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Bevezetés

Candida fajok altal okozott megbetegedések epidemiologidja

A sarjadz6 gombak altal okozott fert6zések az enyhe tiinetekkel jar6 nyalkahartya
fertozésektol, a sulyos, életet veszélyeztetd invaziv fertdzésekig terjedhetnek. A fertézések
szoros Osszefliggésben vannak az invaziv diagnosztikus ¢€s terapias modszerek
elterjedésével, a hosszan tartd, széles spektrumt antibiotikum kezeléssel, ,,0j”
betegcsoportok megjelenésével (AIDS), valamint a daganatok miatt kemoterapidban

részesiilo betegek tartdsan neutropénids allapotaval.

Az 1990-es évek elejéig az invaziv gombafertézésekbodl gyakorlatilag csak a C.
albicans volt izolalhatd. A preventiv terdpiara is kitlinden alkalmas, a betegek altal
nagyobb dozisban is jol tolerdlt flukonazol (FLU) bevezetése a napi rutinba
visszaszoritotta a C. albicans okozta candidemidk szadmat, mig ndvekedett a nem-C.
albicans Candidak okozta candidemidk szdma. A FLU nagymértékii hasznalata miatti
szelekcio eldsegitette kiilonféle antifungélis szerek irdnt tobbszordsen rezisztens C.
glabrata, C. tropicalis és C. krusei fajok szerepének a ndvekedését az invaziv
kérfolyamatokban. A nem C. albicans Candidak altal okozott haldlozas betegcsoporttol
fliggden (daganatos alapbetegség, tartds neutropénia, magas vagy alacsony életkor) akar a

40-80 %-t is elérheti.

Sarjadzo gombak diagnosztikaja

Invaziv gombafert6zések esetén a diagnosztika nagyon nehéz. A hemokultirdknak
kevesebb, mint 50%-a pozitiv csupan, egyéb testtajak esetén, pedig a kolonizacio és a
valdédi patogén szerep eldontése sokszor problémas lehet. A klinikai kép alapjan a
neutropénias, széles spektrumi antibiotikummal kezelt betegek esetén a perzisztalo 1az

negativ tenyésztési eredmény esetén is valdsziniisiti az invaziv gombafert6zést.

A rutin diagnosztikdban a sarjadz6 gombak azonositdsat néhany egyszeri
modszerrel az esetek tobbségében konnyen el lehet végezni. A csiratdomlé vagy a
klamidospora karakterisztikus a C albicans és a C. dubliniensis fajok esetén. A kevert
tenyészetek felismerését nagymértékben megkonnyiti a CHROMagar Candida

differencialo taptalaj. A napjainkban igen elterjedt kereskedelmi tesztek a gombak



szénhidrat asszimilacios profilja alapjan segitenek a faj meghatarozasaban (ID 32C vagy az

API 20C), bar fajtol fiiggden gyakori lehet a téves azonositas.

Az invaziv sarjadz6 gomba fertdzések szeroldgiai diagnosztikdjaban, a sejtfalban
talalhato proteinek €s szénhidratok johetnek szoba. A vérben taldlhaté mannén és az ellene
termelt ellenanyag egyidejii kimutatasa egyes tanulmanyok szerint 93 %-s specifitassal és
80 %-s érzékenységgel rendelkezik, igy szerepe a kozeljovoben ndvekedni fog az invaziv

gombafertdzések diagnosztikajaban.

Napjainkban a DNS analizisén alapul6 gyors, szenzitiv és specifikus diagnosztikai
eljarasok egyre jobban eldtérbe keriilnek. A rutin diagnosztikdban is jol alkalmazhato a

restrikcios fragmenthossz polimorfizmus vizsgélati mdédszere (RFLP).

Az RFLP analizist, ha amplifikalt rDNS darabokon végezziik el, ribotipizalasrol
beszéliink. A moddszer genetikai alapja az, hogy a gombdk riboszoémalis RNS (rRNS)
génjei tandem moddon ismétlédnek, minden ismétlodés tartalmazza a 18S, az 5.8S és a 26S
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 belill is nagy variabilitdst mutatnak. A konzervativ
bazissorrendii szakaszok alkalmas helyet biztositanak a primerek kapcsoldodasdhoz, a
kozrefogott szakaszok amplifikdlasa soran nyert DNS-részek viszont variabilisek lesznek.
Az ezek hasitdsa sordn nyert fragmentumok elektroforézis soran a fajra jellemzd

mintazatot adnak.
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Sarjadzo gombak riboszomalis RNS génjeinek elhelyezkedése



Sarjadzo gombak okozta fertozések terdpiaja

A rendelkezésre allo antifungalis szerek szama sokkal kevesebb az antibakterialis
szerekhez viszonyitva. Invaziv fertézések kezelésére csak a kovetkezd négy gyogyszer
csoport all rendelkezésre: poliének, azolok, nukleinsav szintézist-gatldé antimikotikumok és

az echinocandinok.

A polién tipusu antifungalis szerek koziil a fungicid hatasti amphotericin B (AMB)
ellen a primer rezisztencia ritka (Candida lusitaniae, Candida guillermondii torzsek egy
része, és a Trichosporon beigelii). Méasodlagos rezisztenciat a C. tropicalis, a C. glabrata
¢s a C. krusei fajok esetén jeleztek, ami a sejtmembran megvaltozott ergoszterol tartalma
miatt jon létre. A gydgyszer hasznalhatésagat a régebben kissé aldbecsiilt stlyosabb

mellékhatasok (vese, hidegrazas, stb.) korlatozhatjak.

Az azol tipust antimikotikumok fungisztatikus hatasti gombaellenes készitmények,
amelyek a sejtmembran ergoszterol szintézisét gatoljak. Az 1990-es évektdl kezdve
folyamatosan keriilnek bevezetésre az 1ij, triazol tipusu antimikotikumok, egyre szélesedo

hatasspektrummal (flukonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol €s 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. Neutropénias betegek gombas megbetegedéseinek a profilaxisara
akar hosszl idon keresztiil is jol alkalmazhatd. Bizonyitott primer rezisztencidval a C.
krusei torzsek és a C. glabrata torzsek egy része rendelkezik FLU irant. Az utobbi 7-8
évben limitalt szdmu in vitro és in vivo adat alapjan a C. inconspicua és a C. norvegensis
esetén szintén felvetédott a primer rezisztencia lehetosége. FLU irant szekunder
rezisztencia hosszan tartd kezelések soran szokott kifejlédni, féleg a C. albicans, C.

dubliniensis és a C. glabrata fajok esetén.

A nukleinsav szintézist-gatld antimikotikumoknak egyetlen tagja az 5 fluorocitozin
(5-FC). Hatasat a timidilat szintetdz gatlasan keresztiil fejti ki. Monoterapia esetén
konnyen szekunder rezisztencia alakulhat ki, ezért féleg AMB-vel kombinalva

alkalmazzak.

A sejtfal szintézist gatld antifungélis szerek koziil a caspofungin és micafungin
jelenleg mar elérhetd a klinikumban invaziv és egyéb terapiara nem reagélod candididzisok
kezelésére. Keresztrezisztencia nem all fenn a tobbi antifungalis szerrel szemben. Klinikai

izolatumok esetén rezisztenciat eddig csupan hosszan tart6 kezelés utan észleltek. Relative



magas MIC értéket a C. parapsilosis, a C. guillermondii és a C. lusitaniae izolatumok
esetén figyeltek meg. Jovahagyott mddszer a caspofungin iranti érzékenység vizsgalatara

jelenleg nem 4ll rendelkezésre.

Sarjadzo gombak érzékenységének meghatarozasa

A jelenlegi ajanlés szerint rutin érzékenységi vizsgalatot nem minden izolalt gomba
esetén kell végezni, mivel a Candida fajok érzékenysége a kiilonbozd antifungélis szerek
irant altalaban megjosolhatd. A C. albicans és a C. parapsilosis éltaldban érzékeny az
Osszes antifungalis szer irant, mig a C. krusei rezisztenciat mutat az antifungalis szerek
tobbsége ellen. El kell azonban az érzékenységi vizsgalatot végezni terapidra nem reagalod
invaziv és nem invaziv fertézések esetén. A ritka, de napjainkban egyre gyakrabban
izolalhat6 sarjadzo gombak terapias problémat jelentenek tobb szempontbdl is. Egyrészt a
leggyakrabban alkalmazott FLU valamint a ,,gold” standardnak szdmit6 AMB irant
csokkent érzékenységet mutathatnak, masrészt a laboratérium altal rosszul megvalasztott,
nem megfelelden validalt érzékenységi metodika fals érzékenységi eredmény kozléséhez

vezethet.

A sarjadz6 gombdk érzékenységének in vitro diagnosztikdjaban jelenleg az 1997-
ben elfogadott referencia modszer (NCCLS M-27A) a legpontosabb és a legjobban
reprodukalhato. A mddszer meghatarozott tapfolyadék (RPMI-1640) és kezdd csiraszam
(10° CFU/ml) alkalmazasat irja eld, de munkaigényessége miatt a rutin laboratoriumi
munkaban ritkan alkalmazzak. Az inkubalasi id6 fajtol fliggben 48 illetve 72 6ran keresztiil

tart.

A dokumentumban csak a FLU, az itrakonazol €s az 5-FC esetén taldlunk ajanlast a
MIC értéken alapuld érzékenységi kategoéridkra. A klinikai gyakorlatba nemrégen
bevezetett CAS esetén jelenleg nem eldontott, hogy a MIC meghatdrozas soran
végpontként a teljes vagy a részleges gatlast kell alkalmazni, illetve az sem, hogy mennyi

az optimalis inkubacios 1d6 (24 vagy 48 ora).

A kereskedelmi forgalomban tobb, a standard modszert helyettesitd, kdnnyen
kezelhetd érzékenység meghatarozasara alkalmas panel terjedt el, de a legujabb
vizsgalatok szerint csupan néhany mutat jo korrelaciot a standard moddszerrel. A
kereskedelmi forgalomban kaphatdé modszerek koziil az E-teszt a gyakorlatban is jol bevalt

alternativa. Az E-teszt csikok egy preformalt koncentrdcio gradiens formdajaban



tartalmazzak a kérdéses antifungalis szereket. E népszerli modszer egyes szerzok szerint
nemcsak kitlin alternativaja a standard, mikrodilucion alapulé méddszernek, hanem AMB

esetén annal jobb is, amikor AMB irant rezisztens klinikai izoldtumokat kerestink.

Eurdpaban elterjedtek a break-point (hatarérték) elven miikodé panelek is, amelyek
egy-egy kritikus (alacsonyabb illetve magasabb) koncentraciot tartalmaznak az antifungalis
szerek megfeleld higitdsabol. A Fungiteszt nevli panel segitségével hatféle antifungalis
szer irant tudjuk egyidejiileg meghatdrozni az érzékenységet. E modszer esetén probléma
lehet az alkalmazott indikator érzékenysége, illetve az esetlegesen helyteleniil

megvalasztott MIC- hatarérték.

Minimalis fungicid koncentracio meghatarozdsa

Kritikus allapota betegek esetén (endocarditis, neutropénia) sziikség lehet az
aktualis MIC értéken kiviil a gydgyszer hatdsossagat jobban jellemzd fungicid hatés
ismeretére. A fungicid hatas vizsgalata az id6-6lés (time-kill) gdrbék valamint a minimalis
fungicid koncentracio6 (MFC) meghatarozasa altal lehetséges. Standardizalt modszer
(ellentétben a baktériumokkal) jelenleg nem 4ll rendelkezésre a sarjadzé és fonalas
gombak MFC értékének a meghatarozasara. Ujabban, a Canton és munkatarsai altal lefrt
metodika a nagyobb kezdd inoculum altal (10* sejt/ml) lehetdséget teremtett arra, hogy
legalabb 99, 9 %- s 616 hatast tudjunk mérni, ha a novekedést nem mutatdé mikroplate
iiregének a teljes tartalmat kioltjuk. 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
gyogyszer koncentracié sem pusztitja el a sarjadzé gombat. A mddszert relative konnyti
kivitelezhet0sége miatt Canton ¢és munkatarsai ajanljdk a rutin laboratériumi
diagnosztikdban 1is terapidra nem reagdld invaziv candididzisok esetén, az MFC
meghatdrozasara mivel a kapott eredmények jo korrelaciét mutatnak az idd-6lés gorbék
altal kapott eredményekkel. Az AMB-n kiviil Canton modszerével egyéb sarjadzé gombak
MFC értékét eddig még nem vizsgaltak.

Candida inconspicua és a Candida norvegensis fajok jellemzése

A DEOEC Orvosi Mikrobiolodgiai Intézetében 1997-t61 kezdve torténik a sarjadzo
gombaknak a pontos, faj szerinti azonositasa. A leggyakrabban izolalt 5 fajon kiviil (C.

albicans, C. glabrata, Candida tropicalis, C. krusei és a C. parapsilosis) kis szazalékban



egyéb, ritkadn eldforduld sarjadzéd gombat is izolaltunk. A 2001-2002-es években a napi
rutin munka soran lettiink figyelmesek arra, hogy egyre gyakrabban izolaljuk a Candida
inconspicua ¢és a Candida norvegensis fajok valamelyikét a kiilonb6z6 vizsgalati
agyagokbol. Mivel az irodalmi adatok alapjan e két faj a FLU irant primer rezisztenciaval

rendelkezik figyelmiink a két faj felé terelodott.

A két faj elkiilonitése hagyomanyos modszerekkel nehézséget okoz. Az 1D32C
panel esetén az eszkulin-hidrolizis, mig rizsagaron a pszeudohifaképzés vizsgalata alapjan
lehetséges a két faj elkiilonitése. A C. norvegensis rizsagaron pseudohypha képzésére
képes ¢€s az eszkulin-hidrolizise pozitiv. Ezen vizsgalatok C. inconspicua esetén negativ

eredményt adnak.

A hiarom FLU irant csokkent érzékenységet mutatd faj (C. inconspicua, C.
norvegensis €s a C. krusei) hagyomanyos moddszerekkel valo elkiilonitési nehézségei mar
korabban molekuléris bioldgiai mdédszerek alkalmazasahoz vezettek. Nho és munkatarsai a
bioM¢érieux cég gylijteményébdl szarmazo, 10-10 C. inconspicua, C. norvegensis és a C.
krusei torzset azonositottak hagyoméanyos (ID 32C ¢és hifa/pszeudohifa képzés) ¢és
molekularis biologiai modszerek (RFLP és RAPD) alapjan. Az ITS1 és az ITS4 rDNS
régiot PCR-el amplifikaltdk, majd a kapott terméket egyetlen restrikcios enzimmel (Hhal)
hasitottak. A harom fajnak az elkiilonitése nagy feloldoképességii gélben torténd futtatas,
majd a kapott termékeknek a szekvendlasa utan volt lehetséges. Az Aaltaluk kapott
eredmény Osszhangban allt az ID 32 C panel 4ltal kapott eredményekkel, bar a C.
norvegensis torzsek egyike sem képezett pszeudohifat rizsagaron, pedig ez a sajatossag

karakterisztikus erre a fajra.

A C. inconspicua ¢és a C. norvegensis FLU iranti érzékenysége az irodalmi adatok
alapjan vegyes képet mutat. Bar a két fajt FLU irant rezisztensnek tartjak, az alkalmazott
vizsgélati modszertdl fliggden az irodalomban szdmos FLU irdnt érzékeny torzset is fel
lehetett fedezni. Hasonloan, az AMB ¢és az 5-FC iranti érzékenysége a két fajnak, az

alkalmazott modszertdl fiiggden valtozott a nemzetkozi irodalom szerint.



Célkitiuzések

1. Munkénk soran valaszt kerestiink a rutin diagnosztikaban C. inconspicua-nak és C.
norvegensis-nek diagnosztizalt torzsek pontos, species szerinti eloszlasara. A
hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel kapott eredmények ellendrzése céljabol

molekularis biologiai modszert (riboszomalis DNS vizsgalata) hasznaltunk.

2. A C. inconspicua torzsek FLU iranti érzékenységét a standard mikrodilucios
modszer (NCCLS M27 A-2) szerint hatdroztuk meg, valaszt keresve arra, hogy
valés-e a C. inconspicua irodalmi adatokbol ismert rezisztencidja FLU irant.
Megvizsgaltuk, hogy emelt kezdd csiraszam és rovidebb, 24 6ras inkubacios 1id6

mennyire befolyasolja a kapott MIC értékeket a standard modszerhez képest.

3. Teréapias alternativat keresve meghatdroztuk a torzsek érzékenységét a standard
modszer szerint AMB, 5-FC és CAS irant. Az izolatumok érzékenységét AMB és

CAS esetén E-teszt segitségével is meghataroztuk.

4. A tovabbiakban a torzsek érzékenységét FLU, AMB ¢és 5-FC irant a break-point
elven miikodd Fungiteszt segitségével hataroztuk meg. A kapott érzékenységi
kategoriakat a standard modszerrel kapott érzékenységi kategoridkhoz

hasonlitottuk.

5. Az AMB, az 5FC és a CAS klinikai hatasossaganak jobb megitélése miatt, emelt
kezdd csiraszdm alkalmazasdval elvégeztik a minimalis fungicid koncentracio

meghatarozasat.

6. A CAS esetén a kapott MIC és MFC értékek alapjan tovabb standardizaltuk a
helyes MIC meghatarozast, az inkubalasi id6 és a kiilonb6z6 MIC végpont értékek

figyelembevételével.



Anyagok és modszerek

Sarjadzo gombdk izolaldasa betegekbdl

A vizsgélt id6szak a 2001. januar. 1. és a 2003. december. 31. kdzotti iddszakot
foglalta magéban. Az ID 32C panel segitségével C. inconspicua vagy C. norvegensis
fajoknak azonositott sarjadzé gombak koziil 48, kiillonb6zd betegtdl szarmazd izoldtumot
hasznéltunk a vizsgalat sordn az érzékenység meghatdrozas soran. A sarjadz6 gombdk faj
szerinti elkiilonitd vizsgalata soran 22 betegtdl szarmazo, 29 klinikai izolatumot
hasznaltunk. Tizenegy beteg kapott eldzetesen FLU kezelést de, AMB-t, 5-FC-t vagy
CAS-t egyik beteg sem. A vizsgalati anyagok kozott az alsé (24 izolatum) és a felsd (16
izolatum) légutakbdl szarmazok voltak a leggyakoribbak, de steril testtdjakrol (vér,

hasiireg) is izolaltuk a két faj valamelyikét.

Sarjadzo gombak azonositasa hagyomanyos modszerekkel

A Sabouraud-agaron nétt tenyészeteket eloszor fotalis borjuszérumban inkubaltuk 2
orén keresztiil, csiratomld képzés detektalasa céljabol. Ezzel parhuzamosan elvégeztiik a
CHROMagar Candida taptalajra torténd leoltast is. A tovabbi azonositds az ID 32C panel

segitségével tortént. Az izolatumok hifa és pszeudohifa képzését rizsagaron vizsgaltuk.

Sarjadzo gombdk azonositasa molekularis biologiai modszer segitségével

A DNS-izolalasat Hoffman és Winston mddszerével végeztik. A rDNS-nek kb.
1900 bp-nyi szakaszanak amplifikacidja az NS3 és az ITS4 jelzést primer 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. Az amplifikalt
termékeket Mspl, Rsal, ScrFI és Haelll restrikcidos enzimekkel hasitottuk. A kapott
fragmentumokat etidium-bromidot tartalmaz6 gélben hagyomanyos gélelektroforézissel
szeparaltuk. A ribotipizalassal kapott gélmintdzatok kiértékelése szamitogépes program
segitségével (Molecular Analyst Program, BioRad) tortént. Referencia torzsként a C.
krusei ATCC 6258, a C. inconspicua 16783 ATCC és a C. norvegensis ATCC 22977

szamu torzsét hasznaltuk.



Erzékenység meghatdrozasa mikrodiliicios modszer szerint

Referencia érzékenységi modszerként a standard mikrodiliciés modszert (NCCLS
M27-A2) hasznaltuk. 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 koncentracidéi a kovetkezok

voltak: FLU: 0,25-128 pg/ml, 5-FC: 0,12-64 pg/ml, AMB ¢és CAS: 0,015-8 pg/ml.

A sarjadz6 gombak 20-24 o6ras, Sabouraud-agaron nétt friss tenyészetébdl 0,5
McFarland Standard sfirtiségii szuszpenziot készitettiink. A kivant csiraszam (10’ vagy 10*
sejt/ml) beallitdsahoz a higitdsokat RPMI 1640-ben oldattal végeztiik. A sarjadzd gombak
100ul-es szuszpenzidjat ezutan hozzamértiik a megfeleld antifungélis szert kétszeres
koncentracioban tartalmazé mikroplate-be. Az inkubalast 35 C’-n tortént. Az érzékenységi

eredmények vizudlis leolvasasat 24 és 48 dra utdn egyarant elvégeztiik.

AMB B, 5-FC ¢és FLU esetén referencia eredménynek a 48 6ras inkubalasi id6 utan
kapott MIC értékeket vettilk. Caspofungin esetén a referencia MIC a 24 o6ra utani,

részleges gatlas MIC eredménye volt.

Erzékenység meghatdrozdsa E-teszt és Fungitest segitségévelés

Az érzékenység meghatarozasa mindkét esetben a gyartd ajanlasa alapjan tortént.
Az inkubalast 35 C’-on végeztiik. E-teszt esetén a MIC értékeket 24 és 48 6ra milva

egyarant meghataroztuk. Fungitest esetén az inkubalés 48 oraig tartott.

Minimalis fungicid koncentracio meghatarozasa

Az MFC meghatarozasat AMB ¢és 5-FC esetén a Canton és munkatarsai altal leirtak
szerint végeztiik. A plate-ek elkészitése az NCCLS M27-A2 ajanlasa alapjan tortént. Az
inokulum mennyisége AMB és 5FC esetén hozzavetSleg 10* CFU/ml volt, amit kvantitativ

kioltassal ellenériztink. Az inkubalas 48 oraig, 35 C’-n tortént.

A 48 6ras MIC meghatarozas utan a mikroplate teljesen tiszta iiregeinek a tartalmat

pipettaval 0sszeszuszpendaltuk és a teljes mennyiséget 2 db Sabouraud-agarra kioltottuk
(100-100ul). A szuszpenziét hagytuk megszaradni, majd steril kaccsal a Sabouraud-agar

feltiletére kihuztuk a kioltott sarjadzd gomba sejteket. Ezzel a modszerrel eltavolitottuk a
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sejteket a szuszpenzidban 1éve gyogyszertdl, igy az antifungélis szer nem gatolta a
sarjadz6 gombak ndvekedését, megakadalyozva ezzel, hogy tévesen alacsony MFC

kapjunk. A Sabouraud-agar plate-k inkubalasa 48 oran 4t, 35 C’-n tortént.

Caspofungin esetén Cantéon és munkatirsai modszerét moédositva, 10° CFU/ml
kezdd csiraszamat hasznaltunk. Tovabbi mddositas volt, hogy a mikroplate iiregeinek a
teljes tartalmat kioltottuk a részleges gatlast mutato elso liregtdl kezdve. A kioltast 24 és 48

orés inkubacids id6 utan is elvégeztiik.

Erzékenységi eredmények interpretdldsa

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

FLU és 5-FC esetén az NCCLS M 27-A2 ajanlasanak megfeleld hatarértékeket
alkalmaztuk, az érzékenységi kategoéridk megallapitdsanal. AMB esetén a jelenleg
legjobban elfogadott, <1 pg/ml MIC értékhatart alkalmaztuk a rezisztencia hatarértékének.

Caspofungin esetén a Stone 4ltal javasolt <=1 pg/ml-s érzékenységi hatart hasznaltuk.

A kiilonb6zé modszerekkel kapott MIC értékeket AMB, FLU és CAS esetén a
standard modszerrel kapott referencia 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 kategoridk egyezését ugy
szamoltuk, hogy az adott modszerrel kapott érzékenységi kategoridt hasonlitottuk a

standard modszerrel kapott érzékenységi kategoria eredményéhez.

crer

gombaknak legalabb 99,9 %-a elpusztult.
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Eredmények

Sarjadzo gombdk azonositasa hagyomanyos modszerek alapjan

Csiratomlot egyetlen teszttorzs €s klinikai izolatum sem képezett. Az ID 32C panel
segitségével elvégzett vizsgalatok alapjan 27 izolatumot az identifikdlé rendszer C.
inconspicua/ C. norvegensis, mig 2 masik izolatumot C. inconspicual/ C. norvegensis/ C.
krusei fajoknak azonositotta. A hdrom faj pontos elkiilonitésére az eszkulin hidrolizist
javasolja a gyart6 (BioMérieux). A 29 izolatumbol 28 db hidrolizalta az eszkulint, ezért ezt
a 28 torzset C. norvegensis—nek azonositottuk. A teszttorzsek koziil egyedil a C.

norvegensis ATCC 22977 szamu torzse hidrolizalta az eszkulint.

Rizsagaron a 29 klinikai izolatum koziil csak 1 esetben észleltiik, hogy a torzs
pszeudohifat képez. Ugyanez a torzs hidrolizalta az eszkulint is. A teszttorzsek koziil
csupan a C. krusei ATCC 6258-s szamu torzse képezett pszeudohifat. A pszeudohifa

képzés alapjan 28 torzsiinket C. inconspicua-nak azonositottuk

Sarjadzo gombdk azonositasa molekularis biologiai modszer segitségével

A négyféle restrikciés enzimmel torténd hasitds majd a kapott fragmentumok
elektroforézise utdn a 3 ATCC teszttdrzs esetén harom, jol elkiilonithetd mintazatot
kaptunk. A klinikai izolatumok mindegyike a C. inconspicua ATCC 16783-s tOrzsére
jellemz6 mintazattal egyezett meg. Eredményiink alapjan tehat az eszkulint hidrolizald, de

pszeudohifat nem képezd Osszes izolatumunk C. inconspicua-nak bizonyult.

Flukonazol iranti érzékenység meghatdrozdsa

A standard moddszer alapjan kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy a torzsek
talnyomo tobbsége dozis-fiiggd érzékenységet (DE) (MICoo=32 pg /ml) mutat a FLU irant,
érzékeny (E) torzset nem talaltunk. A normal és az emelt csiraszamu inokulummal 24 6ras
inkubalas utan 3 illetve 1 esetben E izolatumot is detektaltunk. A standard modszerrel
rezisztensnek (R) bizonyult 5 izoldtum koziil, a normal és az emelt inoculummal végzett 24
oras leolvasas esetén 3 illetve 2 torzs a DE kategériaba keriilt. Az atlagos egyezés a
modositott mikrodiliciés modszerek és a standard metodika kozott =1 higitdsi fokban

kivaldo volt (93,7-100 %). Azonos érzékenységi kategoéridt 66,7-89,5 %-ban
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diagnosztizaltunk. Az érzékenységi kategoria valtozas dontd részben a DE torzseknek a R

kategoriaba keriilése miatt kovetkezett be.

E-teszt alkalmazasaval torzsek alig fele tartozott a DE kategoriaba, nagymértékben
novekedett azonban a R izoldtumok szama. A 24 6ras eredmények esetén 3 esetben
tapasztaltunk fals pozitiv érzékenységet. A MIC értékek kiillondsen a 48 oras inkubalas
utan emelkedtek meg (MICsg90=64/128 pg/ml). Leolvasési id6tdl fiiggetleniil, a standard

modszerrel R-nek bizonyult torzseket az E-teszt pontosan detektalta.

A Fungitest-el kapott eredmények 6t E és egy R izolatum mellett a torzsek
talnyomo részét DE-nek mutattak (87,4 %). Az érzékenységi kategoriaegyezés nagyon jo
volt a standard médszerrel osszevetve (81,1%) de 5 DE torzset E-nek illetve az 5 R torzs

koziil 4-t DE-nek mutatta a modszer.

Amphotericin B in vitro aktivitasa C. inconspicua izolatumok ellen

A standard modszerrel nyert 48 6ras MIC értékek alapjan a torzsek tobbsége
(27/48, 56,3 %) rezisztensnek bizonyult AMB irant. A torzsek érzékenységét E-teszttel
vizsgalva a kapott eredmények atlagosan 2 (24 6ras inkubacié utan) illetve 1 (48 oras
inkubaci6 utan) higitasi fokkal voltak alacsonyabbak a standard modszerrel kapott MIC
eredményeknél (MICy=0,5 pg/ml, mindkét esetben). Az E-teszttel kapott érzékenységi-
kategoria egyezés rossz volt a standard mddszerrel 6sszehasonlitva 24 ora (41,7 %) és 48
ora (45,8 %) inkubacids idé utan is. Fungitest-et hasznalva minden torzs E-nek bizonyult
AMB irant, azaz a standard modszerrel R-nek bizonyult dsszes torzsiinket E-nek mutatta a

Fungitest.

S-fluorocitozin iranti érzékenység meghatdrozdsa
A standard moddszer szerint minden izoldtum érzékenynek bizonyult
(MICop=2pg/ml). A C. inconspicua izolatumok érzékenységét Fungitest-el vizsgalva a 48

izolatumbol csak 7 bizonyult E-nek, a tobbi a ME kategoridba tartozott. A standard

modszerrel vald egyezés csupan 14,4 %-s volt.
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Caspofungin iranti érzékenység meghatdrozdsa

A caspofungin kivald in vitro aktivitdst mutatott a C. inconspicua torzsek irant,
kiilondsen, ha a részleges gatlast valasztottuk a MIC érték végpontjanak (MICoqg 24 és 48
oOra utan 0,25pg/ml). Ha a teljes gatlast valasztottuk végpontnak, a MIC értékek atlagosan
2 higitasi fokkal emelkedtek, 24 illetve 48 6ra utdn a MICy érték egyarant 1pg/ml volt. Az
E-teszttel kapott MIC eredményeket (24 és 48 ora utan) Osszehasonlitva a standard

modszerrel nyert MIC értékekkel (+ egy higitasi fokon beliil) j6 egyezést csak a 24 6rés,
részleges gatlasi végponttal nyert leolvasassal kaptunk (87,5 %).

Minimalis fungicid koncentracio meghatarozasa

AMB esetén a torzsek tobbségének az MFC értéke 2x illetve 4x volt nagyobb az
aktualis MIC értéknél. Eredményiink alapjan az AMB iranti tolerancia (MFC>=32 x MIC)

nem jellemz6 a C. inconspicua torzsekre.

5-FC esetén az MFC értékek széles hatarok kozott mozogtak (MFC=1-32 x MIC)

¢s a torzsek 50 %-a toleransnak bizonyult az 5-FC irant.

CAS esetén kapott MFC értékek 24 6rds inkubécios id6 utdn 0,12-1 mig 48 oras
inkubécios 1d6 utan 0,12-0,25 pg/ml hatarok kozott helyezkedtek el. Az MFC értékek soha
nem haladtdk meg a MIC értékek négyszeresét. Az MFC értékek a 24 és a 48 orés

inkubécios 1d6 utdni kioltdsok utdn csak 2 esetben érték el a 48 orés, teljes gatlasi

végpontként kapott MIC értéket.
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Megbeszélés

Sarjadzo gombdk azonositasa hagyomanyos és molekularis biologiai modszerekkel

A kisérletiink elsdé szakaszaban kapott eredmények megerdsitik, hogy a biokémiai
reakciok és a morfologiai vizsgalatok nem mindig elegendéek a pontos fajszintii
azonositashoz a C. inconspicua és a C. norvegensis esetén. A hagyomanyos modszerek
eredményei kozotti ellentmondds feloldasa csupdn molekuldris bioldgiai modszer
alkalmazéasaval volt lehetséges. Eredménylink alapjan ugy tlinik, hogy az eszkulin
hidrolizis nem megfeleld6 modszer a két faj elkiilonitésére. Nho és munkatarsai korabbi
munkajukban a mienkhez hasonld problémaval taldlkoztak a BioMérieux cég altal a
rendelkezésiikre bocsatott C. inconspicua és C. norvegensis torzsek esetén. Modszeriikkel
(egyetlen restrikcios enzim) csupan a kapott restrikcids fragmentumoknak a szekvenalésa
altal lehetett a két fajt pontosan elkiiloniteni, mivel a kapott fragmentumoknak a mérete a
két faj esetén nagyon kozel allt egymashoz. Munkdjuk soran referencia torzsként nem
ATCC teszttorzset hasznaltak a C. inconspicua esetén. Sajat modszeriinkkel, bar négyféle
restrikcios enzimet hasznaltunk az amplifikalt rDNS hasitasara, a kapott mintazat alapjan

szekvenalas nélkiil gyorsan és pontosan el tudtuk kiiloniteni egymastol a két fajt.

Flukonazol iranti érzékenység meghatdrozdsa

A mikrodiluciés mddszer alapjan kapott eredményeink alapjan a C. inconspicua
FLU iréanti in vitro csokkent érzékenysége sajat vizsgalatunk alapjan megerdsitést nyert,
igy a FLU-nak nincs helye a C. inconspicua okozta fertdzések kezelésében. Eredményeink
alapjan 24 6réas (normal és emelt inokulum) inkubécids id6 utan fennall a lehetésége a R
torzsnek DE torzsként torténd félre diagnosztizalasanak, igy a modositott mikrodilucios

moddszerek nem helyettesithetik a standard médszert C. inconspicua esetén.

A klinikai izolatumok FLU iranti érzékenységét E-teszt-el vizsgalva nagyszamu,
fals rezisztens torzset detektaltunk. Leolvasasi 1dotol fiiggetleniil, a standard modszerrel
rezisztensnek bizonyult torzseket azonban pontosan detektalta a modszer. Ennek terdpias
jelentdsége van, hiszen a betegek kezelése soran elkeriilhetjiik a biztosan hatastalan szerrel
valé terapiat, még mieldtt a pontos fajmeghatarozas rendelkezésiinkre allna. Az E-teszt
tehat j6 valasztasnak tlinik a FLU rezisztens klinikai izolatumok keresésére (screening), de

nem a pontos MIC meghatarozasra.
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A Fungiteszt-el kapott eredmények azt mutatjadk, hogy a rezisztens klinikai
izolatumokat kis hatékonysaggal képes detektalni, bar az érzékenységi-kategoria egyezes a
standard moddszerrel Osszehasonlitva jo volt. A Fungiteszt-tel kapott eredmények kritika
nélkiili elfogadasanak stlyos terapids kovetkezménye lehet, mivel R izolatummal torténd
fertézés esetén a torzs a DE kategoriaba keriilhet, amikor még az emelt dozissal (800-1000

mg/nap) torténd kezelés is biztosan hatastalan.

Amphotericin B in vitro aktivitasa C. inconspicua izoldtumok ellen

A standard modszerrel nyert 48 6ras MIC értékek alapjan a torzsek nagy része a R
kategoriaba tartozott, igy a MIC értékek alapjan az AMB nem tiinik j6 valasztasnak a C.
inconspicua torzsek ellen. Meglepd modon és az irodalmi adatokkal ellentétben az E-
teszttel kapott kategoria-egyezés rossz volt a standard modszerrel 6sszehasonlitva mind 24
ora (41,7 %) mind, pedig 48 ora (45,8 %) inkubaciods 1d6 utan. Adataink azt jelzik, hogy az
AMB-re csokkent érzékenységet mutatd torzsek keresésére (screening) ajanlott E-teszt

metodika hasznalhatosaga, legalabbis C. inconspicua esetén korlatozott.

A Fungiteszt nagyszamu fals érzékeny izoldtumot detektdlt, ami az inadekvét
hatarérték (az elfogadott 0,5 pg/ml helyett 2 ill. 8 pug/ml) kdvetkezménye. A magasabb

hatarérték miatt a Fungiteszt nem képes biztonsdgosan detektdlni a R torzseket, igy

alkalmazasa a rutin diagnosztikaban nem biztonsagos a beteg szempontjabol AMB esetén.

S-fluorocitozin iranti érzékenység meghatdrozdsa

Mivel minden izoldtumunk érzékenynek bizonyult (MICo=2pg/ml) az 5-FC irant
ez azt jelenti, hogy a C. inconspicua tdrzsek nem rendelkeznek primer rezisztenciaval az 5-
FC irant. A C. inconspicua izoldtumok érzékenységét Fungiteszt-el vizsgalva szembetlind
a nagyszamu fals érzékenységi eredmény. Ez szintén a helyteleniil megvalasztott MIC
hatarértek (2pg/ml a 4pg/ml helyett) miatt kovetkezett be, bar a kapott eredménynek a

betegek kezelését karosan befolyasolo hatasa nincs.

Caspofungin iranti érzékenység meghatarozasa
A caspofungin kiting in vitro aktivitdst mutatott a C. inconspicua torzsek ellen,

fliggetleniil a leolvasasi modszertdl. Eredménylink egyezik az irodalmi adatokkal, amely
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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.
Sarjadzo gombak CAS iranti MIC értékeinek dsszehasonlitd vizsgéalatat a standard
modszer és E-teszt egyideji alkalmazéasaval eddig két esetben végezték el. JO egyezést a
két mddszer kdzott csupan a kevésbé szigort, + két higitasi 1éptékli egyezés esetén kaptak
a szerzok. Mindkét esetben a MIC értékeket 48 ords, teljes gatlast mutatd végpont
alkalmazasaval nyerték. Eredményeink alapjan a 24 o6ra utdn leolvasott CAS E-teszt
eredmények a 24 oras, részleges gatlasi értékek alapjan kapott MIC értékekkel, a sokkal

szigorubb, + egy higitasi fokon beliil is kitlind korrelacidt mutatnak.

Minimalis fungicid koncentracio meghatarozdsa

Vizsgalataink alapjan az AMB iranti tolerancia (MFC >=32 x MIC) nem jellemz6 a
C. inconspicua torzsekre. Figyelemre mélto, hogy a vérben elérhetd 2pg/ml
csticskoncentracio értéket soha nem haladtak meg a MFC értékek. Ez azt jelenti, hogy a
napi 1mg/kg doézissal torténd AMB kezelés soran a szérumban elérhetjiik a korokozo
eradikalasahoz sziikséges koncentracio értéket, azaz az AMB alkalmas a C. inconspicua
okozta invaziv fertdzések kezelésére az in vitro eredmények alapjan. Ezzel szemben
Nguyen és munkatarsai azt talaltdk, hogy nagyobb valdszinliséggel varhatd terapids
sikertelenség, ha a 48 6rds inkubécio utan kapott MFC értékek meghaladjak az 1pg/ml-es
értéket. Eredményeink illetve a Nguyen és munkatérsai altal kapott eredmények alapjan
tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy az AMB alkalmas-e a C.

inconspicua éltal okozott fertézések kezelésére.

5-FC esetén a torzsek 50 %-a toleransnak bizonyult az 5-FC irant, jelezve, hogy az
5-FC inkabb fungisztatikus mint fungicid hatast antifungalis szer C. inconspicua ellen. A
C. inconspicua torzseknek az 5-FC iranti tolerancidjanak a klinikai jelentdsége nem ismert.
In 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.

A CAS-al kapott MFC értékek kozelsége a 24 orés, részleges gatlasi végponttal
kapott MIC értékekhez azt sugalljak, hogy a teljes és a részleges gatlasi végpontokkal
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kapott MIC értékek kozotti kiilonbségek jorészt elpusztult sarjadzd gombasejtek
kovetkeztében jonnek létre. Klepser és munkatarsai egy masik echinocandinnal, az
anidulafunginnal (LY303366) végzett kisérletek soran a sarjadzé gombasejteket a MICgo-4l
nagyobb anidulafungin koncentracio mellett tenyésztették. Scanning
elektronmikroszkdppal — megvizsgalva a  gombasejteket  jelentés  strukturalis
abnormalitdsokat fedeztek fel az ¢letképesség jelei nélkiil. Mi magunk a Klepser ¢és
munkatarsai altal leirtakat felhasznalva, transzmisszids elektronmikroszkop alkalmazéasaval
erdsitettik meg, hogy a tévesen magas MIC értékekért C. inconspicua esetén (totalis
gatlasi végpont), az elpusztult gombasejtek és a sejttormelék a felelds. Ez a gyakorlatban
azt jelenti, hogy a MIC érték leolvasdsa soran a 24 o6rés, részleges gatlasi végpontot
helyesebb alkalmazni. A tobbi, klinikailag jelentds sarjadzd gombak esetén tovabbi

vizsgalatok sziikségesek a MIC és az MFC értékek kozotti osszefiiggések megismerésére.
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Osszefoglalas

Munkank sordn a rutin diagnosztikai modszerekkel konnyen Osszetévesztheté C.
inconspicua és C. norvegensis fajok elkiilonité vizsgalatat végeztiik hagyomanyos és
molekularis bioldgiai médszerek segitségével. A rDNS PCR-el torténd amplifikalasa, majd
a kapott termékeknek négyféle restrikcidos enzimmel torténd hasitasa altal egyértelmiien

sikertilt a két fajt egymastol elkiiloniteni.

Negyvennyolc klinikai izolatum érzékenységét hataroztuk meg FLU, AMB, 5-FC
¢s CAS irant a standard mikrodiluciés modszer segitségével. Bebizonyitottuk, hogy a C.
inconspicua torzsek valoban csokkent érzékenységet mutatnak a FLU irdnt és magas a
rezisztens torzsek szama AMB irant. A MIC ¢értékek alapjan a torzsek kitlind

érzékenységet mutatnak az 5-FC és a CAS irant.

Az alternativ érzékenység meghatarozasi modszerek koziil csupan a CAS E-teszt
alkalmas a pontos MIC meghatarozasra. A FLU E-teszt segitségével a rezisztens klinikai
izoldtumot még a pontos fajmeghatidrozds eredménye el6tt fel lehet ismerni, idoben

megeldzve a terapias sikertelenséget.

A Fungiteszt a nem megfeleld hatar-érték koncentraciok miatt nem javasolhat6é sem

a FLU, sem az AMB, sem pedig az 5-FC esetén az érzékenység meghatarozasara.

Az MFC értekek alapjan az AMB ¢és az 5-FC esetén tovabbi vizsgalatok

sziikségesek az esetleges terapias alkalmazas alatamasztasara.

Az CAS az MFC értékek alapjan is kitlind aktivitdst mutatott a C. inconspicua
torzsek ellen. Az MFC eredmények felhasznalasaval bebizonyitottuk, hogy MIC
meghatarozas soran, a totalis gatlasi végpont alkalmazéasaval kapott tévesen magas MIC
értékek elpusztult gombasejtek kovetkezményeként tapasztalhatok. Ennek megfeleléen C.
inconspicua esetén a valéos CAS MIC értéket a kontrollhoz képest az elsé jelentds

turbiditas csokkenéshez képest kell szamitani nem, pedig a teljes gatlashoz képest.
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