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1. Bevezetés

Napjainkban a hasmenéses kutya és macska paciensek az egyik legnagyobb betegcsoportot
alkotjék, €s ezen beliil a hasmenés, mint a leggyakoribb tiinet sokszor konkrét okhoz nem
kothetd adott rendeldi koriilmények kozott. Gyakoriak a feltételezett diagndzis alapjan
torténd, illetve tapasztalati terapidk, melyek sok esetben elegend6ek lehetnek, olykor
azonban a probléma nem enyhiil vagy visszatér. A kutyak fert6zo eredetii hasmenéseinek 6
okaként baktériumok, virusok, egysejti-, illetve egyéb parazitdk jelolhetok meg, melyek
tobbségét mind koroktanilag, mind korélettanilag is alaposan vizsgéltdk mar a kutatdk,
szemben a gombakkal, melyekrdl joval kevesebb szakirodalom all rendelkezésre. Fenn all
az esélye, hogy a sokszor csak mellékleletként szamon tartott gombas sejtalakok jelenléte —
akar onalloan, akar tarsfert6zésként, de — hozzdjarul az adott betegség korlefolydsanak

sulyosbitasdhoz.

A témahoz a kiinduldpontot az a 2013 februarjaban az Ebcsont Beforr Allatorvosi Rendelébe
érkezett, rendszeresen oltott, féreghajtott francia bulldog kan kutya adta, melynek —
kérel6zménye szerint — 2012 szeptemberében bélgyulladdsos panaszai voltak, barnds-bordo
hasmenés kiséretében. A fiatal kutya gytimolcsot, zoldséget, mindent elfogyasztott, a
coprophagia lehetésége is felmeriilt. Gyogykezelésként az 4llatnak enrofloxacin és
famotidin terépiat, probiotikumokat, valamint bélkimélé diétat (fructo-oligosacharidot
tartalmazo tapot) irtak eld. Ettol tiinetmentessé valt, de egy honapra ra visszatért a hasmenés.
A allatnal elvégeztiik a bélsar citologiai vizsgalatat. A bélsar kenetben, panoptikus festést
kovetden mikroszkopos vizsgalattal nagy mennyiségben mutatkoztak Cyniclomyces
guttulatus (tovabbiakban C. guttulatus) vegetativ sejtek és sporak (1. abra). Egyébként az
allatot normal Osszetételi bélflora jellemezte koros sejtalakok nélkiil, normal
emésztoképességgel. A gombak nagy szama miatt felmeriilt els6dleges szerepiik a hasmenés
kivaltasaban, emiatt a kutya nystatin kezelésben részesiilt, aminek hatdsara meggyogyult.
Hasmenéses betegek bélsaranak citologiai vizsgalata sordn, azdta is tobbszor szembesiiltiink
gombak jelenlétével. A C. guttulatus patogenitasanak pontos hatterét illeten a szakirodalom
szerint megoszlanak a vélemények, de Neel és munkatarsai (2013) szignifikans kapcsolatot
fedeztek fel a C. guttulatus mennyisége és a bélsarmintakbdl kimutathatdé bakterialis
dysbiosis kozott. Eredményeik alapjan mi is fontosnak lattuk, hogy hasmenéses kutyak ¢és

macskak bélsarmintaiban felmérjiik ennek a gombanak az eldfordulasi gyakorisagat.
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Felvetettiik, hogy a C. guttulatus mellett més — nystatinra szintén reagald — sarjadzo gombak
is jelen lehetnek a hasmenéses allatokban, melyek szintén hozzajarulnak a tlinetek
kialakitasahoz. Az altalunk vizsgalt mintdkban 2 olyan sarjadzé gomba fajt is talaltunk,
melyeket Osszefiiggésbe hoztak gastrointestinalis megbetegedésekkel, valamint egy olyan
¢lesztd fajt 1s kimutattunk, melyet — legjobb tuddsunk szerint — ez idaig nem irtak le
hasmenéses kutyadkban. Ezek alapjan is az volt a véleménylink, hogy a sarjadzd gombak

hasmenésben betoltott kdroktani szerepét €s eléfordulasukat jobban meg kell vizsgélni.

Emellett szandékunkban allt, hogy a C. guttulatus-t kitenyéssziik és szintenyészeteibol
molekuléris vizsgalatokat végezziink annak kivizsgélasara, hogy a kutydkban megtalalt C.
guttulatus genetikailag azonos-e a nyulakbdl izolalt torzsekkel. Habar ez klinikai
szempontbol nem esszencialis, mégis fontosnak tartottuk a kutya ¢s a macska, valamint a

nyul vagy egyéb vektorok kozotti fertdzés-atvitel jarvanytani szempontjai miatt.

1. abra A francia bulldogban talalt, sporas C. guttulatus sejtalakok.

(bélsar kenet, panoptikus festés, 1000x nagyitas)



2. Irodalmi attekintés

2.1. A C. guttulatus jellemzése

A C. guttulatus-t Remak (1845) figyelte meg elsoként, aki nagy, hengeres, vegetativ
gombasejteket irt le nyul és egyes mas novényevok bél- és gyomortartalméaban, de nem
talalta meg ragadozdkban, madarakban ¢€s hiillokben sem (Edward és mtsai, 1970). Robin
(1853) megerdsitette a gomba jelenlétét nyulakban €s elnevezte Cryptococcus guttulatus-
nak, a vegetativ sejtekben talalhato jellegzetes vakudlumok alapjan. Winter (1884) késdbb
atnevezte Saccharomyces guttulatus-ra, majd Schionning (1903) éathelyezte a fajt a
Saccharomycopsis nemzetségbe, mint Saccharomycopsis guttualata. Kézben Cochet (1940)
ilyen gombasejteket figyelt meg kisebb mennyiségben, patkanyban és tengerimalacban is.
Tengerimalac tirtilékében a C. guttulatus aszkosporait (az Ascomycota gombatorzs tagjainak
ivaros szaporodassal képz6dd haploid szaporitoképleteit) nagy mennyiségben talalta meg.
Végiil van der Walt és Scott (1971) atnevezték a fajt C. guttulatus-ra és elhelyezték a

Saccharomycetaceae alcsalddban, mint a Cyniclomyces nemzetség egyetlen tagjat.

Tobb mint 100 éven keresztiil ezt az élesztét csak in situ tudtdk megfigyelni kényes
szaporodasi igényei miatt. Az izolalas nehézségei végett az azonositasban kiemelt szereppel
birt és bir a mai napig is a gomba jellegzetes morfoldgidja. Szemiivegtok alaku vegetativ
sejtjei hosszant-ovalisak, hengeresek, egytdl-hdrom vildgosabb vakudlaval. A sejtek 5-7 pm
x 20 um nagysaguak és tisztan kiveheto sejtfaluk van (Andreasen és mtsai, 2001). Ivartalan
szaporodasa soran a sejtek a sejtpolusoknal vagy a széles sejtvallak mentén sarjadzassal
osztoddnak kiilonb6z0 irdnyba, ezutan maganyosan, parban vagy lancokban allnak,
pszeudomicéliumot képezve. Buscalioni (1898), valamint Buscalioni és Cassagrandi (1898)
voltak az elsok akik sporulacidt értek el a felhasznalt nydl bélsarminta felvaltva végzett
nedvesitésével és szaritasaval. A gomba ivaros szaporoddsakor rizsszemszerli aszkosporak
képzddnek, melyekbdl altalaban kettd vagy tobb fekszik egymashoz egy zsakszerii
képletben, az aszkuszban (a tomlésgombdk micéliuménak végén kialakuld tomldszerii
szaporito szervben), amirdl az Ascomycota torzs a nevét is kapta (Shifrine és Phaff, 1958).
Az aszkuszok nem konjugaltak és altalaban perzisztalnak. Az aszkospodrak 3.6-4.8 x 7-10
um méretliek. Szemben a tobbi Saccharomycessel, a C. guttulatus aszkospérai lazan

helyezddnek az aszkuszban (Boundy-Mills és Miller, 2011).
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A gomba sikeres izolalasdhoz specidlis laboratoriumi koriilményeket kell biztositani, tobbek
kozott aminosavakat, B-vitaminokat és megemelt szintli széndioxidgaz koncentraciot
(Mendonca-Hagler és Phaff. 1975). Eletképes kulturakat fenntartani igen bonyolult, mivel a
természetes gazda fajok valdszintileg specidlis novekedési faktorokkal 1atjak el ezt a gombat,
amiket in vitro nehéz reprodukalni (Parle, 1956). Ennek kapcsan Parle (1956) sikerrel

hasznalt nyul gyomortartalom szuszpenziot a C. guttulatus izolalasahoz.

Shifrine ¢€s Phaff (1959), valamint Buecher és Phaff (1972) erds szaporodast értek el
Cyniclomyces taptalajon. A tenyészeteket 10-15%-o0s COz-szint mellett és 37°C-on
kultivaltak, mivel ez egy pszichrofob élesztd, mely csak 30 €s 40°C kozott képes szaporodni.
A sejtek szoba- vagy magasabb homérsékleten is altalaban rovid életliek. Az el6z6 kondicidk
mellett 24 dra utdn a telepek simdk és kissé fényesek (Boundy-Mills és Miller, 2011), a
sejtek citoplazmadja pedig tobbnyire atlatszd és nagyon kevés vakudlumot vagy granulumot
tartalmaz. Két nap utdn a citoplazma némileg granuldltabb lesz és altaldban kettd
vakudlumot tartalmaz. Harom nap utdn a citoplazma granulaltta valik, majd egy hét vagy
tobb nap utdn a sejtek szétesnek. Ezutdn mar csak ,szellemek”, granulumok és
sejtfaltoredékek figyelhetéek meg (Shifrine, és Phaff, 1958). Ezért a sejtek rovid életideje

miatt a tenyészetet 3 naponta at kell oltani (Zierdt és mtsai, 1988).

A kimutatas megkonnyitése érdekében a morfologiai jegyek kiemelését festési eljarasokkal
lehet fokozni. Gram festéssel a C. guttulatus sejtek egységesen lilak, a belso szerkezet nem
latszik. Kinyoun (moédositott Ziehl-Neelsen) festéssel vilagoskék citoplazma és a gyengén
savallo sejtmagok lathatoak. Giemsa festéssel erdsen lila sejteket lehet kapni néhany nem
festodo, széles, keresztiranyt savval. PAS (Periodic acid schiff festés) pozitiv, a sejtek
egységesen mély biborvords szinliek. Metilzold-pironin festéssel rozsaszin a citoplazma €s
sotétzold a sejtmag. A vakudlumok az el6zd festési eljardsokkal nem festddnek, ezzel
szemben a hematoxilin-eozin festés részletesen megfesti a sejtben a vakudlumokat és a
sejtmagokat is. Interferencia kontraszt mikroszkoppal az aszkosporak vildgos aranyszintiek,
mig a sporangium fala (a sporat hatarold sejtplazma) és a vegetativ sejtek szintelenek,

kozombosek (Zierdt és mtsai, 1988).



Roll és Mehnert (1957) szerint a gomba nincs jelen a szopds nyulakban, csak olyanokban,
melyeket szénaval etettek. Ezért feltételezhetd, hogy e gombat az éllatok a kdrnyezetbdl
veszik fel (Shifrine és Phaff, 1958). A fent emlitett fajokban ez az élesztd egy laza barriert
képez a bél lumene és nyalkahartyaja k6zott, a gyomor fundusi teriiletén és a pylorus tajékan.
A C. guttulatus az allatok egészségének fenntartdsdban nem jatszik szerepet, hatasara nincs
nyilvanvaldé valasz a gazdaszervezet felol (Zierdt és mtsai, 1988). Osztodd alakok a
gyomortartalomban gyakran megfigyelhetdk, szemben a vékony- és vastagbéllel, ahol
nincsenek jelen. Végiil tovabbhalad a bélben, majd nagy szamban valasztddik ki a bélsarral.
Az aszkospora képzodés a bélpasszazs soran a vastagbélben torténik. Shifrine és Phaff ugy
talaltak, hogy lagybélsar-evés kell a gomba €letciklusanak fenntartasahoz (Shifrine és Phaff,
1958), de Zierdt és munkatarsai szerint ez nem esszencialis, mert a nyalkahdrtyan vastag
rétegben szaporodo élesztd valdsziniileg onfenntartd a lagybélsar-evés nélkil is (Zierdt és
mtsai, 1988). Osszességében az emldsok, azzal, hogy kiilonféle taplalékokat fogyasztanak
el, melyek élesztoket is tartalmazhatnak, hozzajarulhatnak e sarjadzo gombdk, igy a C.

guttulatus terjesztéséhez is (Gouliamova és mtsai 2011).

2.2. A kutyak és macskak béltraktusaban é16 gombak

2.2.1. Tenvyésztéses kutatasok

Tenyésztéses kisérletek eredményei alapjan a béllumenben magasabb a gombak
prevalencidja (27%), mint a bélsarban (5%) (Foster ¢és mtsai, 2013). Tenyésztéses
tanulmanyokban leirtdk, hogy élesztok ¢és penészek az egészséges beagle kutyak
megkozelitdleg 25%-anak bélrendszerében voltak jelen (Davis és mtsai, 1977; Mentula és
mtsai, 2005). Ugyanakkor a hagyomdnyos gombatenyésztés tobb napot vehet igénybe
(Suchodolski és mtsai, 2008) és eredményei sokszor nem reprezentaljak az allatok
béltraktusaban €16 gombakozosségek relativ megoszlasat, mivel a lassabban szaporodd,

igényesebb fajok elveszhetnek az identifikdlasnal (Kurtzman és mtsai, 2011).



2.2.2. Molekularis vizsgalatok

A riboszomalis cisztron région beliil az ITS (internal transcribed spacer) szakaszt vizsgalva,
egy tanulmanyban a gomba DNS el6fordulasi aranyat értékelték ki 64 egészséges és 71
krénikusan bélbeteg kutya vékonybélbdl szirmazo mintaibdl, altalanos gomba primerekkel.
Eredményképpen az egészséges kutydk 60,9%-abdl, mig a betegek 76,1%-abdl mutattak ki
gomba DNS-t, és bar a klinikailag fontosabbnak vélt fajok a beteg kutydk korében
gyakrabban megfigyelhetéek voltak, az eltérés a két csoport k6zott nem volt szignifikéns.
Az ITS-PCR modszerrel is lehet, hogy egyes fajok rejtve maradnak a detektalas soran,
valamint a nagy amplifikdcios ciklusszam miatt relative csak a nagymértékben jelen 1évo
gombdk DNS-e fog felszaporodni, mig a kis mennyiségben eldforduld gombék elveszhetnek

az identifikéalasnal (Suchodolski és mtsai, 2008).

Ezért Handl és munkatarsai (2011) — a kutydk béltraktusdban 1évé gombak eléfordulési
aranyat és filogenetikai viszonyukat vizsgalé — kutatdsaikhoz mar fTEFAP (fungal tag-
encoded FLX-Titanium amplicon) 16S rRNS gén piroszekvenalast alkalmaztak, altalanos
gomba primerekkel, hogy a kis mennyiségben jelen 1évé gombdékat is azonositani tudjak.
Ezutan az eredményeket dsszehasonlitottdk a gomba szekvencia adatbazisokkal. Osszesen
12 egészséges kutya és 12 egészséges macska Osszevont bélsarmintdjanak fekalis
mikobiomjat (gomba eredetli mikrobdit, mikrobiotait) elemezték ki. A kapott szekvencidk
99%-at az Ascomycota torzs tagjai adtdk, melyen beliill a Saccharomycetes volt a
leggyakoribb osztaly és kutyakndl a Nacaseomyces, mig macskaknal a Saccharomyces,

Aspergillus és Penicillium nemzetségek dominaltak.

Ugyanezzel a mddszerrel, Foster és munkatarsai (2013) hasonl6 eredményeket tapasztaltak.
Osszesen 12 egészséges és 7 akut hasmenéses kutya mikobiomjat értékelték ki. Utdbbi
csoport tiineti kezelése eredménytelen volt és a bélsarvizsgalatok (flotacids dusitas,
bakterioldgiai-, parazitologiai-vizsgalatok) alapjan egyik kutydbdl sem tudtak kimutatni
specifikus enteropatogéneket. Eredményeik szerint az Ascomycota torzs tagjai voltak a
leggyakoribbak, ezen beliil a Saccharomycetes osztalyok tagjai fordultak elé a legnagyobb
szamban. A leggyakoribb nemzetség ebben az esetben a Candida volt mindkét csoportnal,

ezen beliil a Candida natalensis volt a legtobbszor azonositott faj.



Az egészséges és a hasmenéses kutydk bélsarmintai valtozatos mikrobialis tarsuldsokat és
gomba nemzetségeket tartalmaznak, de a két csoportban 1évd gombakozosségek relativ
megoszladsdban nem talaltak szignifikans kiilonbséget. Csak feltételezhetd, hogy ezek a
szervezetek a béltraktus lakoi, felmeriil ugyanis, hogy mindossze elhalt gombaszervezetek
DNS maradvéanyai, esetleg a kornyezetbdl vagy a taplalékkal felvett és a bélen athalado
gombdk DNS-anyaga. Ezeket az informacidkat csak az allatok koplaltatdsa utdn elvégzett

tenyésztéses vizsgalatok utan lehetne pontositani (Suchodolski és mtsai, 2008).

2.3. C. guttulatus-szal kapcsolatos esetek

2.3.1. Nyul

Peeters ¢és munkatdrsai (1984) hasmenéses nyulak korokozdit vizsgaltdk, melynek soran
korokként tobb esetben is csak a C. guttulatus nyilvanvalo proliferacidja volt kimutathato.
Tanulméanyuk szerint ugyan a nyultelepek mintegy 100%-aban jelen van ez az élesztd €s a
nyulallomény kozel egyharmadaban (32.3%) el6fordul, de a magas hordozasi arany ellenére
sem talaltak a gombadra specifikus patoldgias karosodast. Utaltak a jelenlétére hasmenéses
nyulak esetében svajci (Richle és Scholer, 1961) és amerikai tanulmanyokban is (Hersey-
Benner, 2008). A gyakori eléfordulds ellenére patologids szerepe nem igazolddott:
Burgessier (1961), valamint Richle és Scholer (1961) sem tapasztalt semmilyen klinikai
tiinetet nyulak nagyszamu C. guttulatus blasztospdraval (a sarjadzé gombak ivartalan,

diploid szaporito képletével) vald kisérleti fertézésekor.

2.3.2. Kutya és macska

A holland Allatorvosi Mikrobiolégiai Diagnosztikai Centrum (VMDC) visszamendleges,
cinkszulfat-flotacios eredményei szerint, a visszatérd, kronikus hasmenéses kutyak 15%-
aban nagy szdmban volt jelen a C. guttulatus, ami a korabbi felvetésekkel ellentétben
bizonyitja, hogy a kolonizacié kutydban is megtorténhet. Mas enteralis koérokozot a
mintdkban nem taldltak, igy nem volt mas — egyéb kdérokozd jelenlétével Gsszefiiggd —
magyarazat az allatok hasmenését illetden. A szerzok, a tanulmanyban arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a C. guttulatus patogén szereppel birhat kutyaban (Houwers ¢s Blankenstein,
2001). Mindekozben ismét holland kutatok, Mandigers és Houwers (2007) 44 kronikus
hasmenés kutyaban talalt nagyszamu C. guttulatus gombasejtet. Az Osszes kutyat, egyéb

kezelés vagy étrendi valtoztatas nélkiil nystatin gombaellenes oralis szuszpenzioval kezelték
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3x 100.000 NE/nap/kutya doézisban, 5 napon at, melynek hatasara 25 allat hasmenése
tartésan megsziint. Houwers (2009) folytatta kutatdsait, majd sikeriilt egy C. guttulatus
fertdzott macska esetet is leirnia. A bélsarvizsgalat soran itt is nagy mennyiségben volt jelen
a gomba. Napi egyszeri adag, 50.000 NE dézisu nystatin-t adott az allatnak 4 napig, amitol
az meggydgyult és a gomba mar nem volt kimutathat6 a bélsarbol. Az eset leirdsat kovetden
a holland VMDC munkatarsai is talaltak hasmenéses macska eseteket ilyen élesztd
tulszaporodassal, ezért ezeket az allatokat is nystatin-nal kezelték (Peters és Houwers, 2009).
Késobb Mandigers ¢€s munkatarsai (2014), 57 hasmenéses kutyaban irtak le erds C.
guttulatus proliferacidt, melyekbdl mas korokozd nem volt kimutathaté. Napi 150.000
NE/kutya/nap ddzisu, 5 napos nystatin kezelés hatasara 21 kutyaban (37%) javulas tortént.

Ez az ardny hasonlit a 2007-ben végzett kisérletek eredményeihez.

Gjerde ¢s munkatarsai (2009) egy C. guttulatus-szerii gombat talaltak, mint lehetséges
korokot egy szibériai husky perzisztens hasmenéses, olykor hdnyasos tiineteinek hatterében,
melyek diéta hatdsara dtmenetileg javultak, majd ismét jelentkeztek. Az addigi sikertelen
metronidazol kezelésrdl atvaltottak nystatin-ra, melybdl 2x 500.000 NE/nap, 4 héten at
eredményes volt. A tlinetek €s a gombaiirités azonban két honap mulva visszatért, mely
feltehetSleg egy ujabb fertézédés eredménye volt. Ujabb nystatin kezelés utan a tiinetek
gyorsan elmultak ¢és a hasmenés mar nem tért vissza. A C. guttulatus-ra hasonlitd
(FJ755179) megszekvenaltdk, majd Osszevetették egy — mar génbankban elhelyezett —
nyulbdl szarmazé C. guttulatus szekvenciaval (U76196). A legnagyobb egyezést, 97.9%-kal
a C. guttulatus-szal mutatta, viszont a 2.1 %-os eltérés mar felvetette, hogy a kutya nem C.

guttulatus-szal fert6z6dott.

Kurtzman ¢és Robnett (1998) ascomycotdkkal kapcsolatos kutatdsai alapjan, ezen a
genomszakaszon a legtobb azonos faju szekvencia egyaltalan nem vagy csak 1-2 nukleotid
pozicidban kiilonbozik az Gsszes, megkozelitdleg 600 nukleotidbol, igy 1%-nal nagyobb
eltérés ezen a genomszakaszon azt veti fel, hogy az adott szekvencia mar egy masik fajhoz
tartozik. Gjerde és munkatarsai (2009) tehat esettanulmanyukban egy morfologiailag
azonos, de genetikailag eltérd6 gombat taldltak, mely visszatérd gyomor-bélgyulladést

okozott kutyakban.
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Szintén 2009-ben, japan kutatok irtak le morfologiailag C. guttulatus-szerli gombat egy
készénkatrany-szerli hasmenéses nytlban és egy kronikus, haemorrhagias hasmenéses
labrador retriever szukaban, mely utobbinak Trichuris vulpis fertdzottsége is volt, de
tobbszori anthelmintikum kezelés utan ismételten hasmenése volt. A gomba patogenitasanak

modjat Saito és munkatarsai sem tudték tisztdzni (Saito és mtsai, 2009).

Egy braziliai kutatas soran 3 beteg kutyat vizsgaltak meg. Bélsarmintdik mikroszkopos
megfigyelése alapjan mindharomban jelen volt a C. guutulatus. Az egyik kutyabodl
molekuléris vizsgalatokat végeztek el, majd szekvencia analizissel (BLAST) értékelték ki az
eredményeket, mely kimutatta, hogy a taldlt élesztdgomba 98-99% egyezést mutat a
génbankban talalhaté C. guttulatus szekvencidkkal (Flausino és mtsai, 2012). Ugyanakkor
az U76196 tipustorzs és az ugyanazon fajhoz tartoz6 ujonnan kapott, és mar meglévd
izolatumok szekvencidja kozott a nukleotid polimorfizmus megfigyelt szintje a vizsgalt
D1/D2 domén région beliil Iényegesen magasabb volt, mint a tobbi Ascomycota faj esetében,
melyek szekvencidi altaldban csak kevesebb, mint 3 nukleotidban tértek el (Kurtzman és

Robnett, 1998).

Ismét brazil kutatok két olyan kutyanak a gyomortartalmabol és bélsarmintajabol is
kimutattdk a gombat, melyek koértorténetében hanyas, hasmends, a gyomor mucosa
megvastagodasa és az epehdlyag hypertrophiaja szerepelt. Esetiikben kezelésként fluconazol

terapia hatasosnak bizonyult (Torres Furtado és mtsai, 2013).

Ezen kivill Neel és munkatarsai (2006) egy labrador retriever bélsardban és epéjében is
megtaldltdk a gombat, de ezt csupan mellékleletként értékelték. Késobb mas kutatok
masodlagos gastrointestinalis fert6z6 agensként azonositottdk a C. guttulatus-t,
fehérjevesztéses enteropahidban szenvedd rottweilerekben (Dijkstra, 2010), valamint egy
granulomatosus colitisben szenvedd, haematochesias francia bulldogban is megtalaltdk a

gombat ¢€s egyben koroki szerepet is tulajdonitottak neki (Manchester és mtsai, 2013).
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3. Anyag és modszertan

3.1. Mintagyjtés

A mintagyQjtést 2015 6szén, oktobertdl-novemberig végeztiik hasmenéses kutydk és
macskak bélsarmintaibol, melyek a Vet-Med-Labor Kft. Allatorvosi Diagnosztikai
Laboratoriumtél (tovabbiakban Laboratorium), és a Cura-Vet Allatorvosi Rendel5tdl
szarmaztak. A Laboratoriumhoz az egész orszagbdl érkeztek be vizsgalati felkérések, igy az
innen gyu;tott 73 minta képviselte kutatasunk orszagos szintli adatbazisat, mig a Cura-Vet
Allatorvosi Rendel6tél gyiijtott 15 minta a févarosi adatbazisunkat. Kortorténeti
informaciokat csak ez utobbi mintakbdl gylijtottem. A mintagytijtési idoszak alatt minden
beérkez6 hasmenéses kutya és macska eredetli bélsarmintat feldolgoztuk, valogatas nélkiil.
Osszesen 88 mintat gytijtottiink, ebbdl 79 minta kutyatdl, 9 minta macskatol szarmazott (1.

tablazat).

Feldolgozott bélsarmintak Kutya (db) Macska (db) Sum.
Orszagos (Vet-Med-Labor Kft.) 65 8 73
Févarosi (Cura-Vet Ao.-i Rendel) 14 1 15
Osszesen: 79 9 88

1. tablazat

3.2. Mintafeldolgozas

Minden mintabdl bélsar kenetet készitettiink a késobbi mikroszkdpos vizsgalat
elosegitéséhez. A bélsarmintakat friss vagy tobb napos hiitott allapotban dolgoztuk fel.
Ennek soran a mintdkat 26 x 76 mm-es (zsirtalanitott) targylemezre (Biosigma) kentiik ki
egyenletesen vékony rétegben, steril, mintavevd vattapalcakkal (Biloab Zrt.), majd hagytuk

megszaradni.
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Az eredményesebb morfologiai identifikacié érdekében a nativ bélsar keneteket az Ebcsont
Beforr Allatorvosi Rendeldben metanollal (REAG-FIX PANOPTIC eléfestd és fixald
oldattal, Reagens Kft.), a Laboratériumban pedig tiszta etanollal (REANAL Zrt.) fixaltuk,
majd gyorsfestési eljarasokkal festettiik meg. A Cura-Vet Allatorvosi Rendel6bdl gyijtott
mintakat az Ebcsont Beforr Allatorvosi Rendelébe szallitva dolgoztuk fel és panoptikus
festéssel, REAG-RED PANOPTIC Eozinofil, ¢s REAG-BLUE PANOPTIC Basofil oldattal
(Reagens Kft. Budapest) festettiilk meg. A Laboratériumtdl gyiijtott mintakbdl a helyszinen
készitettiik el a bélsar keneteket, ezeket lactophenol-blue oldattal (Sigma-Aldrich) vagy az
elobb emlitett panoptikus festékoldatokkal festettiik meg. Ezek a festések alkalmasak egyes
sarjadzd-gombak morfoldgiai alapon torténd azonositasahoz (Kass, 1988; Lindegren, 1945).
Az igy elkészitett festett keneteket végiil hagytuk megszéaradni, kivéve a lactophenolos festés

esetében, ahol a kenetet feddlemezzel (Biosigma) lattuk el.

3.3. A mintak kiértékelése

3.3.1. Morfologiai karakterizalas

A Dbélsarmintakban 1év0 sarjadzd gombdak felkutatdsahoz a megfestett keneteket
fénymikroszkoppal (Biological Microscope Model N-180M) vizsgaltuk meg. A sarjadzé
gombak kozil a C. guttulatus azonositasat a bélsar citologiai vizsgalata soran, morfologiai
alapon végeztiik el. Ebben, kezdetben segitségemre volt Dr. Halmay Ddra, az Ebcsont Beforr
Allatorvosi Rendelbél és Dr. Kelemen Barbara Szilvia, a Cura-Vet Allatorvosi Rendel6bél
¢s a Laboratérium munkatarsai. Késobb a C. guttulatus jellegzetes morfoldgiaja lehetové
tette szdmomra, hogy ezt a fajt 6nalld6 munka sordn is azonositsam. Nagymeéretd,
szemiivegtok alakd, vegetativ gombasejtek utan kutattam, melyekben két nem fest6do
vakudlum foglalt helyet a sejt két végén. A sejtek mérete 4.5-6 x 14-21 pm volt. Amennyiben
a minta C. guttulatus-t vagy mas sarjadzé gombat tartalmazott és lehetdségiink adddott ra,

fotodokumentéciot is készitettiink, melyhez én a Laboratdérium mikroszkop-kamerajat

(TUCSEN) hasznaltam.
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3.3.2. Tenyésztéses vizsgalatok

A 88 mintabol 35 darabot vélasztottunk ki, melyek sarjadzé gombékat vagy spordkat
tartalmaztak nagy szdmban, 6sszesen 34 kutya, és 1 macska mintat. Ezekbdl dltaldnos gomba
tenyésztést végeztiink a Laboratériumban. Egyszer hasznalatos, steril oltokaccsal (Biolab
Zrt.) éleszté-autolizatumot, gliikozt és clorampphenicolt tartalmazé (EGC) taptalajra
oltottuk ki a mintakat. Ezeket a taptalajokat szobahdmérsékleten inkubaltuk, 1égkori levegén

(Aguilar-Uscanga ¢€s Francois, 2003).

A morfologiai karakterizalas alapjan C. guttulatus-ként azonositott élesztdt tartalmazo
mintdkbol, az eldbbi tenyésztésen kiviil, specidlis kondiciok kozotti — kifejezetten a C.
guttulatus igényeire szabott — tenyésztést is végeztiink. Ehhez Cyniclomyces taptalajt és
¢lesztos Sabouraud-dextrdz agar taptalajt is hasznaltunk, majd a beoltds utan a taptalajokat
BD GasPak™ EZ hermetikusan zarhat6 tiroldban helyeztiik el. Ezutan egy 13% széndioxid-
koncentracidt biztosito BD GasPak™ EZ Anaerobe Container System gazfejlesztd tasakot
tettink a taroloba ¢és lezartuk azt, majd az egészet 37°C-on inkubaltuk széndioxid-
termosztatban (ASSAB CO2-INCUBATOR). Mivel Zierdt és munkatarsai (1988) szerint a
3-as vagy ez alatti pH-értékre bedllitott taptalaj optimalisabb a szaporodashoz, ezért az
¢lesztds-Sabouraud-dextrdz agar taptalajokhoz 2 csepp 20%-os so6savoldatot adagoltunk. A
Cyniclomyces taptalajt a kovetkezo recept alapjan (Kurtzman, és mtsai, 201 1) készitettiik el

BSL-2 sterilbox alatt (Captair), rendelt alapanyagokbol:

Eldszor feloldottunk 10 g élesztd kivonatot (Merck), 40 g gliikkdzt (forgalmazé: Reanal,
gyartd: Lachner), 10 g Bacto peptone-t (Becton and Dickinson) és 20 g technikai agart
(Merck), 1 liter ioncserélt vizben. Az alapanyagokat egyben 6sszemértiik, majd melegités
kozben oldottuk fel dket. Beallitottuk a taptalaj pH értékét 2,7-3-ra, 20%-0s sosav oldattal,
amit indikatorpapirral ellendriztiink (Zierdt és mtsai, 1988). Ezutan kiontottiik a taptalajt
Petri csészékbe, amiket 121°C-on 15 percig sterilizaltunk autoklavozassal. Az igy kapott
Cyniclomyces taptalajra egyszer hasznalatos steril oltokaccsal (Biolab Zrt.) kioltottuk a C.
guttulatus tartalmi mintdkat. Azokat a tenyészeteket, melyeken szaporodast vagy
telepképzddést tudtunk megfigyelni, mikroszkoposan ellendriztiik, €s a sarjadzé gombakat

tartalmazdakbol szintenyészetet készitettiink, az el6zéeknek megfeleld paraméterek mellett.
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3.3.3. Molekularis vizsgalatok

A 35 bélsarminta koziil 15 esetben tudtunk olyan sarjadz6 gombékat kitenyészteni, melyeket
morfoldgiai alapon nem tudtunk biztosan beazonositani, csak hasonldé megjelenésiik révén
kategorizalni. Igy 2 olyan csoportot alakitottunk ki, amelyek morfolégiailag 1ényegében
megegyeztek egymassal. Az egyik ilyen csoportot a Candida vagy Saccharomyces
nemzetségbe tartozo fajok alkottak. Ezt a csoportot cukorasszimilacids probaval vizsgaltuk
tovabb. A masik csoportot a Pichia nemzetségbe tartozo fajok képviselték. Ezt a csoportot
molekuléaris médszerekkel vizsgaltuk tovabb. A kapott 5 darab Pichia tenyészetbdl csak 3-
at vizsgaltunk meg PCR segitségével (Schoch és mtsai, 2012), mivel a maradék 2 esetben a
tenyészetek erésen kontamindlodtak penész fajokkal. A C. guttulatus PCR-vizsgélatait az
altalunk tervezett Cyniclomyces primerekkel végeztik el, kozvetleniil bélsarmintabol
kivonva a DNS-t. Szintenyészet hianyaban a C. guttulatus PCR-vizsgalatait az altalanos

gomba primrerekkel nem tudtuk kivitelezni.

3.3.3.1. DNS-kivonas

A Laboratériumban a 3, morfoldgiailag megegyezd Pichia szintenyészetbol elvégeztiik a
DNS-kivonast a tovabbi PCR-vizsgalatokhoz (Cenis, 1992). Ehhez High Pure PCR
Template Preparation Kit-et (Roche Diagnostics) hasznaltunk a kévetkezo protokoll szerint:
Egy steril Eppendorf csovecskébe mikropipettorral kimértiink 500 ul steril PBS (Phosphate-
buffered salin) oldatot. Ezutdn az oldatba belekevertik a gomba szintenyészet mintat,
egyszer haszndlatos, steril oltokacs segitségével, majd lezartuk a csévet. Vortex géppel
(Heidolph REAX top) homogenizaltuk a kapott szuszpenziot. Kovetkezd 1€pésként 15
percig fagyasztottuk a mintat, majd felolvasztottuk és ujra homogenizaltuk azt. Ezt a
folyamatot haromszor megismételtiik, végiil az egészet lecentrifugaltuk 8000 G-n, 1 percig.
Ezutan 200 pl feltiluszot kimértiink egy 0 steril Eppendorf csovecskébe és hozzaadtunk 200
ul  Binding-puffert (working solution), vortexszel Osszekevertik ¢&s 10 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Utdna hozzdadtuk 100 pl izopropanolt és ismét jol
osszekevertiink. Osszeraktuk az atmoso-filtert és a hozza tartozo gyiijtécsovet. Az 6sszes
mintat atpipettaztuk a sziirére és 5 percig centrifugaltuk 8000 G-n. A filtert 0j gytijtdcsdbe
helyeztik és ramértiink a sziirére 500 pl ,,Inhibitor Removal” puffert és 1 percig
centrifugaltuk 8000 G-n. Ezutan a filtert uj gytijtdcsébe helyeztiikk. A mosashoz ramértiink
500 ul,,Washing” puffert és 1 percig centrifugaltuk 8000 G-n. A filtert ismét ) gytijtdcsdbe
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helyeztiik, majd a mosast megismételtiik. Eltavolitottuk a folyadékot a gytiijtdcsobdl és ismét
1 percig centrifugaltuk a mintat 8000 G-n. A filtert athelyeztiik egy steril Eppendorf cs6be
¢€s hozzaadtunk 200 pl 70°C-on elémelegitett elticids puffert €s 3 percig allni hagytuk, ezutan
1 percig centrifugaltuk 8000 G-n. Az igy kivont gomba DNS-t fagyasztva taroltuk a PCR-
vizsgalatig. A DNS-kivonds soran minden munkafdzishoz 1j, steril pipetta-hegyet
hasznéltunk fel. A C. guttulatus-ra tervezett primerekkel megvalositott PCR-ekhez az elsd 2

C. guttulatus-ra pozitiv bélsarmintabol vontuk ki kozvetleniil a DNS (Cenis, 1992).

3.3.3.2. Primer tervezés

A C. guttulatus-ra kilon primert terveztiink, internetes primertervezd programok
segitségével (NCBI, www.genscript.com és Olygoanalyzer, www.eu.idtdna.com). Forward
primer-ként az 5°’- GAG CAG GGG ACG CAA CCT - 3’(Tm = 60.5 °C), Reverse primer-
ként, pedig az 5’- CTC CAA GTG GGT GGT AAA CTC C -3’ (Tm =57.5 °C) primereket

valasztottuk, mert a kiilonb6zd primer-tervezési analizisek soran ezeknél tapasztaltuk a
legkedvezObb guanin-citozin-tartalom-, hairpin-, self-dimer-, hetero-dimer ¢&s kotési

energia-értékeket (Abd-Elsalam, 2003).

3.3.3.3. PCR

A Laboratériumban BSL-2 sterilbox alatt (FASTER TWO 30) allitottuk 6ssze a PCR
Mastermix-eket az altalunk tervezett Cyniclomyces primerekkel végzett C. guttulatus PCR
¢s az altalanos gomba primerekkel végzett Pichia PCR-vizsgélatokhoz. (Steril viz — 5,1 pl,
magnézium-klorid oldat — 1,2 pl, Bovin serum albumin (BSA) — 0,5 ul, forward primer —
0,6 ul, reverse primer — pl 0,6, PCR Mastermix Kit: LightCycler® DNA Master SYBR
GREEN I (Roche Diagnostics) — 10 pl, €s a minta (templat) - 2ul. A TagMan PCR Kit-ek
magas ara miatt kevésbé specifikus Sybr-green PCR-t alkalmaztunk. A Pichia nemzetségbeli
fajok identifikalasahoz altalanos gomba primereket hasznaltunk a PCR-vizsgélathoz, az
elébb leirt protokollnak megfelelden. ITSS Forward: 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3 és ITS4 Reverse: 5’-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’ éltalanos gomba
primereket valasztottunk, mert amerikai kutatasok alapjan a riboszomalis cisztron région
beliil az internal transcribed spacer (ITS) szakasznak van a legmagasabb a sikeres
identifikacids valoszintlisége, a legszélesebb gombafaj tartomany mellett (Schoch és mtsai,
2012). A Cyniclomyces PCR-t az altalunk tervezett C. guttulatus primerekkel (Forward: 5’-
GAG CAG GGG ACG CAA CCT — 3’ és Reverse: 5’- CTC CAA GTG GGT GGT AAA
CTC C - 3’) végeztiik el. A PCR-vizsgalatokat Roche LightCycler 1.5 Real-Time PCR-
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automataval készitettiik el, Ponchel €s munkatérsai (2003) altal leirt kondiciok mellett. A

kész PCR-termékeket — 20°C-on taroltuk a szekvenalasig.

3.3.3.4. Szekvenalas
A 3 darab Pichia- és a 2 darab Cyniclomyces-PCR-vizsgalat PCR-termékét tartalmazo
mintat futarral kiildtiik el a BIOMI Kft.-hez, szekvenalas céljabdl. Innen email-ben érkeztek

meg az eredmények a Laboratériumba.

3.3.3.5. Szekvencia-analizis

Végiil a kapott szekvencidk alapjan, mind az 5 esetben (2 Cyniclomyces €s 3 Pichia)
szekvencia-analizissel (BLAST) hataroztuk meg a talalt gomba fajat. (McGinnis és Madden,
2004). A 2 C. guttulatus esetében Ossze kivantuk hasonlitani a kutyabdl nyert mintak
szekvencidjat a vilaghalon elérheté génbanki C. guttulatus adatokkal. Ehhez
rendelkezésiinkre alltak a C. guttulatus génszekvencidk elérési szamai: LSU (Nuclear large
subunit rRNA) — JQ 689 012; SSU (Nuclear small subunit rRNA) — JQ 698 886; EF-1-alfa
(transzlacios elongacios faktor 1-alfa) — JQ 699 036; RNS polimeraz II.-B1 alegység — JQ
713 018; RNS polimeraz I1.-B2 alegység — JQ 698 950; és a fenntartott gombatorzs szama:
Y-17561.

3.3.4. Biokémiai vizsgalatok

A Candida/Saccharomyces csoportbol szurdprobaszeriien vizsgaltunk meg 2 esetet
AUXACOLOR™ 2 (Bio-Rad) cukorasszimilacids teszttel (Manjunath és mtsai, 2012). Ez
egy kolorimetrids hatdrozé rendszer a fobb €leszto és penészfajok meghatarozasdhoz. Azon
az elven miikodik, hogy a kiilonb6zé gombafajok eltérd cukorvegyiileteket bontanak.
Amelyik cukrot a gomba bontja, ott szinvaltozas torténik (lilabol sarga lesz), és ezaltal
pozitivnak kell tekinteni. Osszesen 5 panel szerepelt ezen a teszten, mindegyikben 3
kiilonb6z6 cukorvegyiilettel, valamint minden cukorhoz tartozott egy szamérték (1, 2, vagy
4). A hasznalati itmutaté alapjan Osszeadtuk az egyes panelek pontértékeit, igy 5 szamot
kaptunk, mely szdmkod alapjan a keresett faj kikereshetdvé valt a teszthez mellékelt
utmutato fajlistdjabol. Mindegyik kétes minta cukorasszimilacids teszttel vald vizsgalatat a

teszt magas ara miatt nem végeztiik el.
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4. Eredmények

4.1. A mintak mikroszkopos kiértékelése

Kutatdsunk sordn 0sszesen 79 hasmenéses kutya bélsarmintdjat vizsgaltuk meg
mikroszkdposan, C. guttulatus-t keresve. A vizsgalat ideje alatt a 79 kutya 10.1%-aban, 8
esetben taldltuk meg a gombat. Eltéréseket tapasztaltunk a C. guttulatus eléfordulési
gyakorisagat illetden a vizsgalt id6szak 3 honapja alatt (1. diagram). Szeptemberben ez az
érték 9.7% volt (31 mintabdl 3 volt pozitiv), majd oktoberben megemelkedett 16.7%-ra (24
mintabdl 4 volt pozitiv), végiil novemberben lecsokkent 4.2%-ra (24 esetbdl csak 1-ben volt
jelen a gomba). Ezen kiviil 6sszesen 9 hasmenéses macskabol gyiijtottiink bélsarmintat,

melybdl 1 tartalmazott sarjadzé gombat, morfologiailag C. guttulatus-t (11.1%).

1. diagram
Saradzo gombafajok megoszlasa havi bontasban
6 _
5 5
5 -
£ 4 4
34
‘2 3 @ Candida/Saccharomyces sp.
E 3 A OP. kluyveri
>
= 2 OC. guttulatus
S2 - —
=3
1 1
1 i -
0
0 i
szeptember oktober november

Osszességében a 79 kutya eredetli bélsarmintabol, fajonként lebontva, a mikroszkopos
morfoldgiai vizsgélat alapjan 8 esetben talaltunk C. guttulatus-t. A tenyésztéses kisérletek
alapjan 12 esetben talaltunk Candida vagy Saccharomyces nemzetségbe sorolhaté sarjadzé
gombakat és 5 esetben Pichia nemzetségbeli élesztéfajokat (2. diagram). Osszesen 4

kutyabdl mutattunk ki kevert sarjadz6 gomba fert6zést.
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2. diagram

Sarjadzé gombafajok megoszlasa a teljes mintaban

14 -

12
~§10 B
3
88
=
f6-
Z 4 - |
EPR u
2

0 - \

Candida/Saccharomyces sp. C. guttulatus P. kluyveri

Mikroszkopos morfologiai vizsgélatainkra alapozva 8 minta tartalmazta a C. guttulatus-t,
igy 4 minta volt, mely tobbféle sarjadzé gombat is tartalmazott. A C. guttulatus mellett egy
esetben volt jelen Candida albicans, 1 esetben Pichia kluyveri, és 2 esetben Pichia kluyveri
¢s Candida albicans egyiittesen. Tehat a C. guttulatus-ra pozitiv kutydk felében vegyes
sarjadzo gomba fertdzést tudtunk kimutatni. A mikroszkopos és a tenyésztéses vizsgalatok
eredményeit egybevetve szeptemberben 12 (38.7%), oktdberben 10 (41.7%), november 3
(12.5%) minta tartalmazott sarjadzé gombakat (3. diagram).

3. diagram

Sarjadzo gombak elofordulasi adatai havi bontasban

(4]
(4]
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szeptember oktdber november
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A C. guttulatus-t a mikroszkdopos vizsgalat soran, morfologiai alapon identifikéltuk a

bélsar kenetekbodl, melyekrdl felvételeket készitettiink:

2. abra C. guttulatus vegetativ sejtalakok bélsarkenetben.

(Panoptikus festés, 1000x nagyitas)

3. abra C. guttulatus vegetativ sejtalakok bélsarkenetben.

(Panoptikus festés, 1000x nagyitas)

A C. guttulatus vegetativ sejtalakjai bélsarkenetben, panoptikus festéssel jol vizsgalhatdak
voltak (2. abra és 3. dbra). A bélsarkenetben a gomba vegetativ sejtjei olykor kisebb,

elagaz6 lancokat képeztek.
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4. abra C. guttulatus vegetativ sejtalakok bélsarkenetben.

(Lactophenol-blue festés, 400x nagyitas)

A C. guttulatus vegetativ sejtjei a bélsar-citoldgiai kenetben, lactophenol-blue festéssel (4.
abra) ovalisnak-hengeresnek mutatkoztak, a sejtek két végén nem festddd, vilagos
vakudlumokkal. Maganyosan vagy parban helyezddtek. A gomba sejtfala és a vakudélumok

jol kirajzolddtak.

4.2. A tenyésztéses Kisérletek eredményei

A tobbi sarjadzé gomba fajt tenyésztéses kisérletekkel vizsgaltuk tovabb a pontosabb
azonositas érdekében. A mikroszkdpos vizsgalat soran 19 kutyabol (24.1%) szadrmazd
mintdban figyeltiink meg sarjadzé gombakat és/vagy gomba spordkat, valamint 16 esetben
(20%) csak gomba spoérakat lattunk, igy Osszesen 35 mintabol végeztiik el az altalanos
gombatenyésztést. A 35 mintdbol 15 esetben tudtunk sarjadzé gombakat kitenyészteni
(42.9%), mig a tobbi esetben penész (34.3%) ¢és baktérium fajok (11.4%) néttek ki, a
maradék tenyésztéses kisérlet soran pedig semmi sem tenyészett ki (11.4%). A 15 sikeres
sarjadzéd gomba tenyészetbdl 12 esetben (12.7% az 6sszes, 79 mintabdl) talaltunk olyan
sarjadzo gombakat, melyek morfologiailag a Candida vagy a Saccharomyces nemzetségbe

tartoznak. Ezek tenyészeteibdl a mikroszkopos ellendrzés soran készitettiink felvételeket:
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5. abra Morfologiailag Candida vagy Saccharomyces nemzetségbe tartozd

sarjadz6 gomba szintenyészetébol késziilt kenet mikroszkdopos képe.

(Lactophenol blue festés, 1000x nagyitas)

6. abra Morfoldgiailag Candida vagy Saccharomyces nemzetségbe tartozé

sarjadzo gomba szintenyészetébdl késziilt kenet mikroszkopos képe.

(Lactophenol blue festés, 1000x nagyitas)
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7. abra Morfologiailag Candida vagy Saccharomyces nemzetségbe tartozd

sarjadz6 gomba szintenyészetébol késziilt kenet mikroszkdopos képe.

(Lactophenol blue festés, 1000x nagyitas)

8. abra Morfologiailag Candida vagy Saccharomyces nemzetségbe tartozd

sarjadzo gomba szintenyészetébdl késziilt kenet mikroszkopos képe:

(Lactophenol blue festés, 1000x nagyitas)
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A morfoldgiailag Candida vagy Saccharomyces nemzetségekbe sorolhatd sarjadz6 gombak
mikroszkdpos felvételein (5.5 6.; 7.; és 8. abra) a gombasejtek kerekdednek, ovélisnak
mutatkoztak, egy nagy sejtmaggal a sejt egyik végén vagy a sejt kozepén (5.; és 6. abra),

vagy egységesen kerek megjelenést mutattak (7.; és 8. abra).

A 15 sikeres sarjadzé gomba tenyészetbdl 5 esetben Pichia fajokat tudtunk izoldlni (6.3% az

Osszes, 79 mintabol). Ezekrdl a tenyészetekrol is készitettiink felvételeket:

9. abra Pichia nemzetségbe tartoz6 sarjadzé gomba

szintenyészetébol késziilt kenet mikroszkopos képe.

(Panoptikus festés, 1000x nagyitas)

10. abra Pichia nemzetségbe tartozo sarjadz6 gomba

szinteny¢szetébol késziilt kenet mikroszkdpos képe.

(Panoptikus festés, 1000x nagyitas)
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A Pichia nemzetségbe tartozo sarjadzé gomba fajok szintenyészeteinek (9. abra és 10. abra)
mikroszkdpos megfigyelésekor megnyult, hengeres és ors6 alakii gombasejteket lattunk,

melyek tobbségében 2 sejtmag volt megfigyelhetd.

A C. guttulatus izolalaséra tett kisérleteink, mind az éleszt6-Saboraud-dextr6z agaron, mind
a Cyniclomyces taptalajon sikertelennek bizonyultak, minden C. guttulatus tartalmu

bélsarmintabol.

Ugyanakkor 2 esetben is egy masik sarjadzé gomba szaporodott el a C. guttulatus szamara
optimalis paraméterek mellett, egyszer az €lesztd-Saboraud-dextrdz agaron, egyszer pedig a
Cyniclomyces taptalajon. Ezek telepmorfologidja megegyezett és a mikroszkopos ellenérzés
alapjan a Candida/Saccharomyces csoportba tartoztak. Végeredményben nem tudtunk

kialakitani C. guttulatus szintenyészeteket.

4.3. A molekularis vizsgalatok eredményei

A C. guttulatus kitenyésztésének sikertelensége miatt a C. guttulatus PCR-vizsgalatait az
ITS altalanos gomba primerekkel nem tudtuk elvégezni, mert ennél a mdédszernél a gomba-
DNS kivonasat szintenyészetbdl kellett volna végrehajtani, ellenkez6 esetben értékelhetetlen

szekvenalasi eredmény sziiletne.

Az elobbiekbdl kifolyolag a C. guttulatus PCR-vizsgalatait az altalunk tervezett
Cyniclomyces primerekkel végeztiik el a két leghamarabb begytijtott C. guttulatus-ra pozitiv
bélsarmintabol, majd a kapott PCR-termékeket elkiildtiik szekvenalasra. A tobbi mintabol a
szekvenalas €s a szekvencia-elemzés kedvezodtlen eredményei miatt nem csindltuk meg a

PCR-vizsgalatokat.

Az 5 darab Pichia tenyészetbol 3-at tudtunk megvizsgalni PCR segitségével, a maradék 2
esetben a tenyészetek penész fajokkal kontaminalodtak. Ebbdl 2 PCR-vizsgalat volt sikeres,
a harmadiknal a negativ kontroll is reakciét mutatott, igy ezt a PCR-terméket nem kiildtiik
tovabb szekvenalasra. Telepmorfoldgidjuk, szaporodasi kondicidik, valamint mikroszkopos

megjelenésiik alapjan azonban mind az 5 Pichia tenyészet megegyezett.
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4.4: A szekvencia-analizis eredményei

Az altalunk tervezett Cyniclomyces primerekkel végzett PCR amplikonjai (PCR-termékei)
azonban a szekvencia-elemzés soran Candida fajokkal mutattak 97%-o0s genetikai egyezést,
melybdl arra kovetkeztettiink, hogy a primerek aspecifikusan miikodtek. Ezaltal a kutatas
soran nem sikeriilt a C. guttulatus PCR-vizsgalatait sikeresen elvégezni, igy specifikus
szekvenciak hianyaban, eredményeinket nem tudtuk 6sszehasonlitani a génbanki adatokkal,
ezaltal arra sem kaptunk valaszt, hogy az altalunk talalt Cyniclomyces torzsek mekkora

egyezést mutatnak a kordbban izolalt térzsek adataival, illetve egymassal.

A Pichia nemzetségbe tartozd sarjadzo gombdkra elvégzett 2 sikeres PCR-vizsgalat
amplikonjdnak szekvenciaelemzése soran mindkét mintat Pichia kluyveri-ként tudtuk

azonositani, a szekvenciak 98-99%-os egyezésével.

4.5. A cukorasszimilacios vizsgalat eredményei

A morfolégiailag Candida/Saccharomyces csoportbdl szurdprobaszeriien vizsgaltunk meg 2
mintat cukorasszimilacids probaval. Ebbol egyik a Cyniclomyces taptalajon elszaporodott
sarjadzo gomba volt. Mindkét esetben a megvizsgalt fajokat Candida albicans-ként tudtuk
azonositani. Mindegyik morfologiailag kétes minta cukorasszimilacids teszttel vald

vizsgalatat a teszt magas ara miatt nem végeztiik el.
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5. Megbeszélés

5.1. Esetleirasok

5.1.1. C. guttulatus macskaban

2015.10.22.-én egy 14 éves ivartalanitott hazimacska kandur érkezett a Cura-Vet Allatorvosi
Rendeldbe, par hete tartd hasmenéses tiinetekkel. Az allat bélsara szaros szagu, barna ¢€s
pépes volt, benne nagyszamu C. guttulatus-szal, mely a bélsarminta parazitologiai
vizsgalatanal, a flotacios dusitasnal jol megfigyelhetd volt. Gyogykezelésként rostdus tapot
¢s probiotikumot kapott, melynek hatdsdra az 4llat javult, gydgyult. Mivel a macska
rendszeresen kijart, igy valoszintlileg a kornyezetbdl, ragesaloktol vagy egyéb vektoroktdl

fertozédhetett a C. guttulatus-szal.

5.1.2. C. guttulatus kutyaban

Egy kortlbeliil 1 éves, kertben tartott, ndstény német juhaszkutya érkezett a Cura-Vet
Allatorvosi Rendeldbe 2015. juliusanak kozepén, lesovanyodas és kronikus hasmenés
tiineteivel. Bilizos, vildgosbarna bélsarat {iritett, benne kozepes mennyiségli Giardia
cisztaval. Gydgykezelésként napi 2x 750 mg fenbendazolt és fiirosztést irtak eld az allatnak.
Julius végén jottek vissza kontrollra a kutyaval, amely még mindig hasmenéses volt, dohos
szagu, vilagosbarna bélsarat produkalva, benne kevés Giardia-cisztaval €s nagyszamu
Saccharomyces-szerli gombaval. Gyogykezelésként napi 2x 750 mg fenbendazolt kapott
még 6 napig, ujabb flirosztést, diétat és probiotikumot irtak elé az allatnak. Ennek hatdsara
szeptember kozepére a Giardia cisztak eltlintek a kutya bélsardbdl, viszont a hasmenés és a
nagyszamu Saccharomyces-szerii €lesztd mellett mas gomba is megjelent. A
gyogykezelésnél elhagytak az anthelmintikumot €s hosszt tdvon folytattak a rostdus diétat
¢s a probiotikum terapidt. Ennek eredményeként 2015. oktober végére enyhiilt a hasmenés.
A bélsarminta nem tartalmazott Giardiat, csak kisebb szdmu gombat. Késobbi bélsarminta
elemzéseink soran kideriilt, hogy ennek a kutyanak C. guttulatus, Candida albicans, és
Pichia kluyveri fert6zése is volt, tehat 6sszesen 3 olyan sarjadzo-gomba is megtelepedett a
kutyaban, melyek potencidlisan 6sszefiiggésbe hozhatéak emésztdszervi zavarokkal. Ezek a
gombak egylittesen, de akar onalldan is szerepet jatszhattak a giardiosis korlefolydsanak

sulyosbitasaban, valamint a parazita eltlinte utdn a dysbiosis hosszu tavi fenntartasaban.
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5.1.3. Az esetleirasok megbeszélése

Mindkét esetleirasban a C. guttulatus gomba tulzott proliferacidja mellett feltételezhetd volt
valamiféle immunszupressziv hatds. A német juhdszkutyanal elsddlegesen a giardiosis
okozhatott dysbiosist és emiatt tudott késdbb a gomba elszaporodni, mig a 14 éves macska
esetében az allat kora mar 6nmagaban egy jelentds immunszupressziv tényezoként foghato
fel. Ezen kiviil a szakirodalomban ugyszintén giardiosis, valamint granulomatosus colitis
(Manchester és mtsai, 2013) és PLE jelenléte mellett is tobb esetben leirtak a C. guttulatus
felbukkandsat (Dijkstra és mtsai, 2010). Véleményiink szerint ezek az esetek a gomba

opportunista patogén szerepének lehetdségét erdsitik.

A német juhaszkutya esetleirasaban kozolt vegyes gombafertdzés alapjan a hasmenéses
paciensek kisebb aranyaban lehetnek olyan esetek, melyeknél biztonsdgosan nem
alkalmazhat¢ antibiotikum, tiineti kezelésként. Ellenkez6 esetben a baktériumok elpusztitasa
révén a sarjadzogombdk teret nyernének a tilszaporodashoz, ami akar még sulyosbithatja is
a mar meglévd gastrointestinalis tlineteket. Véleményiink szerint, ezért mikroszkop
birtokaban minden krénikus hasmenéses kutyabdl és macskabdl ajanlott bélsar kenetet
vizsgalni, mert elkészitése egyszeri, gyors diagndzist ad és altala elkeriilhetéek lehetnek
egyes téves terapids kezelések. Emellett — kiemelten fovarosi viszonylatban — egyre tobb
kutya- és macskatulajdonos tart igényt a fertdz6 eredetli hasmenések hatterében alld
kérokozok pontos azonositasara, hogy allatuk mihamarabb a legmegfelelobb kezelésben

részesiilhessen.

5.2. A mikroszkopos vizsgalat eredményeinek meghbeszélése

Azért is kevés az informécionk a gombakrdl, mert nehéz a detektalasuk és a besorolasuk a
komplex bioldgiai mintdkbol. A gombak szdvettani metszeteken vald detektalasa specidlis,
rutinszertien nem végzett festéseket igényel ¢és ezek a festések nem mindig alkalmasak az
azonositashoz. A szeroldgiai tesztek és immunoesszék csak a specifikus patogének esetében
érhetdek el és gyakran alacsony érzékenységliek (Suchodolski és mtsai, 2008). Ezért
kutatdsunk sordan mikroszkopos bélsar kenet-, hagyomanyos gomba-tenyésztéses-,
molekularis-, ¢és biokémiai vizsgalatokat végeztink a gombak azonositdsdhoz. A
mikroszkdpos megfigyeléseknél szamos patogén faj morfologiailag megkiilonboztethetetlen

az esetlegesen jelen 1évO nem patogén elemektol, ezért a bélsar kenetek vizsgalati
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eredményeit mindig a beteg tiineteivel és az egyéb diagnosztikai tesztek eredményeivel
Osszhangban kell értelmezni. Ez a mddszer alkalmas a hattér sejtek, az abnormalis

eukariotak és a patogén gyanus sejtalakok felderitésére (Wamsley, 2001).

Kutatasunk soran a vizsgalt kutydk 10.1%-aban talaltuk meg mikroszkdpos vizsgalattal a C.
guttulatus-t. Ez az ardny nem sokban tért el a szakirodalmi értékektdl, ugyanis holland
kutatdk adatai szerint az altaluk vizsgalt 1564 hasmenéses kutyabol 215 (14%) volt massziv
C. guttulatus Urité (Mandigers, ¢s mtsai, 2014). Flausino és munkatarsai (2012) egészséges
kutyak bélsarmintdinak 22,2%-aban talaltak C. guttulatus-t, habar a beteg allatok mintaihoz
képest joval kisebb mennyiségben. Mivel a C. guttulatus gyakran eléfordul egészséges
kutyak bélsaraban is, ezért — véleménylink szerint — nem a gomba jelenlétének van klinikai
jelentdsége, hanem annak, ha az képes erdsen és hosszan tartoan megtelepedni és szaporodni
kutydk é&s macskdk gastrointestinalis traktusdban, melyhez 4t kell tornie a gazda

béltraktusanak védelmi mechanizmusait.

5.3. A C. guttulatus eléfordulasi gyakorisaga

A C. guttulatus eléfordulasi gyakorisagdban hodnapos megoszlasbeli eltéréseket
tapasztaltunk (1. diagram). Az dsz vége felé lecsokkent a pozitiv mintak ardnya. Mar 2014-
ben is megfigyelhetd volt egy erds novemberi csokkenés a C. guttulatus eldfordulasi
gyakorisagaban, de az ezekrdl gytijtott adatok elvesztek, igy ezekre a jelenlegi kutatdsban
mar nem tudtunk tadmaszkodni. Megismételtik a kutatdst 2015 06szén és hasonld
eredményeket kaptunk. Shifrine és Phaff (1958) szerint a C. guttulatus szaporoddsa a
bélcsatornan valo tovabbhaladas soran leall, vagy csak korlatozott mértékben folyik tovabb,
a magas kornyezeti pH miatt. Leirtdk, hogy a vegetativ sejtek atmenetileg a kdrnyezetben is
tulélhetnek. Amennyiben a hdmérséklet, és a paratartalom adottak, a sejtek sporuldlédnak,
¢s az igy képzddott aszkuszokat éllatok, rovarok és egyéb vektorok terjeszthetik és
kontaminalhatjak velilk a vegetaciot, melyet késobb egy masik allat elfogyaszthat. A
gyomorban a spdrak kicsirdznak, €s uj ciklus indul. Ezek alapjan a prevalenciabeli cs6kkenés
egyik oka lehet az id6jaras kedvezdtlenné valasa, melynek soran lecsokken a sporaképzddés
titeme a kornyezetben. Az aszkospora képzodés csak a szaporodasi homérséklet alatt megy

végbe, 18 °C homérsékleti optimummal (Boundy-Mills €s Miller, 2011).
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Masik oka lehet ennek az eltérésnek a vektorok szamanak megfogyatkozéasa. Az
esetleirasban emlitett C. guttulatus-ra pozitiv német juhdszkutya koérelézményi adatainak
felvétele soran a tulajdonos elmondta, hogy a kutyat a kertben tartottdk, ahol az utobbi
idében nagyszamu siint figyeltek meg. Budapesten t6bb kutya tulajdonos is jelezte, hogy
gyakori volt ndluk a siinok jelenléte, melyekkel kutydjuk érintkezhetett. Habar Parle (1957)
egy Uj-zélandi kutatdsaban tobbek kozott siinok bélbeli élesztéfajait is vizsgalta és
eredményképpen siinokben nem, csak nyulakban taldlt C. guttulatus-t, ennek alapjan
azonban mégsem zdrhat6 ki, hogy a Magyarorszagon is eléfordulo keleti siin (Erinaceus
roumanicus) a C. guttulatus potencialis vektora lehet, mivel Uj-Zélandon az eurdpai siint
(Erinaceus europaeus-t) terjesztették el és Parle csak ez utdbbi fajt vizsgalta. A keleti siin
szeptember végén, oktdberben keres téli menedéket, ezért, ebben az idoszakban aktivitasa
megnd, majd valodi téli dlmot alszik november kozepétdl marcius végéig (Barrett-Hamilton,
1900). A siinoknek ebbdl az életmodbeli sajatossagbol adddod dszi eléforduldsi gyakorisaga
korrelalt az altalunk vizsgalt kutyak C. guttulatus fert6zottségének gyakorisdgaval. Tovabbi,
stinokre is kiterjesztett, kutydkra nézve pedig megemelt mintaelem-szamt kutatdsok
lennének sziikségesek annak felderitéséhez, hogy a magyarorszagi keleti siinok hordozzak-

e ezt a gombafajt, és hogy kutyakkal lehet-e jarvanytani kapcsolatuk.

5.4. A talalt sarjadzo gombak attekintése

5.4.1. C. guttulatus

Magyarorszagon végzett tanulmanyokban is leirtak a C. guttulatus kéroki szerepét. Egy, a
Szent Istvin Egyetem Allatorvos-tudoméanyi Karanak Koérbonctani és Igazsagiigyi
Allatorvostani Tanszékén végzett, 39 degu elhulldsanak oktanat kivizsgald kutatas soran
tobb esetben is a belekben C. guttulatus proliferacié miatti gaz akkumuldciot, tympaniat és
kovetkezményes fulladast diagnosztizaltak (Nagy ¢és mtsai, 2009). Ehhez hasonléan Prof.
Dr. Fekete Sandor Gyorgy (2009) nyulakban irt le rost-hiany szindrémanal jelentkez6 C.

crer

1épett fel a nyulak belében, tympaniat és invaginaciot okozva.

Bar biopszia mintdkban a C. guttulatus nincs jelen, és hatdsara a gazdaszervezetben nem
talaltak semmilyen gyulladdsos reakciot (Mandigers és mtsai, 2014), nagymértéka

kolonizacidja mégis sulyosbitja a mar meglévd emésztési zavart. Ezaltal a hasmenés
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kivaltéja vagy fenntartdja is lehet (Houwers és Blankenstein, 2001). A gombénak nincs
nyilvanvalo hatasa, mint elsddleges patogén, de nystatinnal végzett gydgykezelési
tanulmanyok eredményei alapjan feltételezhetd, hogy az esetek kisebb hanyadéaban, ez a

gomba opportunista patogén szereppel bir (Mandigers és mtsai, 2014).

Mandigers és munkatarsai (2014) a C. guttulatus-t Sabouraud-dextroz agaron sikeresen
tenyésztették, amelyen legkevesebb 5 nap utan vilagosbarna gombatelepek képzddtek.
Flausino és Baroni (2009) kisérletei alapjan pedig jo eredményekkel szaporithato éleszto-
pepton-dextroz agaron is, melyen a telepek simak, krémsziniiek vagy barndk, vajszeri
konzisztenciajuak. Ennek a taptalajnak az Osszetétele 1ényegében megegyezik az altalunk
hasznalt éleszto-Sabouraud-dextroz-agar taptalajéval. Ezzel szemben nekiink még
savanyitott, éleszt-Sabouraud-dextrdz-agaron sem sikeriilt telepképzddést elérniink, 37°C-

on inkubdlva, 13% CO»-gaz jelenlétében.

Shifrine ¢€s Phaff (1959), valamint Buecher és Phaff (1972) erds szaporodast értek el
Cyniclomyces taptalajon, 15% széndioxid-gaz jelenlétében, 37°C-on. A taptalaj 1% élesztd
autolizatumot, 1% protedz-peptont, 2% gliikkozt €s 1.5 % agart tartalmazott és a pH értéke
4.5-re volt bedllitva. A szerzOk 24 o6ra utan sima, kissé fényes telepeket kaptak, melyben
ovalis, hengeres, 4.7-7.9 x 8.8-19.5 um méretli, maganyosan vagy parban allo, ritkan rovid
lancokat alkotd sejteket figyeltek meg (Boundy-Mills és Miller, 2011). Az altalunk
rekonstrudlt Cyniclomyces taptalaj 1% ¢élesztdgomba autolizatumot, 1% protedz peptont,
4% gliikozt és 2% agart tartalmazott Kurtzman és munkatarsainak (2011) Cyniclomyces
taptalaj receptje alapjan. Ettol kissé eltérve, mi a taptalaj pH-Ertékét 3-as vagy ez alatti
értékre allitottuk be, mely Zierdt ¢és munkatarsai (1988) szerint optimalisabb a

szaporodashoz. Emellett 13% CO»-gazt biztositottunk a gombénak és 37°C-ot.

Munkank soran a C. guttulatus-t, megfeleld taptalajok és kondicidk biztositasa ellenére sem
sikeriilt kitenyészteniink. Kezdetben arra gyanakodtunk, hogy a mintak tul idések ahhoz,
hogy még €16 allapotban tartalmazzdk a gombat, de a friss mintakbdl elvégzett tenyésztéses
kisérletek szintén hasonld eredményre vezettek. Azok a gombak, amelyek kindttek a C.
guttulatus szdmara optimalis élesztds-Sabouraud-dexrtéz és Cyniclomyces taptalajokon,
savtiird Candida albicans torzsek voltak két esetben is. Itt a fajt cukorasszimilacids probaval
identifikaltuk. Tovabbi tenyésztéses kisérletek és tijabb taptalajok bevonasa lehet sziikséges

a C. guttulatus sikeres izolalasahoz.
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A tenyésztéses kisérletek eredménytelenségébdl és a tervezett C. guttulatus primer

crer

molekularis moddszerekkel. Ezaltal nem tudtuk Osszevetni szekvencidit a génbanki
adatokkal, igy nem kaptunk valaszt arra a kérdésiinkre, hogy az altalunk kutyakbol

kimutatott C. guttulatus torzsek egyezést mutatnak-e korabbi C. guttulatus izolatumokkal.

5.5.2. Candida fajok

Kutatok leirtak, hogy egyes invaziv Candida térzsek a bélben valo talszaporoddsuk soran

képesek a vérpalyaba 1épni, ezzel fungaemiat okozva (Stone és mtsai, 1974). 2010-ben egy
kutyabdl is leirtak ilyen, szisztémds mycosist, melyet egy invaziv Candida albicans torzs
okozott (Skoric és mtsai, 2010). Ugyanebben az évben egy Candida albicans torzs éltal
okozott peritonitist is kimutattak egy kutyabdl, mely szintén szisztémas mycosis eredménye
volt (Ong és mtsai, 2010). Emellett emberi Gjsziilottekben invaziv Candida fajok képesek
enteritist el6idézni (Bond és mtsai, 2000). Valamint Japadnban egy kutya esetében tudtak
kutatok intestinalis candidiasist megfigyelni (Ochiai és mtsai, 2000). Ezek alapjan a Candida
fajok, kiilonos tekintettel a Candida albicans térzsek opportunista patogén szerepével is

szamolni kell, melyek két, altalunk vizsgalt kutyabdl is kimutathatéak voltak.

5.5.3. Pichia fajok

Handl és munkatarsai (2011) egészséges kutydk ¢és macskak fekalis gombakozosségeit
vizsgaltak 16S rRNS gén piroszekvenalas segitségével. Egészséges kutydkban a Pichia fajok
adtdk a gomba eredetli szekvencidk 0.14 %-at, mig egészséges macskédkban nem volt jelen
ez a gomba. A kutatasbol nem deriil ki pontosan, hogy a kutyak hany szazalékaban fordult
eld, igy ez az adat csak arra engedett minket kovetkeztetni, hogy a vizsgalt egészséges kutyak
emésztotraktusanak gombatarsuldsaiban ez a faj nem birt komoly szereppel. Suchodolski €s
munkatarsai egészséges kutydk mellett mar beteg kutyakat is vizsgaltak, tobbek kozott
Pichia fajok utan kutatva, melyeket 6sszesen 17 kutyabol tudtak izolalni és mindet Eszak-
Européban. Pichia anomala térzseket 12 beteg kutyabol, P. guillermonddii torzseket 3 beteg
kutyabol és P. burtonii torzseket pedig 3 egészséges kutyabol mutattak ki. Az altaluk kapott
Osszes gomba szekvencia kozil kizardlag a 100%-osan Pichia anomala-val egyezd
szekvencidk mutattak szignifikdns Osszefiiggést kutyak intestinalis megbetegedéseivel

(Suchodolski és mtsai, 2008).
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Az eldbbiek koziil tobb fajt, korabban human megbetegedésekhez is tarsitottak mar. Bakir
¢s munkatarsai (2004) gyerekekben irtak le Pichia anomala okozta fungaemiat. Kisérletes
tanulmanyokban kimutattdk a killer toxin” termeld Pichia anomala silyos, akut

bélkarosodast el6idézo hatasat, patkanyokban (Pettoellomantovani és mtsai, 1995).

A Pichia guilliermondii éleszt6fa) Candida guilliermondii-ként szdmon tartott, valtozatos
megjelenésti  ivartalan  szaporoddsi  alakjait opportunista patogénnek tartjak
immunszupresszalt emberek esetében (Pfaller és mtsai, 2006). Ilyen torzseket izolaltak
human eredetii hasmenéses klinikai mintakbdl is (sanMillan €s mtsai, 1997). Ugyanez a faj,

kutyaban bor-candidiasist képes eldidézni (Mueller és mtsai, 2002).

Egy szakallas agdmaban kutatok Pichia burtonii tilszaporodéas okozta enteritist figyeltek
meg. Feltételezték a faj opportunista patogén szerepét szakallas agamékban, valamint ilyen

jellegti fertdzést irtak le egy human esetben is (Kang és mtsai, 2011).

Mi a hasmenéses kutyak 6 %-ban, 5 esetben talaltunk Pichia nemzetségbe tartozo élesztoket,
macskabol ugyanakkor mi sem tudtuk Pichia fajokat kimutatni, amely eltérés valoszintlileg
a kutya és a macska kiillonb6z6 taplalkozasi szokdsaibdl vagy az altalunk vizsgalt macskak
alacsony mintaelem-szamabol eredhet. Két mintabdl PCR-rel és szekvencia-elemzéssel is
alatdmasztottuk, hogy a talalt gomba Pichia faj. Mindkét esetben Pichia kluyveri-t talaltunk.
Altalanos gomba tenyésztés soran 5 esetben is csak ez a sarjadzo gomba nétt ki egybél tiszta
tenyészetet képezve, melybdl arra kovetkeztettiink, hogy ez a sarjadz6 gomba az adott
bélsarmintakban a gombatarsulasok dominans tagja volt. A Pichia kluyveri is termeli az
emlitett ,killer toxint”, melynek segitségével képes elpusztitani mas, jotékony éElesztd
elemeket a béltraktusban (Pintar és Starmer, 2003; Starmer és mtsai, 1992), ezaltal hatassal
lehet a bélflora természetes egyensulyanak felboruldséra. Ismereteink szerint ez az els6 leirds
kutydkbol izolalt Pichia kluyveri torzsekrdl és az elsd leirds mely Osszefliggésbe hozza

megjelenésiiket kutyak gastrointestinalis megbetegedéseivel.

Ezen kivil megfigyeltiik, hogy a Pichia kluyveri egyes vegetativ sejtjei (11. abra A piros
korokkel jelzett teriileteken) morfologiailag hasonlitanak a C. guttulatus vegetativ sejtjeire,
de méretben elmaradnak toliikk. A C. guttulatus valtozatos sejtméretei miatt azonban ez a

megfigyelési eredmény fontos lehet a két faj pontos elkiilonitése soran.
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11. abra Pichia kluyveri szintenyészetbdl szarmazo6 kenet mikroszkopos képe.

(Panoptikus festés, 1000x nagyitas)

5.6. A gombak hatasa a gastrointestinalis traktusra

Egy kutya bélsarmintan elvégzett metagenom-vizsgdlat szerint a gombdk atlagosan
kevesebb, mint 0.1%-at teszik ki a teljes mikrobiomnak (Swanson €s mtsai, 2010). A bélbeli
mikrobiom mégis létfontossaghi a béltraktus egészségének szempontjabdl. Segitik az
emésztést és az energiafelhasznalast, tdpanyagokat szolgaltatnak az bélhamsejteknek ¢&s
szerepet jatszanak az immunrendszer fejlodésében, valamint a patogén fajokkal szemben

barrierként 1épnek fel (Handl és mtsai, 2011).

Eltéréseket fedeztek fel egészséges és IBD-s (inflammatory bowel disease) emberek
vastagbél biopszia mintdinak gombakozosségei kozott (Frank és mtsai 2007; Ott és mtsai,
2008). Valamint kutydkban és macskékban a kronikus hasmenés (Jia és mtsai, 2010) és a
vékonybélbeli IBD kialakuldsa (Xenoulis és mtsai, 2008) kapcsan dsszefiiggéseket talaltak
a bélbeli komplex okoszisztéma felboruldsaval. Ezek az eredmények felvetik, hogy a gomba
mikrobiom szerepet jatszhat egyes kronikus gastrointestinalis betegségekben (Foster és
mtsai, 2013). Ennélfogva a gomba mikrobiomrol kutydk esetében is tobb, részletes leiras

sziikséges, azok béltraktusban bet6ltott szerepének jobb megértéséhez.
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6. Osszefoglalas

Munkénk sordn 79 hasmenéses kutya €s 9 hasmenéses macska bélsarat vizsgaltuk meg.
Célunk az volt, hogy felmérjiik a fobb hazai sarjadz6 gombak eléfordulasat, melyeket
Osszefiiggésbe hoznak gastrointestinalis megbetegedésekkel. A bélsarmintak mikroszkopos,
citoldgiai vizsgalata sordn a 88 bélsarkenetbdl 8 kutya €s 1 macska mintdban talaltunk C.
guttulatus élesztdgombat. Tudomasunk szerint ezek az elsé magyarorszagi C. guttulatus
leirdsok hasmenéses kutyakbol és macskabol. Az altalanos gomba tenyésztés elvégzésekor
15 kutya eredetli mintdbdl sikeriilt kitenyészteniink C. guttulatus-tdl eltérd sarjadzo
gombakat. Ezek koziil 12 esetben talaltunk mikroszkoépos morfoldgia alapjan nem
besorolhatod sarjadzd gombdékat, ebbol 2 mintdt vizsgaltunk cukorasszimilacids probaval,
melynek eredménye szerint mindkét esetben Candida albicans fajokat tudtunk izolalni.
Tovéabbi 5 mintdban taldltunk morfoldgiai alapon a Pichia nemzetségbe tartozé sarjadzd
gombakat, melyek kozil 2 mintat PCR-vizsgélattal Pichia kluyveri-ként tudtunk
azonositani. Mind az 5 minta szintenyészetének telepmorfoldgiaja, szaporodasi kondicidi €s
mikroszkdpos megjelenése megegyezett. Ismereteink szerint ez az elsd Pichia kluyveri leiras
hasmenéses kutyakbol. Vizsgalataink alapjan feltételezziik, hogy az altalunk tanulmanyozott
Pichia kluyveri sarjadz6 gomba pontencidlis szereppel birhat kutydk hasmenéses
korképeiben. Emellett, 6sszesen 4 kutyaban talaltunk vegyes sarjadz6 gomba fertézést. Az
emlitett eredmények és a szakirodalmi adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a sarjadzo
gombak hozzajarulhatnak a normal bélflora felborulasahoz, mely klinikai tiinetekben is
megnyilvanulhat, kiilondsen, ha a gombdk nagy szamban vannak jelen a bélsarban.
Véleményiink szerint, sulyos esetekben nystatin kezelést érdemes alkalmazni az eltolodott
gombaflora helyreéllitasa érdekében. Ezt kovetden probiotikumokkal kolonizalhaté ujra az
allatok bélcsatorndja, valamint emelt rosttartalmu diétas tapokkal, gydgytapokkal javithatd
a beteg allapota. Ezaltal egy irdnyitottabb folyamat keretei kozott lehetne elérhetd, hogy
ismét a gombatarsuldsok hasznos elemei domindljanak a beteg kutydk ¢s macskak
béltraktusaban.  Tovabbi  kutatasok  lennének  sziikségesek  egyrészt  annak
megvalaszolasahoz, hogy Magyarorszagon mely allatok lehetnek a C. guttulatus vektorai,
masrészt annak felderitésére, hogy a kutyakban eldforduld — altalunk morfologiailag C.
guttulatus-ként azonositott — ¢lesztd azonos-e a nyulban taldlhaté C. guttulatus fajjal.
Erdemes lenne tovdbba mélyrehatobb vizsgalatokat végezni a Pichia kluyveri

gastrointestinalis megbetegedésekben betoltott szerepével kapcsolatban, kutyak esetében.
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7. Summary

During a period of 3 months, a total of 88 fecal samples were evaluated from dogs and cats
with symptoms of diarrhoea, 79 samples were collected from dogs, 9 from cats. The aim of
this study was to determine the prevalence of the main yeasts in dogs and cats related to
gastrointestinal disorders, in Hungary. In fecal cytological examination of the 88 fecal
smears, Cyniclomyces guttulatus yeast was found in 8 dog and 1 cat samples. To our
knowledge, this is the first report in Hungary that C guttulatus appeared in feces of dogs and
cats with clinical symptom of diarrhea. According to the results of the general fungal
cultivation of 35 fecal samples, 15 were contained yeasts except for C. guttulatus. Of these,
in 12 cases were found that kind of yeasts which were not be able to classify on the basis of
microscopic morphology. Two samples of this group were examined with colorimetric sugar
assimilation test, and were identified as Candida albicans. In another 5 samples were found
Pichia yeast species on the basis of microscopic morphology, and 2 of these were identified
by PCR, as Pichia kluyveri. All 5 Pichia pure culture were shown complete homology in
colonial morphology, reproductive conditions and microscopic appaerence. In 4 dogs were
found a mixed fungal infection of budding yeasts related to gastrointestinal disorders. To our
best knowledge, this is the first report that Pichia kluyveri strains were identified from dogs
with diarrhoea. According to the results of our study, a yeast fungus, Pichia kluyveri can be
expected in the similar examinations of diarrhea in dogs. This fungi has been not studied
sufficiently despite of possibility of causing potentially digestive disturbances. On the basis
of these results and literature data budding yeast were suggested to consider as abnormal
flora elements if they are shedding in large quantities and making gastrointestinal symptoms.
In our opinion these cases should be started on treatment with nystatine to eliminate the
shifted fungal microflora. After this will be possible the re-colonization of the digestive tract
of the animals with probiotics. Besides with advanced fiber dietary feeds and medical feed
could be improve the condition of the patients. In this way it might be available to dominate
again the useful elements of mushroom associations of the patient's intestinal tract of cats
and dog, within the framework of a more managed process. Further research would be
needed to answer that in Hungary, which the animals could be vectors of C. guttulatus and
that the occurring yeast in dogs - we morphologically identified as C. guttulatus - is identical
to the rabbit species found C. guttulatus or not. It would also be worth to perform more in-

depth analysis of the Pichia kluyveri, in the context of gastrointestinal diseases of dogs.
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