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1. Bevezetés

A Candida albicans a legtobbet tanulmanyozott
opportunista human patogén élesztégomba. Az ember normal
mikrobaflorajanak tagjaként jelen van az egészséges szervezetben is,
a szajliregben, az emésztérendszerben €és a néi nemi szervek
nyalkahartydjan. Az immunrendszer legyengiilésével pedig
komolyabb, szerveket vagy az egész szervezetet (candidiazis) és
vérkeringést érinté (candidémia) fert6zés alakulhat ki (Brown és
mtsai. 2012). Az invaziv gombas fertézéseket 80-90%-ban a
Candida fajok okozzak, ezen beliil is a leggyakrabban izolalt faj a
klinikumban (t6bb mint 50%-ban) a C. albicans gomba (Sardi és
mtsai. 2013).

A Saccharomyces cerevisiae élesztdgomba az ember altal a
sOrgyarasban, boraszatban és pékiparban a legrégebb 6ta alkalmazott
mikroba (McGovern és mtsai. 2004, Yafiez és mtsai. 2009),
amelynek élelmiszerként vagy napjainkban probiotikumként (S.
cerevisiae ’var. boulardii’) valo fogyasztasa jotékony hatassal is
jarhat (Moyad 2007; Ghannoum ¢és mtsai. 2010) ugyanakkor
el6fordultak mar olyan esetek is, ahol gombas fertdzések
okozodjaként izolaltak S. cerevisiae-t (Smith és mtsai. 2002, Enache-
Angoulvant 2005).

A C. albicans vilagszerte elterjedt, igy egyes foldrajzi
terlileteken felmérhet6 diverzitasaval tobb tanulmany is foglalkozott.
A klinikai C. albicans izolatumok globalis szintli vizsgalatarol
elsésorban Odds és munkatarsai (2006, 2007) szamoltak be, akik
ezen gombak populdcidinak nagy valtozatossagat igazoltak.

Az éltalanosan Dbiztonsagosnak tartott S. cerevisiae
¢élesztdgombarol napjainkban sem nyilvanvald, hogy az emberi
szervezetben valo kolonizacidja atmeneti vagy allando jellegtl, és az
altala okozott mikozisokat mi valtja ki pontosan (Goldstein és
McCusker 2001; Strope és mtsai. 2015). A S. cerevisiae esetleges
opportunista patogénné valasaért feleldssé tehetd fenotipusos és
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genotipusos tulajdonsagokat Anoop ¢és munkatarsai (2015)
tanulmanyoztdk, akik azt tapasztaltdk, hogy az emlitett
tulajdonsdgok gyakran nagyon hasonléak a nem-klinikai és klinikai
S. cerevisiae izolatumokat tekintve.

A patogén gombak bizonyos tulajdonsagait, amelyek a
gombat a fertdzés folyamataban segitik, virulenciafaktoroknak
nevezzik (pl. Hube 2004; Mayer és mtsai. 2013). A legfontosabb
virulencia faktorok ko6zé tartozik: a gomba (élesztd«hifa) dimorf
atalakulasra valoé képessége, a gombasejtek adhézids képessége és
biofilm képzése, hidrolitikus enzimek, mint az aszpartat proteazok és
a foszfolipazok termelése ¢és a magas hoémérsékleten vald
szaporodasi képességiik is (Hube 2004; Hofs és mtsai. 2016),
melyeket tanulmanyozva és Osszehasonlitva mélyebb betekintést
kaphatunk a kiilonb6z6 tulajdonsagi gombak eléfordulasarol és a
gombak esetleges tulajdonsagaik szerinti csoportosulasarol.



2. Célkitiizések

Célunk az volt, hogy egy sziikk foldrajzi teriileten beliil
vizsgaljuk meg a klinikai C. albicans és S. cerevisiae izolatumok
fenotipusos tulajdonsagait, illetve a C. albicans izolatumok ABC
genotipusait, képet kapva arrdl, hogy egy jol behatarolhatd teriileten,
egy klinikdn, mennyire sokfélék az emlitett élesztok. Célul tiztiik ki
annak  felmérését, hogy milyen geno- és fenotipusos
tulajdonsagokkal jellemezhetdk az egyes, eltérd betegekben és eltérd
anatomiai  helyeken izolalhatd éleszték. Az izolatumokat
vizsgalatainkban un. metapopulacioként értelmeztiik, amelyek kelld
szamban jelen vannak az egyes anatomiai helyeken ahhoz, hogy
adott idépontban izolalni lehessen azokat. Szamunkra a mintavételek
idépontja (év, honap: betegtél fliggetlen paraméterek) abbol a
szempontbol volt fontos, hogy megtudjuk: adott id6pontban
izolalasra keriilt C. albicans izolatum fenotipusos tulajdonsagai,
ABC genotipusai és betegtdl fiiggd paraméterei (testrész vagy testtdj,
a beteg kora, neme, alapbetegségének sulyossaga, a korhazi osztaly
ahol a mintavétel tortént) kozott van-e szignifikdns Osszefliggés.
Feltételezésiink szerint, ha az év bizonyos iddszakaban mas-maés
tulajdonsagokkal jellemezheté gombak keriilnek izolalasra, az azt
jelzi, hogy az adott klinikan felbukkand éleszték dinamikusan
valtoznak.

Tanulmanyunkban a klinikai C. albicans és S. cerevisiae
izolatumok fenotipusos tulajdonsagainak vizsgalataibol indultunk ki.
Célunk az wvolt, hogy a fenotipusos tulajdonsagok, virulencia
faktorok vizsgalatainak eredményeit dsszevetve megtudjuk, hogy az
izolatumok fenotipusos tulajdonsagaik szerint csoportosulnak-e, és
ha igen hogyan. Valamint terveztilk annak felmérését, hogy egy
adott idépontban izolalasra keriilt C. albicans izolatum fenotipusos
tulajdonsagai, ABC genotipusai és betegtdl fiiggd tulajdonsagai
(testrész vagy testtdj, a beteg kora, neme, alapbetegségének



sulyossaga, a korhdzi osztaly ahol a mintavétel tortént) kozott van-e
szignifikans Osszefiiggés.

A kovetkez6 vizsgalatok elvégzését terveztiik: a C. albicans
gomba hifazé képességének felmérésését, mindkét fajnal a gomba
inert felszinhez torténd adhézios képességének, a hidrolitikus
enzimaktivitasaiknak, hemolitikus aktivitdsaiknak mérését, magas
hémérsékleten valé szaporodasuknak tesztelését, antifungalis
szerekkel ¢és egy oxidativ stresszt okozd szerrel szembeni
érzékenységének meghatarozasat. A C. albicans izolatumoknak a
felsoroltakon kiviil tovabbi paraméterként az ABC genotipusaik
meghatarozasa szerepelt terveink kozott.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Adott id6pontban (évben, hodnapban) izolalt és bizonyos
fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkez6 C. albicans gomba
el6fordulasa mutat-e valamiféle anatomiai preferenciat (adott
testrészt, vagy testtijat kolonizal-e inkabb), illetve észrevehets-e
csoportosulasuk a beteg-fiiggd tulajdonsagok szerint (beteg kora,
neme, alapbetegsége, korhazi osztaly ahol az izolalas megtortént)?
2.) A gomba korabbiakban felsorolt, vizsgalt fenotipusos
tulajdonsagai, virulencia faktorai kozott, illetve a fenotipusos
tulajdonsagok ¢és a genotipusos jellemzd kozott (ABC genotipus)
van-e Osszefiiggés?

3.) Az ABC genotipusok csoportosulnak-e az izolalas un. beteghez
kapcsolt (az anatomiai forras: testtaj vagy testrész, a beteg kora,
neme, alapbetegsége, korhazi osztaly ahol az izolalas tortént) vagy
betegtdl fiiggetlen (az izolalas éve, hava) paraméterei szerint?

4) Az S. cerevisiae Kklinikai izolatumok altalunk vizsgalt
fenotipusos tulajdonsagai kozott van-e Osszefiiggés, illetve az
izolatumok csoportokba szervezddnek-e az izolalas beteghez
kapcsolt vagy betegtdl fiiggetlen paraméterei szerint.



3. Anyagok és Modszerek

A Debreceni Egyetem 10 kiilonb6z6 klinikajarol 63 db C.
albicans izolatum (43 betegtdl: egy beteghez egy vagy tobb izolatum
is tartozott) allt rendelkezésiinkre (DE KK, Orvosi Mikrobiologiai
Intézet), melyeket 2013-ban és 2015-ben, kiilonb6z6 koru, nemi
betegekt6l izolaltak. A betegek kiilonféle és eltérd sulyossagu
alapbetegségben szenvedtek. A S. cerevisiae élesztdgombabdl a
klinikai izoldtumok a Debreceni Egyetem klinikairol szdmaztak,
illetve a Szegedi Tudomanyegyetem klinikai is bevonasra keriiltek az
izolatumok kis szama miatt. Osszesen 12 S. cerevisiae Klinikai
izolatumot vizsgaltunk (egy beteghez egy izolatum tartozott). A
fajazonositas a klinikumban alkalmazott protokoll szerint MALDI-
TOF tomeg-spektrometrias eljarassal tortént a DE Klinikai
Mikrobiologiai intézetében.

Az izolatumok virulencia faktorainak vizsgalatainal
alkalmazott modszerek

A C. albicans izolatumok hifazoképességét Spider
tapagaron hatdroztuk meg. A tenyészetek inkubalasa 30 °C-on 10
napig zajlott. A 10. napon a hifazé gyirti szélességének mérésével
hataroztuk meg a hifazo képesség mértékét (Fekete és mtsai. 2007,
2008).

A C. albicans izolatumok adhéziés képességének
vizsgalatakor 96 lyuktl mikrotiter lemezt hasznaltunk. A sejtek
milanyag felszinhez torténd tapadasat ~ RPMI 1640,
bikarbonatmentes, pH 7 médiumban vizsgaltuk meg. El6zetes
inkubalas (37 °C) utan, XTT-menadionnal torténd ismételt inkubalas
kovetkezett. A kolorimetrias valtozas alapjan a letapadt sejtek



abszorbancidjat (A=490 nm) mikrotiter lemezolvasé segitségével
hataroztuk meg (Ramage és mtsai. 2001).

Mindkét faj esetén akalmaztuk a kdvetkezd kisérleteket:

A foszfolipdz enzimaktivitdsokat tojassargaja-tartalmu
tapagaron (Ibrahim és mtsai. 1995), mig az aszpartdt protedz
enzimaktivitasokat BSA tartalmu tapagaron Price és munkatarsainak
(1982) leirasa szerint hataroztuk meg. A tenyészeteket 30 °C-on
inkubaltuk és a 3. napon méréseket végeztiink. Meghataroztuk a
telepek koriili feltisztulas  atmér6jébél az 1Gn. precipitacios
zonahanyados (tovabbiakban: Pz érték) értékét, amely a telep atmérd
és a telep koriili feltisztuldsi zona hanyadosa. A Pz értékek 0-1
kozotti értékeket vehetnek fel, amelyek forditott aranyossagban
vannak az enzimaktivitassal (1/Pz): minél kisebb a Pz érték, annal
nagyobb enzimaktivitasra kdvetkeztethetiink (Kantarcioglu és Yiicel
2002).

A hemolitikus aktivitds meghatarozasahoz birkavért
tartalmazd, dextrozban gazdag taptalajon, 37 °C-on 3 napig
inkubaltuk 5% CO, jelenlétében a tenyészeteket. A telep koriili
hemolitikus zéna atméréjének mérésével hemolitikus indexeket
(tovabbiakban: HI) hataroztunk meg (Luo és mtsai. 2001).

A magas homérsékleten torténd szaporodas vizsgalathoz a
C. albicans izolatumokat SDA tapagaron tenyésztettiik, amelyeket 3
napon at inkubaltunk 42°C-on. A kiilonall6 telepek atmérdit lemérve
meghataroztuk az izolatumok szaporodasanak mértékét (Fekete és
mtsai. 2008). A S. cerevisiae izolatumok 40, 41 és 42°C-on torténd
szaporodasanak vizsgalatdhoz De Llanos és munkatarsai (2006) altal
kidolgozott modszerét alkalmaztuk. YPD taptalajra
felcseppentéseket végeztiink és 3 nap inkubalast kovetden vizualisan
értékeltiik a telepek novekedésének mértékét.

A minimalis gatldé koncentracido (tovabbiakban: MIC)
meghatarozasat két antifungalis szert: az amphotericin B-t (AmB) és
a flukonazolt (Flu), valamint az MSB, oxidativ stresszt okozo agenst
alkalmazva végeztik el. A Flu és AmB szerekkel szembeni
érzékenység vizsgalatanal az izolatumok szaporitasa bikarbonattol



mentes RPMI-1640 (pH 7.0) tapoldatban, mig MSB tolerancia
meghatdrozdsa SDB tapoldatban tortént 96 lyukd mikrotiter
lemezben. Az alkalmazott koncentracio intervallumok: Flu esetén:
0,128-64 pg/ml, AmB esetén: 0,007-4 pg/ml, mig MSB esetén 0,3-
1,3 mM kozé estek. A MIC meghatarozasok és a referencia tdrzsek
hasznalata az élesztk antifungalis szerekkel szembeni érzékenység
meghatarozasahoz alkalmazott referencia modszer leirasa szerint
tortént (,,Clinical and Laboratory Standards Institute”, CLSI 2008,
M27-A3 protokoll alapjan).

Az ABC genotipusok meghatarozasa a C. albicans
izolatumoknal

Az egyes élesztd izolatumok koloniaibol Hanna és Xiao
(2006) mobdszerét alkalmazva izolaltunk genomi DNS-t. A
genotipizalashoz McCullough és mtsai. 1999 altal alkalmazott
primerparokat hasznaltuk. PCR alkalmazdsa utan a genotipusok
azonositasat agar6éz gélelektroforézissel végeztik el. A 25S
riboszoszomalis  DNS  ismétlédésekben  eléforduld  egyik
transzpozabilis intron hianya (A: 450 bp), jelenléte (B: 840 bp),
részleges jelenléte (C: 450+840 bp) alapjan 3 féle genotipust
kiilonitettiink el (McCullough és mtsai. 1999).

Statisztikai analizis a C. albicans izolatumok
vizsgalatainak ereményeire

Vizsgalataink szempontjabol az izolatumokat olyan
metapopulacioként értelmeztilk, amelyek izolalast lehetévé tévo
szamban jelen vannak az egyes anatomiai helyeken, adott
idopontban. A statisztikai analizisek R interaktiv statisztikai



kornyezetben (3.1.1. verzid) (R Core Team, 2014) valamint lme4
(1.1-109 verzid) (Bates és mtsai. 2014) és ImerTest csomag (2.0-29
verzid) (Kuznetsova és mtsai. 2015) alkalmazasaval késziiltek el.

Osszehasonlito klaszteranalizissel AGNES (,,Agglomerative
Nesting”) dendrogramot (1. abra) hoztunk létre, hogy megtudjuk
van-e Osszefiiggés a C. albicans izolatumok fenotipusos
tulajdonsagai kozott. Azok a tulajdonsagok, amelyek kozds agbol
indulnak, hasonlitanak egymashoz és minél feljebb van az adott
tulajdonsagok talalkozasi pontja, ugy azok egyre kevésbé hasonloak
egymashoz.

Kevert hatast linearizalt modellt alkalmaztunk (LMM:
,Linear mixed- effects model”), hogy kdvetkeztetni tudjunk a
mintavételi koriilmények és az ABC genotipusok, valamint a
fenotipusos tulajdonsagok és a gomba eldforduldsa kozotti
kapcsolatra.

A  mért értékek normalizaldsa utan a fenotipusos
tulajdonsagok esetleges csoportosulasainak felfedése érdekében
hétérképet készitettiink (,,heat map”). A hétérkép mellé Ward-féle
modszert alkalmazva fenotipusos dendrogramot készitettiink, amely
mellé az izolatumok azonositdszamat, eredetét (anatdmiai helye) és a
klinikat, ahonnan az izolatum szarmazik illetve az adott izolatum
genotipusat tiintettiik fel (2. abra).

A S. cerevisiae izolatumokbdl a vizsgalataink ideje alatt
Osszesen 12 izolatum gytilt 6ssze a debreceni és a szegedi egyetemi
klinikak bevonasaval is, igy az adatsor nem volt alkalmas a
staisztikai analizisek elvégzésére.



Eredmények és megbeszélésiik

A 63 klinikai C. albicans izolatum és 12 S. cerevisiae
klinikai izolatum fenotipusos tulajdonsagait, virulencia faktorait
vizsgaltuk meg. A tovabbiakban C. albicans izolatumok hifazo
kapott eredményeket, valamint a C. albicans és a S. cerevisiae
izolatumok hidrolitikus enzimaktivitas, hemolitikus aktivitas, magas
hémérsékleten vald szaporodas €s az antifungalis szerekkel és MSB-
vel szembeni érzékenység meghatarozasara kapott eredményeket
mutatjuk be, valamint a C. albicans izolatumok ABC genotipusait,
valamint ezen izolatumoknal az eredményeinken alapul¢ statisztikai
elemzést. A S. cerevisiae izolatumok kis szama miatt statisztikai
analizisre nem volt alkalmas az adatsor, igy ezeknél az
izolatumoknal az emlitett kisérletek eredményeir6l irok.

A C. albicans izolatumok hifazo novekedésének mértéke 10
% és 50 % kozott volt a teljes telep (100 %) atméréjéhez képest. Az
inert felszinhez torténd adhézids képességének vizsgalatakor 0,125-
0,5 kozé es0 abszorbancia értékeket mértiink (négyszeres
kiilonbség). Ez a kisérlet a S. cerevisiae izolatumokra nem volt
adaptalhato. A C. albicans  izolatumok  foszfolipaz
enzimtermelésébdl szamolt Pz értékek 0,817-0,516 kozott voltak,
mig a S. cerevisiae izolatumoké 0,83- 0,43 kozé esett és a 12
izolatumbol egy egyaltalan nem volt képes szaporodasra ezen
taptalajon. A C. albicans izolatumok protedz enzimtermelésébdl
szamolt Pz értékek 0,847-0,41 kozott mozogtak, a 63 izolatumbol
52-nek 0,7 alatt volt a Pz értéke, vagyis nagyon nagy aktivitassal
voltak jellemezhetéek. A 12 S. cerevisiae izolatum proteaz
enzimtermelésébél szamolt Pz értékek 0,62- 0,4 kozott valtoztak. Az
izolatumok hemolitikus aktivitasanak vizsgalatakor azt tapasztaltuk,
hogy harom nap utan minden izolatum képes volt a hemoblobin
teljes bontasara, vagyis B-hemolizisre. A C. albicans izolatumok HI
indexei 1,1 és 1,9 kozotti intervallumba estek, mig a S. cerevisiae



izolatumoknal 1,76 és 2,38 kozé. A magas hémérsékleten vald
szaporodas vizsgéalatanal a C. albicans gombak 42 °C-on hasonld
mértében szaporodtak (62 izolatumnal 1,9-6,7 mm, csak 1
izolatumnak volt kisebb, 0,9 mm a telepatméréinek atlaga). A S.
cerevisiae éleszték 41 és 42 °C-on-nem szaporodtak, de 40 °C-on
szaporodasukat megfigyelve, 5 izolatum jol lathato, erbteljes (+)
novekedést mutatott, mig 7 izolatumnal gyengébb mértékii (+-)
novekedést tapasztaltunk. Az izolatumok antifungalis szerekkel és
oxidativ  stresszt okozd szerrel szembeni érzékenysége a
kovetkezoképpen alakult: A C. albicans izolatumok fungisztatikus
szerrel, flukonazol esetén (Flu) kapott MIC értékei 0,125 és 2 pg/ml
kozott voltak. Az amphotericin B (AmB) fungicid szerrel szembeni
érzékenységiik MIC értékei 0,063 pg/ml és 1 pg/ml koz¢é estek. A 12
S. cerevisiae izolatum antifungalis szerekkel szembeni érzékenysége
mind a két antifungalis szert, mind pedig az oxidativ stresszt okozd
szert tekintve hasonld mértékii volt. Az AmB esetén minden S.
cerevisiae éleszt6 0,25 pg/ml vagy 0,5 pg/ml koncentracidig
toleralta az AmB-t, kivéve egy izolatumot, amely csak 0,06 pg/ml-ig
toleralta ezt az fungicid szert. A C. albicans izolaitumok MSB
tolerancidja 0,7 és 1,3 mM kozott volt, de egy izolatum mar a
legkisebb, 0,6 mM koncentracional sem toleralta az MSB-t. A S.
cerevisiae izolatumok MSB-re meghatarozott MIC értéke — a
szaporodasra jelen koriilmények kdzott nem képes izolatumon kiviil
— 11 izolatum esetén egy sziik intervallumba esett: 0,4 mM és 0,7
mM kozott valtozott. Két izolatum MIC értéke 0,4 mM, négy
izolatumnak 0,5 mM, két izolatumnak 0,6 mM és harom izolatumnak
0,7 mM wvolt. A C. albicans izolatumokra elvégzett ABC
genotipizalas eredményeképpen azt kaptuk, hogy az izolatumok
szamottevo tobbsége B genotipust (28 izolatum, az izolatumok 44,4
%-a). Az izolatumok 39,7 %-a, tehat 25 izolatum A genotipust volt
és csupan 15,9 %-uk volt C genotipust, amely 10 izolatumot foglal
magaba. Az egy-egy adott betegtél szarmazo izolatumok egyféle
genotipusuak voltak egy beteg kivételével, akinél egyarant talaltunk
A, B és C genotipusu C. albicans izolatumokat, amelyek sebb6l és a
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hasiiregbdl szdrmaztak. Ezen eredmények Osszeethetok Chaves és
munkatarsai megfigyeléseivel (2012), akik szintén kiilonb6z6
genotipusu izolatumokat talaltak olyan betegeknél, akik Candida-
fertézésben de nem kandidémidban szenvedtek.

A statisztikai  analizist  fenotipusos  tulajdonsagok
Osszehasonlitasaval kezdtiik. Klaszteranalizis segitségével AGNES
(,, Agglomerative Nesting”) dendrogramot készitettink (1. 4bra),
amely alapjan megtudtuk, hogy a vizsgalt fenotipusos tulajdonsagok
kozott nincs szignifikans dsszefliggés, gyenge korrelacio all fenn (1.
abra). A tovabbiakban az analizist ezért ugy folytattuk, hogy a
kilenc fenotipusos paramétert és az ABC genotipusokat egyesével
vetettilk Ossze a betegfliggd és betegtol fiiggetlen tényezokkel,
amelyek kozott kiilon-kiilon allapitottuk meg, hogy szignifikdns
kapcsolat all-e fennt (1. tablazat).
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1. abra: A hierarchikus klaszterezési eljarassal késziilt AGNES dendrogram,
amelyen a kilenc fenotipusos tulajdonsagot lathatjuk
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A C. albicans izolatumok fenotipusos tulajdonsagai, ABC
genotipusai és a betegtdl fiiggd és azoktol fiiggetlen paraméterek
kozotti kapcesolatot: a trendeket illetve a kiilonbozd szignifikancia
szinteket a 1. tablazatban foglaltuk 6ssze.

1. tablazat: A betegt6l fligg tulajdonsagoknak és a C. albicans vizsgalt
fenotipusos paramétereinek és genotipusainak szignifikans osszefliggései
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(e: p<0,1; *: p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001)

Az ABC genotipusok eloszlisa és azoknak
osszefiiggése a betegtol fiiggé és azoktol fiiggetlen
faktorokkal és ennek jelentésége:

1.) A genotipusokkal csak néhany fenotipusos tulajdonsag mutat
szignifikans Osszefliiggést (foszfolipaz aktivitdis, AmB MIC)
[hasonloan Sardi és mtsai. (2012) és Inci és mtsai. (2012) kutatasi
eredményeihez].

2.) Nem jellemzé egyik ABC-genotipus csoportra sem, hogy
kizardlag adott fenotipusos tulajdonsagai vannak.
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3.) Szisztéméas gombafert6zéseknél altalaban egy-egy beteg
szervezetét egyféle genotipusu élesztok kolonizaljak.
Tanulmanyunkban kilenc beteg koziil kett6nél A genotipust
izolatumok, &6t betegnél B genotipust, mig 1 betegnél csak C
genotipusu izolatumokt azonositottuk, egy beteg esetén mindharom
genotipus megtalalhato volt [hasonléan Chaves és munkatarsainak
(2012) eredményeihez].

4.) Néhany szignifikans korrelaci6 van a genotipusok és a
betegfiiggd faktorok kozott (beteg kora, neme, alapbetegség
sulyossaga).

5.) Az ABC genotipusok nem csoportosulnak sem a betegt6l fliiggd
sem a betegtdl fiiggetlen paraméterek szerint, mindharom genotipus
eléfordulhat barhol az emberi szervezetben [hasonléan McCullough
és mtsai. (1999); Tavanti és mtsai. (2005), valamint Takakura és
mtsai. (2008) megallapitasaihoz].

A C. albicans izolatumok betegfiigg6 és betegtol
fiiggetlen tulajdonsagainak oOsszefiiggése a vizsgalt
fenotipusos paraméterekkel

1.) A betegtl fliggetlen faktorokkal (év, honap) 7 fenotipusos
tulajdonsag fiigg Ossze: a hifazo- és adhézios képesség, a Flu és
MSB tolerancia, a foszfolipaz- és protedz enzimaktivitisok és a
hemolitikus aktivitids. Ebb&l harom tulajdonsag (adhézids képesség,
protedz aktivitas, Flu tolerancia) csak betegtdl fliggetlen faktorokkal
(év, honap) volt dsszefliggésben.

2.) Csupan betegfiiggé faktorokkal 2 fenotipusos tulajdonsag
korrelalt: a hemolitikus aktivitas és az AmB tolerancia.
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3.) Egy fenotipusos tulajdonsag, a magas hémérsékleten vald
szaporodds nem mutatott kapcsolatot sem betegtdl fliggetlen, sem
attol fliggd paraméterrel.

4.)) Harom fenotipusos tulajdonsag volt 0Osszefiiggésben mind
betegt6l fliggetlen és azoktol fiiggd faktorokkal egyarant: a hifazo
képesség, a foszfolipaz aktivitas és az MSB tolerancia.

5.) Niche-specializaci6 nem figyelhetd meg, egyik fenotipusos
tulajdonsdg vagy beteg fliggd vagy attol fiiggetlen tulajdonsag
szerint sem csoportosulnak jelentsen a C. albicans izolatumok.

6.) Az eltér6 idépontokban izolalt C. albicans izolatumok kiil6nb6z6
fenotipusa a C. albicans metapopulacio dinamikus, allandéan
valtoz6 természetét mutatja a vizsgalt betegek kiillonbozo testtajaiban
e sziik foldrajzi terilleten (egy varos egy klinikdja) [Odds és
munkatarsaihoz hasonldéan (2006; 2007) szamos foldrajzi teriiletrdl
szarmazo C. albicans izolatumoknal].

A C. albicans fenotipusos tulajdonsagainak
vizualizalasa

Ahhoz, hogy megtudjuk, hogy a C. albicans izolatumok
kilenc  vizsgalt fenotipusos tulajdonsaguk szerint  hogyan
csoportosulnak, vizualis abrazolas céljabol elkészitettik egy un.
hétérképet (.heat map”) (2. abra), valamint egy hozza tartozd
fenotipusos tulajdonsagokra vonatkozé dendrogramot. A 63 C.
albicans izolatum harom f6 kladba csoportosul, viszont nem
figyelheté meg semmiféle klaszterez6dés az izolatumok eredete
szerint. Minden Klaszter tartalmaz kiilonb6z6 anatomiai helyr6l
(testrész, testtaj) szarmazd és kiilonb6z6 genotipust izolatumokat,
valamint egy-egy Kklaszterben egy-egy Dbetegtél szarmazo

15



izolatumokat (40; 41; 42; 43. beteg) is talalhatunk, vagy épp kiilon
klaszterbe is tartozhatnak az egy betegtdl szarmazo izolatumok (21;
22; 23; 24; 39. beteg). Ezek alapjan a fenotipusos tulajdonsagaikban
kilénbozo, valtozatos C. albicans izolatumok eléfordulasat tudtuk
igazolni (2. abra).
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2. abra: Hoétérkép.

A fenotipusos tulajdonsagok vizualizalasa az izolatum szamanak, felsé
indexben a beteg azonositdjanak, az izolatum forrasanak (testrész vagy
testtaj), a korhazi osztalynak ahol az izolalas tortént és az ABC
genotipusaiknak a feltiintetésével
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A S. cerevisiae Kklinikai izolatumok fenotipusos és
virulencia faktorainak vizsgalatainak megbeszélése

A S. cerevisiae klinikai izolatumok, kevés elemszamuk miatt
statisztikai elemzésre nem voltak alkalmasak. Ennek hianyaban
méréseink alapjan a kdvekezd megallapitasokat tettiik:

1)) TIlyen kevés mintaszam esetén nem vonhatd le egyértelmii
kovetkeztetés, de a S. cerevisiae izolatumok vizsgélataink
eredményei szerint fenotipusos tulajdonsagaikban valtozatosak.

2.) Egyes virulencia faktoraik nagymértékben hasonlitanak a
bizonyitottan opportunista patogén C. albicans tulajdonsagaira.
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5. Osszefoglalas és Tézisek

Munkank soran a Debreceni Egyetem klinikdirol,
kiilonb6z6 kora ¢és nemt, eltérd alapbetegségekben szenvedd
betegektdl szarmazd 63 C. albicans klinikai izolatum és a Szegedi
Tudomany Egyetem bevondsaval 12 S. cerevisiae izolatum
fenotipusos tulajdonsagait vizsgaltuk meg. A C. albicans izolatumok
kilenc fenotipusos tulajdonsagat, illetve virulencia faktorait: a hifazo
novekedést, az adhéziés  képességet, a  hidrolitikus
enzimaktivitasokat, a hemolitikus ezimaktivitdsokat, a magas
hémérsékleten torténd szaporodast, két antifungalis szerrel és egy
oxidativ stresszt okozd szerrel szembeni érzékenységet, valamint
ABC genotipusaikat hataroztuk meg. A S. cerevisiae izolatumoknal
pedig dolgozatomban a hidrolitikus enzimaktivitasok, a hemolitikus
aktivitasok, a magas hdémérsékleten torténd szaporodas, két
antifungdlis-, és egy oxidativ stresszt okozd szerrel szembeni
érzékenységiikre vonatkozo eredményeket targyaltuk.. Az emlitett
kisérletek utan a C.albicans izolatumokra statisztikai analizist
végeztiink.

Uj tudoméanyos eredmények felsorolasa:

1. A C. albicans gomba fenotipusos tulajdonsagai a betegtdl
fiiggetlen tulajdonsagokkal (az izolalas éve és hava) tobb esetben
mutattak Osszefliggést, mint a betegfliggd tulajdonsagokkal (az
izoldtum anatoémiai eredete, beteg kora, neme, alapbetegsége,
korhazi osztdly ahol az izoldlas tortént), illetve az ABC
genotipusokkal. Altalaban nem kolonizalnak az egyes fenotipusos
jellemz6jt C. albicans izolatumok nagyobb eséllyel egy-egy testrészt
vagy testtéjat.
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2. A gomba korabbiakban felsorolt, egyes fenotipusos tulajdonsagai
kozo6tt nincs szignifikins Osszefiiggés, vagyis a gomba egy-egy
fenotipusos tulajdonsagénak vagy virulencia faktoranak mért értéke
nem korrelal mas tulajdonsdgok mért értékével.

3. Az ABC genotipusok nem mutattak anatomiai specializaciot és
eléfordulasuk csak néhany betegfiiggé paraméterrel korrelalt. Az
ABC genotipusok csak néhany fenotipusos tulajdonsaggal
(foszfolipaz aktivitas, AmB tolerancia) vannak szignifikans
Ossszefiiggésben.

4. AS. cerevisiae klinikai izolatumok altalunk vizsgalt fenotipusos
tulajdonsdgaira  kapott értékek kiillonboznek egymastol és
valtozatosak, amib6l viszonylag dinamikus és diverz populacidjuk
meglétére kovetkeztethetlink az emberi szervezetben.

A kisérleteink ideje alatt, még a Szegedi Tudomanyegyetem
klinikajanak bevonasaval is kevés S. cerevisiae izolatum gytlt Ossze,
ezért ez az adatsor nem volt alkalmas a statisztikai analizis
elvégzésére. Ugyanakkor ezek az eredmények egy, a klinikai és
¢élelmiszeripari illetve probiotikumokbdl szarmazé torzsparok geno-
és fenotipusos tulajdonsagait Osszehasonlitd tanulmanyunkban
publikalasra keriiltek. Ebben a tanulmanyban a klinikai es nem-
klinikai S. cerevisiae izolatumok vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy
az élelmiszeripari vagy probiotikumbo6l szdrmazo torzsek a
szervezetbe bekeriilve mikroevolicios valtozasokon mennek
keresztiill és geno-, és fenotipusos tulajdonsagaik folyamatos
szelekcios nyomasnak vannak kitéve. Az altalunk vizsgalt klinikai S.
cerevisiae izolatumok  genetikai  vizsgalataink  alapjan
visszavezethetdéek voltak élelmiszeripari vagy probiotikumbol
szarmazo Oseikre. Eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az
élelmiszeripari S. cerevisiae gombak mikroevollcids valtozasok
révén néhany esetben kommenzalistaként tudnak adaptalodni.
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Az itt Osszefoglalt munkdmban alkalmazott ujszerti
megkozelités hozzajarulhat az opportunista patogén gombak vagy
esetlegesen patogénné alakulé gombak tulajdonsdgainak atfogd
vizsgélatdhoz. A jovében érdemes lenne az altalunk vizsgalt
izolatumok tulajdonsagait Osszevetni mas varosokbol, akar mas
orszagokbdl vagy kontinensrél szarmazo klinikai izolatumok
tulajdonsagaival és igy megfigyelni tdgabb geografiai eloszlasban is
ezeknek a gomba populacioknak a diverzitasat, nagyfoku
valtozatossagat. Tovabba evoliciés megkozelitéssel, niche
specializaciot szem elott tartva érdekes lenne megfigyelni, hogy
milyen mas  paraméterek vagy  tulajdonsdgok  alapjan
csoportosulhatnak, alakithatnak ki klasztereket ezek a fajok. Végiil,
mivel napjainkban egyre nagyobb szazalé¢kban fordulnak el6 a nem-
albicans fajok is, mint stlyos invaziv gombas fertdzések okozoi,
égetd fontossagu ezeknek a fajoknak és mas kommenzalistaként €16,
esetlegesen patogénné valni képes fajok mélyebb szintii és tobb
szempontbdl valé tanulméanyozasa.

20



Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni Prof. Dr. Pdcsi Istvan
Témavezetdomnek ¢és egyben a DE-TTK Biotechnologiai ¢és
Mikrobiologiai Tanszék vezetdjének, hogy lehetévé tette Doktori
munkam elvégzését a Tanszéken, valamint tapasztalatait megosztotta
¢és hasznos tandcsaival mindvégig timogatta kutatdsomat.

Szeretném megkdszonni  Dr.  Pfliegler Valter Péter
Szerzétarsam lelkiismeretes munkajat, ¢és Onzetlen segitségét
valamint, hogy szaktudasat atadva végigkisért ezen az iton.

Ko6szonom, hogy Dr. Majoros Laszl6 és Dr. Kovacs Renato
(DE-KK-AOK Orvosi Mikrobioldgiai Intézet) a klinikai C. albicans
izolatumokat és S. cerevisiae izolatumokat rendelkezésiinkre
bocsajtotta a sziikséges informaciokkal és az antifungalis szerek
érzékenységének vizsgalatahoz nyujtott segitségiiket, valamint
Dr. Urban  Editnek  (Szegedi Tudomanyegyetem,  Klinikai
Mikrobiologia Diagnosztikai Intézet) a szegedi S. cerevisiae klinikai
izolatumokért és Zsuga Imre szakdolgozonak, aki a S. cerevisiae
izolatumok vizsgalataiban segitségiinkre volt, valamint Toth Judit
szakdolgozomnak a C. albicans izolatumok elGkisérleteiben valod
segitségéért.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Barta Zoltannak (DE-TTK
Evoluciés Allattani és Humaénbiologiai Tanszék) a C. albicans
izolatumok vizsgalataira kapott eredmények statisztikai analiziséért
és egyiittmikodo, segitékész munkajaért.

Ko6szo6nom a Tanszék minden dolgozdjanak, kiilondsen Dr.
Jakab Agnesnek a kisérletek kivitelezésében nyujtott segitségét,
valamint Vassné Orosz Erzsébetnek, Kiraly Anitanak és Toth Gabor
Laszloné asszisztensnek, hogy munkamat kellemes kornyezetben,
baratok kozt végezhettem.

Végiil halasan koszondm férjemnek és csaladom tobbi
tagjainak, barataimnak, hogy mindvégig biztattak és tdmogattak.

21



7.

Introduction

Candida albicans is the best-studied opportunistic
pathogenic yeast fungus. As a member of normal human microflora,
it is also present in the healthy human body, in the oral cavity, in the
gastrointestinal tract and also on the mucous membrane of female
genital tract. In weakenedimmune states, it can cause more serious
infections affecting different organs or the whole human host
(candidiasis), even bloodstream infections (candidaemia) (Brown et
al. 2012). Invasive fungal infections are caused by Candida species
in most cases (80-90%), the most commonly isolated species in the
clinic (in more than 50%) being C. albicans (Sardi et al. 2013). The
yeast Saccharomyces cerevisiae is a microbe that has been used by
humanity in brewing, winemaking and in the bakery industry
(McGovern et al. 2004, Yanez et al. 2009), the consumption of
which as food or nowadays as a probiotic (S. cerevisiae ’var.
boulardii’) may be beneficial (Moyad 2007; Ghannoum et al. 2010).
However, there have been cases where S. cerevisiae caused fungal
infections (Smith et al. 2002, Enache-Angoulvant 2005).

C. albicans is a widespread species all over the world, thus
many studies have dealt with its diversity in some geographic areas.
The investigation of clinical C.albicans isolates on a global level
were primarily reported by Odds and co-workers (2006, 2007), who
demonstrated a large diversity of these populations of this fungus.

The yeast S. cerevisiae is generall recognised as safe, but it
is still not known whether its colonization of the human body is
temporary or permanent, neither are the causes the mycoses
uncovered (Goldstein és McCusker 2001; Strope és mtsai. 2015).
The phenotypic and genotypic attributes of S. cerevisae that might be
responsible for enabling this species to act as an opportunistic
pathogen have been studied by Anoop et al. (2015), who found that
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these properties are often very similar in non-clinical and clinical S.
cerevisiae isolates.

Certain properties of pathogenic fungi that help them in the
process of infection are called virulence factors (e.g. Hube 2004;
Mayer et al. 2013). The most important virulence factors are: the
capability of yeast«—>hyphal transition, the adhesion ability of the
fungal cells and the formation of a biofilm, the production of
hydrolytic enzymes as aspartic protease and phospholipase, and their
ability to grow at high temperature (Hube 2004; Hofs et al. 2016).
These factors are studied and compared, which may help in gaining a
deeper insight into the occurence of different fungi, and their
potential clustering according to these features.
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8. Objectives

Our aim was to investigate the phenotypic features of the
clinical C. albicans and S. cerevisiae isolates as well as the ABC
genotypes of the former species in a geographically narrow area, to
get an insight into how diverse the different yeasts are in a well-
defined area, in a single clinic. We aimed to assess which genetic
and phenotypic properties characterize the isolated yeasts in different
patients and in different anatomical locations. In our studies, the
isolates were interpreted as representatives of a metapopulation
present in a given anatomical site in numbers enabling isolation at a
given time. The date of sampling (years, months: patient-
independent factors) was important to us to assess whether features
of C. albicans yeasts isolated at a given time significantly correlate
with ABC genotypes and patient-dependent factors (body site or
anatomical source, patients’ age, sex, disease severity, clinical care
unit of isolation). We assumed that fungi possessing different
properties during a certain period of the year may be isolated,
indicating that the yeasts occurring in the clinic change dynamically.

In our study, we started with investigating clinical C. albicans
and S. cerevisiae isolates’ phenotypic properties. Our aim was to
compare the phenotypes, virulence factors, and to find out whether
isolates are clustered according to their phenotypic properties, and if
they do, how. Furthermore, we planned an assessment of potentially
significant correlations of phenotypic properties, ABC genotypes and
patient-dependent properties (body site or anatomical source,
patients’ age, sex, disease severity, clinical care unit of isolation) of
the C. albicans isolates recovered at a given time.

Following experiments were planned: assessing the hyphal
growth ability for C. albicans; for both species, assessement of the
adhesion ability to plastic surface; measuring hydrolytic enzyme
activities, hemolytic activities; testing growth at high temperature;
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and the susceptibility of the fungi to two antifungals and one
oxidative stress agent. In addition, the determination of C. albicans
isolates’ ABC genotypes was included among our plans.

We aimed to find the answers to the following questions:

1.) Whether C. albicans fungi isolated at a given time (year, month)
possessing certain phenotypic properties show any anatomical
preference (whether it is colonizing a particular body part or body
area), and whether clustering is detectable according to patient-
dependent properties (patient age and sex, patients’ underlying
disease and disease severity, clinical care unit of isolation).

2.) Whether there is correlation among the previously listed
phenotypical features and virulence factors we investigated, as well
as among the phenotypical features and genotype (ABC genotypes).

3.) Do ABC genotypes cluster according to the patient-dependent
(anatomical source or body site, patients’ age, sex, disease severity,
clinical care unit of isolation) or patient-independent (year and
month of the isolation) parameters?

4.) s there a correlation between investigated phenotypical features
of S. cerevisiae clinical isolates, and do the isolates cluster into
groups according to the patient-related or patient-independent
parameters of the isolation?
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9. Materials and Methods

We obtained 63 C. albicans clinical isolates (43 patients:
each patient with one or more isolates) from 10 different clinics of
the University of Debrecen (UD, Medical Microbiology Institute).
Isolates originated from a broad range of patients of different age
and sex, from the years 2013 and 2015. These patients suffered from
several underlying diseases. Besides the S. cerevisiae clinical isolates
originating from University of Debrecen, isolates from the
University of Szeged have also been included because of the small
number of isolates. In total 12 S. cerevisiae clinical isolates were
examined (each patient with one isolate). Identification of the species
was permormed by MALDI-TOF mass spectrometry according to
clinical protocol in the Institute of Clinical Microbiology, UD.

The methods used for testing virulence factors of the
isolates

The ability of hyphal growth of C. albicans isolates was
determined on Spider agar media. The cultures were incubated at 30
°C for 10 days. On the 10th day, the extent of hyphal formation was
calculated by measuring the width of hyphal ring (Fekete et al. 2007,
2008).

We used 96-well microtiter plates for investigation of C.
albicans isolates’s adhesion ability. The adhesion of the cells to inert
surface was tested in bicarbonate-free, pH 7 RPMI1640 medium.
After preincubation (37 °C), incubation with XTT-menadione
followed. Based on colorimetric changes the absorbances (A=490
nm) of adherent cells was determined by using micotiter plate reader
(Ramage et al. 2001).
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The following experiments were applied for both species:
the phospholipase activities were tested on Egg Yolk agar (Ibrahim
et al. 1995), while bovine serum albumin (BSA) were used to
measure aspartic protease activities (Price et al. 1982). The cultures
were incubated at 30 °C for 3 days. The colony diameters and the
colony+precipitation zones were measured and the precipitation
zones (Pz) were determined. The Pz values may fall between 0 and 1
(Pz=1 means zero enzymatic activity) (Kantarcioglu és Yiicel 2002).

For the determination of hemolytic activity, dextrose-
enriched sheep blood agar was used. The cultures were incubated at
37 °C for 3 days in 5% CO, atmosphere. Hemolytic index was
determined by measuring the diameter of the hemolytical zone
around the colonies (Luo et al. 2001).

For examination of C. albicans isolates’ growth at high
temperature we used SDA media, which were incubated at 42°C for
3 days. The capability of growth was determined by measuring
diameters of individual colonies (Fekete et al. 2008). For S.
cerevisiae isolates’ growth at 40, 41 and 42°C we used the method
from De Llanos et al. (2006). Isolates were inoculated onto YPD
plates and after 3 days incubation the extent of colony growth was
assessed visually.

The minimal inhibitory concentration (MIC) values were
determined for two antifungal drugs: amphotericin B (AmB) and
fluconazole (Flu) and for one oxidative stress generating agent,
menadione sodium bisulphite (MSB). For susceptibility testing for
Flu and AmB we used bicarbonate-free RPMI 1640 (pH 7) medium,
while for determination of MSB MIC values, isolates were grown in
SDB medium. Broth microdilutions were carried out in 96-well
microtiter plates. The following concentration ranges were used:
0.128-64 pg/ml for Flu, 01007-4 pg/ml for AmB and 0I3-113 mM for
MSB. The determinations of MIC values and use of reference strains
were set according to the Reference method for broth microdilution
antifungal susceptibility testing of yeasts (,,Clinical and Laboratory
Standards Institute”, CLSI 2008, based on M27-A3 protocol).
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Determination of ABC genotypes for C. albicans
isolates

Genomic DNA was extracted from the yeasts’ colonies
according to Hanna and Xiao (2006). Genotyping was performed
with the primers of McCullough et al. (1999). After PCR, the
genotypes were identified by agarose gel electrophoresis. Based on
the lack of (A: 450 bp), presence of (B: 840 bp), and partial presence
of (C: 450+840 bp) the transposable intron occurring in the 25S
ribosomal tandem DNA repeats, 3 different genotypes were
identified (McCullough et al. 1999).

Statistical analysis for results of investigations of C.
albicans isolates

In our studies, isolates were interpreted as a metapopulation
that is presented in certain anatomical sites at a given time in
numbers high enough to enable isolation. The statistic analyses were
performed in the R interactive statistics environment (version 3.1.1.)
(R Core Team, 2014) and Ime4 (version 1.1-109) (Bates et al. 2014)
and ImerTest packages (verison 2.0-29) (Kuznetsova et al. 2015).

We generated an AGNES (,,Agglomerative Nesting”)
dendrogram (Figure 1) using comparative hierarchical clustering to
detect whether there is a correlation among the phenotypic features
of the C. albicans isolates. Those properties which start from a
common branch are correlated to each other and the higher the
properties' joining points, the less correlated they are to each other.

We used a linear mixed-effects model (LMM) to assess the
correlations among sampling conditions, ABC genotypes and
phenotypic properties and fungal occurrences. After the phenotypic
measurements had been normalized, we genetrated a heat map in
order to check the possible clustering according to phenotypical
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features. Ward’s method was applied to produce a phenotypic
dendrogram, which was added to the heat map. We represented some
data next to the heat map: the ID numbers of the isolates, the
anatomical sources (body parts), the clinic from which the isolate
came from and the genotypes of the isolates (Figure 2).

A total of 12 S. cerevisiae isolates were obtained from the
university clinics of Debrecen and with the involvement of the
University of Szeged too. Thus, the data was not suitable for
performing the statistic analysis.
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10. Results and discussion

We investigated the phenotypic features and virulence factors
of 63 clinical C. albicans isolates and 12 S. cerevisiae isolates. We
present our results on the C. albicans and S. cerevisiae isolates'
hydrolytic activities, hemolytic activities, growth at high
temperature, and their susceptibility to two antifungal and MSB, the
ABC genotypes of C. albicans isolates, and also the statistical
analysis for these isolates. Due to the small number of S.cerevisiae
isolates, the data was not suitable for statistical analysis, therefore |
merely present the results of the aformentioned experiments for these
isolates (without statistics).

The extent of hyphal growth of C. albicans was between 10%
and 50% compared to the total colony (100%) diameter. We
measured 0.125-0.5 absorbance values for their capability of
adhesion to inert surfaces (fourfold differences). This experiment
was not adaptable to S. cerevisiae isolates. The Pz values calculated
from the C. albicans isolates' phospholipase enzyme productions
were between 0.817-0.516, while those of the S. cerevisiae isolates
were between 0.83-0.43, and one of the 12 isolates was unable to
grow on this medium. The Pz values calculated from the C. albicans
isolates' protease enzyme productions were between 0.847-0.41 and
52 isolates from the 63 showed very low Pz (0.7>) (referring to very
high activity).

The Pz values calculated from the 12 S. cerevisiae isolates'
protease enzyme productions were in a range of 0.62 to 0.4. Tests of
hemolytic activities showed that all isolates displayed B-hemolysis
(complete lysis of hemoglobin). The C. albicans hemolytic indices
ranged from 1.1 to 1.9, while for the S. cerevisiae isolates, these
values were between 1.76-2.38. C. albicans isolates showed similar
growth capabilities at 42 °C (for 62 of the 63 isolates, average
colony diameters were 1.9-6.7 mm and much smaller, 0.9 mm in the
case of only one isolate). The S. cerevisiae isolates were not able to
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reproduce at 41 and 42°C, so we observed their growth at 40°C and
5 isolates showed visible, strong growth (+), while 7 isolates showed
markedly reduced growth (+-). The susceptibilities to antifungal
agents and the oxidative stress agents were as follows: the MIC
values for the fungistatic agent fluconazole (Flu) were between 0.125
pg/ml and 2 pg/ml, while the MIC values for amphotericin B (AmB)
ranged from 0.063 pg/ml to 1 pg/ml. The susceptibilty of the 12 S.
cerevisiae isolates to antifungal agents and to the oxidative stress
agent were similar. All of the S. cerevisiae isolates tolerated AmB to
up to 0.25 or 0.5 pg/ml concentrations, except for one isolate that
tolerated this fungicid agent only to a concentration of 0.06 pg/ml.
The MSB MIC values of the C. albicans isolates were between 0.7-
1.3 mM, but one isolate was unable to tolerate the lowest
concentration, 0.6 mM. The MSB MIC values of the S. cerevisiae
isolates — except for one isolate which was unable to reproduce
under these circumstances — in the case of 11 isolates fell into a
narrow range (0.4 mM to 0.7mM). Two isolates' MIC values were
0.4 mM, for four isolates this value was 0.5 mM, for two isolates 0.6
mM and for three isolates the MIC values were 0.7 mM.

During the ABC genotyping performed on C. albicans
isolates we found most of the isolates to have genotype B (28
isolates, corresponding to the 44.4% of the isolates). 39.7 %, or 25
isolates showed genotype A and only 15.9% of the isolates displayed
genotype C (10 isolates). Multiple isolates from a single patient all
showed the same ABC genotypes with one exception: one patient
harboured every genotype (A, B and C). These latter isolates
originated from a wound and from the abdominal cavity. This case is
similar to Chaves et al. (2012)'s publication, who found that patients
who did not develop candidaemia (only Candida-infection) always
possessed isolates with several genotypes.

We started the statistical analysis by comparing the
phenotypic features. Using cluster analysis we made an AGNES
(., Agglomerative Nesting”) dendrogram (Figure 1), which showed
that there was no significant correlation, just weak correlations
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among the examined phenotypic properties (Figure 1). Hence, the
analysis was continued by comparing the nine phenotypic parameters
and the ABC genotypes, one by one, with the patient-dependent and
patient-independent factors. Among the factors mentioned above, we
have determined whether there is a significant relationship (Table 1).
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Figure 1.: AGNES dendrogram, made using hierarchical clustering, where
the nine phenotypic fetures are visible

The the trends and different levels of significance for the
correlations of phenotypic properties of C. albicans isolates, ABC
genotypes, and the correlations between patient-dependent and
patient-independent parameters are summarized in Table 1.
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Table 1.: Significant correlations among the patient-dependent and isolation

factors and C. albicans phenotypical features and genotypes
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(e: p<0,1; *: p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001)

The distribution of ABC genotypes, correlations to
patient-dependent and patient-independent factors,
and the significance of these

1.) Only a few phenotypic features showed the significant correlation
with genotypes (phospholipase activity, AmB MIC) [similarly to the
results of Sardi et al. (2012) and Inci et al. (2012)].

2.) It is not characteristic to any of the ABC genotypes to possess
only given specific phenotypic properties. For systemic fungal
infections, usually one patient's organism is colonized by one
genotype. In our study for such patients with multiple isolates, two
from nine harboured genotype A, five patients harboured genotype
B, while for one patient we determined only genotype C. All three
genotypes were found in one patient [similar to Chaves et al. (2012)
results].
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4.) There are some correlations between genotypes and patient-
dependent factors (patients’ age, sex and severity of basic disease).

5.) ABC genotypes are clustered neither according to patient-
dependent nor to independent parameters, and all three genotypes
can occur anywhere in the human body [similarly to McCullough et
al. (1999); Tavanti et al. (2005), and Takakura et al. (2008)].

The correlations of the investigated phenotypic
features of C. albicans isolates to patient-dependent
and patient-independent factors

1.) Seven phenotypic features were correlated to patient-independent
factors (year, month): the ability of hyphal growth, adhesion, Flu and
MSB tolerances, phosholipase and protease enzime activities, and
the hemolytic activity. Three properties (adhesion capability,
protease activity and Flu tolerance) of these are correlated only to
patient-independent factors (year, month).

2.) Two phenotypic properties correlated only to patient-dependent
factors: hemolytic activity and AmB tolerance.

3.) One phenotypic feature, the growth at high temperature did not
show any correlation to patient-independent or patient-dependent
parameters.

4.) Three phenotypic traits were correlated to both patient-

independent and dependent factors: the ability to hyphal growth,
phospholipase activity and MSB tolerance.

35



5.) Niche specialization could not be observed: the C. albicans
isolates were not clustered according to a specific phenotype or
according to patient-dependent or independent factors.

6.) The C. albicans isolates isolated at different occasions that show
various phenotypes show the dynamic metapopulation of the species
and their constantly changing nature in the different body parts of
examined patients in this narrow geographical area (one clinic of the
city) [similarly to Odds et al. (2006;2007) for C. albicans from many
geographic areas].

Visualization of phenotypic features of C. albicans

In order to visually represent and observe how C. albicans
isolates may cluster according to nine investigated phenotypic
properties, we generated a heat map (Figure 2.), and an additional
dendrogram using normalized measured data for the phenotypic
properties. The 63 C. albicans isolates are clustered to three main
clades, however clusterization according to origins of the isolates is
not observable. All of the clusters contained different isolates with
different anatomical origins (body parts) and genotypes, and in one
cluster there isolates from one patient may be present (patients 40;
41; 42; 43) or we could find isolates from one patient in distinct
clusters (patients 21; 22; 23; 24; 39). Based on these previously
mentioned observations, we could show the occurences of the C.
albicans isolates with different and diverse phenotypic properties
(Figure 2.).
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Figure 2.: Heatmap.
Visualization of the phenotypic features, showing the isolate numbers, the
patient identifier in the upper index, the origins of the isolates (body parts or
anatomical location), clinical care unit of isolation and ABC genotypes
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Discussion of the investigations of phenotypic features
and virulence factors of S. cerevisiae clinical isolates

The statistical analysis for S. cerevisiae clinical isolates was
not possible because of the low sample numbers. In the absence of
this, we made the following statements based on our measurements:

1.) In the case of this low sample number we can not draw a clear
conclusion, but the clinical S. cerevisiae isolates are diverse in

their phenotypical features according to our results.

2.) Some of their virulence factors are highly similar to the
properties of the provenly opportunistic pathogen C. albicans.
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11. Summary and Theses

In our study, we collected 63 clinical C. albicans isolates
from the University Clinics of Debrecen and 12 clinical S. cerevisiae
isolates from the University Clinics of Debrecen and Szeged and we
investigated their phenotypic features. These isolates originated from
patients of different age and gender, diagnosed with various
underlying diseases. The C. albicans isolates were screened for nine
different phenotypic features and virulence factors: hyphal growth,
adhesion to plastic surface, hydrolytic enzyme productions,
hemolytic activity, growth at high temperature, susceptibility to two
antifungal and one oxidative stress agents and the ABC genotypes.
The S. cerevisiae isolates were tested in my work for their hydrolytic
enzyme productions, their hemolytic activity, their growth at high
temperature and for their tolerance of two antifungal and one
oxidative stress agents. Following the aforementioned expreriments,
we performed a statistical analysis for C. albicans isolates.

List of novel scientific results:

1. C. albicans phenotypic features more often show correlations
with the patient-independent factors (the year and month of the
isolation), than with patient-dependent properties (anatomical source
of the isolates, patient age and sex, patients’ underlying disease and
disease severity, clinical care unit of isolation and ABC genotypes).
Generally these isolates do not colonize certain organs or body parts
with greater chance.

2. The different phenotypic features of the fungi did not show any
significant relationships with each other, the values obtained for
measurements on the yeasts’ given phenotypic features and virulence
factors did not correlate.
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3. ABC genotypes of C. albicans do not show anatomical
specialization and their occurrence is only correlated with a few
patient-dependent factors. Different genotypes showed significant
correlations with only a few phenotypic features (e.g. phospholipase
activity, AmB tolerance).

4. The values of investigated phenotypic features of S. cerevisiae
isolates are variable, indicating their relatively dynamic and diverse
populations in the human body.

During our experiments, even after obtaining additional
isolates from the University Clinics of Szeged, too few S. cerevisiae
isolates were collected, therefore their data was not suitable for
performing statistical analysis. On the other hand, their results were
published by us in a geno- and phenotypic comparative study of
clinical and commercial food/probiotic strain pairs. In this study
investigating the clinical and non-clinical S. cerevisiae strains and
isolates, we found that food- and probiotic-derived strains go through
microevolutionary changes after the colonization of the hosts, and
their geno- and phenotypic features are subjected to adaptive
pressures. The examined clinical S. cerevisiae isolates could be
traced back to food and probiotic ancestors based on their genetic
features. Based on our results we concluded that the commercial S.
cerevisiae fungi go through microevolutionary changes that in some
cases result in commensalist adaptations.

Our novel approach outlined in my work can contribute to a
comprehensive study of opportunistic pathogenic fungi, or fungi that
might be evolving into potential pathogens. In the future, it would be
worth to compare the different features of isolates from distinct
cities, even other countries or continents and to observe their
diversity in a wider geographical setting. In addition, with an
evolutionary approach and focussing on niche specialization, it
would be interesting to study which parameters and properties play
important roles in the clustering of different isolates of these species.
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Finally, due to the increasing occurence of non-albicans species
causing invasive fungal diseases, it is of high importance to study
these fungi living in us as commensals, or becoming pathogens, from
different aspects and with a deeper insight.
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