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Fontosabb roviditések

AMB amphotericin B

ATCC American Type Culture Collection
DE dozisfiiggden érzékeny

E érzékeny

FLU flukonazol

5-FC 5- fluorocitozin

ME mérsékelten érzékeny

MEFC minimalis fungicid koncentracid
MIC minimadlis inhibitor koncentracid

R rezisztens



Bevezetés

A sarjadz6 gombak okozta fertézések szama novekszik. A fertdzések gyakoribba
valasa egyrészt statisztikailag is jol igazolhato, masrészt egy 1j, inkébb egy divatiranyzattal
Osszefliggd, jorészt a betegek ondiagnozisa altal felallitott, mint megannyi tiinetért felelds

,hépbetegség” kovetkezménye.

Sokkal egyértelmiibb tényeken alapul a sarjadzé gombak altal okozott korképeknek
a szerepe csokkent immunvédekezésli betegeknél, ahol az atlagos mortalitas a 30-40 %-t is
eléri. A sulyos, életet veszélyeztetd gombafertézések kozel 90%-ért a kiilonbozd Candida

speciesek a feleldsek, megeldzve a penészgombakat (54, 67).

A fert6zések szoros Osszefiiggésben vannak az invaziv diagnosztikus €s terapids
modszerek elterjedésével, a hosszan tartd széles spektrumu antibiotikum kezeléssel, ,,4;”
betegcsoportok megjelenésével (AIDS), valamint a daganatok miatt kemoterapidban

részesiilo betegek tartdsan neutropénids allapotaval (24, 27, 37, 39, 41, 54, 55, 78, 95).

Az 1980-as években a leggyakrabban izolalt sarjadzé gomba, amelyet egyben a
legvirulensebbnek is tartanak a Candida albicans volt (26, 105). Az 1990-s évek elején a
preventiv és a kurativ terdpidba bevezetett flukonazol (FLU) jelentds epidemiologiai
valtozast eredményezett az invaziv korfolyamatokbdl kitenyészett sarjadzé gombak
gyakorisagaban. A C. albicans, bar megtartotta vezetd helyét, visszaszorult, mig a tobbi,
nem-C. albicans Candida species okozta fertézések szama ndvekedett (50, 84, 91). Bar
ezen egyéb Candida speciesek virulencidja kisebb, mint a C. albicans virulencidja,
fliggden a mortalitas akar a 80 %-t is elérheti neutropénids betegek disszeminalt fertézései

esetén (41, 69, 74, 91, 97).

A ritkdbban izoldlhat6 sarjadz6 gombak esetén mind a gyors és pontos diagndzis
mind, pedig a sokszor ismeretlen rezisztencia-viszonyok problémat jelentenek (28, 54, 76,
118). A sarjadz6 gombak egy része primer vagy szekunder rezisztenciaval rendelkezik az
antifungalis szerek egy része ellen (54), igy ha a pontos fajmeghatarozas késik ezzel az
adekvat terdpia beinditdsa is, késedelmet szenved. A klinikusok a pontos eredményt
sokszor csak a mintavétel utan szamitott 6tddik-hatodik napon kapjdk meg, amikorra a

beteg esetleg mar meg is halt.



Jelenleg a nemzetkozi irodalom harom olyan fajt ismer, amelyeknek a FLU iranti
genetikus (primer) rezisztenciaja bizonyitott (Candida krusei) (80) illetve valosziniisithetd
(Candida inconspicua és a Candida norvegensis) (3, 101, 118). A C. krusei esetén bOséges
irodalmi adat all rendelkezésre mind a diagnosztikai problémak mind, pedig a terapias
nehézségekre vonatkozolag (11, 34, 69, 76, 79, 100). Munkdm soran a DEOEC Orvosi
valtozas miatt lehetéségem volt, hogy a C. inconspicua és/vagy C. norvegensis, mint a
FLU irdnt csokkent érzékenységet mutatd két faj elkiilonité diagnosztikdjat vizsgaljam.
Ugyancsak megvizsgaltam az izolalt torzsek kiilonb6zo antifungalis szerek iranti
érzékenységét, valaszt keresve a klinikailag is hatasosan alkalmazhat6 terapiara az in vitro

érzékenységi eredmények alapjan.



Irodalmi attekintés

1. Sarjadz6 gombak altal okozott ferté6zések patogenezise

A sarjadz6 gombak eukaridtdk, amelyeknek két f6 megjelenési formdja van: az
egysejti és a fonalas alak. A gombak sejtmembranja ergoszterolt is tartalmaz. A sejt
alakjaért és fizikai stabilitdsaért a vastag sejtfal a felelés. A sejtfal kiilsd rétege foleg
mannoproteineket, mig a belsd rétege béta—(1,3)-gliikan/kitinhalét tartalmaz kiillonb6zo
mannoproteinekkel egyiitt, lehetséges célpontként szolgalva az antifungalis szereknek (67,
118). A sejtfal {6 alkotoeleme a glukan, amely a Saccharomyces és a Candida genus esetén

a sejtfal 30-60 %-t adja.

A sarjadz6 gombdk jelenléte ép immunrendszerrel rendelkezd ember esetén ritkan
okoz stlyos megbetegedést. A szdjliregben, a hiivelyben, a vastagbélben és a boron is
kiilonboz6 gyakorisdggal a normal flora részeként megtalalhatoak a kiillonb6z6 Candida
speciesek (10, 77). A neutrophil granulocytak €s a makrofagok dontd szerepet jatszanak a
sarjadzo, illetve a fonalas gombak elleni védekezésben, amit a neutropénids betegekben
kialakul6 invaziv fertdzések szamanak a novekedése is jol jelez (69, 78, 108, 111, 115). Az
utobbi idok kutatasi eredményei alapjan egyre nyilvanvalébba valt, hogy a sarjadz6
gombak tobbféle, jol szabalyozott virulencia faktorokkal rendelkeznek (23, 46, 47, 48). A
patogenezisre €s a virulencia faktorokra vonatkozé ismereteink tobbségét a C. albicans-al

végzett kisérletekbdl ismerjiik (10, 23, 45, 46).

A sarjadz6 gombak megtelepedését a szervezetben kiilonbozd aerob és anaerob
baktériumok segitik eld, ahogy azt koaggregacids kisérletekkel a C. albicans, a Candida
dubliniensis és a Candida tropicalis esetén mar bizonyitottdk (45, 49). A leggyakoribb
koaggregacids partnerek a Fusobacterium nucleatum ¢és a Streptococcus gordonii.
Hasonloan, az eukariota sejtek felszinén talalhaté fibronectin, integrinek, komplementko6to-
¢s agglutinin-szeri receptorok a sarjadzé6 gombak tapadasat segitik (10, 95, 107). A
sejtfelszini hidrofobicitas tovabbi, az adhézidban szerepet jatszo tényezd, amint azt Hazen

¢s munkatérsai az altaluk vizsgalt 7 gombafaj esetén kimutattak (43).

A klinikailag jelentds Candida speciesek szinte mindegyike képes a kiilonbozd
feliileteken biofilm képzésére (13, 27, 55, 56). A képzodott biofilm egyrészt a fert6zés
gbocaként szerepelhet, masrészt a biofilm a caspofungin (CAS) kivételével az antifungalis

szerek szdmara atjarhatatlan barrier (2, 10, 25, 78, 84).



A sarjadzo sejt-hifa 4talakuldsnak (dimorfizmus) a szerepe ismert virulencia
tényez6 az invaziv C. albicans fertézések patogenezisében (10, 105, 106, 112). A hifat
nem képezd mutansok altal okozott letalitds in vivo allatmodellben kisebb, a makrofagok
hatasosabban pusztitottdk a gombakat (98). Az élesztéforma fagocitozisa esetén a manndz
¢s részben a fukoz receptorok kozvetitésével megvaldsuldo immunvalasz a gyulladasos
citokinek szintjének ndvekedésével €s fokozott 6léssel jar egylitt (98, 106). A hifanak a
CR3 ¢és az Fc receptor kozvetitésével megvalosuld fagocitdzisa viszont fokozott 11-4 és I1-
10 termeléssel jar, ahogy azt human monocita sejtvonalon elvégzett kisérletek igazoltdk
(10). Hifa jelenléte esetén a hatasos Th1 immunvaélasz helyett az ellenanyagszintet noveld,
de a fagocitozist csokkentd Th2-s immunvélasz domindl a vesékben, ahogy azt

szisztémasan fertdzott egerek esetén Spellberg és munkatarsai bizonyitottak (106).

Felmertiilt a fenotipusvaltasnak is a szerepe a patogenezisben, amikor a fehér
teleptipus-opalos teleptipus atalakuldas kovetkezik be. Szerepe valdszinlileg a

gazdaszervezethez val6 alkalmazkodasban van (10, 98).

A szekretalt aszpartil protedz (SAP) enzimek jelenléte in vitro és in vivo is
kimutathatoén novelik a sarjadz6 gombék virulencigjat (12, 18, 20-22, 47, 71, 99, 103). A
nyalkahartya fertézései esetén a SAP-1-3 gének, mig az invaziv, szisztémas fert6zések
esetén a SAP-4-6 gének jatszanak fontos szerepet (8, 14, 19, 23, 35, 102). E tények jelzik,
hogy a SAP-gének kifejezddése kiilonbozoképpen valdosul meg az egyes testtdjak fertdézései

soran.

Hasonloan, C albicans esetén a foszfolipazok jelenléte kimutathatéan fokozta a
letalitast intravénasan fert6zott egerek esetén, valamint a vérbdl izolalt térzsek foszfolipaz
termelése nagyobb volt az egyéb testtajakrol izolalt torzsekéhez képest (48, 95, 98, 105). A
foszfolipazt csokkent mértékben termeld mutdns térzsek esetén a szoveti karositas mértéke

szignifikansan kisebb volt.

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

koaguldz enzim jelenléte) kevéssé ismert (40, 46, 63, 66).



2. Candida fajok altal okozott megbetegedések

A sarjadz6 gombdk okozta fertdzések az enyhe, bar rendkiviil kellemetlen
szubjektiv tiinetekkel jaré nyalkahartya fert6zésektdl, a sulyos, €letet veszélyeztetd invaziv
fertozésekig terjedhetnek (41, 78, 77, 82). A C. albicans a laboratériumok vizsgalati
anyagaibol a minta tipusatdl fiiggetleniil is a leggyakrabban izolalhat6 sarjadz6 gomba (24,
26, 41, 50, 64, 87). Mivel az invaziv gombafertézések nagyobb része endogén eredetli (bor
illetve gastrointestinalis kolonizacid) (77) a nem steril testtdjak gombaflordjanak ismerete
fontos segitség lehet az invaziv fertdzések eredetének, illetve a sarjadzd gombak

rezisztencia viszonyainak a megismerésében.

Az 1990-es évek elejéig a vérbol gyakorlatilag csak a C. albicans volt izolalhatd. A
preventiv terdpiara is kitlinden alkalmas, a betegek altal nagyobb ddzisban is jol toleralt
FLU bevezetése a napi rutinba visszaszoritotta a C. albicans okozta candidemidk szamat,
mig novekedett a nem-C. albicans Candidak okozta candidemidk szama. Az els6 ilyen
tanulmanyok alapjan hivtak fel a figyelmet a C. krusei FLU iranti rezisztenciajara (100).
Bar a C. krusei gyakoribb izolalhatésdga a FLU-t gyakran haszndlo korhazi részlegek
esetén altalaban egyértelmii, szamos tanulmany kétséget kizdrdan bizonyitotta a FLU
hasznalattdl fiiggetlen gyakoribb izoldlasat ennek a tipikusan nozokomialis kérokozonak

(24, 69, 100).

A species atrendez6désrdl tudositod elsd tanulmanyok az USA-bdl szarmaztak, de
késobb egyre tobb orszagbol jelentek meg hasonld kozlések (50, 86, 87, 94, 111). A FLU
nagymértéki hasznalata miatti szelekcid eldsegitette kiilonféle antifungalis szerek irant
tobbszorosen rezisztens C. glabrata, C. tropicalis €és az elobb emlitett C. krusei szerepének
a novekedését az invaziv korfolyamatokban (37, 54, 56, 80, 89, 100). Megjegyzést érdemel
az is, hogy az antifungélis terdpidban ,,gold” standardnak tartott amphotericin B (AMB)
esetén napjainkban bebizonyosodott, hogy a kiilonb6zé Candida specieseknek fajtol
fliggden magas lehet a MIC értékiik (11, 81), és e torzsek egy része toleranciat mutat az

AMB irant (1asd késobb) (11).

Az 0ijabb adatok szerint nemcsak a felnétt betegek esetén kdvetkezett be a species

atrendez6dés, hanem a gyermekgydgyaszati osztalyok egy része esetén is (26, 56, 94, 108).



3. Antifungalis szerek csoportositasa, rezisztencia mechanizmusok

Eléljaréban le kell szogezni, hogy a rendelkezésre allo antifungalis szerek szdma
sokkal kevesebb az antibakterialis szerekhez viszonyitva. Invaziv fertézések esetén a
terapia kimenetelét dontden az alapbetegség befolyasolja (kemoterdpia, tartdos neutropénia,
stb.) (82). A sikertelen terdpia oka lehet az illetdé gombafaj primer vagy szekunder
rezisztenciaja az illetd antifungdlis szer irant (54, 118). Az in vitro érzékenység ellenére
nem eradikalhat6 fert6zések mogott a biofilm képzddéssel 0sszefiiggd klinikai rezisztencia
(C. albicans és a C. parapsilosis) vagy az antifungalis szer iranti tolerancia jelensége allhat

(54, 84, 118).

A kovetkezOkben roviden felsorolom a fobb, szisztémas kezelésre alkalmas
antifungalis szerek csoportjait, azok hatasspektrumat €s a rezisztencia mechanizmusokat,

foleg a sarjadzé gombakra fokuszalva.

Polién tipusu antifungalis szerek

Az AMB tartozik ide. Az ergoszterolhoz kdtddve porust képez a sejtmembranon,
igy a permeabilitast fokozva irreverzibilis karosodast okoz. Sarjadz6 gombak kozott a
primer rezisztencia ritka az AMB irant (Candida lusitaniae, Candida guillermondii torzsek
egy része, és a Trichosporon beigelii) (42, 54, 83, 84, 116). Masodlagos rezisztenciat a C.
tropicalis, a C. glabrata és a C. krusei fajok esetén jeleztek, ami a sejtmembran
megvaltozott ergoszterol tartalma miatt johet létre (29, 37, 54, 118). A hatasos kezeléshez
altalaban elegendd 2 pg/ml-es szérumszintet a napi 1 mg/kg-os adagolassal elérhetjiik a
sulyosabb mellékhatasok (vese, hidegrazés, 1az) megjelenése nélkiil (38, 82). A lipiddel
kombinalt AMB készitmények tovabbi lehetdséget nyujtanak a szérum AMB szintjének

noveléséhez, kevesebb mellékhatast okozva ezzel a betegek szdmara (30, 82).

Azol tipusu antimikotikumok

Fungisztatikus hatast gombaellenes készitmények, amelyek a sejtmembran
ergoszterol szintézisét gatoljak (54, 104, 118). A célpont a 14-alfa demetilaz enzim. Az

1990-es ¢évektdl kezdve folyamatosan szintetizdljdk az 10j, triazol tipusu



antimikotikumokat, egyre szélesed6 hatasspektrummal (flukonazol, itrakonazol,

posakonazol, vorikonazol és ravukonazol).

Az azol tipusu szerek koziil a legelterjedtebben hasznalt készitmény a FLU,
melynek hatasspektruma kiterjed a Candida és a Cryptococcus genusokra is, de a
penészgombakra nem (54, 118). Neutropénids betegek gombds megbetegedéseinek a
profilaxisara akar hossz idon keresztiil is jol alkalmazhato relative kevés mellékhatasa
miatt. Bizonyitott primer rezisztenciaval a C. krusei torzsek (80) és a C. glabrata torzsek
egy része (118) rendelkezik FLU irant. Az utdbbi 7-8 évben limitdlt szamu in vitro és in
vivo adat alapjan a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén szintén felvetédott a primer
rezisztencia lehetdsége (3, 101). FLU irant szekunder rezisztencia hosszan tartd kezelések
soran szokott kifejlddni, féleg a C. albicans, C. dubliniensis és a C. glabrata fajok esetén
(118). A rezisztencia leggyakoribb okai koz¢ a gydgyszert eltdvolitd, aktiv transzportot
megvaltozott target illetve az enzim tultermelése allhat (54, 118). A rezisztencia
mechanizmusok kombinaldédhatnak is. Az 1j, azol tipusu antifungalis szerek spektruma
hasonlé az FLU-hoz, és altaldban a penészgombdk ellen is jo in vitro és in vivo aktivitast
mutatnak (54). Megjegyzést érdemel, hogy a régi és az j tipusu azol szarmazékok kozott

valtozé mértéki keresztrezisztencia van (91, 118).

Nukleinsav szintézist-gatlo antimikotikumok

A csoportnak egyetlen tagja az 5 fluorocitozin (5-FC). A szert a citozin permedz
juttatja be a gombasejtbe, ahol 5-fluorouracilld, majd 5 fluor-deoxi-uridilsavva alakul. A
hatds végsd soron a timidilat szintetaz gatlasa, ledllitva ezzel a DNS szintézisét (114, 118).
A napi atlagos dozisu (100 mg/kg), 3-4 részre osztott terapia mellett a 35-70 pg/ml-es
szérumszint megfeleld az 5-FC-ra érzékeny korokozok kezelésére (33, 114). Monoterapia
esetén konnyen szekunder rezisztencia alakulhat ki, ezért foleg AMB-vel kombinalva
alkalmazzak (54, 114). A primer rezisztencidval rendelkez6 torzsek szama a legujabb, t6bb
mint 8000 darab sarjadzé gomba vizsgalata alapjan nem jelentds, foleg a C. krusei esetén
figyelheté meg (88). Hasonl6 eredményeket kaptak Barchiesi és munkatarsai is, bar 6k

kevesebb izolatumot vizsgaltak munkajuk soran (5).
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Sejtfal szintézist gatlo antifungalis szerek

Az ide tartozd gydgyszerek a sejtmembranban taldlhato, a sejtfal glukan
komponensének a szintézisében szerepet jatszd glukdn szintetdz enzimet gatoljak (25, 54).
Az echinocandinok ko6zé tartozé caspofungin és micafungin jelenleg mar elérhetd a
klinikumban invaziv és egyéb terapiara nem reagald candidiazisok kezelésére (54, 82).
Keresztrezisztencia nem all fenn a tobbi antifungalis szerrel szemben (54). Rapid fungicid
hatasti szerek, amit flow-citométerrel tortént vizsgéalatok is igazoltak (54). Klinikai
izolatumok esetén rezisztenciat eddig csupan hosszan tartd kezelés utan észleltek (54).
Relative magas MIC értéket C. parapsilosis, C. guillermondii és C. lusitaniae izolatumok
esetén figyeltek meg (25, 54). A magasabb MIC ¢értékek ellenére a CAS in vivo hatasnak
bizonyult 20 betegbdl 14 beteg esetén C. parapsilosis okozta candidemia kezelése sordn
(25). Jovahagyott modszer a CAS iranti érzékenység vizsgélatara jelenleg nem 4ll

rendelkezésre (6, 52, 90).
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4. Sarjadz6 gombak diagnosztikaja

Invaziv gombafertdzések esetén a diagnosztika nagyon nehéz. A hemokultirdknak
kevesebb, mint 50%-a pozitiv csupan, egyéb testtajak esetén, pedig a kolonizacio és a
valodi patogén szerep eldontése sokszor problémas lehet (77, 78, 82). A klinikai kép
alapjan a neutropénids, széles spektrumu antibiotikummal kezelt betegek esetén a
perzisztald 1az, negativ tenyésztési eredmény esetén is valoszinlisiti az invaziv
gombafertdzést (82). A rendelkezésre allo diagnosztikai modszerek kombinalasa (esetleg
invaziv mintavételi eljarasokkal kiegészitve) eredményesebbé tehetik a diagnosztikat, €s

lehetdséget nytjtanak a célzott antifungélis terapiara (82).

Sarjadzo gombak diagnosztikaja hagyomanyos diagnosztikai modszerek segitségével

A rutin diagnosztikdban a sarjadzd gombak azonositdsdt néhany egyszeri
modszerrel az esetek tobbségében konnyen el lehet végezni. A Sabouraud-taptalajon nétt
tenyészetbdl fotalis borjuszérumban torténd inkubalas utdn a képzddott csiratomld vagy a
rizsagaron képzett klamidospora karakterisztikus a C. albicans és a C. dubliniensis fajok
esetén (7, 110, 117). A kevert tenyészetek felismerését és a 4 leggyakoribb Candida faj
elkiilonitését nagymértékben megkonnyiti a CHROMagar Candida differencialé taptalaj
(51, 110). A napjainkban igen elterjedt kereskedelmi tesztek a gombdk szénhidrat
asszimilacios profilja alapjan segitenek a faj meghatarozasaban. E tesztek egy része nem
igényli a sarjadz6 gombak morfologiai vizsgalataul szolgald rizs vagy kukorica taptalajra
torténd leoltasat sem (36, 79, 93, 110), bar a hifa/pszeudohifa morfologiaja jellemzé az
adott gombafajra (79). Ezeknél a teszteknél a biokémiai reakciok Osszegzésével egy
szamkodot kapunk (biokdd), amit a gyartd altal rendelkezésre bocsatott adatbazissal
Osszehasonlitva megkapjuk a biokémiai reakciok altal legvaldszinlibb faj nevét.
Magyarorszagon ¢és Eurdpaban is gyakran hasznaljak az ID 32C vagy az API 20C gyari
panelek valamelyikét. A tobb centrumban elvégzett, az ismert Candida fajok pontos
azonositasat célzd vizsgalatok kimutattak, hogy jol miikddd laboratoriumok esetén is
gyakori (fajtol fiiggden) a téves azonositas az elobb emlitett két mddszer esetén (79, 93).
Téves azonositas még a leggyakrabban el6forduld C. albicans esetén is eldfordul. Igen
gyakori a FLU irant csokkent érzékenységet mutato tridsz, a C. krusei, C. inconspicua és a

C. norvegensis fajainak téves azonositasa a hagyomanyos modszerek alapjan (79).
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Az elobb emlitett hagyomanyos modszerek még a sarjadz6 gombak
diagnosztizalasdban jartas laboratoriumok esetén is legalabb 3-4 napot vesznek igénybe a
pontos, fajszintli azonositashoz. A hagyomdnyos moddszerek tehat onmagukban nem
mindig elegenddek a gyors és pontos identifikalashoz, ezért egyéb modszerek bevezetése is

indokolt az adekvat terapia érdekében.

Sarjadzo gombdk diagnosztikdja szerologiai modszerek segitségével

Az invaziv sarjadz6 gomba fertézések szerologiai diagnosztikdjaban, a sejtfalban
talalhaté proteinek és szénhidratok johetnek szoba (67). A fehérjetermészetli antigének
koziil széleskoriien vizsgaltak a kiilonb6z6 ho sokk proteinek (hsp), a szekretalt aszpartil
protedzok, az enolaz és a fibrinogén-kotd sejtfal mannoprotein (mp58) alkalmazhatdsagat a
diagnosztikdban. A hsp90 és az enoldz elleni antitestek kimutatdsa ELISA modszerrel
jelenleg reményt kelté modszer, kiilondsen tobbszords mintavétel esetén. A vérben keringd
mannan és az ellene termelt ellenanyag egyidejii kimutatasa egyes tanulmanyok szerint 93
%-s specifitdssal és 80 %-s érzékenységgel rendelkezik, igy szerepe a kdzeljovOben
novekedni fog az invaziv gombafertézések diagnosztikajaban (67). Az eddigi eredmények

megerdsitése nagyobb szdmu klinikai eset bevondsaval jelenleg is tart (67).

Sarjadzo gombak diagnosztikaja molekularis biologiai modszerek segitségével

Mivel a hagyoméanyos mddon torténd species meghatdrozashoz legalabb 48-72 o6ra
sziikséges, valamint a szerologiai modszerek nem eléggé érzékenyek az invaziv sarjadzo
gomba fert6zések detektalasdra, a DNS analizisén alapuld gyors, szenzitiv és specifikus
eljarasok egyre jobban eldtérbe keriilnek (57, 58). A kutatasok sordn szdmos modszert
alkalmaznak, pl. restrikciés fragmenthossz polimorfizmus vizsgalata (RFLP) (76, 119,
120), Southern-hibridizaciés analizis (31, 65), transzfer RNS profil analizis (65),
mitokondrialis DNS analizis (122), véletlenszeriien amplifikalt polimorf DNS analizise

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

Az RFLP analizist, ha amplifikalt rDNS darabokon végezziik el, ribotipizalasrol
beszéliink. Ribotipizalds soran restrikcids enzimekkel végziink hasitdst majd
gélelektroforézissel elvalasztjuk a DNS-darabokat, amelyek a fajra jellemz0 mintazatot
adnak. A moddszer genetikai alapja az, hogy a gombak riboszomalis RNS (rRNS) génjei

tandem modon ismétlodnek és minden ismétlodés tartalmazza a 18S, az 5.8S és a 26S
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rRNS génjeit. Két masik régio is megtalalhatd, melyet az el6z6 szakaszok fognak kozre: az
internal transcribed spacer (ITS) régid és az intergenic spacer (IGS) régi6. Az rRNS-t
kodold régiok bazissorrendjiiket tekintve konzervativak, mig az ITS-szekvencidk
valtozékonyak, egy genuson beliil is nagy variabilitast mutatnak (1. dbra). A konzervativ
bazissorrendii szakaszok alkalmas helyet biztositanak a primerek kapcsoldédasahoz, a
kozrefogott szakaszok amplifikdlasa soran nyert DNS-részek viszont variabilisek lesznek.

Az ezek hasitdsa sordn nyert fragmentumok elektroforézis soran a fajra jellemzd

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

MSE  NS7  ITS5 ITS1 1753
ol ol of o ol

lNucIear small rDNA ITS ?[-]Bﬁ'lsﬂ ITS |Nucl. large rDHA\
[ | 5 L = ke
NS2 NS4 MN56 NS8 ITS2 ’ IT54

1. dbra: Sarjadz6 gombak riboszomalis RNS génjeinek elhelyezkedése
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5. Sarjadz6 gombak érzékenységének meghatarozasa

A jelenlegi ajanlas szerint rutin érzékenységi vizsgéalatot nem minden izolalt gomba
esetén kell végezni, mivel a Candida fajok érzékenysége a kiilonb6z6 antifungalis szerek
irant altaldban megjosolhatd (54, 97). A C. albicans és a C. parapsilosis altalaban érzékeny
az Osszes antifungalis szer irant, mig a C. krusei rezisztenciat mutat az antifungalis szerek
tobbsége ellen (54). El kell azonban az érzékenységi vizsgalatot végezni terapidra nem
reagald invaziv és nem invaziv fertézések esetén (82). Kiilon problémat jelentenek a ritka
korokozok altal okozott fertdzések, hiszen ezeknek a gombaknak az érzékenysége, ritkabb
eléfordulasuk miatt alig ismert (118). Ezek a ritka, de napjainkban egyre gyakrabban
izolalhat6 sarjadzo gombak terapias problémat jelentenek tobb szempontbdl is. Egyrészt a
leggyakrabban alkalmazott FLU valamint a ,,gold” standardnak szamit6 AMB irant
csOkkent érzékenységet mutathatnak (81, 118), mdasrészt a laboratérium altal rosszul
megvalasztott, nem megfeleléen validalt érzékenységi metodika fals érzékenységi

eredmény kozléséhez vezethet (97).

Standard mikrodilucios modszer

A sarjadz6 gombak érzékenységének in vitro diagnosztikajaban jelentds elérelépés
csupan 1997-ben tortént, amikor az addig felhalmozddott ismeretek Osszegzése utan
elfogadtak a standardizalt, meghatarozott tapfolyadékot (RPMI-1640) ¢és kezdd
csiraszamot (10° sejt/ml) hasznalé médszert (NCCLS M-27A) (72, 96). Az inkubélasi id6
fajtol fliggden 48 illetve 72 6ran keresztil tart. A modszerre égetden sziikség volt mivel
ugyanazon torzsek kiilonb6zd centrumokban torténd vizsgalata soran a MIC értékek kozott
akdr 4 nagysagrend eltérések is voltak (97). A modszer makrodiliicids és mirodilucios
(leveshigitasos) valtozata egyarant rendelkezésre all. A mddszer nagy elonye a pontossag,
a j6 reprodukalhatdsag, amit tobb Osszehasonlitd vizsgalat is igazolt (72). Azdta 2002-ben
elkésziilt a modszer mddositott valtozata is (M27A-2), amely a metodika pontos leirdsan
kiviil tartalmazza a mindségi kontroll torzsek (C. krusei ATCC 6258 és C. parapsilosis
ATCC 22019) 24 ¢és 48 oras inkubalasi id6 utan elvarhatdo MIC értékeit is (73). A modszer
pontosan tartalmazza azokat a modositasokat is, amelyek alternativai lehetnek a standard
metodikdnak anélkiil, hogy fals érzékenységi eredményt kapniank (nagyobb kezdd
inokulum, révidebb inkubacios ido, stb.) (73).
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A dokumentumban csak a FLU, az itrakonazol és az 5-FC esetén talalunk ajanlast a
MIC értéken alapuld érzékenységi kategoéridkra. Ezek a hatarértékek jorészt nyalkahartya
candidiazisban szenvedd betegek kezelése sordn nyert tapasztalatokat tiikrozik (96), bar az
igy nyert adatok jol alkalmazhatonak bizonyultak candidémias betegek kezelése esetén is.
Az érzékenységi kategoridk megallapitasanadl egy 1) fogalommal, a dozisfiiggd
kifejezés azt jelenti, hogy a terapids siker eléréséhez a kérdéses gyogyszert teljes dozisban

kell alkalmazni, ha a gomba a DE érzékenységi kategoriaba esik (54, 96).

A klinikai gyakorlatba nemrégen bevezetett CAS esetén jelenleg nem eldontott,
hogy a MIC meghatarozas soran végpontként a teljes gatlast vagy a részleges gatlast kell
alkalmazni (6, 90). Az eddigi irodalmi adatok szerint az ’antibiotikum medium 3’ jelzés
taptalaj alkalmasabb a MIC meghatarozasra az RPMI 1640-el &sszehasonlitva a jobb
novekedés és az élesebb végpontok miatt (6). Jelenleg az irodalmi adatok a 24 o6ras
inkubéacios 1d6 utan torténd MIC meghatarozast is szorgalmazzak a hagyomanyos, 48 oras

inkubacios 1d6 mellett (90).

A fonalas gombék in vitro érzékenységének meghatarozasa jelenleg az 1998-ban
elfogadott (NCCLS M-38 P), majd a 2002-ben modositott ajanlas alapjan torténik (M-38A)
97).

Kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek az in vitro érzékenység meghatarozasara

Minden pontossaga ellenére a standard modszer munkaigényessége illetve relative
hosszu inkubécios ideje miatt nehezen alkalmazhaté a rutin diagnosztikai munkaban. E
hatranyt kikiiszobolendd tobb, a kereskedelmi forgalomban kdénnyen beszerezhetd panel
terjedt el, de a legtjabb vizsgélatok szerint csupan néhany mutat jo korrelaciot a standard
moédszerrel (97). Altalaban elmondhaté, hogy a C. albicans érzékenységét a kiilonféle
antifungalis szerek irdnt az Osszes modszer jol diagnosztizdlja, de a nem-C. albicans
Candida fajok esetén sulyos, a betegek ¢életét veszélyeztetd fals érzékenységi
eredményeket is kaphatunk (97). Kiilonosen igaz ez a FLU esetén, amelynél 6 kiilonféle
modszer Osszehasonlitd vizsgdlata sordn bebizonyosodott, hogy csak az E-teszt és a
kolorimetrids elven miikod6 Sensititre Yeast One panel alkalmas a pontos érzékenység

meghatarozashoz (70).
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A kereskedelmi forgalomban kaphaté moddszerek koziill az E-teszt tehat a
gyakorlatban is jol bevalt alternativa. Az E-teszt csikok egy preformalt koncentracid
gradiens forméjaban tartalmazzdk a kérdéses antifungilis szereket. A csik koriil egy
ellipszis alakt gatlasi zona alakul ki. Ahol az ellipszis metszi a csikot ott lesz a MIC érték.
E népszeri modszer egyes szerzOk szerint nemcsak Kkitling alternativaja a standard,
mikrodilucion alapulé modszernek, hanem AMB esetén annal jobb is, amikor AMB irant
rezisztens klinikai izoldtumokat keresiink (74, 85). Az E-teszt szerepe kiilondsen akkor
fontos, amikor az érzékenységi eredmény leolvasasa még a pontos fajmeghatarozas el6tt
valik sziikségessé (klinikus tajékoztatdsa az adekvat terapia érdekében). Az E-teszt az
eddigi adatok alapjan a legjobb korrelaciét mutatja a standard modszerrel nyert

érzékenységi eredményekkel (97).

Européban elterjedtek a break-point (hatarérték) elven miikddo panelek is, amelyek
egy-egy kritikus (alacsonyabb illetve magasabb) koncentraciot tartalmaznak az antifungélis
szerek megfeleld higitdsabol. A Fungitest nevii panel segitségével egyidejiileg hatféle
antifungalis szer irdnt tudjuk meghatarozni az érzékenységet. A gomba szaporodasat az
indikator szinének megvaltozésa jelzi. E modszer esetén a {6 probléma az alkalmazott
indikator érzékenysége illetve az esetlegesen helyteleniil megvalasztott MIC- hatarérték

lehet (17, 121).
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6. Minimalis fungicid koncentracié meghatarozasa

Kritikus 4llapoti betegek esetén (endocarditis, neutropénia) sziikség lehet az
aktualis MIC értéken kiviil a gydgyszer hatdsossagat jobban jellemzd fungicid hatés
ismeretére. A fungicid hatds vizsgalata az 1d6-6lés (time-kill) gorbék valamint az MFC
meghatarozasa altal lehetséges (92). A baktériumoknal standard metodika all rendelkezésre
a minimdlis baktericid koncentracié meghatdrozdsara. Hasonld, standardizalt modszer
jelenleg nem 4&ll rendelkezésre a sarjadzd ¢s fonalas gombak MFC értékének a
meghatarozasara (11, 92). Ennek oka dontden abban keresendd, hogy a kiilonb6z6 szerzok
eddig a standard modszerrel meghatarozott MIC értékek leolvasasa utan a mikroplate
novekedést nem mutatd iiregeibdl kiillonb6z6 mennyiségeket oltottak ki (1-100ul), igy
ezzel 90, 95, 99 %-s gombapusztulést tudtak csupan detektalni. Mivel a standard mddszer
esetén a mikroplate—be keriild inoculum mennyiség csupan 100-500 db kozott lehet, igy
nem is lehetett pontosan meghatarozni az illetd antifungélis szer hatdsossagéat jobban

kifejez0, legalabb 99, 9 %-s 616 hatast (11, 92).

Ujabban, a Cantén és munkatarsai altal leirt (11) metodika a nagyobb kezdé
inoculum altal (10* sejt/ml) lehetéséget teremtett arra, hogy legalabb 99, 9 %- s 616 hatast
tudjunk mérni, ha a ndvekedést nem mutatd mikroplate-iiregének a teljes tartalmat kioltjuk.
Ezt a mddszert vérbdl izolalt sarjadz6 gombak AMB iranti MFC értékének meghatarozasa
soran alkalmazta Canton és munkacsoportja (11). Igy valt ismertté, hogy a C. parapsilosis
¢és a C. dubliniensis torzsek egy része tolerans az AMB irant, azaz a MIC értéknél 32-szer
nagyobb gydgyszer koncentracié sem pusztitja el a sarjadzd gombat (11). A legutobbi
vizsgalatok alapjan az MFC meghatarozasaval kapott eredmények jo korrelaciot mutatnak
az 1d6-0lés gorbék altal kapott eredményekkel (53, 92). A modszert relative konnyl
kivitelezhetdsége miatt Canton ¢és munkatarsai ajanljdk a rutin laboratoriumi
diagnosztikdban is terapiara nem reagald invaziv candidiazisok esetén az MFC
meghatarozasara (92). Az AMB-n kiviil Canton modszerével egyéb sarjadzé gombak MFC
értékét eddig még nem vizsgaltak (32, 92).
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7. Sarjadzé gombak izolalasa a DEOEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében

A DEOEC Orvosi Mikrobiologiai Intézetében 1997-t61 kezdve torténik a pontos,
faj szerinti azonositdsa a sarjadzd gombaknak. A Sabouraud agaron nétt gombakat
CHROMagar Candida taptalajra oltjuk, majd az ID 32C panel segitségével tovabb
folytatjuk az azonositast. A leggyakrabban izolalt 5 fajon kiviil (C. albicans, C. glabrata,
Candida tropicalis, C. krusei és a C. parapsilosis) kis szazalékban egyéb, ritkan eléfordulo
sarjadz6 gombat is izolaltunk. FErdekesség, hogy ezek az izolatumok 4ltalaban
immunszuppresszalt betegek vizsgalati anyagaibdl tenyésztek ki. Az elsé négy év utan az
adataink elemzése utan kideriilt, hogy az izolalt sarjadz6 gombak abszolit szama

megharomszorozddott a vizsgalt periddus alatt.

A 4 éves vizsgalati periddus alatt C. albicans maradt a leggyakrabban izolalhato faj.
A masodik leggyakrabban izolalt Candida species mindig a C. glabrata volt (64, 110). A
hemokulturakbol egy-két kivételtdl eltekintve gyakorlatilag csak a C. albicans volt
izolalhat6. A Fungiteszt-el vagy E-teszt-el meghatarozott érzékenységi eredmények az
altalunk vizsgalt 5-féle antifungélis szer esetén (AMB, 5-FC, mikonazol, ketokonazol és a
FLU) a C. albicans bizonyult a legérzékenyebbnek. A C. glabrata térzsek a flukonazol,
mig a C. krusei torzsek az AMB irant relative nagy szamban csokkent érzékenységet

mutattak (64).

A 2001-2002-es években a napi rutin munka soran lettliink figyelmesek arra, hogy
egyre gyakrabban izoladljuk a Candida inconspicua és a Candida norvegensis fajok
valamelyikét a kiilonbozo vizsgalati agyagokbol. Az izoldtumok dontd része
fekvObetegektdl szarmazott, sokszor intenziv terapids osztidlyokon kezelt betegektol.
Ugyancsak a 2002 év statisztikdjabol volt felfedezhetd, hogy novekedett a nem Candida
albicans Candidak altal okozott candidemiak szama is (64). Ezek az epidemiologidban
bekovetkezett valtozdsok teljesen egybevagtak a nemzetkézi adatokkal (50). A
legszembetindbb novekedés a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén volt felfedezheto.
Mivel az irodalmi adatok alapjan e két faj a FLU irant primer rezisztencidval rendelkezik

figyelmiink a két faj felé terelodott.
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8. Candida inconspicua és a Candida norvegensis fajok jellemzése

A C. inconspicuat 1952-ben irtdk le elészor. A C. inconspicua nem képez sem,
csiratomlodt, sem pedig pszeudohifat, asszimilalja az N-acetil-gliikozamint, a gliikozt, a D-
gliikozamint, a D-L-laktatot, a szukcinatot, a citratot, a glicerint és az etanolt (34, 68). Az
elsd klinikailag is jelentés megbetegedés leirasa Baily és munkatarsaitol (3) szdrmazik,
akik flukonazol kezelést kovetden izolaltak AIDS-ben szenvedd betegek torok és nyeldcsd
valadékaibol. A betegekbdl AMB kezelést kdvetden sikeriilt eradikalni a sarjadz6 gombat.
Leukémias betegek kozotti nozokomidlis atvitelt irtak le D’ Antonio €s munkatarsai 3
beteg esetében, akik koziil az egyik betegnél nehezen gyogyuld, méj-1ép érintettséggel jarod

szOvOdmény is kialakult (1).

A C. norvegensis-t, el6szor tobb mint 60 évvel ezeldtt Norvégidban izolaltdk harom
asthma bronchiale-ben szenvedd beteg kopetébdl (60). Korokozd szerepe bizonyitott
peritonitises, candidemias és als6 léguti korfolyamatokban (101). Csiratomlét nem, de

Dalmau-plate-n pseudohyphat képez (101).

A két faj elkiilonitése hagyomanyos moddszerekkel nehézséget okoz. Elkiilonitésiik
a kovetkezd vizsgalatokon alapszik: cellobidz-asszimilacid ¢és pszeudohifaképzés
vizsgalata. Az ID32C panel az eszkulin-hidrolizist hasznalja elkiilonitésiikre. A C.
norvegensis asszimilalja a cellobiozt, Dalmau-platen pseudohypha képzésére képes ¢és az
eszkulin-hidrolizise is pozitiv. Ezen vizsgalatok C. inconspicua esetén negativ eredményt

adnak (68).

A hiarom FLU irdnt csokkent érzékenységet mutaté faj (C. inconspicua, C.
norvegensis ¢és a C. krusei) hagyomanyos modszerekkel valo elkiilonitési nehézségei mar
korabban molekularis bioldgiai modszerek alkalmazasdhoz vezettek (34, 76). Nho és
munkatarsai a bioM¢érieux cég gyljteményébdl szarmazd, 10-10 C. inconspicua, C.
norvegensis ¢s a C. krusei torzset azonositottak hagyomanyos (ID 32C és hifa/pszeudohifa
képzés) és molekularis biologiai modszerek (RFLP és RAPD) alapjan (76). Az ITS1 és az
ITS4 rDNS régiot PCR-el amplifikaltdk, majd a kapott terméket egyetlen restrikcids
enzimmel (Hhal) hasitottdk. A harom fajnak az elkiilonitése nagy feloldoképességli gélben
torténd futtatas, majd a kapott termékeknek a szekvendlasa utan volt lehetséges. Az altaluk

kapott eredmény Osszhangban allt az ID 32 C panel altal kapott eredményekkel. Feltiind
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volt azonban, hogy a C. norvegensis torzsek egyike sem képezett pszeudohifat Dalmau-

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

A C. inconspicua ¢és a C. norvegensis FLU iranti érzékenysége az irodalmi adatok
alapjan vegyes képet mutat (1, 4, 76, 111). Bar a két fajt FLU irant rezisztensnek tartjak, az
alkalmazott vizsgalati médszertdl fliggden szamos FLU irant érzékeny torzset is fel lehetett
fedezni (4, 90, 91). Hasonloan, az AMB ¢s az 5-FC iranti érzékenysége a két fajnak, az
alkalmazott modszertdl fliggden valtozott a nemzetkdzi irodalom szerint (4, 91). A két faj

CAS iranti érzékenysége nem ismert.
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Célkituzések

Munkénk soran fel kivantuk deriteni a rutin diagnosztikdban C. inconspicua-nak
vagy C. norvegensis-nek diagnosztizalt térzsek pontos, species szerinti eloszlasat.
Osszehasonlitottuk a hagyoméanyos diagnosztikai modszerek pontossagat a

referenciamodszernek tekintett riboszémalis DNS analizissel.

A késbbbiekben arra kerestiink valaszt, hogy az irodalomban gyakran felvetddd, de
eddig még nem igazolt csokkent flukonazol (FLU) érzékenység valoban
bizonyithaté-e a C. inconspicua térzsek esetén. Rutin hasznélatra alkalmasabb
modszert keresve, dsszehasonlitottuk a standard modszerrel (NCCLS M27A-2) és
annak kiilonbozé modositasaival (emelt kezdd csiraszam illetve rovidebb, 24 6rés

inkubacids idd), valamint az E-teszttel kapott FLU MIC értékeket.

Terapids alternativat keresve meghataroztuk a torzsek érzékenységét a standard
modszer szerint amphotericin B (AMB), 5-fluorocitozin (5-FC) és caspofungin
(CAS) irant. Az izolatumok érzékenységét AMB ¢és CAS esetén E-teszt

segitségével 1s megvizsgaltuk.

Célul thztik ki egy alternativ érzékenység meghatarozasi modszer, a Fungitest
alkalmazasat a FLU, az AMB ¢és az 5-FC iranti érzékenység vizsgalatira. A
modszer pontossaganak vizsgalata érdekében az eredményeket a standard

modszerrel kapott érzékenységi kategoridkkal hasonlitottuk dssze.

Tovabbi adatokat gyiijtottiink az AMB, az SFC ¢s a CAS klinikai hatdsossagarol a

minimalis fungicid koncentracié meghatarozasaval.

Célunk volt egy a CAS érzékenység vizsgalatara alkalmas mikrodilticios modszer
kidolgozéasa a MFC értékek alapjan, dsszehasonlitva a kiillonb6z6 inkubécios idok
¢s végpont meghatarozasi kritériumok alkalmazéasaval kapott MIC értékeket és

azok korrelacigjat a MFC értékekkel.
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Anyagok és modszerek

Sarjadzo gombak izolaldsa betegekbol

A vizsgalt idészak a 2001. januar. 1. és a 2003. december. 31. kozotti iddszakot
foglalta magéban. Az ID 32C panel segitségével C. inconspicua vagy C. norvegensis
fajoknak azonositott sarjadz6 gombak koziil 48, kiilonb6zo betegtdl szarmazoé izolatumot
hasznaltunk az érzé¢kenység meghatdrozas soran. A sarjadz6 gombak faj szerinti elkiilonitd
vizsgalata sordn 22 betegtdl szarmazd, 29 klinikai izoldtumot hasznéltunk. A 42 fekvd
beteg koziil 22 volt immunkompromittalt és klinikank 10 kiilonbdzd osztalyain alltak
kezelés alatt. Tizendt beteg intenziv terapias osztalyon fekiidt. Tizenegy beteg kapott
elézetesen flukonazol kezelést de, AMB-t vagy 5-FC-t egyik beteg sem. A vizsgalati
anyagok kozott az also (24 izolatum) és a felsd (16 izolatum) 1égutakbodl szarmazok voltak

a leggyakoribbak, de steril testtajakrol is (vér, hasiireg) izolaltuk a két faj valamelyikét.

Sarjadzo gombak azonositasa hagyomanyos modszerekkel.

A Sabouraud-agaron nétt tenyészeteket eldszor fotalis borjuiszérumban inkubaltuk 2
oran keresztiil, csiratomld képzés detektaldsa céljabol. Ezzel parhuzamosan elvégeztiik a
CHROMagar Candida taptalajra torténd leoltast is a fajok elkiilonitése és a tenyészet
tisztasaganak ellenérzése miatt. A tovabbi azonositds, hasonléan a korabbi, rutin
diagnosztikai munkéhoz, az ID 32C panel segitségével tortént, 48 oras inkubécio utan. Az
izolatumok hifa és pszeudohifa képzését rizsagaron vizsgaltuk (Dalmau-plate) (79). A
rizsagar felszinére oltott sarjadzo gombat steril fedélemezzel lefedve 14 napig inkubaltuk.

Fénymikroszkoppal naponta minden térzset megtekintettiink.

Sarjadzo gombdk azonositasa molekularis biologiai modszer alapjan

A DNS-izolalasat Hoffman és Winston modszerével végeztiik (44). A rDNS-nek
kb. 1900 bp-nyi szakaszanak amplifikacidja az NS3 5
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 3°) ¢és az ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
primerek segitségével tortént. Az amplifikalt szakasz magaban foglalja a rDNS 18S
alegységének egy szakaszat, az 5,8S alegységet, a két ITS szakaszt és a nagy rDNS egy kis
darabjat (1. abra). A PCR 30 pl reakcidelegyben zajlott, mely 3 ul 10x PCR-puffert, 1,5 pl
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50 mM MgCls-t, 0.1 pl 25 mM deoxynucleoside triphosphat keveréket, 1.6 U DyNAzyme
II DNS-polymerase-t (Finnzymes), 1l NS3-primert, 1pul ITS4-primert és 4 pl templatot
tartalmazott. A PCR-amplifikalds (Sprint Thermal Cycler, Hybaid Ltd, England) a
kovetkezd paraméterek alapjan tortént: 5 perc 95°C, a kovetkez6 35 cikluson keresztiil: 30
sec 95 °C, 30 sec 61, 5 °C, 3 perc 72°C, végsd lanchosszabbitas: 7 perc 72°C. Az
amplifikalt termékeket Mspl, Rsal, ScrFI és Haelll (New England Biolabs) restrikcios
enzimekkel hasitottuk. A restrikciés emésztést 11ul (1ul enzimpuffer, 3 U restrikcios
enzim, 3 pl amplifikalt IDNS) végtérfogattal hajtottuk végre. Négy oras, 37°C-on torténd
inkubdlas utdn a kapott fragmentumokat hagyomanyos gélelektroforézissel szeparaltuk,
1,5%-0s etidium-bromidot tartalmazé gélben (120V, 2 o6ra). A ribotipizalassal kapott
gélmintazatok kiértékelése szamitogépes program segitségével (Molecular Analyst

Program, BioRad) tortént.

A ribotipizalashoz a C. krusei ATCC 6258, a C. inconspicua 16783 ATCC ¢és a

norvegensis ATCC 22977 szamu torzsét hasznaltuk referencia torzsként.

Erzékenység meghatarozasa mikrodiliicios modszer szerint

A mikrodiluciés moédszert szigortan a standard mikrodiluciés mddszer (NCCLS

M27-A2) ajanlasat kovetve végeztiik el (72, 73).

A FLU (Pfizer), az 5-FC (Sigma) és a CAS (Merck Researc Laboratories)
szubsztancidkat steril desztillalt vizben, mig az AMB-t (Sigma) 100 % dimetil

szulfoxidban oldottuk fel. Az antifungalis szerek koncentracioi a kovetkezOk voltak:
flukonazol: 0,25-128 ug/ml, 5-FC: 0,12-64 ug/ml, AMB és CAS: 0,015-8 pg/ml.

Felhasznalasig —70°C-n taroltuk a plate-ket.

A sarjadzd gombak 20-24 oras, Sabouraud-agaron nétt friss tenyészetébol 0,5
McFarland Standard (spektrofotométerrel, 540 nm-en) stirliségli szuszpenziot készitettiink.
A kivént csiraszam (10°, 10* vagy 10° sejt/ml) beallitisahoz a higitasokat RPMI 1640-ben
oldattal végeztik. Minden alkalommal sarjadz6 gombat illetve antifungalis szert nem
tartalmaz6 kontrollokat is beallitottunk. Az inkubalas 35 C’-n tortént. Az érzékenységi
eredmények vizudlis leolvasasat 24 és 48 ora utan egyarant elvégeztiilk. Amphotericin B, 5-
FC ¢és FLU esetén referencia eredménynek a 48 oOrds inkubaldsi id6 utan kapott MIC
értekeket vettiik. Caspofungin esetén a referencia MIC a 24 6ra utani, részleges gatlas MIC

eredménye volt (90).
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Erzékenység meghatdrozdsa E-teszt segitségével

A Sabaraud-agaron nétt 20-24 oras telepekbdl fiziologias s6oldatban 0,5 McFarland
stirliségli szuszpenziot készitettiink. Az érzékenység meghatarozasdhoz 2% gliikozzal
kiegészitett RPMI-1640 agart hasznaltunk. Az inkubalast 35 C-on végeztiik. A MIC

értekeket 24 és 48 6ra mulva is meghataroztuk.

Erzékenység meghatdrozdsa Fungitest segitségével

crer

kb.1x10° sejt/ml-es sfirtiségli szuszpenzidval végeztik. Cellux-al lefedve 48 oraig
inkubaltuk 35 C°-n. A gombak szaporodasat az indikator szinének a megvaltozasa jelezte

(kékbdl rozsaszinbe atcsapas).

Minimalis fungicid koncentracio meghatarozdsa

Az MFC meghatarozasat a Canton és munkatarsai altal leirtak szerint végeztiik
(11). Az AMB-t, az 5-FC-t és a CAS-t tartalmazé plate-ek elkészitése az NCCLS M27-A2
ajanlasa alapjan tortént. Az inokulum mennyisége AMB és SFC esetén hozzavetéleg 10°
CFU/ml volt, amit kvantitativ kioltassal ellendriztiink. Az inkubalds 48 o6raig, 35 C’n
tortént. A 48 6ras MIC meghatdrozas utan a mikroplate teljesen tiszta iiregeinek a tartalmat

pipettaval dsszeszuszpendaltuk és a teljes mennyiséget 2 db Sabouraud-agarra kioltottuk
(100-100ul). A szuszpenzidt hagytuk megszaradni, majd steril kaccsal a Sabouraud-agar

feliiletére kihuztuk a kioltott sarjadz6 gomba sejteket. A Sabouraud-agar plate-k inkubélésa
48 oran at, 35 C’-n tortént.

CAS esetén a Chryssanthou és Cuenca-Estrella altal (16) a sarjadzé gombaknak a
vorikonazol és a CAS iranti MIC meghatarozasira alkalmazott 10° CFU/ml kezdé
csiraszdmat hasznaltuk. Tovabbi modositas volt, hogy a mikroplate iiregeinek a teljes
tartalmat mar az elso részleges gatlast mutato iiregtdl kezdve kioltottuk. A kioltast 24 és 48

oras inkubacids 1d6 utan is elvégeztiik.
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Eredmények interpretalasa

Az ¢érzékenységi vizsgalatok esetén a C. krusei ATCC 6258 és C. parapsilosis
ATCC 22019 torzsei szerepeltek mindségi kontrollként.

FLU irant érzékenynek (E) tekintettik azt a torzset, amelynek MIC értéke <= 8
pg/ml, DE-nek ha a MIC 16-32 pg/ml, és rezisztensnek (R)-nek ha a MIC >= 64 pg/ml
volt (73). 5-FC esetén E volt a torzs, ha a MIC <= 4pg/ml, mérsékelten érzékeny, (ME) ha
a MIC 8-16pg/ml és R, ha a MIC érték >= 32ng/ml volt (73).

AMB esetén a jelenleg legjobban elfogadott, <1ug/ml MIC értékhatart alkalmaztuk
a rezisztencia hatarértékének (87). A CAS MIC meghatarozashoz a Stone altal javasolt

<=1pg/ml-s érzékenységi hatart alkalmaztuk (109).

A kiilonb6z6 mddszerekkel kapott MIC értékeket a standard mddszerrel (normal
inokulum, 48 6ras inkubalasi id6) kapott MIC értékekhez hasonlitottuk. Az atlagos egyezés
szamitasa: a kapott MIC érték + 1 higitasi fokban azonos eredményt adott a standard
modszerrel kapott MIC értékkel. Hasonloan, az érzékenységi kategoriak egyezését ugy
szamoltuk, hogy az adott moddszerrel kapott érzékenységi kategdriat hasonlitottuk a

standard médszerrel kapott érzékenységi kategoria eredményéhez.

crer

gombdknak legalabb 99,9 %-ka elpusztult.
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Eredmények és kovetkeztetések

1. Klinikai izolatumok azonositasa
(I. dolgozat)

Csiratomlot egyetlen teszttozs és klinikai izolatum sem képezett. Az ID 32C panel
segitségével elvégzett vizsgalatok alapjan 27 izoldtumot az ATB automata C. inconspicual
C. norvegensis (biokod: 0200010005), mig 2 masik izolatumot C. inconspicua/ C.
norvegensis/ C. krusei fajoknak azonositotta (biokod: 0200010001) jo, illetve elfogadhato
eredménnyel (good and acceptable identification) (I. dolgozat, 1. tdblazat). A harom faj
pontos elkiilonitésére az eszkulin hidrolizist javasolja a gyartdo (BioMérieux). Mivel a 29
izolatumbol 28 db hidrolizalta az eszkulint, ezért ezt a 28 torzset C. norvegensis—ként

azonositottuk az ID 32C panel segitségével.

Dalmau-plate-n a 29 klinikai izoldtum koziil csak 1 esetben észleltiik, hogy a torzs
pszeudohifat képez. Ugyanez a torzs hidrolizélta az eszkulint is. A teszttorzsek koziil
csupan a C. krusei ATCC 6258-s szamu torzse képezett pszeudohifat, az irodalmi
adatoknak megfelelden (59). Az elvarasokkal ellentétben a C. norvegensis ATCC 22977
szamu torzse sem képezett pszeudohifat a 14 napos inkubdcios id6 alatt (60). Nho és
munkatarsai (76) hasonlé eredményt kaptak a BioMérieux torzsgylijteményébdl szarmazo
izolatumok esetén, azaz a C. norvegensis torzsek nem képeztek pszeudohifat Dalmau-
plate-n. Sajat anyagunk esetén 28 torzsiinket a pszeuduhifa képzés alapjan C. inconspicua-

nak azonositottuk.

A négyféle restrikciés enzimmel torténd hasitds majd a kapott fragmentumok
elektroforézise utdn a 3 ATCC teszttdrzs esetén harom, jol elkiilonithetd mintézatot
kaptunk (I. dolgozat, 1. dbra). A klinikai izolatumok mindegyike esetén a kapott mintazat a
C. inconspicua ATCC 16783-s torzsére jellemz6 mintazattal egyezett meg. Eredményiink
alapjan tehat az eszkulint hidrolizal6, de pszeudohifat nem képezd 6sszes izolatumunk C.
inconspicua-nak bizonyult. Az altalunk kapott eredmények megerdsitik, hogy a biokémiai
reakciok és a morfologiai vizsgalatok nem mindig elegendéek a pontos fajszintli
azonositashoz a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén (79). Nho és munkatarsai a
mienkhez hasonld problémaval talalkoztak a BioMérieux cég altal a rendelkezésiikre

bocsatott C. inconspicua és C. norvegensis torzsek esetén (76). Mddszeriikkel (egyetlen
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restrikcios enzim) csupan a kapott restrikcids fragmentumok a szekvenalasa altal lehetett a
két fajt pontosan elkiiloniteni, mivel a kapott fragmentumoknak a mérete a két faj esetén
nagyon kozel allt egymashoz. Munkdjuk sordn referencia torzsként nem ATCC teszttorzset
hasznaltak a C. inconspicua esetén. Sajat modszeriinkkel, az amplifikdlt rDNS hasitasa
majd, a kapott mintazat alapjan szekvenalas nélkiil pontosan el tudtuk kiiloniteni egymastol

a két fajt.
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2. Flukonazol iranti érzékenység meghatarozasa
(I. és II. dolgozat)

A mikrodiluciés mddszer alapjan kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a torzsek
talnyomo tobbsége DE-et mutat a FLU irant, fiiggetleniil az alkalmazott csiraszamtol és a
leolvasasi id6tdl (1. tablazat illetve II. dolgozat, 1. tablazat). A referencia modszerrel
kapott eredmények alapjan nem talaltunk E torzset (MICoo=32ug /ml). Bar a nemzetkézi
irodalomban az eddig ismert érzékenységi adatok alapjan kevés szamu érzékeny torzset is
talalunk (4, 91), a C. inconspicua FLU iranti in vitro csokkent érzékenysége sajat
vizsgélatunk alapjan megerdsitést nyert. A normal és az emelt csiraszaml inokulummal 24
6ras inkubalas utan 3 illetve 1 esetben E izolatumot is detektaltunk. A standard modszerrel
R-nek bizonyult 5 izolatum koziil, a normal és az emelt inoculummal végzett 24 oOras
leolvasas esetén 3 illetve 2 torzs a DE kategériaba keriilt. Figyelemre mélté, hogy az
atlagos egyezés a modositott mikrodiluciés modszerek és a standard metodika kozott +1
higitasi fokban kivalé volt (93,7-100 %), hasonléan az irodalmi adatokhoz (73, 75).
Azonos érzékenységi kategoriat 66,7-89,5 %-ban diagnosztizaltunk. Az érzékenységi
kategoria valtozas dontd részben a DE torzseknek a R kategoridba keriilése miatt
kovetkezett be. A legrosszabb érzékenységi kategdriaegyezés az emelt csiraszamu, 48 oras
inkubécios id6 utan volt megfigyelhetd bar ez a mddszer az 6sszes R tOrzset pontosan
detektalta. Eredményiink alapjan 24 6ras (normal és emelt inokulum) inkubacids idé utan
fennall a lehetésége a R torzsnek DE torzsként torténé félre diagnosztizalasanak, igy a
rovidebb inkubacids id6t haszndldé mikrodilicios moddszerek nem helyettesithetik a

standard modszert C. inconspicua esetén.

A klinikai izolatumok FLU iranti érzékenységét E-teszt-el vizsgalva szembet(ing,

hogy a torzsek alig fele tartozott a DE kategoriaba, nagymértékben novekedett azonban a R
izolatumok szadma (1. tdblazat illetve 2. dolgozat, 1. tdblazat). A 24 6ras eredmények esetén
3 esetben tapasztaltunk fals pozitiv érzékenységet. A MIC értékek kiilondsen a 48 oras
inkubalas utan emelkedtek meg (MICsg90=64/128g/ml). Az E-teszttel kapott eredmények
tévesen magas MIC értékei miatt nagyszamu, fals R torzset detektaltunk. Leolvasasi id6tol
fiiggetleniil, a standard modszerrel R-nek bizonyult torzseket azonban pontosan detektalta
a modszer. Ennek terapias jelentésége van, hiszen a betegek kezelése soran elkeriilhetjiik a

biztosan hatastalan szerrel valo terapiat. Megjegyzést érdemel, hogy E-teszttel kapott



tévesen alacsony MIC értékekre is van példa az irodalomban (89). A C. glabrata térzsek
egy részének a FLU iranti MIC értékei, diagnosztikai problémét okozva az E illetve a DE
kategoria felsd részében helyezkednek. Az ilyen torzsek pontos MIC értékét az E-teszt
sokszor nem képes pontosan detektélni, igy az eredetileg DE torzset tévesen E-nek illetve a
R torzset DE-nek diagnosztizalhatjuk (89). Esetiinkben, bar a fals rezisztens izolatumok
szdma magas volt, az E-teszt 0 valasztasnak tlinik a FLU rezisztens klinikai izolatumok
keresésére (screening), de nem a pontos MIC meghatarozasra. A pontos fajszintii

meghatarozas természetesen nélkiilozhetetlen.

A Fungitest-el kapott eredmények 6t E és egy R izolatum mellett a torzsek
talnyomo6 részét DE-nek mutattak (87,4 %) (1. tablazat). Az érzékenységi-kategoria
egyezés nagyon jé volt a standard modszerrel dsszevetve (81,1%) de 5 DE torzset E-nek
illetve az 5 R torzs koziil 4-t DE-nek mutatta a médszer. Swoboda-Kopec és munkatarsai
(111) akik 15 majtranszplantacion atesett betegtél szarmazd C. inconspicua klinikai
izolatum érzékenységét vizsgaltak Fungitest segitségével, a mi eredményilinkh6z hasonldéan
a torzsek donté részét (93 %) DE-nek talaltak. Sajnos 6k nem végezték el a standard
modszer szerint a flukonazol irdnti érzékenység meghatarozast. Helyénvalonak latszik,
Davey és munkatarsainak a (17) megallapitasa, hogy a Fungitest panel nagy hatranya, hogy
a rezisztens klinikai izoldtumokat kis hatékonysaggal képes detektalni. A Fungitest-el
kapott eredményeknek esetiinkben stlyos terapids kovetkezménye lehet, mivel R
izolatummal torténd fertézés esetén a torzs a DE kategoridba keriilhet, amikor még az

emelt dozissal (800-1000 mg/nap) torténd kezelés is biztosan hatéstalan.
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1. tablazat: Kategéridk szerinti egyezések ¢és eltérések a standard modszerhez

(NCCLS M27-A2) képest.

izolatumok egyezés
Egyezés® | MICsyq |kategoriak szerint eltérések (%) kategoriak
(%)° szerint®
inokulum/
modszer  inkubacios S-DD | S-DD | Rvs
id6 S |S-DD| R | vsS | vsR | S-DD
NCCLS  [10°CFU/ml
M27-A2  48h 32/32 0 1895|105
10° CFU/ml
LHM® 24h 100% 32/32 | 6,3 1895|42]| 63 0 6,3 87,4%
10* CFU/mI
LHM® 24h 100% 32/32 | 211874142 | 21 4,2 4,2 89,5%
10* CFU/m
LHM® 48h 93,7% 32/64 0 [58,3|41,7 0 33,3 0 66,7%
Eteszt 24h 97,9% 32/64 | 6,3 |156,2|37,5| 6,3 29,1 0 64,6%
Eteszt 48h 58,3% 64/128 | 0 (14,6854 0 75 0 25%
Fungitest 48h 10,5874 21| 10,5 0 8,4 81,1%

* % egyezés megmutatja, hogy + egy higitason beliil mennyi MIC érték egyezett a
standard médszerrel (NCCLS M27-A2)

® A kiilsnbdzé kategoriakba sorolt izolatumok az Gsszes szazalékaban

¢ Azon izolatumok szazaléka, amelyek kategdria szerinti besorolasa egyezett a standard
modszerrel kapott besorolassal

d leveshigitdsos modszer
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3. Amphotericin B in vitro aktivitasa C. inconspicua izolatumok ellen
(ITI. dolgozat)

A standard moddszerrel nyert 48 oras MIC értékek (2. tablazat illetve III. dolgozat,
1. tdblazat) szlik hatarok kozott voltak (0,25-1 pg/ml). A torzsek tobbsége (27/48, 56,3 %)
R-nek bizonyult AMB irant. Huszonnégy 6ras inkubacios id6 utdn a MIC értékek 1 higitasi
fokkal alacsonyabbaknak bizonyultak (MIC9=0,5 pg/ml) és igy minden térzs az E
katagériaba keriilt. Az standard moddszerrel kapott MIC értékeink 3 higitasi fokkal
magasabbak voltak a Barchiesi és munkatarsai (4) altal kapott MIC értékeknél

(MIC9p=0,125 pg/ml). A kiilonbség valosziniileg foldrajzi okokban keresendo.

A torzsek érzékenységét E-teszttel vizsgalva a kapott eredmények atlagosan 2 (24
o6ras inkubacid utdn) illetve 1 (48 dras inkubécio utan) higitasi fokkal voltak alacsonyabbak
a standard modszerrel kapott MIC eredményeknél (MICqy=0,5 pg/ml, mindkét esetben). A
legjobb atlagos egyezést 48 oOrds leolvasas utan figyelhettilk meg (2. tablazat illetve III.
dolgozat 1. tdblazata)

Az E-teszttel kapott kategdria-egyezés rossz volt a standard modszerrel
Osszehasonlitva, mind 24 ora (41,7 %) mind, pedig 48 6ra (45,8 %) inkubacios 1d6 utan.
Adataink azt jelzik, hogy az AMB-re csokkent érzékenységet mutatod torzsek keresésére
(screening) ajanlott E-teszt metodika hasznéalhatdsaga (15), legalabbis C. inconspicua

esetén korlatozott.
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2. tablazat. Amphotericin B (AMB) MIC és MFC értékek a vizsgalt izolatumok esetén.

AMB MIC/MFC (pg/ml) eloszlas
egyezés1
0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 MICso/90

LHM*48h| 0 0 3 18 27 0 1/1 -
LHM? 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 2/2° -

' 9% egyezés megmutatja, hogy + egy higitason beliil mennyi MIC érték egyezett a

standard modszerrel (NCCLS M27-A2)

? leveshigitasos modszer

3> MECs/90

Fungitest-et hasznalva minden torzs E-nek bizonyult AMB irant, hasonloan

Swoboda-Kopec és munkatarsainak (111) az eredményeihez. Eredményiink azt mutatja,

hogy az Gsszes (27 izolatum) R torzsilinket érzékenynek mutatta a Fungitest. A Fungitest-

ben szerepld mindkét hatarérték (2 ill. 8pug/ml) magasabb a legelfogadottabb 0,5 pg/ml-s

rezisztencia hatarértéknél (15, 54, 82). A magasabb hatarérték miatt a Fungitest nem képes

biztonsdgosan detektalni a R illetve a R hatardn 1évé torzseket, igy alkalmazasa a rutin

diagnosztikdban nem biztonsagos a beteg szempontjabél AMB esetén.
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4. Az 5-fluorocitozin iranti érzékenység meghatarozasa
(ITI. dolgozat)

A standard moédszer szerint (3. tablazat illetve III. dolgozat, 1. tablazat) minden
izolatum érzékenynek bizonyult (MICyo=2 pg/ml), jelezve, hogy a C. inconspicua torzsek
nem rendelkeznek primer rezisztencidval az 5-FC irant. Eredményeink hasonloak a
Barchiesi és munkatarsai (5) altal kapott adatokhoz, akik 15 db C. inconspicua torzs esetén
13 izolatumot E-nek, mig 2 izolatumot ME-nek talaltak SFC irant, bar az 6 tanulmanyuk

esetén nem lehet tudni, hogy elézetesen 5-FC kezelés tortént-e.

A C. inconspicua izolatumok érzé¢kenységét Fungitest-el vizsgalva a 48 izolatumbol
csak 7 bizonyult E-nek, a tobbi a ME kategoridba tartozott (3. tablazat illetve III. dolgozat,
1. tablazat). A standard modszerrel valéo egyezés csupan 14,4 %-s volt. Eredménylink
hasonlé a Swoboda-Kopec és munkatarsai (111) altal kapott eredményekhez, akik az

altaluk vizsgalt 15 db klinikai izolatum mindegyikét ME-nek talaltak 5-FC irant.

Adataink jol jelzik, hogy helyteleniil megvalasztott MIC hatarérték (2 pg/ml a 4

png/ml helyett), esetén a fals érzékenységi eredmények szdma novekszik. 5-FC esetén a
kapott fals érzékenységi eredménynek a betegek kezelését karosan befolyasold hatasa
nincs, bar az 5-FC igy kimaradhat az AMB-vel vagy egyéb antifungalis szerrel torténd

kombinacios kezelésbol.

3. tablazat. Az 5-fluorocytosine (5-FC) MIC ¢s MFC értékek a vizsgalt izolatumok esetén.

5-FC MIC vagy MFC (ug/ml) eloszlas
MICSO/‘)O
0.12 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32 64
LHM' 48 h 0 0 0 19 29 0 0 0 0 0 2/2
LHM' 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 32/647

1 ;o r
Leveshigitdsos modszer
2
MFCso90
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5. Caspofungin iranti érzékenység meghatarozasa
(IV. dolgozat)

A 4. tablazat illetve a IV. dolgozat 1. tablazatanak adataibol lathato, hogy a CAS
kivalo in vitro aktivitdst mutatott a C. inconspicua torzsek fiiggetlentil a leolvasasi 1d6tol és
a MIC végponttol (részleges vagy teljes gatlas). Ha a teljes gatlast valasztottuk
végpontnak, a MIC értékek atlagosan 2 higitasi fokkal emelkedtek. Eredményiink egyezik
az irodalmi adatokkal, amely alapjan, ha a totalis gatlast valasztjuk a MIC végpontjanak,
akkor 1-2 higitasi fokkal magasabb lesz a kapott MIC érték a részleges gatlassal kapott
MIC értékhez képest (90).

Az E-teszt eredmények leolvasdsa nagyon konnyli volt, hiszen apré telepek
(mikrokoloniak) az ellipszis alaku gatlasi zonan beliil soha nem voltak észreveheték. Az E-
teszttel kapott MIC értékek 24 és 48 dra utani leolvasas utan hasonloak voltak a részleges
gatlast mutato, 24 6ras inkubacids id6 utan kapott MIC értékekhez (mindkét esetben a
MICsg90 értékek: 0,25 pg/ml voltak). Az E-teszttel kapott MIC eredményeket
Osszehasonlitva a standard modszerrel nyert MIC értékekkel (£ egy higitasi fokon beliil) jo
egyezést csak a 24 oOrés, részleges gatlasi végponttal nyert leolvasassal kaptunk (87,5 %).
Sarjadz6 gombdk CAS iranti MIC értékeinek Osszehasonlitdo vizsgalatat a standard
modszer és E-teszt egyideju alkalmazasaval eddig két esetben végezték el. Jo egyezést a
két mddszer kdzott csupan a kevésbé szigort, + két higitasi 1éptékli egyezés esetén kaptak
a szerzok (16, 61). Mindkét esetben a MIC értékeket 48 6Oras, teljes gatlast mutatd végpont

alkalmazaséaval nyerték.
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4. tablazat. Caspofungin (CAS) MIC ¢és MFC (pg/ml) értékek eloszldsa a vizsgalt

izolatumok esetén.

0.06 0.12 0.25 0.5 1 MICsg/90
egyezés1

LHMp; 24 h 4 27 17 0 0 0.12/0.25
LHMp; 48 h 0 13 31 4 0 0.25/0.25 81.1
LHMr 24 h 0 0 2 19 27 11 16.7
LHMy; 48 h 0 0 1 19 26 1/1 14.6
E-test 24 h 0 8 35 5 0 0.25/0.25 87.5
E-test 48 h 0 3 24 21 0 0.25/0.5 62.5
MFC 24 h 0 10 28 8 2 0.25/0.5°

MFC 48 h 0 31 17 0 0 0.12/0.25

' 9% egyezés megmutatja, hogy + egy higitason beliil mennyi MIC érték egyezett a
standard médszerrel (NCCLS M27-A2)

? leveshigitasos modszer

3 MFECs90
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6. Minimalis fungicid koncentracié meghatarozasa
(III. és I'V. dolgozat)

AMB esetén (2. és 5. tablazat illetve III. dolgozat, 1. tablazat) kitiinik, hogy a
torzsek tobbségének az MFC értéke 2x illetve 4x volt nagyobb az aktualis MIC értéknél.
Eredményliink alapjan az AMB iranti tolerancia (MFC >=32 x MIC) nem jellemz6 a C.
inconspicua torzsekre. Figyelemre mélto, hogy a vérben elérhetd 2 pg/ml
csucskoncentracio értéket (116) soha nem haladtdk meg a MFC értékek. Ez azt jelenti,
hogy a napi Img/kg dézissal torténd AMB kezelés sordn a szérumban elérhetjik a
korokoz6 eradikalasahoz sziikséges koncentracid értéket, azaz az AMB alkalmas a C.
inconspicua okozta invaziv fertézések kezelésére az in vitro eredmények alapjan. Ezzel
szemben Nguyen ¢s munkatarsai (74) azt talaltak, hogy nagyobb valoszinliséggel varhatéd
terapids sikertelenség, ha a 48 oras inkubacid utan kapott MFC értékek meghaladjak az
Ipng/ml-es értéket. Eredményeink illetve a Nguyen és munkatarsai (74) altal kapott
eredmények alapjan tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy az AMB

alkalmas-e a C. inconspicua éltal okozott fertézések kezelésére.

5-FC esetén (3. és 5. tablazat illetve III. dolgozat, 1. tdblazat) az MFC értékek
sz€les hatarok kozott mozogtak (MFC=1-32 x MIC). Eredményeink alapjan a torzsek 50
%-a toleransnak bizonyult az 5-FC irant, jelezve, hogy az 5-FC inkabb fungisztatikus mint
fungicid hatast antifungélis szer C. inconspicua ellen. Eredményiink megerdsiti Ernst és
munkatarsainak a korabbi megallapitasat, akik a terdpias problémat okoz6 C. lusitaniae
torzsek ellen vizsgaltak az 5-FC hatasat, az id6-6lés gorbék segitségével (33). Fungicid
hatast a vizsgalt 11 db C. lusitaniae torzs esetén csak 2 esetben tapasztaltak. A C.
inconspicua torzseknek az 5-FC iranti tolerancidjanak a klinikai jelentésége nem ismert. /n
vitro adataink alapjan a MFC értékek nem érik el a vérben még biztonsagosan elérhetd
100pg/ml-es értéket, ezért az 5-FC-nak szerepe lehet a C. inconspicua fertézések
kezelésében. Mivel monoterapia esetén az addig érzékeny izoldtum konnyen rezisztenssé
valhat a kezelés folyaman, ezért az 5-FC csupan kombinacids terapia részeként ajanlhatd

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

CAS esetén a kapott MFC értékek 24 oras inkubacids id6 utan 0,12-1 mig 48 oOras

inkubécios 1d6 utan 0,12-0,25 pg/ml hatdrok kozott helyezkedtek el (4. és 5. tablazat
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illetve IV. dolgozat 1. tablazata). Figyelemre mélt6, hogy az MFC értékek soha nem
haladtak meg a MIC értékek négyszeresét. Negyvennyolc 6ras inkubacios 1d6 utan a 48
izolatum koziil 43 esetben (87,5 %) az MFC értékek a MIC értékekkel egyeztek meg. Ha a
24 o6ras inkubacids id6 utani kioltassal kapott MFC értékeket a 48 oras, teljes gatlassal
kapott MIC értékekhez hasonlitjuk (£1 higitasi fokon beliil), akkor csak 45,8 %-s egyezést
kapunk. Az MFC értékek a 24 ¢és a 48 6ras inkubacios 1d6 utani kioltasok utan csak 2
esetben érték el a 48 oras, teljes gatlasi végpontként kapott MIC értéket. Ezek az adatok azt
jelzik, hogy a teljes és a részleges gatlasi végpontokkal kapott MIC értékek kozotti

kiilonbségek jorészt elpusztult sarjadz6 gombasejtek kdvetkeztében jonnek létre.

Klepser és munkatarsai (52) egy masik echinocandinnal, az anidulafunginnal
(LY303366) végzett kisérletek sordn a sarjadz6 gombasejteket a MICgp-a4l nagyobb
anidulafungin koncentraci®6 mellett tenyésztették. Scanning elektronmikroszkoppal
megvizsgalva a gombasejteket jelentds strukturalis abnormalitasokat fedeztek fel az
¢letképesség jelei nélkiil. Mi magunk a Klepser és munkatérsai altal leirtakat felhasznélva,
transzmisszios elektronmikroszkop alkalmazasaval erdsitettiik meg, hogy a tévesen magas
MIC értékekért C. inconspicua esetén, (totalis gatlasi végpont) az elpusztult gombasejtek
¢s a sejttormelék a felelds. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a 24 orés, részleges gatlasi
végpontot helyesebb alkalmazni a MIC érték leolvasasa soran. A tobbi, klinikailag jelentds
sarjadz6 gombak esetén tovabbi vizsgalatok sziikségesek a MIC és az MFC értékek kozotti

Osszefiiggések megismerésére.

5. Tablazat. A MIC és MFC értékek korrelacioja amphotericin B (AMB), 5-fluorocytosine
(5FC) és a caspofungin (CAS) esetén

A MIC-nél n-szer magasabb MFC-vel jellemzett
izolatumok szama
IXMIC | 2xMIC | 4xMIC | 8&MIC [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 osszefoglalasa

A hagyomanyos diagnosztikai modszerek nem bizonyultak elegendének a C.
inconspicua és a C. norvegensis klinikai izolatumok biztonsagos elkiilonitésére. Az
altalunk alkalmazott médszer, a rDNS PCR-el torténd amplifikalasa, majd a kapott
DNS-daraboknak restrikcidés enzimmel torténd hasitasa segitségével a két faj

gyorsan €s biztonsadgosan elkiilonithetd egymastol.

In vitro eredményeink alapjan a C. inconspicua flukonazol (FLU) iranti csokkent

érzékenysége bizonyitott, igy terapias alkalmazasa ellenjavallt.

A C. inconspicua torzsek amphotericin B (AMB) irdnti minimalis gatlasi
koncentraci6 (MIC) és minimalis fungicid koncentraci6 (MFC) értékei
megkozelitik, illetve meghaladjdk a klinikailag még hatdsosnak elfogadott
hatarértéket, igy az AMB monoterapia alkalmazasa a C. inconspicua fertdzések

kezelésében kérdéses.

S-fluorocitozin irdnt minden izoldtum érzékenynek bizonyult a standard modszer

alapjan, de a torzsek tobbsége toleranciat mutatott.

A caspofungin (CAS) a MFC értékek alapjan kitlind fungicid hatasti szernek
bizonyult. A standard mikrodilacidos modszer esetén a MIC értékek leolvasasanal a

24 orés, részleges gatlasi végpont kritérium alkalmazésa javasolt.

Az alternativ érzékenység meghatarozasi modszerek koziil csupan a CAS E-teszt
alkalmas az érzékenység pontos meghatarozasara. Bar a FLU E-teszttel a standard
modszerrel kapott MIC értékeknél altalaban fals magasabb értékeket kapunk,
segitségével a rezisztens klinikai izolatumot még a pontos fajmeghatarozas

eredménye eldtt fel lehet ismerni, megeldzve a terapias sikertelenséget.
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