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Roviditések jegyzéke

AIDS: szerzett immunhidnyos tiinetegyiittes

CT: computer tomograf

MIC: minimalis gatld koncentracid

CLSI: Klinikai és Laboratoriumi Szabvanyok Intézete
EUCAST: Eurdpai guideline az antibiotikum rezisztencia értékelésére
PCR: polimeraz lancreakcid

LCR: ligaz lancreakcio

SSCR: egy szalu konformacioés polimorfizmus

PNA- FISH: peptid nukleinsav fluoreszcens in situ hibridizacio
DNS: dezoxiribonukleinsav

PFGE: pulzaltatott mezejli gélelektroforézis

RFLP: restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

RAPD: random amplifikalt polimorf DNS

MALDI-TOF: matrix segitett 1ézer deszorpcid és ionizacio- tdmegspektrométer
ELISA: enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgalat

RIA: radio immunvizsgalat

PBSA: polibutilén-szukcinat-adipat

TRIS: tetramethylhydroxypiperidinol

HCI: hidrogén- klorid

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

YEPD: ¢leszt6 kivonat-pepton- dextroz

KCI: kalium- klorid

CHEF: rogzitett homogén elektromos mez6

ITO: Intenziv Terapias Osztaly



1. Bevezetés

1. A gombak okozta véraram-infekciok kialakulasa

A véraram normalis esetben steril és szdmos antimikrobas hatasu komponenst
tartalmaz. A mikrobak extravascularis (valamely fert6zodott testtdj, a kolonizalt bor és
nyalkahartydk sériilése), vagy intravascularis (nativ vagy mibillentyli, kaniil) mdédon
keriilhetnek a vérbe. A fungaemia a gombak jelenlétét jelenti a vérben, mely lehet rovid
ideig tartd, atmeneti pl. kisebb sebészi beavatkozéasokat, hugyuti katéterezést kdvetden.
Extravascularis fertézés jelenléte sordn a fungaemia szakaszos: a mikroorganizmusok
Idénként megjelennek, majd eltiinnek a vérben, mig intravascularis infektiv forras esetén a
mikroorganizmusok folyamatos jelleggel jelen vannak az érpalyaban [1]. A gombak okozta
véraram-fertézések szdma vildgszerte novekvd tendencidt mutat. Ezt tdmasztja ald tobb
kutatds, koztik egy Kolumbidban végzett, mely kimutatta, hogy a gombdik okozta
fertézések 4,1 %-at alkotjak a véraram-fert6zéseknek, s kiemelt szerepet jatszik a Candida
albicans mint a leggyakoribb izolalt gombafaj. Hasonldé eredményekre jutottak a vilag
szdmos részén, mint pl. Amerikaban, Kanaddban vagy Européban [2].

Az emberi gombas megbetegedéseket két alapvetd csoportra lehet osztani. Igy
megkiilonboztetiink lokalis és szisztémas mycosisokat. A lokalis fertdzések kiinduldpontjai
lehetnek szisztémas infekcidknak, melyek sulyosak, és haldlos kimenetellel is jarhatnak.
Az elmult években a gombas fertdzések abszolut szdma novekedett, illetve noétt a
mycosisok okozta haldlozas is. A fert6zések kialakuldsdban szerepet jatszanak a betegek
részeérdl a hajlamositod tényezOk valamint a gombak virulenciafaktorai, s mindezek mellett
a gyakran kontrollalatlan antimikotikum- ¢és antibiotikumhaszndlat is fokozza az
agresszivebb gombatdrzsek megjelenését.

A gombak virulenciafaktorait nagyfokt diverzitas jellemzi, és lehetnek toxikusak
vagy atoxikusak. Virulenciafaktorként szerepelhet a tok-, biofilmképzés, fenotipusos-
atkapcsolas, a gombak sejtfalaban az o-(1-3)-glukan molekuldk jelenléte, proteolitikus
enzimek termelése. Fonalas gombakhoz kothetd virulenciafaktorok a szideroforok,
ribotoxinok, gliotoxinok vagy a konidiumok termelése. A fonalas novekedésért felelds
faktorrol ma mar tudjuk, hogy szerepet jatszik a gomba gazdaszervezetben torténd
agresszivebb elterjedésében, illetve a morfologiai fazisvaltozasok is Osszefiiggnek a

virulenciaval [3].



2. Hajlamosito tényezok, veszélyeztetett betegcsoportok

A gombas fert6zések iranti fogékonysag egy vagy akar tobb hajlamositd tényezd
meglétét feltételezi. A hajlamositéd tényezok szamanak emelkedése egy adott betegnél nem
linearisan, hanem exponencialisan noéveli a disszeminalt mycosis kialakulasanak
lehetéségét. A hajlamosité tényezok nagy része ismert ¢és alapbetegségek,
betegségcsoportok szerint valtozik [4].

A gombak a normal flora tagjaiként megtalalhatok az egészséges emberek
bélcsatornajaban, hiivelyében ¢és mas, nyalkahartyaval boritott feliiletén. Az
immunrendszer ¢és az ¢ép nyalkahartydk feladata, hogy megakadalyozzak patogén
szerepének kialakulasat. Ezen védelem sériilése vagy hidnya esetén a gombak opportunista
patogénekké valhatnak, és megbetegedést okozhatnak. Hajlamositd tényezd lehet valamely
alapbetegség (pl. leukémia, karcindma, diabetes mellitus, AIDS stb.) megléte, vagy egyes
gyogyszeres terapiak (pl. szteroidok, immunszuppresszansok) hosszas alkalmazasa.
Kronikus alkoholistak €s intravénds kabitoszer-élvezok korében is nagy valdszintiséggel
1épnek fel mycosisok a ,,kontroll” populacidhoz képest. Hosszan tartd antibiotikum kezelés
kedvezd életteret biztosit a gombak szaporodasahoz [5]. Jelentds veszélyforras az égési
sériilések gombas fertézése, mert a nyilt feliilet, a nedvesség, a necrosis kedvez a gombak
szaporodasanak. Iatrogén mycosisok alakulhatnak ki nagy doézist sugarkezelés vagy
kortikoszteroidok adagolasa esetében.

Emlitést érdemelnek még az eszkdzhasznalattal 6sszefliggd infekciok. Az intenziv
osztalyokon a stlyos allapotu betegek ellatasakor sziikség van kiilonboz6é invaziv
beavatkozédsokra, eszk6zok alkalmazédsara (intravaszkularis kaniil, katéterek), melyek
infekcioforrast jelentenek. A nosocomialis fert6zést okozé agens, gyakran a normal flora
tagja, vagy a korhazi kornyezetbdl szarmazik [6]. Nagy hasi miitétek, sziv és keringési
rendszer miitétei, a szervtranszplantaciok is hajlamosito faktorok, s a fiziologias tényezdket
figyelembe véve meghatarozo a fizikai, taplalkozasi allapot, stressz, terhesség. A leginkabb

veszélyeztetett korcsoport a korasziilottek €s az idések [7].

3. Tiinetek

A gombas betegségek viszonylag lassan fejlédnek ki, hetekig, honapokig, sot
évekig perzisztalhatnak [8]. Gyakran tiinetmentesen kolonizalnak, mely a gazdaszervezet
miikddését kozvetleniil alig befolydsolja, mig disszeminalt esetben dramai elvaltozasokat
okozhatnak az egyes szervek miikodésében, de sajnalatos modon ez esetben sem ismertek

a korképre specifikus tiinetek. A betegek dontd toObbsége lazas, hidegrazas csak mintegy 25
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%-nal fordul eld. A disszeminalt gombainfekciok idében torténd felismerése nem konnyt,
a diagnozis felallitasat neheziti a specifikus tiinetek hidnya. Fert6zés alapos gyanuja all
fenn, ha szisztémas gyulladasos reakcio, ill. szepszis tiinetei (laz, tachycardia, leukopenia,
stb...) mellett minimum 3 napos antibiotikum kezelés hatastalan, és legalabb 2 kiilonb6z6
testtajrol vett mintabol gomba tenyészett ki. Biztos jelként fogadhaté el, ha gombas
endophthalmitisre utalé szemfenéki kép lathat6. Pozitiv jelként foghatd fel még tobbek
kozott egyes gombakra jellemzé CT-kép (pl. aspergilloma). A biztos diagndzis felallitasa
nehéz, a diagnozist megneheziti, hogy a hemokultira a szisztémas esetek 50 %-ban negativ
lehet, diagnosztikai modszerek lassuak, a szerologiai diagnosztika nehéz és alacsony
szenzitivitasu. Egyes adatok szerint a disszeminalt fert6zések letalitdsa 40 % feletti, mely

adat felhivja a figyelmet a megel6zés, korai diagndzis és terapia jelentoségére [9].

4. Lehetséges patogének

Human patogén gombak szarmazhatnak a normal flora tagjai kozil és a
kornyezetbdl is nagy szamban. A gombdk tilnyomd tobbsége a mesterséges
épitményekben, talajban, névényeken, vizben, levegdben fordul eld. A penészes lakasok,
épiiletek az allergids folyamatok és akar invaziv miko6zisok kivaltéi lehetnek. Opportunista
mikoézisok kivaltasaban tobb genus koziil kiemelhetok a Candida és a Rhodotorula
nemzetségek. A Cryptococcus, Aspergillus nemzetségekbe tartozo fajok szintén
izolalhatok invaziv klinikai mintakbol.

A gombak okozta fertézések 75 %-ért a Candida fajok feleldsek, 2. helyen az
Aspergillus, mig a 3. helyen a Cryptococcus fajok allnak gyakorisagukat tekintve. A
candidak koziil is a C. albicans felelds a legtobb infekcidért. A tobb mint 100 Candida-faj
koziil a C. albicans mellett a C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. parapsilosis,
C. lusitaniae, C. inconspicua fordulnak eld leggyakrabban, mint human koérokozok. A
fertézés leginkabb endogén eredetli, mert a korokozo a szajiireg, a néi nemi szervek
nyalkahartydjan és a gasztrointesztinalis traktusban fordul eld. CsecsemOkben és
legyengiilt, beteg felndttekben szajpenészt okoz, de emellett valtozatos formai is ismertek a
betegségnek pl. nyalkahartya-, bér-, generalizalt candidiasis.

A Rhodotorula genus 6 fajt foglal magaba, mely koziil a Rh. rubra fordul el6 a
leggyakrabban. Szerepet jatszhat meningitis, endocarditis vagy peritonitis kialakuldsdban
[10].

A Cryptococcus neoformans szintén invaziv vagy lokalizalt gombas

megbetegedések okozoja lehet. A természetben a madar (galamb) iiriilékkel fert6zott
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talajban és gylimiilcsokon talalhatd. Alsoléguti vagy kozponti idegrendszeri infekcidkat
eredményezhet foként immunkarosodassal jard alapbetegségben szenveddkben.

Az Aspergillus genus kiemelt tagjai az A. flavus, A. fumigatus, és az A. niger.
Rothad6 anyagokbdl és a levegdbdl jutnak be a gombaelemek (conidiumok, sporak) a

szervezetbe, s a Iégutakbol a véraram révén szorddhat a patogén [11-13].

5. Diagnosztikai lehetéségek

Az invaziv mikozisok diagnosztikdja nem egyszerti. A klinikai kép ilyen esetben
nem kelléen megbizhatdé az aspecifikus tiinetek miatt. A mikrobioldgiai laboratoriumi
diagnosztikai mddszerek jorészt idéigényesek, holott egy invaziv mikozis esetén az id6
fontos tényezd a kimenetelt illetden. A fajok megbizhat6 azonositasa fontos az antifungalis
szerekkel szembeni természetes rezisztencidjuk miatt, valamint epidemiologiai
szempontbol is. Az identifikalas soran a rutin laboratoriumi diagnosztikdban elsdsorban
morfologiai és/vagy biokémiai vizsgalatokra tdimaszkodnak a mikrobiologusok.

A klinikai anyagok feldolgozédsa soran, ha lehetséges, a legelsd 1épés a minta
mikroszkdpos vizsgalata, mely altal akér néhany perc alatt kozelebbi informacidhoz
juttathatjuk a klinikust, azonban fontos megjegyezni, hogy egy negativ mikroszkopos lelet
nem zarja ki a korokoz6 jelenlétét. Az anyagot nativ és festett készitményben
vizsgalhatjuk. Gyakran alkalmazott festési eljaras a perjodsavas-Schiff (PAS) festés. Ez a
modszer ugyan gyors €s informativ, de méas modszerek altali megerdsitést igényel. A
bakteriologiai metodikdk koziil a Gram-festés i1s bizonyos esetekben segitség lehet.
Tusfestéssel jol vizualizalhat6 a Cryptococcus fajok tokja.

A Sabouraud agaron vagy mas, gombdk tenyésztésre és/vagy identifikalasara
alkalmas téptalajon kitenyészett gombdk morfoldgiai azonositdsa makro- ¢és
mikromorfologiai vizsgalatokat foglal magaban. Ennek soran vizsgaljak a pigmentképzeést,
a gombak eltérd homérsékleten végbemend ndvekedését, telepmorfologiat, illatat. A
mikromorfologiai vizsgalatok magukban foglaljak példaul a csiratomld-képzést, szintén
hatdrozo bélyeg lehet a fonal, alfonal, chlamydoconidium, spdra, arthroconidium, tok
megléte vagy hidnya, morfologidja. Rendelkezésre allnak kiilonb6zd, a kereskedelmi
forgalomban készen kaphat6 taptalajok, taptalajalapok (pl. CHROMagar Candida /Becton
Dickinson/), melyek alkalmazéasa segiti a pontosabb identifikalast. A makroszkopos,
mikroszkopos vizsgalatok gyakran mar kelld informdciéval birnak a gyakrabban
eléforduld fajok esetében a species meghatarozasdhoz, de ehhez sziikséges a vizsgalatot

végzd személy rutinja, szaktudasa.



Bizonyos esetekben sziikség lehet tovabbi vizsgalatokra. A biokémiai reakciok (pl.
szénhidrat-asszimilacid, -fermentaci6, uredz-aktivitds, nitrat-felhasznalds stb.) alapjan
torténd azonositas is elterjedt a rutin mikologiai diagnosztikaban, melynek automatizalt
valtozatai lerovidithetik a leletatfordulas idejét. Napjainkban az allatpatogenitasi probak
hattérbe szorultak.

A tenyésztéses modszerek eldnye, hogy a keziinkben van a beteg ,,sajat” izoldtuma,
melybdl célzottan tudunk érzékenységvizsgalatot végezni a kiilonb6zd antifungalis szerek
irant. Ez torténhet korongdiffizios modszerrel, mely a lassabban novo térzseknél nem
alkalmazhat6. A leves makro- és mikrohigitasos mddszerek anyag- és iddigényesebbek
csakugy, mint az agarhigitas, mellyel azonban tobb izolatum tesztelhetd egyszerre. A
leginkabb elterjedt minimalis gatld koncentracié meghataroz6 modszer a gradiens diffuziods
metodika (Etest /bioMérieux/). Az érzékenységvizsgalati eredmények interpretalasahoz a
CLSI ¢és az EUCAST is tampontot nyujt [14].

A hagyomanyos mikrobioldgiai modszerek alacsony szenzitivitdsa és a gombak
lassu tenyészthetdsége miatt sziikséges, hogy gyors, specifikus, magas érzékenységii
modszereket fejlesszenek ki a szakemberek. A Real-Time PCR ¢és LCR az amplifikalt
gomba nukleinsav detektalasara hasznalhatok. A PCR ¢és az SSCP technika egyiittes
alkalmazasa igéretesnek latszik a klinikailag fontos opportunista gombak
diagnosztikdjaban. A gombak PCR-vizsgélatanak elénye, hogy gyors, néhany ora alatt
megvan az eredmény, de hatrdnya, hogy érzékeny a kontaminaciora, mely akar a
laboratorium levegdjébdl is szarmazhat. Tovabbi nukleinsav alapu modszer a PNA-FISH,
melynek eldnye a gyorsasag, igy valamivel kordbban nyujt segitséget az antifungalis
terapia megvalasztasdban. Kivitelezéséhez azonban pozitiv hemokultira sziikséges, igy
»csak” a tenyésztési idot tudjuk vele megsporolni. A DNS tipizalasi eljarasok koziil a
leginkabb elterjedtebb a PFGE, RFLP, RAPD ¢s a Southern Blot technika. Ez utobbi
modszerekkel biztatd hazai eredmények is sziilettek mar.

A MALDI-TOF késziilékkel torténd azonositds egy fehérje extrakcion alapuld
folyamat. Hatékonysadgarol megoszlanak a vélemények: baktériumok esetében
megbizhatobb, mig gombdk esetében sikerességét behatarolja az alkalmazott protokoll.
Gyors modszer, am ennek, illetve a korabban emlitett molekularis moddszereknek az
alkalmazasa a magas koltségek €s a nagy mintaszdm miatt jelenleg még korlatozott a rutin
mikrobiolégiai laboratériumi diagnosztikaban.

A gombas fertdzések korai vagy fulmindns szakaszaban oldott antigének

figyelhetOk meg a vérben ¢és egyéb testnedvekben. Ebben az esetben a keringd antigének
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jelenléte teszi lehetdvé a diagnozist. A szeroldgiai modszerek valtozatosak, alapvetden
agglutinacios, precipitacios ¢és egyéb technikdk. A kovetkezd modszerek a
legelterjedtebbek: komplementkotési  teszt, immundiffazio, -fluoreszcencia,
csbagglutinacio, ELISA, RIA. A kereskedelemben elérheté néhany olyan kit, melyek
megbizhaté eredményt adnak, mig masokkal problémak vannak pl. érzékenység

szempontjabol. [15-19]

6. Terapia

Az antifungalis szerek kifejlesztése problémds volt, mert eukariota
gazdaszervezetben szelektiven kellett elpusztitani egy masik eukaridtat. Harom lehetséges
modot sikeriilt kifejleszteni a gombdk hatéstalanitdsara. Egyes antifungalis szerek a
gombasejt membranjat tdmadjak, masik tipusba tartozok a gombasejt organellumainak
Osszeszerel6dését gatoljak, és a harmadik csoportba tartozok gombasejtfal-szintézis
inhibitorok.

A polyének membrant karositd antimikotikumok, melyek beépiilve az ergoszterolt
tartalmazéd  sejtmembranba  porusokat képeznek, megvaltoztatva a membran
permeabilitasat. Legismertebb ilyen vegyiilet az amphotericin B, mely hatasos sarjadzé és
fonalas gombak ellen, kivéve a Trichosporon beigeli, C. lusitaniae ¢s C. guillermondii
fajokat, melyek primer rezisztencidval rendelkeznek. Az amphotericin B-t stlyos,
életveszélyes fertézések (pl. peritonitis) vagy szisztémas gombafert6zések kezelésére
alkalmazzak foként csokkent immunmiikodésti betegek esetében. Kombinaciods terapiara
valo felhasznalasa is ismert, szinergista hatasu fluocytosinnal vagy fluconazollal
kombinalva. Mivel m4j- és vesekarosito hatasa is igen jelentds, manapsag liposzomas vagy
lipid-asszocialt formait igyekeznek alkalmazni, amennyiben ezt a koltségvetés lehetové
teszi.

Az azolok az ergoszterol bioszintézisért felelds enzimet gatoljak. A ketoconazol és
a miconazol az imidazolok, mig a fluconazol, az itraconazol és a voriconazol a triazolok
csoportjaba tartozik. Leggyakrabban a fluconazolt hasznaljak lokalis €s szisztémas
fertozések esetében. A fluconazol alkalmas tobbek kozott a candidaemia, disszeminalt
candidiasis, gomba okozta meningitis kezelésére. Bizonyos Candida fajok (pl. C. krusei,
C. inconspicua) természetes rezisztenciaval birnak ezen azollal szemben. A voriconazol

ezen fajok ellen is hatékony.



Az 5’-fluorocytosin a gombak RNS-szintézisét gatolja, és szisztémas infekciok
kezelésére alkalmas. Hatasa foként Candida és egyes fonalas gombak (Aspergillus) ellen
iranyul.

A sejtfalszintézist gatlo echinocandinok a B-D-1,3-gliikdn-szintetazt gatoljak, és

hatékonyak az éleszték és néhany fonalas gomba ellen [20, 21].

II. Célkitiizések

A gombak okozta véraram-infekciok szama novekvo tendenciat mutat, kimeneteliik
bizonytalan, halalozasi ratdjuk magas. Kiilonbozd tiinetek és elvaltozasok infekciod
gyanujat kelthetik, de ezek altaldban nem specifikusak. A fertdzések kivaltasaban a
Candida genus tagjai toltenck be vezetd szerepet a publikalt adatok szerint.

Munkédnk alapvetd célja, hogy megvizsgaljuk az SZTE klinikdin a
mikrobiologiailag igazolt véraram-fertézéseket epidemioldgiai szempontbdl, és a kapott
adatokat Osszevetjiik a nemzetkozi irodalomban fellelhetdkkel. A gombék okozta véraram-
fertdzések monitorozasara sziikség van annak érdekében, hogy a klinikai szakemberek
informéciot szerezzenek a helyi trendekrdl, és Osszehasonlitasokat tehessencek globalis
szint{i adatokkal [22].

Masik fontos célunk, hogy molekularis bioldgiai mddszerrel (PFGE) elvégezziik a
feln6tt intenziv osztalyokon hospitalizalt, mikrobioldgiailag igazolt, vagy csak klinikailag
feltételezett, szisztémas gombainfekcioban szenvedd betegek kiilonb6zd mintaibol
Kitenyészett sarjadz6 gombak tipizalasat. A PFGE lehetévé teszi az elkiilonitését az éleszto
kromoszomalis DNS-nek, melyet felhasznalnak a Candida fajok precizebb azonositasara
¢és az egyes klonok differencidlasara. Segitségével informaciot nyerhetiink a patogén torzs
eredetérdl is.

Tovabbi célunk, hogy az izoldtumok morfologiai modszerekkel torténd
identifikalasi eredményeit Osszehasonlitsuk a MALDI-TOF késziilékkel kapott
eredményekkel, s megallapitdsokat tegyliink a MALDI-TOF megbizhatosagardl gombak
vizsgélata szempontjabol. A szakirodalom megoszldo véleménnyel bir a késziilék
eredményességét illetden, igy sajat tapasztalataink alapjan kovetkeztetéseket vonhatunk le
a késziilek hasznossagardl a rutin laboratoriumi diagnosztikaban. Ehhez kapcsoloddan a
tesztelt, rutin mikrobioldgiai laboratoriumi diagnosztikank soran alkalmazott protokoll,

illetve a diagnosztikai modszerek revidialasa és optimalizalésa is célunk.
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III. Anvagok, modszerek

1. Az izolatumok eredete

A vizsgalataink soran alkalmazott gombaizolatumok a Szegedi Tudomanyegyetem
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézetébe
2012. jiniusa és 2014. marciusa kozott érkezd mintakbdl szarmaztak. A humén eredeti
klinikai mintak vételezése a laboratorium ,,Mindségiranyitasi Kézikonyv Mellékletei” cimli
dokumentuméban foglalt ,,Mintavételi Utmutatd™ alapjan tortént a hospitalizacié helyén
[23]. Az altalunk vizsgalt torzsek hemokultirabol, 1égati mintakbol, székletbdl, vizeletbol,
sebvaladékokbdl, intraoperativ és testfelszini mintakbol, valamint nyalkahartya-torlésekbol
szarmaztak. A mintdkat a rutin diagnosztika soran Sabouraud chloramphenicol agarra
inokulaljak. A tenyészeteket 24 6raig 37 °C-on, majd tovabbi 6 napig szobahdmérsékleten
inkubaljak. A kitenyészett torzsek identifikdlasat, a vegyes tenyészetek torzseinek
izolalasat, azonositasat az Intézet Parazitologiai-Szerologiai-Mikologiai Részlegén

végeztik.

2. Tenyésztésen alapulé metodikak

Az adott klinikai szitudcidbban patogénnek mindsitett sarjadzd gombak
identifikalasanak elsd 1épése a csiratomloképzés vizsgalata. A Sabouraud chloramphenicol
agaron dombort, fehér szinli, matt, épszeéli telepeket képezd izolatumok 1-1 telepét 500-
500 pl human szérumba szuszpendaljuk, és 37 °C-on 2,5-3 6ra hosszaig inkubaljuk. A
csiratdomlOképzés meglétét vagy hianyat fénymikroszkoppal 400 x-os nagyitassal
vizsgaljuk.

Minden torzsbdl 1-1 telepet laza hullimvonalban rizsagarra (Difco) szélesztiink, és
steril feddlemezzel fedjiik. Szobahdmérsékleten 24-72 6raig inkubaljuk, és 400 x-0S
nagyitassal nézziikk a mikromorfologiai sajatsdgokat. A csiratomlét nem képezd torzsek
izolalt telepébdl a rizsagar mellett tenyészetet készitiink a kereskedelmi forgalomban
készen kaphat6 CHROMagar Candida taptalajra (Becton Dickinson).

Azon torzsek esetében, amelyeket a fenti metodikdk alapjdn nem sikeriil
egyértelmilen azonositani, biokémiai vizsgalatot végziink. Ezt a BIO-RAD cég altal
gyartott AUXACOLOR 2 kittel kivitelezziik a kitleirasban foglaltaknak megfeleléen [24].
A kitben preformalt cukrokhoz, szubsztratokhoz hozzdadjuk az adott torzsbdl elkészitett

szuszpenziot. A negativ kontrollhoz viszonyitva vizsgaljuk az indikator szinvaltozasat az
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egyes rekacidelegyekben naponta a 24-72 6ras, 30 °C-os inkubécio soran. A Kkitleiras
segitségével leolvassuk az eredményeket.

A tenyésztésen alapuld identifikaldsi modszereket mindig egylittesen, komplexen
értékeljik, a végeredményt soha nem egy mddszer alapjan adjuk ki.

Az antifungalis szerek irdnti érzékenységet a laboratoriumban Etest modszerrel
(bioMérieux) végezzilk RPMI 1640 agarlemezen. Rutinszerien a steril testtajakrol
szarmazd izolatumokat teszteljik. A torzsbdl steril foszfatpufferben (PBSA-ban)
elkészitett 0,5 McFarland-es szuszpenzio 100 ul-nyi mennyiségét egyenletesen eloszlatjuk
az agarlemez felszinén. Tiz perc szikkadés utan dvatosan, egy mozdulattal rdhelyezziik a
tesztcsikot az inokulalt felszinre Ggy, hogy légbuborék ne keriiljon ala, és lehetéleg ne is
mozditsuk el! Szobahdmérsékleten addig inkubaljuk, mig a MIC-értéket le nem tudjuk
olvasni (24-48 esetleg 72 ora). A MIC-érték az antimikotikum azon legkisebb
koncentracidja, mely gatolja a gomba noOvekedését. Fungisztatikus szereknél (pl.
azoloknal) a 80 %-os, fungicid szereknél (pl. amphotericin B) a 100 %-os gatlasnal
olvassuk le a MIC-értéket [25]. Az eredmények interpretalasa az EUCAST és a CLSI

el6irasainak megfeleléen torténik [26, 27].

3. MALDI-TOF késziilékkel torténo azonositas

A vizsgalathoz élesztégombak esetén Sabouraud chloramphenicol taptalajon nott
24 6ras tenyészetet hasznalunk. A mintdk prepardldsa soran a teljes extrakcidos modszert
alkalmaztuk. Eppendorf-csévekbe pipettaztunk 300-300 pl desztillalt vizet. A vizsgalando
torzs egy izolalt telepét beleszuszpendaljuk, majd vortex segitségével alaposan
homogenizaljuk. Kilencszaz mikroliter etanolt pipettazunk bele, és ezzel is vortexeljikk
legalabb 1 percig. Centrifugaljuk a szuszpenziot 2 percig 13000 rpm fordulattal, majd
eltavolitjuk a feliiluszot. Ezt a 1épést még egyszer megismételjiik. Hozzaadunk 15 ul 70 %-
0s hangyasav-oldatot az iiledékhez, utana vortexeljiik, majd azonos mennyiségti (15 pl)
100 %-os acetonitrilt adunk hozza, és ezzel is Osszekeverjik. Ismételten centrifugaljuk a
mintakat 2 percig 13000 rpm fordulaton. A feliiliszobol 1 pl-t egy MALDI-targetre
pipettazunk, €s hagyjuk a mintat szobahOmérsékleten megszaradni. A mintakra 1 pl matrix
oldatot pipettazunk, ¢és hagyjuk, hogy a felvitt mintdk szobahOmérsékleten
megszaradjanak. (A minta szdradasa utan a matrixot 10 percen beliil hozza kell adni.) A
minta ezzel készen 4ll az elemzésre. A MALDI-targetet a MALDI-TOF
tomegspektrométer késziilékbe helyezziik, és a késziilék megfelelé paramétereinek

beallitasa és ellendrzése utan elinditjuk a mérést. A Bruker Biotyper rendszer 2 fontos
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programot foglal magéban, mely az identifikdlashoz nélkiilozhetetlen, igy a Flex Control-t
a fehérje spektrum beallitasahoz, valamint a Biotyper Real-Time Classification-t az
automatizalt spektralis analizishez [28,29]. A MALDI-TOF munkalépéseit az 1. abran
bemutatott képek jol szemléltetik.

Mayo Clinic
Laboratory Services Repon
MICROBIOLOGY

ungal Cughre Houtne FINAL 252012 1442 MCR

CANDIDA PARAPSILOSIS Many

Swtilad 3y T TmCTOTIY

1. abra. A MALDI-TOF altali identifikdlas munkafolyamatanak Iépései
(http://www.mayomedicallaboratories.com/articles/communique/2013/01-maldi-tof-mass-

spectrometry/index.html)

A MALDI-TOF MS identifikaci6 egy a gyartd altal meghatarozott log score
rendszeren alapul. A 2,0 log score feletti érték a fajszintli meghatarozast jelenti, 1,7-2,0
kozotti érték nemzetségszintli identifikalast ad, mig az 1,7 alatti eredmények nem
megbizhatdak a rendszer szerint. Az értékekhez szinkodok is tartoznak: zold szinkod felel
meg a 2,0 feletti értéknek, a sarga 1,7 és 2,0 kozottinek, és a piros 1,7 alatti értékhez
tartozik. A piros szinkdd egy masik esetben jel6lheti az identifikalas eredménytelenségét,
ilyenkor a ,,no peaks found” kiirassal talalkozhatunk, €s a kapott log score értéke ebben az

esetben <0.
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4. Galaktomannan antigénkimutatas

Az Aspergillus galaktomannan antigénkimutatast ELISA-modszerrel végezziik a
kereskedelmi forgalomban kaphato6 PLATELIA ASPERGILLUS Ag 62794 (BIO-RAD)
kittel a benne talalhato leirasnak megfeleléen [30]. A vizsgalat szérumbol és alsoléguti
mintdkbol is kivitelezhetd. Az eldirasnak megfelelé mintaelokészités utdn a mintdkbol és a
kontrollokbol 50-50 pl-ket pipettazunk az ELISA lemez mélyedéseibe, melybe elézéleg 50
ul konjugatumot mértiink. Lefedve 37 °C-on 90 percig inkubaljuk, majd a felesleget
mosasi 1épésekkel eliminaljuk. Kétszdz mikroliter szubsztratoldatot mériink minden
lyukba. Sotétben szobahdmérsékleten (+18-25 °C) 30 percig inkubaljuk. Az inkubécio
befejeztével 100-100 pl stop oldatot mériink minden mélyedésbe. Az optikai denzitast
450/620 nm-en mérjiik.

5. Molekularis bioldgiai vizsgalatok (PFGE)
A vizsgalat a Fodor E., és munkatarsai altal alkalmazott metodika modositasaval

tortént [31].

5.1. A PFGE-hez sziikséges torzsoldatok 0sszetétele:

YEPD tépfolyadék:

0,5 % élesztokivonat, 1 % pepton, 1 % gliikkoéz,
Mosoéfolyadék: 10 mM TRIS (pH 9,0), 5 mM EDTA, 0,1% 2-mercaptoetanol

Protoplaszt preparalashoz: 1 M KCI, 2 % csigaenzim, 0,01 % lysing enzime (Trichoderma

harzianum, Sigma)

Inkubéciés puffer (pH 9.5): 0,5 M EDTA, 10 mM TRIS-HCI, 1 % Na-lauril-sarcosine, 1
mg/ml Proteinase K

TBE puffer (0,5 x): 45 mM TRIS, 45 mM borat, 50 mM EDTA

5.2. Intakt kromoszomalis DNS preparacidja

A Candida torzseket Sabouraud chloramphenicol agaron novesztjiik. Kivalasztunk
egy szeparalt telepet, és 20 ml YEPD tapoldatba inokulaljuk. Husz o6raig 37 °C-on
inkubaljuk razatva. Centrifugéaljuk a sejteket 10 percig 3000 rpm fordulaton, ezt kdvetden
mossuk 20 ml desztillalt vizben, majd ismételten fugalunk 10 percig 3000 rpm fordulaton.
A sejteket felszuszpendaljuk 20 ml mosofolyadékban, €és inkubaljuk 20 percig.
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Protoplasztok készitése: A sejteket ismételten 10 perces 3000 rpm-es
centrifugdldssal kiiilepitjiik, és felszuszpendaljuk 20 ml csigaenzimes-emészt6 oldatban.
Inkubalunk 30 °C-on 1 6rdig. A protoplasztokat 3000 rpm-en torténd 10 perces
centrifugalassal 0Osszegyljtjiilk, és kétszer mossuk 20 ml 1M KCI oldatban. A
protoplasztokat felszuszpendaljuk 250 pl 125 mM EDTA oldatban, s hozzaadunk 1 %-0s
agarozt, (Type VII agarose, Sigma, Germany) melyet 125 mM EDTA-val oldunk fel.
Agarozblokkot készitlink, melyet inkubacids pufferbe helyeziink, és inkubaljuk 52 °C-0s
vizfurdében. Huszonnégy 6ra mulva kicseréljiik az inkubacios oldatot, majd ujabb 24 o6ra
mulva 1 ml 50 mM EDTA-val mossuk a mintakat. Végiil 4 °C-ra helyezziik a tovabbi

felhasznalasaig.

5.3. PFGE

Az agarozblokkokat 1 %-os kromoszoémalis agar6z (BIO-RAD) gélbe toltjik, és
behelyezziik a CHEF-féle apparatus elektroforézis kamrajaba 0,5 x TBE pufferrel. A DNS
molekuldk szepardcidjadhoz egy 4allandd 14 °C-os hdémérsékletet allitunk be. A
kromoszomalis DNS-t CHEF-DR Il (BIO-RAD) apparatusban szeparaltuk. Az
elektroforézis koriilményei a kdvetkezok voltak: 90 mp/ 24 h és 325 mp/24 h, 4 V/cm és
120°. Elektroforézis utan a gélt 45 percig etidium-bromiddal festjiik, 15 percig
differencialjuk desztillalt vizzel, majd 254 nm-en UV fény alatt 1athatova tessziik a savokat
[32, 33].

A rendelkezésre all6 id6 alatt csupan 4, random modon kivalasztott betegnél
sikeriilt értékelhetd eredményekhez jutni. Mind a 4 vizsgalt személy klinikailag
feltételezett szisztémds gombainfekcioban szenvedett, mert esetiikben a hemokultira
tenyeésztés mikrobioldgiailag nem igazolta a szisztémas fertdézést. (A 2 nd és 2 férfi
atlagéletkora 64 év volt.) Osszesen 24 mintdjukbol szarmazoé 31 izoldtumukat teszteltiik:

21 C. albicans, 9 C. glabrata és 1 C. parapsilosis. (1. tablazat)

Minta tipusa Izolalt torzs (db)
trachea C. albicans (5), C. glabrata (1)
inguinalis C. albicans (2)
hoénalj C. albicans (1)
torok C. albicans (4), C. glabrata (1)
orr C. albicans (1), C. parapsilosis (1)
gyomortartalom C. albicans (3)
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analis torlés C. albicans (1)

holyagbennék C. albicans (1), C. glabrata (2)

széklet C. albicans (3), C. glabrata (5)

1. tablazat: A PFGE-vel vizsgalt gombatorzsek szdrmazéasa

IV. Eredmények

1. Epidemioldgiai vizsgalatok eredményei

2012. juniusa és 2014. marciusa kozott 44 beteg esetében taldlkoztunk gomba-
pozitiv hemokultaraval. A betegek mintai a Szegedi Tudomdanyegyetem kiillonb6z6
klinikdibol érkeztek a hospitalizacié helyétdl fliggden. A legtobb izolatum a felndtt
intenziv osztalyokrol és Gyermekklinikarol érkezett mintdkbol szarmazott, azonban
tenyésztettiink gombat a Nefrologia, Kardiologia, Borklinika, Szivsebészet és az
Onkoterapias egységekbol kapott hemokultirakbol is. Az érintett betegek kozott 18 férfi
(41 %) és 26 n6 (59 %) volt. A legfiatalabb beteg 2 hetes volt, mig a legidésebb személy a
87. életévében jart a vizsgalatkor. A betegek atlagéletkora 53 év volt. A vérdram-fertézés a
betegek ¢életkor eloszlasat tekintve leginkabb a gyerekeknél és az idds személyeknél
kiugro, mig a kozépkoru rétegben az eléfordulési aranyok stagnalnak. A leginkabb érintett

korcsoport a 70 és 80 év kozotti 1dds személyek. Részletes adatokat a 2. abran

szemléltettiik.
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2. abra: A hemokultira gomba-pozitiv betegek életkor szerinti megoszlasa
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A gombas fertdzések kialakulasanak valoszinliségét ndvelik bizonyos
rizikofaktorok és a betegek részérdl hajlamositd tényezdk. A vizsgalt személyek kozott
leggyakrabban a hosszas korhdzi tartozkodas (intenziv osztalyok), elhizodd antibiotikum
terapia, immunrendszert érint alapbetegségek (pl. periférias T-sejtes lymphoma) voltak a
rizikofaktorok. A megfigyelt 44 személy esetében a hemokultura palackok pozitivitasi
ideje 3 és 129 ora kozott ingadozott, a medidn 30 oOranak bizonyult. Az egyes
palacktipusokat és a hozzajuk tartozo pozitivitasi idét, valamint a beldliik izolalt

gombafajokat az 2. tablazatban részleteztiik.

Hemokultura palack Pozitivitasi id6 (tél-ig)/ Kitenyészett fajok
tipusa atlag ido (h)
Hemokultura aerob 11-79 /36 C. albicans
C. tropicalis

C. parapsilosos
Saccharomyces cerevisiae
Fusarium oxysporum

Geotrichum capitatum

Hemokultura anaerob 11-24/18 C. albicans
C. tropicalis

C. glabrata

Hemokultura aerob 4-129/33 C. albicans
antibiotikumkotos C. tropicalis
C. glabrata

S. cerevisiae
G. capitatum
Pichia fabianii

Trichosporon asahii

Hemokultura anerob 4-127/46 C. albicans
antibiotikumkot6s C. glabrata
P. fabianii
Hemokultura Pediatric 8-44/21 C. albicans
C. tropicalis

C. parapsilosis
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Hemokultura gomba 3-79/31 C. albicans

C. tropicalis
C. glabrata

C. parapsilosis
S. cerevisiae
F. oxysporum

G. capitatum

2. tablazat: Hemokultura palacktipusok pozitivitasi adatai

A 44 vizsgalt beteg koziil 41 f6 esetében fordult el6 candidaemia. A leggyakoribb
izolalt korokozo a C. albicans (27 epizdd) volt, masodik leggyakoribb fajok a C. glabrata
és a C. tropicalis (5-5 eset), ezeket kovette a C. parapsilosis (4 eset). Hét beteg
hemokultaraibol egyéb gombafajok (F. oxysporum, S. cerevisiae, G. capitatum és P.
fabianii) tenyésztek ki. Két vagy tobb faj okozta véraram-infekcio 3 esetben igazolodott:
az els6 esetben C. albicans, és C. glabrata, a masodik esetben C. albicans, C. glabrata és
C. tropicalis, és a harmadik esetben C. albicans és C. parapsilosis volt izolalhat6, mint
koinfektiv korokozo.

Megvizsgaltuk gomba-pozitiv hemokultiraval rendelkezé beteg egyéb mintaibol
kitenyészett gombakat is. Eredményeinket a 2. abran szemléltetjiilk. Amint az lathato, a C.
albicans minden mintatipusbol izolalhato. A C. glabrata a székleten kiviil féként 1éguti és
invaziv mintakban fordult el, mig a C. parapsilosis a borflora tagjaként inkabb az ezzel

Osszefliggd centralis vénas kaniilokbdl tenyészett ki. (3. dbra)
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Széklet

Vizelet

Gastrointestinalis (kivéve
sz¢éklet)

Alsolégati

Fels6légati

Sebvaladék

CVC (centralis vénas kaniil,
véna, kaniil)

Nyalkahartyak

Egyeb (C. krusei, C.
inconspicua, C. lusitaniae, S.
cerevisiae, G. capitatum, A.
flavus)

m C, kefyr

C. parapsilosis

m C.glabrata

m C. tropicalis

H C. albicans

3. abra: A 44 vérdram-fertézott betegek egyéb mintaibol izolalt fajok eldéfordulasi

gyakorisaga




a 3. tablazatban foglaltuk ossze.

A hemokulttra izolatumok antimikotikumok iranti érzékenységvizsgalatdnak eredményeit

Fajnév Antimikotikum MIC értékek
C. albicans amphotericin B 0.004-32
caspofungin 0.064-32
fluconazol 0.064-256
itraconazol 0.032-32
myconazol 0.004-0.125
voriconazol 0.004-32
C. glabrata amphotericin B 0.016-1
caspofungin 0.5
fluconazol 0.25-256
itraconazol 0.016-32
myconazol 0.008-0.016
voriconazol 0.25-1
C. tropicalis amphotericin B 0.016-1
caspofungin 0.125-0.25
fluconazol 0.25-2
itraconazol 0.032-32
myconazol 0.064
voriconazol 0.016-0.125
C parapsilosis amphotericin B 0.016-4
caspofungin 0.5-2
fluconazol 0.125-16
itraconazol 0.032-0.25
myconazol 0.25-2
voriconazol 0.004-0.125

3. tablazat: Hemokultirabol izolalt sarjadzd gombdk antifungélis érzékenységi

adatai (MIC: minimalis gatlo koncentracio)

A négy leggyakrabban eléforduldé Candida faj mindegyike rezisztens volt,
valamilyen azol tipusu antimikotikumra, f6ként az itraconazolra. Itraconazol rezisztenciat
tapasztaltunk a legnagyobb aranyban. Fluconazol rezisztencia volt a masodik leggyakoribb
az izolatumok kozott, és a caspofungin rezisztencia a harmadik. A ,,gold standardnak”
tartott amphotericin B-vel szemben a C. albicans, és a C. parapsilosis produkalt
rezisztenciat. C. albicans esetében azol keresztrezisztenciat tapasztaltuk (itraconazol,
voriconazol, fluconazol), valamint ellenallo-képességet mutatott az amphotericin B-vel és
a caspofunginnal szemben. A legérzékenyebb fajnak a C. tropicalis mindsiilt, mely csak

itraconazol mellett mutatott rezisztenciat, nagyon csekély aranyban.
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A vizsgalt személyek koziil 5 betegrél alltak rendelkezésre részletesebb
informaciok a terapiat és a kimenetelt illetden is. Koziilik 4 személy részesiilt
antimikotikum kezelésben: 2 beteg caspofungint, 2 pedig fluconazolt kapott. A terapia 4

esetben nem jart sikerrel, mind a 4 beteg elhalalozott.

2. A molekularis bioldgiai vizsgalatok eredményei

A fenti molekularis modszerrel 6sszesen 4 személy 24 mintajabol izolalt Candida
torzsek kariotipizalasat végeztiik el. A 4. abra egy beteg kiilonbodz0 testtajairdl szarmazd 7
C. albicans torzset mutatja, az utolsd6 savban (8.) a kontrollként hasznalt C. albicans
torzzsel. A 7. savban futd6 DNS bandek kevésbé jol lathatok, azonban az elsd hat sdvban
lathatdé azonos mintdzatok alapjan megallapitottuk, hogy azonos elektroforetikus
kariotipust hatdroztunk meg a kiilonb6z6 izolatumokbol. Ezen beteg esetében nem
feltételeztlink a latottak alapjan az exogén uton torténd fertézddést, a kariotipus hasonlosag

alapjan ugyanazon torzs altali kolonizéciot allapitottunk meg.

1 2 3456 7 8
4. abra: Egy adott beteg kiilonb6z6é testtajairdl szarmazo C. albicans torzsek

elektroforetikus képe

Az 5. abran 2 kiilonboz6 beteg mintaibol izolalt C. albicans torzsek elektroforetikus
kariotipusa lathatd. Az els6 3 savban az egyik beteg, a 4-9. sdvban a masik beteg
izolatumainak ,,DNS- ujjlenyomatat™ lathatjuk. A gélkép mindsége ellenére ugy véltiik,
hogy egy elektroforetikus kariotipus volt megfigyelhetd paciensenként, azaz ugyanaz a
torzs kolonizacioja lépett fel mindkét esetben, és ennél fogva ebben a két esetben is
elvetettilk az esetleges kiils6 forrasbol szarmazo fert6zés lehetdségét. A f0 bandek

molekularis méretének ismerete nélkiil, vizualis alapokra helyezve értékeléslinket arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy a 3 beteg Osszesen 16 kiilonb6zd mintaibol izolalt C.

albicans torzsek 3 kiilonb6z6 elektroforetikus kariotipusat hataroztuk meg.

1 23 45678 9

5. abra: Két kiilonb6z6 beteg mintaibdl izolalt tdrzsek DNS profilja (1-3. savok az egyik

beteg, a 4-9. savokban a masik betegtdl szarmazo torzsek)

A 6. abran egy, az el6z6ektdl kiillonbozé beteg mintaibol szarmazo Candida fajok
elektroforetikus gélképe lathato. Az 1., a 4. és a 6. savokban C. albicans, miga 2., 3., 5., 7-
9. savokban C. glabrata szerepel. A 10. savban a kontrollként alkalmazott C. albicans
torzs lathatd. A gélkép eredményeibdl, valamint a protoplasztképzés munkafolyamatanak
monitorozasa soran azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a 4 6rdig tart6 protoplasztképzés
kedvezétlen a C. albicans szamara, s a tal sokaig tartd6 emésztésnek tudhatdo be a DNS
molekulak elvesztése, és a gélelektroforézis sikertelensége. A protoplasztok létrehozasa
soran folyamatosan kovettiik annak fazisait, és a C. glabrata specieseknél azt tapasztaltuk,
hogy a C. albicans-szal ellentétben nem elégséges az 1 6ra, hanem 3-4 ora sziikséges a
megfeleld protoplasztok képzéséhez, ennek megfeleléen eredményt csak a C. glabrata-t
tartalmazé izolatumoknal sikeriilt elérniink. A gélképen jol lathato, hogy a C. glabrata 3
kiilonboz6 kariotipusat (A, B C) sikertilt elkiiloniteni. Ebben az esetben a kiilsd eredetet
tartottuk valoszinlibbnek. A beteg adatainak monitorozasa sordn rendelkezésiinkre allt
olyan hattérinformacidé, mely szerint a mintdk vételének idején a vizsgalt beteget
katéterezték, €s ez megerdsitette a feltételezésiinket, hogy a B és C kariotipusba tartozo két

torzs exogén forrasbol szarmazott.
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6. abra: A 4. beteg PFGE-vel vizsgalt mintaibdl izolalt térzsek ektroforetikus képe

3. A morfolégiai identifikalasi moddszerek és a MALDI- TOF eredményeinek
osszefoglalasa

A vizsgalat idészakban 160 izolatum azonositasat végeztik el MALDI-TOF MS
rendszerrel a teljes extrakciés modszert alkalmazva, és az eredményeket Osszevetettiik az
elézetesen megallapitott, morfoldgiai és biokémiai modszerek alapjan kapott identifikalasi
eredményekkel.

A vizsgalt izolatumok koziil 124 torzsnél (78 %) 2,0 feletti log score értékeket
sikeriilt nyerni, mig 26 izolatumnal (16 %) kaptunk 2,0 alatti értékeket, és 10 esetben (6 %)
az identifikalas nem jart eredménnyel. Néhany faj esetében (C. inconspicua, G. capitatum)
konstans jelleggel nagyon alacsony score értékeket kaptunk, vagy egyaltalan nem sikertilt
az identifikalas. Ennek okai valdszintileg az alap adatbazis hianyossagaibol, vagy hibaibol
adodhatnak. C. inconspicua speciesnél altalanos megfigyelésiink volt, hogy a MALDI-
TOF MS minden esetben Pichia cactophila speciest adta meg eredményként. A MALDI-
TOF altal vizsgalt fajokat, s a hozzdjuk tartozd score tartomanyokat és atlag score
értekeket a 4. tablazatban Osszegeztiik, feltiintetve a MALDI-TOF altal megadott
fajnevekkel.

A hagyomanyos (morfoldgiai alapon torténd) identifikdlas 3 esetben bizonyult
hibasnak, amit a MALDI-TOF altal kétszer elvégzett identifikalassal erdsitettiink meg. Az
egyik esetben morfologiai alapon a vizsgalt species C. parapsilosis-ként lett meghatarozva,

azonban a MALDI-TOF C. lusitaniae-t allapitott meg. A masik két esetben pedig C.
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lusitaniae helyett C. parapsilosis, valamint C. metapsilosis lett volna a helyes faji
besorolds, szintétn a MALDI-TOF 4ltali megerdsités alapjan. Ha Osszevetjiik az
eredményeket, lathatjuk, hogy mig a morfologia alapon torténd diagnosztika 3 esetben volt
sikertelen, addig a MALDI-TOF 10 esetben teljesen eredménytelennek és 26 izolatumnal

pedig bizonytalannak mindsiilt.

Fajnév (vizsgalt Score- tartomany Atlag- score MALDI-TOF altal
izolatumok szama) megadott fajnév
C. albicans (55) 1.97-2.47 2.19 C. albicans
C. kefyr (11) 1.76-2.45 2.14 C. kefyr
C. parapsilosis (11) 1.81-2.26 2.14 C. parapsilosis (C.
lusitaniae)

C. tropicalis (25) 1.74-2.35 2.03 C. tropicalis

C. glabrata (26) 1.89-2.35 2.15 C. glabrata

C. inconspicua (14) 1.62-1.99 1.83 P. cactophila

C. lusitaniae (4) 1.95-2.21 2.05 C. lusitaniae
(C. parapsilosis, C.
metapsilosis)

S. cerevisiae (4) 1.64-1.99 1.79 S. cerevisiae

G. capitatum (10) 1.24-1.68 1.35 G. capitatum

4. tablazat: MALDI-TOF identifikalas eredményei, az egyes fajokhoz kapott score-
értekekkel

V. Megbeszélés

1. Epidemiolégiai adatok értékelése, osszehasonlitisa a nemzetkozi irodalmi
adatokkal

A Candida fajok okozta véraram-fertézések alakulasat vilagszerte tanulmanyozzak.
Az epidemioldgiai adatok gyiijtésére sziikség van a fajok eloszlasanak, valamint az
antimikotikumok irant mutatott valtozo érzékenységiik tanulmanyozasa szempontjabol,
hogy a szakemberek a legoptimalisabb terapiat alkalmazhassak, és tajékozodhassanak a
lokalis és globalis trendekrdl. A candidaemias esetek szama az elmult huasz évben

emelkedett, és ezzel egyiitt a fajok eloszldsaban is torténtek valtozasok. Mivel a gombak
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okozta véraram-infekciok morbiditdsa, mortalitasa jelentds, igy mindenképpen sziikséges a
helyi adatok gytijtése is.

Munkénk célja az volt, hogy értékeljiik a Szegedi Tudomanyegyetem kiilonb6z6
klinikain 2012 jiniusa és 2014 marciusa kozott eléforduld véraram-fertézott eseteket, és
frissitsiik a kordbban kozolt epidemioldgiai adatokat. A kozel két éves periddus alatt azt
tapasztaltuk, hogy a 44 véraram-fert6zott beteg hemokulturdiban leggyakoribb fajként (27
esetben) a C. albicans fordult el6. Masodik leggyakoribbként szerepelt a non-albicans
Candida fajok koziil a C. glabrata és a C. tropicalis, s harmadikként a C. parapsilosis-t
hataroztuk meg. A SZTE AOK Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézetben 1996-
2009 kozott folytatott megfigyelések alapjan szintén els6 helyen emlitik a C. albicans-t,
masodik helyen a C. glabrata-t és a C. parapsilosis-t, végiil harmadik helyen a C.
tropicalis-t [34]. Egy masik tanulmany, mely 2004 és 2010 k6zo6tt monitorozta a véraram-
fert6zott betegeket, szintén elsé helyen emliti a C. albicans-t, masodik helyen a C.
glabrata-t, harmadik helyen, a C. tropicalis-t, mint f6 patogént a gombas fertézések
kivéaltasaban, s ugyanezen tanulmdny kiemeli, hogy a leginkabb veszélyeztetett
betegcsoportok az egy évnél fiatalabb és a 60 évnél idésebb személyek [35]. Ez utdbbi
megallapitdst a mi eredményeink is igazoljak (2. édbra). A nemek megoszladsdban nincs
jelentds eltérés. Egy atfogo, globalis tanulmany ravilagit arra a kérdésre, hogy a Candida
fajok eloszlasa régionként, orszagonként olykor éles eltéréseket mutat. A tanulmany a 90-
es évektdl 2011-ig Gsszevetetette kiilonbozo orszadgok epidemioldgiai adatait, s felhivta a
figyelmet a non-albicans Candida fajok markéansabb eléfordulasara. Magas eléfordulasi
rataval emliti a C. glabrata-t az USA-ban, mig a leggyakoribb megfigyelt fajként a latin
amerikai és azsiai-csendes Oceani térség orszagaiban a C. tropicalis-t és C. parapsilosis-t
emliti, mig Eurdpat illetéen a C. glabrata-t és a C. parapsilosis-t emelte ki a tanulmany
[36]. A kiilonbozé adatok jol tikrozik, hogy a C. albicans utan egyre nagyobb
jelentdséggel fordulnak el6 a non-albicans Candida fajok koziil a C. glabrata, C. tropicalis
¢s a C. parapsilosis fajok. Valtozd, hogy éppen melyik kézlemény melyik fajt kozli a
masodik vagy harmadik helyen, azonban a jelentdsebb eldretorésiik a véraram-fertézések
kivaltasaban felhivja a figyelmet a megfeleld terdpia megvalasztisara. Az érintett betegek
altalaban intenziv terapids ellatast igényelnek: ennek tudhaté be, hogy gomba-pozitiv
hemokulturdk tobbsége a felndtt intenziv osztdlyokon hospitalizalt személyektdl
szarmazik.

Erdemes megfigyelni, hogy a gombat tartalmazé hemokulturak a pozitiv jelzésig

eltelt inkubacids ideje igen tag intervallumok k6zott mozog (2. tablazat). Ez nyilvan fligg
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az inokulacios csiraszamtol, azonban tovabbi vizsgélatok sziikségesek ahhoz, hogy a
palack tipusa befolydsolja-e ezt a jelenséget. Minden esetre eredményeink szerint a
legrévidebb inkubacios id6t igényelték az antibiotikumkotés, a gomba és a Pediatric
palackok. Ez utobbi tipusnal azért is lenne nagyon szerencsés a feltételezés megerdsitése,
mert ezekbe a palackokba kisebb mennyiségli vér vétele sziikséges a nevébdl adodo
betegcsoportra valo tekintettel.

A vizsgalt betegek esetében igazolhatd volt egyéb testtajak kolonizacidja is vagy
ugyanazon tOrzzsel, vagy egyéb torzsekkel, esetleg mas fajokkal is (6. abra). A
rizikdcsoportba tartozé betegeknél érdemes lenne egy sziirési protokollt kidolgozni, hiszen
ez egy késobbi, komolyabb infekcio egyik markere is lehet.

Az érzékenységi adatokat tekintve a SZTE AOK Klinikai Mikrobiologiai
Diagnosztikai Intézet altal 1996 és 2009 kozott vizsgalt torzsek koziil a C. albicans és a C.
glabrata rezisztenciajat tapasztaltak fluconazol és caspofungin esetében, illetve a C.
tropicalis az itrakonazollal szemben mutatott rezisztenciat. Az altalunk megvizsgalt C.
albicans izolatumok kozott voltak olyanok, melyek rezisztenciat mutattak nem csak
fluconazol ¢és caspofungin jelenlétében, hanem amphotericin B-vel, itraconazollal és
voriconazollal szemben is. Sikeriilt kimutatni olyan C. glabrata specieseket, melyek
fluconazol mellett rezisztensként viselkedtek a caspofungin, itraconazol és voriconazol
ellen. Altalanossagban megallapithaté, hogy 2009-ig rogzitett adatokhoz képest mintha
novekedne a Candida fajok rezisztencidja az antimikotikumokkal szemben, mely az azolok
mellett az amphotericin B esetében is figyelemre mélto. Ennek esetleges tendencidozus
mivoltanak megallapitdsahoz természetesen tovabbi monitoringra van sziikség. Az
érzékenységi és rezisztencia adatok meglehetdsen heterogének az egyes foldrajzi régiokat
illetden, igy egy standard értékrendszer kialakitasara nincs lehetdség. A fokozott
antibiotikum hasznalat és a fajok permanens valtozésa eredményezi az egyre agresszivabb

¢és nagyobb ellenallo-képességii fajok terjedését.

2. A molekularis biologiai vizsgalatok értékelése

A nosocomidlis candidaemias esetek szdma nédtt az elmult évtizedekben a
rendelkezésre 4ll6 0j antimikotikumok ellenére. A hosszas hospitalizacio egyik
rizikofaktora lehet a nosocomialis fertdzések kialakulasanak. A C. parapsilosis a borflora
tagja, mely alfonal- és biofilmképzése révén jol tapad a szintetikus feliiletekhez. Ennek
tudhat6 be, hogy az invaziv eszk6zok (katéterek, kaniilok) egyre elterjedtebb alkalmazasa

révén komolyabb infekciot is okoz. Vannak tanulmanyok, melyek szerint a C. parapsilosis,
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C. albicans, C. glabrata és Rhodotorula fajok, melyek az egészségiigyi dolgozok kezén a
leggyakrabban fellelhetdk, képesek transzmittalodni a dolgozok kezérdl a betegekre [37,
38]. Tovabba régota feltételezik azt is, hogy az ujsziilottek korében az invaziv
candidaecmias esetek szamanak novekedése mogott a horizontalis transzmisszio jelensége
all, azaz, hogy a csecsemdk a korhazi kornyezetbdl gyakrabban szereznek gombét, mint az
anyjuktol [39]. A PFGE egy alkalmas technika, hogy a szakemberek vizsgéljak a betegek
kiilonboz6 mintaibol kitenyészett gombak kozotti genetikai Osszefiiggést, s vizsgaljak a
fajok klonalis eredetét, a torzsek kozott esetlegesen fennallo jarvanytani kapcsolatot.

A PFGE-vel kapcsolatos tanulmanyok nem adnak egységes képet az alkalmazott
protokollt illetden. Az altalunk elvégzett kisérletekhez kezdetben a Fodor E., és
munkatarsai altal ko6zolt metédus alapjan dolgoztunk, azonban tobb eredménytelen
probalkozas utan a SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszékén alkalmazott modszer alapjan
végeztik el kisérleteinket [40]. Eredményeink kevésbé demonstrativ volta miatt arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy még tovabbi kisebb modositasokra, optimalizalasra van
sziikség, hogy reprezentativabb és megbizhatobb adatokat nyerhessiink a késdbbiekben.
Vizualis kiértékelésiink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalt 4 beteg
koziil 3 esetében, akiknél C. albicans fordult el6 ugyanazon, vagy mas helyrél szarmazo
izolatumaikban, az endogén-fertdzés lehetdsége meriilt fel. Ezt a feltételezésiinket
megerdsitették korabbi tanulmanyok, amelyek arrdl szamolnak be, hogy a C. albicans
leginkabb az endogén fert6zés folyamataban vesz részt, mely a predominans klonalis
reprodukcidoval magyarazhaté [41]. Ugy véltik, hogy a C. albicans 3 kiilonbdzd
kariotipusat detektaltuk a 3 betegnél, azonban feltevéseinket a DNS molekulak molekuléris
méretének meghatdrozasaval nem erdsitettiik meg. A 4. betegnél felmeriilt az exogén
fertézés lehetdsége, mert a 6 mintabol szarmaz6 C. glabrata 4 esetben azonos, mig 2
esetben eltér6 DNS profilt mutatott. Ismervén, hogy el6fordulhatnak mikroevolicios
révén, mi fenntartottuk a kiilsé forrasbdl szarmazo fertézés tézisét. [42] A feltevésiinket
erdsiti az a tény, hogy a vizsgalt beteg hosszas ITO-s tartdzkodéasa soran szivkatéterezésen
esett at, mely egyik hajlamosito tényezdje egy gombas fertézésnek.

Fontos hangsulyoznunk, hogy az eredmények teljes megbizhatosaganak hianyaban,
tovabbi célunknak tartjuk a PFGE koriilményeinek és az alkalmazott protokollok

korrigalasat, és opcionalasat a pontosabb eredmények elérése céljabol.
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3. MALDI-TOF és a morfolégiai metodikak dsszehasonlitasa

A MALDI-TOF MS megitélése a gombak pontos azonositasat illetden jelenleg is
vitatott, hatékonysagat jelentOsen befolyasolja az alkalmazott protokoll. Az altalunk
vizsgalt 160 izolatum esetén a MALDI TOF 77 %-ban bizonyult megbizhatonak teljes
extrakcios modszert alkalmazva, mig a morfologiai alapon torténd identifikalas 98 %-ban
bizonyult helyesnek. C. inconspicua speciesnél a MALDI-TOF minden esetben P.
cactophila speciest adta meg eredményként. Feltételezhet6en a hibas identifikalas oka a két
faj nagyon kozeli rokoni kapcsolataban keresendd [43]. A hagyomanyos mddszerekkel
torténd identifikéalas szakértelmet kivan, s olykor eléfordulhat, hogy hibds, igy belathato,
hogy sziikség van molekularis technikdkra. A MALDI-TOF 77 %-os teljesitménye
azonban még nem elégséges a morfologiai alapon torténd faj-meghatarozas levaltasdhoz. A
MALDI-TOF hatranya, hogy bar kevésbé iddigényes moddszer, de koltségeit tekintve
meghaladja a hagyoméanyos moddszerekét, ami szintén gatat szab szélesebb korl
elterjedésének. Tovabbi hatranya, hogy nem biztosit antimikrobidlis érzékenységi adatokat,
a tenyészet, amivel dolgozunk, nem lehet 48 6ranal idésebb, mert a riboszomalis fehérje
degradalodhat, s fonalas gombéknal tovabbi optimalizalasra van sziikség az eltérd fehérje-
Osszetétel miatt [44]. A MALDI-TOF jelenleg egy hatékony, de erésen fejlesztésre és
optimalizélasra szorul6 technika a mikoldgiai laboratdriumi diagnosztikaban.

A szepszis miatti haldlozas 25 %-16l 80 %-ra nétt az elmult évtizedekben, ezért
szlikséges a szepszis tlineteinek minél korabbi felismerése. Jelenleg folynak kisérletek,
hogy a MALDI-TOF miként tudna kozvetleniil egy hemokultira mintabdl kimutatni a
korokozot, s bar kisebb eredményeket sikeriilt felmutatni, de egy altalanosan elfogadhat6
¢s megbizhatd protokoll ezid4dig még nem sziiletett [45,46]. Egy tovabbi felhasznalas, az
alfaj elkiilonités teriiletén is folynak kisérletek, de a komolyabb eredmények elérése még
varat magara e felhasznalasi teriileten is [47]. A klinikum szempontjabdl ennek csekély
jelentdsége van.

Osszességében tehat megallapitottuk, hogy a teljes extrakciés modszer valdban
alkalmas mikologiai vizsgéalatokra, de a MALDI-TOF ennek ellenére nem helyettesitheti a
morfologiai alapon torténd diagnosztikat, hiszen ahhoz még tal sok hibalehetdséggel bir.
Bar a klinikai mikrobiologusok identifikdldsaban is el6fordulhatnak hibdk, azonban
egyelére alkalmasabb a rutin mikologiai diagnosztikara, s prioritast élvez a MALDI-TOF
késziilékkel szemben. A  tdmegspektrometria megjelenése a  mikrobioldgiai

diagnosztikdban biztatd, és a folyamatos fejlesztéseknek koszonhetden egyre inkdbb
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boviildnek latszik a felhasznalasi teriiletek kore, de jelenleg még az identifikalast nem lehet

csak peptid- tomeg alapon végezni.

VI. Osszefoglalas

A gombék okozta véraram-fert6zések szama vilagszerte novekvo tendenciat mutat,
és a szakirodalom egységes a tekintetben, hogy az els6 helyen emliti a Candida albicans-t,
mint a leggyakoribb opportunista patogén-sarjadzé gombat, mely fellelheté az érintett
betegek mintdiban. A gyors, pontos detekcid, az antimikotikum érzékenység vizsgalat, a
kolonizacié mértékének kovetése, epidemioldgiai adatok gyiijtése mind segitik a megfeleld
kezelési protokoll megvalasztasat és a racionalis megel6z6 intézkedések kidolgozasat.

Munkank sordn epidemiologiai adatokat gyiijtottiink a véraram-fert6zott betegek
monitorozasaval, hogy eredményeinket Osszevethessiik a nemzetkozi szakirodalomban
fellelhetokkel. Az izolatumok morfologiai modszerekkel torténd identifikalasi eredményeit
Osszehasonlitottuk a MALDI-TOF késziilékkel kapott eredményekkel. A felndtt intenziv
osztalyokon fekvd betegek esetében a kiilonbozd testtajakrdl szdrmazd izolatumokat
molekularis genetikai modszerrel (pulzaltatott mezeji gélelektroforézis /PFGE/) tipizaltuk.
Célunknak tekintettiik a rutin mikologiai diagnosztikank soran alkalmazott moddszerek
optimalizalasat, revididlasat.

Az altalunk kapott epidemiologiai adatok megerdsitették a C. albicans kiemelkedd
szerepét a vizsgalt betegcsoportban: a hemokultura izoldtumokban legnagyobb szamban ez
a faj fordult eld. Masodik leggyakoribb speciesként szerepelt a C. glabrata és a C.
tropicalis, a harmadik helyen pedig a C. parapsilosis all.

A MALDI-TOF késziilékkel végzett munkank soran a teljes extrakciés modszert
alkalmaztuk, mely hatékonynak bizonyult a fajszintli identifikélasban: csupan az esetek
6%-ban nem kaptunk eredményt. A MALDI-TOF kedvezd lehetdségeket rejt magaban,
azonban fejlesztéseket igényel, hiszen jelenleg még nem alkalmas arra, hogy felvaltsa a
rutin mikrobioldgiai diagnosztikdban a morfoldgiai, valamint a biokémiai vizsgalatok
alapjan torténd identifikalasi modszereket.

PFGE-vel 4 beteg mintaibol szarmazo kromoszomalis DNS alapjan a torzsek
tipizalasat tudtuk elvégezni. C. albicans esetén azt tapasztaltuk a megvizsgalt betegeknél a
kiilonbozd testtdjaikrol szarmazo izolatumok alapjan, hogy az exogén forrasbol szdrmazo
fert6zés lehetdsége kizarhatonak tekinthetd, a C. glabrata-t tartalmazo izolatumok

esetében azonban exogén fertdzeés meglétét feltételeztiik.

29



10.

11.

12.

13.

14.

Irodalomjegyzék

Az Orvosi mikrobiologiai Szakmai Kollégium: Az Egészségiigyi Minisztérium
szakmai protokollja a véraram-infekciok mikrobiologiai diagnosztikajara. 2008; 1-
10.

Cortés, J. A., Reyes P., Gomez C., Buitrago G., Leal, A., L.: Fungal bloodstream
infections in tertiary care hospitals in Colombia. Revista Iberoamericana de
Micologia, 2011; 28(2): 74-78

Jakucs, E. : A mikologia alapjai. ELTE E6tvos Kiado, Budapest, Magyarorszag,
1999; 197-209

Szalka, A., Simon, Gy. : Az orvosi mikologia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiadd, Budapest, Magyarorszag, 2000; 38.

Nasz, I.: Klinikai mikrobiolégia, Medicina, Budapest, Magyarorszag, 1998; 377.
Monoki, M.: Eszkozhasznalattal Osszefiiggd infekciok belgydgyaszati profila
intenzivterapias osztilyon — prospektiv epidemiolégiai vizsgalat, SZTE AOK,
2010; 2-11.

Szalka, A., Simon, Gy. : Az orvosi mikoldgia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiad6, Budapest, Magyarorszag, 2000; 39.

Alfoldy, Z., Nasz. 1.: Mikrobioldgia gyogyszerész és fogorvostan-hallgatok részére,
Medicina, Budapest, Magyarorszag, 1978; 274

Szalka, A ., Simon, Gy. : Az orvosi mikoldgia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiado, Budapest, Magyarorszag, 2000; 131-175.

Kwon-Chung, K. J., Bennett J. E.: Medical mycology. Lea & Febiger, Philadelphia,
London, 1992; 770-771.

de Hoog, G. S., Guarro, J., Gené. J., Figueras, M. J.: Atlas of clinical fungi. Second
edition, Utrecht, Netherlands, 2000 ; 125-236.

Nész, I.: Klinikai mikrobioldgia, Medicina, Budapest, Magyarorszag, 1998; 382-
385.

Szalka, A., Simon, Gy. : Az orvosi mikoldgia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiado, Budapest, Magyarorszag, 2000; 182.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Antifungal Agents,
Breakpoint Tables for interpretation of MICs, Version 6.1, valid from 2013-03 11

30



15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.
29.
30.
31.

32.

Szalka, A., Simon, Gy. : Az orvosi mikoldgia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiad6, Budapest, Magyarorszag, 2000; 45-72.

Nasz, I.: Klinikai mikrobiologia, Medicina, Budapest, Magyarorszag, 1998; 381.
Gergely, L.: Orvosi mikrobiologia, Alliter Kiado és Oktatasfejleszté Alapitvany,
Budapest, Magyarorszag, 2003; 497-503.

Walsh, T. J., Francesconi, A., Kasai, M., Chanock, S. J.: PCR and Single-Strand
Conformational Polymorphism for Recognition of Medically Important
Opportunistic Fungi. Journal of Clinical Microbiology, 1995; 33: 3216-3220.
Hankovszky, P.: Specidlis diagnosztikai protokoll - a Candida infekciok
diagnosztikéja, SZTE Sz-GyAKK, 2014; 1-12.

Szalka, A., Simon, Gy. : Az orvosi mikologia gyakorlati kérdései. Golden Book
Kiado, Budapest, Magyarorszag, 2000; 76-78.

Adam, E., Béladi, 1., Gergely, L., Kétyi, 1., Nasz, 1., Pusztai, R., Szabo, B.: Orvosi
mikrobiologia. Semmelweis Kiad6, Budapest, Magyarorszag 1998; 287-288.
Doczi, 1., Petd, Z., Fodor, E., Bereczki, L., Nagy, E., Hajdu, E.: Evaluation of
fungaemia infections in a Hungarian University hospital between 1996 and 2009,
Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2012; 59: 29-41.

http://www .klinikaikozpont.uszeged.hu/clinmicro/hu/betegellatas/rutinmikrobiologi
ai-diagnosztika.html
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/inserts/CDG/hu/56513 880050 HU.pdf
Etest technical guide No. 4: Antifungal susceptibility testing of yeasts. Solna,
Sweden, AB biodisk

National Committee for Clinical Laboratory Standards. Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of yeasts. Approved standard M27-A2.
Second edition. Wayne, PA, NCCLS. 2002

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Antifungal Agents,
Breakpoint Tables for interpretation of MICs, Version 6.1, valid from 2013-03 11
Bruker Daltonik GmbH, Microflex LT MALDI-TOF MS Instruction Manual, 2011
Bruker Daltonik GmbH, MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2, 2011
Platelia Aspergillus EIA 62794 (BIO-RAD) (2011)

McCluskey, K., Russel, B.W., Mills, D.: Electrophoretic karyotyping without the
need for generating protoplasts. Current Genetics, 1990; 18: 385-386.

Fodor, E., Dosa, E., Nagy, A., Nagy, E., Ferenczy, L.: Karyotyping of Candida
albicans and Candida glabrata isolates from recurrent vaginal infections by pulsed-

31


http://www.klinikaikozpont.uszeged.hu/clinmicro/hu/betegellatas/rutinmikrobiologiai-diagnosztika.html
http://www.klinikaikozpont.uszeged.hu/clinmicro/hu/betegellatas/rutinmikrobiologiai-diagnosztika.html
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/inserts/CDG/hu/56513_880050_HU.pdf

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

field gel electrophoresis. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2002;
49: 59-68.

McCluskey, K., Russel, B.W., Mills, D.: Electrophoretic karyotyping without the
need for generating protoplasts. Current Genetics, 1990; 18: 385-386.

Doczi, 1., Petd, Z., Fodor, E., Bereczki, L., Nagy, E., Hajda, E.: Evaluation of
fungaemai infections in a Hungarian University hospital between 1996 and 2009,
Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2012; 59: 29-41.

S. J. Taj-Aldeen, S., J., Kolecka, A., Boesten, R., Alolagi, A., Almaslamani, M.,
Chandra, P., Meis, J., F., Boekhout, T.: . Epidemiology of candidemia in Qatar,
the Middle East: performance of MALDI-TOF MS for the identification of Candida
species, species distribution, outcome, and susceptibility pattern. Infection, 2014;
42: 393-404.

Yapar, N.: Epidemiology and risk factors for invasive candidiasis. Therapeutics
and Clinical Risk Management, 2014; 10:95-105.

Vrioni, G., Matsiota-Bernard, P.: Molecular Typing of Candida Isolates from
Patients Hospitalized in an Intensive Care Unit. Journal of Infection, 2001; 42: 50-
56.

Hamal, P., Kappe, R., Rimek, D.: Rate of transmission and endogenous origin of
Candida albicans and Candida glabrata on adult intensive care units studied by
pulsed field gel electrophoresis. Journal of Hospital Infection, 2001; 49: 37-42.
Abdeljelil, J., B., Saghrouni, F., Khammari, I., Gheith, S., Fathallah, A., Said, M.,
B., Boukadida, J .: Investigation of a Cluster of Candida albicans Invasive
Candidiasis in a Neonatal Intensive Care Unit by Pulsed-Field Gel Electrophoresis.
Scientific World Journal 2012; Article ID 138989, 7 pages.

Fodor, E., Désa, E., Nagy, A., Nagy, E., Ferenczy, L.: Karyotyping of Candida
albicans and Candida glabrata isolates from recurrent vaginal infections by pulsed-
field gel electrophoresis. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 2002;
49: 59-68

Abdeljelil, J., B., Saghrouni, F., Khammari, 1., Gheith, S., Fathallah, A., Said, M.,
B., Boukadida, J .: Investigation of a Cluster of Candida albicans Invasive
Candidiasis in a Neonatal Intensive Care Unit by Pulsed-Field Gel Electrophoresis.
Scientific World Journal , 2012; Article 1D 138989, 7 pages.

32



42. Wieser, A., Schneider, L., Jung, J., Schubert, S.: MALDI-TOF MS in
microbiological diagnostics- identification of microorganisms and beyond (mini
review). Appl Microbiol Biotechnol, 2012; 93: 965-974.

43. Kurtzman, C.,P.: Recognition of Yeast Species from Gene Sequence Comparisons.
The Open Applied Informatics Journal, 2011; 5: 20-29.

44, Wieser, A., Schneider, L., Jung, J., Schubert, S.: MALDI-TOF MS in
microbiological diagnostics- identification of microorganisms and beyond (mini
review). Appl Microbiol Biotechnol, 2012; 93: 965-974.

45. Pulcrano, G., lula, D., V., Vollaro, A., Tucci, A., Cerullo, M., Esposito, M.,
Rossano, F., Catania, M., R.: Rapid and reliable MALDI-TOF mass spectrometry
identification of Candida non-albicans isolates from bloodstream infections.
Journal of Microbiological Methods, 2013; 94: 262-266.

46. Leli, C., Cenci, E., Cardaccia, A., Moretti, A., D’Alo, F., Pagliochini, R.,
Barcaccia, M., Farinelli, S., Vento, S., Bistoni, F., Mencacci, A.: Rapid
identification of bacterial and fungal pathogens from positive blood cultures by
MALDI-TOF MS. International Journal of Medical Microbiology, 2013; 303: 205-
200.

47. Wieser, A., Schneider, L., Jung, J., Schubert, S.: MALDI-TOF MS in
microbiological diagnostics- identification of microorganisms and beyond (mini
review). Appl Microbiol Biotechnol, 2012; 93: 965-974.

Koszonetnyilvanitas

Munkdm nem johetett volna 1étre témavezetdm, Csanyiné Dr. Doczi Ilona segitsége
nélkiil, aki tudasadval és szakmai tapasztalataival iranyitotta, segitette munkamat.
Szeretném megkdszonni Zsoldiné Dr. habil. Urban Editnek, a Klinikai Mikrobiologiai
Diagnosztikai Intézet vezetdjének a lehetdséget, hogy intézetében tudomanyos munkéat
végezhettem. Koszonettel tartozom Dr. Soki Jozsefnek a PFGE kivitelezésében nyujtott
segitségéért, ¢s Bereczki Laszlonak a MALDI-TOF méréseknél nyujtott segitségéért,
valamint az SZTE Sz-GyAKK Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet
Parazitologia-Szerologia-Mikoldgia Részleg dolgozoinak.

Koszonettel tartozom Dr. Pfeiffer Ilonanak, hogy belsé konzulensként értékes

segitséget nyujtott a PFGE kivitelezésében.

33



Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Venkei Annamaria a dolgozatban leirt munkafolyamatok koéziil a

- teljes extrakcios modszert
- MALDI-TOF MS méréseket

crer

- protoplasztok készitését
-  PFGE-t
- epidemiologiai adatok gytijtését

- torzsek atoltasat
végeztem el.

Venkei Annamaria

Szeged, 2014. janius 20.

34



