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1. Roviditések jegyzéke

AGNES

ALS

AmB
BSA
CFU

CLSI
DST

EUCAST

EPS

Flu
HI
Hwpl
MIC

MLST
MSB

MTL
NCCLS

oD

Hierarchikus klaszterezési eljaras

(,, Agglomerative nesting”)

Agglutininszerl szekvencia

(,»Agglutinin-like sequence™)

Amphotericin B

Borjt szérum albumin (,,Bovine serum albumin”)

Telepképzo egység (,,Colony forming unit”)

,,Clinical and Laboratory Standards Institute”

Diploid szekvencia tipus (,,Diploid sequence type”)

,European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing”

Extracellularis polimer anyagok
(,,Extracellular polymeric substances™)
Flukonazol

Hemolitikus index

Hifa sejtfal proteinl (,,Hyphal wall protein 1”)
Minimalis gatlo koncentracio

(,,Minimal inhibitory concentration”)
,,Multilocus sequence typing”
Menadion-natrium-biszulfit

(,,Menadione sodium bisulphite”)

Parosodasi tipusok (,,Mating type locus™)
,National Committee for Clinical Laboratory
Standards”

Optikai denzitas (,,Optical density”)
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ROS
SAP
SDA

SDB

PBS
PCR
PP

Pz
tBOOH
YPD

Reaktiv oxigén részecskék (,,Reactive oxygen species”)
Szekretalt aszpartat proteaz enzimek

Sabouraud dextréz tapagar (,,Sabouraud dextrose
agar”)

Sabouraud dextr6z tapoldat (,,Sabouraud dextrose
broth”)

Foszfat puffer (,,Phosphate buffered saline™)

Polimeraz lancreakcio (,,Polymerase chain reaction”)
polipropilén

precipitacios zonahanyados

Terc-butil-hidroperoxid

Eleszt6kivonat-pepton-dextroz tapoldat

(,,Yeast Extract Peptone Dextrose™)



2. Bevezetés

A Candida albicans (C. albicans) a legtobbet tanulmanyozott
opportunista human patogén élesztégomba. Az ember normal
mikrobaflordjanak tagjaként jelen van az egészséges szervezetben is, a
szajiiregben, az emésztérendszerben €s a n6i nemi szervek nyalkahartyajan. A
faj altal kivaltott enyhébb feliileti fertdzések eléfordulhatnak egészséges
egyéneknél is, az immunrendszer legyengiilésével pedig komolyabb,
szerveket vagy az egész szervezetet €s vérkeringést érintd fertézés alakulhat
ki (Brown és mtsai. 2012). Az invaziv gombas fert6zéseket 80-90%-ban a
Candida fajok okozzak, ezen beliill is a leggyakrabban izolalt faj a
klinikumban (t6bb mint 50%-ban) a C. albicans gomba (Sardi és mtsai.
2013).

A Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) élesztégomba az ember
altal a sorgyarasban, boraszatban és pékiparban a legrégebb ota alkalmazott
mikroba (McGovern és mtsai. 2004, Yafiez és mtsai. 2009). Az S. cerevisiae
¢lelmiszerként vagy napjainkban probiotikumként (S. cerevisiae ’var.
boulardii’) valoé fogyasztasa jotékony hatassal is jarhat (Moyad 2007,
Ghannoum és mtsai. 2010) ugyanakkor eléfordultak mar olyan esetek is, ahol
gombas fertézések okozodjaként izolaltak S. cerevisiae-t (Smith és mitsai.
2002, Enache-Angoulvant 2005).

Tanszékiinkon az elmult évtizedben C. albicans klinikali
izolatumokkal szamos, kiillonb6zé megkozelitést alkalmazd kutatas latott
napvilagot. Ezek egyikében klinikai izolatumok és azok tBOOH tolerans
mutans leszarmazottainak fenotipusos tulajdonsagait és virulencia faktorait

hasonlitottak Ossze. Megfigyelték, hogy a mutans utédokban Iétrehozott



valtoztatasok genetikailag stabilnak bizonyultak, valamint azt, hogy az
izolatumok oxidativ stresszt okozo szerrel (tBOOH) valo folyamatos kezelése
a gomba antioxidans védelmi rendszerének dallando indukalodésat
eredményezi, amely fokozott oxidativ stressz toleranciat, valamint csékkent
hifa képzést és csokkent mértékli virulenciat eredményez (Fekete és mtsai.
2007, 2008). Tanulmanyoztak a klinikumban széleskorben alkalmazott
antifungalis szerek hatasat a C. albicans fenotipusos tulajdonsagaira ¢és
virulenciajara, valamint egyes antifungalis szerek interakciojat is vizsgaltak
(Gyetvai és mtsai. 2006 a, b). Kutatocsoportunk érdeklodésének
kozéppontjaban allnak tovabba a C. albicans morfologiai atalakulasa és a
gombafertdzés kozotti Osszefiiggések feltdrasanak kutatisa és a gomba

crer

2016 a) is.

A C. albicans vilagszerte elterjedt, igy egyes foldrajzi teriileteken
felmérheté diverzitasaval tobb tanulmany is foglakozott. A Klinikai C.
albicans izolatumok globalis szintli vizsgalatarol els6sorban Odds és
munkatarsai szamoltak be. Genotipizalasi modszerekkel illetve antifungélis
érzékenység vizsgalatok Osszevetésével tanulmanyoztdk a kiilonbozo
foldrajzi teriiletekrdl és eltérd anatomiai forrasbdl (testrész, testtdj) szarmazo
C. albicans izolatumokat. Megfigyelték, hogy az altaluk meghatarozott egyes
kladokban (a klad genetikailag rokon izolatumok csoportja) kiillonbozd
foldrajzi teriiletrél szdrmaz6 és eltérd genotipusti gombak fordulhatnak eld,
illetve, hogy hasonld flucitozin toleranciaval rendelkezd élesztégombak és
AIDS-ben szenvedd betegek szajabol szarmazo izolatumok eléfordulasa egy-

egy kladban gyakoribb (Odds és mtsai. 2006, 2007).

Az altalanosan biztonsagosnak tartott S. cerevisiae (U.S. Food and

Drug Administration; https://www.fda.gov/) élesztégombarol napjainkban


https://www.fda.gov/

sem nyilvanvalo, hogy az emberi szervezetben vald kolonizacioja atmeneti
vagy alland¢ jellegli, és az altala okozott mikdzisokat mi valtja ki pontosan
(Goldstein és McCusker 2001; Strope és mtsai. 2015). A S. cerevisiae
esetleges opportunista patogénné valasaért felelossé tehetd fenotipusos és
genotipusos tulajdonsagokat, feltételezhetd virulencia faktorokat Anoop és
munkatarsai (2015) tanulméanyoztak, akik azt tapasztaltdk, hogy az emlitett
tulajdonsagok gyakran nagyon hasonléak a nem-klinikai és klinikai S.

cerevisiae izolatumokat tekintve.



3. Célkitizések

Az invaziv gombds megbetegedések szamanak ndvekedése és az
elobbiekben felsorolt, a két faj diverzitdsaval foglalkozo tanulmanyok
nyoman fogalmazddott meg kutatomunkam célkitiizése. Célunk az volt, hogy
egy szlk foldrajzi teriileten beliil vizsgaljuk meg a klinikai C. albicans és S.
cerevisiae izolatumok fenotipusos tulajdonsagait, illetve a C. albicans
izolatumok ABC genotipusait [harom féle genotipus: a 25S riboszomalis
DNS tandem ismétlddésekben eléforduld egyik transzpozabilis intron hianya
(A), jelenléte (B) és részleges jelenléte (C) alapjan], képet kapva arrdl, hogy
egy jol behatarolhat6 teriileten, egy klinikan, mennyire sokfélék az emlitett
¢lesztok. Célul tliztiik ki annak felmérését, hogy milyen geno- és fenotipusos
tulajdonsagokkal jellemezhetdk az egyes, eltérd betegekben és eltérd
anatomiai helyeken izolalhat6 élesztok. Az izolatumokat vizsgalatainkban un.
metapopulacioként értelmeztilk. Az altalunk vizsgalt gombdik egyarant
szarmazhattak kiilon kladokbdl vagy alpopulaciokbol, valamint lehettek a
betegek szervezetében kommenzalistaként el6forduld mikrofléra részei vagy
olyan gombdk, amelyeket korhazban vagy mashol szerzett fertdzés
kovetkezményeként izolaltak. Az egyes mintavételi eseményeket (az
izolalast) ugy definialtuk, mint amelyek megmutatjak azokat az izolatumokat,
amelyek a beteg adott id6épontban (év, honap) testtajaban vagy az egyes
anatomai helyeken (értelmezésiinkben: a gomba élettere, niche-e) kelld
szamban el6fordulnak ahhoz, hogy izoldlni lehessen azokat. Szdmunkra a
mintavételek idépontja (év, honap) abbdl a szempontbol volt fontos, hogy
megtudjuk: adott idOpontban izolalasra keriilt C. albicans izolatum
fenotipusos tulajdonsagai, ABC genotipusai és betegtdl fliggd tulajdonsagai

(testrész vagy testtaj, a beteg kora, neme, alapbetegségének sulyossiga, a



korhazi osztaly ahol a mintavétel tortént) kozott van-e szignifikéns
Osszefliggés. Feltételezésiink szerint, ha az év bizonyos idészakaban mas-
mas tulajdonsagokkal jellemezhetd gombak keriilnek izolalasra, az azt jelzi,
hogy az adott klinikdn felbukkano éleszték dinamikusan valtoznak, igy két,
tetszOleges idOszakban vett mintacsoportban akar szignifikans kiilonbség is

lehet valamely tulajdonséagot tekintve.

Tanulmanyunkban a klinikai C. albicans és S. cerevisiae izolatumok
fenotipusos tulajdonsagainak vizsgalataibol indultunk ki. A kovetkezd
vizsgalatok elvégzését terveztiik: a C. albicans gomba hifazd képességének
felmérésését, mindkét fajnal a gomba inert felszinhez torténd adhézids
képességének, a  hidrolitikus  enzimaktivitdsaiknak, = hemolitikus
aktivitasaiknak mérését, magas homérsékleten valdé szaporodasuknak
tesztelését, antifungélis szerekkel és egy oxidativ stresszt okozo szerrel
szembeni érzékenységének meghatarozasat. A C. albicans izolatumoknak a
felsoroltakon kiviill tovabbi paraméterként az ABC genotipusaik

meghatarozasa szerepelt terveink k6zott.
A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Adott idépontban (évben, honapban) izolalt és bizonyos fenotipusos
tulajdonsagokkal rendelkez6 C. albicans gomba eléfordulasa mutat-
e valamiféle anatomiai preferenciat (adott testrészt, vagy testtajat
kolonizal-e inkabb), illetve észrevehetd-e csoportosuldsuk a beteg-
fliggd tulajdonsagok szerint (beteg kora, neme, alapbetegsége,
korhazi osztaly ahol az izolalds megtortént)?

2. A gomba korabbiakban felsorolt, vizsgalt fenotipusos tulajdonsagai,
virulencia faktorai kozott, illetve a fenotipusos tulajdonsagok és a

genotipusos jellemzo kozott (ABC genotipus) van-e 6sszefiiggés?



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

4. Az S. cerevisiae klinikai izolatumok altalunk vizsgalt fenotipusos
tulajdonsdgai kozott van-e Osszefiiggés, illetve az izolatumok
csoportokba szervezddnek-e az izolalas beteghez kapcsolt vagy

betegtdl fiiggetlen paraméterei szerint?



4. Szakirodalmi attekintés

4.1. A Candida-fajok és a C. albicans altalanos jellemzése

A C. albicans az aszkuszos gombak (Ascomycota) torzsén beliil, a
Saccharomycetes osztaly Saccharomycetales rendjébe, a
Saccharomycetaceae csalad Candida nemzetségébe tartozd eukaridta
mikoorganizmus (Jones és mtsai. 2004, Mayer ¢és mtsai. 2013). A Candida
nemzetségen beliil eddig tobb mint 17 fajt irtak le opportunista human
gombas fertdzések okozojaként (Pfaller és Diekema 2007), de megjegyzendod,
hogy az aszexualis éleszt6fajok, igy a Candida taxonomiaja is, jelenleg is
valtozik, ill. revizi6 alatt all. A csoport tagjai koziil a C. albicans a
leggyakrabban izolalt faj, egyben a legrészletesebben kutatott is. Tipustorzse
az SC5314 jelli, 8 par kromoszomabol allo diploid genomja 6107 gént
tartalmaz és 16 Mb méretii, amely kozel 30 %-kal nagyobb, mint az altalunk
vizsgalt S. cerevisiae haploid génallomanya
(http://www.candidagenome.org/; https://cbs.umn.edu/candida-

albicans/physical) (Butler és mtsai. 2009).

A C. albicans faj csak aszexualis ill. paraszexualis ton képes
reprodukcidra. A paraszexualis ciklus soran a diploid sejtek fizidja az eltérd
parosodasi tipust (MTL: ,,mating type locus”, parosodasi tipus 16kusz) mutato
rekombinacio és kromoszomavesztés torténhet, meidzis azonban nem (Noble
¢s Johnson 2007; Butler és mtsai. 2009). Egy hat Candida faj genomjat
Osszehasonlitd tanulmanyban a parosoddsi tipusok (“mating type”)
kiilonboz6ségérdl szamoltak be, valamint leirtak, hogy a C. albicans-ban,

még a meidzis hianya ellenére is, a genom nagyon dinamikus valtozasokon


http://www.candidagenome.org/
https://cbs.umn.edu/candida-albicans/physical
https://cbs.umn.edu/candida-albicans/physical

mehet keresztiil, ami noveli a faj adaptacios képességét (Butler és mitsai.
2009). Alby és munkatarsai (2009) leirtak, hogy bar a C. albicans ivaros
szaporodasra képtelen és obligat diploid gombaként tartottak nyilvan sokaig,
a kozelmultban un. kriptikus parosodasi ciklusat felfedezték és részletesen
megvizsgaltak. A faj heterotallikus (ellentétes parosodasi tipusok
torténd) parosodasardl is beszamoltak. Hickman és munkatarsai (2013)
emellett kimutattak az életképes haploid C. albicans gombak el6fordulasat,
amelyekre a diploidokhoz hasonléan jellemz6é a morfologiai atalakulés és a
parosodasi tipusok, illetve a parosodasra vald képesség is. A haploid C.
albicans  éleszték azonban sosem meidzissal, hanem  mitotikus
kromoszomavesztéssel (un. ,.concerted chromosome loss”: &sszhangolt
kromoszdmavesztés) jonnek 1étre. A jelenlétiik hozzajarul a gomba geno- és
fenotipusos diverzitasanak ndveléséhez, elsdsorban a recessziv allélek

expozicigja altal (Hickman és mtsai. 2013).

cres

f6 megjelenési formajat kiilonithetjiik el: az éleszté alakot valamint a fonalas
formak koziil a pszeudohifat (alhifa) és a valodi hifat (1. abra), amely alakok
kozott a gomba képes reverzibilisen valtani (Thompson €s mtsai. 2011). A
harom alak megléte jellemz6 a C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis
fajokra, mig a C. parapsilosis, C. lusitaniae és C. guilliermondii fajoknal
csak élesztd és pszeudohifa fonalas alak figyelheté meg. A C. glabrata pedig
csak élesztd formaban fordul eld (Moran és mtsai. 2002; Thompson és mtsai.

2011; Lastauskiené és mtsai. 2015).

10



1. abra: A C. albicans morfologiai alakjai: A) éleszt6, B) pszeudohifa és
C) hifa. (Pfliegler Valter felvétele)

A C. albicans egysejtes ¢leszté alakra enyhén ovalis, kerekded
sejtalak jellemz6, amely 2-6 um nagysagu bipolaris vagy tengely iranyu
sarjadzasra képes sejt. A pszeudohifa alak megnyult, ellipszoid alaku, kb. 3
um szélességli sarjsejtek lancszerlien Osszekapcsolodo csoportja, a koztik
1év6 valaszfalak, az un. szeptumok kozotti befiizddésekkel. A valodi hifa alak
a pszeudohifanal keskenyebb, kb. 2 um atméréji, szeptumait porusok
tagoljak és kozottiik beflizodések nem figyelhetoek meg (Laffey és Butler
2005; Brown ¢és mstai. 2007; Thompson és mtsai. 2011). A morfoldgiai valtas
altalaban extrém koriilmények kozott kovetkezik be, pl. savas kornyezetben,
pH 6 alatt illetve 30 °C koriil a sejtek éleszté alakban vannak, mig magas
hémérsékleten, kb. 37 °C-on és lugos kémhatasndl mar a hifa sejtalak
megjelenését figyelhetjiik meg (Brown és mtsai. 2007; Mayer és mtsai. 2013,
Jakab és mtsai. 2016a). A C. albicans-t tekintve mind az élesztének, mind a
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fonalas sejttipusoknak (pszeudohifa, hifa) fontos szerepe van a fertézés
folyamatdban (4.5. fejezetben bdvebben), jelentds elényhoz juttatjdk a
patogént az infekcid kiilonb6z6é szakaszaiban (Saville és mtsai. 2003; Kabir

¢és mtsai. 2012; Mayer és mtsai. 2013).

4.2. A Saccharomyces-fajok és a S. cerevisiae altalanos
jellemzése

Az S. cerevisiae szintén az aszkuszos gombak (Ascomycota) torzsébe
tartozo, a C. albicans-sal megegyezé csaladba és rendbe tartozd sarjadzo
¢lesztogombak egy faja. Az altalunk vizsgalt faj a csalad leginkabb Kkutatott
tagja, amelyet széles korben eukariota modellszervezetként is alkalmaznak.
Az S. cerevisiae fajok genomjanak mérete kozel 12 Mb nagysagn, haploid
génallomanya 16 kromoszomaba szervezddik a legtobb esetben (NCBI
adatbazis:  National Center  for  Biotechnology Information:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome). Az elsé genomannotacidja soran
6275 feltételezett gént azonositottak (Goffeau és mtsai. 1996). Oshiro és
munkatarsai (2002) elemzéseik alapjan tovabbi 400 kis méretii proteint
kodolé gént talaltak az S. cerevisiae élesztd genomban. Osszességében a
referencia genomhoz Gjabb 62 0j gén hozzdadasat javasoltak (Oshiro és
mtsai. 2002). 2016-ban Mcllwain és munkatarsai 92 olyan 101j gént talaltak,
amelyek nem szerepelnek a referencia torzs SC88C genomjaban. A
Saccharomyces genom adatbazisban jelenleg 6604 fehérjét kodol6 ORF
(nyitott leolvasasi keret) van feltiintetve, amelyeknek 78 %-at igazoltak, mig
11 % karakterizalatlan ¢és 10 %-uk Dbesorolasa még kétséges

(https://www.yeastgenome.org/genomesnapshot).
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amely esetiikben az éleszt6 és a pszeudohifa formak (2. abra) kozotti valtas

képességét jelenti (Casalone és mtsai. 2005).
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2. abra: A S. cerevisiae morfoldgiai alakjai A) élesztd, B) pszeudohifa
(Pfliegler Valter felvétele)

A Saccharomyces nemzetség tagjai multilateralis sarjadzassal
szaporodnak (Kurtzman ¢és Fell 1998), életciklusuk haplo-diplonta, tehat
altalaban haploid vagy diploid kromoszémakészlet jellemz6 rajuk (Liti és
mtsai. 2009; Strope és mtsai. 2015). A szaporodas folyaman elészor az
anyasejten keletkezo sarj vagy tn. bimbo fejlédik. Ebbe a sarjsejtbe vandorol
a megduplazodott kromoszoma készlet fele, majd késébb levalva az
anyasejtrol, onallo utodsejt keletkezik. A meiosporak az aszkuszokban jonnek
létre. Az ivaros szaporodas soran az eltéré parosodasi tipust (,,mating type”)
haploid sejtek fuzidja révén diploid sejt jon 1étre, amely mitozissal osztodhat
tovabb. Kedvezbtlen koriilmények kozott meidzissal négy haploid
aszkosporabol allé aszkuszok johetnek létre. Mivel a faj legtobb vadtipusu
torzse esetén a haploid sejtek képesek parosodasi tipus valtasara, a parosodas
egy torzson beliil is megtorténhet (an. homotallikus torzsek). A S. cerevisiae

visszadiploidizalodasra, mitotikus és meiotikus reprodukciora valo képessége
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ezen gombak nagy eldnyére szolgal genetikai valtozatossaguk szempontjabol

(Herskowitz 1988; Liti 2015).

4.3. A C. albicans globalis és klinikai diverzitasa

Az  opportunista  patogén ¢élesztdgombdk  patogenezisének,
szolgalhat a gombapopulaciok szerkezetének, az izoldtumok genetikai és
fenotipusos  sokféleségének részletes megismerése. Ez leginkdbb a
klinikumban, standard mikrobiologiai mintavételezés soran izolalt mintak
tanulmanyozasahoz kotédik a szakirodalomban, egészséges emberek normal
Candida-florajat kevés tanulmany vizsgalta. A C. albicans izolatumok
populacidszerkezetével, a faj diverzitdsaval mélyebben Odds és munkatarsai
(2006 és 2007), Da Matta és munkatarsai (2010), valamint McManus ¢és
Coleman (2014) foglalkoztak tanulmanyaikban, szamos kérdéskort érintve. A
faj sokféleségét vizsgald munkakban a kiilonbozo tipizalasi modszerek, mint
az un. MLST (“multi locus sequence typing”), a DNS-ujjlenyomat
(“fingerprinting”) és az ABC-genotipizalasi modszer mélyebb betekintést
adtak az egyes kladok f6ldrajzi, vagy anatomiai helyek szerinti megoszlasaba
(Odds és mtsai 2007, Odds és Jacobsen 2008, McManus és Coleman 2014).
A C. albicans a mitotikus, klonalis reprodukcié mellett, bar meidzis nem
zajlik le benne, képes paraszexudlis életciklusra, ez a folyamat hozzajarul a
fa] nagyfokil genomplaszticitasahoz (McManus €és Coleman 2014; Bennett
2015), a kromoszomavesztések és kromoszomalis atrendezddések pedig,

jelentds szerepet jatszanak a faj mikroevolucios folyamataiban. A C. albicans

crer
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megkozelitések alkalmazasaval egyre kozelebb keriilhetiink az opportunista

gombakra hat6 evolucids er6k megértésehez.

A C. albicans faj izolatumainak genotipusos Kkategorizalasara
alkalmazott egyik modszer az ABC-genotipizalas, amelyben harom tipust (A,
B ill. C) kiilonboztetink meg a 25S riboszomalis DNS tandem
ismétlédésekben eléforduld egyik transzpozébilis intron hidnya (A), jelenléte
(B) és részleges (csak az ismétlodések egy részét érintd) jelenléte (C) alapjan.
A genotipizdlashoz egy PCR-alapt amplifikédcid6 ¢és azt kovetden a
kiértékeléshez agardz gélelektroforézis sziikséges (McCullough és mtsai.
1999). Az PCR-termékek mérete alapjan elkiilonitett genotipusokat egy
genotipizalasi paraméterként adhattuk hozza a munkam sordn vizsgalt
fenotipusos tulajdonsdgokhoz, virulencia faktorokhoz. Ez lehetdvé tette
annak tanulmanyozasat, hogy a genotipusok mutatnak-e valamilyen

csoportosuldst az izolalas eredete szerint.

Szdmos kutatdsi adat keriilt publikalasra eltéré foldrajzi helyekrdl
szarmaz6, nagyszamu klinikai Candida izolatum bevonasaval az emlitett
genotipusok eléfordulasara vonatkozodan, amelyeket a 1. tablazatban
foglaltam &ssze. Odds ¢és munkatarsai 2007-ben késziilt tanulmanya
napjainkig is a legnagyobb volument, globalis tanulmany a Candida-
izolatumok foldrajzi sokféleségét illetéen, amelyben 1391 izolatum koziil
1338 izolatum genotipusat hataroztak meg (1. tablazat), valamint MLST
analizisiik alapjdn a vizsgélt izolatumok 96,7 %-a a 17 felallitott klad
egyikébe besorolhatd volt. Az MLST adatokat hasznal6 szoftver segitségével
1005 diploid szekvencia tipust (DST: ,,diploid sequence typing”) kiilonitettek
el, amelybdl azt is megallapitottak, hogy a leggyakrabban eléforduld és
egyben a f6 alapito DST a 69. szamu volt. A C. albicans izolatumok

genotipusuk és geografiai eloszlasuk alapjan is nagy valtozatossagot
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mutattak. A kladok kozotti gyakori rekombinacidos események egy

dinamikusan valtozé diverz kozdsséget tartanak fent (Odds és mtsai. 2007).

Az ABC genotipusokat tekintve a leggyakrabban el6forduléd
genotipus az A genotipus (64%) volt, ami mas eredmények szerint is a
legelterjedtebbnek mondhato (1. tablazatban feltiintetett publikaciok, kivéve:
Chen ¢és mtsai. 2006). A B genotipus eldforduldsa ritkdbb, mint az A
genotipusé, de sokkal gyakoribb, mint a C genotipusé. A C genotipus fordul
el6 a legritkdbban. A felsorolt tényeket alatamasztjak Odds és
munkatirsainak kordbbi, 2006-ban publikdlt eredményei, valamint
McCullough és mtsai. (1999); Tavanti és mtsai. (2005); Chen ¢és mtsai.
(2006); Jacobsen és mtsai. (2008); Da Matta és mtsai. (2010) és Chaves ¢és
mtsai. (2012) publikacioéi is (1. tablazat). Néhany tanulmanyban, ahol az
izolatumok egy-egy orszagbol szarmaztak, a vizsgalatok alkalmaval nem
talaltak C genotipusu izolatumokat (Inci és mtsai. 2012; Sardi és mtsai. 2012;
McManus ¢és mtsai. 2012), valamint olyan esetekre is talalhatunk példat az
irodalomban, amikor C genotipust izolatumokbol tébb fordult eld, mint az
atlagosan gyakoribbnak mondhaté B genotipusbdl (Abdulrahim és mitsai.
2013; da Silva-Rocha és mtsai. 2014). Fontos megjegyezni, hogy az utobb
emlitett genotipus el6fordulasok megallapitasa egy-egy orszdg kiilonbozo

klinikaitol gytijtott kevés mintaszamu izolatum bevonésaval tortént.

Az ABC-genotipus és a gomba fenotipusos tulajdonsagainak
Osszevetésére korabban tobb tanulmany is vallalkozott. Sardi és munkatarsai
2012-ben 128 darab, braziliai klinikakrol, féként cukorbetegektél vagy
biofilmbdl szarmazo C. albicans izolatumot vontak be kisérleteikbe. A
gomba fenotipusok vizsgalatat kiilonb6zé oxigénellatottsag mellett végezték
¢és kisérleteik alapjan az A genotipus bizonyult a legvirulensebbnek: pl.

csokkent oxigéntenzid esetén az A genotipusi izolatumok nagyobb
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extracellularis foszfolipaz aktivitast mutattak a tobbi genotipushoz képest
(Sardi és mtsai. 2012). Egy masik kutatocsoport invaziv candidiazisban
szenvedd betegektdl szarmazod Candida-izolatumokat jellemzett (Inci és
mtsai. 2012). Az altaluk vizsgalt 20 db A és B genotipusu izolatum kozott

nem volt szamottevd kiilonbség a fenotipusok tekintetében.

Hazankban a népesség kozel 16%-at érintik komoly gombas
megbetegedések, mint a candidiazis és az aszpergillozis, ennek ellenére
Magyarorszagon az opportunista fertézéseket okoz6 €lesztdgombaknak mind
faji, mind geno- és fenotipusos sokféleségét atfogdban még nem kutattak
(Sinké és mtsai. 2015). Doczi és munkatarsai (2012) az egyes élesztéfajok
elofordulasaval, illetve Fekete és munkatarsai (2008), munkacsoportunk
korabbi és jelenlegi tagjai, foglalkoztak Candida-izolatumok fenotipusos
vizsgalataval. Pfeiffer és munkatarsai (2015) négy hazai klinikai C. albicans
izoldtum bevondsaval végezték el a kordbban azonositott haplotipusok
mitokondrialis DNS analizisét, amely vizsgalatok alapjan a C. albicans
populacid valtozatossagat igazoltak. Az eddigi kutatasok a C. albicans ABC-

genotipusainak hazai elé6fordulasara még nem terjedtek ki.

1. Tablazat: Kiilonb6z6 f6ldrajzi helyekrél szarmazo C. albicans Klinikai

izolatumok A, B és C genotipusainak aranya szakirodalmi adatok alapjan

Kolumbia,
Franciaorszag,
. 0, 0, 0
430 ) Izreic;tl, Ii?p'?n" 67,2% 19.8% 13% McCullogh és
gyesult Kiralysag, mtsai. 1999

USA, Zimbabwe
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Belgium, Kanada,

Kongéi DK, Tavanti és
415 Franciao., Németo., 67,7% 23,1% 9,2% misai. 2005
Svajc,Egyesiilt '
Kiralysag, USA
51 Tajvan 43,1% 45,1% 11,8% . .
Chen és mtsai.
2006
Ausztralia,
Belgium, Kanada,
Kongoéi DK, 0 0 0 Odds és mtsai.
165 Németo., 55,2% 32,1% 12,7% 2006
Olaszo.,Spanyolo.,
Egyesiilt kiralysag
Afrika, Ausztralis,
Ko6zép-Amerika,
Eurodpa, Kelet- és . .
1338 Délkelet-Azsia, 64% 23% 13% Oddszzsol;mal‘
Kozel-Kelet, Eszak-
Amerika, Oceénia,
Dél-Amerika
Jacobsen és
e 0 0 0
192 Egyesiilt Kiralysag 82,3% 15,1% 2,6% misai. 2008
Da Matta és
1 0, 0, 0,
21 Brazilia 71,5% 19% 9,5% misai 2010
Chaves €s
111 0, 0, 0,
51 Brazilia 49% 35,3% 15,7% misai 2012
Inci és mtsai.
- . N 0 o
20 Torokorszag 95% 5% 0% 2012
128 Brazilia 48,4% 51,6% 0% Sardi és misai.
2012
. McManus és
4 9 0 9
37 Irorszag 78,4% 21,6% 0% mtsai. 2012
, Abdulrahim és
2 0, 0, 0,
59 Irorszag 64,4% 15,3% 20,3% mtsai. 2013
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Da Silva-
76 Brazilia 76,3% 4% 19,7% Rocha és
mtsai.2014

4.4. A S. cerevisiae globalis diverzitasa

A S. cerevisiae faj diverzitasat foként az élelmiszeriparhoz
kapcsolodoéan ismerjiik. Alkalmazasuk ¢és fogyasztasuk évezredek oOta
széleskorli, mégsem tisztazott még teljesen, hogy ezek az ipari torzsek
hogyan szelektalddtak, illetve milyen adaptacidés folyamatokon mentek
keresztiill. A mai ipari torzsek viszonylag kevés S. cerevisiae éleszté Osre
vezethetdek vissza, illetve genetikailag és fenotipusos tulajdonsagaik alapjan
is elkiiloniilnek a vad S. cerevisiae torzsektdl (Gallone és mtsai. 2016). Dujon
¢és Louis (2017) genomikai Osszehasonlitdo tanulmanyukban meghataroztak
filogenetikailag elkiiloniilt kladokat, illetve egy tin. mozaikos kladot, amelyek
recens keresztezOdések eredményeképpen alakultak ki. A legtobb S.
cerevisiae-t magaba foglalo klad az un. European/wine (Europai/bor),
amelynek alpopulacidi a vilag minden borgyartassal foglalkozo teriiletén
megtalalhatoak. Kiilonosen az 0j-zélandi izoldtumokrol bizonyitottdk, hogy
megjelenésiik az emberi bevandorlassal hozhato Osszefliggésbe (Gayevskiy
¢s Goddard 2012). Tovabbi kladok a North American (NA) (észak-amerikai),
sake (SA) (szaké), West African (WA) (nyugat-afrikai), Malaysian (MA)
(malajziai), amelyeket korabban Liti és munkatarsai (2009) is leirtak,
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valamint nyolc kladrél bizonyitottak (Wang és mtsai. 2012), hogy Kina
teriiletérdl radialtak ki és ma is nagyon kiilonb6z6 kladjai élnek a Tavol-Kelet
azon részén (Liti 2015). Ezeknek az élesztoknek a kenyérgyartasban, sor- és
borgyartasban, fermentacios folyamatokban, illetve a kakad és kavé
cléallitasban torténd felhasznalasa a jelek szerint megndvelte a fajon beliili
keresztez6dés jelentdségét (Sicard és Legras 2011; Ludlow és mtsai. 2016). A
torzsek és kladok keveredése egyiitt jar a genetikai diverzitas és a fenotipusos

tulajdonsagok valtozatossaganak novekedésével (Dujon és Louis 2017).

Kozel 7000 éve kapcsolat van a S. cerevisiae faj és az ember kozott,
ezért nem meglepd az emberi bélrendszerben kommenzalistaként vald
megjelenése. Novekvd gyakorisaggal azonositjdk ezt a fajt invazivként,
kiilonosen, de nem kizarolag a S. cerevisiae var. boulardii tartalmt
probiotikumokkal Osszefiiggésben (Perapoch és mtsai. 2000; Enache-
Angoulvant és Hennequin 2005; De Llanos és mtsai. 2006). Az opportunista
patogén Saccharomyces-eket vizsgalva tobb kutatocsoport genomikai
modszerekkel olyan géneket azonositott, amelyek Osszefiiggésbe hozhatok a
faj patogenitasaval (Muller és mtsai. 2011, Strope és mtsai. 2015). A patogén
S. cerevisiae izolatumok az egyes kladokban egymastol fuggetleniil jottek
létre, ugyanis tobb kladbol is azonositottak klinikai izolatumokat (Zhu és
mtsai. 2016). Napjainkban egyre tobb un. mozaikos torzset talalnak,
amelyeknek genetikai allomanyaban kiilonb6z6 kladokbol szarmazo allélek

azonosithatok (Liti és mtsai. 2009).

Korabban a legtobb genomikai vizsgalatot haploid génallomannyal
rendelkez6 klinikai izolatumokkal végezték. Zhu és munkatarsai (2016) 144
¢leszté torzs, kozilik 132 Klinikai S. cerevisiae izolatum teljes genom
analizisét végezték el. Azt talaltdk, hogy a vizsgalt élesztok 34 %-anak

genetikai alloményara tri-és tetraploidas (poliploiditas) jellemzd, illetve 36
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%-uk aneuploid kromoszémaszammal rendelkezett. Az aneuploiditast a
klinikai izolatumoknal altalanosan el6forduld jelenségként irtak le (Hose és
mtsai. 2015; Gasch és mtsai. 2016), amely a S. cerevisiae éleszté fajok
adaptacidos folyamataihoz (Thorburn ¢és mtsai. 2013) ¢és genomjanak

valtozasahoz is nagyban hozzajarul (Sunshine és mtsai. 2015).

4.5. A C. albicans és S. cerevisiae fajok virulencia faktorai

A gombdk szamara a gazdaszervezetben vald tulélés zaloga az
immunrendszer kikeriilése, illetve tdmadasainak semlegesitése, valamint a
folyamatosan valtozd kornyezeti koriilményekhez vald gyors adaptacio.
Amikor a gomba a szdvetekbe, illetve a véraramba belép, antioxidansokat
kezd termelni (antioxidans védelmi rendszer), igy képes kivédeni és talélni a
gazdaszervezetben a neutrofil granulocitak altal termelt reaktiv nitrogén
intermedierek (RNI) (pl. nitrogén-monoxid, NO), illetve reaktiv oxigén
részecskék (ROS, mint pl. natrium-hipoklorit, NaOCI, hidrogén-peroxid,
H,0,) tamadasait. Emellett olyan enzimekkel rendelkezik, mint pl. a katalaz
ill. a SOD, melyek segitségével képes neutralizalni az emlitett a ROS és RNI
részecskéket (Fradin és mtsai. 2005, Hromatka és mtsai. 2005). Az emlitett
antioxidans védelmi rendszeren kivill a patogén gombak bizonyos
tulajdonsagait, amelyek a gombat a fertézés folyamataban segitik, virulencia
faktoroknak nevezziik (Hube 2004; Mayer és mtsai. 2013). A legfontosabb
virulencia faktorok ko6zé tartozik: a gomba (éleszté<«hifa) dimorf
atalakulasra valo képessége, a gombasejtek adhézids képessége és biofilm
képzése, hidrolitikus enzimek, mint az aszpartat proteazok ¢és a foszfolipazok

termelése és a magas hémérsékleten vald szaporodasi képességiik is (Hube
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2004; Hofs és mtsai. 2016), amelyeket a patogenezis folyamatdnak rovid

attekintése utan a tovabbiakban részletezek.

A fertézés gyakran fontos eldfeltétele, hogy a gomba kitapadjon a
gazda epitél sejtjeihez, ezt nevezzilk adhézionak. A morfologiai
atalakulasokat kovetden endocitozissal vagy aktiv penetracioval megtorténik
a szoveti invazid, amikor a gomba bekeriil az epitélium belsejébe, ami
altalaban szoveti sériilés kovetkeztében valosul meg. A gombasejtek bizonyos
feliileteken Osszetapadva biofilmet képeznek, amely noveli a mikrobak
ellenalld képességét a szervezet tdmadésaival és az antimikrobidlis
kezelésekkel szemben is. A biofilmképzéssel parhuzamosan a patogén gomba
elkezdi hidrolitikus enzimeinek termelését ¢és a gazdaszervezetbdl
felszabaduld tapanyagokat felveszi. A kedvezétlen kornyezeti feltételek
kiilonb6z6 stresszvalasz Utvonalakat indukalnak. A gomba stresszre adott
valasza, az éhezés és a savas pH viszonyokhoz tortén6 alkalmazkodéas mind
hozzajarul a patogenitas folyamatahoz (Gow és mtsai. 2012; Mayer és mtsai.
2013; Polke és mtsai. 2015).

Az egyik legfébb virulencia faktor a gomba reverzibilis, ¢leszté«hifa
morfologiavaltasra vald képessége. Az élesztd sejtalak a szervezetbe vald
bejutast, penetraciot kdvetden a gomba elterjedésében, a vérarammal valo
szétterjedésben jatszik szerepet ¢és a gazdasejtek felszinén torténd
megtapadasért felelds, eldsegitve ezzel a fert6zés sulyosbodésat, akar
szisztémas fertdzés kialakuldsat (Saville és mtsai. 2003; Kabir és mtsai. 2012;
Mayer és mtsai. 2013). A fonalas hifa alak tobb modon is szerepet jatszik a
fert6zés folyamataban: mechanikai erét kifejtve képes atjutni az epitél sejtek
kozott és lebontd enzimeivel jarul hozza a gazda szoveteinek és sejtjeinek
karositasahoz (aktiv penetracid), majd passziv penetracioval pl. hifa-

asszocialt sejtfelszini fehérjék segitségével tovabb segiti a gazdasejtbe
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torténd behatolast, valamint részt vesz a szervek kolonizacidjaban (Phan és
mtsai 2007; Hofs és mtsai. 2016). Ezen kiviil a hifanak fontos szerepe van a
fagocita sejtekbdl torténd kiszabadulasban is: a Candida gombasejtek
bekebelezéstliket kovetden képesek hifa képzésére, ami a fagocita sejtek
membranjanak lizisét okozza. A makrofagokbdl torténd kiszabadulas az
exocitozis indukalasaval is torténhet (Bain és mtsai. 2012). Lo és munkatarsai
(1997) in vivo egérmodellekben tortént kisérleteikkel azt is bizonyitottak,
hogy a valodi hifa létrehozasara képtelen sejtek csokkent virulenciat
mutatnak. Saville és munkatarsai (2003) az éleszté és hifa sejttipus kozotti
valtas szabalyozasanak lehetdségeit tanulmanyoztak, 0k is megallapitottak,
hogy a hifaképzés indukalasaval a virulencia fokozhat6. A pszeudohifa
virulencidban betoltott pontos szerepe vitatott, de Lewis €s munkatarsai
(2012) kutatasaibol tudjuk, hogy a makrofagok és fagocitasejtek a valodi
hifakat és pszeudohifakat masként ismerik fel. A pszeudohifak jelenlegi
tudasunk szerint hozzajarulnak a biofilm képzéshez és a gazda sejtjeinek,
szoveteinek karositdsahoz (Laffey és Butler 2005). Sellam és Whiteway
(2016) is leirja, hogy a C. albicans élesztd, pszeudohifa, hifa sejttipusok
kozotti valtasra vald képessége jarul hozza legnagyobb részben ezeknek a
gombaknak a gazdaszervezetben vald adaptalodasi folyamataihoz és az egyes

anatomiai helyeken, un. niche-ekben val6 elterjedéséhez.

Az S. cerevisiae telepmorfologiainak tanulmanyozasanal szintén
megfigyelték, hogy megvan ezeknek az ¢élesztdgombdknak 1is a
dimorfizmusra vald képességiik. Stresszkoriilmények kozott, a gombat
nitrogénben vagy gliikozban szegény taptalajon tenyésztve, az élesztd ¢€s
pszeudohifa formak kozotti valtas naluk is megtorténik (Lorenz és mtsai.
2000; Casalone ¢és mtsai. 2005). A S. cerevisiae fajnal legyengitett

immunrendszerli egerek szervezetében, 42°C-on pszeudohifa megjelenését
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igazoltak (McCusker ¢s mtsai. 1994). A pszeudohifa fontos szerepet jatszik a
S. cerevisiae patogenitasaban (Enache-Angoulvant és Hennequin 2005).

A patogén gombafajok kiilonboz6 Un. adhezinek segitségével képesek
akdr a gazdasejteken, akar élettelen, abiotikus felszineken, mint a
kontaklencsék vagy katéterek feliiletén megtapadni, majd pedig biofilmet
képezve szaporodni. A leginkabb kutatott adhezinek az ALS (agglutinin szerii
szekvencia) fehérje csalad tagjai. (Thompson és mtsai. 2011; Wéchtler és
mtsai. 2012). A biofilmképzés igen Osszetett, jelatviteli utvonalak és
szabalyozd mechanizmusok egyiittes miikodésének eredményeként
megvalosuld folyamat: az élesztd sejtek megtapaddsa utdn elkezdddik a
kolonizacid és a morfologiavaltast kovetden egy pszeudohifa és valodi hifa
fonalakbol all6 mikroba pazsit alakul ki az epitél sejtek bazalis membranjan,
majd elkezdddik az extracellularis polimer anyagok (EPS: ,,Extracellular
polymeric substances”) szintézise, a biofilm érése és rétegeinek folyamatos
vastagodasa (Nobile és Mitchell 2006). A biofilm felszinérdl élesztd sejtek
valnak le és szorddhatnak szét, amelyek elkezdhetik a szervezet tovabbi
nyalkahartya-felszinein torténd letapadast, eldsegitve az Gijabb biofilmrétegek
kialakuldsat. A sejtek altal termelt EPS-bol 4ll6 biofilm réteg védelmet
biztosit a gomba szaméra az immunrendszer tdmadésaival szemben, valamint
az antifungalis szerekkel szembeni ellenallo képességét is fokozza (Fanning

és Mitchell 2012; Mathé és Van Dijck 2013; Mayer és mtsai. 2013).

Az ALS fehérjék homologjai a Saccharomyces fajok esetén
hianyoznak, de hasonld feladattal rendelkeznek a szintén glikozil-
foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott glikoproteinekhez tartozé flokkulin
csalad tagjai, amelyek eldsegitik az ¢€lesztd sejtek biotikus vagy abiotikus

felszinhez torténé tapadasat. A C. albicans-szal Gsszehasonlitva a
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Saccharomyces fajok kisebb mértékli adhézidés képességgel rendelkeznek

(Pérez-Torrado és mtsai. 2012).

A C. albicans altal termelt és szekretalt hidrolitikus enzimek is
nagymértékben hozzajarulnak a gomba virulenciajahoz. Ilyen hidrolitikus
enzimek az extracellularis aszpartat proteazok és a foszfolipazok. Az
extracellularis proteazok, az un. Sap fehérjék képesek antimikrobidlis
peptideket és mas extracellularis matrix fehérjéket, mint pl. a kollagént
lebontani, ezért a patogén gomba szamara nélkiilozhetetlenek a gazda
szoveteinek attoréséhez. A C. albicans-ban eddig 10 Sap fehérjét irtak le: a
Sap 1-8 enzimek a sejtek kozotti allomanyban valasztodnak ki, a Sap 9 és 10
pedig a sejtfalhoz kotott, ennek védelmét biztositjak. Kiemelend6 a Sap 4 és
Sap 6 fehérje, amelyeknek nagy szerepilik van a patogén gomba szisztémas
elterjedésében is, mig a Sap 1, 2 és 3 fehérjék a nyalkahartyak fert6zésében
(Naglik és mtsai. 2003) vesznek részt. A foszfolipazok koziil a C. albicans-
ban a foszfolipaz A, B, C és D enzimcsaladokat azonositottak, amelyek részt
vesznek a gazda sejtjeinek karositdsdban a sejtmembran komponensek
munkatarsai (1995) megfigyelték, hogy a kommenzalistaként szerveztiinkben
¢l6 C. albicans izolatumoknak nincs olyan nagymértékii foszfolipaz enzim
aktivitasuk, mint patogénné valt tarsaiknak. HIV-fert6zott betegektdl izolalt
klinikai C. albicans és nem-albicans fajok hidrolitikus enzim aktivitasat
vizsgald tanulmdnyban leirtdk, hogy a legnagyobb foszfolipaz aktivitast
90,24 %-ban, illetve a legnagyobb protedz enzim aktivitast (86 %) a C.

albicans izolatumok mutattak (Lahkar és mtsai. 2017).

A S. cerevisiae élesztékben is megtalalhatéak az emlitett hidrolitikus
enzimek. Mivel patogén izolatumoknal fokozottabb foszfolipaz és proteaz

enzim szekréciot figyeltek meg (nem patogén tarsaik enzimtermelésével
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ellentétben) lehetséges virulencia faktorként tekinhetlink rajuk, amelyek a
hozzajarulnak a sejtmembran-komponensek degradacidjahoz, illetve a
hamréteg karositasahoz, ezzel a korokozo patogenitasahoz (Ghannoum 2000;

Naglik és mtsai. 2004).

A magas homérsékleten torténd novekedésre vald képesség mind a
Candida-, mind a Saccharomyces-fajok jelentés virulencia faktora. A C.
albicans izolatumok 42 °C-on torténd novekedését a C. dubliniensis fajokkal
Osszevetve, azt tapasztaltak, hogy bar a C. dubliniensis izolatumok kis
mértékben képesek a novekedésre, messze alulmaradnak a C. albicans
izolatumok erdteljes novekedéséhez képest (Chunchanur és mtsai. 2009).
Klingberg és munkatarsai (2008) S. cerevisiae klinikai izolatumok
novekedését tanulmanyoztak és az izolatumok 37 °C feletti novekedési
képességérdl szamoltak be. Az altaluk vizsgalt klinikai és élelmiszeripari S.
cerevisiae izolatumok 42 °C-on mar nem, 39 °C-on viszont még képesek
voltak novekedni, tehat megerdsitették, hogy magas hémérsékleten vald

novekedési képességiiket jelentds virulencia faktorként tarthatjuk szdmon.

A felsorolt virulencia faktorok bizonyitottan szerepet jatszanak a C.
albicans patogenitasaban és az emlitett tanulmanyok alapjan feltételezhetjiik,
hogy a S. cerevisiae genotipusaban és fenotipusaban is folyamatosan olyan
valtozasok torténnek, amely esetlegesen eldsegithetik patogénné valasukat. A
felsorolt tények rairanyitjdk a figyelmet hazankban is a Candida- és
Saccharomyces-gombak mélyebb szintii vizsgalatainak fontossagara, mind az

crer

szempontjabol.
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4.6. A C. albicans és a S. cerevisiae fajok altal okozott
megbetegségek és azok klinikai jelentésége

Napjainkban egyre tobb irodalmi adatunk van arrol, hogy bizonyos
¢lesztéfajok, mint az opportunista patogén gombaként, a gombafert6zések
legfobb okozojaként szamon tartott C. albicans vagy a hasznos ¢és
biztonsagos élesztéfajként nyilvantartott S. cerevisiae jelenléte is jarhat
elénnyel, ugyanakkor mindkét faj esetében eléfordulhat, hogy legyengiilt
immunrendszer esetén fertézést okoznak (Inacio és Daniel 2017). A
kovetkezOkben az emlitett két faj altal okozott megbetegedéseket és
jelentdségiiket, valamint a gombafertdzésekre hajlamosité tényezdket

0sszegzem.

Becslések szerint az invaziv mikdzisok miatt kozel 1,3 millid
haléleset torténik évente vilagszerte (Brown és mtsai. 2012; Murray és mtsai.
2014). Ezeket a fert6zéseket 10-20 %-ban Aspergillus-fajok, de tulnyomo
tobbségben, 80-90 %-ban, Candida-fajok okozzak (Delaloye és Calandra
2014). A Candida-fajok okozta megbetegedéseket Osszefoglaldo néven
candidiazisnak hivjuk. A szisztémas candidiazis mortalitasi aranya 60-70 %-
ra tehetd a 2000-es években is, amely arany korhazi kezeléssel, antifungalis
terapiaval mérsékelten visszaszorithato 30-40 %-ra. A szazalékos adatok
alatdmasztjak, hogy a komoly egészségiigyi problémat jelentd invaziv
gombafertézések kezelésére alkalmazott terapidk nem minden esetben
hatékonyak még a diagnozis idOben torténd felismerése ellenére sem
(Eggimann és mtsai. 2003; Brown és mtsai. 2012; Kauffman és mtsai. 2012;

Brissaud ¢s mtsai. 2012; Paramythiotou és mtsai. 2014).

A C. albicans a normal human fléra tagjaiként jelen van a boron, a

szajban, az emésztérendszerben, a ndi nemiszervek nyalkahartyajan is. Az
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immunrendszer legyengiilésével ezek a mikroorganizmusok a szervezet
tapanyagforrasait kihasznalva gyorsan elterjedhetnek a szervezetben. A
Candida-fajok altal okozott betegségek, a gomba elterjedésének mértékétol
fliggden érinthetik csak a nyalkahartya felszineket, ezek az Gn. mukoézalis,
felszini fert6zések, illetve sulyosabb esetben a gomba egy-egy szervet vagy
akdr az egész szervezetet is kolonizalja, ilyenkor beszéliink szisztémas
infekciorol (Naglik és mtsai. 2003; Low és Rotstein 2011; Brown és mitsai.
2012). Kiilonosen veszélyeztetett kategoriaba tartoznak a hosszabb
antibiotikumkuran, szervitiiltetésen 4tesett betegek, a hematologiai
rendellenességekben szenveddk (pl. neutropénias betegek), az AIDS-es,
illetve a gliikokortikoszteroid terapia alatt (Jakab és mtsai. 2016 b), vagy
kemoterapias kezelés alatt allo betegek (Low és Rotstein 2011; Brown és
mtsai. 2012;). Hajlamositd tényezd lehet még a betegek hosszabb korhazi
tartozkodasa, mert pl. katéterek, kaniilok alkalmazasanak kovetkezményeként
korhazban szerzett (nozokomidlis) infekciok, feliilfertézodések alakulhatnak
ki, tovabb sulyosbitva a beteg alapbetegségét. A nagyobb kockazatu
csoportba tartoznak az idés emberek és a korasziilottek is (Perlroth és mtsai.
2007; Pfaller és Diekema 2007; Delaloye és Calandra 2014). A feliileti
fertdzések kozé sorolhatjuk pl. a csecsemdknél gyakran el6forduld un.
szajpenészt vagy a fogamzoképes kort nék 70-75 %-at érintd hiivelyfertdzést
(vulvovaginitist), vagy a bor felszint (a koromszél koriili bor gennyes
gyulladasa) érinté Gn. paronychiat is (Sobel 2007; Lopez-Martinez 2010). A
szajnyalkahartyat érintd, oralis infekciok pontos szamat nehéz megallapitani,
nemzeti felmérés pl. nem késziilt errél az Egyesiilt Allamokban (CDC:
,,Centers for Diseases Control and Prevention”:
https://www.cdc.gov/fungal/diseases/candidiasis/). A nyel6csdvet érintd
candidazisok aranya nagyon ritka az egészséges felnottek korében, de a HIV-

fert6zott betegek egyharmadat érinti (Thompson és mtsai. 2010). Buchacz és
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munkatarsai (2016) az Egyesiilt Allamokban és Kanadaban 2008 és 2010
kozott a HIV-fert6zottek Candida-izolatumait vizsgaltak és a szaj és nyeldcsé
candidiazist a vezetd betegségek kozé soroltak az  opportunista
gombafertézések listajan (@  Pneumocystis  jirovecii altal okozott
tidoégyulladas utan). A Candida-fajok okozta egy-egy szervet érintd
megbetegedések leginkabb a szemet érinthetik vagy a kozép- és kiilsé fiilet,
valamint az iziileteket megtamadva iziileti gyulladasokat is okozhatnak
(Trofa és mtsai. 2008). A szisztémas Candida-fertézések vagy az
immunrendszer  legyengiilése = kovetkeztében  alakulnak ki az
emésztérendszert mar eleve kolonizalo Candida-fajok elszaporodasaval, vagy
korhazi kezelés kovetkezményeként, sebészeti beavatkozasok, korabban
emlitett tényezok pl. katéter haszndlat kovetkeztében, a véraramba jutva
véraramfert6zést, mas néven candidémiat tudnak okozni (Sims és mtsai.
2005). Evente kozel 400 ezer candidémias beteget regisztralnak vilagszerte,
ez az adat f6leg a fejlett orszagokra vonatkozik (Brown és mtsai. 2012).
Pfaller és munkatarsai 2011-ben publikalt felmérése szerint 2008-ban és
2009-ben Eszak-Amerikdban majdnem haromszor annyi candidémiis eset
fordult el6é, mint az Eurdpai orszagokban, azon beliil is Finnorszagban
regisztraltak a legkevesebb esetet. A C. albicans faj okozta invaziv
candidiazisok az 1990-es évektdl 2010-ig 65 %-rol 44 %-ra csokkentek
vilagszerte, és egyre jobban emelkedik a nem-albicans fajokhoz kdothetd
megbetegedések szama (Yapar 2014). A szisztémas vagy invaziv
gombafertdzések kovetkezményeként igen stlyos betegségek alakulhatnak
ki: pl. szivbelhartya-, agyhartya-, hashartya- és csonthartyagyulladas (Pfaller
¢s Diekema 2007; Trofa és mtsai. 2008;).

Hazankban a gombafertézések gyakorisagardl csupan néhéany
Osszefoglald tanulmany késziilt. Sinkd és munkatarsai (2015) tanulménya

szerint ma Magyarorszagon kozel 1 millid6 gombas megbetegedésben
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szenvedé ember ¢él. Opportunista patogén gombak okozta véraramfert6zéssel
tobb szaz esetet regisztralnak orszagunkban is (Sinko és mtsai. 2015). A
korabban mar emlitett igen nagy mortalitasi arany miatt (60-70 %) pedig a
diagnosztikai és terapias fejlesztésekre nagy hangsulyt kell fektetni. A
szegedi klinikai osztadlyokon 1996 ¢és 2009 kozotti idOszakban végzett
felmérésben 231 véraramfertézést regisztraltak. A vér izolatumokbol 216
esetben (93 %-ban) Candida-fajokat azonositottak. A 216 candidémias beteg
leginkabb az intenziv osztalyokon kezelt 67 gyermek és 55 0jsziilott korében
fordult el6. Elenyész6 mennyiségben, 1-2 %-ban Cryptococcus albidus, C.
neoformans, C. uniguttulatus, Pichia burtonii, Pseudozyma aphidis,
Rhodotorula glutinis, R. rubra és S. cerevisiae fajok is sikeriilt azonositani.
Ezeknek a fert6zéseknek a szama az 1996 ¢és 2004 kozotti periodusban
megfigyeltekhez képest, 2005-ben novekedést mutatott (Doczi és mtsai.
2012). Pongracz és munkatarsai (2015) a budapesti klinikan 2010 és 2014
kozott térképezték fel a candidémids epizodok szamat, amelyet ugy
definialtak, hogy egy epizod legalabb egy alkalmat jelent, amikor vér
izolatumbol valamelyik Candida fajt azonositottak. Ez alapjan a candidémia
epizddok szama 2010 és 2013 kozott 1,7 és 3,5 kozott valtozott 10 000
betegfelvételre vetitve, mig az epizddok szama 2,66-ra esett vissza 2014-ben.
Az altaluk, a vér izolatumokbdl leggyakrabban, 63 %-ban azonositott faj
szintén a C. albicans volt, illetve mas Candida-fajok, mint a C. glabrata (13
%), C. parapsilosis (10,2 %), C. tropicalis 9,3 % és a C. krusei (3,7 %).
2010-ben a budapesti 1Ujszilott osztalyon végzett tanulmanyban a
gombafertdzéses esetek koziil 73 %-ban szintén a C. albicans-t azonositottak

korokozoként (Kristof €s mtsai. 2010).

Az altalunk vizsgalt masik fajt, a S. cerevisiae-t, kommenzalista
fajként tartjdk szdmon, am az, hogy a humédn mikrobiom &tmeneti vagy

allando, természetesen jelenlévd tagja, mai napig is vita targyat képezi
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(Enache-Angoulvant és mtsai. 2005; Huffnagle és Noverr 2013; Rizzetto és
mtsai. 2015). Korabban tobb kutatocsoport szamolt be arrdl, hogy a
szajiiregben a Candida-fajokon kiviil S. cerevisiae, Penicillium, Geotrichum,
Aspergillus, Scopulariopsis, Hemispora és Hormodendrum fajokhoz tartozé
gombakat egyarant azonositottak (Schuster 1999; Salonen és mtsai. 2000;
Jabra-Rizk és mtsai. 2001). Aas és munkatarsai (2007) 14 HIV fert6zott beteg
szajiregének mikroflorajat vizsgalta meg, és 4 betegnél egyértelmiien
igazoltak a S. cerevisiae jelenlétét. Ghannoum és munkatarsai (2010), akik
hisz egészséges ember szajnyalkahartydjanak mikrofléra Osszetételét
tanulmanyoztak, leggyakrabban az azonositott Candida-fajok ko6ziil a C.
albicans-t izolaltak, majd ezt kovetéen a Cladosporium-fajok (4 azonositott
faj) fordultak elé legnagyobb szamban, ezen kiviill azonositottak még
Aspergillus-, Fusarium-, Cryptococcus- és Penicillium-fajokat is, valamint
sokkal kisebb szamban izolalasra keriilt harom Saccharomyces faj is,
amelyek koziil a leggyakoribb a S. cerevisiae volt. Angebault és munkatarsai
(2013) 2006 és 2010 kozott az amerikai Wayampi indianok bélflorajat
vizsgalva azt irtak le, hogy mig a C. albicans faj gyakoribb el6fordulasa
bizonyos kockazati feltételekhez kotott (legyengiilt immunrendszer, illetve
tulzsufolt haztartasok), addig a C. krusei és S. cerevisiae fajok el6fordulasa
foként ¢lelmiszer eredetii. Ezekben az elszigetelt tarsadalmakban a C.

albicans-al szemben, a S. cerevisiae dominans jelenlétét tapasztaltak.

Moyad (2007) szerint ezek az élesztok nagy asvanyi anyag, fehérje és
B-vitamin tartalmuknak k&szOonhetden jo hatassal lehetnek az emésztésre,
fogyasztasuk elénnyel jarhat. A S. boulardii ill. S. cerevisiae var. boulardii
névvel forgalmazott probiotikumokkal gyakran taldlkozhatunk, ma az
Eurépai Unidban recept nélkiil kaphatok pl. az Ultralevure ill. Enterol nevii

készitmények, amelyeket ajanlanak antibiotikumos kezelés hatdsara kialakult
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hasmenés vagy pl. a Clostridium difficile okozta vastagbélgyulladas esetén is
(Doron ¢és mtsai. 2008).

Az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerbiztonsagi Feliigyelet (U.S.
Food and Drug Administration) (https://www.fda.gov/) az altalanosan
biztonsagosnak tartott (GRAS: “Generally Regarded as Safe”)
mikroorganizmusok k6zé sorolja a S. cerevisiae-t. A fokozottan
veszélyeztetettek korébe — hasonléan, mint Candida-fertézés esetén —
kisgyermekek, idGsek, transzplantacion atesettek, illetve daganatos betegek
tartoznak, valamint a hossz korhazi kezelés, kaniilok, katéterek hasznalata is
nagyban novelheti a fertézés kialakulasanak esélyét (Enache-Angoulvant és

mtsai. 2005; Pérez-Torrado és mtsai. 2016).

Egy tidogyulladasban szenvedd betegben Reiersol és Hoel (1958)
irtak le eldszor patogénként a Saccharomyces ¢lesztoket. 1976-ban Jensen és
Smith arr6l szamolt be, hogy az ¢él6floras (€16 mikroorganizmusokat
tartalmazd) vagy nem pasztorizalt joghurtok, illetve élesztdporok vagy
tablettak nagy mennyiségili fogyasztasa akar szisztémas megbetegedéseket is
okozhat. A S. cerevisiae okozta fertézések nagy részét immungyenge betegek
korében dokumentaltdk, vagy korhdzban szerzett nozokomidlis fertézésekhez
voltak kothetok (Debelian és mtsai. 1997). Smith és munkatarsai (2002) S.
cerevisae-t talaltak egy immunokompetens (normal immunvalaszra képes)
beteg vérében, ez volt az elsé dokumentalt Saccharomyces-fungémias
megbetegedés. Munoz és munkatarsai (2005) az intenziv osztalyokon végzett
vizsgalataik alapjan leggyakrabban el6forduld kockazati tényezének a S.
cerevisiae var. boulardii-t tartalmaz6 probiotikumok szedését irtak le és a
gombafertézések kezelése mellett a probiotikumok megvonasat javasoltak.
Klingberg és munkatarsai (2008) tanulmanya megerésitette, hogy a S.

cerevisiae éleszt6 nagy valosziniséggel katéterek vagy kaniilok hasznalataval
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jut be az emberi szervezetbe, valamint azt is felvetették — mint De Llanos és
mtsai. (2006) és Pérez-Torrado és Querol (2016) —, hogy szajon at is

(élelmiszerek pl. péksiitemények, probiotikumok) bekeriilhet a vérararamba.

A S. cerevisiae-vel 0Osszefliggésbe hozhaté invaziv gombas
megbetegedések szama fokozatosan novekvd tendenciat mutat az 1990-es
évek ota (Pérez-Torrado és Querol 2016). Ezt az is alatamasztja, hogy 1997
¢s 2007 kozott, egy 40 orszagot magaba foglalo, dsszesen 8717 nem-Candida
izolatumokat  vizsgalé tanulmanyban a  Cryptococcus-fajok  utan
Saccharomyces-fajokat azonositottak a legtobb esetben (Pfaller és mitsai.
2009).

Osszeségében azt lathatjuk, hogy a hazai felmérések a nemzetkdzi
adatokhoz hasonlé tendenciat mutatnak elsdsorban a C. albicans-t tekintve. A
gombas megbetegedések szama napjainkban is novekszik, ezért sziikség van
a gomba tulajdonsdgainak és virulencia faktorainak mélyebb megismerésére
¢s az ezzel kapcsolatos alapkutatasokra, illetve a kezelések, antifungalis

terapiak fejlesztésére.
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5. Anyagok és Mddszerek

5.1. Az izolatumok és fenntartasuk

A Debreceni Egyetem 10 kiilonb6z6 klinikajardl 63 db C. albicans
izolatum (43 betegtdl: egy beteghez egy vagy tobb izolatum is tartozott) allt
rendelkezésiinkre (DE KK, Orvosi Mikrobioldgiai Intézet), melyeket 2013-
ban és 2015-ben, kiilonb6zé kort, nemii betegektdl izolaltak. A betegek
kiilonféle és eltérd sulyossaghi alapbetegségben szenvedtek (2. tablazat). A
S. cerevisiae élesztégombabdl a klinikai izolatumok a Debreceni Egyetem
klinik4ir6l szamaztak, illetve a Szegedi Tudomdanyegyetem klinikai is
bevonasra keriiltek az izolatumok Kkis mintaszdma miatt (3. tablazat).
Osszesen 12 S. cerevisiae klinikai izoldtumot vizsgaltunk (egy beteghez egy

izolatum tartozott).

A klinikai izolatumok esetében a fajazonositdas a klinikumban
alkalmazott protokoll szerint MALDI-TOF tomegspektrometrids eljarassal
tortént, flexControl 3.0 szoftver segitségével (Brucker Daltonics), a DE

Klinikai Mikrobiologiai intézetében.

Az élesztégombakat a tanszéki torzsgylijteményben 30 % glicerint tartalmazo
Elesztékivonat-Pepton-Dextréz (YPD) tapoldatban —70 °C-on fagyasztva
tartottuk fenn. A kisérletek el6tt az izolatumokat a fagyasztasbol Sabouraud
Dextroz Agar taptalajra (SDA) (2 % w/v gliikkoz, 1 % w/v mikologiai pepton
és 2 % wlv agar; pH 5.6) oltottuk le és 2 napon at szobahémérsékleten
inkubaltuk. Ezt kovetéen a taptalajrol atoltott (homogén tenyészetrdl egy
pipettahegynyi), Sabouraud Dextréz tapoldatban (SDB) felszaporitott egy
¢jszakas allo tenyészeteket (5 ml) hasznaltuk a kisérletekhez. A kisérlet

napjan az élesztdsejteket centrifugalassal (4000 rpm, 3 min, 4 °C) gyiijtottiik
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Ossze, mikdzben hdrom alkalommal foszfat pufferrel (PBS) torténd mosast
végeztiink, végil a kisérlet megkezdéséhez szintén PBS-ben (1 ml)
homogenizaltuk a sejt pelletet. Minden kisérletnél az adott modszertol

fliggden allitottuk be a sziikséges sejtszamot (Fekete és mtsai. 2007, 2008).

2. tablazat: A C. albicans klinikai izolatumok listaja

tiid6- Klinda- gyermek
1. 2 né . 2 micin 24781 2013-08 torok .
gyulladas trimetoprim pulmonolégia
2. | 65 | fafi | tidérak | 3 nincs 21620 | 2013-07 | torok tuds-
gyogyaszat
magas
3. 69 né vér- 1 nincs 21487 2013-07 torok belgyogyaszat
nyomas
4, }f’ né | szepszis | 3 nincs 25711 | 2013-08 | torok gyermek
o pulmonolégia
) ciprofloxacin
5. | 58| ns gytll:l(li;)éas 2 | otioa | 21485 | 201307 | torok | belgysgyiszat
, klindamicin
h meropenem,
ugy- vankomicin,
6. 2 | ferfi | holyag 1 amikacin, | 28269 | 2013-09 | vizelet iqye”“f!“
gyulladés ciprofloxacin puimonologia
, trimetoprim
prosztata
7. 62 | férfi | megnagy 1 nincs 26623 2013-09 vizelet urologia
obbodas
8. 67 né sztrok 3 nincs 22307 2013-07 vizelet neurologia
9. 62 | férfi sztrok 3 nincs 27468 2013-09 vizelet neurologia
10. 77 | ferfi sztrok 3 nincs 28556 2013-09 vizelet neurologia
miiteti . sebészeti
11. 70 ferfi sebfertéz 3 nincs 23878 2013-08 minta sebészet
€S
miitéti vankomicin bészeti
12. | 69 | ferfi | sebfertéz | 3 , 27386 | 2013-09 | *° '?Sfe‘ sebészet
és doxiciklin minta
cefalospori bészeti
13. | 63 | ferfi égés 3 n, 22747 | 2013-07 | *¢ ‘?Sfe‘ bérgyogyaszat
klindamicin minta
14, | 2| geen | Melkasi 1o 1 lidixsav | 24442 | 2013-08 | sebéseeti | gyermek
ho seb minta pulmonolégia
15 | 74 | fan | Dashda )4 nincs | 24125 | 2013-08 | SO | (pecser
gyulladas minta
16 | 29 | ng | Dively- oy nincs 25818 | 2013-08 | méhnyak | SAilészet
gyulladas négydgyaszat
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17. | 24 | ng | ivel nincs 28666 | 2013-00 | méhnyak | SAészet
gyulladas négyodgyaszat
hitvely- sziilészet-

18. 26 né gyullagés klotrimazol | 26136 2013-09 | méhnyak | nbgyogyaszat

19. | 26 | ng | ivel nincs | 25089 | 2013-08 | méhnyak | SZészet
gy}.llladas nog}.{ogyaszat

20 | 15 | no | havely nincs | 28530 | 201309 | méhnyak | SZésZeC
gyulladas négydgyaszat
hashartya

21. 59 nd - nincs 23113 2013-08 seb sebészet
gyulladas
hashartya

21. 59 né - nincs 23690 2013-08 hastireg sebészet
gyulladas
hashartya

21. 59 né - nincs 24345 2013-08 seb sebészet
gyulladas
hashartya

21, 59 nd - nincs 25083 2013-08 ascites sebészet
gyulladas
szkler6zi meropenem

« , kolisztin, - .
22. 31 né s icillin/ 21426 2013-07 vizelet neurologia
multiplex amoxicillin,
klavulansav
szklerozi meropenem

2. | 31| n8 s ckolisztin, | 51604 | 2013-07 | hiivel neurologia

: multtolex amoxicillin/ Y &
P klavulansav
- meropenem
2. | 31| ns SZkl:le ckolisztin, 451060 | 5013.07 | hively neurolégia
’ multiplex amoxicillin/
P klavulansav
- meropenem
« szklerézi , kolisztin, . .-
22. 31 nd S icillin/ 22345 2013-07 hiively neurologia
multiplex amoxicHiin,
klavuldnsav
. meropenem

| Slerdz , Kolisztin, o .

22. 31 nd S icillin/ 22346 2013-07 horgé neurologia

multiplex amoxicillin,
klavuldnsav
23, hl, né | szepszis nincs 21935 | 2013-07 vér szlészet
6 ndgybdgyaszat
2. | L| ns | szepszis nincs | 21924 | 201307 | seb sziileszet-
6 ndgyogyaszat
23 | L | no | szepszis nincs 22624 | 2013-07 seb seilészet
ho négydgyaszat
meropenem

24. 67 férfi Szepszis , 26084 2013-09 kaniil belgyogyaszat

flukonazol
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meropenem

24. | 67 | ferfi | szepszis , 26375 | 2013-09 | kanil | belgyogyaszat
flukonazol
meropenem
24. 67 | feérfi szepszis , 26537 2013-09 vér belgyogyaszat
flukonazol
akut
2% | 75 | n8 S}f;:tt)’lzl cefuroxim | 15110 | 2015-05 | torok | belgyogydszat
gyulladas
2. | 37 | fafi | Arclre nincs | 17625 | 201505 | torok fut-orr-
gyulladas gégészet
27. | 81 | nd belbé‘zegs nincs 19442 | 2015-06 | torok sebészet
magas
28. 90 | férfi vérnyo- nincs 15263 2015-05 torok belgyogyaszat
mas
20, | 64 | ferfi | 1046 nincs 18219 | 2015-06 | torok tuds-
tumor gyoégyészat
magas
30. 68 né vérnyom nincs 14983 2015-05 hoérgd belgyogyaszat
as
bakteria-
31. 87 ferfi lis tiid6- nincs 18334 2015-06 horgd sebészet
gyulladas
meropenem ermek
32. 5 | né | szepszis , 21672 | 2015-07 | horgs gyermex
Klindamicin pulmonolégia
1égesd és tids-
33. 81 nd horgék nincs 20500 2015-06 horgé P
betegsége gyogyaszat
vankomicin
meropenem
s | | ne | BKut , 19438 | 201506 | hored gyermek
ho horghurut trimetoprim pulmonolégia
, ampicillin/
szulbaktam
3. | 70 | ferfi gaiy(ﬁl:g?s kolisztin | 20438 | 2015-06 | hasiireg sebészet
3. | 58 | frfi nyf;’l‘?étl’;l' nisztatin | 15360 | 2015-05 | hasiireg sebészet
hasnyal-
37. 56 | férfi mirigy nincs 15207 2015-05 hasiireg sebészet
daganat
38. 36 férfi beE:E:gl;ég nincs 15745 2015-05 hasiireg sebészet
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meropenem ermek
3. | 12 | n8 | szepszis , 15815 | 2015-05 | torok gyermex .
flukonazol pulmonolégia
meropenem ermek
39. | 12 | n8 | szepszis , 16312 | 2015-05 | vizelet Dyenmss .
flukonazol puimonologia
fekélyes meropenem

39. | 12 | n6 | vastagbél , 20803 | 2015-06 seb i"yermf!“
gyulladas flukonazol puimonologia
fekélyes meropenem K

39. | 12 | n8 | vastagbél , 21646 | 2015-07 vér Dyenmss .
gyulladas flukonazol puimonologia
atero-

40. | 75 | ns | SElerotik nincs 15320 | 2015-05 | kaniil sebészet
us sziv-
betegség
atero-
szkleroti-

40. 75 né kus sziv- nincs 15310 2015-05 vér sebészet
betegség

cefazolin,
agykamra cefuroxim,

4. | 5 | fan | teulat ciprofloxaci | 15605 | 201506 vér gyermek
(vizfejti- n, pulmonolégia
ség) vancomicin

, flukonazol
cefazolin,
agykamra cefuroxim,

4. | 5 | fen | taeulat ciprofloxaci | 19505 | 201506 vér gyermek
(vizfejli- n, pulmonolégia
ség) vakomicin,

flukonazol
térd flukonazol,

4. | 69 | ns p‘;;‘clig C'pmz""xac' 15130 | 2015-05 seb ortopédia
pés klindamicin
térd flukonazol,

2. | 69 | ng | Zilet ciprofloxact 116573 | 2015-05 seb ortopédia
porcko- n,
pas klindamicin
térd flukonazol,

2. | 69 | no p‘g;‘éﬁg cprofloxct | 14615 | 201505 | seb ortopédia
pas klindamicin
comb
artéria amoxicillin/

43. 76 férfi atero- Klavul 15299 2015-05 seb sebészet
szkler6- avulansav
zisa
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comb
artéria
43. | 76 | ferfi | atero- o | amoxicillinf §-yq0153 1 5015.06 seb sebészet
. klavulansav
szklero-
zisa
43, | 76 | ferfi | P o | amoxicillin/ } 55599 | 201506 seb sebészet
kovesség klavulansav

3. tablazat: A S. cerevisiae klinikai izolatumok listaja

Szegedi veszélyeztetett

00001 egyetemi méhnyak né 40 ez 2014-07
Klinika terhesség
Szegedi

00002 egyetemi szeklet né 62 sokkos allapot 2014-07
klinika
Szegedi

00003 egyetemi légesd férfi 90 tiidégyulladas 2013-11
klinika
Szegedi

00004 egyetemi gyomor férfi 63 SZepszis 2014-03
klinika
Szegedi

00005 egyetemi torok férfi 72 SZepszis 2014-02
klinika
Szegedi szixlfb?rokban

00006 egyetemi széklet ferfi 84 evo nem 2014-06
Klinika gyulladasos

folyadék

Szegedi

00007 egyetemi gyomor ferfi 71 Szepszis 2014-02
klinika




Szegedi

00008 egyetemi méhnyak né 34 veszélyeztetett | o014 o7
. terhesség
klinika
Szegedi
00009 egyetemi torok né 89 combnyaktorés 2013-10
klinika
Debreceni aortabillenytii-
27290 Egyetem tiid6horgd férfi 71 - vt 2015-08
a sziikiilet
Klinika
Debreceni
27020 Egyetem tiid6horgd nd 40 szepszis 2015-08
Klinika
Debreceni
29607 Egyetem kopet férfi 61 tiidérak 2015-09
Klinika

5.2. A C. albicans izolatumok virulencia faktorainak
vizsgalatara vonatkoz6 maddszerek

5.2.1. A C. albicans izolatumok hifazo képességének mérése
Spider agaron

Az egy éjszakén at tenyésztett sejteket steril foszfat pufferben (PBS)
haromszor mostuk majd 1 ml pufferben szuszpendaltuk azokat. 1x10” sejt/ml
szuszpenziobol 5 pl mennyiséget cseppentettiink Spider tdpagar felszinére.
Minden izolatum vizsgalatakor harom parhuzamos felcseppentést végeztiink.
A tenyészetek inkubalasa 30 °C-on 10 napig zajlott (Fekete és mtsai. 2007,
2008). A 10. napon meghataroztuk a hifazé novekedés mértékét (Ah),
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amelyhez a kovetkez6 paramétereket hasznaltuk: a telep atmérdk (d) és az
egyes telepek kortli hifazoé novekedést mutatd gytirt szélessége (W). A hifazo

novekedés mértékét az 1. formula irja le:

Ah = (W)/(d+w)*100 (1)

5.2.2. A C. albicans izolatumok inert felszinhez torténo
adhézidjanak vizsgalata

A C. albicans izolatumok adhézids képességének vizsgalatakor 96
lyuka polipropilén (PP) Gsszetételli mikrotiter lemezt hasznaltunk. A sejtek
milanyag felszinhez torténd tapadasat RPMI 1640, bikarbonatmentes, pH 7
médiumban vizsgaltuk meg. Minden egyes tesztlyukba 5x10° sejt/ml
sejtszuszpenziobol 100 pl-t mértiink, majd 3 ora hosszdig 37 °C-0s
termosztatba helyeztiik a lemezt. Az inkubalas utan a letapadt sejteket nem
megsértve, ovatosan a maradék tapoldatot mosasi 1épésekkel (PBS-el, 3x)
tavolitottuk el. A letapadt sejtekre elére elkészitett -70 °C-on tarolt XTT-
menadion (menadion-natrium-biszulfit: MSB, 1 uM mennyiségben) (Ringer-
oldatban) oldatbol 100 ul-t mértiink, majd sotétben ismét 1 Ora inkubalas
kovetkezett. A kolorimetrias valtozas alapjan a letapadt sejtek abszorbancijat
mikrotiter lemezolvaso (Bio Tek Instruments EL 340 Bio-kinetics Microplate
Reader) segitségével hataroztuk meg 490 nm-es hulldmhosszon (Ramage és

mtsai. 2001).
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5.3. A C. albicans és S. cerevisiae izolatumok fenotipusos
tulajdonsagainak vizsgalatira alkalmazott médszerek

5.3.1. Hidrolitikus enzimaktivitasok meghatarozasa

Az extracellularis foszfolipdz enzimaktivitast tojassargdja-tartalmu
tapagaron (Ibrahim ¢és mtsai. 1995), mig az aszpartit proteaz
enzimaktivitasokat BSA (borju szérum albumin) tartalmu tapagaron Price €s
munkatarsainak (1982) leirasa szerint hataroztuk meg. Mindkét esetben az
el6tenyésztett, majd 10 sejt/ml-re allitott szuszpenziébol 5 pl mennyiséget
cseppentettiink az adott taptalaj felszinére. Minden téaptalajra egy-egy
mtsai. 1982). A tenyészeteket 30 °C-on inkubaltuk és a 3. napon méréseket
végeztiink. Meghataroztuk a telepek koriili feltisztulds atmérdjébdl az un.
precipitacios zonahanyados (tovabbiakban: Pz érték) értékét, amely a telep
atméro ¢és a telep koriili feltisztulasi zona hanyadosa. A Pz értékek 0-1 kozotti
értekeket vehetnek fel, amelyek forditott aranyossagban vannak az
enzimaktivitassal (1/Pz): minél kisebb a Pz érték, anndl nagyobb

enzimaktivitasra kdvetkeztethetlink (Kantarcioglu és Yiicel 2002).

5.3.2. Hemolitikus aktivitis meghatarozasa

A hemolitikus aktivitds meghatdrozasahoz birkavért tartalmazo,
dextrozban gazdag téptalajon (1 liter tapagar tartalmaz: 15 g agar, 10g
pepton, 40g dextroz, 7-8% steril birkavér, pHG6) szaporitottuk az
izolatumokat. Minden foszfat pufferben elkészitett sejt szuszpenziobél 107

sejt/ml (5 ul) mennyiséget CSeppentettiink a taptalaj felszinére. Minden
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izolatumnal egy—egy taptalajra harom parhuzamos felcseppentés tortént. A
tenyészetek 37 °C-on 3 napig inkubaltuk 5% CO; jelenlétében. A hemolitikus
index (tovabbiakban: HI) kiszamitasakor a telep koriili hemolitikus zdéna
atmérdjének értékét osztottuk a telep atmérdjének értékével (Luo és mtsai.
2001). Az Eredmények fejezetben targyalt hemolitikus index csoportokat az
izolatumok HI értékeinek teljes intervalluma alapjan mi allapitottuk meg: 1,1
és 1,9 értékek kozott hataroztuk meg a C. albicans izolatumok HI csoportjait:
(1-1,24: kicsi hemolitikus aktivitas; 1,25-1,49: kézepes mértékii hemolitikus
aktivitas és 1,5-1,99: nagy hemolitikus aktivas). A S. cerevisiae izolatumok
HI értékei szlik intervallumban helyezkedtek el, ezért nem hataroztunk meg

csoportokat (10., 11. tablazat).

5.3.3. Magas hémérsékleten torténé szaporodas vizsgalata

A magas hOmérsékleten torténd szaporodas vizsgalathoz a C.
albicans izolatumokat SDA tapagaron eldinkubaltuk. A sejtszamot ugy
allitottuk be, hogy egy-egy tapagarra minden esetben ~30 gombasejt keriiljon
(30 CFU). A tenyészeteket 3 napon at inkubéltuk 42°C-on, majd a kiilonalld
telepek atmérdit lemértiik, majd a mérési adatokat atlagolva meghataroztuk
az izolatumok szaporodasanak mértékét (Fekete és mtsai. 2008) (12.
tablazat).

A S. cerevisiae izolatumok 40, 41 és 42°C-on torténd
szaporodasanak vizsgalatdhoz De Llanos ¢és munkatarsai (2006) altal
kidolgozott moddszerét alkalmaztuk: YPD taptalajra 3-3 parhuzamos
felcseppentést  végeztiink (10° gombasejt /ml  szuszpenziobol 10 ul
mennyiséget), majd a telep novekedésének mértékét 3 nap inkubalast
kovetden vizudlisan értékeltiik. A kovetkez6 modon jeldltik (gyenge
novekedés: +-; kozepes mértékii novekedés: +; erdteljes novekedés: ++) (13.
tablazat).
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5.3.4. Antifungilis szerekkel és oxidativ stresszt okozo szerrel
szembeni érzékenység, MIC érték meghatarozasa

A minimalis gatld koncentracié (tovabbiakban: MIC) meghatarozasat
két antifungalis szert: az amphotericin B-t (AmB) és a flukonazolt (Flu),
valamint az MSB, oxidativ stresszt okozo6 agenst alkalmazva végeztiik el. Az
altalunk vizsgalt MSB, a korabban mar tanszékiinkon mas C. albicans
izolatumok érzékenységének tesztelésére hasznalt oxidativ stresszt generald
agensek koziil keriilt kivalasztasra (Fekete és mtsai. 2007). Az MSB
szuperoxid anionok (0O.) képzddését eredményezi és oxidativ stresszt
eléidézve gatolja a gomba sejtek novekedését (Pocsi és mitsai. 2005). A
meghatarozashoz 96 lyuku (PP 6sszetételii) mikrotiter lemezt hasznaltunk. A
Flu és AmB szerekkel szembeni érzékenység vizsgalatanal az izolatumok
szaporitasa bikarbonattol mentes RPMI-1640 (pH7.0) tapoldatban, mig MSB
tolerancia meghatarozasa SDB tapoldatban tortént. Az  alkalmazott
koncentraci6 intervallumok: Flu esetén: 0,128-64 pg/ml, AmB esetén: 0,007-
4 nug/ml, mig MSB esetén 0,3-1,3 mM kozé estek. Az AmB és Flu szerekkel
szembeni érzékenység vizsgalatinal a MIC erték meghatarozasahoz
torzsek haszndlata az élesztok antifungdlis szerekkel szembeni érzékenység
meghatarozasdhoz alkalmazott referencia modszer leirdsa szerint tortént
(,,Clinical and Laboratory Standards Institute”, CLSI 2008, M27-A3
protokoll alapjan). Az MSB, oxidativ stresszt okozd szer tesztelésénél
végkoncentracidban 10* gombasejt /200 pl szuszpenziét mértiink minden
tesztlyukba minden vizsgalt koncentracional. Az izolatumok MIC értékeit 24
Ords inkubécio elteltével MSB (ebben a kozegben fungicid) és AmB
(fungicid) szereknél, annal a koncentracional allapitottuk meg, ahol a gomba
teljes mértékben elpusztult, (teljes feltisztulas az adott koncentracional). Flu-

nal (fungisztatikus) ott hataroztuk meg a MIC értéket, ahol a gomba
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szaporodasa és novekedése gatlas alatt volt, vagyis a gomba kontrollhoz
képest 50% denzitds csokkenést tapasztaltunk (CLSI 2008, M27-A3
protokoll alapjan).

5.4. A C. albicans izolatumok ABC genotipusainak
meghatarozasa

Az egyes élesztd izolatumok koloniaibol Hanna és Xiao (2006)
modszerét alkalmazva izolaltunk genomi DNS-t a genotipizalas (McCullough
¢s mtsai. 1999) végrehajtasdhoz. A genotipizdldshoz a CA-INT-L (5°-
ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA-3?) és CA-INT-R
(5’CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGATAGTAGAT-3")  primerpart hasz-
naltuk (McCullough és mtsai. 1999). A PCR-reakciot TProfessional
(Biometra, Gottingen, Germany) késziilékkel végeztiik, 1épései a kovetkezok:
denaturaci6 95 °C-on, 5 percen at, ezt kovetden 30 cikluson keresztiil: 50
masodpercig, 95 °C ¢és 50 masodpercig 59 °C-on torténd primerek
kapcsolddasa, vagyis a primerek kapcsolodasa a DNS két szaldhoz, majd a
polimerizacios (elongacios) szakasz kovetkezett 72 °C-on, 1 percen keresztiil.
Végiil a végso elongacids szakasz ugyancsak 72 °C-on, 10 percig tartott. A
PCR terméket 1 %- os agardz gélben, 90 V fesziiltségen, 1 6rdn keresztiil
futattuk,1 X TAE pufferben.

A 25S riboszomalis DNS ismétlédésekben eléforduld egyik
transzpozabilis intron hianya (A: 450 bp), jelenléte (B: 840 bp), részleges
jelenléte (C: 450+840 bp) alapjan 3 féle genotipust kiilonithetiink el,
amelyeket a 3. abra szemléltet. A sav mintazatok alapjan tehat A, B vagy C
genotipusu  csoportokba soroltuk a vizsgalt C. albicans izolatumokat
(McCullough és mtsai. 1999).
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3. abra: A genotipusok azonositasa
Példaként harom torzs agardz gélelktroforézis utan kapott sav mintadzatanak bemutatasaval

5.5. Statisztikai analizis a C. albicans Kklinikai izolatumokra

Vizsgalataink szempontjabol az 1zolatumokat olyan
metapopulacidként értelmeztiik, amelyek kelld szdmban jelen vannak az
egyes anatomiai helyeken, adott idépontban. Arra voltunk kivancsiak, hogy
az adott id6pontban izolalasra keriilt gombak kiilonb6znek-e fenotipusos
tulajdonsagaikban vagy ABC genotipusaikban. Minden anatdémiai helyrdl,
testtajrol legalabb 4-5 izoldtum keriilt a gylijteményiinkbe, amelyek
vizsgalata minden esetben standard kortiilmények kozott zajlott. A C. albicans
fenotipusos tulajdonsagait és ABC genotipusait elemeztiik és a statisztikai
analizist azért készitettiik, hogy megnézziik, hogy a gomba fenotipusos
tulajdonsagai, ABC genotipusai és annak el6fordulasa kozott van-e kapcsolat.

Tovabba, hogy megtudjuk, hogy adott idépontban (év, honap) izolalt és
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bizonyos fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkezé gomba -el6fordulasa
mutat-e niche specializaciora utalo jeleket (csoportosulnak-e az izolatumok
testrész, testtdj vagy barmely beteg filiggd paraméter szerint). Az altalunk
alkalmazott statisztikai modell figyelembe vette, hogy az egy-egy betegbdl

eredo izolatumok feltehetéen nem fliggetlenek (genetikai hasonlosag).

Megjegyzés: a S. cerevisiae izolatumokbol a vizsgalataink ideje alatt
Osszesen 12 izolatum gytlt 6ssze a debreceni €s a szegedi egyetemi klinikak
bevonasaval is, valamint az izoldtumok anatomiai eredeteinek eloszlasa is
egyenl6tlen volt, igy a fenotipusos tesztek elvégzésén til az adatsor nem volt

alkalmas a statisztikai analizisek elvégzésére.

5.5.1. Statisztikai elemzések

A statisztikai analizisek R interaktiv statisztikai kornyezetben (3.1.1.
verzid) (R Core Team, 2014) valamint Ime4 (1.1-109 verzio) (Bates és mtsai.
2014) és ImerTest csomag (2.0-29 verzid) (Kuznetsova és mtsai. 2015)
alkalmazasaval késziiltek, amelyeket Prof. Dr. Barta Zoltan (Evolucids

Allattani és Huménbiologiai Tanszék) végzett el.

A fenotipusos tulajdonsagok vizsgalatanal az antifungalis szerekkel
szembeni érzékenység meghatarozasan kiviil, minden kisérletet haromszor
ismételtiink meg. A statisztikai elemzést eldszor a mért nyers értékekkel
végeztik el (Fiiggelék), amelyek nagyfoku reprodukalhatosagot mutattak,
ezért a tovabbi analizisekhez a harom-harom mért érték atlagat hasznaltuk (4
- 15. tablazat). A mért valtozok (a kilenc fenotipusos tulajdonsag és az ABC
genotipusok) kozotti korrelacio tesztelése Spearman-féle rangkorrelacioval
tortént. A genotipusok eléforduldsanak és a betegtdl fliggd és betegtol
fliggetlen tulajdonsagok Osszefiiggésének becsléséhez GLMM (,,Generalized
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Linear Mixed Models™), vagyis altalanositott linearis kevert modelleket
hasznaltunk. Ebben a modellben az egyes genotipusok el6fordulasa (igen
vagy nem) valaszvaltozoként szerepelt, mig a beteg azonositok random
faktorokként voltak hozzdadva (igy a modell szamolni tudott azzal, hogy 1-1
betegtdl tobb izolatum szarmazott). A betegek neme, kora, az alapbetegségiik
stlyossagi szintje (1-3), az izolalas hava és éve, a korhazi osztaly ahonnan az
izolatum szarmazik, valamint az izolatumok anatomiai eredete (testrész,
testtaj) un. prediktorként funkcionaltak az analizisben. A nem minden
szempontbol egyenlé megoszlasti mintavételezés miatt az Osszes prediktort
tartalmazd binomialis modell nem konvergalt, igy a nem szignifikans
prediktorok eliminalasa nem volt kivitelezhetd. Ezért egy alternativ
megkozelitést valasztottunk és egymds utan sorban adtuk hozza a null
modellnez az egyes prediktorokat, amely eredetileg csak az un.
tengelymetszetet és a random faktorokat tartalmazta. Az j megkdzelités
segitségével csak szignifikans hatassal rendelkez6 prediktorokat tartottuk
meg. A prediktorok mas sorrendben torténé hozzaadasaval is elvégeztiik az
elemzéseket, igy megbizonyosodhattunk arrol, hogy a kapott eredményeink
nem a prediktorok hozzaadasanak sorrendjétdl fiiggnek. A szignifikancia
szintek meghatarozasahoz valosziniiségi-hanyados teszttel (LRT: ,.likelihood-
ratio test”) hasonlitottuk Ossze a prediktorok nélkiili és azokkal egyiitt

elkészitett null- és alternativ modelleket.

Kevert hatasu linearizalt modellt alkalmaztunk (LMM: ,Linear
mixed-effects model”), hogy kovetkeztetni tudjunk a mintavételi
koriilmények ¢€s az ABC genotipusok, valamint a fenotipusos tulajdonsagok
¢s a gomba eld6fordulasa kozotti kapcsolatra. Ezekben a modellekben az
egyes fenotipusos valtozok kiilon-kiilon valaszvaltozoként, mig a beteg
azonositok random faktorként voltak rogzitve (igy szintén szdmitasba vettiik

azt, hogy egy-egy betegtél tobb izolatum is szarmazik). A prediktorok
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ezeknél a modelleknél is a betegek neme, kora, alapbetegségiik sulyossagi
szintje (1-3), az izolalas éve és hava, korhazi osztaly ahol az izolalas tortént
¢s az izolatumok anatomiai eredete voltak, valamint a genotipusok is a
prediktorok koz¢é tartoztak. A nem szignifikans prediktorokat az tin. backward
eliminacioval tavolitottuk el a modellbél. Az eliminalast addig folytattuk,
mig a bevont prediktorok koziil valamennyi szignifikans nem lett. A nem
szignifikans valtozok eliminaladsa utdn létrejott minimal modell mar csak a
szignifikdns  hatdssal  rendelkez6  prediktorokat  tartalmazta. A
kovetkeztetéseink a miminal modell alapjan vontuk le. A statisztikailag
szignifikans értékeket a Satterthwaite-megkdzelités szabadsagi fokainak
alapjan hataroztuk meg. A rezidualisok normal eloszlasok biztositasa
érdekében a valaszvaltozok kozil néhanyat transzformaltunk: a hifa
novekedés analiziséhez négyzetes gyokér-transzformaciot hasznaltunk, és
logaritmikus transzforméciot az adhézids képesség elemzéséhez. Annak
ellendrzésére, hogy az adataink a linearis modell feltételeinek megfelelnek-e,
vizudlisan is megvizsgaltuk a diagnosztikai abrakat (box plot: doboz
diagram). A transzformalasok utan nem talaltunk komoly eltéréseket a

normalis eloszlas, illetve a homoszkedasztikus eloszlas k6zott.

5.5.2. Az eredmények vizualizalasa

Klaszteranalizis segitségével 0Osszehasonlitottuk a  fenotipusos
tulajdonsagokat, amelyeket egy un. AGNES (,,Agglomerative Nesting”)
dendrogramon abrazoltunk. Annak érdekében, hogy megtudjuk az izolatumok
fenotipusos tulajdonsagaik szerint csoportosulnak-e, egy un. hotérképet
(,,heat map”) és mellé egy dendrogramot hoztunk 1étre. A vizualis abrazolas

elkészitésének folyamatat a tovabbiakban ismertetem.
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A Kklaszteranalizis olyan dimenzidcsokkentd eljaras, amelynek
segitségével adattomboket tudunk homogén csoportokba osztalyozni. Ezek az
osztalyok a klaszterek. A klaszterek adatai valamilyen dimenzi6 szerint
hasonlitanak, illetve kiilonboznek egymastol. A klaszterelemzés algoritmusa
hierarchikus és nem hierarchikus lehet, amelyek koziil mi a hierarchikus
klaszterezést alkalmaztuk, amely az 0j klasztereket mindig az elézdleg
kialakitott klaszterek alapjan keresi meg, ellentétben a nem hierarchikus
modszerrel, amely egyszerre hatdroznd meg az Osszes klasztert. A
hierarchikus klaszterezésen beliil az 6sszevonason (,,Agglomerative) alapuld
modszer minden egyes elemet kiilon-kiilon klaszternek tekint, majd
Osszekapcsolja Oket egy nagyobb klaszterbe, ami végiill az Gsszes elemet
tartalmazod egyetlen klasztert eredményez. Az 6sszehasonlitoé klaszteranalizis
eredménye egy dendrogram (fa) formajaban kapott Osszeillesztés: AGNES
(»Agglomerative Nesting”) dendrogram (13. abra). Azok a tulajdonsagok,
amelyek k6zos 4gbdl indulnak, hasonlitanak egymashoz és minél feljebb van
az adott tulajdonsagok taladlkozasi pontja, gy azok egyre kevésbé hasonloak

egymashoz.

Az izolatumok fenotipusos diverzitasanak abrazolasa céljabol egy un.
hétérképet, (,,heat map”) (http://heatmapper.ca/) (14. abra) hoztunk létre
(Babicki és mtsai. 2016). A mérések eredményeként kapott 3-3 nyers
szamadatot  (Fiiggelék) vettiink alapul. A szamértékeket el6szor
normalizaltuk, amellyel a kozépértékkel és szorassal megadott adatokbol
standardizalt értéket kaptuk meg, vagyis a Z értéket (z=(y-min)/(max-min)). A
kapott adatsor segitségével elkészitettiik a fenotipusos tulajdonsagokra
vonatkozo hotérképet (http://heatmapper.ca/). Euklidészi tavolsagot (két pont
tavolsaga a pontok kiilonbségének négyzetének gyokével egyezik meg) és az
Osszevonason alapuld klaszteranalizis fajtai koziil az atlagos lancmodszert

allitottuk be, ami két klaszter tavolsagat az Osszes elem paronkénti
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tavolsaganak atlaga alapjan hatdrozza meg (a par egyik eleme az egyik,
masik eleme a masik klaszterbe tartozik). A hétérkép mellé Ward-féle
modszert alkalmazva, — hasonldé modon a fenotipusos tulajdonsagokra
vonatkoz6 — dendrogramot készitettiink (http://wessa.net/)(Wessa P. Free
Statistics Software version 1.1.23-r7; 2017). Ez a moddszer két klaszter
kozéppontjanak kozelségét méri és azokat a klasztereket vonja Ossze,
amelyeknél a legkisebb lesz a belsé szorasnégyzet novekedése. A fenotipusos
tulajdonsagokra vonatkoz6 dendrogram és hotérkép mellé az izoldtumok
azonositoszamat, eredetét (tetsrész, izolatum anatomiai helye) és a klinikat,
ahonnan az izolatum szarmazik illetve az adott izolatum genotipusat tiintettiik

fel (14. abra).
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6. Eredmények

6.1. A C. albicans és S. cerevisiae izolatumok fenotipusos
diverzitidsanak vizsgalata

A 63 Klinikai C. albicans izolatum allt rendelkezésiinkre és 12 S.
cerevisiae klinikai izolatum, amelyeknek fenotipusos tulajdonsagait,
virulencia faktorait vizsgaltuk meg. Az alabbi fejezetekben részletesen
targyaljuk a kapott eredményeket: a C. albicans izolatumok hifazo
eredményeket, valamint a C. albicans és a S. cerevisiae izolatumok
hidrolitikus enzimaktivitas, hemolitikus aktivitds, magas hdmérsékleten valo
szaporodas ¢€s az antifungalis szerekkel ¢s MSB-vel szembeni érzékenyseég
meghatarozasara kapott eredményeket (4 - 16. tablazat, 4 - 12. abra
melyekbd6l a mért nyers értékek a Fiiggelékben lathatok). Bemutatjuk a C.
albicans izolatumok ABC genotipusait és ezeknél az izolatumoknal az
eredményeinken alapuld statisztikai elemzést. A S. cerevisiae izolatumok
csekély elemszama miatt statisztikai analizisre nem volt alkalmas az adatsor,
igy ezeknél az izolatumoknadl az emlitett kisérletek eredményeit targyalja a

disszertacio.

6.1.1. A C. albicans izolatumok hifaz6 képességének vizsgalata

A hifazo képesség vizsgalatakor a hifazé novekedést mutatd gytirti
szélességét mértik meg (1. formula). A hifazé gylri szélességét szazalékban
kifejezve adtuk meg a 100 %, vagyis a hifazé novekedéssel egyiitt vett teljes

telep méretéhez képest.
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A C. albicans izolatumok hifazo novekedésének mértéke 10 % és 50
% kozott volt a teljes telep (100 %) atmérdjéhez képest (4. tablazat, 4. abra).
A 63 C. albicans izolatumbol 9 igen kismértékii, 10 % alatti hifazo
novekedést mutatott, 18 izolatum pedig kimagasléan nagymértékben hifazott,
40 %-ot meghaladé fonalas ndvekedést produkalt 10 nap elteltével Spider
agaron. Az izolatumok tobbségének 10 és 40 % kozé esett a hifazo
novekedésének mértéke. A kisérlet a S. cerevisiae izolatumokra nem volt

adaptalhato.

4. tablazat: A C. albicans izolatumok hifazé képessége

1. 24781 30,020 24. 26084 35,450
2. 21620 18,667 24, 26375 37,640
3. 21487 14,180 24, 26537 32,940
4. 25711 30,603 25. 15110 17,536
5. 21485 57,543 26. 17625 33,834
6. 28269 45,093 27. 19442 52,089
7. 26623 16,665 28. 15263 45,383
8. 22307 22,277 29. 18219 49,671
9. 27468 21,290 30. 14983 46,529
10. 28556 15,250 31. 18334 4,520

11. 23878 21,550 32. 21672 23,290
12. 27386 26,997 33. 20500 48,871
13. 22747 49,073 34. 19438 32,157
14. 24442 7,217 35. 20438 30,266
15. 24125 10,961 36. 15360 58,867
16. 25818 4,230 37. 15207 50,716
17. 28666 13,107 38. 15745 39,335
18. 26136 18,790 39. 15815 15,490
19. 25089 28,930 39. 16312 3,099
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20. 28539 29,673 39. 20803 9,552
21. 23113 3,358 39. 21646 7,719
21. 23690 4,530 40, 15320 29,931
21. 24345 14,706 40. 15310 36,541
21. 25083 3,635 41. 18685 53,372
22. 21426 40,685 41, 19595 55,277
22. 21684 42,963 42, 15130 35,636
22. 21860 42,603 42, 16873 43,898
22. 22345 43,570 42, 14615 31,992
22. 22346 44,065 43, 15299 35,490
23. 21935 16,783 43, 19113 49,180
23. 21924 22,450 43. 20099 35,576
23. 22624 20,620
Hifazoképesség
% n=63 n=12

g w-
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4. abra: A C. albicans izolatumok hifazé névekedésének grafikus szemléltetése
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6.1.2. A C. albicans izolatumok inert felszinhez torténé adhézios
képességének vizsgalata

A C. albicans élesztogomba sejtek adhézios képessége fontos
virulencia faktor. Ez a képesség teszi lehetdvé az élesztd sejtek egymashoz,
illetve kiilonb6zd felszinekhez (pl. nyalkahartya, epitél sejtek, a nem
lebomlé: inert, miianyag) torténd tapadasukat, majd ezt kovetden az
antifungalis terapianak is sok esetben ellenalld, biofilm képzését (Panagoda
¢s mtsai. 2001). A C. albicans gombak inert felszinhez torténd adhézids
képességének vizsgalatakor 0,125-0,501 ko6zé esd abszorbancia értékeket
mértiink, tehat négyszeres kiilonbség figyelhetd meg az izolatumok adhézios

képességét tekintve (5. tablazat, 5. abra).

A S. cerevisiae izolatumoknal, el6zetes eredmények alapjan az
adhézi6 vizsgalatara kidolgozott modszer nem volt reprodukalhatéd és nagyon
alacsony abszorbancia értékeket mutatott, igy eltekintettink a moddszer

alkalmazasatol ezeknél az izolatumoknal.

crcr

vizsgalatara kapott eredmények

1. 24781 0,212 24. 26084 0,260
2. 21620 0,160 24, 26375 0,191
3. 21487 0,151 24, 26537 0,237
4. 25711 0,224 25. 15110 0,375
5. 21485 0,236 26. 17625 0,240
6. 28269 0,213 27. 19442 0,408
7. 26623 0,179 28. 15263 0,186
8. 22307 0,221 29. 18219 0,408
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9. 27468 0,147 30. 14983 0,254
10. 28556 0,267 31. 18334 0,379
11. 23878 0,435 32. 21672 0,362
12. 27386 0,212 33. 20500 0,328
13. 22747 0,125 34. 19438 0,288
14. 24442 0,274 35. 20438 0,501
15. 24125 0,214 36. 15360 0,404
16. 25818 0,384 37. 15207 0,420
17. 28666 0,452 38. 15745 0,248
18. 26136 0,189 39. 15815 0,325
19. 25089 0,190 39. 16312 0,428
20. 28539 0,180 39. 20803 0,332
21. 23113 0,346 39. 21646 0,363
21. 23690 0,223 40. 15320 0,214
21. 24345 0,193 40. 15310 0,249
21 25083 0,249 41, 18685 0,342
22. 21426 0,348 41. 19595 0,268
22. 21684 0,284 42, 15130 0,246
22. 21860 0,286 42. 16873 0,246
22. 22345 0,256 42. 14615 0,275
22. 22346 0,213 43. 15299 0,251
23. 21935 0,335 43. 19113 0,262
23. 21924 0,233 43. 20099 0,328
23. 22624 0,309
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Adhézios képesség

100 n=63 n=12

)50 4
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Letapadt sejtek abszorbancidja

005

C. albicans S. cerevisiae

5. dbra: Az izolatumok adhézios képességének grafikus szemléltetése

(AS. cerevisiae izolatumokra nincs adat (n.a.) a kisérlet nem volt reprodukalhatd ezeknél az
izolatumoknal)

6.1.3. A foszfolipaz aktivitas meghatarozasa

A C. albicans izolatumok  extracellularis  foszfolipaz
enzimtermelésébdl szamolt (Pz értékek: 0,516-0,817) értékek egészen széles
skalan helyezkedtek el. A Pz értékek csoportositasat Kantarcioglu és Yiicel
(2002) alapjan végeztiik el (Isd. 5.3.1-es fejezet). Nem volt olyan izolatum,
amely nagyon kicsi foszfolipaz aktivitast (1/Pz) mutatott (0,9-1 kozotti Pz
érték). Két izolatum a nagy Pz értéki (0,8-0,89) csoportba tartozott, vagyis a
foszfolipaz aktivitasa kicsi volt. Az izolatumok tobbségénél (30 izolatum) Kis
Pz értéket (0,7-0,79), illetve (31 izolatum) nagyon kicsi Pz értéket (0,7>)
mértiink, vagyis a vizsgalt izolatumaink tobb mint 90 %-anak nagy, ill.

nagyon nagy volt a foszfolipaz enzimaktivitasa (6. tablazat, 6. abra).

A S. cerevisiae izolatumok koziil a 27020. szamu debreceni izolatum a

tojassargajat tartalmazo taptalajon nem szaporodott, igy enzimaktivitasa sem

57



volt mérhet6. Foszfolipaz aktivitasukat tekintve négy izolatumnak volt nagy
Pz értéke (0,8-0,89) vagyis kismértékli enzimaktivitasa. Harom izolatumnak
volt kis Pz értéke (0,7-0,79), vagyis nagy foszfolipaz aktivitasa. Nagyon kicsi
Pz értéke (0,7>), igy nagyon nagy enzimaktivitasa négy S. cerevisiae

izolatumnak volt (7. tablazat, 6. abra).

6. tablazat: A C. albicans izolatumok foszfolipaz enzimtermelésébdl szamolt Pz

értekek

C. albicans 1. 24781 0,516
C. albicans 2. 21620 0,743
C. albicans 3, 21487 0,640
C. albicans 4, 25711 0,722
C. albicans 5. 21485 0,725
C. albicans 6. 28269 0,759
C. albicans 7. 26623 0,585
C. albicans 8. 22307 0,574
C. albicans 9. 27468 0,614
C. albicans 10. 28556 0,727
C. albicans 11. 23878 0,697
C. albicans 12. 27386 0,593
C. albicans 13. 22747 0,765
C. albicans 14. 24442 0,755
C. albicans 15. 24125 0,793
C. albicans 16. 25818 0,788
C. albicans 17. 28666 0,792
C. albicans 18. 26136 0,799
C. albicans 19. 25089 0,759
C. albicans 20. 28539 0,730
C. albicans 23113 0,759
C. albicans 23690 0,745
C. albicans 21. 24345 0,716
C. albicans 25083 0,694
C. albicans 22. 21426 0,600
C. albicans 21684 0,686
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C. albicans 21860 0,596
C. albicans 22. 22345 0,590
C. albicans 22346 0,633
C. albicans 21935 0,693
C. albicans 2. 21924 0,630
C. albicans 22624 0,561
C. albicans 26084 0,684
C. albicans 24. 26375 0,654
C. albicans 26537 0,671
C. albicans 25. 15110 0,723
C. albicans 26. 17625 0,615
C. albicans 27. 19442 0,805
C. albicans 28. 15263 0,686
C. albicans 29. 18219 0,749
C. albicans 30. 14983 0,622
C. albicans 31. 18334 0,787
C. albicans 32. 21672 0,817
C. albicans 33. 20500 0,757
C. albicans 34, 19438 0,663
C. albicans 35. 20438 0,766
C. albicans 36. 15360 0,612
C. albicans 37. 15207 0,724
C. albicans 38. 15745 0,673
C. albicans 15815 0,646
C. albicans 16312 0,685
C. albicans 39. 20803 0,672
C. albicans 21646 0,728
C. albicans 15320 0,728
C. albicans 40. 15310 0,682
C. albicans 18685 0,606
C. albicans 4L. 19595 0,587
C. albicans 42. 15130 0,703
C. albicans 16873 0,679
C. albicans 42. 14615 0,716
C. albicans 43, 15299 0,750
C. albicans 19113 0,771
C. albicans 43. 20099 0,705
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7. tablazat: A S. cerevisiae izolatumok foszfolipaz enzimtermeléséb6l szamolt Pz

értekek

S.cerevisiae 44, 00001 0,76
S.cerevisiae 45, 00002 0,43
S.cerevisiae 46. 00003 0,60
S.cerevisiae 47. 00004 0,66
S.cerevisiae 48. 00005 0,67
S.cerevisiae 49. 00006 0,82
S.cerevisiae 50 00007 0,81
S.cerevisiae 51. 00008 0,77
S.cerevisiae 52 00009 0,83
S.cerevisiae 53. 27290 0,73
S.cerevisiae 54. 27020 nem nott
S.cerevisiae 55. 29607 0,80

Foszfolipaz Pz értékek

n=63 n=12

08

06

Pz érték

04

02

00

C. albicans S. cerevisiae

6. abra: Az izolatumok foszfolipaz Pz értékeinek grafikus szemléltetése.
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6.1.4. A proteaz aktivitas meghatirozasa

A C. albicans izolatumok protedz enzimaktivitasabol szamolt Pz
értékek szintén valtozatosak voltak (Pz értékek: 0,41-0,847). A Pz értékek
csoportositasat ugy, mint a foszfolipaz aktivitds mérésénél, Kantarcioglu és
Yiicel (2002) alapjan végeztiik el (Isd. 5.3.1-es fejezet). A nagyon Kicsi Pz
értéki (0,7>) kategdriaba 52 izolatum, mig a kicsi Pz értéki (0,7-0,79)
csoportba 8 izolatum tartozott, vagyis 60 izolatumnak nagy volt a proteaz
enzimaktivitasa (1/Pz) és csupan harom izolatum mutatott nagy Pz értéket
(0,8-0,89), vagyis kis aktivitast. Nem volt olyan élesztdgomba, amely a
nagyon nagy Pz értékkel jellemezheté csoportba (0,9-1) tartozott (8.
tablazat,7. abra).

A S. cerevisiae ¢lesztok proteaz aktivitasat vizsgalva, mind a 12
izolatum Pz értékei 0,4 és 0,62 kozé estek, vagyis Pz értékiik kisebb volt,
mint 0,7, igy nagy proteaz aktivitassal voltak jellemezhet6k (9. tablazat, 7.

abra).

8. tablazat: A C. albicans izolatumok protedz enzimtermelésébdl szamolt Pz értékek

C. albicans 1. 24781 0,500
C. albicans 2. 21620 0,669
C. albicans 3. 21487 0,453
C. albicans 4, 25711 0,512
C. albicans 5, 21485 0,606
C. albicans 6. 28269 0,562
C. albicans 7. 26623 0,575
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C. albicans 22307 0,476
C. albicans , 27468 0,514
C. albicans 10. 28556 0,603
C. albicans 11. 23878 0,505
C. albicans 12. 27386 0,650
C. albicans 13. 22747 0,657
C. albicans 14, 24442 0,463
C. albicans 15. 24125 0,428
C. albicans 16. 25818 0,695
C. albicans 17. 28666 0,618
C. albicans 18. 26136 0,422
C. albicans 19. 25089 0,617
C. albicans 20. 28539 0,517
C. albicans 23113 0,532
C. albicans 23690 0,519
C. albicans 21, 24345 0,543
C. albicans 25083 0,481
C. albicans 21426 0,437
C. albicans 21684 0,438
C. albicans 22. 21860 0,479
C. albicans 22345 0,410
C. albicans 22346 0,483
C. albicans 21935 0,493
C. albicans 23. 21924 0,501
C. albicans 22624 0,470
C. albicans 26084 0,501
C. albicans 24, 26375 0,450
C. albicans 26537 0,588
C. albicans 25. 15110 0,715
C. albicans 26. 17625 0,436
C. albicans 27. 19442 0,737
C. albicans 28. 15263 0,557
C. albicans 29. 18219 0,634
C. albicans 30. 14983 0,586
C. albicans 31. 18334 0,780
C. albicans 32. 21672 0,847
C. albicans 33. 20500 0,664
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C. albicans 34. 19438 0,810
C. albicans 35. 20438 0,653
C. albicans 36. 15360 0,588
C. albicans 37. 15207 0,578
C. albicans 38. 15745 0,518
C. albicans 15815 0,607
C. albicans 16312 0,568
- 39.
C. albicans 20803 0,600
C. albicans 21646 0,578
C. albicans 15320 0,641
- 40.
C. albicans 15310 0,567
C. albicans 18685 0,785
- 41.
C. albicans 19595 0,792
C. albicans 42. 15130 0,844
C. albicans 16873 0,648
C. albicans 42. 14615 0,729
C. albicans 15299 0,661
C. albicans 43. 19113 0,716
C. albicans 20099 0,724

9. tablazat: Az S. cerevisiae izolatumok proteaz enzimtermeléséb6l szamolt Pz

értékek

S.cerevisiae 44, 00001 0,40
S.cerevisiae 45, 00002 0,48
S.cerevisiae 46. 00003 0,53
S.cerevisiae 47. 00004 0,57
S.cerevisiae 48. 00005 0,62
S.cerevisiae 49. 00006 0,50
S.cerevisiae 50 00007 0,54
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S.cerevisiae 51. 00008 0,48
S.cerevisiae 52 00009 0,51
S.cerevisiae 53. 27290 0,50
S.cerevisiae 54, 27020 0,41
S.cerevisiae 55. 29607 0,40
Proteaz Pz értékek
n=12
1.0 4
09 4
08
% 0.7
‘E 06
N
[a ]

7. abra: Az izolatumok foszfolipaz Pz értékeinek grafikus szemléltetése.

6.1.5. Az izolatumok hemolitikus aktivitisanak meghatarozasa

A hemolitikus képesség tanulmanyozasaban un. hemolitikus index
értekeket hataroztunk meg, amely index egy un. hemolitikus zona (melyet a
vorosvértestek lizise,
telepatméré hanyadosa, a szamitott érték ndvekedése tehat az aktivitas

emelkedését jelzi.

05

04 -

03

C. albicans
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illetve a hemoglobin szétesése okozhat) és a




Minden altalunk vizsgalt izolatum képes volt 1-2 nap utan o-
hemolizisre, vagyis a hemoglobin oxidaciojara, nem teljes bontasara, amelyet
a véres agaron az egyes telepek koriili z6ld szinli zonaként latunk. Még egy
nap inkubaldst kdvetdén, tehat 3 nap utdn minden izolatum B-hemolizist
valtott ki, vagyis a hemoglobin teljes mértékben lebontdsra keriilt. A f-

hemolitikus zonat a telep koriili agar szinti feltisztulasként ismerhetjiik fel.

A hemolitikus indexek értékei 1,1 és 1,9 kozott mozogtak a C.
albicans izolatumok esetében, illetve 1,76 és 2,38 kozé estek az S. cerevisiae
izolatumoknal (10. és 11. tablazat, 8. abra). A C. albicans izolatumok koziil
10-nek viszonylag kicsi hemolitikus aktivitasa (1-1,24) (tovabbiakban
hemolitikus index: HI) volt, 14 izolatum tartozott a nagy HI értékkel (1,5-
1,99) rendelkez6 csoportba, mig az élesztok tulnyomod tobbségének (39
izolatum) HI értéke 1,25 és 1,49 kozé esett (10. tablazat, 8. abra). A S.
cerevisiae izolatumok koziil pedig négy izolatum hemolitikus aktivitasa 1,76-
2 kozotti értéket vett fel, a maradék nyolc izolatum, vagyis az élesztok
tobbségének 2 és 2,38 kozé esett a HI értéke (11. tablazat, 8. abra). Az
izolatumok csoportositasat tapasztalati skalat alkalmazva mi hataroztuk meg

(b6vebben: Anyagok és Modszerek c. fejezetben).

10. tablazat: A C. albicans izolatumok hemolitikus index (HI) értékei

C. albicans 1. 24781 1,500
C. albicans 2. 21620 1,278
C. albicans 3. 21487 1,288
C. albicans 4. 25711 1,291
C. albicans 5. 21485 1,279
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C. albicans 6. 28269 1,707
C. albicans 7. 26623 1,528
C. albicans 8. 22307 1,780
C. albicans 9. 27468 1,439
C. albicans 10. 28556 1,347
C. albicans 11. 23878 1,428
C. albicans 12. 27386 1,292
C. albicans 13. 22747 1,321
C. albicans 14. 24442 1,334
C. albicans 15. 24125 1,308
C. albicans 16. 25818 1,915
C. albicans 17. 28666 1,327
C. albicans 18. 26136 1,322
C. albicans 19. 25089 1,437
C. albicans 20. 28539 1,285
C. albicans 23113 1,454
C. albicans 23690 1,392
C. albicans 21. 24345 1,341
C. albicans 25083 1,433
C. albicans 21426 1,545
C. albicans 21684 1,643
C. albicans 22. 21860 1,562
C. albicans 22345 1,493
C. albicans 22346 1,494
C. albicans 21935 1,641
C. albicans 23. 21924 1,305
C. albicans 22624 1,139
C. albicans 26084 1,406
C. albicans 24. 26375 1,287
C. albicans 26537 1,377
C. albicans 25. 15110 1,259
C. albicans 26. 17625 1,556
C. albicans 27. 19442 1,233
C. albicans 28. 15263 1,365
C. albicans 29. 18219 1,437
C. albicans 30. 14983 1,640
C. albicans 31. 18334 1,440
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C. albicans 32. 21672 1,273
C. albicans 33. 20500 1,144
C. albicans 34. 19438 1,256
C. albicans 35. 20438 1,285
C. albicans 36. 15360 1,190
C. albicans 37. 15207 1,267
C. albicans 38. 15745 1,207
C. albicans 39. 15815 1,237
C. albicans 16312 1,387
C. albicans 30. 20803 1,320
C. albicans 21646 1,595
C. albicans 15320 1,703
C. albicans 40. 15310 1,717
C. albicans 18685 1,886
C. albicans 41. 19595 1,486
C. albicans 15130 1,313
C. albicans 42. 16873 1,191
C. albicans 14615 1,286
C. albicans 15299 1,121
C. albicans 43, 19113 1,136
C. albicans 20099 1,121

11. tablazat: A S. cerevisiae izolatumok hemolitikus index (HI) értékei

S.cerevisiae 44, 00001 1,78
S.cerevisiae 45, 00002 2,25
S.cerevisiae 46. 00003 2,40
S.cerevisiae 47. 00004 2,30
S.cerevisiae 48. 00005 2,38
S.cerevisiae 49. 00006 1,97
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S.cerevisiae

S.cerevisiae 51. 00008 2,07
S.cerevisiae 52. 00009 2,13
S.cerevisiae 53. 27290 1,76
S.cerevisiae 54, 27020 2,13
S.cerevisiae 55. 29607 2,07

Hemolizis
409 n=63 n=12

30 4
25 -

20 4

Hemolitikus index
&

0S5 4

C. albicans S. cerevisiae

8. abra: Az izolatumok hemolitikus indexeinek grafikus szemléltetése.

6.1.6. Az izolitumok magas hémérsékleten torténé
szaporodasanak vizsgalata

A C. albicans izolatumok 42 °C-on torténé szaporodasanak
vizsgalatakor egy izolatum kivételével minden izolatum telepeinek atmér6i
jol mérhetéek voltak. A telep atmérék ezen a hémérsékleten 1,9-6,7 mm
kozotti értékeket mutattak 62 izolatumnal, mig egy izolatum (14615.) alig
lathato telepatmérdinek atlaga csak 0,9 mm volt (12. tablazat, 9. abra).
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A S. cerevisiae izolatumok szaporodasat 40,41 és 42 °C-on figyeltiik
meg. 40 °C-on mind a 12 S. cerevisiae izolatum képes volt szaporodni: 6t
izolatum jol lathato, erdteljes (+) ndvekedést mutatott, mig hét izolatumnal
gyengébb mértéki (+-) novekedést tapasztaltunk. 41 és 42 °C-0s
hémérsékleten inkubalva, — ellentétben a C. albicans izolatumokkal — mar

egyik S. cerevisiae sem volt képes szaporodni (13. tablazat, 9. abra).

12. tablazat: A C. albicans izolatumok magas hémérsékleten torténd

szaporodasanak vizsgalatara kapott eredmények

C. albicans 1. 24781 31
C. albicans 2. 21620 36
C. albicans 3. 21487 31
C. albicans 4. 25711 38
C. albicans 5. 21485 33
C. albicans 6. 28269 3,5
C. albicans 7. 26623 35
C. albicans 8. 22307 35
C. albicans 9. 27468 3.4
C. albicans 10. 28556 34
C. albicans 11. 23878 37
C. albicans 12. 27386 3.3
C. albicans 13. 22747 2,9
C. albicans 14. 24442 3,4
C. albicans 15. 24125 31
C. albicans 16. 25818 2,9
C. albicans 17. 28666 31
C. albicans 18. 26136 31
C. albicans 19. 25089 3,2
C. albicans 20. 28539 3,7
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C. albicans 23113 33
C. albicans 23690 36
C. albicans 21. 24345 3,2
C. albicans 25083 31
C. albicans 21426 40
C. albicans 21684 34
C. albicans 22. 21860 34
C. albicans 22345 35
C. albicans 22346 35
C. albicans 21935 39
C. albicans 23. 21924 33
C. albicans 22624 37
C. albicans 26084 34
C. albicans 24. 26375 3,5
C. albicans 26537 3,7
C. albicans 25. 15110 3,3
C. albicans 26. 17625 34
C. albicans 27. 19442 52
C. albicans 28. 15263 19
C. albicans 29. 18219 34
C. albicans 30. 14983 33
C. albicans 31. 18334 6,7
C. albicans 32. 21672 3,7
C. albicans 33. 20500 3,7
C. albicans 34. 19438 4,2
C. albicans 35, 20438 2,5
C. albicans 36. 15360 35
C. albicans 37. 15207 4,0
C. albicans 38. 15745 3,7
C. albicans 15815 3,3
C. albicans 16312 3,0
C. albicans 39 20803 3,5
C. albicans 21646 3,0
C. albicans 15320 3,6
C. albicans 40. 15310 3,7
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C. albicans 18685 31
C. albicans 41. 19595 2,9
C. albicans 15130 21
C. albicans 42. 16873 2,0
C. albicans 14615 09
C. albicans 15299 2,5
C. albicans 43. 19113 2,8
C. albicans 20099 23

13. tablazat: A S. cerevisiae izolatumok magas hémérsékleten torténd

szaporodasanak vizsgalatara kapott eredmények

S.cerevisiae

S.cerevisiae 45, 00002 - +-
S.cerevisiae 46. 00003 - +
S.cerevisiae 47. 00004 - +
S.cerevisiae 48. 00005 - +-
S.cerevisiae 49. 00006 - +
S.cerevisiae 50. 00007 - +
S.cerevisiae 51. 00008 - +
S.cerevisiae 52. 00009 - +
S.cerevisiae 53. 27290 - +
S.cerevisiae 54. 27020 - +-
S.cerevisiae 55. 29607 - +
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9. abra: Az izolatumok 42 °C-on torténd szaporodasanak grafikus szemléltetése

(AS. cerevisiae izolatumok nem voltak képesek szaporodasra 42 °C-on).

6.1.7. Az antifungalis szerekkel és oxidativ stresszt okozo szerrel
szembeni érzékenység vizsgalata

A klinikumban a gombas fertdzések kezelésére leggyakrabban
alkalmazott antifungalis szerek koziil kisérleteinkben a Flu és az AmB keriilt
kivalasztasra, valamint egy oxidativ stresszt okozo szer, az MSB. Az AmB
egy fungicid hatdsti szer, melynek hatasdra a gomba teljes mértékben
elpusztul, tehat az a koncentracio jelenti ez esetben a MIC értéket, ahol mivel
szaporodas nem torténik, a tapoldat tiszta marad, nem lathatunk zavarosodast.
Hasonloan az AmB-hez, az MSB-nél is fungicid hatast tapasztaltunk, vagyis
bizonyos koncentracional teljesen tiszta volt a tapoldat, a gomba nem tudott
szaporodni: ezeknél a koncentracido értékeknél hataroztuk meg a MIC
értékeket. A Flu fungisztatikus szer, amely a gombakat szaporodasukban
gatolja, de nem pusztitja el, tehat a meghatarozott MIC értékeket annal a
koncentracional hatarozzuk meg, ahol a gomba kontrollhoz képest (100 %),

50 % denzitas csokkenést tapasztaltunk.
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A MIC meghatarozasokat a CLSI altal megadott koncentracio
intervallumokat hasznalva és hatarértékeket figyelembe véve vizualis
megfigyeléssel hataroztuk meg (CLSI, 2008). Az antifungalis szerek
vizsgalatanal egyik C. albicans izolatum esetében sem tapasztaltunk a
klinikai kritériumok szerint rezisztenciat az adott szerrel szemben. Azoknak
a betegeknek az izolatumainal (24; 39; 41; 42; szamt betegek) sem Vvolt
megfigyelhetd csokkent érzékenység, akiket korabban Flu-lal kezeltek (2.
tablazat). Flu esetén a C. albicans izolatumok MIC értéke 0,125 és 2 pg/ml
kozott valtozott, mig AmB-vel szembeni érzékenységiik, az a koncentracio
ahol mar az éleszté gomba teljes mértékben elpusztul 0,063 pg/ml és 1 pg/ml

kozé esett (14. tablazat, 10. és 11. abra).

A 12 S. cerevisiae izolatum antifungalis szerekkel szembeni
érzékenysége mind a két antifungalis szert, mind pedig az oxidativ stresszt
okoz6 szert tekintve hasonlé mértékii volt. Az AmB esetén minden S.
cerevisiae éleszté 0,25 pg/ml vagy 0,5 ug/ml koncentracidig toleralta az
AmB-t. Az egyik debreceni izolatum (27290.) toleralta a legkevésbé (0,06
png/ml) ezt az fungicid szert és egy debreceni izolatum pedig nem volt képes
szaporodasra (27020.). Az elobb emlitett 27020. izolatum egyik antifungalis,
illetve oxidativ stresszt okoz6 szer jelenlétében sem tudott szaporodni. A Flu-
t a klinikai izolatumok tobbsége 2 pg/ml koncentracidig toleralta, egy
izolatum 0,5 pg/ml, két izolatum pedig 1 pg/ml koncentracio jelenlétében
mutatott a gomba kontrollhoz képest 50%-o0s nodvekedést, ennek a
fungisztatikus szernek a jelenlétében. Az egyik szegedi izolatum (00008)
MIC értéke volt a legnagyobb: 4 ug/ml (15. tablazat, 10. és 11. abra).

Az MSB-vel szemben is meghataroztuk 0,6 ¢és 1,3 mM
koncentraciok kozott az izolatumok MIC értékét. A C. albicans izolatumok

MSB toleranciaja 0,7 és 1,3 mM kozott volt, de egy izolatum (24125.) mar a
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legkisebb, 0,6 mM koncentracional sem toleralta az MSB-t. A S. cerevisiae
izolatumok MSB-re meghatarozott MIC értéke, — a szaporodasra jelen
koriilmények kozott nem képes 27020. izolatumon kiviil — 11 izolatum esetén
egy szik intervallumba esett: 0,4 mM ¢és 0,7 mM kozott valtozott. Két
izolatum MIC értéke 0,4 mM, négy izolatumnak 0,5 mM, két izoldtumnak
0,6 MM és harom izolatumnak 0,7 mM volt (14. és 15. tablazat, 12. abra).

14. tablazat: A C. albicans izolatumok antifungalis szerekre és MSB-re

meghatarozott MIC értékei

C. albicans 1. 24781 0,125 0,500 0,900
C. albicans 2. 21620 0,250 0,500 0,900
C. albicans 3. 21487 0,125 0,125 1,300
C. albicans 4, 25711 0,125 0,250 0,800
C. albicans 5. 21485 0,125 0,500 1,200
C. albicans 6. 28269 0,250 0,500 0,900
C. albicans 7. 26623 0,250 1,000 1,000
C. albicans 8. 22307 0,250 0,500 1,000
C. albicans 9. 27468 0,250 0,500 1,200
C. albicans 10. 28556 0,125 1,000 1,200
C. albicans 11. 23878 0,250 0,500 1,300
C. albicans 12. 27386 0,125 0,500 1,300
C. albicans 13. 22747 0,125 0,125 1,100
C. albicans 14. 24442 0,500 0,500 0,800
C. albicans 15. 24125 0,125 0,500 0,600
C. albicans 16. 25818 0,250 0,500 1,300
C. albicans 17. 28666 0,125 0,500 1,300
C. albicans 18. 26136 0,125 0,500 0,700
C. albicans 19. 25089 0,250 0,500 0,700
C. albicans 20. 28539 0,125 0,063 0,800
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C. albicans 23113 0,250 0,250 0,900
C. albicans 23690 1,000 0,500 1,300
C. albicans 21, 24345 0,125 1,000 1,000
C. albicans 25083 0,250 0,250 0,700
C. albicans 21426 0,250 1,000 0,700
C. albicans 21684 0,500 0,500 0,700
C. albicans 22. 21860 0,125 0,500 0,700
C. albicans 22345 0,125 0,125 0,800
C. albicans 22346 0,250 0,250 0,900
C. albicans 21935 0,125 0,250 0,700
C. albicans 23. 21924 0,125 0,250 0,800
C. albicans 22624 0,250 0,500 0,800
C. albicans 26084 0,125 0,500 0,800
C. albicans 24. 26375 0,250 0,250 1,000
C. albicans 26537 0,125 0,250 1,200
C. albicans 25, 15110 0,125 0,500 1,300
C. albicans 26. 17625 0,125 0,250 1,100
C. albicans 27. 19442 2,000 0,500 1,200
C. albicans 28. 15263 0,125 0,500 0,900
C. albicans 29. 18219 0,125 0,500 1,300
C. albicans 30. 14983 0,125 0,500 1,000
C. albicans 31. 18334 0,250 0,500 1,200
C. albicans 32. 21672 2,000 0,250 1,300
C. albicans 33. 20500 0,250 0,500 1,300
C. albicans 34. 19438 0,125 0,500 1,200
C. albicans 35. 20438 0,125 0,500 1,200
C. albicans 36. 15360 0,125 0,500 1,300
C. albicans 37. 15207 0,125 0,500 1,200
C. albicans 38. 15745 0,500 0,500 1,300
C. albicans 15815 0,125 0,500 0,900
C. albicans 16312 0,125 0,500 1,300
C. albicans 39. 20803 0,125 0,500 1,100
C. albicans 21646 0,250 0,500 1,100
C. albicans 15320 0,125 0,250 1,200
C. albicans 40. 15310 0,250 0,250 1,100
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C. albicans 18685 0,125 0,500 1,100
C. albicans 4L 19595 0,125 0,500 0,900
C. albicans 15130 0,250 0,500 1,000
C. albicans 42. 16873 0,250 0,500 1,000
C. albicans 14615 0,250 0,250 0,900
C. albicans 15299 0,125 0,250 0,900
C. albicans 43. 19113 0,125 0,250 1,000
C. albicans 20099 0,125 0,500 1,000

15. tablazat: A S. cerevisiae izolatumok antifungalis szerekre és MSB-re

meghatarozott MIC értékei

S.cerevisiae 44, 00001 1 0,5 0,7
S.cerevisiae 45, 00002 2 0,5 0,5
S.cerevisiae 46. 00003 2 0,5 0,5
S.cerevisiae 47. 00004 2 0,25 0,5
S.cerevisiae 48. 00005 2 0,5 0,4
S.cerevisiae 49, 00006 2 0,5 0,7
S.cerevisiae 50. 00007 1 0,25 0,6
S.cerevisiae 51. 00008 4 0,25 0,7
S.cerevisiae 52. 00009 2 0,25 0,6
S.cerevisiae 53. 27290 2 0,06 0,5
S.cerevisiae 54, 27020 nem nott nem nott nem nétt
S.cerevisiae 55. 29607 0,50 0,25 0,40
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10. abra: Az izolatumok Flu MIC értékeinek grafikus szemléltetése.

AmB MIC

MIC (ug/ml)
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C. albicans S. cerevisiae

11. abra: Az izolatumok AmB MIC értékeinek grafikus szemléltetése.
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MSB MIC

MIC (pg/ml)
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12. abra: Az izolatumok MSB MIC értékeinek grafikus szemléltetése.

6.2. Az ABC genotipusok megoszlasa C. albicans izolatumok
esetén

Az izolatumok szamottevd tobbsége B genotipusu volt (28 izolatum:
18 noktdl és 10 férfitdl szarmazott, ez a szam az izolatumok 44,4 %-at
jelenti). Az izolatumok 39,7 %-a, tehat 25 izolatum, A genotipust volt (11
n6tdl, 14 izolatum férfi betegtdl szarmazott). Az izolatumok csupéan 15,9 %-a
volt C genotipustl, amely 10 izolatumot foglal magaba (8 n6tdl, mig 2 férfi
betegtdl szarmazott). Az egy betegtdl szdrmazod izolatumok genotipusanak
closzlasat megfigyelve lathatjuk, hogy egy-egy adott betegtél szarmazd
minden izolatum egyféle genotipust. Ez alol vizsgalataink sordn egy beteg
izolatumai tértek el, ez a 21. szamu beteg, akinél egyarant talaltunk A, B és C
genotipusu C. albicans izolatumokat, amelyek sebbdl és a hasiiregbdl

szarmaztak (16. tablazat).
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16. tablazat: A C. albicans izolatumok ABC genotipusai

1. 24781 C 24. 26084 B
2. 21620 A 24, 26375 B
3. 21487 B 24, 26537 B
4. 25711 A 25. 15110 A
5. 21485 A 26. 17625 C
6. 28269 A 27. 19442 A
7. 26623 B 28. 15263 A
8. 22307 B 29. 18219 A
9. 27468 B 30. 14983 C
10. 28556 A 31. 18334 A
11. 23878 A 32. 21672 B
12. 27386 C 33. 20500 C
13. 22747 A 34. 19438 B
14. 24442 B 35. 20438 A
15. 24125 A 36. 15360 A
16. 25818 A 37. 15207 B
17. 28666 A 38. 15745 B
18. 26136 A 39. 15815 C
19. 25089 B 39. 16312 C
20. 28539 B 39. 20803 C
21 23113 B 39. 21646 Cc
21 23690 C 40. 15320 B
21. 24345 A 40. 15310 B
21. 25083 B 41. 18685 B
22. 21426 B 41, 19595 B
22. 21684 B 42, 15130 A
22. 21860 B 42, 16873 A
22. 22345 B 42, 14615 A
22. 22346 B 43. 15299 A
23. 21935 B 43. 19113 A
23. 21924 B 43. 20099 A
23. 22624 B
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6.3. Statisztikai elemzések a C. albicans Klinikai
izolatumokra

A statisztikai analizisek elkészitéséhez rendelkezésiinkre alltak a
betegtdl fliggd paraméterek, vagyis az izoldtum anatomiai forrasa (testrész,
testtd)), a korhdzi osztaly, ahonnan az adott izolatum szarmazott, a beteg kora
¢s neme, valamint a beteg alapbetegsége és betegségének sulyossagi foka
(1,2 vagy 3) és az ABC genotipusok és a betegtdl fliggetlen paraméterek,
amelyek az izolalas id6pontjat jelentik (év és ho). Az eclemzéseket a
fenotipusos tulajdonsagok 0Osszehasonlitasaval kezdtiik, klaszteranalizis
segitségével. Az ennek eredményeként generalt (hierarchikus klaszterezést
alkalmazo) AGNES (,,Agglomerative Nesting”’) dendrogram (13. abra) egyes
again az altalunk vizsgalt fenotipusos tulajdonsagok lathatok. A dendrogram
egyes again bizonyos tulajdonsagok kiilonb6z6 magassagokban egy-egy
agként kapcsolodnak Ossze. Az egyes agak 0sszekapcsolodasanak magassaga
jelzi az adott tulajdonsagok kozotti hasonldsag mértékét. Minél magasabban
van az 0sszekapcsolodés helye, annal kisebb mértékii a hasonldsag az egyes
tulajdonsagok kozott. A vizsgalt fenotipusos tulajdonsagok kozott az elemzés
alapjan nem szignifikans, gyenge korrelacié all fenn (13. abra), ezért a
tovabbiakban az analizist ugy folytattuk, hogy a kilenc fenotipusos
paramétert €s az ABC genotipusokat egyesével vetettiikk 6ssze a betegfiiggd
és Dbetegtél fliggetlen tényezOkkel, amelyek kozotti szignifikans

Osszefiiggéseket kiilon-kiilon mutatom be (17. tablazat).
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13. abra: A hierarchikus klaszterezési eljarassal késziilt AGNES dendrogram,
amelyen a kilenc fenotipusos tulajdonsagot lathatjuk

6.3.1. Az izolatumok ABC genotipusai

A statisztikai elemzés azt mutatta, hogy azoktol a paciensektdl,
akiknek az alapbetegségiik mérsékelten stlyos volt, tilnyomd tobbségben A
genotipusu élesztégombakat izolaltak (LRT: le = 5,233, p = 0,022), mig a
stlyos betegségben szenvedd pacienstdl leginkabb B genotipusuakat (LRT:
le = 6,946, p = 0,008). Az analizis azt is kimutatta, hogy a noktdl szarmazo
izolatumok kozott kisebb mértékii az A genotipus eléfordulasa (LRT: ¥ =
4,475, p=0,034). Az is megfigyelhet6 volt, hogy minél idésebb az adott beteg
annal gyakrabban talalkoztunk A genotipussal (LRT: x*1 = 9,269, p=0,002), és
minél fiatalabb beteg izoldtumat vizsgaltuk, anndl gyakrabban talalkoztunk B
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genotipust C. albicans-al (LRT: ¥% = 6,381, p=0,009). A C genotipus
eléfordulasa egyik betegfiiggd vagy betegtdl fiiggetlen tulajdonsaggal sem
mutatott 6sszefiiggést (17. tablazat).

6.3.2. Az izolatumok hifazo képessége

Méréseink alapjan a hifazd képesség csokkenést mutatott a beteg
koranak eclérehaladtaval, tehat a fiatalabb betegekt6l szarmazo izolatumok
csokkent, mig az id6sebb betegektdl szarmazok nagyobb hifazo képességet
mutattak (F1.309=8.759, p=0,006). Azt tapasztaltuk tovabba, hogy minél
sulyosabb a beteg alapbetegsége, annal nagyobb az adott élesztégomba
hifazo képessége (F1.496=5,081, p=0,029) és szintén nagyobb hifazé képesség
volt lathatd azoknal az izoldtumoknal, amelyek 2015-b6l szarmaztak
(F1:31,1=6,695, p= 0,015). A kiilonb6z6 korhazi osztalyokrol szarmazo
izolatumok hifazo képessége kozott nem volt szignifikans eltérés, csupan

trendeket allapithattunk meg (Fs.306=2,122,p=0,079) (17. tablazat).

6.3.3. Az izolatumok adhéziés képessége

A linearis kevert modell eredményei alapjan a C. albicans izolatumok
adhézios képességét tesztelve egyetlen szignifikans kapcsolatot tapasztaltunk.
A 2015-b6l szarmazéd élesztdgombak adhézidos képessége nagyobb volt
(F1:349=13,419,p=0,001), mint a két évvel korabbi (2013-ban izolalt)
izolatumoknak (17. tablazat).
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6.3.4. Az izolatumok antifungalis szerekre és az MSB-re kapott
MIC értékeli

Az élesztégombak Flu toleranciaja és a betegtdl fiiggetlen faktorok
(izolalas éve, hava) kozott szignifikans kapcsolatot tapasztaltunk. A 2015-bél
szarmazé izolatumok jobban toleraltak ezt a fungisztatikus szert, mint a
2013-bol szarmazok (Fi.535=8,268,p=0,006). Tendenciat figyeltiink meg a
majus és junius honapokban gylijtott izolatumoknal, amelyek kevésbé
toleraltak a Flu-t (Fs.446=2,341,p=0,069), mint a nyar kés6bbi iddszakabol
szarmazok. A fungicid, AmB-re meghatarozott MIC értékek esetén is voltak
szignifikans Osszefiiggések. Minél sulyosabb volt egy paciens alapbetegsége,
a téle szdrmazo izolatum vagy izolatumok anndl jobban toleraltdk az AmB-t
(F156=4,810, p= 0,032), vagyis annal nagyobb koncentracional volt ezeknek
az izolatumoknak a MIC értéke. A statisztikai analizis szintén kimutatta, hogy
a B genotipusu izolatumok Osszességében mar kisebb AmB koncentracional
elpusztulnak (kisebb a MIC értékekiik), tehat kevésbé tolerdljak az AmB-t
(F2,56=5,865, p=0,005). Fontos megjegyezni, hogy az el6z6 megallapitasok
ellenére, az altalunk vizsgalt izolatumok nem mutattak rezisztenciat sem a
Flu-val (2 pg/ml folott rezisztensnek tekintjilk a C. albicans izolatumokat),
sem az AmB-vel (1 pg/ml folott rezisztensnek tekintjik a C. albicans
izolatumokat) szemben (17. tablazat) (EUCAST: ,,European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing”, 2013).

Az MSB-vel szembeni érzékenység vizsgalatandl szintén nagyobb
MIC értékeket kaptunk a 2015-b6l szarmazod izolatumok esetén
(F1.356=6,196, p=0,018). A betegek koranak elérehaladtaval tendencialis
novekedést figyeltiink meg a MIC értékekben (Fi.351=3,351, p= 0,075), tehat
az 1d6sebb betegektdl szarmazo izolatumok jobban tolerdltdk az MSB-t, a
fiatalabb betegek izolatumainal atlagosan kisebb MSB MIC értékeket
kaptunk (17. tablazat).
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6.3.5. Az izolatumok hidrolitikus enzimaktivitasanak értékel

A kevert modell eredményei alapjan megallapitottuk, hogy nagyobb
foszfolipaz aktivitast (1/Pz) mutattak azok az izolatumok, amelyek B vagy C
genotipussal rendelkeztek, mint azok, amelyek A genotipustiak voltak (F229=
9,089, p=0,001). Ugyancsak nagyobb foszfolipdz aktivitas volt
megfigyelhetd a 2013-ban izolalt éleszt6knél, mint amelyeket 2015-ben
izolaltak (F1.446=12,281, p=0,001), tovabba a juliusban, augusztusban és
szeptemberben izolalt élesztok esetén Kisebb foszfolipaz —aktivitas
tapasztaltunk, mint a majusban vett mintaknal (F4.343=3,871, p=0,011). A
noktol szarmazéd élesztégombak foszfolipaz aktivitasa kisebb volt, mint a
férfiaké, am nem szignifikans mértékben (Fi1.192,=3,094, p=0,094), csak
trendet allapitottunk meg. A vizsgalt élesztok koziil, csak ugy, mint a
foszfatdz aktivitasndl, a 2013-ban vett izolatumok nagyobb protedz
enzimaktivitast mutattak (Fp.36,= 25,307, p=0,001), mint a 2 évvel késébb

vizsgalt mintak (17. tablazat).

6.3.6. Az izolatumok hemolitikus aktivitasa

Az izolatumok hemolitikus aktivitasat tekintve a szeptemberben vett
izolatumoknak Kisebb volt a HI értékiik, mint a tobbi mintavételi honapban
(majus, juanius, julius, ill. augusztus) (Fs2ss= 3,544 p=0,020) gyiijtott
izolatumoknak. Szignifikdns eltérés volt a kiilonb6zd anatomiai helyekrol
(testrész, testtdj) szarmazod izolatumok hemolitikus aktivitdsa kozott is

(Fg:393=6,005 p<0,001): a vérbdl, kaniilrdl,vizeletbdl és hiivelybdl szarmazo
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¢lesztégombak nagyobb, mig a sebbdl pl. miitéti sebfert6zésbdl szarmazod

izolatumok kisebb hemolitikus aktivitast mutattak (17. tablazat).

6.3.7. Az izolatumok magas hémérsékleten torténé szaporodasa

A kevert hatasti linearis modell alapjdn az izoldtumok magas
hémérsékleten vald szaporoddsa nem mutatott szignifikans 0sszefiiggéseket.
Ez a fenotipusos tulajdonsag nem mutatott jelentds Osszefliggést a betegtol
fiiggetlen faktorokkal, tehat az izolalas idépontjaval (év, ho), vagyis adott
fenotipust gomba (jelenleg adott hémérsékleten novekedni képes C. albicans
izolatum) nem kifejezetten bizonyos idépontokban keriil izolalasra. A
betegfiiggd paraméterekkel Osszevetve sem talaltunk  szignifikdns
Osszefiiggéseket, tehat sem a beteg kora, vagy neme, alapbetegségének
sulyossdga, sem a korhazi osztaly, ahonnan az izoldtum szdrmazik, sem
anatomiai eredet (testrész, testtaj) szerint nem csoportosultak az adott

hémérsékeleten szaporodni képes izolatumok (17. tablazat).

85



17. tablazat: A betegtdl fligg6 tulajdonsagoknak és a C. albicans vizsgalt

fenotipusos paramétereinek és genotipusainak szignifikans 6sszefiiggései
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(e: p<0,1; *: p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001)
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6.3.8. A C. albicans izolatumok fenotipusos tulajdonsagainak
vizualizalasa

A kilenc vizsgalt tulajdonsag mért nyers értékeinek (Fiiggelék)
normalizalasaval, majd azutdn az atlag értékek meghatirozasaval, az
Anyagok és Modszerek c. rész 4.5.2. fejezetében leirtak szerint elkészitettiik
egy un. hétérképet (,,heat map”) (14. abra), valamint egy hozza tartozo
fenotipusos tulajdonsagokra vonatkoz6é dendrogramot vizudlis abrazolas
céljabol. A 14. abran lathatd, hogy a 63 C. albicans izolatum harom f6
kladba csoportosul, viszont nem figyelhet6 meg semmiféle klaszterez6dés az
izolalas koriilményei (az izolatum anatomiai forrasa, a korhazi osztaly,
ahonnan az adott izolatum szarmazik és az ABC genotipusok) szerint.
Emellett ugyancsak megfigyelheté a fenotipusos tulajdonsagaikban

kiilonbozd, valtozatos C. albicans izolatumok eléfordulasa.

87



p =3
Z
<
§
& g
= k4 e 3
4 2 = 2 =
Z E [+
4 o

e g ¢ ¢ £ F £
(] > 2 H w ]

- = g < @
» 1] &) = = & & 2 2
2401 3 3 S = = 2 2 2 £ g
s 2 z 3 b § z s .2
@ \
Magassig 2 2 2 < 2 B 5 -] =
s 5432102 £ & € EF =T E g & B

6 54321 0 z < Z = < = [~ =
Iehistiistx)method="ward") ;— uese
153107
20099
—- e
19438
19113%
15299°
47
I 19505+
18685
1,
18219
L— 15360
=" 2niss
21488
| 2672
19442
1745
26537
27386
- 27468
21487
23690%
153109
153209
— 243458
28556
[ E 26623

- 18334

25818
16312%
23878

i— N e

3m

21924
20803®
15815%
226242

24442

231132

21935%
26136
21128

218602
216842

21426%
14983
28269
15263

26084
[
—_—

223464

223452

22307

24781

14. abra: Hétérkép.

A fenotipusos tulajdonsagok vizualizalasa az izolatum szamanak, fels6 indexben a beteg
azonositdjanak, az izolatum forrasanak (testrész vagy testtdj), a korhazi osztalynak ahol az
izolalas tortént és az ABC genotipusaiknak a feltiintetésével
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7. Eredmények megbeszélése

7.1. A C. albicans izolatumok Kiilonb6z6 fenotipusos
tulajdonsagainak jellemzése

A hierarchikus klaszterezés eredményeként kapott AGNES
dendrogram megmutatta, hogy az egyes fenotipusos tulajdonsagok kozott,
nem szignifikans, gyenge Osszefiiggés van (13. abra), de az egyes
fenotipusos tulajdonsagok eredményei alapjan Osszeallitott dendrogram ¢és
hozzacsatolt Gin. hétérképen lathatd, hogy az egyes fenotipusos tulajdonsagok
kiilon-kiilon valtozatos értékeket mutatnak (14. abra). A fenotipusos
tulajdonsagok alapjan dsszeallitott dendrogrammon az izolatumok harom {6
klaszterbe voltak besorolhatoak (14. abra). Minden klaszter tartalmazott
kiilonb6zé anatomiai helyrdl (testrész, testtdj) szdrmazd ¢és kiilonbozd
genotipusu izolatumokat. Lathatunk olyan klasztereket, amelyek egy-egy
betegt6l szarmazo izolatumokat tartalmaznak (40; 41; 42; 43. beteg) és
olyanokat is ahol egy-egy beteg izolatumai kiilon klaszterbe tartoznak (21;
22; 23; 24; 39. beteg). Az egyes fenotipusos tulajdonsagok valtozatosak
voltak, minden kisérletnél az eredmények széles skalan mozogtak (4 - 16.
tablazatok, 4 - 12. abra, 14. abra, Fiiggelék), legfoképpen az adhézids
képesség ¢€s a hifazd képesség vizsgalatanak eredményeként kapott
értekeknél, legkevésbé pedig a 42°C-on torténd novekedésnél figyelhetjiik
meg ezt. A két antifungélis szerrel szembeni érzékenység vizsgalatanal a C.
albicans izolatumok MIC értékei széles intervallumba estek, de sem a Flu-val
(2 pg/ml folotti MIC-érték rezisztensnek tekinthetd), sem az AmB-vel
szemben (1 pg/ml f6lotti MIC érték rezisztensnek tekinthetd) nem voltak
rezisztensek (EUCAST, 2013). Az oxidativ stresszt okoz6 szer, a C. albicans
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izolatumok MSB-vel szembeni érzékenyégére kapott MIC érték kozott

maximum kétszeres kiilonbség volt tapasztalhato.

7.2. A C. albicans izolatumok fenotipusos tulajdonsagainak
és az ABC genotipusnak az oOsszefiiggése a statisztikai
analizis alapjan

A hierarchikus klaszteranalizis utan tehit megallapitottuk, hogy az
egyes izolatumok kilenc-kilenc fenotipusos tulajdonsagainak értékei kozott
nincs szignifikans Osszefiiggés (13. abra). A genotipusokkal — hasonléan
Sardi és mtsai. (2012) és Inci és mtsai. (2012) kutatasi eredményeihez — csak
néhany fenotipusos tulajdonsag mutat szignifikans ossszefliggést (A B és C
genotipusu izoldtumok nagyobb foszfolipdz aktivitast mutattak, mint az A
genotipusuak, illetve a B genotipust gombak kevésbé toleraltak az AmB-t). A
felsorolt tényekbdl nem kovetkeztethetlink altaldnosan fenalld Gsszefiiggésre
annak tekintetében, hogy az egyes izolatumok fenotipusos tulajdonsagai,
virulencia faktorai milyen mértékiiek és nem jellemz6 egyik ABC-genotipus
csoportra sem, hogy kizardlag adott fenotipusos tulajdonsagai vannak (pl.:
nem minden B genotipust izolatum toleradlja kevésbé az AmB antifungalis

szert).
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7.3. A C. albicans genotipusok eloszlasanak dsszefiiggése a
betegtol fiiggd és azoktol fiiggetlen faktorokkal és ennek
jelentosége

Az ABC genotipusokat tekintve, szisztémas gombafertézéseknél az
esetek tilnyomo tobbségében egy-egy beteg szervezetét egyféle genotipusu
¢lesztok kolonizaljak. Chaves és munkatarsai (2012) azt allapitottdk meg,
hogy azokban a Dbetegekben, akik Candida-fertézésben, de nem
candidémiaban szenvedtek, kiilonbozé genotipusti izolatumok voltak
kimutathatok, mig az elérehaladott stddiumban 1évé candidémidban szenvedd
betegek izoldtumai azonos genotipussal rendelkeztek. Ez 6sszhangban van a
mi megfigyeléseinkkel: azok a betegek, akik szisztémas fertdzésben
szenvedtek, az altalanos kolonizacidés mintat kovetik azzal, hogy a tdliik
szarmazo6 izolatumok is egyféle genotipustiak. Az altalunk vizsgalt, tobb
izolatummal rendelkezd 9 beteg koziil kettdé betegnek csak A genotipusu, 5
betegnél csak B genotipust €s meglepé modon egy betegnél — nagyon ritka
eléfordulasanak ellenére — csak C genotipusu izolatumokat azonositottunk.
Vizsgalatainkban egy olyan beteg volt, akinél eltéré genotipust izolatumokat
talaltunk, amely izolatum esetiinkben sem candidémids betegtdl szarmazott
(Isd. 6.2. fejezet és 16. tablazat). Néhany esetben a statisztikai analizis
szignifikans korreldciot mutatott az egyes genotipusok és a beteg neme, kora
¢s az alapbetegségek sulyossaga kozott (Isd. 6.3.1. fejezet). A ndktol
kevesebb A genotipusu C. albicans gomba keriilt izolalasra, tovabba a sulyos
alapbetegségben szenvedd betegek korében tobb B genotipusi, mig a
mérsékelten stlyos betegek korében tobb A genotipust izolatumot talaltunk.
Az iddsebb betegektdl gyakrabban keriilt a gylijteményiinkbe A genotipusu
izolatum ¢és a fiatalabb betegektdl leginkabb B genotipusu. A statisztikai

elemzés azt is megmutatta, hogy a B ¢és C genotipusu izolatumoknak nagyobb
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a foszfolipaz aktivitdsuk, mint az A genotipustiaknak és a B genotipusi
izolatumok kevésbé toleraljadk az AmB szert. Az eldbbiekben felsoroltak
ellenére niche specializaciéra, csoportokba rendezddésre utald szignifikans
Osszefiiggést nem talaltunk, vagyis a C. albicans izolatumok sem betegtdl
fliggetlen paraméterek szerint (izoldlds éve, hava), sem anatomia eredet
(testrész vagy testtdj), sem mas betegfiiggd tulajdonsag szerint sem mutatnak
egyértelmili preferenciat, ahol meghatarozéan tobb A, B vagy C genotipust

izolatumot talalhatunk.

McCullough és mtsai. (1999); Tavanti és mtsai. (2005), valamint
Takakura és mtsai. (2008) eredményeivel egyezGen, mi is kijelenthetjiik,
hogy az ABC genotipusok nem csoportosulnak sem a betegt6l fiiggd (az
anatomiai forrds: testtdj vagy testrész, a beteg kora, neme, alapbetegsége,
korhazi osztaly ahonnan az izolatum szarmazik) sem a betegtdl fiiggetlen (az
izolalas éve, hava) paraméterek szerint sem, mindharom genotipus
eléfordulhat barhol az emberi szervezetben. Fontos megjegyezniink, hogy az
ABC genotipusokat elemzéseinkben nem genetikai rokonsag felderitse
céljabol hasznaltuk, csupan genotipusos jellemzdéként adtuk hozza a kilenc

vizsgalt tulajdonsaghoz.

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

A nagyszamu izolatum ¢és a tobbféle tulajdonsag vizsgalata lehetdveé
tette, hogy - standard mintavételezési és kisérleti koriillmények kozott —
tanulméanyozzuk, van-e korrelacié a fenotipusos tulajdonsagok és a betegtol

fliggd és azoktol fiiggetlen paraméterek kozott. A fenotipusos tulajdonsagokat
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meghatarozé genetikai tualjdonsagokat nem vizsgaltuk. A fenotipusok talalt
Osszefiiggésel az izolalas korilményeivel arra utalnak, hogy adott
idopontban, adott betegtipusban, stb. bizonyos fenotipusi C. albicans
gombak izolalhatok ritkdbban vagy gyakrabban. Az e mdgott meghuzodo
genetikai és fizioldgiai okok késdbbi kutatasok targyat képezhetzik.

A fenotipusos tulajdonsagokat és az izoldlds koriilményeit dsszevetve
tobb Osszefiiggés is kimutathaté volt. A betegtdl fiiggetlen faktorokkal,
vagyis az évvel és /vagy a honappal, amikor az adott C. albicans éleszté
izolalasra keriilt hét fenotipusos tulajdonsdg mutatott Osszefliggést. Az
izolatumok hifazo- és adhézios képessége kisebb mértékli volt 2013-ban,
mint két évvel késébb, illetve a 2015-ben izolalasra keriilt gombak jobban
toleraltak Flu és MSB szereket, mint a 2013-ban mintavételezettek. A Flu
érzékenység vizsgalatanal a MIC-értékek az izolalas havaval is szignifikans
kapcsolatot mutattak. Az izolatumok hidrolitikus enzimtermelésébdl szamolt
Pz értékei a 2013-ban izolalt élesztoknél Kisebbek voltak, tehat ebben az
évben nagyobb foszfolipaz-, illetve protedz enzimaktivitasu (1/Pz) C.
albicans gombak keriiltek izolalasra. A foszfolipaz aktivitas és a mintavételi
honap kozott is szignifikans Osszefliggés volt megfigyelhetd. Az izolatumok
hemolitikus aktivitdsdsanak értékei a gyiijtési évvel nem, csak a mintavételi
honappal mutattak szignifikdns kapcsolatot. Az emlitett hét fenotipusos
tulajdonsag koziil harom tulajdonsag csak betegtdl fiiggetlen paraméterrel
(izoléléas éve, hava) mutatott Osszefliggést: sem az adhézids képesség, sem a
protedz aktivitds, sem a Flu-val szembeni érzékenység nem volt kapcsolatba
hozhaté betegfiiggd paraméterekkel. A hemolitikus aktivitasra és az AmB
érzékenység vizsgalatara kapott értékek csak betegfiiggd tulajdonsdgokkal
korrelaltak: a hemolitikus aktivitas értékek szignifikans kapcsolatot mutattak
egyes testtajakkal vagy testrészekkel ahonnan az adott izolatum szarmazott,

az AmB ¢érzékenység pedig Osszefliggésben volt a paciensek
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alapbetegségének sulyossagaval. EgQy tulajdonsdg, a magas homérsékleten
valé szaporodds nem mutatott szignifikanciat sem betegfliggd sem attol
figgetlen  tulajdonsdggal. Harom  tulajdonsag  volt  szignifikans
Osszefiiggésben, mind betegtol fliggd, mind attdl fiiggetlen paraméterekkel: a
hifazo képességben szignifikans kiilonbségek voltak 2013-ban és 2015-ben
(2013-ban kisebb hifazo képességii izolatumok keriiltek mintavételezésre), a
nem sulyos betegségben szenvedod €s /vagy fiatalabb betegtdl kisebb hifazé
képességgel rendelkez6 izolatumok keriiltek gytijteménylinkbe. A foszfolipaz
aktivitas az izolalas id6épontjan (év és honap is) kiviil a beteg nemével is
kapcsolatot mutatott: a noktdl vett izolatumok foszfolipaz aktivitasa (1/Pz)
kisebb volt, mint a férfiaktol szarmazo izolatumoké. A harmadik fenotipusos
tulajdonsdg pedig az izolatumok MSB tolerancidja, amely az izolalas
idépontjan kiviil a beteg kordval mutatott korrelaciot, az idésebb betegektdl
szarmazo izolatumok jobban toleraltak az MSB-t. A statisztikai elemzés
alapjan tehat a fenotipusos tulajdonsagok betegtdl fiiggetlen paraméterekkel
(izolalas éve, hava) tobb esetben mutattak Osszefiiggést, mint a betegfiiggd
tulajdonsagokkal (izoldlds anatémiai helye, beteg kora, neme ¢és
alapbetegsége, korhazi osztaly, ahonnan az izolatum szarmazik és ABC
genotipusok). A felsorolt szignifikans Osszefiiggések ellenére, nem
figyelhetiink meg niche specializaciot, vagyis egyik fenotipusos tulajdonsag
vagy beteg fiiggd vagy attol fiiggetlen tulajdonsag szerint sem csoportosulnak
jelentésen a C. albicans izolatumok. Az eltéré honapokban és években izolalt
C. albicans izolatumok kiilonb6z6 fenotipusa, a C. albicans metapopulaciod
dinamikus, 4allandoan valtozd természetét mutatja a vizsgalt betegek

kiilonbozo testtajaiban.

Odds és munkatarsainak (2006; 2007) tanulméanyai szamos foldrajzi
teriiletr6l és anatomiai forrasbol (testrész, testtdj) szarmazé C. albicans

izolatumot vontak be vizsgalataikba, azok genetikai rokonsaganak
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figyelembevételével. Megfigyelték, hogy egy-egy klddon beliil kiillonbozo
geno- ¢s fenotipustt torzsek is eldfordulhatnak. Kutatdsunkban egy jol
behatarolhato, sziik foldrajzi teriileten (egy varos klinikai osztalyai), a
genetikai rokonsag figyelembevétele nélkiil (az ABC genotipusokat egyszerii

harom valtozos paraméterként hasznalva) hasonldéan, a C. albicans

crer

7.5. A S. cerevisiae Klinikai izolatumok fenotipusos és
virulencia faktorainak jellemzése és megfigyeléseink

A S. cerevisiae izolatumok antifungalis érzékenysége: az AmB-t
kevésbé toleraltak ezek az izolatumok a C. albicans-szal 6sszevetve, a Flu
tolerancianal viszont egyes S. cerevisiae izolatumok nagyobb toleranciat
mutattak. Az MSB érzékenyég vizsgalatanak eredményeként kapott MIC
értékek sziikebb intervallumba estek, mint a C. albicans izolatumoknal. A S.
cerevisiae és a C. albicans izolatumok tobbsége egyarant nagy foszfolipaz-,
illetve protedz aktivitassal volt jellemzhetd. A két faj hemolitikus aktivitasait
Osszehasonlitva a C. albicans izolatumok HI értékei szélesebb intervallumon
beliil mozogtak, de volt néhany S. cerevisiae izolatum, amelyeknek egyes C.
albicans izolatumoktol nagyobb volt a hemolitikus aktivitasuk. Végil a
magas hdmérsékleten torténd szaporodasnal Ggy tapasztaltuk, hogy mig a C.
albicans izolatumoknak megvan a képességiik ahhoz, hogy 42 °C-on képesek
legyenek szaporodni, a S. cerevisiae ¢leszték csak maximum 40 °C-on
képesek erre. Osszeségében nem vonhatunk le messzemend kovetkeztetést a
S. cerevisiae klinikai izolatumokrol az izolatumok kevés elemszama miatt és
a statisztikai elemzés hidnyaban, de az mindenképpen lathato, hogy a

fenotipusos tulajdonsagaik vizsgalatara kapott értékek nem egyformak,
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hanem valtozatosak. Tovabba, tobb alkalommal is kaptunk olyan értékeket a
S. cerevisiae izolatumok virulencia faktoraira, amelyek nagymértékben
hasonlitanak a bizonyitottan opportunista patogén C. albicans tulajdonsagaira
kapott értékekhez.
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8. Osszefoglalas

Munkénk soran a Debreceni Egyetem klinikairol, kiilonb6zd kora és
nemd, eltéré alapbetegségekben szenvedd betegektdl szarmazd 63 C.
albicans klinikai izolatum és a Szegedi Tudomany Egyetem bevonasaval 12
S. cerevisiae izolatum fenotipusos tulajdonsagait vizsgaltuk meg. A C.
albicans izolatumok kilenc fenotipusos tulajdonsagat, illetve virulencia
faktorait: a hifazd novekedést, az adhézidés képességet, a hidrolitikus
enzimaktivitasokat, a hemolitikus ezimaktivitasokat, a magas hodmérsékleten
torténé 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 homérsékleten torténd
szaporodas, két antifungalis-, €s egy oxidativ stresszt okozé szerrel szembeni
érzékenységiikre vonatkoz6 eredményeket targyaltuk. Az emlitett kisérletek

utan a C. albicans izolatumokra statisztikai analizist végeztiink.
Uj tudomanyos eredmények felsorolasa:

1. AC. albicans gomba fenotipusos tulajdonsagai a betegtdl fiiggetlen
tulajdonsagokkal (az izolalas éve ¢és hava) tobb esetben mutattak
Osszefliggést, mint a betegfiiggd tulajdonsagokkal (az izolatum
anatomiai eredete, beteg kora, neme, alapbetegsége, korhdzi osztaly
ahol az izolalas tortént), illetve az ABC genotipusokkal. Altalaban
nem kolonizalnak az egyes fenotipusos jellemz6ji C. albicans
izolatumok nagyobb eséllyel egy-egy testrészt vagy testtajat.

2. A gomba kordbbiakban felsorolt, egyes fenotipusos tulajdonsagai

kozott nincs szignifikdns Osszefliggés, vagyis a gomba egy-egy
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fenotipusos tulajdonsaganak vagy virulencia faktoranak mért értéke
nem korrelal mas tulajdonsagok mért értékével.

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

4. A S. cerevisiae klinikai izolatumok altalunk vizsgalt fenotipusos
tulajdonsagaira kapott értékek kiilonboznek egymastol és
valtozatosak, amibdl viszonylag dinamikus és diverz populaciojuk

meglétére kovetkeztethetiink az emberi szervezetben.

A Kkisérleteink ideje alatt, még a Szegedi Tudoményegyetem
klinikajanak bevonasaval is kevés S. cerevisiae izolatum gyiilt ssze, ezért ez
az adatsor nem volt alkalmas a statisztikai analizis elvégzésére. Ugyanakkor
ezek az eredmények egy, a klinikai ¢és élelmiszeripari illetve
probiotikumokbdl szdrmazd torzsparok geno- és fenotipusos tulajdonséagait
Osszehasonlitd  tanulmanyunkban  publikalasra  keriiltek. Ebben a
tanulmanyban a klinikai es nem-klinikai S. cerevisiae izolatumok
vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy az élelmiszeripari vagy probiotikumbol
szarmazo tOrzsek a szervezetbe bekerlilve mikroevolucios valtozasokon
mennek keresztiil és geno-, és fenotipusos tulajdonsagaik folyamatos
adaptaciés nyomasnak vannak kitéve. Az altalunk vizsgalt klinikai S.
cerevisiae izolatumok genetikai vizsgalataink alapjan visszavezethetéek
voltak élelmiszeripari vagy probiotikumbdl szarmazé Oseikre, amelyeket
parokba allitottunk. Az élelmiszeripari/probiotikum-, és klinikai izolatum
parok patogenitasat larva modellt alkalmazva teszteltiik és néhany esetben az

¢lelmiszeripari torzsek nagyobb patogenitast mutattak, mint klinikai izoldtum
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parjaik, amib6l arra kovetkeztettiink, hogy az élelmiszeripari S. cerevisiae
gombak mikroevolicios valtozasok révén néhany esetben kommenzalistaként

tudnak adaptalodni.

Az Altalunk alkalmazott ujszeri megkozelités hozzajarulhat az
opportunista patogén gombak vagy esetlegesen patogénné alakulé gombak
tulajdonsagainak atfogd vizsgalatahoz. A jovOben érdemes lenne az altalunk
vizsgalt izoldtumok tulajdonsagait Osszevetni mas varosokbol, akar mas
orszagokbol  vagy  kontinensrél  szdrmaz6  klinikai  izolatumok
tulajdonsagaival és igy megfigyelni tagabb geografiai eloszlasban is ezeknek
a gomba populacioknak a diverzitasat, nagyfoka valtozatossagat. Tovabba
evolicidos megkozelitéssel, niche specializaciét szem eldtt 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 el a nem-albicans fajok
is, mint sulyos invaziv gombas fertézések okozoi, égetd fontossagu ezeknek a
fajoknak és mas kommenzalistaként ¢él6, esetlegesen patogénné valni képes

fajok mélyebb szintii és tobb szempontbol vald tanulmanyozasa.
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9. Summary

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 with different age
and gender, whom were diagnosed with various underlying diseases. The C.
albicans isolates were screened for nine different phenotypic features,
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 experiments, 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
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measurements on the yeasts’ given phenotypic features and virulence
factors did not correlate.

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 getting the University Clinics of
Szeged involved, 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. The pathogenicity of these
industrial/probiotic-, and clinical isolates counterparts were tested using the
Galleria larva model, and in some cases the commercial strains showed
higher pathogenicity than their clinical counterparts, thus we concluded that
the commercial S. cerevisiae fungi go through microevolutionary changes

that in some cases result in commensalist adaptations.
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Our novel approach 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 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 role in
the clustering of different isolates of these species. 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 pathogenic from different aspects and with a

deeper insight.
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13. Fiiggelék

Izolatumok és paciensek adatai, az izolatumok tulajdonsagainak 3-3 mérési

adataval.
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