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BEVEZETES

A Candida nemzetség kozel 200 faja koziil koriilbeliil 20 ismert,
mint lehetséges human patogén, éliikkon a Candida albicans-szal. A 80-as
években a legtobb megbetegedést a C. albicans okozta, azonban az 1990-es
évektdl napjainkig jelentds epidemiologiai valtozas allt be. A fert6zések
tulnyomo tobbségéért jelenleg is a C. albicans tehetd feleldssé, azonban a
nem-albicans fajok (NAC, non-albicans Candida, nem-albicans Candida),
mint a Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida guilliermondii és Candida lusitaniae okozta fert6zések
szamanak jelentés emelkedését figyelték meg. A 90-es évekig két évtizeden
keresztiil a fert6zések mintegy 10-40%-at okoztak NAC fajok, mig 1990-t61
35-60%-ra emelkedett a nem-albicans fajok altal okozott megbetegedések
aranya.

Az epidemiologiai valtas valoszinlileg a flukonazol fokozott
hasznalatanak koszonhetd, melyekre a C. krusei elsédleges, a C. glabrata
masodlagos rezisztenciat mutat. Kimutattak, hogy a felhasznalt flukonazol
mennyisége és a NAC fajok klinikai mintakban tapasztalt gyakorisaga
kozott szignifikans az dsszefliggés. Egyre elterjedtebb az antifungalis szerek
megel6zésként torténd adagolasa is, ami ugyan hatékonyan véd a C.
albicans fertdzések ellen, de kevésbé a NAC fajok ellen. A nem-albicans
fajok virulenciaja altalaban alacsonyabb, mint a C. albicans-€, mégis az
altaluk okozott megbetegedések mortalitisa a gomba elsddleges, vagy
hatterében meghtizodhat még a sebészeti beavatkozasok szamanak
novekedése, a kemoterapids szerek alkalmazasanak emelkedése és a HIV-
fertdzottek aranyanak novekedése is. Ugyanakkor a diagnosztikai technikék
fejlodése is hozzajarulhat a leirt nem-albicans fajok altal okozott fertdzések

szamanak emelkedéséhez.



Ha a Kklinikai kezelések soran bebizonyosodik, hogy a beteg
valamely Candida faj altal fert6zott, akkor a kezelést elsdsorban amfotericin
B és/vagy flukonazol hasznalataval kezdik. Candida torzsek esetében igen
fontos a pontos, fajszintli azonositas, mivel a kiilonbdzé fajok igen eltérd
moddon érzékenyek a kiilonb6z6 antifungalis szerekkel szemben. A helyes
terapias szer megvalasztasat neheziti, hogy szamos Candida faj eredend6en
érzéketlen vagy képes igen gyorsan rezisztenciat kialakitani a
leggyakrabban alkalmazott azolokkal és poliénekkel, elsdsorban az

amfotericin B-vel és a flukonazollal szemben.

CELKITUZESEK

A nem-albicans fajok altal okozott fertézések szamanak emelkedése, és
az egyre strlibben megjelend antifungalis szerckkel szembeni rezisztenca
igen fontossa teszi a Candida fajok pontos, fajszintli azonositasat. Mindezek
alapjan a kovetkezo célokat fogalmaztuk meg:

1. Egy hatékony, a klinikai diagnosztizdlasban is konnyen
felhasznalhaté PCR-alapt fajazonositasi modszer kidolgozasa a C.
albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii és C. lusitaniae fajokra.

2. A C. parapsilosis magyarorszagi klinikai izolatumainak genetikai
jellemzése és antifungalis szerekkel szembeni érzékenységiik
vizsgalata.

3. Antifungalis szerek és kiilonbozé sztatinok kolcsonhatdsainak
vizsgalata C. parapsilosis, C. tropicalis ¢és C. guilliermondi

izolatumok esetében.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Klasszikus mikrobiologiai modszerek:

Torzsek fenntartasa

Szénforras asszimilacios tesztek

In vitro antifungalis érzékenységi vizsgalatok mikrodilucios
modszer alkalmazasaval

In vitro antifungalis érzékenységi vizsgalatok Etest segitségével
Antifungalis szerek ¢€s sztatinok kolcsonhatasainak vizsgalata

checkerboard-titralas segitségével

DNS alapti technikak:

DNS-tisztitas
Polimeraz lancreakcié (PCR, multiplex PCR)
DNS-szekvenalas

RAPD analizis

Nukleotid szekvenciak elemzése:

Nukleotid szekvenciak analizise és ellendrzése (BLAST)
Nukleotid szekvenciak illesztése (CLUSTALX)
Filogenetikai analizis

Specifikus inditoészekvenciak tervezése

EREDMENYEK

Molekularis kimutatiasi modszer Kifejlesztése patogén Candida fajok

kimutatasara (Beszedics és mtsai., 2008)

Kutatocsoportunk kifejlesztett egy gyors PCR alapi kimutatasi

rendszert, mellyel a leggyakrabban el6forduldé human patogén Candida

fajok koziil kilencet lehet teljes biztonsaggal azonositani.



A kimutatasi reakciok elsé csoportjat az rDNS-génkomplexre
terveztiik, és nyolc Candida faj (C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae,
C. glabrata, C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parpapsilosis
sensu lato) azonositasara volt alkalmas. Célunk egy olyan multiplex PCR
technika kidolgozdsa volt, mely minden faj esetében egyedi méretii
amplikont eredményez. A nyolc fajt két csoportra osztva terveztiink egy-egy
csoportra specifikus és nyolc fajspecifikus inditéoszekvenciat. Az elsd, 5,8S
rRNS-régiora tervezett kdzos inditészekvenciaval rendelkez6 csoportba a C.
krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae és a C. glabrata tartozott, a masodik
csoportot a C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis és C. parpapsilosis
sensu lato fajok alkottak, melyek kozos inditdoszekvenciajat a 18S rRNS-
régiora terveztilk. A kimutatasi reakciokat 14 Candida faj (C. albicans
ATCC 10231, C. lusitaniae CBS 6936, C. krusei CBS 573, C. inconspicua
CBS 180, C. dubliniensis CBS 7987, C. tropicalis CBS 94, C. norvegensis
SZMC 198, C. pulcherrima CBS 5833, C. glabrata CBS 138, C.
parapsilosis CBS 604, C. guilliermondii CBS 566, C. zeylanoides CBS 619,
C. lipolytica CBS 6124, C. norvegica CBS 4239) felhasznalasaval
teszteltik. A reakcid optimalizalasa utdn az Altalunk felhasznalt
referenciatorzsek egyike sem eredményezett aspecifikus terméket, és a
ciklusok idejének roviditésével lehetdségiink nyilt egy megkdzelitleg egy
orat igényl6 program kidolgozasara.

Célkitlizéseink kozt szerepelt egy ellenérzd reakcid megtervezése
is. A kimutatas alapjaul egykopias magi géneket valasztottunk (FTR, PLD).
Az FTR gén altalunk vizsgalt szakasza nem bizonyult megfelelének egy
megbizhatd fajspecifikus reakcio kifejlesztésére, a PLD génszakasz azonban
lehetvé tette a pontos kimutatasra alkalmas inditoszekvenciak tervezését. A
reakciokat szintén multiplex koriilményekre optimalizaltuk, de ebben az
esetben nem nyilt lehetdség olyan kdzos inditoszekvencidk megtervezésére,

melyek ketténél tobb faj esetében is alkalmazhatoak lettek volna. A vizsgalt
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génszakasz nem tette lehetové az rDNS-génkomplexre tervezett kimutatasi
reakciok altal azonosithatd 6sszes Candida faj detektalasat. Az azonosithato
fajok  koziil hét megegyezett az  rDNS-szakaszra  tervezett
inditészekvenciakkal kimutathato fajokkal (C. albicans, C. dubliniensis, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei), de nem
tette lehetévé a C. lusitaniae izolatumok detektalasat. Lehetoségiink nyilt
egy, az utobbi években egyre tobb fertdzést okozo faj, a Candida kefyr
kimutatasara alkalmas reakcid megtervezésére is. A kidolgozott
inditészekvencidk minden esetben alkalmasnak bizonyultak a fajok pontos
kimutatasara, és multiplex koriilmények kozott is alkalmazhatdak voltak.
Megvizsgaltuk a reakciok érzékenységét kolonia PCR segitségével.
Az egyértelmii kimutatashoz sziikséges sejtkoncentracié a 10* és 10° sejt/ml-
es koncentraciok kozé esett. A PLD génszakaszra tervezett reakcio

érzékenysége a 10°-10° sejt/ml-es tartomanyban bizonyult megfeleldnek.

A C. parapsilosis izolatumok genetikai variabilitasa (Kocsubé és mtsai.,

2007)

Munkank soran megvizsgaltuk két hazai korhazban a C.
parapsilosis izolatumok altal kivaltott fertézések gyakorisagat, genetikai €s
esetleges fenotipusos variabilitasat.

A C. parapsilosis fajon beliili genetikai variabilitisit RAPD
vizsgaltuk. A Luo és Mitchell (2002) altal tervezett, C. parapsilosis sensu
lato csoportra specifikus inditészekvencidkkal a 26 izolatum koziil 20
esetében tudtuk megerdsiteni a korabbi azonositds eredményét. A
helyteleniil azonositott izolatumok ITS szekvenciaanalizise alapjan 2
izoldtum C. lusitaniae-nek, 3 izolatum C. krusei-nek és 1 izolatum C.

albicans-nak bizonyult.



A RAPD analizis soran a 20 vizsgalt izolatum kozott
azonositottunk egy csoportot, melyen beliill nem volt tapasztalhaté magas
heterogenitas; tobb inditdszekvencia esetében azonos vagy nagyon hasonlo
RAPD-mintazatot figyelhettink meg. Két izolatum ettdl a csoporttol
elkiiloniilt, de szamos esetben igen hasonldé mintazattal rendelkeztek. A
késobbi ITS analizis alapjan ez a két izolatum C. metapsilosis-nak
bizonyult.

A molekuléris eredményeket alatdmasztotta az API 20C AUX
szénforras asszimilacids teszt is; csak a két C. metapsilosis izolatum volt
képes a D-xilitolt szénforrasként felhasznalni.

A mintdk antimikotikumokkal szembeni érzékenységét Etest
segitségével hataroztuk meg. A C. metapsilosis izolatumok érzékenyebbnek
bizonyultak a C. parapsilosis izolatumoknal amfotericin B-vel ¢és
vorikonazollal szemben.

A vizsgalt 209 Candida izolatumbol 20 tartozott a tagabb
értelemben vett C. parapsilosis fajhoz, tehat 2004-2005 sordn a két
korhazban a korokozo Candida torzsek 9,6 %-at ez a faj tette ki.

Specifikus PCR alapti azonositast dolgoztunk ki az rDNS-
génkluszter felhasznaldsaval C. parapsilosis, C. orthopsilosis ¢és C.
metapsilosis izolatumok elkiilonitésére. A génbanki és sajat szekvenciak
illesztéseinek elemzésekor a C. metapsilosis szekvenciak kozott jelentésebb
eltéréseket tapasztaltunk, melyek két csoportra osztottdk a vizsgalt
izolatumokat. Az elkiiloniild II-es csoportra specifikus inditoszekvenciat
terveztlink. Az inditészekvencidk a tesztelések soran alkalmasnak
bizonyultak a fajszintli azonositdsra. A tanszékiinkén taladlhaté C.
parapsilosis sensu lato izolatumok kozott sikeresen azonositottunk két C.
metapsilosis torzset, melyek a Il-es csoportba tartoztak. Megvizsgaltuk két
tovabbi gén, a transzlacids elongacios faktor alfa (TEFI-a) és a 18S rRNS-
gének egy-egy szakaszat. Sem a 18S rRNS-szakaszok, sem a TEFI-a

8



génszakaszok nem bizonyultak alkalmasnak a két C. metapsilosis csoport

egyértelmii elkiilonitésére.

Antifungalis szerek és sztatinok kolcsonhatasainak in vitro vizsgalata

(Nyilasi és mtsai., 2010a,b)

A tansz€ékiinkdn folyt korabbi kutatasok alkalméval meghataroztuk
a ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, primycin, amfotericin B ¢és a
nystatin, valamint a 9. Tablazatban talalhat6 sztatinok MIC-értékeit, majd
elvégeztiik a kombinacios kisérleteket is Candida albicans ATCC 90028 és
Candida glabrata CBS 138 torzsek esetében (Nyilasi és mtsai., 2010a,b,c).

A teljes gatlashoz sziikséges ketokonazol-koncentracio C. albicans
esetében 16 pg/ml-nél magasabbnak adoédott, azonban 0,5-1 pg/ml-es
tartomanyban 100%-os gatlast értiink el a C. glabrata esetében. A vizsgalt
C. albicans torzs esetében a flukonazollal és az itrakonazollal végrehajtott
kisérletekben szintén nem tudtuk meghatarozni a teljes gatlashoz sziikséges
hatéanyag-koncentraciot. Az vizsgalt legmagasabb koncentracié fukonazol
esetében 64 pg/ml, itrakonazol esetében 16 pg/ml volt. A C. glabrata
izolatum MIC-értéke flukonazol esetében 8-16 pg/ml-nek, itrakonazol
esetében pedig 0,5 pg/ml-nek addédott. A primycin 64 pg/ml-es
koncentracioban 100%-os gatlast eredményezett C. albicans esetében, mig a
C. glabrata-t mar 32 pg/ml-es koncentracioban is teljesen gatolta. Az
amfotericin B mindkét izolatumot 100%-osan gatolta 1 pg/ml-es
koncentracidban, mig a nystatin teljes gatlashoz sziikséges koncentracioja C.
albicans esetében 2 pg/ml-nek, C. glabrata esetében pedig 1 pg/ml-nek
bizonyult.

A sztatinok koziil a szimvasztatin és a fluvasztatin bizonyult a
leghatékonyabbnak. A szimvasztatin 8 pg/ml-es koncentracioban teljes

gatlast okozott C. albicans és 32 pg/ml-es koncentracioban pedig C.
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glabrata esetében. A fluvasztatin teljes gatlast okozott a vizsgalt C. albicans
izolatum esetében 32 pg/ml-es koncentracioban. A C. glabrata izolatum
100%-o0s gatlasat 64 pg/ml-es koncentracioban valtotta ki a fluvasztatin. Az
atorvasztatinnal és lovasztatinnal végzett kisérletekben a teljes gatlas
eléréséhez sziikséges koncentracio C. albicans-nal 128 és 64 pg/ml-nek
bizonyult, mig C. glabrata-ndl a teljes gatlast mindkét sztatin a 128 pg/ml-
es koncentracioban valtotta ki. A roszuvasztatin mindkét izolatumot teljesen
gatolta 128 pg/ml-es koncentracidoban. A legkevésbé hatékonynak a
pravasztatin bizonyult, mely a legmagasabb vizsgalt koncentracidban (128
pg/ml) sem gatolta a vizsgalatba bevont torzseket.

A kombinacids vizsgalatokban minden antifungalis szer esetében ki
lehetett mutatni jelentGsebb additiv és szinergista kombinaciokat
sztatinokkal. A nystatin és az amfotericin B esetében egyediill a
pravasztatinnal torténé kombinaciok bizonyultak hatastalannak. Az azolok
esetében a ketokonazol/sztatin kombindciokban a kodlcsonhatasok jelentésen
megndvelték az antifungalis szer hatékonysagat mindkét vizsgalt izolatum
esetében. Egyedill a pravasztatin bizonyult hatastalannak C. albicans
esetében. A flukonazollal végzett kombindcios kisérletekben szintén jelentds
hatasnovekedéseket lehetett megfigyelni minden vizsgalt kombinacidban, a
pravasztatin kivételével. Ez a megfigyelés az itrakonazollal végzett
kombinaciokra is igaznak bizonyult. A primycinnel végzett kisérletekben a
lovasztatin, a szimvasztatin, a fluvasztatin és az atorvasztatin bizonyultak a
leghatasosabb interakcios partnereknek. Az egyiitthatdsoknak koszonhetéen
a primycin teljes gatlast el6idézd koncentracidja atlagosan egy higitasi
1épcsdvel csokkent.

Ezekre a megfigyelésekre alapozva célul tiiztik ki tovabbi harom

Candida faj vizsgalatat.
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Megallapitottuk a megelézé kisérletekben felhasznalt antifungalis
szerek ¢és sztatinok MIC értékeit C. parapsilosis CBS 604, C. guilliermondii
CBS 566 ¢és C. tropicalis CBS 94 izolatumok esetében kiegészitve az
antifungalis szereket a terbinafinnal és a griseofulvinnal. A C. parapsilosis
és C. guilliermondii izolatumok vizsgalatai soran a leghatékonyabb
antifungdlis szernek a ketokonazol és az itrakonazol bizonyult, mig a
sztatinok koziill a szimvasztatinnal és a fluvasztatinnal sikeriilt jelentdsebb
gatlast eléri. A C. fropicalis izolatum a nystatin-ra, az itrakonazolra és a
primycinre nézve bizonyult a legérzékenyebbnek. A sztatinok koziil szintén
a szimvasztatin €s a fluvasztatin volt a leghatasosabb.

A MIC értekek megallapitasa utan elvégeztik az in vitro
kombinacios vizsgalatokat checkerboard-titralas segitségével.

A vizsgalt C. parapsilosis CBS 604 izolatum esetében a
grizeofulvin kombinaciok egyikében sem tapasztaltunk jelent6sebb
kolcsonhatasokat. Az itrakonazollal ¢és a ketokonazollal elvégzett
vizsgalatok soran a két antifungalis szer 6nmagaban kifejtett gatld hatasa
érvényesiilt, a kombinacidk egyikében sem tapasztaltunk antagonista
kolcsonhatasokat. A nystatin/sztatin  kombinaciokban foként semleges
kolcsonhatasokat tapasztaltunk, az antifungélis szer hatdsa dominalt. A
legtobb egylitthatast a terbinafinnal torténé kombinaciokban figyelhettiink
meg, melyek altalaban az antifungalis szer MICsp-¢rték eléréséhez
szilkséges koncentraciojat egy higitasi Iépcsdvel csokkentették. Az
amfotericin B esetében a legjelentésebb hatdsokat az atorvasztatinnal és
fluvasztatinnal alkotott kombinacidk okoztak, mig a flukonazol esetében a
fluvasztatin  bizonyult a leghatékonyabb interakcidos partnernek. A
primycin/szatin vizsgalatokban a fluvasztatin és a szimvasztatin bizonyult
hatékonynak, mig az atorvasztatinnal elvégzett kombinaciokban jelentds

antagonizmust figyelhettiink meg.
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A C. guilliermondii CBS 566 torzs vizsgalata soran a
legjelentésebb egyiitthatasokat az itrakonazol/sztatin kombindciokban
figyelhettik meg. A szimvasztatin és az atorvasztatin tobb lépcsével
csokkentette a teljes gatlashoz sziikséges itrakonazol-koncentraciot. Az
amfotericin B esetében az atorvasztatin, a flukonazol esetében pedig a
fluvasztatin bizonyult a leghatékonyabb interakcios partnernek. A nystatin
gatld hatasa a vizsgalt izolatum esetében a C. parapsilosis-hoz hasonléan
nem valtozott jelentdsen a kombindcidk hatasara. A terbinafin
hatékonysagat a lovasztatin, szimvasztatin, fluvasztatin és a roszuvasztatin
emelte meg jelentdsebben, melyek az antifungalis szer 50%-os gatlashoz
esetében jelentds antagonizmust figyeltink meg a szimvasztatinnal,
fluvasztatinnal és atorvasztatinnal elvégzett kombinaciok soran.

A C. tropicalis CBS 94 izolatum felhasznalasaval elvégzett
kombinaciés vizsgélatok soran szamos igen jelentds kolcsonhatast
figyeltink meg. A flukonazol, a ketokonazol és az itrakonazol hatasa
minden sztatinnal kombinalva megndtt. Az antifungalis szer tejes gatlashoz
sziikséges koncentracioi tobb 1épcsével csokkenthetdnek bizonyultak.
Egyediil a pravasztatin nem befolyasolta a 100%-os gatlashoz sziikséges
flukonazol és itrakonazol-koncentracidt, azonban a MICso-értékek az
alacsonyabb koncentraciok felé tolodtak el. Az amfotericin B esetében az
atorvasztatin és a roszuvasztatin bizonyult a leghatékonyabb interakcios
partnernek. A grizeofulvin hatdsa a fluvasztatin kombinaciokban jelent6sen
megemelkedett, de a teljes gatlast nem sikeriilt elérni. A nystatin és a
terbinafin gatld hatasat a fluvasztatin jelentésen megnovelte. A primycin
esetében egyetlen kombinacidban sem tapasztaltunk antagonista
kolcsonhatasokat. A kolcsonhatdsok a szimvasztatin esetében egy, a
fluvasztatinnal  torténé kombinacidokban harom  higitasi  [épcsével

csokkentették a teljes gatlashoz sziikséges primycin-koncentraciot.
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A kolcsonhatasok vizsgalatai alapjan a legtobb jelentds interakciot

a fluvasztatin hasznalataval értiik el. A flukonazol hatasat C. parapsilosis

CBS 604 és C. guilliermondi CBS 566 esetében a fluvasztatin, az

amfotericin B hatdsat minden vizsgalt izolatum esetében az atorvasztatin

novelte meg a leginkabb. A legkevésbé hatékony interakcios partnereknek a

pravasztatin és a lovasztatin bizonyultak.

OSSZEFOGLALAS

1.

Kifejlesztettiink egy PCR alapt kimutatasi technikat C. krusei, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. glabrata, C. albicans, C. dubliniensis
C. tropicalis, C. parpapsilosis sensu lato és C. kefyr izolatumok
kimutatasara.

Munkénk soran megvizsgaltuk a hazai C. parapsilosis izolatumok altal
kivaltott fertdzések gyakorisagat és genetikai variabilitdsat. Megbizhato
molekularis kimutatasi eljarast fejlesztettink ki C. parapsilosis, C.
orthopsilosis és C. metapsilosis izolatumok elkiilonitésére
Megvizsgaltuk a Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata
CBS 138, C. parapsilosis CBS 604, C. guilliermondii CBS 566 ¢s C.
tropicalis CBS 94 izolatumok antifungalis szerekkel és sztatinokkal
szembeni érzékenységét.

Checkerboard-titralas segitségével meghataroztuk az antifungalis szerek

és a sztatinok kozotti interakciokat a vizsgélt Candida torzsek esetében.
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