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Osszefoglalas: Az invaziv gombas megbetegedések eléfordulisa novekvs tendenciat mutat. A gombék elleni
készitm ények gyakori és olykor szakszertitlen hasznalata miatt a gombak csokken6 érzékenységet mutatnak e
szerek irant, tovabba ez a kialakult trend rezisztens patogének megjelenésének kedvez Uj hatasmechanizmusi
antifungalis szerek kifejlesztésére nagy szikség van, Egyik lehetGség természetes eredeti gomba ellenes hatassal
rendelkez§ fehérjék alkalmazasa. Xenorhabdus budapestensis antifugalis hatékonysiganak mérése in vitro
klinikai Candida fajokon (C.albicans, C.lusitaniae, C.krusei, C.kefyr, C.tropicalis, C.glabrata).

Felmértik a Candida fajok antimikotikumokkal szembeni érzékenységét. A X budapestensis tisztitott
biopreparatumabdl (100%) és annak higitasaival (80%, 60 %, 40% és 20%) agar-diffaziot végeztiink. A gatlasi
zonakat 24, 48 és 96 oOra utan mértiik le. Minden Candida faj érzékenységet mutatott a tesztelt anyagra annak
40%-os higitasara. A gatlasi zonak nagysaga tobb nap elteltével sem csokkent. A legérzékenyebb faj a Candida
lusitaniae, a legkevésbé érzékeny a Candida krusei volt. A X. budapestensis altal termelt fehérjék feltételezhetSen
fungicid hatastak, mivel a kialakult gatlasi zonak nagy sdga tart6snak bizonyult.

Kulcsszavak: antifugalis hatas, Candida species, Xenorhabdus budapestensis, rezisztencia

Abstract: The incidence of invasive fungal disease increases continuously. Because of the improper usage of
antimicotics, the fungi species have reduced susceptibility to these drugs, therefore resistant pathogens can
appear. It is necessary to examine new antifungal drugs, the usage of natural antimicrobial protein could be an
option. The aim of the authors was to evaluate the in vitro antifugal effect of Xenorhabdus budapestensis using
Candida species obtained from -clinical sample. (C.albicans, C.lusitaniae, C.krusei, C.kefyr, C.tropicalis,
C.glabrata). We have examined the antimycotic suscebtibility of these Candida species. In our research we have
used the purified fraction (100%) of X. budapestensis at different kind of dilution by agar diffusion method (80%,
60%, 40%, 20%). The zone of inhibition werem easuredwithin 24,48 and 96 hours.

Every Candida species have shown sensitivity against the tested material from 40% dilution. The size of inhibition
zone did not change several days later. The most sensitive species was Candida lusitaniae, the least sensitive
specieswas Candida krusei. The purified fraction of X. budapestensis is presumably fungicid, based on the long
lasting zone of inhibition.
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Bevezetés

A sarjadz6 gombak altal okozott megbetegedések szama folyamatos novekedést mutat.
Kozottiik leggyakoribb a Candida albicans, a méasik csoportot gyakorisagban a nem-albicans
Candida speciesek alkotjak (1).

Candida albicans a normal huméan mikroflora tagja, de bizonyos koriilmények kozott
feliileti, illetve invaziv gombas megbetegedéseket okoz. Biofilmet képezhet biotikus és
abiotikus feliileteken a tapadasat adhezin anyagok segitik el6 (2). Hifai kiilonbozé hidrolazok
termelésére képesek, melyek a gazdasejtbe torténdé bejutasat segitik el6. Az emberi

szervezetben képesek a valtozatos pH-hoz és egyéb stressz faktorokhoz konnyen
alkalmazkodni (3).

Candida glabrata a masodik leggyakrabban el6fordulé species, melyet 1917-ben izolaltak
emberi székletbdl (4). Novekedési hom érséklet-optimuma 37°C csak gy, mint az egészséges
emberi szervezet maghdmérséklete. Tlir6képessége a kiilonféle stressz hatasokkal szemben
igen magas. JOl toleralja a taplalék hidnyat. Az inmunrendszer tAimadasaval szemben is igen
ellenall6. Azol tipusu antifungalis szerekkel szemben magas rezisztenciat mutat. A sejtfalhoz
adhezin nevli fehérje biztositja a tapadasit. Konnyen képez biofilmet egészségiigyi

eszk6zokon pl. katétereken (5).

Candida lusitaniae ritkabban fordul el, mint a tobbi Candida species. Az elsd
kozlemények 1979-ben késziiltek err6l a fajrol. Telemorf alakja Clavispora lusitaniae.
Amphotericin B rezisztens, hemolizint termel (6). Amphotericin B iranti érzékenysége
fokozhatoé, ha flukonazollal, vagy 5-fluorocitozinnal kombinalva hasznaljak (7). A
rezisztencia egyik oka az ergoszterol bioszintézisének megvaltozasa, melynek kovetkeztében

a sejtmembran ergoszterol tartalma csokken (8).

Candida kefyr-t 1909-ben izolaltak kefirb6l, korabbi neve Candida pseudotropicalis.
Teleomorf alakja a kefir élesztGje, a Kluyveromyces marxianus (9). Ritkadbban, de képes
invaziv fert6zést okozni, kiilonosen a vérképzorendszeri daganatos megbetegedésekkel

parhuzamosan (10). Proteazt, hemolizint és foszfolipazt termel (6).

Candida krusei gyakorisiga novekszik, csak 1gy, mint a Candida glabrata-é.
Fluconazole rezisztens a citokrom P450 izoenzim megvaltozott miikodése miatt (11).
Csokkent érzékenységet mutat Amphotericin B-re és flucitozinra. Biofilm képzésre hajlamos

(12), valamint foszfolipaz termelésére (6).

Candida tropicalis-t 1910-ben irtak el6szor Oidium tropicale néven. Gyakran izolalt
Candida species, f6ként daganatos betegeknél. Erds tapado képességgel bir, konnyen képez
biofilmet (6). Tartos katéterezés, illetve széles spektrumu antibiotikum hasznalata jelent6s

mértékben noveli az el6fordulasat. A Candida tropicalis képezte biofilm matrix
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Osszetételében kiilonbozik a tobbi fajtaétol, f6ként hexézamint tartalmaz. Amphotericin B és
fluconazol rezisztens. Virulencidjat fokozza enzimtermelése (foszfolipaz, prote4dz, hemolizin)
és hifaképz6é képessége (6). A C. krusei, C. glabrata, C.tropicalis fert6zések szama is

folyamatos emelkedést mutat.

Célkitiuzés és modszertan

Munkank célja a Xenorhabdus budapestensis Gram-negativ talajban él§ rovar patogén
baktérium 4ltal termelt antimikrobialis hatassal rendelkez6 fehérje tesztelése 6 Candida
fajtan (C.albicans, C. krusei, C.tropicalis, C. lusitaniae, C.kefyr, C. glabrata). Valamennyi

izolatum klinikai mintakbol szarmazik.

Kisérletiinket két tényez6 motivalta. Az egyik a X. budapestensisbdl készitett sejtmentes
fermentlé (CFCM) és annak tisztitott biopreparatumanak (PF) korabbi tesztelésekor kapott
eredmények allatorvosi és human fert6zésekbdl szarmaz6 Gram-negativ és Gram-pozitiv

baktériumokon [13,14,15,16].

A masik a Xenorhabdus cabanillasii baktériummal végzett kisérletek. A baktérium képes
volt a Candida fajok mellett klinikai mintabol szarmaz6 fonalas gomba novekedését is gatolni
tobbek kozott a Fusarium oxysporum-ot (17). Megjegyezziik fonalas gombakkal mi
munkacsoportunk is végzet Kkisérleteket, (Aspergillus fumigatus, Aspergullus flavus és
Fuzarium spp), klinikai mintdkkal azonban tartésnak mondhaté gombaellenes hatast nem
értiink el. Ezek a kisérletek bizonyitjak, hogy mennyire eltéré antimikrobialis fehérjével

rendelkeznek a kiillonb6z6 Xenorhabdus fajok.

A X. budapestensis antimikrobialis hatassal rendelkez6 anyaga 2009-ben bicornutin-A
néven Kkeriilt leirdsra, mint egy hexapeptid fehérje (18). 2014-ben egy frankfurti
kutatocsoport is felfigyelt a X. budapestesis antimikrobidlis anyagaira. MALDI
spektrom éteres mérésekkel sikertilt err6l a fehérjérol kideriteni, hogy egy argininben gazdag,
putrecin és phenylethylamin tartalm hibrid molekula fehérje, mely a fabclavin elnevezést
kapta. Tovabba a bicornutin-A termelésért felel6s bicA gén 6848bp hossztisagu szakaszat is
meghataroztak. E.coli DH10B baktériumban a bicA gén heterolog expressziojaval, sikeriilt a

gén clustert felismerni (19).

Munkankat a Semmelweis Egyetem Egészségtudomanyi Karadnak mikrobiologiai
laboratoriumaban végeztiik kooperacios munka segitségével a Pannon Egyetem Biomérnoki
és Membrantechnologiai Kutaté Intézetével. A tesztelésben szereplé Candida fajokat a

Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai laboratoriumatoél kaptuk.
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Sejtmentes fermentlé eloallitasanak a menete
A X. budapestensis DSM-16342T EPB torzs XAMP-termel6 primer variansabol késziilt el a

sejtmentes fermentlé és a tisztitott biopreparatum, mely a korabbi vizsgalatokban a

legmagasabb antimikrobialis hatast anyag termelésére volt képes (20).

Az antimikrobidlis hatdsi anyagot termel6 baktériumot LB tiplevesben novesztettiik,
25°C hémérsékleten razatva (200 rpm) és 3 lépésben léptéket novelve. A stacioner fazis
elérését kovetden centrifugaltuk a sejt-kultirakat (15000g, 20°C, 20 perc), majd 0,22 pm
poérusatmérdji sziirével (Merck Millipore) sejtmentesre sziirtiik. Ebbdl késziilt a sejtmentes
fermentlé. A sejtmentes kondicionalt fermentléb6l tovabbi (CFCM) 3 liter mennyiség
tisztitasra keriilt és ebbdl késziilt el a tisztitott peptidekben gazdag (PF) frakcio.

Az el6készitett oldatokat 48 6ran keresztiil razattuk 150 rpm fordulaton 20 g/L el6zbleg
desztillalt vizben autoklav segitségével (121°C, 30 perc) aktivalt - Amberlite® XAD 1180R
kation cserél6 gyantaval, a bioaktiv anyagok adszorbeéalasa érdekében. A gyanta mosasa és az
extrahalds ezutan tobb lépésben, kiillonb6z6 toménységli metanol-oldatokkal tortént, a
kovetkez6 sorrendben: steril desztillalt viz, 500 ml 25 %-os MeOH, 3x300 ml 50 %-0s
MeOH, 3x300 ml 80 %-os MeOH, végiil 300 ml cc. MeOH, amit 3 ml 2 N HCl-val
savanyitottunk meg. A savas kémhatasti, tomény metanolos frakciot - amely tartalmazza az
antimikrobialis hatdssal rendelkez6 komponenseket - roticiés vakuum-desztillacio
segitségével 35°C kozott beparoltuk hozzavetdleg 50 ml térfogatra, majd 2N NH,OH-oldat
segitségével kozombositettiik pH=6 értékig. A neutralizalt mintat ezutan teljesen szarazra
paroltuk, igy nyertiink a folyamat végén 47,7 mg/ml szaraz anyagtartalma anyagot, melyet
10 ml desztillalt vizben-hiit6szekrényben taroltunk steril csében felhasznalasig.

A biopreparatum tesztelését klinikai mintakon végeztiik 6 Candida fajtan (C.albicans, C.
krusei, C.tropicalis, C. lusitaniae, C.kefyr, C. glabrata). A gombak szintenyészeteibGl
fajtanként1 telepnyi mennyiséget vettiink fel steril oltokaccsal és azt 10 ml Sabouraud-
dextréz gomba taplevesbe oltottuk, melyet vortexelés utin 28C°-on aerob koriilmények
kozott tenyésztettiink termosztatban. A kovetkezd napon 0,5 McFarland standard stirtiségre
allitottuk be a tesztelésre kivalasztott gomba kultirakat.

Ezekb6l a kultarakbol kivettiink fajtinként 300-300ul-t és ezt el6zetesen 54°C
hémérsékletre melegitett 2,7 ml térfogati lagy agarba kevertiink, majd egy hirtelen
mozdulattal raontottiik a SD agar lemezekre. 20’ varakozas utan a lagy agar megdermedt és

ezekbe készitettiik steril lyukfiroval a 9 mm atmérdji furatokat, melyek 100ul térfogati
anyagok befogadésara voltak alkalmasak (21). Minden egyes lemezbe 5 furatot készitettiink.

A készen kapott torzsoldatunk 10 ml-es térfogatban (0,47mg/1oml steril desztillalt
vizben oldva) allt rendelkezésre ez volt 100%-0s oldatunk, melyb&l 80%, 60%, 40% és 20%-

os higitasokat készitettiink steril desztillalt vizzel. A mér6oldatokat és a higitdsok elkészitését
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a Clinical and Laboratory Standard Institute altal kozolt makro higitasos modszerben
leirtaknak megfeleléen végeztiik (22). A higitasok az alabbi szarazanyag koncentraciokat
tartalmaztak: 100% (0,47), 80% (0,38), 60% (0,28), 40% (0,19) 20% (0.095) ug/ml. Harom

parhuzamos sorozatot készitettiink.

1. abra: Agar diffiiziés technika Sabouraud agaron

Fig.1: Agar diffusion technique on Sabouraud agar

A tesztelésben szerepl6 Candida fajtdk altalinos gomba ellenes szerekkel szembeni
érzékenységét papir diffazios korong technikaval hatiroztuk meg Miiller Hinton” gomba
agaron. Ennek megfeleléen a gatlasi zondk nagysagatdl fiiggben megkiilonboztetiink
érzékeny (S), mérsékelten érzékeny (I) és rezisztens (R) fajokat. Akkor mondhatd
érzékenynek az adott gombafaj, ha a kialakult gatlasi zona >20 mm (Griseofulvin esetén >10
mm). Mérsékelten érzékeny a hasznalt antimikotikumokra, ha a mért gatlasi zona 12-19 mm.
Rezisztensnek pedig akkor mondhato a tesztelt Candida faj, ha a gatlasi zéna <11 mm in

vitro (23).
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I.TABLAZAT: Candida fajok antifugalis hatéanyagokkal szembeni érzékenysége papir
korongos technikaval

TABLEI: Candida species antifugal drogs sensitivity results by filter paper technique

Tesztelt C. albicans C. C. lusitaniae . C. tropicalis C.

hatéanyagok glabrata krusei

agent

Gomba eredete haemo- seb

origin of the fungi from kultdra canule sputum sputum valadék

human specimens haemo wound
human mintakbol culture secretion

Econazole (10 ug) S S S S I I

Itraconazol (50 ug) R R R | R R

Flucytosine (1 pg) R I R | R R

Fluconazole (100 ug) R R S | R |

Ketoconazol (10 pg) | R R | S S

Griseofulvin (10 pg) R R R R R R

Amphotericin B (20 ut) R I R S R R

Clotrimazole (50 ug) S S S S I S

Econazole (50 pg) S S S S S I

Miconazole (10 pg) R R R R R R

S:érzkeny , sensitive,I: mérsékelten ér zkeny moderately sensitive, R:rezisztens,resistent
Antimikotikum-kor ongok roviditése a gyarto altal megjeldltek szerint:
AMB=Amphotericin B (20out), CLT=Cl otrimazole (50 pg), FIU =Fluconazole (100 ng),ECO10=Econazole (10 pg),ECO 50=Econazole (50 pg),

ITC=Itraconazol 50 pg), FC=Flucytosine (@ pg), KTC=Ketoconazole @0 pg)GRS=Griseofulvin@o pg), MCZ=Miconazole (10 ug)
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2. dbra: Candida krusei antimikotikum érzékenységének meghatdarozdsa papir-korongos

technikaval

Fig 2: Determination of Candida krusei antimycotic sensitivity by paper-disc technology

Az adatok elemzését (leiro statisztikai vizsgalat, egy szempontos varianciaanalizis) IBM SPSS

Statistics 20.0 programmal végeztiik.

Eredmények

A tesztelésben szerepld lemezek értékelését 24 ora elteltével vizsgaltuk el6szor, majd mértitk

a furatok koriili feltisztulasi zonak nagysagat mm-ben. A lemezeket tovabbi inkubalasi céllal

termosztatban tartottuk és 48-96h milva megismételtiik méréseinket. Az els6 24h mérési

eredmények atlagat a 3. adbra szemlélteti.

30
e 25
=
E 20
E
E 15 T
% 10
¢ s
Candida Candida kefyr . Candida Candida Candida Candida
albicans Y | tropicalis lusitaniae krusei glabrata
m100% 23 24 22 27 21 22
| 80% 22 24 21 25 20 21
m 60% 20 22 20 23 20 20
= 40% 20 21 20 22 20 20
20% 17 18 17 20 15 15

3. abra: Xenorhabdus budapestensis (PF) gombaellenes hatdsa 24h-s atlag eredmények

Fig. 3: The average 24h result of antifugal effect of Xenorhabdus budapestensis (PF)
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4. abra: Xenorhabdus budapestensis (PF) gombaellenes hatdsa 48h-s dtlag eredmény

Fig.4: The average 48h result of antifugal effect of Xenorhabdus budapestensis (PF)

A diagrammok fiiggoleges tengelyén mért gatlasi zonak nagysidga lathatdé mm-ben, a

vizszintes tengelyen pedig a kutatasban tesztelt Candida fajok. Az elt

eru szi

nid oszlopok a

kiilonbozd higitasokat jelolik. A 24 6ras értékekhez képest egyes gombafajoknal a mért

gatlasi zondk atlaganak kis mértéki novekedése figyelhet6 meg. A kés6ébbi méréseknél,

azonban valtozatlan maradt a zonak atmérdi.

A 096 ora elteltével mért 3 parhuzamos gatlasi zona atlagai az 5.abran lathatéak. Az

gatlasi zona atmérGiben, ebben az esetben is megfigyelhet6 kismértékd novekedés bizonyos

higitasokon, csokkenés viszont 96 6ra utin sem tortént.
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5. abra: Xenorhabdus budapestensis (PF) gombaellenes hatdsa 96h-s dtlag eredmény

Fig. 5: The average 96h result of antifugal effect of Xenorhabdus budapestensis (PF)

Megbeszélés

A X. budapestensis altalt szintetizalt antimikrobialis fehérjék hatékonysagat teszteltiik 6
kiilonb6z6é klinikai mintabdl izolalt Candida fajon agardiffizios modszerrel. A tisztitott
fehérjékben gazdag biopreparatum 5 kiillonboz6 higitasaval dolgoztunk kisérleteinkben. A 24
oras inkubalas utan, mért gatlasi zonak eredményeibdl lathato, hogy az altalunk tesztelt
fehérje igen hamar gombaellenes hatast fejtett ki a tesztelésben szereplé Candida fajokra.
100%-os higitasra minden tesztelt Candida species érzékenységet mutatott, mivel a gatlasi
z6nak valamennyi esetben meghaladtdk a 20 mm-t. Legérzékenyebbnek a C. lusitaniae,
legkevésbé érzékenynek a C. krusei bizonyult. Az érzékenység 80%-o0s higitis esetén is
igazolhato, a gatlasi zonak nagysaga 20 mm felett volt mindegyik gomba esetén. 60% és 40%
higitas mellett kevésbé intenziven, azonban még mindig érzékenységet mutattak a Candida

fajok a tesztelt fehérjére.

El6zetes kutatdsaink alapjan a tesztelésben szerepld baktériumok esetében e hatis
eléréséhez elegend6 volt a biopreparatum 20%-os higitdsa (14). A modszertani résznél
emlitett hasonl6 vizsgalatban a X. cabanillasi altal termelt fehérje, a ,cabanillasin” a 24 6ras
mérést kovetGen a C. krusei és C. lusitaniae-ra nagyobb gatlast fejtett ki, mint a C. albicans
és C. glabrata-ra. 48 ora elteltével, azonban csokkent a cabanillasin aktivitisa a tesztelt

gombéakra ezen kisérletekben (17).

Esetiinkben minden tesztelésben szerepl6 faj kivétel nélkiil érzékenységet mutatott.

Egyes Candida fajok esetén 48 ora elteltével bizonyos higitasokon novekedés figyelhet6 meg
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a gatlasi zonak atmérGiben, szamottevé csokkenés viszont egyik faj esetében sem
mutatkozott. A 24 o6ras értékekhez hasonléan a 100%, 80%, 60% és 40% higitas mellett

mértiink atlagosan 20 mm-nél nagyobb feltisztulasi zonakat.

A gatlasi zonék utolsd6 mérését 96 ora elteltével végeztiik. Az eredményekbdl lathato,
hogy csokkenés a gatlasi zonak atmérdjében nem tortént egyik Candida faj esetében sem,
tehat a prepardtumban talalhatdé fehérje feltételezhetGen ,fungicid” hatast ér el
kisérleteinkben. A szarazanyag tartalom 0,19 ug/ml volt, ezért ezt az értéket tekintjiik jelen
kisérletekben a Minimalis Fungicid Koncentraci6-nak (MFC) mely a 40%-os higitott anyag
hozott létre.

A kiilonboz6 higitasok valtoz6 mértékben tartalmaztak a tesztfehérjéket, tehat
szarazanyagtartalmuk eltér6 volt. A toményebb higitdsok értelemszerien tobb értékes,
antimikrobialis hatasa fehérjét tartalmaztak.

A kapott Candida torzsek antimikotikum érzékenysége és XAMP-érzékenysége kozott
nem talaltunk oOsszefiiggést. A C. lusitaniae meglehet6sen magas antimikotikumokkal
szembeni rezisztencidja ellenére, a legnagyobb érzékenységet mutatta a biopreparatumban

talalhat6 fehérjére.

Fontos volt tisztazni vizsgalatunkban, hogy az eltéré toménység és eltérd fehérjetartalom
befolyasolja-e a kivaltott hatas erdsséget. Ha igen akkor milyen mértékben. A hipotézis

bizonyitasira egyszempontos varianciaanalizist végeztiink 5%-os szignifikancia szinten.

A proba eredménye p <0,001, igy a null hipotézis, miszerint a kivaltott hatas fiigg a
higitas nagysagatol, elfogadhat6. Tehat felvetésiink beigazolodott, azaz szignifikdnsan
nagyobb gatlasi zénat mértiink a toményebb higitisokon, szignifikins Osszefiiggés van az

antimikrobialis hatas és a biopreparatumbol készitett higitas nagysaga kozott.

Kovetkeztetéseink

A X. budapestensis altal szintetizalt fehérjékre minden tesztelt Candida faj érzékenységet
mutatott 40%-o0s higitasig. Az agardifftzios kisérletiink soran a kialakult gatlasi zonak
nagysiga nem csokkent az id6 mulasaval sem. A biopreparatumban 1évé fehérjéknek
gombaols ,fungicid” hatast feltételeziink. A legnagyobb érzékenységet a C. lusitaniae
mutatta, mig a legkisebbet a C. krusei. Eredményeink aldtdmasztottik azokat a korabbi
kisérleteket, melyben a X.cabanillasi antimikrobialis anyagara a C. albicans érzékenységet

mutatott (17).

A gomba ellenes készitmények gyakori és nem szakszert alkalmazasa jelent6s mértékben
csokkenti a gombak érzékenységét az alkalmazott készitmények irant. A rezisztencia
mechanizmus okai kozott szerepel, hogy a sejtbe csokkent m ennyiségben jut be a hatéanyag

vagy onnan fokozott mértékben, iiriil ki az efflux-pumpakon keresztiil, esetleg a célmolekula,
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modosul (24). Uj hatds-mechanizmusi és eltér6 hatdanyag tartalmé antifugélis

készitmények kifejlesztésére egyre nagyobb igény jelentkezik.

A X. budapestensis baktérium biopreparatumanak Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumokra Kkifejtett hatasat szintén ,cid” hatissal értékeltiik (baktericid) korabbi
vizsgalatainkban. A Gram-pozitiv baktériumok voltak az érzékenyebbek, de valamennyi
tesztelésben szereplé baktérium a tesztelt anyag 20%-os higitasara érzékenységet mutatott

(14).
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