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1 uvoD

V okviru diplomskega dela smo ugotovljali pojavnost oportuno patogenih gliv v prostorih
Univerzitetne klinike za pljucne bolezni in alergijo Golnik. V bolnisnicah, kjer se zdravijo
bolniki z boleznimi dihal ter bolniki z zmerno / mo¢no okrnjenim delovanjem imunskega
sistema, predstavljajo predvsem plesni z zra¢nimi sporami enega od klju¢nih dejavnikov
tveganja, vendar pa prisotnost le-teh v prostorih bolnisnic rutinsko ne preverjajo. Vecina gliv
je ubikvitarnih, naselijo se lahko Ze na neznatnem organskem materialu oz. so oligotrofne.
Razmnozujejo se s sporami, Ki jih sprostijo v zrak ali vodo. Glive tvorijo alergene, toksine,
encimske proteine, hlapne organske spojine, ki lahko povzrocajo respiratorne bolezni.
Inhalirane spore iz zraka se lahko razrastejo v micelij v pljucih in drugih organih. Povzrocajo

kroni¢ne, v¢asih tudi smrtne okuzbe (Rainer in sod., 2001).

V prostorih Univerzitetne klinike Golnik smo vzor¢ili potencialne habitate gliv, ki so jih
predstavljali predvsem vlazni prostori, kot so klimatske naprave ter kopalnice v sobah
bolnikov (vodovodne pipe, odtoki umivalnikov in tusev, fuge v kopalnicah, glave tusev,
goske). Vzor¢ili smo tudi pomivalna korita in odtoke v Laboratoriju za respiratorno
mikrobiologijo (LRM), v Laboratoriju za citologijo in patologijo (LPC), v Laboratoriju za
klinicno biokemijo in histologijo (LKBH). Vzor¢ili smo vodne avtomate razporejene po
razli¢nih prostorih bolni$nice (¢ajne kuhinje, hodniki, glavna avla). Nakljuéno smo na glive

testirali tudi vzorce izmeckov bolnikov, ki sicer niso izkazovali znakov glivnih obolenj.

Predvidevali smo, da bomo v dolo¢enih, predvsem z visoko vlago povezanih prostorih
bolnisnice, nasli oportuno patogene glive in tudi, da bomo ugotovili morebitno povezavo z

okuzbo bolnikov bivajocih v teh prostorih.

1.1 NAMEN IN CILJI
Z diplomsko nalogo smo zeleli dobiti vpogled v prisotnost gliv v Kliniki Golnik ter iskati
povezavo s izmecki bolnikov. Zanimala nas je predvsem pojavnost oportuno patogene ¢rne

kvasovke Exophiala dermatitidis, ki je bila nedavno odkrita kot naseljevalka pomivalnih
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strojev v domacih okoljih (Zalar in sod., 2011) in lahko predstavlja nevarnost predvsem za
imunsko oslabljene ljudi (de Hoog in sod., 2000). Poleg tega pa je bil namen raziskati tudi

pojavnost drugih, tako oportuno patogenih filamentoznih gliv kot tudi kvasovk.

Obenem smo vzor¢ili izmecke imunsko oslabljenih bolnikov iz Klinike Golnik, za katere ne

vemo ali so bili zdravljeni za glivnimi boleznimi.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
- Predvidevali smo, da se oportuno patogene glive nahajajo na/v rutinsko nevzorcenih ni$ah v

bolnisnici .

- Pricakovali smo, da se bodo v razli¢nih vzorcih bolnisnice pojavljale tako filamentozne, kot

tudi dimorfne glive ter kvasovke.

- Pri¢akovali smo tudi, da obstaja povezava med glivami, ki se nahajajo na razli¢nih mestih v

bolnisnici in v izmec¢kih bolnikov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 GLIVE V BOLNISNICNIH PROSTORIH TER NJIHOV VPLIV NA ZDRAVIJE
LJUDI

Plesni in kvasovke so ubikvitarni mikroorganizmi, ki se razmnozujejo s sporami oz. kvasnimi
celicami ter rastejo na substratu v obliki micelija 0z. psevdomicelija. Do prenosa glivnih
struktur po zraku pride s pomo&jo aerosolov, ki jih inhaliramo. Ceprav nas pred glivami v
okolju varuje ucinkovit obrambni mehanizem, kot je T- specificni imunski odziv, pa lahko
kljub temu zbolimo, saj se lahko ob izpostavljenosti glivam razvije hiperaktivacija glivnega
alergena. Posledica hiperakitvacije je obicajno astma ali alergijski alveolitis (Perdelli in sod.,
2006).

Bolniki s prirojeno ali pridobljeno imunsko pomankljivostjo so izpostavljeni velikemu
tveganju za Stevilne vrste okuzb. ZmanjSana obrambna sposobnost, do katere pride zaradi
bolezni, kot so rak, okuzbe z virusom HIV, povzro¢i nenadzorovano razmnozevanje gliv,
katere posledica je okuzba. Specifi¢na pomakljivost imunskega sistema doloc¢a, za katero vrsto
okuzb je bolnik najbolj dovzeten. Stevilne $tudije so pokazale, da najveé¢ bolnisniénih okuzb
povzrocajo kvasovka Candida albicans ter posamezne vrste rodov Aspergillus (Rainer in sod.,
2001; Perdelli in sod., 2006). Predvsem predstavniki slednjih rodov so suhoprasni, lahko so

okoljskega ali bolniSni¢nega izvora.

V vseh bolni$nicah obstajajo tveganja za prenos okuzb. Studija Perdelli is sodelavcev (2006)
je pokazala, da uporaba klimatskih sistemov, tudi tistih opremljenih z visoko uéinkovitimi
filtri, ne zagotavlja popolne zascite pred glivnimi okuzbami. Ukrepi proti njim bi morali biti
predvsem v bolniSnicah na prvem mestu, vendar v praksi ni tako. Pomembno vlogo pri
zmanj$evanju prenosa okuzb ima bolni$nicno osebje, in sicer s primerno higieno rok,
menjavanjem rokavic po vsakem kontaktu z bolnikom ali stiku s telesnimi tekoc¢inami, rednim
menjavanjem zasc€itnih oblek in mask. Pomembno je razkuzevanje in ¢iS¢enje povrsin, ki so

bile v stiku z bolniki in nenazadnje tudi bolnikova higiena (Siegel in sod., 2007). Prav tako je
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mozna okuzba preko predmetov, ki jih vnasamo v telo. Zato morajo biti kirurSki inStrumenti,
sréni in seéni katetri ter vsadki, sterilni (Rutala in sod., 2008). Posledica zra¢nih tokov v
bolnisnicnem okolju je lahko okuzba drugega pacienta, Ceprav nista bila z okuzenim
pacientom v isti sobi. Da prepre¢imo razSirjanje oportunih patogenov po zraku, je potrebno
posebno ravnanje s prezraevalnim sistemom, ki mora odstraniti povzrolitelja okuzbe.
Nekateri povzroditelji okuzb lahko izvirajo iz okolja, drugi pa od sobivajo¢ih bolnikov. Spore
okoljskih gliv (npr. rodu Aspergillus) so prisotne povsod in lahko povzrocajo okuzbe pri

imunsko oslabljenih ljudeh, ko jih le-ti vdihnejo. (Siegel in sod., 2007).

Med imunsko oslabljenimi ljudmi se pojavljajo invazivne aspergiloze, ki so lahko smrtne
(Perdelli in sod., 2006). Glivne okuzbe so zelo pogoste pri bolnikih po presaditvi organov.
Priporo€ljivo je, naj bi imunsko oslabljeni bolniki ne bi bili izpostavljeni blizini bolnikov s

prenosljivimi boleznimi (npr. gripa, bolezni dihal) (Siegel in sod., 2007).

2.1.1 BolniSni¢ne glivne okuzbe

V zadnjih dvajsetih letih so postale glive pomembni povzro€itelji bolni§ni¢nih okuzb. Imunsko
oslabljeni bolniki so dovzetni za bolnisni¢ne okuzbe z glivami, za katere so véasih mislili, da
so nepatogene. Glivne bolniSni¢ne okuzbe so dokaj pogoste, hitro se Sirijo. Zdravljenje je
dolgotrajno in se lahko kon¢a s smrtjo. Razumevanje epidemiologije glivnih okuzb je
kljuénega pomena za razvoj ucinkovitih preventivnih strategij. Bolniki lahko pridobijo
bolnisni¢no okuZzbo neposredno iz bolnisni¢nih prostorov, tekom zdravljenja v bolniSnici. Vir
spor filamentoznih gliv v bolniSni¢nih sobah so prezracevalni in klimatski sistemi, prah,
okrasne rastline, cvetje, razpadajo¢i organski material, sveze sadje, voda, gradbena dela v
okolici bolnisnice (Kordbacheh in sod., 2005). Spore se $irijo po zraku in v zraku ostanejo dalj
Casa, bolniki pa se okuzijo z njihovim vdihavanjem. Zdravstveno osebje ima pomembno vlogo
pri prenosu gliv na bolnike. Kvasovke rodu Candida so pogosto izolirali iz rok zdravstvenega
osebja in tako lahko pride do prenosa z rok zaposlenih na bolnike. Rod Penicillium so izolirali
z delovnih oblek zaposlenih. Usposabljanje zdravstvenega osebja in izboljSevanje njihovega

znanja bo pripomoglo k zmanjsevanju glivnih okuzb (Kordbacheh in sod., 2005).
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2.2 PREDSTAVNIKI POSAMEZNIH RODOV MEDICINSKO POMEMBNIH GLIV

2.2.1 Rod Candida

2.2.1.1 Taksonomija

Rod Candida uvrs¢amo v deblo Ascomycota, poddeblo Saccharomycotina, razred

Saccharomycetes, red Saccharomycetales, druzino Saccharomycetaceae (Kirk in sod., 2008).

2.2.1.2 Ekologija

Vrste rodu Candida zivijo v in na Zivalih ali na neZivih predmetih. Redko so laboratorijski
kontaminanti. So normalni komenzali ¢loveka. Najdemo jih na kozi, v izmecku, na sluznici
prebavil, v zenskih spolovilih (Pfaller, 1996). Nekaj specializiranih vrst iz rodu Candida
prebiva kot neskodljivi komenzal v ¢loveskem telesu kot del normalne telesne flore (Naglik in
sod., 2011).

2.2.1.3 Patogeneza

Kvasovke iz rodu Candida so najpogostejsi povzrocitelji okuzb pri ¢loveku in lahko privedejo
do resnih sistemskih infekcij (Calderone, 2002). V rodu Candida poznamo ve¢ kot 150 vrst.
Najpogostejsi patogeni ¢loveka so: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. pseudotropicalis, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. lusitaniae (Pfaller, 1996).
Vrsta C. albicans je med nastetimi najpogostejsi povzrocitelj bolezni ¢loveka (Coleman in
sod., 1998). Ostale vrste obicajno ne povzrocajo patoloskih sprememb, vendar ob
dolgotrajnem jemanju antibiotikov in predoru imunske bariere lahko postanejo patogene.
Vrste rodu Candida so najpogostejsi glivni patogeni, ki povzro¢ajo okuzbe pri ljudeh: oralne

in vaginalne kandidoze (Naglik in sod., 2011). Ustna Candida je najveckrat vzrok povrsinske
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glivicne okuzbe ust. V¢asih povzroca pekoco bole¢ino in tezje poziranje (Muzyka and Glick,
1995). Invazija rodu Candida v ustni votlini in okuzba so najpogosteje povezane z
imunosupresijo, poskodbo sluznice in nevtropenijo (Epstein in sod., 1993). Kolonizacija in
okuzba rodu Candida v ustih vpliva na lokalne in sistemske dejavnike. Sistemski dejavniki, ki
povecajo prisotnost kvasovk rodu Candida v ustni votlini so: diabetes, imunosupresija
(npr.HIV), prehranski dejavniki (npr. pomankljivost Zeleza, folne kisline, vitamina B12),

jemanje antibiotikov (Epstein, 2003).

Kandidoze

Okuzbe ljudi povzrocene s kvasovkami rodu Candida imenujemo kandidoze. Razdelimo jih
lahko v nekaj skupin: povrsinska kandidoza sluznic in koze, kroni¢na mukokutana kandidoza,
kandidoza notranjih organov, sindrom diseminirane kandidoze in kandidemija (Richardson in
Warnock, 2003). Poleg povrSinske kandidoze, kjer so prizadeti koza in nohti, povzro¢ajo
kvasovke iz rodu Candida tudi sistemsko kandidozo. Pri sistemski kandidozi vdrejo v krvni
obtok, iz krvnega obtoka pa se razsirijo po celem telesu in povzro€ajo tezko potekajoco
bolezen. Umrljivost je 40 % (Ostrosky-Zeichner, 2004). Kandidoze najveCkrat povzroca
kvasovka C. albicans, véasih C. glabrata in C. tropicalis. Zivijo kot saprofiti na ¢loveskih
sluznicah. Invazivne postanejo takrat, ko se zmanj$a obrambna sposobnost. Kandidoze so
lahko akutne ali kroni¢ne. Akutne se pojavljajo najveckrat pri novojorenckih in povzrocajo
okuzbe ustne votline. Kandidoze so lahko kozne ali globoke. Sistemske kandidoze uvr§¢amo

med globoke in jih delimo na:

- fungemija: vdor gliv v krvni obtok, pojavlja se pri imunsko oslabljenih bolnikih, pogosto v

povezavi z vstavljenimi katetri;
- sistemska okuzba: prizadetost razli¢nih organov;

- diseminirana okuzba: pri bolnikih z levkemijo je pogosto smrtna;
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Med kozne kandidoze uvrs¢amo:
- onihomikoze: pojavljajo se na nohtih rok;
- intertrigo: vnetje koze, pordela koza,

- mukokutane kandidoze: afte, vulvo-vaginitis, keratitis, kromoblastomikoze (de Hoog, 2000).

Zdravljenje kandidoz

Povrhnje okuzbe koZe, sluznic in nohtov obifajno zdravimo z lokalnim nanaSanjem
antimikotikov, kot so amfotericin B, nistatin, terbinafin in azoli. Za zdravljenje sistemske
kandidoze je izbrano zdravilo amfotericin B, ki se ga v¢asih kombinira z flucitozinom. Poleg
tega zdravila se za zdravljenje kandidoz wuporabljajo Se kaspofungin, flukonazol,
anidulafungin. Za prepreéevanje kandidoz se uporabljajo flukonazol, itrakonazol in
vorikonazol (Matos, 2002).

2.2.1.4 Identifikacija

Kwvasovke lahko identificiramo na ve¢ na¢inov:

FENOTIPSKO DOKAZOVANJE GLIV KVASOVK

Dolocene vrste iz rodu Candida lahko identificiramo neposredno na primarnih diferencialnih
barve in morfologije kolonij identificiramo vrste C. albicans, C. tropicalis in C. krusei.
Kolonije C. glabrata so podobne kolonijam Stevilnih drugih vrst iz rodu Candida, zato je za
identifikacijo potrebno narediti $e dodatne biokemiéne teste. Za vecino vrst iz rodu Candida se
v identifikacijske namene uporabljajo asimilacija ogljikovodikov, fermentacijski testi,

dokazovanje encimov in opazovanje morfologije s pomocjo koruznega agarja. V Laboratoriju
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za diagnostiko gliviénih infekcij (Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska
fakulteta, UL, Ljubljana) uporabljajo za identifikacijo gliv kvasovk dva tak$na testa: API
Candida in ID 32C (Sodja in sod., 2009). Fenotipske metode so ucinkovite za identifikacijo
patogenih kvasovk, vendar so dolgotrajne, lahko trajajo od dveh ur do pet dni (Page in sod.,
2006).

MOLEKULARNA GENETSKA DIAGNOSTIKA KVASOVK

Sekveniranje specifi¢nih genov pomnozenih z verizno reakcijo s polimerazo (ang. Polymerase
Chain Reaction - PCR) predstavljata hitro in natan¢no identifikacijo gliv. Najpogostejsa tarca
molekularnih metod za identifikacijo kvasovk je rDNA (geni, Ki nosijo zapis za ribosomne
podenote). Podenote rDNA vkljuéujejo visoko ohranjene domene, ki jih lo¢ujejo variabilne
regije in so pogosto vrstno specificne. Novost na podro¢ju sekveniranja je t.i. pirosekveniranje
s katerim lahko identificiramo glive kvasovke ze na podlagi kratke sekvence znotraj rDNA in
je v primerjavi s klasi¢nim sekveniranjem hitrejSe in preprostejSe za uporabo. Metwally in sod.
so leta 2007 razvili PCR v realnem ¢asu, ki v pozitivnih hemokulturnih stekleni¢kah lo¢i med
vrstami, ki so obcutljive na flukonazol (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis in C.
dubliniensis), in vrstami, ki so na flukonazol obi¢ajno odporne (C. glabrata in C. krusei).
Perspektivna je metoda in situ fluorescentne hibridizacije s peptidonukleotidnimi sondami
PNA FISH (angl.: Peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization), ki omogoca
dokazovanje razli¢nih vrst gliv iz rodu Candida v pozitivnih hemokulturah (Sodja in sod.,
2009). Molekularne metode so uporabne za hitro in natan¢no identifikacijo medicinsko

pomembnih kvasovk (Page in sod., 2006).

2.2.15 Predstavniki razliénih vrst

2.2.15.1 Kvasovka Candida albicans

Kvasovka C. albicans je najpogostejsi ¢loveski glivni patogen (Beck-Sague in Jarvis, 1993).
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Obicajno je neskodljiv komenzalni organizem. Za imunsko oslabljene ljudi predstavlja
oportunistiénega patogena. Vrsta C. albicans je odgovorna za Stevilne boleCe sluzniéne
okuzbe, kot so vaginitis pri zenskah, pri imunsko oslabljenih ljudeh pa lahko povzro¢a okuzbe
krvi - kandidemije in okuzbe notranjih organov (Kim in Sudbery, 2011).

Pri nedonoSenckih povzroca sistemske kandidoze. Lahko povzro¢i okuzbe pri bolnikih z
opeklinami, operacijami trebuha in prsnega kosa. Uvr§¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-2 (de
Hoog in sod., 2000). BSL-2 mikroorganizmi lahko povzro¢ijo bolezni, vendar za njih ob
upostevanju preventivnih in terapevtskih pravil obstaja majhna verjetnost razsiritve v okolico,
0z. predstavljajo ti mikroorganizmi nizko do srednjo nevarnost za laboratorijske delavce in

nizko stopnjo nevarnosti za skupnost (Wilson in sod., 2009).

Vrsta C. albicans je najbolj patogena vrsta med vsemi znotraj rodu Candida. Ima veliko
virulentnih lastnosti, s katerimi lahko prezivi v gostitelju. Celice C. albicans zaradi
pridobljene in prirojene specificne imunosti tezko prodrejo v gostiteljsko celico. Epitelijske
celice predstavljajo prvo obrambno ¢érto pred patogeni (Naglik in sod., 2011). Rahle
spremembe fizioloSkega stanja celice gostiteljice lahko spremenijo normalno neskodljivo
komenzalno kvasovko v nevarnega patogena (Naglik in sod., 2011). C. albicans lahko raste
kot enoceli¢na kvasovka, lahko tvori hife in psevdohife (Kim in Sudbery, 2011), ki

predstavljajo invazivno obliko.

2.2.15.2 Kvasovka Candida dubliensis

Kvasovka C. dubliensis je znana po okuzah bolnikov, ki imajo AIDS. Uvr§¢amo jo v rizi¢no
skupino BSL-2 (de Hoog in sod., 2000). S pomo¢jo DNA fingerprintinga so vrsto leta 1995
locili od C. albicans. Izolati so poznani skoraj izklju¢no iz krvi bolniko, ki imajo AIDS. Med

drugimi bolniki pa so znane okuZbe genitalnega trakta (d'Enfert in Hube, 2007).
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2.2.1.5.3 Kuvasovka Candida glabrata

Kvasovka C. glabrata povzroc¢a okuzbe urogenitalnega trakta predvsem pri HIV pozitivnih
ljudeh in starejSih. Filogentsko gledano je C. glabrata tesneje povezana z nepatogenimi
kvasovkami, kot so S. cerevisiae, kot z ostalimi vrstami rodu Candida, ki povzro¢ajo okuzbe
pri ¢loveku. Nima Stevilnih virulen¢nih dejavnikov znanih iz rodu Candida, kot so
psevdohifna rast. C. glabrata lahko tvori biofilme na urinskih katetrih (Kaur in sod., 2005).
Uvrs¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-2 (de Hoog in sod., 2000). Haploidna kvasovka C.
glabrata je najpogostejSa vrsta rodu Candida, ki povzro¢a sluzni¢ne in sistemske okuzbe
(kandidemije); pri slednjih je povzroditeljica kar 15 % vseh okuzb z kandidami (Pfaller in
Diekema, 2004).

2.2.1.5.4 Kvasovka Candida inconspicua

Kvasovka C. inconspicua pogosto okuzi bolnike, ki imajo AIDS. Fenotipsko je podobna C.
krusei (Baily in sod., 1997). Uvrs¢amo jo v BSL-2 (de Hoog in sod., 2000). C. inconspicua je
manj obcutljiva za flukonazol, zato tega ne uporabljajo za zdravljenje okuzb z vrsto C.

inconspicua kot pri ostalih vrstah rodu Candida (Majoros, 2005).

2.2.1.5.5 Kvasovka Candida parapsilosis

Kvasovka C. parapsilosis je tipi¢ni komenzal na ¢loveski kozi (Clark in sod., 2004).

Uvrs¢amo jo v BSL-1 (de Hoog in sod., 2000). Mikroorganizmi, ki jih uvr§¢amo v BSL-1 niso
nevarni. Dosledno lahko povzroc¢ajo bolezni pri imunsko oslabljenih ljudeh. Njihova nevarnost
za laboratorijsko osebje in okolje je minimalna (Wilson in sod., 2009). Je zelo razSirjena vrsta
V naravi, poznana iz razli¢nih virov kot so domace zivali, Zuzelke, tla in morska okolja (Fell in
sod., 1967), predstavlja pa tudi pomembnega bolniSnicnega patogena. Tvori biofilme na
katetrih in drugih vsadkih (Clark in sod., 2004). Povzro¢a bolezni kot so kandidemija,
endokarditis, septi¢ni artritis, peritonitis, endoftalmitis. Studije so pokazale, da je man;

virulen¢na od vrst C. albicans in C. tropicalis (Weems, 1992). Najbolj ogrozena populacija
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pacientov za bolni$ni¢no okuzbo s kvasovko C. parapsilosis so nedonosencki. Kolonizacija
koze ali prebavnega trakta nedonoSenckov je pogosto prvi korak k patogenezi kandidozne
bolezni (Saiman in sod., 2001). Glavni prenaSalci kvasovke C. parapsilosis so roke
zdravstvenega osebja. Kot normalni komenzal ¢loveske koze ogroza vecje Stevilo pacientov,
ki so v stiku z zdravstvenim osebjem. Najveckrat pride do okuzbe, ko zdravstveno osebje ne
razkuzuje rok. V Ameriki so izvedli poskus, kjer so z rok zdravstvenega osebja izolirali 2989
kultur in od tega jih je bilo kar 19 % C. parapsilosis (Saiman in sod., 2001). C. parapsilosis je
pomemben povzrocitelj z glivami povzro¢enih bolezni po celem svetu, zlasti med
nedonosencki v bolnisni¢nih prostorih. Bolezni, ki jih povzrocajo so: onihomikoze, infekcije
urinalnega trakta, vulvovaginitis, otomikoze, keratitis, artritis, peritonitis, glivni meningitis,
kandemija (Trofa in sod., 2008).

2.2.1.5.6 Kvasovka Candida tropicalis

Kvasovka C. tropicalis povzro¢a bolezni pri bolnikih z oslabljenim prirojenim imunskim
sistemom. UvrS¢amo jo v rizicno skupino BSL-2. Povzroca bolezni pri nedonosenckih,

izolirali pa so jo tudi pri bolnikih po presaditvi kostnega mozga (de Hoog in sod., 2000).
2.2.2 Rod Cryptococcus

2.2.2.1 Taksonomija

Rod Cryptococcus je polifiletskega izvora. Uvrs¢amo ga v deblo Basidiomycota, razred
Tremellomycetes, znotraj le-tega pa v 4 rodove: Tremellales, Trichosporonales, Filobasidiales

in Cystofilobasidiales, druzino Tremellaceae (Kurtzman in sod., 2011).
2.2.2.2 Ekologija

Kvasovke rodu Cryptococcus se nahajajo na povrsini rastlin, v tleh in vodi. Izmed 37 vrst sta
patogeni le dve, in sicer: C. neoformans in C. gattii (de Hoog in sod., 2000). C. neoformans

var. neoformans so izolirali iz narave, predvsem v povezavi z pti¢jimi iztrebki. Kriptokokoze
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pri ljudeh povzroc¢a ve€inoma vrsta C. neoformans var. neoformans. C. neoformans var. gattii
so pred kratkim izolirali iz narave z drevesa rodu Eucalyptus. Okuzba z C. neoformans var.
gattii se pojavlja predvsem v tropskih in subtropskih predelih. V ZDA letno ugotovijo okuzbo
pri 5 % - 10 % bolnikov, ki imajo AIDS (Levitz, 1991).

2.2.2.3 Patogeneza

Kriptokokoze

Kriptokokoze uvrs¢amo med globoke mikoze. Vrsta C. neoformans najpogosteje povzroca
pljucnico in meningitis pri imunsko oslabljenih bolnikih. Kriptokoza se najpogosteje pojavi pri
osebah okuzenih s HIV. Gliva zelo hitro prodre v krvne zile in se razsiri po celem telesu.

Loc¢imo vec vrst kriptokokoz:
plju¢na kriptokokoza: spore pridejo v pljuca z vdihovanjem, nastanejo lezije;

diseminirana kriptokokoza: najveckrat okuzi imunsko oslabljene ljudi, posledica te okuzbe je
najpogosteje meningitis. Ta bolezen lahko vklju¢i tudi drugi organe. Mozen je nastanek lezij

na kozi;

cerebralna kriptokokoza: pride do okuzbe mozganov, katero povzro¢a C. neoformans var.

gatti;

kozna kriptokokoza: nastanejo lezije na kozi (de Hoog, 2000).
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2.2.2.4 Identifikacija

Rod Cryptococcus identificiramo na podlagi analize LSU zaporedja in seroloskih metod
(Ikeda in sod., 2000).

2.2.2.5 Predstavniki razli¢nih vrst

2.2.25.1 Kvasovka Cryptococcus neoformans

Kvasovka C. neoformans najveckrat okuzi bolnike z motnjami delovanja T-celic. Pogosto
okuzi bolnike z Hodgkingovim sindromom. V telo pride z vdihovanjem kvasnih celic.
Povzroc¢a meningitis in kasneje meningoencefalitis. RazSirjena je po celem svetu. Uvr§¢amo jo
v rizi¢no skupino BSL-2/3. Znotraj vrste lo¢imo ve¢ razli¢ic: var. gattii, var. grubii, var.
innocoucus, var. neoformans, var. uniguttulatus. Razli¢ica neoformans je razsirjena v Evropi
najveckrat v votlih drevesih, var. gatti pa v centralni Afriki in Avstraliji, Kaliforniji ter juzni

Evropi (de Hoog in sod., 2000).

2.2.3 Rod Exophiala

2.2.3.1 Taksonomija

Rod Exophiala uvrsamo v deblo Ascomycota, poddeblo Saccharomycotina, razred
Ascomycetes, red Chaetothyriales, druzino Herpotrichiellaceae (Kirk in sod., 2008). Rod
Exophiala obsega 46 vrst, kar je najvecje Stevilo vrst v skupini takoimenovanih ¢rnih kvasovk

(de Hoog in sod., 2000).


http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycotina
http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
http://en.wikipedia.org/wiki/Chaetothyriales
http://en.wikipedia.org/wiki/Herpotrichiellaceae
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2.2.3.2 Ekologija

Vrste rodu Exophiala so izolirali iz tal, rastlin in vode (Sudhadham in sod., 2008). Izolirali so
jih iz oligotrofnih vodnih virov kot so odtoki in bazeni (Porteous in sod., 2003). Kvasovke
rodu Exophiala rastejo pri zelo visokih temperaturah, prav tako pri kislem in bazi¢nem pH-ju,
pri visokih koncentracijah soli in ob prisotnosti agresivnih Cistilnih sredstev. Izolirali so jih iz
pitne vode. Sposobne so preziveti v vodnem okolju tudi do 19 let. (Biedunkiewicz in Schulz,
2012). Velikokrat so jih izolirali iz vodovodne vode v bolnisnicah. To predstavlja nevarno
tveganje za bolnike, saj se kvasovke lahko prenesejo iz vode na hospitalizirane bolnike
(Biedunkiewicz in Schulz, 2012).

2.2.3.3 Patogeneza

So potencialno patogene kvasovke in pri ljudeh povzroc¢ajo mikoze. UvrSamo jih Vv rizi¢no
skupino BSL-2. Pri ¢loveku lahko povzrofajo beningna obolenja, povrSinske bolezni ali
smrtne bolezni. Povzrocajo kozne lezije, ki se najpogosteje pojavljajo na rokah, nogah,
zadnjici, vratu in obrazu. Sprva so lezije boleCe, kasneje pa se razvijejo v temno obarvane
abscese. V telo pridejo s pomocjo spor, ki jih ljudje vdihavajo, ali skozi poSkodovano kozo.
Mikoze s kvasovkami rodu Exophiala so pogostejese med hospitaliziranimi bolniki, saj imajo
le-ti oslabljen imunski sistem. Prisotnost teh kvasovk v pitni vodi pogosto izzove alergije in
druge mikotske bolezni pri bolnikih (Biedunkiewicz in Schulz, 2012).

2.2.34 Identifikacija

Rod Exophiala identificiramo na podlagi makroskopskih in mikroskopskih morfoloskih
znacilnosti in s pomoc¢jo molekularnih analiz. Vrste rodu Exophiala identificiramo s pomog¢jo

analize ITS zaporedja (Porteous in sod., 2003).
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2.2.35 Predstavniki razli¢nih vrst

2.2.3.5.1 Kvasovka Exophiala dermatitidis

Crna kvasovka E. dermatitidis je saprofitska melanizirana dimorfna ubikvitarna gliva, Ki
povzroca razli¢ne vrste mikoz, redko pljucnice. Redko jo najdemo v naravnem okolju. Redko
povzroca okuzbe pri Cloveku, ko pa je invazivna, je skoraj vedno usodna (Nachman in sod.,
1996). Uvrs¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-2 (de Hoog in sod., 2000). 1z naravnih okolij so E.
dermatitidis izolirali v tropskih in subtropskih gozdovih, in sicer iz ptic in netopirjev
(Sudhadham in sod., 2009). Vrsto najdemo tudi v Evropi, vendar ne v naravi, temve¢ v s
¢lovekom povezanih umetno ustvarjenih habitatih, kot so turSke savne (Matos s sod., 2002),
kuhinje in kopalnice (Zalar in sod., 2011). Nedavno so v raziskavi, ki je zajemala ve¢ kot 100
lokacij po celem svetu, primarno pa v Sloveniji, odkrili, da so kar ve¢ kot 50 % z glivami
kontaminiranih pomivalnih strojev naseljevali dve vrsti rodu Exophiala, E. dermatitidis,
redkeje E. phaeomuriformis. Pomivalni stroji zagotavljajo odlicne pogoje za rast teh bolj
ekstremnofilnih ¢rnih kvasovk, ki so: konstantna vlaga, visok pH zaradi uporabe detergentov,
visoke temperature od 60 - 80 °C, prisotnost velike koli¢ine organskih snovi. V odsotnosti
organskih snovi pa lahko gliva predvidoma metabolizira tudi gumijasta tesnila (Zalar s sod.,
2011). Okuzbe s kvasovko E. dermatitidis se pojavljajo pri bolnikih s cisti¢éno fibrozo
(Kondori in sod., 2011). Povzro¢a tudi kroni¢ne okuzbe mozganov, do sedaj je smrt
povzrocila samo v vzhodni Aziji, in sicer predhodno pri popolnoma zdravih ljudi (Chang in
sod., 2000). V drugih predelih sveta povzro¢a okuzbe koze, in sicer pride do le-te po

travmatskem vdoru, povzroca pa tudi keratitis in onihomikoze (Matos in sod., 2002).

Znotraj vrste E. dermatitidis lo¢imo 3 genotipe: genotip A, genotip B in genotip C.
Razlikujemo jih na podlagi ITS rDNA zaporedja. Genotip B so pretezno izolirali iz okoljskih
virov, medtem ko so genotip A izolirali predvsem iz vzorcev. To je lahko posledica razlik v
virulenci (Matos in sod., 2003), saj je poznano, da ve¢inoma sevi genotipa A tvorijo kapsule,

kar je tudi pomembno za prezivetje te vrste pri visokih temperaturah (Matos in sod., 2002).
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Kot drug faktor virulence pa je posebna oblika rasti v muriformnih skupkih in pa sama

melanizacija (Zalar s sod., 2011).

2.2.4 Rod Pichia

2.2.4.1 Taksonomija

Rod Pichia wuvr$¢éamo v deblo Ascomycota, poddeblo Saccharomycotina, razred
Saccharomycetes, red Saccharomycetales, druzino Saccharomycetaceae (Kirk in sod., 2008).

Znotraj rodu so poznane tudi teleomorfne oblike (Manfredini in sod., 1995).

2.2.4.2 Ekologija

Kvasovke rodu Pichia so ubikvitarne. lIzolirali so jih iz tal, sveze vode, izlo¢kov dreves,
zuzelk, rastlin, sadja, pijace, alkoholnih pija¢, zelenjave, mesa, sira, vina (Villa-Carvajal in

sod., 2006). Izolirali so jih iz razpadajocega kaktusa (Ganter in sod., 1986).

2.2.43  Patogeneza

Redko se pojavljajo kot oportunisti¢ni patogeni cloveka (Manfredini in sod., 1995). Obi¢ajno
se okuzbe pojavijo pri bolnikih, ki so dalj ¢asa v bolnisnici (Manfredini in sod., 1995).
Klini¢no pomembne vrste znotraj rodu Pichia so: P. ohmeri, P. anomala (Kurtzman in Fell,
1998).

2.24.4 Identifikacija

Rod Pichia identificiramo s pomoc¢jo sekveniranja ITS zaporedja (5.8S-ITS rDNA) (Villa-
Carvajal in sod., 2006).


http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycotina
http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetales&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomycetaceae&action=edit&redlink=1
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2.245 Predstavniki razli¢nih vrst

2.2.45.1. Kvasovka Pichia anomala

Kvasovko P. anomala so izolirali iz tal, rastlin, zrnja, kav¢ukovca, iz jezer in tekocih voda,

toplokrvnih Zzivali, sadja in gob (Kurtzman in Fell, 1998).

Vrsto P. anomala so izolirali pri otrocih na pediatricnem oddelku, ki so imeli fungemijo
(Chakrabarti in sod., 2001) in pri bolnikih z okuzbami na kirurSkem intenzivnem oddelku

(Kalenic in sod., 2001). Uvrs¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-2 (de Hoog in sod., 2000).

2.2.45.2 Kvasovka Pichia ohmeri

Vrsto P. ohmeri so izolirali pri bolnikih z okuzbami secil (Puerto in sod., 2002), peritonitisom
(Choy in sod., 2000) in fungemijo (Bergman in sod., 1998).

2.2.5 Rod Aspergillus
2.25.1 Taksonomija

Rod Aspergillus uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Euromycetes, podrazred

Eurotiomycetidae red Eurotiales, druzino Trichocomaceae (Kirk in sod., 2008).

2.2.5.2 Ekologija

Rod Aspergillus je zelo razsirjen v naravi. Naravna niSa teh ubikvitarnih gliv so tla, kjer

rastejo na razpadajoCem organskem materialu, najdemo pa jih tudi v stanovanjih, v gradbenih
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elementih, sobnih rastlinah in v vodnih virih (Latgé, 1999; Warris in sod., 2003; Voss in sod.,
2002).

2253  Patogeneza

Glive iz rodu Aspergillus sodijo med pomembne povzrociteljice oportunisticnih okuzb (Latgé,
1999; Warris in sod., 2003;Voss in sod., 2002). Nekatere vrste rodu Aspergillus povzrocajo
mikoze pri ljudeh, ¢eprav je njihova ekoloska nise drugje. Vrsti A. flavus in A. fumigatus sta
najpogostejsi povzroditeljici invazivne pljuéne aspergiloze. Vrste rodu Aspergillus povzrocajo

toksi¢no, asmati¢no in alveolarno aspergilozo (Rainer in sod., 2001).

Aspergiloze

Aspergiloze so eksogeno pridobljene okuzbe, okuzbe lahko nastanejo v bolni$nicah ali
domacem okolju. Inkubacijska doba od okuzbe do pojava klini¢nih znakov ni znana (Alberti
in sod., 2001). Aspergiloze lahko potekajo v razli¢nih oblikah, ki jih lahko razdelimo na:
alergije, aspergiloze pri imunsko oslabljenih osebah, kroni¢ne diseminirane in aspergiloze pri
zdravih ljudeh. Med alergije, ki jih povzro¢a A. fumigatus, priStevamo astmo, alergijsko
bronhopulmonalno aspergilozo in ekstrinzi¢ni alergijski alveolitis. Pri zdravih ljudeh pa lahko
vrste rodu Aspergillus povzroc¢ajo bolezni, kot so: kozna aspergiloza, sinuzitis, otitis externa,
invazivna plju¢na aspergiloza, aspergilom, plevritis, empiem, okuzbe oci. Pri imunsko
oslabljenih ljudeh pa povzrocajo: hemoragi¢ni infarkt, invazivno pljuénico, trahealni bronhitis,
kroni¢no nekrotizirajoCo bronhopnevmonijo (Ruchel in Reichard, 1999). Zdravi ljudje z
normalnim obrambnim sistemom redko zbolijo za aspergilozami, kljub temu, da so stalno
izpostavljeni konidijem v zraku, vodi in hrani. Za razliko od teh pa so bolniki, ki prejemajo
kortikosteroidno zdravljenje ali tisti, ki se zdravijo s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic,
veliko bolj obcutljivi za razvoj okuzb (Warris in sod., 2001). Oportunisticne okuzbe povzroca
le okoli 35 vrst znotraj rodu Aspergillus, najpogosteje A. fumigatus. Sledita vrsti A. flavus in A.
niger, redkeje A. clavatus, A, nidulans, A. oryzae, A. glaucus, A. terreus, A. ustus, A.
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versicolor (Curtis in sod., 2005). Za glivnimi okuzbami pljué, ki jih povzrocajo vrste rodu
Aspergillus - aspergilozami, pogosto zbolevajo bolniki po presaditvi organov. Smrtnost je v
tem primeru lahko zelo visoka, kar 95 - 100 % (Rainer in sod., 2001). Znano je tudi, da se
Stevilo aspergiloz poveca ob gradbenih procesih v bolniSnicah, takrat je tudi nujno testiranje
na prisotnost morebitnih spor v zraku, saj se stevilo konidijev in hifnih fragmentov v zraku
takrat pove€a. Z vdihavanjem delcev lahko bolniki vdihnejo konidije gliv rodu Aspergillus, Ki

se nato razra$¢ajo in razmnozujejo v pljucih (Rainer in sod., 2001).

2.2.5.4 Identifikacija

Identifikacija rodu Aspergillus temelji na makromorfologiji (oblika, velikost in barva kolonij)
in mikromorfologiji (oblika konidioforov, konidijev, konidijskih glav in askospor) ali
uporabimo sekveniranje predelov genov, ki kodirajo B-tubulin in kalmodulin. Rod Aspergiilus

ne moremo identificirati do vrst na podlagi analiz ITS zaporedja (Silva in sod., 2011).

2.255 Predstavniki razliénih vrst

2.2.5.5.1 Gliva Aspergillus flavus

Vrsta lahko povzroca bolezni pri ¢loveku. Je drugi najpogostejsi povzrocitelj aspergiloz, takoj
za vrsto A. fumigatus. Napade lahko tudi pljuéne in mozganske arterije ter povzroc¢i infarkt
(Klich, 2007). Glede na patogenost to glivo uvrs¢amo v rizi¢no skupino BSL-2 razred. Je
glavni povzrocitelj alergijske bronhopulmonalne apergiloze in okuzb plju¢ pri imunsko
oslabljenih ljudeh. Povzroca lahko tudi vnetje zunanjega uSesa (de Hoog in sod., 2000). Je
glavna povzrociteljica keratitisa, koznih aspergiloz, okuzb ran, osteomielitisa, infekcij
urinarnega trakta (Hedayati in sod., 2005). Vrsta A. flavus je pogostejsa v bolnisnicah kot A.
fumigatus. Je tudi 100 x bolj virulen¢na od vrste A. fumigatus. Gliva A. flavus je razsirjena po

celem svetu, zaradi Stevilnih konidijev, ki se zlahka absorbirajo v zra¢ni pretok in posledi¢no v
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zuzelke, pljuca sesalcev (Gibson in sod., 1994). Naravna ekoloska niSa te vrste je v tleh, na
ara$idih (Klich, 2007). Optimalna temperatura za rast glive A. flavus je 37 °C. Veéino Zivljenja
prezivi kot saprofit v tleh in ima pomembno vlogo pri kroZenju hranil skupaj z rastlinami in
zivalimi (Scheidegger in Payne, 2003). Proizvaja aflatoksine, ki so sekundarni metaboliti v

semenih arasidov, koruze in drevesnih oresckov (Klich, 2007).

2.2.5.5.2 Gliva Aspergillus fumigatus

Vrsto A. fumigatus uvrséamo med oportunisti¢ne patogene, saprofite in lahko okuzi samo
imunsko oslabljene gostitelje (Zhao, 2006). Vrsta A. fumigatus je ubikvitarna gliva. Ima zelo
pomembno vlogo pri krozenju ogljika in duSika. Glede na patogenost jo v rizi¢no skupino
uvrs¢amo v BSL-2 (de Hoog in sod., 2000). Konidiji vrste A. fumigatus zacnejo kaliti, ko
imajo dovolj hranil, vode in ustrezen medij. Kalijo pri vi$jih temperaturah 37 °C - 42 °C
(Zhao, 2006). Gliva A. fumigatus sproséa Stevilne konidije, ki S0 odporni in v okolju prezivijo
ve¢ mesecev. Z zra¢nimi tokovi se konidiji $irijo po zraku. Vdihane konidije fagocitirajo
alveolarni makrofagi, pri imunsko oslabljenih osebah pa pride do invazivne rasti hif v tkivo.
Prisotnost gliv v bolni$ni¢nem okolju igra zelo pomembno vlogo. Glive so prisotne lahko v
pitni vodi, vodovodnih sistemih (Warris in sod., 2001). Pogosto povzroca alergije,
najpogosteje alergijsko bronhopulmonalno aspergilozo (Perdelli in sod., 2006). Je vodilni
patogen med imunsko oslabljenimi ljudmi, predvsem med tistimi, ki so imeli transplantacijo
kostnega mozga in drugih organov (de Hoog in sod., 2000). Gliva v svojih konidijih akumulira
ergot alkaloide, ki lahko negativno vplivajo na kardiovaskularni, Zivéni, reproduktivni in
imunski sistem (Panaccione in Coyle, 2005). Gliva A. fumigatus izloc¢a razli¢ne toksi¢ne
molekule. Fumigaklavin C inhibira sintezo DNA in vpliva na limfocite T s preprecevanjem
aktivacije, proliferacije in pritrjanja na izvenceli¢ni matriks ter z redukcijo produkcije TNFa.
Aurasperon C oslabi delovanje Ziveénega sistema. Fumigacin vpliva na oksidativni izbruh
makrofagov, na metabolizem oksidiranih lipoproteinov ter povzroca popolni zastoj

migetalénega epitelija in prekinitev med epitelijskimi celicami (Latge, 1999).
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2.2.5.5.3 Gliva Aspergillus niger

Gliva A. niger najveckrat okuzi bolnike po tezkih operacijah, presaditvi kostnega mozga.
Uvrs€¢amo jo v rizi€no skupino BSL-1. Izolirali so ga iz zunanjega usesa pri ¢loveku. Redko

povzroca pljucne aspergiloze (de Hoog in sod., 2000).

2.2.5.5.4 Gliva Aspergillus versicolor

Gliva A. versicolor predstavlja nevarnost, ker spada v skupino gliv, ki se nahajajo v vlaznih in
zaprtih prostorih (Engelhart in sod., 2002). Uvrsamo jo v BSL-1 (de Hoog in sod., 2000).

Je najvecji proizvajalec hepatotoksina in rakotvornega mikotoksina sterigmatocistina.
Sterigmatocistin je tesno povezan z aflatoksini in je obenem tudi prekurzor za biosintezo
aflatoksina. Vendar sta akutna in toksi¢na strupenost sterigmatocistina nizji od strupenosti
aflatoksina. Ni podatkov, da bi bil sterigmatocistin $kodljiv za &loveka. Skoduje misim in
podganam (Engelhart in sod., 2002). Vrsta A. versicolor se pogosto nahaja tam, kjer potekajo
gadbena dela (Engelhart in sod., 2002). V najnovejsi raziskavi so odkrili, da je vodilni alergen
rodu A. versicolor Asp v 13. Ta alergen je beljakovina sestavljena iz 403 amino kislin z ve¢imi
antigenskimi in alergenimi epitopi na povrsini (Shi in Miller, 2011). Gliva A.versicolor
povzroca veliko poskodb na nohtih. Pogosto ga skupaj z drugimi vrstami rodu Aspergillus, kot
so A. fumigatus in A. flavus najdemo v skladisc¢enih zitih, bombazu, sirih, senu, mesu in drugih

zivilih, ki so v stanju razgradnje ter v tleh (Torres- Rodrigez in sod., 1998).

2.2.6 Rod Cladophialophora

2.2.6.1 Taksonomija

Rod Cladophialophora uvrsamo v deblo Ascomycota, razred Eurotiomycetes, red

Chaetothyriales, druzino Herpotrichiellaceae (Kirk in sod., 2008).
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2.2.6.2 Ekologija

Vrste rodu Cladophialophora so ubikvitarne. Izolirali so jih iz vode, zraka, tal (de Hoog in
sod., 2000). Razlika med rodom Cladophialophora in rodom Cladosporium je v tem, da ima
rod Cladophialophora druga¢ne konidiofore in nepigmentirane brazgotine. Vrste rodu
Cladosporium redko povzroc¢ajo bolezni pri ¢loveku, medtem ko vrste rodu Cladophialophora

povzrocajo mikoze pri cloveku (de Hoog in sod., 2000).

2.2.6.3 Patogeneza
Povzro¢ajo kromoblastomikoze in micetome (Dixon in Polak-Wyss, 1991). Medicinsko

najpomembne;jsi vrsti sta: C. bantiana in C. carrionni (de Hoog in sod., 2000).

2.2.6.4 Identifikacija

Glive rodu Cladophialophora identificiramo s pomo¢jo analiz ITS rDNA zaporedja (Abliz in
sod., 2004).

2.2.6.5 Predstavniki posameznih vrst

2.2.6.5.1 Gliva Cladophialophora bantiana

Vrsta C. bantiana je nevrotropi¢na saj povzroca mozganske mikoze pri ¢loveku. Razsirjena je
po celem svetu. Uvr§¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-3. Rokovanje z BSL-3 kategoriziranimi
mikrobi je lahko zelo nevarno, saj mikrobi lahko povzro¢ijo hude, tudi zivljenje ogroZujoce
bolezni, ki jih sicer zaradi obstoja zdravil za zdravljenje tovrstnih bolezni lahko pozdravimo.
Ti mikrobi predstavljajo srednjo do visoko stopnjo nevarnosti za laboratorijske delavce in

nizko do srednjo stopnjo nevarnosti za skupnost (Wilson in sod., 2009).
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Gliva pride v telo z vdihovanjem. Najveckrat se okuzijo imunsko oslabljeni bolniki, uzivalci

drog ter bolniki po presaditvi organov (de Hoog in sod., 2000).

2.2.6.5.2 Gliva Cladophialophora carrionii

O okuzbah z vrsto C. carrionii poro¢ajo iz suSnih tropskih predelov juzne Amerike, juzne
Afrike in Avstralije. Uvr§¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-2. Vrsta C. carrionii skupaj z vrsto
Phialophora verrucosa in dvema vrstama rodu Fonsecaea povzro¢a kromoblastomikoze.
Simptomi te bolezni so: lezije na koZi, kasneje se pojavijo tumorji na kozi v obliki cvetace.
Gliva pride v telo preko poskodovane koze. (de Hoog in sod., 2000). Je najpogostejSa
povzrociteljica kromoblastomikoz in kroni¢nih mikoz koze in podkoZznih tkiv. Izolirali so jo iz

suhih obmocij juzne Amerike, Afrike in Avstralije (Abliz in sod., 2004).

2.2.7 Rod Cladosporium

2.2.7.1 Taksonomija

Rod Cladosporium uvrs¢éamo v deblo Ascomycota, razred Dothideomycetes, podrazred
Dothideomycetidae, red Capnodiales, druzino Davidiellaceae.Teleomorfna oblika je uvrs¢ena
v rod Davidiella (Crous in sod., 2009).

Leta 1981 je Roquebert dokazal, da so izbokline na konidijih in konidiogeni predeli
karakteristi¢ne in unikatne strukture rodu Cladosporium. David (1997) je z izvedbo obsirnih
raziskav z vrsti¢no elektronsko mikroskopijo SEM (Scanning Electron Micrograph), s katero
je raziskoval brazgotinaste strukture, prvi¢ podal natan¢nejsi vpogled v rod Cladosporium. Na
osnovi brazgotin, ki jih je nasel na mnogih sevih rodu Heterosporium, je sklepal, da je ta rod
sinonim rodu Cladosporium. David (1997) je tudi prvi vpeljal izraz kronasta brazgotina, Ki

opisuje znacilno izbocen predel, obdan z dvignjenim robom. Odkril je, da je anamorf rodu



24

BURNIC M. Prisotnost oportuno patogenih gliv v rutinsko nekontroliranih prostorih v bolnignici.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2013

Cladosporium, povezan s teleomorfom, ki pripada rodu Mycosphaerella. Kasnejsa
filogenetska Studija je to potrdila, saj prikazuje rod Cladoporium kot sestrski rod rodu
Mycosphaerella s. str., imenovan Davidiella. Aptroot pa je leta 2006 odkril razliko med
rodom Davidiella in rodom Mycosphaerella, in sicer je pri rodu Davidiella v askosporah
odkril prisotnost nepravilnih celi¢nih vklju¢kov (lumina), ki jih v rodu Mycosphaerella ni.
KasnejSe filogenetske raziskave so potrdile, da rod Davidiella uvrs¢amo v druzino
Davidiellaceae, rod Mycosphaerella pa uvrs¢amo v druzino Mycosphaerellaceae. Ti obe
druzini pa uvr§¢amo v red Capnodiales in podrazred Dothideomycetes (Crous in sod., 2009).
Primarni ramokonidij je opredeljen kot kratek apikalni del konidiofora, ki se odcepi in deluje
kot konidij. Imajo eno, dve ali tudi tri izbokline (hilumi), ki se nakopi¢ijo na koncu konidijev.
Iz primarnih ramokonidijev izras¢ajo sekundarni ramokonidiji (Schubert in sod., 2007).
Sekundarni ramokonidiji imajo vedno ve¢ kot eno izboklino. Imajo zoZeno bazo, lahko so
septirani. So krajsi in $ir$i od primarnih konidijev. Lahko se pojavljajo v verigah (Schubert in
sod., 2007). Konidiji imajo lahko eno kon¢no brazgotino, ki je del verizice (vmesni konidiji),
ali ali pa so brez nje in se nahajajo na koncu verige (majhni kon¢ni konidiji). Vmesni konidiji
so vecji in bolj pigmentirani od majhnih kon¢nih konidijev in imajo strukturirano povr§ino

(Schubert in sod., 2007).

2.2.7.2 Ekologija

Rod Cladosporium vkljucuje saprofitne, fitopatogene, endofitske glive in nenazadnje tudi
Cloveske patogene. Vrste tega rodu vsakodnevno vplivajo na €loveSka Zivljenja na razli¢ne
nacine. Izolirali so jih iz tal, zraka, hrane, barve, tekstila in drugih organskih materialov
(Brown in sod., 1998). Saprofitne vrste rodu Cladosporium se pojavljajo na mrtvih listih, na
steblih zelnatih in lesnatih rastlin in kot sekundarni vdiralci na nekrotskih tkivih razli¢nih
delov rastlin (Bensch in sod., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2104746/#ref12
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2.2.7.3  Patogeneza

Nekatere vrste so pomembne v medicini, npr. C. herbarum, ki je eden najpogostejsih zra¢nih

kontaminantov v klini¢nih laboratorijih in lahko povzro¢a plju¢ne mikoze (Crous in sod.,

2009).

Medicinsko najpomembnej$e patogene glive rodu Cladosporium so: C. cladosporoides, C.

herbarum in C. sphaerospermum.

2.2.7.4 Identifikacija

Za identifikacijo rodu Cladosporium so leta 2007 Schubert in sodelavci postavili nove
standarde. Za razlikovanje med vrstami znotraj rodu so poleg regije ITS ribosomske podenote
DNA, uporabili tudi druge predele genoma kot so: predele, ki kodirajo aktin (ACT),
translacijski elongacijski faktor 1-a (EF), kalmodulin in histon H3 (Schubert in sod., 2007). Je

eden najvecjih in najbolj heterogenih rodov gliv in vsebuje 772 imen (David, 1997).

2.2.7.5 Predstavniki posameznih vrst

2.2.75.1 Gliva Cladosporium cladosporoides

Vrsta C. cladosporoides je zelo pogosta in kozmopolitska. Pojavlja se kot sekundarni vdiralec
nekrotskih tkiv razliénih delov rastlin. Izolirali so jo iz tal, zraka, tekstila in drugih substratov.
V preteklosti so porocali, da je bila gliva C. cladosporoides odgovorna za $tevilne plju¢ne in
koZne okuzbe pri ljudeh (Bensch in sod., 2010).

Vrsto uvrs¢amo v rizi¢no skupino BSL-1. Vrsta C. cladosporoides je zelo pogosta v zraku,
povzroca okuzbe plju¢, keratitis. Izolirali so jo z zob in subkutanih cist (de Hoog in sod.,
2000). Najpomembnejsi fenotipski znaki za lo¢evanje C.cladosporoides od drugih vrst rodu
Cladosporium so: zelo dolgi konidiofori ter specificna oblika, Sirina, septiranost, povrSina

konidijev in konidioforov (Bensch in sod., 2010).
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2.2.7.5.2  Gliva Cladosporium herbarum

Je pogosta gliva, ki okuzuje rastline, redko ljudi. Izolirali so jo iz koznih lezij. Povzrocala naj
bi keratitis in alergijske plju¢ne mikoze. Vrsto uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-1 (de Hoog in
sod., 2000).

2.2.7.5.3  Gliva Cladosporium sphaerospermum

Vrsta C. sphaerospermum je ena izmed najpogostejSih zra¢nih plesni znotraj rodu
Cladosporium. Nasli so jo tako znotraj bivalnih prostorov kot tudi zunaj in na rastlinskem
materialu (Hamayun in sod., 2009). Vrsto uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-1. Izolirali so jo iz

rozenice, koznih lezij in nohtov (de Hoog in sod., 2000).

Prvic jo je opisal Penzig leta 1882. Izoliral jo je iz razpadajocih citrusovih listov v Italiji. Gliva
C. sphaerospermum je halotolerantna ali ozmotolerantna vrsta, ki naseljuje tudi okolja z
znizano vodno aktivnostjo, kot so soline (Zalar s sod., 2007). Nobenih dokazov ni, da bi C.
sphaerospermum bil ¢loveski patogen (Zalar in sod., 2007). V primerjavi z drugimi vrstami v
rodu je vrsta C. sphaerospermum sposobna rasti pri zelo nizki vodni aktivnosti (Hocking in
sod., 1994).
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Primarni ramokonidij, ki se
je odcepil od konidiofora

Sekundarni

ramokonidij

_Primarni
ramokonidij

Slika 1: Konidiofor rodu Cladosporium z ramokonidiji, sekundarnim ramokonidiji, vmesnimi konidiji in

majhnimi kon¢nimi konidiji (Schubert in sod., 2007)
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2.2.8 Rod Penicillium

2.2.8.1 Taksonomija

Rod Penicillium uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Eurotiomycetes, red Eurotiales

druzino Trichocomaceae (Kirk in sod., 2008).

2.2.8.2 Ekologija

Rod Penicillium obsega veliko $tevilo vrst in je ubkvitaren. Vecina gliv rodu Penicillium je
mezofilnih (de Hoog in sod., 2000). Vrste tega rodu so saprofiti, s pomembno ekolosko vlogo
razkrajanja odmrlega materiala. Izolirali so jih iz citrusov, grozdja, li¢ija, breskev, jabolk in

hrusk (Leigh Johnston C., 2008).

2.2.8.3 Patogeneza

Najpomembne;jsi vrsti, ki povzroCata bolezni pri ¢loveku sta: Penicillium chrysogenum in

Penicillium marneffei (de Hoog in sod., 2000).

2.2.8.4 Identifikacija

Rod Pencillium identificiramo s pomocjo sekveniranja predela gena, ki kodira B-tubulin in ITS
rDNA regijo (Leigh Johnston C., 2008).
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2.2.8.5 Predstavniki posameznih vrst

2.2.8.5.1 Gliva Penicillium chrysogenum

Povzroca bolezni pri ¢loveku: Keratitis, endokarditis, sistemske infekcije. Vse te bolezni
povzroc¢a pri imunsko oslabljenih ljudeh. Vrsto uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-2 (de Hoog
in sod., 2000).

2.2.8.5.2 Gliva Penicillium marneffei

Najveckrat okuzi ljudi, ki imajo AIDS, redko okuzi zdrave ljudi. Ljudje se okuZijo z
vdihovanjem konidijev. V plju¢ih se konidiji razrastejo, povzrocijo intracelularno mikozo.
Zacnejo proizvajati majhne konidije znotraj makrofagov. Mikoze, ki jih povzro¢i gliva
Penicillium marneffei so ve¢ino smrtne (de Hoog in sod., 2000). Simptomi, ki kazejo na
okuzbo z glivo Penicillium marneffei so: vro¢ina, anemicnost, izguba telesne teze, rane na
kozi (Supparatipinyo in sod., 1994). Razsirjena je na Tajskem, v Indiji, Gani. Vrsto uvr§amo v

rizi¢no skupino BSL-3 (de Hoog in sod., 2000).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIALI

GOJISCA, RAZTOPINE, ZMESI IN REAGENTI

311 Gojisca

MEA (trdno gojisce s sladnim ekstraktom) (Samson in sod., 2004) (po Blakeslee-ju)

sladni ekstrakt 20 g
pepton 109
glukoza 20 g

agar 209
destilirana voda do 1000 ml
pH 5,0-5,5

V primeru uporabe tega gojiS€a za izolacijo smo gojiS¢u pred avtoklaviranjem dodali

antibiotik kloramfenikol (Cm), in sicer 0,05 g/L.

Tekoce gojisce za izolacijo DNA (Raper in sod., 1972)

glukoza 10¢g
pepton 2,049
kvasni ekstrakt 2049

MgSO4x7H,0 0549
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KH2PO4

K2HPO,

0,469

10g

PDA gojisce (trdno gojisce s krompirjevim ekstraktom in glukozo)

OA gojisce (ekstrakt ovsenih kosmicev)

3.1.2 Raztopine
CTAB pufer

Tris

NaCl

Na-EDTA
Bidestilirana voda
pH 7,5;

TE pufer:

Tris

Na-EDTA
Bidestilirana voda
pH 8,0;

Pufer 1x TAE:
Tris baza

Ocetna kislina

0,5 M EDTA (pH)

2,429
8,29
0,749

do 100 ml

uravnavamo z 1M HCI

0,12 ¢
0,04 g
do 100 ml

uravnavamo z 1M HCI

242,0 g

57,19
100 ml
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Destilirana voda do 1000 ml
50X TBE pufer smo 50x red¢ili z destilirano vodo in dobili 1x TAE pufer.

5X nansalni pufer:

Bromtimol modro 0,259
Ksilen cianol 0,259
Glicerol 3049
Destilirana voda do 100 ml

Mesanica silikagela in celita:
Silikagel 309
Celit 159
Nanasalni gel:

Agaroza 0,39
1x TAE pufer 30 ml
SSS (Raztopina za pripravo suspenzije spor) (CBS katalog, 2001):
Tween 80 0,59
Agar 0549
FizioloSka raztopina NaCl:

NaCl 99

Destilirana voda do 1000 ml
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3.1.3 Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema, uporabljena v raziskavi, je podana v preglednicah 1 in 2.

Preglednica 1: Seznam uporabljenih naprav in njihov proizvajalec v laboratorijih Katedre za molekularno
genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani

NAPRAVA

PROIZVAJALEC

Avtoklav A-63C

Bunsenov gorilnik

Centrifuga

Digestorij Variolab Molibien W90

Digitalna kamera DP12
Elektriéni transformator
Consort E143

Elektroforezna banjica E33

Laminarij IBK 1 V2

Magnetno mesalo Rotamix 550MMH
Mikroskop Olympus BX51
Mikrovalovna pecica

PCR sistem

pH meter Metrom 713
Stereomikroskop Steri SV11 z virom svetlobe
KL1500 LCD

Tehtnica Et-1111
Transluminator

Vodna kopel

Vrtin€asto meSalo (vortex)

za elektroforezo

Kambic, Slovenija

TLOS, Zagreb,Hrvaska
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Waldner, Wangen, Nemcija
Olympus, Tokyo, Japonska

Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA
Hoefer, San Francisco, CA, ZDA
Iskra, Sentjernej, Slovenija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Olympus, Tokyo, Japonska
Gorenje, Velenje, Slovenija
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Zeiss, Oberkochen, Nemcija

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

SYNGENE; a division of synoptics Limited
Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

Preglednica 2: Seznam uporabljenih naprav in njihov proizvajalec v laboratorijih za Respiratorno mikrobiologijo

v bolni$nici za pljucne bolezni in alergijo Golnik

NAPRAVA

PROIZVAJALEC

Hladilna omara HO - 1200 GB SV-A
Inkubator tip I - 190 susilnik s
Inkubator tip | - 590 VPC

Mikroskop Nikon Eclipse E.600
Neavtomatska tehtnica WPX 1500
Zascitna komora SMBC 183 AV
Gorilnik (Schuett Phoenix 1)
Vibromix glive 114 EV

LTH, Skofja Loka, Slovenija
Kambi¢, Ljubljana, Slovenija
Kambi¢, Ljubljana, Slovenija

Nikon, Japonska

Lotri¢, Slovenija

Iskra Pio d.0.0. , Sentjernej Slovenija
Schuett - Biotech GmbH, Nemc¢ija
Tehtnica Zelezniki, Slovenija
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3.2

METODE

3.2.1 Vzorcenje

Vzor¢enje smo izvedli v ¢asu od 18. 10. 2010 do 26. 09. 2011.
V Kiliniki Golniki smo od 18. 10. 2010 do 02. 12. 2010 vzor¢ili naslednje prostore in znotraj

le-teh navedene mikro nise:

1.

10.

Laboratorij za respiratorno mikrobiologijo (LRM): reze klimatskih naprav v razli¢nih
prostorih, reze zra¢nikov, vodovodno pipo, odtok in steno pomivalnega korita, notranjost
pomivalnega stroja za medicinske pripomocke.

Laboratorij za citologijo in patologijo (LPC): reze zracnika in reze klimatske naprave,
odtoke korit.

Laboratorij za klinicno biokemijo in hematologijo (LKBH): reze zracnikov, reze
klimatskih naprav, odtok korita.

Cajna kuhinja: reze zra¢nika.

Urinarij (prostor za shranjevanje urinskih steklenic, vréev za zbiranje urina, pripomockov
za zbiranje urina): reze spodnjega zracnika.

Hodniki: reZe zracnika in reze klimatske naprave.

Glavna avla: reze klimatske naprave, reze vodnega avtomata, reze kavnega avtomata.
Bolniske sobe: reze klimatskih naprav, reZe zracnika, notranjost pomivalnega korita, reze
kavnega avtomata, reze vodnega avtomata, goske (posode, v katere bolniki urinirajo),
izlivnike.

Prosektura (prostor za obdukcije): reze zranikov.

Bolniske sobe: odtoki tusev, odtoki umivalnikov, reze zra¢nikov, reZe klimatskih naprav,

glave tuSev, fuge v kopalnicah.

Od 19. 09. 2011 do 26. 09. 2011 smo odvzeli izme¢ke bolnikov v Kliniki Golnik. Bolniki S0

bili nakljucno izbrani. Zdravljeni so bili zaradi bolezni dihal.
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Od 21. 07. 2011 do 26. 07. 2011 smo vzor¢ili domace kopalnice. Vzorcili smo odtoke

umivalnikov kopalnic, odtoke v kadah in tu$ kabinah, odtoke v tleh kopalnic, fuge.

3.2.2 Odvzemanje vzorcev

Brise v zgoraj navedenih prostorih Klinike Golnik smo odvzeli s pomocjo sterilnih vatenk, Ki
smo jih predhodno omocili v fizioloski raztopini. Odvzete brise smo nanesli na agarne plosce
MEA + Cm. Plosc¢e na katere smo nanesli vzorce iz klimatskih naprav in zra¢nikov smo
inkubirali pri 24 °C, 30 °C in 37 °C. Plos¢e na katere smo nanesli vzorce iz z vodo povezanih
habitatov, iz bolnisni¢nih in domacih kopalnic in vzorce izmeckov bolnikov smo inkubirali pri

37 °C. Opazovali smo jih 14 dni ter iz njih izolirali glive.

3.2.3 Izolacija cistih kultur gliv

3.231 Kvasovke

Na gojis¢u z mesano kulturo smo izbrali kolonijo, ki smo jo nacepili do posameznih kolonij na

sveze MEA gojisce.

3.2.3.2 Filamentozne glive

Na gojis¢u z meSano kulturo smo izbrali kolonijo, ki smo jo z metodo agarne iglice prenesli na

sveze gojisce v liniji.

3.2.4 Fenotipska opredelitev gliv

a) makromorfologija
Za opazovanje kolonij rodov Cladosporium smo pripravili suspenzijo spor z raztopino SSS.
SSS raztopino uporabljamo za suspendiranje spor. Ostale glive in kvasovke smo dolocili na

podlagi barve in oblike micelija ter razmnoZzevalnih struktur.
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b) mikromorfologija

Znaki, ki smo jih opazovali pod mikroskopom so bili barva, oblika, velikost spor in hif ter
druge mikroskopske strukture. Za opazovanje kvasovk smo pripravili poltrajne mikroskopske
preparate v 60 % mlecni kislini ali v fizioloski raztopini. Opazovali smo pod 1000 x povecavo.

Preparate smo fotografirali z digitalno kamero Olympus DP12.

3.2.5 Genotipska opredelitev gliv

3.25.1 Izolacija genomske DNA

3.25.1.1 Kvasovke

Kvasovke smo inokulirali na MEA gojis¢e in jih inkubirali pri sobni temperature od 3 - 8 dni.
Izolacija DNA: v sterilno mikrocentrifugirko (2 ml) smo odpipetirali 40 pl kita DNA Prepman
Ultra. S sterilno cepilno zanko smo prenesli eno ali ve¢ kolonij kvasnih celic v
mikrocentrifugirko. Mikrocentrifugirko smo skupaj s pripravljenimi vzorci inkubirali v vodni
kopeli 10 minut pri 100 °C. Vzorce smo centrifugirali 3 minute pri 14000 obratih na minuto.
Odpipetirali smo 35 pl supernatanta v 1,5 ml mikrocentrifugirko. Izolirano genomsko DNA

kvasnih celic smo shranili pri -20 °C.

3.25.1.2 Filamentozne glive

V 10 ml epruvetah smo v 5 ml tekoc¢ega gojisca za izolacijo DNA vzgojili glivni micelij po
inkubaciji pri 25 °C 5 - 10 dni. Izolacija DNA z mehansko lizo s CTAB pufrom: V sterilne

mikrocentrifugirke (2 ml) smo dodali s 0,4 M HCI ocisceno in sterilizirano kovinsko kroglico

in silikagelno mesanico (celit in silikagel v razmerju 1 : 2). Mikrocentrifugirke smo znova
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sterilizirali. V sterilno mikrocentrifugirko smo dodali 300 ul CTAB pufra. S sterilno spatulo
smo prenesli zrasel glivni micelij v pufer. Celice smo strli s pomo¢jo homogenizatorja 1
minuto s frekvenco 30 tresljajev na sekundo. Odpipetirali smo Se dodatnih 200 pul CTAB pufra
in dodali v mikrocentrifugirko. Homogenat smo inkubirali v vodni kopeli pri 65 °C 30 - 120
minut. V digestoriju smo v mikrocentrifugirko dodali 500 pl kloroforma (pride do
precipitacije proteinov in celi¢nih ostankov). Zmes smo premesali na vibracijskem mesalniku
1 - 2 sekundi in jo centrifugirali 5 minut pri 14000 obratih na minuto.V drugo sterilno
mikrocentrifugirko (1,5 ml) smo odpipetirali supernatant in dodali dvakratni volumen
ledenega 96 % etanola. Mikrocentrifugirko smo pazljivo premesali in inkubirali pri -20 °C ez
no¢ (precipitacija DNA). Naslednji dan smo vzorec centrifugirali 5 minut pri 14000 obratih na
minuto. Pazljivo smo odstranili supernatant. Pelet smo sprali s 500 ul 70 % ledenega etanola.
Centrifugirali smo 5 minut pri 14000 obratih na minuto in pazljivo odpipetirali etanol. Pelet
smo posusili na zraku do suhega. Po suSenju smo pelet resuspendirali v 49 ul TE pufra in

dodali 1 ul RNA-ze in inkubirali 5 - 30 minut v vodni kopeli pri temperaturi 37 °C.

3.25.2 Verizna reakcija s polimerazo (»polimerase chain reaction« PCR)

Izolirano DNA smo uporabili v nadaljni molekularni analizi. Fragmente DNA smo pomnozili
s pomoc¢jo PCR reakcije. V 1,5 ml mikrocentrifugirki smo si pripravili meSanico reagentov za
vzorce in negativno kontrolo. 34 ul mesanice smo odpipetirali v 0,5 ml mikrocentrifugirke in
dodali 1 pl vzor¢ne DNA (Preglednica 3). Pri negativni kontroli smo namesto DNA dodali
sterilno bidestilirano vodo. V omenjenih mesanicah smo izvedli PCR reakcijo, kot je opisano

v Preglednici 4.
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Preglednica 3: Priprava PCR meSanice za 1 vzorec za ITS in LSU

Reagent Volumen
bidestilirana H,O 24,72 ul
MgCl; (25mM) 2,10 ul
10x pufer 3,50 ul
dNTP (10mM) 0,70 pl
Oligonukleotidni zacetnik 1 (10 pmol/ul) 1,40 pul
Oligonukleotidni zacetnik 2 (10 pmol/ul) 1,40 pul
DreamTaq polimeraza 0,18 ul
DNA 1,00 ul

Preglednica 4: Program za pomnozevanje predela ITS rDNA, LSU rDNA in ACT

Zacetna denaturacija: 95°C
Denaturacija: 95 °C

Vezava zacetnih oligonukleotidov: 54 °C
Elongacija: 72 °C

Kon¢na elongacija: 72 °C

2 minuti
45 sekund
30 sekund
30 sekund
4 minute

Rod Cladosporium smo dolo¢ili na podlagi morfologije in ITS zaporedja. Pomnozili smo
odsek regije notranjih distan¢nikov 1 in 2 (ITS 1 in ITS 2) vkljuéno s 5,8S rDNA (ITS rDNA),
za kar smo uporabili nukleotidna zacetnika ITS4 in ITS5 (Preglednica 5) (White in sod.,

1990).

Za identifikacijo rodu Cladosporium do vrste smo pomnozili $e predel, ki kodira gen za aktin,
z nukleotidnima zacetnikoma ACT-512F in ACT-738R (Preglednica 5) (Carbone in Kohn,

1999).
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Preglednica 5: Oligonukleotidni zacetniki, ki smo jih uporabili za pomnozitev izbranih predelov genoma za
identifikacijo

OLIGONUKLEOTIDNI ZACETNIKI DOLZINA FRAGMENTOV PCR
ITS4: TCCTCC GCT TAT TGATAT GC 600

ITS 5: GGA AGTAAA AGT CGT AAC AAGG

ACT-512F: ATG TGC AAG GCC GGT TTC GC 300

ACT-738R: TAC GAG TCCTTC TGG CCC AT

NL1:5- 600
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3

NL4: 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3

Za identifikacijo kvasovk smo pomnozili odsek variabilnih domen D1/D2 velike ribosomske
podenote LSU. Uporabili smo nukleotidna zacetnika NL1 in NL4 (preglednica 5) (Boekhout
in sod. 1995).

3.25.3 Gelska elektroforeza

Z gelsko elektroforezo smo preverili prisotnost oz. dolzino fragmentov, ki smo jih pomnozili s
PCR reakcijo. Pripravili smo 30 ml 1 % gela z agarozo. Za barvanje fragmentov smo v tekoc,
ohlajen gel dodali 3 pl barvila SYBR Safe. Elektroforeza je potekala v 0,5 x TAE pufru. V
levo luknjico gela smo nanesli 2 pl lestvice, v ostale luknjice pa vzorce zmeSane s 5x
nanasalnim pufrom. Negativno kontrolo smo odpipetirali v zadnjo luknjico. Elektroforeza je
trajala priblizno 30 minut. Po koncéani elektroforezi smo gel slikali. Sliko smo na

transluminatorju obdelali z ra¢unalniskim programom UV1.

3.254 Doloé¢evanje nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja pomnozenega dela DNA so dolo¢ili v podjetju Macrogen INC z DNA
sekvenatorjem 3730 xlI, ki temelji na Sangerjevi metodi in kapilarni elektroforezi.

3.2.6 Shranjevanje sevov

Vse izolirane seve smo shranili v Zbirki genske banke mikroorganizmov EX infrastrukturnega

centra Mycosmo BiotehniSke fakultete, ki deluje v okviru mreze infrastrukturnih centrov
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Univerze v Ljubljani (MRICUL). Izolate smo shranili na posevna MEA gojisca pri
temperaturi 4 °C, v skrinji pri -80 °C (Microbank sistem) oz. v tekoCem dusiku (suspenzija

celic v 10 % glicerolu) pri temperaturi -196 °C.
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4 REZULTATI

4.1 I1ZOLACIA GLIV S/IZ PREZRACEVALNIH NAPRAV V PROSTORIH KLINIKE
GOLNIK

Mesto vzorcenja, T izolacije in vrste izolatov iz razli¢nih klimatskih naprav in rez po prostorih
so zbrani v Preglednici 6. Med plesnimi so prevladovale glive rodu Cladosporium in
Aspergillus. Rasle so pri 24 °C ali 30 °C.

Preglednica 6: Glive, ki smo jih izolirali iz rez klimatskih naprav (K) in zranikov (Z) v prostorih Klinike Golnik.

Izolate oznacene z * smo identificirali na podlagi morfologije in mikroskopskih znakov, ostale pa na podlagi
nukleotidnih zaporedij izbrane DNA regije

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTE (SEVI)
Laboratorij za respiratorno mikrobiologijo (LRM)

LRM 286 (K) 24 °C C. bruhnei (EXF-6923)
LRM 288 (K) 24 °C C. halotolerans (EXF-6924)

Laboratorij za patologijo in citologijo (LPC)

LPC hodnik (2) 30°C Cladosporium sp.
LPC (K) 30 °C Cladosporium sp.
PROSEKTURA (2) 30°C Alternaria sp.

30°C Cladosporium sp.

30 °C C. halotolerans (EXF-6926)

24 °C Epicoccum nigrum (EXF-6927)

Laboratorij za klini¢no biokemijo in histologijo

LKBH: hodnik (Z) 30°C Alternaria sp.
24 °C C. cladosporoides(EXF-6929)
C. pseudocladosporoides (EXF-
LKBH: (K) 30°C 6928)
37°C A. fumigatus*
LKBH: hodnik 2. (2) 30 °c C. sphaerospermum(EXF-6930)
37°C C. tennuissimum(EXF-6931)
C. pseudocladosporoides (EXF-
LKBH: pomivalnica (K) 24 °C 6932)
30 °C A. fumigatus*

se nadaljuje
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Nadaljevanje

Preglednica 6: Glive, ki smo jih izolirali iz rez klimatskih naprav (K) in zra¢nikov (Z) v prostorih Klinike Golnik.
Izolate oznacCene z * smo identificirali na podlagi morfologije in mikroskopskih znakov, ostale pa na podlagi
nukleotidnih zaporedij izbrane DNA regije

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTE (SEVI)

LKBH: soba z reagenti (K) 24°C C. pseudocladosporoides (EXF-6933)
LKBH: reze klimatske naprave v pomivalnici
Ostali bolni$ni¢ni prostori

Hodnik pred ambulanto 103 (K) 24 °C Alternaria sp.*
24 °C A. versicolor*
Prostor za testiranje (K) 24 °C, 37 °C 2x A. Fumigatu*®
103 ¢ajna kuhinja (Z) 30°C Aureobasidiumsp. (EXF-6934)
112 urinarij (2) 30 °C, 24 °C 2x A. Flavus*
Glavna avla (K) 37°C A. fumigatus*
WC v 1. Nadstropju (2) 37°C A. fumigatus*
Bolniska soba 204 (K) 37 °C A. fumigatus (EXF-6939)

Iz z vodo povezanih habitatov smo poleg plesni izolirali tudi kvasovke rodu Candida in

Exophiala (Preglednica 7). Kvasovke so rasle pri 37 °C.

Preglednica 7: Plesni in kvasovke, ki smo jih izolirali iz z vodo povezanih habitatov v Kliniki Golnik, in
identificirali na podlagi nukleotidnih zaporedij izbrane DNA regije 0z. Na podlagi morfologije (oznaceni z *)

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTA GLIV
Pomivalno korito (PK) (pomivalnica LRM) 30 °C Fusarium sp.*
Pomivalno korito (PK) odtok (soba z
reagenti LKBH) 30 °C Aspergillus fumigatus*
RezZe vodnega avtomata (endoskopija) 37°C Aspergillus fumigatus*
Stene pomivalnega stroja (dezinfekcija) 37°C Aspergillus fumigatus*
Reze kavnega avtomata (mala predavalnica) 37 °C Aspergillus fumigatus*
37°C Candida albicans
Reze kavnega avtomata (glavna avla) 37°C Candida inconspicua
Izlivnik (sanitarni izliv odd. 100) 37°C E.dermatitidis (EXF-6942)
Pomivalni stroj (¢ajna kuhinja odd.100) / /

Goske (sanitarni izliv odd.100) / /
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4.2 1ZOLACIA GLIV IZ BOLNISNICNIH KOPALNIC

Kvasovke smo izolirali iz bolnisni¢nih kopalnic, in sicer iz odtokov umivalnikov in tusa

(Preglednica 8). Izolirali smo kvasovko Candida albicans.

V glavni avli smo iz kavnega avtomata izolirali vrsto Candida inconspicua.

Iz izlivnika v sanitarnem izlivu smo izolirali vrsto Exophiala dermatitidis.

Preglednica 8: Glive, ki smo jih izolirali iz bolni$ni¢nih kopalnic, in identificirali na podlagi nukleotidnih
zaporedij izbrane DNA regije 0z. Na podlagi morfologije (oznaceni z *)

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTA GLIV

Kopalnica 1 C. albicans (EXF-6936) C.
odtok umivalnika 37°C albicans (EXF-6981)
Koplanica 2

glava tusa 37°C A. fumigatus™

odtok v tu$ kabini 37°C C. albicans (EXF-6940)
Kopalnica 3

odtok v tu$ kabini 37°C C. albicans, A. fumigatus*
Kopalnica 4

odtok tu$a (bolniSka soba 204) 37°C A. fumigatus™

odtok umivalnika 37°C /

fuge 37°C /

4.3 1ZOLACIJA GLIV 1Z DOMACIH KOPALNIC

Z namenom primerjave smo vzor¢ili tudi kopalnice v blokih v Kranju. Izolirali smo: C.
Parapsilosis (2x), E. Dermatitidis (1x), predstavnika rodu Fusarium. (1x). Vsi izolati so rasli
pri 37 °C (Preglednica 9).

Preglednica 9: Plesni in kvasovke, ki smo jih izolirali iz domacih kopalnic

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTA PLESNI

Kopalnica 1

odtok v kopalnici na tleh 37°C Fusarium sp. (EXF-6997)

odtok v kadi 37°C Candida parapsilosis (EXF-6998)
odtok umivalnika 37 °C Exophiala dermatitidis (EXF-7000)

se nadaljuje
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Nadaljevanje

Preglednica 9: Plesni in kvasovke, ki smo jih izolirali iz domacih kopalnic

MESTO IZOLACIJE T izolacije VRSTA PLESNI
Kopalnica 2

odtok v kopalnici na tleh 37°C /

odtok v tus kabini 37 °C Candida parapsilosis(EXF-7001)
fuge v tus kabini 37°C /

odtok umivalnika v kopalnici 37°C /

Kopalnica 3

odtok v kadi v kopalnici 37°C

odtok umivalnika v kopalnici 37°C

odtok v kopalnici na tleh 37°C

Kopalnica 4

odtok v tus kabini 37 °C

odtok umivalnika v kopalnici 37 °C /

4.4 1ZOLACIJA GLIV 1Z IZMECKOV BOLNIKOV

4.4.1 Kvasovke

Vzor¢ili smo izmecke 36 bolnikov (Preglednica 11). Najpogosteje smo izolirali: C. albicans

(14x), C.glabrata (1x), Kazachstania bovina (1x).

Preglednica 10: Kvasovke, ki smo jih po inkubaciji na 37 °C izolirali iz izmeckov bolnikov z razli¢nimi
boleznimi dihal. Bolniki so oznadeni s $tevilkami

ST.BOLNIKA VRSTA KVASOVKE
7621 Candida albicans

7622 Candida albicans

7623 /

7626 /

7635 Candida albicans

7650 Candida albicans

7651 /

7657 Candida albicans

7658 /

7694 Candida albicans se nadaljuje
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Nadaljevanje

Preglednica 10: Kvasovke, ki smo jih po inkubaciji na 37 °C izolirali iz izmec¢kov bolnikov z razli¢nimi
boleznimi dihal. Bolniki so oznaceni s §tevilkami

ST.BOLNIKA VRSTA KVASOVKE
7695 Candida albicans
7696 /

7697 /

7712 Kazachstania bovina
77122 Candida albicans
1734 /

7735 /

1742 /

7743 Candida albicans
7744 Candida albicans
7745 /

7750 /

7751 Candida albicans
7775 /

7800 Candida albicans
7801 /

7802 /

7807 /

7808 /

7813 /

7860 /

7861 Candida albicans
7862 Candida glabrata
7863 Candida albicans
7865 /

7875 /
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% kvasovk v izmeckih bolnikov

W Candidaalbicans
M Candidaglabrata
W Kazachstania bovina

M nirasti

3%

Slika 2: Delez posameznih vrst kvasovk, ki smo jih izolirali iz izmeckov bolnikov

4.5 [IDENTIFIKACIJA PLESNI IN KVASOVK

45.1 Rod Aureobasidium

Dimorfno glivo Aureobasidium pullulans smo dolo¢ili makroskopsko in na podlagi ITS rDNA

zaporedja. Izolirali smo jo iz rez zra¢nikov v ¢ajni kuhinji 103.

Slika 3: Makromorfoloski posnetek glive Aureobasidium pullulans (EXF-6934) na gojis¢u PDA



47

BURNIC M. Prisotnost oportuno patogenih gliv v rutinsko nekontroliranih prostorih v bolnignici.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2013

Slika 4: Mikromorfoloski posnetki glive Aureobasidium pullulans (EXF-6934) na gojis¢éu PDA

4.5.2 Rod Candida

Vrste rodu Candida smo identificirali makroskopsko na podlagi barve in oblike kolonij ter na

podlagi LSU zaporedja.

Na podlagi LSU zaporedja (600 nukleotidov) smo seve rodu Candida uvrstili v 5 vrst: C.

albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. inconspicua, K. bovina.
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EXF-6940; odtok tusa, bolniSnica
EXF-7102; sputum bolnika

7| EXF- 7103; sputum bolnika

EXF-6936; odtok umivalnika, bolniSnica
EXF- 6981; odtok umivalnika, bolni$nica

N

gl 35A; kawni avtomat, bolniSnica
EXF-7095; sputum bolnika
[E><F-7091: sputum bolnika
EXF-7105; sputum bolnika
42 EXF-7695; sputum bolnika . .
l EXF-7096; sputum bolnika Candida albicans
EXF-7092; sputum bolnika
EXF-7088; sputum bolnika
EXF-7094; sputum bolnika
U45776 Candida albicans T
EXF-7099; sputum bolnika
EXF-7100; sputum bolnika
EXF-7101; sputum bolnika
EXF-7087; sputum bolnika

94

100

44A odtok tusa, bolnisnica

'— U57685 Candida dubliniensis T
59 FJ432622 Candida orthopsilosis
FJ746062 Candida metapsilosis

700 | IN091166 Candida parapsilosis
U45754 Candida parapsilosis T
71 9| EXF-7001; odtok tusa, privat Candida parapsilosis
21|, EXF-6998; odtok tusa, privat
661 F3746059 Candida parapsilosis
42 U44808 Candida glabrata T
ﬁ(HMSQHlS Candida glabrata | Candida glabrata
EXF-7104; sputum bolnika
—— CBS 9983 Candida nivariensis T
AY545576 Kazachstania pintolop
AY545570 Kazachstania telluris

100

U72158 Arxiozyma telluris T
AY545572 Kazachstania bovina T
AJ276112 Arxiozyma telluris
AY545572 Kazachstania bovina

51
Kazachstania bovina

EXF-7097; sputum bolnika
EF550241 Pichia cactophila NT

100 EF550240 Candida inconspicua N
gl—{ U71062 Candida inconspicua T Candida inconspicua

47 kawni avtomat, avia bolni§nice

EXF-6942 Exophiala dermatitidis, izlivnik

0.05

Slika 5: Koreninjeno sosedsko-pridruzitveno filogenetsko drevo na osnovi poravnanih zaporedij LSU rDNA
(D1/D2 domeni) izbranih askomicetnih kvasovk in referen¢nih sevov z izraGunano evolucijsko oddaljenostjo. Kot
korenina je uporabljeno zaporedje ¢rne kvasovke Exophiala dermatitidis
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C-D: C. glabrata (EXF-7104); E: C. albicans (EXF-6936)
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4.5.3 Rod Exophiala

Na osnovi morfologije in LSU zaporedja smo identificirali vrsto E. dermatitidis. Izolirali smo
jo na dveh mestih: na oddelku 100 iz izlivnika v sanitarnem izlivu in iz odtoka umivalnika v

domaci kopalnici. Rod smo najprej dolocili makroskopsko, nato pa smo na podlagi

nukleotidnega zaporedja dolo¢ili vrsto kvasovke.

Slika 7: Makromorfolo$ki posnetek kvasovke E. dermatitidis na gojis¢u MEA. A: E. dermatitidis (EXF-7000); B:
E. dermatitidis (EXF-6942)

E. dermatitidis (EXF-6942) smo dolo¢ili na podlagi LSU rDNA zaporedja.

4.5.4 Rod Acrodontium

Glivo Acrodontium sp. smo izolirali v LKBH iz rez zra¢nika na hodniku. Rasla je pri 24 °C.

Slika 8: Makromorfolo$ki posnetek glive Acrodontium sp. (EXF-6930) na gojis¢éu OA
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Slika 9: Mikromorfoloski posnetek glive Acrodontium sp. (EXF-6930)

45.5 Rod Alternaria

Glive rodu Alternaria smo dolo¢ili makroskopsko. Izolirali smo jih iz rez zra¢nikov v
prosekturi, iz reZ zra¢nikov na hodniku v LKBH ter iz rez klimatskih naprav na oddelku 103
na hodniku pred ambulanto. Identificirali smo jih na osnovi znacilnih konidijev, ki so pre¢no

iz vzdolzno septirani.

Slika 10: Makromorfoloska posnetka gliv iz rodu Alternaria na gojis¢éu MEA. Prvo (levo) smo izolirali iz rez
klimatske naprave v LKBH, drugo (desno) pa iz rez zraénikov v prosekturi
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4.5.6 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus smo dolocili makroskopsko, na podlagi oblike, strukture in barve kolonij.
Predstavniki, ki so se pojavili so Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus
versicolor. Skupaj smo identificirali 16 predstavnikov rodu Aspergillus. Identificirali smo 13
sevov vrste A. fumigatus. 3 seve smo izolirali iz rez klimatskih naprav v prostorih, kjer se
giblje zaposleno osebje: laboratoriji, ¢ajna kuhinja. Ostalih 10 sevov smo izolirali iz sob, kjer
lezijo bolniki in kjer se gibljejo obiskovalci. 2 seva Aspergillus flavus smo izolirali iz zra¢nika
v urinariju. Glivo Aspergillus versicolor smo izolirali iz rez klimatske naprave na hodniku 103

pred ambulanto.

Slika 11: Makromorfoloski posnetek glive A. fumigatus na gojis¢u MEA

4.5.7 Rod Cladosporium

V nasi raziskavi smo izolirali 9 sevov iz rodu Cladosporium. 3 seve smo izolirali iz klimatskih
naprav v sobah 286 in 288 v LRM: C. bruhnei (1x), C. halotolerans (2x). 1z rez zra¢nikov v

prosekturi smo izolirali C. halotolerans (1x).

Izolirali smo 3 seve iz klimatskih naprav v LKBH: C. pseudocladosporoides (1x), C.
cladosporoides (1x), C. tenuissimum (1x). Iz rez klimatskih naprav v pomivalnici v LKBH: C.
pseudocladosporoides (1x). 1z rez klimatskih naprav v sobi, Kjer se pripravljajo reagenti: C.

pseudocladosporoides (1x).
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Rod Cladosporium smo dolo¢ili na podlagi morfologije in ITS zaporedja dolzine priblizno 600
nukleotidov (slika 12) Do nivoja vrst smo seve dolocili na podlagi zaporedja, ki kodira aktin
(slika 13). Zaporedje, ki kodira aktin je krajSe (300 nukleotidov) in lo¢i med vrstami.

Na podlagi ITS zaporedja jih je tezko dolociti, ker imajo doloceni sevi podobno ali identi¢no
nukleotidno zaporedje, zato je potrebno za identifikacijo do nivoja vrste dolociti tudi druge
dele genoma. Na podlagi zaporedja, ki ga kodira aktin smo seve rodu Cladosporium

razporedili v 4 vrste: C. cladosporoides, C.bruhnei, C. pseudocladosporoides, C. tenuissimum.



54

BURNIC M. Prisotnost oportuno patogenih gliv v rutinsko nekontroliranih prostorih v bolnignici.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2013

97

EXF-6929 zracnik, hodnik

JF499838 C. phaenocomae
HM148190 C. pseudocladosporoides
GQ241276 C. cladosporoides
EXF-6928 klima, laboratorij 2
FN868485 Davidiella tassiana
EXF-6932 klima, laboratorij

99

EXF-6933 klima, soba za reagente
HM147999 C. australiense
HM148094 C. funiculosum
HM148087 C. delicatulum

100

58

HM148068 C. cucumerinum

HM148107 C. inwersicolor

—— AY 213640 C. cladosporioides CBS170 54 NT
HM148072 C. cucumerinum
AY 361959 Davidiella tassiana
EXF 6923 klima, soba 286

87 |

100|

HM148071 C. cucumerinum

DQ780343 C. sphaerospermum NT
EXF-6931 zracnik, hodnik

AF393709 C. lignicola

EXF-6925 klima, soba 288
HQ649926 Cladosporium sp.

EXF-6926 zracnhik prosektura
HQ649927 Cladosporium sp
EXF-6924 klima, soba 288

100

0.005

DQ780375 C. salinae T

Slika 12: Koreninjeno sosedsko-pridruzitveno filogenetsko drevo nukleotidnih zaporedij ITS rDNA sevov rodu
Cladosporium z izracunano evolucijsko oddaljenostjo. Kot korenina je uporabljeno zaporedje vrste C. salinae
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HM148501 C. cladosporioides

HM148490 C. cladosporioides C. cladosporioides
@ EXF-6929 reze zraénika

HM148690 C tenuissimum rastlina

FJ936167 C. pini-ponderosae

HM148568 C. delicatulum

HM148602 C. lycoperdinum

AY752192

EXF-6932 klima, pomivalnica
HM148675 C. pseudocladosporioides C. pseudocladosporioides
@ EXF-6933 klima, soba reagenti
@ EXF-6928 klima laboratorij 2
C. oxysporum ATCC 66669
C. tenuissimum CBS 125.80
HM148687 NT C. tenuissimum
HM148607 NT C. oxysporum
C. cladosporioides CBS 170.54
B C. spinulosum EXF-334 T; soline;SLO
— @ EXF- 6923 klima, soba 286
Davidiella tassiana ATCC 66670

C. subinflatum EXF-343 soline, SLO
C. bruhnei CBS 177.71 rastlina, ZDA
— C. welox CBS 119417 rastlina, ZDA

C. fusiforme CBS 452.71 hrana, C

Cladosporium sp. CBS 300.96

EXF-738 kopalnica, SLO 7
EXF-1061; Mrtvo morje, 1Z
EXF-962 kopalnica, SLO

92

C. sphaerospermum CBS 193.54 NT
@ EXF-6930 zracnik hodnik LKBH C. sphaerospermum
EXF-598 soline, ESP
EXF-1061 Mrtvo morje, 1Z
EXF-455 soline, SLO
EXF-1069 soline, 1Z

C. dominicanum EXF-732 slano jezero, DR

@ EXF-6931 zracnik hodnik LKBH
EXF-703 slano jezero, DR
EXF-564 soline, N
EXF-977 kopalnica, SLO

34| EXF-1072 soline, 1Z
dH13911 led, NO
C. halotolerans EXF 572 T soline, N C. halotolerans

XF-6924 reze klimatske naprav
XF- 6925 klima soba 288
dH12862 zrak, BR

EXF-646 soline, ESP

@ EXF-6926 zracnik prosektura
[ C. langeronii CBS 189.54 NT mikoza, BR
93 C. phychrotolerans EXF-391 soline, SLO

L—————————————— Cladosporium salinae EXF-322 soline SLO

oo !
Slika 13: Koreninjeno sosedsko-pridruzitveno filogenetsko drevo na osnovi poravnanih zaporedij dela gena, ki
kodira aktin (ACT) sevov rodu Cladosporium z izracunano evolucijsko oddaljenostjo. Kot korenina je
uporabljeno zaporedije vrste C. salinae. S piko oznaceni sevi so bili izolirani v Kliniki Golnik
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6928); B: C. tenuissimum (EXF-6931); C: C. bruhnei (EXF-6923); D: C. cladosporoides (EXF-6929)

Na sliki se jasno vidi razlika v barvi in strukturi kolonij pri glivah rodu Cladosporium.
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Slika 15: Mikromorfoloski posnetki gliv rodu Cladosporium. A-B: C. bruhnei (EXF-6923); C-E: C.
cladosporoides (EXF-6929); F-H: C. pseudocldosporoides (EXF-6928)
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4.5.8 Rod Epicoccum

Identificirali smo 1 sev rodu Epicoccum, in sicer vrsto Epicoccum nigrum. Izolirali smo ga iz

rez zra¢nika v prosekturi. Dolocili smo ga na podlagi barve in oblike kolonij ter na podlagi

nukleotidnega zaporedja ITS.

Slika 16: Makromorfoloski posnetek glive Epicoccum nigrum (EXF-6927) na gojis¢u PDA. Levo: oblika in barva
kolonij; deno: reverz

4.5.9 Rod Fusarium

Izolirali smo 3 seve rodu Fusarium: iz pomivalnega korita v pomivalnici LRM, iz rez
zraénikov v ¢ajni kuhinji oddelka 103 in iz odtoka v kopalnici na tleh. Glivo smo identificirali

na podlagi morfoloskih znacilnosti in nukleotidnega zaporedja LSU.

Slika 17: Makromorfoloski posnetek glive Fusarium dimerum (EXF-6997) na gojis¢u PDA, ki smo jo izolirali iz
odtoka v kopalnici v tleh
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Slika 18: Mikromorfoloski posnetki glive Fusarium dimerum (EXF-6997) na gojis¢u PDA
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3) RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Klinika Golnik ali Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik je bila
ustanovljena leta 1921 kot osrednja protituberkulozna bolnisnica. Klinika Golnik je tudi
univerzitetno pedagoska ustanova od leta 1971, ko se je pridruzila Klinicnemu centru v
Ljubljani. To ni samo bolniSnica namenjena diagnostiki, zdravljenju in rehabilitaciji bolnikov,
ampak je univerzitetno pedagoska ustanova za do- in podiplomsko izobraZevanje (Zupanci¢
Slavec, 2008). Na sekundarnem nivoju, poleg diagnostike in zdravljenja bolnikov s plju¢nimi
in alergijskimi boleznimi, izvajajo tudi diagnostiko in zdravljenje pri drugih bolnikih z
boleznimi notranjih organov, prvenstveno boleznih srca in zgornjih prebavil (Klinika Golnik).
Klinika Golnik je razdeljena na ve¢ oddelkov, kjer zdravijo bolnike z boleznimi dihal kot so
rak pljuc in plevre, okuzbe dihal, intersticijske plju¢ne bolezni, sarkoidoza, vaskulitisi, cisticna
fibroza, azbestne boleznimi, ki kasneje privedejo do nastanka plju¢nega raka. Drugi oddelki
obravnavajo astme, bolezni alergijskega izvora (alergija na pike zuzelk, zdravila). Zdravijo
kroni¢no obstruktivno plju¢no bolezen in kroni¢no respiratorno influenco. Imajo tudi zaprt in

lo¢en oddelek od ostalih, t.i. oddelek 700, kjer zdravijo tuberkulozo (Zupanci¢ Slavec, 2008).

V Kiliniki Golnik izvajajo tudi funkcionalne preiskave: na endoskopskem oddeleku izvajajo
bronhoskopijo, gastroskopijo in kolonoskopijo. Imajo tudi oddelek za kardiovaskularno
funkcijsko diagnostiko in ultrazvo¢no diagnostiko in oddelek za respiratorno funkcijsko
diagnostiko. Poleg teh imajo tudi laboratorij za motnje dihanja v spanju in rentgenski oddelek.
V okviru oddelka za intenzivno nego in terapijo pa izvajajo tudi holterjevo monitorizacijo,
intrakardialno elektrokardiografijo ter desnostransko sréno kateterizacijo. Klinika Golnik ima
tudi popolno laboratorijsko dejavnost (laboratorij za klinicno biokemijo in hematologijo,
laboratorij za respiratorno mikrobiologijo, laboratorij za mikobakterije, laboratorij za
citologijo in patologijo, laboratorij za imunologijo in molekularno biologijo) (Klinika Golnik).
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Glive povzrocajo okuzbe zlasti pri imunsko oslabljenih, teZko bolnih in hospitaliziranih
bolnikih z resnimi osnovnimi okuzbami. V bolni$ni¢nem okolju je zaradi vse vecjega Stevila

imunsko oslabljenih bolnikov tudi vecje tveganje za nastanek glivnih okuZzb.

Incidenca glivicnih okuzb v bolnisnicah se je v zadnjem desetletju povecala, predvsem zaradi
povecanja in dolgotrajne uporabe Sirokospektralnih antibiotikov, povec¢anja stevila bolnikov v
intenzivnih enotah, bolnikov s hematoloskimi boleznimi ter zdravljenja z visokimi odmerki
kortikosteroidov. Najvecje tveganje za glivne okuZzbe, imajo bolniki po presaditvi krvotvornih
mati¢nih celic in notranjih organov, po zapletenih operacijah trebusne votline in tisti z

vstavljenimi katetri (Snaydman, 2003).

Glive najpogosteje vstopijo v objekte skozi prezracevalne sisteme, vrata, okna in s pomocjo
okuzenega gradbenega materiala (Shelton in sod., 2002). V zaprtih prostorih je lahko vecja
koncentracija teh gliv, kar je za imunsko oslabljene ljudi nevarno. Na koncentracijo spor gliv v
bolniskih sobah vpliva zraenje. Zracniki v bolni$nici so povezani s centralno klimatsko
napravo. Zrak neprestano krozi, posledi¢no se vse spore prenasajo po celotni bolniSnici. Spore
lahko skozi klimatske naprave ali zracnike pridejo v bolniSke sobe in do bolnikov, ki jih

vdihnejo in posledi¢no lahko pride do okuZbe.

V Kliniki Golnik, kjer je potekala naSa raziskava, smo zeleli ugotoviti, katere glive se
pojavljajo v bolnisni¢nih prostorih. Vzor€ili smo klimatske naprave, zracnike, odtoke,
vodovodne pipe, reze vodnega in kavnega avtomata, izlivnike, goske, pomivalne stroje, glave
tusev. Vzorcili smo tudi izmecke bolnikov ter poskusali ugotoviti povezanost med glivami

znotraj teh habitatov.
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V ¢asu vzorcenja v bolni$nici in njeni okolici niso potekala gradbena dela, kar bi lahko sicer
vplivalo na frekvenco pojavnosti gliv. V bolni$ni¢nih sobah in laboratorijih, kjer smo

odvzemali vzorce, so bila okna v ¢asu vzorcenja pogosto odprta zaradi zracenja.

Domnevo, da se oportuno patogene glive nahajajo na/v rutinsko nekontroliranih bolni$ni¢nih
prostorih smo potrdili. Izolirali smo filamentozne in dimorfne glive ter kvasovke in s tem
potrdili domnevo glede pojavnosti teh gliv v bolni$nicah. Najpogosteje izolirane glive v nasi
raziskavi so bile glive iz rodov Aspergillus, Alternaria in Cladosporium. Med kvasovkami pa
smo najpogosteje izolirali vrsto Candida albicans. Tudi v raziskavi, ki je potekala v Zdruzenih
drzavah Amerike, Shelton in sod., 2002 poroc¢ajo o podobnem spektru osamljenih gliv iz
notranjih prostorov stavb. Najpogosteje so izolirali glive rodu Cladosporium, Penicillium in

Aspergillus.

Vzor¢ili smo razlicne habitate: zra¢ne habitate (Preglednica 6): klimatske naprave in zra¢nike;
vodne habitate (Preglednica 7): odtoke, vodovodne pipe, reze vodnega in kavnega avtomata,
izlivnike, goske, pomivalne stroje, glave tusev; bolniSni¢ne kopalnice (Preglednica 8); domace

kopalnice (Preglednica 9); izmecke bolnikov (Preglednica 10).

V laboratorijih smo zaznali raznolike glive kot v ostalih vzorcenih prostorih bolnisnice
(Preglednica 6). Najvecja raznolikost gliv je bila razvidna v klimatskih napravah in zracnikih.
Izolirali smo glive rodov Aspergillus, Cladosporium, Acrodontium, Aureobasidium, Alternaria

in Epicoccum. Kvasovk iz klimatskih naprav in zra¢nikov nismo izolirali.

Iz prezracevalnih naprav sSmo najpogosteje osamili glive iz rodu Cladosporium in Aspergillus.
Najvecja frekvenca pojavnosti rodu Cladosporium je bila v laboratorijih LRM, LKBH in LPC.
Tu smo izolirali vrste rodu Cladosporium, ki sicer niso obicajne za bolni$ni¢ne prostore: C.

bruhnei, C. halotolerans, C. pseudocladosporoides, C. tenuissimum (Slika 14).
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Vrsto C. bruhnei so sicer izolirali iz razpadajoCega rastlinskega materiala, zraka, ¢loveka, iz
izjemno slanih okolij, industrijskih voda. Morfolosko zelo spominja na C. herbarum, vendar
ima ozje konidije od 2.5 do Sum Siroke in obi¢ajno tvorijo konidiofori samo eno apikalno
izboklino. Vrsto uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-1 (CBS - KNAW Biodiversity Fungal
Centre).

Vrsto C. halotolerans so izolirali iz solin ter drugih slanih okolij, tkivnih kultur, araSidovih
celiénih suspenzij, sten kopalnic, koze delfina. Zaradi moznosti rasti na tako heterogenih
substratih menijo, da se C. halotolernas razsirja po zraku in da je zmozna kolonizacije na
katerem koli substratu, ki je na voljo, ¢eprav ima ekolosko niSo drugje. Zelo malo podatkov je
0 tem, da ta vrsta naseljuje rastline. Vrsta C. halotolerns je tesno povezana s slanimi okolji
Bensch in sod., 2010).

Vrsta C. pseudocladosporoides je razsirjena po celem svetu in je morfolosko zelo podobna
vrsti C. cladosporoides, vendar ima $irSe in manj septirane sekundarne ramokonidije (Bensch
in sod., 2010).

Vrsto C. tenuissimum so izolirali iz zraka, hrane in tal. RazSirjena je tudi v tropih. C.
tenuissimum in C. cladosporoides sta si morfolosko zelo podobni. C. tenuissimum tvori zelo
dolge, ravne, temne konidiofore z nekoliko odebeljenimi stenami. Ima razvejane hife, ki so

septirane (Bensch in sod., 2010).

Vse izolate rodu Cladosporium smo izolirali v prostorih v bolni$nici iz klimatskih naprav in
zraCnikov v laboratorijih. Vrste rodu Cladosporium se prenasajo po zraku, saj jih najdemo

na/v sistemih povezanih s prezra¢evanjem in filtriranjem zraka.
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Poleg rodu Cladosporium smo iz zra¢nih habitatov izolirali $e glive rodu Acrodontium (Slika
8 in 9), Alternaria (Slika 10), Aureobasidium (Slika 3 in 4) in Epicoccum (Slika 16). Te glive

niso znacilne za bolniSni¢na okolja.

Rod Acrodontium uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Ascomycetes (Kirk in sod., 2008).
Poznan je iz gozdnih tal (Kushwaha in Agrawal, 2009) in ne predstavlja nevarnosti bolnikom.

Uvrs¢amo ga v rizi¢no skupino BSL-1 (de Hoog in sod., 2000).

Rod Alternaria, ki ga uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Dothideomycetes, podrazred
Pleosporomycetidae, red Pleosporales, druzino Pleosporaceae (Kirk in sod., 2008), je prav
tako zra¢nega izvora. Glive rodu Alternaria so ve¢inoma rastlinski patogeni. Pri ¢loveku lahko
povzroc¢ajo astmo (Murai in sod., 2012). Najveckrat okuZzijo ljudi, ki imajo AIDS. So
ubikvitarni organizmi in so prisotni povsod. Izolirali so jih iz vode, tal, v gospodinjstvih (Kirk
in sod., 2008). Rod uvrs¢amo v rizi¢no skupino BSL-1 (de Hoog in sod., 2000).

Rod Aureobasidium uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Dothideomycetes, podrazred
Dothideomycetidae, red Dothideales, druzino Dothioraceae (Kirk in sod., 2008). Dimorfno
glivo Aureobasidium pullulans so izolirali iz tal, vode in rastlinskih povrsin. Je rastlinski
patogen, napada jabolka, grozdje, kumare, zelje. Pri imunsko oslabljenih bolnikih povzroca
pnevmonitis (Chi in sod., 2009). Glivo uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-1 (de Hoog in sod.,
2000).

Rod Epicoccum uvrséamo v deblo Ascomycota, razred Ascomycetes (Kirk in sod., 2008). Vrsta

E. nigrum je rastlinski patogen. Izolirali so jo iz tal, vode in rastlin. Ne povzroca bolezni pri

¢loveku (Pritchard in Muir, 1987) in jo zato uvrs¢amo v BSL-1 (de Hoog in sod., 2000).

Z namenom primerjave z zra¢nimi habitati smo v bolni$nici vzor¢ili tudi z vodo povezane

habitate, saj je aktivna rast gliv naceloma pogojena s prisotnostjo visoke vlage. 1zolirali smo
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druge glive, kot iz zraka, in sicer filamentozne, npr. Aspergillus fumigatus ter kvasovke C.
albicans, C. inconspicua in ¢rno polimorfno kvasovko Exophiala dermatitidis, katere

prisotnost v bolniSnicnem okolju nas je tudi najbolj zanimala.

Iz vseh 9 vzorcev v z vodo povezanih habitatih smo izolirali le en izolat vrste E. dermatitidis
(Slika 7), in sicer iz izlivnika na oddelku 100. V Kliniki Golnik se zdravijo bolniki, ki imajo
cisti¢no fibrozo, vendar se le-ti ne zdravijo na oddelku 100, kjer smo izolirali glivo E.

dermatitidis, zato le-ti bolniki ne bodo prsli v stik z izolirano glivo.

Crno pigmentirana kvasovka E. dermatitidis je nizko virulen¢na in se $teje za neskodljivo
prebivalko plju¢ bolnikov s cisti¢no fibrozo (Kondori in sod., 2011). Bakterija Pseudomonas
aeruginosa ter glive C. albicans, A. fumigatus in E. dermatitidis so pogosti kolonizatorji

izmeckov bolnikov s cisti¢no fibrozo (Horré in sod., 2004).

Kvasovka E. dermatitidis se pojavlja v neposredni blizini ljudi (kopalnicah in parnih kopelih)
(Horré in sod., 2004).

V nasprotju z glivo A. fumigatus se E. dermatitidis pojavlja izkljuéno v vlaznih okoljih (Horré
in sod., 2004). Fakultativne patogene glive C. albicans in A. fumigatus so pogosto prisotne v
respiratornem traktu, vendar pri zdravih ljudeh ne povzrocajo glivnih okuzb, medtem ko so v
primeru zmanj$ane imunske odpornosti okuzbe mozne. Okuzbe s kvasovko C. albicans so
endogene, saj je le-ta prisotna v respiratornem traktu. Okuzbe z glivo A. fumigatus so
eksogene - ljudje se okuzijo z vdihovanjem konidijev iz zraka. S tema dvema glivama so
bolniki neprestano v stiku. Okuzba s ¢rno kvasovko E. dermatitidis je neobiCajna, saj te
kvasovke niso povsod prisotne, v primerjavi s C. albicans in A. fumigatus, ki sta bodisi v
bolniku ali v okolju. Poleg imunoloskega stanja bolnika, je tveganje za nastanek okuzbe lahko

odvisno tudi od vrste stika med bolnikom in glivo ter od glivne mase (Horré in sod., 2004).
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Eden od habitatov z ustreznimi ekoloskimi parametri, kot so visoka vlaga in primerna
temperatura, so kopalnice. Vzorcili smo 4 bolnisni¢ne kopalnice in jih primerjali z izsledki
vzoréenja 4 domacih kopalnic.V bolni$ni¢nih kopalnicah smo izolirali glivo A. fumigatus in
kvasovko C. albicans (Preglednica 8). V domacih kopalnicah ju nismo nasli, izolirali pa smo
glivo Fusarium dimerum (Sliki 17 in 18), ter kvasovki C. parapsilosis in E. dermatitidis
(Preglednica 9). BolniSni¢ne kopalnice so najverjetneje bolj intentzivno ociSCene, saj Se
uporabljajo drugacna cistila, kot v domacih okoljih. Bolni$ni¢ne kopalnice naj bi bile manj
izpostavljene vnosu razli¢nih gliv, ohranijo pa se le tiste najbolj rezistentne na Cistila oz.

bolnisSniéni sevi.

Izolirana gliva Fusarium dimerum, je pomemben c¢loveski patogen. Vrsto F. dimerum
uvrs¢amo v deblo Ascomycota, razred Sordariomycetes, podrazred Hypocreomycetidae, red
Hypocreales, druzino Nectriaceae, rod Fusarium. Poznana je iz tal in iz rastlinskih povrsin,
citrusov, iz ¢loveske roZenice. Prav tako so jo izolirali pri imunsko oslabljenih bolnikih in iz
vodovodne vode v bolni$nicah. Povzro¢a mikoze in keratitis pri ljudeh in je pomemben
Cloveski patogen (Schroers in sod., 2009). Uvr§¢amo jo v rizi¢no skupino BSL-1 (CBS -
KNAW Biodiversity Fungal Centre).

Posebno pozornost je potrebno nameniti glivam rodu Aspergillus (Slika 11). Veliko izolatov
tega rodu smo izolirali iz zra¢nih in vodnih habitatov v prostorih Klinike Golnik . Treba je
ukrepati, da bi se frekvenca pojavnosti gliv A. fumigatus zmanjsala. Vecjo pozornost bi morali

Wt v W

sobah. Vrsti A. flavus in A. versicolor sta bili prisotni samo v zra¢nih habitatih.

Glivo Aspergillus fumigatus smo detektirali tudi na javno dostopnih avtomatih, kot sta kavni
in vodni avtomat, osamili pa smo tudi en izolat iz pomivalnega stroja za dezinfekcijo. Iz

kavnega avtomata smo osamili tudi kvasovko C. albicans.
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Predvsem glive rodu Aspergillus ogrozajo imunsko oslabljene bolnike, saj povzrocajo
aspergiloze, ki so lahko smrtno nevarne. Imunsko oslabljeni bolniki lahko pridobijo
aspergilozo kot eksogeno okuzbo v domacem ali bolniSnicnem okolju, kar nakazuje, da je zelo
pomemben dejavnik za razvoj invazivne aspergiloze bolnikovo okolje (Morris in sod., 2000).
Za glivnimi okuzbami pljué, ki jih povzrocajo vrste rodu Aspergillus, pogosto zbolevajo
bolniki po presaditvi organov. Smrtnost je v tem primeru lahko zelo visoka, kar 95 - 100 %
(Rainer in sod., 2001). Najpogostejsi povzrocitelj aspergiloz je A. fumigatus (Rainer in sod.,
2001). Meril ali normativov za najvi§je dovoljene vrednosti spor v bolni$ni¢ne okolju

Aspergillus spp. ni (Matos in Kav¢i¢, 2010).

Prisotnost glive A. fumigatus v bolniskih kopalnicah in v rutinsko nekontroliranih prostorih
Klinike Golnik je oc€itna. Ve¢jo pozornost je potrebno nameniti potencialnim virom glive A.
fumigatus. To so klimatske naprave, zra¢niki, vlaga, prah, bolni$ni¢na oprema. Bolniki lahko
pridejo v bolni$nico s sporami A. fumigatus, saj je lahko vir teh spor bolnikovo domace okolje.
Kljuénega pomena je zagotovljanje ustreznega bivalnega okolja za bolnike in prepreciti

moznost nastanka okuzb (Morris in sod., 2000).

Zanimala nas je tudi povezava med glivami, ki se nahajajo v razli¢nih delih bolnisnice in med
izmecki bolnikov, zato smo vzor¢ili izmecke 36-ih bolnikov (Preglednica 10). Bolniki so bili
nakljuc¢no izbrani, podatkov o boleznih, za katerimi so se zdravili, nimamo. Oznaceni so bili s
Stevilkami. 1z izmeckov, ki smo jih inkubirali na plo$¢ah z antibiotikom pri 37 °C, smo
izolirali izkljuéno kvasovke rodu Candida. Izmed izmeckov 36-ih bolnikov smo izolirali
kvasovke rodu Candida samo pri 16 bolnikih, in sicer pri 14 bolnikih vrsto C. albicans, pri
enem bolniku vrsto C. glabrata in enem bolniku vrsto K. bovina (Slika 2). Najverjetneje je
prisotnost kvasovk rodu Candida pri bolnikih posledica zdravljenja s Sirokospektralnimi

antibiotiki, nesaniranega zobovja, prisotnost zobnih protez in pomankljive ustne higiene.

Kvasovka C. albicans je normalni komenzal ¢loveka, in sicer jo najdemo na kozi, v izmecku,
na sluznici prebavil, Zenskih spolovilih (Pfaller, 1996). Kvasovke iz rodu Candida so
pomembni bolnis$ni¢ni patogeni, vendar je o epidemiologiji le-teh malo znanega (Vazquez in

sod., 1998). Najveckrat povzrocajo kandidoze pri imunsko oslabljenih bolnikih. Domneve, da
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obstaja povezanost med glivami v prostorih bolnisnice in med izmecki bolnikov, nismo
potrdili. Poleg kvasovke C. albicans, smo izolirali tudi kvasovko K. bovina, ki jo prav tako
uvrS¢amo v deblo Ascomycota, poddeblo Saccharomycotina, razred Saccharomycetes, red
Saccharomycetales, druzino Saccharomycetaceae (Kirk in sod., 2008). Vrsta K. bovina je
najverjetneje obligatni saprofit toplokrvnih zivali. Producira psevdomicelij. Izolirali so jo iz
nosu in trebusne votline ptic (golobov) in sesalcev (konjev in glodalcev). Raste pri 37 °C. Zelo
pogosta je v ZDA in Evropi. Med vsemi vrstami rodu Kazachstania je samo K. bovina je

izolirana iz ¢loveka, kot ¢loveski patogen (Kurtzman in sod., 2011).

Rezultati naloge nakazujejo, da bolnisni¢no okolje favorizira obstoj oportuno patogenih gliv,

predvsem vrste plesni Aspergillus fumigatus ter kvasovke Candida albicans.
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5.2 SKLEPI

Z diplomsko nalogo smo dokazali prisotnost glivnih vrst, tako filamentoznih gliv kot
kvasovk. Iz rutinsko nekontroliranih prostorov bolnisnice smo izolirali in identificirali 45

glivnih vrst, od tega 7 kvasovk in 38 filamentoznih gliv.

V rutinsko nekontroliranih prostorih Klinike Golnik smo evidentirali medicinsko
pomembne glive iz rodov: Cladosporium, Aspergillus, Candida in Exophiala so se
nahajale v rutinsko nekontroliranih prostorin Klinike Golnik. Predstavnikov rodov

Penicillium in Cladophialophora nismo izolirali.

Predvsem iz klimatskih naprav in zra¢nikov, pa tudi iz bolnisni¢nih kopalnic, smo izolirali
17 sevov rodu Aspergillus, od tega smo 13 sevov identificirali kot vrsto A. fumigatus, 2
seva kot vrsto A. flavus ter 1 sev kot vrsto A. versicolor. Vse tri vrste so potencialno

nevarne, saj jih uvr§¢amo v rizi¢no skupino BSL-2.

Iz klimatskih naprav smo identificirali 9 sevov rodu Cladosporium, ki smo jih na podlagi
dela zaporedja gena, ki kodira akin, uvrstili v naslednje vrste: C. pseudocladosporoides
(3x), C. halotolerans (3x), C. cladosporoides (1x), C. tenuissimum (1x) in C. bruhnei (1x).

Izmed njih sta le vrsti C. cladosporioides in C. bruhnei medicinsko pomembni.

Pojavljale so se tudi glive rodov: Acrodontium (1x), Alternaria (3x), Aureobasidium (1x),
Epicoccum (1x) in Fusarium (1x).

Iz bolnisni¢nih kopalnic smo izolirali druge vrste gliv, kot iz domacih kopalnic.

Hipoteze, da obstaja povezava med glivami, ki se nahajajo na razli€nih mestih v bolnisnici

in v izmeckih bolnikov, nismo potrdili.
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Iz izmeckov 36 bolnikov z razli€nimi respiratornimi boleznimi smo pri 45 % bolnikov
izolirali kvasovke rodu Candida, vrsto C. albicans, C. glabrata, K. bovina. Vrsto C.
albicans smo izolirali tudi iz treh od Stirih bolni$ni¢nih kopalnic. Iste vrste kvasovk smo

detektirali tudi v bolnisni¢nih sobah in domacih kopalnicah.

Dokazali smo prisotnost glive vrste Exophiala dermatitidis, vendar smo jo iz
bolnisni¢nega okolja v nasprotju s pric¢akovanji izolirali le enkrat, in sicer iz sanitarnega

izlivnika.
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6 POVZETEK

Okuzbe, ki jih povzrocajo glive so oportunistiéne in za njimi zbolevajo zlasti imunsko
oslabljeni, tezko bolni in hospitalizirani bolniki z resnimi osnovnimi okuzbami. Glavni razlogi
za povecanje Stevila glivicnih okuzb v bolnisSnicah so vse ve¢ja populacija bolnikov z vecjim

tveganjem za nastanek teh okuzb.

V medicini so najpomembnej$e kvasovke iz rodu Candida in veljajo za najpogostejSe
povzrocitelje oportunisti¢nih okuzb. Najpogostejsa med njimi je C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis. Kvasovke skupaj z drugimi mikroorganizmi sestavljajo normalno ¢lovesko floro,
vendar ob poruSitvi ravnovesja z glivami znotraj ¢loveskega organizma lahko pride do

obolenja.

Vrsta A. fumigatus je postala v zadnjem desetletju najpogostej$i povzroditelj invazivne
aspergiloze pri imunsko oslabljenih bolnikih. Povzroca Sirok spekter bolezenskih stanj, ki jih
skupno imenujemo aspergiloze. Aspergiloze so vzrok za visoko stopnjo smrtnosti pri imunsko

oslabljenih bolnikih. Bolniki se najveckrat okuZzijo z vdihovanjem spor.

V Kliniki Golnik lezijo imunsko oslabljeni bolniki. V bolni$nicah, kjer se zdravijo bolniki z
respiratornimi boleznimi, predstavljajo glive z zra¢nimi sporami enega od klju¢nih dejavnikov
tveganja. Vecina gliv je ubikvitarnih, naselijo se lahko Ze na neznatnem organskem materialu
oz. so oligotrofne. Cilj naloge je bil preveriti prisotnost gliv (plesni in kvasovk) v Kliniki
Golnik. V okviru diplomske naloge je potekalo vzoréenje naslednjih habitatov, kjer so se
pojavljale glive, izbranih ve¢inoma na racun visoke zra¢ne vlage, oz. koncentriranja zra¢nih
delcev: klimatske naprave, zracniki, vodne armature, pomivalna korita, vodni ter kavni
avtomati, odtoki tusev in umivalnikov, fuge med plos¢icami, notranjost pomivalnih strojev.
Tovrstni habitati sicer niso rutinsko testirani na prisotnost gliv. V. namen primerjave
bolnisni¢nega okolja z domac¢im smo preverili prisotnost gliv v domacih kopalnicah. Obenem

pa smo povzoréili izmecke imunsko oslabljenih bolnikov v Kliniki Golnik.
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Pri izolaciji smo se osredotoCili na temno pigmentirane glive. Tu uvrs¢amo tudi enega
najvecjih in najbolj heterogenih askomicetnih rodov, rod Cladosporium. Prav tako smo se
osredoto¢ili na &me kvasovke rodu Exophiala. Crne kvasovke se pred neprijetnimi vplivi

okolja zas¢itijo s pomocjo sinteze zas¢itnega faktorja melanina, ki je njihova najpomembnejsa

za§¢itna snov.

Brise smo nanesli na gojis¢e MEA s kloramfenikolom in inkubirali pri 37 °C. Po 7 dneh smo
izolirali ¢iste kulture in jih nanesli na nove plosce z gojis¢em MEA in jih inkubirali pri 37°C.
Nato smo morfolosko opisali kolonije, izolirali genomsko DNA, pomnozili odsek regije
notranjih distan¢nikov 1 in 2 (ITS rDNA) in dolo¢ili rod Cladosporium. Vrste rodu
Cladosporium smo dolo¢ili na podlagi zaporedja, ki kodira aktin. Za identifikacijo kvasovk do

vrste smo pomnozili odsek regije notranjih distan¢nikov 1 in 2 (LSU rDNA).

V celotni raziskavi smo izolirali 45 sevov. Devet sevov smo uvrstili v rod Cladosporium. Vse
seve rodu Cladosporium smo izolirali iz prostorov Klinike Golnik. 1z bolni$ni¢nih sob,
bolnisni¢nih kopalnic, domacih kopalnic, izmeckov bolnikov gliv rodu Cladosporium nismo

izolirali.

Izolirali smo 23 sevov rodu Candida, ki smo jih dolo¢ili na podlagi LSU rDNA v naslednje:
C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. inconspicua. Izolirali smo jih v bolni$ni¢nih

sobah, domacih kopalnicah ter iz izmeckov bolnikov.

Dva izolata smo identificirali kot vrsto E. dermatitidis.

Na podlagi LSU rDNA zaporedja smo identificirali 1 izolat kot vrsto E. dermatitidis (EXF-
6942). Izolirali smo jo iz sanitarnega izlivnika. Drugi izolat smo identificirali na podlagi ITS
rDNA zaporedja kot kvasovko E. dermatitidis (EXF-7000), ki smo jo izolirali iz domace

kopalnice.
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Identificirali smo 17 izolatov rodu Aspergillus: Aspergillus fumigatus (13x), Aspergillus flavus

(2x), Aspergillus versicolor (1x).

Iz klimatskih naprav in rez v prostorih bolniSnice smo izolirali predstavnike rodov gliv z
zraénimi sporami, ki smo jih uvrstili v rodove: Acrodontium, Aureobasidium, Alternaria,
Epicoccum. Iz domacih kopalnic smo identificirali: C. parapsilosis (2x), E. dermatitidis (1x),
Fusarium dimerum (1x).
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PRILOGE

Priloga A 1:

Nukleotidna zaporedja ITS

Cladosporium sp. (EXF — 6923)

AAGGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGAACGCCC
GGGCTTCGGCCTGGTTATTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGG
CGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTT
TGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGEG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGC
GGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGTCCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTG
GAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTC
TAAGGTGACCTCGGATCAGGTAG

Cladosporium sp. (EXF — 6924)

TCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCC
GGCCCTCGGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGG
GCGACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACATTTCAAACTCTTGCGTAAC
TTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGAC
GCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTG
TGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCGCGGGAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCAT
TTCTAAGGTGACCTCGGATCAGT

C. sphaerospermum (EXF —6925)

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCCGG

CCCTCGGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGC

GACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACATTTCAAACTCTTGCGTAACTTT
GCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGACGCG
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GTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGG
AAACTATTCGCTAAAGGGTGCCGCGGGAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCATTTC
TAAGGTGACCTCGGATCAGGTAG

C. sphaerospermum (EXF — 6926)

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCCGG

CCCTCGGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGC

GACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACATTTCAAACTCTTGCGTAACTTT
GCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGACGCG
GTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGG
AAACTATTCGCTAAAGGGTGCCGCGGGAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCATTTC
TAAGGTGACCTCGGATCAGGTAG

C. cladosporoides (EXF - 6928)

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGT
CTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCG
ACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTG
CAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCG
GTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGG
AAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCT
AAGGTGACCTCGGATCAGGTAGG

C. cladosporoides (EXF - 6929)

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGT
CTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCG
ACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTG
CAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCG
GTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGG
AAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTCTA
AGGTGACCTCGGATCAG

Ascomycetes sp. (EXF — 6930)
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CGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTGAGGGCC
CTCGCGGTCCGACCTCCAACCCTTTGTCGTCCGACTCTGTTGCCTCGGGGGCGTCC
CCGGCGTTCGCGCCAGGGGCCCCCGGCGGTCCACACAACTCTGCATCTTTGCGTCT
GAGTAAACATTAAATGAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG
TTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCGCCGCGCCCGTCG
CGCGCCCTAATGTCGCCGGCCGAGTCGTCTGTCTCCGAGCGTTGTGAATCTCATTC
GCTCCTGGGGATCCAGACGGCGCGCGCCGTTAAACCTCTTTTTACAGGTGACCTCG
GATCAGTAGA

C. cucumerinum (EXF — 6931)

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCCGG
CTCCGGCCGGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCG
ACCCTGCCTTTTCACGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACACATCAAAACTCTTGCGTA
ACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGG
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCG
ACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTCAGCGT
TGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCACGGGAGGCCACGCCGAAAAACAAACC
CATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTG

C. cladosporoides (EXF — 6932)

TAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTC
TAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGA
CCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGC
AGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGG
TCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGA
AACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTA
AGGTGACCTCGGATCAGT

C. cladosporoides (EXF — 6933)

TCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCG
GTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGG
CGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTT
TGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
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TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGC
GGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTG
GAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTC
TAAGGTGACCTCGGATCAGT
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Priloga A 2:

Nukleotidna zaporedja ACT

C. bruhnei (EXF — 6923)

GTAGTCCAAAACACCCGCAACCCTCCTAGCCAGACGGCCAGCTGACAACATCTTA
GCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCTCTTCTCCTCCCTAACCA
CCACCGGACCCAATGTCTAACCGCAGCGCAGTATCATGATCGGTATGGGCCAGAA
GGACTCGTAAA

C. halotolerans (EXF — 6924)

CGTTTTCCGTAGTTCTCACCACCCACGCTCTTCACCCACCGGACCACTCGGCTGAC
CGCCTCTCAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATCCTCCCC
GCGCCCGCCGCCGAGGCCACCCCGTTCTAACCGCAGCGCAGTATCATGATCGGTA
TGGGCCAGAAGGACTCGTAA

C. halotolerans (EXF — 6925)

GCGTTTTCGTAGTTCTCACCACCCACGCTCTTCACCCACCGGACCACTCGGCTGAC
CGCCTCTCAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATCCTCCCC
GCGCCCGCCGCCGAGGCCACCCCGTTCTAACCGCAGCGCAGTATCATGATCGGTA
TGGGCCAGAAGGACTCGTAA

C. halotolerans (EXF — 6926)

TCGTAGTTCTCACCACCCACGCTCTTCACCCACCGGACCACTCGGCTGACCGCCTC
TCAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATCCTCCCCGLCGCCC
GCCGCCGAGGCCACCCCGTTCTAACCGCAGCGCAGTATCATGATCGGTATGGGCC
AGAAGGACTCGTAA

C. psudocladosporoides (EXF — 6928)

CCCGTACCTTTTCGTAGTCTAAGACCCTGTTTCGCCCGCGCCAGAACCCCGAGCTG
ACACCCTCTCTAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATTCTC

CCCGCGGGCCTCCTTGTCGCGCTCATTCAAGTCTAACCCCGGCGCAGTATCATGAT
CGGTATGGGCCAGAAGCGACTCGTAAA

C. cladosporoides (EXF — 6929)

CCCAGACGTTTTCCGTAGTCTAAGACACCTGTTTCGCCCATCCCAGAATCCCGAGC
TGACACCCCTCCCAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATTC
TCCCCGCGAGCCTCCCCATCGCGCGCAGCCAGTTCTAACCCCTCCGCAGTATCATG
ATCGGTATGGGCCAGAAAGGAC
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C. sphaerospermum (EXF — 6930)

GGAGCCCGTTTTTCCGGTAAGTCTGAAGACACCTGGTTTCACTCCCCCACGCCGGA
TCGCTCGGGTGACTGACAACTCCATCACAGCCTCCATTGTCGGTAGACCCCGTCAC
CATGGGTATGCAGTGCTCCCCAATCCGCGCTCGCCGCAGAGCAAGTTGTTTCTAAC
CTTCCGCGC

C. tenuissimum (EXF — 6931)

CTGTTTTCGTAAGTCTTTCCACAACCCTTCTCGCTGACCTGCGACAATCCACTGAC
ATCCGTTCAGCCTCCATCGTTGGCCGACCGCGCCACCATGGGTATGCCATTACCAC
CCTCCCCCCTGCAACCCTCACAATCCCTAATTCGTCTGTAGTATCATGATCGGTAT
GGGCCAGAAGGACTCGTAA

C. psudocladosporoides (EXF — 6932)

AGAAGCCGTTTTCCGTAAGTCTAAAGACACCTGGTTTCGCCCGCGCCAGAACCCC
GAGCTGACACCCCTCTCTAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATG
CATTCTCCCCGCGGGCCCTCCTTGTCGCGCTCATTCAAGTCTAACCCCGGCGCAGT
ATCATGATCGGTATGGGC

C. psudocladosporoides (EXF — 6933)

AGCCGTTTTCCGTAAGTCTAAAGACACCTGGTTTCGCCCGCGCCAGAACCCCGAG
CTGACACCCTCTCTAGCTTCCATTGTCGGCAGACCCCGTCACCATGGGTATGCATT
CTCCCCGCGGGGCCTCCTTGTCGCGCTCATTCAAGTCTAACCCCGGCGCAGTATCA
TGATCGGTATGGGCCAGAAGG



BURNIC M. Prisotnost oportuno patogenih gliv v rutinsko nekontroliranih prostorih v bolni$nici.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

Priloga A 3:

Nukleotidna zaporedja LSU

C. albicans (ni EXF stevilke)

CGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAG
TTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAA
GTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAG
GGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCGGCC
GCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAA
TGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGACC
GAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTT
GAA

C. albicans (EXF — 6936)

CTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTG
GCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGG
TCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTAC
AGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAAT
TGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGG
GGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGG
CGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCA
GCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTC
GCCCGTCTG

C. albicans (EXF — 6981)

CGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAG
TTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAA
GTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAG
GGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCGGCC
GCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAA
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TGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGACC
GAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTT

C. albicans (ni EXF stevilke)

CGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAGT
TGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAG
GACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAAG
TTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCC
ATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCGC
TGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAATG
TGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGACCGA
GGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTTA

C. inconspicua, Pichia cactophila (ni EXF Stevilke)

ATGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGCAGCAC
CATGCTGCGAGTTGTAGATTGCAGGTGGGAGAGTCTGCGTAGGCCGGTGTCGAAG
TCCCTTGGAACAGGGCGCCACTGAGGGTGAGAGCCCCGTGCGATGCCACGCTCTA
CGTTTTGTACTCCCCTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTAC
TGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAAT
TGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCCCGACATGGGAATCGCGCACCGCTGCTCCTT
GTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTTCCTGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCAGGAGAA
GGGGCTGTGGAATGTGGCTGCCGCGCTTTGCCGGGGCAGTGTTATAGCCACTGGG
CCAGATGCTGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCCGCAAGGTCTCGGATGCTGGC
ACAACGGCGCAATACCGCCCGTCTTGACACAC

C. albicans (EXF — 6940)

ATGCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCT
TTGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATG
TTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCG
GGTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTG
GGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGT
ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTC
GGGGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAAT
GGCGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGC
CAGCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAA
GTCGCCCGTCTTGA

Exophiala dermatitidis (EXF — 6942)
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ACGGCGAGTGAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTCTTTGGGGTCCGA
GTTGTAATTTGTAGAGGATGTTTCGGGCACCGCTCCGGTTTAAATTTCTTGGAACA
GAATGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCGTCTTGGACCGGCAGTAGGGCCCATGTGA
AACTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAAT
TTCATCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCG
AAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGCGCTTGCAACCAGACTTGCGCGCGGCGGTTCCCCCTTCCTTTTGGTTGGG
TTATTCCGCCGTGTCCAGGCCAACATCGGTTCTGGGGGTCGGTTAAAGGCCTGGG
GAATGTATCTACCCTTCGGGCGTAGACTTATAGCCCCGGGTGTCATGCGACCTCCC
GGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCTCGGATGTTGGCGTAATGGTTGTCAGCGACCC
GTCTTGAACCAACGGGA

C. parapsilosis (EXF — 6998)

GCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTTTCAGTGTCCG
AGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAA
CAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCTATGTA
AAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTCGGGGGTGGT
CTCTACAGTTTACCGGGCCAGCATCAGTTTGAGCGGTAGGATAAGTGCAAAGAAA
TGTGGCACTGCTTCGGTAGTGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCTTAGACT
GAGGACTGCGGCTTCGGCCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTT

C. parapsilosis (EXF — 7001)

TGCCTTAGAAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTT
TCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATG
TTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCA
GACCTATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGT
GGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAG
TACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCT
CGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGCCAGCATCAGTTTGAGCGGTAGGATAAG
TGCAAAGAAATGTGGCACTGCTTCGGTAGTGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCC
AGCTTAGACTGAGGACTGCGGCTTCGGCCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAG
TCGCCCGTCTTGA

C. albicans (EXF —7087)

GCGTCAGCAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTT
TGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGT
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TCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGG
GTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAA
TTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCG
GGGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATG
GCGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCC
AGCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGT
CGCCCGTCTG

C. albicans (EXF — 7088)

GCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCG
AGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAA
CAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTA
AAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGG
CCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGG
AATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGA
CCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTC
TTGA

C. albicans (EXF — 7091)

GCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCG
AGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAA
CAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTA
AAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGG
CCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGG
AATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATGCTGCCAGCCTAGA
CCGAGGACTGCGGTTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGT
CTT

C. albicans (EXF —7092)

TCAGCAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGG
CGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGT
CTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGT
GGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACA
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GTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATT
GTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGG
GGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGC
GGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAG
CCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCG
CCCGTCTTG

C. albicans (EXF — 7093)

GCGTCAGCAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTT
TGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGG
GTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAA
TTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCG
GGGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATG
GCGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCC
AGCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGT
CGCCCGTCTT

C. albicans (EXF — 7094)

GGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAGTT
GTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGG
ACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAAGT
TCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCA
TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAA
GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGG
AAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCCGCT
GCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAATGT
GGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGACCGAG
GACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCT

C. albicans (EXF — 7095)

CGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAGT
TGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAG
GACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAAG
TTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCC
ATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCGGCCG
CTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAAT
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GTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATGCTGCCAGCCTAGACCG
AGGACTGCGGTTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCT

C. albicans (EXF — 7096)

GCGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAG
TTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACA
GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAA
GTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAG
GGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGGCC
GCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAA
TGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATGCTGCCAGCCTAGACC
GAGGACTGCGGTTTTTAACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCTT

Kazachstania bovina (EXF — 7097)

CGTCAGAAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTAGCACCGCT
GGTGCTCGAGTTGTAATTTGTAGAGTGGATCCTTGGGGCCGTTCCTTGCCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGTGAGAACCCCGTGTGGCGAGGGGLGLCGGL
TCCGTGTAAGGGCTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGT
ACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCCTGCTCCT
TGTGGGCGGGGGATCCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCTGGA
TAAAACCGGAGGAATGTGGCTTCTCTCGGGAAGTGTTATAGCCTGCGGGAATGCG
GCCAGCCGGGACTGAGGAACGCGACTTTTGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTAT
ATGCCGCCCGTCTA

C. albicans (EXF — 7099)

AGCGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGA
GTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAAC
AGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAA
AGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATT
CCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG
AAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCGGGGGCGGC
CGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGA
ATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGAC
CGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTTG

C. albicans (EXF —7100)



BURNIC M. Prisotnost oportuno patogenih gliv v rutinsko nekontroliranih prostorih v bolni$nici.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

TGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTT
TGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGG
GTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGG
GTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTA
CAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAA
TTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCTCG
GGGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATG
GCGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCC
AGCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGT
CGCCCGTCTG

C. albicans (EXF — 7101)

ATGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTC
TTTGGCGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTAT
GTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCC
GGGTCTGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGT
GGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAG
TACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGTTGCTCTCT
CGGGGGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAA
TGGCGGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGC
CAGCCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAA
GTCGCCCGTCTTG

C. albicans (EXF — 7102)

CTCAGTAGCGGCGAGTGAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGC
GTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCT
TGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTC
TGTGTAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTG
GTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAG
TGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTG
TTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGG
GGCGGCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGC
GGAGGAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAG
CCTAGACCGAGGACTGCGGTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCG
CCCGTTA

C. albicans (EXF —7103)

TGAAGCGGCAAAGCTCAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCCGAGTTGTAATTT
GAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCAC
AGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGTAAAGTTCCTTCG
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ACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAA
AAGAACTTTGAAAAGAAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAGGGAAGGGCTT
GAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCGGCCGCTGCGGTTTA
CCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAGGAATGTGGCACGG
CTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAGACCGAGGACTGCG
GTTTTTACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTG

C. glabrata (EXF — 7104)

ACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCG
AGTTGTAATTTGGAGAGTACCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAA
CAGGACGTCATGGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAA
AGGGTGCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTT
GGGACTCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTA
GGGAATGTGGCTCTGCGCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCC
AGCCGGGACCGAGGACTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTAT
ATGCCGCCCGTCTT

C. albicans (EXF — 7105)

AGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTTGGCGTCC
GAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGCCCGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGA
ACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCGGGTCTGTGT
AAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGAT
GGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCATGCTGCTCTCTCGGGGGCG
GCCGCTGCGGTTTACCGGGCCAGCATCGGTTTGGAGCGGCAGGATAATGGCGGAG
GAATGTGGCACGGCTTCTGCTGTGTGTTATAGCCTCTGACGATACTGCCAGCCTAG
ACCGAGGACTGCGGTTTTTAACCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCG
TCTTG



