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1. BEVEZETES

Az 1950-es évek ota gyartjak és forgalmazzak a Saccharomyces 'boulardii’ élesztdgombat, mely
valojaban a S. cerevisiae faj egyik altipusa, a probiotikumoknal mar megszokott emésztérendszeri
panaszok (antibiotikummal 6sszefiiggd, vagy egyéb eredetli hasmenés) ellen. Ezeken feliil a probiotikus
¢leszté a Clostridioides difficile fertézés megel6zése, az irritabilis bélszindroma (IBS) tiineteinek
enyhitése, valamint Helicobacter pylori fert6zés fennallasa esetén is sikerrel akalmazhatd. Az
egeészségre gyakorolt kedvezd hatdsait tobb, mint 80 randomizalt klinikai tanulmany tdmasztja ala egy
2017-es 0sszefoglald metaanalizis alapjan, ez a szam pedig azdta is folyamatosan nd. Alkalmazasa
azonban ellenjavallt az alapvetden legyengiilt immunrendszerii betegcsoportok (iddsek, csecsemdk,
immunszuppreszids kezelésben részesiilok, HIV fert6zottek) szamara a fungémia el6fordulasanak
magas kockazata miatt. A kontraindikacié ellenére gyakran el6fordul, hogy veszélyeztetett
egészségiigyi allapotban 1év6 paciens részesiil éleszté probiotikumos kezelésben, igy az utobbi években
megndtt az élesztd probiotikum eredeti fungémias megbetegedések szama. A szakirodalomban
esettanulmanyok formajaban szamoltak be az ilyen esetekrdl, azonban ezek a jelentések nagyrészt nem
reprezentativak a S. ’houlardii’ altipus azonositasanak gyakori hianya miatt. Az altipus-szintii
azonositas elengedhetetlen ahhoz, hogy egyértelmiien Osszefliggésbe lehessen hozni egy
Saccharomyces fungémiat magaval a probiotikus termékkel. Ezen feliil elhanyagolhato azoknak a
tanulmanyoknak a szama is, amik a fert6zés kialakulasanak mechanizmusaival, illetve a probiotikus
¢leszt6 virulencia faktoraival foglalkoznak. Jelen dolgozat ezeket a hidnyossagokat igyekszik a lehet6
legnagyobb tudomanyos kortltekintéssel potolni, illetve kiegésziteni.

Az eddigi kutatasok felderitették, hogy a probiotikus éleszté a tobbi S. cerevisiae-hez hasonldan
viszonylag konnyen és megbizhatéan manipulalhatdo molekularis genetikai eszkozokkel, igy igéretes
jelolt a probiotikumok, illetve bioterapeutikumok 0j generacidja szamara. Varhato, hogy ezeknek a
molekularis médszereknek a térnyerésével novekedni fog azoknak a kutatdsoknak a szdma, melyek a
probiotikumok tovabbfejlesztésével foglalkoznak, egészségiigyi hatasuk fokozasa vagy 1) kedvezd
tulajdonsagok létrehozasa céljabol. Ezeket az ugynevezett “designer” probiotikumokat viszont
mindenképpen sziikséges lesz tesztelni biztonsagossadg szempontjabol is, amihez nélkiilozhetetlen az
altaluk okozott fertdzések lefolyasanak és a probiotikumok potencidlis virulencia faktorainak részletes

ismerete, melyhez az itt leirt eredmények is nagyban hozzéjarulhatnak.



2. CELKITUZES

Munkank f6 célja a S. ’boulardii’ probiotikus éleszté fungémia kialakuldsi mechanizmuséanak
tanulmanyozasa volt, in vitro és in vivo modellek, valamint a CRISPR/Cas9 genom szerkesztési
modszer alkalmazasaval. A torzsgyljteményiinkben kereskedelmi ¢és klinikai izolatumok
(vérizolatumok is) egyarant rendelkezésiinkre alltak, igy lehet6ségiink volt 0sszehasonlitdsokat végezni

a kiilonbozo forrasbol szarmazd élesztdok kozott.

Ezeket alapul véve az alabbi célkitizéseket fogalmaztuk meg:

1. Egy olyan megbizhatd diagnosztikai modszer kifejlesztése és optimalizalasa, mellyel
egyértelmiien el lehet kiiloniteni a S. 'boulardii’ probiotikum eredetii klinikai izolatumokat mas

Saccharomyces vagy akar mas éleszt6 fajoktol.

2. A S. 'boulardii kereskedelmi és klinikai izolatumok virulencia faktorainak in vitro (alkalikus
foszfataz termelés, proteaz teremelés, hemolitikus aktivitas) és in vivo (Galleria melonella larva,
¢s immunszuppresszalt BALB/c egér modell) vizsgalata az éleszt fert6zési képességének

felmérése céljabol.

3. A probiotikus élesztéizolatumok genomikai analizise az egyik kereskedelmi torzs long-read
(Oxtord Nanopore Technologies; MinlON késziilék) teljesgenom szekvenalasat €s genomjanak

Osszeallitasat és annotalasat kovetOen.

4. A szakirodalom alapjan a hipotézisiink az volt, hogy az éleszté hem oxigendz génje (HMX1)
virulencia faktor lehet, ami eldsegiti az éleszté talélését emlés gazdaszervezetben. Terviink a
HMX1 gén szerepének felderitése volt az élesztd vérben valo tilélésében €s virulenciajaban,

CRISPR/Cas9 moédszerrel torténd géndelécion és a delécios torzsek jellemzésén keresztiil.



4. METODIKAK

4.1 Felhasznalt izolatumok és torzsek

A Kkisérletekben 14 magyarorszagi S. ‘boulardii’ izolatumot hasznaltunk fel. Ezek koziil négy
izolatum kereskedelmi (S. 'houlardii’ CNCM 1-745), tiz izolatum pedig klinikai volt. A kereskedelmi
izolatumok két magyarorszagon kaphato termékbol kertiltek izolalasra Tanszékiinkon. A Klinikai
izolatumok a Debreceni és a Szegedi Egyetem Klinikai Kozpontjanak gytijteményébdl szarmaztak, és
eredetiikrél részletes betegadatok alltak rendelkezésre. A betegek adatait az EU, az allami és a helyi
eldirasoknak megfelelden kezeltiik, a Debreceni Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Tandcs klinikai
vizsgalati etikai jovahagyasaval (DE RKEB/IKEB 5194-2019). Hat izolatumbdl homozigota hem
oxigenaz-1 (HMX1) delécidés mutans torzset hoztunk 1étre a CRISPR/Cas9 genom editalasi technologia

segitségével, ezeket egyedi torzsazonositoval lattuk el.

4.2 Genetikai modszerek

A torzsek rokonsaganak vizsgalatat DNS izolalast kovetéen Multilocus Sequence Typing”-gal
[MLST; CUP1 (teljes), HMX1 (teljes), CCA1 (788 bp fragmentum), NUP116 (427 bp fragmentum)
génekre], PCR-fingerprinting modszerekkel [’Microsatellite-Primed PCR” (MSP-PCR), interdelta
fingerprinting], és mikroszatellita tipizalassal végeztiik. Az eredmények alapjan a probiotikum élesztd
izolatumok azonositasara alkalmas multiplex PCR modszert fejlesztettiink ki. Roviden: A modszer az
interdelta régiokat, két mikroszatellitat (YLR177w, YOR267c¢) és kontrollként az ITS régiot amplifikalo
primerparokat kombinalja egyetlen PCR-reakcioban, ami a probiotikus élesztokre jellegzetes

hossziisagl termékeket €s sdvmintazatot eredményez gélelektroforézist kovetden.

4.3 Genomikai modszerek

A felhasznalt térzsek koziil hatot valasztottunk ki a genomikai analizisekhez, melyeket Il1lumina
NextSeq 500 rendszerrel, ~50x lefedettséggel megszekvenaltunk. Tovabba a PY0001 esetében a torzs
konyvtarat 400x lefedettséggel is megszekvenaltattuk egy kiilon futtatas soran. Ez utobbi torzs esetében
long-read szekvenalast is alkalmaztunk (MinION késziilék, R9.4.1 Flow Cell; Oxford Nanopore,
Oxford, UK). A kapott .FASTS szekvenalasi fajlokat felhasznalva 6sszeraktuk és annotaltuk a genomot
az LRSDAY pipeline segitségével. Ezt az Osszerakott genomot hasznaltuk referenciaként a
térképezéshez. SNP/INDEL analizist végeztiink, amik alapjan fel is deritettiik a magas, illetve kdzepes

hatasu mutéciokat a fehérjekodold génekben. A variansok alapjan az allél aranyokat is meg tudtuk
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hatérozni, melyekbdl meghataroztuk a torzsek ploididjat és a kromoszémaszam valtozasokat (CCNV)
a lefedettségi adatok figyelembevételével. A multiplex PCR alapjan kapott eredmények és az
izolatumok kozeli rokonsaganak megerdsitésére, filogenomikai analizist végeztiink (Maximum
Likelihood filogenetika, Neighbor Net tipusi genomhalézat). Ezutan térképezést végeztiink a teljes
S. cerevisiae pangenom ORF .FASTA gyilijtemény referenciaként vald felhasznalasaval, hogy
meghatarozzuk a haploid genomra vonatkoztatott mitokondrialis DNS, Ty transzpozon, rDNS és 2pu
plazmid kopiaszamokat. A nukledris ORF-ek kopiaszamat a PYO0001 referenciara vald térképezés

lefedettségi adatait hasznalva allapitottuk meg.

4.4 Fenotipizalasi kisérletek

A fenotipizalasi kisérletekbe valamennyi probiotikum izolatumot bevontuk. Vizsgaltuk a torzsek
telepek gyakorisagat. Elvégeztik az izolatumok MAT lokusz tipizalasat és teszteltiik a sporazési
képességiiket is. In vitro modszerekkel vizsgaltuk a toérzsek virulencia faktorait (szaporodas magas
hémérsékleten, pszeudohifa novekedés, extracellularis proteaz és lipaz aktivitas, hemolitikus aktivitas).
Végezetiill meghataroztuk az izolatumok antifungalis szerekkel (flukonazol, amfotericin B,

kaspofungin) szembeni érzékenységét is.

4.5 Human epitélium modell interakciok vizsgalata

Vizsgaltuk az izolatumok human epittéliummal valdé kolcsonhatasait, melyhez Caco-2
atjutasat az epitélium modellen, valamint “damage” assay-t is végeztiink. Pozitiv kontrollként a

Candida albicans SC5314 tipustorzset hasznaltuk.

4.6 Immunolégiai vizsgalatok

A Debreceni Regionalis Vérellatdo Kozpontban levett periférids vérmintdk mononuklearis sejtjeit
(PBMC) Ficoll-Paque (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) stiriséggradiens centrifugalassal izolaltak
a Debreceni Egyetem Immunologiai Intézetében egészséges donorok heparinizalt, leukocita-ddsitott un.
centrifugalasi hatarrétegeibdl (,,buffy coat”). Az izolalas az Orszagos Vérellatdo Szolgalat igazgatoja,
valamint a Debreceni Egyetem Altalinos Orvostudomanyi Kar Regionalis és Intézményetikai
Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) irasbeli jovahagyasaval tortént. A monocitdkat a PBMC-kbdl

tisztitottak pozitiv szelekcioval anti-CD14-hez konjugalt mikrogydngyokkel (Miltenyi Biotec, Bergish
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Gladbach, Németorszag), a gyartd utasitasai szerint. Ezutan a dendritikus sejtek (DC) differencialtatasat
5 napig végeztiik a DE Immunoldgiai Intézetében. A donorok allogén CD3+ pan-T sejtjeit PBMC-bdl
izolaltuk anti-CD3 mikrogyongydkkel (Miltenyi Biotec) a gyartd utasitasai szerint, és a moDC-T sejt
kokultaras kisérletekhez hasznaltuk fel. A kisérletek soran a S. "boulardii’ izolatumokkal koinkubalt
monocita eredetli dentritikus sejtek (moDC) fagocitdzis vizsgalatat, valamint fenotipusos ¢és
funkcionalis elemzését végeztik el (CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DQ sejtfelszini fehérjék
expressziojanak és IL-6, IL-8, IL-12, IL-1B, TNFa citokin/kemokin szekrécids profil vizsgalata).
Ezeken feliil immunospot (ELISPOT) probaval vizsgaltuk az élesztokkel koinkubalt moDC-k
T-sejt-aktivalo képességét is.

4.7 In vivo vizsgalatok

Az izolatumok virulenciajat in vivo allatmodellek [Galleria mellonella (viaszmoly) larva,
immunszuppresszalt BALB/c egér] alkalmazasaval is vizsgaltuk. A larvak fertézését 108 élesztdssejttel
(egy éjszakan at inkubalt, majd PBS-ben haromszor mosott és szuszpendalt sejtek) végeztik. A
kisérletek megkezdése elétt a larvakat 24 o6ran at, 30°C-on ¢heztettiik, hogy a hdsokk altali
immunaktivaciot elkeriiljiik az oltas eldtt. A beoltas utan a larvak talélését 96 oran keresztiil kovettiik
nyomon, 37°C-on. Az egérkisérleteket a Debreceni Egyetem Allatgondozoi Bizottsiga hagyta jova
(DEMAB engedély: 12/2014), és a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében végeztiik.
Az immunszuppressziot ciklofoszfamid tobbszori [150 mg/testtomeg kilogramm (ttkg) 4 nappal a
fert6zés elétt, 100 mg/ttkg 1 nappal a fertézés eldtt, valamint 100 mg/ttkg 2 és 5 nappal a fert6zés utan]
intraperitonealis beadasaval idézték eldé az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsai. Az allatokat
intravénasan fertéztik az élesztokkel az oldalsd farokvénan keresztiil. A fertézéseket 1-1,5x107
¢lesztdsejttel végeztiik, melyek 0,2 ml fiziologias s6oldatban voltak szuszpendalva. Az inokulumban
1évé sejtszamot Sabouraud dextrdz agaron végzett sorozathigitasokkal igazoltuk. A fertézés utan 6
napon keresztiil kovettiik az egerek haldlozasat, majd a még €16 egereket eldirds szerint ledltiik, veséiket
eltavolitottuk és aszeptikusan homogenizaltuk. A homogenizalas utan fizséval sorozathigitasokat
készitettliink, melyeket YPD agarlemezekre szélesztettiik, és a telepeket 2 nap, 37°C-os inkubacid utan
megszamoltuk, hogy meghatarozzuk a vesékben talalhaté €16 sejtek szamat [CFU/vesetomeg (g)]. Az
egerek fert6zését a vad tipust izolatumokkal és a HMX1 delécidos muténs S. "boulardii’ torzsekkel is

elvégeztiik.



4.8 A hem oxigenaz-1 gén (HMX1) funkcidjanak vizsgalata

A hem oxigendz-1 gén (HMX1) funkciojanak vizsgalatara 6 €lesztéizolatumot valasztottunk ki
(2 kereskedelmi és 4 klinikai izolatum). S. 'boulardii’ izolatumokbol a homozigéta HMX1 nullmutans
torzseket a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével hoztuk 1étre. A génkititéshez sziikséges “’repair” DNS-t
(rDNS) és a Cas9/guide RNS (gRNS) expresszald plazmidot a Benchling online szofverrel terveztiik
meg és a MoClo Yeast Toolkit plazmidjaibol (YTK, Addgene kit, Addgene, katalogusszam:
1000000061) allitottuk 6ssze. A mutansokat YPD taptalajon tenyésztettiik tovabb, hogy elveszitsék a
plazmidon kédolt antimikotikum rezisztencia gént (illetve magat a plazmidot), igy a delécids torzsek
nem tartalmaztak markert. Valamennyi klonozasi reakciohoz ultrakompetens Escherichia coli DH5a
sejteket hasznaltunk, amelyeket transzformdcido utdn a megfeleld antibiotikumokat (ampicillint,
kloramfenikolt vagy kanamicint) tartalmazo Lysogeny Broth (LB, Miller) agarlemezeken szelektaltunk.

Vizsgaltuk a vaséhezés hatasat hat probiotikum izolatum és a beldliik létrehozott HMX1 delécids
torzsek szaporodasara “’spot plate” assay alkalmazasaval. A vashiany el6idézésére “synthetic defined”
(SD) agar taptalajt (6,7 g/l élesztd nitrogén bazis aminosavak nélkiil, 2,2% gliikoz, 2% agar) 40, 80 és
120 uM vaskelatképzé batofenantrolindiszulfonsav-dinatrium-soval (BPS) egészitettiik ki. A HMX1
delécios torzsek hemolitikus aktivitasat is meghataroztuk. A delécios torzsek virulenciajat

immunszuppresszalt BALB/c egérmodellben vizsgaltuk.

4.9 Statisztika és adatvizualizacié

Az éleszté izolatum csoportoknal (C: kereskedelmi, M: mikézist okozo, és NM: mikozist nem
okoz6 csoportok, valamint a AAC: kereskedelmi, AAM: mikozist okozo, és AANM: mikozist nem okozo
csoportok), ill. az éleszté torzseknél kapott eredmények Osszehasonlitisdhoz a VassartStats
(http://vassarstats.net/), Astatsa (https://astatsa.com/) és Statistics Kingdom
(https://www.statskingdom.com/) online statisztikai alkalmazasokat hasznaltuk. Két adathalmaz
osszehasonlitasakor két mintas T-probat (egyenlé varianciak esetén) vagy Welch-tesztet (nem egyenld
varianciak esetén) alkalmaztunk, ha az adatsorok normal eloszlast kovettek. Nem normal eloszlas esetén
Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Tobb mint két, normal eloszlasti adatsor Osszehasonlitahoz
ANOVA-t hasznaltunk, majd Tukey HSD teszttel hataroztuk meg, hogy mely adatsorok térnek el
szignifikansan a tobbitdl. Tobb mint két, nem normal eloszlasu adatsor esetén Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk, majd Dunn post-teszttel (Benjamini-Hochberg FDR-rel korrigalt) hataroztuk meg az
adatsorok kozotti kiilonbségeket. Az egér és larva talélés elemzéséhez Log-rank (Mantel-Cox) tesztet
végeztiink, és Kaplan-Meier tulélési gorbével illusztraltuk az eredményeket. A spot plate assay

statisztikai értékeléséhez az Imagel “gray-value” mérés funkcidjat hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1 Fajidentifikalas és MLST

A DE Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében 0sszesen 16 élesztdizolatumot azonositottak
MALDI-TOF modszerrel S. cerevisiae-ként, melyek mindegyikét a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpontjaban izolaltak. Ezek koziil az egyik izolatumrdl (DE22293) az ITS analizist kovetden kideriilt,
hogy tévesen azonositottak S. cerevisiae-ként, mert valdjaban ez egy P. kudriavzevii izolatum volt.
Ezért a tovabbi analizisekbdl ezt az izolatumot kizartuk. A felhasznalt torzsek listdjadban emlitett szegedi
klinikai izolatumok ehhez a kisérlethez még nem éalltak rendelkezésre, igy azokat nem elemeztiik.

Az ITS régiéon kivil négy, kiilonbozé kromoszoman elhelyezkedd, sejtmagban talalhatd gén
szekvenalasat végeztiik el, és kereskedelmi izolatumokat is bevontunk a vizsgalatba. Harom izolatum
esetében a HMX1 gén olvashatatlan volt, vagy csak részben volt olvashato, hat izolatum esetében pedig
az ITS régi6 volt olvashatatlan az egymastol eltérd, INDEL-eket tartalmazo allélok miatt. A tobbi
izolatumnal mind a négy gén és az ITS régid szekvenaldsakor is olvashatd szekvenciakat kaptunk,
melyekben szamos egynukleotid polimorfizmust (SNP) talaltunk. A szekvencidkat torzsenként
konkatenaltuk (6sszesen 3854 nukleotid), majd filogenetikai analizist végeztiink, ami alapjan nyolc
kladot tudtunk azonositani. Nyolc izolatum a kereskedelmi ¢élesztokkel egyiitt egy egységes kladot
alkotott. Azonban a DE10397 izolatumban heterozigdta SNP-ket talaltunk a CCAL, CYT1, HMX1 és
NUP116 gének esetében (az ITS szekvencia olvashatatlan volt), melyeket vektorba klonozassal
elkiilonitettiink. A szekvenalast kovetden kidertilt, hogy ez az izolatum a probiotikumokkal megegyezo,
¢és 1-7 SNP-ben eltér6é haplotipusokat egyarant hordoz. A kladban talalhaté maradék hét izolatum
(DE6507, DE27020, DE35762, DE3912, DE42533, DE42807, DE45866) génszekvencidi nem mutattak
kiilonbséget a probiotikumokhoz képest, s6t egy kozos heterozigdta pozicid is megtalalhatd benniik az
ITS1 région beliil (A/G, 121. pozicid). A tobbi szekvenalt régié homozigota volt ezeknél a kereskedelmi

probiotikumokkal egyez6 izolatumoknal.

5.2 PCR-fingerprinting és mikroszatellita tipizalas

Az MSP-PCR moddszer felbonto képessége alacsony volt, csak két csoportot tudtunk megkiilonboztetni
az izolatumok analizisekor. A kereskedelmi probiotikumok és a fentebb emlitett hét probiotikum
eredetli izolatum egységes volt, de egyuttal megkiilonbdztethetetlenek voltak a tébbi izolatumtol. Az
interdelta fingerprinting moddszer kilenc csoportba tudta sorolni az izolatumokat. A kereskedelmi
probiotikumok, valamint a hét potencialisan probiotikum eredetii klinikai izolatum ezzel a modszerrel

IS egységes kladott alkotott. A mikroszatellita tipizalas, melyet a tobbi moddszertdl eltérden a
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Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszéken munkatarsaim végeztek [Tarsszerzoi
eredmény (mikroszatellita tipizalds): Lovaszné Racz Hanna Viktoria, Dr. Pfliegler Valter Péter,
Molekularis Biotechnologiai és Mikrobioldgiai Tanszék], az Osszes probiotikum és klinikai élesztd
esetében homozigota allélokat azonositott az YLR177w (XII. kromoszoma) esetében, melyben 4-12 db
CAG ismétlés volt. A YOR267¢ mikroszatellita homo-, di- és trizigota volt, 11-41 db CAA ismétléssel.
Az Osszes Kkereskedelmi probiotikum ¢€s a feltételezhetéen probiotikum eredii klinikai izolatumok
egyértelmien elkiiloniiltek a tobbi izolatumtol ezzel a mddszerrel, és mindegyik homozigdta volt a két
mikroszatellitdra nézve. Ezen 11 izolatum kozeli rokonsagat erdsiti, hogy egyik sem volt képes sporazni

a kisérleteink soran.

5.3 Uj multiplex PCR protokoll a S. ’boulardii’ azonositisira

A PCR alapt moédszerek kombindlasaval létrehoztunk és optimalizaltunk egy torzs szintli
identifikalasra alkalmas, nagy diagnosztikai értékii, gyorsan elvégezheté multiplex PCR modszert, ami
nem igényel nagyfoku mintael6készitést. Az MLST, MSP-PCR, interdelta és mikroszatellita tipizalasi
eredmények, valamint mas interdelta és mikroszatellita tipizalasrol sz616 munkak alapjan kombinaltunk
az interdelta, YLR177w, YOR267c, és ITS régiok amplifikalasahoz sziikséges primereket egyetlen
multiplex PCR reakcioban. A primer koncentracidkat optimalizaltuk annak érdekében, hogy a
gélelektroforézist kovetden elkeriiljik a nagymértékii intenzitaskiilonbségeket a sadvok kozott. A
kereskedelmi probiotikumoknal és probiotikum eredetii klinikai izolatumoknal ez a modszer egy jol
felismerhet6, harom csoportban elhelyezked6 (600-850 bp, 210-270 bp, és 100-140 bp), és 7+1
(<75 bp) savbol allo6 mintazatot adott. A megfelelé felbontashoz a gélelektroforézis soran 2% TBE
agardz gélt és 100 V fesziiltséget alkalmaztunk 1 6ran keresztiil. A tobbi, nem probiotikum eredetli
klinikai izolatumnal eltéré savmintazatot figyeltiink meg, ami alapjan hét csoportot tudtunk
megkiilonboztetni. Ezek a mintazatok egyértelmiien elkiiloniiltek a probiotikum és probiotikum eredetii
izolatumok savmintazatatol.

Ezen feliil a kontrollként hasznalt P. kudriavzevii izolatum esetében Saccharomyces specifikus
szekvencia nem volt jelen, ITS sav viszont volt. A modszert tisztitott és telepbdl izolalt DNS-el, és egy
masik enzimmel (DreamTaq; Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) is leteszteltiik. Dream
taq polimeraz alkalmazaséaval is alapvetden ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a GoTaq hasznalatakor.
Két sav mérete megvaltozott, valamint a savintenzitasok eltértek a GoTaq és DreamTaq enzimekkel
kapott eredmények Osszehasonlitasakor, de ez nem befolyésolta a mintazatok kiértékelését. Ezen feliil
pedig S. cerevisiae bor, élelmiszer, bioetanol €s labor torzset is vizsgaltunk a multiplex modszerrel. A
kapott savmintazatok ezeknél a torzseknél nagymértékben kiilonboztek a probiotikumoknal kapott

mintdzattol, tehdt a modszer megbizhatéan alkalmazhaté a S. ’bhoulardii’ altipus azonositasara. A
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vizsgalt izolatumokat a multiplex PCR alapjan a S. cerevisae fajba, illetve a S. "boulardii’ altipusba
soroltuk.

5.4 Genomikai eredmények: teljesgenom-osszeallitas és -annotalas

A hossza, illetve rovid szekvenciaolvasatok felhaszndlasival az LRSDAY pipeline
alkalmazasaval 16 nuklearis kromoszomabol, valamint két mitokondrialis kontigbol allo, gyakorlatilag
teljes genomot allitottunk 6ssze a PY0001 kereskedelmi izolatum (S. "boulardii’ CNCM 1-745) esetén.
A mitokondrialis genomot Peter és munkatarsai (2018) genom 0&sszeillesztéseit felhasznalva, a CIM
nevl S. ‘boulardii’ izolatummal potoltuk ki, mely a rovid olvasatok alapjan mindéssze egy SNP-t
tartalmazott a PY0001-hez képest. Az alkalmazott pipeline nem kis méretii, cirkularis genomalkotok
Osszerakasara volt optimalizalva, igy a 2 plazmid 6sszerakasatol eltekintettiink. Az 6sszeallitott genom
nagymértékben szinténikus Volt a S. cerevisiae S288C referencia genommal, és a teljes genomméret a
mitokondriummal egyiitt 11 868 337 bp-nak adodott, szemben az S288c referencia 12 157 105
nukleotidjaval. A gének, a telomerikus régiok és a centromerek annotacioja alapjan a két torzs kozotti
kiilonbség leginkabb egyes S288c gének hianyabol, valamint a Ty1-3-4 retrotranszpozonok hianyabol
fakad. Ugyanakkor a PYO0001 genomja tartalmaz az S288c-ben meg nem 1évé ORF-eket is.
Megjegyzendd, hogy a CIM torzs mitokondrialis genomja hosszabb, mint az S288c referencia
mitokondrialis genomja (87 321 bp, illetve 85 779 bp).

A gének identifikdlasa soran 3 ETS-szekvencia (,,external transcribed spacer”, kiilsé atirt
elvalasztd szekvencia) is tévesen ORF-ként keriilt meghatarozasra, ezeket a SGD BLAST
szolgaltatasaval identifikaltuk, majd az annotacios listabol (.GFF3 fajl) toroltiik. igy mindésszesen 5717
magi proteinkodolo gént identifikaltunk a PY0001-ben. Késébb ezt az sszeallitott genomot hasznaltuk
referenciaként a HMX1 génkititéshez hasznalt hat izolatum genomikai elemzéséhez.

A nyolc ismert Saccharomyces fajra torténd térképezés alapjan a probiotikus éleszték genomja

nem tartalmazott semmilyen jelentds introgresszidt, igy ezek tovabbi analizisétdl eltekintettiink.

5.5 Fenotipusos kiilonbségek a kereskedelmi, mikézist 0kozo6 és mikézist nem okozo S. ’boulardii’
izolatumok kozott

A probiotikum izolatumok kozotti fenotipusos eltérések megallapitasahoz, eldszor a
telepmorfologiat vizsgaltuk. Tiz napos inkubéciot kovetden a telepek sima felszintiek és fehérek voltak
az Osszes izolatumnal. Azonban a telepek éregedésének vizsgalatakor eltérd fenotipusok jelentek meg,
a fungémiat okoz6 izolatumoknal pedig komplex telepmorfologiat figyeltiink meg. A mitokondrialis

’petite” mutansok aranya jellemzden Kicsi volt: 0—1,22% kozott mozgott, és az izolatum csoportok
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k6zott nem volt szignifikans eltérés. Egyik izoldtum sem sporazott a vizsgalt hdmérsékleteken (25°C és
37°C), de a MAT Ilokusz tipizalas megerdsitette, hogy mindegyik izolatum homotallikus. Tovabba
mindegyik izolatum “non-killer” és szenzitiv volt az 1 és 2 tipusu Killer toxinokra [Tarsszerz6i
eredmények (petite-teszt, MAT lokusz tipizalas, killer teszt): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis
Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék]. A telepek egyik esetben sem voltak invazivak fliggetleniil
a taptalaj tipusatol vagy az inkubacid soran alkalmazott hémérséklettdl, valamint flokkulacié sem volt
megfigyelhetd, a pszeudohifas novekedés pedig taptalaj fiiggd volt. A spot-plate modszer eredményei
alapjan az izolatumok telepeinek névekedése azonos volt, 37 °C és 39 °C-on, 42 °C-on viszont a
PY0001 ¢és PY0002 izolatumok esetében a telepek intenzivebb ndvekedést mutattak a tobbi izolatumhoz
képest, a 2251/2018 izolatum pedig nem mutatott novekedést.

5.6 A Kkereskedelmi, mikozist okozd, és mikozist nem okozo S. ‘boulardii’ izolatumok
extracellularis virulencia faktorai (extracellularis foszfolipaz és aszpartat proteaz termelés,
hemolitikus aktivitas)

Fenotipusos klaszterezés alapjan két f6 csoportot tudtunk megkiilonbdztetni: Az egyikben
kisebb volt a proteaz termelés és a B-hemolizis mértéke, valamint nagyobb volt a foszfolipaz termelés,
a masikban ezek ellenkezbje volt jellemzé. Azonban, ha a virulencia faktorokat kiilon értékeltiik,
statisztikailag szignifikans eltéréseket talaltunk az egyes csoportok kézott. A Tukey HSD teszt alapjan
a mikozist nem okozo klinikai izolatumok szignifikansan (p < 0,05) kisebb Prz (proteaz zona)
értékekkel rendelkeztek, mint a kereskedelmi izolatumok, tehat nagyobb volt a proteaz termelésiik.
Ugyanezeknél az izolatumoknal a Pz (foszfolipaz zona) értékek atlaga szignifikansan nagyobb volt
(p<0,01), ami azt jelenti, hogy ennél a csoportnal volt a legkisebb a lipaz termelés mértéke. A
csoportok kozott nem volt szignifikans eltérés az a-hemolizis esetében, de a f-hemolitikus aktivitas a
mikozist okozo klinikai izolatumoknal szignifikansan nagyobb volt (p <0,01) a kereskedelmi és

mikodzist nem okoz6 izolatumokkal dsszehasonlitva.

5.7 Antifungalis szerekkel szembeni érzékenység

Az antifungdlis szerekkel szembeni érzékenység tesztelésekor a kereskedelmi izolatumok
nagyobb kaszpofungin MIC értékeket mutattak a mikozist nem okozo izolatumokhoz képest. Az MIC
értékek alapjan a mintak két klaszterbe sorolhatoak. Az amfotericin B-nél kapott értékek 0,125—
0,25 pg/mL kozott voltak (a nagyobb érték a PY0003 kivételével az Gsszes izolatumra igaz volt). A
flukonazol esetében az értékek 2—8 pg/mL kozott valtoztak (az izolatumok felénél az MIC érték
8 ng/mL volt), mig a kaszpofunginnal kapott értékek 0,25 vagy 0,5 voltak [Tarsszerzdi eredmény

(érzékenység tesztelése antifungalis szerekre): Dr. Kovacs Renatd, Orvosi Mikrobiologiai Intézet].
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5.8 Interakcio6 az epitéliummal (adhézio, karositas, transzmigracio), morfologia

A vizsgalatok soran azt taldltuk, hogy egyik izoldtum sem tapadt az epitélium modellhez
[Tarsszerz6i eredmény (adhézids vizsgalatok): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnologiai
¢s Mikrobiologiai Tanszék], valamint az MTT assay egyik esetben sem mutatott 17%-nal nagyobb
karosodast a Caco2-sejteken [Tarsszerz6i eredmény (MTT assay): Dr. Nemes Daniel,
Gyogyszertechnologiai Tanszék]. Transzmigracié szintén nem volt jellemzé a S. ‘boulardii’
izolatumokra, a DE3912 ¢s 551/2018 mikdzist nem okozd izoldtumokat kivéve, amik négy, illetve hat
nap elteltével atjutottak az epitéliumon. Biofilm képzés hat nap elteltével sem volt megfigyelhetd. A
kisérletekben DMEM taptalajt hasznaltunk, melyben az izolatumok ¢élesztd morfologiat mutattak,
illetve rovid pszeudohifakat képeztek. A pozitiv kontrollként hasznalt C. albicans, szemben a
probiotikus élesztokkel, adhéziot, karosodast és gyors transzmigraciot (mely hifa novekedéssel is

tarsult) is mutatott ennél a modellnél.

5.9 Immunoloégiai interakciok (moDC-k fagocitozisanak és sejtfelszini molekulainak, a
citokin/kemokin szint, valamint a T-sejt aktivacié vizsgalata)

A moDC-k fagocitozis aktivitasanak vizsgalatakor szignifikans donor-fiiggd kiilonbségek nem
voltak, illetve a kereskedelmi és mikézist okozo izolatumok kozott sem volt szignifikans kiilonbség a
moDC-k fagocitozis aktivitds mérésekor (Immunoldgiai Intézet munkatarsaival koézdsen kapott
eredmények).

Az ¢lesztokkel vald egyiittinkubalast kovetden a kovetkezd sejtfelszini molekulak valtozasat
vizsgaltuk a moDC-k felszinén: kostimulacios fehérjék (CD40, CD80, CD86), CD83 érési marker, és a
HLA-DQ antigén prezentalo fehérje. Ebben az esetben is vizsgaltuk a donorfiiggd kiilonbségeket,
valamint Osszehasonlitottuk a kereskedelmi és mikoézist okozd izolatumoknal kapott fluoreszcencia
valtozasokat [Immunologiai Intézet munkatarsaival (Dr. Pazmandi Kitti, Dr. Fekete Tiinde) k6z6sen
kapott eredmények]. A HLA-DQ kivételével azt talaltuk, hogy a kiilonbdzé donorokbol szarmazo DC-k
eltérden reagaltak az élesztOkkel torténd egylittinkubalésra, tehat a sejtfelszini molekuldk mennyisége
nagyban fiiggott a donortdl. A két izolatumcsoport Osszehasonlitdsakor nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget egyik DC sejtfelszini marker esetében sem. Meghataroztuk a proinflammatorikus citokinek
(IL-6, 1L-12, IL-1B, TNF-a) és az IL-8 kemokin koncentracio valtozasait is a sejtek feliilluszojaban. A
kiilonb6z6é donoroktdl szarmazd DC-k kozott szignifikans eltérések voltak, azonban a kereskedelmi és
mikozist okozd izoldtumcsoportok dsszehasonlitadsakor nem talaltunk szignifikans eltérést.

A T-sejt aktivaciés és polarizacios tesztek nem csak szignifikdns donor dependens

kiilonbségeket tartak fel, hanem azt is, hogy a mikozist okozé izolatumok szignifikansan indukaltak
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(kétmintas T-proba, p < 0,05) az IL-17 termelést a kereskedelmi izolatumokkal Osszehasonlitva
[Tarsszerz6i eredmények (citokinek és T-sejt aktivacio vizsgalata): Dr. Pazmandi Kitti, Dr. Fekete
Tiinde, Immunolégiai Intézet].

Az immunologiai vizsgalatok alapjan a fenotipusos klaszterezés egyértelmiien
megkiilonboztette a kontroll C. albicans-t a S. ‘boulardii’ izolatumoktol, utobbit pedig két klaszterre
bontotta. A magasabb immun aktivaciot kivaltd klaszterbe két kereskedelmi és a két mikozist okozo

izolatum tartozott.

5.10 G. mellonella larva infekciok

A G. mellonella larvamodellt hasznalva Gsszehasonlitottuk a 14 probiotikum izolatum, és az
izolatumcsoportok (kereskedelmi, mikozist nem okozd, mikozist okozd) patogenitasat a PBS és patogén
C. albicans kontrollokkal. A mikdzist nem okoz6 izolatumok szignifikansan alacsonyabb patogenitast
mutattak, mint a mikozist okozo vagy a kereskedelmi izolatumok. Ezen csoporton beliil az izolatumok
kozott két esetben volt statisztikailag jelent6s kiillonbség. Minkét ilyen eset soran az egyik
szignifikansan eltérd izoldtum a mikdzist nem okozd 2251/2018 volt, melynél nagyon jelentds volt a

larvatalélés.

5.11 Virulencia és talélés immunszuppresszalt BALB/c egérmodellben

Az egérkisérleteknél kereskedelmi izolatumok kozott nem volt szignifikans a kiillonbség (p >
0,05), a klinikai izolatumokat egymassal dsszehasonlitva viszont szignifikans kiilonbségeket talaltunk
(p < 0,01). Egyes izolatumok kifejezetten magas virulenciaval rendelkeztek: 465/2018 (28% talélés),
DE45866, DE42533, 2251/2018 (42% talélés).

A vesék gombaterhelése nem kiilonbozott szignifikansan a kereskedelmi izolatumok esetében
(p > 0,05), a klinikai izolatumok koziil viszont a DE27020, DE6507 és a DE35762 izolatumok esetében
a CFU értékek szignifikdnsan [p <0,01 (DE27020); p<0,01 (DE6507); p<0,01(DE35762)]
alacsonyabbak voltak, mint a 2251/2018 izolatum esetében. A kereskedelmi és klinikai térzsek nem
kiilonboztek statisztikailag szignifikdnsan egymastol, azonban az egyes izolatumcsoportok mar igen. A
mikozist nem okozod izolatumok esetében szignifikansan [p < 0,01 (C); p < 0,001 (M)] nagyobb CFU
értékek voltak megfigyelhetéek a kereskedelmi és mikozist okozo izolatumokhoz képest [Tarsszerzoi

eredmény (egérfert6zések): Dr. Kovacs Renato, Orvosi Mikrobiologiai Intézet].
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5.12 A génkiiitéses kisérletekben vizsgalt probiotikus élesztok genomi hatterének ésszehasonlitasa

A filogenomikai dendrogram és SNP-halozat egyarant megmutatta, hogy a S. ‘boulardii’
izolatumok nagymértékben hasonléak egymashoz, valamint Peter és mtsai. (2018) S. ‘boulardii’ CIM
torzséhez. Az izoldtumok a PY0001 referenciahoz képest nagyjabol 3000 varidns poziciot tartalmaznak
a tobb mint 11 milli6 bp-t kitevé genomban, melyek nagy része heterozigoéta SNP volt. Megjegyzendd,
hogy a PYO0001 rovid olvasatainak elemzése is mutatott ki SNP-ket a PY0001 referenciara valo
térképezéskor, ezek gyakorlatilag minden esetben heterozigodta poziciok voltak (melyek a haploid
genomosszeillesztés hasznadlata miatt SNP-kként jelentkeztek a valojaban diploid éleszt6 térképezése
utan). A két kereskedelmi izolatum mutatkozott a leghasonlébbnak az izolatumok koziil [Tarsszerzoi
eredmény (Maximum Likelihood filogénia): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnologiai és
Mikrobiologiai Tanszek].

A térképezési fajlokbol létrehozott lefedettségi abrak, illetve a kromoszomakra éabrazolt
allélaranyok alapjan megallapitottuk, hogy mind a hat izolatum diploid, euploid genommal rendelkezik,
€s nem mutatnak szegmentalis duplikaciokat vagy nagy delécidokat. Az egyes PY0001 referencidban
megtalalhatd gének, illetve a kornyezetiikben megtalalhaté gének median lefedettsége alapjan
meghataroztuk mind a 6 izolatumban a gének kopiaszaméat. Minddssze 10 génben talaltunk kopiaszam-
eltéréseket (1 vagy 2 kopia haploid genomonként), melyek nyolc kiilonb6zé kromoszoman
helyezkedtek el, és izolatumonként 1-5 ilyen gén volt jelen a genomban. A CNV-ben érintett gének
koziil hét kétséges ORF, illetve nem jellemzett gén volt. Emellett a YDL0O69C (CBS; mitokondrialis
1égzési lanc II1. komplex Osszeszerelése), a YLR211C (ATG38; makroautofagiaval kapcsolatos gén) és
a YPR166C (MRP2; mitokondrialis transzlacidban szerepet jatszd) géneknél voltak kopiaszambeli
kiilonbségek. A HMX1 egykopias gén volt (haploid genomra nézve) mindegyik €lesztdben.

Peter és mtsai. (2018) munkaja alapjan a teljes pangenom ORF-gytijteményre valo térképezésbol
megallapitottuk a sejtenként, haploid genomra kalkulalt mitokondrium DNS, 2p plazmid, rDNS és
transzpozon kopiaszdmot. Az izolatumokban 17-25 mitokondridlis genom jelenlétét kalkulaltuk
haploid genomonként, a plazmidszam nagyobb skalan, 31 db és 58 db kozott valtozott. Az rDNS kopiai
a legtobb esetben 60-90 kozé estek. A Ty?2 retrotranszpozonokbdl 15-16 kopiat allapitottunk meg, a
Ty5-bdl egységesen 2-t minden izolatumban. A 6 izolatum tehat a gének és egyéb jellemzdok
kopiaszamat tekintve is nagyfokl hasonldsagot mutatott.

A varidnsanalizis soran meghatarozott allélek AD értékei, valamint a szoftver altal identifikalt
genotipusok alapjan abrézoltuk az allél lefedettségi aranyok valtozasait a kromoszoméakon. Valamennyi
esetben a heterozigota poziciok csoportosuldsa volt megfigyelhetd elsdsorban a I-VI kromoszémékon,
illetve a X, XII, XIII. kromoszoman. A VIII. és XIV. kromoszomak viszont gyakorlatilag teljesen

homozigotak voltak.
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A genotipus értékek alapjan meghataroztuk, hogy hol vannak a PY0001 izolatumhoz képest
olyan helyek az 5 masik toérzs genomjaban, melyek hosszabb LOH vagy GOH eseményekre utalnak. A
megszekvenalt és Osszeallitott PYO0001 izolatum heterozigota pozicidoi nagyrészt az I-VI (a
IV. kromoszoma esetében csak a kromoszoma bal karjan), X, XII és XIII kromoszéman csoportosultak.
Osszességében nézve a kromoszomakon csekély volt a heterozigdta poziciok ardnya és nagyméretii
homozig6ta régidk voltak alapvetden jellemzoek a genomra (példaul a VIII és XIV kromoszomak
majdnem teljesen homozigdtak voltak). A tobbi 5 izolatum mindegyikénél talaltunk GOH, illetve LOH
régiokat 7 kiilonb6z6 kromoszoéman. A PY 0002 esetében ez minddssze egy rovid régiot jelentett, a tobbi
négy, klinikai izoldtumnal ennél jelentdsen tobb, illetve hosszabb allélarany-valtozasokat talaltunk.
Osszességében a heterozigotasagra vonatkozd eredmények kiilonbdztek a 6 izolatum kozott
[Tarsszerz6i eredmény (allélarany-valtozasok vizsgalata): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis
Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék].

Végiil mind a hat szekvenalt torzs esetén meghataroztuk, hogy mely variansok okoznak a
proteinkodold génekben jelentds valtozasokat (pl. korai stop kodon, stop kodon elvesztése, leolvasasi
keret eltolédasa) homo- vagy heterozigdta formdban. A nagy hatdsi mutacidk Osszesen 90 gént
érintettek, az 0sszes izolatumot figyelembe véve. A PY0001-ben az érintett gének azok voltak, amelyek
heterozigdta mutaciokat tartalmaztak (megjegyzendd, hogy a térképezéshez hasznalt referenciagenom
a PYO0001 sajatja volt, ezért ennél az élesztdgenomnal csak heterozigota varidnsok varhatok). Ebbdl a
90 génbdl 43 nem volt érintett mind a hat izolatumban egyszerre, és igy a genetikai hattér kiilonbségeit
mutatja. Ezek koziil 6sszesen 30-hoz rendelhetd jol koriilhatarolt funkcio az S288c referencia
szekvenciaval valo homolodgia alapjan. Az érintett gének koziil a GLT1 és az SLX5 kolcsonhatasba
1épnek a HMX1-gyel Saccharoymces Genome Database (SGD) alapjan. Az elébbi génben a mutacid
minden izolatumban heterozigdta formaban volt, mig az SLX5 nem volt érintett a PY0001-ben, és
homozigoéta volt a masik 6t genomban.

A génfunkciot befolyasold mutacios hatasok elemzésekor 497 gént azonositottunk (ebbdl 30
kétes ORF volt), melyek mérsékelt mutaciokat (pl. egyetlen aminosav szubsztiticio) tartalmaztak. A
nagy hatasi mutdcidkhoz hasonléan az azonositott varidnsok tobbsége minden izoldtumban
megtalalhato volt (a PY0001 esetében kizardlag heterozigéta, a tobbi izolatumnal pedig leggyakrabban
heterozigéta formaban). Osszesen 73 olyan gén volt, ami csak egyes, de nem minden izoldtumban volt
érintve. A kozepes hatdsii mutaciokkal rendelkezd gének kozé tartozik a CHK1, ESS1, GLT1, IMEL,
KCH1, LGE1, MXR1, PPR1, SPB4 és CST6, melyek kolcsonhatasba 1épnek a HMX1-gyel az SGD
alapjan. A kozepes hatasi mutaciokat tartalmazé gének heterozigdta formaban voltak meg az
izolatumok tobbségében, de a DE35762 homozigodta volt a CHK1 a DE6507 pedig az LGE1 mutaciora.

crer

nagy hatdsu mutacio a varidns annotacio szerint egyik izolatumban sem.
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A HMX1-el kolcsonhatasban 1évo, nagy, vagy kdzepes mutaciok altal érintett 11 gén esetében a
GO Term analizis a sejtmagban talalhatd fehérjék feldasulasat (p < 0,05) mutatta ki. Ezen feliil a
HMX1-gyel kolcsonhatasba 1ép6 géneket nem érintik szignifikdnsan nagyobb vagy kevesebb eséllyel

mutaciok, mint a vele nem kdlcsonhatasban 1évé géneket (Fischer-egzakt teszt, p > 0,05).

5.13 A HMX1 sikeres, CRISPR/Cas9-rendszeren alapuloé delécioja

Az Anyagok és Mdodszerek fejezetben ismertetett elokésziiletek €s transzformalas utan telepeket
izolaltunk a kisérletbe bevont, transzformalt éleszt6kbol, majd a HMX1 géndelécio sikerességét PCR-rel
ellendriztiik, mely soran egyrészt a teljes ORF amplifikalasat elvégeztiik (a géndelécio tényének
igazolasara), masrészt a “repair” DNS kazetta (rDNS) helyes beépiilését is igazoltuk, egy kazettara
specifikus primer hasznalataval. Gélelektroforézissel igazoltuk, hogy a HMX1 gén csak a vad tipust
izolatumokban talalhat6 meg, amit egy 1553 bp méretli sav jelzett. A delécids mutansok esetében egy
sokkal rovidebb, 682 bp hosszi sav volt lathat6. Ennek az az oka, hogy az ellendrzéshez hasznalt
primerek a HMX1 ORF-t6] “upstream” és ,,downstream” helyezkednek el, igy a delécids torzseknél is
lesz PCR termék, viszont a gélelektroforézisnél kapott sdv rovidebb mérete jelzi a géndelécio
sikerességét. A rDNS beépiilésénck ellendrzésére olyan primereket hasznaltunk, melyek a kazetta
“reverse” primer pedig a kazettdhoz k6tédott). Ennek a primerparnak az alkalmazasakor a vad tipust
izolatumok esetében nem jelent meg sav a gélen, szemben a delécids torzsekkel, amiknél egy 437 bp
méretll sav volt lathatd. Tehat, a gélelektroforézis igazolta, hogy a gén kiiitése mind a hat izolatumban

sikeres volt.

5.14 A HMX1 delécioja csokkentette a S. ‘boulardii’ izolatumok szaporodasi képességét
vashidnyos koriilmények kozott

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a HMX1 delécidja zavart okoz a S. cerevisiae
vasmetabolizmusaban, emiatt vaséhezés esetén a sejtek nem képesek a sejten beliili hem tartalmu
molekulakat vasforrasként hasznalni. Ezért megvizsgaltuk a delécios mutansok szaporodasat vaséhezés
kozben. Az alabb ismertetett eredmények a “’spot-plate” mésodik, 5x10° db sejtet tartalmazé telepeire
vonatkoznak.

40 uM BPS alkalmazasakor a legtobb mutans torzs (AI0001, AI0003, AIO005 és AI0009)
szignifikansan (p < 0,001; p < 0,001; p <0,05 és p < 0,001; ebben a sorrendben) kisebbek voltak a vad
tipusu izolatumokkal Gsszehasonlitva. Az AIO007 torzs telepei szintén kisebbek voltak, mint a

2251/2018 izolatumé, azonban ez a kiilonbség nem volt szignifikans (p > 0,05). Erdekes modon az
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AIO011 delécios mutans szaporodasa szignifikansan nagyobb volt, mint a DE35762 vad tipusa
izolatumé, amibOl szarmazott. A mutans térzsek kozil az AIO001, AIO003, AIO005 és AIO007
szaporodasa szignifikansan (p < 0,01; p<0,01; p<0,001; p <0,001) gyengébb volt a vad tipust
izolatumokhoz képest 80 uM BPS hozzaadasa esetén. A telepek novekedésbeli kiillonbsége nem volt
szignifians (p > 0,05) a DE6507 és AI0009 torzsek kozott, de utdobbi ndvekedése gyengébb volt. Az
el6z6 koriilményekhez hasonloan az A10011 szaporodasa jelent6sen (p < 0,001) nagyobb volt az eredeti
torzzsel (DE35762) Gsszehasonlitva. 120 uM BPS alkalmazasakor a legtobb térzs nem Szaporodott,
vagy szaporodasuk elhanyagolhat6 volt. A 465/2018 izolatum kivétel volt, mivel szaporodoképes volt.
Az ebbdl az izolatumbol szarmazé HMX1 delécios mutans (A10005) nem volt képes szaporodni, igy a
telepek novekedése szignifikansan kiilonbozott (p < 0,05) a 465/2018 izolatumétol. Az eredmények
alapjan a vaséhezés a delécios torzsek tobbségénél gyengébb szaporodassal tarsult. Az AIO011 torzs
esetében ez nem volt igaz, mivel szaporodasi képessége szignifikdnsan nagyobb volt, mint a vad tipusu
DE35762 izolatumé. Ennek oka feltételezhetden az eltérd genetikai hattér lehet.

Mindezen feliill az izoldtumcsoportokat is 0Osszehasonlitottuk. A vad tipusu izolatumok
Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a mikdzist nem okozoé izolatumok jelentdsen jobban ndttek a
kereskedelmi €s mikdzist okozo csoportokhoz képest, mindegyik BPS koncentraci6 alkalmazasakor
(40 uM: p < 0.01; 80 uM: p < 0.01; 120 uM: p < 0.05). A AAHMX1 mutans torzseknél szignifikans
(p <0,05; AAC < AANM) kiilonbségeket talaltunk a AAkereskedelmi és AAmikézist nem okozd
csoportok kozott 40 uM BPS koncentracion. Amikor 80 vagy 120 uM BPS-t hasznaltunk, nem volt
szignifikans eltérés a delécids csoportok kozott.

A vad tipusu izolatum csoportokat 6sszehasonlitottuk a hozzajuk tartozo delécios csoportokkal,
¢s a szaporodasukra ugyanaz volt a jellemz6, mint amikor a torzseket paronként hasonlitottuk ossze: a
delécios csoportok szaporodoképessége kisebb volt a vad tipust izolatum csoportokhoz képest.
Szignifikans eltéréseket talaltunk az 6sszehasonlitdsok soran az 6sszes alkalmazott BPS koncentracion,
melyek a kovetkezok voltak: 40 uM BPS: p < 0,001, C > AAC; p < 0,01, NM > AANM; 80 uM BPS: p
< 0,001, C > AAC; p< 0,01, NM > AANM; ¢és 120 uM BPS: p < 0,05, NM > AANM. Hasonldképpen,
amikor az 6sszes vad tipust izolatumot hasonlitottuk 6ssze az 0sszes delécidos mutanssal, az utdbbi
csoport gyengébb szaporodast mutatott, és ez a kiilonbség 80 uM (p < 0,001) és 120 uM (p < 0,001)
BPS mellett volt szignifikans. Tehat, az izolatum csoportok 6szehasonlitdsa alapjan a HMX1 gén kiiitése
a legtobb esetben gyengitette a torzsek szaporodasi képességét vaséhezés esetén, habar ezek a
kiilonbségek nem mindig voltak szignifikdnsak.

A BPS mellett a vad tipust és HMX1 delécidés mutansok szaporodasat 50% RPMI-1640-et és
50% human szérumot tartalmazo folyékony tapkozegben is Osszevetettiik, amely az élesztd altal
felhasznalhato szabad vasat nem tartalmazott. Szignifikans kiilonbség volt megfigyelheté a PY0001,

PY0002, 465/2018 ¢és DE35762 izolatumok szaporodasi képességében, Osszehasonlitva Oket a
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génkilitott mutans parjaikkal (p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05, ill. p < 0,0001). Erdekes modon ezen
izolatumok koziil haromban (465/2018, 2251/2018 és DE35762) a mutans torzsek szaporodasa nagyobb
volt 24 ora elteltével, mig a tobbi esetben a delécids torzs szaporodasi képessége gyengébb volt. A
2251/2018-as izolatum is gyengébb szaporodast mutatott, viszont a kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans az AI0007 mutans térzshoz képest. Az Al0009 szaporodasa minden ismétlésben Kisebb
volt, mint a DE6507 izolatumé, azonban a kiilonbség nem volt szignifikdns [Tarsszerz6i eredmény

(szaporodas vizsgalata szérumban): Toth Zoltan, Orvosi Mikrobiologiai Intézet].

5.15 A hemolitikus aktivitast nem befolyasolta HMX1 delécioja

A hemolitikus aktivitas mérésével azt kivantuk megvizsgalni, hogy az a- és B-hemolitikus
indexek alapjan elkiilonithetéek-e, illetve azonosithatoak-e virulens izolatumok, masrészt pedig a
HMX1 gén hidnyanak a hemolitikus aktivitasra gyakorolt hatdsat kivantuk felmérni. Amikor a delécios
mutans torzseket a vad tipusuakkal paronként hasonlitottuk Gssze, akkor a mikdzist nem okozd
2251/2018 (p < 0,01; 2251/2018 > AI0007; a-hemolizis), a miko6zist okozé DE6507 (p < 0,05; DE6507
< AI0009; a-hemolizis), és a kereskedelmi PY0001 (p < 0,01; PY0001 > AIOO00I; B-hemolizis)
izolatumok esetében talaltunk szignifikans kiilonbséget a hemolitikus aktivitasban. Igy a torzsszintii
Osszehasonlitdsok nem tartak fel egyértelmii hatast, amit a HMX1 hianya okozott volna. Az
izolatumcsoportok dsszehasonlitasakor sem az a- sem a B-hemolizis értékekben nem volt szignifikans

kiilonbség.

5.16 A HMX1 delécidja szignifikinsan magasabb gombaterhelést eredményezett
immunszuppresszalt BALB/c egerek veséjében

A vad tipusu izolatumok az egérkisérletek sordn eltérd virulenciat mutattak, ami szignifikans
volt (p < 0,0001). A legnagyobb halalozas (28% talélés) a 465/2018 izolatum esetében volt
megfigyelhetd, de a 2251/2018 izolatum is kiemelkedd halalozast (<45% talélés) okozott. Erdekes
modon a HMX1 kiiitése a torzsek kozotti szignifikans kiilonbségeket eltiintette (p > 0,05). A vad tipusu
¢és delécios torzsek paronkénti Osszehasonlitdsakor azt talaltuk, hogy a génkiiités csak két izolatum
(PY0001, DE35762) esetében okozott szignifikans valtozast (mindkét esetben novekedést) a
virulencidban (PY0001: p < 0,05; DE35762: p < 0,01).

A vesékben 1év0 €106 élesztd sejtek szamat [vesék gombaterhelése, CFU/vesetdmeg (g)] szintén
meghataroztuk. A statisztikai analizis alapjan a 465/2018 izolatumot kivéve, az Osszes vad tipusu
izolatum esetében a CFU értékek szignifikansan kisebbek voltak, mint a deléciés mutansok esetében. A

mutans torzsek koziil az AI0003 tdrzs esetében voltak a legnagyobbak a CFU értékek [Tarsszerzoi
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eredmény (fert6zés vadtipust izolatumokkal): Dr. Kovacs Renatd, Orvosi Mikrobioldgiai Intézet]. A
delécios torzsekkel valo fertdzést, illetve az egerek boncolasat pedig az Orvosi Mikrobiologiai Intézet

munkatarsaival (Dr. Kovacs Renato, Dr. Nagy Fruzsina, Toth Zoltan, Forgacs Lajos) egyiitt végeztem.
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6. DISZKUSSZIO

6.1 A S. ’boulardii’ kimutatasa egy ij PCR alapi mo6dszerrel

A PCR alapt fajazonositasi modszerek, valamint a szubtipizalasra hasznalt PCR-fingerprinting
modszerek egyarant alkalmazhatdéak az élelmiszer és klinikai mikrobiologidban az idéigényes
diagnosztikai tesztek helyettesitésére vagy kiegészitésére. Az élelmiszer és klinikai izolatumok fajon
beliili diverzitasa az utobbi idében nagy figyelmet kapott. A S. cerevisiae széleskorben hasznalt mikroba
az ¢lelmiszeriparban, azonban opportunista patogénként is szamontartjdk. A klinikai mikologiai
diagnosztikaban ritkan alkalmaznak szubtipizalasi modszereket, pedig ez elofeltétele lenne annak, hogy
megértsiik, hogyan és miért okoznak fertézéseket az éleszto tartalmt probiotikumok.

Az altalunk leirt 0j multiplex PCR modszer alkalmas a fertézést okozo probiotikum
(S. ’boulardii’) éleszték pontos és gyors azonositasara, igy akar a mindennapi diagnosztikdban is
alkalmazhato lehet. A kiilonb6z6 genotipizalasi modszerek alkalmazasa eltéré eredményekhez vezethet,
ezért a pontosabb eredmény érdekében érdemes az egyes mddszerek kombinalasa egyetlen, multiplex
reakcioban. A modszeriinket a Debreceni Egyetem Klinika Kozpontja izolatum gyiijteményének
felhasznalasaval optimalizaltuk ot, S. cerevisiae sejtmagban megtalalhatd gén szekvenalasaval, az
interdelta régiok elemzésével, MSP fingerprintinggel és mikroszatellita tipizalassal. Ezek koziil az
altalunk publikalt modszerben az interdelta, két mikroszatellita, valamint az ITS régiot amplifikaltuk
egyetlen multiplex PCR reakcioban. Az interdelta primerek a Tyl és Ty2 transzpozonok LTR régioira
(hosszu terminalis ismétlddés) nézve specifikusak. Elébbi transzpozoncsoport hianyzik a probiotikus
¢lesztébol irodalmi adatok és az altalunk végzett genomannotacié alapjan is, ami egyedi savmintazatot
eredményez a fingerprinting soran. A vizsgalatainkban hasznalt mikroszatellita allélok pedig
specifikusak a S. "boulardii’ -ra. Erdemes megjegyezni, hogy az MLST, ami egyébként egy idéigényes
modszer, Kis felbontasu és heterozigéta INDEL mutaciok esetén csak korlatozottan alkalmazhatd. A
probiotikus élesztokrdl ismert, hogy bar a MAT lokuszra heterozigdtak, nem képesek sporazni, €s ez a
mi S. ’boulardii’ izolatumainkra is igaz volt.

A multiplex moddszeriink hasznalataval a probiotikum izolatumok esetében jellegzetes
savmintazat jelenik meg gélelektroforézist kovetden, ami gyors vizudlis kiértékelést tesz lehetdveé
automatizalt gélanalizis pipeline alkalmazasa nélkil is. A modszer pedig gyorsan alkalmazhato, ha a
fertézést okozo mintakrol mar megallapitasra keriilt, hogy a Saccharomyces nemzetséghez tartozo
élesztok. A MALDI-TOF a legelterjedtebb fajidentifikdcios moddszer a klinikai mikrobioldgiai
diagnosztikaban. Mivel ehhez a mddszerhez is ¢él6 mikroba telepeket hasznalnak, a mi multiplex
modszeriinket kozvetleniil lehet fajmeghatarozasra, illetve szubtipizalasra alkalmazni a MALDI-TOF

analizist kovetden egy kolonia PCR, majd egy gélelektroforézis elvégzésével. Ugy becsiiljiik, hogy a
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teljes munkafolyamat 3 oran beliil megvalosithatd, miutan a MALDI-TOF eljaras S. cerevisae-ként
azonositotta az adott mintat. A gomba ITS specifikus primerek pozitiv kontrollként szolgalnak a
multiplex PCR-ben, arra az esetre, ha a mintat el6z6leg hibasan identifikaltak Saccharomyces-ként.

Az altalunk optimalizalt multiplex PCR segitségével kimutattuk, hogy probiotikum eredetii
klinikai élesztok gyakran eléfordulnak a S. cerevisiae izolatumok kozott. Ezek az izolatumok kiilonbozo
human testtajakrol és tobb betegbdl szarmaztak: 16 paciensbdl izolalt 16 élesztdt azonositottak (DE342,
DE722, DE3912, DE6507, DE10397, DE11595, DE22293, DE27020, DE27290, DE29607, DE35762,
DE42533, DE42651, DE42807, DE43763, DE45866) S. cerevisiae-ként MALDI-TOF-al a Debreceni
Egyetem Klinikai Koézpontjaban az altalunk vizsgalt idészakban, melyek koziil az egyiket rosszul
hatarozta meg a kiértékeld szoftver. A hét probiotikum eredetli izoldtum harom néi és négy férfi
pacienstdl szarmazott. A paciensek kora jelentdsen eltért, a csecsem6tdl az idoskortig terjedt. A projekt
id6tartama alatt minddssze harom fungémia fordult eld, ebbdl kettd probiotikum eredeti volt, a tobbi
probiotikum eredetli izolatum pedig valdsziniileg kolonizalé volt.

A probiotikumok hatasat és biztonsagossagat célzo kutatisok még mindig elmaradnak a
felhasznalasuk mértékétél. A mi multiplex PCR modszeriinkkel rovid idon beliil és egyszeriien
kiderithetd, hogy egy élesztd fertézés probiotikum eredetli-e vagy sem. Ez altalanossdgban véve
elosegitheti az ¢élesztd probiotikumok értékelését biztonsdgossdg szempontjabol. A modszer
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a mikozist okozo, illetve nem okozd Saccharomyces izolatumok
jelentds része probiotikum eredetii. Ez a megfigyelés nemcsak a klinikai mikologusok szdmara lehet
jelentds, hanem azon kutatdk szdmara is, akik korhazban kezelt betegek mikobiomjanak vizsgalataval,
a mikrobidlis diszbiozis jelenségével foglalkoznak, vagy éppen a probiotikus é€lesztok 1j terapids

alkalmazasait, felhasznalasi lehetéségeit kutatjak, illetve fejlesztik.

6.2 A probiotikus éleszt6 interakcioi a human gazdaszervezettel

A probiotikum eredetli fertdzések el6fordulasanak ténye arra 0Osztonzott minket, hogy
megvizsgaljuk a S ‘boulardii” virulencia faktorait és gazda-mikroba interakcioit az Anoop és
munkatarsai (2015) altal javasolt komplex modszertannal. A kisérletekben a klasszikus virulencia
faktorokat (foszfolipaz szekrécio, aszpartat protedz szekrécio, ¢s hemolitikus aktivitas), a magas
homérséklet tiirését, az immunaktivaciot, illetve az élesztok Caco-2 epitélium modellel valé interakcioit
(adhézid, kérositads, transzmigracid), vizsgaltuk. Ezeken kiviil mas fenotipusos tulajdonsagokat is
vizsgaltunk, illetve a G. mellonella larva fert6zési modellt és immunszupresszalt egér fert6zési modellt
hasznaltuk a patogenitas in vivo felmérésére. A vizsgalatokhoz 14 izolatumot (kereskedelmi és klinikai

izoldtumokat egyarant) hasznaltunk, ami hasonld tanulmanyokkal Osszehasonlitva kiemelkedden

soknak szamit. Utobbiakban 1-2 probiotikum izolatum vizsgalata a jellemz6. A célunk az volt, hogy
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potencialis adaptaciokat keressiink, mely eldsegitheti a S. ‘boulardii’ talélését, virulencidjat, és igy
patogén viselkedését az emberi szervezetben. Ennek az élesztének a fenotipusat, interakcidit human
epitélium-, illetve immunsejtekkel, patogén baktériumokkal és élesztokkel, valamint kisérleti allatokkal
korabbi tanulmanyokban mar részletesen vizsgaltak. Ezen feliil tobb tucat esettanulmany sziiletett, amik
ugy irnak a probiotikus élesztérol, mint patogén agensrél. Azonban legjobb tudomasunk szerint ezidaig
még nem volt olyan tanulmany, ami nemcsak probiotikumként forgalmazott torzset jellemzi, hanem
Osszehasonlitja azt mas izolatumokkal, melyek a human szervezetben potencialisan evolvalddtak (az
egyik korabbi tanszéki munkat leszamitva, melyben egy probiotikum izolatum jellemzésre keriilt). A
gombak fenotipusos tulajdonsagai nem csak a kolonizacids és fertdzési képességet hatarozzék meg,
hanem szelekcid ala is keriilnek a gazdaszervezet egyes anatomiai niche-eiben. Kevés olyan kutatast
végeztek, amelyben a S. cerevisiae-t ilyen tekintetben vizsgaltak volna.

Az altalunk felhasznalt kereskedelmi ¢€s klinikai izoldtumok egyetlen geografiai régiobol,
Kelet-Magyarorszagrol szarmaztak. Ezekben a vizsgalatokban a multiplex modszerfejlesztésbe bevont
¢élesztOkon kiviil harom tovabbi, szegedi klinikai izolatumot is fel tudtunk hasznélni, igy Gsszesen tiz
klinikai és négy kereskedelmi élesztét vizsgaltunk. A torzsek fenntartasanal minimalizaltuk az atoltasok
szamat (a kisérletek eldtt csupan két atoltasra kertilt sor) annak érdekében, hogy elkertiljiik a mutaciok
heterogenitds jelen lehet akar egy adott sarzson beliil is (kereskedelmi élesztd), mindkét,
Magyarorszagon kaphat6 kereskedelmi probiotikus ¢élesztobdl két szubklon izolatumot hasznaltunk. A
részletes adatok a paciensekrol és az izolatumokrdl lehetévé tették szdmunkra a mikozist okozo és nem
okoz6 izolatumok Osszehasonlitasat. Az eredmények alapjan tett megallapitasokat az alabbi

fejezetekben részletesen kifejtjiik.

6.2.1 Nincs jelent6s kiilonbség az in vitro virulencia faktorok termelésében a S. ‘boulardii’ izolatumok
csoportjai kozott

A 14 izolatum variabilitast mutatott egyes fenotipusos tulajdonsagokban, valamint az
opportunista patogén C. albicans esetében ismert extracellularis virulencia faktorok esetében is. Az
a-hemolizis esetében a kereskedelmi izolatumok az elsé nap elteltével nagyobb hemolitikus aktivitast
mutattak, mint a masik két csoport izolatumai. A mikézist okozd izoldtumok csak a B-hemolizisben
mutattak nagyobb aktivitast a kisérlet 3 napjan. Ezen feliil a kereskedelmi izolatumok szignifikansan
tobb foszfolipdzt termeltek, mint a mikozist nem okozo izoldtumok, amik viszont aktivabb
extracellularis protedz termelést mutattak. Az eredmények alapjan tehat a mikozist okozé izolatumok
altalanossagban véve nem voltak kiemelkeddek az extracellularis virulencia faktorok termelésében

annak ellenére, hogy ezeket a tulajdonsagokat fontosnak tartjak az éleszt6 fertdzések kialakulasakor. Ez
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igaz volt a tobbi virulenciaval Oszefliggésbe hozhato tulajdonsagra is, mint példaul a pszeudohifa
képzés, valamint a magas homérséklet tiirése, mely utobbi két kereskedelmi izolatumra (PY0001,
PY0002) volt jellemz6. Erdemes megjegyezni, hogy a 2251/2018 mikozist nem okozé izolatum eltért a

tobbi vizsgalt éleszt6tol: Kicsi pszeudohifa képzd képesség, és kozepes termotolerancia jellemezte.

6.2.2 A S. ‘boulardii’ kiemelkedden rezisztens rendelkezik a flukonazollal szemben

Az antimikotikum rezisztencia vizsgdlatok alapjan az izoldtumok tobbsége azonos
érzékenységet mutatott az amfotericin B-vel és a kaszpofunginnal szemben. A Candida fajokra az
amfotericin B CLSI MIC kiiszobérték 1 pg/mL folott van, ami egy négyszer nagyobb érték, mint a
legnagyobb, amit a mi izolatumainknal mértiink. A kaszpofungin rezisztencia kiiszobértékek a Candida
fajoknal nagymértékben varidbilisak, ami megneheziti az 6sszehasonlitast az altalunk mért értékekkel.
A flukonazol esetében a legtobb Candida fajnal >8 pg/mL MIC érték mérésekor beszélhetiink
rezisztenciar6l. A mi esetiinkben hét Saccharomyces izolatum érte el ezt a hatarértéket, melyek kozott

mindkét vérizolatum is szerepelt.

6.2.3 Az ¢lesztd €s bélepitélium sejtek kozott kimutathatd kdlesonhatas elhanyagolhato

Korabbi tanulmanyokban in vitro Caco-2 epitélium modell segitségével demonstraltak, hogy
sem a kereskedelmi, sem a klinikai S. cerevisiae izolatumok (beleértve egy S. ‘boulardii’ probiotikum
mintat is) nem képesek athatolni a bélepitéliumon 48 ora elteltével. Ez 6sszhangban van az altalunk
kapott eredményekkel, mivel még 6 nap elteltével sem tapasztaltuk az élesztd sejtek atjutasat az
alkalmazott epitélium modellen. Két izolatum (DE3912, 551/2018) atjutott ugyan, de ennek mértéke
elenyészden Kicsi volt. Egy masik kutatas soran azt talaltak, hogy kis mértékben bar, de a S. cerevisiae
képes az epitéliumon vald atjutasra, de itt nem hasznaltak S. ‘boulardii’ izoldtumokat. Fontos
megjegyezni, hogy Klingberg és munkatarsai azt figyelték meg, hogy a polarizalt, egyrétegli Caco-2
sejtrétegek TEER értéke nott a S. cerevisiae epitéliumra leoltasat kovetden, ami az epitélium “barrier”
funkcido megerdsodését jelentheti és ezt fontos probiotikus tulajdonsdgként tartjak szdmon. Azonban
ugyanilyen kisérleti koriilmények kozott mi azt talaltuk, hogy a TEER érték ndvekedése pusztan az
akkumulal6do, nem adherens élesztésejttomeg miatt torténik, ami egy tapoldat cserénél konnyen levalik
az epitéliumrol. Emiatt a probiotikus élesztdnek valdsziniileg nincs hatidsa az epitélium elhatdrolo
képességére in vivo koriilmények kozott. lzolatumaink nem karositottak az altalunk alkalmazott
epitélium modellt. Osszességében tehét, az altalunk tesztelt izoldtumok patogén jellegli interakcioi az

epitéliummal elhanyagolhatéak voltak.
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6.2.4 A S. ‘boulardii’ izolatumok hasonldé immunaktivizald hatassal rendelkeznek

Teszteltiik azt is, hogy az élesztok milyen hatassal vannak a differencialt human DC sejtek, és
T-sejtek miikodésére. A vizsgalatba bevont egyes €lesztd izolatumok hatdsa az immunvalaszra, vagy a
DC-k altali fagocitézis mértéke nem kiilonbozott jelentdsen, Viszont korabbi tanulmanyunkhoz
hasonléan a kiilonbségek sokszor donorfliggdek voltak. Az élesztd probiotikum interakcidi a
velesziiletett és adaptiv immunrendszerrel nem csak fertdzés esetén lehetnek fontosak, hanem amiatt is,
hogy a probiotikus termékek képesek a gazdaszervezet immunrendszerének milkddését eldnydsen
befolyasolni, modulalni, ezaltal kifejtve a szervezetre jot€ékony hatasukat. Példaul szamos tanulmany
beszamolt mar a S. ‘boulardii’ gyulladascsokkentd hatasardél a bélrendszerben, amelyet a DC-k
funkcidinak modulalasan keresztiil ér el. Az ¢élesztOk akar torzsenként eltérd hatast gyakorolhatnak a
bélrendszer inflammatorikus vagy proinflammatorikus vélaszaira. Az ¢leszt0k immunogenitasa
Osszefligg a torzsek sejtfal-osszetételével, azonban az, hogy az immun modulacids képesség hogyan
valtozik a kommenzalista-patogén tranzicié soran még nem teljesen tisztazott a Saccharomyces fajok
esetében. Specifikus sejtfal strukturak, mint példaul a mannanok felismerése szerepet jatszik a karos
(pl. C. albicans) és alapvetéen artalmatlan (pl. S. ‘boulardii’) élesztok megkiilonboztetésében és
felismerésében. Hatékony evolucios stratégia lehet ezek alapjan az, ha egy kommenzalista vagy egy
probiotikum torzs tigy folytat patogén életmodot, hogy kézben megtartja azokat a tulajdonsadgokat, amik
alapjan az immunrendszer “artalmatlan”-ként ismeri fel. Lehetséges, hogy a kutatasunkban hasznalt
fungémiat okozd probiotikus izolatumok szdmadra részben ez teszi lehetové az életbenmaradast a
véraramban. A tobbi vizsgalt faktorral ellentétben azonban a két mikodzis izolatum a kereskedelmi
izolatumokkal Osszehasonlitva jelentds Th-17 polarizaciot idézett elé, ami nagyobb gyulladasos

immunaktivaciot jelezhet.

6.2.5 Variabilis virulencia in vivo larva és egérmodellben

A legtobb tanulmanyban a probiotikus élesztd virulenciajat nagyrészt in vitro vizsgalatok alapjan
mérik fel, azonban ez a megkozelités pontatlan és félrevezetd lehet. Ezért, hogy meghatidrozzuk a
virulencia mértékét az egyes torzsek esetében, rovar és emlds allatmodellt is alkalmaztunk.

A G. mellonella larva fertézési kisérletekben meglepd modon a probiotikum termékekbdl
szarmaz6 izolatumok mutattak a legnagyobb patogenitast, nem pedig a klinikai mintak. Bar a Galleria
larvak fertézése altaldnosan haszndlt modszer a patogén gombdk jellemzésekor, vizsgalatainkba a
huméan szempontbol sokkal relevansabb emlds modellt is bevontunk, és a 14 S. ‘boulardii’
élesztbizolatummal immunszupresszalt egereket is fertdztiink. Ennek soran az egerek életbenmaradasat

¢és az ¢élesztok altali kolonizacidt is vizsgaltuk a vesék gombaterhelésének meghatarozasaval. A
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kereskedelmi izolatumok esetében nagy volt az egerek tilélési aranya, a Kklinikai izolatumok kozott
viszont mar voltak nagy virulencidval jellemezhetd izolatumok: 465/2018 (28% tulélés), DE45866,
DE42533, 2251/2018 (42% talélés). A varakozasokkal ellentétben tehat nem a vérizolatumok (DE6507,
DE35762) mutattak nagy virulenciat egérben, hanem néhany, a miko6zist nem okozé csoportba tartozo
izoldtum. Mindezek alapjan a larva és egérmodellben kapott eredmények nem adtak hasonl6 eredményt.
Fontos megjegyezni, hogy a Saccharomyces élesztéket vizsgald tanulmanyokban nem jellemz6 a larva
¢s az egérmodell egylittes alkalmazasa ¢s targyalasa. Nem tudunk olyan publikaciorol, ami a két in vivo
modell egymasnak valdo megfeleltethetdségét vizsgalta volna Saccharomyces élesztok esetében, igy egy
ilyen, a két allatmodellt 6sszehasonlito tanulmany mindenképpen hasznos lenne a késébbiekben. Ennek
hianyaban az egérmodell esetében kapott eredményeket sokkal relevansabbnak tartjuk human

szemszOgbol.

6.2.6 A S. ‘boulardii’ fungémia kialakulasanak hatterében valoszintisithetéen a betegek egészségligyi
allapota fontos tényezd

Az egyik legérdekesebb eredményiink az volt, hogy azoknak a probiotikus izolatumoknak, amik
mikozist okoztak, nem volt olyan fenotipusuk, ami elésegitette volna, hogy aktivan behatoljanak a
vaszkularis rendszerbe. Igy a véraramba valo behatolds és a szisztémas fertézés kialakulasanak
folyamata még mindig nem teljesen tisztazott. Mindazonaltal korabbi kutatasok t6bb mechanizmust is
valoszintinek tartanak. A probiotikus ¢leszt a normal oralis uton kiviil bejuthat levegdbdl is az emberi
szervezetbe, vagy terjedhet emberr6él emberre. Fungémia kialakulhat katéter haszndlata, szandékos
injektalas, vagy a gasztrointesztinalis traktus betegsége miatt, illetve miitéti beavatkozas kovetkeztében
kialakult sériiléseken keresztiil. Az immunszuppressziv kezelések szintén hajlamositanak a gombas
fertozésekre, €s a fentebb emlitett allapotokkal kombindlva novelik a fungémia kialakulasanak
kockazatat. Igy az éleszté probiotikumok hasznalata ellenjavallt sulyos egészségiigyi allapotban 16v6
betegek szamara. Mindezek ellenére sok esetben mégis részesiilnek olyanok is S. ‘boulardii’
kezelésben, akiknek egészsége sulyosan kompromittalt. Ezeknél a betegeknél a legtobb esetben példaul
gasztrointesztinalis diszbiozis esetén alkalmaznak probiotikus éleszt6t. Ez tovabbi fertézések
melegédgya lehet, mivel ilyen esetekben a bél “barrier” funkcioja is valdsziniileg karosodott. Az a tény,
hogy az élesztét tartalmazd probiotikus termékek bizonyos esetekben veszélyesek lehetnek, a
kozelmultban egyenesen arra késztetett egy korhazat, hogy eltavolitsa a gyogyszertarabol a S. "boulardii’
termékeket.

A szakirodalomban publikalt kutatdsok és a mi eredményeink is arra utalnak, hogy az élesztd
probiotikumok bejutasa a vérbe nem az élesztd sajat virulencia faktorai révén kovetkezik be, hanem a

szervezet aktualis allapotatél fiigg. gy a probiotikum torzsek tulélése és reprodukcidja a véraramban és
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a szervezet mas részein az ¢leszté mas tulajdonsidgainak, nem a penetraciot eldsegitd virulencia
faktorainak tulajdonithato. Tovabbi kutatasok é€s lehetdleg tobb, virulenciaban eltérd izolatum lenne
sziikséges ahhoz, hogy feltarjuk a probiotikus élesztok patogénné valasanak molekuléris folyamatait és

okait.

6.3 HMX1 gén potencialis szerepe a probiotikus éleszté patogenitasaban

Szamos publikacio leirja, hogy a probiotikus élesztdgombdk mikodzist okozhatnak, ami
¢letveszélyes egészségiigyi allapotokat idézhet eld. Azonban sokkal kevesebb adat all rendelkezésre
arrol, hogy az élesztd genetikai tulajdonsagai hogyan jarulnak hozza az ilyen fert6zések kialakulasahoz.
fgy az egyik célunk az volt, hogy felfedjiik ezeket, els6 korben az éleszté HMX1 gén funkciovesztése
miatt bekovetkezd valtozasok vizsgalataval. A gén mar a multiplex PCR fejlesztési tanulmanyunk
MLST adatai alapjan is invariabilisnak bizonyult a probiotikus élesztdink kozott, a teljesgenom-
Osszeallitast kovetden pedig a gén kornyezetét is megvizsgaltuk, lehetdvé téve a CRISPR/Cas9 alapt
génkilités megtervezését. A HMX1 kozponti szerepet tolt be a S. cerevisiae, igy a S. 'boulardii’
vasmetabolizmusaban is, amikor a sejtek kornyezetében kicsi a hasznosithatd vas koncentracidja. A
vashianyos kornyezet kialakitasa ¢és fenntartasa a patogén mikroorganizmusok koriil altalanos
védekezési stratégia az emberi szervezetben. A HMX1 gén ilyen koriilmények kozott fontos szerepet
jatszhat az éleszt6 talélésében a hem lebontasa miatt miatt, igy az volt a hipotézisiink, hogy a HMX1

hozzajarulhat a probiotikus élesztd patogenitasanak kialakitasahoz és a vérben vald taléléshez.

crcr

crer

vaskelatort tartalmaz6 taptalaj, illetve 50% human szérum) kozott teszteltiik a térzsek €s izolatumok
szaporodasat, és felmértiik a- és B-hemolitikus aktivitasukat. Ezen feliil allatkisérleteket végeztiink,

hogy meghatarozzuk az élesztok virulencidjat és a talélését immunszuppresszalt egérmodellben.

6.3.1 A génkiiitéshez kivalasztott izoldtumok genetikai kiilonbségei

Az egyik kereskedelmi izolatum Ujonnan Osszedllitott és annotalt genomjat referenciaként
hasznalva megéllapitottuk, hogy az izolatumok valoban kozeli rokonok, de egyedi mutdcidkat
tartalmaznak, és igy kiillonboz6 genetikai hatteret képviselnek. Nagymértékii genomszerkezeti
eltéréseket nem talaltunk, azonban tobbszdz mutacido befolyasolta a fehérjefunkcidokat az
izolatumokban, és nagy méretii heterozigotasagvesztés is megfigyelhetd volt. A HMX1-gyel
interakcioba 1ép6 gének koziil 11 olyan volt, melyben nagy (két gén) vagy kdzepes (tiz gén) hatasu,

fehérjefunkciot is befolydsold mutaciok voltak. Ezen feliil szdmos mas génben is talaltunk hasonlo
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mutacidkat (43 génben nagy hatdsu, 73 génben kdzepes hatasti mutacidkat), melyek azonban nem
mindegyik izolatumban voltak megtalalhatéak. A mutaciokban érintett gének ez utobbi, nagyobb
csoportja ravilagit arra, hogy a genetikai hattér mennyire eltérdé lehet még a kozeli rokon probiotikus
¢lesztégombak kozott is. Ezek az eredmények hasonloak a McCullough és munkatarsai (1998) altal
bemutatott virulencia adatokra, akik kimutattak, hogy a virulencia (betegségokozo képesség) eltérd
lehet ugyanazon termék két kiilonboz6 sarzsa esetében. A genetikai hattér ilyen eltérései
magyarazhatjak a vaséhezési és az egérfertdzési kisérletek eltérd kimenetelét, hasonléan ahhoz, ahogy
egy nemrégiben végzett tanulmany kimutatta, hogy a S. cerevisiae genetikai hatterének eltérései
lényegesen befolyasoljak a funkciovesztéssel jaré muticiok hatasait az élesztd fitnesszére. Példaul a
adott izolatum fitneszét vaséhezés soran, azonban egy esetben (DE35762) el6nyds mutacionak
bizonyult].

Megvizsgaltuk a génkilitéses kisérletekben vizsgalt probiotikus élesztok egyéb genomi
jellemzoit is (SNP analizis, ploidia, CNV analizis, mitokondrialis DNS, 2u plazmid, rDNS, Ty2 és Ty5
transzpozonok kopiaszama, LOH és GOH események). Az izolatumok egyes tulajdonsagokban eltértek
egymastol, példaul génkopiaszdmvaltozas 10 gén esetében fordult eld.

Osszességében, a genomikai analizis soran a klinikai torzsekre, vagy az allatmodellben magas
virulenciat mutatd torzsekre specifikusan jellemz6é adaptaciokat és eltéréseket nem talaltunk. Az
eredmények szemléltették, hogy bar minden, génkiiitésre kivalasztott izolatum kifejezetten kozeli rokon

S. "boulardii’, mégis eltérd genetikai hatteret képviselnek.

6.3.2 A vaséhezéssel szembeni tolerancia lehetséges virulencia faktor a S. 'boulardii’ esetében

Az izolatumok és mutans torzsek vaséhezéssel szembeni toleranciaja valtozékony volt a BPS
vaskelatort tartalmazo taptalajon és 50% human szérum, 50% RPMI-1640-t tartalmazo folyékony
tapkozegben. A kapott CFU értékek az 50%-os humén szérumban az AI0001, AIO003 és AI0009
delécids torzsek esetében Kisebbek voltak, mint a vad tipusu izolatumoknal (bar az AI0009 esetében a
kiillonbség nem volt szignifikans). Erdekes modon az AI0011 torzs szaporodasi képessége
szignifikansan nagyobb volt a DE35762 izolatummal Gsszehasonlitva. Ezek az eredmények nagyon
hasonloak voltak a BPS-sel végzett ’spot-plate” kisérlet eredményeihez. Az AI0005 és AI0007 torzsnél
ellentétes eredményeket kaptunk, mivel a ”spot-plate” kisérletnél gyengébb, szérumban viszont erdsebb
szaporodast mutattak a 465/2018 és 2251/2018 izolatumokkal dsszehasonlitva. Utobbi esetében nem
volt szignifikans a kiilonbség.

Ezen feliil szignifikdns kiillonbséget talaltunk a harom vizsgalt csoport (kereskedelmi, mikozist

okozd, mikdzist nem okozd) kozott a spot-plate kisérlet esetében. A mikodzist nem okozd csoport mutatta
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a legmagasabb toleranciat a masik két csoporttal dsszehasonlitva fiiggetleniil attol, hogy ki volt-e iitve
a HMX1 vagy sem. Erdemes megjegyezni, hogy a mikozist nem okozd csoport tagjai magas
egérhaldlozast okoztak, mikdzben a hemolitikus aktivitas alapjan nem lehetett megkiilonboztetni a
torzseket annak ellenére, hogy ez utobbi modszert gyakran hasznaljadk a patogén élesztok
virulenciajanak és probiotikus élesztok biztonsagossaganak felmérésére. Az eredményeink alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vaséhezéssel szembeni tolerancia tesztelése jobb mddszer lehet a
virulencia felmérésére, mint a hemolitikus aktivitas agarlemezes tesztelése, mivel utdobbi nem volt

alkalmas a virulens, egérben magas halalozast okoz6 izolatumok azonositasara, elkiilonitésére.

6.3.3 A S. ’boulardii’ hem oxigenaz-1 (HMX1) gén, mint lehetséges antivirulencia faktor

A vad tipust torzsek koziil a 465/2018 és a 2251/2018 szignifikansan (p < 0,0001) csokkentették
az egerek tulélését, igy a vizsgalt izolatumok koziil ezek voltak a legvirulensebbek. A PY0001, PY0002
¢s DE35762 avirulensnek bizonyultak, mig a DE6507 mérsékelt virulenciat mutatott. A feltételezésiink
az volt, hogy ha deletaljuk a HMX1 gént az egerek tulélési szazalé¢ka jelentdsen ndni fog, amiatt, hogy
az ¢élesztosejtek nem lesznek képesek a sejten beliil taldlhatd vas tartalmi hem hasznositasara. Ezzel
ellentétben, amikor a HMX1 delécios torzseket oltottuk az egerekbe, a tulélés valtozasa az adott torzstol
fliggott, annak ellenére, hogy a torzsek genetikailag nagyon kozeli rokonok (probiotikum eredetli
torzsek melyek feltételezhetéen csak gazdaszervezeten beliili mikroevolucion mentek keresztiil). A
virulencia csokkent az AI0005 és AI0007 torzseknél, de ez a valtozas nem volt szignifikans az eredeti
vad tipusu torzsekkel (465/2251 és 2251/2018) Gsszehasonlitva. Az AI0001, AIO009 és AIOO11
virulenciaja magasabb volt a vad tipusu torzsekhez képest, viszont az AI0009 esetében ez nem volt
szignifikans. Az AI0003 torzsnél az egerek tulélési szdzaléka nem valtozott a vad tipusi PY0002
torzshoz képest. Azonban a HMX1 elvesztése a CFU-értékek szignifikans novekedését eredményezte a
vesék gombaterhelésének felmérésekor a vizsgélatban hasznalt dsszes torzs esetében az AI0005 torzs
kivételével. Erdekes modon ennek a torzsnek a vad tipusi izolatuma okozta a legnagyobb mértékii
egérhaladlozast. Az adatok alapjan az is megfigyelhetd volt, hogy a CFU értékek torzsenként erdsen
szortak. Ennek ellenére a CFU értékek és a tulélési adatok statisztikai 6sszehasonlitasa azt az eredményt
adta, hogy a HMX1 delécidja szignifikansan novelte probiotikum torzsek életképes sejtszamat a
vesében.

A virulencia faktorok a gomba patogének olyan tulajdonsdgai, amelyek karositjdk a
gazdaszervezetet (kozvetleniil, vagy a gazdaszervezet valaszan keresztiil), vagy eldsegitik a gomba
szaporodasat €s tulélését a fertdzés kdzben. Utobbiakat virulencia determinansoknak is nevezik. Az
eredményeink azt mutatjak, hogy a C. albicans homologjaval ellentétben a Saccharomyces-ekben 1évo

HMX1 nem tekinthetd virulencia faktor génnek. A delécids torzsek megndvekedett fitnesze a fert6zott
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egerek veséjében arra enged kovetkeztetni, hogy az éleszté hem oxigendza potencialis antivirulencia
faktornak tekinthetd. Ezt a jelenséget a kdzelmultban definialtak human patogén gombak esetében. Az
ilyen gének elvesztése vagy delécidja megndvekedett virulencidhoz vezet, vagy a gazdaszervezet
valaszanak befolyasolasa koveteztében, vagy akar a gombasejt kompenzald stresszvalaszai miatt, ami
tulkompenzalja a génvesztés karos hatdsat, és fitnesz ndvekedéshez vezet a stresszt jelentd
kornyezetben, amit a gazda szervezete jelent.

Az itt bemutatott eredmények az els6é bizonyitékai egy lehetséges antivirulencia gén jelenlétének
a S. 'boulardii -ban, ami arra utal, hogy nem kizardlag egy virulencia faktor megszerzése, hanem egy
funkciovesztéssel jaré6 mutéacio is hozzéjarulhat a probiotikus €lesztd életképességének ndvekedésehez
emlOs gazdaszervezetben. Ehhez hasonld eredményeket csak a sejtfal Gsszetétel és nagyobb virulencia
(SSD1 gén), valamint a sejtfal Osszetétel és magasabb in vitro immunaktivacié (MCD4 gén)
kontextusaban figyeltek meg korabban a S. cerevisiae esetében. Ez felhivja a figyelmet arra a tényre,
hogy egy gén delécidja varatlan adaptiv eldnyokkel jarhat, amelyek potencialisan eldsegitik a
patogenitast. A vizsgalataink soran az altalunk alkalmazott emlds patogenitdsi modell esetében ezt a
hatast a vesék szignifikansan nagyobb gombaterhelése mutatta. Az in vitro kisérletek, beleértve a
szérumos szaporodasi teszteket is, nem mutattak korrelaciot ezzel az eredménnyel, ravilagitva arra,
hogy az emlésmodellek alkalmazasa mindenképpen javasolt a Saccharomyces torzsek potencialis
patogenitasanak vizsgalatakor. A S. 'boulardii’ probiotikus élesztd “genetic engineering”-jét ¢és
torzsfejlesztését tehat koriiltekintéssel kell végezni szem el6tt tartva azt, hogy a jovoben ezek a
fejlesztések egészségiligyi problémak forrasai lehetnek. Ezért erdsen ajanlott az 1j, modositott

probiotikus torzsek virulenciajanak tesztelése in vivo allatmodellek alkalmazasaval.
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OSSZEFOGLALAS

A S. ’boulardii’ (S. 'boulardii’ CNCM 1-745) az egyik legkeresettebb probiotikum, melynek
tulajdonsagait tobb mint 80 randomizalt klinikai vizsgalatban igazoltdk. Vitathatatlan egészségiigyi
elényei ellenére fenndll a fungémia veszélye immunhidnyos vagy sulyosan beteg pacienseknél,
csecsemoOk ¢és idosek korében. Az elmult években ndvekedett az ilyen fertdzéses esetek szdma.

A szakirodalom tanulmanyozasa soran felderitettiik, hogy Saccharomyces fungémia esetén
ritkan, mindossze a leirt esetek felénél végeztek tipizalasi modszert annak érdekében, hogy kideritsék
probiotikum eredetli volt-e a fertdzés, és meég ezekben az esetekben is az iddigényesebb, modszerek
keriiltek alkalmazasra. A mar 1étezd tipizalasi modszerek (ITS, mikroszatellita €s interdelta analizisek)
kombinalasadval egy multiplex PCR mddszert fejlesztettiink ki, amivel rovid idén beliil (3 ora),
megbizhatoan kiderithetd, hogy egy éleszto fertézést a S. 'boulardii’ probiotikum okozott-e vagy sem.
Ez elbsegitheti az ¢lesztd probiotikumok biztonsdgossaganak felmérését, valamint egyszerl
kivitelezhetosége miatt a klinikai diagnosztikéban is alkalmazhatd. Ezen feliil torzsgytijteménytink €s a
multiplex PCR alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a klinikai Saccharomyces izolatumok jelentds
része probiotikum eredettl.

Analizéltuk az izolatumok fenotipusat, a bélepitélium modellel valo interakcidkat, és az
immunaktivacioban bekovetkezd valtozasokat 14 S. ’boulardii’ izolatum vonatkozasaban. Az egyes
¢lesztd izolatumoknak kiilonb6z6 fenotipusuk volt, de egyértelmiien nem lehetett kiilonbséget tenni a
kereskedelmi és klinikai vagy a klinikai miko6zist nem okozé és klinikai mikdzist okoz6 minték kézott.
Ez azt mutatja, hogy a S. ’boulardii’ képes tulélni az emberi gazdaszervezetben hosszabb ideig anélkiil,
hogy olyan tulajdonsagokra tenne szert, amelyeket a korabbi tanulmanyok a patogenitassal kapcsoltak
ossze. Erdemes még megjegyezni a probiotikum termékek flukonazollal szembeni jelentds
rezisztenciajat.

CRISPR/Cas9 géndelécidval megvizsgaltuk, hogy a HMX1 gén szerepet jatszik-e a probiotikus
¢lesztd patogenitasanak kialakitdsdban és a vérben val6 ttlélésben. Az adatok alapjan a HMX1 gén lehet
az elso leirt potencidlis antivirulencia gén a S. ’bhoulardii’-ban. Tehét, nem csak egy virulenciafaktor
kialakulasa, hanem egy funkcidvesztéssel jaro mutacié is hozzajarulhat a patogenitashoz. Ez felhivja a
figyelmet arra, hogy egy gén delécidja és az ezt kdvetd metabolikus valtozasok varatlan adaptacios
elonyoket okozhatnak, amelyek potencialisan eldsegitik a patogenitast. Emiatt a S. ’boulardii’
probiotikus élesztd “genetic engineering’-jét és torzsfejlesztését koriiltekintéssel kell végezni, azt is
szem el6tt tartva, hogy a jovoben egészségligyi problémak forrdsa lehet. Ezért a torzsfejlesztésen atesett
probiotikumok biztonsagossaganak és virulencidjanak ellendrzése erésen ajanlott, mégpedig in vivo

allatmodellek alkalmazasaval.
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AZ ERTEKEZESBEN SZEREPLO UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az értekezésben szerepld adatok aldtdmasztjak, hogy:

e Interdelta, mikroszatellita (YLR177w, YOR267c), valamint ITS primerek multiplex PCR-ben
valdo hasznalata lehetévé teszi a S. ‘houlardii’ izolatumok diagnosztikal azonositasat

S. cerevisiae vagy mas eredetii fungémia, ill. gombas fert6zés esetén.

e A S. ‘boulardii’ izoldtumok a gazdan beliili mikroevolucio jeleit mutatjak, fenotipusukban
kiilonbségek tapasztalhatok, de az in vitro vizsgalatok alapjan az izolatumok eredete
(kereskedelmi, mikozist okozd klinikai, mikoézist nem okozd klinikai izoldtumok) nem

meghatarozhato.

e Az in vivo vizsgalatok azt mutattak, hogy a klinikai probiotikus élesztdizolatumok virulenciaja
¢s veseterheltsége egérben magasabb, mint a kereskedelmi izolatumoké, habar valtozékonysagot

mutat.

e A HMX1 delécios kisérletekhez kivalasztott torzsek genomikai analizise megmutatta, hogy az
izolatumok valoban kozeli rokonok, de egyedi mutaciokat €s heterozigdtasag-vesztéseket
tartalmaznak, igy kiilonb6z6 genetikai hatteret jelentettek a géndelécidé soran. Az egyedi

mutaciok a gazdan beliili mikroevolucio jeleinek tekinthetok.

e A S Cboulardii’ HMXI génje potencidlis antivirulencia faktorként viselkedik

immunszuppresszalt egerek veséjéinek gombaterhelés eredményei alapjan.
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