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Glive rodu Aspergillus so oportunisti¢ne plesni, ki povzrocajo §irok spekter
bolezni in stanj. Pri imunsko oslabljenih ljudeh lahko povzrocajo smrtno
nevarno okuzbo, ki jo imenujemo invazivna aspergiloza. Najpogosteje
prizadene pljuca. Za dokazovanje Aspergillus spp. se uporabljajo tako
klasi¢ne metode; neposredne tehnike barvanja klini¢nih vzorcev, kultura,
dokazovanje razli¢cnih komponent celic, kot tudi molekularne tehnike.
Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu omogoci kvantifikacijo glivi¢ne
obremenitve v klinicnem vzorcu, kar nam poda informacije o bremenu ali
napredovanju bolezni. V nalogi sem primerjala dve metodu PCR,
komercialno  dostopni kit MycAssay "  Aspergillus  (Myconostica;
Manchester, Velika Britanija) z »in-house« metodo. »In-house« metoda je
sicer cenejSa in bolj dostopna, ima enako obcutljivost in specifi¢nost kot
komercialno dostopni kit. Molekularne metode bi zaradi velikega deleza
lazno negativnih rezultatov Se zmeraj dopolnili z osamitvijo glive iz kulture.
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Fungi of the Aspergillus genus are opportunistic molds that cause a wide
range of diseases and conditions. In immunocompromised people can cause a
life-threatening infection called invasive aspergillosis. Most commonly
affects the lungs. For Aspergillus spp. demonstration, we use both classical
techniques, such as direct microscoping of clinical samples, culture and
demonstration of various cell components, as well as molecular techniques.
Real-time polymerase chain reaction allows the quantification of fungal load
in a clinical sample which gives us information on the burden or disease
progression. In the study I compared two molecular methods PCR,
commercially available kit MycAssay'™ Aspergillus (Myconostica;
Manchester, Great Britain) with the "in-house™ method. The "in-house"
method is cheaper and more affordable, and it has same sensitivity and
specificity as the commercially available kit. Although molecular methods
have high proportion of false negative results, those results can be
complemented with the isolation of the fungus from the culture.
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BAL bronhoalveolarni izpirek (angl. Bronchoalveolar lavage)

bp bazni pari

BLB angl. Bacterial lysis buffer

CFU angl. Colony forming units

CT mejna vrednosti (angl. Critical treshold)

DTT angl. Dithiothreitol
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PCR reakcija z verizno polimerazo (angl. Polimerase chain reaction)

PK pozitivna kontrola

rRNK ribosomska ribonukleinska kislina

TNF tumor nekrotizantni dejavnik (angl. Tumor necrosis factor)
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1 UVOD

Glive rodu Aspergillus so oportunisti¢éne plesni, ki povzrocajo Sirok spekter bolezni in
stanj. Najpogostejsi povzrocitelj je Aspergillus fumigatus, sledijo mu A. niger, A. flavus in
A. terreus. So ubikvitarne plesni, prav zaradi tega je tudi sama bolezen razSirjena povsod
po svetu; prisotne so v zemlji, na organskem materialu, spore pa najdemo v zraku in
vodnih virih. Vrste rodu Aspergillus se lo¢ijo po velikosti, obliki, teksturi in barvi
nespolnih spor ali konidijev, ki ob sporulaciji preidejo v aerosol in dosezejo pljucne
alveole. Omenjene glive hitro rastejo in imajo znacilno strukturo. V zadnjih desetletjih se
je pojavnost okuzb z glivami znatno povecala, za kar je kriva nara$cajoCa populacija
bolnikov s povecanim tveganjem za nastanek oportunisti¢nih okuzb. Temu pripomore tudi
neprimerno ter neracionalno zdravljenje bolezni. (Mitchell, 2007; Latgé, 1999; Rementeria

in sod., 2005; Warris in Verweij, 2005).

Ljudje z oslabelim imunskim sistemom so veliko bolj dovzetni za okuzbe z Aspergillus
spp., na katere so sicer zdravi ljudje odporni (Mitchell, 2007). Torej, plesen lahko
kolonizira tudi dihala zdravih ljudi, najveckrat pa so kolonizaciji in nastanku bolezni
izpostavljeni ljudje s predhodnimi pljucnimi boleznimi (Latgé, 1999). Pomembnejsi
dejavniki tveganja za nastanek invazivne aspergiloze so nevtropenija pri kriticno bolnih,
bolniki okuzeni s HIV (angl. Human immunodeficiency virus), ljudje po transplantaciji
organov, s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo in zdravljenje s kortikosteroidi
(Garnacho-Montero in sod., 2005). Vzrok je lahko v okvari migetalicnega epitelija in
aktivnosti alveolarnih makrofagov v dihalih ali okvarjeni funkciji nevtrofilnih
granulocitov, kar vse sluzi primarni obrambi pred vdorom tujkov v pljuca. Plesni lahko
kolonizirajo dihalno pot oziroma predhodno bolezensko nastale votline v pljucih, po
preboleli tuberkulozi ali sarkoidozi ali anatomskih votlinah v obliki aspergiloma
(Rementeria in sod., 2005). Incidenca pri transplantiranih bolnikih variira med 0,7 in 8,4
%, pri osebah z akutno levkemijo med 5 in 24 %, pri kroni¢ni granulomatoznii bolezni
med 25 in 40 %, pri bolnikih s HIV znaSa incidenca 12 % (Warris in Verweij, 2005). Pri
bolniku z aspergilomom je najboljSa reSitev odstranitev te strukture, nato pa zdravljenje z
itrakonazolom in amfotericinom B. Za zdravljenje invazivne aspergiloze se uporablja

amfotericin B in vorikonazol (Mitchell, 2007). Ugotovljeno je, da sta A. terreus in A.
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nidulans ze odporna proti amfotericinu B (Hope in sod., 2005). Alergijske oblike
aspergiloze se zdravijo ve¢inoma s kortikosteroidi. Bolniki, ki so izpostavljeni tveganju, da
zbolijo za invazivno aspergilozo, prejemajo profilakso z amfotericinom B, itrakonazolom
ali drugimi novejSimi antimikotiki (Mitchell, 2007). Terapijo pricnemo le na podlagi
potrjene diagnoze bolezni, na osnovi histoloSkih in mikrobioloSkih izvidov biopti¢nih
vzorcev pljuc, ter prisotnosti galaktomananskega antigena v krvi bolnika. S tem ne le da
zmanjSamo moznost razvoja odpornosti glive na terapijo, temve¢ tudi preprec¢imo
nepotreben vnos toksi¢nih antimikotikov (Kawazu in sod., 2003). Za dokazovanje
Aspergillus spp. se uporabljajo tako klasiéne metode; neposredne tehnike, kultura,
dokazovanje razlicnih komponent celic, kot tudi sodobne molekularne tehnike (Walsh in
sod., 2008). Diagnostika, ki temelji na dokazovanju aspergilusa s pomocjo kulture, ima
zelo nizko diagnosti¢no obcutljivost. Histopatoloske analize so invazivne, imajo nizko
obcutljivost, sami rezultati pa nam ne povedo tocno kateri rod ali vrsta je prisotna v
doloc¢enem kliniénem vzorcu. Test z galaktomananom je bil do nedavnega zelo pogost test
v dokazovanju invazivne aspergiloze, danes ga dopolnjujejo Se molekularne metode — test
verizne reakcije s polimerazo ali PCR (angl. Polimerase chain reaction), ki pa $e niso
standardizirane, pac¢ pa se uporabljajo v diagnostiki kot del raziskovalnega dela in razvoja

teh metod (Khot in Fredricks, 2009; Walsh in sod., 2008).

1.2 NAMEN DELA

Namen dela je primerjava dveh testov PCR v realnem ¢asu za zaznavanje DNK gliv rodu
Aspergillus iz klini¢nih vzorcev spodnjih dihal, ugotoviti primerljivost metod, njihovo

obcutljivost in specifi¢nost ter moznost uporabe v rutinski diagnostiki glivi¢nih okuzb.
1.3 HIPOTEZE

Pri primerjavi “in-house” testa PCR v realnem c¢asu in komercialno dostopnega kita
MycAssay' " Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) za detekcijo
Aspergillus spp. predvidevamo, da ne bomo dokazali razlik v zaznavanju gliv Aspergillus

spp. v vzorcih spodnjih dihal.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLASIFIKACIJA IN LASTNOSTI GLIV RODU Aspergillus

Rod Aspergillus je bil prvi¢ opisan leta 1729 (Mackenzie, 1988). Plesni imajo posebno
strukturo, ki je sestavljena iz konidiofore, ki se razSiri v vezikel ali meSicek, iz njega
izhajajo fialide, metule in konidiji. Vrste rodu Aspergillus se lo¢ijo po velikosti, obliki,
teksturi in barvi konidijev. Kolonije so hitrorastoce, bele, rumene, rumeno-rjave, tudi ¢rne
ali zelenkaste barve. So plesni, ki izlo¢ajo majhne konidije, kateri preidejo v aerosol in se
tako Sirijo po zraku (Mitchell, 2007). Konidiji izhajajo apikalno iz fialid. So enoceli¢ni,
imajo gladko ali ornamentirano celi¢no steno, lahko so prosojni ali pigmentirani, nanizani
so v suhe verizice in tvorijo kompaktno stebricasto ali pahljacasto, razvejano obliko nad

oziroma okoli vezikla (Slika 1).

konidiji

fialida
metula

vezikel

konidiofora

Slika 1: Z elektronskim mikroskopom slikani deli za nespolno razmnozevanje Aspergillus

fumigatus (Read in Jeffree, 1991).

Aspergillus fumigatus je najbolj patogena vrsta tega rodu in je v ve¢ kot 90 % povzrocitelj
invazivne aspergiloze. Po nacinu spolnega razmnozevanja ga uvrs¢amo Vv deblo
Ascomycota, red Eurotiales in druzino Trichocomaceae (Preglednica 1). Teleomorfi so

Eurotium, Emericella, Neosartorya idr. (Samson in Pitt, 2000). Micelij sestavljajo hialine
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hife, ki so regularno septirane in se dihotomno cepijo. 1z njih izhajajo konidiofore v obliki
nerazvejanega stebla z apikalno zadebelitvijo, ki jo imenujemo vezikula ali mesicek.
Fialide so steklenicaste oblike, lahko so namesc¢ene direktno na veziklu ali pa na vmesnih

podpornih celicah, ki jih imenujemo metule (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002).

Preglednica 1: Klasifikacija Aspergillus spp. (Samson in Pitt, 2000).

Domena Eukaryota
Kraljestvo Fungi

Deblo Ascomycota
Poddeblo Pezizomycotina
Razred Eurotiomycetes
Red Eurotiales
Druzina Trichocomaceae
Rod Aspergillus

2.2 EPIDEMIOLOGIJA IN DEJAVNIKI TVEGANJA ZA NASTANEK OKUZBE

Glive rodu Aspergillus so ubikvitarne plesni, prav zaradi tega je tudi sama bolezen
razSirjena povsod po svetu (Mitchell, 2007). Nekatere vrste so c¢loveski patogeni in
povzroc¢ajo razli¢na obolenja (Garnacho-Montero in sod., 2005). Najdemo jih na razli¢nih
substratih v tleh, na rastlinah in zivalih (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002). Med
najpogostejSimi povzrocitelji je Aspergillus fumigatus, sledita mu A. flavus in A. niger. Te
glive so odgovorne za nastanek Stevilnih bolezni, od saprofitne kolonizacije do hitro
razSirjajoce se invazivne bolezni. Invazivna aspergiloza je glavni vzrok obolevnosti in
smrtnosti pri skrajno imunsko oslabljenih ljudeh; bolnikih z granulocitopenijo, s

hematoloSkimi malignimi obolenji, po presaditvi organov in krvotvornih mati¢nih celic.
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Prav iz tega razloga so izbruhi pogosti v bolniSnicah na intenzivni negi (Garnacho-Montero

in sod., 2005).

Gernacho-Montero in sod. (2005) so izvedli nadzorno, opazovalno multicentri¢no Studijo.
Opredelili so glavne dejavnike tveganja za nastanek invazivne aspergiloze, ki so navedeni

v Preglednici 2.

Preglednica 2: Zabelezeni dejavniki tveganja za nastanek invazivne aspergiloze pred
sprejemom na oddelek za intenzivno nego (OIN) in po bivanju na OIN v bolnisnici

(Garnacho-Montero in sod., 2005).

Dejavniki tveganja pred sprejemom v | Dejavniki tveganja v ¢asu bivanja na

bolniSnico na OIN: OIN:

operacija pred sprejemom na OIN prisotnost in trajanje prisotnosti vstavljenega
katetra

sladkorna bolezen erenteralno in parenteralno hranjenje

kroni¢no obolenje jeter mehanska ventilacija

odpoved ledvic dializa

hematoloska maligna obolenja uporaba steroidov

maligna obolenja organov nevtropenija

okuzba s HIV kemoterapija

nevtropenija

imunosupresivnost

presaditev organov

terapije z obsevanjem

kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen

Raziskovalci so tako ugotovili, da so najpomembnejsi dejavniki tveganja za nastanek
invazivne aspergiloze nevtropenija pri kriticno bolnih, kroni¢na obstruktivna pljucna

bolezen in zdravljenje s kortikosteroidi (Garnacho-Montero in sod., 2005).
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2.3 PATOGENEZA IN VIRULENTNI DEJAVNIKI

Nekateri sevi Aspergillus spp. so patogeni zaradi izdelovanja toksi¢nih sekundarnih
metabolitov (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002). Znanih je ve¢ virulentnih dejavnikov, ki
omogocajo invazivnost. Gre za skupino molekul in genov, ki so vzrok za virulentnost
sevov rodu Aspergillus. Nekateri geni in molekule sodelujejo pri izmikanju imunskemu
sistemu bolnika, mednje sodi melanin-DHN. Prisotne imajo detoksifikacijske sisteme s
katalazo (Catlp in Cat2p) ter superoksid dismutazo (MnSOD). Pomembni virulentni
dejavniki so tudi toksini (fumigaklavin C, aurasperon C, gliotoksin, helvoli¢na kislina,
fumagilin, Asp-hemolizin in ribotoksin), alergeni, proteaze, peptidaze in fosfolipaze.
Koncentracija virulentnih dejavnikov po okuzbi naras¢a do tolikSne mere, da lahko
poskoduje celice in omogoci invazivno Sirjenje. Gliva ima sideroforje, s katerimi si
pomaga pridobiti zelezo, prav tako poskodovanim celicam odvzame Se fosfor in dusik.
Nekateri geni se aktivirajo Sele ob vstopu glive v telo, torej pri temperaturi 37 °C in Se

povecajo virulentnost aspergilusa (Rementeria in sod., 2005).

2.3.1. Sestava celi¢ne stene in njen vpliv na patogenezo okuzbe

Celicna stena A. fumigatus je zelo kompleksna struktura iz polisaharidov, kjer so prisotni
Stevilni antigeni. Nekatere komponente so neposredno povezane s kolonizacijo glive v
gostitelju, druge pa so odgovorne za poskodbo tkiva pri kolonizaciji (Rementeria in sod.,

2005).

Najobseznejsi delez celicne stene predstavlja polisaharid, in sicer B(1->3)-glukan, na
katerega se pripenjata tudi galaktomanan in hitin. Beta-(1->3)-glukan spodbudi aktivacijo
komplementa in proizvodnjo vnetnih mediatorjev, kot so levkotrieni in tumor
nekrotizirajo¢i dejavnik a (angl. Tumor necrosis factor, TNF). V telesu se zadrzuje dlje
Casa, saj ga fagociti zelo pocasi razgradijo, medtem ko je pri mananu hitrejSa razgradnja.
Beta-(1->3)-glukan lahko uporabimo tudi v diagnostiki pri ljudeh s sumom na glivi¢no
okuzbo. Sintezo omenjene molekule omogoca transmembranski proteinski kompleks

glukan sintaza (Rementeria in sod., 2005).

Galaktomanan je prisoten v hifah in konidijih. V slednjih naj bi se bil sposoben zamenjati s

sialicno kislino in imel zmoznost vezave na fibronektin ter laminin v gostitelju.
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Galaktomanan lahko zaznamo v supernatantu kulture, je molekula, ki se intenzivno sprosca
ob invazivnem S$irjenju glive v tkivo; zaznamo ga v serumu, urinu in likvorju. Pri bolnikih
z invazivno aspergilozo koncentracija galaktomanana variira. Pogosti diagnosti¢ni testi so
aglutinacijski testi ter tehnika ELISA (angl. Enzyme-linked immuno sorbent assay), ki je

obcutljivejsa od prvo navedene (Rementeria in sod., 2005).

Galaktomananski protein je sestavljen iz Stevilnih aminokislin in iz vezavnega dela, ki
omogoca pritrditev na membrano evkariontske celice. Obnasa se kot receptor za transport
ionov in drugih hranil. Clovek proizvaja protitelesa proti proteinu le v primeru, da je ta
okuzen s sevom A. fumigatus in je protein iz tega vidika uporaben v diagnostiki
aspergiloma in invazivne aspergiloze. Izzove tudi nastanek protiteles - imunoglobulinov
razreda A (IgA) na nosni sluznici, katera preprecijo prodiranje gliv v pljuca (Rementeria in

sod., 2005).

Manoprotein je prav tako sestavni del celine stene in imunogena substanca, ki v

¢loveskem telesu spodbudi proizvodnjo protiteles (Rementeria in sod., 2005).

V celi¢ni steni aspergilusa najdemo tudi hitin in hitinske sintaze (razreda od I do 1V), ki

vplivajo na koli¢ino hitina v miceliju in rast hife (Rementeria in sod., 2005).
2.3.2. Odpornost glive na imunski sistem gostitelja

Konidiji so infektivni deli aspergilusa. Zacetni korak okuzbe predstavlja vdihovanje
konidijev, ki pridejo do plju¢nih alveolov in se vezejo s proteini na bazalno lamino. Zdravi
ljudje imajo sposobnost popolnoma izlociti vdihane konidije, zaradi ¢esar je okuzba zelo
redka v populaciji. Vecina invazivnih okuzb je prisotna pri imunsko oslabljenih ljudeh.
PovrSina konidija naj bi bila v stalnem stiku z imunskim sistemom. Sledi germinacija,
nastanek hif, ki prodirajo v bronhialno steno, zilne stene in se Sirijo po telesu s krvjo ter se
razra$¢ajo tudi v drugih organih. Gostitelj ima aktivne mehanizme za odstranitev tujkov, in
sicer gibanje migetali¢nega epitelija odstrani ve€ino inhaliranih konidijev. Med obrambo
gostitelja sodijo tudi alveolarni makrofagi, ki so zelo ucinkoviti pri odstranjevanju
konidijev in preprecevanju njihove germinacije. Sodelujejo tudi fagociti in komplement

(Rementeria in sod., 2005).
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Negativno nabiti ogljikovi hidrati na povrSini konidija imajo sposobnost vezave s
fibronektinom in lamininom. Odkrili so tudi mutante, ki se veZejo na kolagen (Rementeria

in sod., 2005).

Pigmenti, kot je melanin so tudi pomembni dejavniki virulence, saj omogocajo odpornost
glive proti ultravijoli¢ni svetlobi, encimski lizi, oksidantom in ekstremnim temperaturam.
V hifi A. fumigatus je prisotna zeleno-siva barva, ki povecuje zmoznost prezivetja glive v
okolju. Pigment melanin-1,8 dihdroksinaftalen (DHN-melanin) je vezan na celi¢no steno
konidija in je po okuzbi v neposrednem stiku z imunskim odzivom gostitelja. Zasciti glivo
pred razlicnimi oksigenimi sistemi, ki jih uporabljajo alveolarni makrofagi in fagociti za
uni¢evanje tujkov. Sevi brez omenjenega pigmenta so veliko bolj dovzetni za vodikov
peroksid, natrijev hipoklorid, vsekakor pa so nagnjeni k temu, da jih makrofagi in fagociti
hitreje uni¢ijo. Ugotovili so tudi, da so konidiji A. fumigatus bolj patogeni, kot tisti pri A.
nidulans, ¢eprav imata glivi podobno zgradbo, vzrok ni znan. Vodikov peroksid in
superoksid naj bi bila tudi vklju¢ena pri unievanju spor aspergilusa (Rementeria in sod.,

2005).

Dandanes se precej raziskuje vpliv patogene glive na imunski odziv bolnika. Prisotnost
molekul, ki so dokaj specifi¢ne za Aspergillus spp., in njihov genski zapis lahko uporabimo

tudi v diagnosti¢ne namene, Se posebej pri PCR-ju (Rementeria in sod., 2005).
2.4 OKUZBE, KI JJH POVZROCAJO PLESNI Aspergillus spp.

Ljudje z oslabljenim imunskim sistemom so veliko bolj dovzetni za okuzbe z Aspergillus
spp., na katere so sicer zdravi ljudje ponavadi odporni (Mitchell, 2007). Torej, plesen lahko
kolonizira tako dihala zdravih ljudi, najveckrat pa so kolonizaciji izpostavljeni ljudje s
predhodnimi plju¢nimi boleznimi, kot je tuberkuloza, kroni¢na obstruktivna pljuc¢na
bolezen ipd. (Latgé, 1999). Tip in potek mikoze je odvisen od osnovnih predispozicijskih
lastnosti gostitelja, predvsem od imunskega stanja bolnika (Mitchell, 2007).
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2.4.1 Kolonizacija

Kolonizacijo z Aspergillus spp. definiramo pri bolnikih, ki imajo potrjeno izolacijo glive iz
spodnjih dihal, nimajo drugih dejavnikov tveganja, znacilne klini¢ne slike ter radioloskih

znakov plju¢nice (Mitchell, 2007; Sim¢i¢ in Matos 2010).
2.4.1 Preobcutljivostne alergijske reakcije

Pri nekaterih ljudeh se zaradi vnosa konidijev v telo razvijejo preobcutljivostne alergijske
reakcije proti antigenom le-teh. Clovek za¢ne proizvajati protitelesa IgE proti antigenom
konidijev, kar lahko privede do astme. Alergijska bronhopulmonarna aspergiloza je
preobcutljivostna bolezen plju¢, ki nastane najpogosteje pri atopikih, ki imajo znacilne
napade astme in periferne eozinofilije po vdihovanju spor Aspergillus spp. Poleg tega so
zanjo znacilni $e pljucni infiltrati, kozna preobculjivostna reakcija na antigene Aspergillus
spp. in dvig specificnih IgE ter IgG proti antigenom Aspergillus spp. (Matos, 2002).
Dolgotrajna izpostavljenost manjSim koli¢inam antigena vodi v nastanek pljucne fibroze,
proksimalnih resorbcijskih atelektaz ali bronhioloektazij. Ljudje, ki so masivno kroni¢no
izpostavljeni ve¢jemu Stevilu konidijev Aspergillus spp., lahko razvijejo ekstrinzi¢ni

alergi¢ni alveolitis (Mitchell, 2007).
2.4.2. Aspergilom

Pri bolnikih z drugimi plju¢nimi boleznimi, ki lahko zapuscajo spremenjeno anatomijo
plju¢ v obliki nastanka votlin in oslabljenega delovanja nespecifi¢ne obrambe, posebno
alveolarnih makrofagov, se v teh lahko razraste kolonija Aspergillus spp. v obliki
klopc¢astega micelija - aspergiloma, ki pecljato vras¢a v steno votline. Aspergilom je lahko
dolgo casa asimptomatski ali pa se kaze v obliki produktivnega kaslja, ki ga spremljajo
hemoptize in otezeno dihanje. Masivna hemoptiza je redek a resen zaplet. Aspergillus spp.

lahko tako kolonizira nosne sinuse, usesni kanal, roZenico in nohte (Mitchell, 2007).
2.4.3. Invazivna aspergiloza

Nevarna in zivljenje ogrozajo¢a bolezen je invazivna aspergiloza pri bolnikih z razlicnimi

rakavimi obolenji, pri nevtropeni¢nih ljudeh in pri osebah po alogeni presaditvi
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ey

nastanek invazivne aspergiloze (50-74 %) (De Pauw in sod., 2008; Latgé¢, 1999). V skupino
bolnikov s srednjim tveganjem za nastanek invazivne aspergiloze, ki znasa od 10 do 30 %,
sodijo bolniki po avtologni presaditvi krvotvornih mati¢nih celic, bolniki zdravljeni s
kortikosteroidi, okuzeni s HIV, bolniki z razli¢nimi rakavimi obolenji, osebe po presaditvi
¢vrstih organov, podhranjeni in diabetiki. Pri teh bolnikih je zelo tezko ovrednotiti pomen
osamitve iz nesterilnih mest. Bolniki s cisticno fibrozo in z boleznimi sistemsko vezivnih
tkiv sodijo v skupino z nizko stopnjo tveganja za nastanek omenjene bolezni (Perfect in
sod., 2001; Vandewoude in sod., 2006). Konidiji se tako po inhalaciji, pri skrajno imunsko
oslabljenih bolnikih preoblikujejo v hife in prodirajo v pljuca ter druga tkiva. Pojavijo se
simptomi kot so vroCina, kaSelj, oteZeno dihanje in izkaSljevanje krvi. Hife lahko
poskodujejo stene krvnih zil, kar vodi v nastanek tromboze, infarktov ali celo nekroze tkiv,
ki ga preskrbujejo poskodovane zile. Prav tako se lahko bolezen Siri iz plju¢ v
gastrointestinalni trakt, ledvice, jetra, moZgane in druge organe, kjer lahko nastanejo
abscesi ter nekroti¢ne lezije. Nujno je hitro in ucinkovito zdravljenje, sicer je prognoza
bolnikov z invazivno aspergilozo zelo slaba. Problem se pojavi pri bolnikih, ki nimajo tako
izrazite bolezni in klinicnim znakom ne dajo velikega pomena. Pri teh se lahko razvije
kroni¢na nekrozantna pljucna aspergiloza, ki je blazja oblika invazivne aspergiloze

(Mitchell, 2007).

Smrtnost zaradi invazivne aspergiloze je od 30 do 90 % pri nevtropeni¢nih ljudeh in je
odvisna od samega imunskega stanja bolnika, mesta okuzbe in nacina zdravljenja

(Francesconi in sod., 2006).
2.5 ZDRAVLIJENIJE IN PREVENTIVA

Aspergilom se zdravi v prvi vrsti s kirurS§ko odstranitvijo te strukture, ki jo lahko podprejo
Se z antimikotiki, itrakonazolom, amfotericinom B ali vorokonazolom. Medtem, ko se pri
bolnikih s klini¢nimi znaki invazivne plju¢ne aspergiloze in osamitvijo Aspergillus spp. iz
spodnjih dihal za zdravljenje uporabljata vorikonazol in amfotericin B. V primeru
kolonizacije z Aspergillus spp., ki jo smatramo pri bolnikih s potrjeno izolacijo glive iz
spodnjih dihal, ti ljudje nimajo drugih dejavnikov tveganja, znacilne klini¢ne slike in

radioloSkih znakov pljucnice, je uvedba zdravljenja odvisna od klini¢ne presoje lececega
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zdravnika (Mitchell, 2007; Simc¢i¢ in Matos 2010). Kot je ze znano, je amfotericin B zelo
toksi¢en, vendar Se zmeraj eden izmed najbolj uporabljenimi antimikotiki za tezko
potekajoce mikoze. Prav iz tega razloga je dobro, da pri¢nemo terapijo s tem zdravilom le
na podlagi potrjene diagnoze bolezni s pomocjo patoloskih in mikrobioloskih pregledov
vzorcev plju¢ (Kawazu in sod., 2003). Na trziS€u se Ze pojavljajo nove ucinkovine, kot so
triazoli, ki naj bi bili bolj u¢inkoviti pri zatiranju bolezni (Mitchell, 2007). Ugotovili so, da
sta A. terreus in A. nidulans Ze odporna proti amfotericinu B (Hope in sod., 2005). Zadnje
raziskave kaZejo, da je nazadnje opisana gliva A. lentulus ze odporna proti kar nekaj
antimikotikom, vkljucno z azoli (Khot in Fredricks, 2009). Alergijske oblike aspergiloze se
vecinoma zdravijo s kortikosteroidi (Mitchell, 2007).

Ljudje, ki ob prisotnosti glive rodu Aspergillus razvijejo alergijske reakcije in mocno
imunsko oslabeli, ki imajo visoko tveganje za nastanek invazivne aspergiloze, se morajo
izogibati stiku s konidiji glive. Zato tudi ljudi, ki se zdravijo s presaditvijo krvotvornih
maticnih celic in so imunsko zelo oslabljeni, naselijo v prostore s posebnim
prezracevalnim sistemom in posebnimi filtri. Prav tako se omeji Stevilo obiskov v
bolnisnici in imajo tudi posebno poostren higiensko sanitarni rezim v Casu regeneracije
kostnega mozga. Nekateri bolniki, ki so izpostavljeni visokemu tveganju, da zbolijo za
invazivno aspergilozo in pri katerih ne morejo zagotoviti zgoraj nastetih pogojev
bivanjskega okolja, prejemajo preventivno zdravljenje z nizkimi dozami amfotericina B,

itrakonazola ali katerega drugega od novejsih triazolov ali ehinokandinov (Mitchell, 2007).
2.6 MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA INVAZIVNE ASPERGILOZE

Evropska organizacija za raziskave in zdravljenje rakavih obolenj in Skupina za raziskave
mikoz Nacionalnega inStituta za alergologijo in infekcijske bolezni sta dolo¢ili merila za
razvrS€anje invazivnih glivi¢nih bolezni pri imunsko oslabljenih bolnikih z rakom in po
presaditvi krvotvornih mati¢nih celic v dokazano, verjetno in mozno invazivno glivicno

bolezen (De Pauw in sod., 2008).

Diagnoza je zelo tezavna; temelji na podlagi lastnosti gostitelja, klini¢nih in radioloskih
ugotovitvah ter mikoloskih kriterijih (Fréale in sod., 2009). Prvi znak, ki pri bolniku

nakazuje okuzbo, je osamitev glive iz spodnjih dihal in je prva pomoc pri diagnozi bolezni
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(Garnacho-Montero in sod., 2005; Vandewoude in sod., 2006; Latgé, 2001). Za u¢inkovito
dokazovanje zgodnje invazivne aspergiloze se je izkazala tudi racunalniska tomografija
(Kawazu in sod., 2003). Obcutljivost mikrobioloskih orodij za zgodnje dokazovanje IA je
trenutno Se zelo nizka. Dokaz hif pri pregledu odvzetih sterilnih vzorcev, kot je biopsija
pljuc, je nesporen dokaz, ki potrdi diagnozo glivicne okuzbe, nadalje pa lahko z osamitvijo
in identifikacijo opredelimo vrsto Aspergillus spp. ter temu primerno uvedemo zdravljenje
(Fréale in sod., 2009). Pri osebah, ki so kritiéno bolne, pogosto tezko uporabimo to
metodo, ker so bolni zelo prizadeti, ze delezni umetnega predihavanja ali imajo motnjo v
strjevanju krvi in dobivajo inotropne uc¢inkovine (Uffredi in sod., 2003). Pogosti vzorci za
dokazovanje gliv rodu Aspergillus so sputum in biopsija tkiva plju¢. Hemokulture so se
izkazale kot neuporabne, saj je rezultat redko utemeljeno pozitiven, saj je gliva prisotna v
okolju in se lahko v vzorcu, iz predhodno sterilnih mest, znajde kot onesnazenje iz okolice
(Mitchell, 2007). Serologija ni uporabna pri diagnozi aspergiloze, detekcija antigenov pa je

omejena na nevtropeni¢ne bolnike (Garnacho-Montero in sod., 2005).
2.6.1 Neposredne tehnike

Neposredne tehnike nam podajo prve informacije o prisotnosti glive in poteku bolezni.
Posluzujemo se neposrednega mikroskopskega pregleda klini¢nega vzorca. Pri tej metodi
ne moremo razlikovati med glivami razlicnih rodov zaradi podobnosti v morfoloski
strukturi. Pojavnost razvejanih hif v tkivu kaZze na invazivno rast glive v tkivo (Uffredi in
sod., 2003; Latgé, 1999). Napovedana vrednost pozitivnhega mikroskopskega razmaza je
odvisna od kvalitete dobljenega vzorca; kvalitetnejSe vzorce dobimo z invazivnimi
postopki, kot so igelne biopsije in vzorci odvzeti ob bronhoskopiji. SlabSe kvalitete sta
nedvomno aspirat traheje in sputum. Vzorce ponavadi zelo tezko odvzamemo ravno pri
bolnikih, ki imajo najvecje tveganje za nastanek invazivne aspergiloze. Klini¢ni vzorci s
sumom na glivicno okuzbo so rutinsko obdelani z neposrednimi tehnikami, ki se med seboj
razlikujejo glede na vrsto vzorca, stopnjo klini¢ne nujnosti in laboratorij (Sim¢i¢ in Matos,
2010). Vzorce lahko obdelamo z 10-20 % raztopino KOH, ki delno razgradi proteine v
dobljenem vzorcu in poskrbi, da se preparat oziroma hife lepSe prikazejo pod
mikroskopom. Raztopina KOH ne prizadene hif (Mitchell, 2007; Sim¢i¢ in Matos, 2010).

Preparate lahko fiksiramo in obarvamo z razlicnimi barvili za barvanje po Gramu,
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fluorescentnimi barvili, poznamo tudi barvanje citoloskih preparatov in tkivnih rezin

(Sim¢i€ in Matos, 2010).
2.6.2 Kulture

Gliva zelo dobro raste pri sobni temperaturi. Na vecini gojiS¢ zraste Ze v nekaj dneh. Rast
plesni, ¢loveku patogene in tako uspesno rastejo pri 37 °C. To je tudi lastnost po kateri
lahko glive Aspergillus spp. uspesno lo¢imo od ostalih (za ¢loveka) nepatogenih plesni.
Mikolosko gojisce prvotne izbire za identifikacijo je gojisce po Sabouraudu, kateremu so
dodani antibiotiki, ki zavirajo rast morebitno prisotnih bakterij v vzorcu (Mitchell, 2007).
Pogosto glivo identificiramo na podlagi morfologije kolonij in mikroskopskih znacilnosti.
Izgled kolonij je v€asih zelo neznacilen, saj je aspergilus dober posnemovalec drugih
plesnih, zato se lahko pri identifikaciji pojavi problem (Hope in sod., 2005; Mitchell,
2007). Poleg osamitve lahko uporabimo gojis¢a tudi za testiranje glive na obcutljivost za
antimikotike in tako pomagamo kliniku pri dokonéni izbiri u€inkovitega zdravila (Hope in
sod., 2005). Slabost osamitve je dolgotrajnost postopka, saj je nujna vsaj 48 urna
inkubacija vzorca, preden lahko dokon¢no identificiramo rod in vrsto. Prav tako pa se ¢as
inkubacije lahko podaljsa, ¢e gliva pocasi raste in slabo sporulira (Sim¢i¢ in Matos, 2010).
V teh primerih so za identifikacijo kulture plesni primernejSe molekularne metode (Hope

in sod., 2005).
2.6.3 Dokaz galaktomanana

Dokazovanje galaktomanana, ki je toplotno obcutljiv polisaharid in se spros¢a vecinoma iz
celicne stene hif med rastjo v tkivu, je pomembna preiskava v diagnostiki, ne samo za
Aspergillus spp., temve¢ tudi za nekatere druge glive kot so Penicillium, Alternaria,
Trychophyton, Wallemia in Cladosporium. Prav zato se lahko pojavi tezava z lazno
pozitivnimi rezultati. Pogosto jih povzro¢ajo glive Penicillium spp., saj v primerjavi z
drugimi glivami, Aspergillus in Penicillium sproscata najve¢ galaktomanana. Za dokaz
galaktomanana uporabimo vzorce kot so serum, kri, likvor in urin (Stynen in sod., 1992;
Swanink in sod., 1997). Pri testu se uporabljajo monoklonska protitelesa, ki prepoznajo

stranske verige (1-25)-B-D-galaktofuranoze molekule galaktomanana (Swanink in sod.,



Golobic S. Primerjava dveh molekularnih metod za dokazovanje Aspergillus spp. iz vzorcev spodnjih dihal. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2012

1997). Galaktomanan se ve¢inoma sprosc¢a iz hif, deloma pa tudi iz konidijev Aspergillus
spp. Njegovo doloc¢anje v bronhoalveolarnem izpirku (angl. Bronchoalveolar lavage, BAL)
je zato lahko bolj smiselno za dokazovanje plju¢ne invazivne aspergiloze, kot s kulturo in
dokazovanjem s PCR. Ce bi potrdili okuzbo s PCR ali osamili aspergilusa v kulturi iz
BAL, ne smemo zavre¢i zelo velike moznosti, da lahko rezultat pomeni prisotnost
konidijev v bolnikovem okolju ali pa kolonizacijo bolnikovih dihalnih poti. Iz tega razloga
dopolnimo dokon¢no diagnozo z racunalniSsko tomografijo visoke locljivosti. Podatki
raziskav nakazujejo, da je obcutljivost testa na galaktomanan od 85 do 100 % (Becker in
sod., 2003). Na lazno pozitivne rezultate vpliva tudi antibioti¢no zdravljenje. Terapiji s
piperacilin tazobaktamom, amoksicilinom in amoksicilinom v kombinaciji s klavulansko
kislino sledi onesnazenje z galaktomananom, saj so vsi produkt fermentacije Penicillium
spp. Pri otrocih je vecji delez lazno pozitivnih rezultatov zaradi kolonizacije prebavnega
trakta z Bifidobacterium (Aquino in sod., 2007; Wheat in Walsh, 2008). Vzrok za lazno
negativne rezultate je preventivna terapija z antimikotiki, ki delujejo proti Aspergillus spp.
in posledi¢no zmanjsSujejo obcutljivost testiranja v krvi (Marr in sod., 2005). Negativen
rezultat Se ne izkljucuje bolezni, prav tako pa tudi diagnoza ni gotova samo na podlagi
enega pozitivnega izvida. Ugotovili so, da se antigenemija med zdravljenjem zmanjsa, v
nasprotnem primeru je zelo verjetno, da temu sledi slab izid bolezni, oziroma, da je okuzba

neobvladana in bi bilo zazeleno spremeniti zdravljenje (Woods in sod., 2007).
2.6.4 (1->3)-6-D-glukan

Molekula (1->3)-8-D-glukan je polisaharid v celi¢ni steni nekaterih medicinsko
pomembnih gliv. Dokaz te molekule se uporablja kot podpora za diagnozo verjetne
invazivne glivicne bolezni, kot je aspergiloza (Odabasi in sod, 2004). Raziskovalci
navajajo, da ima test 100 % negativno napovedano vrednost in ve¢ kot 96 % specifi¢nost
pri vsaj dveh zaporednih pozitivnih testih. Podatki o sami diagnosti¢ni toc¢nosti testa v
primeru invazivne pljuéne aspergiloze znaSajo za obcutljivost od 55 do 100 % in za
specificnost testa od 52 do 100 % (Chamilos in Kontoyiannis, 2006). Obcutljivost testa na
(1->3)-B-D-glukan ni odvisna od vrste aspergilusa (Hachem in sod., 2009). Mozni so tudi
lazno pozitivni rezultati, in sicer so jih zasledili pri bolnikih s so¢asno po Gramu pozitivno

bakterijsko okuzbo, cirozo, celo po hemodializi s celuloznimi membranami, intravenoznem
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prejetju plazemskih proteinov, po velikih odmerkih antibiotikov, zaradi bombaZnih

povojev in tudi vro¢inske kapi (Chamilos in Kontoyiannis, 2006; Wheat in Walsh, 2008).

2.6.5 Molekularne tehnike

Molekularno metodo verizne reakcije s polimerazo je osnoval Kary Mullis s sodelavci leta
1984, in sicer v tistem ¢asu za zaznavanje infekcijskih dejavnikov, predvsem virusov. Ne
glede na uspeSnost PCR, se metoda sploSno Se ni prijela v detekciji patogenih gliv pri
okuzbah ¢loveka. Ze sama diagnoza okuzb &loveka s patogenimi glivami, tako ali drugade,
predstavlja velik izziv. Vemo, da imajo radioloske slike, klasi¢ne mikrobioloske preiskave
in histologija Stevilne pomanjkljivosti, bodisi specifi¢nost, obcutljivost ali pa trajanje
postopka. Pogosto uporabljeni testi za dokazovanje galaktomanana in glukana velikokrat
ne identificirajo vseh patogenih gliv, pojavi se tudi tezava s specifi¢nostjo testa. Tehnika
PCR ima svoje omejitve, in sicer lahko zazna le nekaj genov na posamezno reakcijo, s tem
ko se tar¢ni geni pomnozijo v multiple kopije se lahko identificira dotiCen organizem.
Zacetniki deoksiribonukleinske kisline (DNK) so lahko oblikovani tako, da je nasa tarca
identificirana do taksonomskega oziroma filogenetskega nivoja, to pomeni do rodu ali pa
celo vrste (Khot in Fredricks, 2009).

Diagnostika invazivne aspergiloze z molekularnimi tehnikami, kot je PCR, je Se v fazi
raziskovanja. Zaradi hitrosti metode in zmoznosti dolocCitve vrste Aspergillus spp. ter

njihovih genov, tehnika tezi k napredku v diagnostiki (Walsh in sod., 2008).

2.6.5.1. Verizna reakcija s polimerazo

V dostopni literaturi je zabelezeno kar nekaj postopkov za dokazovanje invazivne
aspergiloze s PCR, ki se med seboj razlikujejo po vrsti uporabljenega vzorca; lahko je to
kri, serum ali plazma, po koli¢ini samega vzorca, naCinu osamitve DNK, izbire tar¢nega
gena, zaznavanju produktov PCR in po uporabi kontrolnih vzorcev (Klingspor in sod.,
2009). Nekaj klini¢nih raziskav v diagnostiki invazivne aspergiloze kaze, da je test PCR s
pomnoZevanjem tarénega gena za alkalno proteinazo in mitohondrijsko DNK (mtDNK),
zaradi visoke specifi¢nosti in obcutljivosti obetavna metoda v molekularni diagnostiki gliv
(Raad in sod., 2002). Raziskave potrjujejo PCR s pomnozevanjem enega tar¢nega gena 18S
podenote ribosomske ribonukleinske kisline (rRNK) kot veliko boljSega za presajanje, saj

je pri slednjem velika negativna napovedna vrednost (Halliday in sod., 2005). Verjetno je
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pri validaciji PCR potrebno loc€iti tako med testom za potrditev ali izklju€itev invazivne
aspergiloze, kot tudi presajanje bolnikov z visokim tveganjem za nastanek bolezni in tistih,
ki so brez znakov (Raad in sod., 2002). Raziskovalci so prisli do sklepov, da za
izkljuCevanje verjetne in dokazane invazivne aspergiloze zadostuje en sam negativen
rezultat, za potrditev pa sta nujna dva zaporedno pozitivna rezultata omenjene molekularne
metode. Tako znaSa skupna obcutljivost 75 % in skupna specificnost 87 % (Mengoli in

sod., 2009).

Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu omogoci kvantifikacijo glivicne obremenitve
v klinicnem vzorcu, kar nam poda informacije o bremenu ali napredovanju bolezni. V
nedavnih raziskavah, v katerih diagnoza glivi¢nih infekcij temelji na PCR, prevladuje PCR
z reverzno transkriptazo. Poleg tega, lahko PCR v realnem casu zagotovi hitro odkrivanje
patogena in potrditev pri uporabi ciljno-taksonomskega testa s sondo, ali pri uporabi
metod, kot je PCR s Sirokim spektrom analize talilne krivulje pomnozenega produkta.
Mnogokratni testi omogocijo hkratno odkrivanje Stevilnih patogenov na razlicnih
taksonomskih ravneh. Poleg tega lahko razlike v zaporedju produkta omogocijo tocno
identifikacijo do taksonomskega nivoja vrste. Na razvoj testov PCR za odkrivanje gliv
vsekakor ni vplivalo pomanjkanje genomskih informacij — le-teh je v danaSnjih Casih
dovolj in so zelo dostopne. Predvsem nacrtovanje ustreznih poskusnih kontrol za PCR, je
zaviralo razlago zgodnjih testov. Poleg tega je bila glavna ovira za boljSo diagnosti¢no
ucinkovitost tudi izolacija DNK gliv iz klini¢nih vzorcev. Diagnostika glivnih okuzb s

pomocjo PCR je v zadnjih desetih letih bistveno napredovala (Khot in Fredricks, 2009).

2.6.5.1.1 Specifi¢nost in obcutljivost

Pri testu je koristno dolo€iti lazno pozitivne in lazno negativne rezultate, saj tako
posledi¢no dolo¢imo tudi specifi¢nost in obcutljivost posameznega testa. Nujno je
zagotoviti kvalitetno kontrolo pri meritvi produktov in optimizacijo metode, Se posebej
izbiro in koli¢ino klini¢nega vzorca za izolacijo DNK, samo metodo izolacije DNK in
model PCR analize. Definiran mora biti tudi tar¢ni gen, ki ga bomo pomnoZevali. V
zadnjih raziskavah so bile pogosto zabelezene visoke specificnosti testov pri testu PCR in
pri testu dokazovanja galaktomanana. Vrednost se je gibala med 80 in 100 % (Khot in

Fredricks, 2009).
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2.6.5.1.1.1 Lazno pozitivni rezultati

Lazno pozitivne rezultate delimo na dva dela: lazno pozitivni rezultati postopka in klini¢ni
lazno pozitivni rezultati. V postopku so lazno pozitivni rezultati posledica kontaminacij iz
okolja, morda predhodno pomnozen PCR produkt, navzkrizna reaktivnost zacetnikov in
sond z netar¢nimi zaporedji drugih gliv ali morda celo drugimi organizmi. Torej, lazno
pozitivnost postopka moramo nadzorovati s primernimi kontrolami. Lazna klinicna
pozitivnost je lahko posledica kolonizacije tkivnih povrsin, kjer so prisotne druge glive, ki
ne izzovejo klini¢nih znakov. Vsekakor ni kriva pomanjkljivost metode oziroma postopek,
saj je le-ta pravilno odkril nacrtovano stvar. V primeru, da imamo bolnika z visokim
tveganjem za razvoj invazivne aspergiloze, bi bila prisotnost Aspergillus spp. v BAL
kljuénega pomena, saj lahko dokaZe, ali gliva povzro¢a bolezen oziroma kaksne so

moznosti za razvoj bolezni v prihodnosti (Khot in Fredricks, 2009).

Zabelezeno je, da so lahko kontaminacije vzrok lazno pozitivnih rezultatov, saj so spore
gliv prisotne v okolju in zraku, zaradi Cesar obstaja velika moznost za kontaminacijo
reagentov, ki jih uporabljamo v PCR postopku, kar vpliva na vi§ji delez lazno pozitivnih
rezultatov. Tezko pa je zmanjSati pojavnost kontaminacij, Se posebej pri visoko obcutljivih
PCR metodah, ki zaznajo tako saprofite iz okolja kot CloveSke patogene glive, npr. A.

fumigatus.

Do kontaminacij lahko pride pri razli¢nih korakih v postopku testa:

- med vzoréenjem, rokovanjem ali shranjevanjem klini¢nih vzorcev,

- pri izolaciji DNK; tako eksogeno iz okolja, kot endogeno iz reagentov uporabljenih
pri izolaciji,

- med nastavitvami PCR postopka; eksogeno in endogeno,

- na katerikoli toc¢ki v postopku izvedbe testa, kot posledica prenosa okuzbe iz
predhodno pridobljenih produktov PCR v visoki koncentraciji,

- med izolacijo DNK in PCR lahko pride do navzkriZzne kontaminacije, Se posebej
med vzorCenjem vzorcev z izjemno visoko ravnijo matrice DNK in z nastankom

aerosola kontaminira bliznje reakcije (Khot in Fredricks, 2009).
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Pravtako je lahko navzkrizna reaktivnost zacetnikov in sond z netarénimi glivami in
¢lovesko DNK vzrok za lazno pozitivne rezultate. Vecina PCR testov je razvitih tako, da
so visoko specifi¢ni za tarcni gen, prav tako pa mora biti navzkrizna reaktivnost z drugimi
netarcnimi glivami ali ¢loveSko DNK natan¢no in pazljivo preucena. V Studijah so
natan¢no ocenili specifi¢nosti testov z drugimi netar¢nimi glivami, medtem, ko je vpliv
¢loveske DNK na funkcionalnost oligonukleotidnih zacetnikov in sond v PCR testih zelo
podcenjen. Cloveska DNK lahko na razli¢ne naéine vpliva na potek testa s PCR. Privede
lahko do tvorbe nespecificnih produktov ali pa do zaviranja obdelave tar¢ne glivne DNK.
Pri testih PCR, kjer skuSamo dolociti glivno DNK, je dobro, ¢e prepre¢imo navzkrizne
reakcije s ¢lovesko DNK in tako zmanjSamo delez lazno pozitivnih rezultatov. Idealna
diagnostika s testi PCR naj bi vkljucevala kontrolo pri izolaciji, ki bi kvantificirala
¢lovesko DNK za kontroliranje variabilnih spremenljivk, kot so dolo¢eni klini¢ni vzorci

(npr. BAL) ali stanje bolnika (Khot in Fredricks, 2009).
2.6.5.1.1.2 LaZno negativni rezultati

Tehnologija PCR ima visoko analiti¢cno obcutljivost, saj lahko zazna eno molekulo DNK.
Za napredek in ucinkovitost samega testa PCR morajo biti nove izboljSave narejene na
nivoju ravnanja z vzorcem, izolaciji DNK in dolocitvi ciljnih koncentracij pred zacetkom

dela s PCR (Khot in Fredricks, 2009).

Za lazno negativne rezultate raziskovalci navajajo izolacijo DNK, ki jo zavira predvsem
velik delez ¢loveske DNK v klinicnem vzorcu, saj je volumen, ki ga uporabimo v reakciji
zelo majhen, to pa posledi¢no omejuje zaznavanje glivne DNK s PCR. Ce sta v 1 ml krvi
prisotna genom ali dva glivicna organizma, je malo verjetno, da bi ju PCR zaznal, pa
vendarle je tudi tako nizka koncentracija glivne DNK pomembna diagnosti¢na informacija.
Vecina komercialno dostopnih kitov za izolacijo DNK uporabljenih v diagnostiki s PCR, je
oblikovanih za lizo celic sesalcev ali celic gliv iz Ciste kulture. Vemo, da je klini¢ni vzorec
obicajno kombinacija le nekaj celic gliv oziroma njihove DNK ujete v ve¢jem volumnu
tkiva ali telesnih tekoCin. Idealna izolacijska metoda bi imela visoke donose oziroma bi
zagotovila minimalne izgube DNK in sposobnost koncentriranja glivne DNK, ¢eprav bi
bilo v okolju prisotno ogromno ¢loveske DNK. Poleg tega bi jo odlikovalo minimalno

odstranjevanje inhibitorjev PCR in drugih reagentov, ki se veZejo na razli€ne
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kontaminante. Pri vecini izolacijskih protokolov je v navadi obdelava klini¢nega vzorca z
encimom (zimolaza ali litikaza), ki povzro¢i razpad glivne celicne stene. Ta korak mora
biti nedvomno optimiziran, saj so encimi razli¢no ucinkoviti. Pri delovanju na celi¢no
steno njihove lastnosti variirajo predvsem glede na koli¢ino glukana, ki je pri vsaki glivi
zastopan v druga¢nem delezu celicne stene. Za izolacijo DNK se uporabljajo tako
komercialno dostopni kiti kot tudi »in-house« metode. Zelo tezko je doloditi vpliv
specifi¢nega tipa izolacije DNK in tehnike PCR na koné¢ni rezultat diagnoze, saj nanj

vplivajo Se drugi moteci dejavniki (Khot in Fredricks, 2009).

Lazno negativni rezultati so lahko posledica inhibicije v testu PCR. Ce pride do zaviranja v
delovanju testa PCR, se to odraza v povecanem Stevilu lazno negativnih rezultatov. Idealni
nacin za nadzor inhibicij je interna kontrola, ki se uporablja pri izvedbi testa PCR.
Inhibitorji lahko mo¢no zmanjsajo koli¢ino zaznane glivne DNK v reakciji s PCR, so¢asno
pa povecajo koli¢ino ¢loveske DNK, ki je tako prisotna v visokih koncentracijah. Interna
kontrola mora biti oblikovana tako, da je dovolj obcutljiva, da lahko zazna ze majhno
stopnjo inhibicije v testu, le tako lahko vpliva na uspeSnost in mejo zaznavanja PCR

metode za dokazovanje gliv (Khot in Fredricks, 2009).

Nizja analiticna obcutljivost testa PCR lahko privede do lazno negativnih rezultatov.
Trenutni glivni testi PCR za detekcijo genov v Stevilnih kopijah, kot so rRNK operoni,
imajo sposobnost dose¢i visek detekcije, kar znasa od enega do pet kopij na PCR. Stevilo
kopij rRNK operonov neke patogene glive je priblizno znan, vendar so pred kratkim
dokazali, da je variabilnost v Stevilu 18S rRNK podenote A. fumigatus odvisna od seva. Iz
tega sledi, da se tudi meje zaznavnosti testa od seva do seva razlikujejo (Khot in Fredricks,

2009).
2.6.5.1.1.3. Pozitivna in negativna napovedana vrednost testa

Pozitivna in negativna napovedna vrednost sta pomembni meri pri izvajanju testa PCR in
odrazata verjetnost toCnosti testa. Meri sta odvisni tudi od prevalence, tj. od pogostosti
bolezni. Prevalenca je definirana kot Stevilo okuZzenih ljudi v populaciji s Stevilom vseh
ljudi v populaciji (v dolo¢enem trenutku). Pozitivna napovedana vrednost pove, kolikSen

delez bolnikov s pozitivnim rezultatom dejansko ima bolezen. Negativna napovedana
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vrednost pa pove, kolikSen delez bolnikov z negativnim rezultatom diagnosticnega testa,

dejansko nima bolezni (Khot in Fredricks, 2009).

Prav tako imajo vpliv na interpretacijo rezultatov testa PCR tudi drugi dejavniki.
Optimizacija metode mora temeljiti na podlagi izbire klinicnega vzorca in primerne
koli¢ine le-tega, da bomo imeli uporabne rezultate. Ce ve¢ina DNK prosto kroZi po vzorcu,
bi bila smiselna metoda prvotne izbire ultrafiltracija, saj bi DNK tako laZzje koncentrirali,
kot pri sami izolaciji. Zabelezeno je, da je v BAL prisotnih ve¢ organizmov kot v krvi.
Slednji vzorec je tudi lazje dobiti in z njim lahko dokaZzemo bolezen Se preden dodobra
izbruhne. Podatki v raziskavah nakazujejo na to, da ni razlike v pogostosti uporabe
posameznega klini¢nega vzorca za dokazovanje invazivne aspergiloze, obstaja le razlika v

optimizaciji testa PCR in v koli¢ini klini€nega vzorca za analizo (Khot in Fredricks, 2009).
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3 METODE IN MATERIALI
3.1 VZORCI

Klini¢ne vzorce, ki smo jih uporabili pri nalogi, smo zbirali na Institutu za mikrobiologijo
in imunologijo, v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij (LAB GLI), in sicer od
meseca marca 2010 do junija 2011. Gre za vzorce sputumov in aspiratov traheje, ki so bili
po rutinski obdelavi v laboratoriju do analize shranjeni v hladilniku pri 4 °C. Ti vzorci so
bili naklju¢no izbrani. Preden smo dobili vzorce v obdelavo, so pri 33 od 51 vzorcev
spodnjih dihal potrdili prisotnost glive Aspergillus spp. z rastjo na Sabouraudovem gojiscu
(SABA, bioM¢érieux Marcy-1'Etoile, Francija). Pri identifikaciji gliv so upoStevali
morfoloski izgled kolonij na Sabouraudovem gojis¢u (SABA, bioMérieux Marcy-1'Etoile,
Francija) in mikroskopske znacilnosti. Vzorce smo tako z rastjo na gojiscu, kot tiste brez v
nadaljevanju obdelali, izolirali DNK in dokazovali DNK Aspergillus spp. V vzorcih smo

tudi ugotovljali prisotnost ¢loveskih zaviralcev reakcije PCR v realnem casu.

Za dolocitev obcutljivosti PCR reakcije smo uporabili homogeno pripravljeno suspenzijo
kulture Aspergillus ATCC 14110 s koncentracijo 10° CFU/ml v vodi. Pripravili smo
red¢iteveno vrsto do 1 CFU/ml, vzorce obdelali, izolirali DNK ter po obeh postopkih
dokazovali DNK Aspergillus spp. RedcCitveno vrsto smo preverjali tudi z rastjo na
Sabouraudovem gojis¢u (SABA, bioMérieux Marcy-I'Etoile, Francija). Za obcutljivost
obeh PCR-jev glede na izolirano in red¢eno DNK, pa smo iz homogeno pripravljene
suspenzije kulture Aspergillus ATCC 14110 s koncentracijo 10® CFU/ml v vodi izolirali

DNK, jo redéili do koncentracije 10 in nato pomnozevali DNK.

Za potrditev pravilne izbire oligonukleotidnih zacetnikov pri »in-house« metodi smo
uporabili izolirano DNK razliénih mikroorganzmov; Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella, Propionibacterium in Bordetella parapertussis ter
izvedi PCR v realnem casu. Pravtako smo preverili specificnost oligonukleotidnih
za&etnikov tudi pri testu s kitom Aspergillus™ Myconostica (Myconostica; Manchester,

Velika Britanija).
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3.2 METODE

3.2.1 Izolacija celokupne nukleinske Kisline iz vzorcev spodnjih dihal
3.2.1.1 Predpriprava vzorca

Vzorce, ki smo jih dobili v analizo smo predhodno obdelali po prilagojenem postopku
Sanguinetti in sod. (2003):

1. v epico smo odpipetirali priblizno 1 ml vzorca (tj. aspirat traheje, sputum);

2. dodali smo 125 pl 0,75 % DTT (angl. Dithiothreitol; Roche diagnostics,
Indianapolis, ZDA) in vorteksirali;

3. vzorce smo nato inkubirali 30 minut pri 37 °C ter vmes veckrat premesali z
vorteksiranjem;

4. vsebino smo prenesli v tubice s kerami¢nimi kroglicami (beatbeats, Roche, Basel,
Svica) in stresali 2 minuti na MagNa Lyserju (Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemcija) pri maksimalni hitrosti;

5. wvsebino (brez kroglic) smo prenesli v novo tubico in centrifugirali 5 minut pri
14000 obratih/minuto;

6. supernatant smo odpipetirali, sedimentu pa dodali 180 pl BLB pufra (angl.
Bacterial lysis buffer; Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija) in 20 ul proteinaze
K (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija);

7. inkubirali 30 minut pri 65 °C;

8. inkubirali 10 minut pri 95 °C;

9. inkubirali 5 minut pri 4 °C.

3.2.1.2 Izvedba avtomatske izolacije nukleinske kisline

Sledila je izolacija glivne DNK s kitom MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit
1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija). Izolacija je potekala na aparatu MagNa Pure
Compact (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemcija) po protokolu DNA Bacteria, kjer je
bil izhodni volumen vzorca 400 pl, kon¢ni volumen izolirane DNK pa 100 pl (Slika 2).

Sistem omogoca socasno avtomatizirano osamitev DNK iz osmih vzorcev, ki vkljucuje:

+ lizo celic in beljakovin,
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+ vezavo DNK na magnetne delce,
+ odstranitev primesi in inhibitorjev,

+ clucijo vezane DNK pri visoki temperaturi.

s
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Vzorec Daodatek Dodatek VezavaDNK na  Spiranje T_obitg\' Vezane Spro _s_tite‘r DK
lizirajotega puffa  magnetnih delcev magnetne delce DNK in magnetnih (elucija)
in proteinaze K - deleev

Slika 2: Osamitev nukleinske kisline s tehnologijo magnetnih delcev (Kirchgesser in sod.,
2003).

Prisotna DNK v vzorcu se veZe na magnetne delce, ki so imobilizirani z biopolimeri,
poroznim steklom ali sintetiénimi polimeri. Magnet, ki se nahaja izven tubice, omogoci
nastanek magnetnega polja, proti kateremu se pomaknejo delci z vezano DNK. Tako pride

do loéitve od vzorca.

V aparaturo (Slika 3) smo vstavili kartuSe z reagenti (proteinaza K, lizirajo¢i pufer, spiralni
pufer, elucijski pufer in steklene kroglice z vezanimi magnetki), ki smo jih pred uporabo
dobro pretresli, zaradi enakomerne porazdelitve magnetnih delcev. Pred pri¢etkom testa
smo elucijskim epicam dodelili ustrezne protokolne Stevilke vzorcev in skenirali njihove

kode.

Izolirano DNK smo do nadaljnje analize shranili v hladilniku (4 °C) oziroma v

zamrzovalniku (- 20 °C).
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Slika 3: Aparatura MagNa Pure Compact za avtomatsko izolacijo glivne DNK
proizvajalca Roche (Roche, 2012).

3.2.2 PomnoZevanje nukleinske kisline gliv

Verizna reakcija s polimerazo temelji na pomnozevanju specificnih odsekov nukleinske
kisline, pri katerem je pomembna izbira oligonukleotidnih zacetnikov, ki ne smejo biti
predolgi (20-28 nukleotidov) in z vsebnostjo 40-60 % nukleotidov gvanina in citozina. Pri
posameznem oligonukleotidnem zacetniku ne smejo biti prisotne komplementarne regije in
prav tako ne na 3' koncu med izbranima paroma. Temperatura taliS¢a med njima se ne sme

razlikovati za vec¢ kot 5 °C (Mackay in sod., 2002).

3.2.2.1 Princip pomnozevanja nukleinske kisline s SmartCycler PCR

SmartCycler aparat (Slika 4) je sposoben pomnoZzevati zaporedje nukleinskih kislin v

realnem casu in se uporablja v diagnosticne namene, saj je avtomatiziran, ponovljiv in
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natancen sistem. V eni reakcijski tubici lahko uporabimo vec¢ oligonukleotidnih zacetnikov
in fluorescentno oznacenih sond (delovanje temelji na TagMan tehnologiji), zato lahko
izvajamo tudi multiplex PCR. V vsako reakcijsko mesto vstavimo SmartCycler tubico
volumna 25 pl. Tehnologija temelji na uporabi dveh oligonukleotidnih zacetnikov ter
fluorescentne sonde, ki se veze na njiju. Po uspes$ni vezavi na tarCo, polimeraza tekom
pomnozevanja razreze vezano sondo in s tem lo¢i vezano fluorescentno barvilo. Ta zasveti
in odda signal, katerega jakost naras¢a tekom reakcije. Prisotnost produktov je vidna v
povecani jakosti fluorescence, katere signal se pretvori v CT vrednost (Wortmann in sod.,
2007). Emisijski signal zazna opti¢ni sistem z diodami CED, silikonskim fotodetektorjem
in filtri z razli¢énimi spektri¢nimi barvili. Ima S§tiri opti¢ne kanale, s katerih vsakic¢ zbere
podatke (Jothikumar in sod., 2009). Test s komercialno dostopnim kitom MycAssay ™
Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) kot »in-house« test smo izvajali na

t.1. aparaturi SmartCycler (Cepheid, Sunnyvale, Kanada).

Slika 4: SmartCycler aparat z raCunalnikom, hladnim blokom in reakcijskim tubicami ter

centrifugo (Cepheid, 2012).
3.2.2.2 MycAssay ™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija)

MycAssay'™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) je komercialno

dostopen molekularni diagnosti¢ni kit, ki se uporablja za zaznavanje genomske DNK
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Aspergillus spp. iz vzorcev dihal. Pri tem se uporablja PCR tehnologija v realnem casu.
Mesanici reagentov dodamo vzorec. Test vkljucuje interno kontrolo, ki potrdi prisotnost
zaviralnih substanc (DNK cloveka, drugih bakterij in gliv) v preiskovanem vzorcu ter
posledi¢no potrdi funkcionalnost reagentov. Tarna DNK se zazna z molekularnimi
oznacevalci, ki so oligonukleotidne hibridizacijske sonde. Prisoten je tudi fluorofor, ki
fluorescira pri doloceni valovni dolZini in je kovalentno vezan na konec ene strani verige.
Sonde ne svetijo le v primeru, da so v raztopini nevezane na verigo. Ko se veze na taréno
mesto na verigi nukleinske kisline, spremeni obliko; locita se fluor in molekularni
oznacevalec, kar omogoc¢i nastanek fluorescence. Kolic¢ina fluorescence v danem krogu ali
pa po kon¢anem testu, je odvisna od koli¢ine specificnih pomnozenih produktov. Test PCR
v realnem ¢asu socasno zaznava koli¢ino fluorescence v reakcijski meSanici.

Postopki testa se izvajajo v locenih prostorih tako, da ne pride do kontaminacije z aerosoli,
kar je prednost testa PCR v realnem Casu. V Preglednici 3 so zabelezene Stiri tubice vsaka
z razlicnimi reagenti, ki jih v dolo¢eni koli¢ini (Preglednica 4) uporabimo pri PCR-ju.

Potek PCR reakcije je opisan v Preglednici 5.

Preglednica 3: Raztopine, ki se uporabljajo pri izvedbi testa s komercialno dostopnim

kitom MycAssay ™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Tubica 1 deoksiribonukleotidtrifosfat
MgCI2 66ul
raztopina DNK polimeraze

Tubica 2 oligonukleotidni zacetniki
molekularni oznacevalci 66 ul

interna kontrola
Tris-HCI pufer

Tubica 3 negativna kontrola 25 ul
voda

Tubica 4 pozitivna kontrola
Tris-HCI pufer 25 ul

V interni kontroli je rekombinantni DNK plazmid, ki vsebuje zaporedje, ki ni sorodno
tar¢nemu zaporedju Aspergillus spp.

V pozitivni kontroli je plazmid, ki ima taréno zaporedje Aspergillus spp.
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Preglednica 4: Razmerje volumnov reagentov in DNK v reakcijski meSanici za izvedbo

.y .. . v . ™
verizne reakcije s polimerazo v realnem casu s kitom MycAssay

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Reagenti Reakcija

Negativna kontrola | Vzorec bolnika | Pozitivna kontrola
Tubica 1 7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul
Tubica 2 7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul
Tubica 3 10 pl - -
Vzorec - 10 pl -
Tubica 4 - - 10 pl
Kon¢ni volumen
reakcijske
meSanice 25 ul 25 ul 25 ul

Preglednica 5: Temperaturni cikli pri pomnoZzevanju DNK z verizno reakcijo s polimerazo

x - ™
v realnem cCasu s kitom MycAssay

Britanija).

Denaturacija taréne DNK

Vezava zacetnih

oligonukleotidov
Sinteza nove verige DNK

Po izvedenem testu PCR s komercialno dostopnim kitom rezultate interpretiramo na

podlagi dobljenih CT posamezne kontrole in preiskovanega vzorca (Preglednica 6).

Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika

27

Aspergillus
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Preglednica 6: Interpretacija rezultatov na podlagi Stevila ciklov pomnozevanja DNK pri

vzorcu in interni kontroli.

Stevilo ciklov

Stevilo ciklov

Vzorec pri posameznem vzorcu | pri interni kontroli | Interpretacija Rezultati

Negativna

kontrola veljavni

(NK) > 37,0 ali nezaznano 27,7-31,9 sprejemljiva NK rezultati
ponoviti

NK > 37,0 ali nezaznano <27,7ali>31,9 napaka pri NK test
ponoviti

NK <37,0 27,7-31,9 kontaminacija test

Pozitivna

kontrola veljavni

(PK) 15,0 - 20,0 nezaznano sprejemljiva PK rezultati
ponoviti

PK < 15,0 ali > 20,0 nezaznano napaka pri PK test

Vzorec negativen vzorec za

bolnika > 33,5 27,7-31,9 Aspergillus spp negativen

Vzorec pozitiven vzorec za

bolnika <33,5 nezaznano Aspergillus spp. pozitiven

napaka IK v vzorcu,
Vzorec zaradi prisotnosti
bolnika 37,0 ali nezaznano <27,7 ali> 31,9 inhibitorjev testa neveljavno

3.2.2.3 »In-house« PCR

Uporabili smo nekoliko spremenjen protokol raziskovalne ekipe Sanguinetti in sod.

(2003); uporabili smo njihovo sondo in oligonukleotidne zacetnike, medtem ko smo

reakcijsko meSanico ter pogoje PCR reakcije sestavili sami.

Pri izvajanju metode smo uporabili oligonukleotidna zafetnika Asp-fwd: 5' - CCG ATT
ACG TCC CTG CCC TT in Asp-rev: 5' - TTG ACC AAC TTT CCG GCT CTG, ki

nalegata na zaporedje ohranjenih regij v velikosti 124 baznih parov (bp). Te regije se

nahajajo na genu 18S rRNK, ki so enake nekaterim Aspergillus spp. (A. fumigatus, A.

flavus, A. glaucus, A. niger in A. terreus). TagMan sonda hibridizira dele med zacetniki (5'
— TCG GCC CTT AAA TAG CCC GGT CCG C) in je oznacena na 5' koncu s 6-
karboksifluorescinom (FAM) in na 3' koncu s 6-karboksi-teremetil-rodamin (TAMRA).

Zacetniki in sonda so bili sintetizirani v podjetju Tibmol Biol (Berlin, Nemcija). V
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Preglednici 7 so prikazane raztopine, ki smo jih uporabili pri »in-house« metodi, njihova
zacetna in kon¢na koncentracija ter dodana koli¢ina k skupni reakcijski meSanici. Potek

PCR reakcije je opisan v Preglednici 8.

Preglednica 7: Sestava reakcijske meSanice pri »in-house« verizni reakciji s polimerazo v

realnem c¢asu.

Zacetna Kon¢na

Sestava reakcijske meSanice koncentracija | koncentracija | Koli¢ina
Oligonukleotidni zacetniki 20 uM 0,2 uM 0,75 ul
Platinum-qPCR Supermix-
UDG (Invitrogen; Carlsbad, USA) 12X X 12,54
Voda - - 6,75 ul
Vzorec - - 5 ul
Konc¢ni volumen reakcijske

- - - 25 ul
mesanice

Preglednica 8: Temperaturni cikli pri pomnoZevanju nuleinske kisline z verizno reakcijo s
polimerazo v realnem ¢asu pri »in-house« metodi.

Denaturacija taréne DNK

Vezava zacetnih

oligonukleotidov

Sinteza nove verige DNK

3.2.3 Dolocitev ¢loveskih zaviralcev PCR v realnem ¢asu v klini¢nih vzorcih

Vsak clovek je skupek razli¢nih okoljskih dejavnikov in genske zasnove, kar vpliva tako
na zgradbo sluzi kot celic, ki so prisotne v klinicnem vzorcu za nadaljnje raziskave.
Slednjo trditev smo zgolj informativno preverili z aparaturo LightCycler (Roche Molecular
Systems, Indianapolis, Ind), zaradi morebitnih zaviralcev reakcije PCR v realnem casu.

Dolocali smo gen za B-globin (Vrettou in sod., 2003).
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3.2.3.1 Dolocitev gena za B-globin z LightCycler (Roche Molecular Systems, Indianapolis,
Ind)

Sybr green v realnem c¢asu pomnozuje DNK v steklenih kapilarah, so¢asno pa meri
fluorescenco pomnozkov z uporabo prenosa fluorescentne energije. Sodelujeta dve lovki,
in sicer prva je oznacena na 3' koncu s CyS5, druga pa na 5' koncu z barvilom SYBR. Ob
vezavi lovke na pomnozeno DNK, Cy5 vzbudi aparat in energija, ki pri tem nastane se
prenese na SYBR barvilo. Merimo koli¢ino fluorescence pomnozene DNK (Ellepola in
Morrison, 2005). Lovka fluorescira le v primeru vezave na pomnozeno DNK. Fluorescenca
se povecuje z vsakim krogom reakcije, kar lahko spremljamo preko racunalnika (White in
sod., 2003).

V aparaturi je potekal test za zaznavanje B-globina. Pri zaznavanju B-globina imamo
pozitivno kontrolo, katere krivulja se dvigne na grafu pri doloceni talilni temperaturi, ko se
genski zapis za B-globin pomnozi. Ce se &loveski B-globin v vzorcu med testom pomnozi,
je krivulja le-tega vzorca skladna s krivuljo pozitivne kontrole. V kolikor so prisotni
zaviralci, slednji onemogocijo pomnoZzevanje B-globina, cesar posledica se kaze v
odmaknjenosti krivulje vzorca od krivulje pozitivne kontrole (levo ali desno).
Oligonukleotidna zacetnika KM29 (5'-GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG-3") in RS42
(5'-GCTCACTCAGTGTGGCAAAG-3") omogocata pomnozevanje gena za humani B-
globin v velikosti 536 bp. Molekularni test PCR v realnem casu smo izvedli na
racunalnisko vodenem sistemu LightCycler Instrument tip 1.5 (Roche Molecular Systems,
Indianapolis, Ind). Uporabili smo meSanico kemikalij iz kompleta LightCycler — FastStart
DNA Master SYBER Green I (Roche Diagnostics, Mannheim, Nem¢ija). V Preglednici 9
so prikazane raztopine, ki smo jih uporabili pri pomnoZevanju gena za B-globin, njihova
zacetna koncentracija in dodana koli¢ina k skupni reakcijski mesanici. Potek PCR reakcije

je opisan v Preglednici 10.
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Preglednica 9: Sestava reakcijske meSanice pri pomnozevanju gena za B-globin z verizno
reakcijo s polimerazo v realnem casu v LightCycler sistemu (Roche Molecular Systems,

Indianapolis, Ind).

Sestava reakcijske meSanice | Zacetna koncentracija Kolic¢ina
LightCycler — FastStart DNA
Master SYBER Green I (Roche - 2 pl
Diagnostics, Mannheim, Nemcija)
MgCl, 25 mM 2,4 ul
Oligonukleotidni zaCetnik

50 uM 0,1 ul
RS42
Oligonukleotidni zacetnik

50 uM 0,1 pul
KM29
Voda - 10,4 ul
Vzorec - Sul
Kon¢ni volumen reakcijske

- 20 ul

meSanice

Preglednica 10: Temperaturni cikli pri pomnoZevanju gena za B-globin z verizno reakcijo
s polimerazo v realnem casu v LightCycler sistemu (Roche Molecular Systems,

Indianapolis, Ind).

Denaturacija taréne DNK

Vezava zacetnih
45

oligonukleotidov

Sinteza nove verige DNK 10 72

Beta-globin pozitivne vzorce smo dolo¢ili na podlagi vrednosti Tm pozitivne kontrole 88-

89 °C. Vsi vzorci, katerih Tm je odstopal od Tm pozitivne kontrole, so imeli prisotne
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zaviralce reakcije PCR v realnem casu, saj je iz grafa razvidno, da se gen za B-globin ni

pomnozil.
3.3 STATISTICNA ANALIZA

3.3.1 Ob¢utljivost

Obcutljivost posameznega diagnostiCnega testa izra¢unamo tako, da delimo $tevilo

pozitivnih rezultatov z vsoto pozitivnih in lazno negativnih rezultatov (Gordis, 2004).
3.3.2 Specifi¢nost

Specificnost je sposobnost testa, da pravilno identificira tiste osebe, ki nimajo bolezni in je
izrazena s Stevilom negativnih rezultatov deljenih z vsoto negativnih in lazno pozitivnih

rezultatov (Gordis, 2004).

3.3.3 Pozitivna napovedana vrednost

Pozitivna napovedana vrednost testa pove kolikSen delez bolnikov s pozitivnim rezultatom
ima bolezen. Definirana je kot Stevilo pozitivnih rezultatov deljeno z vsoto pozitivnih in

lazno pozitivnih (Gordis, 2004).
3.3.4 Negativna napovedana vrednost

Negativna napovedana vrednost testa pove kolikSna je verjetnost, e je test negativen, da
bolnik nima bolezni. Definirana je kot Stevilo negativnih deljeno z vsoto in lazno

negativnimi rezultati (Gordis, 2004).
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4 REZULTATI

Glede na namen dela, ki je bil primerjava dveh metod pomnozevanja DNK Aspergillus
spp., smo predhodno dolocili obcutljivost PCR v realnem casu na razli¢ne nacine tako z
»in-house« metodo kot z MycAssay' ™~ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika

Britanija).

4.1 DOLOCANJE ANALITICNE OBCUTLJIVOSTI DVEH PCR REAKCI] Z
Aspergillus ATCC 14110 V PRIMERJAVI S KULTURO

Pripravili smo homogeno suspenzijo kulture Aspergillus ATCC 14110 s koncentracijo 10°
CFU/ml in naredili red¢itveno vrsto z vodo s koncentracijami 10°, 104, 10° , 102, 101, 5,2'5,
10° CFU/ml. Ustreznost red¢itvene vrste smo preverili z nacepitvijo na Sabouraudovo
gojisce (SABA, bioMérieux Marcy-1'Etoile, Francija) 100 pl posamezne redcitve in Stetjem
zrastlih kolonij (Preglednica 11). Dolocanje ob¢utljivosti PCR reakcije Aspergillus ATCC
14110 smo izvedli z izolacijo DNK iz redCitvene vrste kulture z vodo po zgoraj
omenjenem protokolu. Pomnozevali smo DNK s komercialno dostopnim kitom
MycAssay'™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) in z »in-house«
metodo. V Preglednici 12 so dobljeni rezultati PCR v realnem Casu pri »in-house« testu, ki
so tudi graficno prikazani na Sliki 5, ki prikazuje CT DNK izolirane iz pripravljene
redéitvene vrste od 10° do 10° CFU/ml. Vsaka posamezna krivulja predstavlja pomnozeno

DNK Aspergillus ATCC 14110 izolirano iz koncentracije od 10° do 10* CFU/ml.
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Preglednica 11: Stevilo zrastlih kolonij red¢itvene vrste z vodo Aspergillus ATCC 14110

na Sabouraudovem gojisc¢u (SABA, bioMérieux Marcy-I'Etoile, Francija).

Redcitev Stevilo zrastlih kolonij
106 nestevno

105 nestevno

104 896

103 94

102 11

101 1

<10t 0

Preglednica 12: Mejna vrednost (CT) pri pomnoZevanju DNK izolirane iz razli¢nih

koncentracij aspergilusa v treh ponovitvah pri »in-house« testu.

10° 10° 10 10° 10°
CT povprecje CT povprecje CT povprecje CT | povprecje CT | povprecje

—_—

22,5 24,7 29,8 1]32,2 37,1

—
—_—

N | =

219 22,01 2| 245 246 [2] 293| 300 [2(33,1] 326 |2]37.8] 375

3] 218 31 247 31 309 31326 3] -

%
pozitivnih | 100 % 100 % 100 % 100 % 67 %
rezultatov |  (3/3) (373) (373) (3/3) (2/3)

400+

()
=2
=

[
=2
=

Fluorescence

100 1

£
0 —

Lkontrola

Slika 5: Grafi¢ni prikaz rezultatov PCR v realnem ¢asu pri »in-house« testu.

Pri red¢itvah od 10" do 10° so bili vsi rezultati negativni.
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Glede na red¢itev vzorca je bila PCR reakcija pozitivna v poznejSem ¢asu. Mejna vrednost
se je zvisevala (Preglednica 12) sorazmerno s S$tevilom kolonij Aspergillus na

Sabouraoudovem gojiscu (SABA, bioM¢érieux Marcy-I'Etoile, Francija) (Preglednica 11).

V Preglednici 13 so dobljeni rezultati PCR v realnem &asu pri testu s kitom MycAssay'
Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija), ki so tudi grafi¢no prikazani na
Sliki 6, ki prikazuje CT DNK izolirane iz redCitvene vrste suspenzije aspergilusa
koncentracij od 10° do 10° CFU/ml. Vsaka posamezna krivulja predstavlja pomnozeno

DNK Aspergillus ATCC 14110 izolirano iz koncentracije od 10° do 10* CFU/ml.

Preglednica 13: Mejna vrednost (CT) pri pomnozevanju DNK izolirane iz razli¢nih
koncentracij aspergilusa v treh ponovitvah s kitom MycAssay' ™ Aspergillus

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

10° 10° 10 10° 10°

CT povprecje CT |povprecje CT |povprecje CT |povprecje CT |povprecje
1 20,9 1| 24,7 1274 1] 30,7 1] 34,0
2|1 21,1 21,0 |2]24,7| 248 |2]|273 27,5 21 30,8 309 |2]33,7] 336
3 21,0 31249 31278 31313 31 33,1

%
pozitivnih | 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
rezultatov (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3)

g

Fluarescence
—
=
=
S,
. -
y B
I
T

ST 20
kontrola  Cveles

Slika 6: Grafi¢ni prikaz rezultatov PCR v realnem Gasu pri testu s kitom MycAssay' ™

Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Pri red¢itvah od 10" do 10° so bili vsi rezultati negativni.
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Glede na red¢itev vzorca je bila PCR reakcija pozitivna v poznejSem ¢asu. Mejna vrednost
se je zvisevala (Preglednica 13) sorazmerno s Stevilom kolonij Aspergillus na

Sabouraudovem gojis¢u (SABA, bioMérieux Marcy-1'Etoile, Francija) (Preglednica 11).

Pri rezultatih dobljenih s PCR v realnem casu, tako z »in-house« metodo kot s kitom
MycAssay' ™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija), nismo nasli
statisticno znacilnih razlik. Rezultati obeh molekularnih testov pravtako sovpadajo s
Stevilom zrastlih kolonij na Sabouraudovem gojisc¢u (SABA, bioMérieux Marcy-I'Etoile,

Francija).

4.2 DOLOCANJE ANALITICNE OBCUTLJIVOSTI DVEH PCR GLEDE NA
REDCENO IZOLIRANO DNK

Drugi nacin dolocanja ov¢utljivosti PCR smo izvedli na izolirani DNK Aspergillus ATCC
14110. Pripravili smo homogeno suspenzijo kulture Aspergillus ATCC 14110 s
koncentracijo 10° CFU/ml. Izolirali smo DNK po zgoraj omenjenem protokolu in iz te
DNK pripravili red&itveno vrsto z vodo 10, 107,107, 10,107, 10,10, 10%” in 107"
Vzorce smo pomnoZevali z »in-house« metodo in s kitom MycAssay' ™ Aspergillus

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

V Preglednici 14 so dobljeni rezultati PCR v realnem c¢asu pri »in-house« testu, ki so tudi
grafi¢no prikazani na Sliki 7. Na Sliki 7 posamezna krivulja predstavlja pomnozeno DNK,
razli¢nih izhodi§énih koncentracij od 10" do 107, Pri redgitvah od 10 do 107 so bili vsi

rezultati negativni.

Preglednica 14: Mejne vrednosti (CT) pri pomnoZevanju red¢ene DNK izolirane iz

koncentracije aspergilusa 10° CFU/ml v treh ponovitvah pri »in-house« testu.

10 10 10 10 107

CT povprecje CT | povprecje CT | povprecje CT | povprecje CT | povprecje
1 19,5 1]23,1 1]27,8 1]30,3 1] 34,9
2 19,4 19,5 2] 23,6 23,3 20275 27,5 [2]30,7] 305 |2]- 34,9
3 19,6 31232 31272 3] - 3] -

%

pozitivnih | 100 % 100 % 100 % 67 % 33%
rezultatov (3/3) (3/3) (3/3) (2/3) (1/3)
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Slika 7: Grafi¢ni prikaz rezultatov PCR v realnem ¢asu pri »in-house« testu.

Tako Preglednica 14 kot Slika 7 kazeta, da se z red¢enjem vzorca izolirane DNK povecuje

CT. PCR reakcija je pozitivna v poznejsem ¢asu pri »in-house« testu.

V Preglednici 15 so dobljeni rezultati PCR v realnem &asu pri testu s kitom MycAssay'
Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija), ki so tudi graficno prikazani na
Sliki 8. Na Sliki 8 posamezna krivulja predstavlja pomnoZeno DNK, razli¢nih izhodi§¢nih

koncentracij od 10™" do 107, Pri red¢itvah od 10°do 107 so bili vsi rezultati negativni.

Preglednica 15: Mejne vrednosti (CT) pri pomnoZevanju redéene DNK izolirane iz
koncentracije aspergilusa 10° CFU/ml v treh ponovitvah s kitom MycAssay ™ Aspergillus

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

10" 10 10° 10 107
CT [povprecje CT | povprecje CT | povprecje CT | povprecje CT | povprecje
1] 204 1{24,7 1{27,3 1{31,1 1]34,4
2] 209] 20,6 2{24,6] 248 2272 274 2(31,2] 313 21344 344
31 20,6 3 25 3[27,6 31317 31354
%
pozitivnih | 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
rezultatov | (3/3) (373) (3/3) (3/3) (373)
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Slika 8: Grafi¢ni prikaz PCR v realnem Gasu pri testu s kitom MycAssay ™ Aspergillus

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Tako Preglednica 15 kot Slika 8 kazeta, da se z red¢enjem vzorca izolirane DNK povecuje
CT. PCR reakcija je pozitivna v poznejem Gasu pri MycAssay ™ Aspergillus

(Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Pri red¢enju izolirane DNK z vodo in pri primerjavi obeh molekularnih testih ni statisticno

znacilnih razlik.

4.3 DOLOCANIJE SPECIFICNOSTI PCR

Uporabili smo 51 vzorcev spodnjih dihal. Specificnost PCR smo dolo¢ili s sovpadanjem
pozitivnih kultur in obeh molekularnih metod pri vzorcih spodnjih dihal. Od vseh je bilo
33 pozitivnih s kulturo, 8 z »in-house« testom in 15 z MycAssay " Aspergillus
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija), kar je prikazano v preglednici 16 in s Sliko
9.

Preglednica 16: Rezultati kultivacije in molekularnih testov na vzorcih spodnjih dihal.

MycAssay' " Aspergillus PCR
»In-house« (Myconostica; Manchester, Velika
Vzorec | Kultivacija PCR Britanija)

Pozitivni |65 % (33/51) |16 % (8/51) [29% (15/51)
Negativni | 35 % (18/51) |84 % (43/51) |71 % (36/51)
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/ B Kultivacija
40
[ 33
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3 3 B MycAssayTM Aspergillus
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5 - Manchester, Velika
0 Britanija)

Slika 9: Stevilo pozitivnih rezultatov pri posamezni metodi od skupno 51 vzorcev spodnjih

dihal.

Iz Slike 9 je vidno, da sta obe molekularni metodi slabsi od kultivacije.

Preglednici 17 in 18 prikazujeta rezultate posamezne PCR reakcije v primerjavi s kulturo

pri vzorcih spodnjih dihal.

Preglednica 17: Rezultati testiranja vzorcev spodnjih dihal z verizno reakcijo s polimerazo

v realnem ¢asu (PCR) pri »in-house« testu v primerjavi s kulturo.

Kultura
I1zidi »in-house« PCR | Pozitivna | Negativna Vsota
Pozitivni 8 0 8
Negativni 25 18 43
Vsota 33 18 51

Preglednica 18: Rezultati testiranja vzorcev spodnjih dihal z verizno reakcijo s polimerazo

v realnem Gasu (PCR) s kitom MycAssay ™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika

Britanija) v primerjavi s kulturo.

Kultura
Izidi MycAssay ' Aspergillus PCR
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija)
Pozitivna Negativna Vsota
Pozitivni 15 0 15
Negativni 18 18 36
Vsota 33 18 51
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4.4 DOLOCANIJE ANALITICNE SPECIFICNOSTI PCR

Specificnost PCR smo potrdili tako, da smo dolocili specifi¢nost oligonukleotidnih
zacetnikov z DNK razli¢nih mikroorganizmov (Preglednica 19). Rezultati so pokazali, da

so izbrani oligonukleotidni zacetniki specifi¢ni za Aspergillus spp.

Preglednica 19: Prikaz pri dveh veriznih reakcijah s polimerazo v realnem ¢asu (PCR),

kot opredelitev specificnosti oligonukleotidnih zadetnikov, izvedeni na kulturi razlicnih

mikroorganizmov.
Referencni sev »In-house« MycAssay " Aspergillus
PCR PCR

(Myconostica; Manchester,
Velika Britanija).

Candida albicans ATCC 90028 negativno negativno

Staphylococcus aureus ATCC 43300 negativno negativno

Escherichia coli NCTC 3476 negativno negativno

Klebsiella ATCC BAA 1705 negativno negativno

Propionibacterium NEQAS 9331 negativno negativno

Bordetella parapertussis NEQAS 1861 negativno negativno

Iz vseh zgoraj dobljenih rezultatov smo izracunali klini¢no obcutljivost in specificnost

obeh molekularnih testov (Preglednica 20 in 21).
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Preglednica 20: Stevilo pozitivnih in negativnih ter lazno pozitivnih in negativnih
rezultatov pri "in-house™ testu verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (PCR) glede

na kultivacijo 51 vzorcev spodnjih dihal.

Izid testa (Stevilo
»In-house« PCR

rezultatov)
Resni¢no pozitivni 8
Lazno pozitivni 0
Resni¢no negativni 18
Lazno negativni 25
OBCUTLJIVOST 31 %
SPECIFICNOST 100 %

g

Obcutljivost »in-house« testa “B 18 *100%= 30,8 %

8
Specifi¢nost »in-house« testa 8 -+ 0 * 100 % = 100 %

8
Pozitivna napovedana vrednost »in-house« testa ~ & 4 & * 100% = 100 %

18
Negativna napovedana vrednost »in-house« testa ~ 18 + 25 * 100 % = 41,9 %
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Preglednica 21: Stevilo pozitivnih in negativnih ter lazno pozitivnih in negativnih
rezultatov verizne reakcije s polimerazo v realnem &asu (PCR) s kitom MycAssay

Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) pri 51 vzorcih spodnjih dihal.

1zid testa
MycAssayTM Aspergillus | = |
(Stevilo
PCR
rezultatov)
(Myconostica; Manchester,
Velika Britanija)
Resnic¢no pozitivni 15
LaZno pozitivni 0
Resni¢no negativni 18
Lazno negativni 18
OBCUTLJIVOST 36 %
SPECIFICNOST 100 %

Obcutljivost MycAssay' ™ Aspergillus testa (Myconostica; Manchester, Velika Britanija)

15
15+ 18 * 100 % =363 %

Specifi¢nost MycAssay ™ Aspergillus testa (Myconostica; Manchester, Velika Britanija)

_ 18
“I6+0 * 100 % =100 %

Pozitivna napovedana vrednost MycAssay ™ Aspergillus testa (Myconostica; Manchester,
_1x
Velika Britanija) = 15 +@ * 100 % = 100 %

Negativna napovedana vrednost MycAssay ' Aspergillus testa (Myconostica; Manchester,

18
Velika Britanija) - 18 +18 * 100 % = 50 %

V Preglednici 22 je prikazana primerjava obeh molekularnih testov iz katere lahko
razberemo, da ni bistvenih razlik med »in-house« metodo in testom s kitom MycAssay'

Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija).
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Preglednica 22: Primerjava rezultatov verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu (PCR)

z "in-house" metodo in s kitom MycAssay' " Aspergillus (Myconostica; Manchester,

Velika Britanija).

PCR Obcdutljivost | Specifi¢nost | Pozitivna Negativna
napovedana | napovedana
vrednost vrednost

»In-house« 31% 100 % 100 % 42 %
MycAssay'

Aspergillus . . . .
(Myconostica: 36 % 100 % 100 % 50 %
Manchester,

Velika Britanija)

4.5 DOLOCANIJE INHIBICIJE

Vse vzorce spodnjih dihal smo po izolaciji DNK analizirali e z aparaturo LightCycler
(Roche Molecular Systems, Indianapolis, Ind). Doloc¢ali smo gen za B-globin. Glede na
visoko Stevilo negativnih rezultatov obeh preiskovanih molekularnih testov, smo potrdili
sum na prisotnost ¢loveskih zaviralcev reakcije PCR v realnem casu, kar je vidno na Sliki
10. Vse krivulje, ki se nahajajo levo ali desno od pozitivne kontrole, nakazujejo pristonost
zaviralcev v klini¢énem vzorcu. Te vzorce (na Sliki 10 je razvidno, da jih je pet) smo prvic
red¢ili v razmerju z vodo 3:2, drugi¢ pa zamrznili in ponovili molekularni test z »in-house«
metodo ter s kitom MycAssay ™ Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija).

Rezultati so bili tokrat pozitivni pri obeh.
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Slika 10: Grafi¢ni prikaz rezultatov vzorcev dobljenih pri testu pomnozevanja gena za B3-

globin z apraturo LightCycler (Roche Molecular Systems, Indianapolis, Ind).

V Preglednici 23 vidimo

povezavo med Stevilom pozitivnih rezultatov posmeznega

molekularnega testa in $tevilom CFU Aspergillus spp. na Sabouraudovem gojis¢u (SABA,

bioM¢érieux Marcy-1'Etoile, Francija) posameznega klini¢nega vzorca.

Tabela kaze, da je pozitivnost PCR reakcije sorazmerna Stevilu kolonij Aspergillus spp.

Preglednica 23: Primerjava pozitivnih rezultatov verizne reakcije s polimerazo v realnem

casu (PCR) v povezavi s Stevilom CFU na kulturi Sabouraudovega gojis¢a (SABA,

bioMérieux Marcy-1'Etoile, Francija) pri vzorcih.

Stevilo CFU

5 4 3 2 1
Stevilo kultur 11 6 0 1
MycAssay'
Aspergillus Myconostica; | 45% (5/11) | 33% (2/6) (0/0) 0% (0/1) | 0% (0/1)
Manchester, Velika Britanija)
»In-house« PCR 9% (1/11) | 17 % (1/6) (0/0) 0% (0/1) | 0% (0/1)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Glive rodu Aspergillus so oportunisti¢éne plesni, ki povzrocajo Sirok spekter bolezni in
stanj. V zadnjih desetletjih se je pojavnost okuzb z glivami znatno povecala, za kar je kriva
nara$¢ajoca populacija bolnikov s pove€anim tveganjem za nastanek oportunisti¢nih okuzb
(Mitchell, 2007; Latgé, 1999; Rementeria in sod., 2005; Warris in Verweij, 2005). Glive so
odgovorne za nastanek Stevilnih bolezni, od saprofitne kolonizacije do hitro razsirjajoce se
invazivne bolezni. Invazivna aspergiloza je glavni vzrok obolevnosti in smrtnosti pri
skrajno imunsko oslabljenih ljudeh (Preglednica 2); bolnikih z granulocitopenijo, s
hematoloSkimi malignimi obolenji, po presaditvi organov in krvotvornih mati¢nih celic.
Prav iz tega razloga so izbruhi pogosti v bolni$nicah na intenzivni negi (Garnacho-Montero
in sod., 2005). Aspergillus fumigatus je najbolj patogena vrsta tega rodu in je v ve¢ kot 90
% povzrocitelj invazivne aspergiloze. Koncentracija virulentnih dejavnikov po okuzbi
naras¢a do tolikSne mere, da lahko poskoduje celice in omogoci invazivno Sirjenje
(Rementeria in sod., 2005). Za dokazovanje Aspergillus spp. se uporabljajo tako klasi¢ne
metode; neposredne tehnike, kultura, dokazovanje razliénih komponent celic, kot tudi

sodobne molekularne tehnike (Walsh in sod., 2008).

Glede na namen dela, s katerim smo zeleli primerjati dve metodi pomnozevanja DNK
Aspergillus spp., smo predhodno dolocili obc¢utljivost PCR v realnem c¢asu tako z »in-
house« metodo kot z MycAssay'" Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika
Britanija) na ve¢ nacinov; analiti¢no in klini¢no.

Preverili smo analitiéno obcutljivost PCR reakcije v kulturi Aspergillus ATCC 14110.
Pripravili smo jo v koncentraciji 10° CFU/ml in iz nje naredili red&itveno vrsto od 10° do
10° CFU/ml. Iz teh koncentracij smo nato izolirali DNK. Delali smo v treh vzporednikih.
Redcitveno vrsto smo predhodno preverili tudi z nacepitvijo na Sabouraudov agar (SABA,
bioMérieux Marcy-1'Etoile, Francija), kjer se je ta izkazala za ustrezno redceno in kasneje
red¢itvami do 10*> CFU/ml (Preglednica 11), pozitivni pa so bili tudi rezultati obeh
molekularnih testov (Preglednici 12 in 13). Odstopanje je opazno pri red¢itvi 10'; kultura
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je zrastla, PCR reakcija pa je bila negativna. Vzrok je lahko v kontaminaciji gojiSc¢a, na
katerega je lahko priSev sev, ki ni iz vzorca. Obstaja pa tudi moznost, da v postopek
obdelave vzorca nismo zajeli glive in je bil PCR negativen. Pomnozevali smo DNK po
obeh protokolih. 1z dobljenih rezultatov v Preglednici 12 in 13 lahko sklepamo, da je PCR
reakcija v kulturi Aspergillus ATCC 14110 dovolj ob¢utljiva, ko je v suspenziji prisotno od
10° do 10* CFU/ml aspergilov. V postopku izolacije DNK iz kuZnin smo uporabili tako
kemijske kot fizikalne sile za razgradnjo Cloveske sluzi in celi¢ne stene gliv, da bi pri
1zolaciji pridobili ¢im vecjo koncentracijo glivne DNK. Pri obeh protokolih PCR v realnem
asu smo dobili negativne rezultate pri koncentracijah 10, 5, 2'5 in 1 CFU/ml. To bi lahko
pomenilo, da je pri tako nizkih koncentracijah aspergilov v kuznini zelo malo verjetno, da
bi z vsemi predhodnimi postopki dovolj obdelali kuznino, da bi se sprostil zadostni delez

DNK, ki bi dal pozitiven rezultat.

Tezko opredelimo katera od metod je bolj analiticno obcutljiva. Pri obeh molekularnih
metodah dobimo podobne rezultate, in sicer pri »in-house« testu 31 % in pri MycAssay ™
Aspergillus (Myconostica, Manchester, Velika Britanija) 36 % (Preglednica 22). Testa
zaznata pozitivne rezultate redGitvene vrste z vodo izolirane DNK 10° CFU/ml
referencnega seva Aspergillus, in sicer od koncentracij 10° do 10* CFU/ml. Razlike se
pojavijo pri red¢itvah 10° in 10%. Test s kitom MycAssay' ™ Aspergillus (Myconostica;
Manchester, Velika Britanija) zazna 100 % pozitivnih rezultatov tako pri redgitvi 10°, kot
pri 10%, medtem ko »in-house« test zazna 67 % pri 10° in 33 % pri 10* pozitivnih rezultatov
(Preglednici 12 in 13). Pri obeh protokolih so bili rezultati od 10" do 1 negativni.

Pri obeh molekularnih testih, tako »in-house« kot MycAssay' ™ Aspergillus (Myconostica;
Manchester, Velika Britanija), smo skuSali dokazati, ali sta testa dovolj specifi¢na za
diagnosticno uporabo. Glede na primerjavo pozitivnih rezultatov kultivacije klini¢nih
vzorcev z rezultati PCR, smo ugotovili da imata oba testa 100 % analiticno specifi¢nost
(Preglednica 22). To pomeni, da bo vsak pozitiven PCR v realnem casu imel tudi rast
kulture na gojis€u. Analiticno specifi¢nost smo Se dodatno preverili z vzorci izolirane
DNK razli¢nih mikroorganizmov (glej Preglednico 19) in po rezultatih sode¢, Se dodatno
potrdili 100 % specificnost obeh molekularnih testov. 1z tega lahko sklepamo, da sta testa

specifiéna za dokazovanje Aspergillus spp. v vzorcih spodnjih dihal in da so pozitivni
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rezultati resni€no pozitivni ter da smo se v tem primeru odlocCili za pravilno izbiro
oligonukleotidnih zacetnikov.

Izracunali smo pozitivno napovedano vrednost, ki v nasih analizah poda kolikSen delez
bolnikov s pozitivnim rezultatom ima pozitivno kulturo. Pri obeh PCR v realnem ¢asu smo
dobili 100 % pozitivno napovedano vrednost, ki poda resni¢no zanesljivost pozitivnih
rezultatov (Preglednica 22). Pozitivni rezultati molekularni testov podajo informacijo, da

bodo pozitivne tudi kulture teh vzorcev.

Negativna napovedana vrednost se med obema testoma razlikuje za osem odstotkov, in
sicer za »in-house« test 42 % ter s komercialno dostopnim kitom MycAssay " Aspergillus
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija) 50 % (Preglednica 22). Ti odstotki povedo

kolikSen delez bolnikov z dobljenim negativnim izidom bo imelo tudi negativno kulturo.

Izhodis¢ni volumen klini¢nega vzorca, katerega smo uporabili v raziskovalne namene, je
bil 1 ml. Poizkusili smo tudi izolirati DNK iz izhodnega volumna vzorca 500 pl in
ugotovili, da PCR zazna nizji CFU pri vecjem izhodiS¢nem volumnu. Tudi v drugih
¢lankih je nakazano, da PCR v realnem &asu zazna DNK do 10° Apsergillus spp. v

klini¢nem vzorcu (Sanguinetti in sod., 2003).

Glede na rezultate kultivacije, kjer je bilo pozitivnih 33 vzorcev sponjih dihal, je bilo pri
»in-house« testu 25 (Preglednica 20) in pri testu s kitom MycAssay' " Aspergillus
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija) 18 lazno negativnih rezultatov (Preglednica
21). Za tak izid je moznih ve¢ vzrokov, in sicer je bila lahko v kliniénem vzorcu nizka
koncentracija gliv. Obstaja tudi moznost, da smo pri prenosu vzorca v predhodno obdelavo
in nadaljnjo izolacijo zajeli manj gliv, kot je bilo dejansko v povprecju prisotno v
kliniénem vzorcu. Na rezultate je vplivala tudi obdelava kuZznine, s posledi¢nim vplivom
mikroorganizma in njegove kompleksne polisaharidne strukture celicne stene.
Najobseznejsi delez celi¢ne stene predstavlja polisaharid, in sicer B(1->3)-glukan, na
katerega se pripenjata tudi galaktomanan in hitin, ki predstavljajo oviro tako pri kemi¢ni
kot fizikalni obdelavi kuzZnine, saj je zelo teZko razbiti celi¢no steno in sprostiti dovolj
DNK iz celic (Rementeria in sod., 2005). Obstaja moznost prisotnosti razli¢nih ¢loveskih
zaviralcev pomnozevanja DNK. Slednjo trditev smo tudi preverili z aparaturo LightCycler

Roche Molecular Systems, Indianapolis, Ind), v katerem je potekal test za zaznavanje B-
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globina. Pri nekaterih vzorcih je bila res zaznana prisotnost ¢loveskih zaviralcev, ki bi
lahko vplivali na pomnoZzevanje glivne DNK (Slika 10). Te vzorce z izolirano glivno DNK
smo nato zamrznili in ponovili test PCR. Prav tako smo te iste vzorce red¢ili v razmerju z
vodo 3:2 in v obeh primerih dobili pozitivne rezultate. Z red¢enjem izolirane DNK
klini¢énega vzorca ali njegovo zamrznitvijo, smo zmanjSali zaviralce PCR reakcije v
vzorcu. Torej bi lahko po izolaciji DNK uvedli Se zamrzovanje ali red¢enje vzorca, saj s

tem o¢itno uni¢imo oz. razredéimo ¢loveske zaviralce.

Vseh analiziranih klini¢nih vzorcev je bilo 51. Od tega je bilo 65 % pozitivnih kultur, 16 %
pozitivnih pri »in-house« metodi in 29 % pozitivnih pri testu s kitom MycAssay
Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) (Preglednica 16). Kultura velja
kot zlati standard v diagnostiki invazivne aspergiloze. Problem pri tej metodi predstavljajo
lazno pozitivni rezultati, ki so lahko posledica kontaminacije iz okolja, na kar lahko vpliva
tudi Cas kultivacije. Iz Preglednice 23 je razvidno, da je najvecji odstotek pozitivnih
rezultatov molekularnih testov ravno pri pozitivnih kulturah z zrastlimi najve¢ CFU. Pri 5
CFU na plo¢ah je bilo od tega pozitivnih 45 % (tj. 5/11) pri testu s kitom MycAssay ™
Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) in 9 % (tj. 1/11) pri »in-house«
testu. Pri 4 CFU zrastlih na ploscah je bilo od tega pozitivnih 33 % (tj. 2/6) pri testu s
kitom MycAssay' " Aspergillus (Myconostica; Manchester, Velika Britanija) in 17 % (4.
1/6) pri »in-house« testu. 1z tega lahko sklepamo, da je bilo v kliniénem vzorcu prisotno
veliko mikroorganizmov, kar pomeni, da smo iz teh vzorcev izolirali tudi vec¢jo koli¢ino
glivne DNK. Boljse rezultate dobimo pri testu s kitom MycAssay ™ Aspergillus
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija). Vzroki so verjetno v razliénih
oligonukleotidnih zaGetnikih in razliénih temperaturnih ciklih pri obeh protokolih. Ce je
prisotno dovolj gliv v vzorcu, bodo tudi te hitreje zrastle, medtem ko se Cas inkubacije
daljsa, obstaja tudi moznost kontaminacije iz okolja, saj so Aspergillus spp. ubikvitarne
glive. Menimo, da se to zgodi le v skrajnih primerih, saj ostaja glede na dobljene rezultate
v tej raziskavi, kultivacija Se zmeraj zlati standard za dokazovanje invazivne aspergiloze in
tudi kot zadnja potrditev prisotnosti aspergilusa pri negativnih rezultatih molekularnih

testov.
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Zbrani podatki raziskovalcev Khot in Fredricks (2009), nakazujejo, da obstaja kar nekaj
PCR v realnem casu, tudi s tarénimi geni 18S rRNK, kot v nasem primeru. Pri vseh je
opazna boljsa obcutljivost testa kot pri nas, saj znasa od 67 do 100 %, v nasSem primeru pa
le 31 %. Prav tako so opazne variabilnosti v specifi¢nosti, saj z »in-house« metodo dobimo
100 % specifi¢nost testa, v raziskavah pa je viden razpon od 87,7 % do 100 %. Vidne so
razlike v pozitivni in negativni napovedani vrednosti testov PCR v realnem casu. Dobili
smo Vvisjo pozitivno napovedano vrednost v primerjavi s podatki zbranih s strani Khota in
Fredricka iz leta 2009, in sicer so bili rezultati visji kar od 80 % primerov. Metoda »in-
house« ima nedvomno veliko pomanjkljivost, in sicer zelo nizko negativno napovedano

vrednost (tj. 31 %), medtem ko se pri ostalih raziskavah ta Stevilka giba od 92 do 100 %.

Glede na to, da smo uporabili oligonukleotidne zacetnike iz postopka raziskovalca
Sanguinettija s sodelavci iz leta 2003, lahko potrdimo, da smo tako kot skupina teh
raziskovalcev dobili 100 % specifi¢nost in pozitivno napovedano vrednost testa. Vsekakor
pa smo dobili zelo nizke rezultate obcutljivosti in negativne napovedane vrednosti. To bi

bil lahko vzrok v predhodni obdelavi klini¢nih vzorcev pred izolacijo DNK.
5.2 SKLEPI
- Meja ob&utljivosti PCR v realnem &asu v kulturi Aspergillus spp. v vodi je 10> CFU/ml.

- Obe molekularni metodi, tako »in-house« kot s kitom MycAssay'™” Aspergillus
(Myconostica; Manchester, Velika Britanija), sta primerljivi; imata 31 in 36 %
obcutljivost, 100 % specifi¢nost, 42 in 50 % negativno napovedano vrednost in 100 %

pozitivno napovedano vrednost.
- Pravilno smo izbirali oligonukleotidne zacetnike pri »in-house« metodi.

- Potrebno je zmanjSanje cloveskih zaviralcev PCR reakcije v klini€nih vzorcih z

zamrznitvijo ali red¢enjem izolirane DNK in nato izvedba pomnozevanja DNK.

- V diagnostiki bi lahko uporabljali obe molekularni metodi, vendar bi se zaradi cenejse

izvedbe testa odlocili za uporabo »in-house« metode.
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6 POVZETEK

Glive rodu Aspergillus so oportunisti¢éne plesni, ki povzrocajo Sirok spekter bolezni in
stanj. Pri imunsko oslabljenih ljudeh lahko povzrocajo smrtno nevarno okuzbo, ki jo
imenujemo invazivna aspergiloza. Najpogosteje prizadene pljuca. Vzrok je v okvari
migetalicnega epitelija in aktivnosti alveolarnih makrofagov v dihalih. Za dokazovanje
Aspergillus spp. se uporabljajo tako klasi¢ne metode; neposredne tehnike barvanja
kliniénih vzorcev, kultura, dokazovanje razliénih komponent celic, kot tudi molekularne
tehnike. Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu omogoci kvantifikacijo glivicne
obremenitve v klinicnem vzorcu, kar nam poda informacije o bremenu ali napredovanju
bolezni. Primerjali smo komercialno dostopni kit MycAssay' ™ Aspergillus (Myconostica;
Manchester, Velika Britanija) z »in-house« metodo. »In-house« metoda je cenejsa in bolj
dostopna, ima pa enako obcutljivost in specificnost kot komercialno dostopni kit. Problem
se pojavi zaradi zaviralcev v klini¢nih vzorcih, ki zavirajo pomnozevanje DNK. Zato bi
lahko vzorce z izolirano DNK zamrznili ali red¢ili z vodo pred nadaljnjo analizo s PCR v
realnem Casu. Dobljene pozitivne rezultate smatramo kot resni¢no pozitivne, medtem ko je
pri negativnih zelo nizka verjetnost, da so ti rezultati resnicno negativni. Nujna je
izboljsava v postopku obdelave kuznine pred izolacijo DNK, saj nam problem predstavlja
kompleksna zgradba celi¢ne stene glive. Glede na dobljene rezultate, lahko potrdimo, da
PCR v realnem ¢asu tako z »in-house« metodo kot tudi s komercialno dostopnim kitom
motijo ¢loveski zaviralci v primerjavi. Vsekakor pa je nujno dopolniti molekularne metode

s kultivacijo.
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