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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 korhazi jarvanyokat, globalis terjedésének
koszonhetden pedig az évtized végére, az Antarktisz kivételével, minden kontinensen
izolaltak kiilonbozo torzseit (Sekyere és mtsai. 2018). A teljes genom szekvenalas alapjan
a C. auris izolatumokat hat filogenetikailag elkiiloniil6 kladba osztottak (dél-azsiai, kelet-
azsiai, dél-afrikai, dél-amerikai, irani és az Gjonnan felfedezett szingapuri).
Osszevetésben egymassal, ezek a kladok virulencidjukban, fenotipusos jellemzdikben 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 kockdzatl betegek, kiilonosen az alap- és kisérObetegségekben
szenvedok korében gyakran okoz fertdzéseket (diabetes mellitusban, kardiovaszkularis
betegségekben, immunszuppresszidban, hematologiai malignitasokban ¢és 2019-es
koronavirusos betegségben szenvedé betegeknél) (Armstrong és mtsai. 2016;
Rudramurthy és mtsai. 2017; Chowdhary és mtsai. 2020). A Centers for Disease Control
and Prevention adataibol kidertiilt, 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).

Korédbbi tanulményainkban 6sszehasonlitottuk a négy {6 kladba (dél-azsiai, kelet-dzsiai,
dél-afrikai és dél-amerikai) tartozo 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 id6-01¢s vizsgalatokban RPMI-1640-ben vagy 50%-o0s szérumban (Kovacs és
mtsai. 2021). Az amfotericin B (AMB) a terapias koncentracioban (1 mg/L) fungicidnek
bizonyult a dél-azsiai, Kkelet-azsiai, dél-afrikai és dél-amerikai kladbol szarmazo
izolatumok 33%-aval, 50%-aval, 50%-aval és 16,7%-aval szemben (Papp ¢€s mitsai.
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 id6-61és vizsgalatukban (Dudiuk és
mtsai. 2019).

Jelen tanulmény 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.


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

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 Ossze 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. Neutropénias 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 thztik ki, hogy meghatarozzuk és dsszehasonlitjuk a C. auris izolatumokkal
és a kontrollként alkalmazott C. albicans izolatummal fert6z6tt csoportok szoveti
perzisztenciajat szervtenyésztés utjan a sziv, a vesék, a maj, és a 1ép szoveteiben.

4.1.3. Szovettani vizsgalatok segitségével jellemezni kivantuk a fungalis invazo
hisztopatologiai sajatossagait C. auris és C. albicans izolatumokkal fert6zott egerek sziv,
vese, mdj €s 1ép szdveteiben.

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 eredetii).

4.2.1. Tulélési kisérlet segitségével kivantuk meghatarozni az amfotericin B in vivo
hatékonysagat a kezelt €s kezeletlen csoportok tulélési ratdjanak dsszehasonlito elemzése
alapjan.

4.2.2. Célunk volt, hogy szervtenyésztés utjan meghatarozzuk az amfotericin B terapia in
vivo hatékonysagat a kezelt és kezeletlen csoportok szoveti perzisztenciaja tekintetében a
vizsgalt egerek sziv, vese €s agy szoveteiben.

4.2.3. Célul tlztik ki, hogy szoOvettani vizsgalatok segitségével jellemezziik az
amfotericin B terapia in vivo hatékonysagat a szoveti invazo hisztopatologiai
sajatossagainak tekintetében a fert6zott egyedek sziv, vese és agy szoveteiben.



Anyagok és modszerek

A Candida auris izolatumok eredete

A C. auris-szal végzett kisérleteinkben a vizsgalt izolatumok az Egyesiilt Kiralysag
Nemzeti Mikologiai Referencia Laboratoriumabol szarmaztak, az izolatumok kladszintli
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, véraramfertdzésbdl szdarmazo C. albicans klinikai izolatumokat
hasznaltuk 6sszehasonlité kontrollként.

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
,Laboratériumi 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 fertézést
megel6z6 napon pedig 100 mg/kg ciklofoszfamidot (Endoxan, Egyetemi Gyogyszertar,
Debrecen) kaptak intraperitonealisan (Andes és mtsai. 2010; Kovacs és mtsai. 2014). A
tartoés neutropénids allapot fenntartisa érdekében a fertézést kovetd masodik, illetve az
6todik napon 100 mg/kg ciklofoszfamidot kaptak, majd ezt kovetéen minden harmadik
napon a kisérlet idétartama alatt.

A fertozés menete

A fertézés eldtt 24 oraval az izolatumokat Sabouraud-agar taptalajra szélesztettiik, majd
35 °C-on inkubaltuk ¢ket a fertézés kezdetéig. Steril vattatampon segitségével a
kifejlodott gombapazsitot a taptalaj felszinérdl sszegytijtottiik és fizioldgias sodoldatba
szuszpendaltuk. Az 0Osszegyljtott gombasejteket 10 percig 3000 g fordulaton
centrifugéltuk. A feliiliszé eltavolitasat kovetden a lelilepedett sejtekhez 25 mL
fiziologias sooldatot pipettaztunk és ujabb 10 percig centrifugaltuk, majd ezt a mosasi
folyamatot még kétszer megismételtiik.

Nyolc mL fiziologias séoldatot adtunk a leiilepedett sejtekhez a feliiliiszo eltavolitasat
kovetden. A sejtszamolast Biirker-kamraban végeztiik a szuszpenzi6 1:100 aranyu
higitasabol. Az elkésziilt inokulum csiraszaméat kvantitativ kioltassal ellendriztik. 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 fiziologias sooldat helyett PBS-ben készitettiik el.

A kisérletre szant egerek fertdzése lateralis farokvénan keresztiil tortént, egyedenként 0,2
mL gombasejt szuszpenzi6 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 fertdzott egyedek a letalitasi kisérletben 10°,
a szervi perzisztencia kisérletben pedig 5x10* CFU/mL gombasejt mennyiséget kaptak. A
kisérletek soran alkalmazott dézisokat az eldkisérleteink soran allapitottuk meg.

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 megismételtik. A kontroll csoportok egyedei 0,5 mL steril fiziologias
sooldatot kaptak intraperotonedlisan (Bayegan ¢€s mtsai. 2011).

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 ellendriztikk és amennyiben a szisztémas fert0zés
sulyos jeleit mutattak, vagyis az alapvetd 1étfenntartasi funkcidikra (mozgés, taplalkozas)
mar képtelennek mutatkoztak, a tovabbi szenevedésiik elkeriilése végett cervikalis
diszlokacioval elpusztitottuk oket.

Szervtenyésztés

A szdveti perzisztencia vizsgalatok soran a fertdzést kovetd hatodik napon a vizsgalt
csoportok egyedeit cervikalis diszlokacié ttjan elpusztitottuk és ezt kovetden
felboncoltuk. A C. auris és C. albicans izolatumok virulencidjanak Gsszehasonlitd
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 keriilt eltavolitasra. Az AMB in vivo
hatékonysagat vizsgald kisérlet sordn a vese, a sziv és az agy kertlt eltavolitasra. Az
egyes szervek tomegét lemértiik és steril dorzscsészében homogenizaltuk, majd a
homogenizatumhoz 1 mL steril fiziologids sdéoldat hozzdadasat kdvetden 1:10-es alapu
higitasi sort készitettiink. A higitasokbol 100 pL-t oltottunk ki Sabouraud-agar taptalajra.
A taptalajokat 35°C-on inkubaltuk 48 oran keresztiil, 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).

Szovettani vizsgalat

A C. auris és C. albicans virulenciajanak 6sszehasonlité 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 prepardtumok 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) reakcidt hasznaltunk (Pupim és mtsai. 2017). A kontrakcids-sav
nekrozis kimutatasa céljabol Mallory-féle foszforwolframsavas hematoxilin (PTAH)
festést alkalmaztunk a sziv szoveti mintakon.

Vizelettenyésztés

Az amfotericin B in vivo hatékonysagat vizsgalod letalitasi kisérleteink soran felmeriilt
résziinkr6l az igény, hogy informaciot nyerjink a kisérletben résztvevd kezelt és
kezeletlen csoportok allapotarol még az egyedek pusztulasat megel6zéen. Ezt a
szandékunkat egy megfigyelésiink tette lehetdvé, miszerint az egyedek intraperitonealis
oltdsa soran a hugyholyag f6l6tti enyhe transzabdominalis nyomas az allatok kényszeres
vizeletiiritését eredményezi. Ezt a jelenséget hasznaltuk arra, hogy mintat gytjtsiink
vizelet tenyésztés céljabol. A periurethralis régio fertétlenitését kovetden steril Eppendorf
csovekbe gylijtottiik az altalunk nyert, atlagosan 50-80 ul mennyiségli vizelet mintékat és
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ezekbol azonnal 1:10-es alapt sorozat higitast készitettiink. Az egyes higitasokbol 100
uL-t oltottunk ki Sabouraud-agar taptalajra, majd azokat 35°C-on inkubaltuk 48 oran
keresztiil. A kin6tt telepeket megszamoltuk és a telepszamokbol meghataroztuk a
CFU/ml-t.

Statisztikai elemzés

A letalitasi kisérletekben a statisztikai analizist a Kaplan-Meier teszt segitségével
végeztilk. A Szervi perzisztencia vizsgalatokban, a taptalajon Kkitenyészett 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 amfotericin B-vel kezelt és kezeletlen csoportok
vizeletébdl meghatarozott CFU/ml értékeket Student's t-probaval hasonlitottuk dssze.



Eredmények
Candida auris kladok és Candida albicans virulenciaja a letalitas alapjan

A letalitasi kisérletek soran a C. auris izolatumokkal fert6zott csoportok egyedeinél nem
volt megfigyelheté kiilonosebb 4llapot romlds, egészen a hirtelen bekovetkezd
elhullasukig, a 1étfenntartashoz sziikséges képességek (mozgas, taplalkozas) hidnyat nem
mutattak, ez alol egyediil a dél-amerikai kladhoz tartozo torzsekkel fert6zott csoportok
képeztek kivételt. Olyan tiineteket, amelyek a kdzponti idgerendszeri érintettségre utaltak
volna, szintén nem voltak tapasztalhatok. Az egyes kladakon beliil szignifikdns
kiilonbségek voltak a letalitdsban (dél-amerikai: P=0,0005, dé¢l-azsiai: P=0,0010, dél-
afrikai: P<0,0001, kelet azsiai: P=0,0255).

A csoportok 21 napos megfigyelése alatt a dél-amerikai klad tagjai bizonyultak a
legvirulensebbnek, ahol az atlagos halalozasi 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 elhullds, mér a fertézést
koveté harmadik-negyedik napon megfigyelhetd volt az egyedek nagy szamu pusztulésa,
ezt prezentdlja a t0lélési gorbék meredek zuhandsa is. A dél-afrikai és a kelet-dzsia
kladakhoz tartozd izolatumokkal fertdzott csoportok esetén joval szerényebb haldlozasi
értekeket tapasztaltunk, mindkét klad esetén az atlagos haldlozas 45% volt. A vérbdl
szarmaz6 dél-koreai izolatumnal a haldlozas 50-70% volt. Az egyedek viszonylag késon,
a hetedik-nyolcadik napon kezdtek pusztulni, tobbnyire naponta egy-két elhullas volt
csak tapasztalhato, a talélési gorbe elnyult, 1épcsdzetes esése errdl tanuskodik.

A kontrollként alkalmazott két C. albicans izolatummal fertdzott 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 fertézést kovetd 6todik napon
a csoportok 50-60%, a hetedik napon pedig a 80-90% exitalt, ez annak tiikkrében, hogy a
fertézéshez hasznalt gombasejt mennyisége szazad része volt a C. auris izolatumokkal
fert6zott csoportokhoz képest, jol reprezentalja a két Candida faj kozotti virulenciabeli
kiilonbségeket.

Candida auris kladok és Candida albicans virulencidja a szoveti perzisztencia
alapjan

A C. auris izolatumokkal fert6zott csoportok szdveti perzisztencia vizsgalatai soran ugy
talaltuk, hogy a sziv és a vese érintettsége fokozottabb volt a masik két szervhez képest,
kladtol fliggetleniil. A szervekbdl kitenyészett gombasejtek mennyisége alapjan az is
megallapithatd volt, hogy a virulencia és a szdveti perzisztencia kozott szoros
Osszefiiggés van, mivel a letalitasi vizsgalatokban virulensebb izolatumok esetén a
szervek nagyobb gombaterhelése volt tapasztalhatdo. Legalabb egy nagysagrendbeli
kiilonbség volt megfigyelhetd a magas letalitasu (90-100%) és a mérsékelt letalitasu (30-
60%) izolatumok sziv és vese szoveti perzisztencia eredményei kozott. A virulensebb
izoldtumok madasodik és hatodik napi boncolasabdl szadrmazd sziv és vese szoveti
gombaterhelése kozotti kiilonbség is jelentésebbnek bizonyult, mint a mérsékeltebbek
esetében.

A masodik napi boncolasbol szarmazo6 eredmények alapjan a 1ép gombaterhelése hasonlo
mértéki volt minden izolatum esetén (P>0,05), szignifikansan nagyobb csiraszamot csak
a hatodik napi boncolasbdl nyert, 16565-0s, dél-amerikai izoldtummal fert6zott csoport
egyedeinek a szervtenyészetének eredményei mutattak 9sszevetésben a kelet-azsiai 15-0s,
valamint a dél-azsiai 164-es izolatumok eredményeivel (P<0,001).
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A vizsgalt szervek koziil a méj szoveti perzisztencidja volt a legalacsonyabb. A 196-0s,
dél-azsiai izolatummal fert6zott csoport egyedeinek a mintaindl tapasztaltuk a
legmagasabb csiraszamot (3.6x10° CFU/g), a legkevesebbet pedig az ugyanehhez a
kladhoz tartozo 164-es izolatum esetében (6.5x10° CFU/Qg).

A C. albicans izolatummal (3666) fert6zott 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) ¢s a Iép (P=0,008) esetében, ellenben
a maj szoveti perzisztencija kevesebb mint 10* CFU/g volt mind a két napon, ami
alacsonyabb mint a magas letalitasi C. auris izolatumok esetén tapasztalt értékek. A
hatodik napi boncolasbdl szarmazd sziv és vese szervtenyészetek gombasejt szdmai
hasonléak voltak a magas letalitasu C. auris izolatumok eredményeihez.

Candida auris kladok virulenciaja a sziv, a vesék, a maj, és a lép szovettani
vizsgalata alapjan

A szdveti perzisztencia kisérletekhez oltott csoportokbdl kladonként 2 egyedet
hasznaltunk fel a szdvettani vizsgalatokhoz, valamint a sziv korai érintettségének
vizsgalata céljabol minden kladbol egy-egy egyedet felboncoltunk 24 o6raval a fertdzést
kovetden. A letalitasi kisérletek 7 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 kiterjedésli, gombasejt aggregatumok voltak megfigyelhetdk, ami alol
egyediil a 1ép volt kivétel. A vizsgalt szervekben blasztokonidiumokat és bimbodzo
sejteket talaltunk, de hifat vagy pszeudohifat egyik izolatum esetében sem sikeriilt
azonositanunk.

A sziv korai érintettsége mar 24 oraval a fert6zést kovetden megfigyelhetd volt, a
miokardium arteriolaiban nagyszdmban talaltunk bimbodzé gombasejteket és
blasztokonidiumokat. Fiiggetleniil a fertdzéshez hasznalt izolatumtdl, a hatodik napon
boncolt és a letalitasi kisérletekben elhullt egyedek szivizomrostjai kozott nagyszdmu
gombasejt aggregatumokat tapasztaltunk a szivizomsejtek koagulacidos nekrozisaval.
Mallory-féle PTAH festéssel vizsgalva az is megallapithato volt, hogy a szivizomrostok
elvesztették a harantcskolatukat, ezzel jelezve a kontrakcids-sav nekrozis vagy masnéven
a miofibrillaris degeneraciod jelenségét.

crer

vesetubulusok  destrukcidja, valamint nagyméretli nekrotizald régiok  voltak
megfigyelhetdk, de a glomerulusokat a gombasejtek kolonizécioja nem érintette.

A maj szovetében nagyméreti gombasejt aggregatumokat taldltunk a dilatalt
szinuszoidokban, a parenchimaban a gombasejtek radialisan terjedtek tovabb, a lobulusok
centralis nekrozisaval.

A 1ép kisfoku szoveti érintettsége volt tapasztalhaté a vizsgalatok sordn, alacsony
sejtszamu gombasejt csoportokat, blasztokonidiumokat és bimbddzé gombasejteket
figyeltiink meg.

Candida albicans virulenciaja a sziv, a vesék, a maj, és a lép szovettani vizsgalata
alapjan

A 3666-0os szamu C. albicans izolatummal fert6zott egyedek szoveteiben
blasztokonidiumok, bimbodzo gombasejtek voltak megfigyelhetok. A szivben, a



vesékben ¢és a Iépben pszeudihifak és hifak is megtalalhatoak voltak, ellenben a maj
szOveti mintdiban azok nem voltak felfedezhetok. A sziv szOvettani vizsgalata soran
nagyméretli nekrotizald régiok voltak megfigyelhetok mind az endokardiumban, mind
pedig a miokardiumban, de a C. auris izolatumokkal fert6zott egyedeknél tapasztalt
kontrakcios-sav nekrozis jeleit nem talaltuk.

Amfotericin B in vivo hatékonységa a letalitas alapjan

A két dél-azsiai kladbol szarmazo izolatummal fert6zott csoport esetében az AMB terapia
nem befolyasolta az egerek tulélését. A fertézést 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 zuhandsa jol reprezentalja az AMB terapia hatastalansagat.

A kelet-azsia izolatumokkal fertézott csoportokban ezzel szemben az egyedek tulélése
szignifikdnsan javult az AMB terapia 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 megfigyelheték. A 12372-es
izolatummal fert6zott csoport nyolc taléldje koziil harom, a 12373-as izoldtummal
fertdzott csoportban pedig az 6t talélobol kettdé mutatott ilyen jeleket. A 12372-es csoport
20. napi, valamint a 12373-as csoport 17. és 21. napon elpusztult egyedeinél szintén
tapasztaltunk ilyen tiineteket, amelyek az elhullas el6tt 2-3 nappal jelentkeztek. A két dél-
afrikai kladbol szarmazo izolatummal fert6zott csoportnal az AMB terapia csak a 2-€s
torzzsel fert6zott csoport esetén javitotta az egyedek talélését (P=0,0189), viszont a
csoport 17. napjan elhullott egyed szintén mutatott ataxiara utalo jegyeket 2-3 nappal a
pusztulésa elott.

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

A dél-amerikai kornyezeti izolatumokkal fertdzott csoportok tulélésére az AMB
terdpianak nem volt hatasa, a csoportok egyedeinek az elhullasa a fertézést kovetd 3.-4.
napon kezdddott és a kisérlet 7. napjara minden csoport exitalt. A talélési géorbe meredek
esése jol mutatja az AMB terapia eredménytelenségét ezekkel az izolatumokkal szemben.

Amfotericin B in vivo hatékonységa a szervi perzisztencia alapjan

A szdveti perzisztencia vizsgalatok sordn az AMB terdpia hatastalan 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 ~108 CFU/g, az agy esetében pedig ~10° CFU/g értékeket hataroztunk meg.

Szignifikdns sejtszam csdkkenést tapasztaltunk viszont a kelet-azsiai izolatumokkal
fertézott csoportok esetében, az AMB terapia csokentette az agy (P<0,05), a vese
(P<0,01) és a sziv (P<0,01) szervtenyészetekb6l kindtt gombasejtek szamat. Mindkét
kezelt csoport agy és sziv szervtenyészeteibdl az 4tlagosan kitenyészett gomba
mennyisége ~10° CFU/g volt. A 12373-as izolatummal fertézott csoport egyik egyedének
vese és sziv szervtenyészetei sterilitast mutattak.

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



A dél-amerikai kldd izolatumaival fertdzott csoportok szdveti perzisztencia
vizsgalatainak eredményei szoros egyezést mutattak a letalitasi kisérletnél
tapasztaltakkal. Az 1-156-os izolatummal fert6zott csoport egyedeinél az AMB terapia
mintegy két nagysdgrendbeli 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 szignifikans kiilonbség, a
szervekbdl kitenyészett gomba mennyisége kozel hasonlo volt.

Amfotericin B in vivo hatékonysaga a szovettani vizsgalatok alapjan

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

A letalitasi kisérletek 4. és 6. napjai kozott elhullt egyedek boncoldsa soran kladtol
fiiggetlentil megfigyelhetd volt a szivek €s a vesék multifokalis infiltracidja. A szivizom
vizsgalata soran Mallory-féle PTAH festéssel megallapithatd volt a kontrakcids-sav
nekrozis jelensége. Az agy szovet vizsgalata soran mind a nagyagy, mind pedig a kisagy
érintettsége azonosithatd volt.

A letalitasi kisérlet soran a kelet-azsiai izolatumokkal (12372, 12373) fert6zott csoportok
17., 20. és 21. napjan elhullt egyedek szdvettani vizsgalata igazolta a nagy- és kisagyi
érintettséget, ellenben a vesékben ¢€s a szivben gombasejteket nem azonositottunk.

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 I-
156-0s (dél-amerikai kladbol szarmazd véraram izolatum) és a 13112-es (dél-amerikai
kladbol szarmazd kornyezeti izolatum) izolatummal fertézott kontroll csoportok
egyedeinek vizelete 3,2-5,4x10°, 2-6x10%, 1,6-4x10°% 1,08-6,1x10° és 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).
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Megbeszélés

Candida auris és Candida albicans virulencidjanak osszehasonlit6 vizsgalata
neutropénias egérmodellben

A C. auris fertézés leggyakoribb klinikai megjelenési formaja az intenziv osztalyokon
kezelt magas kockazatu betegek korében jelentkezd candidémia. A f6 kockdzati tényezok
a diabetes mellitus, a kardiovaszkularis €és gasztrointesztinalis betegségek, a hematoldgiai
malignitasok és a kortikoszteroid kezelés (Lockhart és mtsai. 2016; Sekyere és mtsai.
2018; Armstrong és mtsai. 2016; Rudramurthy és mtsai. 2017). Erdekes modon a
neutropénia nem tekinthetd az invaziv C. auris fertézés kiemelt kockazati tényez6jének.
Ez a klinikai tapasztalat talan 6sszefiigg azzal az in vitro megallapitassal, hogy a C. auris
a C. albicans-hoz képest kevésbé hatékonyan 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
terapia ellenére gyakran perzisztal, szeptikus attétes szovodményekkel (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%-ot (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
tehetd (Kim és mtsai. 2024).

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

A neutropenids egérmodellben végzett tulélési kisérleteink eredményei O6sszhangban
voltak mas kutatocsoportok eredményeivel, amelyek szerint a C. auris kladtol fliggetleniil
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
kovetkezd volt: dél-amerikai klad > dél-azsiai klad > dél-afrikai klad = kelet-azsiai klad.
A dél-azsiai kladdal kapott letalitasi eredményeink (50-100%-os letalitas) jol korrelalnak
a koradbban neutropenids BALB/c vagy CD-1 egerek esetében kozolt eredményekkel (40-
100%-os letalitas), azonos vagy magasabb (107-108 CFU/egér) fert6z6 dozisok mellett
(Torres és mtsai. 2020; Singh és mtsai. 2019). A dél-afrikai kladdal végzett hasonlo
vizsgalatok hianya kizdrja az eredményeinkkel vald 0Osszehasonlitast. Megerdsitettiik
azonban azt a G. mellonella modellben végzett korabbi megfigyelést, hogy az aggregalod
dél-afrikai C. auris izolatumok kevésbé virulensek, mint a nem-aggregald dél-afrikai
izolatumok (Borman ¢és mtsai. 2016). Ezen tulmenden gyakorlatilag minden klad
esetében jelentds kiilonbségeket talaltunk az azonos kladba tartozd izolatumok
virulencidjaban. Ezek az eredmények Osszhangban 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 véraramfert6zésbol és
a korhazi kornyezetbdl szarmazo dél-amerikai kladba tartozo C. auris izolatumok a 21.
napon nagyon hasonl6 haldlozasi ardnyt produkaltak (100% és 90%). Ez ravilagit arra,
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hogy a C. auris a virulenciajat képes hosszu ideig meg6rzni a korhazi kérnyezetben, és
ezek az izolatumok potencialis kolonizacids és fert6zési forrast jelentenek a magas
kockézatu betegek szamara (Lockhart és mtsai. 2016; Sekyere és mtsai. 2018; Armstrong
¢és mtsai. 2016; Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018; Al Maani és mtsai. 2019).

A magas szoveti perzisztencia kladtol fliggetleniil alatdmasztotta a szOvettani
eredményeinket; a hatodik napon boncolt egyedek szivében, vesé€jében és majaban
minden esetben multifokalis, nagyméretli gombasejt aggregatumokat talaltunk, ellenben a
Iépben csak kiilonallo gombasejt csoportok voltak megfigyelheték. Erdekes modon
ezeket az elvaltozasokat mind az aggregativ, mind a nem-aggregativ izolatumok esetében
tapasztaltuk, ami arra utal, hogy mindkét fenotipus hasonléan viselkedik in vivo
kornyezetben. Ezek a nagyméretii gombasejt aggregatumok a szovetekben 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,
hogy egyes izoldtumok (pl. a dél-azsiai kladbdl szdrmazd 164-es izoldtum) miért
mutattak varatlanul kevesebb CFU-t a 6. napon, mint a 2. napon.

A miokardiumban az endokardium érintettsége nélkiil kialakulé nagy, multifokalis
fungalis 1éziok hematogén eredetre utalnak; a fertézést koveté 1. napon valamennyi C.
auris izolatummal fert6zott csoport esetében megfigyelhetd voltak a koszoruerekben
megtapadd gombasejt csoportok. Eredményeink 6sszhangban vannak azon tanulmanyok
eredményeivel, ahol a dél-amerikai és dél-azsiai kladbol szarmazo C. auris izolatumokkal
fertozott BALB/c, A/J, neutrofil elasztazhianyos, C57BL/6 neutropénids €s nem
neutropénias egerérmodell kisérletekben magas gombaterhelést (>x10° CFU/g) 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 szubendokardidlis volt, ami arra utal, hogy a gombasejtek az
endokardiumbol kiindulva hatoltak be a miokardiumba.

Annak ellenére, hogy a szivben mar a 2. 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 haldlozas. A stlyos
miokardialis gombaterhelés azonban a szivizomsejtek irreverzibilis karosodasat
eredményezte, amint azt a kontrakcios-sav nekrozis megjelenése is jelezte, amelyet mind
a latszolag egészségesnek tlind boncolt, mind pedig a frissen elhullott példanyok esetében
tapasztaltunk. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy C. auris candidémia
diagndzisanak megallapitasa és kezelésének késedelme novelheti a fertézés altal kivaltott
szivizomelégtelenség kialakuldsanak esélyét és az annak kovetkezményeként fellépd
hirtelen halalozast.

A vese és/vagy a sziv magas gombaterhelése gyakran tarsul az agy és a tiid0 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 médon az agyban talalt C.
auris sejtek elsGsorban a kapillarisokban lokalizalodtak, nem pedig magaban az
agyszovetben. A Candida pneumonia az invaziv Candida fertézések ritka
megnyilvdnuldsa az emberben, de immunkompetens ICR és BALB/c egerekben a
magasabb fert6z6 dozisok (=107 CFU/g) 10°->10° CFU/g tiidészoveti terhelést
eredményeztek (Fakhim és mtsai. 2018; Wang és mtsai. 2018). Bar ebben az egérmodell
kisérletben nem vizsgaltuk az agy és a tiid0 gombaterhelését, a sziv és a vese magas
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gombaterhelése alapjan a kozponti idegrendszer ¢€s a tiidé invazidja is elképzelhetd.
Meningealis érintettségre utalo jeleket azonban nem tapasztaltunk (Torres és mtsai. 2020).
Nagy gombaterhelést figyeltink meg a szervekben, kiilondsen a szivizomban, ami
meger6siti azt a feltételezésiinket, hogy a sziv az egyik 6 célpont a C. auris fert6zés
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 jelentdsen magasabb virulencidja egyértelmiien
kimutathaté volt mind a vérarambol, mind pedig a korhazi kornyezetbdl szdrmazo
izolatumok esetében.

Amfotericin B in vivo hatékonysaga Candida auris ellen

A Candida fert6zések kozott az utobbi években novekvd szamban jelentek meg a nem-
albicans fajok altal okozott megbetegedések, ami aggodalomra adhat okot azok nagyobb
antifungalis szer rezisztencidja miatt (Esmailzadeh és mtsai. 2018; Zarrinfar ¢s mtsai.
2021; Arastehfar és mtsai. 2019). Ebben a neutropenids egérmodell kisérletiinkben a napi
1 mg/kg AMB klad- és izolatumfliggd aktivitast mutatott a C. auris ellen. Az intravénas
fertdz¢és gyorsan atterjedt a belsd szervekre, beleértve a kdzponti idegrendszert is; az
AMB kezelés csak a kelet-azsiai klad izolatumai, valamint egy dél-afrikai és egy dél-
amerikai kladbol szarmazd izolatum esetében novelte jelentdsen az egerek talélési
aranyat. A talélési adatok Osszhangban voltak a szervi perzisztencia vizsgalatok
eredményeivel. Az egyébként kevésbé virulens kelet-azsiai és dél-afrikai kladok esetében
az 6tnapos AMB kezelés képes volt csokkenteni a sziv és a vese szoveti gombaterhelését,
amit a szOvettani vizsgalatok is alatamasztottak, ami az egerek hosszabb tléléséhez
vezetett. Az AMB hatastalan volt a kozponti idegrendszer sterilizaldsa tekintetében,
amint azt a 6. napon tapasztalt magas (legalabb 10° CFU/g) gombaterhelés, valamint a
letalitasi kisérletek sordn 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 azeldtt az egyedek korai halalahoz vezetett, hogy a kozponti
idegrendszeri érintettség jelei kialakulhattak volna. Némi aggodalomra adhat okot az a
tény, hogy a kornyezeti izolatumokkal fert6zott egerek rosszul reagaltak az AMB
kezelésre.

Eredményeink 0Osszhangban vannak mas tanulményok eredményeivel. Lepak ¢&s
munkatarsai Ggy talaltdk, hogy 1,25, 5 és 20 mg/kg AMB, 2 6raval a fert6zést kovetéen
alkalmazva fungisztatikus hatasa volt a vese gombaterhelését vizsgaldo neutropénias
egérmodell kisérlet soran alkalmazott 9 C. auris izolatumbdl 8 ellen (amelyek a négy 6
kladbol szarmaztak) (Lepak és mtsai. 2017). Az AMB a legjobb eredményt (t6bb mint 1
log CFU csokkenést) egyetlen japan izolatummal (kelet-azsiai klad) szemben mutatta.
2021-ben Herrada és munkatarsai az AMB hatékonysagat egy darab C. auris izolatummal
szemben hatéroztak meg letalitisi és a vese szervi perzisztencia vizsgalataikban. Ugy
talaltdk, hogy az AMB-vel 0Osszehasonlitott antifungélis szerek (liposzémas AMB,
micafungin, rezafungin) szignifikdnsan jobb aktivitdst mutattak a neutropénids
egérmodellben, mint a hagyomanyos AMB 2 oraval a fert6zést kovetéen alkalmazva
(Herrada és mtsai. 2021; Hager és mtsai. 2018). Nem vizsgaltdk azonban az AMB
hatékonysagat a C. auris altal okozott fungalis eredetli 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 lehetdségét, hogy az eredményeinket mas szerzok eredményeivel dsszevethessiik.
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Az Osszehasonlitas masik korlatja, hogy a szervi gombaterhelést a vesében, a szivben és
az agyban vizsgaltuk. Mas szerzok ugy talaltak, hogy az intravénas C. auris fertdzés
neutropénias egerekben magas szdveti gombaterhelést eredményezett a tiidében, 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 f6
célpontok, a kozponti idegrendszer érintettségével egyiitt (Forgacs és mtsai. 2020; Torres
¢s 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
és mtsai. 2020). Tanulmanyunk jelentésége abban all, hogy az AMB in vivo
hatékonysagat a négy f6 kladdal szemben vizsgaltuk mind letalitdsi, mind szoveti
perzisztencia kisérletekben, valamint a vizeletben 1évé CFU-ra gyakorolt hatast 2 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 fertézések leggyakoribb klinikai megjelenési formaja és
felismerése azonnali antifungalis terdpiat tesz sziikségessé (echinocandinokkal vagy
AMB-vel) (Sekyere ¢és mtsai. 2018; Lockhart és mtsai. 2016;). Az echinocandinokkal és
az AMB-vel végzett kezelések sikertelensége a perzisztald vagy rekurrens candidémiaban
szenvedd betegeknél a gombasejtek elégtelen elimindldsanak kovetkezménye (Ruiz-
Gaitan és mtsai. 2018; Alatoom ¢és mtsai. 2018). A metasztatikus disszeminacio tovabb
neheziti a fertzés teljes eradikdciojat, ami akar endophthalmitishez, spondylodiscitishez,
endo-/myocarditishez is vezethet (Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018). Ugyan a kozponti
idegrendszeri  érintettsége  ritka, idegsebészeti beavatkozdson atesett vagy
szubarachnoidalis vérzéssel kezelt felnott betegeknél megfigyeltek ilyen eseteket
(Khatamzas és mtsai. 2019; Singhal és mtsai. 2018). Egy irani csecsemdnél meningitis
alakult ki egy 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
elsddlegesen feleldssé az egyedek halalozéasaért. A fertdzést kdvetd 2. napon felboncolt
egyedek szoOvettani vizsgalatai megerdsitették korabbi megfigyeléseinket, miszerint a C.
auris sejtek intravénas adagolasa a szivben és a vesében a fertdzést kovetéen mar 2
nappal magas szoveti gombaterhelést eredményezett (Forgacs és mtsai. 2020). Az AMB
kezelés a virulensebb dél-azsiai és dél-amerikai klddok esetében nem tudta sem
megsziintetni, sem pedig csokkenteni a gombaterhelést a vizsgalt szervekben, amint azt a
3-4. napon elpusztult egerek szdvettani vizsgalatai kimutattak (kontrakcids-sav nekrozis
megjelenése a szivekben, valamint kiterjedt fungalis infiltracié a vesékben €s az agyban).
agyban, ami a vizsgalat tovabbi korlatjanak tekinthetd, viszont mas szerzék 0,1 mg/l, 0,7
ug/g és 0,3 pg/g AMB koncentraciot taldltak az egerek szérumdban, szivében és
ves¢jében 4 oraval az 1 mg/kg AMB kezelést kovetéen (Shadkchan és mtsai. 2003).
Mindezek mellett az AMB erdsen kotddik a fehérjékhez, ami tovabb csokkenti a szabad,
magyarazatot ad az AMB gyenge in Vvivo hatékonysagara (Lewis és mtsai. 2003). Ez
kiilondsen szembetlind 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 6. napra jelentOsen csokkentette a kelet-azsiai és
dél-afrikai kladbol szarmazo, kevésbé virulens izolatumokkal fertdzott egerek vese- és
szivszdveti terhelését; 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 szdvettani vizsgélatai soran sem a szivben, sem pedig a
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vesében nem voltak gombasejtek, de a nagyagyban ¢és a kisagyban mindig fellelhetoek
voltak. A szovettani eredményeink arra utalnak, hogy a fertézést kovetden legalabb 4 nap
sziikséges ahhoz, hogy a C. auris behatoljon a kozponti idegrendszerbe. 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 és a vizeletben csokkentse,
vagy adott esetben teljes mértékben eliminalja azokat, de a kdzponti idegrendszerbdl 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
feliiletekrol 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 legujabb adatok megerésitették a C. auris kornyezeti izolatumainak
fontossagat, mivel Arora és munkatarsai Indidban egy homokos tengerpartrol és egy
arapaly mocsarbol is izolaltak a C. aurist. Ezek a kornyezeti torzsek genetikailag kozel
alltak az Indidbol szarmazo6 klinikai izolatumokhoz (dél-azsiai klad), és egy izolatum
kivételével mind multidrog-rezisztencidt mutattak (Arora ¢és mtsai. 2021). Ezen
tulmenben izolaltak C. auris-t tarolt almak feliletérdl is; ezek a torzsek szoros
rokonsagban alltak az indiai betegekbdl, korhdzakbol szarmazo torzsekkel, valamint a
vilag mas részeirdl szarmazo6 klinikai torzsekkel (dél-azsiai klad) (Yadav és mtsai. 2022).
Mivel a korhdzi kornyezeti izolatumok a magas kockézati betegek fertdzésének
els6dleges forrasai lehetnek, ezért ezeknek az izolatumoknak az antifungélis szer
érzékenységének meghatirozasa kiemelten fontos. Figyelemre méltd, hogy a napi 1
mg/kg dozisu AMB teljesen hatastalan volt a két kolumbiai kornyezeti izoldtummal (dél-
amerikai klad) szemben a neutropenids egérmodelliinkben, ami jelzés értékii arra nézve,
hogy ezek a kornyezeti torzsek komoly terdpids kihivast jelenthetnek a klinikai
gyakorlatban. Az AMB korabban jelentett gyenge in vitro 0616 hatasat in vivo
modelliinkben is megerdsitettiik (Papp és mtsai. 2021; Dudiuk €és mtsai. 2019), ami
ajanlatossa teszi, hogy a C. auris candidémia alatt és utan a klinikusok kiilonb6z6
képalkoto eljarasokkal (ultrahang, komputertomografia) rendszeresen ellendrizzék a
belsd szerveket (sziv, vese, tiido stb.) a disszeminalt fertézés jeleinek korai felismerése
érdekében. A rutin vizeletteny€sztés minden klinikai helyzetben hasznosnak tiinik,
amikor az invaziv C. auris fertdzés gyantja meriil fel, mivel ebben a vizsgalatunkban a
vizelet 3 nappal a fert6zést kovetden pozitiv volt. A C. auris-ra pozitiv vizelettenyésztés
azonban a periurethralis régiobol szdrmazé fertézés kozvetlen kovetkezménye is lehet,
ezért az ismételt vér- és vizelettenyésztés segithet kiilonbséget tenni a kontaminécio €s a
candiduria kozott. A tartos vagy visszatérd candidémia a gombaellenes szerek gyenge 616
hatdsa miatt noveli a sziv-, a Szem- vagy a kozponti idegrendszeri fertézés kockazatat,
ami tovabbi szovOddményekhez vezet. Mivel bizonyos klinikai helyzetekben (pl.
ujsziilottek €s 2 honaposndl fiatalabb csecsemdk, meningitis, endophthalmitis, hugyuti
fertdzések) még mindig az AMB-dezoxikolat az elsd terdpids valasztds, ezért a
klinikusoknak tisztaban kell lenniiik azzal, hogy a hagyomanyos AMB vagy akar az
echinocandinok normél doézist terdpidja nem elégséges a gomba elpusztitdsahoz. Az
echinokandinokkal vagy a lipid-asszocialt AMB-vel alkalmazott nagyobb napi dozisok a
candidémia soran megeldzhetik ezeket a szovoddményeket (meningitis, endophthalmitis és
endo-/myocarditis). Az AMB és az echinocandinok kombinacidja gyakran eredményezte
a C. auris teljes eliminalasat, még a kdzponti idegrendszerbdl is (Chowdhary és mtsai.
2020; Khatamzas ¢és mtsai. 2019). Az AMB kezelést azonban korlatozza az infuzioval
Osszefliggd akut toxicitds (azaz mellkasi fajdalom, laz és hypoxia) és a dozisfiiggd
nefrotoxicitas (azaz veseelégtelenség, azotémia és hypokalaemia) (Lewis €s mtsai. 2003).
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Osszefoglalas

Globalis terjedésének kdszonhetden a 2010-es évek végére tobb kontinensen jegyeztek a
C. auris-hoz, ehhez a multidrog-rezisztens opportunista korokozohoz koétheté korhazi
jarvanyokat. A rendelkezésre allo6 adatok alapjan az echinocandinok az elsédlegesen
valasztand6 antifungalis szerck invaziv C. auris fert6zés esetén, de még a megfeleld
terapia mellett is a mortalitas 60%. Napjainkban a C. auris elsédleges fontossagu
korokozonak szamit a WHO altal 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 tulélési
kisérleteket végeztiink, szervtenyésztés utjan meghataroztuk szoveti gombateher mértékét,
valamint szovettani vizsgalatok segitségével jellemeztiik a szoveti invazo hisztopatologiai
sajatossagait.

A virulencidval kapcsolatos kisérletek soran a tulélési 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
vizsgélat eredményei szoros korrelaciot mutattak a letalitassal. A szdvettani vizsgalatok
soran a szivben, a vesében és a majban a gombasejtek nagyméretli aggregitumait
tapasztaltuk, kladtol fliggetleniil a sziv és a vese voltak a legstlyosabban érintett szervek.
Az AMB in vivo antifungalis hatasaval kapcsolatos kisérletekben a napi 1 mg/kg dozisu
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 hatékonysdga megkérddjelezhetd. A szoveti
vizsgalatok alapjan a C. auris a korai AMB terapia ellenére is képes behatolni a szivbe, a
vesékbe ¢€s a kozponti idegrendszerbe.

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