


 Συχνότερη μορφή μυκητιάσεων 
 

Μετακίνηση πληθυσμών 
Κλιματικές και κοινωνικοοικονομικές αλλαγές 

Αλόγιστη χρήση τοπικών αντιμυκητικών φαρμάκων 
 
Αύξηση της επίπτωσης παγκοσμίως: 20-25% πληθυσμού 
             (Havlickova et al. 2008 Mycoses, Zhan et al. 2016 Mycopathologia) 

 Σημαντική οικονομική επιβάρυνση για τα 
συστήματα υγειονομικής περίθαλψης 

 

 Η.Π.Α.: >800.000.000 $/έτος για στοχευμένη 
θεραπεία (Benedict et al. 2018 Clin. Infect. Dis.) 

 

 Υποτίμηση πραγματικού κόστους (Fiammenghi et al. 
2015 Farmeconomia. Health economics&therapeutic pathways)  
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Ξεκινώντας προκειμένου να θέσουμε τα πράγματα στη σωστή τους βάση ας δούμε κάποια στοιχεία που υποδεικνύουν ότι η μελέτη των δερματοφυτιών αλλά και η εγρήγορση τόσο από την πλευρά των κλινικών όσο και των εργαστηριακών είναι στις μέρες μας πιο σημαντική και επίκαιρη από ποτέ. Αρχικά οι δερματοφυτίες συνιστούν τις πιο συχνά απαντώμενες μυκητικές λοιμώξεις. Μάλιστα τα τελευταία χρόνια παράγοντες όπως η αυξημένη μετακίνηση πληθυσμών, η μεταβολή των κλιματολογικών μεταβλητών και των κοινωνικοοικονομικών συνθηκών καθώς και η αλόγιστη χρήση τοπικών αντιμυκητικών φαρμάκων έχουν επηρεάσει την κατανομή και τη μετάδοση τους με αποτέλεσμα να έχει παρατηρηθεί αύξηση της επίπτωσης τους, προσβάλλοντας περίπου το 20 με 25% του πληθυσμού παγκοσμίως. Βλέποντας, λοιπόν, κάποιος αυτά τα ποσοστά εμφάνισης θα μπορούσε να πει ότι οι επιπολής δεν ανήκουν στις απειλητικές για τη ζωή μυκητιάσεις και ότι συχνά θεωρούνται ως παθήσεις αμιγώς αισθητικές. Η πραγματικότητα, όμως, είναι ότι η δερματοφυτία επιφέρει στον πάσχοντα οικονομική και κυρίως ψυχολογική επιβάρυνση καθώς μπορεί να βιώνει αποκλεισμό τόσο σε εργασιακό αλλά και σε διαπροσωπικό επίπεδο, ιδίως όταν η πάθηση εντοπίζεται σε ορατές περιοχές του σώματος. Δεδομένου ότι οι δερματοφυτίες τείνουν να χρονίζουν ενώ υπάρχουν και συχνές υποτροπές, σε πολλές περιπτώσεις ακόμα και μετά τη θεραπεία, η οικονομική επιβάρυνση που επιφέρουν στα συστήματα υγειονομικής περίθαλψης είναι εξαιρετικά σημαντική με απόδειξη το χαρακτηριστικό παράδειγμα των Ηνωμένων Πολιτειών της Αμερικής όπου το ετήσιο κόστος για τη στοχευμένη θεραπεία τους ξεπερνά τα 800 εκατομμύρια δολάρια. Ωστόσο είναι αξιοσημείωτο πως το πραγματικό κόστος είναι αρκετά υψηλότερο αν κάποιος συνυπολογίσει αφενός τα αυξημένα ποσοστά υποδιάγνωσης των δερματοφυτιών και αφετέρου τα έξοδα που σχετίζονται με περιττές διαγνωστικές ή επεμβατικές ιατρικές πράξεις και χορήγηση μη ενδεδειγμένης θεραπείας πριν από την οριστική διάγνωση.



 Αναδυόμενη αντοχή σε θεραπείες πρώτης γραμμής 

Ταχεία 
αύξηση στη 
συχνότητα 
εμφάνισης 
αντοχής 
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Τέλος, ένας ιδιαίτερα ανησυχητικός παράγοντας που προστέθηκε πρόσφατα στα προαναφερθέντα είναι το φαινόμενο της αναδυόμενης αντοχής στις θεραπείες εκλογής. Ήδη η επιστημονική κοινότητα αναγνωρίζει το πρόβλημα και κρούει τον κώδωνα του κινδύνου προειδοποιώντας για την επερχόμενη μείωση της αποτελεσματικότητας των περιορισμένων αριθμητικά διαθέσιμων αντιμυκητικών παραγόντων για τη θεραπεία των δερματοφυτιών. Στο διάγραμμα της διαφάνειας παρατίθενται τα αποτελέσματα της αναζήτησης στη ψηφιακή βιβλιογραφική βάση βιοϊατρικών δεδομένων PubMed χρησιμοποιώντας ως λέξεις-κλειδιά τους όρους dermatophyte και resistance. Εύκολα, λοιπόν, μπορεί κάποιος να διακρίνει ότι ενώ μέχρι τις αρχές του 2000 ο αριθμός των σχετικών δημοσιεύσεων ήταν σταθερά μικρότερος του 10 ετησίως, την τελευταία εξαετία παρατηρείται σημαντική πλήθυνση τους υποδεικνύοντας την ταχεία αύξηση στη συχνότητα εμφάνισης αντοχής ή ορθότερα την αυξημένη εγρήγορση και την ύπαρξη κατάλληλων πλέον μοριακών κυρίως εργαλείων για την παρατήρηση και την περιγραφή του φαινομένου, αντίστοιχα. 



Συστηματική θεραπεία ή/και χρήση τοπικών σκευασμάτων 

https://musculoskeletalkey.com/antifungal-therapy/ Hay 2018 J Fungi (Basel) 

Τερμπιναφίνη 

Ιτρακοναζόλη 
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Η θεραπευτική προσέγγιση που συνήθως υιοθετείται για την αντιμετώπιση των δερματοφυτιών είναι η χρήση τοπικών σκευασμάτων για εντοπισμένες ή περιορισμένης εξάπλωσης λοιμώξεις και συστηματική θεραπεία που περιλαμβάνει την από του στόματος λήψη αντιμυκητικών φαρμάκων για πιο εκτεταμένες λοιμώξεις. Δυστυχώς τα αντιμυκητικά που αυτή τη στιγμή διαθέτουμε στη θεραπευτική μας φαρέτρα για την αντιμετώπιση των δερματοφυτιών είναι περιορισμένα. Συγκεκριμένα, η τερμπιναφίνη αποτελεί θεραπεία εκλογής εξαιτίας του ευνοϊκού φαρμακοκινητικού της προφίλ καθώς και των λιγοστών παρενεργειών και αλληλεπιδράσεων με άλλα φάρμακα. Ανήκει στην κατηγορία των αλλυλαμινών, παρουσιάζει μυκητοκτόνο δράση έναντι των δερματοφύτων και δρα δεσμεύοντας την εποξειδάση του σκουαλενίου με αποτέλεσμα την αναστολή της σύνθεσης της εργοστερόλης, τη συσσώρευση τοξικών επιπέδων σκουαλενίου και τελικά τον κυτταρικό θάνατο. Από την άλλη πλευρά, η ιτρακοναζόλη δρα ως αναστολέας της σύνθεσης της εργοστερόλης παρεμποδίζοντας το στάδιο της απομεθυλίωσης της λανοστερόλης οδηγώντας στην αποσταθεροποίηση της μυκητικής κυτταρικής μεμβράνης, ωστόσο εμφανίζει συχνότερα παρενέργειες, κυρίως ηπατοτοξικότητα, και απαιτεί μεγαλύτερο χρονικό διάστημα χορήγησης συγκριτικά με την τερμπιναφίνη. Τα προαναφερθέντα αντιμυκητικά είναι αποτελεσματικά στην πλειονότητα των ασθενών, υπό την προϋπόθεση ότι χρησιμοποιούνται τακτικά και για τις συνιστώμενες χρονικές περιόδους.



 2003-2006: πρώτες αναφορές ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη 
κλινικών στελεχών T. rubrum (MIC >4 mg/L)  

 2017-σήμερα: πολυάριθμες αναφορές σε ανθεκτικά στην 
τερμπιναφίνη κλινικά στελέχη T. rubrum ή T. mentagrophytes/             
T. interdigitale παγκοσμίως 

 Αντοχή σε Microsporum spp. έχει αναφερθεί περιστασιακά, αλλά όχι 
σε Epidermophyton spp. 
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Ωστόσο λίγο μετά την αλλαγή της χιλιετίας αναφέρεται για πρώτη φορά η απομόνωση δερματοφύτων ανθεκτικών σε αντιμυκητικούς παράγοντες και συγκεκριμένα η περιγραφή δύο περιστατικών ασθενών με λοίμωξη από T. rubrum στους οποίους απέτυχε η συστηματική θεραπεία πρώτης γραμμής με τερμπιναφίνη. Το φαινόμενο αρχίζει να παίρνει διαστάσεις και να προκαλεί προβληματισμό στα τέλη του 2017 με πολυάριθμες πλέον αναφορές σε ανθεκτικές στην τερμπιναφίνη δερματοφυτίες ψιλού δέρματος, ποδών και ονύχων τόσο στην Ευρώπη όσο και στην Ασία. Ενώ, λοιπόν, η αντοχή σε είδη του γένους Trichophyton, τα οποία αποτελούν τους κύριους αιτιολογικούς παράγοντες των δερματοφυτιών, επεκτείνεται παγκοσμίως, αντοχή σε είδη του γένους Microsporum έχει αναφερθεί περιστασιακά αλλά όχι σε είδη του γένους Epidermophyton.



Η προέλευση της ανάπτυξης ανθεκτικών στα αντιμυκητικά 
Trichophyton spp. παραμένει σχετικά ασαφής 

 Επίκτητη αντοχή: συνέπεια της μακροχρόνιας θεραπείας με 
αντιμυκητικά φάρμακα 

 

 Ασθενείς που πάσχουν από δερματική νόσο που σχετίζεται με 
διαταραχές της κερατινοποίησης και λαμβάνουν τερμπιναφίνη 
για παρατεταμένο χρονικό διάστημα (Schøsler et al. 2018 Pediatr Dermatol., 
Digby et al. 2017 Acta Derm Venereol.)  

 

 Ευρεία διαθεσιμότητα και αλόγιστη χρήση μη 
συνταγογραφούμενων τοπικών στεροειδών που συχνά περιέχουν 
πολλαπλούς αντιμυκητικούς παράγοντες (Verma 2018 Lancet Infect Dis., 
Bishnoi 2018 Lancet Infect Dis.)  

 
 

 
 

 Εγγενής αντοχή?: απομόνωση ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη 
στελεχών T. mentagrophytes (MICs 16-32 mg/L) από ασυμπτωματικά 
ζώα (Łagowski et al. 2020 Infection)  
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Δεδομένου ότι η περιγραφή της ανάπτυξης αντοχής στα δερματόφυτα είναι σχετικά πρόσφατη, η προέλευση της παραμένει μέχρι στιγμής ως ένα βαθμό ασαφής. Ωστόσο, η κατάχρηση και οι επαναλαμβανόμενες συστηματικές θεραπείες με αντιμυκητικά φάρμακα πιθανότατα συνέβαλαν στο φαινόμενο. Για παράδειγμα, ασθενείς που πάσχουν από δερματική νόσο που σχετίζεται με διαταραχές της κερατινοποίησης θα μπορούσαν να διατρέχουν μεγαλύτερο κίνδυνο. Πράγματι, στελέχη T. rubrum ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη έχουν απομονωθεί από ασθενείς με συγγενή ιχθύαση ή νόσο του Darier με χρόνια εκτεταμένη δερματοφυτία ψιλού δέρματος και παρατεταμένη έκθεση σε τερμπιναφίνη. Επίσης, η ευρεία διαθεσιμότητα και η αλόγιστη χρήση μη συνταγογραφούμενων τοπικών στεροειδών που συχνά περιέχουν πολλαπλούς αντιμυκητικούς και αντιβακτηριακούς παράγοντες οδηγεί σε μια μη ρυθμιζόμενη ανοσοαπόκριση πιο επιρρεπή σε χρόνιες δερματοφυτικές λοιμώξεις. Ωστόσο, αντοχή φαίνεται ότι δεν αναπτύσσεται αποκλειστικά κατά τη διάρκεια θεραπείας. Συγκεκριμένα, σε μια πρόσφατη μελέτη περιγράφονται στελέχη T. mentagrophytes ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη, τα οποία απομονώθηκαν από ασυμπτωματικούς ξενιστές, συγκεκριμένα αλεπούδες, που δρουν ως φορείς. Ως εκ τούτου, η περαιτέρω μελέτη στελεχών με τη βοήθεια κατάλληλων εργαλείων μοριακής ανάλυσης που διαθέτουμε πλέον στα χέρια μας μπορεί να παράσχει περισσότερες πληροφορίες για την περιγραφή του ζητήματος της προέλευσης της αντοχής. 



Martinez-Rossi 2021 J Fungi (Basel) 

Saunte 2019 AAC 
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Η αναγνώριση και η κατανόηση των μηχανισμών που προάγουν την εμφάνιση αντοχής αποτελεί ένα νέο πεδίο εντατικής έρευνας. Η αντοχή στην τερμπιναφίνη έχει αποδοθεί κατά κύριο λόγο σε μη συνώνυμες σημειακές μεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί την εποξειδάση του σκουαλενίου, με κυρίαρχες τις αλλαγές αμινοξέων στις θέσεις 393 και 397, όπως φαίνεται στην εικόνα δεξιά. Εναλλακτικά, σε περιπτώσεις που η αντοχή δεν μπορούσε να εξηγηθεί από την παρουσία οποιασδήποτε μετάλλαξης, ως μηχανισμός αντοχής προτάθηκε ο πολλαπλασιασμός του γονιδίου της σαλικυλικής μονοοξυγενάσης και η υπερέκφραση γονιδίων, η οποία με τη σειρά της κωδικοποιεί έναν πρωτεϊνικό μεταφορέα απέκκρισης της οικογένειας ABC, ενώ τα δερματόφυτα παράγουν επίσης βιοϋμένια στον ιστό του ξενιστή που μπορεί να ευθύνονται για την κλινική αντοχή, την αποτυχία της θεραπείας και την εμφάνιση εμμένουσας λοίμωξης.



Siopi 2021 J Fungi (Basel) 
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Επί του παρόντος, ο επιπολασμός ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη κλινικών στελεχών T. rubrum παραμένει χαμηλός. Όπως φαίνεται στο χάρτη της διαφάνειας, οι αναφορές για περιστατικά ασθενών με αποτυχία στη θεραπεία από τους οποίους απομονώθηκαν στελέχη με φαινότυπο μη-άγριου τύπου που επιβεβαιώθηκε μοριακά με αλληλούχιση εμφανίζουν παγκόσμια κατανομή. Συγκεκριμένα, περιστατικά έχουν περιγραφεί κυρίως στην Ιαπωνία, Ινδία και Ιράν και Δανία.



Προσέλευση στο 
ιατρείο 

9μηνη συστηματική 
θεραπεία με 

τερμπιναφίνη 

6μηνη συστηματική 
θεραπεία με 

φωσραβουκοναζόλη 

15ήμερη συστηματική 
θεραπεία με ιτρακοναζόλη  

(100mg x 2) 

4μηνη τοπική θεραπεία 
(αντιμυκητικά, 

κορτικοστεροειδή) 
+ 

2μηνη συστηματική 
θεραπεία με τερμπιναφίνη  

(250mg άπαξ) 

Noguchi et al. 2019  J Dermatol. 
Digby et al. 2017 Acta Derm Venereol. 

CLSI MICs 
TRB 16 mg/L 
ITZ 0,06 mg/L 

RVZ ≤ 0.03 mg/L 

Phe397Leu 
αλληλούχιση 

EUCAST MICs 
TRB >4 mg/L 
ITZ 0.03 mg/L SQLE 
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Στη συνέχεια παρουσιάζονται δύο χαρακτηριστικές περιπτώσεις ασθενών με δερματοφυτία ψιλού δέρματος με εκτεταμένες βλάβες αριστερά και ονυχομυκητίαση δεξιά, στους οποίους η πολύμηνη συστηματική θεραπεία με τερμπιναφίνη δεν επέφερε βελτίωση στην κλινική εικόνα. Ωστόσο, η αλλαγή του θεραπευτικού σχήματος σε αζόλη κατόπιν της πραγματοποίησης ελέγχου ευαισθησίας στα στελέχη T. rubrum που είχαν απομονωθεί από τις καλλιέργειες επέφερε πλήρη ίαση. Έτσι με αφορμή αυτά τα περιστατικά, αναδεικνύεται ο ρόλος του εργαστηρίου και η καίριας σημασίας αναγκαιότητα για in vitro έλεγχο ευαισθησίας στα αντιμυκητικά τουλάχιστον σε περιπτώσεις χρόνιας ή υποτροπιάζουσας δερματοφυτίας καθώς και αποτυχίας στη θεραπεία.



Μελέτη 3 κέντρων 
 

20/63 (32%) στελέχη Τ. intedigitale 
ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη  

(MICs 4-≥32 mg/L) 

“Tinea has become an Indian Frankenstein’s monster…”  
                                                (Verma 2018 Lancet Infect Dis.) 
 
“The tip of the iceberg?” (Nenoff 2020 J Fungi (Basel)) 
 

 

Ευρεία διαθεσιμότητα και αλόγιστη χρήση μη συνταγογραφούμενων 
τοπικών στεροειδών που συχνά περιέχουν πολλαπλούς αντιμυκητικούς 
παράγοντες (Verma 2018 Lancet Infect Dis., Bishnoi 2018 Lancet Infect Dis.)  
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Από την άλλη πλευρά, στις αρχές του 2018 περιγράφονται για πρώτη φορά στην Ινδία κλινικά στελέχη του συμπλέγματος T. mentagrophytes/interdigitale ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη με ποσοστό απομόνωσης της τάξης του 32%. Ακολουθεί ένα πλήθος αναφορών και πολυκεντρικών μελετών σχετικά με χρόνιες υποτροπιάζουσες δερματοφυτίες ψιλού δέρματος και μηροβουβωνικών πτυχών από τέτοια στελέχη. Το φαινόμενο φαίνεται πλέον να έχει πάρει διαστάσεις επιδημίας και να χαρακτηρίζεται ως το ινδικό τέρας του Φρανκενστάιν ή η κορυφή του παγόβουνου, ενώ αποδίδεται κυρίως στην ευρεία διαθεσιμότητα και αλόγιστη χρήση μη συνταγογραφούμενων τοπικών στεροειδών που παράγονται στη χώρα και συχνά περιέχουν πολλαπλά αντιμυκητικά. 



Siopi 2021 J Fungi (Basel) 

Nenoff 2020 J Fungi (Basel) 
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Μπορεί η επιδημία αυτή να ξεκίνησε με επίκεντρο την Ινδία, ωστόσο όπως φαίνεται στο χάρτη της διαφάνειας έχει πλέον πάρει σε σύντομο χρονικό διάστημα παγκόσμιες διαστάσεις στο πλαίσιο της παγκοσμιοποίησης με την αυξανόμενη μετανάστευση, το εμπόριο και τα ταξίδια.  Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα της Γερμανίας όπου σύμφωνα με μια πρόσφατη μελέτη τα τελευταία δύο χρόνια υπήρξε σημαντική αύξηση της συχνότητας απομόνωσης ανθεκτικών στελεχών από Γερμανούς ασθενείς και μάλιστα οι συγγραφείς αναφέρουν ότι πλέον απομονώνεται ένα τέτοιο στέλεχος περίπου κάθε δύο με τρεις εβδομάδες.



T. interdigitale T. mentagrophytes T. mentagrophytes VIII 

Αντοχή στην 
τερμπιναφίνη 
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Είναι ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι σε μερικές από τις πρώτες μελέτες αναφορικά με την επιδημία αυτή στην Ινδία, ο αιτιολογικός παράγοντας έχει περιγραφεί ως T. interdigitale σύμφωνα με την παλιά ταξινόμηση των δερματοφύτων. Ωστόσο, πρόσφατα με τη βοήθεια εργαλείων μοριακής γονοτύπησης βρέθηκε ότι οι λοιμώξεις αυτές προκαλούνται από ένα συγκεκριμένο ΙΤS γονότυπο του ζωόφιλου είδους T. mentagrophytes, ο οποίος όμως παραδόξως μεταδίδεται μόνο από άνθρωπο σε άνθρωπο. Προκειμένου, λοιπόν, να αποφευχθεί η σύγχυση, τα στελέχη αυτά αναφέρονται πλέον παγκοσμίως ως T. mentagrophytes τύπου 8.



2 στελέχη T. mentagrophytes τύπου VIII 
προερχόμενα από την Ινδία και το Νεπάλ, 

τα οποία απομονώθηκαν στην Ιαπωνία  

Το T. mentagrophytes τύπου VIII είναι μόνο μια 
ποικιλία ενός μεγάλου αριθμού γονοτύπων του 

T. mentagrophytes/T. interdigitale complex 
 
 

Δε φαίνεται να δικαιολογείται η καταχώρηση 
του ως νέο είδος 

 

2020 Dec;185(6):947-958 

Nenoff 2020 J Fungi (Basel) 
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Στο σημείο αυτό πρέπει να τονιστεί ότι το T. mentagrophytes τύπου 8 είναι μόνο μία ποικιλία ενός μεγάλου αριθμού γονοτύπων του πολυδιάστατου συμπλέγματος mentagrophytes/ interdigitale. Επομένως, μέχρι πρότινος δε φαινόταν δικαιολογημένη η καταχώρηση αυτού του μεμονωμένου γονότυπου σε ένα ολοκαίνουργιο είδος ονόματι Τ. indotineae, τόσο βιαστικά, με βάση δύο μόνο κλινικά στελέχη T. mentagrophytes ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη, όπως συνέβη στα τέλη της προηγούμενης χρονιάς σε μια μεμονωμένη αναφορά από την Ιαπωνία, αγνοώντας την πληθώρα της βιβλιογραφίας για μια ευρέως αποδεκτή ταξινόμηση αυτού του γονότυπου.



Αλληλούχιση πολλαπλών γενετικών 
τόπων 142 κλινικών στελεχών  
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Presentation Notes
Εντούτοις, οι εξελίξεις τρέχουν με γοργούς ρυθμούς και στα μέσα της φετινής χρονιάς η ομάδα του de Hoog παρουσίασε μια εμπεριστατωμένη ταξινομική μελέτη 142 κλινικών στελεχών διαφορετικής γεωγραφικής προέλευσης χρησιμοποιώντας μια πολυφασική προσέγγιση που συνδυάζει μοριακά, μορφολογικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά προκειμένου να οριοθετηθεί επακριβώς η διαχωριστική γραμμή μεταξύ των ειδών του συμπλέγματος mentagrophytes/interdigitale. Αρχικά, η αλληλούχιση πολλαπλών αυτή τη φορά γενετικών τόπων, συγκεκριμένα της περιοχής ΙTS και των γονιδίων του µεταγραφικού παράγοντα επιµήκυνσης α και της ομάδας υψηλής κινητικότητας HMG, έδειξε ότι τα τρία υπό συζήτηση είδη διακρίνονται βέλτιστα μεταξύ τους όπως φαίνεται στο φυλογενετικό δέντρο δεξιά με ανάλυση του γονιδίου HMG σε τρεις κύριες ομάδες γονοτύπων που περιέχουν τα είδη indotineae, interdigitale και mentagrophytes, τα οποία παρουσιάζουν κατά προσέγγιση συγχρόνως διαφορές στη γεωγραφική κατανομή.



(P< 0.01) 
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Presentation Notes
Επίσης, βρέθηκε ότι η κλινική κατανομή διαφέρει σημαντικά ανάλογα με το είδος. Ειδικότερα, το interdigitale αποτελεί κατά κύριο λόγο αιτιολογικό παράγοντα της δερματοφυτίας άκρου ποδός και της ονυχομυκητίασης, το mentagrophytes της δερματοφυτίας προσώπου και τριχωτού κεφαλής ενώ το indotineae της δερματοφυτίας ψιλού δέρματος και μηροβουβωνικών πτυχών. Τέλος, στατιστικά σημαντικές διαφορές διαπιστώθηκαν και στα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά μεταξύ των τριών αδελφών ειδών. Συγκεκριμένα, τα στελέχη interdigitale και mentagrophytes παρουσίασαν υψηλότερη λιπολυτική δραστικότητα, θετική δοκιμασία διείσδυσης σε τρίχα in vitro και υδρόλυση της ουρίας συγκριτικά με τα στελέχη indotineae. Επιπλέον, το χρώμα της οπίσθιας επιφάνειας των αποικιών των στελεχών interdigitale ήταν ως επί το πλείστον καστανή ώχρα, αυτό των mentagrophytes ανοιχτό καφέ και των indotineae κίτρινο-πορτοκαλί. Επί του παρόντος, μένει να διαφανεί αν η νέα αυτή ονοματολογία των ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη στελεχών ως Τ. indotineae θα υιοθετηθεί από τη διεθνή επιστημονική κοινότητα. 



 2019: πρώτη αναφορά κλινικού στελέχους T. rubrum με μειωμένη 
ευαισθησία στις αζόλες και περιγραφή μηχανισμού αντοχής   

   (Monod et al. 2019 AAC) 

Αντοχή στην 
τερμπιναφίνη 

 T. mentagrophytes ITS type VIII: 20% αντοχή στις αζόλες  
(Εbert et al. 2020 Mycoses) 

Αντοχή σε 
≥ 1 αζόλες 

Ταυτόχρονη 
αντοχή στην 

τερμπιναφίνη 
και σε ≥ 1 

αζόλες 

Ευαισθησία στην 
τερμπιναφίνη και 

στις αζόλες 

23% 

57% 
20% 

51% 

77% αντοχή 
σε θεραπείες 
1ης γραμμής 
σε σύνολο 

264 στελεχών 
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Ωστόσο, η αντοχή των ειδών του γένους Trichophyton στα αντιμυκητικά δεν αφορά μόνο την τερμπιναφίνη, αλλά και τις αζόλες. Και σε αυτή την περίπτωση η συχνότητα εμφάνισης αντοχής φαίνεται να είναι ειδο-εξαρτώμενη. Ειδικότερα, μόλις πρόσφατα τεκμηριώθηκε η απομόνωση του πρώτου στελέχους T. rubrum που παρουσιάζει μειωμένη ευαισθησία στις αζόλες. Δεν ισχύει όμως το ίδιο για στελέχη T. mentagrophytes τύπου 8 όπου μια πρόσφατη πολυκεντρική μελέτη στην Ινδία υπέδειξε ποσοστό αντοχής στην ιτρακοναζόλη ή και στη βορικοναζόλη της τάξης του 20% με το ήμισυ μάλιστα των στελεχών αυτών να εμφανίζει συγχρόνως αντοχή στην τερμπιναφίνη. Αν δούμε, λοιπόν, αθροιστικά το ποσοστό αντοχής στις θεραπείες πρώτης γραμμής αυτό αγγίζει το 77% εγείροντας έντονη ανησυχία για την αποτελεσματικότητα της επί του παρόντος ενδεδειγμένης θεραπείας. 



2021; 35: 1582-1586 

39 δερματολόγοι - 23 ευρωπαϊκές χώρες 
01-11/2020 
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Αναφορικά με την τρέχουσα κατάσταση που επικρατεί στην Ευρώπη, πριν λίγους μήνες δημοσιεύτηκε η πρώτη πιλοτική μελέτη που είχε σκοπό να διερευνήσει την έκταση που έχει λάβει το πρόβλημα της αναδυόμενης αποτυχίας στη θεραπεία των δερματοφυτιών κατά το έτος 2020 και η οποία καταλήγει στην προτροπή «φροντίστε διαφορετικά μπορεί να γίνει ενδημικό». 39 δερματολόγοι από 23 ευρωπαϊκές χώρες κλήθηκαν να απαντήσουν σε ένα τυποποιημένο ερωτηματολόγιο που επικεντρώθηκε σε ασθενείς με δερματοφυτία τριχωτού κεφαλής, ψιλού δέρματος και μηροβουβωνικών πτυχών που δεν ανταποκρίθηκαν στην ενδεδειγμένη συστηματική αντιμυκητική θεραπεία ή υποτροπίασαν στην ίδια ανατομική περιοχή εντός 4 εβδομάδων μετά τη διακοπή της. Οι ερωτήσεις αφορούσαν στη θεραπευτική στρατηγική που ακολουθήθηκε και σε πληροφορίες σχετικά με τα εμπλεκόμενα είδη δερματοφύτων.



Ο έλεγχος ευαισθησίας ήταν 
διαθέσιμος κατόπιν αιτήματος σε  

11/22 χώρες 
 Μη συμμόρφωση ασθενών 
 Επαναλοίμωξη 
 Μειωμένη απορρόφηση/ 
      Υψηλός μεταβολισμός φαρμάκου 

 

51% 

17% 
TRB-R 
74% 
 

ITZ-R 
34% 
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Στο χάρτη της διαφάνειας παρουσιάζονται με πορτοκαλί χρώμα οι χώρες όπου καταγράφηκαν δερματοφυτίες με ισχυρή υποψία ή επιβεβαιωμένη αντοχή στα αντιμυκητικά, με πράσινο αυτές οι οποίες δήλωσαν ότι δεν αντιμετώπισαν περιστατικά αντοχής, με μπλε αυτές που δεν ανταποκρίθηκαν στο κάλεσμα της μελέτης, αλλά έχουν δημοσιεύσει σχετικά περιστατικά και με γκρι όσες δε συμμετείχαν σε αυτή. Συνολικά, καταγράφηκαν 65 περιστατικά ανθεκτικών στα αντιμυκητικά δερματοφυτιών από Τrichophyton. Ο κυριότερος αιτιολογικός παράγοντας ήταν το Τ. rubrum, ακολουθούμενο από το T. mentagrophytes τύπου 8, ενώ στο 74 και 34% των περιπτώσεων αναφέρθηκε αντοχή στην τερμπιναφίνη και ιτρακοναζόλη, αντίστοιχα. Ωστόσο, στο σημείο αυτό αξίζει να σημειωθεί ότι μόλις στο ήμισυ των χωρών και μάλιστα κατόπιν αιτήματος ήταν διαθέσιμη η επιβεβαίωση της καταγραφής μέσω ελέγχου του προφίλ ευαισθησίας αφήνοντας ανοιχτό το ενδεχόμενο η αποτυχία στη θεραπεία να μην οφειλόταν σε λοίμωξη από ανθεκτικά στελέχη αλλά σε παράγοντες όπως η μη τήρηση των ιατρικών συστάσεων, η περίπτωση επαναλοίμωξης ή η μειωμένη απορρόφηση του φαρμάκου.



2022; 8: 150 

1 3 4 6 9 16 

1 

2 

4 
2013-2018 (αναδρομική) 

n = 16 ασθενείς  

2019-2020 (προοπτική) 
n = 33/59 ασθενείς = 60% 

(100% Τ. indotineae, 56% T. rubrum)  
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Εξαιρετικά ενδιαφέρουσα είναι επίσης μια πρόσφατη μελέτη από το κέντρο αναφοράς της Δανίας, όπου όπως παρουσιάζεται στο διάγραμμα ο αριθμός των επιβεβαιωμένων με έλεγχο ευαισθησίας ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη κλινικών στελεχών T. rubrum που απομονώθηκαν τη διετία 2019-2020 είναι διπλάσιος συγκριτικά με αυτόν της εξαετίας 2013-2018. Μάλιστα, η αύξηση αυτή αποδόθηκε από τους συγγραφείς σε μεγαλύτερη επαγρύπνηση από την πλευρά των κλινικών και στη δυνατότητα διενέργειας ελέγχου ευαισθησίας με βελτιστοποιημένη πρότυπη μεθοδολογία από την πλευρά του εργαστηρίου.



2022; 8: 220 

Προοπτική πολυκεντρική (6 νοσοκομεία) 
01-09/2021 - Παρίσι 

Αντοχή στην τερμπιναφίνη: 0.5% (3/580 στελέχη) 
Αντοχή στην ιτρακοναζόλη/βορικοναζόλη: 0% 

  1/6: 17% 

  1/390: 0.3% 

  1/94: 1% 
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Πρόσφατα επίσης παρουσιάστηκαν τα αποτελέσματα της πρώτης προοπτικής πολυκεντρικής μελέτης με τη συμμετοχή 6 νοσοκομείων για τον προσδιορισμό της επίπτωσης του φαινομένου της αντοχής στην τερμπιναφίνη στα δερματόφυτα στη Γαλλία. Σε διάστημα 9 μηνών, απομονώθηκαν και ελέγχθηκαν 580 στελέχη δερματοφύτων, εκ των οποίων κανένα δεν εμφάνισε αντοχή στις αζόλες και μόλις 3 που ανήκαν στο γένος Trichophyton ήταν ανθεκτικά στην τερμπιναφίνη με το ποσοστό αντοχής να ανέρχεται στο 0,5%. Συγκεκριμένα, … δερματοφυτίες ψιλού δέρματος, ποδών και ονύχων. Σε όλες τις περιπτώσεις οι ασθενείς παρουσίασαν βελτίωση της κλινικής τους εικόνας μετά τη λήψη αζολών.  



TRB-S TRB-R 

Πρώτα δεδομένα και περιγραφή 
αντοχής στην τερμπιναφίνη σε ελληνικά 
κλινικά στελέχη Trichophyton spp. 

114 μοριακά ταυτοποιημένα στελέχη Trichophyton spp. (2010-2019, Π.Γ.Ν. «Αττικόν»)  

       8           4           2           1          0.5      0.25   0.125    0.06     0.03    0.016   0.008     GC    8           4           2           1          0.5      0.25   0.125    0.06     0.03    0.016   0.008     GC 

2021; 7: 419 
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Τέλος, το γεγονός ότι δεν υπήρχαν δεδομένα in vitro ευαισθησίας για ελληνικά κλινικά στελέχη αποτέλεσε το έναυσμα για τον έλεγχο του φαινότυπου ευαισθησίας σε τοπικό επίπεδο. Συγκεκριμένα, εξετάστηκε το προφίλ ευαισθησίας σε τερμπιναφίνη, ιτρακοναζόλη και αμορολφίνη 114 στελεχών Trichophyton από τη συλλογή του εργαστηρίου μας, τα οποία απομονώθηκαν κατά τη δεκαετία 2010-2019 και ταυτοποιήθηκαν μοριακά με αλληλούχιση της ITS περιοχής. Όπως φαίνεται στον πίνακα της διαφάνειας όλα τα στελέχη rubrum, interdigitale και tonsurans εμφάνισαν φαινότυπο άγριου τύπου στα εξετασθέντα αντιμυκητικά, ενώ και για τα τρία είδη η τερμπιναφίνη ήταν ο πιο δραστικός παράγοντας. Από την άλλη πλευρά, το 37.5% των στελεχών mentagrophytes παρουσίασαν τιμές ΜΙC υψηλότερες του επιδημιολογικού ορίου της τερμπιναφίνης. 



 9 στελέχη Τm VIII 
 Ξέσματα δέρματος 
            (2018-2019) 
 7 ασθενείς 
 5 Έλληνες (1 κάτοικος 

καταυλισμού Ρομά), 1 Σύριος 
(κάτοικος καταυλισμού 
προσφύγων) και 1 Ιρανός 

 2/7 προηγούμενη 
συστηματική θεραπεία με TRB 

 1/7 χωρίς προηγούμενη χρήση 
αντιμυκητικών  
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Η φυλογενετική ανάλυση των 9 ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη στελεχών υπέδειξε ότι ανήκουν στο γονότυπο 8, ενώ όλα έφεραν γνωστές σημειακές μεταλλάξεις που προσδίδουν αντοχή. Είναι αξιοσημείωτο πως και τα 9 είχαν απομονωθεί από ξέσματα δέρματος ασθενών κατά τη διετία 2018-2019. Μάλιστα 3 από τα 9 είχαν απομονωθεί από 3 διαδοχικές καλλιέργειες της ίδιας ασθενούς στο διάστημα ενός έτους υποδεικνύοντας υποτροπιάζουσα δερματοφυτία ή αποτυχία θεραπείας. Ωστόσο, είναι αισιόδοξο πως όλα τα στελέχη εμφάνισαν φαινότυπο άγριου τύπου στην ιτρακοναζόλη. 2/7 ασθενείς ανέφεραν προηγούμενη συστηματική θεραπεία με τερμπιναφίνη, ενώ 1/7 δεν είχε λάβει προηγουμένως αντιμυκητική αγωγή.



 

Μοριακή ανάλυση (αλληλούχιση DNA) 

Απομόνωση 
DNA 

PCR 

Ηλεκτροφόρηση 

Αλληλούχιση 

+ : Απευθείας εφαρμογή σε κλινικά δείγματα 
 - : Πολυπλοκότητα και υψηλό κόστος   

Ταυτοποίηση (ITS) 

Μηχανισμός 
αντοχής (SQLE)  
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Τα προαναφερθέντα ανησυχητικά ευρήματα υπογραμμίζουν την επείγουσα ανάγκη για προσιτές και άμεσα διαθέσιμες μεθόδους για την ανίχνευση αντοχής. Τα τελευταία χρόνια, οι μοριακές τεχνικές είναι αρωγοί στην προσπάθεια για τον έγκυρο και έγκαιρο χαρακτηρισμό παθογόνων μικροοργανισμών με στόχο την εφαρμογή ενδεδειγμένης θεραπείας. Καθώς η πλειοψηφία των αναφορών επισημαίνει το ρόλο των μη συνώνυμων σημειακών μεταλλάξεων ως αιτιολογικό παράγοντα της αντοχής στην τερμπιναφίνη στα δερματόφυτα, έχουν αναπτυχθεί και αξιολογηθεί πολλαπλές μοριακές μέθοδοι για την αποτελεσματική ανίχνευση τους, μεταξύ των οποίων η ανάλυση της αλληλουχίας του DNA θεωρείται το καλύτερο εργαλείο. Έτσι χρησιμοποιώντας κατάλληλους εκκινητές για την ενίσχυση αφενός της περιοχής ITS του ριβοσωμικού DNA και  αφετέρου του γονιδίου που κωδικοποιεί την εποξειδάση του σκουαλενίου, μέσω της αλληλούχισης των προϊόντων των αντιδράσεων PCR και με τη βοήθεια κατάλληλων εργαλείων βιοπληροφορικής μπορούμε να πάρουμε αξιόπιστες και γρήγορες απαντήσεις αναφορικά με την ταυτοποίηση και το μηχανισμό αντοχής, αντίστοιχα. Δεδομένης της χαμηλής απόδοσης των καλλιεργειών, το σημαντικότερο πλεονέκτημα της μεθόδου είναι ότι δεν απαιτείται απομόνωση του αιτιολογικού παράγοντα καθώς μπορεί να εφαρμοστεί απευθείας σε κλινικά δείγματα μειώνοντας δραστικά το χρόνο διεκπεραίωσης της ανίχνευσης αντοχής και κατά συνέπεια της χορήγησης κατάλληλης θεραπείας. Ωστόσο, η ενσωμάτωση της στην καθημερινή εργαστηριακή πράξη δεν είναι προς το παρόν εφικτή εξαιτίας της πολυπλοκότητας και του υψηλού κόστους που απαιτεί σε επίπεδο εξοπλισμού, αντιδραστηρίων και εξειδικευμένου προσωπικού. 



 

Μοριακή ανάλυση (ARMS-PCR) 

Απομόνωση 
DNA 

PCR 

Ηλεκτροφόρηση 

Αλληλούχιση 

1, 5, 6: TRB-R (F397L) στελέχη 
2, 3, 4: TRB-S WT στελέχη 

Shankarnarayan 2020 Sci Rep.  
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Ως εκ τούτου στις μέρες μας γίνονται εντατικές προσπάθειες για την ανάπτυξη μοριακών τεχνικών, οι οποίες θα παρακάμπτουν το στάδιο της αλληλούχισης και κατ’επέκταση θα μειώνουν σημαντικά το κόστος και το χρόνο διεκπεραίωσης της εξέτασης χωρίς αυτό να αποβαίνει εις βάρος της αξιοπιστίας. Ένα τέτοιο πρωτόκολλο, το οποίο βασίζεται στην ειδική για μεταλλάξεις ενίσχυση που επιτυγχάνεται με χρήση της τεχνολογίας ARMS και απαιτεί μόνο ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης, αναπτύχθηκε και βελτιστοποιήθηκε πρόσφατα. Μέσω της ARMS PCR ειδικές μεταλλαγμένες αλληλουχίες υποβάλλονται σε επιλεκτική ενίσχυση, ακόμη και σε δείγματα στα οποία η πλειοψηφία των αλληλουχιών δεν παρουσιάζει μετάλλαξη. Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται και στην εικόνα της διαφάνειας, παράγονται δύο προϊόντα ενίσχυσης, ένα μεγαλύτερου μεγέθους που λειτουργεί ως εσωτερικός μάρτυρας ελέγχου και ένα μικρότερου μεγέθους ειδικού για το αλληλόμορφο-στόχο.



 

Μοριακή ανάλυση  
(melting curve analysis - DermaGenius® Resistance real-time PCR assay, PathoNostics) 

Phe397Leu 
Leu393Phe 

 

Leu393Ser 
Phe397Ile 
Phe397Val 

2021 Jul;64(7):721-726 

WT 
Tm 66-69 oC 

non-WT 
Tm 55-66 oC 

SQLE μεταλλάξεις 

Trichophyton spp. 
 T. mentagrophytes/T. interdigitale (T. indotineae) 
 T. mentagrophytes (ITS type IV) 
 T. rubrum/T. soudanense 
 T. tonsurans 
 T. violaceum 
 T. quinckeanum/T. schoenleinii 

→TRB CLSI MICs: 16-≥32 mg/L  

+ : διάρκεια ανάλυσης 3h 
- : εξαρτώμενη από την καλλιέργεια  
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Επιπλέον, πρόσφατα αναπτύχθηκε και αξιολογήθηκε η δοκιμασία DermaGenius Resistance real-time PCR της εταιρίας PathoNostics ως μια ταχεία in vitro διαγνωστική μέθοδος που μπορεί να εφαρμοστεί σε απομονωθέντα στελέχη Trichophyton και μέσω ανάλυσης καμπύλων τήξης να προσδιοριστεί το είδος και συγχρόνως να ανιχνευθούν αυτά που φέρουν τις πιο κοινές σημειακές μεταλλάξεις στις οποίες έχει αποδοθεί η αντοχή στην τερμπιναφίνη. Όπως φαίνεται στον πίνακα δεξιά, στο πλαίσιο της αξιολόγησης της νέας δοκιμασίας τα αποτελέσματα της συγκρίθηκαν αφενός με αυτά της αλληλούχισης της περιοχής ITS για την ταυτοποίηση των στελεχών και αφετέρου με αυτά της αλληλούχισης του γονιδίου που κωδικοποιεί την εποξειδάση του σκουαλενίου και των τιμών MIC που προσδιορίστηκαν με την πρότυπη μέθοδο μικροαραιώσεων σε ζωμό για την ανίχνευση ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη στελεχών. Και στις δύο περιπτώσεις παρατηρήθηκε 100% συμφωνία μεταξύ των μεθόδων. Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν μια πολλά υποσχόμενη δοκιμασία, η οποία μειώνει δραστικά το χρόνο του κύκλου εργασιών σε 3 ώρες με αποτέλεσμα την έγκαιρη έναρξη ενδεδειγμένης θεραπείας, όμως ακολουθεί μια εξαρτώμενη από την καλλιέργεια προσέγγιση και η απευθείας εφαρμογή της σε κλινικά δείγματα χρήζει διερεύνησης.    



Μικροαραιώσεις σε ζωμό 
(CLSI M38-A2, 2008) 

Έλλειψη συναίνεσης για τον καθορισμό των βέλτιστων συνθηκών 
Συγκέντρωση εναιωρήματος: 103-106 cfu/mL 
Είδος εναιωρήματος: κατακερματισμένο μυκήλιο, κονίδια 
Θερμοκρασία επώασης: 28-35oC 
Χρόνος επώασης: 2-7 d 
Κριτήριο ανάγνωσης: 50-100% αναστολή ανάπτυξης   
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Presentation Notes
Ωστόσο οι μοριακές μέθοδοι εξακολουθούν ακόμη και σήμερα να μην είναι προσιτές σε ένα μεγάλο μέρος κλινικών εργαστηρίων, ιδίως στη χώρα μας, και η εφαρμογή τους να αποτελεί προνόμιο καλά οργανωμένων εργαστηρίων βασικής έρευνας και εργαστηρίων αναφοράς. Κατά συνέπεια, ο έλεγχος in vitro ευαισθησίας στα αντιμυκητικά με τη μέθοδο μικροαραιώσεων σε ζωμό αποτελεί την πιο ρεαλιστική επιλογή για την αξιόπιστη ανίχνευση αντοχής. Το 2008, η CLSI συμπεριέλαβε στις κατευθυντήριες οδηγίες της αναφορικά με τον έλεγχο ευαισθησίας νηματοειδών μυκήτων ένα ξεχωριστό πρωτόκολλο για τα δερματόφυτα. Ωστόσο, στο μεσοδιάστημα έχουν προταθεί πολλές τροποποιήσεις για τη βελτίωση των παραγόμενων αποτελεσμάτων, μερικές εκ των οποίων παρουσιάζονται ενδεικτικά στον πίνακα της διαφάνειας. Είναι σημαντικό, λοιπόν, να τονιστεί ότι επί του παρόντος δεν υπάρχει συναίνεση για τον καθορισμό των βέλτιστων συνθηκών της δοκιμασίας και οι κατανομές των CLSI MICs έχουν προκύψει χρησιμοποιώντας διάφορες τροποποιήσεις της συνιστώμενης μεθοδολογίας αναφοράς σχετικά με το είδος και τη συγκέντρωση του εναιωρήματος, το χρόνο και τη θερμοκρασία επώασης και το τελικό σημείο ανάγνωσης της MIC. 



Μικροαραιώσεις σε ζωμό 
(EUCAST E.Def 11.0, 2020) 

Μέχρι πρόσφατα δεν υπήρχε προτυποποιημένη μεθοδολογία 
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Presentation Notes
Ως εκ τούτου, μέχρι πρόσφατα δεν υπήρχε προτυποποιημένη μεθοδολογία. Ωστόσο, ένα χρόνο πριν προτάθηκε από την EUCAST ένα πρωτόκολλο ελέγχου in vitro ευαισθησίας δερματοφύτων που σχηματίζουν μικροκονίδια, το οποίο είναι το μόνο που έχει μέχρι στιγμής αξιολογηθεί και επικυρωθεί πολυκεντρικά με το εργαστήριο μας να αποτελεί ένα από τα συμμετέχοντα κέντρα. Συγχρόνως, προτάθηκαν επιδημιολογικά όρια ευαισθησίας τα οποία δεδομένης της έλλειψης κλινικών ορίων ευαισθησίας μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση στελεχών μη-άγριου τύπου και την επιλογή κατάλληλης αντιμυκητικής θεραπείας.



Μικροαραιώσεις σε ζωμό 
(χρωματομετρική δοκιμασία Sensititre YeastOne®, Thermo Fisher Scientific) 

3-4 > 4 

Tr Tm/Ti Tr Tm/Ti 

ANID 60% 44% 5% 24% 

MCF 5% 4% 10% 0% 

CAS 55% 32% 45% 68% 

5FC 0% 0% 0% 0% 

PCZ 15% 16% 0% 4% 

VCZ 60% 36% 0% 0% 

ITZ 40% 20% 40% 44% 

FLZ 25% 44% 0% 4% 

AMB 35% 12% 15% 0% 

Διαφορές MIC/MEC (υποδιπλάσιες αραιώσεις) 
Sensititre YO vs CLSI M38-A2 

20 T. rubrum (Tr) 
25 T. mentagrophytes/interdigitale (Tm/Ti) 

 Μη ικανοποιητική συσχέτιση 
 Υψηλότερες τιμές CLSI MIC/MEC  
 Τα υψηλά ποσοστά αποκλίσεων 

υποδεικνύουν ότι η βέλτιστη συγκέντρωση 
εναιωρήματος/χρωμογόνου και οι 
συνθήκες επώασης χρήζουν διερεύνησης 
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Ας περάσουμε στη συνέχεια, όμως, να δούμε τι γίνεται στην καθημέρα εργαστηριακή πράξη με δοκιμασίες που διαθέτουμε ήδη στα χέρια μας. Η εμπορικά τυποποιημένη χρωματομετρική δοκιμασία Sensititre YeastOne έχει σχεδιαστεί για τον in vitro έλεγχο ευαισθησίας ειδών κάντιντα, κρυπτόκοκκου, ασπέργιλλου για κάποια αντιμυκητικά και άλλων ταχείας ανάπτυξης μυκήτων και η λειτουργία της βασίζεται στην ενσωμάτωση της χρωστικής-δείκτη AlamarBlue που αλλάζει χρώμα από μπλε σε ροζ σε απόκριση προς την ανάπτυξη των κυττάρων. Σε μια πρόσφατη αξιολόγηση για τον έλεγχο ευαισθησίας κλινικών στελεχών Trichophyton η δοκιμασία υπέδειξε μη ικανοποιητική συσχέτιση με την πρότυπη μεθοδολογία μικροαραιώσεων σε ζωμό, με το Sensititre να δίνει σταθερά χαμηλότερες τιμές MIC, συγκεκριμένα με διαφορές της τάξης των τριών με τεσσάρων υποδιπλάσεων αραιώσεων για όλα τα φάρμακα πλην της φλουκυτοσίνης, όπως φαίνεται στον πίνακα της διαφάνειας δεξιά. Λαμβάνοντας υπόψη τις ειδικές συνθήκες που απαιτούν τα δερματόφυτα για την ανάπτυξη τους, τα υψηλά ποσοστά αποκλίσεων υποδεικνύουν ότι η βέλτιστη συγκέντρωση εναιωρήματος και χρωμογόνου καθώς και οι βέλτιστες συνθήκες επώασης απαιτούν διερεύνηση.



Διάχυση δισκίων και ταινιών διαβαθμισμένης συγκέντρωσης σε άγαρ 

Δε συνιστώνται για τον έλεγχο ευαισθησίας δερματοφύτων (CLSI M38-A2) 
TRB-R 

Intra 2019 Mycopathologia 

FLZ ITZ VCZ 

TRB-S 

El Alim 2017 Egyp J Hosp Med 

Αντικρουόμενα αποτελέσματα 
Συγκέντρωση εναιωρήματος: 103-106 cfu/mL 
Θερμοκρασία επώασης: 27-35oC 
Χρόνος επώασης: 1-7 d 
Κριτήριο ανάγνωσης: 50-100% αναστολή ανάπτυξης   

Dogra 2019 Indian Dermatol Online J. 

Presenter
Presentation Notes
Αναφορικά με τη μέθοδο της διάχυσης δισκίων ή ταινιών διαβαθμισμένης συγκέντρωσης αντιμυκητικών σε άγαρ, η εφαρμογή της προς το παρόν δε συνιστάται για τον έλεγχο ευαισθησίας δερματοφύτων. Όπως παρουσιάζεται ενδεικτικά στον πίνακα της διαφάνειας, στην πάροδο των χρόνων έχουν προταθεί πολλές τροποποιήσεις για τη βελτίωση των παραγόμενων αποτελεσμάτων σχετικά με τη συγκέντρωση του εναιωρήματος, τις συνθήκες επώασης και το κριτήριο ανάγνωσης της MIC, οι οποίες ωστόσο καταλήγουν σε αντικρουόμενα αποτελέσματα αναφορικά με τα ποσοστά συμφωνίας με την πρότυπη μεθοδολογία που κυμαίνονται από 100% σε κάποιες μελέτες έως πλήρη ασυμφωνία σε άλλες.



Μέθοδος διαλογής βασισμένη στην ανάπτυξη σε άγαρ για τον έλεγχο ευαισθησίας 
Trichophyton spp. στην τερμπιναφίνη, ιτρακοναζόλη και αμορολφίνη 

Η πρότυπη μέθοδος μικροαραιώσεων σε ζωμό απαιτεί πολύπλοκους/ 
χρονοβόρους χειρισμούς και ειδικό εργαστηριακό εξοπλισμό 

Δυσκολία στην ενσωμάτωση της στην καθημερινή εργαστηριακή πράξη 

Μέθοδος διαλογής 

ως προστάδιο 
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Σύμφωνα, λοιπόν, με τα προαναφερθέντα, ο έλεγχος in vitro ευαισθησίας στα αντιμυκητικά με την πρότυπη μέθοδο μικροαραιώσεων σε ζωμό αποτελεί την πιο ρεαλιστική επιλογή για την αξιόπιστη ανίχνευση αντοχής. Παρολαυτά, οι πολύπλοκοι και χρονοβόροι χειρισμοί κυρίως αναφορικά με το στάδιο της προετοιμασίας των πλακών και ο ειδικός εργαστηριακός εξοπλισμός, συγκεκριμένα φωτόμετρο και καταψύκτης βαθειάς κατάψυξης για τη μέτρηση και φύλαξη των πλακών, αντίστοιχα, που απαιτεί πιθανότατα να αποτελούν ανασταλτικό παράγοντα στην ενσωμάτωση της στην καθημερινή εργαστηριακή πράξη, όπως παρατηρείται ήδη στην περίπτωση ελέγχου ευαισθησίας κλινικά σημαντικών υφομυκήτων. Ο προβληματισμός αυτός αποτέλεσε το κίνητρο στο να σχεδιάσουμε μια πιο απλή μέθοδο διαλογής που θα λειτουργεί ως προστάδιο με σκοπό να περιοριστεί η αναγκαιότητα χρήσης της πρότυπης μεθόδου, η οποία θα εφαρμόζεται πλέον επιβεβαιωτικά για στελέχη που έχουν ένδειξη μη-αγρίου τύπου, διευκολύνοντας με αυτόν τον τρόπο το έργο των εργαστηριακών αλλά και την εισαγωγή του προσδιορισμού της in vitro ευαισθησίας των δερματοφύτων σε τακτική βάση. Η μέθοδος διαλογής βασίστηκε στην ανάπτυξη ή μη στελεχών Trichophtyton σε RPMI άγαρ εμπλουτισμένο με χλωραμφενικόλη και κυκλοεξαμίδη σύμφωνα με την πρότυπη μεθοδολογία κατά EUCAST για δερματόφυτα και κατάλληλες συγκεντρώσεις των υπό μελέτη αντιμυκητικών παραγόντων, συγκεκριμένα τερμπιναφίνης, ιτρακοναζόλης και αμορολφίνης. 



25oC 30oC 37oC 
4d     WT            WT          I121M/V237I    F397L         L393S  

 

1.5-2 McF 

 
1 McF 

 
0.5 McF 

 WT              WT       I121M/V237I    F397L         L393S   WT              WT        I121M/V237I     F397L       L393S  

 

1.5-2 McF 

 
1 McF 

 
0.5 McF 

5d 

6d 
 

1.5-2 McF 

 
1 McF 

 
0.5 McF 

Μέθοδος διαλογής (βελτιστοποίηση συνθηκών επώασης) 

2021 
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Έτσι αρχικά προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες επώασης και συγκέντρωσης εναιωρήματος σε πλάκες χωρίς αντιμυκητικά. Όπως φαίνεται στις εικόνες της διαφάνειας, η ανάπτυξη των δερματοφύτων ήταν πιο αργή στους 25 συγκριτικά με τους 30οC,ενώ η διαφορά στην ανάπτυξη μεταξύ των 30 και 37οC ήταν μικρή. Επίσης, την 4η μέρα επώασης κάποια από τα στελέχη δεν είχαν αναπτυχθεί καλά, την 5η μέρα είχαν αναπτυχθεί όλα εξίσου καλά, ενώ την 6η μέρα η ανάπτυξη ήταν εντονότερη χωρίς όμως ιδιαίτερη διαφορά με την εικόνα της προηγούμενης μέρας. Στηριζόμενοι στις παρατηρήσεις αυτές επιλέχθηκαν ως βέλτιστες συνθήκες η επώαση στους 30οC για διάστημα 5 ημερών. Τέλος, για τον ενοφθαλμισμό επιλέχθηκαν τα 0.5 ΜcF εναιωρήματος δεδομένου ότι δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην ανάπτυξη των στελεχών μεταξύ των τριών εξεταζόμενων τάξεων. 



Μέθοδος διαλογής (βελτιστοποίηση συγκεντρώσεων φαρμάκων) 

22 μοριακά ταυτοποιημένα στελέχη T. rubrum 
παράμετρος διαχωρισμού: 100% αναστολή της ανάπτυξης 

      WT                   WT                      WT             F397L              WT  

 

        WT               F397L            L393F                WT               L393S 
 

      WT                L393S               WT                 WT                 F397L 

 

     WT               F397L                  WT                     WT                   WT 
  

                              F397L                      WT 

GC 
      WT               WT                   WT             F397L              WT  

 

        WT               F397L            L393F                WT               L393S 
 

      WT                L393S               WT                 WT                 F397L 

 

     WT               F397L                  WT                     WT                   WT 
  

                              F397L                      WT 

0.5 mg/L 
      WT               WT                   WT             F397L                WT  

 

        WT               F397L            L393F                WT               L393S 
 

      WT                L393S               WT                 WT                 F397L 

 

     WT               F397L                  WT                     WT                   WT 
  

                              F397L                      WT 

0.25 mg/L 
  WT               WT                   WT                   F397L              WT  

 

      WT               F397L            L393F                WT               L393S 
 

  WT                L393S               WT                 WT                 F397L 

 

     WT               F397L                  WT                     WT                   WT 
  

                              F397L                      WT 

0.125 mg/L TRB 

GC 1 mg/L 0.5 mg/L 0.25 mg/L ITΖ 

GC 0.5 mg/L 0.25 mg/L 0.125 mg/L AMR 
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Εφαρμόζοντας τις προαναφερθείσες συνθήκες, στη συνέχεια προσδιορίστηκε η βέλτιστη συγκέντρωση του εκάστοτε υπό μελέτη φαρμάκου που θα διαχωρίζει σαφώς με μακροσκοπική παρατήρηση των τρυβλίων τα στελέχη άγριου από τα μη-άγριου τύπου χρησιμοποιώντας ως παράμετρο διαχωρισμού την 100% αναστολή της ανάπτυξης. Στο στάδιο αυτό χρησιμοποιήθηκαν μοριακά ταυτοποιημένα στελέχη Τ. rubrum με διαφορετικές τιμές MIC και σημειακές μεταλλάξεις που προσδίδουν αντοχή, για κάθε αντιμυκητικό εξετάστηκε διαφορετικό εύρος υποδιπλάσιων συγκεντρώσεων, ενώ καθ’όλη τη διάρκεια των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκε ένα τρυβλίο μάρτυρας ελέγχου, το οποίο δεν περιείχε αντιμυκητικό, εξασφαλίζοντας την αξιοπιστία σε κάθε βήμα των πειραματικών διαδικασιών και προσδίδοντας εγκυρότητα στη μέθοδο. Σύμφωνα, λοιπόν, με τις εικόνες της διαφάνειας επιλέχθηκαν τελικά οι συγκεντρώσεις  1,  0.5 και 0.125 mg/L για την ιτρακοναζόλη,  αμορολφίνη και τερμπιναφίνη, αντίστοιχα.



Μέθοδος διαλογής 

Εφαρμογή 
Τερμπιναφίνη 

0.125 mg/L 

- control 
(WT) 

- control 
(WT) 

+ control 
(I121M/V237I)  

+ control 
(F397L)  

EUCAST MIC 
2 mg/L 

EUCAST MIC 
0.25 mg/L 

EUCAST MIC 
4 mg/L 

Ιτρακοναζόλη 
1 mg/L 

Αμορολφίνη 
 0.5 mg/L 

 100% κατηγορική συμφωνία 
(EUCAST Ε.Def 11.0 ) 

 100% επαναληψιμότητα  
(δια-πειραματική διακύμανση: έλεγχος 10 στελεχών 
σε 2 διαφορετικές ημέρες) 

Πλεονεκτήματα 
 

Αξιόπιστη 
Υψηλή διαχωριστική ικανότητα 

και επαναληψιμότητα 
Απλός χειρισμός 
Εύκολη ερμηνεία αποτελεσμάτων 

Σε εξέλιξη 

Τερμπιναφίνη 

0.125 mg/L 

Ιτρακοναζόλη 

1 mg/L 

Αμορολφίνη 

0.5 mg/L 
Μάρτυρας 

ελέγχου 
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Τέλος, προκειμένου η μέθοδος να εφαρμοστεί σε μεγαλύτερη κλίμακα εξετάστηκαν τα 114 κλινικά στελέχη Trichophyton από τη συλλογή του εργαστηρίου μας που είχαν προηγουμένως μελετηθεί με την πρότυπη μέθοδο μικροαραιώσεων κατά EUCAST, τα αποτελέσματα της οποίας επαληθεύτηκαν προσδίδοντας πιστότητα στην αναπτυχθείσα τεχνική. Πρόκειται, λοιπόν, για μια απλή και έγκυρη μέθοδο που χαρακτηρίζεται από υψηλή διαχωριστικότητα και επαναληψιμότητα. Ο χειρισμός της είναι ιδιαίτερα απλός εφόσον δεν απαιτεί κάποια ιδιαίτερη τεχνογνωσία ούτε προηγούμενη εμπειρία από το χειριστή, ενώ στην ίδια λογική βασίζεται και η ερμηνεία των αποτελεσμάτων η οποία στηρίζεται στην ανάπτυξη ή μη του εξεταζόμενου στελέχους. Τέλος, προκειμένου να γίνει πιο φιλική για εφαρμογή στην καθημερινή εργαστηριακή πράξη στόχος είναι η μέθοδος να μεταφερθεί από την τετράγωνη πλάκα σε πλάκες τεσσάρων βοθρίων, ένα για καθένα από τα 3 αντιμυκητικά και ένα που θα αποτελεί το μάρτυρα ελέγχου, και φυσικά η επικύρωση της στο πλαίσιο πολυκεντρικής μελέτης. 



Μέθοδος διαλογής 
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Στο μεσοδιάστημα η προσπάθεια συνεχίζεται με τα πρώτα αποτελέσματα από το Ανδρέας Συγγρός στο πλαίσιο της διδακτορικής διατριβής του κυρίου Χαρπαντίδη να υποδεικνύουν 17% αντοχή στη τερμπιναφίνη και 4% αντοχή στην ιτρακοναζόλη στο σύνολο 69 κλινικών στελεχών Trichophyton που απομονώθηκαν εκεί την τελευταία πενταετία. 



 

Η καταγραφή της δυναμικής των επιδημιολογικών δεδομένων 

εγγυάται την αποτελεσματικότητα των θεραπευτικών μέσων 

Αναγκαιότητα για προσιτές και άμεσα διαθέσιμες μεθόδους για 

την ανίχνευση αντοχής  

Η αναδυόμενη αντοχή των δερματοφύτων στα αντιμυκητικά και 

η ταχεία διασπορά ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη στελεχών 

απαιτούν εγρήγορση 
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Συνοψίζοντας, η καταγραφή της δυναμικής των επιδημιολογικών δεδομένων αποτελεί σημείο-κλειδί καθώς εγγυάται την αποτελεσματικότητα των διαθέσιμων θεραπευτικών μέσων. Στο πλαίσιο αυτό, η αναδυόμενη αντοχή των δερματοφύτων στα αντιμυκητικά και η ταχεία διασπορά ανθεκτικών στην τερμπιναφίνη στελεχών κρούουν τον κώδωνα του κινδύνου και απαιτούν εγρήγορση. Από την εργαστηριακή σκοπιά, τα ανησυχητικά αυτά ευρήματα υπογραμμίζουν την επείγουσα ανάγκη για προσιτές και άμεσα διαθέσιμες μεθόδους για τον έλεγχο αντοχής, η απουσία των οποίων προάγει την παρατεταμένη θεραπεία, τα ακατάλληλα επιλεγμένα φάρμακα και τον πειραματισμό με τις δόσεις και τη συχνότητα, συμβάλλοντας συγχρόνως σε μια σημαντική οικονομική απώλεια. 
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