Pesl és Nrgl) magasabb mértékii expresszidja
pedig a diszpergalt sejtek szamanak novekedését vonja maga utan (Nobile és Johnson 2015) (2.

abra).

Az Nrgl valoszinlileg a konzervalt Set3 komplexen keresztiil fejti ki hatasat, ugyanis az Nrgl

és a Set3 delécios C. albicans mutansok képtelenek €lesztd sejteket 1étrehozni (Gulati és Nobile
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2016). Tovabba a Hsp90 molekularis chaperon és az Ywpl sejtfal fehérje is befolyasolja a C.
albicans sejtek diszperzidjat. A Hsp90 kimeriilése, valamint az Ywpl delécidja jelentGsen
csOkkenti a diszpergalt sejtek szamat, utobbi esetben pedig fokozottabb adhézids aktivitas
figyelhetd meg a biofilmképzddés soran. A Hsp90 ezen feliil az extracellularis matrix gliikan
szintjét €s az antifungalis szerekkel szembeni ellenallast is szabalyozza (Nobile és Johnson
2015). Az élesztok altal szekretalt alkoholtermészeti molekulak koziil a FAR a hifaképzddés
gatlasan keresztiil elésegiti az élesztOsejtek novekedését, pozitivan befolyasolva ezzel a sejtek

diszperziojat (Hornby és mtsai. 2001).

A biofilmek antifungalis szerekkel szembeni rezisztenciajaban szerepet jatszhatnak az
ugynevezett perzisztald sejtek, melyek mélyen a biofilm matrixdban helyezkednek el és a
szesszilis populacio koriilbeliil 1%-at teszik ki (Mathé és Van Dijck 2013). Nyugvo nem
szaporodo sejtek, keletkezésiikrdl rendkiviil kevés informacidval rendelkeziink, egyes kutatasi
eredmények alapjan azonban a reaktiv oxigén intermedierek daltal kivaltott stresszvalasz
szerepet jatszhat a képzddésiikben. A gombaellenes szerekkel végzett kezelést kovetden a
perzisztalo sejtek bizonyos mértéki toleranciat alakitanak ki az antimikotikumokkal szemben,
igy a populacié e tagjai képesek a késdbbiekben tjrakolonizalni a szervezetet (Lewis 2007,
Polke és mtsai. 2015).

e

Py A

N

4. Diszperzié
1. Adhézié

S

2. Iniciicié

2. abra: A Candida albicans biofilmképzodésének fazisai
(Talapko ¢és mtsai. 2021)
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A biofilmek a kereskedelmi forgalomban 1év6 antifungalis szerekkel szemben 5-8-szor
ellenallobbak, mint a planktonikus forma, amelynek hatterében a biofilmképzddés korai
szakaszara jellemzé fokozott metabolikus aktivitas all (Cavalheiro és Teixeira 2018).
Mindemellett a biofilm lehetévé teszi a sejtek szamara az immunrendszert6l valo ,,menekiilést”,
mivel a fagocitak és a periférias vérb6l szarmazé mononuklearis sejtek nem képesek
bekebelezni a biofilmhez asszocialt sejteket, folyamatos gdcpontot biztositva ezzel a human

szervezetben az infekcid soran (Chandra és mtsai. 2007; Katragkou és mtsai. 2010).

A Dbeiiltetett orvostechnikai  eszk6zon 1étrejové Candida biofilmek elterjedése
véraramfert6zéshez, valamint a szervek és szovetek invaziv infekcidjdhoz vezethet. A
fert6zések kezelése altalaban magas antimikotikum dézisok alkalmazasaval, illetve a kolonizalt
orvosi eszkoz eltavolitasaval torténik. Ez bizonyos esetekben azonban igen koltséges (pl.
mesterséges szivbillentylik, iziileti protézisek), a kritikus allapoti pacienseknél pedig szinte
kivitelezhetetlen. Tovabbi probléma, hogy a nagy dézisi gombaellenes szerek hasznalata
komplikaciokat okozhat (pl: vese- és majkarosodas) (Nobile és Johnson 2015). A jelenlegi
szakirodalmi adatok alapjan a harom kereskedelmi forgalomban kaphat6 echinocandin mellett
az AMB lipid formulacioi mutatnak hatékonysagot a katéter-asszocialt infekciok terapiaja
soran (Larkin és mtsai. 2018). A biofilm aktiv antifungalis szerek limitalt szama, valamint az
antimikotikumokkal szemben rezisztens Candida torzsek egyre novekvo eléfordulasa ravilagit
arra, hogy az eredményes kezeléshez égetd sziikség van 10 tdmadésponttal rendelkezd

molekulakra, illetve alternativ terapias stratégiak kidolgozasara (Mehmood és mtsai. 2019).

2.6. Quorum-sensing

A mikrobialis kommunikécié egyik f6 mechanizmusa a populacid stirliségétdl fliggd inger-
valasz rendszer, az ugynevezett QS (Cernakova és mtsai. 2019). A mikroorganizmusok az
altaluk szekretalt, alacsony molekulatomegii QS molekuldk folyamatos kivalasztasaval és
monitorozasaval koordindljadk a jelenséget (Albuquerque ¢és Casadevall 2012). Bar a QS
molekulak a kdzponti anyagcsere szempontjabol nem esszencialis elemek (hianyuk esetén is
torténik novekedés, illetve szaporodas), azonban igen jelentds biologiai aktivitassal
rendelkeznek, segitve ezzel a mikroorganizmusok adott helyen valo talélését, kornyezethez
val6 alkalmazkodasat (Rodrigues és Cernakova 2020). Koncentraciojuk aranyos a populaciot

alkotd sejtek striiségével. Ha a sejtstirliség elér egy kritikus kiiszobértéket, a QS-hez
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kapcsolddo célgének szinkronizalt expresszidja vagy represszioja figyelhetdé meg (Polke és
mtsai. 2018; Kovacs és Majoros 2020).

A QS a baktériumok korében egy kozismert jelenség, melyet elészor az 1960-as években
figyeltek meg a tengeri Vibrio fajok biolumineszcencia vizsgalata soran. Ezt kovetéen szamos
egyéb baktérium fajban leirtdk a QS virulencia faktor expressziora, mozgasra, biofilm
képzbédésre, sporulaciora és antibiotikum termelésre kifejtett hatasat (Albuquerque és
Casadevall 2012). A QS az eukariéta mikroorganizmusok kozott a XXI. szazad elejéig
ismeretlen fogalomnak szamitott, am 2001-ben Hornby és munkatarsai leirtak az elsé gomba
eredeti QS molekulat, a C. albicans morfogenezisének szabalyozasaban kulcsfontossagu
szerepet jatszo FAR-t, 1) tudoményagat nyitva ezzel a kutatdi vildg szamara (Hornby és mtsai
2001).

Napjainkig négy f6 gomba eredetii QS molekulat (FAR, TYR, tryptofol, phenyletanol) sikeriilt
azonositani, amelyek befolyasoljak a sejtek szaporodasat, a csiratomld és biofilm képzddését,
a morfogenezist, tovabba képesek az apoptdzis indukalasara, illetve hatast gyakorolnak a sejtek
koszonhetben részt vesznek a T-sejtek differencialodasanak és a citokinek (IL-1p, IL-6, IL-10,
TNF-a) felszabaduldsdnak szabalyozasdban (Wongsuk és mtsai. 2016). Kordbbi kutatasok
eredményei alapjan a FAR eldsegiti a Candida speciesek altal okozott infekciok soran kevésbé
hatékony Thy altal kozvetitett immunvalaszt, megnehezitve ezzel a gazdaszervezet szamara a
fertdzés lekiizdését (Kruppa 2009). A patogén mikroorganizmusok elsésorban a virulencia
génjeik expresszidjat szabalyozzdk a QS segitségével, amelyek Osszehangolt milkodése
feltehetleg tulélési elonyt jelent a mikroba szamara (Albuquerque és Casadevall 2012;
Rodrigues és Cernakova 2020). Kétségteleniil a FAR a legismertebb gomba eredetii QS
molekula, amely fiziologias koriilmények kozott gatolja az ¢€leszt6-hifa atalakulast,
megakadalyozva a szesszilis populacioé tulnévekedését (Polke és mtsai. 2018). A phenyletanol
és a tryptofol, a jelenlegi szakirodalmi adatok alapjan a Saccharomyces cerevisiae
morfogenezis szabalyozasaban t6lt be jelentds szerepet (Padder és mtsai. 2018).

A biofilm az esetek dont6 tobbségében polimikrobialis k6z6sség, ahol a kiilonb6z6 mikrobak
egymasra is hatast gyakorolnak. Az alabbi példak kivald bizonyitékai annak, hogy a kiilonféle
mikroorganizmusok altal kivalasztott QS molekulak nem csak a fajon beliili, hanem a fajok
kozotti ,,kommunikacidban” is szerepet jatszanak (Desai és mtsai. 2014). A C. albicans és a
Pseudomonas aeruginosa gyakran fordul el6 egyidejiileg égései sebekben, katéter-asszocialt
fertdzések kovetkeztében kialakuld biofilmekben, vagy cisztas fibrozisban szenvedd betegek

als6 1éguti mintajaban (De Sordi és Miihlschlegel 2009). A P. aeruginosa, a C. albicans
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jelenlétében is képes biofilmet 1étrehozni, azonban bizonyos mértékig gatolja a gomba
a 3-0x0-C12-homoszerin-lakton szintén befolyasolja a patogén éleszté morfogenezisét. Tobbek
kozott megakadalyozza a hifak fejlodését, a sarjadzé alak viszont ,,sértetlen” marad. A jelenség
hatterében az allhat, hogy a fonalas forma érzékenyebb a vegyiiletre, mint az ¢éleszto.
Masrészrél viszont a 3-0x0-C12-homoszerin-lakton szerkezete nagyon hasonldé a FAR
felépitéséhez, ezaltal a bakterialis molekula tulajdonképpen ,,becsapja” a C. albicans-t a
kotédés soran (Kruppa 2009). A C. albicans altal szekretalt FAR blokkolja a P. aeruginosa
virulencia faktorainak expresszidjat (hemolitikus foszfolipaz C, fenazinok). Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a két mikroorganizmus kozotti kdlcsonhatas altalaban antagonista
természetli, azonban érdekes modon a P. aeruginosa bizonyos koriilmények kézott fokozhatja
a C. albicans virulenciajat. A sulyos égési sériilésekkel kiizd6 betegek esetében a P. aeruginosa
pszeudolizinjébdl szarmazo LasB virulencia faktor feltehetéleg oOlyan aminosav szignalt
general, mely noveli a C. albicans biofilm képzodését (Roux és mtsai. 2009; Mallick és Bennett
2013).

A C. albicans ¢és a Staphylococcus aureus gyakran okoznak véraramfert6zést, akar egyidejlileg
is jelen lehetnek az infekcid6 soran. Korabbi in vivo eredmények alapjan, a két
mikroorganizmussal egyszerre torténé fertéz6dés soran az egerek 100%-os mortalitasat
tapasztaltak, mig kiilon-kiilon a két mikroba nem bizonyult letalisnak (Nash és mtsai. 2014). A
C. albicans hifai altal okozott szovetkarosodas eredményeképpen, a baktériumok konnyebben
behatoltak az adott szervekbe. A S. aureus képes hatékonyan tapadni a gombafonalakhoz,
mellyel eldsegiti a polimikrobidlis biofilm kialakulasat (Polke és mtsai. 2015). A két
mikroorganizmus kozotti kolcsonhatas azonban nem minden esetben ennyire ,,felhdtlen”. A C.
albicans ugyanis gatolja a S. aureus biofilmek képz6dését, a FAR pedig befolyasolja a

baktérium antibiotikumokkal szembeni érzékenységét (Shirtliff és mtsai. 2009/a).

A Candida nemzetség tagjai koziil kétségteleniil a C. albicans a leginkabb tanulmanyozott
species, igy a QS-el kapcsolatos kutatasi eredmények dontd tobbsége is a C. albicans vizsgalata
soran sziiletett, amelyek non-albicans fajokra torténé extrapolalasa nem minden esetben
lehetséges. A szakirodalmi adatok azt mutatjdk, hogy szuprafizioldgias koncentracidoban
alkalmazva a FAR, az oxidativ stressz generalasanak kovetkeztében figyelemre méltd
antifungalis ¢s biofilm ellenes aktivitassal rendelkezik (Jakab és mtsai. 2019). Tovabba in vitro

€s in vivo kutatasi eredmények alapjan a tradicionalis antimikotikumokkal kombinalva jelentds
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adjuvans potenciallal is bir (Shirtliff és mtsai. 2009/b; Nagy és mtsai. 2020; Kovacs és Majoros
2020).

Az ismertetett adatok ellenére a QS kutatasok még mindig ,,gyerekcipében” jarnak. Nincs
informacionk jelenleg példaul a QS receptorokrodl, vagy specifikus transzporterekrél. Nagyon
keveset tudunk bizonyos QS molekulak pontos hatasmechanizmusaroél, illetve az adott species

morfogenezisében vagy szabalyozasaban betoltott szerepérol.

2.6.1. Tyrosol

A TYR [2- (4-hydoxyphenyl) —etanol] a C. albicans egyik legjelentésebb QS molekulaja. A
tirozin egy szarmazéka, amely példaul magas koncentracioban van jelen az olivaolajban is,
hozzéjarulva ezzel annak jellegzetes izéhez €s antioxidans jellemzdihez (de la Puerta és mtsai.

2001; Alem és mtsai. 2006; Albuquerque €s mtsai. 2012) (3. abra).

Hn\@\/\
OH

Tyrosol
(CeH1002)

3. abra: A tyrosol szerkezeti képlete (Rodrigues és Cernakova 2020)

Teljesen ellentétes élettani hatassal bir, mint a FAR. Fiziologias koriilmények kozott serkenti
az élesztd-hifa atalakulast a C. albicans biofilmképzédése soran, tovabba gyorsitja a csiratomld
kifejlodésének folyamatat. A C. albicans vizsgalatakor korabban mar bebizonyosodott, hogy a
TYR az exponencialis ndvekedési fazis alatt folyamatosan felszabadul a taptalajba, igy képes
mértéke anaerob koriilmények kozott fokozottabb (Albuquerque és mtsai. 2012; Rodrigues és
Cernakova 2020). A TYR koncentracidja egyenes aranyossagot mutat a C. albicans biofilmek
tomegével. Elsdsorban a biofilmképzddés korai- és kozépsd szakaszaban termelddik,
stimulalva az éleszt6-hifa atalakulast, eldsegitve ezzel a szesszilis populacio Iétrejottét

(Albuquerque €és mtsai. 2012; Rodrigues és Cernakova 2020) (4. abra).
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A C. albicans biofilmek legalabb 50%-kal tobb TYR kivalasztasara képesek, mint a
planktonikus sejtek. Utobbiak feliiluszdjaban megkdzelitéleg 11 uM-0s koncentraciot érhet el
a TYR (Alem és mtsai. 2006). Mennyiségét elsGsorban a ndvekedési koriilmények hatarozzak
meg, beleértve az oxigén szintet, az aromas aminosavak és az ammoniumsok jelenlétét, illetve
a pH értéket. Termeléséért az AROS8O transzkripcids regulator a felelds, melynek expresszidja

szintén pH fiiggd (Rodrigues és Cernakova 2020).

A QS harmonikus miikodésének egyik alappillére, a kiilonb6zd szekretalt QS molekulak
koncentracidja (Albuquerque és mtsai. 2012). Ha a biofilmeket 50 uM FAR-lal kezeljiik, a TYR
magasabb koncentracioja (0,1-1 mM) megsziinteti a FAR filamentacié gatlo hatasat. Azonban
¢lesztésejtekbdl felépiild szesszilis populaciot eredményez, vagyis a TYR nem képes
ellenstlyozni a magasabb FAR koncentraciot. Tehat megallapithatjuk, hogy a TYR csak akkor
idéz el6 valtozast a biofilm fejlédése, illetve a morfoldgiai atalakulasok soran, ha a FAR
egyaltalan nincs jelen, vagy ha a koncentracidja rendkiviil alacsony. Fizioldgias koriilmények
kozott a biofilmképzddés korai és kozépsd szakaszaban a TYR koncentracidja és aktivitasa a
jelentdsebb, mig az érett biofilmek esetében a FAR koncentracié meghaladja a szekretalt TYR
mennyiségét. Utobbi kulcsfontossagl szerepet jatszik az élesztd sejtek felszabaditasaban, a

diszperzioban (Alem és mtsai. 2006; Albuquerque és mtsai. 2012).
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4. abra: Az exogén farnesol és tyrosol szerepe a biofilm képzddés proliferacios szakaszaban
(Rodrigues és Cernakova 2020)

A kiilonboz6 Candida speciesek nem egyenlé mértékben valasztjak ki az adott QS molekulakat.
Ami a TYR szekréciot illeti, a C. albicans és a C. tropicalis szignifikansan t6bb TYR (C.
albicans: 21,01- 53,40 uM /1,6 - 5,3x10 sejt/ml; C. tropicalis: 41,21- 48,63 uM /2,6 - 2,7x 10’
sejt/ml) expresszalasara képes, mint a C. parapsilosis (1,59 - 3,04 uM /1,7 - 2,3x107 sejt/ml)
vagy a C. glabrata (1,3 - 3,26 uM /2,7 - 5,5x107 sejt/ml). Ennek ismeretében akar dsszefiiggés
is feltételezhet6 az adott Candida fajok virulencidja és TYR termelése kozott (Alem és mtsai.
2006; Kovacs és Majoros 2020).

A C. albicans génexpresszios mintazata alapjan, a TYR expozicio hatast gyakorol a sejtciklus

szabalyozasara, a DNS replikaciora, valamint a kromoszoéma szegregaciora (Chen és mitsai.

24



2004). Tovabba bebizonyosodott, hogy a TYR befolyasolja a neutrofil granulocitak oxidativ
stresszre adott valaszat, gatolva igy a fagocita sejtek miikodését. Jelenleg azonban még nem
rendelkeziink informacidval arra vonatkozodan, hogy a fertézés soran egyaltalan termelédik-e
TYR a human gazdaszervezetben (Albuquerque és Casadevall 2012; Rigacci és Stefani 2016;
Bigagli és mtsai. 2017) (4. abra).

Erdekes modon a C. albicans CZF1 génjének miikodése a TYR expoziciot kovetSen
fokozddott. Ugyanakkor Jakab és munkatarsai a vizsgalataik sordn nem tapasztaltdk a C.
parapsilosis biofilmek magasabb biofilmképz6 képességét a TYR jelenlétében, holott a CZF1
gén a C. parapsilosis egyik kulcsfontossagu transzkripcids faktora a szesszilis populacid
kialakulasa soran (Holland és mtsai. 2014; Jakab és mtsai. 2019). A C. parapsilosis esetében a
TYR expozicid hatasara az efflux pumpak megndvekedett expresszidja, illetve emelkedett
oxidativ stressz valasz lathato, mikdzben a QS molekula gatolja a novekedést és a riboszoma
biogenezist (Jakab ¢és mtsai. 2019). A TYR mérsékelt, &m stabil antioxiddns aktivitassal
rendelkezik, a hidrogén-peroxiddal szemben mutatott antigenotoxikus hatasa pedig csak
magasabb koncentracio (140 pM) alkalmazasa soran tapasztalhatd (Anter és mtsai. 2014).
Westwater és munkatarsai azonban nem figyelték meg az exogén TYR védo hatasat a hidrogén-

peroxiddal kezelt C. albicans sejtek esetében (Westwater és mtsai. 2005).

A TYR-lal kapcsolatos citotoxicitasi vizsgalatok soran az alabbi koncentracioknal figyeltek
meg karositd hatast: >10 mM (human iny fibroblast); 3 mM (human iny hémsejt); 5 mM
(human nyalmirigy karcinéma sejtek); > 15 mM (vastagbél adenokarcindma sejtvonal) (Babich
és Visioli 2003; Jakab és mtsai. 2019). A 2.6. fejezetben leirtak alapjan, a kiilonb6zo
mikroorganizmusok altal szekretalt QS molekulak a polimikrobialis biofilmet alkoté gombakra
¢s baktériumokra egyarant hatassal vannak. Nem kivétel ez alol a TYR sem, mely
antibakterialis aktivitasat a bakterialis ATP-szintaz gatlasan keresztiil fejti ki (Rodrigues és
Cernadkova 2020). A kedvezOnek mondhaté human citotoxicitasi profil, valamint a potencialis
gombaellenes aktivitas alkalmassa teheti a TYR Klinikai hasznalatit egyes alternativ

terapiakban.

A Candida fajok fiziologiajaban betoltott jelentds szerepe mellett, 8 TYR szuprafiziologias
koncentracioban (1-50 mM), mind a planktonikus mind pedig a szesszilis sejtek ellen
figyelemremélto gombaellenes aktivitassal rendelkezik (Jakab és mtsai. 2009). Tobb,
tradicionalis antimikotikummal (AMB, azolok) kombinalva, koncentracié fiiggé modon
szinergista kolcsonhatast mutat egyes Candida fajok ellen (Wongsuk és mtsai. 2016). AMB-

vel torténd egyideji alkalmazasa soran, a TYR szignifikansan csokkentette a C. albicans és a
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C. tropicalis planktonikus és szesszilis sejtjeinck AMB iranti minimalis gatlo koncentraciod
(MIC) értékét, tovabba redukalta a két vizsgalt Candida faj biofilmjének tomegét és
metabolikus aktivitasat (Cordeiro és mtsai. 2015; Wongsuk és mtsai. 2016). Korabbi kutatasok
eredményei alapjan, 80 uM TYR és 4 mg/l AMB kombinacidja 90%-kal csokkentette a C.
tropicalis, és a C. krusei biofilmek kiterjedését.

A kozelmultban a TYR anti-adhéziés hatdsa is bizonyossagot nyert, melynek sordn a QS
molekula gatolta a C. glabrata és a C. albicans sejtek akril feliilethez valo tapadasat. Ez a
megallapitds a kiilonb6z6 TYR tartalmu készitmények kifejlesztése révén, nagyban
hozzajarulhat a mtifogsort viselOk oralis egészségének ¢és életmindségének javitasdhoz, ugyanis

stomatitis megel6zésének egyik alternativaja (Monteiro és mtsai. 2015).

Az utdbbi évtizedekben, a Candida eredetti QS molekulakkal kapcsolatos alternativ kezelési
stratégiak vizsgalata egy viszonylag intenziv kutatasi teriiletté¢ valt. A TYR azonban tovabbra
is egy ,rejtélyes” molekula, mert az antifungalis aktivitdsdnak pontos hattere tovéabbra is
ismeretlen (Jakab ¢és mtsai. 2019). Feltételezések szerint a TYR megzavarja a gomba
sejtmembran ergoszterol bioszintézisét, melynek eredményeképpen a gombasejt fokozottabb
érzékenységet mutat a tradicionalis antifungalis szerekkel szemben (Cordeiro és mtsai. 2015).
A TYR biofilmellenes aktivitdsara magyardzatként szolgalhat, hogy a szuprafizioldgias
koncentracioban alkalmazott exogén TYR hatasara az intracellularis TYR szint egyensulya
felborul, megakadalyozva ezzel az ujonnan képzddott Candida sejtekben a hifak kialakulasat
(Monteiro és mtsai. 2015).

2.7. Echinocandinok

Az echinocandinok megjelenésével U] fejezet nyilt az orvosi mikologia torténetében, célpontjuk
ugyanis a korabban hasznalt antifungalis szerekt6l eltér6 modon a gombak sejtfala.
Pontosabban a sejtfal egyik f6 szénhidrat eleme, a p-1,3-D-gliikan, melynek szintézisét a
képzodéséhez sziikséges enzim (f-1,3-D-gliikan-szintaz) blokkoldsaval képesek gatolni
(Mroczynska ¢€s Brillowska-Dabrowska 2020). A komponens hianyaban a sejtfal elveszti az
integritasat, az ozmotikus instabilitas hatasara pedig bekovetkezik a sejt lizise (Ben-Ami 2018).
A jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphatdé harom echinocandin [caspofungin (CAS),
micafungin (MICA), anidulafungin (ANI)] mindegyike alkalmas az invaziv candidasis
kezelésére (Ben-Ami 2018) (5. abra). Nagy molekulatomegiiknek koszonhetéen az oralis
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biohasznosulasuk csekély mértékili, igy kizarolag intravénas formaban alkalmazhatéak. A

szérum proteinekhez torténd kotddésiik jelentds (97-99%) (Patil és Majumdar 2017).

I O|(CH,),CH;

5. abra: Az echinocandinok szerkezeti képlete
(Chen és mtsai. 2011).

Az echinocandinok hasznalata még viszonylag magas dozisok alkalmazasa esetén is
biztonsagos, mivel a human sejtek épitéelemei kozott a B-1,3-D-gliikan nem talalhaté meg
(Ben-Ami 2018; Mroczynska és Brillowska-Dabrowska 2020). Mindezek ellenére azonban
eléfordulhatnak a hasznalatuk soran kiilonb6z6 mellékhatasok. Az infizio beadasat kdvetden
esetleg borpir, csalankiiités, vagy hipotenzio jelentkezhet, a hisztamin felszabadulés
eredményeképpen. A kardiotoxicitas ritka és sulyos mellékhatas, amelyet az echinocandinok
centralis vénas katéteren keresztiil torténd beadasakor figyeltek meg bizonyos esetekben (Ben-
Ami 2018).

Az echinocandinok szdveti penetracidja bar eltéré mértékii, bizonyos anatomiai helyeken
képtelenek terapias koncentraciot elérni [pl. agy, szem (kivéve a MICA), cerebrospinalis
folyadék], a nagy molekulatomegiiknek, valamint fehérje kotddésiiknek koszonhetden (Patil €s
Majumdar 2017). A CAS és a MICA a majban metabolizalodik, mig az ANI a vérplazmaban
degradalodik (Ben-Ami 2018).
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Az echinocandinok in vitro fungicid hatast mutatnak a Candida és Saccharomyces fajokkal
szemben, beleértve az azol rezisztens torzseket is (Ben-Ami 2018). Az Aspergillus speciesek
ellen azonban fungisztatikus aktivitasuak (Patil és Majumdar 2017). A C. parapsilosis, illetve
a C. guilliermondii generikusan csékkent érzékenységgel bir az echinocandinok irant (MIC:
0,5-8 mg/l), igy az altaluk okozott infekciok terapiaja soran az echinocandinok nem az els6ként
valasztando szerek kozé tartoznak (Patil és Majumdar 2017). Az echinocandinokkal szembeni
magasabb MIC értékek hatterében, mindkét species esetében az FKS1 génben torténd mutacid
all, mely aminosav szubsztituciohoz vezet az FKS1 fehérje ,hot-spot” régiojaban. A C.
parapsilosis-nal a 660. pozicioban egy prolin-alanin csere, mig a C. guilliermondii esetében a
642. helyen bekovetkezé metionin-leucin szubsztiticid vezet a csokkent érzékenységhez
(Perlin 2007; Garcia Effron és mtsai. 2008).

Invaziv candidiasis soran az alabbi protokoll szerint érdemes alkalmazni az echinocandinokat:
CAS: 70 mg telitd dozis, majd 50 mg fenntartdé dozis naponta; ANI: 200 mg telitd dozist
kovetden napi 100 mg fenntartd dozis; MICA: napi 100 mg, nincs sziikség telité dozisra (Patil
¢s Majumdar 2017). Az echinocandinok elsdvonalbeli antifungélis szerek az invaziv
candidiasis kezelése soran, tovabba a biofilm ellenes aktivitasuknak koszonhetden a katéter-
Bar az echinocandin rezisztencia nem egy gyakori jelenség, mindenképpen figyelmet érdemel.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban és egyes nyugat-eurdpai orszagokban egyre gyakrabban
azonositanak az echinocandikkal szemben nagyfok ellenallast mutaté Candida torzseket (Patil
¢s Majumdar 2017). Az érintett speciesek (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C.
auris) esetében a rezisztencia hatterében leggyakrabban az FKS1 és FKS2 génekben (a gliikkan-
szintaz enzim katalitikus alegységének kifejezodéséért felelés gének) bekovetkez6 mutacio all
(Patil és Majumdar 2017; Pappas és mtsai 2018). Tovabbi rezisztencia mechanizmus lehet az
efflux pumpakat kodold gének megndvekedett expresszidja, valamint a fokozott kitintermelés
(Chen ¢és mtsai. 2011). Utobbi magyarazata, hogy a csokkent B-D-gliikkan mennyisége szamos
stresszadaptacios utat indukal, ami megndvekedett kitin szintet eredményez a sejtfalban. Az
emelkedett kitintartalom segiti a sejtfal stabilizalasat, enyhitve ezzel az echinocandinok hatasat.
Béar ez az adaptiv valasz nem vezet muticiokhoz az FKS génekben, az echinocandin
expozicidhoz torténd korai alkalmazkodés idével olyan stabil ellenallasi mechanizmusok
kialakulasat teheti lehetévé a tulélé sejtek szamara, amely esetleg hosszu tavon klinikai

rezisztenciahoz vezethet (Kovacs és mtsai. 2021).
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Az echinocandinok koncentracié fiiggd modon fejtik ki hatdsukat, az esetiikben tapasztalt
posztantifungalis hatds akar a 24 orat is elérheti (Chen és mtsai. 2011). Egyik legérdekesebb ¢s
talan legkevésbé ismert farmakodinamias (gyogyszerhatastani) jellemzéjiik az tgynevezett
paradox novekedés. A Candida fajokra jellemz6 jelenség lényege, hogy a MIC érték feletti
koncentracibkon a gomba sejtek ismételt novekedése lathato. A folyamatban a
kompenzatorikus kitinszintézisnek, mint stressz valasznak van elsdsorban szerepe, melynek
segitségével a gomba sejt képes megdrizni a sejtfala integritasat, az emelkedett kitin szinttel
egyidejlileg ugyanis a sejtfal p-1,3-D-gliikan tartalma lecs6kken. A paradox novekedés eddig
kizarolag in vitro koriilmények kozott volt megfigyelhetd, hogy van-e barmilyen in vivo szerepe

az egyelore kérdéses (Patil és Majumdar 2017).

2.8. Nikkomycin Z

A NIKZ a Streptomyces tendae altal szekretalt masodlagos metabolit, amelyet elészor az 1970-
es években irtak le, mint gombaellenes szert (Chaudhary és mtsai. 2013; Larwood 2020) (6.
abra). Az érdeklodés leginkabb akkor fokozodott iranta, amikor bebizonyosodott, hogy
aktivitast mutat az endémias szisztémas mikozisokért felelés speciesekkel szemben is

(Coccidioides, Histoplasma, Blastomyces) (Larwood 2020).

0
(o) | NH
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6. abra: A nikkomycin Z szerkezeti képlete
(Larwood 2020)

A NIKZ tamadaspontja a gomba sejtek kitin komponense. Mivel a human sejtekbdl ez az
Osszetevd hianyzik, igy a NIKZ igéretes célpontnak tlinik az antifungalis terapia soran. Ebbdl

adodoan a viszonylag magas, egyszeri NIKZ doézisok (250-2000 mg) alkalmazasa is
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biztonsagos (Larwood 2020). A kitin a gombasejtfal egyik legjelentdsebb épitdeleme, melynek
eloszlasa jelentds eltérést mutat a kiilonb6z6 speciesek esetében (Larwood 2020). Az élesztok
sejtfalaban kortilbeliil 2%, mig a fonalas gombaknal akar a 67%-ot is elérheti a kitin aranya

(Chaudhary és mtsai. 2013).

A NIKZ a kitin-szintaz szubsztratjanak (UDP-N-acetil-gliikkozamin) kompetitiv analdgjaként
képes gatolni a kitinszintézist. A kitin hidnyanak kovetkeztében sérill a sejtfal szerkezete,
instabilla valik, mely végiil a sejt liziséhez vezethet (Kim €és mtsai 2002). A Kitin-szintaz egy
glikozil-transzferaz tipusu enzim, tobb izotipusa is ismert (a C. albicans esetében példaul négy
tipus van jelen a sejtfalban). Tulajdonképpen egy olyan transzglikolizacios folyamatot katalizal,
melyben a cukor molekulak az UDP-N-acetil-gliikozaminbdl az egyre novekvd kitinlancba

éplilnek, felszabaditva ezzel az uridin-difoszfatot (Chaudhary és mtsai. 2013).

Az egereken végzett farmakoldgiai vizsgalatok eredményei alapjan, az intravénds forméaban
beadott NIKZ a kezdeti 320 pg/ml szérum koncentraciot kdvetéen gyorsan eliminalodott, 10-
15 perces felezési idot produkdlva. Az ordlis alkalmazds azonban lasst felszivodast
eredményezett, lehetévé téve a NIKZ orakig tartd perzisztalasat. Az in vivo kisérletek azt
sugalljak, hogy a napi kétszeri 250-500 mg-0s adagolasnak koszonhetéen optimalis NIKZ

koncentracio érheto el a szérumban (Rauseo és mtsai. 2020).

A NIKZ bar képes gatolni a C. albicans Kitin-szintdz izoenzimeinek minden tipusat,
hatékonysaga az ¢élesztd sejtekben csekély mértékben jelenlévd kitinszint miatt korlatozott,
ezért leginkabb a kiilonbozd kombinéciods terapidk vizsgalata soran kertilt el6térbe az utdbbi
években. Szakirodalmi adatok alapjan, a NIKZ itraconazole-lal (ITRA) és FLU-lal torténd
egyidejti alkalmazasa szinergista kolcsonhatast eredményezett a C. albicans és a C. parapsilosis
sejtekkel szemben (Larwood 2020). Szilagyi és munkatarsai a CAS aktivitasanak fokozodasat
figyelttk meg a NIKZ jelenlétében. Tovabba a CAS ¢és a NIKZ kombinacidja soran
szinergizmust tapasztaltak a C. albicans, a C. tropicalis, a C. glabrata és a C. parapsilosis

klinikai izolatumok esetében (Szilagyi és mtsai. 2012).
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3.

Célkitiizések

Vizsgalatainkban a CAS és a MICA Candida biofilmek elleni hatékonysagaval kapcsolatos

ismereteinket szerettiilk volna bdviteni. Szakirodalmi adatok hianyaban, kivancsiak voltunk

arra, hogy a tesztelt két, bizonyitottan biofilm aktiv echinocandin hogyan viselkedik human

szérum jelenlétében a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmekkel szemben. A tovabbiakban

pedig olyan innovativ terapids lehetdségek megfogalmazasara torekedtiink, amelyek

segitségével a jovoben az echinocandinok aktivitasa fokozhato lenne, ezaltal a C. albicans és a

C. parapsilosis altal okozott biofilm eredetii infekciok hatékonyabb kezelése valna lehetové.

Kisérleteink soran az alabbiakat tliztik ki célul:

A planktonikus és a szesszilis C. albicans, illetve C. parapsilosis sejtek
echinocandinokkal (CAS, MICA) szembeni minimalis gatld koncentracidinak

meghatarozasa, 50% human szérum jelenlétében.

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

vizsgalata

A C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek metabolikus aktivitasanak vizsgalata CAS,

valamint MICA expoziciot kdvetden, 50% human szérum jelenlétében.

A planktonikus és a szesszilis C. albicans, illetve C. parapsilosis sejtek CAS, MICA ¢és

NIKZ iranti minimalis gatlé koncentracidinak meghatarozésa.

A CAS, a MICA és a NIKZ kozotti in vitro interakcio vizsgalata a C. albicans és a C.

parapsilosis klinikai izolatumok altal képzett biofilmek ellen.

A CAS, a MICA ¢és a TYR minimalis gatld koncentracidinak meghatdrozasa

planktonikus, valamint szesszilis C. parapsilosis sejtekkel szemben.

A CAS, a MICA és a TYR kombinacidja soran fennallé in vitro kolcsonhatas vizsgélata,

a C. parapsilosis klinikai izolatumok planktonikus és szesszilis sejtjei ellen.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalt izolatumok

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

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

4.2. A planktonikus sejtek érzékenységének vizsgalata

A MICA (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a CAS (Sigma, Budapest, Magyarorszag), a NIKZ
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) ¢s a TYR (Sigma, Budapest, Magyarorszag) iranti MIC
értékek meghatarozasat standard mikrodilucids modszerrel végeztiik, a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) altal elfogadott M27-A3-as protokoll alapjan. Tapkozegként L-
glutaminnal kiegészitett, hidrogén-karbonat mentes RPMI-1640-et hasznaltunk (pH=7,0),
MOPS [3-(N-morpholino) propanszulfonsav) Sigma] puffer hozzaadasaval) (Clinical and
Laboratory Standards Institute 2008).

Kisérleteink egy részében 10 C. albicans és 10 C. parapsilosis klinikai izolatum esetében
normal RPMI-1640-ben, illetve 50% human szérummal (AB vércsoporta férfi, Sigma,
Budapest, Magyarorszag) kiegészitett tapkozegben, hataroztuk meg a torzsek MICA és CAS
iranti. MIC értékét. A planktonikus sejtek echinocandinokkal szembeni in vitro
érzékenységének vizsgalatakor mindkét Candida species esetében 0,015 és 8 mg/l kozotti
MICA és CAS koncentraciokat teszteltiink. A NIKZ-vel végzett kisérleteink soran 0,06-32 mg/I
koncentraciokat alkalmaztunk (1. tablazat). A C. parapsilosis TYR iranti érzékenységének
meghatdrozasakor hasznalt 3,9-1000 uM TYR koncentracié tartomany (1. tablazat),
(Alem és mtsai. 2000).

A TYR-bAI el6szor egy 50 mM-os torzsoldatot készitettiink 100% metanolban. A legmagasabb
vizsgalt TYR koncentraci6é 1% metanolt tartalmazott, ezért a 96 lyuka mikrotiter lemez (TPP,
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Trasadingen, Svajc) gyogyszermentes liregeihez 1% metanolt is adtunk. A tesztelt antifungalis
szerek és a TYR koncentracidinak beallitisa minden kisérlet soran RPMI-1640-ben tortént,
meghatarozott iliregeibe. A vizsgalt antifungalis szerek és a TYR iranti MIC értékek
megallapitasahoz eldszor 0,5-2,5x10° sejt/ml gombaszuszpenziokat allitottunk be, melyekbol
aztan 100 pl-t pipettaztunk a plate iiregeibe. A mikrotiter lemezeket 37 °C-on, 24 6ran keresztiil
inkubaltuk. (Kovéacs és mtsai. 2016). A plate 11. oszlopa pozitiv kontrollként (100 pl
gombaszuszpenzié + 100 ul RPMI-1640), a 12. oszlopa pedig negativ kontrollként (200 ul
RPMI-1640) szolgalt.

A planktonikus sejtek MICA-nal, CAS-nal, NIKZ-vel és TYR-lal szembeni érzékenységének
megallapitasakor, azt a koncentraciot tekintettik MIC értéknek, ahol legalabb 50%-0s
turbiditas csokkenés volt megfigyelheté a pozitiv kontrollhoz képest (Katragkou és mtsai.
2015). A turbiditast spektrofotométer segitségével (Multiskan Sky), 492 nm hullamhosszon
mértiik, majd pedig meghataroztuk a turbiditas szazalékos valtozasat az alabbi képlet szerint

(Katragkou és mtsai. 2015; Kovacs és mtsai. 2016):
Turbiditas = 100% x (Aiireg - Ahéttér) / (Agyo'gyszermentes lireg ~ Ahéttér)

A hattér azt az abszorbancia értéket jelenti, melyet a mikrotiter lemez, gombaszuszpenziot nem
tartalmazd iregeiben mértiink (Katragkou és mtsai. 2015; Kovacs és mtsai. 2016). A
planktonikus sejtek in vitro érzékenységének vizsgalatahoz mindségi kontrollként a CLSI
el6irasainak megfeleléen a C. parapsilosis ATCC 22019, és a C. krusei ATCC 6258 referencia

torzseket hasznaltuk.

4.3. Biofilm képzés

A Dbiofilmeket a Pierce és munkatarsai altal publikalt protokoll alapjan hoztuk létre. Az
izolatumokat frissités céljabol, a kisérlet kivitelezése eldtt két nappal Sabouraud dextr6z agarra
(SDA) oltottuk. A biofilmképzést megel6z6 napon torzsenként, pazsitszer(i szélesztést
kovetden, egy steril vattatampon segitségével a pazsitot 25 ml fizioldgids sooldatba
szuszpendaltuk. Ezt a miiveletet harom mosasi 1épés kovette, melyek mindegyike soran, 30009
fordulaton 5 percig centrifugaltuk a gombaszuszpenziokat, majd pedig a feliiluszot hatarozott
mozdulattal le6ntottiik, és ismét 25 ml fizioldgias sdoldatban vettiik fel a gombasejteket. A
centrifugalasi folyamat végeztével, a gombamennyiségtdl fiiggden 5-6 ml fizioldgias sdoldatot
adtunk a pellethez. A kiilonbdz izolatumokbél, RPMI-1640-ben, 1x108 Colony Forming Unit
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(CFU)/ml gombaszuszpenziot allitottunk be Biirker kamra segitségével. Ezt kovetéen lapos
alju, 96 lyuka mikrotiter lemez (TPP, Trasadingen, Svajc) meghatarozott iiregeibe 100 pl-t
mértiink az adott gombaszuszpenziobol. A plate 12. oszlopa negativ kontrollként szolgalt,
melybe kizarolag 100 ul RPMI-1640 keriilt. Végiil a mikrotiter lemezeket statikusan inkubaltuk
37 °C-on, 24 oraig (Pierce €s mtsai. 2008; Kovacs és mtsai. 2016).

4.3.1. A biofilm tomegének meghatirozasa

A C. albicans és a C. parapsilosis Klinikai izolatumok, valamint a referencia torzsek
biofilmképzd képességének ellendrzésére a Marcos-Zambrano ¢és munkatarsai altal leirt
kristalyibolya-assay-t alkalmaztuk (Marcos-Zambrano és mtsai. 2014).

mikrotiter lemezeket steril fiziologias sooldattal (200 pl). Erre a 1épésre azért volt sziikség, hogy
a le nem tapadt sejteket eltavolitsuk a festési eljaras eldtt, minimalizalva ezzel a hattérfestddés
mértékét. Ezt kovetden a Candida sejtekre 125 ul 0,1%-os kristalyibolya oldatot mértiink, majd
egy 15 perces inkubacio kovetkezett szobahdmérsékleten. Ennek végeztével a kristalyibolya
oldatot pipettaval leszivtuk, majd haromszor mostuk a mikrotiter lemezeket fizioldgias
sooldattal (200 pl). A protokoll utolsd 1épése soran, 125 ul 33%-0s ecetsavat adtunk a plate
iiregeihez, melynek célja a biofilmhez kotott kristalyibolya oldat szolubilizalasa volt. Ismét egy
15 perces, szobahOmérsekleten torténd inkubacid kovetkezett, melynek végeztével 100 pl
feliiluszot egy steril mikrotiter lemezbe mértiink 4t. Az abszorbancidt spektrofotométer
segitségével hataroztuk meg (540 nm), negativ kontrollként 33%-0s ecetsav oldatot (100 pul)
hasznaltunk (Silva és mtsai. 2009; O’Toole 2011; Marcos-Zambrano €és mtsai. 2014).

44. A humin szérum hatisa a biofilm képzddésére, valamint a szesszilis sejtek
antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének meghatarozasa 50% human szérum
jelenlétében

Annak megallapitasara, hogy a kiilonb6z6 human szérum koncentracioknak milyen hatasa van
standard gombaszuszpenziokat 1%, 5%, 10%, 30% és 50% human szérummal egészitettiik ki,
majd a mikrotiter lemezeket kiilonb6z6 ideig inkubaltuk (2, 4, 8, 12 és 24 ora). Ezt kovetéen az

adott idéponthoz tartozo liregeket haromszor mostuk steril fiziologias sdoldattal (200 pl), végiil

pedig XTT [2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide]
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assay (VWR, Debrecen, Magyarorszag) segitségével meghataroztuk a letapads sejtek
metabolikus aktivitast. A mosasi 1épések elvégzése utan 100 pul XTT/menadion oldatot (0,5 g/l
XTT, kiegészitve 1 uM menadionnal) adtunk a mikrotiter lemez iiregeihez, melyeket fénytol
védve, 2 6ran at, 37 °C-on statikusan inkubaltunk. A biofilmek metabolikus aktivitdsanak 492
nm-en torténé méréséhez 80 pl feliilliszot hasznaltunk (Pierce és mtsai. 2008). A kapott
metabolikus aktivitas relativ szdzalékos értékeibdl gorbéket készitettiink a GraphPad Prism
6.05 (GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA) alkalmazas segitségével. Minden vizsgalt
idépontban a human szérum nélkiili, RPMI-1640-ben mért aktivitast tekintettiik a 100%-nak.
A tovabbi vizsgélataink sordn kizardlag 50% humén szérummal egészitettiik ki az RPMI-1640

tapfolyadékot, hogy jobban modelezhessiik az in vivo kornyezetet.

A szesszilis sejtek antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata soran az el6zo
nap elkészitett biofilmeket haromszor mostuk steril fiziologias sooldattal (200 ul), majd RPMI-
1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben is meghataroztuk a MICA
¢s a CAS elleni MIC értéket, a kordbban mar ismertetett XTT assay segitségével.
El6kisérleteink alapjan, a C. albicans esetében 0,015-32 mg/1 antifungalis szer koncentraciokat
teszteltiink, mig a C. parapsilosis biofilmek érzékenységének megallapitasahoz 0,015-512 mg/I
echinocandin koncentraciokat alkalmaztunk (1. tablazat). MIC értéknek azt a legalacsonyabb
antimikotikum koncentraciét vettilk alapul, ahol legalabb 50%-0s metabolikus aktivitas
csOkkenés volt lathaté a gyogyszermentes kontrollhoz képest. A MIC érték meghatarozasat
kovetden részletesen elemeztiik a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek echinocandinokkal
szembeni aktivitdsi mintdzatat a Simitsopoulou és munkatarsai altal, 2013-ban leirt modszer
alapjan. A ,,fungal damage assay” (gomba karosodasi vizsgalat) megéllapitasdhoz az alabbi
képletet alkalmaztuk: ,,fungal damage” (%) [1-kezelt sejtek abszorbanciaja/kontroll sejtek

abszorbancidja]*100 (Simitsopoulou és mtsai. 2013).

4.5. A biofilmek antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége

A C. parapsilosis biofilmek antifungalis szerekkel szembeni ¢érzékenységének
meghatarozasahoz 8 és 512 mg/l kozotti CAS és MICA koncentracidkat teszteltiink. Az
echinocandin érzékeny C. albicans torzsek esetében 0,015-1 mg/l echinocandin
koncentraciokat, mig az echinocandin rezisztens C. albicans izolatum (DPL18) vizsgalatakor
0,25-16 mg/l CAS és MICA koncentraciokat alkalmaztunk. A NIKZ ¢és a TYR iranti
érzékenység megallapitasahoz 0,03-8 mg/l illetve 3,9-1000 uM koncentraciokat hasznaltunk
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(1. tablazat). A korabban leirt protokoll alapjan létrehozott biofilmeket az inkubacios id6
elteltével haromszor mostuk steril fizioldgias soéoldattal (200 pl). Az adott gyogyszer
koncentraciok beallitisa RPMI-1640-ben tortént, melyekbdl a mikrotiter lemez meghatarozott
iiregeibe 100 pl-t mértiink (a 11. oszlop pozitiv kontrollként, mig a 12. oszlop tovabbra is
negativ kontrollként funkcionalt). A kezelt biofilmeket 24 6ran keresztiil inkubaltuk, 37 °C-on.
Ezt kdvetden a mikrotiter lemezeket ismét haromszor mostuk fizioldgias séoldattal (200 pl),
majd az adott szerek iranti MIC értékek meghatarozasa a mar korabban emlitett metabolikus
aktivitds mérésén alapuld XTT assay segitségével tortént, 492 nm hulldmhosszon (Pierce és
mtsai. 2008). A szesszilis sejtek esetében MIC értéknek azt a legkisebb koncentraciot
tekintettiik, ahol legalabb 50%-o0s metabolikus aktivitas csokkenést tapasztaltunk, a mikrotiter
lemez kezeletlen, kontroll iiregeihez viszonyitva. A metabolikus aktivitds szazalékos
valtozasanak  kiszamitasahoz, a korabban a planktonikus sejtek turbiditdsanak
meghatarozasahoz hasznalt képletet alkalmaztuk: A=100% X (Auireg - Anatter) / (Agysgyszermentes iireg

- Ananer) (Katragkou és mtsai. 2015; Kovacs €s mtsai. 2016).

Alkalmazott gyogyszer koncentraciok

C. albicans C. parapsilosis
Planktonikus Szesszilis Planktonikus Szesszilis
sejtek sejtek sejtek sejtek
S AR ITELS S ] 0,015-32 mg/l 0,015-8 mg/l 0,015-512 mg/l
(CAS, MICA) ’ ’ ’ ’
NIKZ 0,06-32 mg/I 0,03-8 mg/I 0,06-32 mg/l 0,03-8 mg/I
TYR 3,9-1000 uM

1. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott gyogyszer koncentraciok osszefoglalasa, a planktonikus,
illetve a szesszilis Candida albicans és Candida parapsilosis izolatumok esetében.
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4.6. Az antifungalis szerek, illetve a tyrosol kozott fennallo in vitro kolesonhatasok

vizsgalata

A planktonikus és szesszilis C. albicans és C. parapsilosis sejtek esetében egyarant az
ugynevezett kétdimenzios ,,checkerboard” mikrodilicios assay-t alkalmaztuk az adott szerek
kozott fennallo in vitro kolesonhatasok vizsgalatahoz (Meletiadis és mtsai. 2005; Meletiadis és
mtsai. 2010; Katragkou ¢€s mtsai. 2015). A tesztelt koncentraci6 tartomanyok megegyeztek a

korabban leirt MIC meghatarozasnal hasznalt koncentraciokkal.

A checkerboard mikrodiluciés modszer soran a mikrotiter lemezek A sora tartalmazta a
kiilonb6zé TYR, illetve NIKZ koncentraciokat 6nmagaban, mig a 10. oszlopban az egyes CAS
vagy MICA koncentraciok talalhatéak. A matrix tovabbi iiregeibe pedig a két gydgyszer eltérd
kombinacioit mértiik. A plate 11. oszlopa a kezeletlen pozitiv kontrollként, mig a 12. oszlopa
az ugynevezett taptalajkontrollként szolgalt. Az interakcid természetének definidlaséhoz a gatlo
koncentracidhanyad indexet alkalmaztuk (Fractional Inhibitory Concentration Index - FICI),
melyet az alabbi képlet alapjan fejeztiink ki:

YFIC =FICa + FICg = MICa kombinacioban / MICa 6nmagéban + MICg kombinéacioban /
MICg 6nmagaban, ahol a MICa és MICg 6nmagaban az A és a B gyogyszer MIC értéke
onmagaban, mig a MICa és MICg kombinacidban a két gyogyszer MIC értéke az izoeffektiv
kombindcioban. Minden izoeffektiv kombinacid esetén meghataroztuk a FIC értéket, melyek
koziil a legalacsonyabbat tekintettik FIC indexnek, amit végiil a kovetkez6képpen
interpretaltunk: szinergista interakcionak tekintettiik a kolcsonhatast, ha a FICI<0,5 értéket vett
fel, indiferrens hatasrol 0,5<FICI<4 esetén beszélhetiink, mig antagonizmust akkor
tapasztalhatunk, ha FICI>4 (Meletiadis és mtsai. 2005; Meletiadis és mtsai. 2010; Katragkou
¢s mtsai. 2015).

4.7. A Candida biofilmek életképesség vizsgalata

A C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek életképességét RPMI-1640-ben, és 50% human
szérummal kiegészitett tapfolyadékban vizsgaltuk. A metabolikus aktivitas, illetve a biofilm
tomeg eredményeit illetden mindkét Candida species hasonld paraméterekkel rendelkezett, igy
kisérleteink soran egy-egy reprezentativ C. albicans (1544) és C. parapsilosis (26977) klinikai
izolatumot teszteltiink. A biofilmeket a korabban ismertetett modon hoztuk 1étre RPMI-1640-
ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben, 8 lyuka mikrotiter lemezek
tiregeibe helyezett kerek feddlemezek feliiletén (Lab-Tek, Chamber SlideTM System, VWR,
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Debrecen, Hungary). Aztan egy 24 6ras inkubacios periddus kovetkezett, 37 °C-on. A Candida
biofilmek életképességének tanulmanyozasa mellett az €l6-holt sejtek aranyat is elemeztiik,
ahol epifluoreszcens vizsgalatokat végeztink LIVE/DEAD viability kit (ThermoFisher
Scientific, USA) segitségével. A Basas ¢s munkatarsai altal leirt protokoll alapjan az egy napos
biofilmeket steril fiziologias sooldattal mostuk (200 pl). Ezt kdvetden a mikrotiter lemezeket
fénytdl védve inkubaltuk, 37°C-on, 15 percen keresztiil (Basas és mtsai. 2016). Az ¢l sejtek
festésére Syto 9-et (3,34 mmol/l dimetil-szulfoxid oldatban), mig a holt sejtek jelolésére
propidium jodidot (20 mmol/l dimetil-szulfoxid oldatban) hasznaltunk. Ennek a festési
eljarasnak koszonhetden az €16 szesszilis sejtek zold, mig az elhaltak piros szinitinek lathat6ak
az epifluoreszcens mikroszkop altal készitett felvételeken, aranyukbol pedig az él6/holt sejt
megoszlasra kovetkeztethetiink. A megfestett szesszilis sejtek elemzéséhez a Zeiss AxioScope
A1 mikroszkopot (Jena, Németorszag), a Zeiss AxioCam ICm1 kamerat (Jena, Németorszag),

valamint a ZEN lite 2012 (Jena, Németorszag) szoftvert alkalmaztuk.

A CAS, a MICA ¢s a NIKZ kombinécidjanak vizsgalata soran, eredményeink megerdsitésének
céljabol szintén életképesség assay-t végeztiink, ahol egy-egy reprezentativ C. albicans (10431)
¢és C. parapsilosis (17820) klinikai izolatumot hasznaltunk. A biofilmek létrehozasa, a festési
eljarasok kivitelezése, valamint a mikroszkdpban latott eredmények interpretdlasa az el6zd
bekezdésben leirtak szerint tortént.

A szesszilis C. albicans sejtek kezelésekor az alabbi gyogyszer koncentraciokat alkalmaztuk: 8
mg/l NIKZ; 0,25 mg/l CAS; 0,25 mg/l MICA, illetve a két tipusti szer kombinacioit (8 mg/I
NIKZ + 0,25 mg/l CAS/MICA). A C. parapsilosis biofilmek esetében pedig 8 mg/l NIKZ, 128
mg/l CAS, 128 mg/l MICA koncentraciokat, tovabba ezek kombinaciodit (8 mg/ NIKZ + 128
mg/l CAS/MICA) teszteltiik. A kezelési stratégiat a ,,checkerboard” mikrodiliicios assay

eredményeinek alapjan dolgoztuk ki.

4.8. Pasztazo elektronmikroszkoépos vizsgalatok

A C. parapsilosis biofilmek esetében az echinocandinok, illetve a TYR hatasara bekovetkezd
esetleges strukturalis valtozasokat pasztazd elektronmikroszképos (scanning electron
microscope - SEM) vizsgalattal kivantuk szemléltetni, ehhez pedig egy reprezentativ torzset
hasznaltunk (16977). A biofilmeket 10 mm atmérdjii kor alaka fedélemezek felszinén hoztuk
létre, melyeket egy napig 37°C-on inkubdltunk. Huszonnégy ora elteltével a mikrotiter
lemezeket haromszor mostuk steril fizioldgids sooldattal (200 ul), majd az elézetes eredmények
alapjan a biofilmekhez az alabbi gyogyszer koncentraciokat adtuk: 256 mg/l CAS, 256 mg/l
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MICA, 1 mM TYR, valamint ezek kombinacioi (256 mg/l CAS + 1 mM TYR; 256 mg/l MICA
+ 1 mM TYR). Ismét egy 24 orés, 37 °C-on torténd inkubdcié kovetkezett, majd ennek
végeztével steril fiziologias sdoldattal Gijfent haromszor mostuk az immar kezelt biofilmeket. A
tovabbiakban 2%-o0s glutaraldehidet hasznaltunk a fixalashoz, majd a fixalt mintakat etanolos
higitasi sorban dehidrataltuk. A szaritast exszikkator segitségével végeztiik, ezt kdvetden a
SEM vizsgalat eldtt a vezetOképesség fokozasanak érdekében a kor alaku feddlemezeket

arannyal vontuk be (Hitachi S-4300) (Chandra és mtsai. 2008).

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

medién értékeit tlintettiik fel az eredmények cimii fejezetben.

4.9. Statisztikai analizis

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

A CAS és a MICA éltal kivaltott metabolikus aktivitds valtozasokat 50% human szérum
jelenlétében, valamint hidnydban is meghataroztuk, majd pedig paronként statisztikailag
osszehasonlitottuk 6ket, ahol a kiilonbségek elemzésére Wilcoxon parositott t probat
hasznaltunk. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiilk, ha a P<0,05. Az adatokat a

GraphPad Prism 6.05 szoftver segitségével elemeztiik.
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5.  Eredmények

5.1. A planktonikus, illetve a szesszilis Candida albicans és Candida parapsilosis sejtek
echinocandinokkal szembeni érzékenységének meghatarozasa 50% human szérum

jelenlétében

Az érvényben 1évé CLSI hatarértékek alapjan, minden altalunk tesztelt C. albicans és C.
parapsilosis klinikai izolatum, illetve a referencia torzsek is érzékenynek bizonyultak a vizsgalt

antifungalis szerek irant, normal RPMI-1640-ben (Pfaller és mtsai. 2011).

A planktonikus, illetve a szesszilis C. albicans és C. parapsilosis sejtek szérummentes,
valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben tapasztalt CAS és MICA iranti
median MIC értékei a 2. tdblazatban lathatoak.

Otven szazalék human szérum hozziadasat kovetden, mindkét faj klinikai izoldtumai és a
referencia torzsek (SC5314 és ATCC 22019) CAS iranti median MIC értékei 4-8-szoros, mig
a MICA-nal szemben mért median MIC értékek 4-64-szeres emelkedést mutattak, a normal

RPMI-1640 kapott eredményekhez viszonyitva (2. tablazat).

A C. parapsilosis klinikai izolatumok biofilmjei esetében magasabb CAS és MICA iranti
median MIC értékeket kaptunk, mint a C. albicans biofilmek vizsgalata soran; az ATCC 22019
referencia torzs median MIC értékei pedig a kovetkezOképpen alakultak: 1 mg/l (CAS) és 2
mg/l (MICA) (2. tablazat).

Otven szazalék human szérum expozicié hatdsara mindkét echinocandinnal szemben
minimalisan emelkedett MIC értékeket tapasztaltunk a tesztelt C. albicans klinikai izolatumok
szesszilis populacioi esetében (2. tablazat). Az SC5314 referencia torzs biofilmjei az aldbbi
median MIC értékeket mutattak 50% human szérum hozzaadasat kovetéen: CAS: 0,25 mg/l,
MICA: 4 mg/l. Meglepé modon a C. parapsilosis biofilmek és az ATCC 22019 referencia torzs
echinocandin iranti median MIC értékei 0,015 mg/l-re csokkentek 50% human szérum

jelenlétében.
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;I.?zli:i?l::ik;i Planktonikus sejtek Szesszilis sejtek Szesszilis sejtek
C. albicans 1\J41 =g tél;ei median MIC értékei median MIC median MIC értékei
(n=10) 50% human szérum | értékei RPMI-1640- | 50% huméan szérum
RPMI-1640-ben . " . "
(ma/l) jelenlétében (mg/1) ben (mg/l) jelenlétében (mg/l)
CAS 0,125 0,5 0,25 0,5
MICA 0,015 1 0,03 2
C. parapsilosis
(n=10)
CAS 1 8 384 0,015
MICA 1 8 256 0,015

2. tablazat: A Candida albicans és a Candida parapsilosis klinikai izolatumok planktonikus, illetve
szesszilis sejtjeinek echinocandinokkal (caspofungin, micafungin) szembeni median MIC értékei,
normal RPMI-1640-ben, valamint 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben.
A vizsgalatok soran 10 Candida albicans (1822, 2009, 456, 10431, 8568, 1544, 10072, 37181,
10763, 25784) ¢és 10 Candida parapsilosis (26977, 8190, 19680, 17820, 4133, 6999, 29042, 16895,
18154, 22913) klinikai izolatumot teszteltiink.

5.2. A human szérum hatasa a biofilm képzodésére

A kiilonb6z6 human szérum koncentraciok (1%, 5%, 10%, 30% ¢és 50%) biofilm képzddésre
kifejtett hatasanak vizsgalatakor, az 1% human szérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozeg
nem befolyasolta szignifikansan a szesszilis C. albicans és C. parapsilosis sejtek metabolikus
aktivitasat. Az 5% ¢és 50% kozotti human szérum koncentraciok mindkét vizsgalt Candida
fajnal dozisfiiggd hatast gyakoroltak a biofilmek metabolikus aktivitdsara (7. abra). A C.
albicans esetében szignifikans kiilonbséget csak 8 (P <0,05-0,001), illetve 12 6ranal (P <0,01
—0,001) figyeltink meg 5% ¢és 30%, valamint 5% ¢és 10% kozotti human szérum
koncentraciokon a kontroll sejtekhez viszonyitva (7/A abra). Egy napos inkubaciot koveten a
C. albicans biofilmek metabolikus aktivitasa 5% ¢és 50% ko6zotti human szérum koncentracio
mellett nem kiilonbozott jelentésen az RPMI-1640-ben végzett kisérletek eredményeivel
Osszehasonlitva (P >0,05) (7/A abra). Ezzel szemben a szesszilis C. parapsilosis sejtek
metabolikus aktivitasat szignifikansan gatolta az 5%-50% human szérum koncentracio 2 és 24

oOra kozott a szérummentes tapkozegben mért értékekhez képest (P <0,05 — 0,001) (7/B abra).
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7. abra: A Candida albicans (A) és a Candida parapsilosis (B) klinikai izolatumok esetében tapasztalt
metabolikus aktivitas valtozasok az id6 fiiggvényében, a kiillonb6z6 human szérum koncentraciok
(1%, 5%, 10%, 30%, 50%) alkalmazasa soran. Az adott idopontokban, a normal RPMI-1640-ben mért
értékeket tekintettiik 100%-0s metabolikus aktivitasnak.
Minden id6épont 10 Candida albicans (1822, 2009, 456, 10431, 8568, 1544, 10072, 37181, 10763, 25784) és
10 Candida parapsilosis (26977, 8190, 19680, 17820, 4133, 6999, 29042, 16895, 18154, 22913) klinikai
izolatum metabolikus aktivitasanak atlag £ SEM értékét mutatja.
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5.3. A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek érzékenységi mintazata 50%

human szérum jelenlétében

A C. albicans biofilmek vizsgalata soran, a 0,015 mg/1 és az 1 mg/l k6zotti CAS koncentraciok
esetében szignifikdnsan magasabb metabolikus aktivitds csokkenést figyeltiink meg normal
RPMI-1640-ben, mint az 50% human szérummal kiegészitett tapkozegben (P <0,05).
Szérummentes RPMI-1640-ben 0,06 mg/l (58%+10,51% - 82,5%+10,14%) CAS
koncentraciotdl tapasztaltunk legalabb 50%-os gombakérosodast, amely 50% human szérum
jelenlétében 1 mg/l (66,63%+8,55% - 98,38%+1,1%) CAS koncentraciotol kezdédéen volt
lathatd (8/A abra). Ezzel szemben a CAS human szérum expoziciot kdvetden jelentésen
magasabb aktivitast mutatott a C. parapsilosis biofilmek ellen, mint normal RPMI-1640-ben,
ugyanis a gombakarosodas mértéke mar a legalacsonyabb tesztelt koncentracion (0,015 mg/1)

is meghaladta az 50% -ot (P <0,01-0,05) (8/B ébra).

A C. albicans biofilmek vizsgalata soran, az altalunk tesztelt teljes MICA koncentracid
tartomanyban nagyfoki metabolikus aktivitds csokkenést tapasztaltunk a szérummentes
kornyezetben (50,38%=+13,09% - 83%+9,39%). Otven sz4zalék human szérummal kiegészitett
tapkozegben 2 mg/l (54,69%+10,68% - 86,25%+5,98%) MICA koncentraciotol kezdédéen
¢szleltiink legalabb 50%-0S metabolikus aktivitds csokkenést, tehat az echinocandin
hatékonysaga ebben az esetben is csokkent a szérum expoziciot kovetéen. Azonban a
szérummal kezelt, valamint a normal RPMI-1640-ben vizsgalt szesszilis sejtek metabolikus
aktivitasa kozott nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség 1 mg/l MICA koncentracid
felett (P>0,05) (9/A abra).

A CAS-hoz hasonléan, a MICA is igen magas hatékonysagot mutatott a C. parapsilosis
biofilmek ellen 50% humén szérum jelenlétében. A gombakdrosodas mértéke a legkisebb
tesztelt echinocandin koncentracion (0,015 mg/1) is meghaladta az 50%-ot (9/B abra). Mindkét
vizsgalt antifungalis szer esetében elmondhato, hogy a teljes altalunk alkalmazott koncentracio
tartomanyon szignifikdns kiilonbség lathatd a szérummal kezelt, illetve a szérummentes
tapkozegben mért metabolikus aktivitas kozott (CAS: 69,38%+11,53% - 99,38%+0,63%;
MICA: 67,63%+11,37% - 99,63%+0,26%) (9/A és B abra).
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8. abra: A caspofungin aktivitdsdnak vizsgalata normal RPMI-1640-ben, illetve 50% human szérum
jelenlétében, Candida albicans (A) és Candida parapsilosis (B) biofilmek ellen.
Mindegyik oszlop 10 Candida albicans (1822, 2009, 456, 10431, 8568, 1544, 10072, 37181,
10763, 25784) és 10 Candida parapsilosis (26977, 8190, 19680, 17820, 4133, 6999, 29042, 16895,
18154, 22913) klinikai izolatum atlagos metabolikus aktivitasanak csokkenését
szemlélteti (atlag = SEM). (*P<0,05; **P<0,01).
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9. dbra: A micafungin aktivitdsanak vizsgalata normal RPMI-1640-ben, illetve 50% human szérum
jelenlétében, Candida albicans (A) és Candida parapsilosis (B) biofilmek ellen.
Mindegyik oszlop 10 Candida albicans (1822, 2009, 456, 10431, 8568, 1544, 10072, 37181,
10763, 25784) és 10 Candida parapsilosis (26977, 8190, 19680, 17820, 4133, 6999, 29042, 16895,
18154, 22913) klinikai izolatum atlagos metabolikus aktivitasanak csokkenését
szemlélteti (atlag = SEM). (*P<0,05; **P<0,01).
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5.4. A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek struktarajanak és

életképességének vizsgalata 50% human szérum jelenlétében

A C. albicans ¢és a C. parapsilosis biofilmek strukturajat, valamint a szesszilis populéciot alkotd
¢lo ¢és holt sejtek aranyat epifluoreszcens mikroszkop segitségével tanulmanyoztuk a
szérummentes, valamint az 50% human szérummal kiegészitett tdpkozegben (10. &bra).
Huszonnégy 6ras inkubaciot kovetden, sem a C. albicans (1544) sem pedig a C. parapsilosis
(26977) biofilmek nem mutattak a varttol eltéré szerkezeti felépitést normal RPMI-1640-ben.
Az életképesség vizsgalat soran az €10 sejtek aranya szignifikansan magasabb volt, mint a holt
sejteké (10/A és C abra). Az 50%-0s human szérum expozicié a C. albicans és a C. parapsilosis
biofilmekben is jelentds szerkezeti valtozasokat okozott (10/B és D abra). A szérummal kezelt
C. albicans biofilmekben a sejtek joval elszortabban helyezkedtek el, és kizarolag éleszté forma
volt jelen. Ennek ellenére az ¢l6 sejtek ardnya tovabbra is szignifikdnsan magasabb aranyt
mutatott (96,83% vs. 3,17%) (10/B 4bra). Otven szdzalék human szérum hatdsara a C.
parapsilosis biofilmek strukturaja rendezetlenné valt, a holt sejtek aranyaban pedig jelentds
emelkedést tapasztaltunk, a normal RPMI-1640-ben meghatarozott értékekhez képest (10/D
abra).
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RPMI-1640 w 50% human szérum

50% human szérum

10. abra: Egy reprezentativ Candida albicans (1544) [A, B] és Candida parapsilosis (26977)
[C, D] klinikai izolatum szesszilis sejtjeinek életképesség vizsgalata LIVE/DEAD assay
segitségével, normal RPMI-1640-ben (A, C) és 50% human szérummal kiegészitett
tapkozegben (B, D). Az €16 sejtek zold, mig az életképtelenek voros szinnel lathatéak az
epifluoreszcens mikroszkop segitségével készitett képeken. A biofilmek létrehozasakor 1x10°
Colony Forming Unit (CFU)/ml sejtszamot alkalmaztunk.
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5.5. A caspofungin, a micafungin és a nikkomycin Z aktivitdsanak vizsgalata

planktonikus Candida albicans és Candida parapsilosis sejtek ellen

A planktonikus C. albicans és C. parapsilosis sejtek CAS-nal, MICA-nal és NIKZ-vel
szembeni MIC értékei a 3. tablazatban lathatéak. A CLSI altal meghatarozott érzékenységi
breakpointok alapjan, a vizsgalataink soran hasznalt hat C. albicans klinikai izolatumbdl 6t
bizonyult érzékenynek (10431, 19954, 31401, 10781, 1544) a tesztelt echinocandinok irant.
Varakozasunknak megfeleléen, a DPL18 torzs az F641S mutacionak koszonhetéen a CAS-nal

¢s a MICA-nal szemben egyarant rezisztenciat mutatott (Pfaller és mtsai. 2011) (3. tablazat).

A planktonikus C. parapsilosis sejtek vizsgalatakor, 6tbdl négy klinikai izolatum (17820, 9613,
10252, 27001) érzékeny, mig a 17432 torzs mérsékelten érzékeny volt az alkalmazott
echinocandinokkal szemben (Pfaller és mtsai. 2011). A planktonikus C. parapsilosis sejtekre 8

mg/l NIKZ koncentraciotol tapasztaltunk jelentds gatld hatast (3. tablazat).

Planktonikus Candida sejtek median MIC értékei

& cllifeans CAS MICA NIKZ
Klinikai izoldtumok (mg/l) (mg/l) (mg/l)

10431 0,015 0,03 4

19954 0,03 0,015 4

31401 0,03 0,06 8

10781 0,015 0,03 4

1544 0,015 0,06 8

DPL18 2 2 8
C. parapsilosis CAS MICA NIKZ
klinikai izolatumok (mg/l) (mg/l) (mg/l)

17820 2 2 8

9613 1 2 8

17432 4 4 8

10252 1 2 8

27001 2 2 8

3. tablazat: A Candida albicans és a Candida parapsilosis klinikai izolatumok planktonikus sejtjeinek
echinocandinokkal (caspofungin, micafungin) és nikkomycin Z-vel szembeni median MIC értékei.
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5.6. A Candida albicans biofilmek echinocandinokkal és nikkomycin Z-vel szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a nikkomycin Z kozotti

in vitro kolcsonhatasok vizsgalata

A C. albicans biofilmek vizsgalt antifungalis szerekkel szembeni median MIC értékeit,
valamint az adott szerek kombinacidjakor tapasztalt in vitro kolcsonhatasok természetét a 4.
tablazat foglalja 6ssze. Az echinocandin érzékeny C. albicans klinikai izolatumok esetében, a
NIKZ-vel torténd kombinacid a CAS és a MICA iranti median MIC értékek 2-16-szoros, illetve
16-128-szoros csokkenését eredményezte. A kombindciokban mért NIKZ iranti median MIC
értékek is jelentOs visszaesést (8-512-szeres) mutattak az Oonmagaban mért NIKZ MIC
értekekhez viszonyitva. A DPL18 torzs CAS és MICA median MIC értékeiben a NIKZ 64-
szeres (CAS) és 4-szeres (MICA) csokkenést okozott (4. tablazat)

A C. albicans klinikai izolatumok tobbségénél (10431, 10781, 1544, DPL18) szinergizmus
lathat6 a két tesztelt echinocandin és a NIKZ kombinécidja soran. Erdemes kiemelni, hogy a
19954 és a 31401 torzsek vizsgalatakor a MICA és a NIKZ kombindacidja szinergista interakciot
eredményezett, mig a CAS esetén indifferens kolcsonhatast detektaltunk. Ugyanakkor fontos
megemliteni, hogy ezen klinikai izolatumok szesszilis sejtjei eleve alacsonyabb median MIC
értékeket mutattak a CAS irant, mint a tovabbi vizsgalt torzsek (4. tablazat).
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Szesszilis C. albicans sejtek median MIC értékei

Kolcsonhatasok tipusa

Gatlo koncentraciohanyad

, Onmagaban Kombinaciéban index (FICT) (Medi4n)
Izolatum
szama

CAS NIKZ CAS NIKZ qa

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) CAS Interakcio
10431 0,5 >g! 0,03 0,03 0,063 szinergizmus
19954 0,06 8 0,015 0,5 0,625 indifferens
31401 0,06 >g! 0,03 2 0,75 indifferens
10781 0,5 >g! 0,03 0,03 0,183 szinergizmus
1544 0,5 >g! 0,03 0,03 0,063 szinergizmus
DPL18 8 >g! 0,12 1 0,245 szinergizmus
MICA NIKZ MICA NIKZ qa

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) MICA Interakcio
10431 >1! >g! 0,12 0,03 0,062 szinergizmus
19954 1 8 0,06 0,03 0,075 szinergizmus
31401 >11 >g! 0,015 0,06 0,061 szinergizmus
10781 1 >g! 0,03 0,03 0,123 szinergizmus
1544 1 >g! 0,03 0,03 0,075 szinergizmus
DPL18 4 >g! 1 2 0,037 szinergizmus

4. tablazat: A caspofungin, a micafungin és a nikkomycin Z iranti MIC értékek, valamint az echinocandinok és
a nikkomycin Z kombinacioja soran tapasztalt in vitro kdlcsonhatasok tipusa, az altalunk vizsgalt Candida
albicans klinikai izolatumok szesszilis sejtjei esetében. A tablazatban a median MIC értékek és a gatlo

koncentracidhanyad index (FICI) median adatai lathatoak.

L A vizsgalt micafungin és nikkomycin Z koncentraci6 tartomanyon kiviili MIC értékei esetében (>1 mg/1
és >8 mg/1), a median MIC érték meghatarozasahoz, a legmagasabb vizsgalt koncentracional egy higitassal

nagyobb koncentraciot tekintettilk MIC értéknek (2 mg/l és 16 mg/1).
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5.7. A Candida parapsilosis biofilmek echinocandinokkal és nikkomycin Z-vel szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a nikkomycin Z kozotti

in vitro kolcsonhatasok vizsgalata

A C. parapsilosis biofilmek CAS, MICA, illetve NIKZ iranti median MIC értékei, valamint az
antifungalis szerek kombinaciojakor tapasztalt in vitro kolcsonhatasok tipusai az 5. tablazatban
lathatéak. Eredményeink alapjan, a NIKZ expozicid hatasara, a CAS és MICA iranti medidn
MIC értékek 2-4-szeres, illetve 2-64-szeres csokkenést mutattak, az Onmagaban mért
echinocandin median MIC értékekhez viszonyitva. A kombinacidkban mért NIKZ iranti
median MIC értékek esetében 2-512-szeres csokkenést észleltiik, az 6nmagaban mért NIKZ

iranti median MIC értékekhez képest (5. tablazat).

A vizsgalt antifungalis szerek kozott fennallo in vitro kélesonhatasok tekintetében elmondhato,
hogy a CAS NIKZ-vel torténd kombinacidja indifferens interakciot (FICI: 0,502-1)
eredményezett mind az 6t tesztelt C. parapsilosis biofilm esetében. Azonban megjegyzendo,
hogy az 6t izolatumbol haromnal, a median FICI a szinergista kiiszobértékhez igen kozeli volt
(FICI: 0,502-0,508). Ezzel ellentétben, a MICA és NIKZ expozicid hatasara, az 6tb6l négy C.
parapsilosis térzs markans szinergizmust mutatott a FICI alapjan (FICI:0,017-0,5) (5. tablazat).
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Szesszilis C. parapsilosis sejtek median MIC értékei

Kolcsonhatasok tipusa

Gatlo koncentraciohanyad

, Onmagaban Kombinacioban index (FICT) (Medisn)
Izolatum
szama
CAS NIKZ CAS NIKZ . r
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) CAS Interakcio
17820 128 >g! 64 0,12 0,508 indifferens
9613 128 >g! 64 8 1 indifferens
17432 256 >g! 128 0,03 0,502 indifferens
10252 128 >gl 64 8 1 indifferens
27001 256 >gl 64 0,03 0,502 indifferens
MICA NIKZ MICA NIKZ . r
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) MICA Interakcio
17820 >5121 >g! 16 0,5 0,078 szinergizmus
9613 >512¢ >gl 32 4 0,5 szinergizmus
17432 >512¢ >gl 512 8 1 indifferens
10252 >5121 >gl 16 0,03 0,017 szinergizmus
27001 >5121 >g! 16 0,03 0,017 szinergizmus

5. tablazat: A caspofungin, a micafungin és a nikkomycin Z iranti MIC értékek, valamint az echinocandinok
és a nikkomycin Z kombinacioja soran tapasztalt in vitro kélcsonhatasok tipusa, az altalunk vizsgalt Candida
parapsilosis klinikai izolatumok szesszilis sejtjei esetében. A tablazatban a median MIC értékek és a gatld

koncentraciohanyad index (FICI) median adatai lathatoak.
L A vizsgalt micafungin és nikkomycin Z koncentracio tartomanyon kiviili MIC értékei esetében (>512 mg/1 és
>8 mg/l), a median MIC érték meghatarozasahoz, a legmagasabb vizsgalt koncentracional egy higitassal
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5.8. A Candida albicans és a Candida parapsilosis biofilmek életképesség vizsgalata

A LIVE/DEAD ¢életképesség assay segitségével egy-egy reprezentativ C. albicans (10431) és
C. parapsilosis (17820) klinikai izolatumot vizsgaltunk, melyeknél az echinocandin és a NIKZ-
expoziciot kovetden meghataroztuk az ¢€lo-holt sejt aranyt. A Syto9 és a PI festésnek
koszonhetéen, az €16 sejtek zold, mig az életképtelenck piros szinnel lathatoak az
epifluoreszcens mikroszkoppal készitett felvételeken. A kezeletlen kontroll Candida biofilmek
esetében a vart szesszilis strukturat tapasztaltuk, itt detektaltuk a legnagyobb €16 sejt aranyt
(11/A és B abra). A legmagasabb mértékii sejtpusztulast mindkét Candida species az
echinocandinok és a NIKZ egyidejii alkalmazasa soran mutatta [0,25 mg/l (C. albicans) és 128
mg/l (C. parapsilosis) CAS/MICA + 8 mg/l NIKZ) (11/G és H abra), Gsszehasonlitva a
kizarolag NIKZ (8 mg/l) (11/C és D abra) és echinocandin [0,25 mg/I (C. albicans) és 128 mg/I
(C. parapsilosis)] (11/E ¢és F abra) kezelésben részesiilo Candida biofilmek életképesség

vizsgalatanak eredményeivel.
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0,25 mg/l MICA + 8 mg/l NIKZ 128 mg/l MICA + 8 mg/I NIKZ

11. abra: LIVE/DEAD életképesség assay egy-egy reprezentativ Candida albicans [10431] (A, C, E,
G) és Candida parapsilosis [17820] (B, D, F, H) klinikai izolatum biofilmje esetében. Az é16 sejtek
z01d, mig az életképtelenek vorods szinnel lathatoéak az epifluoreszcens mikroszkop segitségével készitett
felvételeken. A biofilmek létrehozasakor 1x10° Colony Forming Unit (CFU)/ml sejtszamot
alkalmaztunk.
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5.9. A planktonikus Candida parapsilosis sejtek echinocandinokkal és tyrosollal szembeni
érzékenységének meghatarozasa, valamint az echinocandinok és a tyrosol kozotti in vitro

kolcsonhatasok vizsgalata

A planktonikus C. parapsilosis sejtek CAS, MICA és TYR iranti median MIC értékeit, illetve
az echinocandinok és a TYR kombinacioja soran fennallé in vitro kélcsonhatasokat a 6. tablazat
foglalja 0ssze. A CLSI altal meghatarozott érzékenységi hatarértékek alapjan, a kisérletekben
vizsgalt 6t C. parapsilosis klinikai izolatum ko6ziil harom (27001, 22482, 16879), valamint a
referencia torzs (ATCC 22019) érzékenynek bizonyult a CAS-nal és a MICA-nal szemben. A
tovabbi két C. parapsilosis klinikai izolatum CAS és MICA irant mérsékelt érzékenységét
tapasztaltuk (Pfaller és mtsai. 2011). A tesztelt TYR koncentraciok nem gyakoroltak gatld
hatast a planktonikus sejtekre, az echinocandinok és a QS molekula kozotti interakciok

meghatarozasakor pedig kizardlag indifferens kdlcsonhatést észleltiink (6. tdblazat).
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Planktonikus C. parapsilosis sejtek median MIC értékei

Kolcsonhatasok tipusa

Onmagaban

Kombinacioban

Gatlo koncentraciohanyad

ST index (FICI) (Median)

Szama

(?n’glsl) ;LTV[F; (ﬁgﬁ) ;LTV[F\; CAS Interakcio
27001 2 >1000! 2 3,9 1,003 indifferens
17820 4 >1000" 2 15,62 0,847 indifferens
16977 4 >1000! 4 3,9 1,011 indifferens
22482 2 >1000? 1 31,25 0,687 indifferens
16879 2 >1000! 2 7.8 1,003 indifferens

IXIT:;:/G ;I;LTVIF\)) 'Eﬂrr:;:/ﬁ ;LTV[F\; MICA Interakcio
27001 2 >1000! 2 62,5 0,7 indifferens
17820 2 >1000! 2 125 0,859 indifferens
16977 4 >1000! 2 500 0,755 indifferens
22482 2 >1000? 1 1000 1,166 indifferens
16879 2 >1000! 1 1000 1 indifferens

6. tablazat: A caspofungin, a micafungin és a tyrosol iranti median MIC értékek, illetve az echinocandinok ¢és

a tyrosol kombinacidja soran tapasztalt in vitro kdlcsonhatasok tipusa, az altalunk vizsgalt Candida

parapsilosis klinikai izolatumok és a tesztelt referencia térzs planktonikus sejtjei esetében. A tablazatban a
median MIC értékek, valamint a gatlo koncentracidhanyad index (FICI) median adatai lathatdak.

L A vizsgalt tyrosol koncentracio tartomanyon kiviili MIC értékei esetében (>1000 uM), a median MIC érték

meghatarozasahoz, a legmagasabb vizsgalt koncentracional egy higitassal nagyobb koncentraciot tekintettiink a

MIC értéknek (2000 pM).
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5.10. A Candida parapsilosis biofilmek echinocandinokkal és tyrosollal szembeni
érzékenységének meghatarozasa, illetve az echinocandinok és a tyrosol kozotti in vitro

kolcsonhatasok vizsgalata

A szesszilis C. parapsilosis sejtek echinocandinok és TYR iranti MIC érték eloszlasat, tovabba
a két szer kozott fennalld in vitro interakcidkat a 7. tablazat szemlélteti. A C. parapsilosis
klinikai izolatumok esetében, jelentésen magasabb (128 - >512 mg/1) CAS és MICA iranti MIC
értékeket tapasztaltunk, a planktonikus sejteknél megfigyelt eredményekhez képest (2-4 mg/l).
A TYR-lal torténé kombinaciot kovetéen, 2-16-szoros CAS, illetve 2-32-szeres MICA iranti
median MIC érték csokkenést lathatunk az onmagukban mért echinocandin iranti medidn MIC
értekekhez viszonyitva. Az echinocandinok és a TYR kombinéciojakor, a TYR iranti MIC

értékek 2-8-szoros csokkenését észleltiik (7. tablazat).

A kolcsonhatasok természetét illetden, a CAS és a TYR kombinécidja soran csupan két C.

parapsilosis klinikai izolatum (27001, 17820) mutatott szinergista kdlcsonhatast (FICI:0,312;

crer

esetében tapasztaltunk szinergizmust (FICI:0,193) (7. tablazat).
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Szesszilis C. parapsilosis sejtek median MIC értékei Kolcsonhatasok tipusa
-- . . o, Gatlé koncentraciohanyad
Onmagaban Kombinacioban index (FICI) (Medign)
Izolatum
szama
CAS TYR CAS TYR
CAS Interakcio
(mg/1) (uM) (mg/1) (uM) ‘
27001 256 >1000* 32 250 0,312 szinergizmus
17820 128 >1000! 8 250 0,298 szinergizmus
16977 128 >1000! 64 250 0,584 indifferens
22482 512 >1000' 32 1000 0,582 indifferens
16879 128 >1000? 128 1000 1,02 indifferens
MICA TYR MICA TYR aa
(mg/l) (uM) (mg/l) (uM) MICA Interakcio
27001 512 >1000! 32 250 0,193 szinergizmus
17820 >5121 >1000? 256 500 1,011 indifferens
16977 >512¢ >1000! 512 1000 1,334 indifferens
22482 >512¢ >1000! 128 1000 0,561 indifferens
16879 >5121 >1000? 32 500 0,53 indifferens

7. tablazat: A caspofungin, a micafungin és a tyrosol iranti median MIC értékek, illetve az echinocandinok
és a tyrosol kombinacidja soran tapasztalt in vitro kolcsonhatasok tipusa, az altalunk vizsgalt Candida
parapsilosis klinikai izolatumok és a tesztelt referencia térzs planktonikus sejtjei esetében. A tablazatban a
median MIC értékek, valamint a gatlo koncentracidhanyad index (FICI) median adatai lathatoak.

L A vizsgalt tyrosol és micafungin koncentraci6 tartomanyon kiviili MIC értékei esetében (>1000 uM és
>512 mg/l), a median MIC érték meghatarozasahoz, a legmagasabb vizsgalt koncentracional egy higitassal
nagyobb koncentraciot tekintettiink a MIC értéknek (2000 uM és 1024 mg/1).

59




5.11. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

Kisérleteink soran, a SEM vizsgalatokhoz egy reprezentativ C. parapsilosis klinikai izolatumot
(16977) hasznéltunk. A kezeletlen kontroll biofilm elektronmikroszkopos képén normal
morfologiaju éleszt6 sejtek, valamint pszeudohifak lathatoak (12/A abra). Az 1 mM-o0s TYR
expozicid hatasara a szesszilis populacidé nagyobb sejtsiiriséget mutatott (12/B abra), mint a
kontroll biofilm. Az echinocandin (256 mg/l) kezelés eredményeképpen megnagyobbodott,
kerek blasztosporakat figyeltiink meg rancos feliilettel, &m a sejtek egy részében nem tortént
morfologiai valtozas (12/C és E abra). Ugyanakkor a 256 mg/l MICA/CAS + 1 mM TYR
kombinacidja szignifikansan magasabb mértékii sejtkarosodast okozott (amit a kvantitativ
csiraszammeghatarozas is megerdsitett). Erdemes még megjegyezni, hogy a kizardlag
echinocandin expozicidban részesiild (256 mg/l CAS/MICA) biofilm struktaraval ellentétben,
jelentés szamu rendellenes szerkezetli gomba sejtet detektaltunk a szesszilis populacidban

(12/D és F abra).
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12. abra: Egy reprezentativ Candida parapsilosis (16977) klinikai izolatum pasztazo
elektronmikroszkopos felvételei. A biofilmek Iétrehozasakor 1x108 Colony Forming Unit (CFU)/ml
sejtszamot alkalmaztunk.
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5.12. A tarsszerz6k kozremiikodése az értekezés alapjaul szolgaléo kozlemények

elkészitésében

Az értekezés alapjaul szolgald harom kozlemény tarszerzoi az alabbi munkafolyamatokban

vettek részt:

Nagy F, Toth Z, Bozo A., Czeglédi, A, Rebenku I, Majoros L, Kovacs R.: Fluconazole is
not inferior than caspofungin, micafungin or amphotericin B in the presence of 50%
human serum against Candida albicans and Candida parapsilosis biofilms. Medical
Mycology. 57 (5), 573-581, 2019.

o A kisérleti terv elkészitése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Renatd, Dr. Majoros Lasz16

e A klinikai izolatumok azonositasa: Nagy Fruzsina, Boz6 Aliz, Dr. Kovacs Renatd

e A planktonikus és szesszilis Candida sejtek echinocandinok iranti MIC értékeinek a
meghatarozasa normal RPMI-1640-ben ¢és 50% humén szérum jelenlétében: Nagy

Fruzsina, Boz6 Aliz, T6th Zoltan

e A human szérum biofilmképzddésre kifejtett hatdsanak vizsgalata: Nagy Fruzsina, Téth

Zoltan

e A Candida biofilmek életképességének vizsgalata epifluoreszcens mikroszkop

segitségével: Nagy Fruzsina, Toth Zoltan, Dr. Czeglédi Andrés, Rebenku Istvan
e Statisztikai analizis: Dr. Kovacs Renat6
e Az eredmények Osszegzése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Renato, Dr. Majoros Laszlo

e Kézirat revizio: Dr. Kovacs Renatd

Kovacs R., Nagy F, Toth Z, Bozé A, Balazs B, Majoros L.: Synergistic effect of nikkomycin
Z with caspofungin and micafungin against Candida albicans and Candida parapsilosis
biofilms. Letters in Applied Mycrobiology. 69 (4), 271-278, 2019.

e A kisérleti terv elkészitése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Ren4ato

e A klinikai izolatumok azonositasa: Nagy Fruzsina, Boz6 Aliz, Balazs Bence
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e A planktonikus és szesszilis Candida sejtek echinocandinokkal és NIKZ-vel szembeni

MIC értékeinek meghatarozasa: Nagy Fruzsina, Boz6 Aliz, Baldzs Bence

e Az echinocandinok és a NIKZ in vitro kombinaciojanak vizsgalata ,,checkerboard”

mikrodilucios assay segitségével: Nagy Fruzsina, Téth Zoltan

e Az egyidejti echinocandin és NIKZ expozicid epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalata:
Nagy Fruzsina, Toth Zoltan, Balazs Bence

e Statisztikai analizis: Dr. Kovacs Renato

e Eredmények 6sszegzése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Renatd, Toth Zoltan, Dr. Majoros

Laszl6

e Kézirat revizio: Dr. Kovacs Renato

Kovacs R, Toth Z, Nagy F, Daréczi L, Bozo A, Majoros L.: Activity of exogenous tyrosol
in combination with caspofungin and micafungin against Candida parapsilosis sessile cells.
Journal of Applied Microbiology. 122 (6), 1529-1536, 2017.

o A kisérleti terv elkészitése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovéacs Renéto, Dr. Majoros Laszlo
e A klinikai izoldtumok azonositasa: Nagy Fruzsina, Boz6 Aliz, T6th Zoltan

e A planktonikus és szesszilis C. parapsilosis sejtek echinocandinokkal és tyrosollal

szembeni érzékenységének meghatarozasa: Nagy Fruzsina, Bozd Aliz

e Az echinocandinok és a tyrosol in vitro kombinacidjanak vizsgalata C. parapsilosis
biofilmek ellen, ,,checkerboard” mikrodilucios assay segitségével: Nagy Fruzsina, Toth
Zoltan

e Pasztazd elektronmikroszkopos vizsgalatok: Dr. Dardczi Lajos
e Statisztikai analizis: Dr. Kovacs Renato
e Eredmények 0sszegzése: Nagy Fruzsina, Dr. Kovacs Renatd, Dr. Majoros Laszlo

e Kézirat revizio: Dr. Kovacs Renato
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6. Megbeszélés

Az epidemioldgiai adatok alapjan évente tobb, mint kétmillio véraramfertdzést regisztralnak
Eurdpédban, amelyek mortalitdsi ardnya 13% és 20% kozott mozog. A véraramfertézésben
szenvedd betegek koriilbeliil 30%-a nem kap idében megfelelé antimikrobidlis terapiat, ami
jelentdsen hozzajarul a kedvezétlen prognédzishoz (Pfaller és mtsai. 2020). A candidémia és az
invaziv candidiasisok egyéb formai vitathatatlanul a legelterjedtebb invaziv mikdzisok
vilagszerte. A Candida speciesek évente mintegy 400.000 véraramfert6zés kialakulasaért
felelosek, ahol a halalozasi arany fajtol fliggen a felnétteknél meghaladja a 40-50%-ot, mig
gyerekek esetén elérheti akar a 30%-ot is (Du és mtsai. 2020; Kilic és mtsai. 2020). A
candidémia incidenciaja és prevalenciaja elsésorban az immunszuppresszalt betegek, valamint
az intenziv terapias ellatasra szorul6 paciensek korében emelkedett meg az utobbi idében (Kilic
¢és mtsai. 2020).

A leggyakrabban azonositott Candida species tovabbra is a C. albicans, azonban a SENTRY
program (Antimikrobialis Surveillance Program) eredményei alapjan, a C. albicans altal
okozott invaziv infekciok aranya az elmult 20 évben 57,4%-r6l 46,4%-ra csokkent (Friedman
¢és Schwartz 2019). Ezzel parhuzamosan, az utobbi évtizedekben a non-albicans fajok (C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) altal kivaltott invaziv megbetegedések
el6fordulasa fokozatosan novekvo tendenciat mutat, amely tobbek kozott a nem megfeleld

antifungalis dozirozasi stratégidnak kdszonhetd (Du és mtsai. 2020).

A candidémia magas mortalitasi aranyahoz nagymértékben hozzajarul a kiilonb6z6 Candida
fajok biofilmképz0 hajlama. Korabbi kutatasi eredmények igazoltdk, hogy magasabb haldlozasi
arany (51,2%) tarsul a biofilmképz6 torzsek altali véraramfertézésekhez, mint a biofilmet nem
képz6é Candida izolatumok altal okozott invaziv infekciokhoz (31,7%) (Tumbarello és mtsai.
2012). A biofilm képzés ténye mellett azok metabolikus aktivitasa is szignifikdnsan
befolyasolhatja a mortalitasi adatokat. Vitalis és munkatérsai eredményei alapjan, a mérsekelt,
illetve magas metabolikus aktivitassal rendelkezé biofilmképzo torzsek a véraramfert6zés
tekintetében szignifikansan magasabb 30 napos mortalitasi aranyt eredményeztek az alacsony
metabolikus aktivitassal rendelkezé Candida biofilmekkel 6sszehasonlitva (Vitalis és mtsai.
2020).

A kiilonbozé Candida speciesek a katéter-asszocialt infekciok megkozelitdleg 8%-aért
felelosek. A C. albicans mellett, a C. parapsilosis a masodik legjelentésebb biofilmképzé faj,
tobbek k6zott ez az oka annak, hogy a C. parapsilosis kiemelked6 szerepet jatszik a katéterek

€s az egyeéb beiiltethetd orvosi eszkozok kolonizacidjdban. Egy, a kézelmultban megjelent
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tanulmany eredményei alapjan, a C. parapsilosis torzsek 66,7%-a, mig a C. albicans
izolatumok 20,8%-a bizonyult biofilmképzonek, a vizsgalt klinikai izolatumok koziil. Tovabba
a C. parapsilosis torzsek rendelkeztek a legnagyobb metabolikus aktivitassal és biofilm
tomeggel (Thomaz és mtsai. 2020).

A Candida biofilmek antifungalis szerekkel szembeni csokkent érzékenységének koszonhetéen
a biofilm eredetii infekciok kezelése komoly kihivas lehet az egészségligy szamara (Thomaz és
mtsai. 2020). Az antifungalis szerek limitalt szama, a kiilonb6z6 gyogyszerek kozott fennalld
interakciok, a toxicitas, az adagolas korlatai, valamint az eltéré rezisztencia mechanizmusok
tovabbi terapias nehézségeket jelentenek (Rauseo és mtsai 2020). Az IDSA (Infectious Diseases
Society of America) jelenlegi ajanlasa alapjan, az invaziv candidiasis kezelése soran az
echinocandinok tekinthetéek az els6é vonalbeli antifungalis szereknek (Thomaz és mtsai. 2020).
Korabbi in vitro és in vivo kutatasok igazoltak, hogy az echinocandinok és a kiilonb6z6 AMB
készitmények (AMB lipid komplex, liposzomalis AMB) képesek terapias koncentraciot elérni
a Candida biofilmek matrixaban, ezaltal a biofilm aktiv antimikotikumok ko6z¢é tartoznak, bar
ez a hatékonység a kiilonbozé Candida fajok alt képzett biofilmek esetében jelentGsen
kiilonbozhet (Kean és Ramage 2019).

A fentebb leirt okok miatt a kiillonb6z6 antifungalis szerek biofilm ellenes aktivitdsanak a
vizsgalata kozponti fontossadggal bir, hogy terapias szempontbdl sikeres dozirozasi stratégiat
lehessen megfogalmazni a biofilm-asszocialt fertézések kezelésére. A biofilmek antifungalis
szerek iranti érzékenységének meghatarozasahoz leggyakrabban az RPMI-1640 tapfolyadékot
de teljesen figyelmen kiviil hagyja a szérumfehérjék hatasat. Bar a planktonikus Candida sejtek
antimikotikumok iranti érzékenységének vizsgalata soran, az in vivo kdrnyezet modellezése
érdekében kordbban mar tobbszor is alkalmaztak az 50% human szérummal kiegészitett RPMI-
1640 tapkozeget, jelenlegi ismereteink szerint nem all rendelkezésiinkre olyan szakirodalmi
adat, amely az antifungalis szerek Candida biofilmekkel szembeni hatékonysagat tesztelné
human szérum jelenlétében (Kovacs és mtsai. 2021; Kovacs és mtsai. 2017; Szilagyi és mtsai.
2012).

Kisérleteink soran a C. albicans biofilmek ellen mindkét vizsgalt echinocandin (CAS, MICA)
a vartnak megfelel6en figyelemre mélté aktivitast mutatott RPMI-1640-ben. A C. parapsilosis
biofilmek alacsonyabb érzékenységét tapasztaltuk a klinikailag relevans echinocandin

koncentraciok mellett (a szérum csticskoncentracié 50 mg CAS esetében 7,64 mg/l, mig 100
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mg MICA esetében 8,8 mg/l) (Chen és mtsai. 2011), amely teljesen Osszhangban all

munkacsoportunk korabbi eredményeivel (Kovacs és mtsai. 2016).

Korabbi tanulmanyok alapjan az in vitro biofilmképzédést szamos szérumkomponens
befolyasolhatja. Ding és munkatarsai a biofilmképzddés kezdeti szakaszaban (adhézids fazis)
mar az alacsony szérum koncentracio (3%) mellett is szignifikans csokkenést tapasztaltak a C.
albicans adhézios képességében, azonban még a magas human szérum koncentracio (50%) sem
volt hatassal az adhézi6 irant mar elkotelezett szesszilis sejtekre masfél ora inkubacié utan.
Tovabba az ALSI1 és ALS3 biofilm-asszocialt adhézidos molekulak expresszids szintje is
jelentds csokkenését mutatott huméan szérum jelenlétében, amely magyarazatul szolgalhat a
mérsékelt adhéziora és biofilmképzédésre (Ding és mitsai. 2014). Ezzel -ellentétben
Samaranayake és munkatarsai megfigyelték, hogy 3% human szérum elésegiti a C. albicans
biofilmek kialakulasat (Samaranayake és mtsai. 2013). Hasonld eredményeket kapott Nikawa
¢s kutatocsoportja, akik a human szérummal elékezelt katéter felszineken a Candida biofilmek
fokozott novekedését észlelték (Nikawa €s mtsai. 2000).

Eredményeink egyértelmiien megerdsitették a human szérum biofilmellenes hatésat.
Vizsgalataink soran az 50% human szérummal kezelt Candida biofilmek epifluoreszcens
felvételein alacsonyabb sejtsiiriséget, valamint a C. parapsilosis esetében jelentds mértéki holt
sejt aranyt detektaltunk, a szérummentes kozegben tenyésztett biofilmeknél megfigyelt
struktirdhoz képest. A tesztelt echinocandinok aktivitdsdban figyelemre méltd valtozast
tapasztaltunk 50% human szérum jelenlétében. A szesszilis C. albicans sejtek szignifikansan
csokkent érzékenységet mutattak az alacsony echinocandin koncentracio tartomanyban (0,015-
1 mg/l). Ez az eredmény kulcsfontossagu lehet a gyerekek, illetve a malignus hematoldgiai
korképben szenvedd paciensek echinocandin terapiaja soran, mivel esetiikben a szérumban
elérhetd maximalis CAS és MICA koncentraci6 0,5 és 1 mg/l kozott valtozhat (Walsh és mtsai.

2005; Lempers és mtsai. 2015).

A C. parapsilosis biofilmek ellen az altalunk tesztelt echinocandinok fokozott aktivitast
mutattak 50% humén szérum jelenlétében. Wiederhold és munkatarsai 5% ¢és 50% human
szérum expoziciot kovetden vizsgaltak az ANI és a CAS hatékonysagat egy masik non-albicans
faj a C. glabrata izolatumai ellen. Az ANI esetében jelentés mértékii aktivitas csokkenést
tapasztaltak szérumos tapkozegben, mig a CAS hatékonysaga valtozatlan maradt, illetve az 5%

human szérum kis mértékben fokozta is azt (Wiederhold és mtsai. 2007).

Bar a CAS és a MICA egyarant biofilm aktiv antifungélis szernek tekinthetd, a human szérum

jelenlétében megfigyelt csokkent aktivitasuk hatterében a magas fehérjekotodési képességiik
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allhat (CAS: 97%; MICA: 99%) (Patil és Majumdar 2017). Mindkét vizsgalt echinocandin
els6sorban az albuminhoz mutat affinitast, valamint a MICA az alfa-1-glikoproinhez is képes
kapcsolodni (Paderu és mtsai. 2007). A ,,szabad-gyogyszer hipotézis” alapjan csak a szabad
gyogyszermolekuldk esetében beszélhetiink farmakolodgiai aktivitasrol. Ennek értelmében a
szérumfehérjékhez kotott echinocandin molekuldk farmakoldgiailag inaktivak, igy egy adott
gombatOrzs antimikotikumokkal szembeni érzékenysége jelentds mértékben csokkenhet

(Ioannou és mtsai. 2016).

Az invaziv gombafertdzések magas mortalitasi aranyanak visszaszoritdsdhoz, valamint az
alkalmazott  antifungalis  szerekkel szembeni tolerancia/rezisztencia terjedésének
megfékezéséhez égetd sziikség lenne az eddigiektdl eltérd gomba ellenes és biofilm ellenes
kezelési modok kidolgozasara. Bar jelenleg tobb 0j hatdanyag is fejlesztés alatt all (rezafungin,
ibrexafungerp, fosmanogepix, olorofim), tovabbi alternativ terapias lehetdségek bevezetése
jelentdsen hozzéjarulhat a terapids kimenetel javitasahoz. A legigéretesebb lehetdségek kozott
kell emliteni az elérhetd antifungalis szerek lehetd legmagasabb ddzisban torténd alkalmazasat,
az antifungalis ,lock” terapiat (az intraluminalis biofilm kezelésére magas dozisu
antimikotikumokat hasznalnak a lezart katéterben), illetve a kombinacid alapt terapiakat
(Kovacs és Majoros 2020; Rauseo és mtsai 2020; Bidaud és mtsai. 2021).

A Klinikai III. fazisban 1évé NIKZ Kitin-szintaz inhibitorként a gomba sejtfal kitin komponensét
veszi célba. Korabbi kutatdsi eredmények mar beszamoltak a NIKZ és a tradicionalis
antifungalis szerek kombinacidja soran tapasztalt in vitro szinergista kdlcsonhatasrol Candida
fajok ellen, azonban ezek a vizsgalatok kizardlag a planktonikus sejtekre fokuszaltak.
Sandovsky-Losica és munkatarsai, valamint Cheung és Hui eredményei alapjan a CAS, a
MICA, az ANI és a NIKZ kombinacidja szinergista interakciot mutatott planktonikus C.
albicans sejtek ellen (Sandovsky-Losica és mtsai. 2008; Cheung és Hui 2017). Utobbi
kutatocsoport in vivo is tanulmanyozta az echinocandinok (MICA és ANI) és a NIKZ egyidejti
alkalmazasanak hatékonysagat echinocandin érzékeny, illetve rezisztens C. albicans torzsek
esetében. A kisérletiik soran az echinocandin rezisztens izolatummal fert6zott egereknél a
NIKZ-vel kiegésziild echinocandin terapia szignifikansan novelte a talélési aranyt (Cheung és
Hui 2017). Szilagyi és munkatarsai 50% human szérum jelenlétében szintén szinergista
interakciot allapitottak meg a CAS és a NIKZ kombinacidjakor (Szilagyi és mtsai. 2012). Egy
2011-es publikacio alapjan, a CAS ¢és a NIKZ egyidejli alkalmazasa a vérarambol szarmazo C.

albicans klinikai izolatumok esetében megfékezte az echinocandin altal kivaltott paradox
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novekedést, melynek eredményeképpen a két szer kombinacidja igéretes lehet a magas

echinocandin koncentraciokat igényld antifungalis ,,lock” terapiaban (Shields és mtsai. 2011).

Kisérleteink soran, a tesztelt echinocandinok (CAS, MICA) ¢és a NIKZ kombinacidja
szinergista kolcsonhatast mutatott, a C. albicans, valamint a C. parapsilosis biofilmek ellen.
Jelenlegi ismereteink szerint, sajnos még nem all rendelkezésiinkre olyan Gsszehasonlitd
szakirodalmi adat, amely a két gyogyszer egyidejii hasznalatanak biofilm ellenes aktivitasat
vizsgalna.

Az echinocandinok és a NIKZ ko6z6tti szinergista interakcio hatterében feltehetbleg a sejtfal
egyidejii gliikan-és kitin szintézis gatlasa all, melynek fokozott ozmotikus stressz, illetve
sejtlizis az eredménye (Cheung és Hui 2017). Az epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalat soran
tapasztalt biofilm szerkezeti valtozasok tulajdonképpen megerdsitik ezt a hipotézist, ugyanis az
echinocandin és a NIKZ expoziciot koveten detektaltunk legnagyobb aranyban holt sejteket,
tovabba a szesszilis sejtek szerkezete is ebben az esetben mutatta a legrendezetlenebb
struktarat. Erdekes modon, a MICA és a NIKZ esetében egy markansabb szinergizmus lathato,
mint a CAS ¢és a NIKZ kombinacidjakor, mindkét Candida faj biofilmje ellen. A jelenség
magyarazata lehet a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmekben megfigyelt, fokozott
mértékii, MICA altal indukalt apoptozis. A MICA, egy a mitokondrium segitségével kozvetitett
apoptotikus folyamatot indit el a C. albicans ¢és a C. parapsilosis biofilmekben, amely a
metakaszpazok proteolitikus aktivitasat vonja maga utan. A mitokondrialis membranpotencial
Osszeomlasanak kovetkeztében elinduld események DNS fragmentacidhoz ¢és ezaltal

sejtpusztulashoz vezetnek Candida sejtek esetében (Shirazi és Kontoyiannis 2015).

Az alternativ terapias megkozelitések kozil az antifungalis ,,lock” terapia egy innovativ
megoldast jelenthet a jovoben a korlatozott véna készlettel rendelkezd, katéter eredetii
infekcidban szenvedd iddsebb betegek szamara, esetiikben ugyanis nem megoldhat6 az orvosi
eszkoz tobbszori eltavolitasa, valamint ujra behelyezése (Mermel és mtsai. 2009). A bakterialis
eredetli katéter-asszocialt fertozések kezelésére létezik az IDSA A4ltal jovahagyott ,lock™
terapias protokoll, azonban a Candida fajok esetében jelenleg nem rendelkeziink még
hasonloval (Walraven és Lee 2013). Az in vitro, illetve az in vivo adatok alapjan, az
echinocandinok ¢és az AMB készitmények tlinnek a legigéretesebb kombinacié alapii vagy
gomba ellenes ,,lock” terapias oldatnak (Kovacs és Majoros 2020). Figyelembe véve azonban
az antifungalis szerek korlatozott szamat, a tudomany egyre inkabb olyan alternativ terapias
lehet6ségek vizsgalata felé orientalodik, ahol a tradicionalis antimikotikumokat, tgynevezett

,nem gomba ellenes” szerekkel kombinaljak (Rossato és mtsai. 2021).
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Egy kifejezetten ujszerii és innovativ terapias megkozelités lehet a mikroorganizmusok QS
rendszerébe torténd beavatkozas. Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy a gombak altal
szekretalt QS molekuldk szuprafiziologias koncentracioban torténd alkalmazasa negativan
befolyasolhatja a biofilmben jelenlévé sejtek kozotti ,,kommunikaciot”, ami a szesszilis sejtek
csokkent szaporodasat és novekedést vonja maga utan (Kovacs és Majoros 2020).
Kozelmultbeli tanulmanyokban mar beszamoltak a FAR ¢és a tradicionalis antifungalis szerek
(AMB, FLU, echinocandinok) kombinacidja esetén tapasztalt in vitro szinergista
kolcsonhatasokrol, a kiilonboz6é Candida speciesek planktonikus és szesszilis sejtjei ellen
(Cordeiro és mtsai. 2015; Katragkou és mtsai. 2015; Monteiro és mtsai. 2015; Kovacs és mtsai.
2016). Az echinocandinok és a TYR kombinaciojakor fennallo esetleges interakciokrol
azonban ezidaig nem rendelkeztiink tGl sok informacioval, raadasul a C. parapsilosis-ra

fokuszalé kombinacids vizsgalatok szdma is erdsen korlatozott.

crer

(2,5-5 mM/1) gatolja a planktonikus C. albicans és C. tropicalis sejtek novekedését (Cordeiro
¢és mtsai. 2015). Kisérleteinkben a TYR nem akadalyozta meg a planktonikus C. parapsilosis
sejtek szaporodasat, azonban megjegyzendd, hogy az altalunk tesztelt legmagasabb TYR
koncentracié (1000 uM) is jelentésen alacsonyabb volt a Cordeiro és kutatdcsoportja altal
alkalmazottnal. Cordeiro a tanulmanyaban arrol is beszamolt, hogy az exogén TYR fokozza az
a FLU és az AMB hatékonysagat a planktonikus és szesszilis C. albicans, illetve C. tropicalis
sejtek ellen (Cordeiro és mtsai. 2015). Ezzel ellentétben, az echinocandinok (CAS, MICA) és
a TYR kombinacidjanak vizsgalata sordn nem észleltiink szinergista kolcsonhatast a
planktonikus C. parapsilosos sejtekkel szemben. A C. parapsilosis biofilmek esetében
(a CAS-nal hatbol kettd, mig a MICA-nal hatbdl egy izolatum esetében).

Shanmughapriya és munkatarsai eredményei alapjan, az 6nall6 40 uM-os és 80 uM-0s TYR
kezelés 25% és 50%-kal csokkentette az intrauterin fogamzasgatldo eszkozr6l szarmazo C.
krusei és C. tropicalis biofilmek képzodését. Tovabba az AMB (4 mg/l), a TYR (80 uM)
kialakulasat (Shanmughapriya és mtsai. 2014). Cordeiro ¢€s kutatocsoportja is hasonlo
eredményekrdl szamoltak be, ugyanis a 125-250 mM kozotti TYR koncentracio 24%-kal,
valamint 30%-kal csokkentette a C. albicans és a C. tropicalis biofilmek metabolikus
aktivitasat, azonban ez erételjesebb mértékii volt AMB-vel térténé kombinacio alkalmazasakor

(35%) (Cordeiro és mtsai. 2015). A SEM segitségével végzett vizsgalataink soran az 1 mM-0S
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TYR expozicioé fokozta a biofilmben lathato sejtstirliséget a kontrollhoz viszonyitva, mig az
echinocandinok (256 mg/l) és a TYR (1 mM) kombinacidja okozta a legnagyobb mértékii
sejtkarosodast, amelyet kvantitativ csiraszammeghatarozassal is sikeriilt megerésitentink. A
TYR gomba ellenes aktivitasanak hatterében a fokozott oxidativ stressz mellett a virulencidhoz
kapcsolodo gének represszidja, tovabba a novekedés, valamint a riboszoma biogenezis gatlasa

allhat (Kovéacs és Majoros 2020).

Kutatasaim egy részében, az invaziv candidiasisok - ezaltal a biofilm eredetii infekciok-
terapiaja soran is alkalmazott echinocandinok (CAS, MICA) aktivitasat vizsgaltuk 50% human
szérum jelenlétében, két klinikailag relevans, a katéter-asszocialt fertdzésekben élenjard
Candida faj esetében. Megallapitottuk, hogy mig az echinocandinok C. albicans biofilmek
elleni hatékonysaga csokkent a human szérum expoziciot kovetden, addig a szesszilis C.
parapsilosis sejtekkel szemben mindkét echinocandin fokozott aktivitast mutatott. A
tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy az echinocandinok (CAS és MICA) hatékonysaga
novelhets-e a NIKZ-vel és TYR-lal torténé kombinacionak koszonhetden, a C. albicans és a
C. parapsilosis biofilmek ellen. Eredményeink alapjan, mindkét vegyiilet potencialis adjuvans
leheta C. albicans és a C. parapsilosis altal okozott katéter eredet(i infekciok alternativ terapiaja
soran (pl. antifungalis ,1lock™ terapia). Eredményeink megerdsitéséhez a jovOben
nélkiilozhetetlenek az in vivo katéter-modell vizsgalatok, melyek aldtamaszthatjak in vitro

kisérleteinket.

A Kkisérletek soran kapott ij eredményeink:

1. Otven szazalék human szérum jelenlétében a szesszilis C. albicans sejtek esetében a CAS
és a MICA jelentés aktivitas csokkenést mutatott, mig a C. parapsilosis biofilmekkel

szembeni echinocandin aktivitas meglepetésre fokozodott.

2. Az echinocandinok (CAS, MICA) NIKZ-vel torténd kombinacidjakor szinergista

kolcsonhatast észleltiink a tesztelt C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek ellen.

3. Az echinocandinok (CAS, MICA) és a TYR egyidejii alkalmazasa soran torzsfiiggd
szinergizmust tapasztaltunk az egyik legjelent6sebb, non-albicans faj, a C. parapsilosis
biofilmjei ellen. Eredményeink, valamint az irodalmi adatok alapjan a TYR szinergizalo

aktivitasa faj- illetve torzsfiiggé modon jelenhet meg az egyes Candida fajok esetében.

70



7. Osszefoglalas

A biofilm-asszocialt infekciok terapias nehézségei olyan innovativ kezelési stratégiak
kidolgozasat teszik indokolttd, amelyek segitségével a késdbbiekben a szesszilis populacio
eradikalasa hatékonyabban torténhet. A caspofungin és a micafungin biofilm ellenes aktivitasat
50% human szérummal kiegésziett tapkozegben vizsgaltuk Candida albicans és C. parapsilosis
biofilmekkel szemben. A C. albicans biofilmek esetében az 50%-0s human szérum expozicid
hatasara csokkent echinocandin aktivitast figyeltiink meg 0,015-1 mg/l k6zotti koncentracid
tartomanyban (P<0,05). Ezzel ellentétben az echinocandinok fokozott C. parapsilosis biofilm
elleni hatékonysagot mutattak szérum jelenlétében, mar a legalacsonyabb tesztelt gyogyszer
koncentraciotol kezdédéen (0,015 mg/l). Tovabbi kisérleteink soran a kétdimenzios
,,checkerboard” mikrodilucio segitségével a C. albicans és a C. parapsilosis biofilmek
caspofungin, micafungin, nikkomycin Z, valamint tyrosol elleni érzé¢kenységét vizsgaltuk
onmagukban, illetve kombinaciokban. Az in vitro kolcsonhatasok megallapitasara a gatld
koncentracidhanyad indexet alkalmaztuk (FICI). A nikkomycin Z expozicié hatasara a
caspofungin és a micafungin iranti median minimalis gatld koncentraci6é (MIC) értékek 2-16-
szoros, illetve 2-128-szoros csokkenést mutattak az Onmagaban mért MIC értékekhez
viszonyitva. Az echinocandinok és a tyrosol kombinacioja soran a C. parapsilosis biofilmek
caspofungin és micafungin iranti median MIC értékei 128-512 mg/l és 512->512 mg/1 kozott
valtoztak. A tyrosollal torténd egyidejli alkalmazast kdvetden ezek a median MIC értékek 8-
128 mg/l-re és 32-512 mg/l-re csokkentek. A caspofungin és a nikkomycin Z kombinacidja
minden C. parapsilosis klinikai izolatum esetében indifferens interakciot (FICI: 0,502-1), mig
a micafungin és a nikkomycin Z expozicié a legtobb toérzsnél szinergizmust (FICI: 0,017-0,5)
eredményezett. A C. albicans biofilmek vizsgalatakor az echinocandinok és a nikkomycin Z
egyidejii alkalmazasa sordn tobbnyire szinergista kdlcsonhatést tapasztaltunk (FICI: 0,037-
0,245). Az echinocandin és a tyrosol expozicid hatasara torzsfiiggd modon észleltiink
szinergizmust (FICI: 0,193-0,312), amelyeket pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is
megerdsitettiink. Eredményeinket dsszefoglalva a human szérum jelenlétében végzett biofilm
érzékenységi vizsgalatok jobban modellezik az in vivo kornyezetet, ezért alkalmazasuk abszolut
indokolt lehet a farmakodinamiai vizsgalatokban. A kombinaci6 alapu kisérleteink alapjan, a
jovOben a nikkomycin Z és a tyrosol egy potencialis adjuvans lehet a C. albicans és a C.
parapsilosis altal kivaltott biofilm-asszocialt fert6zések alnernativ terapiaja soran, azonban

ennek megerdsitéséhez tovabbi in vivo vizsgalatokra van sziikség.
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8. Summary

The therapeutic difficulties of biofilm-associated infections highlight the importance of the
development of innovative treatment strategies to eradicate effectively these sessile population.
The anti-biofilm activity of caspofungin and micafungin against Candida albicans and C.
parapsilosis biofilms was investigated in RPMI-1640 with 50% human serum. In the case of
C. albicans biofilms, reduced echinocandin activity was observed in the presence of serum at
concentrations ranging from 0.015 to 1 mg/l (P<0.05). In contrast, echinocandins showed
increased activity against C. parapsilosis biofilms in the presence of serum from the lowest
drug concentration tested (0.015 mg/l). In further experiments, the susceptibility of C. albicans
and C. parapsilosis biofilms to caspofungin, micafungin, nikkomycin Z and tyrosol alone or in
combination was investigated using two-dimensional "checkerboard" microdilution. The nature
of the in vitro interactions was evaluated using fractional inhibitory concentration index (FICI)
determination. Nikkomycin Z resulted in 2- to 16-fold and 2- to 128- fold decrease of the
median median minimum inhibitory concentration values (MICs) for caspofungin and
micafungin respectively. When echinocandins and tyrosol were combined, tyrosol caused 1-
16- fold and 2—-32-fold decrease in median caspofungin and micafungin MICs respectively. The
combination of caspofungin and nikkomycin Z yielded an indifferent interaction against all C.
parapsilosis isolates (FICI: 0.502-1). Based on FICI values, a striking synergistic interaction
was observed for four out of five C. parapsilosis isolates after micafungin with nikkomycin Z
exposure (FICI: 0.017-0.5). Synergistic interaction was observed for most of the concomitant
applications of echinocandins and nikkomycin Z (FICI: 0.037-0.245) against C. albicans.
Synergism was observed in a strain-dependent manner upon exposure to echinocandin and
tyrosol (FICI: 0.193-0.312), which was confirmed by scanning electron microscopy too. In
summary, our results suggest that biofilm susceptibility studies in the presence of human serum
can mimick the in vivo environment and therefore its application in pharmacodynamic studies
are absolutely justified. Based on our combination-based experiments, nikkomycin Z and
tyrosol could be a potential adjuvant in the alternative therapy of biofilm-associated infections
caused by C. albicans and C. parapsilosis; nevertheless, further in vivo studies are absolutely

needed to confirm these in vitro results.
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