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JI sl/en

Al Najpogostejsa povzrotiteljica gliviénih okuzb pri ljudeh $e vedno ostaja C. albicans,

vendar se je spekter pojavljanja glivicnih okuzb v zadnjih dveh desetletjih, predvsem na
raéun vrst, ki niso albicans, spremenil. Candida parapsilosis je v svetu, zlasti Juzni
Ameriki in Aziji, druga najpogosteje osamljena kandida v krvi. Do leta 2005 so C.
parapsilosis kompleks lo¢evali v tri skupine: I, II in III. Na osnovi molekularnih
raziskav so potrdili, da so si med seboj sorodne, vendar obstaja dovolj razlik in jih lo¢ili
v tri razli¢ne vrste: C parapsilosis sensu stricto (skupina I), C. orthopsilosis (skupina II)
in C. metapsilosis (skupina III). Namen naSe diplomske naloge je bil preveriti genetsko
raznolikost izolatov C. parapsilosis kompleksa, osamljenih iz vzorcev kuznin zbranih
med rutinskim delom v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij, InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo. Doloc¢ili smo obcutljivost omenjenih izolatov za
antimikotike flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin z uporabo E-testa.
V raziskavo smo vkljucili 122 sevov. Z analizo restrikcijskih vzorcev gena za protein
sekundarna alkoholna dehidrogenaza (SADH), ki je znacilen za vse tri vrste C.
parapsilosis kompleksa smo opredelili 109 (89,3 %) izolatov kot C. parapsilosis sensu
stricto, 10 (8,2 %) izolatov kotC. metapsilosisin 3 (2,5 %) izolate
kot C. orthopsilosis. C. parapsilosis lahko povzro¢a tako sistemske kot povrhnje
kandidoze. To smo potrdili tudi z naso raziskavo, saj smo od 122 izolatov, vkljuc¢enih v
naso raziskavo, kar 39 (31,9 %) osamili iz brisov ran. Nasi rezultati testiranja
obcutljivosti za antimikotike so primerljivi s podatki iz literature. Osamili smo le en
izolat odporen proti flukonazolu, ta je imel tudi najvi§jo minimalno inhibitorno
koncentracijo (MIK) za vorikonazol (§¢ v mejah obéutljivega). Stevilne objave
porocajo o visjih MIK-ih C. parapsilosis za ehinokandine, kar smo potrdili tudi v nasi
nalogi.
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LA sl
AL sl/en
AB Although Candida albicans is the most commonly isolated Candida species, longitudinal

studies have demonstrated a trend toward an increased prevalence of non-C.
albicans species in the last two decades. Candida parapsilosisis the second most
commonly isolated Candida from blood cultures in some areas of the world, Latin America
and Asia in particular. Prior to 2005 C. parapsilosis was separated into three groups, I to
III. Further genetic studies revealed sufficient differences that have led to the separation of
the groups into three closely related but distinct species: C. parapsilosis sensu stricto
(group I), C. orthopsilosis (group II) and C. metapsilosis (group III). The purpose of our
study was to examine genetic diversity and antifungal susceptibility of C.
parapsilosis complex isolates, which were collected during routine work in Laboratory for
fungal infections diagnostics, Institute of microbiology and immunology. 122 strains were
included in our study. The susceptibility to fluconazole, voriconazole, amphotericin B and
caspofungin was determined using Etest. Based on the amplification of SADH
(secondary alcohol dehydrogenase) gene fragment we have identified 109 (89,3 %) isolates
as C. parapsilosis sensu stricto, 10 (8,2 %) isolates as C. metapsilosis and 3 (2,5 %)
isolates as C. orthopsilosis. C. parapsilosis can cause superficial as well as systemic
infections, which is consistent with our results. Among 122 strains included in our study,
39 (31,9 %) were collected from wound samples. Results of antifungal susceptibility
testing are comparable with those from the literature. Only one strain was resistant to
fluconazole, it also had the highest voriconazole minimum inhibitory concentration (MIC)
value (but still in susceptible range). We have shown higher echinocandin MIC values.
Other authors have also demonstrated higher echinocandin MIC values for C. parapsilosis
in comparison with other Candida species.
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ustanovi)

Sabouraud dekstrozni agar

angl. simple sequence length polymorphism; dolzinski polimorfizmi
mikrosatelitov

angl. secondary alcohol dehydrogenase; protein sekundarna alkoholna
dehidrogenaza

raztopina Trisa, acetata in EDTA
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1 UVOD

Glive postajajo od zacetka 80. let prejSnjega stoletja vedno pomembnejSi povzroditelji
Cloveskih obolenj, Se posebej pri imunsko oslabljenih bolnikih in hospitaliziranih bolnikih
s tezkimi osnovnimi boleznimi. Od leta 1979 je letna incidenca glivicne sepse v ZDA
narasla za kar 200 %. Glive rodu Candida so v ZDA trenutno na lestvici vzrokov
bolniSni¢nih okuzb krvnega obtoka, na visokem cetrtem mestu. Povzrocajo od 8 do 15 %
vseh omenjenih, bolni$ni¢no pridobljenih okuzb. Skupno breme invazivne kanididemije v
ZDA znasa 42.000 okuzb na leto (29 okuzb/ 100.000 ljudi/ leto). Invazivne glivicne
okuzbe imajo resen vpliv na javno zdravstvo, saj so odgovorne za visoko obolevnost in
smrtnost (0,4 smrti/ 100.000 ljudi) (Trofa in sod., 2008). Povecanje Stevila glivicnih okuzb
je treba pripisati ¢edalje vecji populaciji imunsko oslabljenih bolnikov, povecani uporabi
Siroko spektralnih antibiotikov in citotoksi¢nih kemoterapevtikov. Vecje je tudi Stevilo
bolnikov, ki se zdravijo s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic in ¢vrstih organov
(Pfaller in Diekema, 2007; Sodja in sod., 2009). V primerjavi z ZDA imajo evropske
drzave nizjo stopnjo kandidemije 0,31-0,44/10.000 bolnisni¢nih dni vs. 1,5/10.000
bolni$ni¢nih dni. Stopnja kandidemije za Univerzitetni klini¢ni center v Ljubljani je bila, v

letih 2004 do 2008, med 0,47-0,76 na 10.000 bolnisni¢nih dni (Sodja in sod., 2009).

Kandidemija je pogosto povezana z zilnimi katetri, predhodnim antibioti¢nim
zdravljenjem, parenteralno prehrano, kirurskimi posegi, predhodnim zdravljenjem z
imunosupresivi, predhodno kolonizacijo, pogosta pa je tudi pri prejemnikih organov,
nevtropenic¢nih bolnikih in bolnikih s trdnimi tumorji in hematoloskimi malignimi obolenji

(Almirante in sod., 2006).

Ceprav ostaja Candida albicans najpogostejsa povzrogiteljica glivi¢nih okuzb pri ljudeh,
so v vecjih centrih v 90. letih prejSnjega stoletja ugotovili, da je prislo do spremenjenega
spektra pojavljanja glivicnih okuzb na racun vecjega deleza vrst, ki niso vrsta albicans.
Candida parapsilosis je tako v Juzni Ameriki, Aziji, Kanadi pa tudi ponekod v Evropi,
druga ali tretja najpogosteje izolirana vrsta iz hemokultur (Tavanti in sod., 2005; Trofa in

sod., 2008; Almirante in sod., 2006; Messer in sod., 2006; Pfaller in sod., 2005).

C. parapsilosis je bila prvi¢ izolirana leta 1928 v Puerto Ricu, iz vzorca blata bolnika z
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drisko. Izoliral jo je Bailey K. Ashford, ter jo sprva poimenoval Monilia parapsilosis. S
tem jo je zelel lo¢iti od vrste Monilia psilosis, danes bolje poznane pod imenom Candida
albicans. Prvotno so menili, da je C. parapsilosis nepatogena vrsta, vendar je bila leta 1940
potrjena kot vzrok smrtnega primera endokarditisa pri intravenoznem uzivalcu drog (Trofa

in sod., 2008).

C. parapsilosis je komenzal na kozi ljudi, patogenost pa omejena z nedotaknjenostjo kozne
povrhnjice. Prenasa se z rokami zdravstvenih delavcev in je zelo obstojna v bolniSnicnem
okolju (Tay in sod., 2009; Almirante in sod., 2006; Messer in sod., 2006; Lin in sod.,
1995). Veliko pozornosti prepre¢evanju okuzb namenjajo predvsem pri neonatalni oskrbi,
okuzbe v tem obdobju predstavljajo kar Cetrtino vseh invazivnih glivi¢nih okuzb v Veliki
Britaniji ter tretjino vseh Candida-okuzb krvnega obtoka novorojenckov v ZDA (Trofa in
sod., 2008).

C. parapsilosis je manj virulentna kot C. albicans, pa vendarle poseduje nekatere lastnosti,
ki ji dajejo selekcijsko prednost (Lupetti in sod., 2002). Mednje uvr§s¢amo sposobnost
razrasti in tvorbe biofilma na zilnih katetrih, peritonealnih dializnih katetrih, srénih
zaklopkah in ostalih vsadkih (Kuhn in sod., 2002a; Kuhn in sod., 2004; Almirante in sod.,
2006; Ramage in sod., 2006). Eksperimetnalni poskusi so dokazali, da je adhezija
C. parapsilosis na akrilne materialne bistveno ve¢ja od tiste pri C. albicans (Almirante in
sod., 2006). Vir fungemije so v kar 50 % Zilni katetri, okuzbe pa se pogosteje pojavljajo pri
intravenoznem prejemanju antimikotikov. NajucinkovitejSo zajezitev fungemije dosezemo
z ustreznim zdravljenjem in odstranitvijo katetra (Almirante in sod., 2006; Pfaller in sod.,
2008; Tay in sod., 2009). Selekcijsko prednost ji omogoca tudi hitro razmnozevanje v
raztopinah z visokimi koncentracijami glukoze (Weems in sod., 1987; Lupetti in sod,
2002), zaradi Cesar lahko povzrocajo sistemske okuzbe pri nedonosenckih, ki prejemajo

parenteralno prehrano (Lupetti in sod., 2002).

Ze zaetne analize polimorfizma restrikcijskih fragmentov so kazale na genotipsko
heterogenost izolatov C. parapsilosis, ki je bila vecja kot pri ostalih vrstah iz rodu Candida
(Tavanti in sod., 2005), vendar so vrsto let C. parapsilosis kompleks lo¢evali v tri skupine,
I, II, IIT (Enger in sod., 2001; Lehmann in sod., 1992; Lin in sod, 1995; Roy in Meyer,
1998). Tavanti je leta 2005 predlagala za skupini II in III C. parapsilosis kompleksa nova
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imena. Za skupino II ime C. orthopsilosis in za skupino III ime C. metapsilosis. Izolati

skupine I naj bi zadrzali ime C. parapsilosis (Tavanti in sod., 2005).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil preveriti genetsko raznolikost izolatov Candida
parapsilosis kompleksa osamljenih iz vzorcev kuznin in dolo€iti obcutljivost omenjenih

izolatov za antimikotike flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na podatke iz literature pricakujemo, da bo vrsta Candida parapsilosis med
klini¢énimi izolati prevladovala medtem, ko bosta vrsti Candida orthopsilosis in Candida
metapsilosis prisotni v bistveno manjSem delezu. Minimalne inhibitorne koncentracije

testiranih antimikotikov bodo primerljive s podatki iz literature.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PREVALENCA OKUZB S Candida parapsilosis IN GEOGRAFSKA
RAZSIRJENOST

Candida parapsilosis je spoznana kot porajajo¢ glivni patogen (angl. emerging fungal
pathogen). Povezujejo jo z Sirokim spektrom okuzb kot so fungemija, vaginitis,
endokarditis, endoftalmitis, septi¢ni artritis in peritonitis (Trofa in sod., 2008; Nosek in
sod., 2009). Porocila o izbruhih okuzb s C. parapsilosis v enotah za intenzivno nego
prihajajo iz bolnis$nic po vsem svetu, kar opozarja na epidemiolosko Siritev tega patogena

(Nosek in sod., 2009; Clark in sod., 2004; Kuhn in sod., 2004).

C. parapsilosis najdemo v razliénih okoljih, na primer zemlji, sladkovodnih in slanih
vodnih virih, izolirali so jo tudi iz insektov (Nosek in sod., 2009). C. parapsilosis je ena
najpogosteje izoliranih gliv iz podnohtnega predela cloveskih rok (Trofa in sod., 2008).
Lockhart s sodelavci je med svojo raziskavo C. orthopsilosis izoliral iz serozne teko¢ine v
trebusni votlini, abscesov, katetrov, likvorja ter vzorcev spodnjih dihal (bronhoalveolarne
lavaze- BAL, plevralne tekocine itd.). C. metapsilosis so izolirali iz abscesov, serozne

tekocCine v trebusni votlini, BAL in sklepne tekocine (Lockhart in sod., 2008).

Stevilo primerov invazivne kandidiaze, ki jo povzroéa C. parapsilosis je v zadnjih letih
skokovito naraslo, najopazneje v Spaniji (Almirante in sod., 2006) in Juzni Ameriki
(Pfaller in sod., 2008). Kljub vsemu pa C. parapsilosis povzroca bistveno manj$o smrtnost
v primerjavi z okuzbami krvnega obtoka, ki jih povzro¢ajo ostale vrste iz rodu Candida
(Abi-Said in sod., 1997; Almirante in sod., 2005; Pfaller in sod., 2008). Po podatkih
programa SENTRY iz leta 2003 je C. parapsilosis po Stevilu izolacij iz obi¢ajno sterilnih
mest, hospitaliziranih bolnikov, na drugem mestu. V Severni Ameriki je predstavljala
15,5 % vseh izolatov, v Evropi 16,3 % in Latinski Ameriki 23,4 % (Messer in sod., 20006).
Pfaller je leta 2007 porocal o rezultatih raziskave ARTEMIS DISK Global Antifungal
Surveillance v katero je bilo vkljucenih 205,329 glivnih izolatov iz 134 zdravstvenih
centrov iz Latinske Amerike, Evrope, Severne Amerike, Azijsko-pacifiske regije, Afrike in
Bliznjega Vzhoda. Raziskava je potekala med leti 1997 in 2005, od vseh glivnih izolatov
so glive rodu Candida predstavljale 95,7 %.
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Najpogosteje zastopana vrsta je bila C. albicans (65,6 %) sledila je C. glabrata (11,1 %).
C. parapsilosis se je pojavila v 6,1 % vseh izolatov, vendar se je incidenca v letih od 1997
do 2005 od 4,8 % povecala na 6,6 % (Pfaller in sod., 2007).

V okviru programa ARTEMIS je raziskavo izvedel tudi Lockhart s sodelavci. Med leti
2001 in 2006 so zbrali 1929 klini¢nih izolatov, katere so z uporabo sistema Vitek in
preostalih konvencionalnih metod sprva identificirali kot C. parapsilosis. Kar 151 izolatov
je bilo zmotno poimenovanih. 117 izolatov je bilo v resnici C. orthopsilosis (6,1 %), 34
izolatov pa C. metapsilosis (1,8 %) (Lockhart in sod., 2008).

Izolate C. orthopsislosis in C. metapsilosis je Lockhart s sodelavei dokazala na vseh Sestih
kontinentih, od koder so bili izolati poslani, vendar geografska porazdelitev le-teh ni bila
enakomerna. C. orthopsilosis so najpogosteje izolirali v Juzni Ameriki (10,9 %),
najredkeje pa v Afriki (0,7 %). Porazdelitev odstotkov izolatov se je v JuZzni Ameriki
mocno razlikoval: od 16,5 % in 16,0 % v Venezueli oz. Braziliji, do manjsih delezev 4,3 %
in 3,1 % v Ekvadorju oz. Argentini. V Severni Ameriki je C. orthopsilosis predstavljala
5,0 % izolatov kompleksa C. parapsilosis, pri ¢emer je bilo v ZDA 4,9 % izolatov
C. orthopsilosis, v Mehiki pa je odstotek znasal 10,7 %. Pri 52 kanadskih izolatih, niso
zaznali C. orthopsilosis. Skupen deleZ izolatov iz Evrope in Bliznjega Vzhoda je zna$al
3,5 % (17 izolatov). Delez izolatov C. orthopsilosis se je med izvedbo raziskave
poveceval. V prvih §tirih letih je povpre€en odstotek znaSal 4,5 %, v zadnjih dveh letih
raziskave pa je poskocil celo na 8,3 %. V Severni Ameriki so pri 646 poslanih izolatih
potrdili le Stiri primere C. metapsilosis, v Afriki pa so med 146 izolati nasli le en tak
primer. V Evropi je bil delez izolatov C. metapsilosis podoben tistemu C. orthopsilosis;
potrdili so 14 izolatov (2,9 %) (Lockhart in sod., 2008).

Kar 77 % vseh izolatov C. orthopsilosis in 60 % vseh izolatov C. metapsilosis je bilo
izoliranih iz krvnega obtoka. Kot primerjavo navajajo, da je okuzbo krvnega obtoka

povzrocalo 79 % vseh izolatov C. parapsilosis (Lockhart in sod., 2008).
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2.2 MORFOLOGIJA

Celice C. parapsilosis so ovalne, okrogle ali cilindri¢ne oblike (Slika 1). Kolonije, ki
zrasejo na Sabouraud dekstroznem agarju (SABA) so bele, kremaste, svetlece, lahko so
suhe, gladke ali nagubane. C. parapsilosis ne tvori pravih hif in lahko obstaja tako v kvasni
kot psevdohifalni obliki. Psevdomicelij lahko opazujemo na koruznem agarju s svetlobnim

mikroskopom.
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Slika 1: Celice C. parapsilosis (Nosek in sod., 2009)

Zadnje raziskave nakazujejo, da je tvorba psevdohif mocno povezana z dostopnostjo
dolocenih aminokislin, Se posebej aminokisline citrulin. Ta povzroci celi¢ne spremembe,
ki se kazejo v spremembi videza kolonij. Obliko kolonij (Slika 2) pogojuje morfoloski tip
C. parapsilosis. Pri kvasni obliki lahko opazujemo gladke oz. kraterske kolonije medtem,
ko so za psevdohife znacilne krepaste oz. koncentri¢no oblikovane kolonije (Trofa in sod.,

2008).
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Slika 2: Stirje stabilni in dedni fenotipi kolonij C. parapsilosis: krep, koncentri¢na, kraterska in gladka oblika
(Laffey in Butler, 2005)

2.3 VIRULENCNI DEJAVNIKI C. parapsilosis

C. parapsilosis lahko povzroci invazivno okuzbo brez predhodne kolonizacije, do okuzbe
lahko pride horizontalno preko zunanjih virov, kot so medicinski pripomocki, roke
zdravstvenih delavcev, prosteti¢ni vsadki in katetri. Kljub poglobljenim in intenzivnim
Studijam je sorazmerno malo znanega o virulen¢nih dejavnikih C. parapsilosis, med njimi
velja izpostaviti predvsem adherenco na gostiteljske celice, tvorbo biofilmov in izlocanje

razli¢nih hidrolititénih encimov; proteaz, fosfolipaz in lipaz (Trofa in sod., 2008).

2.3.1 Adherenca na gostiteljske celice

Kolonizacija ter okuzba s C. parapsilosis je odvisna od sposobnosti pritrjevanja glivnih
celic na gostiteljske celice oziroma tkiva, Se posebej na sluzni¢ne povrsine. Adherenco na
trajno vstavljene medicinske vsadke olajsa tvorba biofilma, pospeSi se poskodba
gostiteljskega tkiva. Primarno vezavo C. parapsilosis na povrSine pospesi hidrofobnost
povrsine, vezavo na plasti¢ne katetre pa so pripisali njeni sposobnosti tvorbe sluzi (Trofa in
sod., 2008).

Prva §irSe zastavljena Studija, ki je primerjala vezavo C. albicans in C. parapsilosis (12 in
14 izolatov), je zabelezila kar 20,6 % vecjo avidnost C. parapsilosis za bukalne oz. li¢ne
epitelijske celice (BEC) ter kar 143,7 % vecjo adhezijo na akrilne materiale. Pri tem bi bilo
lahko vecje Stevilo vezanih celic C. parapsilosis posledica sprijetja samih kvasnih celic.
Omenjena zmoznost tvorbe agregatov na epitelijskih povrSinah je pogosteje opazena pri
C. parapsilosis kot pa C. albicans. Opazili so tudi, sicer statisticno neznacilen podatek, da

je bila avidnost BEC povrsinskih izolatov C. parapsilosis za kar 51,5 % ve¢ja od
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tiste pri sistemskih izolatih (Trofa in sod., 2008).

2.3.2 Tvorba biofilma

Skupke mikroorganizmov, ujete v ekstrapolisaharidni matriks, ki rastejo na nosilcu
imenujemo biofilm. Le-ti so ena najpogostejSih oblik mikrobne rasti. Izolati
C. parapsilosis proizvajajo bistveno manj biofilma kot sevi C. albicans. Biofilm je
strukturno manj kompleksen, saj ne vsebuje ekstracelularnega matriksa in hif. Morfologija
biofilma C. parapsilosis zato na trenutke spominja na tisto pri bakterijah (Kuhn in sod.,
2002a). Nekateri filamentozni oz. psevdohifalni fenotipi C. parapsilosis, katerih rast v agar
je invazivnejSa, lahko proizvedejo ve¢ biofilma kot kvasne oblike fenotipov (Laffey in
Butler, 2005).

Za tvorbo biofilma je potrebna vezava na tkiva ali medicinske vsadke kar vodi do
sprememb morfologije in obnaSanja organizma. C. parapsilosis najpogosteje tvori biofilm
na razlicnih medicinskih vsadkih, vklju¢no z osrednjimi ali perifernimi venskimi katetri,
hemodializnimi katetri, katetri za peritonealno dializo ter intrakardialnih vsadkih in
prosteti¢nih sklepih (Ramage in sod., 2004). C. parapsilosis je komenzal na ¢loveski kozi
in do same okuzbe vsadkov lahko pride ob uvajanju vsadka v bolnika (torej s prenosom
bolnikove kozne flore) ali prek kozne flore rok osebja, ki skrbijo za bolnika med njegovim
bivanjem v bolnici. V bolni$ni¢nih okoljih se skrbi za higieno velikokrat posveca premalo
pozornosti. Omeniti je potrebno, da so izolate C. parapsilosis z povefano tvorbo

biofilmov, nedavno povezali z izbruhi okuzb v bolnisni¢nem okolju (Kuhn in sod., 2004).

Tvorba biofilma je pomemben virulenéni dejavnik S$tevilnih vrst Candida. Glivam
omogoca odpornost proti antimikotikom, saj omejuje njihovo prodiranje skozi matriks ter
tako §citi celice pred gostiteljevim imunskim odzivom (Trofa in sod., 2008). Izolatom gliv
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis in C. glabrata, ki tvorijo biofilm, so pripisovali
signifikantno vi§je stopnje smrtnosti pri pacientih na eni izmed italijanskih univerz. Slednja
je bila 70 %, kar je v primerjavi z 45,7 % kolikor je znaSala v primeru, ko izolirane vrste
niso tvorile biofilma, bistveno visja. Razlika je e posebej ocCitna v primeru C. parapsilosis,

saj je stopnja smrtnosti v primeru okuzbe s sevi, ki tvorijo biofilm, znaSala
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71,4 %. V primeru okuzbe s sevi, ki niso bili sposobni tvorbe biofilma, je bila smrtnost
28 % (Tumbarello in sod., 2007). Ceprav je struktura biofilma C. parapsilosis manj
kompleksna od tiste pri C. albicans, pa sta biofilma podobno odporna proti obicajnim,
konvencionalnim antimikotikom, kot so amfotericin B, azoli ipd. Terapevtske doze
ehinokandinov in amfotericina B v lipidnem kompleksu lahko dokazano ucinkovito

inhibirajo metabolno aktivnost biofilma C. parapsilosis (Kuhn in sod., 2002b).

2.3.3 Sekrecijski encimi

Zunajceli¢ni sekrecijski encimi imajo pomembno vlogo v patogenezi mikroorganizmov.

Mednje pristevamo tudi aspartatne proteinaze, fosfolipaze in lipaze.

2.3.3.1 Aspartatne proteinaze (Saps)

To je druzina dobro opredeljenih encimov -Saplp do Sapl0p, s Stevilnimi funkcijami. Ti
encimi razgrajajo pomembne imunoloske in strukturne obrambne proteine kot so tezke
verige imunoglobulinov IgG, o, -makroglobulin, C3 protein, B-laktoglobulin,
laktoperoksidaze, kolagen in fibronektin (Trofa in sod., 2008). Razgradnja proteinov
epitelijskih in sluzni¢nih barier jim tako pomaga pri Sirjenju okuzbe, invaziji v tkiva in
spodbujanju vnetnega odziva (Furlan, 2009). V primerjavi z C. albicans ima
C. parapsilosis manjso Sap aktivnost. Pri C. parapsilosis so identificirali tri Sap proteine, o
dveh se ve zelo malo. Sappl izoencim so biokemi¢no karakterizirali. Gen SAPP2P je bil
sprva oznaCen za psevdogen, vendar pa proizvaja funkcionalno proteinazo. Sapp2
predstavlja 20 % vseh Sap proteinaz izoliranih iz supernatanta kulture. Proteinaza Sapp3p
oz. SAPP3 Se ni bila raziskana prav tako ostaja neznana vloga Sap proteinaz v patogenezi
gliviénih okuzb (Trofa in sod., 2008). Med sevi C. parapsilosis se tvorba Sap proteinaz
spreminja, kljub temu pa je vidna povezava med mestom izolacije in tvorbe Sap. Tako
vulvovaginalni kot kozni izolati C. parapsilosis izkazujejo vecjo in vitro Sap aktivnost od
izolatov osamljenih iz krvi (Trofa in sod., 2008; De Bernardis in sod., 1999). Med

inhibitorje Sap priStevamo pepstatin A, ki prepreci zacetek prodora C. albicans in
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C. parapsilosis preko sluzni¢ne povrsine. Sap so tako potencialna tara za nadaljnji razvoj

zdravil (Trofa in sod., 2008).

2.3.3.2 Fosfolipaze

Fosfolipaze poskodujejo membrane gostiteljskih celic. Cepijo estrske vezi
glicerofosfolipidov in s tem olajSajo vstop glive v gostiteljska tkiva. Vloga fosfolipaz v
patogenezi C. parapsilosis ni dobro poznana. V literaturi najdemo protislovne rezultate o
fosfolipazni aktivnosti. Ponekod aktivnosti ne zasledijo, drugi jo zasledijo pri ve¢ kot 50 %
sevov. Razlike se kazejo tudi ob primerjavi sistemskih in povrSinskih izolatov. Nekatere
Studije so odkrile fosfolipazno aktivnost le pri izolatih iz krvnega obtoka medtem, ko drugi
opisujejo znatno visje aktivnosti pri povrSinskih izolatih v primerjavi s sistemskimi izolati

(Trofa in sod., 2008).
2.3.3.3 Lipaze

Lipaze katalizirajo hidrolizo in sintezo triacilglicerolov. Stabilni so v organskih raztopinah
in pri visokih temperaturah, proteoliza jih ne razgradi. Med domnevne naloge mikrobnih
zunajcelicnih lipidov, S$tejejo razgradnjo lipidov v prehranske namene, vezavo na
gostiteljske celice oz. tkiva, sinergisti¢no delovanje s preostalimi encimi, iniciacijo vnetnih
procesov, saj vplivajo na imunske celice ter samoobrambo z lizo sosednje konkuren¢ne
mikroflore. Zunajceli¢ne lipaze so potencialni virulentni dejavniki Stevilnih bakterijskih
patogenov, vkljuéno s Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Propionibacterium acnes in Pseudomonas aeruginosa ter nekaterih gliv: Malassezia
furfur, Hortaea werneckii in Candida albicans. Pri C. parapsilosis so nasli dva lipazna
gena CpLIP1 in CpLIP2, vendar le slednji kodira aktivni encim. Poleg omenjenih genov,
naj bi obstajala Se dva dodatna LIP gena, katerih ekspresija lahko pojasni rast C.
parapsilosis v olivnem olju ali in vivo. Nedavne raziskave potrjujejo, da lipazni inhibitorji
bistveno zmanjSajo poskodbo tkiv med okuzbo s C. parapsilosis. Dokazano je tudi, da
homozigotne mutante CpLIP1-CpLIP2 tvorijo tanjsi in manj kompleksen biofilm. Njihova
manj virulentni kot divji tipi C parapsilosis. Omenjeni rezultati so pomembni predvsem s

staliS¢a neonatalne oskrbe. C. parapsilosis pogosto povzro¢a okuzbe nedonosenckov in
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novorojenckov z nizko porodno tezo, ki prejemajo z lipidi obogateno parenteralno

prehrano (Trofa in sod., 2008).
2.4 OKUZBE POVZROCENE s Candida spp.

Okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida imenujemo kandidoze ali kandidiaze.
Razdelimo jih na povrhnje in sistemske. Pri prvih se bolezenski znaki izraZajo na kozi,
nohtih, laseh in sluznicah. Do okuzbe pride zaradi lokalnih pogojev na telesnih povrSinah,
ki sicer normalnim prebivalcem mikrobne flore, kamor pristevamo tudi kandide,
omogocijo, da se prekomerno razmnozijo in povzroc¢ijo vnetne spremembe. Med sistemske
kandidoze sodijo obolenja, ki prizadenejo razli¢ne notranje organe in organske sisteme.
Bolezni lahko potekajo v akutni ali kronicni obliki, okuzbe z njimi so zlasti pogoste pri
ljudeh z zmanjSano obrambno sposobnostjo. Potek bolezni je obicajno tezak in jo spremlja

visoka smrtnost.
2.4.1 Povrhnje oblike kandidoze
2.4.1.1 Kandidoza koZe in nohtov

KozZna kandidoza se najpogosteje pojavlja na mestih, ki so pogosto vlazna, topla. Kozne
spremembe se v zacetku kazejo v obliki drobnih mehurc¢kov in papul, koza je pordela,
spremembe imajo nejasne, zabrisane robove, spremlja jih boleCina in srbenje.
Najpogostejsa mesta pojavljanja so med prsti rok in nog, pod dojkami, v koznih gubah, na
primer pod pazduhami, v perigenitalnem podrocju in okoli anusa. K ve¢jemu pojavljanju
kozne kandidoze so nagnjeni sladkorni bolniki in ljudje s prekomerno telesno tezo. Tudi
doloceni poklici, kot so na primer frizerke, pomivalke, Cistilke, gostinski delavci pogosteje
zbolevajo zlasti za kandidozo na podro¢ju koze med prsti rok. Pogosto jo spremlja Se
prizadetost enega ali ve¢ nohtov. Vneto obnohtno tkivo imenujemo paronihija,
onihomikoza pa je glivicna okuzba nohta. Noht postane zadebeljen, lomljiv, neraven,
sCasoma odstopi od podlage in porumeni. C. parapsilosis je bila le redko omenjena kot
povzrociteljica patolosSkih sprememb na nohtih, saj je le-ta komenzal, vendar se pocasi
uveljavlja kot eden pomembnih povzrociteljev kandidemi¢ne onihomikoze. Najpogosteje
jo osamimo iz podnohtnega predela nohta (Trofa in sod., 2008). Otomikoza ali glivicno

vnetje usesa najpogosteje prizadene sluhovod. Govorimo o glivicnem vnetju zunanjega
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uSesa (otitis externa). Za okuzbo je znalilno izcejanje bele, gnojave vsebine, bolecine,
srbenje in zmanjSan sluh. Priblizno enakovredno so med povzrocitelji zastopane
C. albicans in C. parapsilosis, med pomembne povzroCitelje pa sodita tudi Aspergillus
fumigatus in A. niger. Pomen osamitve gliv iz brisov zunanjega sluhovoda je pogosta tema
razprav, saj je tezko opredeliti kdaj gre za okuzbo in kdaj je osamitev le posledica
komenzalne flore. Simptome in znake vnetja je mogoce u€inkovito pozdraviti z lokalnim

nanasanjem antimikotikov (Vennewald in sod., 2003).

2.4.1.2 Sluzni¢na kandidoza

Ustna kandidoza se kaze v ve¢ klini¢nih oblikah, ki jih razdelimo v akutne in kronicne.
Kroni¢no kandidozo nadalje razdelimo Se v atroficne in hiperplasticne oblike.
Najpogostejsa oblika ustne sluznicne kandidoze je pseudomembranozna oblika ali soor.
Klini¢no se kaze v obliki kremno belih, rahlo privzdignjenih lahko odstranljivih plakov na
povrsini sluznice. Po odstranitvi sluznica ostane rdeca ali plitko razjedena. Soor se pojavlja
pri otrocih in odraslih, prehodni pojavi so pogosti zlasti pri novorojenckih in majhnih
otrocih. Ti minejo spontano in razlogi za njihov nastanek niso znani. Ponavljanje
psevdomembranozne kandidoze ustne sluznice pri odraslih kaze na prisotnost dejavnika
tveganja, ki povecCuje verjetnost za nastanek te okuzbe. Njen pojav je lahko prvi znak
napredovanja okuzbe s HIV-om v aids. Med dejavnike tveganja za njen nastanek priStevajo
tudi zdravljenje z antibiotiki, zdravljenje s kemoterapevtiki in obsevanje na podroc¢ju ustne
votline, noSenje zobne proteze, sladkorno bolezen, slabo ustna higiena in kajenje. Dalec
najpogostejsi povzrocitelj je C. albicans, ki se pojavlja v ve¢ kot 90 % primerih. Ostale
vrste so pogostejse pri bolnikih, ki so Ze predhodno prejemali antimikotike. Med pogoste
sluzni¢ne kandidoze sodi tudi vulvovaginitis. Klini¢no se kaze z oteklino, pordelostjo in
belimi oblogami. Spremljajo ga bolecina, srbenje in belkast izcedek. Tudi v tem primeru je
najpogostejsi povzrocitelj C. albicans, druge vrste se pojavljajo zelo redko. Druge vrste so
udelezene zlasti ob ponavljajoCem se vnetju, zato je pri diagnostiki potrebna natan¢na
identifikacija in testiranje obcutljivosti, da se izbere pravilen antimikotik za zdravljenje.
C. parapsilosis iz Zenskih spolovil lahko osamimo tudi pri asimptomatskih Zenskah in jih

interpretiramo kot del mikrobne flore. Izolati C. parapsilosis osamljeni pri Zenskah s
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simptomi vulvovaginitisa so in vitro izlocali ve¢ aspartatinih proteinaz kot izolati nosilk

brez simptomov (Agatensi in sod., 1991).

2.4.2 Invazivna kandidoza
2.4.2.1 Akutna diseminirana kandidoza (hematogena kandidoza)

Pri akutni diseminirani kandidozi kandide vdrejo v krvni obtok, imenujemo jo tudi
hematogena kandidoza. Fungemija lahko vodi do poskodb tkiv in organov ter do njihovega
okrnjenega delovanja. Poleg povisane telesne temperature in drugih dejavnikov vnetja so
pri bolnikih pogosto prisotni Se znaki septicnega Soka in odpovedi ledvic. Okuzba je v
veliki vecini primerov endogena. Kandide najpogosteje v krvni obtok vdrejo preko
poskodovane Crevesne stene ali iz koze, preko okuzenih Zilnih katetrov. C. parapsilosis je
ena najpogostejsih vrst, ki povzrocajo invazivne glivicne bolezni. Almirante je v Barceloni
preuceval fungemijo v letih od 2002 do 2003. V kar 23 % vseh primerov je fungemijo
povzrocala C. parapsilosis, v 51 % primerov so kot vir okuzbe navedli intravenozne
katetre. Kot osnovno bolezen bolnikov so najpogosteje zabelezili rakava obolenja (27 %),
zdravljenje s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic in cvrstih organov (16 %) in
sladkorno bolezen (9 %). V primerjavi z C. albicans povzroca C. parapsilosis okuzbe
pogosteje pri novorojenckih (20 % proti 4 %), bolnikih z intravenoznimi katetri (26 %
proti 7 %), bolnikih, ki prejemajo parenteralno prehrano (54 % proti 33 %) ter bolnikih po
transplantaciji (16 % proti 2 %). C. albicans je okuzbo pogosteje povzrocala pri starejSih
bolnikih (54 % proti 27 %) in bolnikih s sladkorno boleznijo (25 % proti 9 %) (Almirante
in sod., 2006).Povpre¢na smrtnost zaradi okuzbe z C. parapsilosis naj bi znasala priblizno

28,5 %, medtem ko je le-ta za okuzbo z C. albicans 44,8 % (Trofa in sod., 2008).

Ob hematogenem razsoju mikroorganizmov lahko pride tudi do poskodbe zaklopk srca in
velikih Zzil, kar imenujemo septi¢ni endokarditis. Glivi¢ni endokarditis predstavlja kar od
1,3 do 6,0 % vseh primerov infektivnega endokarditisa. Incidenca glivicnega endokarditisa
je v zadnjih dveh desetletjih narasla, predvsem zaradi izboljSanja diagnosti¢nih preiskav, ki
okuzbo zaznajo. Vrste Candida so odgovorne za kar 94,1 % vseh primerov glivicnega
endokarditisa, slednji se najpogosteje razvije po operacijah krvozilnega sistema (Trofa in

sod., 2008). Najpogostejsi povzroditelj je C. albicans, sledi ji C. parapsilosis, ki jo
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povezujejo s kar 17 % vseh primerov. Med dejavnike tveganja za nastanek glivicnega
endokarditisa sodijo vstavljene umetne zaklopke (57,4 %), intravenozno uZzivanje drog
(20%), intravenozno zdravljenje (6,9 %), operacije trebuha (6,9 %), imunska oslabljenost
(6,4 %), zdravljenje s Siroko spektralnimi antibiotiki (5,6 %) in ze obstojece okuzbe
zaklopk (4,8 %) (Garzoni in sod., 2007). C. parapsilosis povzro¢i razvoj endokarditisa v
Casu fungemije, ko je poskodovano tkivo najbolj izpostavljeno in dovzetno za okuzbo. Pri
okuzbi srca je najvecCkrat prizadeta aortna zaklopka (56,9 %), sledi mitralna zaklopka
(29,1%), prizadeta pa je lahko tudi trikuspidalna zaklopka (4,1 %), ventrikularna stena
(2,8 %) ali pulmonarna zaklopka (1,4 %). Smrtnost pri C. parapsilosis endokarditisu je
podobna kot, ¢e okuzbo povzroc¢a C. albicans, pri ¢emer se skupna smrtnost giblje med
41,7 % in 65 %. Idealno zdravilo za zdravljenje endokarditisa $e ni znano. Kombinacija
kirurSke odstranitve zaklopke (naravne ali umetne) in agresivnega antimikoti¢nega

zdravljenja naj bi postregla z najucinkovitejSim zmanjSanjem stopnje smrtnosti.

2.4.3 Kroni¢na diseminirana kandidoza

Imenujemo jo tudi hepatospleni¢na kandidoza. Pojavlja se skoraj izkljucno pri dlje Casa
trajajoci motnji delovanja kostnega mozga in nevtropeniji. Za to obliko sistemske
kandidoze zbolevajo predvsem bolniki s hematoloskimi malignimi obolenji, kot so
levkemije in limfomi. Hemokulture so redko pozitivne. Prizadeta so jetra in vranica v

obliki vnetnih Zari$¢a ali abscesov.

2.5 ANTIMIKROBNA OBCUTLJIVOST

Zdravljenje invazivnih bolezni, ki jih povzroc¢a C. parapsilosis, se prakti¢no ne razlikuje
od zdravljenja kandidoz, ki jih povzrocajo druge vrste tega rodu. Priporocajo odstranitev
tujkov, Zilnih kanalov in ¢imprej$njo uvedbo obcutljivega antimikotika. Med najstarejse
antimikotike, sodijo polieni in med njimi je Se vedno v uporabi amfotericin B. Ima veliko
afiniteto do ergosterola v membrani celic. Zaradi amfipati¢ne oblike molekul se te vgradijo
v membrano in tvorijo kanale, preko katerih pride do spremenjene prepustnosti, sledi

izguba vitalnih sestavin citoplazme in smrt mikroorganizma.
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Klasi¢ne oblike amfotericina B imajo veliko stranskih u€inkov, posebno velik je njihov
toksicen vpliv na ledvice. Raziskave so vodile v razvoj lipidnih pripravkov amfotericina B,
ki imajo podobno delovanje, a so manj nefrotoksi¢ni. Posamezni objavljeni primeri
poroc¢ajo o 2-3 % odpornosti C. parapsilosis proti amfotericinu B v in vitro pogojih,
dokumentirani pa so tudi primeri odpornih infektivnih sevov (Trofa in sod., 2008).
Povprecne vrednosti MIKs, (minimalna inhibitorna koncentracija) in MIKqy amfotericina B
za C. parapsilosis, pridobljene z razli¢nimi metodologijami, se gibljejo med 0,13 do 1
pg/ml oziroma med 0,5 in 1 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod.,
1998a). Najpogostejsi antimikotik, ki se uporablja za zdravljenje invazivnih kandidoz v
zadnjem obdobju je flukonazol. Sodi v skupino azolov. Zavira encim lanosterol
demetilazo, ki je encim v biosintetski poti ergosterola, najpomembnejSega sterola v
membranah glivnih celic. In vitro odpornost proti flukonazolu so pri vrstah, ki niso
albicans, najpogosteje zaznali pri C. glabrata, medtem ko C. krusei poseduje naravno
odpornost proti temu antimikotiku (Pfaller in sod., 1998b; Tortorano in sod., 2003).
Mnenja o tem ali je uporaba flukonazola vplivala na spekter kandidemij, so razdeljena.
Slednjo naj bi ob uporabi flukonazola pogosteje povzrocale vrste, ki niso albicans. In vitro
testi obcutljivosti so pokazali, da frekvenca odpornosti proti flukonazolu niha med 0 in
4,6% (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod., 2007; Pfaller in sod., 2003; Pfaller
in sod., 1998b) medtem, ko povprecne MIKsg in MIKg vrednosti varirajo med 0,5-1 pg/ml
oziroma 1-2 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod., 1998a).

Med azoli, je bila zaznana in vitro odpornost Candida spp. proti itrakonazolu. Za izolate
C. parapsilosis se le-ta giblje med 1,5 % in 4 %. V primerjavi z amfotericinom B so za
vorikonazol znacilne nizje vrednosti MIKsy (< 0,03ug/ml) in MIKg (< 0,03-0,12 pg/ml)
(Messer in sod., 2006; Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod., 1998b). In vitro
odpornost proti vorikonazolu je redka, starejSe objave porocajo o kar 100 % obcutljivosti
Candida spp. na ta antimikotik (Pfaller in sod., 2003). V eni novejsih raziskav, ki je
vkljucevala 9371 izolatov C. parapsilosis, je bilo le 1,9 % sevov odpornih proti
vorikonazolu in kar 36,7 % sevov, odpornih proti flukonazolu, je bilo obcutljivih na
vorikonazol (Pfaller in sod., 2007). Omenjen primer dokazuje pojav navzkrizne odpornosti

proti azolom. Odpornost proti vorikonazolu se je razvila tudi pri klini¢nih sevih, ki so bili
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predhodno izpostavljeni zdravljenju z flukonazolom (Trofa in sod., 2008), v asu izbruhov
pa so se pojavili tudi sevi z zmanjSano obcutljivostjo tako na vorikonazol kot flukonazol

(Clark in sod., 2004).

Dandanes je v uporabi, Ceprav redkeje, tudi flucitozin in sicer v kombinaciji z
amfotericinom B ali azoli. Uporabljajo ga v glavnem za zdravljenje kandidoznega
meningitisa, ko je zdravljenje z le enim antimikotikom kontraindicirana oz. obstaja
tveganje za razvoj odpornosti. Samo tveganje se pojavi na primer pri bolnikih z
endokarditisom, ki so delezni podaljsanega zdravljenja. Studija iz leta 1975 je sicer
porocala o kar 23 % in vitro odpornosti proti flucitozinu za C. parapsilosis, vendar pa se je

ta stopnja v novejSih objavah zmanjsala na 2-6,4 % (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003).

Ehinokandini so najnovejSa skupina antimikotikov za zdravljenje glivicnih okuZzb. V le-to
spadajo kaspofungin, mikafungin in anidulafungin. Omenjena zdravila ovirajo sintezo
celi¢ne stene, saj inhibirajo (1, 3)- B-D- glukan sintazo. Slednja oblikuje polimere glukana,
eno glavnih sestavin celi¢ne stene gliv. Kaspofungin je enako uspesen, celo manj toksicen
antimikotik in tako primeren za zdravljenje invazivne kandidiaze, povzrocene s strani gliv
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermodii,
C. lipolytica in C. rugosa. Vendar pa so minimalne inhibitorne koncentracije kaspofungina
za C. parapsilosis visje kot pri ostalih vrstah Candida, povpreéne vrednosti MIKsg in
MIKg se gibljejo med 0,85-2 pg/ml oziroma 2-2,33 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in sod.,
2003; Kuhn in sod., 2002b). Mehanizem odpornosti proti kaspofunginu sicer ni znan, a
veliko naj bi k njej pripomogle strukturne razlike sestavin celicne stene, zmanjSana
afiniteta za proteinski kompleks glutan sintazo ali pa so v mehanizem odpornosti vkljuceni
tudi regulatorni mehanizmi (Trofa in sod., 2008). Odpornost proti kaspofunginu mnogi
avtorji povezujejo celo z mutacijami v dveh visoko ohranjenih (konzervativnih) regijah
Fks1p, vroci tocki 1 in vroci tocki 2 (angl. hot spots) (Park in sod., 2005; Garcia-Effron in
sod., 2008). Zmanjsano obcutljivost za kaspofungin nekaterih izolatov naj bi bilo moc¢
pripisati naravnemu polimorfizmu aminokislin. Do slednjega naj bi prislo v »ohranjeni«
Fkslp vroci tocki 1, kjer pride na poziciji 660 do substitucije aminokisline prolin v alanin

(Garcia-Effron in sod., 2008).
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Podobno obcutljivost zasledimo tudi pri drugih derivatih ehinokandinov. Povprecne
vrednosti MIK sy mikafungina znasajo priblizno 1 pg/ml, povprecne vrednosti MIKgg pa > 2
pug/ml. Povprecne vrednosti MIKs anidulafungina so okoli 2 pg/ml, povpre¢ne vrednosti
MIKyy > 2 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003, Trofa in sod., 2008). Kljub poviSanim
vrednostim MIK ehinokandinov so te vrednosti §¢ vedno v obmocju obcutljivosti. Zaradi
novejSih epidemioloskih Studij, ki nakazujejo na povezavo med povecano uporabo
ehinokandinov in zviSano incidenco C. parapsilosis kandidemije, je premisljeno

predpisovanje teh antimikotikov velikega pomena (Trofa in sod., 2008).

2.5.1 Metode za testiranje obcutljivosti gliv na antimikotike

Testiranje obcutljivosti gliv za antimikotike skokovito pridobiva na svojem pomenu,
predvsem zaradi poveCane incidence sistemskih glivicnih okuzb in velikega Stevila
antimikotikov, ki so na voljo za sistemsko zdravljenje. Obcutljivost za antimikotike je zato
pomemben podatek, ki usmerja zdravnike pri izbiri ustreznega zdravljenja. Podkomisija za
testiranje antimikoti¢ne obcutljivosti pri Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) je tako leta 1992 prvi¢ opisala standardizirano referen¢no metodo, ki so jo kasneje
dopolnili in je sedaj v veljavi dokument M27-A3 iz leta 2008 (CLSI M27-A3, 2008).
Metoda je standardizirana za testiranje obcutljivosti povzrociteljev glivnih okuzb iz rodu
Candida in Cryptococcus neoformans. Zagotavlja ponovljivost in primerljivost rezultatov,
zaradi Cesar se je uveljavila po vsem svetu in omogocila razcvet raziskav na tem podrocju.
V dokumentu sta opisani makrodilucijska in mikrodilucijska tehnika. Opredeljeni so
velikost inokuluma, ¢as in trajanje inkubacije, medij za testiranje in merila za od¢itavanje

rezultatov (Pfaller in sod., 1994).

2.5.1.1 Metoda difuzije antimikoticnega gradienta (Etest)

Etest ali metoda difuzije antimikoticnega gradienta, je ena izmed metod, ki omogocajo
enostavnejie dolo¢anje obcutljivosti gliv za antimikotike (AB Biodisk, Solna, Svedska).
Etest temelji na kombinaciji dilucijskih in difuzijskih testov. Etest direktno ovrednoti

obcutljivost v obliki diskretnih vrednosti MIK, s ¢imer se pribliza dilucijskim testom.
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Zaradi definiranega in zveznega koncentracijskega gradienta so lahko odcitane MIK
vrednosti veliko bolj natancne, kot pri obicajnih testih, ki temeljijo na nezveznih serijskih
oz. dvojnih redgitvah. Ceprav je postopek enak kot pri disk difuzijskem testu, pa zvezni
gradient anitmikotika pri Etestu omenjeni metodi jasno locuje. MIK vrednosti doloCene z
Etestom, za razliko od disk difuzijske metode, niso povezane z molekulsko maso,
vodotopnostjo in difuzijo antimikotika ali z razlicnimi rastnimi stopnjami kvasovk (Etest,

2009a).

Etest je tanek, inerten, neporozen, plasti¢en trak dimenzij 5 x 60 mm. Na eni strani traku se
nahaja usmerjena lestvica vrednosti koncentracij antimikotika (v pg/ml), ter dvo-crkovna
kratica antimikotika (Slika 3A). Na drugi strani pa je eksponenten gradient posuSenega in
stabiliziranega antimikotika (Slika 3B). Zvezni gradient obsega koncentracijsko obmocje,
ki ustreza 15-im dvojnim (angl. two-fold) razred¢itvam po obicajnih razred¢itvenih
metodah. Ko polozimo test na nacepljeno trdno gojisce pride do takojSnjega spro$Canja
antimikotika iz plasticne povrSine v matriks agarja. Neposredno pod trakom se vzpostavi
zvezen in stabilen gradient koncentracije antimikotika. Sledi inkubacija inokuliranih plos¢.
Ko je rast gliv vidna, se vzdolz Etesta pojavi simetri¢na inhibicijska elipsa. Na mestu, kjer

rob elipse seka Etest, od¢itamo vrednost MIK.
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Slika 3: Umerjena lestvica vrednosti koncentracij antimikotika (ng/ml) z dvoérkovno kratico antimikotika
na vrhu traku Etesta (A) in eksponenten gradient posusenega in stabiliziranega antimikotika (B), pri

¢emer je (a) maksimalna koncentracija in (b) minimalna (Etest, 2009a)
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Pri azolnih antimikotikih kot sta flukonazol in vorikonazol je MIK po CLSI opredeljen kot
koncentracija, kjer je glivna rast zavrta 80 % (slika 4), medtem, ko mora biti le-ta pri
polienskih anitmikotikih kot je amfotericin B zavrta 100 % (slika 5). Omenjeno pravilo

upostevamo tudi pri od¢itavanju rezultatov Etesta (Etest, 2009a).

Preglednica 1: Koncentracijska obmocja gradienta antimikotikov na Etestu (Etest, 2008)

Antimikotik Oznaka MIK (ng/ml)
Flukonazol FL 0,016 — 256
Vorikonazol VO 0,002 — 32
Amfotericin B AP 0,002 — 32
Kaspofungin CS 0,002 — 32
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Slika 4: Odc¢itavanje MIK vrednosti pri azolih (flukonazol), ko je glivna rast 80 % zavrta (0,25 pg/ml).
Prisotne so tudi mikrokolonije, znacilne za C. parapsilosis (Etest, 2009b)
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Slika 5: Od¢itavanje MIK vrednosti pri polienih (amfotericin B), ko je glivna rast 100 %
(0,094 pg/ml, Etest, 2009b)

2.6 PRISTOPI K LOCEVANIJU C. parapsilosis KOMPLEKSA NA TRI GENOTIPSKO
LOCENE VRSTE: C. parapsilosis, C. orthopsilosis in C. metapsilosis

Ze zgodnji poskusi analize polimorfizma restrikcijskih fragmentov so kazali na genotipsko
heterogenost izolatov C. parapsilosis, ki je bila vecja kot pri ostalih vrstah Candida.
Izolate C. parapsilosis kompleksa lahko lo¢imo na tri vrste, C. parapsilosis,
C. metapsilosis in C. orthopsilosis, na podlagi razli¢nih tehnik: nakljuéno pomnozevanje
polimorfne DNK (RAPD), dolo¢anje nukleotidnega zaporedja ITS regij ribosomalnih RNK
genov, sorodnosti DNK, morfotipizacije, razlike v mitohondrijski DNK, doloc¢anje
nukleotidnega zaporedja gena za topoizomerazo II, uporaba oligonukleotidnih sond za
dolocanje prstnih odtisov DNK pri sevih C. parapsilosis (Tavanti in sod., 2005). Kurtzman
in Robnett sta upoStevala razliko v Sestih nukleotidih D1/D2 rRna domeni med sevi
C. parapsilosis in izolati skupine II, kot zadosten razlog za lo€itev in uposStevanje slednje

kot samostojne vrste (Kurtzman in Robnett, 1997).
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2.6.1 Molekularne genetske metode

Molekularne metode omogocajo analizo nukleinskih kislin DNK in RNK. Poznamo dva
pristopa preucevanja le-teh: analiza celotnega genoma in preucevanje specifi¢nih genov oz.

genskih sklopov ali gru¢ (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002).

2.6.1.1 Analiza celotnega genoma
2.6.1.1.1 Naklju¢no pomnozevanje polimorfne DNK z verizno reakcijo s polimerazo

Molekularna tehnika RAPD PCR omogoca analize DNK in odkrivanje variabilnosti na
nivoju DNK. Tehnika temelji na principu pomnozevanja DNK z verizno reakcijo s
polimerazo z uporabo posameznih zacCetnih oligonukleotidov s poljubnim zaporedjem.
RAPD tehnika omogoca analizo tudi slabSe poznanih vrst, kar je poleg njene dokaj
nezahtevne izvedbe, dodatno pripomoglo k uveljavitvi (Clark in Lanigan, 1993). Osnova
RAPD je verizna reakcija s polimerazo, s katero v nekaj urah dolo¢en odsek DNK in vitro
namnozimo tudi do 10%-krat. S tem nastane veliko $tevilo enakih molekul DNK, kar
omogoca Stevilne nadaljnje analize. Predel DNK, ki se med reakcijo pomnozuje je
definiran s kratkima sinteticnima molekulama DNK (zacetnima oligonukleotidoma). Ti se
vezeta na obe matricni verigi DNK, uporaba encima polimeraze DNK pa omogoca sintezo
DNK med njima (Jakse, 2007).

Reakcija poteka s ponavljanjem ciklov sestavljenih iz treh stopen;:

* denaturacija dvojnih verig DNK,

» prileganje oligonukleotidnih zacetnikov na komplementarna zaporedja matri¢ne
molekule DNK in

* sinteza DNK (Jakse, 2007).

Vsaka stopnja polimerazne verizne reakcije poteka pri specificni temperaturi. Zacetni
oligonukleotidi, ki jih uporabljamo za analizo RAPD so krajsi (cca. 10 nukleotidov) in
vsebujejo 50-70 % G-C (Clark in Lanigan, 1993). RAPD odkriva polimorfizme, ki so
naklju¢no in bolj ali manj enakomerno razporejeni po genomu. Pri reakciji uporabimo

vecinoma le en zacetni oligonukleotid. Ko slednji na ciljni DNK verigi najde dve nasproti
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si orientirani mesti prileganja, ki sta si dovolj blizu, se v ciklih PCR reakcije ta odsek
namnozi. Zaradi kratke dolzine zacetnega oligonukleotida je verjetnost, da le-ta najde
vecje Stevilo komplementarnih mest v kompleksnem evkariontskem genomu veliko. V eni
sami reakciji se tako namnozi mnogo razli¢no dolgih odsekov DNK, ki izvirajo iz razli¢nih
delov genoma (JakSe, 2007). Poliakrilamidna ali agarozna elektroforeza omogoca
locevanje RAPD pridelkov na osnovi njihove razli¢ne dolzine. Gelska elektroforeza ima
visoko locljivost in je uporabna za razloCevanje predvsem kompleksnih vzorcev RAPD
(Clark in Lanigan, 1993). Polimorfizmi med posamezniki se kazejo kot pasovi na razlicnih
mestih v gelu oz. kot prisotnost in odsotnost posameznih pasov. Glavne prednosti
oznacevalcev RAPD v primerjavi z izoencimskimi oznacevalci predstavljajo neomejeno
Stevilo in zmoznost njihove identifikacije v DNK iz organizmov pri vseh stopnjah razvoja
in neodvisno od tkiva iz katerega smo osamili DNK (JakSe, 2007). RAPD pa ima prednosti
pred tudi, sicer doslej najpogosteje uporabljeno RFLP metodo.

Te so:

. relativno hitra in enostavna izvedba

. uporaba nanogramskih koli¢in DNK

. metoda ne zahteva uporabe radioaktivnih sredstev

. predhodno poznavanje DNK ni potrebno (Jug, 2002)

Med slabosti pristevajo dominantno naravo oznacevalcevn RAPD, nezanesljivost
homologije med fragmenti DNK iste dolZine ter teZzave s ponovljivostjo rezultatov (Jakse,
2007; Jug, 2002). S tehniko RAPD so Lehmann in sodelavei Ze leta 1992 potrdili tri
genetsko razli¢ne skupine v sklopu kompleksa C. parapsilosis (Lehmann in sod., 1992).
Tehniko pa so uporabili $e Stevilni drugi avtorji. Tay in sodelavci so leta 2009 z analizo
potrdili pet razli¢nih profilov RAPD. Tip P1 so prepoznali za C. parapsilosis, P2 in P3 za
C. orthopsilosis, P4 za C. metapsilosis, tip P5 pa je predstavljala vrsta Lodderomyces
elongisporus (Tay in sod., 2009). Genetsko variabilnost izolatov C. parapsilosis sensu lato
s tehniko RAPD, je potrdil tudi Kocsube s sodelavci. Hkrati je prvi opisal vrsto
C. metapsilosis v Srednji Evropi, kar naj bi bil tudi prvi primer izolacije omenjene vrste iz

krvnega obtoka bolnika (Kocsube in sod., 2007).
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2.6.1.1.2 Vsebnost gvanina in citozina (G+C) in DNK-DNK hibridizacija

Molski odstotki gvanina in citozina (% G+C) genomske DNK, doloceni s toplotno
renaturacijo ali HPLC metodami, so uporabljeni v opisih vseh novih taksonov. Metoda ni
najbolj uporabna pri identifikaciji, saj imajo lahko tudi popolnoma nesorodni organizmi

identi¢no G+C razmerje v genomski DNK. Tehnika je najbolj uporabna v kombinaciji z
drugimi metodami. Stopnja hibridizacije med genomoma je SirSe uporabna metoda
identifikacije na nivoju vrste. Splosno pravilo je, da sevi, pri katerih je ujemanje DNK
molekul vecje od 70 %, pripadajo isti vrsti. Vrednosti med 40 in 70 % nakazujejo na ozko
sorodne vrste. Ta tehnika ni primerna za loCevanje taksonov nad nivojem vrste, saj
vrednosti pod 40 % prenizke, da bi imele taksonomsko vrednost (Zalar in Gunde-
Cimerman, 2002). Roy in Meyer sta uporabila obe tehniki za analizo trinajstih izolatov
C. parapsilosis. Pri izolatih takratne skupine I, so se vsebnosti G +C gibale med 40,2 in
41,5 %. Pri skupini II so bile vsebnosti med 38,5 in 40,5 %, za skupino III pa med 39,4 in
40,7 %. Med izolati znotraj posamezne skupine je bila stopnja DNK-DNK hibridizacija
vecja od 95 %, med izolati razlicnih skupin pa manjSa od 25 %. Avtorja sta tako potrdila

obstoj lo¢enih vrst (Roy in Meyer, 1998).

2.6.1.1.3 Polimorfizem fragmentov rezanih z endonukleazami (RFLP)

Pri metodi RFLP genomsko DNK rezemo z restrikcijsko endonukleazo, jo lo¢imo z
elektroforezo in lo¢ene odseke DNK prenesemo na membrano. Temu sledi hibridizacija s
sondami DNK. Seve lahko lo¢ujemo tudi s hibridizacijo specifi¢nih sond (Zalar in Gunde-
Cimerman, 2002). Asadzadeh je RFLP metodo uporabil pri analizi regije IGS in gena
SADH. Slednji kodira sekundarno alkoholno dehidrogenazo (Asadzadeh in sod., 2009).

2.6.1.1.4 Polimorfizem dolzin pomnoZenih fragmentov
AFLP (angl. amplified fragment length polymorphisms) je novej$a molekularna metoda s

Siroko uporabno vrednostjo. Posamezna analiza nam omogoca detekcijo velikega Stevila

polimorfizmov genomske DNK, ima visoko ponovljivost in je primerna za rutinske analize
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(Tkave, 2007; Tavanti in sod., 2007). Temelji na selektivni pomnoZitvi razrezane
genomske DNK z verizno reakcijo s polimerazo. Metoda vkljucuje tri korake: 1) restrikcija
genomske DNK in vezava adapterjev, 2) pomnozevanje restrikcijskih fragmentov z
uporabo zacetnikov, ki imajo na 3'-koncu dodane 0-3 bazne pare, 3) elektroforezno
locevanje fragmentov in analiza vzorcev. Z AFLP lahko odkrivamo razlike med organizmi
brez predhodnega poznavanja nukleotidnega zaporedja genoma preuCevanega organizma.
Te razlike so lahko posledica sprememb prepoznavnih mest restrikcijskih encimov, ki
nastanejo zaradi mutacij (Tkave, 2007). AFLP zajame celoten genom in je primerna za

lo¢evanje ozko sorodnih organizmov znotraj vrste (Tkave, 2007; Tavanti in sod., 2007).

2.6.1.1.5 Mikrosateliti

Ena izmed novejSih metod je prav gotovo tudi preucevanje mikrosatelitne DNK.
Mikrosateliti so kratke tandemske ponovitve DNK, ki jih pogosto najdemo v genomih
evkariontov, v€asih tudi v genomih prokariontov (Jug, 1998). Ponavljajoce enote so dolge
od 2 do 10 baznih parov (Lasker in sod., 2006). Sestavljajo jih skoraj vse permutacije
nukleotidov, na enem lokusu pa se ponovijo od 5 do 100-krat. Mikrosateliti so ve¢inoma
raztreseni po genomu, najdemo jih lahko vsaj na vsakih 10.000 baznih parov. Glavna
lastnost mikrosatelitov je dolzinski polimorfizem, ki nastane zaradi napak pri podvajanju.
Pri razlicnih organizmih so tako mikrosateliti razli¢no dolgi, kar lahko izkoristimo za
preucevanje povezanosti med organizmi znotraj in med populacijami. Dolzinske
polimorfizme mikrosatelitov (angl. SSLP- simple sequence length polymorphism) pogosto
uporabljajo za preu¢evanje populacij, $tudije vezave genov in genomsko kartiranje. Zelen
mikrosatelit pomnozimo s PCR tako, da izberemo zacetne oligonukleotide, ki prilegajo
robnim nukleotidnim zaporedjem mikrosatelita. Dobljen pridelek analiziramo z gelsko
elektroforezo, najpogosteje s kapilarno elektroforezo. Mikrosateliti so dober genetski

oznacevalec in kaZejo najhitrejsi evolucijski razvoj (Jug, 1998), stopnja mutacije se giblje
med 10 do 10 mutacij na generacijo na lokus (Lasker in sod., 2006). Nageloma niso
podvrzeni selekcijskemu pritisku, zato se spremembe ohranjajo. Primerni so za
ugotavljanje sorodnosti med populacijami in sorodnimi vrstami, pri preucevanju oddaljenih

taksonov pa je njihova uporabnost manjsa (Jug, 1998).
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2.6.1.2 Analiza specificnih genov

Za identifikacijo analiziramo zaporedja, ki se evolucijsko zelo malo spreminjajo. V
mikologiji uporabljamo na filogenetskem nivoju ribosomske gene oz. razlicne odseke
kodirajocih in nekodirajocih delov ribosomske DNK. Najpogosteje analiziramo zapored;ji
18S ali pa 28S rDNK. Slednji sta uporabni za Sirok spekter taksonomskih enot (Zalar in
Gunde-Cimerman, 2002). Za identifikacijo na nivoju vrste najveckrat zadostuje analiza
zaporedja medgenskih prostorov (Slika 6), ki se nahajajo med 28S in 5,8S rDNK (ITS1) in
5,8S in 18S rDNK (ITS2). Analiziramo lahko tudi celotno zaporedje ITS1-5,8S rDNK-
ITS2 (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002; Lin in sod., 1995).

TSt ITS3
= E
Nuclear small rDNA [ 1187 | 585 DNA [Tz | Nuclear large rDNA
- - -
1152 1T5A ms4

Slika 6: Genomska organizacija manjse ribosomske podenote, 5,8S rDNK, vecje ribosomske podenote, ITS1

in ITS2 (Lin in sod., 1995)

2.6.1.2.1 Tipizacija zaporedij multiplih lokusov

MLST (angl. multilocus sequence typing) je metoda, ki odraza variabilnost v
nukleotidnem zaporedju vecjega Stevila genov, ki so pomembni za esencialne metabolne
funkcije, t.i. hisnih genov (angl. housekeeping genes). Del gena pomnozimo z metodo
PCR in dobljeno nukleotidno zaporedje analiziramo. Vsakemu zaporedju, ki je drugac¢no
od prejsnjega dodelimo novo Stevilko. Kombinacija Stevilk vseh genov, vkljuCenih v
analizo nam da sekvencni tip (ST). Do samih sprememb nukleotidnega zaporedja pride
zaradi to¢kovnih mutacij. Frekvenca slednjih je priblizno osem krat vecja kot frekvenca
rekombinacij. Metoda je hitra in ponovljiva, mo¢ razlikovanja (angl. discriminatory

power) pa je odvisna od genov, vkljuCenih v raziskavo. Analiza MLST je primerna
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predvsem za dolgorocne epidemioloSke Studije, za kratkoro¢ne raziskave pa je potrebno
vkljuditi tudi gene, katerih molekulska ura tece hitreje. Med take spadajo geni, ki kodirajo

virulentne dejavnike (Janezic, 2008).

MLST metode je v raziskavi uporabila tudi Tavanti in sodelavci. Z namenom ustvarjanja
MLST sheme za C. parapsilosis so analizirali 11 genov: acpl, acpr, cox3, gall, lial, lip2,
sadh, sapp3, syal, top2 in ura3. Ustaljene sekvenéne razlike med podskupinami so potrdili
pri Stirih genih: cox3, 11s1, sadh in syal. Za devet izolatov skupine II so pridobili PCR
produkte le pri petih od 11 ih genov, pri dveh izolatih skupine III so PCR produkte
pridobili le pri petih genih. Trije PCR pridelki izolatov II in III so se po velikosti
razlikovali od produktov skupine I. S analizo gru¢, matemati¢no multivariatno metodo,
sekven¢nih polimorfizmov cox3, sadh in syal, ki so skupni vsem trem podskupinam so
izolate dosledno lo¢ili v tri razlicne skupine (Slika 7). Sadh in syal nista visoko
konzervativna gena. Ugotovitev, da je podobnost sekvenc teh genov pri C. parapsilosis,
C. metapsilosis in C. orthopsilosis bistveno manj$a kot 90 %, $e dodatno prica o tem, da ni

genomske podobnosti, ki je temeljna za vrsto (Tavanti in sod., 2005).
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Slika 7: Nekoreninjeno radialno drevo, ki prikazuje sosedske gruce sekvenénih polimorfizmov genov cox3,

sadh in syal (Tavanti in sod., 2005)
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2.6.1.2.2 Mitohondrijska DNK kot genetski oznacevalec

Mitohondriji so celi¢ni organeli, ki vsebujejo lastni genom in so sposobni avtonomnega
podvojevanja DNK, prepisovanja in prevajanja genetske informacje v beljakovine.
Dedovanje mitohondrijskega genoma je maternalno in pri sesalcih poteka izklju¢no od
matere na potomca. Geni mitohondrijske DNK so zgo$€eno razvrS€eni drug zraven
drugega brez vmesnih intronov, katere opazimo le v kontrolni regiji. Slednja predstavlja
mesto zacCetka replikacije in transkripcije. Funkcija mtDNK je sinteza beljakovin, ki so
potrebne za sestavo mitohondrijske dihalne verige. Zaradi hitre evolucije nukleotidnih
zaporedij v mtDNK lahko preuc¢ujemo evolucijo vrste tudi znotraj razmeroma kratkih
casovnih intervalov. Mitohondrijska DNK je kot genetski oznacevalec primerna za Studije
majhnih populacij (Melki¢, 2000).

Genetske Studije mitohondrijske DNK C. parapsilosis so razkrile, da je le-ta pri ve€ini
izolatov linearne oblike medtem, ko je za izolate Saccharomyces cerevisiae, C. albicans,
C. tropicalis in C. orthopsilosis znalilnejSa krozna oblika mtDNK (Rycovska in sod.,
2004). Restrikcijska encimska analiza in oznacevanje 5' koncev sta dokazali, da je
mitohondrijska DNK C. parapsilosis uniformna, linearna molekula DNK velika cca. 30kb.
Ureditev njenih koncev spominja na mitohondrijske telomere evkariontov (Trofa in sod.,
2008). Rycovska je mitohondrijski genom treh genotipsko razli¢nih vrst C. parapsilosis
kompleksa preucevala ze leta 2004 in tako postavila osnovo za nadaljne analize bioloske
pestrosti klini¢nih izolatov. Izsledki so olajsali tudi razvoj vrstno in skupinsko specifi¢nih
molekularnih sond, ki nalegajo na zaporedja mtDNK (Rycovska in sod., 2004; Nosek in
sod., 2002). Mitohondrijski genom je izredno zgoscen in nosi zapis za sedem podenot
nikotinamid adenin dinukleotida (angl. NADH- nicotinamide adenine dinucleotide):
ubikinon reduktazo (nadl-6, nad4lL), apocitokrom b (cob), tri podenote citokrom c
oksidaze (cox1-3) in ATP sintazo (atp6,8,9). Najdemo tudi zapis za malo in veliko
podenoto mitohondrijskih ribosomov ter 24 tRNA (Nosek in sod., 2004; Kosa in sod.,
2006).

Kosa in sodelavci menijo, da naj bi se linearni mitohondrijski genomi vrst C. parapsilosis,

C. metapsilosis in C. orthopsilosis razvili iz prednikov s kroznimi genomi mtDNK.
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Filogenetske analize namre¢ nakazujejo, da naj bi skupni prednik teh vrst sicer imel
linearen genom. Krozne oblike mtDNK, ki jih najdemo pri nekaterih sevih C. orthopsilosis
in C. metapsilosis naj bi bile posledica nedavnih mutacij telomer (Kosa in sod., 2006).
Telomere so elementi, ki preprecujejo zlepljanje koncev, razgradnjo z eksonukleazami in
varujejo konce pred u¢inkom popravljalnih mehanizmov DNK. Mitohondrijske telomere
naj bi se razvile iz mobilnih genetskih elementov (transpozoni, plazmidi itd.). Z vstopom v
mitohondrij naj bi se vkljucile v krozno mtDNK, kar je posledi¢no privedlo do oblikovanja

linearne mtDNK dolocene dolZine s telomernimi konci (Rycovska in sod., 2004).

2.6.1.2.3 Pirosekveniranje

Pirosekveniranje je hitra in dokaj robustna metoda identifikacije glivnih vrst (Borman in
sod., 2009). V osnovi je namenjena genotipizaciji in odkritju to¢kovnih mutacij (angl.
SNP- single nucleotide polymorphism). Za sintezo komplementarne verige potrebujemo z
biotinom oznacen oligonukleotidni zacetnik, encime (DNK polimerazo, ATP sulfurilazo,
luciferazo, apirazo), substrat (adenozin 5° fosfosulfat) in luciferin. Ob sintezi postopoma
dodajamo enega izmed 4 dNTP-jev (razen namesto dATP dodamo deoksiadenozin o-tio
sulfat). Tega nato zaznamo prek emisije fotonov ob luminiscenci luciferina v oksi-
luciferin. Ob vgradnji nukleotida se sprosti pirofosfat, ki ga ATP sulfrilaza pretvori v ATP.
Adenozin trifosfat omogoca delovanje luciferaze, ki oksidira luciferin. Apiraza pa po
koncu razgradi nevgrajene dNTP-je in nastali ATP. Sekvenciranje tako poteka "de novo”

Metoda je natan¢na in omogoc¢a hkratno sledenje dolo¢itve zaporedja (Snajder, 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

Izhajajo¢ iz namena dela, ki je bil preveritev genetske raznolikosti izolatov Candida
parapsilosis kompleksa ter doloCitev obcutljivosti omenjenih izolatov za antimikotike
flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin, smo v diplomski nalogi uporabili

potrebna gojisca in metode.

3.1 BOLNIKI

Med raziskavo smo zbrali 181 izolatov gliv kvasovk, ki so bile s klasi¢nimi biokemijskimi
metodami opredeljeni kot C. parapsilosis. V nadaljno obravnavo smo vkljuéili le 122
izolatov, ki so bili odvzeti 119 bolnikom, zdravljenih na oddelkih Klini¢nega centra
Ljubljana in drugih slovenskih bolnisnicah. Do zmanjsanja Stevila izolatov je prislo zato,
ker so bili nekateri sevi pri istih bolnikih osamljeni veckrat iz istih klini¢nih vzorcev.
Vzorci so bili zbrani prospektivno od julija leta 2009 do septembra 2010. V raziskavo smo
vkljucili tudi kulture shranjene na stalnem gojis¢u pri -70 °C, ki so jih med rutinskim
delom, pred zacetkom raziskovalnega dela, izolirali v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih
okuzb na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinske fakultete v Ljubljani. Le-

teh je bilo 19, pri ¢emer so prevladovali izolati iz hemokultur.

3.2 METODE

Pri zacetni identifikaciji glivnih vrst smo poleg morfoloskih znakov upostevali tudi
rezultate komercialno dostopnih biokemijskih testov. Identifikacija na ravni fenotipa je
mnogokrat zavajajoca, zaradi ¢esar smo izolate vkljucene v raziskavo analizirali z uporabo

molekularnih metod.

3.2.1 Obdelava vzorcev

KuZznine smo v laboratoriju nacepili na trdna, Sabouraud agar (SABA, bioMérieux Marcy-
I'Etoile, Francija) in Chrom Candida agar (Chrom C, Mast Diagnostica GmbH, Nemcija)

ter tekocCa gojisca, Sabouraud bujon in Tioglycollate-medium bujon. Vrsto glive kvasovke
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smo dolocili glede na makroskopski izgled kolonij, poraslih na Chrom-C gojiscu. Za glivo
Candida parapsilosis so znacilne hrapave, sijoce in suhe ali gladke kolonije. Te smo
precepili na koruzni agar (KRA) in izvedli API Candida test in/ali ID 32 C test. Po uspesni
identifikaciji smo izolat raztopili v fizioloski raztopini in ga shranili pri temperaturi -20 °C

do pricetka izvedbe avtomatske izolacije DNK.

3.2.2 Opazovanje morfologije

Klub razvoju biokemijskih in molekularnih metod, ostajajo morfoloske metode osnova pri
preucevanju gliv, morfoloske lastnosti mikroorganizma (oblika, povr§ina, barva) pa

bistvene pri njegovi identifikaciji in klasifikaciji.

3.2.2.1 Koruzni agar

Koruzni agar v epruveti smo segreli v termobloku in ga razlili po sterilnem stekelcu. Na
ohlajen agar smo nanesli kulturo glive kvasovke v obliki dveh vzporednih ¢rt. Te smo nato
do polovice zarezali in prekrili s krovnim stekelcem tako, da je bila prekrita le polovica
zarezane Crte. Po 24 in 48 urni inkubaciji pri 30 °C smo s svetlobnim mikroskopom

opazovali morfoloske znacilnosti psevdomicelija (Slika 8).

Slika 8: Candida parapsilosis na koruznem agarju, slikana pod 1000x povecavo s svetlobnim mikroskopom



Damjanovi¢ K. Genetska raznolikost in obcutljivost za antimikotike klini¢nih izolatov Candida parapsilosis. 31
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel. §tud. mikrobiologije, 2012

3.2.3 Identifikacijski testi
3.2.3.1 API Candida test

API Candida (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francija) je sistem za identifikacijo vecine
medicinsko pomembnih gliv kvasovk. Pri izvedbi testa smo uporabili testno plos¢ico z 10
vdolbinicami, ki vsebujejo dehidrirane substrate s katerimi izvedemo 12 locenih
identifikacijskih testov v 24 urah. Rezultate smo odcitali glede na spremembo barve v
vdolbinah in jih vpisali na prilozen listi¢. Testna kartica je razdeljena v 4 skupine po 3
teste, pri cemer vsakemu testu pripada dolocena vrednost (0, 1, 2 ali 4). Negativni testi se
vrednotijo z 0, pozitivni pa z ustrezno Stevilko 1, 2, ali 4. Slednje smo nato po navodilih
proizvajalca spremenili v numeri¢no kodo, ki nam z uporabo ustreznih tabel, vklju¢enih v

sistem, identificirajo izolirani glivo.

3.2.3.21D 32 C test

ID 32C sistem (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francija) uporablja testno plosico z
dehidriranimi substrati (ogljikohidrati, organske kisline in aminokisline), ki omogoca
izvedbo 29 asimilacijskih reakcij. Sistem vkljuCuje Se negativno kontrolo, reakcijo
obcutljivosti (cikloheksimid) ter kolorimetricni test (eskulin). Po 24 oz. 48 urah opazujemo
rast v posamezni vdolbinici, le-ta je vidna kot zamotnitev suspenzije ali kot pomotnitev
suspenzije v primeru reakcije z eskulinom. Rezultate ovrednotimo z avtomatiziranim
sistemom ATB Expression ali vizualno. ATB Expression (bioMérieux, Marcy-1’Etoile,
Francija) omogoca avtomatizirano identifikacijo. Numeri¢ni profil vnesemo Vv
identifikacijo bazo podatkov, ki ga pretvori v identifikacijo glive kvasovke. Baza s 63

razli¢nimi vrstami gliv kvasovk se nahaja v raCunalniku, kot del sistema ATB Expression.

3.3 OSAMITEV CELOKUPNE NUKLEINSKE KISLINE 1Z VZORCEV

3.3.1 Predpriprava vzorca

Izolate shranjene pri -20 °C smo najprej odtalili in jih vorteksirali z bioVortex V1
(Biosan), da so se celice enakomerno porazdelile. Nato smo jih nacepili na SABA (za

ustrezno ozivitev izolata smo prekonocno kulturo precepili Se dvakrat).
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Cetrti dan smo v sterilne epruvetke odpipetirali 300 pul Nuclease free vode (Qiagen, GmbH,
Hilden, Nemc¢ija), v njej pa raztopili polno zanko kulture. Vzorce smo ponovno vorteksirali
in izvedli kratko centrifugiranje t.i. »spin down« (Mini Spin plus, Eppendorf, Hamburg,
Nemcija). Sledil je dodatek 200 pul MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer (BBL, Roche
Applied Science, Mannheim, Nemcija) pufra in 20 pl proteinaze K (Roche Applied
Science, Mannheim, Nemcija). Predhodno smo pripravili termobloka (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Hamburg, Nemcija) in nastavili ustrezni temperaturi. Vzorce smo
najprej inkubirali 10 minut pri temperaturi 65 °C, naslednjih 10 minut pa pri 95 °C. Sledila
je petminutna ohladitev vzorcev v hladilniku in ponovno kratko centrifugiranje, da se je
celotna meSanica zbrala na dnu epruvetke. V epruvetko, prilozeno kompletu MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation kit I (MagNA, Roche Applied Science, Mannheim,

Nemcija), smo odpipetirali 410 pl posameznega vzorca.

3.3.2 1zvedba avtomatske izolacije

Za osamitev celokupne nukleinske kisline iz vzorcev smo uporabili komercialni komplet
MagNA Pure Compact Nucleic Acids Isolation Kit I (Roche Applied Science, Mannheim,
Nemcija). Sistem omogoca hkratno avtomatizirano osamitev DNK iz osmih vzorcev v eni
seriji. Predpriprava vzorca traja priblizno 30 minut, prav toliko pa tudi celoten cas

osamitve. Slika 9 prikazuje avtomatizirano osamitev, ki vkljucuje:

. lizo celic in beljakovin (nukleaz)
. vezavo nukleinske kisline na magnetne delce
. odstranitev primesi in inhibitorjev

o elucijo vezane nukleinske kisline pri visoki temperaturi (Kirchgesser in sod., 2003)
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Vzorec Dodatek Dodatek Dodatek Vezava DHA  Spiranje Loéitev vezane Sprostitev
lizirajoéega proteinaze K Magnetnih n5 magnetne DHA in DHA oz.
pufra delcev delee magnetnih elucija
delcev

Slika 9: Osamitev nukleinske kisline s tehnologijo magnetnih delcev (Kirchgesser in sod., 2003)

Nukleinska kislina iz vzorca se veze na magnetne delce (magnetit), ki so imobilizirani s
sintetiénimi polimeri (agaroza), biopolimeri (celuloza) ali poroznim steklom. Uporabljajo
se tudi delci, osnovani na anorganskih materialih, kot je Fe;O,. Stalni magnet, ki se nahaja
izven tubice ustvari magnetno polje zaradi Cesar se magnentni delci z vezano nukleinsko
kislino pomaknejo proti njemu. Na ta nacin pride do locitve od vzorca. Magnetni delci pri
tem ne smejo reagirati med seboj v odsotnosti magnetnega polja, saj bi se s tem zmanjsala
povrSina za vezavo nukleinske kisline. Posledi¢no bi bila zmanjSana tudi obcutljivost

metode PCR, kar bi vodilo do lazno negativnih rezultatov (Skrlec, 2010).

Komplet vsebuje:

. 32 kartus z reagenti:
- proteinaza K

- lizirajoc¢i pufer

- spiralni pufer

- elucijski pufer
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- steklene kroglice z vezanimi magnetki

. 32 plasti¢nih vlozkov z nastavki (angl. tip trays)
. 35 epruvetk za vzorce

. 35 kodiranih elucijskih epruvetk

. 35 pokrovckov za elucijske epruvetke

Reagenti so stabilni na sobni temperaturi od 15 °C do 25 °C.

V aparaturo za osamitev nukleinske kisline MagNA Pure Compact (Roche, Applied
Science, Basel, Svica) smo namestili vse potrebne kartuse z reagenti. Te smo pred uporabo
dobro pretresli, saj se morajo magnetni delci v kartusi enakomerno porazdeliti. Z ustreznim
programom smo izbrali Zelen protokol osamitve in sicer DNA Bacteria. Pri slednjem je
bila koli¢ina vzorca 400 pl, volumen elucije pa 100 pl. Elucijskim epruvetkam smo

dodelili ustrezne protokolne Stevilke vzorcev in skenirali njihove kode.

Po konCanem postopku smo elucijske epruvetke z izolirano DNA zaprli in jih shranili pri

-20 °C.
3.4 POMNOZEVANIJE NUKLEINSKE KISLINE GLIV

Verizna reakcija s polimerazo (angl. PCR- polymerase chain reaction) temelji na
pomnozevanju specificnih odsekov nukleinske kisline. Za izvedbo PCR je pomembna
pravilna izbira zacetnih oligonukleotidov, saj morajo z visoko zmogljivostjo in
specificnostjo omogocati pomnoZzitev Zelenega nukleotidnega zaporedja v vzorcu. Zacetni
oligonukleotidi zato ne smejo biti predolgi (20-28 nukleotidov), vsebovati morajo 40-60 %
delez nukleotidov G in C. V posameznem zacetnem oligonukleotidu ne smejo biti prisotne
komplementarne regije, le-te pa prav tako ne smejo biti prisotne na 3' koncu med
izbranima paroma. Temperatura taliS¢a med njima se ne sme razlikovati za ve¢ kot 5 °C

(Mackay in sod., 2002).
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3.4.1 Sestava reakcijske mesSanice in pogoji reakcije PCR

Pri pripravi reakcijske meSanice smo uporabili sledece reagente:

. Deionizirana voda (nuclease free water, 50 mL)

. 1, 5 ml 10x PCR Buffer II, brez MgCl, (Applied Biosystems, Nemcija)

. 1,5 mL 25 mM MgCl, Solution (Applied Biosystems, Nemcija)

. dNTPmix (meSanica deoksinukleotidtrifosfatov, Applied Biosystems, Nemcija)

. zacetni oligonukleotid SADH S1R (50 uM) gTTgATgCTgTTggATTgT (Tavanti in
sod., 2005)

. zacetni oligonukleotid SADH S1F (50 uM) CAATgCCAAATCTCCCAA (Tavanti
in sod., 2005)
o AmpliTaq® DNK polimeraza (5 U/ul, Applied Biosystems, Nem¢ija)

Preglednica 2: Sestava reakcijske meSanice za verizno reakcijo s polimerazo

Zacetna Koncna
Reagent Kolicina koncentracija koncentracija
H,0 32 ul 32 ul 32 ul
pufer Sul 10 x 1 x
DNTP 4 ul 10 mM 0,8 mM
MgCl, 3ul 25 mM 1,5 mM
zacCetni oligonukleotidi 0,5 pl 50 uM 0,5 uM
Taq polimeraza 0,5 pl 50/l 2,5U
SKUPAJ 50 pl 50 ul 50 ul

Mesanico za PCR smo pripravili tako, da smo v 1,5 ml epruvetko odpipetirali sledece
sestavine: voda, pufer, MgCl,, dNTP-je, oba zaCetna oligonukleotida. Na koncu smo dodali
Se DNK polimerazo. Vse sestavine, razen slednje, smo pred dodatkom v meSanico
premesali. Dodobra smo premesali tudi celokupno mesSanico in v 200 pl epruvetke prenesli
po 45 ul reakcijske mesanice. V locenem prostoru smo dodali 5 ul DNK glivnega vzorca
do skupnega volumna reakcijske meSanice 50 pl. Pomnozevanje DNK je potekalo v
ciklicnem termostatu T3 Thermocycler (Biometra biomedizinische Analytik GmbH,

Gottingen, Nemcija). Potek PCR reakcije je opisan v Preglednici 3.
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Preglednica 3: Potek verizne reakcije s polimerazo

Cas (s) Temperatura (°C) Stevilo ciklov
Zacetni aktivacijski korak 120 94 1
Denaturacija taréne DNK 30 94
oligonuldeotidoy 3 7 ¥
Sinteza nove verige DNK 30 72
Kon¢ni podalj$an korak 600 72 1

3.4.2 Opredelitev pridelkov PCR

Gelsko elektroforezo (Slika 10) za loCevanje pridelkov DNK smo izvedli na 1 %
agaroznem gelu, katerega smo predhodno pripravili. Natehtali smo 0,5 g agaroze (Sigma-
Aldrich, St. Louis, ZDA) in dodali 50 ml hladnega pufra 1 x TAE (Tris
baza/Acetat/EDTA). Raztopino smo segrevali v mikrovalovni pecici, nato pa gel
postopoma ohladili do priblizno 55-60 °C. Ohlajenemu gelu smo dodali 3,5 pl etidijevega
bromida (10 mg/ml) in ga prelili v plasticen nosilec za vlivanje z vstavljenim glavnickom.
Pri vlivanju gela smo pazili, da se pod zobce glavnika niso ujeli mehurcki zraka. Pocakali
smo, da se je gel strdil in ga nato skupaj z nosilcem prenesli v elektroforezno banjico HE33
(Hoefer, Inc., Holliston, ZDA), odstranili glavni¢ek in gel prelili s hladnim pufrom 1 x
TAE. V zadnjo luknjico gela smo vnesli 5 pl raztopine fragmentov DNK znanih velikosti-
123 bp DNA ladder (Invitrogen, Kalifornija, ZDA). V vse ostale luknjice smo vnesli 10 pl
PCR pridelka, katerega smo predhodno na parafilmu zdruZili in premesali z 3 pl modrilom
(0,05 % bromfenol blue v 40 % glukozi, SIGMA-Aldrich, St. Louis, ZDA). Elektroforeza
je tekla pri napetosti 100 V, 25 minut pri sobni temperaturi. Agarozni gel smo analizirali
pod UV-transiluminatorjem in dokumentirali (Gel-doc, Bio-rad, Lab Inc., Hercules,

Kalifornija).
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30 ml
1 x TAE
pufra

H,A:,&’

Agar /

Glavnik

Slika 10: Gelska elektroforeza PCR pomnoZzkov (Electroforesis de dna plasmidico en gel de agarosa, 2011)

3.5 OPREDELITEV VRSTE Z METODO RESTRIKCIJE PRIDELKOV REAKCIJE PCR

Vse vzorce, pri katerih smo uspeSno pomnozili gen za protein sekundarna alkoholna
dehidrogenaza (SADH) smo rezali z restrikcijsko endonukleazo Banl in vrste med seboj
lo¢ili po Stevilu restrikcijskih mest za ta encim. C. parapsilosis ima eno restrikcijsko
mesto, na poziciji 196. C. metapsilosis ima tri, na pozicijah 96, 469 in 529 medtem, ko ga
C. orthopsilosis nima (Silva in sod., 2009). Restrikcijska meSanica za restrikcijo enega
PCR pridelka je vsebovala 4 ul 10 x NEBuffer 4 pufra, 1 ul 100 x BSA (angl. bovine
serum albumine- goveji serumski albumin, 10 mg/ml), 13 pl deionizirane vode in 2 pl
encima Banl. Restrikcijski meSanici smo dodali 20 pl pridelka PCR in vse skupaj
inkubirali 100 minut pri 37 °C. Prikaz restrikcije pridelkov PCR smo izvedli na 1 %

agaroznih gelih. Priprava le-teh in izvedba elektroforeze je opisana pod tocko 3.4.2.

3.6 TESTIRANJE OBCUTLJIVOSTI

3.6.1 Izvedba Etesta

S sterilnim bombaznim brisom smo prenesli nekaj kolonij 24 urne kulture kvasovk v 5 ml
sterilne 0,85 % raztopine API NaCl Medium (bioMérieux Marcy-1'Etoile, Francija) in
pripravili homogeno suspenzijo gostote 0,5 McFarland standarda (Etest, 2009a).
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Nov sterilen bombazen bris smo pomocili v pripravljeno raztopino in s pritiskom na
notranjo stran ampule odstranili odvecno tekocino. Z njim smo enakomerno premazali
povrsino gojis¢a RPMI 1640 v petrijevki. Gojis¢e smo premazali trikrat, pri tem pa
obracali petrijevko v razlicne smeri. Pocakali smo 15 do 20 minut, da se je povrSina
gojis¢a posusila, nato pa s sterilno pinceto Etest (AB Biodisk, Solna, Svedska) polozili na
povrsino gojisca (Slika 11). Pri polaganju Etesta smo morali paziti, da je bila MIK skala
obrnjena navzgor in je bil celoten Etest v stiku z gojis€em. Z rahlim potegom pincete od
nizje proti vis§ji koncentraciji antimikotika smo sprostili zracne mehurcke, ki so se pojavili
med testom in gojiS¢em. Polozen Etest nismo smeli premikati, saj pride ob polozitvi do
takojSnje difuzije antimikotika v gojis¢e. Plosce s polozenimi Etesti smo inkubirali v

aerobni atmosferi pri 35 °C 48 ur (Etest, 2009a).

FL

VO

Slika 11: Nacin polaganja Etesta(ov) na RPMI gojis¢e v petrijevki (Etest, 2009a)

3.6.2 Od¢itavanje MIK vrednosti

Po 24 in 48 urni inkubaciji smo vrednosti MIK v ug/ml odcitali neposredno s skale na
Etestu, in sicer v tocki, kjer je rob inhibicijske elipse sekal Etest. MIK vrednosti pri
flukonazolu, vorikonazolu in kaspofunginu smo od¢itali na tocki 80 % inhibicijske rasti,
pri amfotericinu B pa smo MIK od¢itali tam, kjer je bila rast popolnoma zavrta (Etest,
2009a). Slika 12 prikazuje odcCitavanje vrednosti MIK ob upostevanju prisotnih

mikrokolonij.
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Slika 12: Odcitavanje MIK ob upostevanju mikrokolonij (0,25 pg/ml; Etest, 2009b)
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Pri interpretaciji MIK vrednosti smo upostevali mejne vrednosti, ki jih predpisujejo CLSI v

dokumentu M27-A3 (Preglednici 4 in 5; CLSI, 2008).

Preglednica 4: Interpretacijski kriteriji CLSI za opredeljevanje obcutljivosti gliv kvasovk za antimikotika

flukonazol in vorikonazol (CLSI, 2008)

S (ng/ml) S-DD (ug/ml) R (ug/ml)
Flukonazol <8 16 -32 >64
Vorikonazol <1 2 >4

Legenda: S: obcutljiv, S-DD: ob¢utljiv z vi§jimi odmerki antimikotika, R: odporen

Preglednica 5: Interpretacijski kriteriji CLSI za opredeljevanje obcutljivosti gliv kvasovk za antimikotika

amfotericin B in kaspofungin (CLSI, 2008)

S (ng/ml)| S-DD (ng/ml) R (ng/ml) NS (pg/ml)
Amfotericin B <1 - - > 1
Kaspofungin <2 - - >2

Legenda: S: obcutljiv, S-DD: obcutljiv z vi§jimi odmerki antimikotika, R: odporen, NS: ni

obéutljiv



Damjanovi¢ K. Genetska raznolikost in obcutljivost za antimikotike klini¢nih izolatov Candida parapsilosis. 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel. §tud. mikrobiologije, 2012

Opredelili smo tudi MIKsy in MIKgy za vse testirane antimikotike pri ¢emer MIKs
predstavlja tisto koncentracijo, ki zavre 50 % in MIKy, koncentracijo, ki zavre 90 %

testiranih izolatov.
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4 REZULTATI

Izhajajo¢ iz namena dela, katerega cilj je bil preveriti genetsko raznolikost izolatov
Candida parapsilosis kompleksa in dolo¢iti ob¢utljivost izolatov za izbrane antimikotike,

smo prisli do sledecih rezultatov.

V zagetnem delu prikazujemo rezultate analize genetske raznolikosti izolatov Candida
parapsilosis kompleksa, izoliranih med rutinskim delom v Laboratoriju za diagnostiko
glivicnih infekcij. Analizirali smo protokole bolnikov, ki so nam omogo¢ili demografsko
opredelitev, torej starost in spol bolnikov in izvor kuznin iz katerih smo izolate osamili. V
drugem delu so prikazane MIK za antimikotike flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in

kaspofungin, omenjenih izolatov.

4.1 PRIDOBIVANJE KUZNIN

V obdobju od julija leta 2009 do septembra 2010 smo prospektivno zbirali izolate
C. parapsilosis kompleksa iz klini¢nih vzorcev bolnikov, ki so bili poslani v Laboratorij za
diagnostiko glivi¢nih infekcij. V analizo pa smo vkljudili tudi kulture shranjene na stalnem
g0jis¢u. Slednje smo najprej, z namenom ozivitve, precepili na SABA. V raziskavo je bilo
vkljucenih 122 izolatov C. parapsilosis kompleksa osamljenih iz klini¢nih vzorcev 119
bolnikov, ki so se zdravili na razlicnih oddelkih Univerzitetnega klinicnega centra v
Ljubljani oziroma v drugih slovenskih bolniSnicah. V Preglednici B, v prilogah, so
prikazani najpogostejSi oddelki oz. zdravstvene ustanove iz katerih so bili osamljeni

izolati.

4.2 GENETSKA RAZNOLIKOST IZOLATOV Candida parapsilosis KOMPLEKSA

S pomocjo verizne reakcije s polimerazo smo pomnozili gen SADH in ga rezali z
restrikcijsko endonukleazo Banl. V preglednici 6 so predstavljeni rezultati genetske analize
zbranih izolatov. 109 (89,3 %) izolatov smo opredelili kot C. parapsilosis, 10 (8,2 %) kot

C. metapsilosis in 3 (2,5 %) izolate kot C. orthopsilosis.
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Preglednica 6: Rezultati opredelitve vrste z metodo restrikcije PCR pridelkov, osamljenih izolatov iz kuZnin

Izolati Stevilo izolatov Odstotek (%)
Candida parapsilosis 109 89,3
Candida metapsilosis 10 8,2
Candida orthopsilosis 3 2,5
SKUPAJ 122 100,0

Na Slikah 13-16 prikazujemo restrikcijski vzorec vseh treh vrst C. parapsilosis kompleksa

ter testnih sevov.

Slika 13: Restrikcijski vzorec testnih sevov C. parapsilosis ATCC22019 (P¥), C. metapsilosis
ATCC96144 (M*) in C. orthopsilosis ATCC96139 (O*) ter lestvica fragmentov DNK znanih

velikosti- 123bp DNK ladder
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Slika 14: Restrikcijski vzorec testiranih izolatov C. parapsilosis (P) in C. metapsilosis (M) ter testnih sevov
P*, M* in O* v zadnjih treh vdolbinah

Slika 15: Restrikcijski vzorec testiranih izolatov C. metapsilosis (M)

Slika 16: Restrikcijski vzorec testiranih izolatov C. orthopsilosis (O) in C. metapsilosis (M)
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4.3 DEMOGRAFSKA PORAZDELITEV IZOLATOV C. parapsilosis KOMPLEKSA

Najvec¢ izolatov smo osamili iz kuznin, ki so bile odvzete predstavnikom moskega spola.
Kar 62,3 % vseh izolatov je bilo osamljenih iz kuznin moskih, iz kuznin Zensk smo osamili
37,7 % vseh izolatov. Omenjen trend smo dokazali pri vseh treh vrstah C. parapsilosis

kompleksa (Preglednica 7).

Preglednica 7: Stevilo izolatov pri posamezni vrsti, osamljenih iz kuznin mogkih oz. Zensk

Stevilo izolatov osamljenih pri posamezni vrsti Kompleks
Spol C. parapsilosis C. metapsilosis C. orthopsilosis| C. parapsilosis (%)
Moski 65 9 2 76 (62,3)
Zenski 44 1 1 46 (37,7)
SKUPAJ 109 10 3 122 (100,0)

Slika 17 prikazuje starostno porazdelitev bolnikov pri katerih smo osamili vrste
C. parapsilosis kompleksa. Veéino izolatov smo osamili iz kuznin starejsih bolnikov. 52 %
vseh bolnikov je bilo starejSih od 60 let. 12 (10 %) izolatov so osamili pri najmlajsi
starostni skupini do 10 let. Vsi ti so bili opredeljeni kot C. parapsilosis. Starost bolnikov je
bila pri bolnikih z osamljeno vrsto C. orthopsilosis ravno tako vi§ja. Starost treh bolnikov

je bila sledeca: 54, 56 in 74 let.
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Slika 17: Porazdelitev starosti vseh bolnikov, pri katerih smo osamili vrste Candida parapsilosis kompleksa
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4.4 VIRI IZOLATOV C. parapsilosis KOMPLEKSA

V Preglednici 8 so prikazani viri izolatov skupine C. parapsilosis. Prevladujejo izolati
osamljeni iz brisov, teh je bilo kar 32 %, 18,9 % izolatov je bilo osamljenih iz hemokultur.
Zabelezili smo en primer onihomikoze, enkrat smo C. parapsilosis osamili iz likvorja.
Nadalje smo v Preglednici 9 brise med seboj razporedili po mestu odvzema. Najvec, to je

12 (31 %) izolatov smo osamili iz brisov ran, in 11 (28 %) iz brisov sluhovoda.

Preglednica 8: KuZnine, iz katerih smo osamili izolate C. parapsilosis kompleksa

Kompleks

Mesto osamitve | C. parapsilosis| C. metapsilosis| C. orthopsilosis| C. parapsilosis
(%)

bris 36 2 1 39 (32)
kri 20 3 0 23 (18,9)
sputum 15 1 1 17 (13,9)
aspirat 13 2 1 16 (13,1)
urin 13 1 0 14 (11,5)
blato 8 1 0 9(7,4)
konica katetra 2 0 0 2 (1,6)
koscek nohta 1 0 0 1(0,8)
likvor 1 0 0 1 (0,8)
109 10 3 122 (100,0)
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Preglednica 9: Mesta odvzema brisa, iz katerih smo osamili izolate C. parapsilosis kompleksa

Predel brisa St. izolatov osamljenih v kuZnini

rana 12

sluhovod 1
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4.5 PRIMERJAVA MINIMALNIH INHIBITORNIH KONCENTRACI) (MIK)
IZOLATOV C. parapsilosis KOMPLEKSA

Testirali smo obcutljivost izolatov C. parapsilosis kompleksa za S§tiri antimikotike:
flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin. V testiranje obcutljivosti za
omenjene antimikotike je bilo vkljucenih 76 izolatov C. parapsilosis kompleksa: 67
izolatov C. parapsilosis, 7 izolatov C. metapsilosis in 2 izolata C. orthopsilosis. Slike 18-

21 prikazujejo porazdelitev MIK za vse §tiri testirane antimikotike.
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Slika 18: Porazdelitev minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) med izolati C. parapsilosis kompleksa za

antimikotik flukonazol (N=76 izolatov)
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Slika 19: Porazdelitev minimalnih inhibitornih koncentracij MIK med izolati C. parapsilosis kompleksa za

antimikotik vorikonazol (N=76 izolatov)
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Slika 20: Porazdelitev minimalnih inhibitornih koncentracij MIK med izolati C. parapsilosis kompleksa za

antimikotik amfotericin B (N=76 izolatov)
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Slika 21: Porazdelitev minimalnih inhibitornih koncentracij MIK med izolati C. parapsilosis kompleksa za

antimikotik kaspofungin (N=76 izolatov)
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Obcutljivost za antimikotike in razporeditev glede na mejne vrednosti MIK, opredeljenih
po kriterijih CLSI (za flukonazol, vorikonazol in kaspofungin) in znanih podatkih iz
literature (za amfotericin B) je prikazana v Preglednici 10. Vsi izolati vrst C. metapsilosis
in C. orthopsilosis so bili obcutljivi za vse testirane antimikotike, dva izolata
C. parapsilosis sta bila neobcutljiva za amfotericin B in kaspofungin, en pa odporen na

flukonazol. Dolo¢ili smo tudi MIK s, in MIKg. Prikazani so v Preglednici 11.

Preglednica 10: Obcutljivost izolatov C. parapsilosis kompleksa za antimikotike flukonazol, vorikonazol,

amfotericin B in kaspofungin z interpretacijami

Kompleks Stlzlsltl::'l;nsl:l S(%)| S-DD (%) R (%) NS (%)
C. parapsilosis izolatoy

Flukonazol 76| 75 (98,7) 0 (0,0) 1(1,3) -
Vorikonazol 76| 75 (98,7) 1(1,3) 0(0,0) -
Amfotericin B 76| 75 (98,7) - - 1(1,3)
Kaspofungin 76| 75 (98,7) - - 1(1,3)

Legenda: S: obcutljiv, S-DD: obcutljiv z vi§jimi odmerki antimikotika, R: odporen, NS: ni

obéutljiv

Preglednica 11: Minimalne inhibitorne koncentracije izolatov MIKs,in MIKy, za C. parapsilosis kompleks

Flukonazol Vorikonazol Amfotericin B Kaspofungin

Stevilo izolatov 76 76 76 76

MIKsy 0,125 0,008 0,38 0,75
MIKo, 0,75 0,047 0,75 1,5
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Izhajajo¢ iz delovne hipoteze, ki pravi da bo vrsta Candida parapsilosis med klini¢nim
izolati prevladovala (vrsti C. orthopsilosis in C. metapsilosis bosta prisotni v bistveno
manjSem delezu) in bodo minimalne inhibitorne koncentracije testiranih antimikotikov

primerljive s podatki iz literature, smo prisli do sledecih spoznanj in sklepov.
5.1 RAZPRAVA

C. albicans je najpogostejsa vrsta, ki jo povezujemo s ¢loveskimi glivi¢nimi okuzbami, saj
je povzrocitelj ve¢ kot polovice vseh omenjenih okuzb. V zadnjih desetletjih pa so se kot
povzrocitelji zaCele v veCji meri pojavljajati tudi Stevilne druge vrste gliv. Mednje
uvrs¢amo tudi C. parapsilosis, ki je v Evropi in Severni Ameriki na tretjem mestu, v
Latinski Ameriki in Aziji, pa celo druga najpogosteje osamljena kandida iz krvi (Almirante
in sod., 2006; Pfaller in sod., 2008). C. parapsilosis je oportunisti¢ni patogen, ki kolonizira
kozo Cloveka, zaradi ¢esar so pogostejse okuzbe bolnikov z Zilnimi katetri in bolnikov, ki
prejemajo parenteralno prehrano. Gliva povzro€a resne bolniSni¢no pridobljene okuZzbe,
povezujejo pa jo tudi z hematogenimi kandidozami pri nedonosenckih (Tavanti in sod.,
2005). Ceprav je bila vrsta C. parapsilosis sprva obravnavana kot ena, so $tevilne
raziskave fenotipskih in genotipskih vzorcev potrdile tri jasno loCene vrste. Tavanti s
sodelavci je leta 2005 uporabila metodo MLST in kompleks C. parapsilosis locila v tri
vrste: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis in Candida metapsilosis.
Porajanje omenjenih patogenov predstavlja nevarnost za v prihodnje, saj lahko
pricakujemo povecevanje incidence okuzb z njimi. Ravno zaradi tega je raziskovanje

virulence, obcutljivosti na antimikotike in ne nazadnje epidemiologije, smotrno.

V nasi raziskavi smo najve¢ izolatov C. parapsilosis kompleksa osamili od bolnikov, ki so
se zdravili na Onkoloskem institutu, Klinicnem oddelku za hematologijo, Klini¢nem
oddelku za pljucne bolezni in kirurskih oddelkih Univerzitetnega klinicnega centra v
Ljubljani (Priloga B). Bolniki z malignimi obolenji in imunsko oslabljeni bolniki nasploh,
pogosteje zbolevajo za glivicnimi okuzbami. Uporaba agresivnih oblik zdravljenja in

daljsa obdobja nevtropenije pogosto spremlja poskodba sluznic. K ve¢jemu tveganju za
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nastanek glivicnih okuzb prispeva tudi zdravljenje s kortikosteroidi in Siroko spektralnimi
antibiotiki (Matos in sod., 2008). V raziskavo smo vkljucili 122 izolatov gliv kvasovk, ki
so bili s klasi¢nimi mikoloskimi postopki identifikacije, kot so izgled kolonij na Chrom-C
gojiscu, morfologija pseudomicelija na koruznem agarju ter rezultati biokemi¢nih testov
API Candida (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Francija) in ID 32 C (bioMérieux, Marcy-
I’Etoile, Francija), opredeljeni kot C. parapsilosis kompleks. Z analizo restrikcijskih
vzorcev gena SADH, ki je znalilen za vse tri vrste C. parapsilosis kompleksa smo
opredelili 109 (89,3 %) izolatov kot C. parapsilosis sensu stricto, 10 (8,2 %) izolatov kot
C. metapsilosis in 3 (2,5 %) izolate kot C. orthopsilosis (Preglednica 6). Skladnost
rezultatov s klasi¢nimi metodami je bila 89,3 %, kar je primerljivo s rezultati Silve iz leta
2009. Slednji je s sodelavci testiral 175 klini¢nih in okoljskih izolatov, pri ¢emer je
C. parapsilosis sensu stricto potrdil v 160 (91,4 %) primerih, Sest izolatov je bilo
popolnoma zmotno identificiranih in niso pripadali kompleksu C. parapsilosis. Pet (2,9 %)
izolatov so opredelili kot C. metapsilosis in §tiri (2,3 %) kot C. orthopsilosis (Silva in sod.,
2009). Podobno raziskavo, le veliko bolj obsirno, je izvedel Lockhart s sodelavci. Med leti
2001 in 2006 so s konvencionalnimi metodami kot C. parapsilosis potrdili 1929 klini¢nih
izolatov. Z namnozitvijo in restrikcijo gena SADH so 1762 (92,1 %) izolatov opredelili kot
C. parapsilosis sensu stricto, 117 (6,1 %) izolatov je bilo dejansko C. orthopsilosis, 34 (1,8
%) pa C. metapsilosis (Lockhart in sod., 2008). Kljub majhnemu Stevilu vzorcev, v nasi
diplomski nalogi, smo dobili z omenjenimi raziskavami primerljive rezultate v delezu C.
parapsilosis sensu stricto. Zanimivo je, da smo potrdili ve¢ji delez izolatov C. metapsilosis
(8,2 % vs. 2,9 in 1,8 %) medtem, ko je bil pri drugih raziskavah vec¢ji delez osamljenih C.
orthopsilosis (2,3 in 6,1 % vs. 2,5 %). Lockhart je porazdelitev izolatov tudi geografsko
raz€lenil, pri ¢emer je bil v Evropi delez izolatov C. metapsilosis 2,9 %. Kocsube je preucil
209 izolatov rodu Candida, od tega je bilo le 20 izolatov C. parapsilosis (9,6 %).
Osamljene izolate je preucil z metodama RAPD in sekvencno analizo regij ITS ter dokazal,
da je 18 izolatov (90 %) C. parapsilosis, dva izolata (10 %) pa sta bila C. metapsilosis.
Raziskava je pomembna predvsem zato, ker sta bila izolata prvi zabelezen primer pojava
C. metapsilosis v centralni Evropi nasploh, prav tako pa so to vrsto prvi¢ osamili oziroma
jo potrdili iz hemokulture (Kocsube in sod., 2007). Retrospektivno analizo 114 izolatov

C. parapsilosis kompleksa, osamljenih iz krvi in ostalih klini¢nih izolatov, je opravil
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Asadzadeh s sodelavci v Kuvajtu. Slednji so potrdili C. parapsilosis senso stricto v 109
(95,6 %) primerih. Pet (4,4 %) izolatov so opredelili kot C. orthopsilosis, medtem ko

C. metapsilosis niso osamili (Asadzadeh in sod., 2009).

Najve¢ izolatov kompleksa C. parapsilosis smo osamili iz kuznin starejSih bolnikov, starih
nad 60 let. Povpre¢na starost bolnikov je bila 71 let. Zanimivo je, da je bilo 12 (9,8 %)
izolatov osamljenih pri bolnikih mlaj$ih od 10 let, od tega pet (4,1 %) bolnikov Se ni
dopolnilo enega leta. NajstarejSi bolnik v tej starostni skupini je bil star stiri leta (Slika 17).
Tudi ti podatki so skladni s pri¢akovanji saj je znano, da je C. parapsilosis pogosto
omenjena pri okuzbah nedonosenckov in malih otrocih, pri ¢emer do okuzbe lahko pride
preko prenosa kozne flore rok zdravstvenega osebja, ki skrbi za bolnike ali pa pri
medicinskih posegih, kot je uvajanje katetrov ali razlicnih drugih diagnosti¢nih in
terapevtskih posegih. Bolnik se lahko okuzi tudi ob prejemanju parenteralne prehrane ali
raztopin z visoko koncentracijo glukoze, v katerih se je gliva zmozna razmnoZevati.
Vzorec osamljenih izolatov C. metapsilosis je majhen. Kar 60 % vseh izolatov je bilo
izoliranih iz kuZnin bolnikov starej§ih od 50 let, pri cemer te vrste nismo osamili pri
bolnikih mlajsih od 10 let. Raziskave, ki bi preucila starost bolnikov, z obravnavano glivo,
nismo zasledili. Vse tri izolate C. orthopsilosis smo izolirali pri starejsih bolnikih.
Povprecna starost treh bolnikov je 61 let (Rezultati, tocka 4.3, 2. odstavek). Starosti
bolnikov so primerljive z rezultati raziskave Lockharta. Ta je porocal o povprecni starosti
bolnikov z osamljeno C. orthopsilosis, med 40 in 49 leti, pri ¢emer je bil najvecji delez
bolnikov starejsi od 60 let (34,8 %) (Lockhart in sod., 2008).

Glivo C. parapsilosis najdemo v razli¢nih okoljih, kot komenzal na kozi ljudi pa je ena
najpogosteje izoliranih gliv, predvsem iz podnohtnega predela ¢loveskih rok (Trofa in sod.,
2008). Do sistemske okuzbe pride predvsem ob fizicni poskodbi koze preko katere
povzrocitelji vstopijo v telo ali preko vstavljenih Zilnih katetrov in drugih medicinskih
pripomockov saj je znano, da ima ta vrsta veliko ahderentno sposobnost. C. parapsilosis
lahko povzroc¢a tudi povrhnje oblike kandidiaze, kot so spremembe na kozi, nohtih, in
sluznicah. Slednje smo zasledili tudi med naso raziskavo. Najvec¢ izolatov, kar 39 (31,9 %)
smo osamili iz brisov (Preglednica 8). NajpogostejSe odvzemno mesto so bile rane kar

nakazuje prisotnost povzrociteljev na kozi cloveka. Do okuzbe rane je lahko prislo med
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samo poskodbo bolnika ali pa pri negi bolnika preko rok zdravstvenega osebja. Pri 11
bolnikih je okuzbo rane povzroc¢ala C. parapsilosis sensu stricto, osamili smo tudi primer
okuzbe rane s C. metapsilosis (Preglednica 8). Otomikozo smo potrdili pri 11 (9,0 %)
izolatih, od tega sta C. metapsilosis in C. orthopsilosis okuzbo povzroc¢ala vsak pri enem
bolniku (Preglednica 9). Med povrhnje kandidoze uvr§¢amo tudi onihomikozo. Raziskave
v veliki vecini navajajo dermatofite, kot veCinske povzrocitelje okuzbe nohtov rok in nog,
pri ¢emer naj bi vrste iz rodu Candida (pretezno C. albicans) povzrocale predvsem okuzbe
nohtov rok (Brilhante in sod., 2005). Delez onihomikoze naj bi se poveceval s starostjo
(Godoy-Martinez in sod., 2009). V nasi raziskavi smo zasledili en primer onihomikoze
(Preglednica 8), pri bolniku starem 81 let. Povzrocala jo je C. parapsilosis sensu stricto.
Slednjo smo povezali tudi z sluzni¢no kandidozo, saj smo jo v Sestih primerih izolirali iz
zrela, jezika in ustne sluznice, pri eni bolnici pa je povzrocila vulvovaginitis (Preglednica
9). Precej$njo raznolikost kuznin v katerih so osamili glive kompleksa C. parapsilosis je v
letu 2010 potrdila tudi Tavanti. Pri preucitvi 62 izolatov jih je 14 povzrocalo povrhnje
kandidoze. V petih primerih (8,0 %) so potrdili onihomikozo, v Sestih (9,6 %) pa
vulvovaginitis. C. parapsilosis sensu stricto so pri petih bolnikih nasli v likvorju (Tavanti
in sod., 2010), mi smo jo osamili v likvorju le pri enem bolniku (Preglednica 8). Na drugo
mesto po Stevilu osamljenih kandid C. parapsilosis kompleksa sodijo klini¢ni vzorci krvi
oziroma hemokulture bolnikov. Pri 20 bolnikih smo osamili C. parapsilosis sensu stricto, v
treh primerih pa C. metapsilosis. Iz krvi nismo osamili nobene C. orthopsilosis
(Preglednica 8). Do vdora povzrociteljev lahko pride preko okuzenih zilnih katetrov, zaradi
Cesar smo pricakovali vecji delez osamljenih kandid iz konic katetrov bolnikov. Med
izdelavo naloge smo prejeli dve konici katetrov (Preglednica 8), iz katerih smo osamili
C. parapsilosis sensu stricto. Glive kompleksa smo osamili tudi iz kliniénih vzorcev
spodnjih dihal, v skupno 33 sputumih in aspiratih, pri ¢emer so bili bolniki ve¢inoma
imunsko oslabljeni ali so prejemali antibioti¢na zdravila. Od teh smo 18 izolatov opredelili
kot C. parapsilosis sensu stricto, tri izolate kot C. metapsilosis in dva kot C. orthopsilosis
(Preglednica 8).

Za pravilno odlocitev izbire antimikotika za zdravljenje glivicnih okuzb je pomembna

pravilna identifikacija povzrocitelja ter dolocitev profila obcutljivosti izolata. Testiranje
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obcutljivosti glivnih vrst je izrednega pomena tudi pri samem oblikovanju splosnih
smernic za zdravljenje, prepreCevanje in nadzorovanje Sirjenja okuzb. Izolati
C. parapsilosis so dobro obcutljivi na vecino sistemskih antimikotikov, med katere
priStevamo poliene (amfotericin B), azole (flukonazol, vorikonazol, posakonazol,
itrakonazol) ter ehinokandine (kaspofungin, anidulafungin). ZmanjSana obcutljivost na
flukonazol naj bi bila med izolati C. parapsilosis, ki so bili osamljeni iz krvi, redka (van
Asbeck in sod., 2009). Do podobne ugotovitve je priSel tudi Sarvikivi, ki je opazoval
obcutljivost na flukonazol med 10-letno Studijo. Osamil je le en izolat, odporen na
flukonazol (Sarvikivi in sod., 2005). Nekatere objave pri¢ajo o odpornosti C. parapsilosis
proti vorikonazolu (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod., 2007), ¢eprav starejSe
prikazujejo celo 100 % obcutljivost Candida spp. za ta antimikotik (Pfaller in sod., 2003).
V nasi diplomski nalogi smo testirali obcutljivost izolatov kompleksa C. parapsilosis na
stiri antimikotike, flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin. Rezultati so
primerljivi s podatki, ki jih je objavil Silva in sodelavci. Vecina njihovih izolatov je bila
obcutljivih za flukonazol (94,4 %), osem izolatov je bilo obcutljivih z vi§jimi odmerki
antimikotika (5,0 %), le en izolat je bil odporen proti flukonazol (0,6 %) (Silva in sod.,
2009). Kar 98,7 % vseh nasih izolatov je bilo obcutljivih za flukonazol (Preglednica 10).
Osamili smo le en izolat, iz urina, ki je bil odporen proti flukonazolu (256 pg/ml), pri
¢emer je imel le-ta tudi visjo MIK za vorikonazol (1,5pg/ml) (Sliki 18 in 19, Preglednica
10). Tako kot Silva, nismo zaznali odpornih izolatov proti azolom, iz vrst C. metapsilosis
in C. orthopsilosis, Silva je ugotovil, da so MIK amfotericina B vrst C. metapsilosis in
C. orthopsilosis nizje od primerljivih MIK C. parapsilosis. Lockhart je do enake
ugotovitve prisel pri testiranju obcutljivosti sevov na kaspofungin. MIKg, vrednost C.
parapsilosis je bila 1 ug/ml, za C. metapsilosis in C. orthopsilosis pa 0,25 pg/ml. Mnoge
objave povezujejo C. parapsilosis z visjimi MIK-i za ehinokandine v primerjavi z ostalimi
vrstami Candida (van Asbeck in sod., 2009, Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Kuhn in
sod., 2002b), kar je naSa diplomska naloga potrdila. Tako MIKsy kot MIKg, kaspofungina
sta bila za C. parapsilosis visja (0,75 ug/ml in 1,5 ug/ml) od MIK-ov C. metapsilosis (0,38
pg/ml in 1 pg/ml) (Preglednica 11). Povprecne vrednosti MIKs in MIKg kaspofungina se
v literaturi sicer gibljejo med 0,85-2 pg/ml oziroma 2-2,33 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in

sod., 2003; Kuhn in sod., 2002b). Nasi rezultati testiranja obc¢utljivosti na amfotericin B se
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skladajo s podatki iz literature. Vrednosti MICsg se gibljejo med 0,13 do 1 pg/ml, vrednosti
MICqpmed 0,5 in 1 pg/ml (Ostrosky-Zeichner in sod., 2003; Pfaller in sod., 1998a). Zaradi
majhnega Stevila zbranih izolatov, posebno vrst C. metapsilosis in C. orthopsilosis bi bilo
potrebno za objektivnejSo oceno razsiriti raziskavo. Na ta nacin bi lahko natancneje
opredelili obcutljivostne profile tudi teh dveh vrst, kar bi nam pomagalo pri izbiri

empiri¢nega zdravljenja bolnikov, pri katerih bi osamili te vrste.

Zaradi majhnega Stevila zbranih izolatov, posebno vrst C. metapsilosis in C. orthopsilosis
bi bilo potrebno za objektivnejSo oceno razsiriti raziskavo. Na ta nacin bi lahko natan¢neje
opredelili obcutljivostne profile tudi teh dveh vrst, kar bi nam pomagalo pri izbiri
empiri¢nega zdravljenja bolnikov, pri katerih bi osamili te vrste. Z analizo rezultatov smo
dokazali, da Candida parapsilosis med klini¢nimi izolati bistveno prevladuje. Pomembno
pa je vedenje, da znotraj tega kompleksa Candida parapsilosis obstajata $e dve popolnoma
novi vrsti, za kateri ne vemo, kako se obnasata kot patogena prav tako, pa je Se malo
znanega o obcutljivosti teh vrst za antimikotike. To znanje bo potrebno z raziskavami v

prihodnje Se razsiriti, za smotrno uporabo antimikotikov v vsakdanji klini¢ni praksi.

5.2 SKLEPI

o Z analizo rezultatov smo dokazali, da Candida parapsilosis kompleks obsega tudi
med izolati, osamljenimi iz kuznin bolnikov zajetih v naso raziskavo, vse tri opisane vrste:
Candida parapsilosis sensu stricto, C. metapsilosis in C. orthopsilosis, pri tem prevladuje
Candida parapsilosis 109 (89,3 %) medtem, ko sta ostali vrsti C. metapsilosis 10 (8,2 %)

in C. orthopsilosis 3 (2,5 %) prisotni v bistveno manjSem delezu.
o Dva izolata C. parapsilosis nista bila ob¢utljiva za amfotericin B in kaspofungin, en

izolat je bil odporen proti flukonazolu, slednji je imel tudi visjo MIK za vorikonazol.

o Vsi izolati C. metapsilosis in C. orthopsilosis so bili obcutljivi za vse §tiri testirane

antimikotike, flukonazol, vorikonazol, kaspofungin in amfotericin B.
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6 POVZETEK

Candida parapsilosis je oportunisti¢ni patogen na kozi ¢loveka, patogenost je moc¢no
povezana z nedotaknjenostjo kozne povrhnjice. O virulen¢nih dejavnikih vrste je sicer
malo znanega, a izpostaviti velja adherenco na gostiteljske celice, tvorbo biofilma in
izloCanje razli¢nih hidroliticnih encimov. Zadnji dve desetletji se je spekter pojavljanja
gliviénih okuzb, ve¢inoma na racun vrst, ki niso C. albicans, spremenil. Med t.i. porajajoce
patogene uvrs¢amo tudi C. parapsilosis, ki je v svetu, zlasti Latinski Ameriki in Aziji, celo
druga najpogosteje osamljena kandida. Vrsto let so C. parapsilosis kompleks locevali v tri
skupine, I, II in IIl. Analize polimorfizma restrikcijskih fragmentov so kasneje potrdile
obstoj treh razli¢nih vrst: C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis in C. metapsilosis.
Namen nase diplomske naloge je bil opredeliti genetsko raznolikost izolatov
C. parapsilosis kompleksa osamljenih iz vzorcev kuznin in dolociti ob¢utljivost izolatov za
antimikotike flukonazol, vorikonazol, amfotericin B in kaspofungin. V raziskavo je bilo
vkljucenih 122 izolatov, odvzetih 119 bolnikom, katere smo s klasi¢cnimi mikrobioloSkimi
postopki identifikacije, opredelili kot C. parapsilosis kompleks. Z analizo polimorfizma
restrikcijskih fragmentov gena SADH, dobljenih z restrikcijsko endonuklazo Banl smo
opredelili 109 (89,3 %) izolatov kot C. parapsilosis sensu stricto, 10 (8,2 %) izolatov kot
C. metapsilosis in 3 (2,5 %) izolate kot C. orthopsilosis. Najve¢ izolatov, kar 39 (31,9 %)
smo osamili iz brisov. NajpogostejSe odvzemno mesto so bile rane, kar nakazuje prisotnost
povzrociteljev na kozi cloveka. Na drugo mesto po Stevilu osamljenih izolatov
C. parapsilosis kompleksa sodijo klini¢ni vzorci krvi oziroma hemokulture bolnikov. V
raziskavi smo ugotovili, da so vrste C. parapsilosis kompleksa dobro ob¢utljive na vecino
sistemskih antimikotikov, med katere priStevamo poliene, azole ter ehinokandine. Dobljeni
rezultati testiranja obcutljivosti na antimikotike se skladajo z ze objavljeno literaturo. Kar
98,7 % vseh nasih izolatov je bilo obcutljivih za flukonazol, le en izolat je bil odporen proti
flukonazolu (256 pg/ml). Odpornih izolatov proti azolom, iz vrst C. metapsilosis in
C. orthopsilosis nismo zaznali. Mnoge objave povezujejo C. parapsilosis z visjimi MIK-i
za chinokandine v primerjavi z ostalimi vrstami Candida, kar je naSa diplomska naloga
potrdila. MIKs, in MIKg C. parapsilosis za kaspofungin sta bila 0,75 pg/ml in 1,5 pg/ml in
sta bili vi$ji od MIKs,in MIKg za C. metapsilosis, ki sta znasala 0,38 pg/mlin 1 pg/ml.
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Priloga B: NajpogostejSe zdravstvene ustanove oz. klini¢ni oddelki, iz katerih so bili
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