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1. Roviditések jegyzéke

AMB

ANF

CAS

CFU

FLU

GMS

ISA

ITR

MCF

PAS

POSA

PTAH

RPMI-1640

RZF

VOR

Amfotericin B

Anidulafungin

Kaszpofungin

Koldnia képz6 egység (Colony forming unit)
Flukonazol

GOmori-Grocott ezlistmeténamin reakcid
Isavukonazol

Itrakonazol

Mikafungin

Perjodsav-Schiff reakcio

Posakonazol
Foszforwolframsavas-hematoxilin
Roswell Park Memorial Institute médium
Rezafungin

Vorikonazol



2. Bevezetés
A Candida auris egy multidrog-rezisztens, opportunista korokozo, amit elsé izben
2009-ben azonositottak Japanban (Satoh ¢és mtsai. 2009). A 2010-es évek kozepére
tobb kontinensen jegyeztek a gombafaj altal okozott korhdzi jarvanyokat, globalis
terjedésének koszonhetden pedig az évtized végére, az Antarktisz kivételével, minden
kontinensen izolaltak kiilonbozd torzseit (Sekyere és mtsai. 2018). A teljes genom
szekvenalas alapjan a C. auris izolatumokat hat filogenetikailag elkiiloniilé kladba
osztottak (dél-azsiai, kelet-azsiai, dél-afrikai, dél-amerikai, irani és az tGjonnan
felfedezett szingapuri). Osszevetésben egymassal, ezek a kladok virulenciajukban,
fenotipusos  jellemzdéikben ¢és antifungalis szer érzékenységiikben jelentds
kiilonbségeket mutatnak (Lockhart és mtsai. 2016; Szekely és mtsai. 2019; Borman és

mtsai. 2016; Suphavilai és mtsai. 2024).

A C. auris nemcsak a multidrog-rezisztenciaja miatt jelent terapias kihivast, hanem
azért is, mert a magas kockazatl betegek, kiilondsen az alap- és kisérObetegségekben
szenvedok korében gyakran okoz fertézéseket (diabetes mellitusban, kardiovaszkularis
betegségekben, immunszuppresszidoban, hematoldgiai malignitasokban és 2019-es
koronavirusos betegségben szenvedd betegeknél) (Armstrong és mtsai. 2016;
Rudramurthy és mtsai. 2017; Chowdhary és mtsai. 2020). A Centers for Disease
Control and Prevention adataibol kideriilt, hogy az USA-ban vizsgalt C. auris
izolatumok 90%-a flukonazol, 30%-a amfotericin B és <0,5%-a echinocandin

rezisztens volt (https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/cauris-antifungal.html).

Korabbi tanulméanyainkban Gsszehasonlitottuk a négy f6 kladba (dél-azsiai, kelet-
azsiai, dél-afrikai és dél-amerikai) tartozd C. auris izolatumok antifungalis szerek
iranti in vitro érzékenységét (Papp és mtsai. 2021; Kovacs és mtsai. 2021). Az
anidulafungin, a kaszpofungin, a mikafungin és a rezafungin fungisztatikus hatasu volt
a négy kladdal szemben az id6-6lés vizsgalatokban RPMI-1640-ben vagy 50%-0s
szérumban (Kovacs ¢és mtsai. 2021). Az amfotericin B (AMB) a terapias
koncentracioban (1 mg/L) fungicidnek bizonyult a dél-azsiai, kelet-azsiai, dél-afrikali
és dél-amerikai kladbol szarmazo izolatumok 33%-aval, 50%-aval, 50%-aval és
16,7%-aval szemben (Papp és mtsai. 2021). Ezzel szemben Dudiuk és munkatarsai >2
mg/L AMB alkalmazasaval koncentraciofiiggd, de izolatum-fiiggetlen 616 aktivitasrol
szamoltak be az altaluk vizsgalt kilenc kolumbiai izolatummal szemben az id6-6lés

vizsgalatukban (Dudiuk és mtsai. 2019).


https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/cauris-antifungal.html

Jelen tanulmany célja, hogy 0sszehasonlitsa a négy f6 kladbol (dél-azsiai, kelet-azsiai,
dél-afrikai és dél-amerikai) szarmaz6 C. auris izolatumok in vivo virulenciajat,
valamint meghatarozza az AMB in vivo hatékonysagat neutropénias egér modellben
letalitasi kisérletek, szoveti gombaterhelés (fungal burden) meghatarozasok és

hisztopatologiai vizsgalatok altal.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A Candida auris fertézések epidemiologiaja

2009-ben a Tokyo-i Metropolitan Geriatric Hospital egy 70 éves nbi betegének kiils6
hallojaratanak flilvaladékbol azonositottak, majd irtak le els6ként a C. auris-t, mint gj
Candida fajt (Satoh és mtsai. 2009). Nem sokkal késobb a retrospektiv vizsgalatok 15
ujabb, 2004 és 2006 kozott gyhjtott dél-koreai flil izolatumrol bizonyitottak be, hogy az
ujonnan felfedezett fajhoz tartoznak a torzsek, amelyeket korabban tévesen Candida
haemulonii-ként identifikaltak (Kim és mtsai. 2009). Az ¢ls6 hat invaziv izolatum szintén
dél-koreai betegek mintaibol nyert torzsek voltak, amib6l kettét vérarambol izolaltak,

amelyeket 1996-ban egy 1 éves gyermek mintaibol tenyésztettek ki (Lee és mtsai. 2011).

Egy évtizeddel a felfedezését kovetden vilagszerte mar tobb mint 4000 izolatumot
azonositottak vérbol és mas mintakbol. Az, hogy a C. auris sokaig rejtve tudott maradni,
elsdsorban annak koszonhetd, hogy a hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel a faj
azonositasa nehézkes, a vizsgalt torzseket gyakran azonositottak tévesen C. haemulonii-
nak, Candida duobushaemulonii-nak, Candida sake-nek, vagy Rhodotorula glutinis-nak;
megbizhaté eredménnyel csak a MALDI-TOF és a molekularis biologiai modszerek

szolgalnak (Watkins és mtsai. 2022).

A teljes genom analizis igazolta a C. auris filogenetikai rokonsagat a C. haemulonii-val
¢s a Candida lusitaniae-val, valamint a vizsgalatok alapjan 6 foldrajzi kladot hataroztak
meg (dél-azsiai, kelet-azsiai, dél-afrikai, dél-amerikai, irani és szingapuri). Egy adott
foldrajzi teriileten a torzsek genetikailag hasonlok, viszont az irodalmi adatok alapjan az
egyes kladok kozott szignifikans kiilonbségek vannak fenotipus és virulencia alapjan

(Sears és mtsai. 2017; Szekely és mtsai. 2019).

Napjainkra jelentés valtozason ment keresztiil az invaziv C. auris fert6zések
epidemioldgidja, mivel a korai id6szak szorvanyos invaziv fertézéseit mara felvaltottak a
nagy betegszamu nosocomidlis jarvanyok. Szdmos tanulmény értekezik arrél, hogy
amikor a korokozo bekeriil egy egészségiigyi intézménybe, a fertézés gyorsan terjed az
arra érzékeny betegek kozott és rovid id6 alatt korhazi jarvany alakul ki (Armstrong és
mtsai. 2016; Ruiz-Gaitan A és mtsai. 2018; Villanueva-Lozano H és mtsai. 2021). A
fert6zés tekintetében kiilonosen veszélyeztetettek a magas kockazata betegek (malignitas,
kemoterapia, neutropénia, nagy dozist Kkortikoszteroid terapia, AIDS, kronikus

alapbetegségek). Kockdzati tényezdnek tekinthetdé a hasi miitét, a hasnydlmirigy-



gyulladas, a hemodializis, a széles spektrumu antibiotikumok és azolok hasznalata, illetve
a hosszan tarto intenziv osztalyos kezelés
(https://www.pathologyoutlines.com/topic/microbiologycauris.html). 2009 és 2020 kozott
szamoltak be jarvanyokrol az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Kanadaban, Mexikoban,
az Egyesiilt Kirdlysagban, Spanyolorszagban, Indidban, Pakisztdnban, Oroszorszagban,
Szaud-Ardbiaban, Oménban, Kuvaitban, Kenyadban, Dé¢l-Afrikaban ¢s Kolumbidban

(Chowdhary és mtsai. 2017; Ahmad és mtsai. 2021).

Az in vitro vizsgalatok soran az Egyesiilt Allamokban izolalt torzsek 90%-at talaltdk
rezisztensnek flukonazol, 30%-at amfotericin B és 0,5%-4t echinocandinok irant
(https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/c-auris-antifungal.html), az j generacios
azol-szarmazékok (isavukonazol, posakonazol) ellenben jo in vitro aktivitast mutatnak az
izolatumok ellen. A pontos rezisztencia mechanizmusok megismerése még napjainkban
is zajlik, de az mar ismeretes el6ttiink, hogy a multidrug efflux pumpak megjelenése a
amiket pontmutaciok (CDR1 / CDR2 és MDRI1) és transzkripcids faktorok (TAC1 és
MDR1) szabalyoznak. Az ERG11 gén mutacioi feleldsek az azol-szarmazékokkal
szembeni rezisztenciaért, mivel a génrdl atirddd enzim szerkezeti valtozasa meggatolja az

azolok kotodését (Kordalewska és mtsai. 2018; Pristov és mtsai. 2019).

A rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan az echinocandinok az elsddlegesen
valasztando antifungalis szerek invaziv C. auris fertézés esetén, de még a megfeleld
terapia mellett is a mortalitas 60% (Rossato és mtsai. 2018; Lockhart és mtsai. 2019).
Napjainkban a C. auris elsddleges fontossagu korokozonak szamit a WHO altal kozolt

lista alapjan (Kim és mtsai. 2024).

3.2. A Candida auris virulencia faktorai

Bar a C. auris biologiaja még sok tekintetben ismeretlen el6ttiink, az in vitro vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy szamos, a Candida fajokra jellemzo virulencia faktor
expresszidjara képes (szekretalt aszpartil proteinazok, foszfolipazok, proteinazok,
adhezinek), valamint a biofilmek kialakitasanak képességével is rendelkezik (Kumar és
mtsai. 2015; Sherry és mtsai. 2017).

A C. auris virulencidjanak kulcsfontossagli elemei a szekretalt aszpartil proteinazok

(SAP), ezeknek az enzimeknek fontos szerepiik van az adhézidban, a biofilm és a sejtfal-
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https://www.pathologyoutlines.com/topic/microbiologycauris.html

képzddésben, valamint a gazdaszovet lebontasaban. A SAP enzimekrél azt is
bebizonyitottak, hogy a gyulladdsos valaszok megel6zésén keresztil képesek az
immunrendszer komplement rendszerét szabalyozni és ezdltal segiteni a gombasejt
védekezését az immunrendszer elemeivel szemben (Rapala-Kozik és mtsai, 2018). A C.
auris genomjaban 4 SAP ortolog gént azonositottak. A protektiv SAP enzimek aktivitasa
42°C-on emelkedett, ami azt jelzi, hogy a C. auris magasabb hémérsékleten jobb
tuléloképességgel rendelkezik, mint mas Candida fajok (Chatterjee és mtsai. 2015).

A foszfolipazok az enzimek egy masik csoportjat alkotjak, amelyek szintén
hozzajarulnak a biofilm képzéshez, a gazdaszovet bontasahoz és az immunrendszer elleni
védekezéshez. Egy ,.knock-down” kisérlet soran, azok a C. parapsilosis izolatumok,
amelyek a foszfolipaz enzimek termelésének a képességét elvesztették, nem tudtak olyan
hatékonyan védekezni az immunsejtekkel szemben, mint a kontroll izolatum, és a
makrofagok konnyebben kebelezték be 6ket (Ghannoum és mtsai, 2000, Gacser és mtsai.
2007). A foszfolipaz szekrécio a C. auris esetében egy torzs-fliggd képesség, mindossze
az izolatumok 37,5% képes ra, ezzel szemben proteinazokat az izoldtumok 64%-a képes
szekretalni. Vizsgalatok soran bizonyitast nyert, hogy a C. albicans altal termelt
foszfolipazokkal Osszehasonlitva, a C. auris foszfolipazai hatékonysagukban

alulmaradnak (Larkin és mtsai. 2017).

Egy masik kulcsfontossagu virulencia faktor a biofilm képzés, amely soran a gombasejt
mannan-gliikan poliszacharidokat valaszt ki azért, hogy kialakitson egy olyan
poliszacharid matrixot, amelyben védve van a kiilsé kdrnyezeti hatdsokkal szemben. A
jelenség kezdetén a C. auris sejtek adhezin fehérjék segitségével rogzitik magukat egy
felillethez, majd a megtapadast kovetéen a biofilm rétegei megvastagodnak,
athatolhatatlan gatat képezve ezzel az antifungalis szerek és az immunrendszer elemei
elétt. Vizsgalatok kimutattak, hogy az efflux pumpdkat irdnyitd gének a biofilm
kialakulasa soran feliilszabalyozodnak, elésegitve ezzel az antifungalis szerek

eliminalasat (Bravo és mtsai. 2021).

Szamos esettanulmany értekezik arrol, hogy a biofilmek komoly szerepet jatszanak a
fertézések nosocomialis terjedésében. A C. auris fokozottan ellenalld a
fertétlenitoszerekkel szemben, kiilondsen a biofilm kialakulasat kovetéen. Egy vizsgalat
soran 13 gyakran hasznalt korhazi fert6tlenitdszer hatékonysagat tesztelték C. auris

biofilmekkel szemben, a vizsgalt termékek 58%-a nem tudta megallitani a C. auris



terjedését, az 50%-a nem volt hatassal a sejtek életképességére, és a fertdtlenitdszerek

75%-a nem tudta megallitani a biofilm visszanovekedését (Ledwoch és mtsai. 2018).

A patogén gombak esetében a morfoldgiai plaszticitas alapvetd fontossagu mind a
virulencia, mind pedig a kdrnyezeti valtozasokra adott valaszreakcidok szempontjabol. A
filament6ézus ndvekedés a gombak egyik fontos patogenitdsi jellemzdje, mivel a hifa
képzés megkonnyiti a kolonizdlandé kornyezet feltarasat. Lényeges morfologiai
kiilonbség a C. albicans és a C. auris kozott, hogy az utdbbi nem megy at morfologiai
valtason az ¢élesztOsejt €s a hifa formak kozott, a fondl képzés hidnya pedig magyarazat a
fajok kozotti kolonizacios kiilonbségekre: amig a C. albicans képes kolonizalni a
nyalkahartya feliileteit, addig a C. auris elsésorban a bért kolonizalja (Borman és mtsai.

2016). Bizonyos hatasok esetén, mint amilyen a hémérséklet, a sejtciklus leallas vagy az

crer

crer

mtsai. 2020). Egyes C. auris izolatumoknal megfigyelheté az a jelenség, hogy mind in
vitro, mind pedig in vivo nagyméretii sejt-aggregatumokat képeznek. A mikroszkopos
vizsgalatok alapjan a jelenség hatterében az all, hogy a bimbodzés sordn az anyasejtrol
elszakadd leanysejtek mennyisége ezeknél az izolatumoknal csokkent. Borman és
munkatarsai a Galleria mellonella larvaival végzett in vivo kisérleteik soran ugy
tapasztaltdk, hogy az aggregativ torzsek virulencidja kisebb a nem-aggregativ
izolatumokéhoz képest. A dél-afrikai kladhoz tartozo izolatumok nagy hanyada (84%)

aggregativ sajatossaggal rendelkezik (Borman és mtsai. 2016).

3.3 Antifungalis szerek invaziv Candida fertézések kezelésére

3.3.1. Amfotericin B

Az amfotericin B-dezoxikolat (AMB) a poliének csoportjaba tartozé antifungalis szer,
amelyet el6szor a Streptomyces nodosus fermentlevébdl izolalt anyagcseretermékként
azonositottak, de napjainkban mar szintetikusan allitjdk eld. Tobbszordsen telitetlen
gylrtije hidrofil és hidrofob tulajdonsagu oldallancokat tartalmaz (1. abra) (Carolus és
mtsai. 2020; Hamill 2013). A molekula mérsékelt oldhatosaganak és elégtelen oralis
hasznosuldsdnak kovetkeztében a készitményeket parenterdlisan alkalmazzak,
mindemelett hosszu felezési idovel rendelkezik, ezért a napi egyszeri adagolas az ajanlott.

Az ergoszterolhoz kdtédve csatornat képez a sejtmembran felszinén, eldidézve ezzel az



intracellularis kalium kidramlasat és a viz bedramlasat, ami a sejtek pusztulasat idézi eld.
A molekula erésen kotddik az emlds sejtek szteroljaihoz, ez magyardzza az akut
mellékhatasok (hidegrazas, laz, fejfajas) megjelenését, valamint a hosszabb (10-14 nap)
terapiak utan bekovetkez6 veseelégtelenséget (Carolus és mtsai. 2020; Hamill 2013). A
gyogyszer intravénas alkalmazasa évtizedeken keresztiil ,,gold-standard”-nak szamitott
az antifungalis terapidban, majd a toxicitas csokkentése érdekében 3 lipid-asszocialt
formulat vezettek be a klinikai gyakorlatba. Bar a klinikai hatékonysag az invaziv
Candida fert6zések kezelése tekintetében nem nd, viszont a veseelégtelenség gyakorisaga
csokkenthetd a lipid-asszocialt AMB formak hasznalataval, bar a készitmények

alkalmazasat korlatozza a magas beszerzési koltségiik. (Thompson és mtsai. 2009).

OH O OH OH OH OH O
HOOC
HO
¢} O OH
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1. abra Az amfotericin B szerkezeti képlete (Majoros és Kardos, 2008)

Az AMB széles spektrumt antifungalis hatassal rendelkezik, a legtobb sarjadzo-, fonalas-
és dimorf gomba faj ellen KkitlinG aktivitassal bir. Az AMB-vel szemben primer
rezisztenciaval rendelkeznek az Aspergillus terreus és a Trichosporon fajok (Hamill és
mtsai. 2013; Pfaller és mtsai. 2004). C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata és C.
lusitaniae fajok esetén a fungicid hatas eléréséhez sziikséges id6 in vitro 2 mg/L dozish
AMB kezelés eredményeképp kevesebb, mint 13,3 6ra, ellenben C. krusei, C. tropicalis
és C. parapsilosis fajok esetén még 48 ora elteltével sem tokéletes a gombasejtek

elimindcidja, a gydgyszer hatasa fungisztatikus (Canton és mtsai. 2004).

A molekula jelentds mértékben (>95%) kotédik a szérumfehérjékhez, ami a
farmakologiailag aktiv gydgyszer mennyiségének csokkenését eredményezi, ezért a
szérumban az aktiv, szabad gyogyszer szintje az 1 mg/L értéket sohasem éri el (0,744
mg/L). A magas fehérjekotodés kovetkezményeként feltételezhetd, hogy az AMB az agyi
parenchimaban akkumuléalodik, ezért nem rendelkezik kell6 hatasfokkal a meningitis

kezelése terén (Thompson és mtsai. 2009). A lipid-asszocialt készitmények Iényegesen



jobb kozponti idegrendszeri penetracioval rendelkeznek, a dezoxikolat formuldhoz képest

a csucskoncentraci6 akar 7-szer magasabb is lehet (Arikan és mtsai. 2001).

3.3.2. Triazol tipusu antifungalis szerek

A szisztémas fert6zések kezelésére hasznalt triazol tipust antifungalis szerek a
flukonazol, az itrakonazol, a vorikonazol, a posakonazol ¢s az isavukonazol (Lass-Florl.
2011; Thompson és mtsai. 2009) (2. abra). Ezek molekulak a citokrom P-450-dependens
lanoszterol-14-o-demetilaz enzim gatlasa altal a lanoszterol-ergoszterol atalakulast
akadalyozzak meg, aminek kovetkeztében toxikus hatasu 14-a-metilalt szterolok
halmozodnak fel, ezek meggatoljak a gombasejt szaporodasat, ami egy fungisztatikus
hatast eredményez (Majoros és Kardos, 2008).

N N N—N
f \ / ﬁ N/%N
N—CH;—C—CH;—N ‘ OH F
_ —_—
N=~/ g =N _—
F  CH,
F
fluconazole L voriconazole
N
(j\
itraconazole
CH,

T, G O
} gﬂ\

H,C_ posaconazole
A OO e @D\

2. abra. A szisztémasan alkalmazhatd triazolok szerkezeti képletei (Majoros és Kardos. 2008)

A flukonazol (FLU) az 6sszes triazol tipust antifungalis szer koziil a leggyakrabban
alkalmazott gyogyszer mind terapiaban, mind pedig profilaxisban. A legtébb Candida
fajjal, valamint a Cryptococcus neoformans-al szemben jol alkalmazhatd. Kivételt
képeznek ez alol a C. krusei, a C. inconspicua és a C. norvegensis, mivel ezek a fajok
primer rezisztenciaval rendelkeznek a gyogyszerrel szemben. A molekula csekély
mértékben (12%) kotddik a szérumfehérjékhez, farmakokinetikaja linearitast mutat, azaz

a terapias dozis novelésének mértekével né a szérumban 1évo gydgyszer koncentracidja
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(Lass-Florl. 2011; Thompson és mtsai. 2009). A FLU az invaziv fertézések kezelése
terén jol alkalmazhatd, mivel a gyogyszer szdveti penetracidja kitlind, alkalmazasat

viszont korlatozza a sziik spektruma ¢s a fungisztatikus hatéasa.

A vorikonazol (VOR) a flukonazol szarmazéka, ebbdl fakaddan a gyodgyszer
hatasspektruma megegyezik FLU spektrumaval, de kiegésziil az Aspergillus fajokkal
(Sipsas és mtsai. 2009; Thompson és mtsai. 2009). A gydgyszer intravénas és oralisan
alkalmazhat6 formaban egyarant elérhetd. A molekula jelentés mértékben (58%) kotodik
a szérumfehérjékhez, farmakokinetikdja a felndttekben nem-linearis. A VOR terapia
soran az elsd kezelés alkalmaval telitd dozisként 12 mg/kg keriil alkalmazasra, majd ezt
kovetden a napi dozis 6 mg/kg. Candida fajok ellen a VOR nem els6ként alkalmazando

antifungalis szer (Pappas €s mtsai. 2016).

Az itrakonazol (ITR) egy hosszu lipofil oldallanccal rendelkez6 molekula,
hatasspektruma a VOR-hoz hasonl6. Az ITR nagymértékben (99%) kotoédik a
szérumfehérjékhez. A gyodgyszer két oralisan alkalmazhatd készitménye is elérhetd,
kapszula és hidroxipropil-béta-ciklodextrinnel komplexalt oralis oldat formajaban. Az
oralis oldat biohasznosulasa kozel 80%-0s. 1999 6ta intravénas kiszerelésben is elérheto,
de a VOR piacra keriilését kovetden az alkalmazésa jelentdsen hattérbe szorult (Lass-

Florl. 2011).

A posakonazol (POSA) az itrakonazol szarmazéka és a triazol tipust antifungalis szerek
kozott a legszélesebb hatasspektrummal rendelkezd gyogyszer, valamint jo aktivitassal
rendelkezik a FLU-rezisztens izolatumok egy részével szemben. A Candida és
Aspergillus fajok mellett, kivalo in vitro aktivitassal rendelkezik a Mucor fajok nagy
része ellen is (Sabatelli és mtsai. 2006). A molekula 99%-ban kotddik a szérumban 1€vo
fehérjékhez. A POSA jelenleg elérhetd oralis szuszpenzid, késleltetett hatdanyag-leadast

tabletta és intravénas oldat formajaban (McKeage, 2015).

Az isavukonazolt (ISA) az invaziv aszpergillozis és mucormycosis kezelésére
alkalmazzak elsésorban. Nagyfoku aktivitassal rendelkezik a legtobb Aspergillus fajjal
szemben, tobbek kozott az A. fumigatus, A. flavus, A. niger és A. terreus fajokkal,
valamint szamos Mucorales faj ellen (Allen és mtsai. 2015). A készitmények az ISA
vizben oldodé prodrug, azaz elégyogyszer alakjat, az isavuconazoniumot tartalmazzak. A

készitmények oralisan alkalmazhat6 kapszula és intravénas oldat formajaban érhetdek el.
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Napi egyszeri adagolas engedélyezett a gyodgyszer hosszu felezési ideje miatt. A

molekula nagymértékben (>99%) kotddik a szérumfehérjékhez.

3.3.3. Echinocandinok

Az echinocandinok félszintetikus lipopeptidek, olyan ciklikus hexapeptidekbél épiilnek
fel amelyekhez egy acil-oldallanc kotédik. Jelenleg a kereskedelmi forgalomban négy
echinocandin érhetd el: a kaszpofungin (CAS), a mikafungin (MCF), az anidulafungin
(ANF) és a rezafungin (RZF) (3. abra).

HZN_\—N‘H OH
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HO °=2—\CH3
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3. abra A kaszpofungin, a mikafungin, az anidulafungin és a rezafungin (CD101) szerkezeti képlete
(‘Yanan Zhao, Winder B. Perez, Cellular microbiology 2016, CD101: a novel long-acting
echinocandin).
Antifungalis hatasukat a B-1,3-D-gliikan-szintdz enzimkomplex gatlasan keresztiil fejtik
ki, ami a sejtfal szintézis inhibiciojahoz vezet. A sejtfal szintézis gatlasa a sejt ozmotikus
instabilitdsat, majd a sejt pusztulasat eredményezi (Chen és mtsai. 2011; Denning 2003;
Emri és mtsai. 2013). Az echinocandinok a Candida fajok tobbségével szemben in vitro
fungicid hatassal birnak, viszont az Aspergillus fajok ellen a hatasuk csak fungisztatikus.
C. neoformans, a Fusarium fajok és a jaromsporas gombak ellen hatastalanok (Chen és
mtsai. 2011; Denning 2003). Jol alkalmazhatéak invaziv Candida fert6zések kezelésére,
nagy eldnyiikk az AMB-vel szemben, hogy a terdpia jelentdsen kevesebb mellékhatassal
jar. A készitmények csak intravénas formaban érhetdek el, mivel az echinocandinok a
gasztrointesztinalis rendszerbdl csak csekély mértékben szivodnak fel. A kdzponti

idegrendszerbe és a szembe a penetracidjuk gyenge. A készitmények napi egyszeri
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adagolédsa ajanlott az echinocandinok hossz felezési ideje miatt. A felnétt kezeltek
esetén ANF és CAS terdpidja esetén az elsé nap telité dozist kell adni (ANF: 200 mg,
CAS: 70 mg), majd ezt kdvetden fenntartd napi dozisokat kell alkalmazni (ANF: 100 mg,
CAS: 50 mg). Az MCF kezelés soran nincs sziikség telitd dozisra, standard 100 mg napi
dozissal ajanlott a terapiat végezni (Pappas €s mtsai. 2016). Nagymértékben kotddonek a
szérumban 1évo fehérjékhez, farmakokinetikajuk linearitdst mutat. Az antifungalis terapia
tervezése soran fontos szem el6tt tartani az echinocandinok azon farmakokinetikai
sajatossagat, hogy miutdn az antifungélis szer a vérbol a szovetekbe penetralt, ott
akkumulalodik, és ha csokken a vérben a gydgyszer koncentracidja, akkor visszadramlik

a keringésbe (Sandhu és mtsai. 2004).

3.4. Invaziv gomba fertézések hisztopatologiai vizsgalata

A fungalis patogének szelektiv azonositasara a hisztologidban kevés technika all a
patologusok rendelkezésére, de azok kielégitd mértékben képesek ezeknek a
koérokozoknak az identifikadlasara. Fontos azonban megjegyezni, hogy a sziikséges
morfologiai ismeretek nélkiill még az adott patogén nemzettségének a megallapitasa is
nehézségekbe iitkozhet, a faj azonositisa pedig szinte lehetetlen, ezért ezeknek az

ismereteknek az elsajatitasa elengedhetetlen a rutin diagnosztikai gyakorlatban.

A szdvettani diagnosztikdban két olyan eljaras terjedt el, amit a patologus szakma széles
korben elfogad, mint a gombasejtek hisztologiai azonositdsara alkalmas eljaras: a
perjodsav-Schiff reakcio (PAS) és a Gomori-Grocott-féle eziistmeténamin reakcié (GMS)
(Guarner és mtsai. 2011; Barak és mtsai. 2010). Mindkét eljaras elfogadhato
érzékenységgel ¢és szelektivitdssal rendelkezik ahhoz, hogy a vizsgalt korokozok
fénymikroszkopban azonosithatoak legyenek, és daltaldban kombinacidban keriilnek

alkalmazasra.

A két eljaras koziil a PAS az érzékenyebb, de kevésbé szelektiv technika. A modszer
alapja a perjodsavas vagy mas néven Malaprade oxidacio, aminek lényege az, hogy a
poliszacharidok vicinalis hidroxilcsoportjainak az oxidacidja utjan aldehidcsoportokat
generdlunk €és mivel a perjédsav ezeknek a csoportoknak a tovabb oxidacidjara mar nem
képes, igy a folyamat soran azokat nem veszitjiik el. Ez azért 1ényeges, mert az eljarasban
alkalmazott szinképzd rendszer a Schiff-reagens csak ezekkel a csoportokkal képes

kondenzaloédni és szines végtermékké alakulni. A Schiff-reagens vagy mas néven
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leukofukszin, egy kromoforcsoportjat elveszitett pararozanilin molekula, egy
trifenilmetan, aminek a quinoidgytirtijének szerkezetében olyan valtozas kovetkezett be,
aminek eredményeképpen a vegylilet elvesztette a szines jellegét. Az aldehidcsoporttal
torténd kondenzaciod kovetkeztében a molekula visszanyeri a kromoforcsoportjat, aminek
folyomanyaképpen piispoklila szinreakcioval azonositja a reakcio helyét (Barak és mtsai.

2010; Hajar és mtsai. 2016).

A PAS reakci6 a szoveti struktura széleskori vizsgalatat teszi lehetdvé, ezaltal az egyik
leggyakrabban alkalmazott hisztokémiai reakcio a szovettani diagnosztikaban. Alkalmas
a glikogén, a neutralis nyakok, a bazalis membran és a gombak sejtfalat alkoto kitin (N-

acetil-gliikozamin) vizsgalatara.

4. abra Candida albicans (3666-os izolatum). Neutropénias egér vese szovettani vizsgalata
GMS reakcidval (400x nagyitas).
A GMS egy kifejezetten a gombak azonositasara kifejlesztett eljaras (4. abra), aminek
megalkotdsa a neves magyar patolégushoz, Gomori Gyorgyhoz kotddik, amit aztan
Robert G. Grocott tokéletesitett, bar sajndlatosan az utdkor az eldbbirél gyakran
megfeledkezik (Gomori 1946; Grocott 1955). A GMS reakcié miikodési mechanizmusat
tekintve részben hasonlé a PAS reakcidhoz, az eljaras elsé 1épése ez esetben is a
gombasejtfalat alkotdo N-acetil-gliikkozamin polimer vicinalis hidroxilcsoportjainak (1,2-
glikolcsoportok) az aldehidcsoportokka torténd oxidacidja, ellenben ezt tgy végezziik,

hogy a vizsgalat szempontjabol aspecifikusnak tekinthetd egyéb poliszacharidok a
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szinképzés soran intaktak maradnak. Ezt olymoédon érhetjiik el, hogy az oxidacids 1épés
soran a krom-trioxid vizes oldatat, a kromsavat hasznaljuk. A kromsav egy nem-szelektiv
oxidans, a hidroxilcsoportok oxidacidja soran elébb aldehid-, majd pedig azokbol
karboxilcsoportokat képez, ami alapvetden hatranyos lenne, de ha szabalyozottan
végezzilk, akkor lehetOséget teremt arra, hogy fokuszaljuk a vizsgélatot a
hidroxilcsoportokban gazdag gombasejtfalra. Ha a meghatarozott koncentracioj
kromsavval végzett oxidaciot adott idében megallitjuk (5%-os krémsav: 60 perc, 10%-0s
krémsav: 20 perc), akkor a human szdvetben talalhatd poliszacharidok (glikogén, nyak,
bazalis membran) mar taloxidalodtak és elveszitették az aldehidcsoportjaikat, de a
gombasejtfalat alkotd kitin még mindig tartalmazni fog vizsgalhaté mennyiségben. Az
oxidaciobol nyert aldehidcsoportokat eziistmeténaminnal demonstralhatjuk, egy
szinképzd rendszerrel, ami eziist-nitrat és hexametilén-tetramin elegyébdl all. Az
aldehidcsoportok reduktiv hatdsara az eziist-nitrat fémeziistté redukalodik ammonia
kilépése kozben, amihez az ammonia forrast a reakcido soran a hexametilén-tetramin
szolgaltatja (Carson és mtsai. 2010). A reakcio helyét, azaz a gomba sejtfalat alkoto kitint

fekete szinreakcid jelzi a fénymikroszkopban.
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4. Célkitiizések

Munkénk soran célul tlztiik ki, hogy meghatirozzuk az altalunk rendelkezésre allo C.
auris klinikai izolatumok in vivo virulencidjat neutropénias egérmodellben, a nyert
adatokat pedig 0ssze kivantuk hasonlitani a kontrollként alkalmazott C. albicans térzsek
eredményeivel. A vizsgéalat sorozat folytatasaként célunk volt megvizsgalni az
amfotericin B in vivo hatékonysagat az altalunk reprezentativnak itélt C. auris

izolatumokkal szemben.

4.1. Neutropéniads egérmodellben kivantuk megvizsgalni a négy foldrajzi kladbol
szarmazo6 C. auris izolatumok (dél-azsiai n = 5, kelet-azsiai n = 4, dél-afrikai n = 5 és dél-

amerikai n = 5) in vivo virulenciajat C. albicans kontrollal szemben.

4.1.1. A tulélési kisérletek soran meg kivantuk hatarozni a vizsgalt C. auris izolatumok in
vivo virulencigjat a letalitasi rata alapjan, az eredményeket a C. albicans kontroll

izolatumok eredményeinek tiikkrében kivantuk értékelni.

4.1.2. Célul thztiik ki, hogy meghatarozzuk és 6sszehasonlitjuk a C. auris izolatumokkal
¢s a kontrollként alkalmazott C. albicans izolatummal fert6zott csoportok szoveti

perzisztenciajat szervtenyésztés Utjan a sziv, a vesék, a maj, €s a 1ép szoveteiben.

4.1.3. Szovettani vizsgalatok segitségével jellemezni kivantuk a fungalis invazo
hisztopatologiai sajatossagait C. auris és C. albicans izolatumokkal fertdzott egerek sziv,

vese, maj és 1ép szoveteiben.

4.2. Meg kivantuk vizsgalni az amfotericin B in vivo hatékonysagat neutropénias
egerekben C. auris izolatumok ellen (dél-azsiai n = 2; kelet-azsiai n = 2; dél-afrikai n = 2;

dél-amerikai n = 4; amibdl kettd kornyezeti eredeti).

4.2.1. Tulélési kisérlet segitségével kivantuk meghatarozni az amfotericin B in vivo
hatékonysagat a kezelt és kezeletlen csoportok tulélési ratdjanak dsszehasonlitd elemzése

alapjan.

4.2.2. Célunk volt, hogy szervtenyésztés utjan meghatarozzuk az amfotericin B terapia in
vivo hatékonysagat a kezelt és kezeletlen csoportok szdveti perzisztenciaja tekintetében a

vizsgalt egerek sziv, vese és agy szoveteiben.

4.2.3. Célul thztik ki, hogy szoOvettani vizsgalatok segitségével jellemezzik az
amfotericin B terapia in vivo hatékonysagat a szoveti invazo hisztopatologiai

sajatossagainak tekintetében a fert6zott egyedek sziv, vese €s agy szdveteiben.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A Candida auris izolatumok eredete
A C. auris-szal végzett kisérleteinkben a vizsgalt izolatumok az Egyesiilt Kiralysag

Nemzeti Mikoldgiai Referencia Laboratériumabdl szarmaztak, az izolatumok kladszinta
besorolasahoz Prof. Andrew Borman ¢és munkatarsai 28S rRNS és/vagy ITS1 régiokra
iranyul6 szekvenalast alkalmaztak (Borman és mtsai. 2017). A vizsgalatok soran a 3666-
0S és 2606-0s szamu, véraramfert0zésbdl szarmazo C. albicans klinikai izolatumokat

hasznaltuk 6sszehasonlitd kontrollként (1.-2. tablazat).

Klad Faj és izolatum szama Orszag Minta eredete | Aggregacio

C. auris 196 Oman Vér -

= C. auris 20 (NCPF 8985) Anglia Sebvaladék -

3 C. auris 164 Anglia Sebvaladék -

2 C. auris 10 (NCPF 8971) Anglia Sebvaladék ;

C. auris 27 (NCPF 89891) Anglia ;’O'le;;glelﬁ i

<F£ C. auris 15 (NCPF 8984) Japan Kiilsé ful +

§ C. auris 12372 (CBS 12372) Dél-Korea Vér +

C. auris 12373 (CBS 12373) Dél-Korea Vér +

C. auris 185 Anglia Vér +

IS C. auris 228 Anglia Bor +

‘&I: C. auris 206 (NCPF 13042) Anglia Veér +

3 C. auris 204 Anglia Traheosztoma +

C. auris 2 (NCPF 8977) Anglia Likvor +

C. auris 1-24 1zrael Vér -

g C. auris 1-156 Izrael Vér -

E C. auris 1-172 I1zrael Vér -

;‘) C. auris 13108 (CDC B- p Korhazi )
a 13108) anama kornyezet

SRS COOE | e | S|

- C. albicans 3666 Magyarorszag Vér -

- C. albicans 2606 Magyarorszag Vér -

1. tablazat. A Candida auris és Candida albicans virulencidjanak 6sszehasonlitdo vizsgalata soran a
letalitasi kisérletekben alkalmazott 19 Candida auris és két Candida albicans izolatum szarmazasi hely
szerint. A félkovér betiikkel irt izolatumok a szdveti perzisztencia, illetve a szovettani vizsgalatokban is
alkalmazasra keriiltek.
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Klad Faj és izolatum szama Orszag Minta eredete | Aggregacio
Lo C. auris 196 Oman Vér -
38 [ ¢ auris 27 (NCPF sogon) Anglia I;;f;;gle‘lf -
5 S C. auris 12372 (CBS 12372) Dél-Korea Vér +
g< C. auris 12373 (CBS 12373) Dél-Korea Vér +
. g C. auris 204 Anglia Traheoszt6ma +
85 C. auris 2 (NCPF 8977) Anglia Likvor +

C. auris I-24 1zrael Vér -
% C. auris 1-156 1zrael Vér -
£ C. auris 13108 (CDC B- Panama Korhizi ]
) 13108) kornyezet
S IO e | |

2. tablazat. Az amfotericin B in vivo hatékonysagat vizsgald kisérletiink letalitasi, szoveti perzisztencia,
illetve szovettani vizsgalataiban alkalmazott Candida auris izolatumok szarmazasi hely szerint.

5.3. A kisérletben felhasznalt egerek immunszuppresszalasa

A kisérletekben BALB/c neutropénias néstény egereket (21-23g) alkalmaztunk,
csoportonként 7-11 egyedet (Charles River Laboratories), melyek gondozasat a
,Laboratoriumi Allatok Alkalmazasa és Gondozasa” cimii Gtmutatoban leirtak szerint

végeztiik. Az in vivo kisérletek engedély szamai: 12/2008 és 12/2014 DE MAB.

A kisérletre szant egyedek a fert6zést megel6z6 negyedik napon 150 mg/kg, a fertdzést
megeldz6 napon pedig 100 mg/kg ciklofoszfamidot (Endoxan, Egyetemi Gyogyszertar,
Debrecen) kaptak intraperitonealisan (Andes és mtsai. 2010; Kovacs és mtsai. 2014). A
tartoés neutropénias allapot fenntartasa érdekében a fertézést kovetd masodik, illetve az
6todik napon 100 mg/kg ciklofoszfamidot kaptak, majd ezt kovetéen minden harmadik

napon a kisérlet idétartama alatt.

5.4. A fertozés menete

A fertzés elott 24 oraval az izolatumokat Sabouraud-agar taptalajra szélesztettiik, majd
35 °C-on inkubaltuk ¢6ket a fertézés kezdetéig. Steril vattatampon segitségével a
kifejlodott gombapazsitot a taptalaj felszinérdl 0sszegyljtottiik €s fiziologias sdoldatba
szuszpendaltuk. Az Osszegyiijtott gombasejteket 10 percig 3000 g fordulaton

centrifugaltuk. A feliilusz6 eltavolitasat kovetden a lelilepedett sejtekhez 25 mL
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fiziologias sodoldatot pipettaztunk és ujabb 10 percig centrifugaltuk, majd ezt a mosasi

folyamatot még kétszer megismételtiik.

Nyolc mL fiziologias sdoldatot adtunk a leiilepedett sejtekhez a feliiliiszo eltavolitasat
kovetden. A sejtszamolast Biirker-kamraban végeztilkk a szuszpenzio 1:100 aranyu
higitasabol. Az elkésziilt inokulum csiraszamat kvantitativ kioltassal ellendriztiik. A dél-
afrikai és kelet azsiai kladbol szarmazo C. auris izolatumok esetén megfigyelhetd volt a
sejtek aggregacidja (Borman és mtsai. 2017), ezért a jelenség kikiiszobolésére ezeket az

inokulumokat fiziologids sooldat helyett PBS-ben készitettiik el.

A kisérletre szant egerek fertzése laterélis farokvénan keresztiil tortént, egyedenként 0,2
mL gombasejt szuszpenzid keriilt beoltasra. C. auris izolatumok esetén 10’ CFU/mL
gombasejt mennyiséget kaptak mind a letalitasi, mind pedig a szervi perzisztencia
kisérletekben. A C. albicans izolatummokkal fertézott egyedek a letalitasi kisérletben 10°,
a szervi perzisztencia kisérletben pedig 5x10* CFU/mL gombasejt mennyiséget kaptak. A

kisérletek soran alkalmazott dozisokat az eldkisérleteink soran allapitottuk meg.

5.5. Amfotericin B kezelés

Az amfotericin B in vivo hatékonysagat vizsgalo letalitdsi és szoveti perzisztencia
kisérletek soran a kezelt csoport egyedei a fertézést kovetden 24 oraval 1 mg/kg
amfotericin B-t kaptak 0,5 ml térfogatban intraperitonealisan, majd az ezt kovetd négy
napban ezt megismételtiik. A kontroll csoportok egyedei 0,5 mL steril fiziologias

sooldatot kaptak intraperotonealisan (Bayegan és mtsai. 2011).

5.6. Letalitasi kisérlet

A letalitasi kiérletek soran az egyes csoportok megfigyelése 21 napig tartott. A vizsgalat
id6tartama alatt az egyedek neutropénias allapotat folyamatosan fenntartottuk. Az egyes
csoportok egyedeit naponta kétszer ellendriztiikk és amennyiben a szisztémas fertdzés
sulyos jeleit mutattak, vagyis az alapvetd létfenntartasi funkciodikra (mozgas, taplalkozas)
mar képtelennek mutatkoztak, a tovabbi szenevedésiik elkeriilése végett cervikalis

diszlokacioval elpusztitottuk oket.
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5.7. Szervtenyésztés

A szdveti perzisztencia vizsgalatok sordn a fertdzést kovetd hatodik napon a vizsgalt
csoportok egyedeit cervikalis diszlokacié ttjan elpusztitottuk és ezt kovetben
felboncoltuk. A C. auris és C. albicans izolatumok virulencidjanak 6sszehasonlitd
vizsgalata soran, azért hogy informaciot nyerjiink a fert6zés korai szakaszabol is, a
kisérletben olyan csoportok is résztvettek, amelyek egyedeit mar a fert6zést kovetd
masodik napon felboncoltuk. Mind a masodik napi, mind pedig a hatodik napi
boncolason a vese, a 1ép, a maj és a sziv kerilt eltavolitasra. Az AMB in vivo
hatékonysagat vizsgald kisérlet sordn a vese, a sziv és az agy kertlt eltavolitasra. Az
egyes szervek tomegét lemértilk és steril dorzscsészében homogenizaltuk, majd a
homogenizatumhoz 1 mL steril fiziologids sdoldat hozzdadasat kdvetden 1:10-es alapa
higitasi sort készitettiink. A higitasokbol 100 pL-t oltottunk ki Sabouraud-agar taptalajra.
A taptalajokat 35°C-on inkubaltuk 48 oran keresztil, majd a kindtt telepeket
megszamoltuk. A Kitenyészett gombak szamat CFU/g értékben adtuk meg, a kimutatas

alsé hatara 50 sejt/szovet (gramm) volt (Bayegan és mtsai. 2011).

5.8. Szovettani vizsgalat

A C. auris és C. albicans virulenciajanak 6sszehasonlito vizsgalata soran a vese, a 1ép, a
maj és a sziv, az amfotericin B in vivo hatékonysagat vizsgalo kisérlet soran pedig a vese,
a sziv és az agy szovetekbdl végeztiink hisztopatologiai vizsgéalatokat. Az eltavolitott
szerveket 24 oraig 10%-os formalinban fixaltuk. A szerv preparatumok a Debreceni
Egyetem Klinikai Kozpont Kenézy Gyula Campus Patologiai Osztalyan keriiltek
feldolgozasra. A szerv preparatumokbol paraffinos blokk technikéval 4 um vastagsagi
szoveti metszetek késziiltek, amelyeken Hematoxilin-Eozin (H&E) festést alkalmaztunk
a szOveti morfologia altalanos vizsgalata céljabol. A gombasejtek azonositasara
Perjodsav-Schiff (PAS) reakciot hasznaltunk (Pupim és mtsai. 2017). A kontrakcios-sav
nekrozis kimutatasa céljabol Mallory-féle foszforwolframsavas hematoxilin (PTAH)

festést alkalmaztunk a sziv szoveti mintakon.

5.9. Vizelettenyésztés
Az AMB in vivo hatékonysagat vizsgald letalitasi Kisérleteink soran felmeriilt résziinkrol

az igény, hogy informaciét nyerjiink a kisérletben résztvevd kezelt és kezeletlen

20



csoportok allapotar6l még az egyedek pusztulasat megel6zéen. Ezt a szandékunkat egy
megfigyelésiink tette lehetdvé, miszerint az egyedek intraperitonedlis oltdsa soran a
hugyholyag folotti enyhe transzabdomindlis nyomads az allatok kényszeres vizeletiiritését
eredményezi. Ezt a jelenséget hasznaltuk arra, hogy mintat gyijtsiink vizelettenyésztés
céljabol. A periurethralis régio fert6tlenitését kovetéen steril Eppendorf csovekbe
gyljtottiikk az altalunk nyert, atlagosan 50-80 pl mennyiségli vizelet mintakat és ezekbol
azonnal 1:10-es alapu sorozat higitast készitettiink. Az egyes higitasokbol 100 pL-t
oltottunk ki Sabouraud-agar taptalajra, majd azokat 35°C-on inkubaltuk 48 6ran keresztiil.

A kinétt telepeket megszamoltuk és a telepszamokbol meghataroztuk a CFU/ml-t.

5.10. Statisztikai elemzés

A letalitasi kisérletekben a statisztikai analizist a Kaplan-Meier teszt segitségével
végeztilk. A szervi perzisztencia vizsgalatokban, a taptalajon kitenyészett gombak
statisztikai vizsgalatahoz Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk (GraphPad Prism 4.03,
Windows). Szignifikansnak tekintettiik az eredményt p<0,05 érték esetén (Andes és mtsai.
2010; Bayegan és mtsai. 2011). Az AMB-vel kezelt és a kezeletlen csoportok vizeletébol
meghatarozott CFU/ml értékeket Student's t-probaval hasonlitottuk Gssze.
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6. Eredmények

6.1. Candida auris és Candida albicans virulenciajanak osszehasonlito vizsgalata

neutropénias egérmodellben
6.1.1. Candida auris kladok és Candida albicans virulenciaja a letalitas alapjan

A letalitasi kisérletek soran a C. auris izolatumokkal fert6zott csoportok egyedeinél
nem volt megfigyelhetd kiilondsebb allapot romlas, egészen a hirtelen bekdvetkezd
elhullasukig, a létfenntartashoz sziikséges képességek (mozgas, taplalkozas) hianyat
nem mutattdk, ez aldl egyediil a dél-amerikai kladhoz tartozo torzsekkel fert6zott
csoportok képeztek kivételt. Olyan tiineteket, amelyek a kozponti idgerendszeri
érintettségre utaltak volna, szintén nem voltak tapasztalhatok. Az egyes kladakon beliil
szignifikans kiilonbségek voltak a letalitdsban (dél-amerikai: P=0,0005, dél-azsiai:

P=0,0010, dél-afrikai: P<0,0001, kelet azsiai: P=0,0255) (5. abra).

A csoportok 21 napos megfigyelése alatt a dél-amerikai klad tagjai bizonyultak a
legvirulensebbnek, ahol az atlagos haldlozasi rata 96% volt (ez egyes izolatumok
esetén: 90-100%). A dél-azsia klad tagjaival fert6zott csoportok esetén szintén magas,
atlagosan 80%-os halalozast figyeltiink meg (ez egyes izolatumok esetén: 50-100%).
Az ezekkel az izolatumokkal fertdzott egerekre jellemzd volt a nagyon korai elhullas,
mar a fert6zést kovetd harmadik-negyedik napon megfigyelhet6 volt az egyedek nagy
szamu pusztulasa, ezt prezentalja a talélési gorbék meredek zuhanasa is (5. abra). A
dél-afrikai és a kelet-azsia kladakhoz tartoz6 izolatumokkal fert6zott csoportok esetén
joval szerényebb halédlozési értékeket tapasztaltunk, mindkét klad esetén az atlagos
halalozas 45% volt. A vérbdl szarmazo dél-koreai izolatumnal a haldlozas 50-70%
volt. Az egyedek viszonylag késén, a hetedik-nyolcadik napon kezdtek pusztulni,
tobbnyire naponta egy-két elhullas volt csak tapasztalhato, a talélési gorbe elnyult,

1épcsbzetes esése errdl tanuskodik (5. abra).

A kontrollként alkalmazott két C. albicans izolatummal fert6zo6tt csoport halalozasa
90-100% volt (P>0.05). A fert6zott egyedek a szisztémas fertézés jegyeit mutattak,
egészen az elhullasukig neheziikre esett a mozgas, a taplalkozas. A fertdzést kovetd
6todik napon a csoportok 50-60%, a hetedik napon pedig a 80-90% exitalt, ez annak
tikkrében, hogy a fertdzéshez hasznalt gombasejt mennyisége szazad része volt a C.
auris izolatumokkal fert6zott csoportokhoz képest, jol reprezentalja a két Candida faj

kozotti virulenciabeli kiilonbségeket (5. abra).
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5. abra. Neutropénias, Candida auris-és Candida albicans klinikai izolatumokkal intravéndsan oltott
BALB/c egerek tulélése. Candida auris esetén a dél-azsiai kladbol 5 (A), a kelet azsiai kladbdl 4 (B), a
dél-afrikai kladbol 5 (C) és a dél-amerikai kladbol 5 (D) izolatumot vizsgaltunk. Két Candida albicans

izolatumot is vizsgaltunk (E).
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6.1.2. Candida auris kladok és Candida albicans virulenciaja a szoveti perzisztencia
alapjan

A C. auris izolatumokkal fertdzott csoportok szoveti perzisztencia vizsgalatai soran
ugy talaltuk, hogy a sziv €s a vese érintettsége fokozottabb volt a masik két szervhez
képest, kladtol fiiggetleniil. A szervekbdl kitenyészett gombasejtek mennyisége
alapjan az is megallapithat6 volt, hogy a virulencia és a szdveti perzisztencia kozott
szoros Osszefliggés van, mivel a letalitdsi vizsgalatokban virulensebb izoldtumok
esetén a szervek nagyobb gombaterhelése volt tapasztalhatd. Legalabb egy
nagysagrendbeli kiilonbség volt megfigyelhetd a magas letalitasu (90-100%) (6. abra,
9. abra) és a mérsékelt letalitasti (30-60%) (7. abra, 8. abra) izolatumok sziv és vese
szoveti perzisztencia eredményei kozott. A virulensebb izoldtumok masodik és
hatodik napi boncoldsdbol szarmazd sziv és vese szdveti gombaterhelése kozotti

kiilonbség is jelentdsebbnek bizonyult, mint a mérsékeltebbek esetében.

A masodik napi boncolasbdl szarmazo eredmények alapjan a 1ép gombaterhelése
hasonlé mértékli volt minden izolatum esetén (P>0,05), szignifikansan nagyobb
csiraszamot csak a hatodik napi boncolasbol nyert, 16565-0s, dél-amerikai
izolatummal fert6zo6tt csoport egyedeinek a szervtenyészetének eredményei mutattak
(9. abra) Osszevetésben a kelet-azsiai 15-6s (7. abra), valamint a dél-azsiai 164-es (6.

abra) izolatumok eredményeivel (P<0,001).

A vizsgalt szervek koziil a maj szoveti perzisztencidja volt a legalacsonyabb. A 196-0s,
dél-azsiai izolatummal fert6zott csoport egyedeinek a mintdindl tapasztaltuk a
legmagasabb csiraszamot (3.6x10% CFU/g), a legkevesebbet pedig az ugyanehhez a
kladhoz tartozo 164-es izolatum esetében (6.5x10° CFU/Q) (6. abra).

A C. albicans izolatummal (3666) fertdzott csoport egyedeinek a masodik és hatodik
napi szervtenyészeteinek az eredményeit Osszehasonlitva szignifikdns mértéki
novekedést figyeltiink meg a sziv (P=0,016), a vese (P=0,008) és a 1ép (P=0,008)
esetében, ellenben a maj szoveti perzisztenciaja kevesebb mint 10* CFU/g volt mind a
két napon (10. dabra), ami alacsonyabb mint a magas letalitasu C. auris izolatumok
esetén tapasztalt értékek. A hatodik napi boncolasbol szarmazd sziv és vese
szervtenyészetek gombasejt szamai hasonloak voltak a magas letalitasa C. auris

izolatumok eredményeihez (6. abra, 9. abra).
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6. abra. A belsé szervekbdl (vesék, 1ép, maj és sziv) kitenyészett gombasejtek szama neutropénids,
Az egereket két, a dél-azsiai kladbol szarmazo Candida auris izolatummal

intravénasan fertéztiik, majd a masodik és a hatodik napon elvégeztiik a szervi perzisztancia vizsgalatat.

BALB/c egerekbdl.
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7. abra. A belsdé szervekbdl (vesék, 1ép, maj és sziv) kitenyészett gombasejtek szama neutropénias,
BALB/c egerekbdl. Az egereket két, a kelet-azsiai kladbol szarmazd Candida auris izolatummal
intravénasan fertéztiik, majd a masodik €s a hatodik napon elvégeztiik a szervi perzisztancia vizsgalatat.
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8. abra. A bels6 szervekbdl (vesék, 1ép, maj és sziv) kitenyészett gombasejtek szdma neutropénids,
BALB/c egerekbdl. Az egereket két, a dél-afrikai kladbol szarmazo Candida auris izolatummal
intravénasan fertéztiik, majd a masodik és a hatodik napon elvégeztiik a szervi perzisztancia vizsgalatat.
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9. abra. A belsé szervekbdl (vesék, 1ép, maj és sziv) kitenyészett gombasejtek szama neutropénids,
BALB/c egerekb6l. Az egereket két, a dél-amerikai kladbol szarmazé Candida auris izolatummal
intravénasan fert6ztiik, majd a masodik és a hatodik napon elvégeztiik a szervi perzisztancia vizsgalatat.
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10. abra. A bels6 szervekbdl (vesék, 1ép, maj és sziv) kitenyészett gombasejtek szdma neutropénias,
BALBI/c egerekbél. Az egereket a 3666-0s szamu Candida albicans izolatummal intravénasan fertéztiik,
majd a masodik és a hatodik napon elvégeztiik a szervi perzisztancia vizsgalatat.

6.1.3. Candida auris kladok virulenciaja a sziv, a vesék, a maj, és a 1ép szovettani

vizsgalata alapjan

A szoveti perzisztencia kisérletekhez oltott csoportokbol kladonként két egyedet
hasznaltunk fel a szdvettani vizsgalatokhoz, valamint a sziv korai érintettségének
vizsgalata céljabol minden kladbol egy-egy egyedet felboncoltunk 24 6raval a fertézést
kovetden. A letalitdsi kisérletek hét frissen elhullott példanyat is felboncoltuk és
megvizsgaltuk. A vizsgalatokhoz a dél-azsia 196-0s, a kelet-azsiai 12373-as, a dél-afrikali

204-es és a dél-amerikai 1-24-es izolatummal fert6zott csoportok egyedeit hasznaltuk.

Mind a hatodik napon boncolt, mind pedig a letalitasi kisérletekben elhullt példanyok
szerveiben nagy kiterjedésii, gombasejt aggregatumok voltak megfigyelhetok, ami alol

egyediil a Iép volt kivétel. A vizsgélt szervekben blasztokonidiumokat és bimbodzo
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sejteket talaltunk, de hifat vagy pszeudohifat egyik izolatum esetében sem sikertilt

azonositanunk.

A sziv korai érintettsége mar 24 oraval a fert6zést kovetden megfigyelhetd volt, a
miokardium arteriolaiban nagyszamban taldltunk bimbddz6 gombasejteket és
blasztokonidiumokat. Fiiggetleniil a fertdzéshez hasznalt izolatumtol, a hatodik napon
boncolt és a letalitasi kisérletekben elhullt egyedek szivizomrostjai kozott nagyszamu
gombasejt aggregatumokat tapasztaltunk a szivizomsejtek koagulacids nekrozisaval.
Mallory-féle PTAH festéssel vizsgalva az is megallapithato volt, hogy a szivizomrostok
elvesztették a harantcskolatukat, ezzel jelezve a kontrakcids-sav nekrdzis vagy méasnéven
a miofibrillaris degeneracio jelenségét (11.-12. abra).

crer

vesetubulusok  destrukcidja, valamint nagyméreti nekrotizaldé régiok  voltak
megfigyelhetok, de a glomerulusokat a gombasejtek kolonizaciéja nem érintette (11.

abra).

A mgj szovetében nagyméreti gombasejt aggregatumokat talaltunk a dilatalt
szinuszoidokban, a parenchimaban a gombasejtek radialisan terjedtek tovabb, a lobulusok
centralis nekrézisaval. A majban a dilatalt szinuszoidok gombasejtek tomegével teltek,

megfigyelheto a lebenyek kozponti nekrozisa €s a hepatocitak vakuolaris degeneracioja.

A 1ép kisfok szoveti érintettsége volt tapasztalhaté a vizsgalatok soran, alacsony
sejtszami gombasejt csoportokat, blasztokonidiumokat és bimbodzd gombasejteket

figyeltiink meg (11.-12. abra).

6.1.4. Candida albicans virulenciaja a sziv, a vesék, a maj, és a lép szovettani

vizsgalata alapjan

A 3666-os szamu C. albicans izolatummal fertézott egyedek szoveteiben
blasztokonidiumok, bimbdodz6 gombasejtek voltak megfigyelhetok. A szivben, a
vesékben és a Iépben pszeudihifak és hifak is megtaldlhatoak voltak, ellenben a maj
szoveti mintdiban azok nem voltak felfedezhetdk. A sziv szdvettani vizsgalata soran
nagyméretli nekrotizald régiok voltak megfigyelheték mind az endokardiumban, mind
pedig a miokardiumban, de a C. auris izolatumokkal fert6zott egyedeknél tapasztalt

kontrakcios-sav nekrozis jeleit nem talaltuk (11. abra).
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Candida albicans 3666 Candida auris 1-24

Sziv

Vese

11. abra. Neutropénias egerek sziv, vese, maj €s lép szdvettani vizsgalata PAS festéssel, amelyeket
elézetesen intravénasan fertdztiink meg a 3666-0s Candida albicans izolatummal (bal oldali oszlop),
illetve az 1-24-es Candida auris izolatummal (jobb oldali oszlop), a vizsgalatokat hat nappal a fertézést
kovetden végeztik el (100x nagyitds). A C. albicans esetében a szivben mind az endo-, mind
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miokardialis érintettség megfigyelhetd, a szubendokardialis miokardium a legmarkansabban érintett. A
szivizomban a kezd6dé érinvazio jeleit lathatjuk (fekete nyil). A vesében a C. albicans a
veseparenchimaban, a tubulusokban ¢és a glomerulusokban megfigyelhetd. A majban
blasztokonidiumokat és bimbdz6 gombasejteket mutattunk ki, viszont hifa képzddést nem tapasztaltunk.
A [épben pszeudohifak és hifak lathatok a voros pulpaban.

12. abra. Candida auris 196-os izolatumaval oltott neutropénias egerek szivének (A, B, C) és 1épének
(D) szovettani képei PAS és Mallory-féle PTAH festéssel. A 196-o0s torzzsel fert6zott egér szivében a
fertézést kovetd 6todik napon nagyszamu gombasejt aggregatum lathatd, amelyek a szivizomrosrok
disztorzidjahoz vezettek (B). Mallory-féle PTAH festéssel a normal sziv (A) szovettani képével
Osszehasonlitva a moribund egér szivében kontrakcids-sav nekrozis lathato (sarga nyilak) (B). A sziv
arteriolaiban (C) és a Iépben (D) a fertézést kovetd elsé napon PAS festéssel blasztokonidiumok és
bimbozé gombasejtek lathatok, de pszeudohifa és hifa nem (A-B x400 nagyitas, C-D x1000 nagyitas,
vvt: vorosvértest).
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6.2. Amfotericin B in vivo hatékonysaga Candida auris ellen
6.2.1. Amfotericin B in vivo hatékonységa a letalitas alapjan

A két dél-azsiai kladbol szdrmaz6 izolatummal fertézott csoport esetében az AMB terapia
nem befolyasolta az egerek tulélését. A fertdézést kovetd 13. napra a kezelt csoportokban
100% volt a halalozas (196-o0s izolatum: P=0,2004; 27-es szamu izolatum: P=0,1459), a
tulélési gorbe meredek zuhanasa jol reprezentalja az AMB terapia hatastalansagat (13.
abra).

A Kkelet-azsia izolatumokkal fertézott csoportokban ezzel szemben az egyedek tulélése
szignifikansan javult az AMB terdpia hatasara (12373-es izolatum: P=0,0009; 12373-as
izolatum: P=0,0005), fontos viszont megjegyezniink, hogy a kezelt csoportok tobb
egyedénél is ataxia ¢és egyensulyzavar jelei voltak megfigyelhetok. A 12372-es
izolatummal fert6zott csoport nyolc taléldje koziil harom, a 12373-as izoldtummal
fertdzott csoportban pedig az 6t talélébol ketté mutatott ilyen jeleket. A 12372-es csoport
20. napi, valamint a 12373-as csoport 17. és 21. napon elpusztult egyedeinél szintén
tapasztaltunk ilyen tlineteket, amelyek az elhullas el6tt 2-3 nappal jelentkeztek (13.
abra). A két dél-afrikai kladbol szarmazd izolatummal fert6zott csoportnal az AMB
terdpia csak a 2-es tOrzzsel fertdzott csoport esetén javitotta az egyedek tulélését
(P=0,0189), viszont a csoport 17. napjan elhullott egyed szintén mutatott ataxiara utald
jegyeket 2-3 nappal a pusztulasa el6tt (13. abra).

A két vérbdl izolalt dél-amerikai torzzsel fertdzott csoport vizsgalata soran az AMB
terapia az [-156-o0s izolatummal fert6zott csoport egyedeinek a haldlozasat szignifikansan
csokkentette (P=0,0017). A csoportban két ataxids esetet tapasztaltunk, ezek az egyedek a
kisérlet 10. és 12. napjan pusztultak el (13. abra).

A dél-amerikai kornyezeti izolatumokkal fertdzott csoportok talélésére az AMB
terapianak nem volt hatdsa, a csoportok egyedeinek az elhulldsa a fertézést kovetd 3.-4.
napon kezdddott €s a kisérlet 7. napjara minden csoport exitalt. A talélési gérbe meredek
esése jol mutatja az AMB terapia eredménytelenségét ezekkel az izolatumokkal szemben

(13. abra).
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13. abra. Napi 1 mg/kg amfotericin B-vel kezelt neutropénias, Candida auris izolatumokkal intravénasan

oltott BALB/c egerek tulélése. A dél-azsiai kladbdl 2 (A), a kelet azsiai kladbol 2 (B), a dél-afrikai kladbol
2 (C) és a dél-amerikai kladbol 4 (D és E) izolatumot vizsgaltunk a 21 napos idStartam alatt. A dél-
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amerikai klad esetén két izolatum korhazi kornyezetbdl szarmazik (E). Kék ellipszis jelezi azokat az
egereket, amelyek halaluk el6tt 2-3 nappal ataxia jeleit mutattak (a kelet-azsiai klad mindkét izolatuma (B),
a dél-afrikai kladbol a 2-es (C) és a dél-amerikai kladbol az I-156-0s (D) izolatumokkal fert6zott egerek).

6.2.2. Amfotericin B in vivo hatékonységa a szervi perzisztencia alapjan

A szoveti perzisztencia vizsgalatok soran az AMB terapia hatéastalan volt a dél-azsiai
izolatumokkal fert6zott csoportok esetében, mivel a kezelt csoport szerveibdl
kitenyészett gombasejtek mennyisége egyik szervben sem mutatott csokkenést
(P>0,05). A vese és a sziv esetén ~10®8 CFU/g, az agy esetében pedig ~10® CFU/g
értékeket hataroztunk meg (14. abra).

Szignifikans sejtszdm csokkenést tapasztaltunk viszont a kelet-4zsiai izolatumokkal
fertézott csoportok esetében, az AMB terapia csokentette az agy (P<0,05), a vese
(P<0,01) ¢és a sziv (P<0,01) szervtenyészetekbdl kinbtt gombasejtek szamat. Mindkét
kezelt csoport agy és sziv szervtenyészeteibdl az atlagosan kitenyészett gomba
mennyisége ~10° CFU/g volt. A 12373-as izoldtummal fertdzott csoport egyik

egyedének vese és sziv szervtenyészetei sterilitast mutattak (14. abra).

Hasonld eredményeket tapasztaltunk a dél-afrikai klad izolatumaival fert6zott
csoportok egyedeinél is, viszont a 204-es izoldtummal fert6zott csoport esetében az
AMB kezelés az agyban nem eredményezett szignifikdns csokkenést a gomba
mennyiségében. A 2-es izolatummal fert6zott csoport egyik egyedénél a vese €s a sziv

sterilitasa volt megfigyelhet6 (14. abra).

A dél-amerikai kldd izolatumaival fert6zott csoportok szdveti perzisztencia
vizsgélatainak eredményei szoros egyezést mutattak a letalitdsi kisérletnél
tapasztaltakkal. Az 1-156-os izolatummal fert6zott csoport egyedeinél az AMB terapia
mintegy két nagysagrendbeli csokkenést eredményezett a vese és a sziv (P<0,01),
valamint kisebb, mint egy nagysagrendbeli csokkenést az agy (P<0,05)
szervtenyészetekbdl kindtt gombasejtek szamaban. A masik harom izolatum esetén a
kezelt és kontroll csoportok eredményei kozott nem volt szignifikdns kiilonbség, a

szervekbdl kitenyészett gomba mennyisége kozel hasonld volt (15. abra).
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14. abra. Napi 1 mg/kg amfotericin B (AMB) hatasa a belsd szervekbdl (vesék, sziv és agy)
kitenyészett gombasejtek szamara neutropénias, BALB/c egerekben, a C. auris dél-azsiai (A: 27-es, B:
196-0s), kelet-azsiai (C: 12372-es, D: 12373-as) és dél-afrikai (E: 2-es, F: 204-es szamu)
izolatumokkal intravénasan fert6zott egereknél. Az amfotericin B kezelés 24 o6raval az intravénas oltas
utan kezd6dott és 5 napig tartott. P<0.05 (*), P<0.01 (**) és P<0.001 (***).
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15. abra. Napi 1 mg/kg amfotericin B (AMB) hatasa a belsé szervekbdl (vesék, sziv és agy) kitenyészett
gombasejtek szamara neutropénias, BALB/c egerekben, a C. auris dél-amerikai (A: 1-24-es, B: 1-156-0s,
C: CDC B-13108-as ¢és D: CDC B-13112-es) izolatumokkal intravénasan fert6zott egereknél. A CDC B-
13108 és CDC B-13112-es izolatumok korhazi kornyezetbdl szarmaztak. Az amfotericin B kezelés 24
oraval az intravénds oltas utan kezd6dott és 5 napig tartott. P<0.05 (*), P<0.01 (**) és P<0.001 (***).

6.2.3. Amfotericin B in vivo hatékonysaga a szovettani vizsgalatok alapjan

A fertézést kovetd masodik napon felboncolt egyedek szovettani vizsgalata soran
megallapithatd volt a vesék €s a sziv korai érintettsége mind a kezelt, mind pedig a
kontroll csoport egyedeinek esetében, az agy szovetben viszont gombasejteket nem
mutattunk ki. A fert6zott szervekben tobbnyire kisméretli gombasejt aggregatumokat

tapasztaltunk a veseparenchimaban és a miokardium arteriolaiban (18. abra: A-C).

A letalitasi kisérletek 4. és 6. napjai kozott elhullt egyedek boncolasa soran kladtol
fiiggetlentil megfigyelheté volt a szivek és a vesék multifokalis infiltracidja. A
szivizom vizsgalata soran Mallory-féle PTAH festéssel megallapithato volt a
kontrakcios-sav nekrozis jelensége. Az agy szovet vizsgalata soran mind a nagyagy,

mind pedig a kisagy érintettsége azonosithato volt (16. abra: A-O).

A letalitasi kisérlet soran a kelet-dzsiai izoldtumokkal (12372, 12373) fertézott
csoportok 17., 20. és 21. napjan elhullt egyedek szovettani vizsgalata igazolta a nagy-
és kisagyi érintettséget, ellenben a vesékben és a szivben gombasejteket nem

azonositottunk (17. abra: A-C).
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A 16. abran lathatok az AMB-vel kezelt neutropénias egerek sziv, vese és agy
szovettani képei PAS és Mallory-féle PTAH festéssel, amelyeket a letalitasi kisérletek
soran a C. auris izolatumokkal torténd intravénas fertézést kovetden elhullottnak

talaltunk.

A 196-o0s izolatummal (dél-azsiai klad) fertézott egereknél, amelyek az 5. napon
pusztultak el, a vesékben (16/A) nagy, multifokalis gombasejt aggregatumok voltak
megfigyelhetdk, a parenchimaban gombasejteket azonositottunk, a tubuléris szovetben
pedig nekrézis kovetkezett be, de a glomerulusok nem voltak fertézottek. A szivben
(16/B) a C. auris nagy aggregatumokat képzett, ami a myocitak koagulativ nekrozisat
eredményezte. A Mallory-féle PTAH-festéssel minden esetben azonosithaté volt a

kontrakcios-sav nekrozis (myofibrillaris degeneracio) (16/C).

A 12372-es izolatummal (kelet-azsiai klad) fertdzott egerek esetében, amelyek a 6.
napon pusztultak el, a szivek vizsgalata soran multifokalis (16/D) vagy csak fokalis
(16/E) gombas infiltratumokat talaltunk. A vesékben (16/F) kis kiterjedésii
sejtaggregatumok voltak lathatok.

A 204-es izolatummal (dél-afrikai klad) fert6zott egereknél, amelyek az 5. napon
pusztultak el, a szivekben 4-5 aggregatum (16/G) volt kimutathato, a kontrakcios-sav
nekrozis jelensége itt is megfigyelhetd volt (16/H). A kisagyban (16/1) egy nagyobb ¢és
egy kisebb PAS-pozitiv sejtaggregatumot azonositottunk. Az 1-156-0s izolatummal
(dél-amerikai klad) fert6zott egerekben, amelyek az 5. napon pusztultak el,
multifokalis, nagyméretli aggregatumok voltak lathatok a szivben (16/J) és a vesében

(16/K), az agyvel6ben pedig nagyszamban azonositottunk gombasejteket (16/L).

A CDC B-13108 izolatummal fert6zott egereknél, amelyek a 4. napon pusztultak el, a
szivben kisebb-nagyobb multifokalis infiltratumokat (16/M) talaltunk kontrakcids-sav
nekrozissal (16/N). Az agyveldben (16/0) gombasejtek voltak lathatok.
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16. abra. Amfotericin B-vel kezelt neutropénias egerek sziv, vese és agy szovettani képei PAS és
Mallory-féle PTAH festéssel. A gombasejteket, illetve sejtaggregatumokat fekete nyilakkal jeloltik.
Nagyitas: (A,B,D-G,J,K,M) x100, (C,H,I,L,N,0) x400.
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17. abra. A nagyagy, a kisagy és a vese szOvettani vizsgalata PAS festéssel. A szervek egy
neutropénias, AMB-vel Kkezelt, 12372-es izolatummal (kelet-azsiai klad) fertézott egérbol
szarmaznak, amely a 20. napon elpusztult. A nagyagy (A) és a kisagy (B) gombasejteket
tartalmazott, de a vesék (C) sterilek voltak, normal szdveti strukturaval, gombasejtek nélkiil. A
gombasejteket fekete nyilakkal jeloltik. Nagyitas: x100.

18. abra. A sziv, a vese és az agy szOvettani vizsgalata PAS festéssel a szdveti perzisztencia
kisérletb6l. Az 1-156-0s izolatummal (dél-amerikai klad) fert6zott, a 2. napon megolt és felboncolt
neutropénias egér szivében (A) és veséjében (B) kis gombasejt aggregatumok voltak lathatok, az
agyban (C) azonban nem voltak gombasejtek kimutathatok. A szdvettani eredmény fiiggetleniil
attol, hogy az egereket AMB-vel kezeltiik-e vagy sem, a 2. napon minden izolatum és klad esetében
azonos volt. A 12372-es izolatummal (kelet-azsiai klad) fert6zott és 1 mg/kg AMB-vel kezelt egér
esetében a 6. napon a sziv normal szoveti struktirat mutatott gombasejtek nélkiil (D), de a vesében
(E) és az agyban (F) kimutattunk gombasejteket. A gombasejteket fekete nyilakkal jeloltiik.
Nagyitas: x100.
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6.2.4. Amfotericin B in vivo hatékonysaga a vizelettenyésztés alapjan

A 196-o0s (dél-azsiai klad), a 12372-es (kelet-azsiai klad), a 204-es (dél-afrikai klad),
az 1-156-os (dél-amerikai kladbol szarmazo vérdram izolatum) és a 13112-es (dél-
amerikai kladbol szarmazd kornyezeti izoldtum) izolatummal fertézott kontroll
csoportok egyedeinek vizelete 3,2-5,4x10%, 2-6x10°, 1,6-4x10°, 1,08-6,1x10° ¢s
8,8x103-7,4x10* CFU/mI C. auris-t tartalmazott. A két napos AMB kezelés (3. nap)
atlagosan legalabb 1 log CFU érték csokkenést eredményezett a kontroll csoport

eredményeihez képest (p < 0,001 minden esetben).

P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001
[ r 1 r 1l
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19. abra. A két napos AMB kezelés hatasa a vizeletb6l kitenyészett gombasejtek szamara a dél-azsiai
(196-05), a kelet-azsiai (12372-es), a dél-afrikai (204-es) és a dél-amerikai (1-156-0s, CDC B-13112-es)
C. auris izolatumokkal intravénasan fert6zott neutropénids, BALB/c egereknél. A CDC B-13112-es
izolatum koérhdzi kornyezetbdl szarmazott. Az AMB kezelés 24 oraval az intravénds oltds utan
kezd6dott.
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7. Megbeszélés

7.1. Candida auris és Candida albicans virulenciajanak dsszehasonlité vizsgalata

neutropénias egérmodellben

A C. auris fertézés leggyakoribb klinikai megjelenési formaja az intenziv osztalyokon
kezelt magas kockazatli betegek korében jelentkez6 candidémia. A f6 kockazati tényezok
a diabetes mellitus, a kardiovaszkularis €és gasztrointesztinalis betegségek, a hematoldgiai
malignitasok és a kortikoszteroid kezelés (Lockhart és mtsai. 2016; Sekyere és mitsai.
2018; Armstrong és mtsai. 2016; Rudramurthy és mtsai. 2017). Erdekes modon a
neutropénia nem tekintheté az invaziv C. auris fertézés kiemelt kockazati tényez6jének.
Ez a klinikai tapasztalat talan 6sszefligg azzal az in vitro megallapitassal, hogy a C. auris
a C. albicans-hoz képest hatékonyabban keriili ki a neutrofilek bekebelezését és a
neutrofilek altal termelt extracellularis csapdakat (Johnson és mtsai. 2018). Chowdhary és
munkatarsai azonban 12 C. auris candidémias beteg koziil 6-nal jelentettek neutropeniat
(Chowdhary és mtsai. 2013). A candidémia a latszolag megfeleld célzott gombaellenes
terdpia ellenére gyakran perzisztal; szeptikus Aattétes szovoddményekkel (pl.
spondylodiscitis, endo- és pericarditis) is gyakran talalkozunk. A vesék is gyakran
érintettek a patogenezisben, mind a candidémiaval jar6, mind a candidémia nélkiili
esetekben (Chowdhary és mtsai. 2018; Morales-Lopez és mtsai. 2017; Adams és mtsai.
2018; Vallabhaneni és mtsai. 2017). A C. auris candidémia esetén a korhazi halalozasi
arany elérheti a 68-80%-0t (Lockhart és mtsai. 2016; Vallabhaneni és mtsai. 2017). A C.
auris okozta mortalitast nehéz pontosan meghatarozni a betegek sulyos alapbetegségei
miatt; a korlatozottan rendelkezésre allo becslések alapjan ez az érték 23% és 67% kozé
tehet6 (Kim és mtsai. 2024).

A kladspecifikus halalozasra vonatkoz6 adatok hianyosak. A C. auris candidémia els6
bejelentett eseteiben a kelet-azsiai kladdal fert6zott harom beteg koziil ketté meghalt
Koreaban és a FLU és AMB kezelés ellenére perzisztalo candidémiat tapasztaltak
esetiikben (Lee és mtsai. 2011). Lockhart és munkatérsai 47-72%-0s, 60%-os és 33%-0S
haldlozasi aranyrdl szamoltak be dél-azsiai, dél-amerikai és dél-afrikai kladok esetében
(Lockhart és mtsai. 2016).

A neutropenias egérmodellben végzett tulélési kisérleteink eredményei Osszhangban
voltak mas kutatocsoportok eredményeivel, amelyek szerint a C. auris kladtol fiiggetleniil
kevésbé virulens, mint a C. albicans (Wang és mtsai. 2018; Ben-Ami és mtsai. 2017,

Torres és mtsai. 2020). Vizsgalatunkban a négy C. auris klad virulencidjanak rangsora a
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kovetkez6 volt: dél-amerikai klad > dél-azsiai klad > dél-afrikai klad = kelet-azsiai klad
(5. abra). A dél-azsiai kladdal kapott letalitasi eredményeink (50-100%-os letalitas) jol
korreldlnak a korabban neutropenias BALB/c vagy CD-1 egerek esetében kozolt
eredményekkel (40-100%-0s letalitas), azonos vagy magasabb (107-10° CFU/egér)
fert6z6 dozisok mellett (Torres és mtsai. 2020; Singh ¢és mtsai. 2019). A dél-afrikai
kladdal végzett hasonld vizsgalatok hidnya kizarja az eredményeinkkel valo
Osszehasonlitast. Meger6sitettiik azonban azt a G. mellonella modellben végzett korabbi
megfigyelést, hogy az aggregald dél-afrikai C. auris izolatumok kevésbé virulensek, mint
a nem-aggregald dél-afrikai izoldtumok (Borman ¢és mtsai. 2016). Ezen tulmenden
gyakorlatilag minden klad esetében jelentds kiillonbségeket talaltunk az azonos kladba
tartozo izolatumok virulencidjaban. Ezek az eredmények 0sszhangban vannak a korabbi
in vitro eredményekkel, amelyek szerint a C. auris izolatumok szamos virulenciafaktort
termelhetnek torzsfiiggé modon, de kisebb mértékben, mint a C. albicans (Sekyere és
mtsai. 2018; Larkin és mtsai. 2017). Erdemes megfigyelni, hogy a véraramfert6zésbdl és
a korhazi kornyezetbdl szarmazo dél-amerikai kladba tartozo C. auris izolatumok a 21.
napon nagyon hasonld haldlozési aranyt produkaltak (100% és 90%). Ez ravilagit arra,
hogy a C. auris a virulenciajat képes hosszu ideig megérzni a korhazi kornyezetben, és
ezek az i1zoldtumok potencidlis kolonizacios és fertdzési forrast jelentenek a magas
kockézatu betegek szamara (Lockhart és mtsai. 2016; Sekyere €s mtsai. 2018; Armstrong
és mtsai. 2016; Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018; Al Maani és mtsai. 2019).

A magas szoveti perzisztencia kladtol fiiggetleniil alatdmasztotta a szovettani
eredményeinket; a hatodik napon boncolt egyedek szivében, veséjében és majaban
minden esetben multifokalis, nagyméretii gombasejt aggregatumokat talaltunk, ellenben a
Iépben csak kiilonallo gombasejt csoportok voltak megfigyelheték (11. abra). Erdekes
moddon ezeket az elvaltozasokat mind az aggregativ, mind a nem-aggregativ izolatumok
esetében tapasztaltuk, ami arra utal, hogy mindkét fenotipus hasonldan viselkedik in vivo
kornyezetben. Ezek a nagyméretli gombasejt aggregatumok a szévetekben megvédhetik a
gombat a hatékony immunvalasztol, és eldsegithetik a gomba perzisztencidjat és
szaporodasat (Sekyere és mtsai. 2018; Borman ¢s mtsai. 2016; Alfouzan és mtsai. 2019).
Tovabbd nem zarhaté ki az sem, hogy ezeknek a nagy szdveti aggregatumoknak a
homogenizalasa nem volt tokéletesen sikeres, és a homogenizalas ellenére néhany sejt

aggregalt maradt, ami a CFU-értékek alulbecsiilését eredményezhette. Ez magyarazhatja,
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hogy egyes izolatumok (pl. a dél-azsiai kladbol szadrmazd 164-es izolatum) miért
mutattak varatlanul kevesebb CFU-t a hatodik napon, mint a masodik napon.

A miokardiumban az endokardium érintettsége nélkiil kialakuldé nagy, multifokalis
fungalis 1éziok hematogén eredetre utalnak; a fertézést kovet6 els6 napon valamennyi C.
auris izolatummal fert6zott csoport esetében megfigyelheték voltak a koszorterekben
megtapadd gombasejt csoportok (12. abra: C). Eredményeink 6sszhangban vannak azon
tanulmanyok eredményeivel, ahol a dél-amerikai és dél-azsiai kladbol szarmazo C. auris
izolatumokkal fert6zott BALB/c, A/J, neutrofil elasztazhidnyos, C57BL/6 neutropénias
és nem neutropénias egerérmodell kisérletekben magas gombaterhelést (>x10° CFU/Q)
figyeltek meg a szivizomban (Torres és mtsai. 2020; Xin és mtsai. 2019). Ezzel szemben
a virulensebb C. albicans esetében endokardialis érintettséget talaltunk, a miokardialis
érintettség pedig elsdsorban szubendokardialis volt, ami arra utal, hogy a gombasejtek az
endokardiumbdl kiindulva hatoltak be a miokardiumba.

Annak ellenére, hogy a szivben mar a masodik napon is nagy volt a gombaterhelés (>5,2
x 10° CFU/g), a dél-afrikai, kelet-azsiai és dél-azsiai kladbol szarmazo kevésbé virulens
izolatumok esetében nem volt megfigyelheté a fokozott korai halalozas. A sulyos
miokardialis gombaterhelés azonban a szivizomsejtek irreverzibilis karosodasat
eredményezte, amint azt a kontrakcios-sav nekrozis megjelenése is jelezte (12. abra: B),
amelyet mind a latszolag egészségesnek tiind boncolt, mind pedig a frissen elhullott
példanyok esetében tapasztaltunk. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy C. auris
candidémia diagnozisanak megallapitasa és kezelésének késedelme novelheti a fertdzés
altal  kivaltott  szivizomelégtelenség  kialakuldasdnak esélyét ¢és az  annak
kovetkezményekeént fellépd hirtelen halalozast.

A vese és/vagy a sziv magas gombaterhelése gyakran tarsul az agy és a tiid6 nagy
gombaterhelésével, amint arrdl mind az immunkompetens, mind a neutropenids egerek
esetében beszamoltak. Singh és munkatarsai egyszerre észlelték a vesék (2 x 108 CFU/g)
és az agy (2 x 10° CFU/g) magas szoveti terhelést. Erdekes modon az agyban talalt C.
auris sejtek elsGsorban a kapillarisokban lokalizalodtak, nem pedig magaban az
agyszovetben. A Candida pneumonia az invaziv Candida fertézések ritka
megnyilvanuldsa az emberben, de immunkompetens ICR ¢és BALB/c egerekben a
magasabb fertéz6 dozisok (=107 CFU/g) 10°->10° CFU/g tiid6szoveti terhelést
eredményeztek (Fakhim és mtsai. 2018; Wang és mtsai. 2018). Bar egérmodelliinkben

nem vizsgaltuk az agy és a tiidd gombaterhelését, a sziv és a vese magas gombaterhelése
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alapjan a kozponti idegrendszer és a tiidé invazidja is elképzelhet6. Meningealis
érintettségre utald jeleket azonban nem tapasztaltunk (Torres és mtsai. 2020).

Nagy gombaterhelést figyeltiink meg a szervekben, kiilondsen a szivizomban, ami
megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy a sziv az egyik f6 célpont a C. auris fertézés
eseteiben. Azonban mas szervek, kiilondsen a vese elégtelensége is hozzdjarulhat a
haldlozédshoz. Az azonos kladba tartoz6 izoldtumok kiilonbséget mutattak a
virulencidban; a dél-amerikai klad jelentésen magasabb virulencidja egyértelmiien
kimutathaté volt mind a vérarambol, mind pedig a koérhazi kornyezetb6l szarmazo

izolatumok esetében.

7.2. Amfotericin B in vivo hatékonysaga Candida auris ellen

A Candida fert6zések kozott az utdbbi években novekvd szamban jelentek meg a nem-
albicans fajok altal okozott megbetegedések, ami aggodalomra adhat okot azok nagyobb
antifungalis Szer rezisztenciaja miatt (Esmailzadeh és mtsai. 2018; Zarrinfar és mtsai.
2021; Arastehfar és mtsai. 2019). Neutropenias egérmodelliinkben a napi 1 mg/kg AMB
klad- és izolatumfiiggd aktivitast mutatott a C. auris ellen. Az intravénas fert6zés gyorsan
atterjedt a bels6 szervekre, beleértve a kozponti idegrendszert is; az AMB kezelés csak a
kelet-azsiai klad izolatumai, valamint egy dél-afrikai és egy dél-amerikai kladbol
szarmaz6 izolatum esetében novelte jelentdsen az egerek tlélési aranyat (13. abra: B-D).
A talélési adatok Osszhangban voltak a szervi perzisztencia vizsgalatok eredményeivel.
Az egyébként kevésbé virulens kelet-azsiai és dél-afrikai kladok esetében az Gtnapos
AMB kezelés képes volt csokkenteni a sziv és a vese szoveti gombaterhelését (14. abra:
C-F), amit a szOvettani vizsgalatok is alatamasztottak, ami az egerek hosszabb
tiléléséhez vezetett (13. abra: B-C). Az AMB hatastalan volt a kdzponti idegrendszer
sterilizalasa tekintetében, amint azt a hatodik napon tapasztalt magas (legalabb 10°
CFU/g) gombaterhelés, valamint a letalitasi kisérletek soran megfigyelt idegrendszeri
tiinetek (torticollis, ataxia) megjelenése jelzi. Erdekes megfigyelés, hogy a legvirulensebb
dél-azsiai és dél-amerikai kladok esetében a kozponti idegrendszeri érintettség klinikai
tiinetei ritkdn vagy egyaltalan nem jelentkeztek az AMB-vel kezelt egereknél, mivel a
stlyos szivizomkarosodas még azel6tt az egyedek korai halalahoz vezetett, hogy a
kozponti idegrendszeri érintettség jelei kialakulhattak volna. Némi aggodalomra adhat
okot az a tény, hogy a kornyezeti izolatumokkal fertézott egerek rosszul reagaltak az

AMB kezelésre.
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Eredményeink 0Osszhangban vannak mas tanulményok eredményeivel. Lepak é&s
munkatarsai ugy talaltdk, hogy 1,25, 5 és 20 mg/kg AMB, 2 6raval a fert6zést kovetéen
alkalmazva fungisztatikus hatasu volt a vese gombaterhelését vizsgaldo neutropénias
egérmodell kisérlet soran alkalmazott 9 C. auris izolatumbol 8 ellen (amelyek a négy f6
kladbol szarmaztak) (Lepak és mtsai. 2017). Az AMB a legjobb eredményt (tobb mint 1
log CFU csokkenést) egyetlen japan izoldtummal (kelet-azsiai klad) szemben mutatta.
2021-ben Herrada és munkatarsai az AMB hatékonysagat egy darab C. auris izolatummal
szemben hataroztdk meg letalitisi és a vese szervi perzisztencia vizsgalataikban. Ugy
talaltak, hogy az AMB-vel Osszehasonlitott antifungalis Szerek (liposzomas AMB,
micafungin, rezafungin) szignifikdnsan jobb aktivitdst mutattak a neutropénids
egérmodellben, mint a hagyomanyos AMB 2 oraval a fert6zést kovetden alkalmazva
(Herrada ¢és mtsai. 2021; Hager és mtsai. 2018). Nem vizsgaltdk azonban az AMB
hatékonysagat a C. auris altal okozott fungalis eredeti myocarditis és a kozponti
idegrendszeri fert6zés kezelésének tekintetében. Az olyan vizsgalatok hidnya, ami az
AMB hatékonysagat a négy f6 C. auris kladdal szemben vizsgalta korabban, kizarja
annak lehet6ségét, hogy az eredményeinket mas szerz6k eredményeivel 6sszevethessiik.
Az sszehasonlitas masik korlatja, hogy a szervi gombaterhelést a vesében, a szivben és
az agyban vizsgaltuk. Mas szerzOk ugy talaltak, hogy az intravénas C. auris fert6zés
neutropénias egerekben magas szoveti gombaterhelést eredményezett a tiidoben, a
cecumban, a méhben és a gyomorban (Pichowicz és mtsai. 2022). Korabbi vizsgalatok
azonban azt mutattak, hogy a C. auris okozta invaziv fert6zéseknél a sziv és a vesék a fo
célpontok, a kozponti idegrendszer érintettségével egylitt (Forgacs és mtsai. 2020; Torres
¢és mtsai. 2020; Singh és mtsai. 2019; Xin és mtsai. 2019); ezeknek a szerveknek az
érintettsége, kiemelt tekintettel a szivre, az egerek elhalasanak az elsddleges oka (Forgacs
¢s mtsai. 2020). Tanulmanyunk jelentdsége abban all, hogy az AMB in vivo
hatékonysagat a négy f6 kladdal szemben vizsgaltuk mind letalitasi, mind szoveti
perzisztencia kisérletekben, valamint a vizeletben 1évé CFU-ra gyakorolt hatast két napos
AMB kezelést kovetden. Ezenkiviil az elvégzett szovettani vizsgalatoknak fontos szerepe
volt az invaziv C. auris fertézések patogenezisének korai szakaszanak megismerésében.
Az irani és a szingapuri kladot azonban nem vizsgaltuk.

A candidémia a C. auris fert6zések leggyakoribb klinikai megjelenési formaja és
felismerése azonnali antifungalis terapiat tesz sziikségessé (echinocandinokkal vagy

AMB-vel) (Sekyere és mtsai. 2018; Lockhart és mtsai. 2016; Armstrong ¢és mtsai. 2016;
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Rudramurthy és mtsai. 2017; Chowdhary és mtsai. 2018; Chowdhary és mtsai. 2020;
Villanueva-Lozano és mtsai. 2021). Az echinocandinokkal és az AMB-vel végzett
kezelések sikertelensége a perzisztald vagy rekurrens candidémidban szenvedd
betegeknél a gombasejtek elégtelen eliminalasanak kovetkezménye (Ruiz-Gaitan és mtsai.
2018; Alatoom ¢és mtsai. 2018). A metasztatikus disszeminacio tovabb neheziti a fert6zés
teljes eradikaciojat, ami akar endophthalmitishez, spondylodiscitishez, endo-
/myocarditishez is vezethet (Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018). Ugyan a kdzponti idegrendszeri
érintettsége ritka, idegsebészeti beavatkozason atesett vagy szubarachnoidalis vérzéssel
kezelt feln6tt betegeknél megfigyeltek ilyen eseteket (Khatamzas és mtsai. 2019; Singhal
¢s mtsai. 2018). Egy irdni csecsemdénél meningitis alakult ki egy, a dél-azsiai kladba
tartozo C. auris izolatum miatt (Mirhendi és mtsai. 2022).

Eredményeink hatarozottan arra engednek kovetkeztetni, hogy mind az AMB-vel kezelt,
mind pedig a kezeletlen kontroll egerek esetében a szivizom karosodasa tehetd
elsédlegesen feleldssé az egyedek halalozasaért (16. abra: C, H, N). A fert6zést kovetd
masodik napon felboncolt egyedek szovettani vizsgalatai (18. abra: A-C) megerdsitették
korabbi megfigyeléseinket, miszerint a C. auris sejtek intravénas adagolasa a szivben és a
vesében a fert6zést kovetden mar 2 nappal magas szoveti gombaterhelést eredményezett
(Forgacs és mtsai. 2020). Az AMB kezelés a virulensebb dél-azsiai és dél-amerikai
kladok esetében nem tudta sem megsziintetni, sem pedig csokkenteni a gombaterhelést a
vizsgalt szervekben, amint azt a 3-4. napon elpusztult egerek szovettani vizsgalatai
kimutattak (kontrakcids-sav nekrozis megjelenése a szivekben, valamint Kiterjedt
fungalis infiltracié a vesékben és az agyban) (16. abra: A-C, J-O). Ugyan mi nem
vizsgalat tovabbi korlatjanak tekinthetd, viszont mas szerzék 0,1 mg/l, 0,7 pg/g és 0,3
ng/g AMB koncentracidt taldltak az egerek szérumaban, szivében €s veséjében 4 oraval
az 1 mg/kg AMB kezelést kovetden (Shadkchan és mtsai. 2003). Mindezek mellett az
AMB erdsen kotddik a fehérjékhez, ami tovabb csokkenti a szabad, tehat biologiailag
gyenge in vivo hatékonysagara (Lewis €s mtsai. 2003). Ez kiilondsen szembetiing a dél-
amerikai kladba tartozd kornyezeti izolatumok ellen, amelyek a legkevésbé érzékeny
izolatumok a letalitasi vizsgalatokban (Papp és mtsai. 2021). Ezzel szemben az AMB
kezelés a hatodik napra jelentésen csokkentette a kelet-azsiai és dél-afrikai kladbol

szarmaz0, kevésbé virulens izolatumokkal fertdzott egerek vese- és szivszoveti terhelését;
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az egerek tobbsége 21 nap utan is életben maradt még gy is, hogy ha a meningitis
Klinikai jeleit mutatta. Fontos megemliteni, hogy az ezekben a csoportokban elhullt
egyedek szovettani vizsgalatai soran sem a szivben, sem pedig a vesében nem voltak
gombasejtek (17. abra: C), de a nagyagyban (17. abra: A) és a kisagyban (17. abra: B)
mindig fellelhetéek voltak. A szévettani eredményeink arra utalnak, hogy a fert6zést
kovetden legalabb 4 nap sziikséges ahhoz, hogy a C. auris behatoljon a kozponti
idegrendszerbe (16. abra: O). Singh és munkatarsainak tanulmanyaval ellentétben, a
gombasejteket az agyszovetben azonositottuk, nem pedig a kapillarisokban (Singh és
mtsai. 2019). Ezek a kladspecifikus adatok arra utalnak, hogy az AMB koncentracidja a
kisérlet elsé 6 napjan elég magas volt ahhoz, hogy a gombasejtek szamat a szivben, a
vesékben (14.-15. abra) és a vizeletben (19. abra) csokkentse, vagy adott esetben teljes
mértékben eliminalja azokat, de a kozponti idegrendszerbdl (18. abra: F) nem (Lewis és
mtsai. 2003; Dudiuk és mtsai. 2019; Shadkchan és mtsai. 2003; Caballero és mtsai. 2021).
A betegekbdl izolalt C. auris torzsek genetikailag azonosak a korhazi feliiletekrdl és az
egészségiigyi dolgozokrol szarmazo torzsekkel, ami arra utal, hogy a C. auris forrasa a
korhazi kornyezet vagy az egészségiigyi dolgozok lehetnek (Armstrong és mtsai. 2016).
A legtijabb adatok megerdsitették a C. auris kornyezeti izolatumainak fontossagat, mivel
Arora és munkatarsai Indiaban egy homokos tengerpartrol és egy arapaly mocsarbol is
izolaltak a C. aurist. Ezek a kornyezeti torzsek genetikailag kozel alltak az Indiabol
szarmaz6 klinikai izolatumokhoz (dél-azsiai klad), és egy izolatum kivételével mind
multidrog-rezisztenciat mutattak (Arora és mtsai. 2021). Ezen tilmenden izolaltak C.
auris-t tarolt almak feliiletérdl is; ezek a torzsek szoros rokonsagban alltak az indiai
betegekbdl, kérhazakbol szarmazd torzsekkel, valamint a vildg mas részeirdl szarmazo
Klinikai torzsekkel (dél-azsiai klad) (Yadav és mtsai. 2022). Mivel a korhazi kornyezeti
izolatumok a magas kockazatu betegek fertdzésének elsddleges forrasai lehetnek, ezért
ezeknek az izolatumoknak az antifungalis szer érzékenységének meghatarozasa
kiemelten fontos. Figyelemre mélto, hogy a napi 1 mg/kg dozisit AMB teljesen hatastalan
volt a két kolumbiai kornyezeti izoldtummal (dél-amerikai klad) szemben a neutropenias
egérmodelliinkben, ami jelzés értékii arra nézve, hogy ezek a kornyezeti torzsek komoly
terapias kihivast jelenthetnek a klinikai gyakorlatban.

Az AMB korabban jelentett gyenge in vitro 610 hatasat in vivo modelliinkben is
megerésitettiik (Papp és mtsai. 2021; Dudiuk és mtsai. 2019), ami ajanlatossa teszi, hogy

a C. auris candidémia alatt és utan a klinikusok kiilonb6z6é képalkotd eljarasokkal

46



(ultrahang, komputertomografia) rendszeresen ellendrizzék a belsé szerveket (sziv, vese,
tiidé stb.) a disszeminalt fert6zés jeleinek korai felismerése érdekében. A rutin
vizelettenyésztés minden klinikai helyzetben hasznosnak tlnik, amikor az invaziv C.
auris fertézés gyanuja meriil fel, mivel ebben a vizsgalatunkban a vizelet 3 nappal a
fertézést kovetden pozitiv volt. A C. auris-ra pozitiv vizelettenyésztés azonban a
periurethralis régiobdl szarmazo fertdzés kozvetlen kovetkezménye is lehet, ezért az
ismételt vér- és vizelettenyésztés segithet kiilonbséget tenni a kontamindcidé és a
candiduria kozott. A tartos vagy visszatéré candidémia a gombaellenes szerek gyenge 616
hatasa miatt ndveli a sziv-, a szem- vagy a kozponti idegrendszeri fert6zés kockazatat,
ami tovabbi szovodményekhez vezet (Rudramurthy és mtsai. 2017; Chowdhary és mtsai.
2018; Chowdhary és mtsai. 2020; Villanueva-Lozano és mtsai. 2021; Ruiz-Gaitan és
mtsai. 2018; Alatoom és mtsai. 2018; Khatamzas és mtsai. 2019; Singhal és mtsai. 2018;
Mirhendi és mtsai. 2022; Hopster és mtsai. 1996). Mivel bizonyos klinikai helyzetekben
(pl. ujsziilottek és 2 honaposnal fiatalabb csecsemdk, meningitis, endophthalmitis,
hugyuti fertézések) még mindig az AMB-dezoxikolat az els6 terapids valasztas, ezért a
Klinikusoknak tisztaban kell lenniiik azzal, hogy a hagyomanyos AMB vagy akar az
echinocandinok normél dozist terdpidja nem elégséges a gomba elpusztitdsdhoz. Az
echinokandinokkal vagy a lipid-asszocialt AMB-vel alkalmazott nagyobb napi dézisok a
candidémia soran megel6zhetik ezeket a sz6vodményeket (meningitis, endophthalmitis és
endo-/myocarditis). Az AMB ¢és az echinocandinok kombinacidja gyakran eredményezte
a C. auris teljes eliminalasat, még a kozponti idegrendszerbdl is (Chowdhary és mtsai.
2020; Khatamzas és mtsai. 2019; Singhal és mtsai. 2018; Mirhendi és mtsai. 2022). Az
AMB kezelést azonban korlatozza az inftzioval 6sszefiiggd akut toxicitas (azaz mellkasi
fajdalom, 14z és hypoxia) és a dozisfiiggd nefrotoxicitds (azaz veseelégtelenség, azotémia

¢s hypokalaemia) (Lewis és mtsai. 2003).
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8. Osszefoglalas

Globalis terjedésének kdszonhetden a 2010-es évek végére tobb kontinensen jegyeztek a
C. auris-hoz, ehhez a multidrog-rezisztens opportunista korokozohoz kdtheté korhazi
jarvanyokat. A rendelkezésre allo adatok alapjan az echinocandinok az elsddlegesen
valasztand6 antifungalis szerek invaziv C. auris fert6zés esetén, de még a megfeleld
terapia mellett is a mortalitas 60%. Napjainkban a C. auris elsédleges fontossagu

koérokozonak szamit a WHO 4altal kozolt lista alapjan.

Doktori projektem elsé célja az volt, hogy meghatarozzuk a rendelkezésiinkre allo négy
foldrajzi kladbol szarmazo C. auris Klinikai izolatumok in vivo virulenciajat neutropénias
egérmodellben, a nyert adatokat pedig Osszehasonlitottuk a kontrollként alkalmazott C.
albicans torzsek eredményeivel. A masodik cél az AMB in vivo gombaellenes hatasanak
vizsgalata volt a C. auris ellen. Az altalunk meghatarozott célok vizsgalatara talélési
kisérleteket végeztiink, szervtenyésztés utjan meghataroztuk szoveti gombateher mértékét,
valamint szovettani vizsgalatok segitségével jellemeztiik a szoveti invazoé hisztopatologiali

sajatossagait.

A virulenciaval kapcsolatos kisérletek soran a talélési kisérlet 21. napjan a legmagasabb
mortalitast a dél-amerikai klad esetében figyeltiik meg (96%), amelyet a dél-azsiai (80%),
dél-afrikai (45%) és kelet-azsiai (44%) kladok kovettek. Kladtol fiiggetleniil a C. auris
torzsek kevésbé bizonyultak virulensnek, mint a C. albicans. A szdveti perzisztencia
vizsgalat eredményei szoros korrelaciot mutattak a letalitdssal. A szdvettani vizsgalatok
soran a szivben, a vesében és a mdajban a gombasejtek nagyméretli aggregatumait
tapasztaltuk, kladtol fiiggetleniil a sziv és a vese voltak a legstlyosabban érintett szervek.
Az AMB in vivo antifungalis hatasaval kapcsolatos kisérletekben a napi 1 mg/kg doézisu
AMB csak a kevésbé virulens és in vitro AMB-re érzékenyebb kelet-azsiai és dél-afrikali
kladok esetében novelte a tulélési aranyt és csokkentette a szovetek gombaterhelését. A
tobbi kladdal szemben azonban az AMB hatékonysaga megkérddjelezhetd. A szoveti
vizsgalatok alapjan a C. auris a korai AMB terapia ellenére is képes behatolni a szivbe, a

vesékbe ¢és a kozponti idegrendszerbe.

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjdk, hogy invaziv C. auris fertézés gyanuja esetén
a lehetd leghamarabb meg kell kezdeni a napi nagy dézisu echinocandin vagy AMB
terapiat, hogy megovjuk a betegeket a fungalis myocarditis vagy meningitis sulyos

kovetkezményeitdl.
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9. Summary

Due to its global spread, hospital outbreaks linked to Candida auris, this multidrug-
resistant opportunistic pathogen, were recorded on several continents by the late 2010s.
The available data suggest that echinocandins are the antifungal agents of choice for
invasive C. auris infection, but even with appropriate therapy, mortality is 60%. Today, C.

auris is considered a priority pathogen according to the WHO list.

The first aim of my PhD project was to determine the in vivo virulence of C. auris
clinical isolates from the four available geographical clades in a neutropenic mouse
model and to compare the data with the results obtained with C. albicans strains used as
controls. While the second objective was to investigate the in vivo antifungal activity of
amphotericin B against C. auris. To test our objectives, we performed survival
experiments, determined the extent of fungal burden by organ culture, and characterized
the histopathological characteristics of the tissue invasion by histopathological

examination.

In the virulence experiments, the highest mortality was observed in the South American
clade (96%) on day 21 of the survival experiment, followed by the South Asian (80%),
South African (45%) and East Asian (44%) clades. Regardless of clade, C. auris strains
were found to be less virulent than C. albicans. Tissue fungal burden examination results
showed a strong correlation with lethality. Histopathological examination revealed large
aggregates of fungal cells in the heart, kidney and liver, with the heart and kidney being
the most severely affected organs, irrespective of clade. In experiments on the in vivo
antifungal activity of amphotericin B, AMB at a dose of 1 mg/kg/day increased survival
and reduced tissue fungal burden only in the less virulent and more AMB-sensitive in
vitro East Asian and South African clades. However, the effectiveness of AMB against
other clades is questionable. Tissue examinations suggest that C. auris can invade the

heart, kidneys and central nervous system despite early AMB therapy.

In summary, our results show that in cases of suspected invasive C. auris infection, daily
high-dose echinocandin or AMB therapy should be started as soon as possible to protect

patients from the serious consequences of fungal myocarditis or meningitis.
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12. Koszonetnyilvanitas

Doktori értekezésemhez nyujtott nélkiilozhetetlen segitségéért mindenekeldtt
koszonetet kivanok mondani témavezetOmnek, Prof. Dr. Majoros Laszlonak, akinek a
tamogatasa ¢és szakmai koordinaldsa nélkiil ez a munka nem késziilhetett volna el.
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vitro és in vivo technikakat és a kisérletes munka soran végig pétolhatatlan segitséget

nyujtottak.

Koszonettel tartozom Dr. Kovacs Ilonanak, hogy lehetévé tette szamomra, hogy az in
vivo kisérletek hisztopatologiai vizsgalatait a DEKK KGYC Pathologia Osztalyan

elvégezhettem.

Koszonet tovabba a DE KK Orvosi Mikrobiologiai Intézet valamennyi munkatarsanak,

amiért befogadtak a kdzosségiikbe és tamogattak a PhD képzésem soran.

Végiil, de nem utols6 sorban kdszonetet mondok csaladomnak, bardtaimnak és
munkatarsaimnak, akik az évek alatt mindvégig mellettem alltak, ¢és még a

legnehezebb iddkben is szdmithattam a timogatasukra.
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