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Fontosabb rövidítések 
 
 
 

AMB                   amphotericin B 
ATCC                 American Type Culture Collection 
DÉ                      dózisfüggQen érzékeny 
É                         érzékeny 
FLU                    flukonazol 
5-FC                   5- fluorocitozin 
MÉ                     mérsékelten érzékeny 
MFC                  minimális fungicid koncentráció 
MIC                   minimális inhibitor koncentráció 
R                        rezisztens 
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Bevezetés 

 

A sarjadzó gombák okozta fertQzések száma növekszik. A fertQzések gyakoribbá 

válása egyrészt statisztikailag is jól igazolható, másrészt egy új, inkább egy divatirányzattal 

összefüggQ, jórészt a betegek öndiagnózisa által felállított, mint megannyi tünetért felelQs 

„népbetegség” következménye. 

Sokkal egyértelm_bb tényeken alapul a sarjadzó gombák által okozott kórképeknek 

a szerepe csökkent immunvédekezés_ betegeknél, ahol az átlagos mortalitás a 30-40 %-t is 

eléri. A súlyos, életet veszélyeztetQ gombafertQzések közel 90%-ért a különbözQ Candida 

speciesek a felelQsek, megelQzve a penészgombákat (54, 67). 

A fertQzések szoros összefüggésben vannak az invazív diagnosztikus és terápiás 

módszerek elterjedésével, a hosszan tartó széles spektrumú antibiotikum kezeléssel, „új” 

betegcsoportok megjelenésével (AIDS), valamint a daganatok miatt kemoterápiában 

részesülQ betegek tartósan neutropéniás állapotával (24, 27, 37, 39, 41, 54, 55, 78, 95). 

Az 1980-as években a leggyakrabban izolált sarjadzó gomba, amelyet egyben a 

legvirulensebbnek is tartanak a Candida albicans volt (26, 105). Az 1990-s évek elején a 

preventív és a kuratív terápiába bevezetett flukonazol (FLU) jelentQs epidemiológiai 

változást eredményezett az invazív kórfolyamatokból kitenyészett sarjadzó gombák 

gyakoriságában. A C. albicans, bár megtartotta vezetQ helyét, visszaszorult, míg a többi, 

nem-C. albicans Candida species okozta fertQzések száma növekedett (50, 84, 91). Bár 

ezen egyéb Candida speciesek virulenciája kisebb, mint a C. albicans virulenciája, 

betegcsoporttól valamint a sarjadzó gomba primer vagy szekunder rezisztenciájától 

függQen a mortalitás akár a 80 %-t is elérheti neutropéniás betegek disszeminált fertQzései 

esetén (41, 69, 74, 91, 97).  

A ritkábban izolálható sarjadzó gombák esetén mind a gyors és pontos diagnózis 

mind, pedig a sokszor ismeretlen rezisztencia-viszonyok problémát jelentenek (28, 54, 76, 

118). A sarjadzó gombák egy része primer vagy szekunder rezisztenciával rendelkezik az 

antifungális szerek egy része ellen (54), így ha a pontos fajmeghatározás késik ezzel az 

adekvát terápia beindítása is, késedelmet szenved. A klinikusok a pontos eredményt 

sokszor csak a mintavétel után számított ötödik-hatodik napon kapják meg, amikorra a 

beteg esetleg már meg is halt.  
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Jelenleg a nemzetközi irodalom három olyan fajt ismer, amelyeknek a FLU iránti 

genetikus (primer) rezisztenciája bizonyított (Candida krusei) (80) illetve valószín_síthetQ 

(Candida inconspicua és a Candida norvegensis) (3, 101, 118). A C. krusei esetén bQséges 

irodalmi adat áll rendelkezésre mind a diagnosztikai problémák mind, pedig a terápiás 

nehézségekre vonatkozólag (11, 34, 69, 76, 79, 100). Munkám során a DEOEC Orvosi 

Mikrobiológiai Intézetében az izolált sarjadzó gombák epidemiológiájában bekövetkezett 

változás miatt lehetQségem volt, hogy a C. inconspicua és/vagy C. norvegensis, mint a 

FLU iránt csökkent érzékenységet mutató két faj elkülönítQ diagnosztikáját vizsgáljam. 

Ugyancsak megvizsgáltam az izolált törzsek különbözQ antifungális szerek iránti 

érzékenységét, választ keresve a klinikailag is hatásosan alkalmazható terápiára az in vitro 

érzékenységi eredmények alapján.  
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Irodalmi áttekintés 

 

1. Sarjadzó gombák által okozott fertQzések patogenezise  

A sarjadzó gombák eukarióták, amelyeknek két fQ megjelenési formája van: az 

egysejt_ és a fonalas alak. A gombák sejtmembránja ergoszterolt is tartalmaz. A sejt 

alakjáért és fizikai stabilitásáért a vastag sejtfal a felelQs. A sejtfal külsQ rétege fQleg 

mannoproteineket, míg a belsQ rétege béta–(1,3)-glükán/kitinhálót tartalmaz különbözQ 

mannoproteinekkel együtt, lehetséges célpontként szolgálva az antifungális szereknek (67, 

118). A sejtfal fQ alkotóeleme a glukán, amely a Saccharomyces és a Candida genus esetén 

a sejtfal 30-60 %-t adja.  

A sarjadzó gombák jelenléte ép immunrendszerrel rendelkezQ ember esetén ritkán 

okoz súlyos megbetegedést. A szájüregben, a hüvelyben, a vastagbélben és a bQrön is 

különbözQ gyakorisággal a normál flóra részeként megtalálhatóak a különbözQ Candida 

speciesek (10, 77). A neutrophil granulocyták és a makrofágok döntQ szerepet játszanak a 

sarjadzó, illetve a fonalas gombák elleni védekezésben, amit a neutropéniás betegekben 

kialakuló invazív fertQzések számának a növekedése is jól jelez (69, 78, 108, 111, 115). Az 

utóbbi idQk kutatási eredményei alapján egyre nyilvánvalóbbá vált, hogy a sarjadzó 

gombák többféle, jól szabályozott virulencia faktorokkal rendelkeznek (23, 46, 47, 48). A 

patogenezisre és a virulencia faktorokra vonatkozó ismereteink többségét a C. albicans-al 

végzett kísérletekbQl ismerjük (10, 23, 45, 46). 

A sarjadzó gombák megtelepedését a szervezetben különbözQ aerob és anaerob 

baktériumok segítik elQ, ahogy azt koaggregációs kísérletekkel a C. albicans, a Candida 

dubliniensis és a Candida tropicalis esetén már bizonyították (45, 49). A leggyakoribb 

koaggregációs partnerek a Fusobacterium nucleatum és a Streptococcus gordonii. 

Hasonlóan, az eukarióta sejtek felszínén található fibronectin, integrinek, komplementkötQ- 

és agglutinin-szer_ receptorok a sarjadzó gombák tapadását segítik (10, 95, 107). A 

sejtfelszíni hidrofobicitás további, az adhézióban szerepet játszó tényezQ, amint azt Hazen 

és munkatársai az általuk vizsgált 7 gombafaj esetén kimutatták (43). 

A klinikailag jelentQs Candida speciesek szinte mindegyike képes a különbözQ 

felületeken biofilm képzésére (13, 27, 55, 56). A képzQdött biofilm egyrészt a fertQzés 

gócaként szerepelhet, másrészt a biofilm a caspofungin (CAS) kivételével az antifungális 

szerek számára átjárhatatlan barrier (2, 10, 25, 78, 84).  
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A sarjadzó sejt-hifa átalakulásnak (dimorfizmus) a szerepe ismert virulencia 

tényezQ az invazív C. albicans fertQzések patogenezisében (10, 105, 106, 112). A hifát 

nem képezQ mutánsok által okozott letalitás in vivo állatmodellben kisebb, a makrofágok 

hatásosabban pusztították a gombákat (98). Az élesztQforma fagocitózisa esetén a mannóz 

és részben a fukóz receptorok közvetítésével megvalósuló immunválasz a gyulladásos 

citokinek szintjének növekedésével és fokozott öléssel jár együtt (98, 106). A hifának a 

CR3 és az Fc receptor közvetítésével megvalósuló fagocitózisa viszont fokozott Il-4 és Il-

10 termeléssel jár, ahogy azt humán monocita sejtvonalon elvégzett kísérletek igazolták 

(10). Hifa jelenléte esetén a hatásos Th1 immunválasz helyett az ellenanyagszintet növelQ, 

de a fagocitózist csökkentQ Th2-s immunválasz dominál a vesékben, ahogy azt 

szisztémásan fertQzött egerek esetén Spellberg és munkatársai bizonyították (106).  

Felmerült a fenotípusváltásnak is a szerepe a patogenezisben, amikor a fehér 

teleptípus-opálos teleptípus átalakulás következik be. Szerepe valószín_leg a 

gazdaszervezethez való alkalmazkodásban van (10, 98). 

A szekretált aszpartil proteáz (SAP) enzimek jelenléte in vitro és in vivo is 

kimutathatón növelik a sarjadzó gombák virulenciáját (12, 18, 20-22, 47, 71, 99, 103). A 

nyálkahártya fertQzései esetén a SAP-1-3 gének, míg az invazív, szisztémás fertQzések 

esetén a SAP-4-6 gének játszanak fontos szerepet (8, 14, 19, 23, 35, 102). E tények jelzik, 

hogy a SAP-gének kifejezQdése különbözQképpen valósul meg az egyes testtájak fertQzései 

során.  

Hasonlóan, C albicans esetén a foszfolipázok jelenléte kimutathatóan fokozta a 

letalitást intravénásan fertQzött egerek esetén, valamint a vérbQl izolált törzsek foszfolipáz 

termelése nagyobb volt az egyéb testtájakról izolált törzsekéhez képest (48, 95, 98, 105). A 

foszfolipázt csökkent mértékben termelQ mutáns törzsek esetén a szöveti károsítás mértéke 

szignifikánsan kisebb volt. 

Egyéb lehetséges virulencia faktorok szerepe (lipáz enzim, hemolizin termelés, 

koaguláz enzim jelenléte) kevéssé ismert (40, 46, 63, 66).  
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2. Candida fajok által okozott megbetegedések  

 

A sarjadzó gombák okozta fertQzések az enyhe, bár rendkívül kellemetlen 

szubjektív tünetekkel járó nyálkahártya fertQzésektQl, a súlyos, életet veszélyeztetQ invazív 

fertQzésekig terjedhetnek (41, 78, 77, 82). A C. albicans a laboratóriumok vizsgálati 

anyagaiból a minta típusától függetlenül is a leggyakrabban izolálható sarjadzó gomba (24, 

26, 41, 50, 64, 87). Mivel az invazív gombafertQzések nagyobb része endogén eredet_ (bQr 

illetve gastrointestinális kolonizáció) (77) a nem steril testtájak gombaflórájának ismerete 

fontos segítség lehet az invazív fertQzések eredetének, illetve a sarjadzó gombák 

rezisztencia viszonyainak a megismerésében. 

Az 1990-es évek elejéig a vérbQl gyakorlatilag csak a C. albicans volt izolálható. A 

preventív terápiára is kit_nQen alkalmas, a betegek által nagyobb dózisban is jól tolerált 

FLU bevezetése a napi rutinba visszaszorította a C. albicans okozta candidemiák számát, 

míg növekedett a nem-C. albicans Candidák okozta candidemiák száma. Az elsQ ilyen 

tanulmányok alapján hívták fel a figyelmet a C. krusei FLU iránti rezisztenciájára (100). 

Bár a C. krusei gyakoribb izolálhatósága a FLU-t gyakran használó kórházi részlegek 

esetén általában egyértelm_, számos tanulmány kétséget kizáróan bizonyította a FLU 

használattól független gyakoribb izolálását ennek a tipikusan nozokomiális kórokozónak 

(24, 69, 100).  

A species átrendezQdésrQl tudósító elsQ tanulmányok az USA-ból származtak, de 

késQbb egyre több országból jelentek meg hasonló közlések (50, 86, 87, 94, 111). A FLU 

nagymérték_ használata miatti szelekció elQsegítette különféle antifungális szerek iránt 

többszörösen rezisztens C. glabrata, C. tropicalis és az elQbb említett C. krusei szerepének 

a növekedését az invazív kórfolyamatokban (37, 54, 56, 80, 89, 100). Megjegyzést érdemel 

az is, hogy az antifungális terápiában „gold” standardnak tartott amphotericin B (AMB) 

esetén napjainkban bebizonyosodott, hogy a különbözQ Candida specieseknek fajtól 

függQen magas lehet a MIC értékük (11, 81), és e törzsek egy része toleranciát mutat az 

AMB iránt (lásd késQbb) (11).  

Az újabb adatok szerint nemcsak a felnQtt betegek esetén következett be a species 

átrendezQdés, hanem a gyermekgyógyászati osztályok egy része esetén is (26, 56, 94, 108).  
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3. Antifungális szerek csoportosítása, rezisztencia mechanizmusok 

 

ElQljáróban le kell szögezni, hogy a rendelkezésre álló antifungális szerek száma 

sokkal kevesebb az antibakteriális szerekhez viszonyítva. Invazív fertQzések esetén a 

terápia kimenetelét döntQen az alapbetegség befolyásolja (kemoterápia, tartós neutropénia, 

stb.) (82). A sikertelen terápia oka lehet az illetQ gombafaj primer vagy szekunder 

rezisztenciája az illetQ antifungális szer iránt (54, 118). Az in vitro érzékenység ellenére 

nem eradikálható fertQzések mögött a biofilm képzQdéssel összefüggQ klinikai rezisztencia 

(C. albicans és a C. parapsilosis) vagy az antifungális szer iránti tolerancia jelensége állhat 

(54, 84, 118).  

A következQkben röviden felsorolom a fQbb, szisztémás kezelésre alkalmas 

antifungális szerek csoportjait, azok hatásspektrumát és a rezisztencia mechanizmusokat, 

fQleg a sarjadzó gombákra fókuszálva.  

 

Polién típusú antifungális szerek  

Az AMB tartozik ide. Az ergoszterolhoz kötQdve pórust képez a sejtmembránon, 

így a permeabilitást fokozva irreverzibilis károsodást okoz. Sarjadzó gombák között a 

primer rezisztencia ritka az AMB iránt (Candida lusitaniae, Candida guillermondii törzsek 

egy része, és a Trichosporon beigelii) (42, 54, 83, 84, 116). Másodlagos rezisztenciát a C. 

tropicalis, a C. glabrata és a C. krusei fajok esetén jeleztek, ami a sejtmembrán 

megváltozott ergoszterol tartalma miatt jöhet létre (29, 37, 54, 118). A hatásos kezeléshez 

általában elegendQ 2 og/ml-es szérumszintet a napi 1 mg/kg-os adagolással elérhetjük a 

súlyosabb mellékhatások (vese, hidegrázás, láz) megjelenése nélkül (38, 82). A lipiddel 

kombinált AMB készítmények további lehetQséget nyújtanak a szérum AMB szintjének 

növeléséhez, kevesebb mellékhatást okozva ezzel a betegek számára (30, 82).  

 

Azol típusú antimikotikumok 

Fungisztatikus hatású gombaellenes készítmények, amelyek a sejtmembrán 

ergoszterol szintézisét gátolják (54, 104, 118). A célpont a 14-alfa demetiláz enzim. Az 

1990-es évektQl kezdve folyamatosan szintetizálják az új, triazol típusú 
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antimikotikumokat, egyre szélesedQ hatásspektrummal (flukonazol, itrakonazol, 

posakonazol, vorikonazol és ravukonazol). 

Az azol típusú szerek közül a legelterjedtebben használt készítmény a FLU, 

melynek hatásspektruma kiterjed a Candida és a Cryptococcus genusokra is, de a 

penészgombákra nem (54, 118). Neutropéniás betegek gombás megbetegedéseinek a 

profilaxisára akár hosszú idQn keresztül is jól alkalmazható relatíve kevés mellékhatása 

miatt. Bizonyított primer rezisztenciával a C. krusei törzsek (80) és a C. glabrata törzsek 

egy része (118) rendelkezik FLU iránt. Az utóbbi 7-8 évben limitált számú in vitro és in 

vivo adat alapján a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén szintén felvetQdött a primer 

rezisztencia lehetQsége (3, 101). FLU iránt szekunder rezisztencia hosszan tartó kezelések 

során szokott kifejlQdni, fQleg a C. albicans, C. dubliniensis és a C. glabrata fajok esetén 

(118). A rezisztencia leggyakoribb okai közé a gyógyszert eltávolító, aktív transzportot 

igénylQ mechanizmusok (aktív efflux), a lanoszterol demetiláz mutációján alapuló 

megváltozott target illetve az enzim túltermelése állhat (54, 118). A rezisztencia 

mechanizmusok kombinálódhatnak is. Az új, azol típusú antifungális szerek spektruma 

hasonló az FLU-hoz, és általában a penészgombák ellen is jó in vitro és in vivo aktivitást 

mutatnak (54). Megjegyzést érdemel, hogy a régi és az új típusú azol származékok között 

változó mérték_ keresztrezisztencia van (91, 118).  

 

Nukleinsav szintézist-gátló antimikotikumok 

A csoportnak egyetlen tagja az 5 fluorocitozin (5-FC). A szert a citozin permeáz 

juttatja be a gombasejtbe, ahol 5-fluorouracillá, majd 5 fluor-deoxi-uridilsavvá alakul. A 

hatás végsQ soron a timidilát szintetáz gátlása, leállítva ezzel a DNS szintézisét (114, 118). 

A napi átlagos dózisú (100 mg/kg), 3-4 részre osztott terápia mellett a 35-70 og/ml-es 

szérumszint megfelelQ az 5-FC-ra érzékeny kórokozók kezelésére (33, 114). Monoterápia 

esetén könnyen szekunder rezisztencia alakulhat ki, ezért fQleg AMB-vel kombinálva 

alkalmazzák (54, 114). A primer rezisztenciával rendelkezQ törzsek száma a legújabb, több 

mint 8000 darab sarjadzó gomba vizsgálata alapján nem jelentQs, fQleg a C. krusei esetén 

figyelhetQ meg (88). Hasonló eredményeket kaptak Barchiesi és munkatársai is, bár Qk 

kevesebb izolátumot vizsgáltak munkájuk során (5).  
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Sejtfal szintézist gátló antifungális szerek 

Az ide tartozó gyógyszerek a sejtmembránban található, a sejtfal glukán 

komponensének a szintézisében szerepet játszó glukán szintetáz enzimet gátolják (25, 54). 

Az echinocandinok közé tartozó caspofungin és micafungin jelenleg már elérhetQ a 

klinikumban invazív és egyéb terápiára nem reagáló candidiázisok kezelésére (54, 82). 

Keresztrezisztencia nem áll fenn a többi antifungális szerrel szemben (54). Rapid fungicid 

hatású szerek, amit flow-citométerrel történt vizsgálatok is igazoltak (54). Klinikai 

izolátumok esetén rezisztenciát eddig csupán hosszan tartó kezelés után észleltek (54). 

Relatíve magas MIC értéket C. parapsilosis, C. guillermondii és C. lusitaniae izolátumok 

esetén figyeltek meg (25, 54). A magasabb MIC értékek ellenére a CAS in vivo hatásnak 

bizonyult 20 betegbQl 14 beteg esetén C. parapsilosis okozta candidemia kezelése során 

(25). Jóváhagyott módszer a CAS iránti érzékenység vizsgálatára jelenleg nem áll 

rendelkezésre (6, 52, 90). 
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4. Sarjadzó gombák diagnosztikája 

 

Invazív gombafertQzések esetén a diagnosztika nagyon nehéz. A hemokultúráknak 

kevesebb, mint 50%-a pozitív csupán, egyéb testtájak esetén, pedig a kolonizáció és a 

valódi patogén szerep eldöntése sokszor problémás lehet (77, 78, 82). A klinikai kép 

alapján a neutropéniás, széles spektrumú antibiotikummal kezelt betegek esetén a 

perzisztáló láz, negatív tenyésztési eredmény esetén is valószín_síti az invazív 

gombafertQzést (82). A rendelkezésre álló diagnosztikai módszerek kombinálása (esetleg 

invazív mintavételi eljárásokkal kiegészítve) eredményesebbé tehetik a diagnosztikát, és 

lehetQséget nyújtanak a célzott antifungális terápiára (82).  

 

Sarjadzó gombák diagnosztikája hagyományos diagnosztikai módszerek segítségével 

A rutin diagnosztikában a sarjadzó gombák azonosítását néhány egyszer_ 

módszerrel az esetek többségében könnyen el lehet végezni. A Sabouraud-táptalajon nQtt 

tenyészetbQl fötális borjúszérumban történQ inkubálás után a képzQdött csíratömlQ vagy a 

rizsagaron képzett klamidospóra karakterisztikus a C. albicans és a C. dubliniensis fajok 

esetén (7, 110, 117). A kevert tenyészetek felismerését és a 4 leggyakoribb Candida faj 

elkülönítését nagymértékben megkönnyíti a CHROMagar Candida differenciáló táptalaj 

(51, 110). A napjainkban igen elterjedt kereskedelmi tesztek a gombák szénhidrát 

asszimilációs profilja alapján segítenek a faj meghatározásában. E tesztek egy része nem 

igényli a sarjadzó gombák morfológiai vizsgálatául szolgáló rizs vagy kukorica táptalajra 

történQ leoltását sem (36, 79, 93, 110), bár a hifa/pszeudohifa morfológiája jellemzQ az 

adott gombafajra (79). Ezeknél a teszteknél a biokémiai reakciók összegzésével egy 

számkódot kapunk (biokód), amit a gyártó által rendelkezésre bocsátott adatbázissal 

összehasonlítva megkapjuk a biokémiai reakciók által legvalószín_bb faj nevét. 

Magyarországon és Európában is gyakran használják az ID 32C vagy az API 20C gyári 

panelek valamelyikét. A több centrumban elvégzett, az ismert Candida fajok pontos 

azonosítását célzó vizsgálatok kimutatták, hogy jól m_ködQ laboratóriumok esetén is 

gyakori (fajtól függQen) a téves azonosítás az elQbb említett két módszer esetén (79, 93). 

Téves azonosítás még a leggyakrabban elQforduló C. albicans esetén is elQfordul. Igen 

gyakori a FLU iránt csökkent érzékenységet mutató triász, a C. krusei, C. inconspicua és a 

C. norvegensis fajainak téves azonosítása a hagyományos módszerek alapján (79).  
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Az elQbb említett hagyományos módszerek még a sarjadzó gombák 

diagnosztizálásában jártas laboratóriumok esetén is legalább 3-4 napot vesznek igénybe a 

pontos, fajszint_ azonosításhoz. A hagyományos módszerek tehát önmagukban nem 

mindig elegendQek a gyors és pontos identifikáláshoz, ezért egyéb módszerek bevezetése is 

indokolt az adekvát terápia érdekében. 

 

Sarjadzó gombák diagnosztikája szerológiai módszerek segítségével  

Az invazív sarjadzó gomba fertQzések szerológiai diagnosztikájában, a sejtfalban 

található proteinek és szénhidrátok jöhetnek szóba (67). A fehérjetermészet_ antigének 

közül széleskör_en vizsgálták a különbözQ hQ sokk proteinek (hsp), a szekretált aszpartil 

proteázok, az enoláz és a fibrinogén-kötQ sejtfal mannoprotein (mp58) alkalmazhatóságát a 

diagnosztikában. A hsp90 és az enoláz elleni antitestek kimutatása ELISA módszerrel 

jelenleg reményt keltQ módszer, különösen többszörös mintavétel esetén. A vérben keringQ 

mannán és az ellene termelt ellenanyag egyidej_ kimutatása egyes tanulmányok szerint 93 

%-s specifitással és 80 %-s érzékenységgel rendelkezik, így szerepe a közeljövQben 

növekedni fog az invazív gombafertQzések diagnosztikájában (67). Az eddigi eredmények 

megerQsítése nagyobb számú klinikai eset bevonásával jelenleg is tart (67). 

 

Sarjadzó gombák diagnosztikája molekuláris biológiai módszerek segítségével 

Mivel a hagyományos módon történQ species meghatározáshoz legalább 48-72 óra 

szükséges, valamint a szerológiai módszerek nem eléggé érzékenyek az invazív sarjadzó 

gomba fertQzések detektálására, a DNS analízisén alapuló gyors, szenzitív és specifikus 

eljárások egyre jobban elQtérbe kerülnek (57, 58). A kutatások során számos módszert 

alkalmaznak, pl. restrikciós fragmenthossz polimorfizmus vizsgálata (RFLP) (76, 119, 

120), Southern-hibridizációs analízis (31, 65), transzfer RNS profil analízis (65), 

mitokondriális DNS analízis (122), véletlenszer_en amplifikált polimorf DNS analízise 

(RAPD) (57, 58, 62, 76).  

Az RFLP analízist, ha amplifikált rDNS darabokon végezzük el, ribotipizálásról 

beszélünk. Ribotipizálás során restrikciós enzimekkel végzünk hasítást majd 

gélelektroforézissel elválasztjuk a DNS-darabokat, amelyek a fajra jellemzQ mintázatot 

adnak. A módszer genetikai alapja az, hogy a gombák riboszómális RNS (rRNS) génjei 

tandem módon ismétlQdnek és minden ismétlQdés tartalmazza a 18S, az 5.8S és a 26S 
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rRNS génjeit. Két másik régió is megtalálható, melyet az elQzQ szakaszok fognak közre: az 

internal transcribed spacer (ITS) régió és az intergenic spacer (IGS) régió. Az rRNS-t 

kódoló régiók bázissorrendjüket tekintve konzervatívak, míg az ITS-szekvenciák 

változékonyak, egy genuson belül is nagy variabilitást mutatnak (1. ábra). A konzervatív 

bázissorrend_ szakaszok alkalmas helyet biztosítanak a primerek kapcsolódásához, a 

közrefogott szakaszok amplifikálása során nyert DNS-részek viszont variábilisek lesznek. 

Az ezek hasítása során nyert fragmentumok elektroforézis során a fajra jellemzQ 

mintázatot adnak (57, 62, 113, 120).  

 

 

1. ábra: Sarjadzó gombák riboszómális RNS génjeinek elhelyezkedése 
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5. Sarjadzó gombák érzékenységének meghatározása 

 

A jelenlegi ajánlás szerint rutin érzékenységi vizsgálatot nem minden izolált gomba 

esetén kell végezni, mivel a Candida fajok érzékenysége a különbözQ antifungális szerek 

iránt általában megjósolható (54, 97). A C. albicans és a C. parapsilosis általában érzékeny 

az összes antifungális szer iránt, míg a C. krusei rezisztenciát mutat az antifungális szerek 

többsége ellen (54). El kell azonban az érzékenységi vizsgálatot végezni terápiára nem 

reagáló invazív és nem invazív fertQzések esetén (82). Külön problémát jelentenek a ritka 

kórokozók által okozott fertQzések, hiszen ezeknek a gombáknak az érzékenysége, ritkább 

elQfordulásuk miatt alig ismert (118). Ezek a ritka, de napjainkban egyre gyakrabban 

izolálható sarjadzó gombák terápiás problémát jelentenek több szempontból is. Egyrészt a 

leggyakrabban alkalmazott FLU valamint a „gold” standardnak számító AMB iránt 

csökkent érzékenységet mutathatnak (81, 118), másrészt a laboratórium által rosszul 

megválasztott, nem megfelelQen validált érzékenységi metodika fals érzékenységi 

eredmény közléséhez vezethet (97).  

 

Standard mikrodilúciós módszer  

A sarjadzó gombák érzékenységének in vitro diagnosztikájában jelentQs elQrelépés 

csupán 1997-ben történt, amikor az addig felhalmozódott ismeretek összegzése után 

elfogadták a standardizált, meghatározott tápfolyadékot (RPMI-1640) és kezdQ 

csíraszámot (103 sejt/ml) használó módszert (NCCLS M-27A) (72, 96). Az inkubálási idQ 

fajtól függQen 48 illetve 72 órán keresztül tart. A módszerre égetQen szükség volt mivel 

ugyanazon törzsek különbözQ centrumokban történQ vizsgálata során a MIC értékek között 

akár 4 nagyságrend eltérések is voltak (97). A módszer makrodilúciós és mirodilúciós 

(leveshígításos) változata egyaránt rendelkezésre áll. A módszer nagy elQnye a pontosság, 

a jó reprodukálhatóság, amit több összehasonlító vizsgálat is igazolt (72). Azóta 2002-ben 

elkészült a módszer módosított változata is (M27A-2), amely a metodika pontos leírásán 

kívül tartalmazza a minQségi kontroll törzsek (C. krusei ATCC 6258 és C. parapsilosis 

ATCC 22019) 24 és 48 órás inkubálási idQ után elvárható MIC értékeit is (73). A módszer 

pontosan tartalmazza azokat a módosításokat is, amelyek alternatívái lehetnek a standard 

metodikának anélkül, hogy fals érzékenységi eredményt kapnánk (nagyobb kezdQ 

inokulum, rövidebb inkubációs idQ, stb.) (73). 
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A dokumentumban csak a FLU, az itrakonazol és az 5-FC esetén találunk ajánlást a 

MIC értéken alapuló érzékenységi kategóriákra. Ezek a határértékek jórészt nyálkahártya 

candidiázisban szenvedQ betegek kezelése során nyert tapasztalatokat tükrözik (96), bár az 

így nyert adatok jól alkalmazhatónak bizonyultak candidémiás betegek kezelése esetén is. 

Az érzékenységi kategóriák megállapításánál egy új fogalommal, a dózisfüggQ 

érzékenység (DÉ) kategóriájával találkozhatunk az azol típusú antimikotikumok esetén. A 

kifejezés azt jelenti, hogy a terápiás siker eléréséhez a kérdéses gyógyszert teljes dózisban 

kell alkalmazni, ha a gomba a DÉ érzékenységi kategóriába esik (54, 96).  

A klinikai gyakorlatba nemrégen bevezetett CAS esetén jelenleg nem eldöntött, 

hogy a MIC meghatározás során végpontként a teljes gátlást vagy a részleges gátlást kell 

alkalmazni (6, 90). Az eddigi irodalmi adatok szerint az ’antibiotikum medium 3’ jelzés 

táptalaj alkalmasabb a MIC meghatározásra az RPMI 1640-el összehasonlítva a jobb 

növekedés és az élesebb végpontok miatt (6). Jelenleg az irodalmi adatok a 24 órás 

inkubációs idQ után történQ MIC meghatározást is szorgalmazzák a hagyományos, 48 órás 

inkubációs idQ mellett (90).  

A fonalas gombák in vitro érzékenységének meghatározása jelenleg az 1998-ban 

elfogadott (NCCLS M-38 P), majd a 2002-ben módosított ajánlás alapján történik (M-38A) 

(97). 

 

Kereskedelmi forgalomban kapható tesztek az in vitro érzékenység meghatározására 

Minden pontossága ellenére a standard módszer munkaigényessége illetve relatíve 

hosszú inkubációs ideje miatt nehezen alkalmazható a rutin diagnosztikai munkában. E 

hátrányt kiküszöbölendQ több, a kereskedelmi forgalomban könnyen beszerezhetQ panel 

terjedt el, de a legújabb vizsgálatok szerint csupán néhány mutat jó korrelációt a standard 

módszerrel (97). Általában elmondható, hogy a C. albicans érzékenységét a különféle 

antifungális szerek iránt az összes módszer jól diagnosztizálja, de a nem-C. albicans 

Candida fajok esetén súlyos, a betegek életét veszélyeztetQ fals érzékenységi 

eredményeket is kaphatunk (97). Különösen igaz ez a FLU esetén, amelynél 6 különféle 

módszer összehasonlító vizsgálata során bebizonyosodott, hogy csak az E-teszt és a 

kolorimetriás elven m_ködQ Sensititre Yeast One panel alkalmas a pontos érzékenység 

meghatározáshoz (70).  
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A kereskedelmi forgalomban kapható módszerek közül az E-teszt tehát a 

gyakorlatban is jól bevált alternatíva. Az E-teszt csíkok egy preformált koncentráció 

gradiens formájában tartalmazzák a kérdéses antifungális szereket. A csík körül egy 

ellipszis alakú gátlási zóna alakul ki. Ahol az ellipszis metszi a csíkot ott lesz a MIC érték. 

E népszer_ módszer egyes szerzQk szerint nemcsak kit_nQ alternatívája a standard, 

mikrodilúción alapuló módszernek, hanem AMB esetén annál jobb is, amikor AMB iránt 

rezisztens klinikai izolátumokat keresünk (74, 85). Az E-teszt szerepe különösen akkor 

fontos, amikor az érzékenységi eredmény leolvasása még a pontos fajmeghatározás elQtt 

válik szükségessé (klinikus tájékoztatása az adekvát terápia érdekében). Az E-teszt az 

eddigi adatok alapján a legjobb korrelációt mutatja a standard módszerrel nyert 

érzékenységi eredményekkel (97).  

Európában elterjedtek a break-point (határérték) elven m_ködQ panelek is, amelyek 

egy-egy kritikus (alacsonyabb illetve magasabb) koncentrációt tartalmaznak az antifungális 

szerek megfelelQ hígításából. A Fungitest nev_ panel segítségével egyidej_leg hatféle 

antifungális szer iránt tudjuk meghatározni az érzékenységet. A gomba szaporodását az 

indikátor színének megváltozása jelzi. E módszer esetén a fQ probléma az alkalmazott 

indikátor érzékenysége illetve az esetlegesen helytelenül megválasztott MIC- határérték 

lehet (17, 121).  
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6. Minimális fungicid koncentráció meghatározása 

 

Kritikus állapotú betegek esetén (endocarditis, neutropénia) szükség lehet az 

aktuális MIC értéken kívül a gyógyszer hatásosságát jobban jellemzQ fungicid hatás 

ismeretére. A fungicid hatás vizsgálata az idQ-ölés (time-kill) görbék valamint az MFC 

meghatározása által lehetséges (92). A baktériumoknál standard metodika áll rendelkezésre 

a minimális baktericid koncentráció meghatározására. Hasonló, standardizált módszer 

jelenleg nem áll rendelkezésre a sarjadzó és fonalas gombák MFC értékének a 

meghatározására (11, 92). Ennek oka döntQen abban keresendQ, hogy a különbözQ szerzQk 

eddig a standard módszerrel meghatározott MIC értékek leolvasása után a mikroplate 

növekedést nem mutató üregeibQl különbözQ mennyiségeket oltottak ki (1-100ol), így 

ezzel 90, 95, 99 %-s gombapusztulást tudtak csupán detektálni. Mivel a standard módszer 

esetén a mikroplate–be kerülQ inoculum mennyiség csupán 100-500 db között lehet, így 

nem is lehetett pontosan meghatározni az illetQ antifungális szer hatásosságát jobban 

kifejezQ, legalább 99, 9 %-s ölQ hatást (11, 92).  

Újabban, a Cantón és munkatársai által leírt (11) metodika a nagyobb kezdQ 

inoculum által (104 sejt/ml) lehetQséget teremtett arra, hogy legalább 99, 9 %- s ölQ hatást 

tudjunk mérni, ha a növekedést nem mutató mikroplate-üregének a teljes tartalmát kioltjuk. 

Ezt a módszert vérbQl izolált sarjadzó gombák AMB iránti MFC értékének meghatározása 

során alkalmazta Cantón és munkacsoportja (11). Így vált ismertté, hogy a C. parapsilosis 

és a C. dubliniensis törzsek egy része toleráns az AMB iránt, azaz a MIC értéknél 32-szer 

nagyobb gyógyszer koncentráció sem pusztítja el a sarjadzó gombát (11). A legutóbbi 

vizsgálatok alapján az MFC meghatározásával kapott eredmények jó korrelációt mutatnak 

az idQ-ölés görbék által kapott eredményekkel (53, 92). A módszert relatíve könny_ 

kivitelezhetQsége miatt Cantón és munkatársai ajánlják a rutin laboratóriumi 

diagnosztikában is terápiára nem reagáló invazív candidiázisok esetén az MFC 

meghatározására (92). Az AMB-n kívül Cantón módszerével egyéb sarjadzó gombák MFC 

értékét eddig még nem vizsgálták (32, 92).  
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7. Sarjadzó gombák izolálása a DEOEC Orvosi Mikrobiológiai Intézetében  

 

A DEOEC Orvosi Mikrobiológiai Intézetében 1997-tQl kezdve történik a pontos, 

faj szerinti azonosítása a sarjadzó gombáknak. A Sabouraud agaron nQtt gombákat 

CHROMagar Candida táptalajra oltjuk, majd az ID 32C panel segítségével tovább 

folytatjuk az azonosítást. A leggyakrabban izolált 5 fajon kívül (C. albicans, C. glabrata, 

Candida tropicalis, C. krusei és a C. parapsilosis) kis százalékban egyéb, ritkán elQforduló 

sarjadzó gombát is izoláltunk. Érdekesség, hogy ezek az izolátumok általában 

immunszuppresszált betegek vizsgálati anyagaiból tenyésztek ki. Az elsQ négy év után az 

adataink elemzése után kiderült, hogy az izolált sarjadzó gombák abszolút száma 

megháromszorozódott a vizsgált periódus alatt.  

A 4 éves vizsgálati periódus alatt C. albicans maradt a leggyakrabban izolálható faj. 

A második leggyakrabban izolált Candida species mindig a C. glabrata volt (64, 110). A 

hemokultúrákból egy-két kivételtQl eltekintve gyakorlatilag csak a C. albicans volt 

izolálható. A Fungiteszt-el vagy E-teszt-el meghatározott érzékenységi eredmények az 

általunk vizsgált 5-féle antifungális szer esetén (AMB, 5-FC, mikonazol, ketokonazol és a 

FLU) a C. albicans bizonyult a legérzékenyebbnek. A C. glabrata törzsek a flukonazol, 

míg a C. krusei törzsek az AMB iránt relatíve nagy számban csökkent érzékenységet 

mutattak (64).  

A 2001-2002-es években a napi rutin munka során lettünk figyelmesek arra, hogy 

egyre gyakrabban izoláljuk a Candida inconspicua és a Candida norvegensis fajok 

valamelyikét a különbözQ vizsgálati agyagokból. Az izolátumok döntQ része 

fekvQbetegektQl származott, sokszor intenzív terápiás osztályokon kezelt betegektQl. 

Ugyancsak a 2002 év statisztikájából volt felfedezhetQ, hogy növekedett a nem Candida 

albicans Candidák által okozott candidemiák száma is (64). Ezek az epidemiológiában 

bekövetkezett változások teljesen egybevágtak a nemzetközi adatokkal (50). A 

legszembet_nQbb növekedés a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén volt felfedezhetQ. 

Mivel az irodalmi adatok alapján e két faj a FLU iránt primer rezisztenciával rendelkezik 

figyelmünk a két faj felé terelQdött.  
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8. Candida inconspicua és a Candida norvegensis fajok jellemzése  

 

A C. inconspicuát 1952-ben írták le elQször. A C. inconspicua nem képez sem, 

csíratömlQt, sem pedig pszeudohifát, asszimilálja az N-acetil-glükózamint, a glükózt, a D-

glükózamint, a D-L-laktátot, a szukcinátot, a citrátot, a glicerint és az etanolt (34, 68). Az 

elsQ klinikailag is jelentQs megbetegedés leírása Baily és munkatársaitól (3) származik, 

akik flukonazol kezelést követQen izolálták AIDS-ben szenvedQ betegek torok és nyelQcsQ 

váladékaiból. A betegekbQl AMB kezelést követQen sikerült eradikálni a sarjadzó gombát. 

Leukémiás betegek közötti nozokomiális átvitelt írtak le D’ Antonio és munkatársai 3 

beteg esetében, akik közül az egyik betegnél nehezen gyógyuló, máj-lép érintettséggel járó 

szövQdmény is kialakult (1).  

A C. norvegensis-t, elQször több mint 60 évvel ezelQtt Norvégiában izolálták három 

asthma bronchiale-ben szenvedQ beteg köpetébQl (60). Kórokozó szerepe bizonyított 

peritonitises, candidemiás és alsó légúti kórfolyamatokban (101). CsíratömlQt nem, de 

Dalmau-plate-n pseudohyphát képez (101). 

A két faj elkülönítése hagyományos módszerekkel nehézséget okoz. Elkülönítésük 

a következQ vizsgálatokon alapszik: cellobióz-asszimiláció és pszeudohifaképzés 

vizsgálata. Az ID32C panel az eszkulin-hidrolízist használja elkülönítésükre. A C. 

norvegensis asszimilálja a cellobiózt, Dalmau-platen pseudohypha képzésére képes és az 

eszkulin-hidrolízise is pozitív. Ezen vizsgálatok C. inconspicua esetén negatív eredményt 

adnak (68). 

A három FLU iránt csökkent érzékenységet mutató faj (C. inconspicua, C. 

norvegensis és a C. krusei) hagyományos módszerekkel való elkülönítési nehézségei már 

korábban molekuláris biológiai módszerek alkalmazásához vezettek (34, 76). Nho és 

munkatársai a bioMérieux cég gy_jteményébQl származó, 10-10 C. inconspicua, C. 

norvegensis és a C. krusei törzset azonosítottak hagyományos (ID 32C és hifa/pszeudohifa 

képzés) és molekuláris biológiai módszerek (RFLP és RAPD) alapján (76). Az ITS1 és az 

ITS4 rDNS régiót PCR-el amplifikálták, majd a kapott terméket egyetlen restrikciós 

enzimmel (HhaI) hasították. A három fajnak az elkülönítése nagy feloldóképesség_ gélben 

történQ futtatás, majd a kapott termékeknek a szekvenálása után volt lehetséges. Az általuk 

kapott eredmény összhangban állt az ID 32 C panel által kapott eredményekkel. Felt_nQ 
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volt azonban, hogy a C. norvegensis törzsek egyike sem képezett pszeudohifát Dalmau-

platen, pedig ez a sajátosság karakterisztikus erre a fajra (76). 

A C. inconspicua és a C. norvegensis FLU iránti érzékenysége az irodalmi adatok 

alapján vegyes képet mutat (1, 4, 76, 111). Bár a két fajt FLU iránt rezisztensnek tartják, az 

alkalmazott vizsgálati módszertQl függQen számos FLU iránt érzékeny törzset is fel lehetett 

fedezni (4, 90, 91). Hasonlóan, az AMB és az 5-FC iránti érzékenysége a két fajnak, az 

alkalmazott módszertQl függQen változott a nemzetközi irodalom szerint (4, 91). A két faj 

CAS iránti érzékenysége nem ismert. 
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Célkit_zések 
 

1. Munkánk során fel kívántuk deríteni a rutin diagnosztikában C. inconspicua-nak 

vagy C. norvegensis-nek diagnosztizált törzsek pontos, species szerinti eloszlását. 

Összehasonlítottuk a hagyományos diagnosztikai módszerek pontosságát a 

referenciamódszernek tekintett riboszómális DNS analízissel.  

 

2. A késQbbiekben arra kerestünk választ, hogy az irodalomban gyakran felvetQdQ, de 

eddig még nem igazolt csökkent flukonazol (FLU) érzékenység valóban 

bizonyítható-e a C. inconspicua törzsek esetén. Rutin használatra alkalmasabb 

módszert keresve, összehasonlítottuk a standard módszerrel (NCCLS M27A-2) és 

annak különbözQ módosításaival (emelt kezdQ csíraszám illetve rövidebb, 24 órás 

inkubációs idQ), valamint az E-teszttel kapott FLU MIC értékeket.  

 

3. Terápiás alternatívát keresve meghatároztuk a törzsek érzékenységét a standard 

módszer szerint amphotericin B (AMB), 5-fluorocitozin (5-FC) és caspofungin 

(CAS) iránt. Az izolátumok érzékenységét AMB és CAS esetén E-teszt 

segítségével is megvizsgáltuk. 

 

4. Célul t_ztük ki egy alternatív érzékenység meghatározási módszer, a Fungitest 

alkalmazását a FLU, az AMB és az 5-FC iránti érzékenység vizsgálatára. A 

módszer pontosságának vizsgálata érdekében az eredményeket a standard 

módszerrel kapott érzékenységi kategóriákkal hasonlítottuk össze. 

 

5. További adatokat gy_jtöttünk az AMB, az 5FC és a CAS klinikai hatásosságáról a 

minimális fungicid koncentráció meghatározásával.  

 

6. Célunk volt egy a CAS érzékenység vizsgálatára alkalmas mikrodilúciós módszer 

kidolgozása a MFC értékek alapján, összehasonlítva a különbözQ inkubációs idQk 

és végpont meghatározási kritériumok alkalmazásával kapott MIC értékeket és 

azok korrelációját a MFC értékekkel. 
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Anyagok és módszerek 

 

Sarjadzó gombák izolálása betegekbQl 

A vizsgált idQszak a 2001. január. 1. és a 2003. december. 31. közötti idQszakot 

foglalta magában. Az ID 32C panel segítségével C. inconspicua vagy C. norvegensis 

fajoknak azonosított sarjadzó gombák közül 48, különbözQ betegtQl származó izolátumot 

használtunk az érzékenység meghatározás során. A sarjadzó gombák faj szerinti elkülönítQ 

vizsgálata során 22 betegtQl származó, 29 klinikai izolátumot használtunk. A 42 fekvQ 

beteg közül 22 volt immunkompromittált és klinikánk 10 különbözQ osztályain álltak 

kezelés alatt. Tizenöt beteg intenzív terápiás osztályon feküdt. Tizenegy beteg kapott 

elQzetesen flukonazol kezelést de, AMB-t vagy 5-FC-t egyik beteg sem. A vizsgálati 

anyagok között az alsó (24 izolátum) és a felsQ (16 izolátum) légutakból származók voltak 

a leggyakoribbak, de steril testtájakról is (vér, hasüreg) izoláltuk a két faj valamelyikét.  

 

Sarjadzó gombák azonosítása hagyományos módszerekkel. 

A Sabouraud-agaron nQtt tenyészeteket elQször fötális borjúszérumban inkubáltuk 2 

órán keresztül, csíratömlQ képzés detektálása céljából. Ezzel párhuzamosan elvégeztük a 

CHROMagar Candida táptalajra történQ leoltást is a fajok elkülönítése és a tenyészet 

tisztaságának ellenQrzése miatt. A további azonosítás, hasonlóan a korábbi, rutin 

diagnosztikai munkához, az ID 32C panel segítségével történt, 48 órás inkubáció után. Az 

izolátumok hifa és pszeudohifa képzését rizsagaron vizsgáltuk (Dalmau-plate) (79). A 

rizsagar felszínére oltott sarjadzó gombát steril fedQlemezzel lefedve 14 napig inkubáltuk. 

Fénymikroszkóppal naponta minden törzset megtekintettünk.  

 

Sarjadzó gombák azonosítása molekuláris biológiai módszer alapján 

A DNS-izolálását Hoffman és Winston módszerével végeztük (44). A rDNS-nek 

kb. 1900 bp-nyi szakaszának amplifikációja az NS3 (5’ 

GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 3’) és az ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 

primerek segítségével történt. Az amplifikált szakasz magában foglalja a rDNS 18S 

alegységének egy szakaszát, az 5,8S alegységet, a két ITS szakaszt és a nagy rDNS egy kis 

darabját (1. ábra). A PCR 30 ol reakcióelegyben zajlott, mely 3 ol 10x PCR-puffert, 1,5 ol 
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50 mM MgCl2-t, 0.1 ol 25 mM deoxynucleoside triphosphat keveréket, 1.6 U DyNAzyme 

II DNS-polymerase-t (Finnzymes), 1ol NS3-primert, 1ol ITS4-primert és 4 ol templátot 

tartalmazott. A PCR-amplifikálás (Sprint Thermal Cycler, Hybaid Ltd, England) a 

következQ paraméterek alapján történt: 5 perc 95oC, a következQ 35 cikluson keresztül: 30 

sec 95 oC, 30 sec 61, 5 oC, 3 perc 72oC, végsQ lánchosszabbítás: 7 perc 72oC. Az 

amplifikált termékeket MspI, RsaI, ScrFI és HaeIII (New England Biolabs) restrikciós 

enzimekkel hasítottuk. A restrikciós emésztést 11ol (1ol enzimpuffer, 3 U restrikciós 

enzim, 3 ol amplifikált rDNS) végtérfogattal hajtottuk végre. Négy órás, 37oC-on történQ 

inkubálás után a kapott fragmentumokat hagyományos gélelektroforézissel szeparáltuk, 

1,5%-os etídium-bromidot tartalmazó gélben (120V, 2 óra). A ribotipizálással kapott 

gélmintázatok kiértékelése számítógépes program segítségével (Molecular Analyst 

Program, BioRad) történt. 

A ribotipizáláshoz a C. krusei ATCC 6258, a C. inconspicua 16783 ATCC és a C. 

norvegensis ATCC 22977 számú törzsét használtuk referencia törzsként. 

 

Érzékenység meghatározása mikrodilúciós módszer szerint 

A mikrodilúciós módszert szigorúan a standard mikrodilúciós módszer (NCCLS 

M27-A2) ajánlását követve végeztük el (72, 73).  

A FLU (Pfízer), az 5-FC (Sigma) és a CAS (Merck Researc Laboratories) 

szubsztanciákat steril desztillált vízben, míg az AMB-t (Sigma) 100 % dimetil 

szulfoxidban oldottuk fel. Az antifungális szerek koncentrációi a következQk voltak: 

flukonazol: 0,25-128 og/ml, 5-FC: 0,12-64 og/ml, AMB és CAS: 0,015-8 og/ml. 

Felhasználásig –70flC-n tároltuk a plate-ket. 

A sarjadzó gombák 20-24 órás, Sabouraud-agaron nQtt friss tenyészetébQl 0,5 

McFarland Standard (spektrofotométerrel, 540 nm-en) s_r_ség_ szuszpenziót készítettünk. 

A kívánt csíraszám (103, 104 vagy 105 sejt/ml) beállításához a hígításokat RPMI 1640-ben 

oldattal végeztük. Minden alkalommal sarjadzó gombát illetve antifungális szert nem 

tartalmazó kontrollokat is beállítottunk. Az inkubálás 35 C0-n történt. Az érzékenységi 

eredmények vizuális leolvasását 24 és 48 óra után egyaránt elvégeztük. Amphotericin B, 5-

FC és FLU esetén referencia eredménynek a 48 órás inkubálási idQ után kapott MIC 

értékeket vettük. Caspofungin esetén a referencia MIC a 24 óra utáni, részleges gátlás MIC 

eredménye volt (90). 
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Érzékenység meghatározása E-teszt segítségével  

A Sabaraud-agaron nQtt 20-24 órás telepekbQl fiziológiás sóoldatban 0,5 McFarland 

s_r_ség_ szuszpenziót készítettünk. Az érzékenység meghatározásához 2% glükózzal 

kiegészített RPMI-1640 agart használtunk. Az inkubálást 35 C0-on végeztük. A MIC 

értékeket 24 és 48 óra múlva is meghatároztuk.  

 

Érzékenység meghatározása Fungitest segítségével  

A Fungitest (Bio-Rad SDP) panel inokulációját a gyártó ajánlásának megfelelQen 

kb.1x103 sejt/ml-es s_r_ség_ szuszpenzióval végeztük. Cellux-al lefedve 48 óráig 

inkubáltuk 35 Cfl-n. A gombák szaporodását az indikátor színének a megváltozása jelezte 

(kékbQl rózsaszínbe átcsapás).  

 

Minimális fungicid koncentráció meghatározása 

Az MFC meghatározását a Cantón és munkatársai által leírtak szerint végeztük 

(11). Az AMB-t, az 5-FC-t és a CAS-t tartalmazó plate-ek elkészítése az NCCLS M27-A2 

ajánlása alapján történt. Az inokulum mennyisége AMB és 5FC esetén hozzávetQleg 104 

CFU/ml volt, amit kvantitatív kioltással ellenQriztünk. Az inkubálás 48 óráig, 35 C0-n 

történt. A 48 órás MIC meghatározás után a mikroplate teljesen tiszta üregeinek a tartalmát 

pipettával összeszuszpendáltuk és a teljes mennyiséget 2 db Sabouraud-agarra kioltottuk 

(100-100ol). A szuszpenziót hagytuk megszáradni, majd steril kaccsal a Sabouraud-agar 

felületére kihúztuk a kioltott sarjadzó gomba sejteket. A Sabouraud-agar plate-k inkubálása 

48 órán át, 35 C0-n történt.  

CAS esetén a Chryssanthou és Cuenca-Estrella által (16) a sarjadzó gombáknak a 

vorikonazol és a CAS iránti MIC meghatározására alkalmazott 105 CFU/ml kezdQ 

csíraszámát használtuk. További módosítás volt, hogy a mikroplate üregeinek a teljes 

tartalmát már az elsQ részleges gátlást mutató üregtQl kezdve kioltottuk. A kioltást 24 és 48 

órás inkubációs idQ után is elvégeztük.  
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Eredmények interpretálása 

Az érzékenységi vizsgálatok esetén a C. krusei ATCC 6258 és C. parapsilosis 

ATCC 22019 törzsei szerepeltek minQségi kontrollként.  

FLU iránt érzékenynek (É) tekintettük azt a törzset, amelynek MIC értéke <= 8 

og/ml, DÉ-nek ha a MIC 16-32 og/ml, és rezisztensnek (R)-nek ha a MIC >= 64 og/ml 

volt (73). 5-FC esetén É volt a törzs, ha a MIC <= 4og/ml, mérsékelten érzékeny, (MÉ) ha 

a MIC 8-16og/ml és R, ha a MIC érték >= 32og/ml volt (73). 

AMB esetén a jelenleg legjobban elfogadott, <1og/ml MIC értékhatárt alkalmaztuk 

a rezisztencia határértékének (87). A CAS MIC meghatározáshoz a Stone által javasolt 

<=1og/ml-s érzékenységi határt alkalmaztuk (109).  

A különbözQ módszerekkel kapott MIC értékeket a standard módszerrel (normál 

inokulum, 48 órás inkubálási idQ) kapott MIC értékekhez hasonlítottuk. Az átlagos egyezés 

számítása: a kapott MIC érték ± 1 hígítási fokban azonos eredményt adott a standard 

módszerrel kapott MIC értékkel. Hasonlóan, az érzékenységi kategóriák egyezését úgy 

számoltuk, hogy az adott módszerrel kapott érzékenységi kategóriát hasonlítottuk a 

standard módszerrel kapott érzékenységi kategória eredményéhez.  

Az MFC-nek a gyógyszernek azt a koncentrációját tekintettük, ahol a sarjadzó 

gombáknak legalább 99,9 %-ka elpusztult. 
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Eredmények és következtetések 

 

1. Klinikai izolátumok azonosítása 

(I. dolgozat) 

 

CsíratömlQt egyetlen teszttözs és klinikai izolátum sem képezett. Az ID 32C panel 

segítségével elvégzett vizsgálatok alapján 27 izolátumot az ATB automata C. inconspicua/ 

C. norvegensis (biokód: 0200010005), míg 2 másik izolátumot C. inconspicua/ C. 

norvegensis/ C. krusei fajoknak azonosította (biokód: 0200010001) jó, illetve elfogadható 

eredménnyel (good and acceptable identification) (I. dolgozat, 1. táblázat). A három faj 

pontos elkülönítésére az eszkulin hidrolízist javasolja a gyártó (BioMérieux). Mivel a 29 

izolátumból 28 db hidrolizálta az eszkulint, ezért ezt a 28 törzset C. norvegensis–ként 

azonosítottuk az ID 32C panel segítségével. 

Dalmau-plate-n a 29 klinikai izolátum közül csak 1 esetben észleltük, hogy a törzs 

pszeudohifát képez. Ugyanez a törzs hidrolizálta az eszkulint is. A teszttörzsek közül 

csupán a C. krusei ATCC 6258-s számú törzse képezett pszeudohifát, az irodalmi 

adatoknak megfelelQen (59). Az elvárásokkal ellentétben a C. norvegensis ATCC 22977 

számú törzse sem képezett pszeudohifát a 14 napos inkubációs idQ alatt (60). Nho és 

munkatársai (76) hasonló eredményt kaptak a BioMérieux törzsgy_jteményébQl származó 

izolátumok esetén, azaz a C. norvegensis törzsek nem képeztek pszeudohifát Dalmau-

plate-n. Saját anyagunk esetén 28 törzsünket a pszeuduhifa képzés alapján C. inconspicua-

nak azonosítottuk.  

A négyféle restrikciós enzimmel történQ hasítás majd a kapott fragmentumok 

elektroforézise után a 3 ATCC teszttörzs esetén három, jól elkülöníthetQ mintázatot 

kaptunk (I. dolgozat, 1. ábra). A klinikai izolátumok mindegyike esetén a kapott mintázat a 

C. inconspicua ATCC 16783-s törzsére jellemzQ mintázattal egyezett meg. Eredményünk 

alapján tehát az eszkulint hidrolizáló, de pszeudohifát nem képezQ összes izolátumunk C. 

inconspicua-nak bizonyult. Az általunk kapott eredmények megerQsítik, hogy a biokémiai 

reakciók és a morfológiai vizsgálatok nem mindig elegendQek a pontos fajszint_ 

azonosításhoz a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén (79). Nho és munkatársai a 

mienkhez hasonló problémával találkoztak a BioMérieux cég által a rendelkezésükre 

bocsátott C. inconspicua és C. norvegensis törzsek esetén (76). Módszerükkel (egyetlen 

 27



restrikciós enzim) csupán a kapott restrikciós fragmentumok a szekvenálása által lehetett a 

két fajt pontosan elkülöníteni, mivel a kapott fragmentumoknak a mérete a két faj esetén 

nagyon közel állt egymáshoz. Munkájuk során referencia törzsként nem ATCC teszttörzset 

használtak a C. inconspicua esetén. Saját módszerünkkel, az amplifikált rDNS hasítása 

majd, a kapott mintázat alapján szekvenálás nélkül pontosan el tudtuk különíteni egymástól 

a két fajt.  
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2. Flukonazol iránti érzékenység meghatározása  

(I. és II. dolgozat) 

 

A mikrodilúciós módszer alapján kapott eredményeink azt mutatják, hogy a törzsek 

túlnyomó többsége DÉ-et mutat a FLU iránt, függetlenül az alkalmazott csíraszámtól és a 

leolvasási idQtQl (1. táblázat illetve II. dolgozat, 1. táblázat). A referencia módszerrel 

kapott eredmények alapján nem találtunk É törzset (MIC90=32og /ml). Bár a nemzetközi 

irodalomban az eddig ismert érzékenységi adatok alapján kevés számú érzékeny törzset is 

találunk (4, 91), a C. inconspicua FLU iránti in vitro csökkent érzékenysége saját 

vizsgálatunk alapján megerQsítést nyert. A normál és az emelt csíraszámú inokulummal 24 

órás inkubálás után 3 illetve 1 esetben É izolátumot is detektáltunk. A standard módszerrel 

R-nek bizonyult 5 izolátum közül, a normál és az emelt inoculummal végzett 24 órás 

leolvasás esetén 3 illetve 2 törzs a DÉ kategóriába került. Figyelemre méltó, hogy az 

átlagos egyezés a módosított mikrodilúciós módszerek és a standard metodika között ±1 

hígítási fokban kiváló volt (93,7-100 %), hasonlóan az irodalmi adatokhoz (73, 75). 

Azonos érzékenységi kategóriát 66,7-89,5 %-ban diagnosztizáltunk. Az érzékenységi 

kategória változás döntQ részben a DÉ törzseknek a R kategóriába kerülése miatt 

következett be. A legrosszabb érzékenységi kategóriaegyezés az emelt csíraszámú, 48 órás 

inkubációs idQ után volt megfigyelhetQ bár ez a módszer az összes R törzset pontosan 

detektálta. Eredményünk alapján 24 órás (normál és emelt inokulum) inkubációs idQ után 

fennáll a lehetQsége a R törzsnek DÉ törzsként történQ félre diagnosztizálásának, így a 

rövidebb inkubációs idQt használó mikrodilúciós módszerek nem helyettesíthetik a 

standard módszert C. inconspicua esetén. 

A klinikai izolátumok FLU iránti érzékenységét E-teszt-el vizsgálva szembet_nQ, 

hogy a törzsek alig fele tartozott a DÉ kategóriába, nagymértékben növekedett azonban a R 

izolátumok száma (1. táblázat illetve 2. dolgozat, 1. táblázat). A 24 órás eredmények esetén 

3 esetben tapasztaltunk fals pozitív érzékenységet. A MIC értékek különösen a 48 órás 

inkubálás után emelkedtek meg (MIC50/90=64/128og/ml). Az E-teszttel kapott eredmények 

tévesen magas MIC értékei miatt nagyszámú, fals R törzset detektáltunk. Leolvasási idQtQl 

függetlenül, a standard módszerrel R-nek bizonyult törzseket azonban pontosan detektálta 

a módszer. Ennek terápiás jelentQsége van, hiszen a betegek kezelése során elkerülhetjük a 

biztosan hatástalan szerrel való terápiát. Megjegyzést érdemel, hogy E-teszttel kapott 
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tévesen alacsony MIC értékekre is van példa az irodalomban (89). A C. glabrata törzsek 

egy részének a FLU iránti MIC értékei, diagnosztikai problémát okozva az É illetve a DÉ 

kategória felsQ részében helyezkednek. Az ilyen törzsek pontos MIC értékét az E-teszt 

sokszor nem képes pontosan detektálni, így az eredetileg DÉ törzset tévesen É-nek illetve a 

R törzset DÉ-nek diagnosztizálhatjuk (89). Esetünkben, bár a fals rezisztens izolátumok 

száma magas volt, az E-teszt jó választásnak t_nik a FLU rezisztens klinikai izolátumok 

keresésére (screening), de nem a pontos MIC meghatározásra. A pontos fajszint_ 

meghatározás természetesen nélkülözhetetlen.  

A Fungitest-el kapott eredmények öt É és egy R izolátum mellett a törzsek 

túlnyomó részét DÉ-nek mutatták (87,4 %) (1. táblázat). Az érzékenységi-kategória 

egyezés nagyon jó volt a standard módszerrel összevetve (81,1%) de 5 DÉ törzset É-nek 

illetve az 5 R törzs közül 4-t DÉ-nek mutatta a módszer. Swoboda-Kopec és munkatársai 

(111) akik 15 májtranszplantáción átesett betegtQl származó C. inconspicua klinikai 

izolátum érzékenységét vizsgálták Fungitest segítségével, a mi eredményünkhöz hasonlóan 

a törzsek döntQ részét (93 %) DÉ-nek találták. Sajnos Qk nem végezték el a standard 

módszer szerint a flukonazol iránti érzékenység meghatározást. Helyénvalónak látszik, 

Davey és munkatársainak a (17) megállapítása, hogy a Fungitest panel nagy hátránya, hogy 

a rezisztens klinikai izolátumokat kis hatékonysággal képes detektálni. A Fungitest-el 

kapott eredményeknek esetünkben súlyos terápiás következménye lehet, mivel R 

izolátummal történQ fertQzés esetén a törzs a DÉ kategóriába kerülhet, amikor még az 

emelt dózissal (800-1000 mg/nap) történQ kezelés is biztosan hatástalan. 
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1. táblázat: Kategóriák szerinti egyezések és eltérések a standard módszerhez 

(NCCLS M27-A2) képest. 

 

 

 
Egyezés

a 

 

 
MIC50/90 

 

izolátumok 
kategóriák szerint 

(%)
b

eltérések (%) 
 

egyezés 
kategóriák 

szerint
c

módszer 
 

inokulum/ 
inkubációs 
idQ 

 
 S

 
S-DD R 

S-DD 
vs S

 
S-DD 
vs R 

R vs  
S-DD  

NCCLS  
M27-A2  

10
3 
CFU/ml 

48h  32/32 0 89,5 10,5     

LHM
d

10
3 
CFU/ml 

24h 100% 32/32 6,3 89,5 4,2 6,3 0 6,3 87,4% 

LHM
d

10
4 
CFU/ml 

24h 100% 32/32 2,1 87,4 4,2 2,1 4,2 4,2 89,5% 

LHM
d

10
4 
CFU/ml 

48h 93,7% 32/64 0 58,3 41,7 0 33,3 0 66,7% 

Eteszt 24h 97,9% 32/64 6,3 56,2 37,5 6,3 29,1 0 64,6% 

Eteszt 48h 58,3% 64/128 0 14,6 85,4 0 75 0 25% 

Fungitest 48h   10,5 87,4 2,1 10,5 0 8,4 81,1% 

 
a % egyezés megmutatja, hogy ± egy hígításon belül mennyi MIC érték egyezett a 
standard módszerrel (NCCLS M27-A2) 
b A különbözQ kategóriákba sorolt izolátumok az összes százalékában 
c Azon izolátumok százaléka, amelyek kategória szerinti besorolása egyezett a standard 
módszerrel kapott besorolással 
d leveshígításos módszer 
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3. Amphotericin B in vitro aktivitása C. inconspicua izolátumok ellen 

(III. dolgozat) 

 

A standard módszerrel nyert 48 órás MIC értékek (2. táblázat illetve III. dolgozat, 

1. táblázat) sz_k határok között voltak (0,25-1 og/ml). A törzsek többsége (27/48, 56,3 %) 

R-nek bizonyult AMB iránt. Huszonnégy órás inkubációs idQ után a MIC értékek 1 hígítási 

fokkal alacsonyabbaknak bizonyultak (MIC90=0,5 og/ml) és így minden törzs az É 

katagóriába került. Az standard módszerrel kapott MIC értékeink 3 hígítási fokkal 

magasabbak voltak a Barchiesi és munkatársai (4) által kapott MIC értékeknél 

(MIC90=0,125 og/ml). A különbség valószín_leg földrajzi okokban keresendQ.  

A törzsek érzékenységét E-teszttel vizsgálva a kapott eredmények átlagosan 2 (24 

órás inkubáció után) illetve 1 (48 órás inkubáció után) hígítási fokkal voltak alacsonyabbak 

a standard módszerrel kapott MIC eredményeknél (MIC90=0,5 og/ml, mindkét esetben). A 

legjobb átlagos egyezést 48 órás leolvasás után figyelhettük meg (2. táblázat illetve III. 

dolgozat 1. táblázata)  

Az E-teszttel kapott kategória-egyezés rossz volt a standard módszerrel 

összehasonlítva, mind 24 óra (41,7 %) mind, pedig 48 óra (45,8 %) inkubációs idQ után. 

Adataink azt jelzik, hogy az AMB-re csökkent érzékenységet mutató törzsek keresésére 

(screening) ajánlott E-teszt metodika használhatósága (15), legalábbis C. inconspicua 

esetén korlátozott.  
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2. táblázat. Amphotericin B (AMB) MIC és MFC értékek a vizsgált izolátumok esetén. 

 

AMB MIC/MFC (og/ml) eloszlás 
 

0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 MIC50/90

egyezés1

LHM2 48 h 0 0 3 18 27 0 1/1 - 

LHM2 24 h 0 1 19 28 0 0 0.5/0.5 89.5 

E-teszt 24 h 1 23 18 4 2 0 0.12/0.5 76.9 

E-teszt 48 h 0 1 16 26 5 0 0.5/0.5 87.5 

MFC 0 0 0 0 3 45 2/23 -- 

 

1 % egyezés megmutatja, hogy ± egy hígításon belül mennyi MIC érték egyezett a 

standard módszerrel (NCCLS M27-A2) 
2 leveshígításos módszer  
3 MFC50/90 

 

Fungitest-et használva minden törzs É-nek bizonyult AMB iránt, hasonlóan 

Swoboda-Kopec és munkatársainak (111) az eredményeihez. Eredményünk azt mutatja, 

hogy az összes (27 izolátum) R törzsünket érzékenynek mutatta a Fungitest. A Fungitest-

ben szereplQ mindkét határérték (2 ill. 8og/ml) magasabb a legelfogadottabb 0,5 og/ml-s 

rezisztencia határértéknél (15, 54, 82). A magasabb határérték miatt a Fungitest nem képes 

biztonságosan detektálni a R illetve a R határán lévQ törzseket, így alkalmazása a rutin 

diagnosztikában nem biztonságos a beteg szempontjából AMB esetén.  
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4. Az 5-fluorocitozin iránti érzékenység meghatározása  

(III. dolgozat) 

 

A standard módszer szerint (3. táblázat illetve III. dolgozat, 1. táblázat) minden 

izolátum érzékenynek bizonyult (MIC90=2 og/ml), jelezve, hogy a C. inconspicua törzsek 

nem rendelkeznek primer rezisztenciával az 5-FC iránt. Eredményeink hasonlóak a 

Barchiesi és munkatársai (5) által kapott adatokhoz, akik 15 db C. inconspicua törzs esetén 

13 izolátumot É-nek, míg 2 izolátumot MÉ-nek találtak 5FC iránt, bár az Q tanulmányuk 

esetén nem lehet tudni, hogy elQzetesen 5-FC kezelés történt-e.  

A C. inconspicua izolátumok érzékenységét Fungitest-el vizsgálva a 48 izolátumból 

csak 7 bizonyult É-nek, a többi a MÉ kategóriába tartozott (3. táblázat illetve III. dolgozat, 

1. táblázat). A standard módszerrel való egyezés csupán 14,4 %-s volt. Eredményünk 

hasonló a Swoboda-Kopec és munkatársai (111) által kapott eredményekhez, akik az 

általuk vizsgált 15 db klinikai izolátum mindegyikét MÉ-nek találták 5-FC iránt.  

Adataink jól jelzik, hogy helytelenül megválasztott MIC határérték (2 og/ml a 4 

og/ml helyett), esetén a fals érzékenységi eredmények száma növekszik. 5-FC esetén a 

kapott fals érzékenységi eredménynek a betegek kezelését károsan befolyásoló hatása 

nincs, bár az 5-FC így kimaradhat az AMB-vel vagy egyéb antifungális szerrel történQ 

kombinációs kezelésbQl.  

 

3. táblázat. Az 5-fluorocytosine (5-FC) MIC és MFC értékek a vizsgált izolátumok esetén. 

 

5-FC MIC vagy MFC (og/ml) eloszlás 

 
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 

MIC50/90

LHM1 48 h 0 0 0 19 29 0 0 0 0 0 2/2 

LHM1 24 h 1 3 16 27 1 0 0 0 0 0 1/1 

MFC 0 0 0 0 0 2 3 8 17 18 32/642

 
1 Leveshígításos módszer 
2 MFC50/90 
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5. Caspofungin iránti érzékenység meghatározása 

(IV. dolgozat) 

 

A 4. táblázat illetve a IV. dolgozat 1. táblázatának adataiból látható, hogy a CAS 

kiváló in vitro aktivitást mutatott a C. inconspicua törzsek függetlenül a leolvasási idQtQl és 

a MIC végponttól (részleges vagy teljes gátlás). Ha a teljes gátlást választottuk 

végpontnak, a MIC értékek átlagosan 2 hígítási fokkal emelkedtek. Eredményünk egyezik 

az irodalmi adatokkal, amely alapján, ha a totális gátlást választjuk a MIC végpontjának, 

akkor 1-2 hígítási fokkal magasabb lesz a kapott MIC érték a részleges gátlással kapott 

MIC értékhez képest (90).  

Az E-teszt eredmények leolvasása nagyon könny_ volt, hiszen apró telepek 

(mikrokolóniák) az ellipszis alakú gátlási zónán belül soha nem voltak észrevehetQk. Az E-

teszttel kapott MIC értékek 24 és 48 óra utáni leolvasás után hasonlóak voltak a részleges 

gátlást mutató, 24 órás inkubációs idQ után kapott MIC értékekhez (mindkét esetben a 

MIC50/90 értékek: 0,25 og/ml voltak). Az E-teszttel kapott MIC eredményeket 

összehasonlítva a standard módszerrel nyert MIC értékekkel (± egy hígítási fokon belül) jó 

egyezést csak a 24 órás, részleges gátlási végponttal nyert leolvasással kaptunk (87,5 %). 

Sarjadzó gombák CAS iránti MIC értékeinek összehasonlító vizsgálatát a standard 

módszer és E-teszt egyidej_ alkalmazásával eddig két esetben végezték el. Jó egyezést a 

két módszer között csupán a kevésbé szigorú, ± két hígítási lépték_ egyezés esetén kaptak 

a szerzQk (16, 61). Mindkét esetben a MIC értékeket 48 órás, teljes gátlást mutató végpont 

alkalmazásával nyerték.  
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4. táblázat. Caspofungin (CAS) MIC és MFC (たg/ml) értékek eloszlása a vizsgált 

izolátumok esetén. 

 

 

0.06 

 

0.12 

 

0.25 

 

0.5 

 

1 

 

2 

 

MIC50/90 

 egyezés1

LHMPI 24 h 4 27 17 0 0 0 0.12/0.25  

LHMPI 48 h 0 13 31 4 0 0 0.25/0.25 81.1 

LHMTI 24 h 0 0 2 19 27 0 1/1 16.7 

LHMTI 48 h 0 0 1 19 26 2 1/1 14.6 

E-test 24 h 0 8 35 5 0 0 0.25/0.25 87.5 

E-test 48 h 0 3 24 21 0 0 0.25/0.5 62.5 

MFC 24 h 0 10 28 8 2 0 0.25/0.53  

MFC 48 h 0 31 17 0 0 0 0.12/0.253  

 

1 % egyezés megmutatja, hogy ± egy hígításon belül mennyi MIC érték egyezett a 

standard módszerrel (NCCLS M27-A2) 
2 leveshígításos módszer  
3 MFC50/90 
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6. Minimális fungicid koncentráció meghatározása  

(III. és IV. dolgozat) 

 

AMB esetén (2. és 5. táblázat illetve III. dolgozat, 1. táblázat) kit_nik, hogy a 

törzsek többségének az MFC értéke 2x illetve 4x volt nagyobb az aktuális MIC értéknél. 

Eredményünk alapján az AMB iránti tolerancia (MFC >=32 x MIC) nem jellemzQ a C. 

inconspicua törzsekre. Figyelemre méltó, hogy a vérben elérhetQ 2 og/ml 

csúcskoncentráció értéket (116) soha nem haladták meg a MFC értékek. Ez azt jelenti, 

hogy a napi 1mg/kg dózissal történQ AMB kezelés során a szérumban elérhetjük a 

kórokozó eradikálásához szükséges koncentráció értéket, azaz az AMB alkalmas a C. 

inconspicua okozta invazív fertQzések kezelésére az in vitro eredmények alapján. Ezzel 

szemben Nguyen és munkatársai (74) azt találták, hogy nagyobb valószín_séggel várható 

terápiás sikertelenség, ha a 48 órás inkubáció után kapott MFC értékek meghaladják az 

1og/ml-es értéket. Eredményeink illetve a Nguyen és munkatársai (74) által kapott 

eredmények alapján további vizsgálatok szükségesek annak eldöntésére, hogy az AMB 

alkalmas-e a C. inconspicua által okozott fertQzések kezelésére.  

5-FC esetén (3. és 5. táblázat illetve III. dolgozat, 1. táblázat) az MFC értékek 

széles határok között mozogtak (MFC=1-32 x MIC). Eredményeink alapján a törzsek 50 

%-a toleránsnak bizonyult az 5-FC iránt, jelezve, hogy az 5-FC inkább fungisztatikus mint 

fungicid hatású antifungális szer C. inconspicua ellen. Eredményünk megerQsíti Ernst és 

munkatársainak a korábbi megállapítását, akik a terápiás problémát okozó C. lusitaniae 

törzsek ellen vizsgálták az 5-FC hatását, az idQ-ölés görbék segítségével (33). Fungicid 

hatást a vizsgált 11 db C. lusitaniae törzs esetén csak 2 esetben tapasztaltak. A C. 

inconspicua törzseknek az 5-FC iránti toleranciájának a klinikai jelentQsége nem ismert. In 

vitro adataink alapján a MFC értékek nem érik el a vérben még biztonságosan elérhetQ 

100og/ml-es értéket, ezért az 5-FC-nak szerepe lehet a C. inconspicua fertQzések 

kezelésében. Mivel monoterápia esetén az addig érzékeny izolátum könnyen rezisztenssé 

válhat a kezelés folyamán, ezért az 5-FC csupán kombinációs terápia részeként ajánlható 

C. inconspicua fertQzések kezelésére (9, 54, 82, 84, 114).  

CAS esetén a kapott MFC értékek 24 órás inkubációs idQ után 0,12-1 míg 48 órás 

inkubációs idQ után 0,12-0,25 og/ml határok között helyezkedtek el (4. és 5. táblázat 
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illetve IV. dolgozat 1. táblázata). Figyelemre méltó, hogy az MFC értékek soha nem 

haladták meg a MIC értékek négyszeresét. Negyvennyolc órás inkubációs idQ után a 48 

izolátum közül 43 esetben (87,5 %) az MFC értékek a MIC értékekkel egyeztek meg. Ha a 

24 órás inkubációs idQ utáni kioltással kapott MFC értékeket a 48 órás, teljes gátlással 

kapott MIC értékekhez hasonlítjuk (±1 hígítási fokon belül), akkor csak 45,8 %-s egyezést 

kapunk. Az MFC értékek a 24 és a 48 órás inkubációs idQ utáni kioltások után csak 2 

esetben érték el a 48 órás, teljes gátlási végpontként kapott MIC értéket. Ezek az adatok azt 

jelzik, hogy a teljes és a részleges gátlási végpontokkal kapott MIC értékek közötti 

különbségek jórészt elpusztult sarjadzó gombasejtek következtében jönnek létre.  

Klepser és munkatársai (52) egy másik echinocandinnal, az anidulafunginnal 

(LY303366) végzett kísérletek során a sarjadzó gombasejteket a MIC80-ál nagyobb 

anidulafungin koncentráció mellett tenyésztették. Scanning elektronmikroszkóppal 

megvizsgálva a gombasejteket jelentQs strukturális abnormalitásokat fedeztek fel az 

életképesség jelei nélkül. Mi magunk a Klepser és munkatársai által leírtakat felhasználva, 

transzmissziós elektronmikroszkóp alkalmazásával erQsítettük meg, hogy a tévesen magas 

MIC értékekért C. inconspicua esetén, (totális gátlási végpont) az elpusztult gombasejtek 

és a sejttörmelék a felelQs. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a 24 órás, részleges gátlási 

végpontot helyesebb alkalmazni a MIC érték leolvasása során. A többi, klinikailag jelentQs 

sarjadzó gombák esetén további vizsgálatok szükségesek a MIC és az MFC értékek közötti 

összefüggések megismerésére.  

 

5. Táblázat. A MIC és MFC értékek korrelációja amphotericin B (AMB), 5-fluorocytosine 

(5FC) és a caspofungin (CAS) esetén 

 
A MIC-nél n-szer magasabb MFC-vel jellemzett 

izolátumok száma 

 1xMIC 2xMIC 4xMIC 8xMIC 16xMIC 32xMIC 

AMB 2 25 19 2 0 0 

5-FC 0 2 3 5 14 24 

CAS 24h 17 25 6 0 0 0 

CAS 48h 43 5 0 0 0 0 
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Az eredmények összefoglalása 
 

1. A hagyományos diagnosztikai módszerek nem bizonyultak elegendQnek a C. 

inconspicua és a C. norvegensis klinikai izolátumok biztonságos elkülönítésére. Az 

általunk alkalmazott módszer, a rDNS PCR-el történQ amplifikálása, majd a kapott 

DNS-daraboknak restrikciós enzimmel történQ hasítása segítségével a két faj 

gyorsan és biztonságosan elkülöníthetQ egymástól.  

 

2. In vitro eredményeink alapján a C. inconspicua flukonazol (FLU) iránti csökkent 

érzékenysége bizonyított, így terápiás alkalmazása ellenjavallt.  

 

3. A C. inconspicua törzsek amphotericin B (AMB) iránti minimális gátlási 

koncentráció (MIC) és minimális fungicid koncentráció (MFC) értékei 

megközelítik, illetve meghaladják a klinikailag még hatásosnak elfogadott 

határértéket, így az AMB monoterápia alkalmazása a C. inconspicua fertQzések 

kezelésében kérdéses.  

 

4. 5-fluorocitozin iránt minden izolátum érzékenynek bizonyult a standard módszer 

alapján, de a törzsek többsége toleranciát mutatott.  

 

5. A caspofungin (CAS) a MFC értékek alapján kit_nQ fungicid hatású szernek 

bizonyult. A standard mikrodilúciós módszer esetén a MIC értékek leolvasásánál a 

24 órás, részleges gátlási végpont kritérium alkalmazása javasolt.  

 

6. Az alternatív érzékenység meghatározási módszerek közül csupán a CAS E-teszt 

alkalmas az érzékenység pontos meghatározására. Bár a FLU E-teszttel a standard 

módszerrel kapott MIC értékeknél általában fals magasabb értékeket kapunk, 

segítségével a rezisztens klinikai izolátumot még a pontos fajmeghatározás 

eredménye elQtt fel lehet ismerni, megelQzve a terápiás sikertelenséget.  
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