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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC

ALS3
AMB*®°
ATP
BALBI/c
BCY1
CAMP/PKA

CDC

CDR
Cer
CFU
ConA- FITC

DG
DGTS/DGTA

DMEM
DMSO
ERG
FBS
FCB
FCW
FKS
FLU®°
HOG
HS
Hsp90
\Y]

KF
KV
MDR

ATP kot6 kazetta (ATP Binding Cassette)

Agglutinin-szerii szekvencia 3 (Agglutinin-Like Sequence 3)
AMfotericin B evolvalt

Adenozin-trifoszfat (Adenosine TriPhosphate)

Bagg albino egér torzs (Bagg ALBino mice strain)

Bypass of CYclic-AMP requirement 1

Ciklikus adenozin-monofoszfat/protein kinaz A utvonal (Cyclic Adenosine
MonoPhosphate/Protein Kinase A pathway)

Betegségmegel6zési és Jarvanyligyi Kozpont (Central for Disease Control and
Prevention)

Candida drog rezisztencia gén (Candida Drug Resistance)

Ceramid (CERamide)

Kolonia formalo egység (Colony Forming Unit)

Konkanavalin A-fluoreszcein-izotiocianat (ConcanavalinA Eluorescein
IsoThioCyanate)

Diacilglicerol (DiacilGlycerol)
Diacilglicerol-trimetil-homoszerin/Diacilglicerol--alanin
(DiacylGlycerolTrimethylhomoSerine/DiacylGlycerolTrimethyl- B-Alanine)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimetil-szulfoxid (DiMethyl SulfOxide)

ERGoszterol bioszintézis gének

Ujsziil6tt borju szérum (Eetal Bovine Serum)

Aramlasi citometria blokkolé puffer (Flow Cytometry Blocking buffer)
Aramlasi citometria moso6 puffer (Flow Cytometry Washing buffer)
1,3-B-D-gliikan szintaz gének

ELUkonazol evolvalt

Mitogén aktivalt protein kinaz (High Osmolarity Glycerol response)
Mutacids forropont (Hot Spot)

Hésokk protein 90 (Heat shock protein 90)

IntraVénas

Kalkofluor Eehér

Kongo6 Voros

Multidrog rezisztens (Multi Drug Resistant)



MDR1 Multi drog rezisztencia 1 gén (MultiDrug Resistance 1)

MFS Efflux elésegit6 elsddleges transzporter szupercsalad (Major Facilitator
Superfamily)

MIC Minimalis gatlo koncentracio (Minimal Inhibitory Concentration)

MICA® MICATfungin evolvalt

MOPS 3-(N-morfolino) propanszulfonsav (3-[N-MOrpholino] PropaneSulfonic acid)

MRR1 Multidrog rezisztencia regulator 1 (Multidrug Resistance Regulator 1)

NAC Neme-albicans fajok (Non-Albicans Candida species)

PBS Foszfat pufferelt s6 oldat (Phosphate Buffered Saline)

PC Foszfatidilkolin (PhosphatidilCholine)

PDR1 Pleiotropikus drog rezisztencia 1 gén (Pleiotropic Drug Resistance 1)

PE Foszfatidil-etanolamin (PhosphatidylEthanolamine)

PG Foszfatidil-glicerol (PhosphatidylGlycerol)

Pl Foszfatidil-inozitol (PhosphatidylInositol)

PKA Protein kindz A utvonal (Protein Kinase A pathway)

PKC Protein kindz C ttvonal (Protein Kinase C pathway)

POS®v POSaconazol evolvalt

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Natrium-dodecil szulfat (Sodium Dodecyl Sulphate)

SNP Egyedi nukleotid polimorfizmus (Single Nucleotide Polymorphism)

SNQ2 Sensitivity to 4-NitroQuinoline-N-oxide 2

SSA2 Stress-Seventy subfamily A 2

TAC1 CDR gének transzkripcios aktivatora 1 (Transcriptional Activator of CDR genes 1)

TE Tris-EDTA puffer

TG Triacilglicerol (TryacylGlycerol)

TOR Rapamicin altal gatolt Gtvonal (Target Of Rapamycin)

TPK2 Takashi's Protein Kinase 2

TPO3 Poliamin transzporter 3 (Transporter of POlyamines 3)

UPC2 UPtake Control 2

VOR®° VORIiconazol evolvalt

WGA- TRIC Buzacsira agglutinin- tetrametil-rodamin-izotiocianat (Wheat Germ Agglutinin-
Tetramethyl Rhodamine Iso-ThioCyanate)
YPD Elszetékivonat-pepton-D-gliikoz (Yeast Peptone D-glucose)



2. Bevezetés

A patogén gombak altal okozott megbetegedések napjainkban jelentds egészségiigyi kockazattal
birnak. Az enyhe, féként a beteg kiiltakargjat, illetve nyalkahartyajat érint6 fertézések bar szamos
kellemetlenséget okoznak, de konnyen diagnosztizalhatdak és kezelésiikre is tobb antimikotikum all
rendelkezésre!. Az ezen megbetegedéseket okozd patogének azonban a testfelszin altal képzett
hatarvonalat atlépve, opportunista modon, invaziv fertézések kialakitasara képesek. A szervezetbe jutott
gombasejtek megfelel6 koriilmények kozott beléphetnek a vérkeringésbe (fungaemia) ami disszeminalt
fertdzéshez és egyes szervrendszerek karosodasahoz vezethet??2,

A patogén gombak altal okozott végzetes kimenetelii fertézések jelentés hanyadaért a Candida
nemzetségbe sorolhatd fajok tehetfek feleldssé?. Bar a nemzetségen beliil a Candida albicans a
leggyakrabban azonosithatd, azonban az utobbi évtizedekben az ugynevezett nem-albicans (NAC) fajok
altal okozott fertézések aranya nétt*. Az atalakuld epidemioldgiai trendek mellett 0j, feltorekvé Candida
fajok is megjelentek. llyen a 2009-ben jellemzett Candida auris is°. Azonositasuk foldrajzi helye alapjan
a C. auris izolatumokat filogenetikai csoportokra osztottak, melyekre a szakirodalom kladként
hivatkozik. A genetikai variabilitasuk mellett az egyes kladok izolatumai eltérhetnek az altaluk okozott
fertzések jellegében, illetve az antifungélis szerekkel szembeni érzékenységiikben is®.

A C. auris jellegzetességei koziil a legnagyobb figyelmet a gombaellenes szerekkel szembeni
kivételes ellenalloképessége kapja. Az azonositott izolatumok tobb mint 90%-a rezisztens a szisztémas
fert6zések kezelése soran leggyakrabban alkalmazott flukonazolra. Ezenfeliil amfotericin B terapiara a
torzsek kozel 30%-a, mig echinocandinokra 5%-a nem reagdl. A tobb antifungalis szer csoporttal
szemben rezisztens (MDR) C. auris izolatumok aranya is magasabb, mint az mas Candida fajok esetében
megfigyelhet. Emellett a kozelmultban az 6sszes antimikotikum csoporttal szemben rezisztens, vagyis
pan drog rezisztens (PDR) C. auris izolatumokat is azonositottak®. A patogén féként nozokomialis
jarvanyok kialakitasaért felelGs, igy gyakran legyengiilt immunrendszerii betegeket veszélyeztet. Az
érintett betegpopulacio és a nagy szamban el6fordul6 antifungalis rezisztencia miatt a C. auris fertézések
mortalitasi aranya 30-70% kozé tehet60.

Munkank soran a szerzett antifungalis rezisztencia C. auris torzsek életképességére, illetve
virulencigjara gyakorolt hatasanak vizsgalatuk. Ehhez, in vitro mikroevoliiciés modszer segitségével két
izolatumbol kiindulva hoztunk létre rezisztens torzseket. A generalt torzseket ezt kévet6en tobb
szempontbdl is vizsgaltuk annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a rezisztencia kialakulasa milyen
egyéb fenotipus, illetve genotipus valtozasokkal hozhato dsszefiiggésbe. A tovabbiakban a virulencidban
bekovetkezo esetleges valtozasok iranyat és mértékét vizsgaltuk in vivo allatmodellekben. Ezzel valaszt
kerestiink arra a kérdésre, hogy C. auris esetében jellemzd-e a szamos Candida faj esetében korabban

mar megfigyelt, Szerzett rezisztenciara visszavezethetd fitnesz csokkenés.



3. Irodalmi attekintés
3.1. Gombak altal okozott fertozések

A patogén gombak altal okozott megbetegedések el6fordulasa jelentds tarsadalmi-, gazdasagi-,
geografiai- és kulturalis eltéréseket mutat. Ennek ellenére megfigyelhet6, hogy a megbetegedéseket
leggyakrabban kivalto fajok stabilan 6t nemzetségb6l keriilnek ki: Aspergillus, Candida, Cryptococcus,
Pneumocystis, illetve endemikus teriileteken Histoplasma?®. Ezen nemzetségek egyes képviseldi évente
mintegy ~1,7 milliard paciens esetében okoznak kiiltakardt érintd testfelszini fertézéseket'!. Tovabbi
gyakran diagnosztizalt elvaltozas a nyalkahartyak gombak altali kolonizacioja, amely f6leg a szajiireget
¢s a genitalis traktust érinti. Ezek kozil is a leggyakoribb a vulvovaginalis Candida fert6zés
(candidiasis), ami a gyermekvallalasi korban 1évé ndk 50-75%-a esetében diagnosztizalhato. Ezen
fertdzés esetében a kiujulas veszélye is fokozott: a betegek 5-8%-a (~75 millio f6) legalabb évente négy
alkalommal tapasztal visszatérd fert6zést'?. Bar ritkabban fordulnak eld, de sulyosabb tiinetegyiittest
okoznak az invaziv gombafertézések, amelyek megfeleld diagnozis és kezelés hianyaban akar
végzetesek is lehetnek. Egyes tanulmanyok a patogén gombakhoz kothetd elhaldlozasok szdmat évente
1,5 milli6 foére becsiilik®. Ez kozel azonos a halalos kimenetelii tuberkuldzis esetek, illetve mintegy
haromszorosa a malaria fertdzéshez kothetd végzetes esetek szamanak!314, Mivel a gombak altal okozott
fert6zések esetén a helyes diagnozis felallitdsa foleg a limitalt forrasokkal rendelkezd orszagokban
nehezen megvaldsithato, igy a becsiilt mortalitasi adatok valdszintileg alacsonyabbak a valds szamoknal.
A megfelel6 adatgytijtést tovabb neheziti, hogy ezekben a régiokban altalaban nem allnak rendelkezésre
gombafertdzésekre vonatkozé megfigyelési, illetve tdjékoztatasi programok®. Ennek ellenére az
epidemiologiai beszamoldk ramutatnak, hogy a bakterialis, illetve virdlis eredetli megbetegedések

kutatasa mellett, a patogén gombakkal kapcsolatos ismereteink szélesitése is sziikséges.

3.2. Candida nemzetség klinikai jelentosége

A Candida fajok altal okozott fertézések - osszefoglaldo néven candidiasis — szama vilagszerte
folyamatosan emelkedik®, ami tobb okra vezethet vissza: szélesspektrumi antibiotikumok hasznalata,
immunszuppresszioval jaré terapiak alkalmazasa és a hosszabb tavon torténd korhazi kozegben
tartozkodas®. Szdmos tanulmany tovabbi kockazati tényezOk kozé sorolja a cukorbetegséget,
hasnyalmirigy gyulladast, illetve az immunrendszer rendellenes mikodésével jaro megbetegedéseket
(pl: neutropénia, CARD9 elégtelenség)®>17 valamint a beiiltetett orvosi eszkozok (katéterek, sontok,
protézisek) hossztava alkalmazasat 2318,

A Candida nemzetséghez kotheté megbetegedések globalis elterjedését, illetve a hozzajuk
kapcsolddo elhaldlozdsok szamat az egyes orszagokra vonatkozo statisztikak dsszesitésével becsiilhetjiik
meg. Egy korabbi sszefoglald tanulmany szerint évente koriilbeliil 400 000 beteg (5,9/100 000 f6)

szenved Candida fajok éltal okozott szisztémas fertézésben?. Egy késdbbi tanulmany ezt a szamot mar
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700 000 f6re becsiili®, mely alapjan egy folyamatosan ndvekvd tendenciat feltételezhetiink. Mindkét
tanulmany hangsulyozza az elhaldlozasok kiemelten magas aranyat (~27-42%)23.

A patogén gombak altal kivaltott fertézések kezelésének elsé lépése a megfeleld diagnozis
felallitasa. Az Eurdpai Unio alacsonyabb GDP-vel rendelkez6 orszagaiban gyakran nem allnak
rendelkezésre egyes diagnosztikai eszk6zok (pl. a MALDI-TOF), melyek lehetévé tennék a patogének
fajszintli beazonositasat. A fajokra jellemz0 eltérd antifungalis érzékenység miatt, a pontos meghatarozas
sok esetben létfontossagti a megfeleld terapias szer megvalasztasahoz. A nem megfeleld antifungalis
szer alkalmazasa amellett, hogy noveli a kezelés iddtartamat és a rezisztencia kialakulasanak
gyakorisagat, még rendkiviil koltséges is'6:1°,

A diagnosztikai eszk6zok mellett az antifungalis szerek elérhetdsége Eurdpaban szintén régid
fiiggd. Az alacsonyabb jovedelemmel (GDP >30 000 dollar/fd) rendelkezé orszagokban talalhato
egészségligyl intézmények koriilbeliill 25%-aban egyaltalan nem allnak rendelkezésre az invaziv
candidiasis kezelésére elsédlegesen ajanlott echinocandin tipusi gombaellenes szerek?. Ezekben az
intézményekben a triazol tipust szerek széleskorli hasznalata jellemz6, amelyek amellett, hogy
hozzajarulnak a rezisztens torzsek szelekcidjahoz, egyes patogének, mint példaul a C. auris kezelésére
gyakran hatéastalannak bizonyulnak??.

Az utdbbi évtizedek statisztikai adatai ramutatnak, hogy a Candida nemzetségen beliil az egyes
fajok eléfordulasanak aranya folyamatosan valtozik. A Candida albicans tovabbra is a leggyakrabban
izolalhaté Candida faj, azonban a nem-albicans (NAC) fajok is egyre gyakrabban fordulnak el6
paciensekben. A feltdrekvd fajok egymashoz viszonyitott aranya nagyban fligg a vizsgalt teriilet f6ldrajzi
elhelyezkedésétdl, illetve a megfigyelt beteg populaciotol. Gyakran beazonosithatd nem-albicans faj a
Candida parapsilosis, Candida glabrata, illetve a Candida tropicalis 2223, Az elmult években azonban
uj, emberi megbetegedéseket korabban nem okozo fajok is elétérbe kertiltek, ugy, mint a Candida

auris'1822,

3.3. A Candida auris altalanos jellemzése és az altala kivaltott fert6zések epidemiologiai
sajatossagai

A Candida auris-t els¢ alkalommal Satoh és munkatarsai irtak le egy 2009-ben megjelent
tanulmanyukban®. Az elsd éltaluk jellemzett izolatumot egy Japanban talalhato korhazban azonositottak,
egy néi paciens kiilsé hallojaratabol vett fiilvaladék minta vizsgalata soran. A korabban még ismeretlen
faj potencialis klinikai jelent0ségét mar vizsgalatanak korai stadiumaban feltételezték. A C. auris
novekedésére vonatkozo tesztek ramutattak, hogy az emberi szervezet maghdmérsékletén (37°C), és
ennél magasabb hémérsékleti tartomanyban (42°C) is képes osztodasra, illetve a Candida nemzetség
olyan jelentds humanpatogén képvisel6ihez hasonld tenyésztési koriilményeket igényel, mint a C.

albicans, vagy a C. glabrata®. A hasonlésag ellenére azonban, a C. auris filogenetikailag a C. haemulonii



és a C. pseudohaemulonii fajokhoz all kozel, amelyek bar csak elvétve okoznak human fertézéseket, de

altalaban kevésbé reagalnak jol az antifungalis kezelésekre?2 (1. abra).
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1. abra

A C. auris elhelyezkedése a filogenetikai fan
(Mufioz és munkatarsai alapjan?’)

3.3.1. A C. auris eredete

A C. auris eredetére vonatkozéan tobb elmélet is 1étezik, melyek jellemzbéen fontos
kornyezetvédelmi kérdésekre vilagitanak ra. Néhany, patogén gombakkal foglalkozd kutaté mar
évtizedekkel ezel6tt felhivta a figyelmet annak lehetéségére, hogy a globalis felmelegedéshez kothetd
hémérséklet emelkedés a fert6zd betegségek epidemiologidjanak valtozasat okozhatja?®*°, Ennek oka,
hogy az emberi szervezetben valod fennmaradéashoz a patogénnek képesnek kell lennie talélni a gazda
testhomérsékletén. Ez a feltétel a fert6zés kivaltasara alkalmas fajok listajat a multban kortilbeliil 150-re
sziikitette 162830, A novekvd kornyezeti hdmérséklet azonban szelekcids nyomasként hat a mikrobakra.
Arra, hogy az adaptacié milyen médon mehet végbe, két elmélet 1étezik: a valtozas vagy magasabb
tartomanyba tolja a patogének novekedési homérsékletoptimumat, vagy a homérséklettdl fiiggetlen
modon, altalanosan gyorsitja fel a sejtek osztodasanak sebességét. Kisérletes eredmények alapjan
fajonként eltéré6 modon mindkét feltételezett stratégia lehetséges attdl fliggden, hogy melyik jar kisebb
kompromisszummal a gombasejtek életképességére nézve®!. Ez a mechanizmus lehetvé teszi, hogy 0j
fajok valjanak képess¢é az emlOs gazdaszervezet kolonizacidjara, ami a humadanpatogén
mikroorganizmusok szamanak emelkedését eredményezi.

A C. auris-hoz kothetd fertézések vizsgalatanak korai szakaszaban mar egyértelmiivé valt, hogy
a patogén eredményesebben képes az emlds bér kolonizalasara, mint a C. albicans®?23, Ezt a klinikai

megfigyelést kés6bb ex vivo bér modell hasznalataval is alatamasztottak. Az, hogy a C. auris verejték és



faggyu jelenlétében novekedett kolonizacios képességet mutat, arra utalhat, hogy nagy valdszintiséggel
eredetileg sos, tengerviz kozeli kornyezetbdl szarmazhat®. Ezt a hipotézist egésziti ki Casadevall és
munkatarsai felvetése. Szerintiik a globalis felmelegedéshez kothetd homérséklet emelkedés szelekcios
nyomast gyakorolt a C. auris kdrnyezeti izolatumaira, képessé téve azokat vizi madarak fert6zésére. A
fert6zott madarak ezt kovetben rezervoarként viselkedve terjesztették el a patogént®®. Kornyezeti
izolatumok hidnyaban azonban ezen elmélet bizonyitasara sokaig nem volt lehetdség. Az elso
kornyezetb6l szarmazo izolatumokat 2020-ban Indidban, a Bengal-6bol kornyékérdl vett mintakbol
azonositottdk. A C. auris toérzsek koziil 24-bél 23 minta esetében flukonazol és amfotericin B
rezisztenciat mutattak ki, ami arra utal, hogy ezek kordbban mar atestek antimikotikum szelekcion®s.
Erre magyarazatot adhat egy szintén Indidban készitett kutatas, ami felhivja a figyelmet arra, hogy a
gyogyszergyarak kozvetlen kornyezetébdl vett viz, illetve szennyviz mintadkban az antifungalis szerek
mennyisége akar 20-szorosa is lehet az emberi szervezetben elért antimikotikum koncentracids
értékeknek. Ezeknek a szereknek a tartos jelenléte a kornyezetben folyamatos szelekcios nyomast helyez
a mikroorganizmusokra, ami rezisztencia kialakulasdhoz vezethet®®. Szintén Indidban, 2022-ben tjabb
kornyezeti C. auris izolatumokat azonositottak, kereskedelmi forgalomba szant almak felszinérdl. A
jellemzett 16 térzs mind az egészségligyben, mind a mezdgazdasidgban alkalmazott gomba ellenes
szerekkel szemben rezisztenciat mutatott®”. C. parapsilosis esetében korabbi kutatdsok mar kimutattak,
hogy a mezdgazdasagban hasznalt azolok (tebukonazol, tetrakonazol) altal kifejtett szelekcidos nyomas
hatasara a klinikailag relevans azol tipusu szerek (flukonazol, vorikonazol) minimalis gatlo koncentracio
(MIC) értékei is megndnek, igy nem kizart, hogy a C. auris izolatumok azolokkal szembeni csokkent
érzékenysége egyes esetekben erre az indirekt hatasra vezethetd vissza®3°. A gyiimélesok felszinének
érintettsége egy tovabbi érdekes Osszefliggésre mutatott ra. A klinikumban izolalt C. auris torzsek egy
része a hallojaratbol vett mintabol szarmazott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mikroba kedveli ezt
a kornyezetet®®4!, A fiilvaladék és a gyiimélesok felszinén talalhatd viasz szamos zsirsav komponense
(linolsav, olajsav, palmitinsav, sztearinsav) megegyezik, ami alapjan az sem zarhato6 ki, hogy a C. auris
eredetileg a novényi mikrobaflorabol kiindulva tobb 1épésben valt képessé az emlés szervezet
kolonizalasara®’.

A C. auris azonositasat kovetden gyorsan egyértelmiivé valt, hogy a klinikai gyakorlatban
rutinszertien hasznalt kémiai modszerekkel (CHROMagar, VITEK 2) szinte elkiilonithetetlen a Candida
nemzetség tobbi tagjatol*>4. Az altala okozott fertdzések pontos diagnosztizalasahoz igy MALDI-TOF
alapi analizis vagy genom szekvencia elemzés sziikséges*>*4 %  Ennek ismeretében izolatum
gylijtemények retrospektiv vizsgalata soran az elsd ismert C. auris izolatumot egy Dél-Koreabol
szarmazd, 1996-ban levett mintdbol azonositottak®’. Emellett tovabbi két 2009 el6ttrdl szarmazod

izolatumot is leirtak, melyek koziil a korabbi egy Japanban (1997) mig a késébbi egy Pakisztanban

10



(2008) gyujtott mintabol szarmazott. Ezen mintak korabban hibasan C. haemulonii-ként keriiltek
besorolasra*®4°, Az 1996-nal korabbra tehetd izolatumok hidnya tovabbi bizonyitékként szolgal arra a
hipotézisre, hogy a C. auris elterjedését valamilyen kozelmultban megjelend kornyezeti nyomas

(hémérséklet, mezégazdasagi antimikotikum hasznalat) tette lehetdvé®.

3.3.2. A C. auris morfologiai sajatossagai

A C. auris komplex taptalajon fehéres szinii, sima feliileti kolonidkat képez. A gombasejtek alakja
enyhén ovalis, méretiik 2,0-3,0 X 2,5-5 um kozé tehetd. Nem jellemzd ra a fonalas novekedés®, azonban
bizonyos tenyésztési koriilmények (pl: magas sotartalom) pszeudohifa szerii morfoldgiai valtozast
indukalhatnak. A citokinézis sikertelensége miatt a gombasejtek ebben az esetben megnyult morfologiat
mutatnak®%-52, A C. auris morfologiai plaszticitasa in vivo koriilmények kozott is bizonyitott. Egy korabbi
kutatads eredménye alapjan BALB/c egerek majabol és veséjébdl visszaizolalt gombasejtek fonalas
morfologiat vehetnek fel. A hifa forma tovabbi tenyésztése 37°C-on az éleszté sejtek ismételt
megjelenés¢hez vezet. Azonban alacsony inkubaciés homérséklet (25°C) mellett, a sejtek az atlagos
élesztd sejtekkel ellentétben megérizték képességiiket a fonalas novekedésre. Ez feltételezi, hogy a C.
albicans-hoz hasonléan C. auris esetében is el6fordulhat kdrnyezet altal indukalt morfologia valtas,

melynek funkcidja ez idaig ismeretlen®3.

3.3.3. A C. auris izolatumok osztalyzasa

Minddssze néhany évvel az els6 izolatum azonositasat kovetéen a C. auris fertézések négy élesen
elkiiloniilé geografiai régidban, nagyjabol egy idoben kezdtek teret hoditani. Az egyes csoportokra a
szakirodalom kladokként hivatkozik és neviiket is foldrajzi szarmazasi helyiikrdl kaptak. Kezdetben
négy kladot azonositottak: klad I (Dél-Azsia), klad II (Kelet-Azsia), klad III (Dél-Afrika), klad IV (Dél-
Amerika)®’. Egy 2019-ben Irdanban azonositott izolatum az egyik ismert csoporttal sem mutatott
filogenetikai hasonlosagot, igy az egy otodik kladba keriilt besorolasra (klad V)35, Mig az egyes
kladokba sorolhato izolatumok jellemzden alacsony genetikai valtozatossagot mutattak (<70 SNP)
(egyedi nukleotid polimorfizmus), addig a kladok kozotti filogenetikai eltérés tobb szazezer SNP is
lehet®"27, Szekvencia adatok analizise alapjan megbecsiilhetd az egyes C. auris kladok szétvalasanak
lehetséges idopontja. Ez alapjan a klad II a leg6sibb csoport, 339 évvel ezelott valt el a kozos 0stol, mig
a legfiatalabb klad IV esetében ez az id6pont 34 évvel késGbbre tehetd. A genetikai diverzitas szintén
ezen két kladba sorolhatd izolatumok esetében a legnagyobb, ami alatamasztja a k6zos 6stol valo elvalas
tavoli id6pontjat™?’. A klad V kés6bbi vizsgalata azonban arra utalt, hogy ezen csoport valhatott el
legkorabban a torzsfan®%°, Erre utal az is, hogy az ezidaig azonositott klad V-be sorolhatd izolatumok

mindegyike a klad II izolatumaihoz hasonléan fiilvaladékbol keriilt azonositasra8.
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Egy 19 C. auris izolatum bevonasaval késziilt virulencia vizsgalat eredményei arra is ramutattak,
hogy az egyes C. auris kladok k6zott szignifikans virulencia kiilonbségek vannak. Ez alapjan a dél-
amerikai (klad T1V) és dél-azsiai (klad I) kladbol szarmazd izoldtumok bizonyultak a leginkabb
virulensnek (96% és 80% mortalitasi arany), mig a dél-afrikai (klad IIT) és kelet-azsiai (klad IT) kladok
izolatumai esetében a mortalitas koriilbeliil 45% volt®®. Ezen megfigyelések felhivjak a figyelmet arra,
hogy C. auris esetében kiemelt jelent6séggel bir a virulencia folyamatok jellegzetességeinek kladszintii
feltérképezése.

A C. auris nagyfoku genetikai valtozatossaga egyes hipotézisek szerint ivaros szaporodas
eredménye is lehet. Bar erre kisérletes megerGsités napjainkban még nem létezik, szamos izolatum
szekvencia adatainak Osszevetése arra utal, hogy a torzsek genomjaban funkcionalis formaban
talalhatdak meg az ivaros szaporodashoz sziikséges esszencialis gén csoportok?’®’. Ezen vizsgalatok
alapjan a klad I és klad 1V izolatumai az ,,a” parosodasi lokuszt (MTLa), mig a klad II és klad III
izolatumai az ,,0” parosodasi lokuszt (MTLa) hordozzak. Az egyes parosodasi tipusokhoz kothetd
kladok kozotti éles geografiai hatarvonal feltehetdleg a multban akadalyt képzett az ivaros szaporodas
eredményeként 1étrejott torzsek megjelenésének, azonban a C. auris globalis elterjedése lehetOséget

biztosit ezen genetikai variansok kialakulasanak is?"-°8,

3.3.4. A Candida auris szerepe a klinikumban

A C. auris altal okozott fertdzések jelentés hanyada korhazi kornyezetben terjed, a sporadikus
fertdzések aranya alacsonynak mondhat6®2, Napjainkban a C. auris Dél-Afrika és India egyes
teriiletein olyan gyakran okoz korhazi fert6zéseket, hogy endemikusnak tekintheté. Epidemiologiai
vizsgalatok arra utalnak, hogy ezekben az orszagokban a nozokomialis Candida fert6zések 15%-a (Dél-
Afrika), illetve 5-30%-a (India) C. auris eredetii%54,

A korhazi fertézések magas aranya feltehetdleg visszavezetheté arra, hogy a C. auris
eredményesen képes mind a bér, mind a kornyezet kolonizaciéjara. igy, foként a tiineteket nem mutatd
paciensek, vektorként viselkedve konnyen elterjeszthetik a klinikai kornyezetben. Korabban tobb
tanulmany is ramutatott, hogy az egyes egészségiigyi intézményekben a fertozott betegek kodzvetlen
kornyezetében talalhatd szoveteken, butorokon és hasznalati targyakon a C. auris sejtek hosszu ideig,
akar 14 napig is életképesek maradnak®-%°, Ezek a feliiletek, mint fertdzésforrasok tjabb betegpopulaciot
veszélyeztetnek. Ez kiilondsen nagy kockazatot jelent olyan koérhazi osztalyokon, ahol a betegek nagy
része rendelkezik valamilyen alapbetegséggel. Ilyen kockazatot noveld betegségnek tekinthetd a
diabetes mellitus, szepszis, 1égzészervi megbetegedések, vese- és majbetegségek, transzplantacio,
immunszuppresszioval jar6 megbetegedések, valamint terapias eljarasok, illetve tartos egészségiigyi

eszkdzok (katéter) hasznalata® 77, Mig mas klinikailag kiemelt Candida fajok esetén a neutropénia az
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egyik legjelent6sebb kockazati tényez6, a C. auris fertézés kialakulasanak esélyét ez a korkép nem
emeli’273,

Legfrissebb adatok szerint a C. auris a vilag mar tobb mint 40 orszagaban okozott
megbetegedéseket?? (2. dbra). Az elsd eurdpai C. auris-ra visszavezethetd eseteket az Egyesiilt Kiralysag
teriiletén (London és Oxford) irtak le, ahol 2013 és 2017 kozott 61 fertdzéses esetet regisztraltak >4, Az
els6 korhazi jarvany szintén egy Londonban talalhatd korhézhoz kothetd. Ennek soran a patogén 16
honap leforgasa alatt 50 paciens megbetegitéséért volt felelds®. Valencidban a C. auris szintén
jarvanyszerien volt képes elterjedni: néhany sporadikus esetet kovetéen 2016 juniusa €s 2017 januarja
kozott mar 140 kolonizacids eseményt jegyeztek fel”>™8. Spanyolorszagban 2021-ig bezarolag 1377 C.
auris-hoz kothet6 fert6zést regisztraltak, amihez nagyban hozzajarult, hogy a COVID-19 vilagjarvany
eredményeként egy fokozott kockazati csoportba tartozd betegcsoport jelent meg az egészségligyi
intézményekben’’. Hasonld jelenség volt megfigyelheté Olaszorszagban is, ahol a pandémiaval egy
id6ben 2020 és 2021 kozott 288 esetben irtak le C. auris fertézést®. A patogén gyors terjedése, illetve a
rezisztens izolatumok nagy aranyu megjelenése tette sziikségessé, hogy elészor 2011-ben a
Betegségmegel6zési és Jarvanyligyi Kozpont (CDC), majd 2016-ban az ennek eurdpai testvérszervezete
az ECDC is kiemelt fenyegetésként kategorizalta a C. auris-t**. Emellett az Egészségiigyi Vilagszervezet

(WHO) 2022-ben kiadott riportja szintén a kritikus figyelmet igénylé patogén gombak kdzé sorolta a C.
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2. abra

A C. auris globalis elterjedése
(Chakrabarti és munkatrsai alapjan)®
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A tiineteket is mutat6 C. auris fert6zések klinikai megjelenése valtozatos lehet. A tobbi Candida
fajhoz hasonldan kialakithat enyhe tiinetekkel jard borfertézéseket, azonban a véraramba jutva
(candidaemia) szdmos szervrendszer karosodasat is okozhatja®>’*. Bar az egyes tanulmanyok kozott
jelent6s eltérések lehetnek, az azonban elmondhato, hogy az invaziv C. auris fert6zések magas aranyban
(30-60%) halalos kimeneteliieck, melyhez a korabbiakban emlitett jellegzetességei mellett
nagymértékben hozzajarul az antifungélis szerekkel szemben rezisztens izoldtumok magas
45.64,66,67.79,80

arany

3.4. Szisztémas Candida fert6zések ellen alkalmazott antifungalis szerek, ezek
hatasmechanizmusa, illetve a veliik szemben kialakulé rezisztencia

Napjainkban az invaziv Candida fert6zések kezelésére minddssze harom antifungalis szer csoport
all rendelkezésiinkre (3. abra). Ezen szerek koziil kettd (poliének, azolok) a gombak membranjaban
talalhato ergoszterolhoz kotddve, vagy annak bioszintézisét gatolva fejti ki antifungalis hatasat, mig az
echinocandinok a sejtfal esszencidlis komponensének, a [-glikannak szintézisét gatoljak. A
rendelkezésre allo szerek limitalt szama, illetve hatdsmechanizmusuk hasonldésaga megnéveli a
rezisztens torzsek elterjedésének esélyétd?,

Polién

o Poliének

Tonok

Polién/

| Megviltozott ergoszterol
membran. HSP90 és mas komplex
permeabilits stressz vilasz
utvonalak
ERG gének*
Funkcidvesztéses
muticiok az
ergoszterol
bigsn'ntetikus ERG gének s
utvonalon megnovekedett B S:_:S:Zan

expresszidja

_@ Altemnativ szterol

Azolok . Echinocandinok Sejtfal

~ Antifungilis szer —
csokkent kotodési Cél enzim

képessége megnévekedett
expresszidja

S‘?"'SSZ HSPY0 és mas
1,3-B-glucan valasz stressz vilasz
szintaz gatlasa ttvonalak utvonalak

Transzkripcios
faktorok HSP90 és mas
muticidja stressz valasz FKS pontmutéciok
utvonalak
o

@] Efflux transzporterek
expressziojanak novekedése

Sejtfal Plazma membran

3. abra

Az egyes antifungalis szer csoportok hatasmechanizmusa, illetve az elleniik kialakult rezisztencia
(Fisher és munkatarsai alapjan)®t
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A klinikailag relevans Candida fajok koziil a C. auris esetében kiilondsen nagy kihivast jelent a
megfeleld terapia kivalasztasa. Ennek oka, hogy ez a gombafaj gyakran nem reagal a candidaemia soran

alkalmazott gomba ellenes szerekkel vald kezelésre%6-1%

. Hivatalos rezisztencia hatarértékek hianyaban
a C. auris izolatumok antifungalis érzékenységének vizsgalta esetén a rezisztencia hatara
kozmegegyezésen alapuld MIC értékek mellett kertilt korabban megallapitasra®l. Egy 742 C. auris
izolatum bevonasaval késziilt meta-analizis alapjan a flukonazol rezisztencia a vizsgalt torzsek 44,29%-
ara volt jellemz6. Ezt az amfotericin B (15,46%), illetve a vorikonazol (12,67%) rezisztencia kovette.
Az adatok alapjan azolok koziil a posakonazol a legalkalmasabb C. auris fert6zések kezelésére, ugyanis
a rezisztens izolatumok aranya mindossze 1,39%. Echinocandinok koziil a caspofunginnal szemben a
vizsgalt torzsek 3,48%-a volt rezisztens, mig mikafungin esetében ez az ardny 1,25%7°. Kés6bb tobb
tanulmany is ramutatott azonban a rezisztens izolatumok aranyanak novekedésére. Mintegy 700 C. auris
torzs bevonasaval New York-ban késziilt tanulmany szerint 2016 és 2020 kozott vett mintdkban a
flukonazol rezisztens torzsek aranya elérte a 100%-ot, mig az alternativaként hasznalhat6 posakonazollal
szemben rezisztens izolatumok aranya atlagosan ~30% volt. Az echinocandinokkal szemben rezisztens
torzsek szamat folyamatos novekedés jellemezte, igy a vizsgalt idOszak végére elérte a 4%-ot (18/488)%2.
Egy 2020-ban készitett meta-analizis 4733 C. auris-hoz kothet6 eset vizsgalatat foglalta magaba. Ezen
elemzés szerint a vizsgalt izolatumok 91%-a mutatott rezisztenciat flukonazolra, mig ez az arany
caspofunginra nézve 12% volt. Ezen adatok arra utalnak, hogy a C. auris tolerancidja az id6
elérehaladtaval vagy minden alkalmazhaté antifungalis szerrel szemben tartdsan magas szinten stagnal,

vagy jelentésen novekszik.

3.4.1 Poliének

Az egészségligyben elsoként bevezetett gomba specifikus antibiotikumok a poliének csoportjaba
tartoztak. Felfedezésiik Elizabeth L. Hazen és Rachel F. Brown nevéhez k6thetd, akik 1949-ben izolaltak
az els6 antimikotikumot, a nisztatint, amely kedvezotlen felszivodasi képessége miatt napjainkban
kizardlag testfelszini gombafertézések kezelésére hasznalatos®. A nisztatin mellett egy masik polién
tipusu szer, az amfotericin B is kedvezd gomba ellenes aktivitist mutatott®4. Strukturalisan a molekula
egy hidrofob egységbdl, illetve egy hidrofil ,.fej” részbdl all, amihez egy mikozamin csoport €s egy poliol
lanc kapcsolodik®. Amfipatikus tulajdonsagai miatt vizben rosszul oldédik, ami lecsokkenti klinikai
felhasznalasanak lehetOségeit®. Az amfotericin B hatdsat a sejtmembran ergoszterol molekuldihoz
kotodve fejti ki. Korai feltételezések szerint jelenléte membrancsatornak 1étrejottét eredményezi, ami a
citoplazma szivargashoz, és hosszi tdvon a gombasejt halaldhoz vezet®®. Tovabbi strukturalis és
biofizikai vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az amfotericin B az ergoszterolhoz kotddve

mintegy kivonja a szterol szdrmazékot a membranbol, ami igy a sejt felszinén ,szivacs” szeril
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aggregatumként all 6ssze®”. Emellett a polién tipus antifungalis szerek a gombasejtekben oxidativ
stresszt is indukélnak, ami a DNS karosodasat és lipid peroxidaciot okoz®.

Mivel a gombasejtekben talalhato ergoszterol és az eml6s sejtek membranjara jellemzo koleszterol
strukturalisan hasonlo, igy az amfotericin B bar kisebb affinitassal, de a gazdasejteken is képes kifejteni
toxikus hatasat®®. Ez foként a majat és a veséket érinti és gyakran nem teszi lehetdvé a megfeleld
mennyiségli gomba ellenes szer szervezetbe torténd bejuttatasat®® 9. A karositd hatds csokkentése
érdekében az amfotericin B liposzomakba csomagolva alkalmazhatd, azonban az ilyen tipusu szerek
farmakologiai tulajdonsagai nehezen meghatarozhatoak®.

Az ismert toxicitas ellenére tovabbra is az amfotericin B az egyik legszélesebb korben alkalmazott
gombaellenes szer az egészségligyben®. Ebben az is szerepet jatszik, hogy a tobbi antifungalis szerrel

szemben, a Candida fajok esetében ritkabban alakul ki ellene rezisztencia®.

3.4.1.1. Amfotericin B rezisztencia

Altalanossagban elmondhaté, hogy az amfotericin B-vel szemben azért alakul ki ritkan
rezisztencia, mert a folyamat indirekt modon a gombasejtek jelentds fitnesz csokkenését okozza® .
Amennyiben mégis megjelenik rezisztencia, azt legtdbb esetben az ergoszterol bioszintézisben szerepet
jatszo gének (ERG gének) mutacioja okozza®?". Ezen modosulasok hatasara altalaban csokken egyes
kulcsenzimek aktivitdsa, ami a membranban talalhatd ergoszterol mennyiségének csokkenéséhez és
kiilonboz6 koztitermékek felhalmozodasahoz vezet (3. abra). Az ergoszterol tartalom mérséklédésének
hatasara a poliének nem tudnak hozzakapcsolodni célmolekulajukhoz €s kifejteni antifungalis hatasukat.
C. albicans esetében mind az ERG11 (lanoszterol 14a-demetilaz) és ERG3 (C-5 szterol deszaturaz),
illetve az ERG11 és ERG5 (C-22 szterol deszaturaz), tovabba az ERG6 (6-(24)-szterol C-
metiltranszferaz) és ERG2 (C-8 szterol izomeraz) kombinalt funkciovesztéses mutacidja is bizonyitottan
hozzajarul az amfotericin B kezeléssel szembeni csokkent érzékenységhez®"%. Rezisztens C. glabrata
torzsek vizsgalata soran szintén az ERG2, ERG6 és ERG11 génekben megfigyelhetd pontmutaciok
hozhatdak leggyakrabban Osszefliggésbe a rezisztens fenotipussal®1%,

Az ergoszterol bioszintézis enzimeiben megfigyelt mutaciok mellett, egyes sejtes folyamatok
megvaltozasa is vezethet amfotericin B rezisztencidhoz. Ezen alternativ folyamatok koziil az egyik
legjellegzetesebb a Hsp90 (heat shock protein 90) molekularis chaperon fehérjéhez kothet§10h102, A
Hsp90 miikddésének kiesése, fehérjehaztartasban bet6ltott szerepe miatt, mind rejtett genetikai variaciok
kifejez8dését, mind bizonyos jellegzetességek eltlinését okozhatjal®. A Hsp90 szerepét kisérletesen
alatamasztja, hogy amfotericin B rezisztens C. albicans és C. tropicalis sejtekben a chaperon gatlasa a
rezisztencia megsziinésével jar®.

Erdekes megfigyelés, hogy bér a poliének a gombasejtek plazmamembranjan fejtik ki hatdsukat,

egyes esetekben a sejtfal megvaltozott szerkezete is amfotericin B rezisztenciat idézhet eld. A jelenséget
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C. tropicalis amfotericin B rezisztens izolatumok vizsgalata soran ismerték fel. Ezen torzsek sejtfalaban
az 1,3-B-glikkan mennyisége jelentésen megndvekedett, ami feltehetdleg fizikai gatat szabott az

antimikotikum szamara, hogy hozzaférjen a membranba agyazott ergoszterolhoz931%4,

3.4.1.2. Az amfotericin B rezisztencia C. auris esetén

Rybak és munkatarsai azonos paciensbél, négy egymast koveto idépontokban vett mintabol izolalt
C. auris torzs genom szekvencia adatait vizsgaltak. A torzsekben az antifungalis terapia hatasara az
amfotericin B mellett flukonazol rezisztencia is megfigyelheto volt, illetve az utolso6 vizsgalt idépontban
caspofunginnal szemben is keresztrezisztencia alakult Ki. A szekvencia analizis alapjan a mintavételi
idoszak soran az ERG11 és TACL, valamint FKS1 génekben is pontmuticiok alakultak ki. A
megndvekedett amfotericin B MIC értékek feltehetd oka, az ERG6 génben detektalt inszercio volt, ami
a leolvasasi keret eltolodasahoz és az ergoszterol teljes hidnyahoz vezetett'®. Mikroevolucios kisérletek
emellett arra utalnak, hogy az ERG3 (W182*) és ERG11 (E429*) kombinalt nonszensz mutacidja a tobbi
Candida fajhoz hasonloan amfotericin B rezisztenciat idéz el C. auris esetében is'.

Szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy az amfotericin B rezisztencia kialakuldsa
jelent6sen csokkenti a Candida fajok altalanos stressztiiré képességét. Azonban abban az esetben, ha a
rezisztencidt kivaltd genotipus valtozas mellé olyan stressz tolerancia ttvonalakban bekodvetkezd
modositasok is tarsulnak melyek képesek a negativ hatdsok kompenzalasara, az stabilizalhatja a sejtet és
fenntarthatja a rezisztens fenotipust®. Ez alapjan a C. auris esetében megfigyelt magasabb frekvencidval
eléfordulé amfotericin B rezisztencia feltehetden a stresszvalaszhoz kothetd szignalizacios titvonalak
fokozott miikddésére vezethetd visszal®?.

3.4.2. Azolok

A poliének bevezetését kovetden mar az 1960-as években intenziv kutatdsok zajlottak j gomba
ellenes szer tipusok azonositasara'?’. Ekkor keriiltek forgalomba az azol tipusa antimikotikumok, amik
a poliénekkel Osszehasonlitva kedvezObb biztonsagi jellemzokkel, illetve szélesebb kori gomba
specificitassal rendelkeztek %1718, Az azolok ot tagn gy(iriibél all6 aromas heterociklusos vegyiiletek®.
Mig korai képviseldik hatdsmechanizmusa szertedgazo volt'%®, az (ijabb tipusu azolok, a triazolok, hatasa
univerzalis'*®'?, A triazolok a célsejt lanoszterol 14-o demetilaz (Ergl1) enzimének aktiv centrumaban
talalhatd hem csoporthoz kotddnek és gatoljak annak miikodését. Az interakcid hatasara a gomba
plazmamembranjaban talalhato ergoszterol mennyisége lecsokken, illetve toxikus szterol koztitermékek
dusulnak fel. Ez csokkenti a sejt novekedési és osztodasi képességét, valamint membran stresszt
indukal®®. Napjainkban a Candida fertdzések kezelésére Ot triazol tipusa antimikotikum van
forgalomban: flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, isavukonazol 86112,

Az azol tipusi gombaellenes szerek legnagyobb hatranyat az jelenti, hogy aktivitasuk

fungisztatikus, vagyis nem pusztitjak el aktivan a gombasejteket, csupan gatoljak azok novekedését és
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osztddasat. Ez lehetOséget jelent a patogén szamara, hogy kezelés esetén adaptalodjon és rezisztenciat
alakitson ki az adott szerre®®!13, Tovabbi problémat jelent az azolok klinikai alkalmazasa soran, hogy
bizonyos invaziv fertdzések kialakitasara képes Candida fajok, mint a Candida glabrata vagy a Candida

krusei eredendden csokkent érzékenységgel rendelkeznek veliik szemben®,

3.4.2.1. Flukonazol

A flukonazolt Richardson és munkatarsai azonositottak elészor, 1978-ban''4115 Szamos elénye
mellett adagolasat megkdnnyiti, hogy nagy hatékonysdggal (>80%) képes felszivddni a szervezetben
anélkiil, hogy a gyomor savas pH-ja gatolna aktivitisat''é. Rendkiviil széles korii felhasznalasi
lehetoséggel rendelkezik, a hashartyat és a kozponti idegrendszert érinté nehezen kezelhetd fert6zések
ellen is alkalmazhato!7118,

Kedvezd farmakologiai tulajdonsagai miatt a flukonazolt a klinikumban a gombafertézések
megel6zésére (profilaxis) is gyakran hasznaljak, amire tobbek kozt szervatiiltetések és neutropéniaval
jaro korképek esetén van sziikség!'®. Ez az egészségiigyi gyakorlat azonban tovabb noveli a rezisztens

fajok térhoditasanak lehetéségét!te.

3.4.2.2. Vorikonazol

A vorikonazol az 1900-as évek végén keriilt forgalomba. Széles hatasspektruma miatt olyan
Candida fajok ellen is alkalmazhatd, melyek flukonazol kezelésre kevésbé reagalnak'?. Tovabbi elénye,
hogy antifungalis aktivitasa erds, vagyis kisebb mennyiségben alkalmazva is sikeres terapia érhetd el
vele!l01® Hasznélatanak hatranya azonban, hogy a flukonazollal valo strukturalis hasonldsiga miatt,

Candida fajok esetében a két szer kozott gyakran figyelheté meg keresztrezisztencial?.

3.4.2.3. Posakonazol

Amellett, hogy az azol tipust szerek forradalmasitottdk az antifungalis terapiat, az ellentik
kialakuld rezisztencia szamos problémat eredményez napjainkban is, ami folyamatos fejlesztést tesz
szitkségessé'?!. Ennek nyoman 2007-ben egy uj triazol tipust szer, a posakonazol terapias hasznalata
kapott engedélyt'?. Ez strukturalisan eltér a korabban alkalmazott triazoloktdl: hosszabb oldallanca
szorosabban képes kotddni a lanoszterol-14-a-demetilaz enzimhez!?31?4, Emiatt, kisebb koncentracioban
mellékhatasok nélkiil alkalmazhat6 és olyan fajok ellen is hasznalhatd, melyek nem reagélnak a tobbi
triazollal folytatott terapiara?®. Profilaxisra valo hasznalata is ajanlott, még olyan alapbetegségek mellett
is, mint a HIV fert6zottség, hematopoetikus sejt transzplantécio, illetve a rosszindulati daganatok 25126,
Szamos elonye, illetve az echinocandin tipusu szerekhez viszonyitott kedvezo ara ellenére alkalmazésa
csak olyan esetekben elterjedt, ahol a gombafert6zés nem reagal a flukonazollal vagy vorikonazollal
torténd kezelésre?®. Mivel a tobbi azol tipust szerrel egyetemben a posakonazol is csak gatolja a gomba

sejtek novekedését, igy bar kisebb gyakorisaggal, de ellene is jellemzd a rezisztencia kialakulasa'??,
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3.4.2.4. Triazol rezisztencia

Candida fajok esetében az egyik legjelentésebb rezisztenciat kivaltd folyamat az azolok
célenzimének, a lanoszterol-14-a-demetilaznak (Ergl1) szerkezeti véltozasa (3. abra)'?’-12%, Az enzimet
kodold génben, az ERG11-ben, 140 eltérd aminosav szubsztitiiciot taldltak, melyek feltehetOleg
osszefliggésbe hozhatok az azol rezisztencia kialakulasaval'®, A szamos beazonositott mutacio koziil
azonban kevés jarul hozza kisérletesen igazoltan is ehhez a folyamathoz31132, A génvariaciok vizsgalata
alapjan a rezisztenciat el6idéz6 aminosav cserék jelentés hanyada harom mutéciés forrépontra
térképezhet6'3®. A két leggyakrabban azonositott aminosav valtozas (R467K, G464S) egyarant az enzim
hem kot6 alegységét kodold szekvencia szakaszat érintit30134,

Szintén azol rezisztenciat eredményezhetnek, az A-5,6-deszaturaz enzimet kodold génben (ERG3)
bekdvetkezd pontmutaciok is. Az enzim funkciovesztése kétféleképp jarul hozza a gombasejtek
tuléléséhez. Egyrészt a gombasejtek membranjaban az ergoszterol mennyisége lecsokken, masrészt az
azol kezelés hatasara aktivalodo alternativ szintetikus utvonalon, az Erg3 altal katalizalt reakcié nélkiil
nem jon létre a toxikus intermedier, a 14-metilergoszta-dién-diol*?12°, Az igy felhalmoz6do intermedier
a 14-a-metilfekoszterol pedig a membranba beépiilve képes ellatni az ergoszterol szerepét €s biztositja a
sejt tulélését és novekedését!!t, C. albicans esetén az ERG3 enzimben hét eddig azonositott pontmutacio
okoz bizonyitottan azol rezisztenciat: A168V, S192P, G261E, T329S, A353T, Y325* és Y190* 135136,

A szterol bioszintézishez kotheto enzimek szerkezeti valtozasai mellett, azol rezisztenciat okozhat
az Oket szabalyozo transzkripcios faktorok megvaltozott aktivitdsa is'!313713% Az Upc2 mint
transzkripcios aktivator szamos ERG gén, tobbek kozott az ERG11 expresszidjanak szabalyozasat végzi.
Az UPC2-ben bekovetkezd funkcionyeréses mutaciok a transzkripcios faktor konstitutiv expresszidjat
okozzak, mely fokozott ergoszterol szintézishez és a flukonazol érzékenység csokkenéséhez vezet40-141,
Az UPC2 azol rezisztencidban betltott szerepe mind C. albicans-ban, mind pedig C. glabrata-ban is
kisérletesen bizonyitott. A gén eltdvolitdisa mindkét fajbol szarmazo rezisztens izolatumokbol, a
membran ergoszterol tartalom csokkenését és a gombasejt szterol bioszintézis gatolokkal szembeni
érzékenységét okozzald2143,

Az azolokkal szembeni rezisztencia kialakulasdnak masik jelentés mechanizmusa a citoplazma
detoxikalo folyamataihoz kothetd és efflux pumpak megemelkedett expresszidjan keresztiil valosul meg.
Candida fajok esetében az efflux pumpék két tipusa vesz részt bizonyitottan az antifungalis szerek
gombasejtbdl valo eltavolitasaban. Az els6 tipusba az ABC (ATP-binding cassette) tipusu transzporter
proteinek, a masodikba az MFS (major facilitator superfamily) tipusu transzporterek tartoznak.

Az ABC tipusu efflux pumpak két transzmembran doménnel és két citoplazma felé lokalizalodo
nukleotid kotd doménnel rendelkeznek. Ezek a transzporterek az ATP hidrolizisen keresztiil nyert

energia felhasznalasaval képesek a xenobiotikumok citoplazmabol valo eltavolitasarat?’129137.144 A C,
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albicans genomjaban 28 ABC tipust transzporter talalhaté. Ezek koziil feltehetden kett6, a Cdrl
(Candida drug resistance 1) és Cdr2 vesz részt a rezisztens fenotipus kialakitasaban!4®. A CDR1 delécioja
4-8 nagysagrenddel noveli az azol érzékenységet, mig a CDR2 hidnya kevésbé meghataroz64®. C.
glabrata-ban egy tovabbi transzporter, az Snq2 szintén képes az azol tipusu szerek szallitasara'44. Ezen
transzporter heterolog expresszidja triazol érzékeny S. cerevisiae mutans torzsekben is képes a rezisztens
fenotipus helyreallitasara, ami arra utal, hogy a C. glabrata mellett mas Candida fajokban is szerepe
lehet a citoplazma detoxifikalasaban. Az ABC tipusu efflux pumpék aktivitasat a Tacl (transcriptional
activator of CDR) transzkripcios faktor szabalyozza C. albicans-ban és C. parapsilosis-ban*4’. A protein
transzporterek kifejez0dését. A regulatort kodold génben, a TACL-ben bekdvetkezd funkcidnyeréses
mutaciok a transzporterek konstitutiv kifejez6dését okozzak, ami felgyorsitja a detoxifikaciot!4148, C.
glabrata esetében a Pdrl (Pleitropic Drug Resistance 1) transzkripcios aktivator a Tacl-hez hasonld
elven vesz részt a rezisztencia kialakitasaban49.

Az MFS tipust transzporterek szamos (12-14) transzmembran doménnel rendelkeznek. Esetiikben
a transzport folyamatokhoz sziikséges energiat a plazmamembran két oldala kozott kialakulod
protongradiens kiilonbség adja®. In silico vizsgalatok alapjan a C. albicans genomja 95 MFS tipusa
transzportert kodol. Ebben a fajban ezek koziil minddssze egy, az Mdrl megndvekedett expresszidja
vesz részt bizonyitottan az azol rezisztencia kialakitasaban!®®. A transzportert kodoldé gén (MDR1)
heterolog expresszidja S. cerevisiae-ben is képes a flukonazol rezisztencia el6idézésére'®. Az MSF
transzporterek kifejez6désének szabalyozasat az Mrrl (Multidrug Resistance Regulator 1) transzkripcios
faktorok végzik. Hasonléan a TACl-hez, az MRR1 funkcionyeréses mutacioja is fokozza az azol
rezisztenciat's2, Erdekes modon az MRR1 delécioja nagyobb mértékben csokkenti a kialakult flukonazol
rezisztenciat, mint maganak a transzportert kodolé génnek (MDR1) a delécidja. Ez arra utal, hogy az
Mrrl nem csupan az MDR1, hanem mas azol rezisztenciat kialakito ismeretlen faktorok szabalyozasat is
végzil®,

A pontmutaciok mellett genomi atrendezddések is 0sszefiiggésbe hozhatok az azol rezisztencia
kialakulasaval. Ilyen folyamatok az aneuploidia kialakuldsa, heterozigozitas elvesztése, illetve a
kromoszéma atrendez6dés. C. albicans sejtek azolokkal torténé kezelése abnormalis sejtciklus
szabalyzast eredményezhet, ami a citokinézist kovetden aneuploididhoz vezet!®*. Candida fajokban
foként az 5-6s kromoszoma bal karjanak aneuploidiaja okoz azol rezisztenciat. A rezisztencia kialakulasa
soran létrejovo izokromoszéma a bal kar duplikécidjaval jon létre (i(5L)), igy a rajta talalhatd géneket
megkett6zott kopia szamban tartalmazza. Ezen gének kozott megtalalhatdo az ERG11 és a TACL is,
melyek megnovekedett expresszidja a fentebb leirtaknak megfeleléen képes a rezisztencia

eldidézésére™. A rezisztencia kialakulasa nyomon kovethetd in vivo antimikotikumokkal kezelt
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paciensekbdl szarmaz6 mintavételezéssel. Ezen kisérletek alapjan tudjuk, hogy a bekdvetkezd
szekvenciavaltozasok elsoként heterozigota formaban jelentkeznek, majd a heterozigozitas elvesztésével
alakul ki a homozigota allapot®®1%. A heterozigozitas elvesztése olyan szakaszokat is érinthet, melyek
tartalmazzak a TAC1-et vagy az MRR1-et. A folyamat soran a mutaciot hordozo hiperaktiv allél
heterozigéta allapotbol homozigota allapotba keriil, ami az efflux pumpak fokozottabb kifejez6dését
okozzal*®.

Az alternativ rezisztencia utvonalak kozott azolok esetében szintén kiemelt szerepet tolt be a
Hsp90 hdsokk protein, melynek gatlasa noveli a gombasejtek antibiotikum érzékenységét!s81%°. Az
azolokkal szembeni rezisztenciaban szamos kinaz, illetve kinaz-asszocialt szignalizaciés utvonalak is
részt vesznek. Ilyenek példaul a TOR kinazok (Target of Rapamycin), melyek a sejt metabolikus
folyamatait a kérnyezeti tdpanyagellatashoz hangoljak. Bizonyitott, hogy a TOR szignalizaciés utvonal

gatlasa képes ellensulyozni az Erg3 medidlta azol rezisztencia hatdsat®®0,

Ez alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az azol rezisztencia szamos jol jellemzett genetikai determinansa mellett tobb
komplex szignalizacios folyamat is aktivan részt vesz a fenotipus kialakitasaban.

Candida fajoknal emellett gyakori jelenség, hogy a biofilm képzés esetén a poliszacharid
matrixaba agyazodott gombasejtek ellendllnak az antimikotikum kezelésnek. A fizikai védelem mellett,

a biofilm részét képzo sejtekben szamos azol rezisztencidban szerepet jatszo transzporter proteint kodolod

gén expresszidja is megnovekedik, ami fokozott efflux aktivitasra utal16.162

3.4.2.5. A triazol rezisztencia C. auris esetén

Jelenlegi ismereteink alapjan C. auris esetén a szterol bioszintézisben résztvevé enzimeket kodold
gének kopia szam valtozdsa, a benniik bekdvetkezé pontmutaciok, valamint egyes efflux pumpak
megvaltozott expresszioja vezethet triazol rezisztenciahoz.

Az ERG11-ben bekovetkezd aminosav szubsztituciok helye klad-specifikus. Az F126T a dél-
afrikai, az Y132F a dél-amerikai mig az Y132F vagy K143R szubsztitucié kialakulasa a dél-azsiai
kladhoz kothetd®. Bar ezen mutaciok C. albicans-ban bizonyitottan részt vesznek a triazol rezisztencia
kialakitasaban, C. auris esetében a mutaciot hordozé klinikai izolatumok egy része érzékeny marad
flukonazol kezelésre!63164. Az ERG11 génben mesterségesen (CRISPR/Cas9) létrehozott szubsztitiiciok
(VF125AL, Y132F és K143R) C. auris-ban bar csokkentették a flukonazol érzékenységet (8-16 pg/ml),
de nem okoztak teljes értékii rezisztenciat (a vizsgalt torzsek nem érték el a rezisztencia hatarértékét).
Ez arra utal, hogy a triazol rezisztencia kialakuldsa tobb tényezés folyamat eredménye?®S. Erdekes
megfigyelés tovabba, hogy az ERG11 kdpia szamanak ancuploidira visszavezetheté ndvekedése foként
a klad IlI-ba sorolhato rezisztens izolatumokra jellemz6, ami klad specifikus mechanizmusok jelenlétére

utales.
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A flukonazol rezisztens C. auris torzsekben szintén gyakori az efflux pumpak fokozottabb
kifejez6dése. Ezen mechanizmus jelent6ségére utal, hogy rezisztens izolatumok esetében, a CDR1
delécidjanak hatasara a flukonazol MIC értékek akar 64 nagysagrenddel is csokkenhetnek®®’. A C. auris
genomja in silico elemzések szerint 68 olyan transzkripcios faktort kodol, melyek potencialisan részt
vehetnek az efflux pumpéak expresszidjanak szabalyozasaban. Ezek k6zott megtalalhatoak a CaTAC1L és
a CaMMRL1 ortologjai is. A TAC1B genombol torténé eltavolitasa flukonazollal, illetve vorikonazollal
szemben is rezisztenciat idéz eld a klad III-ba és klad IV-be sorolhatd izolatumokban®, In vitro
mikroevolucios kisérletek tovabba arra is ramutattak, hogy a TAC1B-t érint6 aminosav szubsztitiiciok
(F214S és R495G) mar kozvetlenil a flukonazol kezelést kovetden detektalhatok és a CDR1
megndvekedett expresszidjat okozzak!®,

Feltételezhetd, hogy az MFS transzportereknek, illetve az ezek szabalyozasat végzo transzkripcios
faktoroknak kiilonleges szerepe van a klad I11-ba sorolhat6 C. auris izolatumokban, mivel ezek majdnem
minden esetben mutaciot hordoznak MRR1 (N647T) génjiikben. Az aminosav szubsztitiiciot tartalmazo
torzsek MDR1 expresszidja magasabb, mint a mas kladba sorolhat6 rezisztens izolatumoké!®. Ezzel
szemben az MDR1 delécioja sem a klad I sem a klad IV-be sorolt izolatumokban nem okozza a
flukonazol tolerancia szignifikans valtozasat'’®. Ez azt feltételezi, hogy az egyes kladok esetében a
rezisztencia mechanizmusok nem univerzalisak és nagy foku valtozatossagot mutathatnak.

C. auris esetében a biofilm képzéshez kothetd rezisztencia mechanizmust 2018-ban Kean és
munkatarsai jellemezték részletesebben. Eredményeik szerint a biofilm képzés késébbi stadiumaiban

olyan gének megnovekedett aktivitasa figyelhet6 meg, melyek az Rdc3, Sng2, Cdrl, Yhd3 ABC- tipusu,

rrrrr

3.4.3. Echinocandinok

Az echinocandinok nagymeéretii, félszintetikus, ciklikus hexapeptid molekulak, melyek az UDP-
gliikoz J3-(1,3)-0-gliikan-13(3)-0-gliikoziltranszferaz (hétkoznapi nevén: 1,3-B-D gliikén szintaz) nem-
kompetitiv gatloi. A célenzim korlatozott miikodése az 1,3- B-D-gliikkdn mennyiségének csokkenését
okozza a gomba sejtfalaban'’?'73, Ez a rigiditds csokkentésén keresztiil destabilizalja a sejtfal
integritisat, amely igy érzékennyé valik az ozmotikus nyomasral’®. Mivel a folyamat a sejtek
novekedését és osztodasat nem csak gatolja, hanem aktivan elpusztitja 6ket, ezért az echinocandinokat
fungicid szerként tartjuk szdmon'’. Emellett tovabbi eldnyiik, hogy a gombasejt olyan strukturélis
elemére — a sejtfalra- fejtik ki hatasukat, amelynek a human sejtben nincs megfeleldje, ami szelektiv
kezelést tesz lehetvél’™. Bar szisztémas candidiasis esetében tobb forras is az echinocandinokat nevezi
meg, mint az elsdvonalbeli antimikotikumokat, azonban felhasznalhatésaguk bizonyos helyzetekben
korlatozott'’®. Nagy molekulasilyuk miatt oralis adagolasuk nem megoldhato, illetve a kdzponti

idegrendszerbe is csak korlatozott hatékonysaggal képesek bejutnil’,

22



Az FDA (amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal) harom echinocandin tipusu
szert engedélyez gombas fertézések kezelésére. Ezek koziil eldszor 2001-ben a caspofungint, 2005-ben
a mikafungint, majd 2006-ban az anidulafungint vezették be'”. Ezen antimikotikumok magas aruk miatt
kevésbé elterjedtek a fejletlen, illetve fejlodé orszagok egészségiigyi intézményeiben. Egyes
tanulmanyok azonban ravilagitanak, hogy mivel nem valtanak ki mellékhatasokat és ritkan alakul ki
elleniik a kezelés soran rezisztencia, alkalmazasuk a poliénekkel vagy azolokkal 6sszehasonlitva minden

szempontbol kedvezébb’,

3.4.3.1. Mikafungin

A mikafungin szerkezete a korabban bevezetett caspofunginhoz nagyon hasonlo, de egy tovabbi
N-acil zsirsavlanccal rendelkezik, ami fokozza kotédési affinitasat a célenzimhez!’®, Ez a specificitas
tovabb noveli a kezelés sikerességének lehetdségét. A mikafungin aktivitasat bizonyitja, hogy mar révid
egy terapias dozis hatasara is jelentds morfologiai valtozason mennek keresztiil: megduzzadnak,

szabalytalan alakot vesznek fel, illetve sejtfaluk elvékonyodik!?.

3.4.3.2. Echinocandin rezisztencia

Annak ellenére, hogy az echinocandin tipust antifungalis szerek vannak a legrovidebb ideje
forgalomban, szamos Candida fajban megfigyeltek mar veliik szemben kialakulo rezisztenci4t®:163.180.181,
Az echinocandin rezisztencia kialakulasanak genetikai hattere rendkiviil univerzalis a Candida
nemzetségen beliil. A fenotipus ezekben a fajokban az FKS génekben bekovetkezett mutaciokhoz
kothet6 (3. abra). C. albicans esetében az aminosav szubsztiticiok jellemzéen két mutacios forropont
(HS1, HS2) helyére térképezddnek!63182183 Egy nemrégiben késziilt tanulmany egy tovabbi HS régiot
(HS3) is sszefliggésbe hozott a rezisztencia kialakulasaval, de ennek szerepe még nem bizonyitott!84,
C. albicans klinikai izolatumok vizsgalata alapjan a leggyakrabban el6fordulé aminosav csere az FKS1
HS|1 régidjaban elhelyezkedd 645-6s pozicioban talalhatd szerint (S645) érinti*?”183, Az FKS2 és FKS3
szerepe a C. albicans echinocandin rezisztencidjaban kevésbé ismert, de deléciojuk az FKS1
megnovekedett expresszidjat, illetve fokozottabb echinocandin toleranciat okoz'®. C. glabrata esetén az
kothett83.188,

Altalanossagban elmondhatd, hogy a Candida nemzetségbe sorolhaté fajok jol reagalnak az
echinocandin kezelésre, azonban a C. parapsilosis (C. parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis
és Candida metapsilosis'®’) komplex esetében a tobbi fajjal Gsszevetve magasabb MIC értékek
jellemz6ek®, Ennek oka, hogy ezen fajok az FKS1 génnek egy polimorf formajat hordozzék, ahol a

660-as pozicioban talalhatdé rendkiviil konzervalt prolin helyét alanin vette at. A glilkan szintaz
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gatlasanak kinetikai vizsgalata ramutatott, hogy a C. parapsilosis eredetli enzim 1-2 nagysagrenddel
kevésbé érzékeny az echinocandinok jelenlétére, mint a C. albicans eredetli normal struktiraju enzim.
Emellett a fenotipusért felelés aminosav csere létrehozasa C. albicans, C. glabrata valamint S. cerevisiae
torzsekben is az echinocandin MIC érték novekedését okoztalss.

Az FKS1 génben bekovetkez6 aminosav szubsztiticiok a B-gliikan szintaz enzim aktivitasat
csokkentik, ami a sejtfal Osszetételének modosulasat okozza®®1®°, A mutaciot hordozod gombasejtek igy
rendszerint érzékenyebbek bizonyos kornyezeti tényezokkel szemben!®®192 Ennek kovetkeztében a
rezisztens torzsek életképesség tekintetében alulmuljadk vad tipusu megfeleldiket, ami feltehetoleg
magyarazatot ad arra, hogy miért nem jellemz6 a terapiara nem reagalo izolatumok kozvetlen terjedése
az egészségligyben'®. A sejtfal megvaltozott dsszetételét — legyen annak oka akar az echinocandin
kezelés, akar a rezisztencia kialakulasa soran mutalddott FKS1 méodosult aktivitisa — Candida fajokban
tobb kompenzalo folyamat is ellensulyozhatja. A B-glikdn mennyiségének csokkenése transzmembran
proteineken keresztiil a Rhol GTPaz aktivaciojat idézi eld. A Rhol altal szabalyozott Pkcl (Protein kinaz
O), illetve B-1,3-gliikan szintaz alegységek aktivacidja a sejtfal karosodast kompenzalo szignalizacios
halézatok miikodésbe 1épését katalizalja. Ezen folyamatok eredményeként amellett, hogy a sejtek
nagyobb mennyiségii kitint szintetizalnak, a sejtfalukat alkotd egyéb poliszacharidok kompenzacios
atrendez6dése is megkezdddik!®. A kitin szintéziséért, és ennek eredményeként a sejtfal integritdsanak
megorzéséért a PKC szignaltranszdukcios utvonal mellett két tovabbi halozat, a HOG (High-osmolarity
glycerol), illetve a Ca?*-kalcineurin utvonal is felel6s'®. A stresszvalaszban szerepet jatszo
szignalizacids Utvonalak aktivacidja echinocandin kezelés esetén tolerancidt idézhet eld az antifungalis
szerrel szemben, ami a rezisztencia kialakulasahoz vezeté folyamat koztes szakasza lehet!?°.

A poliénekhez és azolokhoz hasonléan az echinocandinokkal szemben kialakul6 rezisztencidban
is szerepe van a Hsp90 hdsokk fehérjéknek. Ezt bizonyitja, hogy mind a protein farmakologiai, mind
genetikai gatlasa C. albicans és C. glabrata esetében is megnéveli az echinocandinokkal szembeni
érzékenységet. A Hsp90 echinocandin rezisztencidban betdltott szerepét feltehetéen a PKC
szignalizacios utvonal komponensei és a kalcineurin stabilizalasan keresztiil fejti kit%,

Egyes esetekben a gombasejtek plazmamembranjanak Osszetétele is kihathat az
echinocandinokkal szembeni toleranciara. Healey és munkatarsai C. glabrata laboratoriumi torzseket és
klinikai izolatumokat vizsgaltak. Megfigyeléseik szerint a szfingolipid bioszintézisben bekovetkezd
valtozasok caspofunginnal szemben rezisztens, de mikafungin kezelésre hiperérzékeny C. glabrata
torzseket eredményeznek. Ennek feltételezhetd oka, hogy a mddosult szfingolipid Osszetétel ellentétes

hatéssal van a két vizsgalt echinocandin és célenzim (Fks1) kozotti interakcidral®®197,
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3.4.3.3. Az echinocandin rezisztencia C. auris esetén

C. auris esetében is az FKS1 mutacidja alakitja ki az echinocandin rezisztenciat. Az HS1 639-es
klinikai izolatumokban®3170, Bar kisebb gyakorisaggal, de egyéb tovabbi aminosav cserék is
el6fordulhatnak echinocandin rezisztens torzsekben. Ezek koziil a D642Y, S639T, F635L/Y és a F635*
a HS1-re, mig az R1354S/H a HS2-re térképez6dik!’%1%, Ezen muticidk echinocandin rezisztenciaban
bet6ltott szerepe azonban még nem nyert kisérletes bizonyitast. In vitro mikroevolacidval létrehozott
caspofungin rezisztens torzsek analizise az FKS1-ben bekovetkezd aminosaveserék mellett ERG3
mutacid kialakulasdhoz is vezetett, mely a flukonazollal szembeni rezisztenciat okozott. Ez azt jelenti,
hogy C. auris esetében echinocandin kezelés hatasara akar specifikus szelekcios nyomas nélkil is
kialakulhat triazol keresztrezisztencial®.

Erdekes megfigyelés, hogy echinocandin rezisztens torzseket olyan paciensekbél is izolaltak mar
a multban, akik nem részesiiltek korabban echinocandin kezelésben. Ez alapjan arra kdvetkeztethetiink,
hogy a klinikai jelentéségii Candida fajokkal ellentétben, C. auris térzsek esetében a szerzett rezisztencia
nem jar olyan mértékl fitnesz veszteséggel ami csokkentené a patogén fert6zOképességét, igy a

rezisztens torzsek szabadon képesek terjedni a betegpopulacioban!®®.

3.5. A C. auris részletes jellemzése
3.5.1. A C. auris stressztoleranciajanak jellegzetességei

A C. auris térhoditasanak megértéséhez fontos megvizsgalni azt, hogy a patogén milyen
kornyezeti koriilmények kozott életképes. Heaney €s munkatarsai 2019-ben 17 kiilonbozé C. auris
izolatum stressztiiré képességét hasonlitottak 6ssze a Candida nemzetség szamos klinikailag relevans
képvisel6jével. Munkajuk alapjan a C. auris a tobbi Candida fajhoz hasonléan toleralja a kiilénb6zé
kornyezeti kihivasokat, mint az oxidativ stressz, sostressz vagy a sejtfal kdrositdo agensek. Emellett a
vizsgalt C. auris izolatumok a C. albicans-hoz képest érzékenyebbek voltak az alacsony pH-ra (pH2),
viszont jobban toleraltak a lagos koriilményeket (pH13). Ez az eredmény Osszefliggésbe hozhatd azzal
amegfigyeléssel, hogy a C. auris nem képes a gasztrointesztinalis traktus kolonizacidjara'®®-2°1, A magas
pH-n tapasztalt életképesség, valamint a C. auris-ra jellemz6 termotolerancia tovabba feltételezhetden
hozzajarul a mikroba koérhazi kornyezetben tapasztalhato terjedéséhez, mivel ezek a koriilmények részei
az egészségligyi fertOtlenitési protokollnak?*1%, Ezenfeliil a szerzOk arra is ramutattak, hogy a C. auris
kornyezeti terjedését nagy mértékben megkonnyiti, hogy milanyag feliileten megtapadva nedvesség,
valamint tdpanyag hidnydban akar 12 napig is életképes marad®*. Ez a tulajdonsag a Candida
nemzetségen beliil mind6éssze a C. parapsilosis-ra jellemz6, mely a C. auris-hoz hasonldan szintén

gyakran terjed egészségiigyi intézményeken beliil, nozokomialis jarvanyokat kialakitva%5202203, A magas
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homérseéklettel, illetve a sos kornyezettel szembeni tolerancia magyarazattal szolgal arra a megfigyelésre
is, hogy a bor kolonizalasa soran a C. auris a honalj, valamint az agyék koriili tertileteket kedveli?®.

A C. auris nagyfoku tiirdképessége Osszefliggésbe hozhatdé a stressz valaszokhoz kothetd
szignalizacids Utvonalak, mint a HOGI1 (mitogén-aktivalt protein kindz) vagy PKA (protein kinaz A)
fokozott aktivacidjaval?®>2%". Emellett a kornyezethez vald hatékony adaptacioban feltehetbleg szerepet
jatszhatnak kiterjedt genomi valtozasok is, mint a kromoszéma szintli atrendez6dések, aneuploidia €s
poliploidia, melyek a genomi diverzitis mozgatorug6i®®®21%. A genom strukturalis valtozasai a mitozis
vagy meiozis soran bekdvetkezett hibdk, illetve paraszexualis reprodukcid soran is eléfordulhatnak.
Bravo Ruiz és munkatarsai 2019-es munkajuk soran 26 C. auris izolatum kariotipus vizsgalatat végezték
el. Eredményeik arra utalnak, hogy a C. auris izolatumok, kladtél fiiggetleniil, mind kromoszémaszam,
mind kromoszoma méret tekintetében rendkiviili valtozatossagot mutatnak. Emellett megfigyelték, hogy
hostressz  hatdsara az izolatumok kromoszoéma szama anélkiill csokken, hogy veszitenének
életképességiikbdl?t. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy C. auris esetében a genomi struktira
drasztikus valtozasa drasztikus fitnesz veszteség nélkiill nyujt lehetdséget a kedvezotlen kiilsé
tényezOkhdz vald adaptaciora. Emellett érdemes azt is kiemelni, hogy ezen atfogd valtozasok szamos
jarulékos hatassal is birhatnak, mint példaul fokozott sejtciklus, vagy csokkent érzékenység az

antimikotikumokkal szemben?1,

3.5.2. C. auris sejtfal struktaraja

A gombasejtek az allati eredetli sejtekkel ellentétben sejtfallal rendelkeznek. Ez a dinamikusan
fenntartasaban, illetve patogenitiasaban®'?. A sejtfal komplexitasat jol szemlélteti, hogy a S. cerevisiae
genomjanak csaknem egy-0todét a sejtfal bioszintézisében szerepet jatszo gének teszik ki?3214, A
gombasejt fiziologia tulajdonsagainak meghatarozasa mellett fert6zés esetén a sejtfal jelenti az elso
lehetséges érintkezési pontot a gazdaszervezet immunsejtjeivel, igy kiemelt immunmodulalé hatassal is
bir212.215216

Strukturajat tekintve a sejtfal két nagy egységre bonthatd: a vazra és a matrix komponensekre (4A
abra). Az evolucidsan konzervalt felépitési vaz vagy belso réteg, a plazmamembran kdzvetlen kdzelében
helyezkedik el és kitin, B-(1,3)-gliikkan, valamint B-(1,6)-glikkan alkotja?'2216217 Ezt a struktarat kiviilrol
glikolizalt proteineket tartalmazo matrix fedi, melynek Osszetétele fajonként jelentSsen eltérhet?!?218,
Saccharomyces és Candida fajok esetében a sejtfal kiils6 rétegének f6 alkotéelemei er6sen mannozilalt
glikoproteinek. A sejtfalba agyazodo fehérjékhez a mannan alegységek kétféle moédon kapcsolodhatnak.
N-mannozilaci6 esetén az a-(1,2)- és a-(1,3)- mannan oldallancokkal erdteljesen kiegészitett linearis a-

(1,6) mannan gerinc a proteinben talalhatd aszparaginsav amino-csoportjahoz kapcsolodik. O-
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mannozildcié soran az a-kapcsolt manndz alegységek rovid lancot alkotva a protein szerin/treonin

aminosavaihoz k6t6dnek 12216,
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Egyes humanpatogén gombakra (C. albicans, C. glabrata, C. auris) jellemz6, hogy sejtfalukban,
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A C. auris sejtfalanak felépitése transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalat alapjan
nagymérték(i hasonlosagot mutat a Candida nemzetség tobbi képvisel6jéhez??3. A sejtfal részletesebb
vizsgalata azonban szamos strukturalis elem szerkezeti eltérését fedte fel. A C. auris eredetii f-gliikkan
egyes oldallancai jellegzetesen rovidnek bizonyultak és a kozottik mért tavolsag nagyobb volt a C.
albicans B-gliikanjanal tapasztalthoz képest, ami lazabb struktarat feltételez. A mannanok szerkezeti
vizsgalata soran a két faj kozott fokozottabb kiilonbség volt tapasztalhaté, mely izolatumonként is
eltérést mutatott (4B abra). C. auris eredeti N-kapcsolt mannanok a korabban emlitett oldallancok
mellett egyedi o-1,2-manndz-foszfat ledgazasokat tartalmaztak. Emellett a C. auris mannan
polimerjeinek molekularis tomege is szignifikansan alacsonyabb (~10x10® Da) a C. albicans-hoz
viszonyitva (500x10° Da)?'®. Gombafertézés esetén sejtfelszini elhelyezkedésiikb6l adodoan a
mannanok, illetve a mannoproteinek jelentik az elsé lehetséges kapcsolddasi pontot a gombasejt és a
gazdaszervezet immunsejtjei kozott, igy ez az eltérés feltehetdleg szignifikans hatassal lehet a C. auris

immunrendszer altali felismerésére?16.

3.5.3. Plazmamembran felépitése és az ergoszterol bioszintézis itvonal

A plazmamembran minden ecukariota sejt szdmara esszencialis sejtalkotd. Amellett, hogy
elvalasztja a sejtet a kornyezettdl, transzportfolyamatok révén kapcsolatot is biztosit vele??*. A gomba
sejtek plazmamembranja kettos foszfolipid rétegbdl all, melybe proteinek, illetve szterol szarmazékok
agyazddnak. Az egyes komponensek lipid raftoknak nevezett funkciondlisan eltéré mikrodoméneket
alkotnak, melyek a membran tobbi részéhez viszonyitva nagyobb koncentracioban tartalmaznak telitett
zsirsavakat és szterolokat?®>??®, Eukariota sejtekben a szterol bioszintézis utvonalak rendkiviil
konzervaltak. Mind az eml0s sejtekre jellemzd koleszterol, mind a gomba sejtekben talalhat6 ergoszterol
ugyanazokon az intermediereken keresztiil, de eltérd enzimek segitségével szintetizalodik??’. Funkciojuk
IS megegyezik: szerepet jatszanak a membran fluiditasanak és permeabilitasanak szabalyozasaban,
illetve integritasanak biztositasaban??4228, A szterol szarmazékok de novo bioszintézise harom modulra
oszthatd. Az egyes reakciok katalizalasaban 30 enzim vesz részt, melyek az ERG gének altal kodoltak.
Az elsé modul a mevalonat-, a masodik a fernezil pirofoszfat-, a harmadik pedig az ergoszterol
bioszintézisét foglalja magaba??°2?%, A bioszintézis utvonal elsé két moduljat érinté mutciok letalisak a
sejtre nézve, mivel tobb, a sejt metabolizmus szempontjabol esszencidlis termék képzodését
indukaljak?3. Az utolsé modul 1épéseit katalizald enzimek azonban hordozhatnak mutaciokat.

Az els6 két modul soran szintetizalddo lanoszterolbol demetilacios (Ergl1), redukcids (Erg24) és
deszaturacios (Erg27) 1épéseken keresztiil, Gsszetett folyamat soran zimoszterol képzddik. Ezt a C-24
metiltranszferdz (Erg6) fekoszterolld, majd a C-8 izomeraz (Erg2) episzterolla alakitja. A keletkezett
episzterolbol deszaturacios és redukcios lépéseken keresztiil az Erg3, Erg5 és Erg4 altal katalizalt

reakciok hozzak létre az ergoszterolt (5. abra)?®2,
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eredményezi (5. abra). Az igy létrejovo obtuszifoliol tobb 1épésben 14a-metilfekoszterolla alakul,
melybdl az Erg3 altal katalizalt reakcié soran 14a-metilergoszta-dién-diol képzédik. Ez az szterol

melléktermék a plazmamembranba beépiilve fungisztatikus hatést fejt ki a gombasejtre?®2.
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Az ERG génekben bekovetkez6 mutaciok hatasara ergoszterol hianyaban a sejtek membranjanak
fluiditasa megnd, ami a diffuzids koefficiens ndvekedését okozza. Ennek eredményeként a sejtek
kornyezetében jelenlévo vegyiiletek nagyobb hatékonysaggal jutnak be passziv diffuzioval a
citoplazméaba. A plazmamembran szterol egyensulyanak felbomlasa tehat jellemzéen noveli a

gombasejtek érzékenységét a kiilsé behatasokkal szemben?34.

3.5.4. A C. auris multi-omikai jellemzése

A patogén gombak miikodésének megértéséhez fontos, hogy a sejteket komplex egységként
kezeljiikk. Ehhez egyes életfolyamataik 6nallo feltérképezésére van sziikség, majd ezen adatok
integralasara. Az ilyen jellegli vizsgalatokhoz szolgal alapként a multi-omikai megkozelités, mellyel
bdvebb informaciot nyerhetiink tobbek kozott az antifungalis rezisztencia kialakulasarol, valamint a

gomba virulenciajahoz kothetd jellegzetességekrdl, melyek megértése C. auris esetén kiemelten fontos.
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3.5.4.1. Lipidomikai valtozasok szerepe az antifungalis rezisztenciaban

A gombasejtek plazmamembranjanak fiziologiai tulajdonsagait a szterolokon kiviil, tovabbi de
novo szintetizalodo, valamint exogén eredetli lipidek is befolyasoljak?3-2%, Ezek olyan folyamatokat
hataroznak meg, mint a membranba agyazott transzporterek aktivitasa, vagy az ATPaz aktivitas?3"2%8,
Emlés sejt eredetti ABC tipusu efflux pumpakon végzett in vitro kisérletek alapjan az optimalis ATPaz
aktivitas biztositasahoz kiemelten fontos a transzporter kozvetlen kdrnyezetében talalhato foszfolipidek
Osszetétele?®"?*°, Az efflux folyamatok és az optimalis lipid Osszetétel kapcsolatat tovabb erdsiti, hogy
bizonyos ABC tipust transzporterek (C. albicans esetében a Cdrl) flippaz aktivitasuknak kdszonhetden
képesek a foszfolipidek mozgatasara a plazmamembran két oldala kozott. Az efflux pumpak
expresszidjanak megvaltozasa igy a foszfolipidek egyensulyanak modosulasédhoz vezet?*,

Antifungalis szerekkel szemben érzékeny (MMC-2) és flukonazolra és caspofunginra nézve
rezisztens (MMC-1) C. auris izolatumok Osszehasonlitisa alapjan az érzékeny torzsben magasabb
foszfatidilkolin koncentracio, illetve a paratlan szénatom szammal rendelkezé zsirsavlancok tilsulya
jellemz624L. Ezzel szemben a rezisztens torzsben a kardiolipinek, a C18:3 lipidek és C16:1 glicerolipidek
aranyanak szignifikans csokkenése figyelhetd meg. Az analizisek alapjan az MMC-1 sejtek
lizofoszfolipid tartalma is megndvekedett, ami feltehetéleg fokozott foszfolipaz enzim aktivitassal fiigg
Ossze. Emellett ebben a torzsben a egyes szfingolipidek, mint a ceramidok, hexoceramidok és
inozitolfoszfoceramidok megnovekedett mennyiségét is leirtak?*!. A szfingolipidek hangsulyosabb
megjelenése feltehetdleg kozvetlen 0sszefiigg az antifunglis rezisztencia kialakulasaval, mivel ezek a
lipidek szerves részét képezik az efflux pumpakat magukba foglalé6 membran mikrodoméneknek?*. A
szfingolipidek C. auris-ban betoltott lehetséges rezisztencia modulald szerepét tovabb erdsitik Kumar és
munkatarsai megfigyelései, akik rezisztens C. auris izolatumokat vizsgalva szintén a szfingolipidek

megndvekedett jelenlétét tapasztaltak?42,

3.5.4.2. A C. auris genomikai sajatossagai

A C. auris haploid mikroorganizmus, genomjanak mérete 12,1 és 12,7 Mb kozott mozog. A
fehérjét kodold gének szama a t6bbi Candida fajhoz hasonloan 5288 és 5601 kozé teheté?’. Pulzalo
mezejii gélelektroforézissel (PFGE) elvégzett kisérletek alapjan ezek a gének 5-7 kromoszoman
helyezkednek el*8211243 A tobbi kladdal osszevetve a klad II izolatumainak genomjéban kiterjedt
szekvencia atrendezOdések talalhatoak: 2 inverzids és 9 transzlokdcidos kromoszoma szakasz is
azonositasra Keriilt, ami jelent6sen eltérd kariotipust eredményez®. A genomi diverzitas feltételezhetd
oka ezen torzsek esetében, hogy funkcidvesztéses mutaciot hordoznak a DCC1 génjiikben®. Ezen gén
homologjanak csokkent funkcidja S. cerevisiae-ben bizonyitottan a genom instabilitasdhoz vezet. C.
auris esetében ez a jellegzetesség 6sszefiigghet a genom plaszticitdsaval, ami hozzajarul a kdrnyezethez

valo kiemelkedd alkalmazkodo képességhez?44.
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A C. auris genom szekvencidjanak korai vizsgalatai ramutattak, hogy a genom 42%-at hidrolaz
tipusu enzimeket (szekretalt aszpartil proteaz, szekretalt lipaz) kodold gének teszik ki, melyek foként a
gomba invazids képességében jatszanak szerepet?®. Az izolatumok széleskorii vizsgalata arra utal, hogy
a C. auris a C. albicans-hoz hasonlo virulencia faktorokkal rendelkezik. Az 6sszehasonlito elemzések
szamos ion-, aminosav-, és oligopeptid transzporter; adhezin; illetve mannozil transzferaz kodold
szakaszanak azonositasat tették lehetdvé?®. Az izolatumok jellemzése soran megfigyelt rendhagyd
fonalas novekedés genetikai determinansai ez iddig ismeretlenek, minddssze az bizonyitott, hogy ebben
a fajban nem talalhatoak meg olyan klasszikusan hifa tipusi névekedéssel kapcsolatba hozhaté gének,
mint a candidalizin kodolasaért felelés ECE1, valamint a hifa sejtfal asszocialt HWP127245,

A torzsek szekvencia analizise a rendszeresen kialakuld antifungalis rezisztencia megértésében is
tampontként szolgalhat. Az azolokkal szembeni csokkent érzékenység példaul egyes izolatumokban
Osszefliggésbe hozhatd az antimikotikum célmolekuldjat kodold gén, az ERG11 megndvekedett
kopiaszamaval. A megnovekedett enzimaktivitds ezekben a torzsekben flukonazol rezisztenciat
eredményez?’. Egy masik klasszikus rezisztencia mechanizmus jelentGségét feltételezi a C. auris-ban
azonositott transzporter fehérjéket kodold gének mennyisége. A C. auris genomja egy Cdr1/Cdr2/Cdr1l
transzporterhez, két Cdrd transzporterhez és két Snq2 transzporterhez kothetd gént tartalmaz, illetve
egyes izolatumok (B11221) tovabbi masolatot tartalmaznak az SNQ2 gén ortologjabol?’. Emellett az
oligopeptid traszporterek mennyisége is szignifikansan magasabb tobb Candida fajjal 6sszehasonlitva.
Ezen transzporterek feltehetéleg szerepet jatszanak a triazol kezelésre létrejové oxidalt glutation

szarmazékok citoplazmabol torténd elszallitisaban, igy védve a sejtet az oxidativ karosodasto1?7:246,

3.5.4.3. Antifungalis szerekkel torténo kezeléshez kotheté metabolomikai valtozasok

C. albicans esetében flukonazol kezelés hatasara a glilkoz anyagcsere négy kiemelt kdzponti
novekedése figyelhetd meg a sejtekben?*’. A rezisztenciaban betoltott szerepiik mellett ezen metabolitok
igazoltan szerepet jatszanak a Candida fajok patogenitasaban is, ami arra utal, hogy ez a két tulajdonsag
a sejt metabolikus folyamatainak szintjén is kapcsolatban all egymassal?*®24, A legjelentdsebb
valtozasokat mutaté metabolitok koziil az a-ketoglutarat a citromsavciklus, mig a riboz-5-foszfat a
pentoz-foszfat titvonal kulcsfontossagu intermediere. Az a-ketoglutarat felhalmozodasa feltehetdleg
Osszefligg a sejt morfologia valtasaval, mivel a szintéziséért felelds enzim kifejez6dését a fonalas
novekedést szabalyozo transzkripcids faktor, az Efgl represszalja4®2%,

Olyan aminosavak mennyisége, mint a glicin, triptofan és aszparagin szignifikdns csokkenést
mutat flukonazol kezelést kovetden. A C. albicans anyagcseréjében a glicin a cisztein prekurzora, ami a

hatassal van a gomba életképességére antifungalis szerek jelenlétében?-2%3, A flukonazol kezelés soran
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tapasztalt glicin koncentracio csokkenés aldtdmasztja, hogy az azolok az glutation szintézisének
kozvetett gatlasan keresztiil intracellularis oxidativ stresszt is kivaltanak?%4,

C. albicans-al dsszevetve C. auris esetében a glikolizis/glikoneogenezis metabolikus Gtvonalak
alulmilikdése, illetve a citromsavciklus aktivitasanak fokozddasa tapasztalhato?4L.
3.6. A gomba patogének immunsejtek altali felismerése

Mikrobafert6zések esetében az immunvalasz aktivalodasahoz vezetd elsG 1épés a patogén
felismerése, mely receptor-ligand kdlesonhatasokon alapul®®®. Candida fert6zés esetén a gazdaszervezet
immunsejtjein expresszalt mintdzatfelismerd receptorok (PRR) a gomba sejtfalanak komponenseit

patogén asszocialt molekularis mintazatként (PAMP) ismerik fel (6. abra)?®.
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(Netea és munkatarsai alapjan)?>’

A szervezet immunvalaszanak elsé védelmi vonalat a vérben keringd monocitak és neutrofil
granulocitdk adjak. A monocitdk felsziniikon Toll-szerti receptorokat (TLR), illetve C-tipusu lektin
receptorokat (CLR) hordoznak, melyeknek a mikroba eredetii sejtfal komponensek (mannan, B-gliikan)
a ligandjaik. A neutrofil granulocitak ezzel szemben kisebb mértékben expresszalnak TLR receptorokat,
de a komplement receptor 3 (CR3), illetve az FCy receptor kifejezése fokozottan jellemzd rajuk. A
dendritikus sejtek szintén nagy szamban rendelkeznek mintazatfelismerd receptorokkal. Ezen sejttipus a

makrofagokkal kiegésziilve antigénprezentaldé funkciojanak segitségével Osszekottetést biztosit a
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természetes €s az adaptiv immunvalasz kozott. Fertdzés esetén szamos PRR egyidejii aktivacidja felelds
a komplex immunvalasz kialakitasaért?®,

A gomba sejtfalban megtalalhatd B-glikan a CR3-hoz, illetve a dectin 1 receptorhoz vald
kapcsolodas utjan vélthat ki immunvalaszt?162%8, A receptor-ligand kapcsolat kialakulasa Syk-CARD9
(Spleen Tyrosine Kinase-caspase Recruitment Domain Protein 9) utvonalon keresztiil NF-«xB
aktivaciohoz vezet, ami szamos protektiv citokin és kemokin, tobbek kozt az IL-2, IL-6, IL-10, IL-17

rrrrr 259,260

Korai hipotézisek szerint a kitin polimerek beagyazott elhelyezkedésiik miatt nem Iépnek
kozvetlen interakcioba az immunsejtekkel, igy nem vesznek részt az immunrendszer aktivalasaban.
Ennek azonban ellentmond, hogy a B-gliikkan felismerésében szerepet jatszo dectin-1, gomba eredetii
kitin kezelés hatasara Syk fliggd modon képes IL-10 expressziot indukalni?!, A polimer immunmodulald
szerepére utal tovabba, hogy koncentracio fliggd modon képes gyulladasos vagy anti-inflammatérikus
immunvalasz kivaltasara is. Ma mar tudjuk, hogy a gombak altal aktivan a kornyezetbe juttatott, illetve
a sejtek pusztulasa soran kis mennyiségben felszabaduld kitin oligoszacharidokat a NOD2 és TLR9
PRR-ek képesek ligandként felismerni. A kapcsoldodd szignalizacios utvonalak aktivacidja csillapitja a
gyulladésos folyamatok hatasat és fenntartja az immunrendszer homeosztazisat. Ezzel szemben fertdzés
soran a patogénnel gazdaszervezetbe jutott nagy mennyiségli sejtfal eredetii kitin a dectin-1 és TLR2
receptorokon keresztiil gyulladasos valaszt indukal??,

Mivel a Candida fajok sejtfalanak kiilsé rétegét mannoproteinek alkotjak, igy a mannoz
alegységek szerepe kiemelt az immunrendszer aktivaciojaban?63264, Az els6 jellemzett mannan felismerd
receptorok a C-tipusa lektinek csoportjaba tartoz6 mannédz receptorok (MR)?°. Tisztitott sejtfal
struktirakkal végzett in vitro kutatasok alapjan az MR-ek szelektiv moédon az N-kapcsolt mannan
felismerésére képesek, mig a linearis O-kapcsolt mannan felismerését a TLR4 receptor végzi?®62¢7. Ezek
mellett a gomba eredetli manndz felismerésében a dectin-2, illetve a dendritikus sejtek felszinén talalhato
DC-SIGN is szerepet jatszik?68,

A C. albicans és C. auris immunsejtekkel valo interakcidjanak vizsgalata arra utal, hogy mig a C.
albicans felismerésében foként a B-gliikan jatszik kozponti szerepet, addig a C. auris fertézés esetén
inkdbb mannan szerepe dominal?’®. Ezen faj esetében a mannoz bioszintézisének gatlasa szignifikansan
noveli a sejtek neutrofilek altali fagocitdzisat. Ezek alapjan feltételezhet, hogy a C. auris sejtekre
jellemz6 kiilonleges manndz struktira erdsen maszkolja a sejtek felszinét, ami csokkenti a felismerés,
illetve az eliminacio hatékonysagat??®. Ezzel feltehetdleg 0sszefligg az a hisztopatoldgiai megfigyelés,
mely szerint C. auris fertézést kdvetéen a gombasejtek hosszi ideig képesek a gazdaszervezetben
észrevétleniil fennmaradni, ami az immunstatusz megvaltozasaval opportunista fert6zések forrasa

lehet?®,
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3.7. A rezisztencia kialakulasa soran bekovetkezo fitnesz valtozasok hatidsa a virulenciara

Az antifungalis rezisztencia kialakuldsa soran bekovetkezd valtozasok kdzvetett moédon hatassal
lehetnek a gombapatogének fertézéképességére is. Egy 2020-ban késziilt tanulmany soran 70
koromgomba fertdzésbdl izolalt C. albicans torzset vizsgaltak, és pozitiv korrelaciot talaltak a
gombasejtek azol tipusu szerekkel (flukonazol, itrakonazol) szembeni rezisztencidja, illetve egyes
virulencia faktorok, mint biofilm termelés, illetve fokozott foszfolipaz és hemolizin aktivitas k6zott?™°.
C. glabrata esetében a megnovekedett hemolizin aktivitas mellett, hasonld Osszefiiggést talaltak a fitaz
enzim szekrécidja és a gomba torzsek amfotericin B rezisztenciaja, valamint az észteraz aktivitas és a
mikafunginnal szembeni csokkent érzékenység kozott 272,

Az ismert virulencia faktorok jelenléte mellett a patogének altalanos fitnesze is meghatarozza a
patogenitast!®02/2273 Torzs és antifungalis szer fiiggé modon a rezisztenciaval asszocialt fenotipus
valtozas a fertézoképesség szempontjabdl elényds és hatranyos is lehet a patogén szamara.

A megfigyelés, miszerint amfotericin B rezisztencia ritkan tapasztalhato klinikai gyakorlatban arra
utal, hogy a rezisztens torzsek fertéz6képessége elmarad az érzékeny torzsekét61113273, Ezt alatamasztja,
hogy mind C. albicans, mind pedig C. tropicalis esetében az amfotericin B-vel szemben rezisztens
torzsek szisztémas egérmodellben avirulensek, aminek hatterében feltehet6leg az ergoszterol
bioszintézisben bekovetkezd valtozasok allnak®#1%¢, Hasonloképp, az ERG11 génben muticiot hordozo
amfotericin B rezisztens C. auris izolatumok esetén is csokkent fertéz6képesség figyelheté meg, mind
Galleria mellonella, mind szisztémas egér modellben?™,

Az ERG3 génben bekdvetkezé aminosav cserék amellett, hogy C. albicans-ban elésegitik a triazol
rezisztencia kialakulasat, a stressztiiré képesség csOkkenését, illetve a hifaképzOdés gatlasat is
okozhatjak. Annak ellenére, hogy szisztémas egérmodellben az ERG3 mutans torzsek nem tudnak
kivaltani letalis fert6zést, vaginalis candidiasis modellben ez a virulenciacsokkenés nem megfigyelhetd.
Ez arra utal, hogy a muticiok patogenitasra gyakorolt hatdsa niche-fiiggd is lehet?’>. Az ERG3
mutacioval 6sszefliggésbe hozhato virulencia csdkkenést C. parapsilosis posakonazol rezisztens torzsek
vizsgalata soran szintén igazoltak mar a multban?’®. Azon C. albicans klinikai izolatumokra, melyek az
ERG3 funkcidvesztéses mutacioja ellenére is képesek hifaképzésre, ez a virulencia csokkenés azonban
nem jellemz8?7’. Az azol rezisztencia és virulencia kozotti 6sszefliggések komplexitasara utal tovabba,
hogy C. glabrata esetében a TACL ortolég (PDR1) gén funkcionyeréses mutacidja miatt rezisztens
torzsek fertdzoképessége nodvekedést mutatott, ramutatva, hogy a rezisztencia kialakulasaval a
kolonizacios képesség pozitiv iranyba is valtozhat?'8.

Az echinocandinokkal szemben kialakuld rezisztencia oka leggyakrabban az FKS1 génben
bekovetkez6 mutacid. C. albicans izolatumok és C. parapsilosis evolvalt torzsek vizsgalata alapjan arra

kovetkeztethetiink, hogy az FKS1-ben megjelend aminosav cserék csokkentik a patogének
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fert6zOképességét 190279280 Ennek feltehetd oka, hogy a gliikan szintaz mitkodésének modosulasa lassitja
az osztodast és mérsékeli a fonalas novekedést, ami negativ iranyba befolyasolja a virulenciat!0:282,

C. auris esetében az antifungalis rezisztencia, illetve virulencia kozotti osszefiiggések vizsgalata
kiemelt jelent6séggel bir, mivel a torzsek nagy hanyada ellenall legalabb egy terapias szerrel torténd
kezeléssel szemben. Az egészségiigyi gyakorlatban izolalt rezisztens izolatumok magas szama arra utal,
hogy a rezisztens fenotipus akar novelheti is a fert6zOképességet, ami fokozza a jarvanyok

kialakulasanak kockazatat.

3.8. A mikroevolucié jelentésége a virulencia-rezisztencia osszefiiggés vizsgalataban

Az antifungalis rezisztencia SOk esetben a fert6zés kezelésére alkalmazott terapia soran, a
gazdaszervezetben alakul ki. Ebben a kornyezetben az antimikotikumok erds szelekciés nyomast
fejtenek ki, ami mutaciok felhalmozodasahoz vezet?®?. Ezen mutaciok egy része mar ismert, ellenben
keveset tudunk kialakulasuk mechanizmusardl és a fenotipusra gyakorolt kozvetett hatasukrol®3. A
mikroevolucios kisérletek segitségével lehetdségiink adodik arra, hogy mindezen tényezdket is
mikroevolucios eljarasok két csoportjat kiilonithetjiik el: in vivo és in vitro mikroevolucio.

Az in vivo evolucios vizsgalat soran a fert6zést kivaltd mikroba torzset egy paciensbél, tobbszori
mintavétellel izolaljak, igy nyomon kdvetve a patogénben bekovetkezd valtozasok idébeli lefutasat. Az
izolatumok genomikai Osszehasonlitasa alapjan kovetkeztetni lehet a rezisztencia kialakulasaért felel6s
genetikai folyamatokra. Bar az in vivo mikroevolucio reprezentalja legpontosabban a klinikumban
kialakul6 drog rezisztenciat, csak korlatozottan alkalmazhaté 282, Egyrészt a szelekcids nyomas ebben az
esetben sokrétli (pl: immunvalasz), masrészt a fert6zést kisérd kiilsé tényez6k (hdmérséklet, antifungalis
szer koncentracio, tapanyag Osszetétel) is kontrollalhatatlanok, igy a kapott eredmények nehezen
reprodukalhat6ak??2284, Ennek ellenére szamos Candida faj esetében eredményesen alkalmazzak ezen
modszert a rezisztencia kialakulasaért felelds genomvaltozasok modellezésére?83:285-288,

Az in vitro evolicios vizsgalat lehetOséget ad a rezisztencia kialakulasanak szabalyozott
koriilmények kozotti tanulmanyozasara. A folyamat soran a patogént vagy konstans koriilmények kozott
szelektiv nyomas mellett tartjadk fenn, vagy az antifungalis szerrel kiegészitett tapoldat folyamatos
frissitése mellett hosszabb tdvon tenyésztik 282284, Az eljaras el6nye, hogy a létrehozott rezisztens térzs
kozvetleniil sszehasonlithato a szelekcion még at nem esett szenzitiv izolatummal. Igy meghatarozhato
a rezisztencia kialakuldsa hatasa az adott torzs fitneszére, azaz reproduktiv sikerére®®. Ez az eljaras
szintén széleskortien alkalmazott Candida torzsek vizsgalatara®2%02%1 A kérnyezeti izolatumok

alacsony szama miatt ez az modszer kiilonosen hasznos a C. auris vizsgalata soran.
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4. Célkitiizések
Munkam célja a feltorekvé humanpatogén Candida faj, a C. auris antifungalis szerekkel szemben

kialakul6 rezisztencidjanak vizsgélata.

A rezisztens torzsek létrehozasara és a Szerzett rezisztencia hatasanak vizsgalatara az alabbi

kisérletek végrehajtasat tliztiik ki célul:

1. Két eltéré genetikai hattérrel rendelkezd, antifungalis szerekkel szemben érzékeny C. auris
klinikai izolatumbol polién, triazol és echinocandin rezisztens torzsek létrehozasa in vitro
mikroevolucios eljarassal

2. A létrehozott rezisztens C. auris torzsek antifungalis érzékenységének és abiotikus stressz
rezisztenciajanak vizsgalata

3. Az egyes rezisztens torzsek jellemzése genomikai, metabolomikai és lipidomikai szempontbol

4. A létrehozott rezisztens torzsek virulencidjanak vizsgalata in vitro és in vivo fertdzési

modellekben

A munkam soran kapott eredmények hozzajarulhatnak annak megértéséhez, hogy miként képes a
C. auris rezisztencia kialakitasara a jelenleg rendelkezésiinkre allo valamennyi antifungalis szer
csoporttal szemben. Emellett pedig betekintést nytijthat majd a rezisztencia — fitnesz — fertéz6képesség

kozotti osszefiiggésekbe ezen faj esetében.
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5. Anyagok és modszerek

5.1.ANYAGOK

5.1.1. Felhasznalt gombatorzsek

A munkénk soran elvégzett kisérletekhez az 1. tdblazatban felsorolt gombatdrzseket hasznaltuk

fel. A mikroevolucios kisérletek alapjat két, antifungalis szerekkel szemben érzékeny C. auris klinikai

izolatum (C. auris 0381, C. auris 0387) képezte. A kiindulasi torzsek részei az amerikai

Betegségmegel6zési és Jarvanyiigyi Kozpont (Center for Disease Control and Prevention- CDC) C. auris

izolatum gytjteményének, illetve elérhetéek a Szegedi Tudoményegyetem Természettudomanyi és

Informatikai Kar Mikrobiologiai Tanszékének torzsgytlijteményében.

1. Tablazat

Felhasznalt C. auris torzsek

Torzs Klad Szarmazas Eredet Referencia

C. auris 0381 (B11220) Klad II Japan human fiilvaladék 5

C. auris 0387 (B8441) Klad I Pakisztan human vér 6
0381 AMB®¥° - mikroevolicid C. auris 0381 jelen dolgozat
0381 FLUev - mikroevolicid C. auris 0381 jelen dolgozat
0381 POS®v - mikroevolicid C. auris 0381 jelen dolgozat
0381 VOR®v - mikroevolicid C. auris 0381 jelen dolgozat
0381 MICA®ve - mikroevolicid C. auris 0381 jelen dolgozat
0387 AMB*®v° - mikroevollcio C. auris 0387 jelen dolgozat
0387 FLU®v® - mikroevolucid C. auris 0387 jelen dolgozat
0387 POS#v - mikroevolucid C. auris 0387 jelen dolgozat
0387 VOR®vw* - mikroevolucid C. auris 0387 jelen dolgozat
0387 MICA®ve - mikroevoltcid C. auris 0387 jelen dolgozat

AMB: amfotericin B; FLU: flukonazol; POS:

5.1.2. Tapoldatok, taptalajok és egyéb reagensek

YPD/PS tapoldat (Yeast extract-Peptone-Dextrose; Eleszt-Pepton-Gliikoz)

= 1 m/V% glikkéz
= 1 m/V% pepton

= 0,5 m/V% ¢éleszt6 kivonat

= 100 I.U/ml penicillin és 100pg/ml sztreptomicin (Lonza)

YPD/PS taptalaj (Yeast extract-Peptone-Dextrose; Eleszt6-Pepton-Gliikz)

= 1 m/V% glikoz
= 1 m/V% pepton

= 0,5 m/V% ¢éleszt6 kivonat

= 2m/V% agar

= 100 L.U/ml penicillin és 100pg/ml sztreptomicin (Lonza)
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A létrehozott gombatorzsek fenntartasahoz a szilard YPD/PS taptalajokat az alabbiak szerint antifungalis
szerrel egészitettiik ki:
AMB®°: 8 ng/ml amfotericin B; FLU®°: 64 pg/ml flukonazol; POS®°: 16 pg/ml posakonazol;
VOR®°: 16 pg/ml vorikonazol; MICA®°: 16 pg/ml mikafungin

DMEM/FBS/PS (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DMEM tépoldat (Lonza)
» 10 % hoéinaktivalt FBS
« 100 I.U/ml penicillin és 100pg/ml sztreptomicin (Lonza)

RPMI 1640/MOPS (Roswell Park Memorial Institute 1640- Morpolinepropanesulfonic acid) (pH 7.0)
RPMI 1640 (Capricorn Scientific)

100 L.U/ml penicillin és 100pg/ml sztreptomicin
= 0,165 mol/L MOPS (Sigma-Aldrich)

PBS (Phosphate Buffered Saline; Foszfat pufferelt s6oldat) (1x) (pH 7.4)
= 137 mM NaCl
= 10 mM Na;HPO,
= 2,7mM KCI
= 2mM KH;PO,

steril MilliQ desztillalt vizzel kiegészitve

TE puffer (pH 8.0)
« 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
- 0,1mMEDTA

FCW puffer (Flow Cytometry Wash)
= 0,5%BSA
« 1xPBS

FCB oldat (Flow Citometry Blocking)

= 0,5%BSA
= 2 mM NaNs
- 1xPBS

5.1.3. Abiotikus stressz vizsgalatihoz hasznalt taptalajok
Az abiotikus stressztolerancia vizsgalatokhoz minden esetben YPD/PS taptalajt hasznaltunk, amit

a kovetkezoek szerint egészitettiink ki:
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Novekedési képesség vizsgalata kiilonbozo ozmotikumok jelenlétében:

Torzsoldat Alkalma,z qt,t
koncentraciok
Glicerol 87 % (steril) 8% m/V
10% m/V
12% m/V
NacCl - 1M
15M
Novekedeési képesség vizsgdlata oxidativ stresszor jelenlétében:
Torzsoldat Alkalma’Z qt’t
koncentraciok
H.0> 10% 5mM
10 mM

Novekedési képesség vizsgalata kiilonbozo sejtfal stresszorok jelenlétében:

Alkalmazott
koncentraciok
Koffein 70 mM (steril) 12,5 mM

15 mM
17,5 mM
Kalkofluor fehér 10 mg/ml (steril) 10 pg/ml
(KF) 25 pg/ml

Torzsoldat

50 pg/ml

Kongé voros 10 mg/ml (steril) 10 pg/ml
(KV) - 25 pg/ml

50 pg/ml

75 ug/ml

Novekedeési képesség vizsgdlata membrankdrosito stresszor jelenlétében:

. Alkalmazott
Torzsoldat koncentraciok
SDS 20 % 0,02 % m/V
0,04 % m/V
0,06 % m/V
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5.1.4. Antifungalis szerek

Gyarté Oldoszer

Amfotericin-B BioChemica DMSO
Flukonazol Sigma-Aldrich MilliQ desztillalt viz

Posakonazol Sigma-Aldrich DMSO

Vorikonazol Sigma-Aldrich DMSO

Anidulafungin Sigma-Aldrich DMSO
Caspofungin Sigma-Aldrich MilliQ desztillalt viz
Mikafungin Sigma-Aldrich MilliQ desztillalt viz

5.1.5. Felhasznalt fluoreszcens festékek, antitestek és inhibitorok
Sejtfal festés:
Kalkofluor-fehér (Sigma-Aldrich)
ConA-FITC (Concanavalin A- Fluorescein Isothiocyanate) (Invitrogen)
WGA-TRITC (Wheat Germ Agglutinin- Tetramethylrohodamine Conjugate) (Invitrogen)
IgG Fc (human): Dectin-1 (egér) antitest (AdipoGen)
Alexa Fluor 647- konjugalt anti- human IgG Fc antitest (Invitrogen)
Efflux aktivitds:
Nilus voros (InvitroGen)
Enniatin A (Sigma-Aldrich)
Fagocitozis:
Alexa Fluor 488 szukcinimidil észter festék (1 mg/ml) (Life Technologies)
BCY!1 funkcionadlis vizsgdlata:
Rapamycin (Cayman Chemical)
XTT (Invitrogen)
5.1.6. Felhasznalt sejtvonalak
A fagocitozis vizsgalatokhoz J774.2 sejtvonalat hasznaltuk, amely n6stény BALB/c egerek szilard
tumoros elvaltozasabol izolalt monocita/makrofagszeri sejtvonal.
5.1.7. Felhasznalt primerek listaja

Forward primer (5°-3’) Reverz primer (5°-3°)

ACT1 GAAGGAGATCACTGCTTTAGCC CTGTGTGGATTGGTGGCTC
CDR1 GGGCTGGAAGTGCAAGATTCC CATCAAGCAAGTAGCCACCG
SNQ2a GATGTTCAATCAGCTGCGGTG GGCATCAAGCTCACAGGTTGA
SNQ2b GGCAATTTCAACACGCCGCTG GGGCGTCTCCTTCGAAGACC
MDR1 GAGAGACGAGCCCCAGCC GAAGTATGATGGCGGGTGCC
TPO3 GCCAGACATCAACATGCCTCC GAGAATCGGGCGTGTGAAGT
ALS3 GGCACAACCACCGCTTACAC CGTGAGGAGTGGTGTGGCC
SSA2 GTATCCCACCAGCCCCAAG CCGGTACCCTTCTCCAAAGC
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5.1.8. In vivo Kkisérletben alkalmazott egerek

In vivo kisérteteinket 8-10 hetes néstény BALB/c egerek (Mus musculus) felhasznalasaval
hajtottuk végre. Az azol tipusu antifungalis szerekkel evolvaltatott gombatorzsekkel torténd fertdézéshez
a BALB/c egértorzsek az ELKH Szegedi Biologiai Kutatokdzpont allathazabol keriiltek beszerzésre. A
tovabbi gombatorzsekkel végzett fertézésekhez az allatokat a Charles River Laboratories biztositotta. A
kisérleti allatokat a kovetkezd koriilmények kozott tartottuk: ketrecenként 4-5 egyed, 12 6ras fény, illetve
sotét ciklusok fenntartasa, alland6é 24°C hémérséklet, kukoricacsutka granulatum alom (REHOFIX),
illetve igény szerint hozzaférhet6 ad libidum elérhetd ivoviz és autoklavozhato laboratoriumi ragesalotap

(VRF1). Az allatok kdérnyezetének gazdagitasa céljabol papir hengereket hasznaltunk.

5.2. MODSZEREK

5.2.1. Felhasznalt gombatorzsek fenntartasa és tenyésztése

A kisérletekhez hasznalt C. auris klinikai izolatumokat, penicillin- sztreptomicin keverékével
kiegészitett szilard YPD taptalajon, havi frissitési ciklusok mellett, 4°C-on tartottuk fenn. A létrehozott
rezisztens torzsek fenntartasahoz a szilard taptalajt a mikroevolucid soran hasznalt antifungalis szerrel
egészitettiik ki.

A kisérleteket megel6zden a felhasznalt gombatorzseket 5 ml folyékony, penicillin- sztreptomicin
keverékével kiegészitett YPD tapoldatot tartalmazo steril centrifugacsdvekbe oltottuk, majd 30°C-on
200 rpm razatas mellett 24 oran keresztiil inkubaltuk. A gombaszuszpenziobol ezt kdvetden 150 ul
mennyiséget 5 ml friss tapoldatba oltottunk at és a korabbiakkal megegyezd feltételek mellett, tovabbi
16 6ran keresztiil inkubaltuk a mintakat, igy szinkronizalva a gombasejtek ¢letciklusat. A kisérlet napjan
a gombasejteket centrifugalassal gytijtottiik 6ssze (2400 X g, 5 perc) és harom alkalommal 1 ml 1x PBS
pufferrel mostuk. Az egyes kisérletekhez hasznalt gombaszuszpenziok sejtszamat Biirker kamra

segitségével allitottuk be.

5.2.2. Antifungalis érzékenység meghatarozasa

A C. auris torzsek antifungalis érzékenységének vizsgalatat mikrodilucios teszt segitségével, a
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M27-A3 protokoll, illetve ennek S4
kiegészitése szerint hajtottuk végre. Referenciaként a C. parapsilosis ATCC 22019, és a C. krusei ATCC
6258 torzseket hasznaltuk. Amennyiben sziikséges volt, a szabvany protokollban foglaltakhoz képest

crcr

evolvalt torzsek vizsgalatara (2. tablazat).
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2. tablazat

MIC érték meghatarozasanak koncentraciotartomanya

Antifungalis szer Legmagasabb koncentracio Legalacsonyabb koncentracio

Amfotericin B 16 ug/ml 0,03125 ug/ml
Flukonazol 512 pg/ml 1 pg/ml
Posakonazol 32 pg/ml 0,0625 pg/ml
Vorikonazol 32 pg/ml 0,0625 pg/ml

Anidulafungin 16 pg/ml 0,03125 pg/ml
Caspofungin 16 pg/ml 0,03125 ug/ml
Mikafungin 16 pg/ml 0,03125 pg/ml

Az egyes antifungalis szerek legmagasabb koncentraciojabol kiindulva 10 tagi higitasi sort
készitettiink RPMI 1640-MOPS tapoldatban. Az egyes higitasi tagokbol 100 pl-t 96 minta féréhelyes
sejttenyésztd lemezekbe mértiink soronként. A C. auris torzsek el6készitése utan a megfeleld
gombasejtmennyiséget (3x10° sejt) szintén RPMI 1640-MOPS tapoldatban a sejttenyészté lemezek elsd
11 oszlopaba mértiik. A sejttenyésztd lemez elsd tiz oszlopa igy tartalmazta az antifungalis szerek
gombasejteket tartalmazd tapoldatot mértiik, mig az utolso oszlop kizarolag tapoldatot tartalmazott. A
mikrotiter lemezeket 30°C-on inkubaltuk, majd Osszeallitasukat kovetéen 24 és 48 oraval
szemrevételezéssel értékeltiik az eredményeket. A MIC értékét amfotericin B és echinokandinok
esetében 90%-0s, azolok esetében a novekedési képesség 50%-0s csokkenésénél hataroztuk meg. Az
antifungalis rezisztencia megallapitdsahoz az amerikai Betegségmegel6zési és Jarvanyligyi Kozpont
(CDC)

(https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/c-auris-antifungal.html), amelyet mas tanulmanyok alapjan

altal  javasolt ~C. auris-ra  vonatkoztatott  hatarértékeket  vettiik  alapul

egészitettiink ki (3. tablazat)®’. Minden torzs esetében harom technikai parhuzamossal dolgoztunk. Az

antifungalis érzékenység meghatarozasat két fiiggetlen ismétléssel hajtottuk végre.

3. tablazat Javasolt rezisztencia hatarértékek C. auris esetén

. - Rezisztencia hatarérték
Antifungalis szer
(ng/ml)
Amfotericin-B >2
Flukonazol >32
Masodik generacios triazolok >1*
Anidulafungin >4
Caspofungin >2
Mikafungin >4

* nincs CDC altal meghatarozott MIC javaslat, igy egyéb tanulmanyokban meghatarozott
hatarértéket hasznaltunk

5.2.3. Evolvalt torzsek létrehozasa

Az evolvalt C. auris torzsek létrehozasahoz egy mar C. parapsilosis-ban eredményesen

alkalmazott in vitro mikroevolucios eljarast alkalmaztunk?’62%, A modszer alapjaul két, a vizsgalt
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antifungalis szerek mindegyikére érzékeny C. auris izolatumot (0381, 0387) alkalmaztunk. A torzsekre
ezt kdvetden kiilon-kiilon hosszu tava szelekcids nyomast gyakoroltunk a kovetkezd antifungalis szerek
jelenlétével: amfotericin B, flukonazol, posakonazol, vorikonazol, mikafungin. A kezdeti és végso
antifungalis szer koncentraciokat a 4. tablazat tartalmazza. Mind a 0381, mind a 0387 izolatumbol
kiindulva, steril centrifugacsévekben 5 ml folyékony YPD/PS tapoldatban 6t kiilonalld sejtkulturat
mértiink 6ssze, melyek optikai denzitasat (OD) 600 nm-en 0,1-re allitottuk. A kultarakat ezt kovetéen
10 oran keresztill 30°C-on razatva (200 rpm) inkubaltuk. A novesztést kovetéen a gomba
szuszpenziokhoz az izolatumok MIC értékeinek felével megegyezd koncentracioban antifungélis szert
adtunk (4. tablazat). A mintakat ezt kovetéen Gjabb 14 oran keresztiil, a korabbiakkal megegyezd
feltételek mellett inkubaltuk. A gombasejteket centrifugalassal gytjtottik 6ssze (2400 x g, 5 perc), majd
5 ml friss, a korabbi koncentracioval megegyezd mennyiségli antifungalis szerrel kiegészitett
tapoldatban tovabbi 24 oran keresztiil, 30°C-on razatva inkubaltuk. Az tapoldat frissitését tovabbi 2
alkalommal ismételtiik meg. A kisérlet Osszeallitasat kovetd negyedik napon a sejtkultirak optikai
denzitasat 5 ml friss YPD/PS tapoldatban Gjra 0,1-re allitottuk és az el6z6 napokban hasznalt mennyiségii
antifungalis szert adtunk hozzajuk. A tenyészeteket ezt kdvetden 10 6ran keresztiil ndvesztettiik, majd a
korabbival megegyez6 koncentracioban mértiik hozza az egyes antifungalis szereket, ezzel duplazva a
koncentraciojukat. Az tijabb 14 6ras inkubacios ido leteltével a gombasejteket ismételten centrifugalassal
gyljtottikk 6ssze, majd a mar duplazott antifungalis szer mennyiséggel kiegészittetett tapoldatban vettiik
fel 6ket. A mintakon ezutan harom alkalommal 24 6ras periodusokban cseréltiik az antifungalis szerrel
napos duplazasi ciklusokat addig ismételtiik, mig el nem értiik az elére meghatarozott végso antifungalis
szer koncentraciot (4. tablazat). A gombatenyészetekbdl ezt kdvetéen 50 pl-t, antimikotikummal
kiegészitett szilard YPD/PS taptalajra szélesztettiik és 48 oran keresztil 30°C-on inkubaltuk. A
kozvetleniil a mikroevolicios kisérletbdl szarmazo torzseket az adott antifungalis szerre nézve adaptalt
torzseknek tekintettiik (AMB?®, FLUP, POS¥P, VOR2® MICAP), Hogy biztositsuk a mikroevolicid
stabilitasat az adaptalt torzseket 5 ml kiegészitetlen YPD/PS tépoldatba oltottuk és razatas (200 rpm)
mellett 24 oran keresztiil 30°C-on ndvesztettilk 6ket. A tenyészetekbdl ezt kovetden 100 pl-t friss
tapoldatba oltottunk at és a korabbiakhoz hasonloan inkubaltuk. Az atoltast tovabbi nyolc alkalommal
ismételtiik meg, majd a gombaszuszpenziokbol 50 pl-t szilard tapoldatra szélesztettiink. A 48 6ras 30°C-
on torténd inkubacidt kévetben az igy létrehozott C. auris térzsekre a tovabbiakban evolvalt térzsként

(AMBe¥e, FLU®, POS®¥°, VOR®¥°, MICA®°) hivatkoztunk.
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4. tablazat

In vitro mikroevolicié soran hasznalt kezdeti és

maximalis antifungalis szer

koncentraciok
Maximalis

Kezdeti koncentracié (ng/ml) koncentracio

(ng/ml) /

. . C. auris 0381

C. auris 0381 C. auris 0387 C. auris 0387

Amfotericin-B 0,125 0,125 8

Flukonazol 2 2 512
Posakonazol 0,03125 0,125 32
Vorikonazol 0,015 0,015 32
Mikafungin 0,0625 0,25 16

5.2.4. Torzsek altalanos novekedési képességének meghatarozasa

A C. auris torzseket az 5.2.1. pontban leirtak szerint készitettiik el8. A kisérlet soran hasznalt 10*
96 féréhelyes sejttenyészté edényben monitoroztuk 48 oran keresztiil, 4llanddé hémérsékleten, amely
soran Oranként optikai denzitast mértiink 600nm-en. A novekedési gorbéket tizenegy technikai
parhuzamos atlagértékeiként abrazoltuk. A vizsgalatot mind 30°C-on, mind 37°C-on, harom fliggetlen

alkalommal ismételtiik meg.

5.2.5. Evolvalt torzsek abiotikus stressz toleranciajanak meghatarozasa

crcr

c ey

sejtszuszpenziokbol 5 pl mennyiséget cseppentettiink a kiegészitetlen YPD/PS-, illetve kiilonb6z6
abiotikus stresszorokkal kiegészitett szilard YPD/PS taptalaj feliiletére. A Petri csészéket 48 oran
keresztiil inkubaltuk mind 30°C, mind 37°C-os homérsékleten. Az alkalmazott szubjektiv pontozasi
rendszerben a létrehozott evolvalt torzseket minden esetben az alapjukat képzd klinikai izolatumhoz
hasonlitottuk, szamitasba véve a kiegészitetlen taptalajon megfigyelt osztddasi kapacitas kiilonbséget.
Kisérleteinket mindkét vizsgalt hdmérsekleten legalabb két fiiggetlen alkalommal ismételtiik meg.
Egyes torzsek esetében a genom szekvenalas eredményei sziikségessé tették tovabbi kondiciok
bevonasat is kisérleteinkbe. Az azolok jelenlétében létrehozott tdrzsek rapamicin érzékenységének
tapoldatban. A legmagasabb vizsgalt rapamicin mennyiségbdl YPD/PS tapoldatban (1000 ng/ml) 10 tagti
felez6 higitasi sort készitettiink (1,95ng/ml). Az igy elkészitett higitasi tagokbol 100 pl-t 96 mintahelyes
sejttenyészt6 lemezbe mértiink. A 11. oszlop rapamicin kiegészités nélkiil tartalmazta a gombasejteket,

illetve a gatloszer felvételéhez hasznalt oldoszert (steril DMSO). A tenyésztélemez 12. oszlopaba
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rapamicinnel kiegészitett folyékony YPD/PS tapoldatot mértiink. A torzsek stresszorra adott valaszat 48
oran keresztiil vizsgaltuk orankénti ODgoonm méréssel 30°C és 37 °C-on. A 24-, 36- és 48 oOra utdn mért
értékeket tovabbi analizisnek vetettiik ala. A novekedési képesség meghatarozasahoz a rapamicinnel
kezelt torzsek ODsgonm €rtékeit a gatoloszert nem tartalmazo mintak értékeire normalizaltuk. Mindkét
vizsgalt homérsékleten harom fiiggetlen kisérletet allitottunk &ssze, két technikai parhuzamosban. A

kapott adatokat Graph Pad Prism 7 szoftver segitségével értékeltiik ki.

5.2.6. Sejtfal 6sszetételének meghatarozasa fluoreszcens festés segitségével

Az el6készitett (5.2.1.) gombasejteket centrifugalassal gytijtottiik 6ssze (2400 x g, 5 perc), majd a
pelletet 200 pl, 1% BSA-val kiegészitett 1x PBS oldatban szuszpendaltuk fel. A mintakat 30°C-on 30
percen keresztiil folyamatos mozgatas mellett inkubaltuk. A gombasejteket ezt kovetden két alkalommal
1x PBS pufterrel mostuk majd 100 ul 1% BSA-val kiegészitett 1x PBS-ben szuszpendaltuk fel, mely az
egyes sejtfalkomponensek detektalasara hasznalt fluoreszcens festékeket a kdvetkezd koncentracioban
tartalmazta: 8 ul 2,5 mg/ml ConA-FITC (Concanavalin A), 1 pl 1mg/ml CW (Calcofluor White), 1 pl
Img/ml WGA-TRITC (Wheat Germ Agglutinin). A mintakat 30 percen keresztiil 30°C-on razatva
inkubaltuk a festékek jelenlétében. A festést kdvetden a gombasejteket haromszor mostuk 100 pl 1x PBS
hozzaadasaval majd ugyanennyi pufferben szuszpendaltuk fel. A festett mintakat képalkotd aramlasi
citométer (Amnis FlowSight) és fluoreszcens mikroszkopia (Zeiss Observer Z 1) segitségével vizsgaltuk.

A sejtfalban 1év6 B-glilkan mennyiségének meghatarozasara a C. auris sejteket 100 ul FCB (flow
cytometry blocking) pufferben 30 percig rdzatva inkubaltuk 30°C-on, majd 200 pl jéghideg FCW (flow
cytometry washing) oldattal mostuk harom alkalommal. Majd a sejteket 800 x g-n 2 percig
centrifugaltuk. A mintdkat ezt kdvetéen 100 pul FCB oldatban szuszpendaltuk, mely 1 pg/ml
mennyiségben tartalmazott IgG Fc (human): Dectin-1 (egér) antitestet. A sejtszuszpenzidkat 60 percen
keresztiil jégen inkubaltuk. Harom, 200 pl FCB pufferrel torténd mosast kovetden a mintakhoz 100 pl
Alexa Fluor 647- konjugalt anti- human IgG antitestet 1:200 aranyban tartalmazo hideg FCB oldatot
adtunk, majd 45 percig jégen inkubaltuk. Ujabb haromszor ismételt mosasi 1épés utan (200 ul FCW; 800
X g, 2 perc) a mintakat 50 pl 1x PBS-ben szuszpendaltuk fel majd képalkotd aramlasi citometria (Amnis
FlowSight) segitségével vizsgaltuk. A mintdkat a fluoreszcens festést kdvetden ovtuk a kozvetlen
fénytol, és a kisérletet is alacsony fényintenzitasu helyen végeztiik. A citometrias mérések soran 10*
gombasejt fluoreszcens festodési intenzitasat vizsgaltuk. Az eredmények analizis¢hez az IDEAS 6.2
szoftvert hasznaltuk. A sejtfal festodését minden torzs esetében legalabb harom fliggetlen kisérletben

vizsgaltuk.
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5.2.7. Szterol 6sszetétel meghatirozasa analitikai médszerekkel

A C. auris sejteket 30°C-on folyékony YPD/PS tapoldatban, razatis mellett ndvesztettiik 24 6ran
keresztiil. A sejteket centrifugalassal gyijtottik 6ssze majd 1x PBS puffer segitségével mostuk egy
alkalommal. A sejtszuszpenziokbol 200 pt-t, 30 ml friss YPD/PS tdpoldatba mértiink at, majd a
korabbiakhoz hasonlo feltételek mellett inkubaltuk egy éjszakan at. Masnap a mintékat 2 alkalommal 1x
PBS segitségével mostuk, majd 4 ml YPD tapoldatban szuszpendaltuk fel a pelletet. Kezeletlen mintak
esetében ebbdl a szuszpenzidbol 200 ul-t 5 ml kiegészitetlen YPD/PS tapoldatba mértiink. Az
antifungalis szerrel kezelt torzsek esetében a mikroevolucido végén elért maximalis antibiotikum
koncentracio felét hasznaltuk (FLU: 256 ug/ml, POS: 16 pg/ml, VOR: 16 ug/ml, MICA: 8 pg/ml). A
kezelés Osszedllitisa soran az antimikotikumok jelenlétében szelektalt torzsekbol késziilt
sejtszuszpenziokbol szintén 200 pl-t, mig a klinikai izolatumok szuszpenzioibol 1 ml-t adtunk a
megfeleld kiegészitett tapoldatokhoz. A kezelt és kezeletlen mintakat 30°C-on, 200 rpm-es razatas
mellett 16 o6ran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetéen 3 alkalommal 1x PBS puffer segitségével mostuk a
gombasejteket, majd -80°C-on fagyasztottuk. A mintak tovabbi el6készitését, illetve a szterol Osszetétel
meghatarozasat Dr. Varga Monika és munkatarsai (SZTE-TTIK Mikrobiologiai Tanszék) végezték el.

A fagyasztott mintak liofilizalasat kdvetden, 10 mg mennyiség keriilt szappanositasra 2 ml
metanolban feloldott 10%-o0s KOH segitségével (80°C, 90 perc). A lehiitdtt mintakat ezt kovetéen 500
ul viz és 1 ml n-hexan keverékével vortexeltik fel (30 mésodperc). A fazisokat centrifugalassal
szeparaltuk (4500 x g, 5 perc), majd a szterolokat tartalmazd n-hexan fazist sotét tivegfiolaban aramlo
N segitségével szaritottuk be. Az n-hexan extrakciot két alkalommal ismételtiik meg. Ezt kovetéen a
beszaradt mintakat 300 pl metanolban oldottuk be, majd 0,2 um porussiiriiségli politetrafluoroetilén
membranon sziirtiikk at, miel6tt mintanként 5 pl-nyi mennyiség LC-MS (liquid chromatography-mass
spectrometry; folyadék kromatografia-tomeg spektrometria) rendszerbe keriilt injektalasra.

A mintak analiziséhez DionexUltimate 3000 UHPLC rendszerrel kapcsolt Q Exactive Plus hybrid
quadrupole-Orbitrap tomegspektrometrias késziiléket hasznaltunk APCI ionforrassal, pozitiv ion
modban. A komponensek elvalasztasa izokratikus elticioval tortént Gemini NX C18 oszlopon (150 x 2,
3um). Az eludlast metanol/viz keverékével végeztiik (95/5, V/V%), 25°C homérsékleten, 0,3 ml/min

aramlasi sebesség mellett. A méréseket m/z 50-550 tartomanyban ,,full scan” tizemmodban futtattuk le.

5.2.8. Efflux pumpak aktivitisanak vizsgalata fluoreszcens jelolés segitségével

Az efflux pumpdk aktivitasat Nilus Vords redukcios eljardssal vizsgaltuk. Ehhez a
sejtkoncentraciot 3x107/300 pl-re allitottuk be 1x PBS-ben. A sejtekhez ezt kovetben az efflux
folyamatok gatlasdhoz 50 uM enniatin és 10 mM natrium-azid keverékét adtuk. A mintakat 1 6ran at,
37°C-on inkubaltuk, majd 1x PBS-sel haromszor mostuk (2400 x g, 5 perc). Ezutan a sejteket 300 ul, 10
uM Nilus Voros fluoreszeens festékkel kiegészitett 1x PBS-ben vettiik fel. A sejteket 1 oran keresztiil
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37°C-on inkubaltuk, majd a festéket ujabb mosasi 1épésekkel eltavolitottuk. A sejtszuszpenziokbol a 0
perces mérésekhez 50 pl-t eltavolitottunk, amelyeket a képalkotd aramlasi citometrids (Amnis
FlowSight) mérésekig jégen taroltunk. A sejtszuszpenziok fennmaradd részét centrifugalassal
tilepitettiik, és a pelletet az efflux folyamatok ujrainditasahoz 2% gliikozt tartalmazo 1x PBS pufferben
szuszpendaltuk. Ezt kdvetden minden 30. percben 50 ul-nyi mennyiséget tavolitottunk el a mintakbol,
amelyeket kétszer 1x PBS-sel mostunk és tovabbi felhasznalasukig jégen tartottunk. Az aramlasi
citometrids mérések soran minden id6pontban 2x10* gombasejt fluoreszcens intenzitdsat mértiik.
Minden torzs esetén harom fiiggetlen kisérletet végeztiink. Az adatok kiértékelését IDEAS 6.2 szoftver
és a FlowJo 7.6.5 szoftver segitségével végeztiik. A statisztikai szignifikancia mértékét Mann-Whitney
teszt segitségével hataroztuk meg. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik amennyiben a p-érték

<0.05.

5.2.9. A torzsek biofilmképzé képességének vizsgalata XTT redukcios probaval

A C. auris sejtek el6készitését (5.2.1.) kovetden a sejtkoncentraciot 108 sejt/ml-re éllitottuk be
sejttenyésztd lemezekben vizsgaltuk, gombatorzsenként legalabb 9 technikai parhuzamossal. A
mintakhoz 100 ul RPMI-1640 tapoldatot adtunk. A kisérlettdl fiiggéen a lemezeket 24-, vagy 48 o6ran
keresztiil inkubaltuk, 37°C-on 5% CO; koncentraciéo mellett. A biofilm képzést kdvetden a lemezeket
mintahelyenként 100 pl 1x PBS segitségével kétszer mostuk, ezzel eltavolitva a planktonikus sejteket.
A mintékra ezt kovetden 100 pl XTT oldatot mértiink, amit 10 mM menadionnal egészitettiink ki. A
kisérletekhez festetlen és sejtmentes kontrollt alkalmaztunk. A mikrotiter lemezeket fénytdl védve, 3
oran keresztiil inkubaltuk 37°C-on alland6 5%-0s CO; koncentracio mellett, majd 80 ul feliiliszot Gj
tenyésztlemezbe mértink ¢és 490 nm-en spektrofotométer segitségével mértiink abszorbciot.
Kisérleteinket mindkét vizsgalt idépontban harom biologiai parhuzamossal végeztiik. Az adatokat
GraphPad Prism 7 szoftver segitségével elemeztiik, Mann-Whitney teszttel, elére meghatarozott
szignifikancia érték (p <0,05) mellett.

5.2.10. RNS izolalas

A valds idejii kvantitativ RT qPCR-en alapuld génexpresszios vizsgalatokhoz a gombatorzsekbol
total RNS-t izolaltunk. A nukleinsavakat RiboPure RNA Purification Kit (yeast) (Ambion) segitségével
vontuk ki, majd tisztitasukat Qiagen RNAase-free DNAase set segitségével végeztiik el. Az RNS
kivonashoz a gyartd altal meghatarozott protokoll médositott valtozatat alkalmaztuk. A szinkronizalt
sejtciklus, 1x PBS-sel mosott gombasejtekre 240 pl lizis puffer, 24 ul 10% SDS és 240 pul
fenol:kloroform:izoamil alkohol keverékét mértiik. A szuszpenziokhoz cirkonia gyongyoket adtunk,

majd a sejteket erdteljes vortexelés mellett tartuk fel. A fazisszeparacié utan (16100 x g, 5 perc), a vizes

47



fazisban talalhato RNS-ekhez 840 pl Binding puffert és 570 pl abszolat etanolt adtunk és nukleinsav
kotd oszlopra vittiik fel (Filter Cartridge) 6ket. Az oszlopokat 3 alkalommal mostuk (Wash Solution 1,
Wast Solution 2/3), majd 50 pl-ben elualtuk. A DNaz kezeléshez a mintakhoz 6 pl 10x DNaz I puffert,
illetve 4 ul DNaz I enzimet mértiink, és 45 percig 37°C-on inkubaltuk 6ket. A reakciot ezt kdvetden 6
ul inaktivacios reagens hozzaadasaval, 5 perc szobahdn torténd inkubalassal allitottuk le. A mintakat
16200 x g fordulaton centrifugaltuk 3 percig, majd a keletkezett feliiliszobol 50 ul-t uj mikrocentrifuga
csovekbe mértiink. Ezt kovetden a mintdkhoz 600 ul 1% B-merkaptoetanollal kiegészitett RLT puffert
adtunk, majd a genomi DNS-t megkoté oszlopokra (gDNA Eliminator spin column) mértiik éket.
Centrifugalast kovetéen (8000 X g, 3 perc) az atfolydhoz térfogatnyi 70%-0s etanolt adtunk, majd az
elegyet RNS kot6 oszlopra (RNeasy Mini spin column) vittiik fel. Az oszlopot 350 ul RW1 puffer
hozzaadéasaval mostuk, majd 10 ul DNaz I enzim és 70 pl RDD puffer keverékét pipettaztuk ra. A
mintakat 15 percen keresztiil inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezt kovetden el6szor 350 ul RW1 puffer,
majd kétszer 500 pl RPE puffer segitségével mostuk az oszlopokat. A tisztitott RNS-t 35 pl elual6 puffer
hozzaadasaval nyertiik vissza az oszloprdl, majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A mintak
DNS mentességét NanoDrop mikrocseppes spektrofotométer, illetve RT-qPCR segitségével

ellendriztik.

5.2.11. cDNS szintézis

A reverz-transzkripciohoz RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific)
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg, majd a cDNS szintézishez sziikséges 500 ng RNS
mennyiséget nukledz mentes vizzel torténd higitassal allitottuk be. A reakcid soran a kovetkezd

koriilményeket alkalmaztuk:

c¢DNS szintézis 1. 1épés: 65°C 5 perc
4°C 5 perc

cDNS szintézis 2. 1épés: 25°C 5 perc
42°C 60 perc
70°C 5 perc

5.2.12. Kvantitativ valés-ideji PCR

A génexpresszios vizsgalatokhoz Luna Universal qPCR Master Mix-et (NEB) hasznaltunk a
gyartd utasitasainak megfelelden. A RT-qPCR reakciokat 25x-0s higitott cDNS mintak és 300 nM
kivalasztott géneket C. albicans-ban és S. cerevisiae-ben megtalalhat6 ortologjaik alapjan hataroztuk
meg, amelyhez a www.candidagenome.org adatbézist hasznaltuk?®?. Belsé kontrollként a C. auris aktin

fehérjéjét kodolo gént, az ACT1-et alkalmaztuk. RT-gPCR méréseinket CFX96™ Real-Time System
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detektorral felszerelt C1000 Thermal Cycler késziilék (BioRad) segitségével végeztiikk. A termékek

olvadasi gorbeit 65-95°C homeérséklettartomanyban, 0,5 °C-os 1épésenként rogzitettiik.

Alkalmazott reakciokoriilmények:

1. Elbédenaturacio 95°C 3 perc

2. Denaturacio 95°C 10 masodperc

3. Annealing- elongaci6 60°C 30 masodperc

4. Melting analizis 65-95°C 5 masodperc (0,5 °C/ mp)

A 2-3. 1épések 40 cikluson keresztiil ismétlddtek. A génexpresszids értékeket 2-44C modszer segitségével

szamitottuk ki%3.

5. Tablazat A C. auris esetében vizsgalt efflux pumpak ortologjai

C. auris gen S. CereVESIae C. albicans ortolég
azonosito ortolog
ABC transzporterek
CDR1 B9J08 000164 PDR5 CDR1
SNQ2a B9J08 001125 SNQ2 SNQ?2 (orf19.5759)
SNQ2b B9J08 004452 SNQ2 SNQ2 (0rf19.5759)
MFS transzporterek
MDR1 B9J08 003981 FLR1 MDR1
TPO3 B9J08 004775 TPO2 TPO3

5.2.13. Mintak el6készitése teljes genom szekvenalashoz

A teljes genom szekvenalashoz a klinikai izolatumokbdl, illetve a létrehozott torzsekbdl total
DNS-t vontunk ki. Ehhez 2 ml 1% penicillin- sztreptomicin keverékével kiegészitett folyékony YPD
tapoldatba oltottuk és egy éjszakan at 30°C-on razatva (200 rpm) inkubaltuk a torzseket. A sejteket
centrifugalassal gyijtottiik 6ssze (2400 X g, 5 perc) majd a feliilisz6 eltavolitasa utan a pelletet 500 ul
lizis pufferben szuszpendaltuk fel. A mintakhoz ezt kdvetden 0,25-0,5 mm mérettartomanyba es6
iiveggyongyoket adtunk, majd a mintakat 3 percen keresztiil erételjesen razattuk. A sejtek feltarasat
kovetden a mintdkhoz 270 pl ammoénium-acetatot adtunk, majd 65°C-on 5 percig inkubaltuk 6ket. A
mintakat ezt kovetden 5 percig jégen hiitottiik, majd 500 ul kloroform-izoamil alkohol 24:1 keverékeét
mértiik hozzajuk és 10 percig 16200 X g-n centrifugaltuk. A fels6 vizes fazist uj mikrocentrifuga
csovekbe mértiilk majd 1:1 aranyban izopropanolt adtunk a mintdkhoz. A csdveket ezt kdvetden 45 percig
-20°C-on inkubaltuk, majd centrifugaltuk (16200 X g, 10 perc). A feliiliiszo eltavolitasa utan a mintakat
500 ul 70%-os etanollal mostuk (16200 x g, 5 perc). A pelleteket ezt kovetden szobahémérsékleten
szaritottuk, majd 25 ul 1xTE oldatban szuszpendaltuk fel. A mintakat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

5.2.14. Teljes genom szekvenalas analizise

A minték teljes genom szekvenalasat a Novogene Co. Ltd. végezte. Minden tdrzs esetében a

cyey
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agar6z gélen és Qubit 3.0 fluorométer segitségével ellendriztiik. A DNS konyvtar készitése a NEBNext
DNA Library Prep Kit (NEB) segitségével a gyartd utasitisa szerint tortént. A szekvenalas Illumina
platformon tortént, két oldali szekvenalassal PE150 bp mélységben.

A nyers adatok szekvenciava forditasa, illetve mindségének ellenérzése CASAWA (1.8) szoftver
segitségével tortént. A kapott szekvenciaadatok referencia genomra torténé térképezéséhez a BWA
(0.7.8-r455) programot hasznaltuk, a duplikatumokat SAMOTOOLS (0.1.19-44428cd) segitségével
tavolitottuk el. A 0381 klinikai izolatum, illetve az ebbdl kiindulva generalt rezisztens torzsek esetén az
AMS301371v2 (GCA_003013715.2) nyiltan elérheté genomszekvencia szolgalt referenciaként, mig a
0387 izolatum és asszocidlt torzseit a Cand auris B8441 v2 (GCA _002759435.2) referenciara
térképeztilk. Az egyéni SNP variansokat és InDel-eket (< 50 bp) SAMTools (0.1.19-44428cd); a
strukturdlis variansokat (SV) (>50 bp) BreakDancer (1.4.4) a szekvenciavaridciokat (copy number
variants- CNV) CNVnator (V0.3) programok segitségével azonositottuk. Az azonositott valtozasokat
ANNOVAR (2015Mar22) szofter segitségével annotaltuk. A mutaciok tovabbi vizsgalatat abban az
esetben végeztiik el, amennyiben azok a generalt torzsek mindharom bioldgiai parhuzamosaban
megjelentek és hianyoztak a kiindulasi klinikai izolatumokbol. Az aminosav valtozasok funkcionalis
hatasat a PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) v1.1 szoftver segitségével prediktaltuk. A
funkciovesztéses mutaciok azonositdsara a program altal alapértelmezett (-2,500) hatarértéket

hasznaltuk.

5.2.15. Mintak elékészitése a metabolomikai és lipidomikai vizsgalatokhoz

A C. auris sejteket az 5.2.1. pontban leirtak szerint készitettiikk elé a kisérletekhez. Hogy
biztositsuk a tapoldat teljes eltavolitasat, a mintakat négyszer 1x PBS segitségével mostuk, majd a
feliluszo eltavolitasa utan a pelletet liofilizaltuk és -20°C-on taroltuk a mérésekig. A polaris és nem
polaris metabolitokat két 1épésben vontuk ki. A polaros metabolitok kinyeréséhez a mintakhoz 70 pg/ml
ribitol-t tartalmazo metanol/viz (1/1) keveréket adtuk, majd 30 W-on 10 percig szonikaltuk Oket.
Vortexelést kovetden a feltart sejteket centrifugalassal iilepitettik (15000 X g, 10 perc, 4°C) ¢és a
feliiluszot tivegfiolakba mértiik at. 50 pl felilluszot N, aramoltatasaval szaritottunk be, majd a GC-MS
analizisre készitettiik el6. A beszaritott mintakat 20 ul piridinben oldott metoxiamin hidrokloriddal (20
mg/ml) kezeltiik 30°C-on, 90 percig, majd 50 ul N-metil-N-trimetilszililtrifluoroacetamid-ot (MSTFA)
adtunk hozza és 40°C-on 30 percig inkubaltuk.
A pelletek kimaradé részéhez 0,1 pg/ml C17 szfingozint és Cl17 ceramidot tartalmazo
diklormetan/metanol (3/1) keveréket adtuk. A mintakat ezt kdvetden 10 percig szonikaltuk, majd 90
masodpercig vortexeltiik. A sejttormeléket centrifugalassal (15000 x g, 10 perc, 4°C) iilepitettiik majd a
feliluszot elparologtattuk. A beszaritott mintakat Solvent ,,B” segitségével ujra oldatba vittiik, majd
15000 x g-n 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot ezt kovetoen LC-HRMS segitségével vizsgaltuk.
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5.2.15.1. Létrehozott torzsek metabolomikai vizsgalata (GC-MS)

Az eldkészitett mintakbol 1 pl-es aliquotokat splitless mintabeviteli mod alkalmazasaval
fecskendeztiink a GC/MS rendszerbe, mely AOC 6000 (Shimadzu, Germany) automatikus mintavevo
egységbdl, QP-2020 (Shimadzu, Germany) GC/MS rendszerbol és 30m x 0,25mm x 1 um DB 5-MS
oszlopbol (Agilent, USA) allt. A mintdk bejuttatdsa 280°C-on tdrtént, mig az ionforras 200°C-0S
hémérsékleten lett alkalmazva. A hdékezelés 4 percig tartd 100°C-os kezeléssel kezd6dott, majd a
hémérséklet percenként 4°C-t emelkedett mig a rendszer el nem érte a 320°C -t. A hélium konstans
sebességgel (39 cm/perc) linearisan aramlott a mérés soran. A tomegspektrometrias mérések ,,scan”
moédban 45-600 m/z tartomanyban torténtek. A rendszer vezérlése és az adatok analizise a GCMS
Solution szoftver Acquisition and PosRun (Shimadzu, Germany) moduljanak segitségével tortént. Az
egyes metabolitok beazonositasa a SmartMetabolite szoftver (Shimadzu, Germany) 3.1 verziojaval
tortént. A mintak eldkészitését, illetve a mérés lebonyolitasat Dr. Szekeres Andras és munkatarsai
(SZTE-TTIK, Mikrobiologiai Tanszék) végezték. A mérést minden torzs esetében harom fliggetlen
parhuzamos bevonasaval végeztiik el. Az egyes metabolitok mennyiségét belsd sztenderdhez viszonyitva
allapitottuk meg. A bemutatott hétérképen azt a 48 metabolitot dbrazoltuk, melyek mennyiségében,

legalabb egy vizsgalt torzs esetében szignifikans eltérést talaltunk a sztenderdhez képest.

5.2.15.2. Létrehozott torzsek lipidomikai vizsgalata (UHPLC-HRMS)

A LC-HRMS mérések soran a mintakat DionexUItimate 3000 UHPLC rendszerrel kapcsolt Q
Exactive Plus hybrid quadrupole- Orbitrap tomegspektrométerrel analizaltuk, pozitiv ionmdodban. A
metabolitokat Discovery HS C18 (3 um, 150 x 2,1 mm) oszlop segitségével valasztottuk szét. Az
apolaros metabolitok szeparalasahoz 0,1 % ecetsavat tartalmazo 5 mM ammonium-acetat (A) valamint
SmM ammoénium-acetat €s metanol/2-propanol (1/1) elegye (B) szolgalt mozgofazisként. A lineéris
gradiens 75% B oldattal kezd6dott (3 perc), majd 35 perc alatt elérte a 100% B allapotot, amit 15 percig
tartott meg. Az elegy eredeti Osszetételének visszaallasa 1 perc alatt tortént meg, majd 6 percig konstans
maradt. Az aramlasi sebesség 0,2 mL/perc volt, az oszlop hémérsékletét 45°C-ra allitottuk. A mérés
soran 5 ul mintat elemeztiink.

A tomegspektrometrias mérések ,,full-scan/data-dependent MS/MS” modban torténtek (teljes
Ms/ddMS?). A mérések m/z 100-1200 tartomanyban torténtek 70 000 felbontas mellett. Az LC-HRMS
adatok regisztralasahoz Trace Finder 4.0 szoftvert hasznaltunk. A nyers adatok feldolgozasa Compound
Discoverer™ (2.1) szoftver segitségével tortént. A mintak elokészitését, illetve a mérés lebonyolitasat
Dr. Varga Monika és munkatarsai (SZTE-TTIK, Mikrobiologiai Tanszék) végezték.

A mérést minden torzs esetében harom fliggetlen parhuzamos bevonasaval végeztiik el. Az egyes

lipidek mennyiségét belsd sztenderdhez viszonyitva allapitottuk meg. A bemutatott hétérképen azokat a
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lipideket abrazoltuk, melyek mennyiségében, legalabb egy vizsgalt térzs esetében szignifikans eltérést

talaltunk a sztenderdhez képest.

5.2.16. In vitro fagocitozis vizsgalat

A szinkronizalt gombatenyészeteket a mosasi 1épéseket (5.2.1.) kovetden 200 ul 1x PBS-ben
szuszpendaltuk fel. A sejtes szuszpenzidhoz tovabbi 22 ul 1 M Na,COs-t adtunk majd 4 pl Alexa Fluor
488 szukcinimidil észter (1 mg/ml) festéket hasznaltunk jel6lésiikhoz. Fénytdl elzartan 45 percen
keresztiil inkubaltuk a sejteket szobahémérsékleten, majd a fluoreszcens festéket 1x PBS puffer
segitségével négy mosasi 1épéssel (2400 X g, 5 perc) tavolitottuk el. A gombaszuszpenzidk sejtszamat
beallitottuk, majd a 2x10* sejtet tartalmaz6 DMEM/FSB/PS tapoldatot, 12 fér6helyes sejttenyésztd
lemez mintahelyeibe mértiik. A fagocitdzis vizsgalatahoz, a fluoreszcensen jeldlt gombasejteket az
emlds sejtekhez képest 6tszords mennyiségben, 37°C-on, 5%-0s CO; tenzido mellett ko-inkubaltuk
J774.2 makrofagokkal. Az inkubéacios id0 letelte utan a sejttenyésztd lemezrdl eltavolitottuk a tdpoldatot,
majd a nem fagocitalt gombasejtek eliminaldsa érdekében a mintahelyeket két alkalommal 600 pl hiitott
1x PBS pufferrel mostuk. A J774.2 sejteket 300 pl hideg 1x PBS segitségével erds pipettazas mellett
mostuk fel a tenyészt6lemez aljarol és mikrocentrifuga csdvekbe gyiijtottiik ossze. A csdveket 800 X g-
n 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszo eltavolitasa utan a pelleteket 50 pl 1x PBS-ben szuszpendaltuk
és tovabbi felhasznalasig jégen taroltuk. A fluoreszcencia intenzitas meghatarozasihoz Amnis Flowsight
képalkotd aramlasi citométert hasznaltunk. A mérési adatok kiértékelését IDEAS 6.2 szoftver
segitségével végeztiik el. Az in vitro fagocitozis kisérleteket minden gombatorzs esetében legalabb két
fiiggetlen alkalommal végeztiik el.
5.2.17. In vivo egérfertozési modell és a kolonia formalé egységek (CFU) kvantitativ
meghatarozasa

A C. auris sejteket az 5.2.1. pontban leirtak szerint készitettiik el6. A pontos gomba sejtszamot
(107 sejt/ml) 1x PBS pufferben allitottuk be. A kisérleti allatokat (BALB/c, 8-10 hét, néstény) kaloda
segitségével immobilizaltuk, majd lateralis farokvénajukon keresztiil, intravénasan (IV) fertéztiik 100 pl
gombaszuszpenzidval. A fertdzést kovetden az allatokat csoportonként, a kdrnyezettdl izolaltan tartottuk
és naponta szemikvantitativ allatjoléti pontrendszer alkalmazasaval monitoroztuk. Amennyiben a
kisérleti egyed joléti pontszama elérte az elére meghatarozott maximum értéket, az adott allatot huménus
végpont alapjan termindltuk. Az altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben nem volt sziikség egyetlen
egyed id6 el6tti elaltatasara sem.

A fertdzést kdvetden az egyes kisérletekben megjelolt iddpontokban a kisérleti allatokat a CO»
szint fokozatos adagolasaval tulaltattuk. Ezt kdvetden kivalasztott szerveiket (1ép, vese, maj, agy, egyes

esetekben a sziv) izolaltuk és meghataroztuk azok pontos tomegét. Az eltavolitott szerveket 1x PBS-t
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tartalmaz6 steril centrifugacsévekben homogenizaltuk. Az igy nyert szuszpenziok mindegyikébdl 100
pl-t szilard YPD/PS taptalajra szélesztettiik. Az agar lemezeket 48 o6ran keresztiil 30°C-on inkubaltuk,
majd a szervekbdl visszanyert gombatelepeket szamszer(sitettiikk. Az egyes szervek kolonizaltsaganak
mértékét ugy hataroztuk meg, hogy a leszamolt gomba sejtszamot a higitds mértékével beszorozva az
adott szerv tomegére vonatkoztattuk (CFU/g). A fert6zési kisérletet minden gombatdrzs esetében

legalabb két fliggetlen alkalommal hajtottuk végre.

5.2.18. Statisztikai analizis

Adataink statisztikai analizisére, illetve a szignifikancia megallapitasara GraphPad Prism 7.00
szoftvert hasznaltunk. Kisérleti elrendezéstol fliggden, parametrikus eloszlasu adatok esetén parositatlan
t-probat, nem-parametrikus eloszlas esetén Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Az egyes analizisek
feltételeit az dbraalairasban rogzitettilk. A statisztikai szignifikanciadt minden esetben a kovetkezd p-

értékek mellett hataroztuk meg: * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001.

5.2.19. Adatbazis hozzaférések

A 1étrehozott azol tipusu antifungalis szerekkel szemben rezisztens C. auris torzsek teljes genom
szekvenaldsa soran 1étrejovo nyers szekvencia adatok nyilvanosan elérhetdek a Nemzeti Biotechnoldgiai
Informéacios Kozpont (NCBI) adatbazisabol, a PRINA843706 Biosample referenciaszamon. A
hivatkozéason beliil az egyes rezisztens torzsek hozzaférési szamai a kovetkezéek: SAMN28766907
(0381 FLU*®); SAMN28766908 (0381 POS®*°), SAMN28766909 (0381 VOR®°), SAMN28766910
(0387 FLU*®), SAMN28766911 (0387 POS®°); SAMN28766912 (0387 VOR®*°); SAMN37453806
(B11220, 0381) és SAMN37453807 (B8441, 0387).

5.2.20. Etikai engedély

A dolgozatban szerepld allatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsag (1998, XXVIII; 40/2013), illetve az Eurdpai Unio altal el6irt iranyelvek (2010/63/EU) szerint
hajtottuk végre. A kisérletek végrehajtasahoz sziikséges engedélyt az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai
Tanacs (XVI1./03521/2011), illetve a Csongrad-Csanad Megyei Kormanyhivatal Agrarligyi FOosztaly
Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Osztily, a XX./511/2022. hivatkozasi szamon
bocsatotta ki. Az allatkisérletek végrehajtasanak helyszinéiil a Szegedi Tudomanyegyetem TTIK (6726
Szeged, Koz¢Ep fasor 52.) altal fenntartott allatkisérleti [étesitmény (XX./2018) szolgalt.
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6. Eredmények
6.1. Evolvalt C. auris torzsek létrehozasa

A hosszu tavu in vitro mikroevolucios kisérlethez két kiilonalld kladbol szarmazo antifungalis
szerekkel szemben érzékeny izolatumot valasztottunk. A C. auris 0381 (AR Bank #0381, B11220
referencia torzs) az elsé Japanban beazonositott torzs, melyet fiilvaladékbol izolaltak, és a Klad II-be
soroltak be. A C. auris 0387 térzs (AR Bank #0387, B8441) egy pakisztani korhazban vett
hemokultirabol szarmazik és filogenetikailag a Klad I-be tartozik. A két izolatum folyadék kultﬁréjét az
A maximalis antibiotikum koncentracido elérése utan, a csupan epigenetikai valtozasokon alapuld
rezisztencia mechanizmusok kizarasat, illetve a kialakult fenotipus stabilizalasat folyamatos friss

tapoldatba torténd atoltassal értiik el.

lsmétlés
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7. abra
A rezisztens torzsek létrehozasahoz hasznalt in vitro mikroevolicios kisérlet f6 1épéseinek sémaja az
azolokkal szemben evolvaltatott torzsek esetében
Az in vitro mikroevolicid sordn antifungélis szerekkel szemben e’rzékeny C auris torzseket kezeltﬁk antifungélis szerek

(adp) torzseket sorozatosan friss folyékony tapoldatba oltottuk stabilizalva a rezisztenciat, igy 1étrechozva az evolvalt torzseket
(evo). FLU: flukonazol, POS: posakonazol, VOR: vorikonazol
6.2. Létrehozott rezisztens torzsek antifungalis érzékenységének vizsgilata
A létrehozott torzsek antifungalis érzékenységének vizsgalatat a CLSI M27-A3 szabvany
protokoll S4 kiegészitése szerint hajtottuk végre, az 5.2.2. pontban meghatarozott modositasokat
figyelembe véve. Az antifungalis rezisztenciat a CDC altal megadott hatarértékek alapjan hataroztuk

meg.

6.2.1. Amfotericin B rezisztens torzsek antifungalis érzékenysége
A 0381 AMB®*° torzs a kiindulasi klinikai izolatumhoz hasonlé érzékenységi profilt mutatott,
kivéve a 48 oras inkubacié utan azonositott flukonazol rezisztenciat (6. tiblazat). Az amfotericin B

jelenlétében evolvalt torzsek esetében kizardlag a 0387 AMBE®° torzs valt rezisztenssé a létrehozasdhoz
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hasznalt antibiotikumra, és ez a fenotipus is csak 48 oras inkubaciot kovetden volt megfigyelhet6 (7.
tablazat). A rezisztencia kialakulasanak hianya ebben az esetben arra utal, hogy bar a gombasejtek
képesek voltak talélni a mikroevolucié soran hasznalt magas antifungalis szer koncentraciot (8 pg/ml),
a kialakult fenotipus nem volt képes stabilizalodni. Annak ellenére, hogy a szelekcioés nyomas hianyaban
mindkét tdrzs visszanyerte antifungélis érzékenységét, az amfotericin B magasabb MIC értéken volt
képes ndovekedésiiket meggatolni, ami feltételezi, hogy a szelekcidonak volt hosszabb tdva hatdsa a
gombasejtekre.

A 0387 AMB®° torzs esetében mind flukonazollal, mind vorikonazollal szemben
keresztrezisztenciat tapasztaltunk, a posakonazol MIC értékeinek novekedése mellett. Candida fajokban
az azol és polién tipust szerek kozotti keresztrezisztencia egy ismert jelenség, ami visszavezethetd arra,

hogy mindkét antibiotikum gétloé hatdsa a membran ergoszterol tartalmahoz kotheto.

6. tablazat Az antifungalis érzékenység valtozasa az amfotericin B jelenlétében szelektalt, C.

auris 0381 klinikai izolatumbdl szarmazo torzsek esetében

MIC (ug/ml)

Torzsek AMB FLU POS VOR AND CAS MICA

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

C. auris 0381 0,375 0,75 4,5 12 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,03125 0,125 0,375 1 0,03125 0,03125

Vo

C. auris 0381 AMBE 0,5 1 18 36* 0,0625 0,0625 0,09375 0,25 0,046875 0,046875 0,75 1 0,03125 0,046875

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek

7. tablazat Az antifungalis érzékenység valtozasa az amfotericin B jelenlétében szelektalt, C.

auris 0387 klinikai izolatumbdl szarmazo torzsek esetében

MIC (ug/ml)

Torzsek AMB FLU POS VOR AND CAS MICA

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

C. auris 0387 0,1875 0,5 15 8 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,078125 0,1875 0,5 0,75 0,03125 0,03125

C. auris 0387 AMB- 15 3 512%  512¢ 1,03125*  3* 12¢ 16 00625 01875 125 3* 003125 0,03125

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek
6.2.2. Triazol rezisztens torzsek antifungalis érzékenysége

A triazol szelekcid hatasa jelentGsen eltért a kiilonb6z6 klinikai izolatum rezisztens térzsei kozott.
Altalanosan elmondhatd, hogy a létrehozasahoz hasznalt antimikotikumra minden torzs stabil
rezisztenciat alakitott ki. A 0381 izolatum esetében a FLU® és a VOR®"° torzsek iS rezisztenciat mutattak
flukonazolra és vorikonazolra, mig a POS®*° t6rzs mindharom vizsgalt triazollal szemben rezisztensnek
bizonyult (8. tablazat). Ezzel szemben a C. auris 0387 izolatum esetében az azol-evolvalt torzsek
mindegyike egységesen rezisztenssé valt mindharom azol tipusi antifungalis szerre (9. tablazat).

Emellett ezen torzsek caspofungin keresztrezisztenciat is mutattak.
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8. tablazat

0381 klinikai izolatumbol szarmazo torzsek esetében

Az antifungalis érzékenység valtozasa az azolok jelenlétében szelektalt, C. auris

MIC (ug/ml)
AMB FLU POS VOR AND CAS MICA
Torzsek
24h  48h  24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h 24h 48h
C. auris 0381 0.375 0.75 45 12 0.0625 0.0625 0.0625 0.0625 0.0313 0.125 0.375 1  0.0313 0.0313
C.auris 0381 FLU ~ 075 1  3885% 512* 0.0625 0.25 3+ 4% 0.0938 0.5 075 0.75 0.0313 0.0313
C.auris 0381 POS 075 05 >512* >512¢  >32* >32* >32* >32*  0.125 0.3125 0.625 0.375 0.0313 0.0313
C. auris 0381 VOR 0.5 1 >512* >512* 0.25 0.5 8r 16*  0.0625 0.0938 0.375 0.375 0.0313 0.0313

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek

9. tablazat

0387 klinikai izolatumbol szarmazo torzsek esetében

Az antifungalis érzékenység valtozasa az azolok jelenlétében szelektalt, C. auris

MIC (ug/ml)
Térzsek AMB FLU POS VOR AND CAS MICA
24h  48h 24h  48h  24h  48h  24h  48h  24h  48h  24h  48h  24h 48h
C. auris 0387 0.1875 0.5 15 8  0.0625 0.0625 0.0625 0.0625 0.0781 0.1875 0.5  0.75 0.0313 0.0313
C.auris 0387 ELU-~ 0.375  0.75  >512* >512¢ >32*  >32%  24%  >32* Q.75 1 >16* >16* 0.0313 0.0781
C.auris 0387 POS 0.5 075  >512% >512*  >32%  >32¢  >32*  >32* 01875 0.5 2* 4*  0.0313 0.0469
C.auris 0387 VOR 05 075 >512 >512* >32*  >32% >32* >32* 025 05 2% 3*  0.0313 0.0469

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek

6.2.3. Mikafungin rezisztens torzsek antifungalis érzékenysége

A mikafungin evolvalt torzsek antifungalis profilja szintén eltérést mutatott a két klinikai

izolatumbol létrehozott evolvalt torzsek kozott. A 0381 MICA® torzs egyik echinokandin tipust

antimikotikumra sem volt érzékeny, ami a rezisztencia kialakulasanak egységes mechanizmusara utal

(10. tablazat). A 0387 MICA®*° torzs a vizsgalt echinokandinok mellett az azol tipusu szerekkel szemben

is elveszitette érzékenységét (11. tablazat). Ez alapjan valdszinlsithetd, hogy a mikafunginnal torténd

kezelés a C. auris bizonyos izolatumaiban széles korii antibiotikum Keresztrezisztenciat alakithat ki.

10. tablazat

0381 Kklinikai izolatumbol szarmazo torzsek esetében

Az antifungalis érzékenység valtozasa mikafungin jelenlétében szelektalt, C. auris

MIC (ug/ml)
Torzsek AMB FLU POS VOR AND CAS MICA
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
C. auris 0381 0,375 0,75 45 12 00625 0,0625 0,0625 00625 003125 0,125 0,375 1 0,03125 0,03125
C. auris 0381 MICA" 0,375 0,5 2,5 12 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625  >16* >16* >16* >16* >16* >16*

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek
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11. tablazat Az antifungalis érzékenység valtozasa mikafungin jelenlétében szelektalt, C. auris

0387 klinikai izolatumbol szarmazo torzsek esetében

MIC (pg/ml)

Torzsek AMB FLU POS VOR AND CAS MICA

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

C. auris 0387 0,1875 0,5 15 8 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,078125 0,1875 0,5 0,75 0,03125 0,03125

C. auris 0387 MiCA 1 1 >512¢  >512¢  >32%  >32%  >32¢  >32* 4 4 >16*  >16*  >16* >16*

* rezisztencia hatarérték feletti MIC értékek
6.3. Létrehozott torzsek altalanos novekedési képességének vizsgalata

A rezisztens torzsek novekedését komplex (YPD) tapoldatban vizsgaltuk, majd 6sszehasonlitottuk
a létrehozasukhoz hasznalt klinikai izolatumokkal. A kisérleteket 30°C-on, illetve human fertézés soran

a gazdaszervezetet kozvetleniil modellez6 37°C-on is végrehajtottuk.

6.3.1. Amfotericin B rezisztens torzsek novekedési gorbéje

A poliénnel torténd szelekcido nem valtoztatta meg a 0381 AMB®° torzs novekedését egyik
vizsgalt hémérsékleten (30°C, 37°C) sem, a kiindulasi izolatumhoz képest (8A, B abra). Ezzel szemben
a 0387 AMB®° torzs esetében mindkét homérsékleten eltérést tapasztaltunk a klinikai izolatum
novekedéséhez képest: a rezisztens torzs mindkét esetben mind osztodasi sebességben, mind pedig a

platd eléréséhez sziikséges sejtkoncentracioban elmarad az eredeti klinikai izolatumtol (8C, D abra).

A C
C. auris 0381 C. auris 0381 AMB**° C. auris 0387 C. auris 0387 AMB*"°
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8. abra

Az amfotericin B jelenlétében létrehozott C. auris torzsek novekedési képességének vizsgalata

komplex tapoldatban (YPD)

A novekedési képesség vizsgalatahoz a 1étrehozott rezisztens torzseket 48 oran keresztiil 30°C-on (A, C) és 37 °C-on (B, D)
novesztettiik. Az optikai denzitas dranként torténd leolvasasaval (ODeoonm) meghataroztuk a ndvekedési gorbéket, melyeket
legalabb 28 fliggetlen adatpont atlagaként abrazoltuk.
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6.3.2. Triazol rezisztens torzsek novekedési gorbéje

Hasonl6an a 0381 izolatumbodl létrehozott amfotericin B evolvalt torzshéz, az izolatum triazol
evolvalt térzseinek novekedési gorbéje sem mutatott jelentds eltérést a kiindulasi izolatumhoz képest
(9A, B abra). Ellenben a 0387 izolatum esetében, a triazol rezisztens térzsek novekedése 30 és 37°C-on
is szignifikansan eltért a kiindulasi térzshoz képest (9C, D abra). A FLU®°, POS®¥° és VOR®' torzsek
novekedési gorbéjének lefutasa felgyorsult sejtosztodasra utal a kiindulasi térzshoz képest, azonban a

platé eléréséhez esetiikben alacsonyabb sejtkoncentracio tarsul.

A C. auris 0381 C. auris 0381 POS**® c O~ C. auris 0387 C. auris 0387 POS**
-m- C. auris 0381 FLU*° ¥ C. auris 0381 VOR**® -0~ C. auris 0387 FLU®°> -v C. auris 0387 VOR®"
- 15
E 3
c (4
o (=3
=3 o
s <10
Qs 3
e 3 N
5 ]
et T 05
a a
9 o
0.0 P
5
Id6 (6ra) 1dé (6ra;
B ora) D (ora)
1.5+ -
-3 o L T _500000000000000000000
; 1.04 % o ,.M:M&SZ g _,/J,( o oo
g ) i eaad sl & 1.0 'DDDD:];’)D W%W
Q3 ] T
o 7
&5 5 { P
§ 054 H d
b T 0.5 {
= 2 .
......................... 0.0 B0
5 15 25 35 45 5 15 25 35 45
1d6 (6ra) 1d6 (6ra)
9. abra

Az azol evolvalt torzsek novekedési képességének vizsgalata komplex tapoldatban (YPD)

A novekedési képesség vizsgalatahoz a 1étrehozott rezisztens torzseket 48 dran keresztiil 30°C-on (A, C) és 37 °C-on (B, D)
novesztettilk. Az optikai denzitas oranként torténd leolvasasaval (ODsoonm) meghataroztuk a ndvekedési gorbéket, melyeket
legalabb 28 fliggetlen adatpont atlagaként abrazoltuk.

6.3.3. Mikafungin rezisztens torzsek novekedési gorbéje

Hasonldéan a 0381 izolatumbodl szirmazd tovabbi rezisztens torzsekhez, a 0381 MICA®Y
novekedési képessége sem valtozott szignifikans mértékben a kiindulasi torzshoz képest egyik vizsgalt
homérsékleten sem (10A, B abra). A 0387 MICA® torzs esetében a mikafungin jelenlétében torténd
szelekcio szintén nem valtoztatta meg szignifikdnsan a torzs ndvekedését a kiindulasi izolatumhoz képest
egyik homérsékleten sem (10C, D abra). Csupan a rezisztens torzs osztodasi sebességének moderalt
novekedését tapasztaltuk 30°C-on, mig 37°C-on ebben az esetben is alacsonyabb sejtkoncentracio tarsult

a stacionarius fazis eléréséhez.
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10. abra
A mikafungin szelekcidval létrehozott C. auris torzsek novekedési képességének vizsgalata
komplex tapoldatban (YPD)
A novekedési képesség vizsgalatahoz a 1étrehozott rezisztens torzseket 48 oran keresztiil 30°C-on (A, C) és 37 °C-on (B, D)
novesztettiik. Az optikai denzitas oranként torténé leolvasasaval (ODeoonm) meghataroztuk a novekedési gorbéket, melyeket
legalabb 28 fliggetlen adatpont atlagaként abrazoltuk.

6.4. Az evolvalt C. auris torzsek abiotikus stressz hatasokkal szembeni érzékenységének
vizsgalata

A C. auris hatékonyan képes alkalmazkodni a szamara kedvezétlen kiilsé hatasokhoz, ami
hozzasegiti mind a kdrnyezet, mind az emberi szervezet hatékony kolonizacidjdhoz. Hogy informdciot
nyerjiink a szerzett rezisztencia stressz toleranciajara gyakorolt hatasarol, megvizsgaltuk a torzsek

¢letképességét kiilonb6zo stresszhatasokat modellezd taptalajokon.

6.4.1. Amfotericin B rezisztens torzsek abiotikus stressz toleranciaja

Altalanossagban véve az amfotericin B rezisztencia kialakuldsa nem volt jelentés hatéssal a 0381
AMB®"° stressz toleranciajara (11. abra). Ezen torzs esetében a szubjektiv pontozasi rendszer alapjan
mind6ssze egy sejtfal stresszor, a kalkofluor fehér (KF) legmagasabb koncentracidja (50 pg/ml) okozott
er6s novekedési defektust mindkét vizsgalt hdmérsékleten a kiindulasi izolatumhoz viszonyitva (11A
abra). Ez arra utal, hogy ennél az izolatumnal az AMB rezisztencia kialakuldsa bizonyos mértékig
legfeljebb a sejtfal osszetételt befolyasolhatja. Ezzel szemben a 0387 AMB®° homérséklet fiiggetlen
moédon érzékeny volt minden vizsgalt koffein koncentracio jelenlétére (11A éabra). Emellett a torzs
novekedési képességét a membran detergens SDS is gatolta, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy
ezen izoldtum esetén a rezisztencia kialakulasa a sejtfal 0sszetétel mellett a sejtmembran szerkezetére is

hatassal volt (11B abra).
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0381 AMB*" 0387 AMB**
30°C | 37°C 30°C | 37°C ;
o 8% wiV 8 YPD
2 8| alicerol | 10%wiv P
=9 .
g3 12% WiV 5
N D ®
O NaCl Ll > i
B 1,5M O  50pug/ml |
12,5mM .
Koffein 15 mM YPD
17,5mM
3
E 10 pg/ml
KF 25 pg/ml o
§ - ~ Koffein
g S0 ug/ml 2 125mm
(‘/'3 10 pg/ml Sziil6 izolatumhoz viszonyitott o
25 pg/mi novekedési képesség: g
KV
50 pg/ml : Kissé jobb novekedés - 4 OE‘PS &
75 pg/ml Jobb névekedés & 106% w
Nincs kilénbség
E g 0,02% w/V | Enyhe névekedési defektus 5
Q E, 6 Kozepes novekedési defektus C. aun's 0381 KF
Eg| SDS |0.04%wV Erds novekedési defektus * C. auris 0381 AMB"
23 N Gvekedé © C. auris 0387 50 pg/ml
=3 0.06% WY, kit C. aun's 0387 AMB™

11. abra
Az amfotericin B evolvalt torzsek novekedési képességének vizsgalata Kiilonb6zo abiotikus
stresszorok jelenlétében

A vizsgalt torzsek novekedési képességét szubjektiv szabalyrendszer szerint hotérképen abrazoltuk (A). A sziiléi izoldtumhoz
viszonyitott jelentdsebb eltéréseket reprezentativ képekkel dbrazoltuk (B). Minden torzs esetében harom fiiggetlen kisérletet
hajtottunk végre. KF: Kalkofluor fehér; KV: Kongé vords

6.4.2. Triazol rezisztens torzsek abiotikus stressz toleranciaja

Az ozmotikus stresszorok (glicerol, NaCl) nem befolyasoltak a 0381 triazol evolvalt torzsek
novekedési képességét (12A abra). A 0381 POS®° torzs az Osszes sejtfal karositd agens (koffein, KF,
KV), és a sejtmembran detergens (SDS) jelenlétére is rendkiviil érzékenyen reagalt. Bar a 0381 FLU®"°
és VOR® torzsek szintén érzékenyen reagaltak a sejtfal stresszorok (KV, KF) jelenlétére, ez a fenotipus
kevésbé volt kifejezett és csak magasabb stresszor koncentraciok mellett jelentkezett. Erdekes médon, a
sejtfal stresszorként funkcionald koffeinnel szemben mindkét torzs rezisztenciat alakitott ki (12B, C
abra). Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az azol rezisztencia kialakulasa a posakonazol kezelés
esetében jelentOs hatassal volt a sejtek sejtfal és membran sszetételére, ami a FLU®® és VOR®° torzsek
vizsgalata sordn nem volt megfigyelheto.

Az elobbi jelenséget a 0387 izolatumbol 1étrehozott triazol rezisztens torzseknél is megfigyeltiik:
a 0387 FLU®°, POS#° és VOR®"° egységesen koffein toleranciat mutatott. Emellett szintén tolerancia
alakult ki az ozmotikus stresszor NaCl (30°C), és a sejtfal stresszor KV (30°C) jelenlétében. Ennek
ellenére mind a sejtfal, mind pedig az ozmotikus stresszre adott toleranciara utald valasz nem altalanos,
mivel az ozmotikus stresszor glicerol jelenlétében nem tapasztaltunk eltérést, mig a sejtfal stresszor KF
esetén - magasabb koncentracioban - novekedési defektust figyelhettiink meg a kiindulasi izolatumhoz

képest (12B abra).
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A membran detergens (SDS) jelenlétében a harom izolatum egységes valasza megsz{int: mig a
POSe¥ és VOR®™ fokozottan érzékenynek bizonyult, addig a FLU® torzs esetén a klinikai izolatumhoz
viszonyitva 30°C-on toleranciat figyeltiink meg (12E, F abra).

A B
0381 FLU° | 0381 POS®" | 0381 VOR®" 0387 FLU°* | 0387 POS°* | 0387 VOR®" $ziil6 izola vi
30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C 30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C névekedési képesség:
8% wiV 8% wiV : Kissé jobb névekedés
Glicerol | 10% wiV Glicerol | 10% w/V Jabhndvskerée
12% wiV 3 12% WiV Nincs kiilonbség
Enyhe ndvekedési defektus
M ™ Kézepes ndvekedési defektus
5 L Nincs ndvekedés
O O
12,5 mM 12,5 mM
Koffein Koffein
17,5 mM 17,5mM
10 pg/ml 3 10 pg/ml
KF 25 pg/ml i KF 25 pg/ml
b 50 pg/mi i 50 pg/ml
;% 10 pg/ml g‘ 10 pg/ml
25 pg/ml 3
(%} KV Hg %] KV
50 pg/ml 50 pg/ml
75 pg/ml 75 pg/ml
.§ 2 0,02% wiV E 2 0,02% w/V
8 8
g g’ SDS [ 0,04% wiV 2 g SDS | 0,04% wiV
- D=
g% 0,06% w/V =3 0,06% w/\V
C 100 100 100 10*  10'  10*  10° 10*  10' 10* 10* A10* E 100 100 10¢ 100100 100 100 100 107 10°  10*

C. auris 0381

FLU™

POS®e

VOR™

YPD 12.5 mM Koffein SDS 0,06% wiV

15 mM Koffein
D 100 102 100 104 F 10" 102 10°  10¢ 100 102 100 10¢ 100 102 100 10¢

C. auris 0381 [ C. auris 0387 [

FLU*> I FLU™

pog™ POS™

VOR™ : A VOR®® B

YPD 17.5 mM Koffein SDS 0,02% w/iV YPD 12.5 mM Koffein SDS 0,06% wiV
12. abra
A triazol evolvalt torzsek novekedési képességének vizsgalata kiilonb6z6 abiotikus stresszorok
jelenlétében

A vizsgalt torzsek novekedési képességét szubjektiv szabalyrendszer szerint hotérképen abrazoltuk (A-B). A jelentsebb
eltéréseket reprezentativ képekkel abrazoltuk (C-F). Minden torzs esetében harom fiiggetlen kisérletet hajtottunk végre. KF:
Kalkofluor fehér; KV: Kongd voros

ore

6.4.3. Mikafungin rezisztens torzsek abiotikus stressz toleranciaja

A 0381 MICA®™ torzs legjelentdsebb novekedési deficienciajat a sejtfal stresszor KF, és a KV
legmagasabb koncentracioja (75 pg/ml) okozta (13A abra). Kisebb mértékben, de ez a térzs szintén
érzékeny volt koffein jelenlétére. Emellett az SDS jelenlétére kis mértékii toleranciat tapasztaltunk. A
0387 MICA®° torzs novekedési képessége minden vizsgalt koriilmény mellett kdzel megegyezett a
kiindulési izolatummal. A legmagasabb vizsgalt KV koncentracion 30°C-on azonban a torzs erds

novekedési defektust mutatott (13B abra).
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YPD

Caffeine
15mM

KF

C. auris 0381

cv
75 pg/ml

A
0381 MICA® 0387 MICA™®
30°C | 37°C 30°C | 37°C
o 8% wiV
2 8| alicerol | 10% wiv
E % 12% WiV
8
©3| Nacl L
1,5M
12,5 mM
Koffein 15 mM
. 17,5mM
2 10 pg/ml
gl «r 25 pg/ml
‘S" 50 pg/ml
;;? 10 pg/ml
KV 25 pg/ml
50 pg/mi
75 pg/mi
§ § 0,02% w/V
£ %’ sDS | 0,04% wiv
=3 0,06% W/V

Sziil6 izolatumhoz viszonyitott
novekedési képesség:

=

Kissé jobb névekedés
Jobb novekedés

Nincs kilonbség

Enyhe névekedési defektus
Kozepes névekedési defektus
Erds novekedési defektus
Nincs novekedés

25 pg/mi

YPD

C. auris 0387

50 pglml

13. abra

.-

C. auris 0381

@ C. auris 0381 MICA™
C. auris 0387

© C. auris 0387 MICA™

A mikafungin jelenlétében evolvalt torzsek novekedési képességének vizsgalata kiilonbozo

abiotikus stresszorok jelenlétében
A vizsgalt torzsek novekedési képességét szubjektiv szabalyrendszer szerint hotérképen abrazoltuk (A). A sziil6i izolatumhoz
viszonyitott jelentdsebb eltéréseket reprezentativ képekkel abrazoltuk (B). Minden torzs esetében harom fiiggetlen kisérletet

hajtottunk végre. KF: Kalkofluor fehér; KV: Kongd voros

6.5. A szerzett triazol rezisztencia hatasa a torzsek membran szterol osszetételére

Mivel az azol tipusu antifungélis szerek hatasukat az ergoszterol bioszintézisének gatldsan

keresztiil érik el, analitikai modszerekkel (LC-MS) vizsgaltuk a létrehozott torzsek szterol dsszetételét

triazolokkal t6rténd kezelés mellett és annak hianyaban is. A 14. abra szemlélteti az egyes szterol

szarmazékok feltételezhetd helyét az ergoszterol bioszintézis 1épéseiben.
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Az ergoszterol bioszintézis itvonal egyszeriisitett sematikus abraja Candida fajok esetében
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6.5.1. Szterol tartalom valtozasa antifungalis kezelés hianyaban
A komplex tapoldatban, antifungalis kezelés nélkiil nevelt torzsek esetében mind a 0381 FLU®",
mind a 0387 FLU®" a kiindulasi izoldtumukhoz hasonl6 aranyban (> 95%) tartalmazott ergoszterolt - a

bioszintetikus utvonal végtermékét (15A, B, C abra).
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15. abra

A szterol dsszetétel valtozasa a triazol evolvalt torzsek esetében
Az egyes szterolszarmazékok szazalékos aranyanak vizsgalata LC-MS modszerrel, a 0381 (A) és 0387 (B) izolatumbol
létrehozott torzsek esetében triazol kezelés hianyaban. A 0381 FLU®° és VOR®¥°, valamint a 0387 FLU® torzs vizsgélata
soran a kiindulasi izolatumokhoz hasonldan az ergoszterol dominalt (C). Ezzel szemben a 0381 POS®¥°, 0387 POS®V° és
VOR® torzsekben az alternativ utvonal intermedierjeinek felhalmozodasa volt jellemz6 (D).

Ezzel szemben a POS®® torzsekben jelentds csokkenést tapasztaltunk az ergoszterol
mennyiségében: a 0381 POS®° térzsben az ergoszterol mennyisége 80%-0s, mig a 0387 POS®Y° torzsben
99%-o0s csokkenést mutatott posakonazol kezelés hianyaban is (15A, B abra). Ugyanezen torzsekben
olyan koztitermékek kompenzaltak az ergoszterol hianyat, mint az ergosztaenol vagy a kozosen detektalt
fekoszterol/episzterol/ergosztadienol.

Erdekes modon a VOR®™ torzsek egymastol eltéré fenotipust mutattak: mig a 0381 VOR®Y torzs

a klinikai izolatumhoz hasonlé mintazatban tartalmazta a szterolszarmazékokat, addig a 0387 VOR®°
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torzsben az ergoszterol hianyat (~1%) szintén a fekoszterol/episzterol/ergosztadienol (~90%)
kompenzalta.

Azokban a térzsekben, melyekben az ergoszterol mennyisége jelentésen lecsokkent, egy Candida
fajokban még azonositatlan szterol szarmazékot (C2sHa402; portenszterol) is detektaltunk. A szénatomok
szama, illetve az ergosztadienolhoz és ergosztaenolhoz kétheté megjelenés arra utal, hogy a portenszterol

a bioszintetikus utvonal alternativ 4gahoz kothetd (15D abra).

6.5.2. Szterol tartalom valtozasa triazol kezelt mintak esetén
Az triazol evolvalt torzsek, illetve a kiindulasi izolatumaik szterol Gsszetételét antifungalis
szerekkel torténd kezelés mellett is megvizsgaltuk. Ehhez minden esetben a mikroevolicidé soran

maximalisan alkalmazott antifungalis szer koncentraci6 felét alkalmaztuk (16. abra).
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16. abra

A triazol evolvalt torzsek szterol dsszetételének valtozasa a létrehozasukhoz hasznalt antifungalis
kezelés hatasara
Az egyes szterolszarmazékok szazalékos aranyanak vizsgalata LC-MS moédszerrel, a 0381 (A) és 0387 (B) izolatumbol
l1étrehozott torzsek esetében triazol kezelést kovetden. A triazol kezelés a vizsgalt torzsek nagy részében aktivalta a
bioszintetikus utvonal alternativ agat (C), azonban a 0381 POS®, illetve 0387 POS®° és VOR® torzsek esetében a szintézis
az alternativ utvonal felé tolodott (D).
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A Kklinikai izolatumokban a triazol kezelés minden esetben csOkkentette az ergoszterol
mennyiségét, aminek kompenzalasaként a lanoszterol és obtuszifoliol feldusulasa volt megfigyelhetd,
fiiggetleniil az alkalmazott antifungalis szert6l. Ezenkiviil a 14-Me-fekoszterol, és a toxikus hatast 14-
Me-ergosztadién-diol megjelenése is arra utal, hogy ezen koriilmények kozott a lanoszterol-14-a-
demetilaz gatlasahoz kothet6 alternativ itvonal aktivacioja fokozodott.

A triazol kezelés a 0381 evolvalt torzseknél az ergoszterol mennyiségének csdkkenése mellett egy,
a bioszintetikus utvonalon még nem elhelyezett szterol termék, a C2oHas0 (stigmaszteron) megjelenését
is okozta (16A abra). Mivel ez a szterol szarmazék kizarolag a toxikus melléktermékkel, a 14-Me-
ergosztadién-diollal asszocialtan jelent meg, igy bioszintézisiik feltételezhetden kozeli kapcesolatban all
egymassal (16C abra).

A 0387 izolatumbol létrehozott triazol evolvalt torzsekben kezelés hatdsira az ergoszterol
mennyisége szignifikansan lecsdkkent (0387 FLU®?) vagy nem volt detektalhato (0387 POSev°, 0387
VOR®"°) (16B abra). A végs6 termék hianyat a lanoszterol/obtuszifoliol, 14-Me-fekoszterol és eburikol
megjelenése kompenzalta. A toxikus 14-Me-ergosztadién-diol ellenben kizarélag a FLU®® térzsben volt
detektalhat6 (~8%), és a korabban emlitett stigmaszteron is csak ebben a térzsben volt detektalhatd. Ez
tovabb erdsiti azt a megfigyelést, miszerint a stigmaszteron szintézise a toxikus 14-Me-ergosztadién-diol
megjelenéséhez kotheto (16D abra).

6.8. Az antibiotikum rezisztencia hatasa a torzsek sejtfal homeosztazisara

Mivel a létrehozott rezisztens torzsek a stressztolerancia vizsgalatok soran, a kiindulési
izolatumokhoz viszonyitva, tobb esetben is eltéré érzékenységet mutattak a sejtfalkarosité agensekkel
szemben, igy fluoreszcens festéssel megvizsgaltuk sejtfaluk Osszetételét. A kisérlet soran FITC-
konjugalt Concanavalin-A (ConA) festéket hasznaltunk az a-mannan, TRITC- konjugalt gabona csira
agglutinint (WGA) a kitin oligomerek, kalkofluor fehéret (KF) a kitin, illetve Dectin-1 és emberbdl
szarmazo6 Immunoglobulin G Fc régio kiméra fehérjével konjugalt Alexa Fluor 647 festéket a B-glitkan

crcr

illetve jelentds eltérés esetén fluoreszcens mikroszkopiaval is vizsgaltuk.

6.8.1. Amfotericin B rezisztens torzsek sejtfalanak valtozasa
Az amfotericin B jelenlétében torténé hosszatavia szelekcio egyik evolvalt torzs esetében sem

okozta a sejtfal komponensek mennyiségének szignifikans valtozasat (17A, B abra).
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6.8.2. Triazol rezisztens torzsek sejtfalanak valtozasa

Fluoreszcens intenzitas
medianja
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Amfotericin B evolvalt torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata aramlasi citometriaval
ConA: FITC-konjugalt Concanavalin-A; KF: Kalkofluor fehér; WGA: Wheat Germ Agglutinin (Gabona csira agglutinin);
Dectin-1-Fc: Dectin-1 és emberb6l szarmaz6 Immunoglobulin G Fe régié kiméra fehérjével konjugalt Alexa Fluor 647. A
feltiintetett adatok minden t6rzs esetében hdrom fliggetlen parhuzamos kisérletbdl szarmaznak, ahol alkalmanként 10*
gombasejt fluoreszcens jelét detektaltuk (atlag + standard hiba). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001
(parositatlan t-teszt).

6.8.2.1. Aramlasi citometria

A 0381 azol evolvalt torzsek esetében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést az egyes

sejtfalkomponensek sejtfelszini megjelenésében a kiindulasi izolatumhoz képest (18A abra).

Ezzel szemben a 0387 azol evolvalt torzsek vizsgalata soran tobb sejtfal komponens mennyisége is

szignifikansan valtozott a kiindulasi izolatumhoz viszonyitva (18B éabra). A 0387 POS®° ¢s VOR®®

torzsekben megemelkedett a sejtfal a-mannan (ConA) és Kitin (KF) tartalmat tapasztaltunk. Emellett

mindharom azol evolvalt térzs nagyobb mennyiségben tartalmazott Kitin oligomereket (WGA).
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Triazol evolvalt torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata
ConA: FITC-konjugalt Concanavalin-A; KF: Kalkofluor fehér; WGA: Wheat Germ Agglutinin (Gabona csira agglutinin);
Dectin-1-Fc: Dectin-1 és emberb6l szarmazé Immunoglobulin G Fe régi6 kiméra fehérjével konjugalt Alexa Fluor 647. A
feltiintetett adatok minden tdrzs esetében harom fiiggetlen parhuzamos kisérletbdl szarmaznak, ahol alkalmanként 10*
gombasejt fluoreszcens jelét detektaltuk (atlag + standard hiba). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p<0.0001
(parositatlan t-teszt).
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6.8.2.2. Mikroszképos vizsgalat

A triazol evolvalt torzsek sejtfal komponenseinek vizsgalatat fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalattal is elvégeztiik (19. abra). Bar a fluoreszcens mikroszkopos eljaras jeldetektalasi érzékenysége
alacsonyabb, vizualisan is aldtdmasztottuk a 0387 azol evolvalt térzsek megemelkedett a-mannan

(POSev°, VOR®v), kitin (POS®¥°, VOR®¥) és kitin oligomer (POS®*°, VOR®¥°, FLUEVO) tartalmat.

Kalkofluor fehér
ConA ConA Kalkofluor feher CanA
ConA Kalkofluor fehér WGA Kalkofluor fehér WGA WGA WGA

C. auns 0381

C. auris 0381 FLU**
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19. abra
A sejtfal 6sszetételének mikroszkopos vizsgalata a triazol evolvalt torzsek esetében

A sejtfal dsszetevok festésére az aramlasi citometrias eljarashoz hasonléan ConA (o-mannén), Kalkofluor fehér (kitin) és
WGA (kitin oligomerek) fluoreszcens festékeket hasznaltunk.

6.8.3. Mikafungin rezisztens torzsek sejtfalanak valtozasa

A 0381 és 0387 MICA®™® torzsek esetében egyarant megemelkedett a sejtfal o-mannan
mennyisége (ConA) (20A, B abra). A fluoreszcens intenzitas median értékei alapjan a 0381 MICA®¥°
torzsben kétszerezodott, mig a 0387 MICA®® tdrzsben haromszorozodott az a-mannan sejtfelszini
expozicidja. A B-glikdn kimutatasara hasznalt Dectin-1 Fc-vel torténd jelolés arra utal, hogy
mikafunginnal szembeni rezisztencia kialakulasa a két torzs esetén eltéré el6jellel befolyasolta a

komponens mennyiségét.
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20. abra
Mikafungin evolvalt torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata

ConA: FITC-konjugalt Concanavalin-A; KF: Kalkofluor fehér; WGA: Wheat Germ Agglutinin (Gabona csira agglutinin);
Dectin-1-Fc: Dectin-1 és emberb6l szarmaz6 Immunoglobulin G Fe régié kiméra fehérjével konjugalt Alexa Fluor 647. A
feltiintetett adatok minden t6rzs esetében hdrom fliggetlen parhuzamos kisérletb8l szarmaznak, ahol alkalmanként 10*
gombasejt fluoreszcens jelét detektaltuk (atlag + standard hiba). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001
(parositatlan t-teszt).

6.9. Triazol evolvalt torzsek efflux pumpa aktivitas vizsgalata

Az azol tipusu antifungélis szerekkel szemben kialakuld rezisztencia egyik leggyakoribb
mechanizmusa egyes transzporter proteinek expresszidjanak fokozéddasara vezethetd vissza. Az ABC és
MFS tipust transzporterek egyes képviseldi képesek a citoplazmaba diffundalt antimikotikumok
megkdtésére és azok extracellularis térbe juttatasara. Azért, hogy megvizsgaljuk, hogy az efflux

folyamatokhoz kothetd detoxifikalasi folyamatok szerepet jatszanak-e a létrehozott térzsek azolokkal

szembeni toleranciajaban, génexpresszios illetve funkcionalis kisérleteket végeztiink el.

6.9.1. Efflux pump4ak funkcionalis vizsgalata

Szakirodalmi adatok alapjan mind az ABC tipust transzportereknek (Cdrl, Cdr2), mind egyes
MFS tipust transzportereknek (Mdrl) szerepe van a C. auris azolokkal szembeni rezisztenciajaban.
Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az efflux folyamatok szerepét a létrehozott rezisztens torzsekben,
funkcionalis kisérleteket végeztiink. Ehhez a gombasejteket Nilus Vords fluoreszcens probaval festettiik,
ami Candida fajokban a Cdrl, Cdr2 és Mdrl transzporterek ligandja. A mintak kezelését kdvetden a
fluoreszcens intenzitas valtozasat aramlasi citometriaval vizsgaltuk kiilonb6z6 idépontokban (21. ébra).
A fluoreszcens festék tul korai eltavolitasat efflux pumpa gatlékkal (Na-azid és enniatin) akadalyoztuk
meg, majd a festés utdn a fizioldgias efflux folyamatok visszaallitasat gliikdzzal torténd aktivacioval
értilk el. A festék mennyiségének csokkenését 150 percen keresztiil monitoroztuk (30 perces
idokozonként), a kapott intenzitasi median értékeket a glikoz kezelés elbtti (0 perc) értékekre
normalizaltuk.

A 0381 FLU®°, POS®*° és VOR®° torzsek a kiindulasi izolatumhoz hasonlo efflux aktivitast

mutattak (21A abra). A klinikai izolatum esetében 30 perc inkubaciot kovetden a fluoreszcens intenzitas
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atlagosan 35%-ot csokkent, mig 150 perc utan 53%-ot. A 0381 FLU®° torzsnél az efflux aktivitas kis
mértékit novekedését tapasztaltuk: 30 perc utan 55%, majd 150 perc utan 67%-0s fluoreszcens jel
vesztést detektaltunk. A POS®° t6rzs a gliikoz indukcid hatasara 30 perc utan 34%-0t, 150 perc utan
50%-ot veszitett a fluoreszcens jelébdl. A FLU® térzshéz hasonldoan a VOR®Y® torzs esetében is Kis
mértekben, de nétt az efflux folyamatok aktivitdsa: 30 perc utdn 41%-os, 150 perc utan 52%-0S

csOkkenést mértiink.
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21. abra

Az efflux pumpak aktivitasanak vizsgalata fluoreszcens festéssel
A transzporterek funkcionalis vizsgalatara Nilus Voros fluoreszcens festéket hasznaltunk. A gliikozzal torténd kezelést
kovetden fél oras idokdzonként detektaltuk a gombasejtek fluoreszcens jelének fogyasat (A, B). A feltiintetett adatok minden
torzs esetében harom fliggetlen parhuzamos kisérletbdl szarmaznak, ahol alkalmanként 2x10% gombasejt fluoreszcens jelét
detektaltuk, majd az adatokat a 0 percnél mért értékekre vonatkoztattuk (atlag + standard hiba). * p< 0.05; *** p< 0.0005
(pérositatlan t-teszt).
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A 0381-es izolatumhoz viszonyitva a 0387 klinikai izolatum magasabb efflux aktivitast mutatott.
A gliikdz kezelés utan 30 perccel a fluoreszcens intenzitas 40%-ot csokkent, majd 90 perc koriil 40%-on
stabilizalodott (21B abra). A 0387 izolatumbol szdrmazo torzsek vizsgalata rendkiviil magas efflux
aktivitasra utalt. A gliik6z aktivaciot kovetden 30 perccel a FLU®® torzs fluoreszcens intenzitasa 82%-
kal, a POS®¥ torzsé 96%-kal mig a VOR®® torzsé 97%-kal csokkent, ami a festék citoplazmabdl torténd

szinte azonnali eliminacidjat jelenti.

6.9.2. Efflux pumpak expressziéjanak vizsgalata valos idejii RT-gPCR moédszerrel

Ahhoz, hogy meghatarozzuk pontosan mely efflux pumpak vehetnek részt a torzsek
antimikotikum detoxifikalasaban, valos idejii kvantitativ PCR segitségével vizsgaltuk az antifungalis
rezisztenciaval asszocialt transzportereket kodold gének expresszidjat. Kisérleteinkbe harom ABC-
tipusu transzportert - Cdrl, Sng2a, Sng2b -, illetve két MFS-tipusu transzportert - Mdrl, Tpo3, - vontunk
be, C. albicans-ban ismert ortologjaik alapjan (22. abra).

A 0381-es torzs esetében a CDR1 expresszidja szignifikansan megnovekedett a FLU®° ¢s VOR®°
torzsekben, mig a POS®° torzsben a klinikai izolatumhoz hasonl6 értékeket kaptunk (22A ébra). A masik

két ABC- tipusu transzportert kodold gén (SNQ2a, SNQ2b) mindharom triazol rezisztens torzsben
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csokkent kifejez6dést mutatott a klinikai izolatumhoz képest. Emellett a 0381 FLU®"® és VOR®™®
torzsekben az MDR1 expresszioja is csokkent, mig a POS®" torzsben nem tapasztaltunk valtozast (22C

abra).
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22. abra
ABC- és MFS- tipusu efflux pumpakat kédolé gének expresszioja a triazol evolvalt torzsekben
A sejtek detoxifikalasaban feltehetSleg szerepet jatszo efflux pumpakat kodold gének expressziojat valos idejit PCR
segitségével vizsgaltuk. Mind az ABC- (A, B), mind az MFS-tipusu (C, D) transzporterek esetében szignifikans valtozasokat
tapasztaltunk a kodold gének expresszidjaban a klinikai izolatumokhoz viszonyitva. Az abrazolt adatok 3 fliggetlen kisérlet
adataibol szarmaznak (atlag + szoras). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (Mann-Whitney teszt).
A 0387 FLU® torzsben a CDR1 expresszidja mérsékelten emelkedett meg, mig a POS®® és
VOR®™ tirzsekben jelent6sen fokozodott (22B abra). Az utobbi két torzsben emellett az SNQ2a

expresszidja is szignifikansan megnovekedett. Erdekes médon mindharom térzsben az MFS tipusu

transzporterek extrém magas expressziojat tapasztaltuk a kiindulasi izolatumhoz viszonyitva (22D abra).
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6.10. A létrehozott torzsek genomszekvenciajanak analizise
A kialakult antifungalis rezisztenciahoz kothetd genetikai valtozasok azonositasa érdekében teljes
genom szekvenalast végeztiink. Az igy talalt aminosav valtozasok hatdsat in silico moédszerrel

prediktaltuk.

6.10.1. Triazol evolvalt torzsek

A szekvencia analizis eredményeként mind a 0381 FLU®", mind a 0381 VOR® torzs esetében
aminosav cserét detektaltunk a Taclb transzkripcios faktort kodold génben (B9JO8 004820) (12.
tablazat). Bar in silico adatok alapjan a FLU®° torzsben talalt aminosav szubsztiticid neutralis hatasu,
funkcionalis vizsgalataink (megemelkedett CDR1 expresszio) arra utalnak, hogy a VOR®® torzshoz
hasonldan ebben az
esetben is funkcidvesztéses mutacid jott 1étre. A 0381 VOR®® torzsben ezen feliil duplikalodott egy
megkozelitéleg 60 gént magaba foglald szekvenciarész, ami tartalmazta az Ergl1 fehérjét kodolo gént.
Erdekes modon a 0381 POS® torzsben minddssze egy duplikaciot talaltunk, ami az RFG1 gént érintette,

melynek C. albicans-ban a fonalas névekedés gatlasaban van szerepe.

12. tablazat A C. auris 0381-es izolatum evolvalt torzsekben azonositott mutaciok jellemzoi és

funkciojuk

C. auris 0381 FLU®v°

C. albicans S. cerevisiae Aminosav

Mutacio tipusa Gén ortolog ortolog csere Funkcio
Pontmutacio B9J08_004820 (TAC1b) HAL9 HAL9 N690S Transzkripcids faktor
C. auris 0381 POS®ev°®
Mutécié tipusa Gén C'oarltl:ﬁszns = zertrg;’c', ;i e A";L”e"rza" Funkcié
Exonikus képia B9JOS_004089 REG1 ROX1 Transzkripcids faktor; fonalas

szam valtozas névekedés represszora

C. auris 0381 VORe®Y°

C. albicans S. cerevisiae Aminosav
ortolég ortolég csere

Pontmutacié B9J08_ 004820 (TAC1b) HAL9 HAL9 S19l Transzkripcios faktor

CJI96_0001194-
CJI96 _0001248*

Mutacio tipusa Gén Funkcio

Duplikacié

A 0387-es klinikai izolatumbol létrehozott azol rezisztens torzsek esetében funkcidvesztéses
mutaciot azonositottunk a BCY1 génben (13. tablazat). Az érintett gén C. albicans esetében a cAMP
fliggd protein kinaz A (CAMP/PKA) szignalizacids utvonal regulatora. Emellett, a 0387 FLU® térzsben
egy tovabbi funkcidvesztéssel jardé aminosav cserét azonositottunk a HGT4 génben, amely a gliikoz és

fruktdz transzmembran transzportjaért felelds. A 0387 POS®Y torzs tovabba tartalmazott egy korai STOP
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kodon beépiilését el6idéz6 aminosav cserét az ERG3 génben. Ez amellett, hogy egy klasszikus azol
rezisztencia mechanizmus megjelenésére utal, elsd kisérletes bizonyitékként szolgal a szerzett

posakonazol rezisztencia és az ERG3 mutacioja kozotti potencialis kapcsolatra.

13. tablazat A C. auris 0387-es izolatum evolvalt torzsekben azonositott mutaciok jellemzoi és

funkciéjuk

C. auris 0387 FLU®°

M}Jtacm Gén S alblc’ans S. cerevisiae Aminosav Funkcié
tipusa ortolog ortolég csere
Pontmutacio B9J08_002818 BCY1 BCY1 R160S cAMP fliggé protein kinaz inhibitor
Pontmutaci6  B9J08_002259 HGT4 SNF3 PO5T Gliz6z, fruktdz transzmembran
- transzporter
C. auris 0387 POS®v°
M}ltacw Gén G, alblc’ans S. cerevisiae Aminosav Funkcié
tipusa ortolég ortolog csere
Pontmutacio B9J08_002818 BCY1 BCY1 R160S cAMP fliggé protein kinaz inhibitor
Pontmutacio B9J08_003737 ERG3 ERG3 S316X C5 szterol deszaturaz
C. auris 0387 VOR®°
Mutacié ~ C. albicans S. cerevisiae Aminosav 2
p Gén g . Funkcio
tipusa ortolég ortolog csere
Pontmutacio B9J08_002818 BCY1 BCY1 R160S cAMP fliggé protein kinaz inhibitor

6.10.2. Mikafungin evolvalt torzsek

Az echinocandin rezisztencia kialakuldsa legtobb esetben a 1,3-B-D- gliikkédn szintetdz enzimet
kodolo FKS1 gén mutaciojara vezethetd vissza. A MICA®° torzsekben harom kiilonb6zo helyre
térképezheté aminosav cserét azonositottunk be (D642Y, R1345S, S639Y), melyek feltételezhetéen a
fehérje funkcidjanak karosodasaval jartak.

A 0381-es izolatum azol evolvalt torzseinek esetében tovabbi sejtmetabolizmust érintd (TRP5,
MET16), sejtpolarizacioban és sejtadhézioban szerepet jatszo (BJI96 0003540, AAF1), illetve GTPaz
aktivatort érinté (SAC7) genomi valtozast is detektaltunk (14. tablazat). Az utobbi gének esetében a
fehérjék funkciodja inszercio vagy delécio soran kialakuld frameshift vagy korai STOP kodon beépiilése

miatt modosulhat.
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14. tablazat A 0381 MICAEYO torzsben azonositott muticiok és jellemzoik

C. auris 0381 MICA®ve

Muticio tipusa Gén C. albicans S. cerevisiae Aminosav Funkcié
P ortolég ortolég csere
CJ196_0001351 D642Y (Del) 1.3-p-D-gliikén szintetaz
Pontmutacio (B9J08_000964) GSC1 (FKS1) GSC2 (FKS2) R1354S ’ e?le <6
(FKSY) (Del) gység
P s CJI96_0003689 ”
Pontmutacio (B9JOS. 004899) orf19.1430 - M59I (Neu) Ismeretlen funkcio
Inszercié
(leolvasasi CJI196_0001886 TRP5 TRP5 Triptofan szintaz
oy (B9J08_003349)
keret eltolédas)
(I':;zve;;:; CJI96_0003540 Lo (0o A X1 Sejtpolarizacio kialakitasahoz
Y (B9J08_000555) - = és fenntartasa
keret eltolodas)
Inszercié
(leolvasési CJI96_0004094 MET16 MET16 Foszfoadenilil-szulfat reduktaz
s (B9J08_005307)
keret eltolodas)
Delécio
(leolvasasi CJI196_0001295 SACT7 SACT7 GTP4z aktivator
oz (B9J08_001347)
keret eltol6das)
Pontmutacio
(STOP kodon ~ £7196_0004322 AAF1 Sejtadhézio

elvesztése) (B9JOS_004831)

A 0387 MICA®* térzsben a triazol evolvalt torzsekhez hasonloan a BCY1 génben is aminosav
cserét talaltunk, mely ezuttal korai STOP kodon beépiilést eredményezett (15. tablazat). Erdekes
modon, ebben a torzsben a Bceyl altal gatolt Tpk2 katalitikus alegységet kodold génben is
funkciovesztéses aminosav cserét azonositottunk. Ezen megfigyelés alapjan azt feltételezhetjiik, hogy
a PKA szignalizacios utvonal inhibitoranak (BCY1l) mutaciojabol eredd konstitutiv miikddést

ellensulyozza a katalitikus alegység (TPK2) csokkent aktivitasa.

15. tablazat A 0387 MICAEVC tirzsben azonositott mutaciok és jellemzéik

C. auris 0387 MICA®eve

2 z C. albicans S. cerevisiae Aminosav Az
Mutacio tipusa Gén . . Funkcié
ortolég ortolég csere
o B9J08_002788 cAMP fligg6 protein kinaz
Pontmutacio (TPK2) TPK2 TPK2 R375K (Del) Katalitikus alegység
Pontmutacio BQJ?£§2%3;737 ERG3 ERG3 S243L (Del) C5 szterol deszaturaz
Pontmutaci6  B9J08 000964  GSCL(FKS1) GSC2(FKS2)  S639Y (Del) 1.3-B-D-gliikén szintetaz

alegység

Pontmutacié B9J08_000053 TOM20 TOM20 L108F (Neu) Mitokondrialis transzporter
Pontmutacio
(korai STOP B9J08_ 004233 BUD6 BUD6 E519X (Del) Sejtpolarizacio kialakitasahoz
kodon)
O CAMP fiigg® protein kinaz
(korai STOP B9J08_002818 BCY1 BCY1 S330X (Del) 99h.tf’.
kodon) inhibitor
Pontmutacié
(STOP kodon ~ B9J0S_002272  C3_03560W_A ICP55 Aminopeptidaz

elvesztése)
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A 0387 MICA® torzsben ezenfelill egy szintén feltételezhetéen funkcidvesztést okozdé ERG3
mutaciot is taldltunk, ami magyardzatot ad az evolvalt tdrzsek azolokkal szembeni
keresztrezisztenciajara. A mar emlitett genomi valtozasokon kiviil tovabbi mutaciokat azonositottunk a

sejtpolarizacioért felelos BUDG6 génben is.

6.11. Triazol evolvalt torzsek metabolomikai vizsgalata

A C. auris szekvencia analizisét megneheziti, hogy a genom annotacidja napjainkban még
rendkivil hianyos. Valdszinilileg ez az oka annak, hogy a klasszikus mechanizmusokon kiviil (ERG3,
TAC1b mutacio, ERG11 duplikacio) triazol evolvalt torzsek vizsgalata soran sok esetben nem talaltuk
meg a rezisztens fenotipus kozvetlen genetikai determinansat. Mivel feltételezhetd, hogy ezekben az
esetekben a rezisztencia kialakuldsa alternativ folyamatok eredménye, igy elvégeztiik a torzsek
metabolomikai és lipidomikai analizisét.

A két klinikai izolatum 6sszehasonlitdsa soran eltéréd metabolomikai profilt kaptunk, ami alapjan
arra kdvetkeztethetiink, hogy mar a két kiindulasi torzs anyagcseréje is jelentdsen kiilonbozik. Ez tovabb
ersiti azt a megfigyelést, hogy egyes C. auris torzsek kozott altalaban rendkiviili diverzitas jellemzo.

A 0381 azol evolvalt torzsek esetén, a FLU®° torzs metabolit profilja hasonlitott leginkabb a
kiindulési izolatum profiljdhoz (23. abra). A FLU®° torzsben detektalt metabolitok koziil a
foszfoetanolamin fokozott kifejezddése a legkiemelenddbb. Ennek az etanolamin szarmazéknak foként
a glicerofoszfolipidek ¢€s szfingofoszfolipidek felépitésében van kiemelkedo szerepe, igy Osszefiiggésbe
hozhaté a megvaltozott membran homeosztazissal. Ennek alapjan az adenozin-monofoszfat (AMP)
jaro energiafelhasznalasra. Ezen utobbi metabolit mennyisége a VOR®Y torzsben szintén megemelkedett,
a citromsav, glicerol és a szarkozin-d3 mennyiségével egyiitt. Mig az el6bbi két metabolit olyan
esszencialis folyamatokban vesz részt, mint a sejtlégzés €s a triacilglicerol anyagcsere, addig a szarkozin-
d3 funkcidja gombakban ismeretlen. A 0381 POS®° torzs esetében a rezisztencia kialakulasa szamos
detektalt metabolit mennyiségére hatassal volt: a mannitol és a manndz-6-foszfat fokozott termelédése
a manndz metabolizmus fokozodasara utal. A tovabbi megvaltozott mennyiségben beazonositott
metabolitok szama arra enged kovetkeztetni, hogy ezen tdrzs esetében az antifungalis rezisztencia
kialakuldsa radikalisan valtoztatta meg a sejtek anyagcseréjét. Erdekes modon egyetlen metabolit
esetében mindharom evolvalt tdrzsnél koncentracié emelkedést azonositottunk. Ez a metabolit a gliikoz
anyagcserében szerepet jatszo piroszolésav volt.

A 0387 FLU®® metabolit profilja nagy mértékti hasonldsagot mutatott a kiindulasi izolatummal.
A két torzs kozott jelentdsebb eltérést a koenzim A bioszintézisében szerepet jatszo spermidin esetében

tapasztaltunk, mely a FLU®"° térzsben alacsonyabb szinten volt jelen.
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Mind a 0387 POS®°, mind a VOR®" térzsek metabolit dsszetétele jelentdsen eltért a kiindulasi
izolatumtol, azonban egymashoz tdbb ponton is hasonlitottak. Mig egyes eltéré mennyiségben detektalt
metabolitok, mint a hipoxantin, cisztamin a nukleinsav anyagcsere atalakulasara utalnak; addig a
piridoxamin megemelkedett mennyisége aminosav anyagcsere utvonalak érintettséget feltételezi. A
triptamin és az S-metoxitriptamin koncentracidjanak novekedése érdekes Osszefliggésre mutat ra,
ugyanis ennek a két metabolitnak a jelenléte arra utal, hogy a sejtekben a triptofan anyagcsere egy

alternativ 4ga aktivalodik, melynek végterméke a melatonin.
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23. abra
A Kkiindulasi klinikai izolatumok és a triazol rezisztens torzsek metabolomikai analizise
A tomegspektrografias (GC-MS) vizsgalat soran nyert adatokat hétérképen abrazoltuk. Az egyes metabolitok aranyat belsd
sztenderdhez hasonlitva adtuk meg. A vizsgalatot minden torzs esetében 3 fiiggetlen leoltasbol szarmazd mintan végeztiik el.
Az abran a klinikai izolatumokat wt jelzéssel lattuk el.
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A klinikai izolatumok, illetve az evolvalt térzsek metabolomikai vizsgalata megerdsiti, hogy a C.
auris egyes izolatumai kozott sejtanyagcsere szintjén is jelentds kiilonbségek vannak. Emellett
kiemelendd, hogy az egyes antifungalis szerekkel szembeni rezisztencidhoz kothetd metabolomikus

valtozasok is izolatum fiiggést mutatnak, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a folyamat nem univerzalis.

6.12. Triazol evolvalt torzsek lipidomikai vizsgalata

A tovabbiakban a klinikai izolatumok, illetve az evolvalt torzsek lipid osszetételét vizsgaltuk (24.
abra). A metabolomikai analizishez hasonléan ebben az esetben is szembetiind volt a két klinikai
izolatum kozotti jelentds eltérés. Mig a 0381 klinikai izolatumban jellemzéen a kiilonb6z6
foszfatidilkolin és foszfatidiletanolaminok mennyiségében figyeltiink meg kisebb névekedést, addig a
0387 esetében a foszfatidilglicerol és a betainok (DGTS, DGTA) jelenléte fokozodott szamottevoen.

A 0381 FLU®¥ torzs esetében a klinikai izolatumra jellemz6 telitett foszfatidilkolinok mennyisége
lecsokkent és a ceramidok, illetve diacilglicerolok és triacilglicerolok mennyisége novekedett meg. A
0381 klinikai izolatum evolvalt torzsei koziil a legjelentOsebb eltéréseket a POS®° torzs esetén
detektaltuk. A megvaltozott lipid homeosztdzis ebben a torzsben fdleg az eltér6 hossziisagu
zsirsavlanccal rendelkezd telitett foszfatidilkolinok és foszfatidiletanolaminok mennyiségének jelentds
novekedésével jart. Emellett, a ceramidok és diacilgliceridek, valamint triacilgliceridek mennyiségében
is szignifikans novekedést tapasztaltunk. A VOR® torzs esetében részben a POS®°-val megegyez6
telitett foszfatidilkolinok koncentracioja emelkedett jelentdsen.

A klinikai izolatumhoz viszonyitva a 0387 FLU® tdrzsben a telitetlen foszfatidilglicerolok és
betainok aranya jelent6sen lecsokkent. Ezen torzs esetében egyes ceramidok (36:1; 44:0; 18:0)
mennyiségében szintén csdkkenést tapasztaltunk. A POS®° és VOR® torzsekben ezzel szemben hasonlod
mintazatban szamos lipid mennyiségének novekedését tapasztaltuk. Ezen lipidek bar rendkiviil
valtozatosak voltak, jellemzden telitetlen zsirsav lanccal rendelkeztek.

A metabolomikai eredményekhez hasonléan a lipid Osszetétel vizsgalatdnak esetében is azt
tapasztaltuk, hogy a rezisztencia kialakulasa izolatum fliggé modon, rendkiviil valtozatosan befolyasolta

az evolvalt torzsek lipid profiljat.
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24. abra

A kiindulasi klinikai izolatumok és a triazol rezisztens torzsek lipidomikai analizise
A tomegspektrografias (LC-MS) vizsgalat soran nyert adatokat hétérképen abrazoltuk. Az egyes lipidek aranyat belsé
kontrollhoz hasonlitva adtuk meg. Az abran a klinikai izolatumokat wt jelzéssel lattuk el. PC: foszfatidilkolin; PE:
foszfatidilatanolamin; TG: tracilglicerid; Cer: ceramid; DG: diacilglicerol; PI: foszfatidilinozitol; PS: foszfatidilszerin;
DGTA/DGTS: diacilgliceroltrimetilhomoszerin/diacilgliceroltrimetil-B-alanin; MIPC: mannozil inozitol foszfoceramid

bt
ftp—d

erers

6.13. A BCY1 gén mutaciojahoz kiotheto fenotipus valtozasok vizsgalata

A 0387 triazol evolvalt torzsek teljes genom szekvenalasa soran azonositott BCY1 gén
funkciovesztéses mutacioja feltehetéleg a cAMP/PKA szignalizacios Gtvonal gatlasanak feloldasaval
jart, ami konstitutiv miikodéshez vezetett. Mivel a PKA, illetve a vele szoros kapcsolatban 1évo
szignalizacios Gtvonalak Candida fajokban a gombasejtek szamos esszencialis életfolyamatara hatassal

vannak, igy a triazol evolvalt térzsek fenotipusanak vizsgalatat mas kondiciokkal is kibovitettiik.
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6.13.1. Rapamicin érzékenység vizsgalata

A rapamicin rezisztencia megjelenése kapcsolatban all a cAMP/PKA szignalizacios ttvonal

miik6désével, mind S. cerevisiae-ben, mind C. albicans-ban. A rapamicin, a koffeinhez hasonldan a

TORCI1 (Target of Rapamycin Complex 1) komplex gatlasan keresztiil fejti ki hatasat, igy tobb

downstream folyamatot (stressz valasz, protein és riboszéma bioszintézis) is befolyasolhat. Mivel a 0387

triazol evolvalt torzsekben a BCY1 funkciovesztéses mutacido minden esetben megnodvekedett koffein

toleranciaval parosult, igy feltételezhetd, hogy C. auris esetében mas gombakhoz hasonléan a

cAMP/PKA ttvonal szoros kapcsolatban all a TORCI miikodésével. Ennek alatamasztasara

megvizsgaltuk a létrehozott térzsek rapamicin érzékenységét, kiilonb6z6 rapamicin koncentraciok

mellett. A kapott OD értékeket a kezeletlen torzsek esetében mért értékekre normalizaltuk, majd

hétérképen abrazoltuk (25. abra).

A
24 ora

36 ora

48 ora

C. auris 0387

C. auris 0387 FLU™

C. auris 0387 POS=*

C. auris 0387 VOR™*

C. auris 0387
C. auris 0387 FLU™
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25. abra

A C. auris 0387 triazol evolvalt torzsek rapamicin érzékenysége

C. aun's 0387

C. auris 0387 FLU™

C. auris 0387 POS*®

C. aun's 0387 VOR™

C. auris 0387

C. auris 0387 FLU™

C. auris 0387 POS=*

C. auris 0387 VOR*™

37°C

0.98

Rapamicin
(ng/ml)

500

1.0
08
0.6
0.4
0.2

A C. auris 0387 triazol evolvalt torzsek rapamicin érzékenységét 30°C-on (A) és 37°C-on (B) vizsgaltuk. Az egyes mintak
optikai denzitasat (ODgoonm) 48 O0ran keresztiil monitoroztuk spektrofotometria segitségével. Harom idépontban a leolvasott
értékeket a rapamicin mentes negativ kontroll mintdk OD értékeire normalizaltuk majd hétérképen abrazoltuk. A kisérleteket

A 0387 torzsek esetén a FLU®® egyértelmiien rezisztenciat mutatott a rapamicinnel szemben, mig

7

két fiiggetlen alkalommal hajtottuk végre, két technikai parhuzamos felhasznalaséaval.

a POS®° ¢s VOR® torzsek esetében csak mérsékelt toleranciat tapasztaltunk a kiindulési izolatumhoz

képest mindkét vizsgalt hémérsékleten (25A, B abra). A megfigyelt fenotipus 37°C-on volt a

legkifejezettebb, amit a meghatarozott MIC értékek is alatimasztottak (16. tablazat).
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16. tablazat A rapamicinnel torténé kezelés soran meghatarozott MIC értékek

MIC (ng/ml)
Torzsek 24h 36h 48h
30°C 37°C 30°C 37°C 30°C 37°C
C. auris 0387 4,23 1,63 18,23 7,16 41,67 14,32
C. auris 0387 FLU®v° 187,50 250 >500 >500 >500 >500
C. auris 0387 POSev° 36,46 15,63 52,08 20,83 62,50 31,25
C. auris 0387 VOR®"° 5,86 5,86 52,08 18,23 62,50 20,83

6.13.2. Biofilm képzés

A cAMP/PKA szignalizacios Gtvonalhoz kotheté funkciok alapjan feltételeztiik, hogy a BCY1
mutdcioja hatassal lehet a 0387 triazol evolvalt térzsek biofilm képz6 képességére is. Ennek vizsgalasara
24-, és 48 oras biofilmeken XTT redukcids vizsgalatot végeztiink (26. abra). A biofilm képzés
idotartamatol fiiggetleniil minden vizsgalt torzs esetében szignifikansan megnovekedett biofilm

mennyiséget figyeltiink meg (26A, B abra).
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26. abra

0387 triazol evolvalt torzsek biofilm képzo képességének vizsgalata
A 0387 klinikai izolatumbodl létrehozott triazol rezisztens tdrzsek biofilm képzo képességét XTT redukcids vizsgalat
segitségével analizaltunk. A kisérlet soran 24 oras (A) és 48 oras (B) biofilmeket kezeltiink a reagenssel majd 490 nm-en
leolvastuk a mintak optikai denzitasat. Harom fiiggetlen kisérletet hajtottunk végre, melyek soran térzsenként minimum 18

adatponttal dolgoztunk (atlag + szoras). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (Mann-Whitney teszt).

6.14. A J774.2 makrofagok fagocitalo képességének vizsgalata C. auris torzsek jelenlétében
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a szerzett rezisztencia kialakulasa soran

bekovetkezd sejtfal és sejtmembran valtozdsok hogyan befolydsoljdk a gombasejtek makrofagokkal
torténd interakciojat, egérbdl szarmazo J774.2 makrofig-szeri sejteket fertoztiink a létrehozott

rezisztens C. auris torzsekkel. A makrofagok fagocitald képességét aramlasi citométer segitségével 30

percenkeént vizsgaltuk.
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6.14.1. AMB®" torzsek J774.2 makrofag szerii sejtek altali felvételének in vitro vizsgalata

Az AMB®° torzsek fagocitézisaban nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a kiindulasi

izolatumhoz képest, egyik vizsgalt id6pontban sem (27A, B abra).
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27. abra

J774.2 makrofagok fagocitalo képességének vizsgalata AMB®'° torzsek jelenlétében
A makrofagok C. auris 0381 (A) és 0387 (B) amfotericin B evolvalt térzsekkel szembeni fagocitozis hatékonysagat
vizsgaltuk (atlag + szoras). A kisérlet soran az eml6s sejteket 1:5 aranyban fert6ztikk a gombasejtekkel majd a fagocitozis
hatékonysagat aramlasi citométer segitségével detektaltuk 30 percenként. A feltiintetett adatok a 0381 torzs esetében egy, mig
a 0387 torzs esetében harom fiiggetlen parhuzamos kisérletbdl szarmaznak, ahol alkalmanként 10* gombasejt fluoreszcens

jelét detektaltuk. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (parositatlan t-teszt).

6.14.2. Triazol evolvalt torzsek J774.2 makrofag szerii sejtek altali felvételének in vitro vizsgalata

A 0381 izolatum evolvalt torzsei esetén a FLU®® és VOR® torzsek fagocitdzisa nem tért el

jelentds mértékben a kiindulasi izolatum vizsgalata soran tapasztaltaktol (28A abra). Ezzel szemben az

egér makrofagok mar alig egy oraval a koinkubaciot kovetden is kisebb hatékonysaggal voltak képesek
bekebelezni a 0381 POS®"° sejteket.

A 0387 triazol evolvalt torzsek esetében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a fagocitald J774.2

sejtek aranyaban a klinikai izolatumhoz képest (28B abra).
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28. abra

J774.2 makrofagok fagocitalé képességének vizsgalata triazol evolvalt torzsek jelenlétében
A makrofagok C. auris 0381 (A) és 0387 (B) triazol evolvalt torzsekkel szembeni fagocitdzis hatékonysagat vizsgaltuk (atlag
+ s70rés). A kisérlet soran az emlds sejteket 1:5 aranyban fertdztiik a gombasejtekkel majd a fagocitozis hatékonysagat
aramlasi citométer segitségével detektaltuk 30 percenként. A feltiintetett adatok minden t6rzs esetében harom fliggetlen
parhuzamos kisérletbdl szarmaznak, ahol alkalmanként 104 gombasejt fluoreszcens jelét detektaltuk A * p< 0.05; ** p< 0.005;

*k* < 0.0005; **#** p< 0.0001 (parositatlan t-teszt).
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6.14.3. MICA®° torzsek J774.2 makrofag szerii sejtek altali felvételének in vitro vizsgalata
A 0381 és 0387 MICA®° torzsek esetében szintén nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket a
fagocitalo makrofagok aranyaban (29A, B abra).
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29. abra

J774.2 makrofagok fagocitalo képességének vizsgalata MICA®' torzsek jelenlétében
A makrofagok C. auris 0381 (A) és 0387 (B) mikafungin evolvalt torzsekkel szembeni fagocitdzis hatékonysagat vizsgaltuk
(atlag + szoras). A kisérlet soran az eml0s sejteket 1:5 ardnyban fert6ztiik a gombasejtekkel majd a fagocitdzis hatékonysagat
aramlasi citométer segitségével detektaltuk 30 percenként. A feltiintetett adatok a 0381 torzs esetében egy, mig a 0387 torzs
esetében harom fiiggetlen parhuzamos kisérletbdl szdrmaznak, ahol alkalmanként 104 gombasejt fluoreszcens jelét
detektaltuk. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p<0.0001 (parositatlan t-teszt).

Fagocitalé J774.2 sejtek aranya (%)
N
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6.15. In vivo virulencia vizsgalat egér intravénas fert6zési modellben

A mikroevolicioval 1étrehozott rezisztens térzsek virulenciajanak valtozasat in Vivo szisztémas
fert6zési modell segitségével vizsgaltuk. Ehhez 8-10 hetes ndstény BALB/c egereket fertdztiink
intravénasan az egyes torzsekkel, majd 3 napos inkubdcidt kdvetden megallapitottuk az egyedek
veséjének, majanak, 1épének és agyanak gomba kolonizaltsagat. Els6 1épésként 0sszehasonlitottuk a két
klinikai izolatum virulenciajat.

A kisérletek els6 korében a 0387 klinikai izolatum esetében a majbol, illetve az agybol visszanyert
élécsiraszam szignifikansan magasabbnak bizonyult, mint a 0381 esetében (30A abra). A fert6zést eltérd
forrasbol beszerzett allatokon végrehajtva szintén a 0387 izolatum bizonyult virulensebbnek. Ebben az
esetben a vesék, az agy ¢és a sziv is magasabb gomba kolonizaltsagot mutatott. Ennek a megfigyelésnek
feltételezhetd oka, hogy ez az izolatum mivel hemokultiirabol szarmazik, eredeténél fogva mar atesett

egy patogenitasra vonatkoz6 szelekcion (30B abra).
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A C. auris Klinikai izolatumok in vivo virulenciajanak dsszehasonlitasa
A C. auris 0381 (A) és 0387 (B) klinikai izolatumok virulencigjat két eltérd forrasbol szarmazé kisérleti allatcsoporton is
dsszehasonlitottuk. A gombasejteket (108 db) farokvénan keresztiil torténd fertézéssel juttattuk az allatokba, majd szerveik
kolonizaltsagat 3 nap elteltével él6csiraszam meghatarozassal vizsgaltuk. A kapott CFU értékeket az adott szerv tomegére
vonatkoztattuk (atlagt szoras). Kisérleteinket két fliggetlen alkalommal ismételtiik meg 5-5 kisérleti allat bevonésaval. A
kiugro értékeket statisztikai analizissel sziirtiik ki. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (parositatlan t-

teszt).

6.15.1. AMB®*° torzsek virulenciajanak vizsgalata

A 0381 AMB® virulencijaban nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a klinikai izolatumhoz

képest (31A abra). Ezzel szemben a 0387 AMB®*° t6rzs csokkent mértékben volt képes kolonizalni a

kisérleti allatok vese és sziv szovetét a kiindulasi torzshez képest (31B abra).
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31. abra
Amfotericin B evolvalt torzsek virulenciaja in vivo egér fert6zési modellben

A C. auris 0381 (A) és 0387 (B) izolatumok, illetve a beldliik 1étrehozott amfotericin B evolvalt torzsek virulenciajat
egérmodellben vizsgaltuk. Az 4llatokat farokvénan keresztiil fertéztiik (106 db gombasejt), majd szerveik kolonizaltsagat 3
nap elteltével élécsiraszam meghatarozassal vizsgaltuk. A kapott CFU értékeket az adott szerv tomegére vonatkoztattuk
(atlagt szoras). Kisérleteinket két fliggetlen alkalommal ismételtiik meg 5-5 kisérleti allat bevonasaval. A kiugr6 értékeket
statisztikai analizissel sz{irtiik ki. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p<0.0001 (Mann-Whitney teszt).

6.15.2. Triazol evolvalt torzsek virulenciajanak vizsgalata

A 0381 FLU® és POS®® eredményesebben volt képes a maj és az agy kolonizalasara, mint a
klinikai izolatum (32A abra). A 0381 VOR®° esetében bar a vesékben szignifikansan alacsonyabb CFU-
t detektaltunk, az agyban ez a torzs is hatékonyabban volt képes a megtelepedésre.

Ezzel szemben a 0387 klinikai izolatumbol 1étrehozott triazol rezisztens torzsek minden vizsgalt

szervet  szignifikansan  kisebb mértékben voltak képesek kolonizalni, ami egységes

virulenciacs6kkenésre utal (32B abra).
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32. abra

Triazol evolvalt torzsek virulenciaja in vivo egér fert6zési modellben
A C. auris 0381 (A) és 0387 (B) izolatumok, illetve a belbliik 1étrehozott triazol evolvalt torzsek virulenciajat egérmodellben
vizsgaltuk. Az allatokat farokvénan keresztiil fertdztiik (108 db gombasejt), majd szerveik kolonizaltsagat 3 nap elteltével
¢l6csiraszam meghatarozassal vizsgaltuk. A kapott CFU értékeket az adott szerv tomegére vonatkoztattuk (atlag+ szoras).
Kisérleteinket két fiiggetlen alkalommal ismételtiik meg 5-5 kisérleti allat bevonasaval. A kiugré értékeket statisztikai
analizissel sziirtiik ki. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (Mann-Whitney teszt).

6.15.3. MICA®" tiorzsek virulenciajanak vizsgalata

A MICA®°torzsek virulenciajaban szamos eltérést tapasztaltunk a klinikai izolatumhoz képest. A
0381 MICA®™ torzs nagyobb hatékonysaggal volt képes a vesék, agy és sziv kolonizacidjara (33 A abra).
A 0387 MICA®™ esetében pedig a kisérleti allatok agyaban és szivében tapasztaltunk szignifikansan

magasabb CFU értékeket (33B abra).
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33. abra

Mikafungin evolvalt torzsek virulenciaja in vivo egér fert6zési modellben
A C. auris 0381 (A) és 0387 (B) izolatumok, illetve a bel6liik 1étrehozott mikafungin evolvalt torzsek virulenciajat
egérmodellben vizsgaltuk. Az allatokat farokvénan keresztiil fertdztiik (108 db gombasejt), majd szerveik kolonizaltsagat 3
nap elteltével élécsiraszam meghatarozassal vizsgéltuk. A kapott CFU értékeket az adott szerv tomegére vonatkoztattuk
(atlag+ szoras). Kisérleteinket két fliggetlen alkalommal ismételtiik meg 5-5 kisérleti allat bevonasaval. A kiugré értékeket
statisztikai analizissel sziirtiik ki. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (Mann-Whitney teszt).
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6.16. Az agysziovet kolonizaciojahoz kiotheté gének expressziojanak vizsgalata MICA®Y
torzsekben

Candida fajokban az echinocandin rezisztencia jelentds fitnesz csokkenéssel tarsul, ami csokkenti
a torzsek virulenciajat. Ezzel szemben, a C. auris esetében, mindkét MICA®¥® torzs szervkolonizald
képessége szignifikansan fokozodott tobb szervben is, a kiindulasi térzshoz képest. Ez kiilonosen az
agyban volt jelentds. Mivel az agyszovet gombak altali kolonizacidja tobb neurodegenerativ betegség
esetében is ismert, igy célunk volt ennek a jelenségnek a szélesebb korii vizsgalata. Ehhez olyan gének
expresszidjat vizsgaltuk, melyek szakirodalmi adatok alapjan potencidlisan szerepet jatszhatnak az
agyszovet kolonizaciojaban.

A 0381 MICA®° t5rzs esetében sem a ALS3 sem az SSA2 gének expresszidjaban nem tapasztaltunk
kiilonbséget a kiindulasi izolatumhoz képest (34A abra). Ezzel szemben a 0387 MICA®° torzsben az
ALS3 csokkent expresszioja mellett, az SSA2 kifejez6désének megemelkedését tapasztaltuk (34B abra).
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34. abra

Megnovekedett agyi kolonizacioval osszefiiggésbe hozhato gének expresszidjanak vizsgalata
Az agyszovet megnovekedett kolonizacidjaban feltehetdleg szerepet jatszo gének expressziojat valos idejii PCR segitségével
vizsgaltuk. Az abrazolt adatok 3 fliggetlen kisérletbdl szarmaznak (4tlag + szorés). * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p< 0.0005;
**¥% n<0.0001 (Mann-Whitney teszt).

6.17. Szervek gomba kolonizaltsaganak vizsgalata hosszu tavi fertozés esetén

A 3 napos fertézési id6t kovetden mindkettdé MICA®® torzs eredményesebben volt képes
kolonizalni egyes szerveket (vese, agy, sziv), mint a klinikai izolatumok. Ezekkel a torzsekkel hosszabb
tavu in vivo kisérleteket is elvégeztiink valaszt keresve arra a kérdésre, hogy a gazdaszervezet hosszutava
védekez6 funkcioi képesek-e akadalyt szabni a fert6zés tovabbi terjedésének. Ezen kisérletek esetében a
kisérleti allatok fertozését a korabbiak szerint, ugyanazzal a gomba ddzissal hajtottuk végre, de a 3 napos
inkubacios id6 mellett az egyes szervekben a CFU értékeket 7 nap, 15 nap (35. abra), illetve a 0387

torzsek esetében 30 nap utan is meghataroztuk (36. abra).
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35. abra
A 0381 MICA®° torzs szerv kolonizacios képessége hosszi tava kisérlet esetén

A C. auris 0381 izolatum, illetve a beldle 1étrehozott mikafungin evolvalt térzs virulencigjat 8-10 hetes, néstény BALB/c
egérmodellben vizsgaltuk. A gombasejteket (108 db) farokvénan keresztiil torténd fertdzéssel juttattuk az allatokba, majd
szerveik kolonizaltsagat 3 nap, 7 nap és 15 nap elteltével éldcsiraszdm meghatarozassal vizsgaltuk. A kapott CFU értékeket az
adott szerv tdomegére vonatkoztattuk (atlag+ szoras). Kisérleteinket két fiiggetlen alkalommal ismételtiik meg alkalmanként
minimum 5 kisérleti allat bevonasaval. A kiugro értékeket statisztikai analizissel szlirtiik ki. * p< 0.05; ** p< 0.005; *** p<
0.0005; **** p<0.0001 (Mann-Whitney teszt).

A 0381 klinikai izolatum és MICA®° esetében is altalanossagban elmondhatd, hogy a fert6zéstol
szamitott id6 elorehaladtaval a vizsgalt szervekben detektalhatd gombasejtek mennyisége csokken, ami
a feltisztulasi folyamat eredményességére utal. Ez alol kivételt képez a 0381 MICA®® torzzsel fertdzott
kisérleti allatok veséje. Ezen szerv esetében megfigyelhetd, hogy amellett, hogy az evolvalt torzsre
minden vizsgalt idépontban magasabb élécsira szam volt jellemzo, a szoveti feltisztulas sem tortént meg
két héttel a fert6zést kovetden sem. Ezzel szemben, annak ellenére, hogy a veséhez hasonléan az evolvalt
torzs rovid tavu fertézés esetében (3nap) a majat, agyat és a szivet is hatékonyabban kolonizalta, mint a
klinikai izolatum, a hossz(tava eredmények arra utalnak, hogy az adaptiv immunfolyamatok ezekben a
szervekben képesek a gombasejtek eliminacidjara.

A 0387 torzsekkel fert6zott allatok esetében szintén megfigyelhetd az egyes szervek feltisztulasa
az id6 elérehaladtaval. A 0381 MICA® t6rzsh6z hasonloan a 0387 MICA® esetében is azt tapasztaltuk,
hogy hatékonyabban és tartdsabban képes a vese kolonizacidjara, mint a klinikai izoldtum. A vesék
mellett, a kisérlet korai id6pontjaiban, a maj és az agy kolonizaltsaga szintén magasabb volt az evolvalt
torzzsel fert6zott allatok esetében. A klinikai izolatumhoz hasonléan azonban ezekben a szervekben is a
kisérlet 30. napjara a gombasejtek teljes eliminacidjat figyeltiik meg. Emellett érdemes kiemelni, hogy
a kisérlet késobbi idépontjaiban (15 nap, 30 nap) a MICA® torzzsel fert6zott kisérleti allatok szivében
nem figyeltiink meg jelentés CFU csokkenést.

A hosszu tavon elvégzett in vivo vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy mind a 0381 mind a
0387 MICA® torzs az adaptiv immunrendszer aktivaldodasanak ellenére is eredményesebben képes a

vesék kolonizalasara, mint a klinikai izoldtumok. Emellett a 0381 MICA®® esetében a vesében
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perzisztaciot is megfigyeltiink. Ez a jelenség a 0387 MICA® torzzsel fertdzott allatok szivében még
markansabban jelent meg. Ebben az esetben a fert6zést kovetd 7. és 30. nap kdzotti idGintervallumban
az ¢éldcsiraszam nem mutatott csokkenést, ami alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a szdvetben kialakult

egy stabil, perzisztalni képes gombasejt populacio.
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A 0387 MICA®® torzs szerv kolonizacids képessége hosszu tava Kisérlet esetén
A C. auris 0387 izolatum, illetve a bel6le 1étrehozott mikafungin evolvalt torzs virulencidjat 8-10 hetes, néstény BALB/c
egérmodellben vizsgaltuk. A gombasejteket (108 db) farokvénan keresztiil torténd fertézéssel juttattuk az allatokba, majd
szerveik kolonizaltsagat 3 nap, 7 nap, 15 nap és 30 nap elteltével élcsiraszam meghatarozassal vizsgaltuk. A kapott CFU
értékeket az adott szerv tdmegére vonatkoztattuk (atlagt szoras). Kisérleteinket két fliggetlen alkalommal ismételtiik meg
alkalmanként minimum 5 kisérleti allat bevonasaval. A kiugro értékeket statisztikai analizissel sziirtiik ki. * p< 0.05; ** p<
0.005; *** p< 0.0005; **** p< 0.0001 (Mann-Whitney teszt).
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7. Ertékelés

Az in vitro mikroevolucion alapuld kisérletek eredményesen hasznalhatéak mind az antifungalis
rezisztencia okdnak, mind hatasanak vizsgalatara. A kornyezeti izolatumok alacsony szama, és a nagy
filogenetikai valtozatossag miatt ez az eljaras kiilonosen elényds C. auris esetében, mivel lehetdséget
biztosit az antifungalis szerekkel szemben érzékeny és rezisztens torzsek kozvetlen dsszehasonlitasara.
Ezen kisérletek a legtobb esetben a fertézések ellen leggyakrabban alkalmazott flukonazolra
koncentralnak. A C. auris flukonazollal szembeni csokkent érzékenysége azonban gyakran sziikségessé
teszi a gyakorlatban ritkabban alkalmazott gombaellenes szerek nagyobb aranyt hasznalatat. Mivel ezen
szerek alkalmazasanak hatdsa az antifungalis rezisztencia kialakulasara, illetve kovetkezményeire
kevésbé kutatott teriilet, igy a megfeleld terapias szer megvalasztasahoz elengedhetetlen az ismereteink
eziranyu bovitése.

7.1. Amfotericin B mikroevolicio

Az amfotericin B jelenlétében torténd szelekciot kovetden, eredményeink meglepé modon arra
utaltak, hogy bar a MIC értékek novekedtek, de a C. auris ebben a kisérleti elrendezésben jellemzéen
nem volt képes stabil rezisztenciat kialakitani ezzel az antimikotikummal szemben. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a mikroevolucios kisérlet sordn a torzsek MIC érték feletti antifungalis szer
koncentracio mellett tapasztalt novekedési képességében epigenetikai valtozasoknak is szerepe van?®,
Ez a jelenség Osszefligghet azzal a megfigyeléssel, hogy a Candida fajok azért alakitanak ki ritkan
rezisztenciat amfotericin B-vel szemben, mert a folyamat jelentdsen csokkenti a sejtek fitneszét, igy az
atmeneti valtozasok elénydsebbek lehetnek, mint a tartos mutaciok®. A 0387 AMB®Y° torzs esetében
csokkent érzékenységet tapasztaltunk mind flukonazollal, mind vorikonazollal szemben. Ennek feltehetd
oka, hogy mindkét antifungalis szer csoport a plazmamembran karositasan keresztiil fejti ki hatasat'?®,
A keresztrezisztencia, illetve a megemelkedett amfotericin B MIC értékek az ergoszterol bioszintetikus
utvonal modosulasara utalnak a 0387 AMB®*° torzsben!®®,

Annak ellenére, hogy az evolvalt torzsek nem érték el a rezisztencia hatarértékét, a mikroevolicios
kisérlet soran egyes fenotipus jegyeik esetében valtozasokat tapasztaltunk. A 0381 AMB® torzs a
kiindulasi izolatumhoz képest kevésbé toleralta a sejtfal karosito agensek (koffein, KF) jelenlétét, mig a
0387 AMB®° mind a sejtfalat (koffein), mind a membrant (SDS) érint6é stresszhatasokkal szemben
érzékenyebbnek bizonyult. A névekedési vizsgalat alapjan az utdbbi torzs, emellett lassabban osztodott
¢és alacsonyabb sejtkoncentracio elérésére volt képes folyékony tapoldatban mint a kiindulasi izolatum,
ami a viabilitas csokkenésére utal. Ennek fényében érdekes megfigyelés, hogy mig a 0381 AMB®'° t6rzs
esetében a detektalt CFU értékek kozvetleniil osszevethetdek a klinikai izolatum esetén azonositott
értékekkel, addig a 0387 AMB®° torzzsel fert6zott allatok veséiben és szivében, csak kis mértékben

tapasztaltuk a gomba kolonizacio csokkenését?®,
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Eredményeink alapjan annak ellenére, hogy a rezisztencia kialakulasa nem volt stabil, az
amfotericin B tolerancia fokozodasa in vitro koériilmények kozott csokkentette a torzsek fitneszét, ami
Candida fajok esetében egy altalanosan megfigyelt jelenség®. Azonban ez a fitnesz csokkenés egyik
evolvalt torzs esetében sem volt elég ahhoz, hogy in vivo koriilmények kozo6tt a virulencia jelentds
mérséklodését vagy avirulens fenotipus kialakulasat okozza?®®.

7.2. Triazol mikroevoluci6

Az antifungalis tesztek alapjan minden triazol jelenlétében szelektalt torzs stabil rezisztenciat
mutatott a 1étrehozasahoz hasznalt antifungalis szerre. A klinikai vizsgalatok soran tapasztalt flukonazol
¢és vorikonazol kozotti keresztrezisztencia szintén megfigyelhetd volt minden FLU®° és VOR®*° torzs
esetében, bar ennek genetikai hattere tobb esetben is tisztazatlan maradt?®. A POS® térzsek mindharom
vizsgalt antifungalis szerrel szemben rezisztenciat alakitottak ki. A posakonazol keresztrezisztencia
megjelenése azonban kiilonbozott a 0381 és 0387 klinikai izolatumbdl létrehozott FLU® és VOR®®
torzsek kozott. Mig a 0381 FLU® ¢s VOR® vizsgalata soran csupan megemelkedett MIC értékeket
tapasztaltuk, addig a 0387 FLU®° és VOR®° esetén jelents Keresztrezisztencia volt megfigyelhetd
posakonazollal szemben is. Egy 2017-ben késziilt esettanulmanyban You és munkatarsai jellemeztek
egy C. tropicalis izolatumot, amely posakonazol profilaxist kdvetden pan azol rezisztenciat mutatott?®’,
Eredményeik alapjan a szokatlan rezisztencia profil megnovekedett MDR1 efflux pumpa expressziora
volt visszavezethetd. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a 0387-es torzsek vizsgalata soran tapasztalt pan
azol rezisztenciat, C. auris esetében is az MDR1 jelentdsen megndvekedett aktivitasa okozhatja, amit az
efflux pumpakra vonatkozo expresszios eredmények is alatamasztanak. Emellett, a 0387 azol rezisztens
torzsei caspofunginnal szemben is rezisztensnek bizonyultak. Ennek oka az azol rezisztencia kialakuldsa
soran létrejott kozvetett sejtfal valtozas lehet. Mivel a kitin és kitin oligomerek mennyisége
megemelkedett ezekben a torzsekben, feltételezhetjilk, hogy ez az ismert mechanizmus allhat az
echinokandinokkal szembeni megvaltozott érzékenység mogott?sL.

A sejtfal 0sszetételének modosulasa mellett a torzsek szterol homeosztazisaban is eltéréseket
tapasztaltunk. Erdekes modon a csokkent ergoszterol mennyiség egyik POSe és a 0387 VORE torzs
esetében sem okozott amfotericin B rezisztenciat. Hasonld megfigyelést korabban mar C. parapsilosis
esetében is leirtak?®. Az, hogy az amfotericin B ergoszterol hianyaban is képes a gombasejtek
elpusztitasara azt feltételezi, hogy létezik az antifungalis szernek egy ergoszterol fiiggetlen hatasa is2%.
Az egyes szterolok kozotti strukturalis hasonlosag lehetdséget nyujt arra, hogy az amfotericin B
ergoszteroltol eltérd szterol komponenshez kot6djon és igy fejtse ki antifungalis hatasat. Az ergoszterol
mennyiségének csokkenése a 0381 POS®¥°, 0387 POS®¥° és 0387 VOR®* torzsekben pozitiv korrelaciot
mutatott a térzsek membran detergenssel (SDS) szembeni érzékenységével. A 0381 triazol evolvalt

torzsek esetében altalanos érzékenységet tapasztaltunk olyan sejtfalat karosito agensekkel szemben, mint
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a Kalkofluor fehér (KF) vagy a Kongd vords (KV). Ez a csokkent érzékenység azonban sem a sejtfal
Osszetételére, sem a torzsek kolonizacios képességére nem volt hatassal, ami arra utal, hogy a megfigyelt
fenotipus valtozas nem rendelkezik in vivo relevanciaval. A sejtfal karosité agensekkel szembeni
érzékenység ellenére mind a 0381 FLU®° mind a VOR®"° torzsek rezisztensnek bizonyultak a koffein
jelenlétére. Erre magyarazatot adhat, hogy bizonyos ABC tipusu transzporterek a koffeint
szubsztratjukként hasznalva képesek a sejtek detoxifikalasara. S. cerevisiae esetében mind az Snq2 és
Pdr5 efflux proteinek is bizonyitottan képesek a koffein citoplazmabol valo eltavolitasara?®®. Az ABC
transzporterek expressziojanak mintazata feltételezi, hogy C. auris evolvalt torzseiben hasonlo folyamat
lehet felelds a koffein toleranciaért. A PDR5 C. auris-ban talalhaté ortologja a CDR1 megnovekedett
expresszidja a 0381 FLU®° és VOR® torzsekben arra utal, hogy ez a transzporter szintén képes lehet a
sejtfal karositdo agens eltavolitasara. C. parapsilosis mikroevolucioval létrehozott triazol rezisztens
torzseiben hasonld megfigyelést szintén potencidlisan az ABC transzporterek megemelkedett
expressziojara vezettek vissza?®.

Az azolokkal torténd hosszitavu kezelés szignifikansan megvaltoztatta a torzsek membran szterol
Osszetételét. Mig a 0381 FLU®°, 0381 VOR®° és 0387 FLU® a klinikai izolatumokhoz hasonld szterol
profilt mutattak, addig a 0381 POS®°, 0387 POS®° és 0387 VOR®™ torzsekben az ergoszterol
mennyiségnek szignifikans csokkenése vagy teljes hianya volt jellemz6. Ezekben a tdrzsekben olyan
melléktermékek akkumulacioja volt megfigyelhetd, mint a fekoszterol/episzterol/ergosztadienol. Annak
ellenére, hogy az ergoszterol f6 feladata a membran integritas fenntartasa, egyes C. albicans klinikai
izolatumokban megfigyelték, hogy alternativ szterol melléktermékek is képesek hasonld funkciot
ellatni®®302, Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy az evolvalt torzsekben ezen alternativ szterolok szintén
képesek a membran homeosztazis stabilizalasara.

A vizsgalat soran egy korabban karakterizalatlan szterol terméket is azonositottunk. Az ismeretlen
szterol Osszegképlete, illetve annak alapjan, hogy az ergosztaenolhoz kapcsolddva jelent csak meg, azt
feltételeztiik, hogy a CosHa40; (portenszterol) egy alternativ Gtvonal aktivacidjahoz kothet6.

Az antifungdlis kezelést kovetéen minden torzs esetében, ahol a membran tartalmazott
ergoszterolt, annak mennyisége lecsokkent. Az ergoszterol/fekoszterol/episzterol helyett azonban ezen
torzsek membranjaban lanoszterol/obtuszifoliol és 14-metil-ergoszterol volt megfigyelhetd. Ez
Osszeegyeztethetd az azolok hatasmechanizmusaval, mivel ezek a termékek az Ergl1 altal katalizalt
reakciotol upstream jellemzoek. Mindkét klinikai izolatumban az alternativ utvonal aktivaciojara utal a
14-metil-fekoszterol, illetve az ebbdl képz6do toxikus 14-meti-ergosztadién-diol megjelenése. A toxikus
melléktermék azonban hianyzott a 0387 POS®° és VOR®™ torzsekben. Az ezidaig karakterizalatlan
C29H460 (stigmaszteron) szintén csak ebben a két térzsben volt jellemz6, amib6l arra kovetkeztethetiink,

hogy a szterol termék ehhez az alternativ Gtvonalhoz kothet6. A 14-metil-ergosztadién-diol, illetve az

90



ergoszterol teljes hianya a 0387 POS®"° torzsben a C5 deszaturaz (ERG3) funkciovesztésére utal. Ez a
megfigyelés a teljes genom szekvenalas soran igazolast nyert. A 0387 POS®*®* ERG3 génjében olyan
aminosav cserét tapasztaltunk, ami korai STOP kodon beépiilését eredményezi. Szakirodalmi adatok
hianyaban igy els6 alkalommal talaltunk osszefliiggést C. auris-ban a posakonazol rezisztencia
kialakulasa és az ERG3 mutacioja kozott. Egyes evolvalt torzsek lipid Osszetétele szintén a
plazmamembran homeosztazisanak megvaltozasara utal. A 0387 FLU®° torzset leszamitva minden
generalt rezisztens tOrzs esetében szadmos, valtozatos zsirsavlanc hosszliisaggal ¢és telitettséggel
rendelkez6 foszfatidilkolin és foszfatidilinozitol komponens megndvekedett jelenlétét talaltuk. Bar ezek
az eredmények 0sszhangban vannak a szakirodalmi adatokkal, azonban érdemes megjegyezni, hogy az
evolvalt torzsek lipid profilja egymastol is jelentOs eltérést mutatott, utalva a rezisztencia kialakulasanak
valtozatossagara?*024, Szfingolipidek koziil a ceramid mennyiségének novekedését tapasztaltuk a 0387
POSe¥ ¢s VOR® torzsekben. Feltételezhetd, hogy ezen komponens - mint az efflux pumpakat magaba
foglalo mikrodomének alkotoja -, kdzvetleniil is részt vesz az antifungélis rezisztencia kialakitdsaban?4!.
A ceramid feltételezett funkcidjanak ellentmond, hogy a 0387 FLU®° esetében nem talaltunk egyértelmi
korrelaciot a ceramidok mennyisége, illetve az efflux pumpak expresszios mintizata kozott. Ezen adatok

A lipidomikai analizis mellett a sejtek metabolomikai vizsgalata is arra utal, hogy C. auris
esetében az antifungalis szerekhez torténd adaptacio soran bekovetkezd anyagcsere valtozasok nem
univerzalisak és torzsenként eltérhetnek egymastol. Egyetlen olyan metabolitot azonositottunk, melynek
mennyisége antifungalis szertdl fiiggetlen modon mindharom 0381 evolvalt tdrzsben megndtt.
Szakirodalmi adatok alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a pirosz6l6sav, hozzajarult ahhoz, hogy ezen
torzsek hatékonyabban voltak képesek in vivo koriilmények kozott a gazda szerveinek
kolonizalasara3033%, A 0387 POS®° és VOR®™ torzsekben detektalt megemelkedett triptamin és 5-
metoxitriptamin mennyisége arra utal, hogy a sejtekben a triptofdin anyagcsere alternativ aga
aktivalodott. Ezen alternativ utvonal végterméke a melatonin, egy bioaktiv molekula, ami S. cerevisiae
esetében bizonyitottan antioxidansként jatszik szerepet a gombasejtek oxidativ karosodéssal szembeni
védelmében. Bar vizsgalataink soran nem tapasztaltuk, hogy ennek az anyagcsere valtozasnak in vivo
koriilmények kozott hatdsa lenne a patogén életképességére, mégis érdemes kiemelni, hogy C. auris
esetében ezen indirekt hatasok feltételezhetéen nagyban hozzajarulnak ahhoz, hogy az antifungalis
rezisztencia kialakulasa csak ritkan csokkenti drasztikusan a sejtek fertézOképességét305:208,

Korabbi triazol rezisztens izolatumokkal foglalkozé tanulmanyokkal egyetemben a teljes genom
szekvenalas soran a 0381 FLU®° és VOR®° torzsekben mutaciot talaltunk a TAC1B génben. Rybak és
munkatarsainak munkaja alapjan tudjuk, hogy a gén altal kodolt transzkripcids faktor felelos a Cdrl

transzporterek expressziojanak szabalyozasaért'®, Candida fajok esetében a rezisztencia kialakulasanak
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egyik leggyakoribb mechanizmusa az efflux aktivitds novekedése. A transzporterek funkcionalis
aktivitasat Nilus voros fluoreszceens festék segitségével vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a 0381 klinikai
izolatum eredetli evolvalt torzsek kevésbé hatékonyan voltak képesek a festék citoplazmabol torténd
eltavolitasara, mint a 0387 eredetli rezisztens torzsek. A jelentds eltérések pontosabb vizsgalta érdekében
génexpresszios vizsgalatokat is végeztiink. A 0381 FLU®® és 0381 VOR®™ torzsben tapasztalt
megndvekedett CDR1 expresszio jol korrelalt a teljes genom szekvenalas soran talalt TAC1B mutacidval.
A 0387 triazol evolvalt torzsek egységesen magas MDR1 expressziot mutattak. Ez alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy az Mdrl nagy hatékonysaggal képes a Nilus vords citoplazmabol torténd
eltavolitasara.

A szekvencia analizis alapjan a 0387 azol evolvalt torzsek egységesen funkciovesztést okozd
aminosav cserét (R160S) hordoztak a BCY1 génjiikben. A BCY1 a CAMP-fliggé protein kinaz (PKA)
szignalizicids utvonal szabalyozasaért felelGs alegységet kodol S. cerevisiae-ben és C. albicans-ban is.
Candida fajokban a Beyl a Tpkl és Tpk2 katalitikus alegységekhez kotddve képes gatolni a PKA
utvonal miikodését. Bizonyos extracellularis stimulusok hatasara (glilkdz, aminosavak), a Bcyl-hez
cAMP kotoédik, ami a fehérje konformacid valtozasat és a gatlds megsziinését okozza®"’. A PKA mas
szignalizacids halozatokkal is szoros kapcsolatban mukodik. Ilyenek példaul a TORCI1 (Target of
Rapamycin Complex 1), illetve a CWI (Cell Wall Integrity) utvonalak, melyek sejtes funkciok széles
spektrumat szabalyozzak3%83%°, 2015-6s tanulmanyukban Chatterjee és munkatarsai a C. auris
genomjanak analizise soran kiemelték a PK A itvonal potencialis jelentségét az antifungalis rezisztencia
kialakulasaban?®. Emellett korabbi munkajukban Zamith-Miranda és munkatirsai a Tpk2
megemelkedett mennyiségét talaltak a flukonazol rezisztens C. auris MMC-1 torzsben, tovabb erdsitve
a szignalizacios utvonal potencialis jelentdségét?*!. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a 0387
azol rezisztens torzsek koffein rezisztencidja kapcsolatba hozhato a BCY1-ben megfigyelt
funkciovesztéses mutacioval. S. cerevisiae esetében tudjuk, hogy a BCY1l delécidja rapamicin
rezisztenciat okoz. Mivel a rapamicin a koffeinhez hasonldéan a TOR szignalizacié gatlasan keresztiil
fejti ki hatasat feltételezhetd, hogy a két szignalizacios utvonal kapcsolatban all egymassal®®. A BCY1-
ben mutaciot hordozo torzsek rapamicinnel valo kezelése soran azt tapasztaltuk, hogy az evolvalt tdrzsek
toleransabbak a rapamicin jelenlétére, mint a klinikai izolatumok. Ez a fenotipus a 0387 FLU® torzs
esetén volt a leghangsulyosabb. Ennek valosziniisitheté oka, hogy a masik két torzsben az ergoszterol
hidnydban megvaltozott membran permeabilitas fokozta a toxikus anyagok intracellularis
akkumulaciojat®!, Ezt alatdmasztjak korabbi tanulmanyok, melyek alapjan az ergoszterol
bioszintézisben résztvevd enzimek (ERG3, ERG5, ERG6) mutacidja ndveli a rapamicinnel szembeni
érzékenységet®'2313, Az azonositott BCY1 pontmutacidé szamos fenotipus valtozassal Osszefliggésbe

hozhat6. Mas gombafajok vizsgalata alapjan ismert, hogy a PKA szignalizacids utvonal konstitutiv
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mikodésének hatdsara a gombasejtek nem képesek a kornyezet tapanyag-ellatottsighoz megfelelden
alkalmazkodni, igy a forrasok kimeriilése utdn gyorsan veszitenek életképességiikbd134, Ezt
alatamasztja, hogy a novekedési kinetika alapjan a BCY1 génjiikben mutaciot hordozo 0387 triazol
rezisztens torzsek komplex tapoldatban gyorsabban osztddnak a klinikai izolatumnal, viszont korabbi
idépontban és alacsonyabb sejtkoncentracional érik el az osztddas platd fazisat, utalva a tapanyag
forrasok kimeriilésére. C. albicans esetében a PKA szignalizacios Gitvonal az Efgl és Flo8 transzkripcios
faktorok szabalyozéasaban is szerepet jatszik, amik egyarant hatdssal vannak a biofilm képzésre, az
antifungalis rezisztenciara és a virulenciara®'>31®, Ezt alatimasztva a 0387 klinikai izolatum eredetii
rezisztens torzsek mind 24, mind 48 6ra utan fokozott biofilm képzést mutattak. Kim és munkatarsai
szintén kiemelték a cAMP/PKA utvonal szerepét C. auris-ban. Munkajuk alapjan a BCY1 delécidja
ebben a fajban is szamos sejtes folyamatot befolyasol. Kimutattak, hogy a szabalyozo fehérje hianya
megemelkedett CDR1 és MDR1 expressziot, az ergoszterol bioszintézis utvonalban bekdvetkezd
valtozasokat és megemelkedett biofilm képzést eredményez®!’. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a
hosszutava antifungélis kezelés hatasara kialakult BCY1 mutacié kdzvetleniil kapcsolatba hozhato a
triazol rezisztencia kialakulasaval.

Az in vivo vizsgalatok elsé 1épéseként a szakirodalmat alatamasztva, két eltérd forrasbol szarmazo
kisérleti allatok felhasznalasaval is bizonyitottuk a 0387-es, eredetileg hemokulturabol izolalt torzs
fokozott virulenciajat a fiillvaladékbol szarmazo izolatumhoz (0381) viszonyitva. A 0381 azol evolvalt
torzsek esetében a kisérleti allatok majaban és agyaban is fokozott gomba altali kolonizaciot
tapasztaltunk. Erdekes modon a legjelentésebb CFU novekedés a 0381 POS® torzzsel fertzott kisérleti
allatok agyaban volt jellemzd, annak ellenére, hogy ez a torzs reagalt legérzékenyebben az abiotikus
stressz hatasokra. A 0387 azol rezisztens torzsekkel fert6zott allatok esetében egységesen a CFU értékek
csokkenését tapasztaltuk. Erre esetleg magyarazatot adhat az evolvalt térzsekben megfigyelt eltérd
sejtfal kompozici6. Bruno és munkatarsai kimutattak, hogy bar a C. auris sejtekben a C. albicans-hoz
viszonyitva a mannanok sejtfelszini jelenléte kevésbé kifejezett, azonban a sejtfal komponens tisztitott
formaban jelentdsebb citokin valasz kivaltasara képes PBMC sejtekben?!®. Ez arra utal, hogy a 0387 azol
evolvalt sejtekben az a-mannan megndvekedett mennyisége fokozott immunvalaszt és ebb6l adoddan a
szervek gyorsabb feltisztulasat okozza. A mannanok mellett a kitin, valamint a kitin oligomerek
mennyisége is megndvekedett, ami szintén az immunsejtek altali felismerés eredményességét
novelheti®®, Feltételezhetd tovabba, hogy ezekben a torzsekben a PKA utvonal konstitutiv aktivacioja is
hozzajarul a virulencia csokkenéséhez az altal, hogy gatolja a megvaltozott tapanyag ellatottsaghoz valo

optimalis adaptaciot®!’.
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7.3. Mikafungin mikroevolicio

Az antifungalis érzékenység tesztek alapjan mindkét mikafungin jelenlétében novesztett torzs
(0381 MICA®¥, 0387 MICA®Y) stabilan rezisztenciat szerzett a 1étrehozasukhoz sziikséges antifungalis
szerrel szemben. A mikafungin mellett mindkét evolvalt torzs rezisztensnek bizonyult egyéb
echinocandinokkal, mint az anidulafunginnal és caspofunginnal szemben is. Az univerzalis echinocandin
rezisztencia mellett a 0387 MICA®* torzs esetében jellemz6 volt az azol keresztrezisztencia (flukonazol,
posakonazol, vorikonazol) megjelenése is, tovabba az amfotericin B MIC érték is jelentésen
megnovekedett - bar ezutobbi a CDC altal javasolt rezisztencia hatarértéket nem 1épte at. A multidrog
rezisztencia kialakuldsa ellenére ez a torzs, a klinikai izolatumhoz viszonyitva nem mutatott jelentds
érzékenységet a vizsgalt abiotikus stresszhatasokra. Ezzel szemben a 0381 MICA®¥ torzs érzékenynek
bizonyult az alkalmazott sejtfal karositd agensekkel szemben, ami arra utal, hogy az antifungalis
szerekkel szembeni adaptacio a sejtfal szintézis modosuldsat okozta. Ennek bizonyitasara a 1étrehozott
torzsekben vizsgaltuk az egyes sejtfal alkoté komponensek ardnyat. Mindkét torzs esetében az a-mannan
mennyiségének szignifikans novekedését tapasztaltuk. Emellett a dectin-1 Fc fluoreszcens intenzitdsa a
B-gliikdn mennyiségének szignifikans csokkenésére utal a 0381 MICA® torzs esetében, mig a 0387
MICA® t6rzsnél emelkedd tendenciat tapasztaltunk. Mivel a B-gliikkan szintézisért felelds enzim az
echinocandin tipust antifungalis szerek cél enzime, igy a sejtfal komponens eltéré mennyisége arra utal,
hogy a rezisztencia mechanizmusa nem teljesen egyezik meg a két térzsben'?®. Az, hogy az a-mannan
megemelkedett mennyisége ellenére nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast az evolvalt torzsek J774.2
egér makrofag-szert sejtek altali fagocitozisaban arra utal, hogy ezen sejtvonal esetében az o-mannan
nem vesz részt a gombasejtek felismerésében®'831°, Ezt a megfigyelést a 0387 azol rezisztens torzsek
vizsgalta soran tapasztalt eredmények is alatimasztottak.

A mikafungin jelenlétében evolvalt térzsek teljes genom szekvenalasa alapjan mindkét esetben az
FKS1 gén mutéacidjara vezethetd vissza a rezisztens fenotipus. A 0381 MICA®® térzs a két
funkcidvesztéssel jaré FKS1 mutacio (D642Y, R1354S) mellett, az AAF1 sejtadhézidban szerepet jatszo
génben is hordozott mutaciot. Az utdbbi esetben a detektalt aminosav csere a STOP kodon elvesztését
okozta, ami feltehet6leg hosszabb transzkriptet és megvaltozott funkciot eredményez. A 0387 MICA®®
torzsben talalhato ERG3 pontmutacié az enzim aktivitasanak csokkenését okozta. Ez magyarazatot ad
az antifungélis tesztelés soran megfigyelt triazol keresztrezisztenciara!?®. Szekvencia adatok alapjan ez
a torzs szintén feltehetdleg funkciovesztéssel jaré aminosav cserét hordozott az FKS1 génben, ami az
echinocandin rezisztenciat okozta. Erdekes megfigyelés tovabba, hogy a 0387 MICA®" a triazol evolvalt
torzsekhez hasonloan mutaciot hordozott a BCY1 PKA inhibitort kodol6 génben. Ehhez azonban a BCY1
altal gatolt katalitikus alegységet kodold génben (TPK2) is tarsult egy pontmuticié. Ez alapjan

feltételezhetd, hogy az inhibitor funkcidvesztése miatt konstitutivan aktiv PKA szignalizaciot
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ellensulyozza a katalitikus alegység redukalt miikodése, mely ezidaig még ismeretlen modon jatszhat
szerepet a C. auris antifungalis rezisztencidjaban®. Ezt az elméletet alatamasztja, hogy a 0387 MICA®v
torzs esetében nem tapasztaltuk a BCY1 mutaciora visszavezetheto koffein rezisztenciat.

Annak ellenére, hogy a szakirodalmi adatok alapjan az FKS1 gén mutacidja, illetve a szerzett
echinocandin rezisztencia a Candida nemzetség klinikailag relevans képviselGiben virulencia csokkenést
okoz, ezt a fenotipus valtozast C. auris esetében nem figyeltiikk meg'®?. Az in vivo kisérletek soran mind
a 0381 MICA®°, mind a 0387 MICA®° torzsekkel torténd fert6zés soran a kisérleti allatok agyanak és
szivének fokozott kolonizaciojat figyeltik meg. Szakirodalmi adatok alapjan C. albicans esetében az
agyi kolonizacioban szerepet jatszik az ALS3, illetve az SSA2 gének expresszidjanak novekedése®?. C.
auris esetében csupan a 0387 MICA®® torzsben figyeltiik meg az SSA2 transzkriptek novekedését. Ez
arra utal, hogy a két eltérd izolatumbol kiindult evolvalt torzs esetében feltehetdleg kiilonbség van a
megfigyelt magasabb agyi kolonizacid6 mogott allo mechanizmusban. Annak vizsgalatara, hogy a
magasabb élécsiraszam stabilan megmarad-e a gazdaszervezetben az in vivo kisérleteket hosszabb
inkubaciés idék bevonasaval is elvégeztiik. Eredményeink alapjan a korai idGpontban tapasztalhato
magas kolonizaltsag ellenére az agyszovet mindkét evolvalt torzs esetében csaknem teljesen feltisztult.
Ezzel szemben mig a 0381 MICA®° torzs a vesében, addig a 0387 MICA® torzs a szivben volt képes
fennmaradni és stabil gombasejt populaciot kialakitani. Ez az eredmény egybeesik azon
megfigyelésekkel, melyek szerint a C. auris egyes torzsei képesek tartdsan perzisztalni a szervekben,
ami az immunstatusz gyengiilése esetén potencialis fertdzésforrast eredményezhet’626%321, Az hogy ezen
torzsek annak ellenére is képesek a szervezetben fennmaradni, hogy csaknem az Gsszes rendelkezésre
allo antifungalis szerrel szemben rezisztenciat biztosité mutaciokat hordoznak, arra utal, hogy a C. auris
nagy litemi terjedéséhez az is hozzéjarul, hogy ez a feltorekvd patogén a rezisztencia kialakulasanak

ellenére nem veszit szamottevden a fertzoképessegébol.
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8. Osszefoglalas

A gombak altal okozott fertdzések jelentOs egészségiigyi jelentoséggel birnak. A humanpatogének
koziil a Candida fajok tehetéek feleléssé a megbetegedések (candidiasis) jelentés hanyadaért. A
Candida fajok jellemzden opportunista modon képesek a szervezet megtamadasara és legsulyosabb
esetben az egész szervezetet érintd invaziv fertdzéseket idéznek el6. A mar viszonylag széleskoriien
tanulmanyozott C. albicans helyett napjainkban a kevésbé ismert Candida fajok altal kivaltott fert6zések
aranya egyre novekszik. Az invaziv candidiasis kezelésére napjainkban mindossze harom antifungalis
szer csoport van forgalomban. Ezek koziil az els6 a poliének csoportjaba sorolhatéo amfotericin B, ami a
gomba sejtmembranjaban talalhato ergoszterolhoz kétddve csatornakat hoz 1étre, igy felboritva a sejt
homeosztazisat. Mivel az eukaridta sejtek koziil csak a gombak membranjara jellemz6 az ergoszterol
megjelenése, igy idedlis célpontjai a gomba ellenes kezeléseknek. Azonban az ergoszterol és az emlds
sejtek membranjaban talalhatd koleszterol jelentOs strukturalis hasonldsaga miatt az ezen komponenst
célzd gomba ellenes szerek gyakran a gazdaszervezetet is karositjadk Az antifungalis szerek masik
csoportjat képz6 triazolok szintén ergoszterol fliggd mddon hatnak, de ezek a bioszintézis gatlasan
keresztiil befolyasoljak a gomba osztodasat. Abbol adododan, hogy ezek a szerek nem pusztitjak el aktivan
a gombasejtet, gyakran alakul ki elleniik rezisztencia. A legrovidebb ideje forgalomban 1évé gomba
ellenes szerek az echinocandinok, melyek a gomba sejtfal esszencialis komponensének, a -gliikannak
a bioszintézisét gatoljak.

A Candida nemzetségbe sorolhat6 feltérekvd patogének egyik legrovidebb multra visszatekintd
tagja a C. auris. Ezt a patogént els6ként 2009-ben Japanban izolaltak, egy korhazi paciens
fillvaladékabol. Jellemzését kovetden az egyes C. auris torzseket izolalasuk foldrajzi helye, majd késébb
genetikai alapon 6t kladba soroltak. Az egyes kladokon beliil az izolatumok nagy mértékii genetikai
hasonlésagot mutatnak, azonban az egyes kladok képviseldi kozott akar tobb szazezer nukleotid
kiilonbség is el6fordulhat. Epidemiolédgiai adatok alapjan foként az I, 111 és IV kladbdl szarmazo térzsek
képesek szisztémas fert6zések kialakitasara. Emellett ezen kladok esetében figyelheté meg legnagyobb
aranyban a C. auris-ra kiemelten jellemz6 antifungalis rezisztencia kialakulasa is, melynek mar szamos
mechanizmusat azonositottak ebben a fajban.

A klinikumban izolalt azol rezisztens torzsek nagy része mutaciot hordoz az antifungalis szer
célenzimét kodold ERG11 génben. Tovabbi gyakran azonositott triazol érzékenységet csokkentd
mechanizmus az ABC tipust, Cdrl efflux transzportert kodoldé gén megnovekedett expresszidja. Ez a
jelenség tobb fiiggetlen szerzd altal bizonyitottan, a TaclB transzkripcids faktor kodolasaért felelos
génben bekovetkez6 aminosavceserére vezethetd vissza. A C. auris izolatumok nagyjabol egyharmadara

jellemz6 amfotericin B rezisztencia, amit altalaban az ergoszterol bioszintézisében szerepet jatszo gének
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mutacioja okoz. A tobbi klinikailag jelentds Candida fajhoz hasonldan az echinocandin rezisztencia ezen
faj esetében is az FKS1 gliikan-szintazt kodolé gén modosulasahoz kdthetd.

Munkank soran in vitro mikroevolicios modszerrel hoztunk 1étre antifungalis szerekkel szemben
rezisztens torzseket. Ehhez két eltérd genomi hatter(i, antimikotikumokra érzékeny klinikai izolatumot
hasznaltunk. A 0381 (klad II) torzset fiilvaladékbodl izolaltak, mig a 0387 (klad I) hemokultarabol
szarmazik. Ezen torzseket a poliének csoportjaba sorolhatdé amfotericin B, a triazolok koz¢ tartozo
flukonazol, posakonazol és vorikonazol, mig az echinocandinok csoportjaba tartozd6 mikafungin
amfotericin B-vel szemben ebben a kisérleti felépitésben nem alakul ki stabil rezisztencia. A tovabbi
torzsek minden esetben rezisztenciat mutattak a létrehozasukhoz hasznalt antifungalis szerrel szemben.
Emellett tobb esetben keresztrezisztencidt is tapasztaltunk az egyes szerek, illetve szercsoportok kozott.
Kiemelendd, hogy a keresztrezisztenciak megjelenése foként a 0387 klinikai izolatumbdl Iétrehozott
torzsekre volt jellemzd. A 0387 MICA®* az antifungalis érzékenység alapjan csupan az amfotericin B
kezelésre reagalt, de ezen szer MIC értéke is jelentésen megnovekedett, igy a torzs csaknem pan-drog
rezisztensnek volt tekintheté (PDR).

A létrehozott rezisztens torzsek jelentds részében megvaltozott abiotikus stressz toleranciat
tapasztaltunk. A mikafungin szelekcio hatasara a 0381 MICA®¥ t6rzs altalanos érzékenységet mutatott a
sejtfalat karositdo agensekkel szemben annak ellenére, hogy a sejtfal komponensek mennyiségének
aranyaban nem talaltunk jelentds eltéréseket ebben a torzsben. A triazol rezisztens torzsek esetén
tapasztalt membran detergens érzékenység (0381 POS®¥°, 0387 POS®°, 0387 VOR®"°) korrelaciot
mutatott az ergoszterol mennyiségének csokkenésével, amit a szterol Osszetétel vizsgalata soran
tapasztaltunk. Annak ellenére, hogy in vitro koriilmények kozott tobb torzs is érzékeny volt a sejtfal
karositasara, a virulencia vizsgalatok soran nem észleltiink csokkent életképességbdl eredd kolonizacios
képesség romlast. Emellett eredményeink arra utalnak, hogy C. auris esetében a membran
homeosztazisat jelentdsen befolyasold ergoszterol mennyiségének szignifikans csokkenése (0381
POS#) sincs negativ befolyassal a gazdaszervezet kolonizaciojara. Az in vivo fertézések soran egyediil
a 0387 triazol evolvalt torzsek esetében tapasztaltuk a virulencia csokkenését. Feltételezhetjiik, hogy
ebben az esetben a rezisztencia kialakulasa miatt jelentkez6 negativ hatasokat mérséklendd, a sejtekben
valtozas kovetkezett be a sejtfal bioszintézisében. Az igy sejtfelszinre keriild a-mannan, kitin és kitin
oligomerek konnyen felismerhet6vé tették a patogént az immunrendszer effektor sejtjei szamara.
Szakirodalmi adatokkal &sszevethetd modon az altalunk létrehozott térzsekben azonositott TAC1B
mutacio a 0381 FLU®® és VOR® torzsekben is a CDR1 expresszidjanak novekedését okozta. A 0387
klinikai izolatumbol létrehozott triazol evolvalt torzsek egységesen kiemelkedéen magas MDR1

expresszidt mutattak. Bar ennek kozvetlen genetikai determinénsdt nem talaltuk meg, a funkcionalis
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vizsgalatok és a keresztrezisztencia profil alapjan feltételezhetd, hogy ez a folyamat jelentés szerepet
jatszik az antimikotikumokkal szembeni csdkkent érzékenységben. A 0381 POS®° térzsben tapasztalt
altalanos rezisztencia a triazolok ellen, feltételezhetéen az ERG3 génben bekovetkezo funkcidvesztéses
mutaci6 eredménye. Az Erg3 altal katalizalt reakcié hianyaban a toxikus szterol termék nem halmozodik
fel a membranban, ami a szterol Gsszetétel alapjan bizonyitast is nyert ebben a térzsben.

Erdekes megfigyelés tovabbé, hogy mindharom 0387 azol evolvalt rezisztens térzs azonos helyen
hordozott pontmutaciot a BCY1 génben. Funkci6 tekintetében a BCY1 a Protein Kinaz A (PKA)
szignalizacios utvonal szabalyozo alegységét kddolja. Funkciovesztése esetén nem képes kapcsolodni a
Tpk1l/Tpk2 Katalitikus heterodimerrel, igy a szignalizacidos utvonal konstitutivan aktivalodik.
Feltételezésiink szerint a 0387 triazol evolvalt torzsek esetében tapasztalt fokozott ndvekedési aktivitas
annak eredménye lehet, hogy a PKA folyamatos aktivicidja miatt a sejtek nem képesek reagalni a
kornyezet megvaltozott tapanyag ellatottsagara. A BCY1l funkciovesztéses mutacidjat szintén
megtalaltuk a 0387 MICA®* torzsben is, ahol emellett a Beyl altal szabalyozott Tpk2-t kodold gén, a
TPK2 is hordozott egy aminosav cserét. Feltételezéseink alapjan ez a kombinaciéo a PKA konstitutiv
aktivacidjanak hianyat okozza. Erre utal, hogy a triazol evolvalt térzsek jelentds toleranciat mutattak
koffeinnel, illetve rapamicinnel szemben is, mig a 0387 MICA® esetében ez a fenotipus nem
jelentkezett. Erdemes azonban megjegyezni, hogy bér tobb feltételezés is sziiletett arrol, hogy a PKA-
nak C. auris esetében lehet szerepe az antifungalis rezisztencia kialakitasaban, a szignalizacios utvonalat
alkot6 egyes komponensek konkrét funkciojat ebben a fajban még nem ismerjiik.

BALB/c kisérleti egerek fertézésével nyert in vivo eredményeink arra utalnak, hogy C. auris
esetében nem jellemz6 az a mas Candida fajok vizsgalata soran gyakran megfigyelt fenotipus, miszerint
az antifungalis rezisztencia kialakuldsa miatt jelentkez0 altaldnos fitnesz veszteség csokkentené a tdrzsek
fert6z6 képességét. Ez magyarazatot adhat arra a megfigyelésre, hogy a C. auris rezisztens térzsei miért

képesek eredményesen terjedni a korhazi kornyezetben.

A tanulmany létrehozasa soran végrehajtott Kisérletekkel célunk a C. auris antifungalis
rezisztencia mechanizmusainak pontosabb megértése, illetve a Kkialakult rezisztencia
kovetkezményeinek feltarasa volt. Az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia klasszikus és jol
jellemzett okai mellett, olyan alternativ itvonalak jelentdségét is kiemeltiik, mint a protein kinaz
A megvaltozott miikodése. Emellett tobb kisérlet soran bizonyitottuk, hogy a rezisztens fenotipus
kialakulasa C. auris esetében izolatum fiiggd, ami arra utal, hogy ez a faj eltéro stratégiak széles
tarhazat képes felvonultatni az eredményes terapia elkeriilésére. Ezen széles eszkoztar mellett
azonban az teszi igazan kiemelkedé feltorekvo patogénné a C. auris-t, hogy mas Candida fajokkal

ellentétben a rezisztens fenotipus kialakulasa csak ritkan valt ki csokkent fert6zéképességet.
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9. Summary

Infections caused by fungal pathogens hold significant healthcare importance. Among human

pathogens, Candida species are responsible for a substantial portion of these infections, referred to as
candidiasis. Generally, Candida species are capable colonizing the host in an opportunistic manner, and
in severe cases, they can thrive and cause invasive infections. Instead of the extensively studied Candida
albicans, infections caused by less recognized Candida species are on the rise nowadays. Currently, there
are only three classes of antifungal drugs available for the treatment of invasive candidiasis. Among
these, the first introduced antifungal was amphotericin B, which belongs to the polyene type drugs. These
compounds are capable of disturbing cellular homeostasis by binding to ergosterol and promoting
membrane channel formation. Ergosterol is an ideal target for antifungal therapy since it is specific to
fungal cells. However, due to the significant structural similarity between ergosterol and the mammalian
cell membrane specific cholesterol, drugs targeting this sterol product often also harm the host organism.
Triazoles also act in an ergosterol dependent manner by inhibiting the biosynthesis of this sterol product.
As these drugs do not actively kill the fungal cells but inhibit their cell cycle (fungistatic), antifungal
resistance can easily develop against them. In contrast, the most recent antifungals, echinocandins,
inhibit the biosynthesis of the essential component of the fungal cell wall, p-D-glucan, causing a
fungicidal effect.
One of the most recently isolated members of the emerging Candida species is called Candida auris.
This pathogen was first isolated in Japan in 2009 from an ear discharge of a hospital patient. Following
the first characterization, C. auris strains were classified into five clades based on their geographical
origin and later, on their genetic backgrounds. Within each clade, isolates show remarkable genetic
similarity; however, isolates from different clades can differ by up to several hundred thousand
nucleotides. Epidemiological data indicates that generally isolates from clades I, 111, and 1V are capable
of causing systemic fungal infections. Additionally, isolates from these clades are also frequently
associated with antifungal resistance, which is one of the main characteristic features of C. auris, with
several resistance mechanisms already identified in this species.

The majority of azole resistant C. auris strains isolated from clinical settings carry mutations in
their ERG11 gene, which encodes the target enzyme of the antifungals. Another frequently identified
antifungal resistance mechanism is associated with the increased expression of the ABC type efflux
pump, Cdrl. Several independent studies have attributed this phenomenon to amino acid substitutions in
the encoding region of the transcription factor Taclb. Approximately one-third of C. auris isolates are
resistant to amphotericin B, which is usually caused by mutations in genes involved in ergosterol
biosynthesis. Similarly, to other Candida species echinocandin resistance in C. auris is usually caused

by modifications in the glucan synthase encoding FKS1 gene.
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In this work, we utilized the widely used in vitro microevolution method to generate antifungal
resistant C. auris strains. For this, as a starting point, we used two antifungal susceptible clinical isolates.
The 0381 (clade I1) strain originated from the first identified isolate, found in an ear discharge, while the
0387 (clade 1) originated from a hemoculture. These strains were treated long-term with increasing
concentrations of the polyene type amphotericin B, triazole type fluconazole, posaconazole,
voriconazole, and the echinocandin type drug, micafungin respectively. Antifungal susceptibility testing
indicated that C. auris is unable to develop stable resistance against amphotericin B in this experimental
setting. The remaining strains consistently showed resistance to the respective drug used during the
experiment. Additionally, we also observed cross-resistance between the individual drugs or even drug
groups. This cross resistance was primarily occurred in resistant strains originating from the 0387 clinical
isolate. It is important to note that based on antifungal testing, 0387 MICA®° only responded to
amphotericin B treatment, but as MIC values of this drug also significantly increased, this strain was on
the verge of becoming PDR (pan-drug resistant).

Several generated strains showed alterations in their abiotic stress tolerance. 0381 MICA®°
showed general sensitivity against cell wall disturbing agents, despite no significant differences in the
cell wall composition were found in this strain. The 0381 POS®°, 0387 POS®*° and 0387 VOR®" strains
were sensitive to membrane disturbance, which positively correlated with the decrease in ergosterol
quantity observed during sterol composition analysis. Despite several strains showing sensitivity to cell
wall disturbance in the in vitro setting, virulence associated experiments failed to show a fitness-loss
associated decrease in the pathogenic potential. Furthermore, our results indicate that even the significant
decrease of the membrane stabilizing ergosterol (0381 POS®°) did not necessarily have a negative effect
on the colonizing capacity of this species. During the in vivo infection studies, solely 0387 originated
triazole evolved strains showed decreased pathogenic potential. Further characterization of these strains
indicates that changes in the cell wall composition were induced to compensate for the negative effects
of the resistance development. This probably promoted the surface exposure of a-mannan, chitin, and
chitin oligomers, rendering the fungal cells easily recognizable to immune effector cells. In line with the
literature, we also identified amino acid substitutions in the TAC1b gene of 0381 FLU®*° and VOR®"° that
led to the increased expression of CDR1 in both strains. The 0387 originated triazole evolved strains
showed extensively high MDR1 expression. Although the genetic determinants of this phenomenon
remain unknown, based on the functional experiments and cross resistance profile, we can hypothesize
that this process plays a significant role in the antifungal resistance of these strains.

The general resistance against triazoles in the 0381 POS®° strain is probably linked to the loss of

function mutation in ERG3. In the absence of the reaction catalyzed by Erg3, the toxic byproduct
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associated with azole treatment does not accumulate. The sterol composition of the generated strain
confirmed this observation.

Interestingly, all three 0387 originated strains carried a uniform amino acid substitution in the
BCY1 gene. This gene encodes the regulatory subunit of the Protein Kinase A (PKA) signaling pathway.
In the case of function loss, Bcy1 is unable to bind to the catalytic heterodimeric subunit (Tpk1/Tpk2),
and the lack of inhibition constitutively activates the pathway. According to our hypothesis, the atypical
growth pattern of the 0387 originated strains can be linked with this mutation, as the constitutive
activation of the PKA pathway results in cells that are unable to adapt to the environmental nutrient
supply. Functional loss of the BCY1 was also found in the 0387 MICA®*°, however this strain also carried
a point mutation in TPK2, which is the gene that encodes the catalytic subunit of the signaling pathway.
Characterization of this strain suggests the absence of the constitutive activation of the PKA pathway.
For example, in 0387 MICA®° we could not observe caffeine resistance, while all three triazole evolved
strains were both caffeine and rapamycin resistant. It is also important to highlight, that while the
plausible role of PKA in the antifungal resistance of C. auris has already been suggested by several
studies in the past, the exact functions of the components of this pathway are still unknown.

Our in vivo experiments suggest that, in contrast to other Candida species, the development of
antifungal resistance does not cause fitness-loss associated virulence decrease in C. auris. This can

explain how resistant C. auris strains can efficiently spread in hospital settings.

Taken together, our aim was to further understand the development and the effect of
antifungal resistance in C. auris. Besides the frequently studied mechanisms of resistance, we
underlined the importance of recognizing alternative resistance associated processes, such as the
role of the protein kinase A pathway. Through several experiments, we also confirmed that the
development of antifungal resistance is highly isolate dependent in C. auris, suggesting that this
species is capable of utilizing a wide range of strategies to survive antifungal treatment.
Furthermore, in addition to this remarkable ability, the fact that the development of antifungal
resistance rarely causes fitness loss associated virulence attenuation makes this species a highly

prominent emerging fungal pathogen.
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