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Adherencia vizsgalatok dermatophyton konidiummal labkorom
keratinocitakon

Adherence investigations on dermatophyten conidia in toe nail
keratinocytes

HALMY KLARA DR.

Laboratérium Kft Hajdd-Bihar megyei Mikrobioldgiai Laboratérium, Debrecen

OSSZEFOGLALAS

A gombatajoknak a korom keratinocitdkhoz valo adhe-
rencidja szerepet jatszik az onychomycosisok kialakuldsa-
ban. A szerzok 48 onychomycosis pedishen megbetegedett
egyén korom kaparékabol, valamint 74 mikroszkoposan és
tenyésztéssel is negativ esetben Trichophyton mentagro-
phytes varietas granulosum konidiumaival adherencia
vizsgdlatokat végeztek. Megdllapitottdak, hogy a pozitiv
esetekben az adherdlo képesség nagyobb mértékii, mint a
kontrollokban. A vizsgalt gombafajok koziil a Trichophy-
ton mentagrophytes varietas granulosum kapcsolodasa
volt a legkifejezettebb. A kérom keratinocitdak nagyobb af-
finitdssal kotik meg a feliiletiikon a konidiumokat, mint a
bor keratinocitik. A dermatophyton konidiumok jobban
kapcsolédnak a korom keratinocitakhoz, mint a Candida
alhicans blasztospordk.
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SUMMARY
Adherence of different species of fungi to nail
keratinocytes plays a role in the development of

onychomycoses. The author investigated scrapings from
nails of 48 patients with onychomycosis pedis and of 74
patients whose samples were found negative both
microscopically and by culturing. Tests involved adherence
investigations on conidia of Trichophyton mentagrophytes
varietas granulosum. Greater adherence capacity was
observed in positive samples than in the control group. The
adherence of Trichophyton mentagrophytes varietas
granulosum was the most expressed of all the species
included in the test. Nail keratinocytes exhibit greater
surface affinity to bind conidia than skin keratinocytes.
Dermatophyton conidia adhere to nail keratinocytes more
readily than the blastospores of Candida albicans.
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A mikroorganizmusok — kozottiik a gombéak — a gazda-
szervezet szoveteihez kapcsolédva befolyasoljak a pato-
genezist, a kolonizaciot, tovabba invaziés és disszemina-
ci6s folyamatokat inditanak el. Ezek el6feltétele a koroko-
z6 és a gazda szovet kozotti kapcesolat 1étrejotte, amelyben
a gombak sejtfalaban 1évé mannoproteinek, a kitin vala-
mint lipid molekuldk, illetve a bér és a korom keratinoci-
tainak receptorai vesznek részt.

Korabbi vizsgalatainkban mycosis superficialis kérkép-
ben sarjadzégomba blasztosporak és Trichophyton menta-
grophytes varietas granulosum (TMVG) konidiumok ad-
heral6 képességét tanulmanyoztuk. Ennek a vizsgélati so-
rozatnak djabb dllomasaként a TMVG konidiumok adhe-
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rencidjat onychomycosis pedis kérképben a korom kerati-
nocitakon vizsgaltuk meg.

Betegek és modszerek

2009 és 2010 években 122 beteg (kozottiik 76 n6 és 46 férfi) 14b-
korom megbetegedéseibdl adherencia vizsgdlatokat végeztiink. A be-
tegek atlagos €letkora 55 év volt. A vizsgalat 48 esetben mind mik-
roszképosan, mind tenyésztéssel pozitiv, 74 esetben pedig negativ
eredményt adott. A gombatenyésztéseket 4%-os Sabouraud és Myco-
sel (chloramphenicol és actidion tartalmui) agar tdptalajon végeztiik.

Korom keratinocitdk prepardldsa

A korom kaparékot steril dorzsmozsarban homogenizaltuk, majd
PBS-ben 3x mostuk. A sejt szuszpenziét 12 ym poérusi Scleicher-
Schuell membran filteren szfirtiik at. A keratinocitdkat Neubauer he-
mocitométerben szamoltuk meg, majd 1x10° sejt.ml"'-re éllitottuk be.



TMVG konidium szuszpenzio készitése (1)

A gombat 4 hétig SGA-n tenyésztettiik. A tenyészetet steril fizio-
l6gias NaCl és 0,1%-os Tween 80-at tartalmazé oldattal oblitettiik
le, amelyet steril gézen dtszirtiink. Centrifugalast kovetden a koni-
diumokat steril NaCl-ba szuszpendaltuk, majd folyékony SGA-ba
vittiik. A szuszpenzié konidium szdmét 1x10’ konidium.ml'-re 4lli-
tottuk be.

Adherencia vizsgalat (2)

A keratinocita €s konidium elegyét 1:1 aranyban készitettiik el.
Az elegyet centrifugdlds utdn 3x PBS-ben mostuk és 37 °C-on rdzo-
fiird6ben 90 percig inkubdltuk. A nem adherdlé konidiumok eltidvo-
litasara az elegyet 12 pm poérusu polikarbonat filteren szirtiik és
PBS-el 3x dtmostuk. A filteren tapad6 sejteket tdrgylemezre téve
szobahdmérsékleten szaritottuk és Gram kristalyibolyaval festettiik.
Mikroszképos vizsgdlattal 400 x-i nagyitds mellett 50 keratinocitdra
es6 konidiumot szamoltunk és atlagoltunk.

Statisztikai analizisre Mann-Whitney ,,U” prébat alkalmaztunk.
Szignifikdnsnak a p<0,05 értéket tekintettiik.

Eredmények és megbeszélés

A gombak adheral6 készségét (AK) in vivo €s in vitro
szamos tényezd befolydsolja. Ezek: a gomba faja, csira-
szama, novekedési fazisa, morfoldgiai tulajdonsédgai,
hidrofébicitasa, tovabba a sejtfal mannoproteinjei, kitin
és a lipid tartalom, valamint az enzim termel§ képesség.
Mindezeket moduldlja a kozeg hémérséklete, pH-ja és
szénhidrat tartalma (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Kisérletes
koriilmények kozott az optimélis milié 37 °C-os hémér-
séklet, 7,2 pH €s 90-120 perces inkubaciés id6 biztosit-
ja (11, 12, 13). A gomba AK-ja azonban a target sejtek
(keratinocitak) mennyisége, szarmazasi helye és az AK-
ért felelés SAPg | gének aktivitdsatdl fiiggben is val-
tozhat (14).

Az onychomycosisok kialakuldsandl a gombak (der-
matophytonok konidiumai) és a keratinocitdk kapcsolo-
dasa dontd fontossdginak tlinik. Sarjadzégombdkkal
kapcsolatos kordbbi vizsgdlataink azt igazoltdk, hogy a
beteg kormok keratinocitdinak AK-ja a kontrollokhoz
képest nagyobb mértékd. Ilyen szignifikdns kiilonbség
jelenlegi vizsgalatunkban az AK-ban nem mutatkozott
(1. tablazart).

Az egyes gomba fajok AK-inak Osszeha- .
sonlit6 vizsgdlatai alapjan a legnagyobb AK-
val a dermatophytonok koziil a TMVG ren-
delkezik (2. tdblazat). Ezt meghaladé értékek
az Epidermophyiton floccosumndl, a pené-
szek koziil a Scopulariopsis hrevicaulisndl és ¢
a Fusarium oxysporumndl mutatkoztak. Ezek
azonban csak jelzés értékd adatok, mivel
egy-egy esethez kapcsolddnak. Kordbbi meg-
figyelések is arrél tantskodnak, hogy a
TMVG AK-ja a legnagyobb (16, 17). A sarja-
dzégombak korében a Candida albicans ren-
delkezik magasabb AK értékkel (7, 15, 18). s
A kormokbol €s a bér epidermisbdl szarmazo
keratinocitdk TMVG konidiummal végzett
adherencia vizsgalatainak Osszehasonlitdsai
azt mutatjak, hogy az AK érték a korom ke-
ratinocitaknal nagyobb (3. tabldzat). A koni-
diumok és a korom keratinocitdk kapcsold-
dasat az 1. abra szemlélteti (/. dbra). Amikor
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onychomycosis pedis kontroll
n=48 n=74
atlagos adherenciaszam
7,0 + 0,50 6,0 + 0,30

szignifikancia: p 20,05

1. tabldzat

Adherencia vizsgalatok onychomycosis pedisben
és kontrollokndl

Fajok n konidium SD
adherencia atlag
Trichophyton rubrum 13 7,0 0,7
Trich. ment. v. interdig. 8 7,5 1,3
Trich. ment. v. granul. 5 8,6 2,0
Fpiderm. flocc. 1 12,0 1,2
Candida sp. 12 5,0 0,4
Scopulariopsis brev. 1 9,0 1,1
Aspergillus niger 2 4,5 0,5
Cladosporium sp. 1 6,0 1,1
Acremonium sp. 4 4,0 1,1
Fusarium sp. 1 10,0 1,1

2. tabldzat
Gombafajok onychomycosis pedisben és adherencia
kapcitdsuk

n=48

onychomycosis pedis
n=48

mycosis superficialis
n=117

atlagos adherenciaszdm

7,0+ 0,50

50+1,1

szignifikancia: p <0,01

3. tablazat
Adherencia vizsgalatok onychomycosis pedisben és
mycosis superficialisban Trichophyton mentagrophytes
var.granulosum konidiummal

1. dbra

Adheral6 Trichophyton mentagrophytes varietas granulosum

konidiumok korom keratinocitakon




Candida albicans Trich. ment. v eranulosum 5. Kennedy, M. J. and Sandin, R. L.: Influence of growth conditions
& on Candida albicans adhesion hydrophobicity and cell wall

blasztospéra konidium ultrastructure. J.Med. and Vet. Mycol. (1988) 26, 70-92.
n=93 n=48 6. Klotz, S. A.: Plasma and extracellular matrix proteins mediate
atlagos adherenciaszam the tate of Candida albicans in the human host. Med. Hypoth.
5,57 +0,12 7,0 + 0,50 (1994) 42, 328-334.

7.0llert, M. W. et al.: Mechanism of adherence of Candida
albicans to cultured human epidermal keratinocytes. Infect.
Immun. (1993) 61, 4560-4568.

szignifikancia: p 0,05

4. tablazat 8. Pendrak, M. L. and Klotz, S. A.: Adherence of Candida albicans
Adherencia vizsgalatok labkoromben Candida albicans to host cells. FEMS Microbiol. Letters (1995) 129, 103-114.
hlasztospéraval és Trichophyton mentagrophytes 9.Segal, E., Lehrer, N. and Ofek, I.. Adherence of Candida
1 Kkonidi 1 albicans to human vaginal epithelial cells: inhibition by amine
var. granuiosum konidiumma sugars. Exp.Cell. Biol. (1982) 50, 13-17.

10. Tronchin. G. et al.: Fungal cell adhesion molecules in Candida
albicans. Eur.J. Epidemiol. (1991) 7, 23-33.

a TMVG konidiumok és a Candida albicans blasztospé- 11. Cotter, G. and Kowanogh, K.: Adherence mechanisms of

rak korom keratinocitdkkal val6 kapcsoléddsat hasonlit- Candida albicans.Br.J.Biomed. Science (2000) 57, 241-249.
juk Ossze, a konidiumok fokozottabb AK-jat figyelhet-  12. Faergemann, J., Aly, R. and Maibach, H. L.: Adherence of
tiik meg (4. tabldzat). Pityrosporum orbiculare to human stratum corneum cells.Arch.

Dermat.Res. (1983) 275, 246-250.

Az AK-val kapcsolatos eddigi megfigyeléseink val6szi- 13. Falkensammer, B. et al.: Absent reduction by HIV protease

nisitik, hogy az onychomycosis kialakuldsidban a derma- inhibition of Candida albicans adhesion to endothelial cells.
tophyton konidiumok koérom keratinocitdkhoz valé adhe- Mycoses (2007) 50, 172-177. o
renciéjénak lényeges szerepe van. A kérfolyamatban a 14. Schllc.l, L., A.lbrecht, A. and Hube, B Characterisation of the
° I R o, B Candida albicans cell surface-associated proteases Sap9 and
gombak szerepének jobb megkozelitéséhez nagyobb sza- Sap10 Mycoses (2008) 51, 416.
mu vizsgalat elvégzése lenne kivanatos. 15. Halmy, K.: Sarjadzégombdk adherencia kapacitdsdanak vizsga-
lata korom keratinocitakon. Bdérgydgy.Vener.Szle. (2010) 86,
IRODALOM 108-110. , ) -
16. Difonzo. E. M. et al.: Die Adhdrenz der Konidien von
1. Nishiyama, Y. et al.: Morphological changes associated with Trichophyton mentagrophytes an humane Keratinozyten. Vortrag
growth inhibition of Trichophyton mentagrophytes by der 31 Wissenschaftliche Tagung der Deutschsprachigen
amorolfine. Clin. Exp. Dermatol. (1992) /7 (Suppl. 1) 13-17. Mykologischen Gesellschaft. 18-20. September in Aachen (1997).
2. Kimura, L. H. and Pearsall, N. N.: Adherence of Candida  17.Halmy, K. és Serf6z0, J.: Adherencia vizsgalatok Trichophyton
albicans to human buccal epithelial cells. Infect. Immun. (1978) mentagrophytes varietas granulosum konidiummal dermatomy-
21, 64-68. cosisos betegek korneocitdin. Bérgydgy. Vener. Szle. (2005) 81,
3. Ghannoum, M. A. and Elteen, K. A.: Correlative relationstrip 51-53.
between cell surface composition, adherence, proteinase 18. Bendel, C. M. and Hostetter, M. K.: Distinct mechanisms of
production, adherence and pathogenecity of various strains of epithelial adhesion for Candida albicans and Candida tropicalis.
Candida albicans. Sabouraudia (1986) 24, 407-413. J.Clin. Invest. (1993) 92, 1840-1849.

4. Hazen, K. C.: Participation of yeast cell surface hydrophobicity ;
in adherence of Candida albicans to human epithelial cells.  Erkezett: 2012. III. O1.
Infect. Immun. (1989) 57, 1894-1900. Kozlésre elfogadva: 2012. V. 17.

A Bérgyogyaszati €s Veneroldgiai Szemle SzerkesztGsége fenntartja maganak a jogot
a hirdetések elfogadasara,
de a hirdetések tartalmaért nem vallal felelGsséget.

79



