UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Anja JARC

PRIMERJAVA TREH METOD ZA IZOLACIJO DNK
KVASOVK RODU Candida

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

Ljubljana, 2011



UNIVERZA V LIJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Anja JARC

PRIMERJAVA TREH METOD ZA 1ZOLACIJO DNK KVASOVK
RODU Candida

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

COMPARISON OF THREE ISOLATION METHODS FOR
EXTRACTION DNA Candida

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2011



Jarc A. Primerjava treh metod za izolacijo DNK kvasovk rodu Candida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologija, 2011

Diplomsko delo je =zaklju¢ek univerzitetnega Studija mikrobiologije na Biotehniski
fakulteti Univerze v Ljubljani. Raziskovalno delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za
diagnostiko glivicnih infekcij na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani.

Za mentorico diplomskega dela je imenovana doc. dr. Tadeja Matos in za recenzentko
prof. dr. Nina Gunde-Cimerman, univ. dipl. biol.

Mentorica: doc. dr. Tadeja Matos, dr. med.

Recenzentka: prof. dr. Nina Gunde-Cimerman, univ. dipl. biol.

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica: prof. dr. Darja Zgur-Bertok, univ. dipl. biol.
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clanica: doc. dr. Tadeja Matos, dr. med.
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, InStitut za mikrobiologijo in
imunologjio

Clanica: prof. dr. Nina Gunde-Cimerman, univ. dipl. biol.

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Datum zagovora:

Delo je rezultat lastnega raziskovalnega dela.

Anja Jarc



III

Jarc A. Primerjava treh metod za izolacijo DNK kvasovk rodu Candida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologija, 2011

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

~

SD
DK

KG

AV
SA
KZ

ZA

LI

IN

TD
opP
IR
JI
Al

Dn

UDK 579.61: 616-078: 582.28: 577.2.083(043)= 163.6

kandidemija/ Candida albicans/ Candida glabrata/ diagnosti¢éne metode/
molekularna diagnostika/ izolacija glivne DNK/ roc¢na izolacija/ avtomatska
izolacija/

JARC, Anja

MATOS, Tadeja (mentorica)) GUNDE-CIMERMAN, Nina (recenzentka)
SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija
mikrobiologije

2011

PRIMERJAVA TREH METOD ZA 1ZOLACIJO DNK KVASOVK RODU
Candida

Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

X, 43 str., 11 pregl., 5 sl., 2 pril., 36 vir

sl

sl/en

V zadnjih desetletjih incidenca okuzb z glivami rodu Candida narasca zaradi
uporabe Sirokospektralnih antibiotikov, operativnih posegov in kemoterapij.
Okuzbe krvnega obtoka z glivami pogosto povzroc¢a majhno Stevilo glivnih
celic, tudi manj kot 10 celic na ml krvi, kar je tezko zaznati v krvnih vzorcih. Z
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In last decades incidence with Candida infections is increasing by the use of
widebroad antibiotics, operation proceedures and chemoteraphy. Bloodstream
infections can usually be caused with less than 10 cells in ml of blood, which
can be difficult for detection. With development of molecular methods,
detection improved but isolation of fungal DNA remained a crucial step. We
compared automated isolation MagNA Pure Compact, manual YeaStar
Genomic kit and Qiagen blood mini kit, to determine which isolation is most
specific and sensitive for diagnostics of yeast infections. The study was
performed in a water medium and in blood from healty voulenteers with
different concentrations. We used Smart Cycler II for deection of isolated
DNA. Optimal isolation of fungal DNA was with automated MagNA Pure
Compact. Detection limit for Candida albicans were 1 CFU/ml and 10 CFU/ml
fot Candida glabrata. The most suitable sample for isolation was whole blood.
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KAZALO OKRAJSAV

CFU angl. colony forming units

CT mejna vrednosti (angl. critical treshold)

DNK deoksiribonukleinska kislina

ECMM angl. European Confederation of Medical Mycology

EDTA angl. Ethylenediaminetetraacetic acid

FISH fluorescentna in situ hibridizacija (angl. fluorescent in situ hybridization)
IPK interna pozitivna kontrola

MIC minimalna ihibitorna koncentracija (angl. minimal inhibitor concentration)
MMX angl. mastermix

PCR reakcija z verizno polimerazo (angl. polimerase chain reaction)

RCBL pufer za lizo eritrocitov (angl. red cell lysis buffer)

TxR angl. Texas Red
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1 UVOD

V zadnjih treh desetletjih incidenca glivicnih okuzb narasca, predvsem med imunsko
oslabelimi in hospitaliziranimi bolniki s tezkimi boleznimi. Med pomembne dejavnike
tveganja za nastanek glivicnih okuzb, sodijo predvsem masivna uporaba
sirokospektralnih antibiotikov, citotoksicne kemoterapije ter zdravljenje s presaditvijo
(Pfaller in Diekema, 2007).

Vrste rodu Candida so postale pogost oportunisti¢ni patogen, saj predstavljajo kar 15 %
vseh bolnisni¢nih okuzb. Vrste rodu Candida so povzrocitelji ve¢ kot 72 % bolnisni¢nih
glivicnih okuzb, v nekaterih centrih predstavljajo 8 do 15 % vseh izolatov iz hemokultur,
kar 25 do 50 % kandidemij se pojavi v terciarnih zdravstvenih ustanovah (Vazquez,
2003). V Zdruzenih drzavah Amerike so Cetrti najpogostejsi izolirani povzrocitelj okuzb
krvnega obtoka in povzroc¢ajo visoko stopnjo umrljivosti, ki dosega 40 %. Najpogosteje
izolirana vrsta je Candida albicans, ki povzroca kar 66 % vseh kandidoz. Na nekaterih
podroc¢jih vedno vedji delez predstavlja C. glabrata (3 do 35 %). Nekateri menijo, da je
nara$¢ajoCa incidenca C. glabrata in C. krusei predvsem posledica visoke uporabe
flukonazola, saj vemo, da sta ti dve vrsti manj obcutljivi za azole (Vazquez, 2003;
Hachem in sod., 2007; Conde-Rosa in sod., 2010). Hkrati so opazne pogostejSe okuzbe s
C. parapsilosis, kot posledica virulentnih dejavnikov, kot so adhezija ter tvorba
biofilmov (Conde-Rosa in sod., 2010; Pfaller in Diekema, 2007). Vec kot 17 vrst rodu
Candida je bilo opisanih, kot povzrociteljic invazivnih kandidoz, a kar 90 % okuzb
povzroéajo vrste: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis
(Pfaller in Diekema, 2007).

Glive so del normalne flore koze, sluznic ustne votline, zrela, prebavnih poti in spolovil.
Ob poskodbi epitelija ali ob njegovi spremembi zaradi hormonskih vplivov ali povecane
adhezivnosti gliv na epitelijsko povrsino, lahko pride do prekomerne namnozitve,
invazije v globlje plasti in krvozilni sistem. Povzrocajo okuzbe koZe in podkozja,
kroni¢ne mukokutane kandidoze ter sistemske okuzbe (Matos, 2002a).

Izolacija Candida spp. iz hemokultur, kot trenutni zlati standard, je dolgotrajna in slabo
obcutljiva metoda, saj kar pri 50 % bolnikov s kandidemijo, gliv ne zaznamo (Lau in

sod., 2010). Hkrati je potrebna naknadna izolacija in fenotipska identifikacija kultur. To
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je vodilo v razvoj hitrejsih alternativnih tehnik, kot so fluorescentna in situ hibridizacija
(angl. fluorescent in situ hybridisation, FISH) ter zaznavanje prisotnosti nukleinske
kisline v vzorcih z metodo verizne reakcije s polimerazo (angl. polimerase chain
reaction, PCR). Metode so obcutljive, a jih je tezko standardizirati v klini¢nih
laboratorijih (Lau in sod., 2010). Najvecji problem predstavlja predvsem zaznavanje
prisotnosti glivne DNK, saj je obi¢ajno v krvi in drugih sterilnih tekocinah in tkivih

prisotna v zelo nizki koncentraciji.

1.1 NAMEN DELA

Nas namen dela je bil:

- Primerjati tri razlicne kite za izolacijo gliv C. albicans in C. glabrata, dveh
najpogostejSih povzrociteljic kandidemij, iz vzorcev krvi z verizno reakcijo s
polimerazo v realnem ¢asu (angl. real time PCR),

- Ugotoviti katera izolacijska metoda je najbolj obcutljiva, najlazje izvedljiva in

cenovno ugodna za rutinsko diagnostiko glivi¢nih okuzb.
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2 PREGLED OBJAV

V preteklosti smo obravnavali glive kot saprofitske organizme, ki so redko povzrocali
bolezni pri ljudeh. Stevilo okuzb z njimi pa se je zaradi napredka zdravljenja, v preteklosti
nezdravljenih, tezkih bolezni in pogostejSe uporabe zdravil, ki oslabijo imunski sistem,

povecalo (Fidel in sod., 1999).

2.1 KLASIFIKACIJA, EKOLOGIJA IN LASTNOSTI GLIV RODU Candida

Povzrocitelji najpogostejsih gliviénih okuzb pripadajo vrstam rodu Candida, ki spadajo v
druzino Cryptococcaceae, red Moniliales, razred Deuteromycetes (Fidel in sod., 1999).
Opisanih je ze ve¢ kot 200 vrst rodu Candida, vendar 95 % okuzb, ki jih imenujemo
kandidoze, povzro¢ajo C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis in C. krusei
(Vollmer in sod., 2008). Med omenjenimi najve¢ okuzb povzroca C. albicans (kar 66%
vseh kandidoz), a se opaza nara$canje incidence vrst, ki niso albicans, kot so C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis in C. tropicalis (Pfaller in Diekema, 2007).

Candida spp. so povsod prisotne (ubikvitarne) ter jih lahko najdemo v okolju, zivalih, na
predmetih in hrani. So del normalne cloveSske mikrobne flore koze, sluznic prebavil in
spolovil. Iz ustne votline jih izoliramo pri priblizno 31 do 55 % zdravih oseb (Fidel in sod.,
1999). Bolnisnicne okuzbe kandidoz lahko izvirajo iz hrane ali vode, kot tudi okolja.
Nekatere, predvsem C. parapsilosis, se prenasajo tudi posredno z rokami preko
zdravstvenih delavcev (19 %). So oportunisti¢ne glive in lahko povzro€ajo razne okuZzbe,
a je kandidemija najresnejSe obolenje (Richardson, 2005; Lass-Florl, 2008). Okuzbe se
pojavijo, ko se spremeni normalna flora ali pa se zmanjSa odpornost organizma (Matos,
2002a). Okuzbe so veCinoma endogenega izvora, lahko pa so tudi eksogene. Prenasajo se
lahko horizontalno ali vertikalno iz c¢loveka na cloveka (pri porodu z matere na
novorojencka). Da pa se povec¢a moznost resnejSih obolenj se mora povecati Stevilo glivnih
celic, kar je posledica Stevilnih dejavnikov tveganja. Populacije s tveganjem za okuzbo so
bolniki s presaditvijo organov, oboleli s HIV, hematoloski bolniki, ljudje s posebno nego,

pacienti po operativnih posegih in opeklinah, novorojencki in nedonosencki, rakavi bolniki
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ter starostniki. Tveganje povecajo tudi urinski katetri, zilni vsadki, kortikosteroidi ter
zdravila, ki zavirajo delovanje protonske ¢rpalke (Lass-Florl, 2008; Richardon, 2005).

Glive nastopajo v dveh oblikah, torej so dimorfne. Najdemo jih v kvasni obliki, kot
blastospore, tvorijo pa lahko tudi hife oziroma psevdohife, ki so po mnenju nekaterih
mikologov invazivnejSe pri okuzbah. Za vzdrzevanje kvasne oblike morajo imeti glive
aktiven transkripcijski represor (Cole, 2011). Izjema je C. glabrata, ki ni dimorfna gliva in
pri temperaturi 37 °C ne tvori hif (Fidel in sod., 1999). Na psevdomiceliju lahko tvorijo
spore, ki jim pravimo klamidiospore ter jih lahko uporabimo pri identifikaciji med vrstami
(Cole, 2011). Rastejo na veCini gojis¢, kot so Pagano-Levin agar, Sabouraudov agar,
fosfomolibdatni agar, Nickersonov medij ter diferentni kromogeni CHROM agar (Sullivan
in sod., 1996). Na trdnem gojiscu zrastejo v 48 do 72 urah pri 37 °C kolonije premera 1 do
2 mm. Za razlikovanje med vrstami uporabljamo predvsem morfoloske ter fizioloSke
lastnosti asimilacije in fermentacije razli¢nih vrst sladkorjev, kot so komercialno dostopni
biokemijski testi (Matos, 2002a; Fidel in sod., 1999). V direktnem mikroskopskem
preparatu opazujemo predvsem psevdohife in blastospore, v kolikor jih barvamo z barvili
po Gramu se obarvajo modro. Vrsto glive lahko klini¢no ugotavljamo na koruznem agarju
po 24 urni inkubaciji. V kolikor so testi vprasljivi, opravimo Se dodatne biokemijske teste

(Matos, 2002a).

2.2  EPIDEMIOLOGIJA IN DEJAVNIKI TVEGANJA ZA NASTANEK
OKUZBE

Kandidoze so okuzbe, ki jih povzrocajo glive iz rodu Candida. Vse od leta 1990 je
kandidoza najpogostejSa invazivna glivicna bolezen v Evropi, predvsem med imunsko
oslabljenimi bolniki. Ceprav $e vedno veé kot 50 % okuzb povzroda C. albicans je opazen
porast okuzb z vrstami, ki niso albicans, kot so C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis (Lass-Florl, 2008). Spremembe so opazili v $tudiji na Finskem, kjer so spremljali
povzrocitelje kandidoz med leti 1980 in 1990. Ugotovili so, da so se okuzbe s C. albicans
iz 90 % zmanjsale na 30 % medtem, ko so okuzbe z drugimi Candida vrstami narasle, in
sicer C. glabrata (iz 2 % na 26 %), C. parapsilosis (iz 10 % na 20 %) ter C. tropicalis (iz 2
% na 24 %) (Richardson, 2005). Med vzroki, ki so povzrocili spremenjen spekter glivicnih
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okuzb, so navedli tudi povecano uporabo antimikotikov. V $tudiji, ki je zajemala vecji del
Evropskih drzav, so ugotavljali incidenco kandidemij pod okriljem Evropske konfederacije
medicinske mikologije (angl. European Confederation of Medical Micology, ECMM).
Najvisja incidenca je bila 11 na 100.000 prebivalcev na Danskem (med letoma 2003 in
2004) medtem, ko je pri ostalih drzavah incidenca variirala med 1,4 in 4,9 (Lass-Florl,
2008). V Zdruzenih drzavah Amerike je incidenca mnogo visja (22 do 24 na 100.000
prebivalcev na leto med leti 1996 in 2003). V literaturi je opisanih ve¢ kot 15 vrst razli¢nih
Candida spp., ki so povzrocile invazivno kandidozo, a med njimi le pet (C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei) najpogostejsih povzroca ve¢ kot 90 %
vseh okuzb (Pfaller in Diekema, 2007).

Dejavnike tveganja za nastanek kandidemije lahko delimo v dve skupini. V prvo skupino
spadajo z gostiteljem povezani dejavniki tveganja, predvsem zdravila, ki zavirajo imunski
sistem (kortikosteroidi, ciklosporin A). V drugo skupino pa z zdravljenjem povezani
dejavniki, kot so zilni katetri, Sirokospektralni antibiotiki, operativni posegi (Richardson,
2005).

Glede na omenjene dejavnike tveganja poznamo dobro opredeljene skupine bolnikov, ki
imajo vedje tveganje za nastanek invazivnih gliviénih okuZb. Stevilni med njimi imajo
seveda kar veC dejavnikov hkrati. Mednje sodijo bolniki, ki se zdravijo na intenzivnih
enotah, prejemajo visoke odmerke zaviralcev imunskega sistema, parenteralno prehrano,
Sirokospektralne antibiotike, imajo vstavljene zilne katetre, drene. Na teh oddelkih se
pogosto zdravijo rakavi bolniki, bolniki po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic in ¢vrstih
organov, bolniki po vecjih operacijah. Populacije z visjim tveganjem so zaradi fizioloskih
lastnosti tudi nosecnice pod 32 tedni nosecnosti, nedonoSencki z nizko porodno tezo in
starostniki. Med dejavnike tveganja sodijo Se poruSitev anatomskih pregrad (opekline,
operativne rane), intubacija, septi¢ni Sok, podaljSanje ¢asa zdravljenja v bolni$nici, okuzba
z virusom HIV, prejemanje citostatikov in obsezna obsevanja in nevtropenija. Pacienti z
nevtropenijo so tisti z najveCjim tveganjem za okuZzbo, zato najveckrat prejemajo

preventivno zdravljenje z antimikotiki (Richardson, 2005).
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23 PATOGENEZA IN VIRULENCNI DEJAVNIKI Candida spp

Potek klini¢ne slike ob nastanku okuzbe je odvisen od mesta vstopa, gostiteljeve obrambne
sposobnosti, virulentnih dejavnikov ter koli¢ine mikrobov, ki povzrocijo okuzbo. Vstopno
mesto so predvsem koza in sluznice. Kadar pride do poskodbe koze z operativnimi posegi,
na vstopnih mestih raznih katetrov, opeklinah, lahko mikrobi vdrejo v poSkodovan del
koze, povzrocijo lokalno okuzbo ali pa vdrejo globje v krvozilni sistem in se razsirijo po
telesu. Na sluznicah se lahko gliva na sicer normalno poseljenih predelih, ki so del
normalne flore namnozi, kadar pride do hormonskih sprememb, daljSih zdravljenj z
antibiotiki ali obsevanj s kemoterapevtiki. Ob tem pride do nastanka obrambnega odgovora
gostitelja, kar se kaze v obliki lokalnega vnetja. Pri patogenezi nastanka okuzb so
pomembni virulentni dejavniki povzrociteljev, ki so med predstavnicami rodu Candida
najbolje raziskani pri vrsti C. albicans. Ta ima tudi najve¢ virulentnih dejavnikov, kot so
sposobnost vezave na endotelijske in epitelijske celice, sinteza proteinaze, tvorba hif in
psevdohif, fenotipsko preklapljanje, sinteza fosfolipaze in antigenska modulacija
(posledica psevdohifne oblike). Invazivnost in vezavo na celice tkiva povecajo hifna
oblika, proteoliti¢ni encimi in modulacija protiteles (Fidel in sod., 1999; Richardson, 2005;
Matos, 2002b).

Normalno sta koza in sluznica zaSCiteni s kislim pH, encimi, sluzjo in drugimi
antibakterijskimi izlo¢ki (keratin, mucin, kolagen). Sevi C. albicans, ki sintetizirajo
proteinazo, so bolj virulentni; s testi so ugotovili, da najpogosteje izloCajo aspartil
proteinazo. Proteinazo izloca tudi C. glabrata. Encim jim omogoca razgradnjo proteinov
na epiteliju in sluznicah. Ob vdoru v globlje predele razgrajujejo celo komplement,
protitelesa in citokine. Proteinaza jim pomaga pri Sirjenju in invazivnosti v tkiva gostitelja,
hkrati pa sproza vnetni odziv (Fidel in sod., 1999; Hazen in Howell, 2007).

Izredno pomemben virulentni dejavnik je vezava oziroma adherenca. Vezava verjetno pri
C. albicans poteka preko celi¢ne povrsine, na njeno specificnost pa lahko vplivajo okoljski
dejavniki. Candida albicans ima zelo obcutljivo celicno povrsino na okoljske dejavnike v
primerjavi s C. glabrata. Vendar so raziskave pokazale, da ima najvisjo afiniteto vezave na

zilni endotelij C. albicans, najmanjso pa C. glabrata. Tej sledijo C. parapsilosis, C. kefyr,
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C. tropicalis in C. krusei. Ugotovili so tudi, da C. albicans verjetno sintetizira specificne
adhezine na svoji povrsini, saj so celice prepoznane s strani monoklonskih protiteles (3,
integrini), medtem ko te specifi¢ne povezave pri drugih vrstah niso zaznali (Fidel in sod.,
1999).

Prisotnost fibronektina in laminih receptorjev na povrSini C. albicans jim verjetno
omogoca vezavo na endotelijske in epitelijske celice. Najmocneje se na epitelijske celice
vezejo sevi, ki v okolje izlo¢ajo fosfolipaze, ki delujejo na membrane gostiteljevih celic.
Cepijo estersko vez fosfolipidov in si tako olajSajo vstop v tkiva gostitelja. Candida
albicans izloca fosfolipazo A in B ter lizofosfolipazo - transacilazo. Encime izlo¢ajo zgolj
virulentni sevi, ki jim dajejo veCjo patogenost medtem, ko komenzali teh encimov ne
izlocajo v svoje okolje (Fidel in sod., 1999; Hazen in Howell, 2007).

Bioloski fenomen, ki so ga zaznali pri C. albicans predvsem in vitro in v nekaj primerih
tudi in vivo, je fenotipsko preklapljanje. Domneva se, da so sevi, ki imajo to lastnost bolj
virulentni (Fidel in sod., 1999).

Kolonizacija gliv je klju¢nega pomena, da lahko pride do okuzbe. Vecinoma so okuzbe
povzroéene s Candida spp. notranjega izvora, endogeno povzroc¢ene. Kadar se poseljenost
z neko vrsto poveca in je delno zavrt imunski sistem gostitelja, lahko gliva povzroci
okuzbo. Na povecano kolonizacijo s C. albicans vplivajo uporaba tretje generacije
cefalosporinov, ¢as bolnisni¢ne oskrbe, nizka porodna teZa novorojencka, uporaba venskih
katetrov in parenteralne prehrane z lipidi. Okuzbe z C. parapsilosis so pogosto zunanjega
izvora, eksogeno povzroCene. Pomembna lastnost te vrste je, da lahko tvori biofilme, ki
predstavljajo problem, saj se ta pritrjuje na povrSino medicinskih pripomockov, katetrov in
vsadkov, ki tako lahko postanejo vir za invazivno sistemsko okuzbo (Lass-Florl, 2008;
Richardon, 2005; Pfaller in Diekema, 2007).

Po prehodu v telo morajo mikrobi premostiti imunski odziv (Richardson, 2005). Pri
okuzbah s C. albicans so prva obrambna linija polimorfonuklearni levkociti, ki $¢itijo
organizem pred kandidemijo. V zivalskih modelih so pokazali pomembnost T celic in
celi¢no posredovane imunosti, predvsem pri okuzbah sluznic. Studije na miskah pa so
pokazale razliko celi¢nega odziva tipa Thl in Th2. Celi¢ni odziv tipa Thl, z izlo¢anjem
interlevkina 2, interferona gama in interlevkina 12, §¢iti pred sistemskimi okuzbami.

Nasprotno pa celicni odziv tipa Th2, s spros¢anjem interlevkina 4, interlevkina 5,
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interlevkina 10 ter protiteles razreda IgA in IgE, naredi organizem dovzetnejsi za okuzbo

(Fidel in sod., 1999).

2.4  OKUZBE, KI JIH POVZROCAJO VRSTE IZ RODU Candida

Koza in sluznice preprecujejo vdor mikroorganizmom v telo z izloCanjem encimov, sluzi,
drugimi antibakterijskimi izlo¢ki in kislim pH na povrSini. Te pregrade so lahko
poskodovane ali pa se poruSi normalno ravnovesje mikrobne flore, kar omogoca
namnozitev gliv, lokalno vnetje ali celo vstop v krvozilni sistem in periferna, oddaljena
tkiva in organe. Vecina glivicnih okuzb nima specificnih znakov, kar otezuje
prepoznavanje znakov in simptomov bolezni, hkrati pa otezuje zgodnjo diagnozo in nujno
izkustveno zdravljenje (Richardson, 2005). Okuzbe, ki jih povzroCajo glive iz rodu
Candida delimo na povrhnje okuzbe, kroni¢ne mukokutane in sistemske kandidoze

(Matos, 2002a).

2.4.1 Povrhnja kandidoza

Najpogostejsa oblika je okuzba sluznic, ki so vidne kot bele pege, imenovane soor. Bele
pege se med seboj zlivajo, da nastanejo siraste psevdomembrane. Pri oralni kandidozi se
bele pege pojavljajo na bukalni sluznici in nebu, sluznica v okolici pa je rdeca in otekla.
V<¢asih se soor razvije pod zobno protezo ali pa spremlja dolgotrajno antibioti¢no terapijo.
Te spremembe mehansko odstranimo, pod oblogami ostane vneto dno. Pri hujsih oblikah
okuzbe, lahko opazimo bele pege tudi na jeziku, zrelu ali poziralniku in jih spremljajo
simptomi, kot so tezko poziranje in bolecine za prsnico. Orofaringealna kandidoza, ki je
praviloma trdovratna in kroni¢na, je pogosta pri obolelih z virusom HIV in so znak
prehoda iz okuzbe v AIDS bolezen. Vaginalna kandidoza je pogosta v ¢asu nosecnosti,
vecje tveganje za okuzbo pa imajo zenske, ki prejemajo oralne kontraceptive in/ali imajo
sladkorno bolezen (Matos, 2002a).

KozZna kandidoza se pojavi predvsem v predelih, ki so bolj vlazna, kot so pazduha, pod
dojkami, v predelu dimelj. Pri majhnih otrocih lahko povzroca dermatitis pod plenicami.

Koza je na prizadetem predelu pordela, macerirana, hrapava na dotik, okolica pa se lusci.
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Okuzbe nohtov s Candida spp. so pogoste predvsem pri delavcih, ki so pogosto v stiku z
vodo. Potek je poCasen, obicajno se za¢ne na nohtnem korenu. Noht se zadebeli, postane
hrapav in porumeni, koza v okolici nohta otece, je boleca na dotik in Zivo rdece barve.

Glivi¢no okuzbo nohta imenujemo onihomikoza (Matos, 2002a).

2.4.2 Kroniéna mukokutana kandidoza

Kroni¢na mukokutana kandidoza je heterogena skupina sindromov za katere so znacilne
kroni¢ne lezije koze nohtov in sluznice. Na prizadetih obmocjih ostanejo brazgotinaste ali
bradaviCaste spremembe, bolezen pa se pogosto pricne v Casu otroStva in traja celo
zivljenje. Pri tovrstnih bolnikih pogosto opaZajo nepravilnosti v delovanju imunskega
odziva, nekatere oblike so povezane s pomanjkanjem Zeleza, druge spremljajo razlicne

hormonske motnje (Matos, 2002a).

2.4.3 Sistemska kandidoza

Klini¢ni potek in razvoj sistemske kandidoze je odvisen od velikosti inokuluma, virulence
mikroorganizma in gostiteljevega imunskega stanja. Kadar glive vdrejo v krvni obtok, kar
imenujeno kandidemija, se lahko razSirijo po telesu. Poznamo kandidemijo brez
prizadetosti notranjih organov, pogosto je povezana s kolonizacijo zilnih katetrov. V
primeru da so prizadeti notranji organi pa lo¢imo akutno diseminirano obliko, ki jo
spremljajo Stevilno znaki prizadetosti notranjih organov z vnetnimi Zaris¢i. Najpogosteje
prizadenejo jetra (abscesi), ledvice (pielonefritis, cistitis, abscesi v parenhimu), vranico
(abscesi), o€i in osrednji ziv¢ni sistem (meningitis). Povzrocajo lahko tudi pljuc¢no
kandidozo, endokarditis, miokarditis, perikarditis, endoftalmitis in peritonitis. Za kroni¢no
diseminirano obliko je znacilno, da se pojavlja skoraj izklju¢no pri dlje trajajo¢i motnji
delovanja kostnega mozga in nevtropeniji. V vecini primerov gre za bolnike s tezkim
potekom hematoloskih malignih obolenj. Pri tej obliki iz hemokultur redko osamimo
povzrocitelje, prizadeta pa so najpogosteje jetra in vranica v obliki vnetnih Zarisc.
Imenujemo jo tudi hepatospleni¢na kandidoza. Do okuzbe lahko pride preko poskodovane

koze ali sluznic, pogost vir okuzbe so zlasti prebavila, kjer so kandide prisotne kot del



10

Jarc A. Primerjava treh metod za izolacijo DNK kvasovk rodu Candida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologija, 2011

normalne flore in lahko preko poskodovane sluznice preidejo v krvni obtok (Matos,

2002a).

2.5 DIAGNOSTIKA KANDIDEMIJE POVZROCENE Z VRSTAMI RODU
Candida

Invazivne kandidoze so povezane z visoko umrljivostjo in smrtnostjo. Pri diagnostiki sta
zgodnje prepoznavanje povzroCitelja bolezni ter zdravljenje klju¢na za izid okuzbe.
Klini¢na diagnostika je tezavna, saj so znaki pri invazivnih glivi¢nih okuzbah neznacilni.
Zlati standard za postavitev diagnoze invazivne glivicne bolezni je osamitev gliv iz
normalno sterilnih mest. V pomoc¢ so nam lahko tudi seroloski testi, ki pa jih je potrebno
pravilno interpretirati, saj so pogosto lazno pozitivni. Za mikrobioloSko diagnostiko
invazivne sistemske kandidoze se najveckrat uporabljajo hemokulture. Obcutljivost
hemokultur je nizka in zato povzrocitelja vcasih ne zaznamo. Druga pomembna slabost pa
je tudi dolgotrajnost postopka, ki vodi do relativno pozne detekcije in identifikacije
povzrocitelja. Zaradi omenjenih pomanjkljivosti se razvijajo novi diagnosti¢ni postopki, ki
bi izboljSali obcutljivost, specifi¢nost, predvsem pa tudi hitrost diagnostike invazivnih
glivicnih okuzb (Metwally in sod., 2008; Klingspor in Jalal, 2006; Lass-Florl, 2008). Vrste,
ki jih najpogosteje izoliramo pri obolelih z invazivno kandidozo so C. albicans, C.
torpicalis, C. krusei, C. parapsilosis in C. glabrata (Bougnoux in sod., 1999). Vzorce
pridobimo iz normalno sterilnih mest, kot so kri, peritorealna tekocina, likvor (Vollmer in

sod., 2008).

Pri okuzbah krvnega obtoka z glivami rodu Candida spp je hitra diagnostika v zacetnih
fazah okuzbe izrednega pomena. Diagnostika kandidemije s hemokulturami, ki so zlati
standard, je lahko ucinkovita, a se je izkazala za dolgotrajno metodo. Za pozitiven rezultat
je potrebno vsaj dva dni, nasprotno pa je potrebnih sedem dni za negativen izvid. Hkrati je
metoda slabo obcutljiva, saj tudi do 50 % bolnikom, predvsem obolelih s kroni¢nimi
kandidozami, povzrociteljev ne moremo dokazati, ker so koncentracije glivnih celic
prenizke (Metwally, 2008; Preuner in Lion, 2009; Innings in sod., 2007). Hemokulture

imajo nizko obc¢utljivost predvsem v zacetnih fazah okuzbe, kar pa je pomembno za boljso
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prognozo in uspesno zdravljenje, lahko pa postanejo pozitivne v pozni fazi okuzbe
(Bougnoux in sod., 1999). Kri za hemokulture odvzamemo v sterilne komercialno
pripravljene steklenicke s teko¢im gojis¢em z dodanimi snovmi, ki vezejo antibiotike in
antimikotike ter tako olajSujejo rast bakterijam in glivam. Uporabljamo aerobna, anaerobna
in mikoloska gojis¢a. Poznamo dva avtomatizirana sistema s kontinuiranim nadzorom rasti
fluorescentni BACTEC (Becton Dickinson, Sparks, ZDA). Sam nadzor lahko izvajamo
avtomatsko ali elektronsko na priblizno 10 min dolge intervale. S Studijami so ugotovili, da
sta oba sistema izredno obcutljiva (Ellepola in Morrison, 2005). Ko aparat javi pozitivno
rast v stekleniCki se postopek nadaljuje z izdelavo mikroskopskega preparata. V primeru
okuzbe s kvasovkami opazujemo v preparatih pobarvanih po Gramu, modro vijolicne
brsteCe celice in psevdomicelij. Hemokulturo nacepimo na mikoloska gojis¢a. Po 24 do 48
urah zrastejo v obliki belih, krem kolonij, premera 1-2 mm. Pri sami identifikaciji
ugotavljamo asimilacije in fermentacije razlicnih ogljikovih hidratov. Laboratoriji so
razvili ve€ razli¢nih testov za hitro identifikacijo, med drugimi tudi komercialno dostopne
API teste, kot so API 20C AUX (bioMerieux-Vitek, Hazelwood, Mo.), API Candida
(bioMerieux, Pariz, Francija), Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteur, Francija) in Uvi-
Yeast-Tek kit (Remel Laboratories Lenexa, Kan.) (Ellepola in Morrison, 2005). V zadnjem
Casu so razviti tudi sistemi za identifikacijo mikroorganizmov z masno spektrometrijo

(angl. matrix-assisted laser desorption, MALDI) (Quites-Malero in sod., 2011).

2.5.1 Molekularna diagnostika

2.5.1.1  Vzorci za izolacijo DNK

Vzorce, ki jih lahko uporabimo za molekularno diagnostiko sistemskih glivicnih okuZzb so
kri, serum, plazma, urin, vzorci spodnjih dihal in druga (Ellepola in Morrison, 2005). V
literaturi so opisane nekatere raziskave, ki so Zelele ugotoviti, kateri vzorci bi bili
primernej$i za potrditev sistemske kandidoze. Izolacija glivne DNK se je v Studijah
izkazala boljsa iz seruma in plazme, za kar so potrebovali | uro, v primerjavi z izolacijo iz

celotne krvi, za kar so potrebovali 4 ure (Lau in sod., 2010). Krvni serum se je izkazal
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boljsi za diagnostiko sistemske kandidoze z verizno reakcijo s polimerazo (angl.,
polimerase chain reaction, PCR) v primerjavi s celotno krvjo. V serumu imamo glivno
DNK, celice pa odstranimo s centrifugiranjem. Nasprotno pa imamo pri krvnih vzorcih
prisotne inhibitorje zaradi Cesar je potreben dodaten korak, ki podaljSa izolacijski
postopek. Po odstranitvi inhibitorjev je potrebno lizirati celicno steno gliv, da pride do
sprostitve DNK. Nasprotno pa imamo pri serumu zgolj prosto DNK (Bougnoux in sod.,
1999). V $tudiji na Svedskem so izolirali glivno DNK razli¢nih vrst Candida spp. iz
razli¢nih vzorcev: kri, likvor, biopti¢ni vzorci, bronhoalveolarni izpirek, izlo¢ki iz pleure,

traheje, izpljunek, gnojne tekocine, drenaze in urina (Klingspor in Jalal, 2006).

Prav tako je bilo opravljenih veliko Studij, kjer so ugotavljali obc¢utljivost izolacije glivne
DNK iz polne krvi z EDTA ali iz usedline krvnih celic, ki so jo pridobili po centrifugiranju
(Riemann in sod., 2007; Metwally in sod, 2008; Maarroufi in sod, 2003; Vollmer in sod.,
2008; Lau in sod., 2010). Rezultati se med seboj precej razlikujejo, nekateri celo
nasprotujejo, tako da za enkrat $e ni jasnih smernic, kateri vzorci bi bili najprimernejsi za
molekularno diagnostiko in je odlocitev prepuscena klinikom in mikrobiologom ter

odvisna tudi od osnovne bolezni iz stanja bolnika.

2.5.1.2 Izolacija DNK

Najvecji izziv predstavlja sama izolacija DNK, od cesar je odvisna obcutljivost PCR
reakcije. DNK mora biti ¢im bolj ¢ista, izolacijski postopek pa ¢asovno ugoden (Metwally
in sod., 2008). Dobra izolacija je tista, ki nam da visoko koncentracijo DNK, odstrani ¢im
veC inhibitorjev in encimov (Tang in sod., 2005). Za pridobitev ¢iste izolirane DNK
uporabljamo:

- Soli, detergente ali proteinazo K za lizo gostiteljskih eritrocitov in levkocitov

- DNaze za odstranitev gostiteljske DNK

- Encim zimolazo, s katerim ustvarimo sferoplaste

- RNaze za odstranitev RNK

- Natrijev in kalcijev acetat za precipitacijo proteinov in njihovo odstranitev

worv v

- Fenol, kloroform za ¢is¢enje DNK
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- Etanol za precipitacijo tarcne DNK (Epolla in Morrison, 2005).

Izolacija glivne DNK ima dve kljuc¢ni omejitvi. Prva je tezavna sprostitev DNK iz celic, saj
imajo glivne celice kompleksno zgrajeno celi¢no steno, ki jim daje trdnost. Druga omejitev
pa je dejstvo, da je koncentracija glivnih celic v tkivih ali krvi ob glivi¢nih okuzbah lahko
izredno nizka (do 1 CFU/ml) ali se glivne celice pojavljajo na teh mestih le obcasno.
Zaradi obojega je obcutljivost postopka izolacije DNK klju¢na in predstavlja ozko grlo
molekularne diagnostike sistemskih glivicnih okuzb (Metwally in sod., 2008).

Izolacijo glivne DNK lahko izvedemo avtomatsko ali ro¢no z razlicnimi izolacijskimi
kompleti. Avtomatsko izolacijo lahko izvajamo z ve¢ razlicnimi aparati, nekateri izmed
njih so MagNa Pure compact (Compact; Roche Diagnostic, IN), NucliDend miniMAG
(miniMAG; bioMerieux, Durham, NC), BioRobot EZ1 (EZ1; QIAGEN, Valencija, CA).
Aparat, ki avtomatsko izolira DNK iz vzorcev vsebuje razlicne protokole. Pred zacetkom
postopka je potrebno dolociti koli¢ino in volumen vzorca iz katerega delamo izolacijo
DNK. Hkrati vsak aparat vsebuje kartuSe s pufri in magnetnimi delci, drzala s tipsi ter
tubice za vzorce in izolate (Lee in sod., 2010). Prednost avtomatske izolacije je v krajSem
rokovanju z vzorci, kar posledicno pomeni manjSo verjetnost kontaminacije. Obicajno je
izolacijski postopek tudi krajsi (Tang in sod., 2005; Knepp in sod., 2003; Lee in sod.,
2010; Riemann in sod., 2007). Najvecjo nevarnost predstavljata predvsem moZnost
navzkrizne kontaminacije vzorcev, tekom izolacije z aerosoli in napake aparata (Knepp in

sod., 2003).

Roc¢ni izolacijski kompleti vsebujejo reagente, encime, pufre in navodila za izolacijo DNK.
Referencni komplet vecine diagnosti¢nih laboratorijev je QIAamp Blood mini kit (Qiagen,
Hilden, Nemcija). Poleg tega kompleta poznamo Se ve¢ drugih:

- Qiagen kit/beads (Qiagen),

- MasterPure yeast DNK purification kit (Epicentre),

- Benzyl alcohol/guanidin hydrochloride (BAGH),

- Dr GenTle (Takara Bio),

- Yeast DNK extraction reagent (Y-DER) (Pierce Biotevhnology),

- YeaStar genomic DNK kit (Zymo research).
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Vsi kompleti so zasnovani za izolacijo glivne DNK iz kulture ali suspenzije gliv, hkrati pa
so protokoli prilagojeni tudi za izolacijo glivne DNK iz krvi. Vsi kompleti poleg encimov,
pufrov ter spiralnih pufrov vsebujejo tudi kolonce, ki sluzijo vezavi izolirane DNK od kjer
v zadnji fazi postopka izolirano DNK speremo v pripravljene epruvetke (Metwally in sod.,
2008).

Rocna izolacija je po mnenju nekaterih znanstvenikov bolj obcutljiva in omogoca
pridobitev vecje koncentracije izolirane DNK. Vendar pri samem postopku obstaja vecja
moznost ¢loveske napake in ve¢ja verjetnost kontaminacije vzorcev. Ro¢ne izolacije so
dolgotrajne, izvedbeno zahtevne in velikokrat vkljucujejo rokovanje z nevarnimi

kemikalijami (Knepp in sod., 2003; Riemann in sod., 2007).

2.5.1.3  Preverjanje kvalitete in Cistost izolirane DNK

Koncentracijo in Cistost izolirane DNK iz vzorcev lahko zmerimo spektofotometricno z
UV absorbanco pri valovnih dolzinah 260 in 280 nm. Pri valovni dolzini 260 nm absorbira
valovno dolzino DNK, pri 280 nm absorbirajo proteini. Iz pridobljenega razmerja
ugotavljamo Cistost nasega izolata. V kolikor je razmerje med vrednostjo 1,8 in 2 je
izolirana DNK Cista in vsebuje malo proteinskih primesi (Metwally in sod., 2008; Lee in
sod., 2010). Siroko-spektralni spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (PeqLab, Erlangen,
Nemcija), nam avtomatsko hkrati izmeri opti¢no gostoto pri 260 in 280 nm ter
koncentracijo. Merjenje je izvedeno s strani dveh opti¢nih vlaken vgrajenih v podstavku s
ksnenon Zarnico ter vzorcne roke s spektometrom. Merjenje je opravljeno brez kivet ali

kapilar v volumnu 1,5 pl (Lee in sod., 2010).

2.5.1.4 Pomnozevanje glivne DNK z verizno reakcijo s polimerazo

Postopki, ki spadajo med molekularne teste delimo v dve vecji skupini, in sicer med
reakcije pomnozevanja nukleinskih kislin ter hibridizacijske metode. Smisel teh metod je v
hitri in specifi¢ni identifikaciji v primerjavi s tradicionalnimi fenotipskimi metodami.
Vecinoma se v diagnostiki kandidemij uporablja predvsem PCR. Pred pricetkom reakcije

PCR je potrebno dolociti tarCe za pomnoZevanje. Oligonukleotidni zacetniki so predvsem
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odseki konzervativnih regij ribosomalne DNK, kot so 5.8S, 18S ter 28S hkrati pa tudi
regije med njimi, ITS1 in ITS2 (Ellepola in Morrison, 2005). V nekaterih Studijah
omenjajo tudi moznost pomnozevanja genov, kot so aktin (ki nastopa v eni kopiji v
genomu), gen za hitin sintazo, heat shoch proteini (HSP 90), geni za lanosterol-14 o.-
dimetilazo, mitohondrijski gen za citokrom b, gen za CaMP65 (65-kDa monoprotein) in

RNaza P RNA gen (Bougnoux in sod., 1999; Vollmer in sod., 2008).

PCR temelji na prileganju dveh oligonukleotidnih zacetnikov ter vzpostavitvi optimalnih
pogojev za njuno delovanje. Po pomnoZevanju naredimo gelsko elektroforezo z ali brez
restrikcijskih encimov. Obcutljivost gelckov lahko povec¢amo s hibridizacijo, na primer po
Southern-u na najlonsko membrano. Koli¢ino izolirane DNK po hibridizaciji zaznamo z
radioaktivnimi ali kolorimetricnimi lovkami (Ellepola in Morrison, 2005). Poleg klasi¢ne
PCR reakcije so ze bile narejene Studije za morebitno diagnostiko kandidemije z metodo
pomnoZzevanje nukleinskih kislin s polimerazo z encimskim testom (angl. enzyme-linked
immuno sorbent assay, PCR-ELISA oz. PCR-EIA), PCR v realnem c¢asu (angl. real-time
PCR), multipleks PCR (angl. multiplex PCR), multipleks-tandem PCR (angl. multiplex-
tandem PCR) in nested PCR. Tipizacijske metode, ki locujejo posamezne seve znotraj ene
vrste so pomnozevanje dolzin restrikcijskih fragmentov (angl. amplified fagment length
polymorphism, AFLP), nakljuéno pomnozevanje odsekov DNK (angl. random amplified
polymorfic DNA, RAPD), polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction
fragment length polymorphism, RFLP) enoverizni konformacijski polimorfizem (angl.
Single-strand conformation polymorphism, SSCP) ter z zanko posredovano izotermicno
pomnozevanje DNK (angl. loop-mediated isothermal DNA amplification, LAMP). Izmed
hibridizacijskih metod lahko izvajamo fluorescentno in-situ hibridizacijo (angl. fluorescent
in situ hybridization, FISH), fluorescentno in-situ hibridizacijo z oznaCenimi peptidi
nukleinskih kislin (angl. fluorescent in situ hybridization — peptide nucleic acid, FISH-
PNA), hibridizacija po Southern, hibridizacija s specificnimi lovkami na mikrokroglice in
DNK ¢ipi (angl. DNA microarrays) (Ellepola in Morrison, 2005; Preuner in Lion, 2009;
White in sod., 2005). Vecinoma se izvajajo PCR metode, saj so hibridizacijske zahtevne za
izvedbo in dolgotrajne (Inacio in sod., 2008). Metoda pomnoZevanja sekvenc na osnovi

nukleinskih kislin (angl. nucleic acid sequence-based amplification, NASBA) je
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izotermalni pomnozevalni proces, ki ne potrebuje temperaturnih ciklov za pomnozevanje
nukleinskih kislin (Ellepola in Morrison, 2005; Zhao in sod., 2009). Analitske metode za
ugotovitev pripadnosti organizma doloCeni izolirani DNK po PCR reakciji so DNK
sekveniranje z avtomatizirano kapilarno elektroforezo, DNK sekveniranje in
pirosekveniranje (Ellepola in Morrison, 2005; Preuner in Lion, 2009; White in sod., 2003).
Po hibridizaciji, ki je nismo oznacili s fluorescentnimi lovkami, lahko izvedemo analizo t-

RNK profilov (Sullivan in sod., 1996) (Preglednica 1).

Preglednica 1: Prikaz moznih molekularnih metod za diagnostiko kandidemij (Ellepoa in Morrison, 2005;
Preuner in Lion, 2009; White in sod., 2003; Inacio in sod., 2008; Sullivan in sod., 1996)

POMNOZEVANJE NUKLEINSKIH KISLIN

S POLIMERAZO TIPIZACIJSKE METODE
klasi¢ni PCR AFLP | pomnozevanje dolzin restrikcijskih fragmentov
PCR-ELISA oz. PCR-EIA RAPD | nakljuéno pomnozevanje odsekov DNA
real-time PCR RFLP | polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov
multiplex PCR SSCP | enoverizni konformacijski polimorfizem
multiplex-tandem PCR LAMP | z zanko posredovano izpremi¢no pomnozevanje
nested PCR

HIBRIDIZACIJE

florescentna in situ hibridizacija (FISH)

florescentna in situ hibridizacija s peptidnimi lovkami nukleinskih kislin (FISH-PNA)

hibridizacija po Southernu

hibridizacija s specificnimi lovkami in mikrokrogljicami

DNK G&ipi

DRUGE METODE POMNOZEVANJA

NASBA pomnozevanje sekvenc na osnovi nukleinskih kislin

ANALITSKE METODE

POMNOZEVANIJE NK HIBRIDIZACIJA

sekvenciranje s kapilarno elektroforezo analiza t-RNA profilov

sekvenciranje

pirosekvenciranje

2.5.1.5 PCR v realnem ¢asu

Metoda za pridobivanje rezultatov v realnem ¢asu tekom reakcije je PCR v realnem casu.

Rezultate lahko spremljamo graficno, ko se DNK pomnozuje. Prednost te metode je
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predvsem, da ni potrebna dodatna obdelava pomnozene DNK za analizo, kar zmanjsa
moznost kontaminacije. Poznamo tri razli¢ne principe delovanja PCRja v realnem ¢asu, in
sicer TagMan, Sybr green in molekularni oznacevalci (angl. molecular bacon).

TagMan PCR v realnem casu je fluorescentni test, ki uporablja oznaceno lovko. Na enem
koncu je reporter, na drugem pa barvilo. Reakcija pomnoZevanja s Taq polimerazo poteka
s 5' proti 3' koncu. Polimeraza tekom pomnozevanja loci barvilo in reporter, ki odda
fluorescenco, kar zaznamo kot signal (Ellepola in Morrison, 2005). Za identifikacijo
kultiviranih kandid je hitra diagnosti¢na metoda (White in sod., 2005). Metoda je visoko
obcutljiva in specifi¢na pri pomnozevanju DNK (Metwally in sod., 2008).

Sybr green v realnem casu pomnozuje DNK v steklenih kapilarah in soCasno meri
fluorescenco pomnozkov z uporabo prenosa fluorescentne energije. Gre za uporabo dveh
lovk. Prva je oznaCena na 3' koncu s Cy5, 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, ki nam jo da vrednost
pomnozene DNK (Ellepola in Morrison, 2005). Lovka fluorescira, kadar je vezana na
pomnozeno DNK. Fluorescenca se povecuje z vsakim krogom reakcije, kar lahko
spremljamo preko racunalnika (White in sod., 2003).

Molekularni oznacevalci so kratka zaporedja nukleotidov, ki so komplementarna zelenemu
zaporedju ter imajo na 5' koncu vezano fluorescentno barvilo. Oligonukleotidni zacetniki
pomnozujejo DNK, na katere se komplementarno vezejo molekularni oznacevalci.
Zaporedje nukleotidov mora popolnoma nalegati, saj v nasprotnem primeru po vezavi
barvilo na oznacevalcu ne spremeni konformacijske strukture in ne oddaja fluorescence.
Tekom reakcije se povecuje tudi Stevilo produktov vezanih z molekularnimi oznacevalci,

kar zaznamo s povisanjem fluorescence (Tyagi in sod., 2000).

Kadar Zelimo povecati ucinkovitost PCR reakcije in zmanjSati stroske analize uporabimo
multiplex PCR. Gre za uporabo ve¢ oligonukleotidnih zacetnikov v eni reakciji.
Oblikovanje zacetnikov je klju¢no, predvsem da so temperature prileganja ¢im blizje
temperaturnemu optimumu reakcije. Hkrati je pomembno, da vsak zacetnik naredi razlicno
dolge produkte, da jih lahko lo¢imo in rezultate analiziramo. Problem tovrstne metode je

predvsem v potencialnih interferencah med zacetniki (Singh in sod., 2006).
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2.5.1.6  SmartCycler PCR

Aparati za PCR v realnem Casu so opremljeni s fluorescentnimi detektorji in programi
sposobnimi oceniti cikel prehoda preko mejne vrednosti (angl. critical treshold, CT). To je
cikel, pri katerem je fluorescenca visja od fluorescence ozadja, kar nam da pozitivni
rezultat (Jothikumar in sod., 2009).

SmartCycler je kvantitativni PCR v realnem casu, ki je preprost, hiter, dobro obcutljiv in
specificen (Belanger in sod., 2002). Ima sposobnost pomnozevanja RNK in DNK zaporedij
ter je uporaben za diagnosti¢ne teste, ki zahtevajo avtomati¢no, ponovljivo in natan¢no
metodo, hkrati pa lahko izvajamo ve¢ razli¢nih protokolov hkrati. Je multiplex PCR, saj
lahko v eni reakcijski tubici uporabimo zacetne oligonukleotide in fluorescentno oznacene
lovke. V vsako reakcijsko mesto vstavimo polipropilensko tubico volumna 25 pl, ki je ne
odpiramo po koncani reakciji, kar preprecuje moznost kontaminacije. Princip delovanja
temelji na TagMan PCR, kjer imamo vezane sonde s fluorescentimi barvili (Cepheid,
2011). Tehnologija temelji na uporabi dveh oligonukleotidnih zacetnikov ter uporabo
fluorescentne lovke, ki se veze na zacetnika. Po uspesni vezavi na tarco, polimeraza tekom
pomnoZzevanja razreze vezano sondo in s tem lo¢i vezano fluorescentno barvilo. Ta zasveti
in odda signal, ki se vecCa tekom cCasa reakcije. Prisotnost produktov je zaznana s strani
signala fluorescence, ki preide CT vrednost (Wortmann in sod., 2007). Emisijski signal
zazna opticni sistem z diodami CED, silikonskim fotodetektorjem in filtri z razli¢nimi

spektricnimi barvili. Ima 4 opticne kanale, s katerih vsaki¢ zbere podatke (Preglednica 2).

Preglednica 2: Prikaz kanalov za posamezna barvila, njihov vrh absorbance in emisije v nm na
SmartCycler aparatu (Cepheid, 2011)

KANAL 1 2 3 4
FAM Cy3, TET TxR Cys5
BARVILO . o
interkalirajoce Alexa 532 Alexa 647
ABSORBANCA (nm) 450 - 495 500 - 550 565 - 590 630 - 650
EMISIJSKI VRH (nm) 510- 527 565 - 590 606 - 650 670 - 750

Sama tehnika izolacije ne more lociti resni¢no negativnega rezultata od lazno negativnega,

¢e imamo v reakcijski meSanici prisotne inhibitorje. Ti so lahko prisotni po izolaciji iz
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klini¢nih vzorcev (npr. hemoglobin), okolijskih vzorcev (npr. kisline) in kemikalije
uporabljene tekom izolacije (etanol, detergenti, kaotropi¢ni agensi). Zanesljivost
diagnosti¢nih testov lahko povecamo z dodatkom pozitivne interne kontrole, ki nam
pokaze prisotnost inhibitorjev PCR. Pozitivna interna kontrola (IPK) se pomnoZzuje tekom
reakcije ter se veze na inhibitorje, le oddaja svetlobo pri drugi valovni dolzini. Interne
kontrole so predvsem plazmidne z zaporedjem podobnim pomnoZenemu, le da se razlikuje

zaporedje za vezavo sonde (Jothikumar in sod., 2009).

2.6 ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANJE OKUZB Z GLIVAMI RODU
Candida

Okuzbe s Canidida spp. zdravimo z antimikotiki. Za izid je klju¢nega pomena zgodnje
zdravljenje in preventiva pri skupinah ljudi z visokim tveganjem za nastanek okuzbe. S
zakasnelim zaCetkom zdravljenja naraS¢a umrljivost, zato pri ogrozenih skupinah,
izvajamo preventivno zdravljenje (Lass-Florl, 2008). Smrtnost glivicnih okuZzb je najvisja
pri obolelih s hematoloskimi malignimi obolenji (41,2 %) in starostnikih nad 70 let (41 %),
sledijo bolniki po operacijah (38,5 %), okuzeni z ve¢ kot eno vrsto rodu Candida (40 %)
ter okuzeni s C. glabrata (38 %) (Klingspor in Jalal, 2006).

Sama odlocitev glede izbire izkustvenega zdravila ob sumu ali potrjeni okuzbi s Candida
spp- je odvisna od teze klinicne slike bolnika, njegovega predhodnega zdravljenja z
antimikotiki, osnovnih bolezni, interakcije med zdravili (Ce se bolnik zdravi Se za katero
drugo bolezen), in poznavanja lokalne epidemiologije na oddelku oziroma ustanovi.
(Lass-Florl, 2008). Za zdravljenje kandidoz se lahko uporabljajo antimikotiki iz skupin
polienov, azolov in ehinokokadinov (Pfaller in Diekema, 2007). Med polieni uporabljamo
amfotericin B kot izbirno zdravilo za zdravljenje sistemskih kandidoz. S svojo vezavo na
ergosterol v membrani gliv spremeni njeno strukturno lastnost, kar vodi v nastanek por
preko katerih celica izgublja ione in makromolekule. Nekateri amfotericin B kombinirajo s
flucitozinom (Matos, 2002b). Zaradi Stevilnih tezkih stranskih ucinkov zdravljenja s tem
antimikotikom se za amfotericin B odloc¢ijo v primerih tezko potekajocih glivi¢nih okuzb,
kjer je povzrocitelj Se neznan, ali je bolnik predhodno prejemal antimikoticno preventivno

zdravljenje z zdravili iz skupine azolov. Najveckrat kandidoze zdravijo z azoli. Poznamo
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flukonazol, itrakonazol, vorikonazol in posakonazol (Pfaller in Diekema, 2007). Delujejo
inhibitorno na encim citokrom P-450, ki sodeluje pri demetilaciji lanosterola v ergosterol.
Dalec¢ najpogosteje se uporablja flukonazol, ki ima v primerjavi z amfotericinom B manj
stranskih ucinkov (Matos, 2002b). Ostali trije azolni antimikotiki (itrakonazol, vorikonazol
in posakonazol) so Sirokospektralni. Nekateri izmed njih so novejsi, kot je posakonazol, ali
so rezervirani kot izbirno zdravilo za zdravljenje drugih glivicnih okuzb, kot je vorikonazol
za zdravljenje invazivne aspergiloze. Tretja skupina antimikotikov so ehinokokadini, ki
inhibirajo sintezo 1,3-B-D-glukana, ki je del celicne stene gliv. Mednje spadajo
anidulafungin, carpofungin in mikafungin. Uporabljamo jih predvsem pri okuzbah z
vrstami rodu Candida, ki so odporne na azole ali v primerih, ko z azoli ne doseZemo
ustreznega ucinka zdravljenja (Pfaller in Diekema, 2007).

Pri skupinah ljudi, ki so dovzetnejsi za okuzbe (imunsko oslabljeni bolniki) je pomembno
preventivno zdravljenje, ki ima namen, da prepreci nastanek okuzbe. (Bougnoux in sod.,
1999). Zdravljenje izvajamo predvsem s flukonazolom pri nevtropeni¢nih bolnikih s
hematoloskimi malignimi obolenji, ki se zdravijo po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic
(okuzbe predvsem s C. krusei, C. glabrata in C. parapsilosis) (Pfaller in Dekema, 2007).
Pomembno je, da preventivno zdravljenje prejemajo le skupine bolnikov, za katere je
potrjeno, da pripomore pozitivno k izidu zdravljenja, saj antimikoti¢no zdravljenje prinasa
s seboj tudi Stevilne neugodne toksicne, stranske ucinke, omogoca hitrejSi razvoj
odpornosti gliv in ne nazadnje tudi vodi do nepotrebnih stroskov zdravljenja (Bougnoux in
sod., 1999).

Candida albicans je bolj virulentna v primerjavi z ostalimi vrstami zaradi Stevilnih
virulentnih dejavnikov ter invazivne patogeneze, sama pa redko razvije odpornost proti
antimikotikom (Pfaller in Diekema, 2007). Proti flukonazolu je naravno odporna C. krusei.
Proti amfotericin B pa je lahko naravno odporna C. lusitianiae. Za vrsto C. glabrata je
znacilno, da ima visje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) za flukonazol, kakor
tudi da ob zdravljenju s tem antimikotikom hitreje postane nanj odporna. Mehanizem
odpornosti je najpogosteje povezan s povecano ekspresijo Crpalk, ki aktivno izérpavajo
antimikotik iz glivnih celic. Ker so cCrpalke lahko nespecificne, je odpornost proti
flukonazolu pogosto povezana z navzkrizno odpornostjo tudi proti drugim azolom (Pfaller

in Diekema, 2007). Candida dubliniensis hitro razvije odpornost proti flukonazolu ob
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daljsem zdravljenju. Candida parapsilosis in C. guilliermondii imata visje vrednosti MIK
za ehinokokandine (Ellepola in Morrison, 2005).

Poleg antimikoti¢nega preventivnega zdravljenja, predvsem s flukonazolom, je za
preprecevanje okuzb pomembna tudi skrbna bolniSnicna higiena. Zdravstveni delavci naj
redno razkuzujejo roke in skrbijo za druge sanitarno higienske ukrepe na oddelkih
bolni$nic. Pomembno je tudi redno negovanje, nadzor in menjavanje Zilnih ter urinskih
katetrov, ki povecujejo moznosti nastanka okuzbe. Za zgodnje in uspesnejse zdravljenje je
kljuénega pomena hitra in zanesljiva diagnostika ter prepoznava povzroCitelja okuzbe

(Pfaller in Dekema, 2005).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 VZORCI

V raziskavo smo vkljuéili referenc¢na seva C. albicans (ATCC 90028) in C. glabrata
(ATCC 2001), ki smo ju predhodno gojili na trdnem gojis¢u po Sabouraudu (SDA; Oxoid).
Iz vsakega seva smo iz suspenzije celic pripravili koncentracijo 0,5 McFarladna v NaCl in
naredili red¢itveno vrsto v vodnem mediju in v krvi. Koncentracije glivnih celic v vodnem
mediju so znagale od 10° CFU/ml do 10° CFU/ml. Kri smo odvzeli v epruvete z EDTA
(Greiner Bio-One) zdravim prostovoljcem. Vanjo smo dodali suspenzijo ustrezne
koncentracije glivnih celic, da smo dobili koncentracijski gradient od 10* CFU/ml do 10’

CFU/mL, ter 5, 2'5 in 1 CFU/ml. Celotni volumen posameznega vzorca je znasal 1 ml.

Naredili smo tudi primerjavo med celotno krvjo, usedlino in plazmo krvnih vzorcev,
koncentracij za C. albicans 10, 10* ter 10" CFU/ml, medtem ko smo za C. glabrata izvedli
koncentraciji 10% ter 10' CFU/ml. Za padajo¢e koncentracije gliv v vodnem mediju smo
celotni postopek izolacije izvedli v treh vzporednih redCitvenih vrstah, za obe vrsti.
Izolacije iz krvi koncentracij 10* CFU/ml do 10" CFU/ml smo izvedli v dveh ponovitvah,

5,2'5 in 1 CFU/ml pa v eni ponovitvi. Klini¢nih vzorcev v raziskavo nismo vkljucili.
3.2  METODE DELA

Redcitveno vrsto vzorcev z ustrezno koncentracijo glivnih celic v vodi, smo preverili na
kromogenem gojis¢u za glive, CHROM diferencialnem gojis¢u (bioMereux, Pariz,

Francija), ki smo ga inkubirali 24 ur na 37 °C.

Iz redCitvene vrste glivnih celic smo izolirali glivno DNK z eno avtomatsko ter dvema
rocnima metodama. Avtomatsko izolacijo smo izvedli z izolacijskim kompletom
MagNAPure Compact Nucleic Acid Isolation Kit 1 (MagNA Pure) na MagNA Pure

Compact aparatu (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Nem¢ija), ro¢ni pa z metodo
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QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nem¢ija) ter YeaStar genomic DNK kit (Zymo
Research, Irvine, CA).

3.2.1 Roc¢na izolacija z referencnim kompletom (Qiagen)

Postopek izolacije smo izvedli po navodilih proizvajalca. RedCitveni vrsti glivnih celic v
vodnem mediju, smo po zaCetnem centrifugiranju in odstranitvi supernatanta dodali
sorbitolni pufer (pH = 7,5), litikazo za razgradnjo celi¢ne stene gliv, predvsem glukana in
merkaptoetanol za redukcijo disulfidnih vezi. Po inkubaciji 30 minut na 30 °C smo dodali
ATL pufer in proteinazo K za razgradnjo proteinov in pustili na 55 °C 15 minut. Po
dodatku AL pufra in 10 minutni inkubaciji na 70 °C smo dodali absolutni etanol za
denaturacijo DNK. Sledilo je spiranje v koloncah s pufroma AW1 in AW2. Izolirano DNK

smo sprali in shranili 1,5 ml epruvetke v AE pufru na 4 °C do reakcije s PCR.

Redcitveno vrsto s krvjo smo najprej obdelali s pufrom za lizo eritrocitov (red cell lysis
buffer, RCLB). Epruvete krvi z EDTA s sevi ustreznih koncentracij smo trikrat
centrifugirati z RCBL pufrom, in sicer 5 minut na 8.000 rpm, supernatant smo vsakic¢
zavrgli in dodali svez RCBL. Po zadnjem centrifugiranju smo dodali 900 pul RCBL in
prenesli v 1,5 ml epruvetke. Po dodatku proteinaze K v RCBL pufer smo inkubirali 45
minut na 65 °C za optimalno delovanje encima. Nadaljnji postopek izolacije smo opravili

enako kot z izolati v vodnem mediju.

o =

T T

Slika 1: Izolacijski komplet Qiagen Blood Mini kit
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3.2.2 Ro¢na izolacija z YeaStar izolacijskim kompletom (YeaStar)

Tako iz vodnega medija kot iz krvi je postopek izolacije glivne DNK potekal protokolu I iz
navodil proizvajalca.

Po zaletnem centrifugiranju in odstranitvi supernatanta smo dodali YD digestion pufer in
R-Zimolazo ter inkubirali na 37 °C eno uro. Po dodatku YD lizis pufra in kloroforma smo
ocistili DNK v koloncah s DNK spiralnim pufrom. Pri vzorcih smo prenesli zgolj zgornjo
fazo, nad kloroformom. DNK smo sprali z vodo v 1,5 ml oznacene epruvetke in jo shranili
na 4 °C do analize s PCR oz. za daljse obdobje na -20 °C. Pri vzorcih krvi smo morali
postopek spiranja skozi kolonce veckrat ponoviti, saj se DNK s prvim centrifugiranjem ni

sprala preko membrane.

' :
[ =§= .
ool

Slika 2: Izolacijski komplet YeaStar

3.2.3 Avtomatska izolacija z MagNA Pure Compact izolacijskim kompletom

(MagNA Pure)

Avtomatsko izolacijo smo izvedli na aparatu MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics) s
predhodno predpripravo vzorcev.

Redcene vzorce v vodnem mediju smo prenesli v 1,5 ml tubice z navojem, ki so vsebovale
kerami¢ne kroglice (Roche, GmbH, Mannheim, Nemcija) in stresali 15 minut. Po
centrifugiranju 5 minut na 13.200 obratih smo odstranili supernatant. Po dodatku 180 pl
pufra za lizo bakterijskih celic (angl. bacterial lysis buffer, BLB) (Roche, GmbH,

Mannheim, Nemcija) in 20 pl proteinaze K (Roche, GmbH, Mannheim, Nemcija) smo
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vzorce inkubirali 15 minut na 65 °C s 550 rpm stresanja. Nato smo jih prenesli na 95 °C za

10 minut s 300 rpm stresanja in jih pred avtomatsko izolacijo ohladili na 4 °C za 5 minut.

Redcitveno vrsto s krvjo smo izolirali po nekoliko spremenjenem protokolu. Sprva smo
vzorce v 1,5 ml epruvetkah s kerami¢nimi kroglicami stresali 15 minut. Nato smo vzorce
centrifugirali 2 minuti na 8.000 obratih ter 1 minuto na 13.200 obratih. Po odstranitvi
supernatanta smo dodali 180 ul BLB pufra ter 20 ul proteinaze K. Po inkubaciji na 65 °C
za 15 minut smo v vsak vzorec dodali suspenzijo DTT kon¢ne koncentracije 0,15 pM in
premesali na vorteksu za 2 sekundi. Inkubirali smo jih 30 minut na 37 °C s 300 rpm
stresanja ter jih vsakih 10 minut stresali za 15 sekund. Po 10 minutni inkubaciji na 95 °C
smo vzorce kot pri izolaciji v vodnem mediju ohladili na 4 °C.

Vzorce krvi pri katerih smo izvedli primerjavo izolacije iz cele krvi, usedline in plazme
smo pred celotnim postopkom dodatno obdelali. V epruveto z 3,6 ml krvi smo dodali 400
pl recenega seva v vodnem mediju. Po 15 sekundnem vorteksiranju epruvete z ustrezno
koncentracijo seva smo odvzeli 1 ml krvi in jo prenesli v 1,5 ml oznaceno epruvetko s
kerami¢nimi kroglicami. Preostanek krvi smo centrifugirali 5 minut na 4.000 obratih, da
smo dobili dve fazi. Po 1 ml zgornje faze, plazma, in spodnje faze, usedlina krvnih celic,
smo prenesli v 1,5 ml epruvetke s kerami¢nimi kroglicami in nadaljevali postopek izolacije

po protokolu za krvne vzorce.

Po predpripravi vzorcev smo izolacijo izvedli na avtomatu MagNA Pure Compact (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Nemcija) po protokolu Bacterial protocol V1 3 izolacije
DNK. Reagenti za posamezni vzorec se nahajajo v kartuSah, kjer vsaka luknjica vsebuje
doloCene reagente, kot so magnetni delci, pufer za lizo celic, spiralni pufer in elucijski
pufer. V 2 ml tubice za vzorce smo dodali 400 pl predhodno obdelanega vzorca ter dobili

100 pl izolirane DNK v pufru v 2 ml elucijskih tubicah z navojem.

Reagente in vzorce smo nalozili v stojala na robotu, kot je prikazano na sliki 3:
1. vrsta: Reagenti v kartuSah
2. vrsta: Drzala za tipse in tipsi

3. vrsta: 2 ml tubice v katerih se nahajajo vzorci
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4, vrsta: Elucijske epruvetke volumna 2 ml

Slika 3: Delovna miza MagNA Pure Compact

(Legenda: 1. reagenti v kartuSah; 2. drzala za tipse in tipsi; 3. 2ml tubice z vzorci; 4.

elucijske epruvetke volumna 2 ml)

Po koncani izolaciji, ki je potekala 27 minut, smo izolate pospravili v hladilnik do

nadaljnje analize s PCR.

3.2.4 PomnoZevanje in analiza izolirane DNK

Vzorce smo vzeli iz hladilnika in jih pustili na sobni temperaturi. Medtem smo si pripravili

mesanico za PCR (Preglednica 3).
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Preglednica 3: Prikaz koli¢ine meSanice za PCR za en vzorec za C. albicans in C. glabrata

volumen (ul)
Platinum qPCR SuperMix-UDG 12,5
lovka C. albicans ali C. glabrata 0,75
voda 6,75
MMX skupaj 20
vzorec (DNK) 5
skupaj 25

Preglednica 4: Prikaz vrstno specifi¢nih oligonukleotidnih za¢etnikov in sond za C. albicans in C. glabrata

C. albicans-F
C. C. albicans -R
albicans | C. albicans -TGprobe FAM
C. glabrata-F
C. C. glabrata-R
glabrata | C. glabrata -TGprobe TxR

Za PCR reakcijo smo uporabili 2 oligonukleotidna zacetnika, in sicer enega, ki je
pomnozeval naprej (angl. front; F) ter drugega, ki je pomnozeval v drugo smer (angl. rear;
R). V reakcijsko meSanico smo dodali tudi lovki (angl. probe) s fluorescetnim
oznacevalcem. Za C. albicans smo uporabili barvilo FAM, za C. glabrato pa TxR
(Preglednica 4).

V hladilni blok smo postavili tubice za SmartCycler II aparat ter odpipetirali v vsako 20 pl
PCR reagencne mesanice. V tubico z negativno kontrolo smo dodali e 5 pul vode, v tubico
s pozitivno kontrolo pa smo dodali 5 ul predhodno izolirane DNK glive kvasovke rodu C.
albicans oz C. glabrata. V vse ostale smo dodali vzorce do konénega volumna 25 ul. Vsak
vzorec smo v treh ponovitvah nalozili v aparat, hkrati pa smo v vsakem sklopu

pomnoZzevanja dodali pozitivno in negativno kontrolo.
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Slika 4: SmartCycler 25 ul tubica

Reakcijsko mesanico smo nalozili v aparat SmartCycler II (Cepheid, Sunnyvale, CA) po

programu Candida 1. Temperature in ¢asi po katerih poteka reakcija so bili sledei:

Temperaturni cikli:
- 50°C2min
- 95°C2min
- 95°C 15sek 45 ciklov
- 60 °C 90 sek }

V prvem delu reakcije se je dvovijatna DNK razprla v enoverizno, kjer je potem potekel
cikel pomnoZevanja. Najprej so se na lofeno enojno vija¢nico DNK vezali
oligonukleotidni zacetniki. V naslednji stopnji je sledilo pomnozevanje s polimerazo. Po
koncanem pomnoZevanju se je polimeraza odcepila, dobili smo produkte, komplementarne

dvovijaéne odseke DNK. Tako je poteklo vseh 45 ciklov pomnoZevanja.

Rezultate smo odcitali na podlagi prehoda krivulje preko mejne vrednosti (critical treshold
— CT). To je vrednost za evaluacijo opti¢nega signala. Kadar primarna krivulja seka CT
vrednost ali je derivat nad njeno vrednostjo, je to pozitiven rezultat. V nasprotnem primeru,
kadar je vrednost pod CT je negativni rezultat. Oligonukleotidni zacetniki so pomnozevali
gene ITS 1 in ITS 2 regije. Barvila, ki so bila vezana na komplementarno sondo so bila, za

C. albicans FAM ter za C. glabrata TxR.
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Slika 5: SmartCycler II aparat z racunalnikom, centrifugo in hladnim blokom
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4 REZULTATI

Rezultati izolacij, ki smo jih izvedli po treh razli¢nih protokolih in v dveh razli¢nih medijih
so se med seboj razlikovali. V vodnem mediju smo izvedli vse tri izolacije v treh
ponovitvah in iz vsakega izoliranega vzorca izvedli tri reakcije pomnozevanja z verizno
reakcijo s polimerazo v realnem casu. Celokupno Stevilo reakcij za posamezno
koncentracijo je bilo devet. Poleg navedene CT vrednosti pri posamezni koncentraciji in
vrsti so navedeni delezi pozitivnih rezultatov reakcij za navedeno koncentracijo in vrsto v

vodnem mediju (Preglednica 5).

Preglednica 5: Povpreéne vrednosti CT in deleZ pozitivnih reakeij izolacije glivne DNK za C. albicans in C.
glabrata v vodnem mediju za koncentracije 10° do 10° CFU/ml

10° CFU/ml | 10° CFU/ml | 10* CFU/ml | 10° CFU/ml | 10> CFU/ml | 10' CFU/ml | 10° CFU/ml

VODA poz poz poz poz poz poz poz
¢cry cr (¢cr| CT |CT| CT |[CT| CT |CT| CT |CT| CT CT CT
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
M;gNA 22,77 100 |26,3| 100 |29,6| 66,7 |33,1 | 77,8 351 | 22,2 [40,9| 11,1 0 0
ure

YeaStar | 15,5 | 88,9 | 19,0 100 | 23,6 | 100 | 33,1 | 66,7 0 0 0 0 0 0

QIAgen | 19,0 | 100 |22,8 | 100 |263| 88,9 |30,2| 556 |33,8| 22,2 |36,5| 22,2 0 0

M}‘;‘gNA 18.8 | 100 |22.1] 100 |[254| 100 |28.8| 88.9 |32.6| 77.8 362 | 444 | 0 0
ure

YeaStar | 18,5 | 22,2 | 20,0 | 33,3 233 | 444 |26,2 | 22,2 0 0 353 | 333 0 0

Candida glabrata | Candida albicans

QIAgen | 15,5| 100 | 19,3 | 100 |22,0| 100 |25,6| 100 |29,4| 556 |31,5| 66,7 | 350 | 44,4

Pri vzorcih iz krvi z EDTA smo izvedli koncentracije 10* do 10" CFU/ml v dveh
ponovitvah (Preglednica 6).
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Preglednica 6: Povpreéne vrednosti CT in deleZ pozitivnih reakcij izolacije glivne DNK za C. albicans in C.
glabrata iz krvi z EDTA za koncentracije 10* do 10" CFU/ml

10* CFU/ml 10° CFU/ml 10> CFU/ml 10' CFU/ml
KRI poz poz poz poz
CT | CT | CT | CT | CT | CT | CT | CT
(%) (%) (%) (%)
€| MagNA | 550 | 100 | 303 | 100 | 33,5 | 100 | 354 | 167
o Pure
5
© | YeaStar | 0 0 0 0 0 0 0 0
k=]
€
S| QlAgen | 302 | 100 | 198 | 333 | 351 | 66,7 | 37,0 | 500
S| MagNA | 539 | 100 | 286 | 100 | 32,5 | 100 | 358 | 83,3
5 Pure
s
o | YeaStar | 39,4 | 50,0 | 39,7 | 333 0 0 0 0
k=]
2
8| QlAgen | 257 | 100 | 29,5 | 100 | 33,3 | 833 | 37,6 | 50,0

Na podlagi primerjave rezultatov CT in obcutljivosti izolacij DNA iz krvi z EDTA smo z

aparaturo MagNA Pure Compact izvedli Se izolacije DNA nizjih koncentracij

(Preglednica 7).

Preglednica 7: Povpreéne vrednosti CT in delez pozitivnih reakeij izolacije glivne DNK za C. albicans in C.

glabrata iz krvi z EDTA z MagNA Pure izolacijo za koncentracije 5 CFU/ml, 2.5 CFU/ml in 1 CFU/ml

Zanimalo nas je tudi, kateri del krvi EDTA je najboljsi za nadaljnjo obdelavo z MagNA
Pure in vsebuje najvec glivnih celic. Rezultati prikazujejo CT vrednosti in delez pozitivnih
CT vrednosti za obe testirani vrsti iz celotne krvi, plazme in usedline. Postopek smo izvedli

v eni ponovitvi, in sicer v koncentracijah 10, 10%in 10' CFU/ml za C. albicans in 10° in

5 CFU /ml 2,5 CFU /ml 1 CFU /ml
celotna kri - poz poz poz
MagNA Pure | CT CT CT CT CT CT
(%) (%) (%)
C. albicans 36,5 33,3 37,5 100 39,6 33,3
C. glabrata 0 0 0 0 0 0

10" CFU/ml za C. glabrata (Preglednica 8).



Jarc A. Primerjava treh metod za izolacijo DNK kvasovk rodu Candida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologija, 2011

32

Preglednica 8: Povpreéne vrednosti CT in deleZ pozitivnih reakceij izolacije glivne DNK za C. albicans in C.

glabrata iz celotne krvi z EDTA, usedline in plazme z MagNA Pure izolacijo za koncentracije 10*, 10? in

10! CFU/ml

10 CFU /ml | 10°CFU/ml | 10' CFU /ml
KRI - MagNa poz poz poz
Pure CT CT CT CT CT CT
(%) (%) (%)
| celotna | 558 | 100 | 32,0 | 100 | 374 | 100
Qo kri
S
< | usedlina | 26,5 | 100 | 323 | 100 0 0
k=]
=
8 plazma 42,0 66,7 0 0 41,0 33,3
g | celotna | V1330 | 100 | 0 0
5 kri
s
o | usedlina \ \ 353 | 66,7 0 0
el
E
8 plazma \ \ 0 0 0 0

S primerjavo vseh treh izolacijskih metod se je avtomatska izkazala za najhitrejSo, za

izvedbo potrebuje najmanj ro¢nega dela in ne zahteva rokovanja z nevarnimi kemikalijami.

Izolacija z MagNA Pure je visoko obcutljiva in ima tudi manjSo moznost ¢loveske napake

(Preglednica 9).

Preglednica 9: Primerjava izolacijskih kompletov s ¢asom obdelave in ob¢utljivostjo za C. albicans in C.

glabrata

izolacijski komplet | oblutljivost | ¢as obdelave
QIAgen 1 CFU/ml 2h 30 min
YeaStar 1000 CFU/ml | 1h 10 min
MagNA Pure 1 CFU/ml 1h 45 min
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Dokazovanje gliv rodu Candida, ki povzrocajo kandidemijo, je zaradi nizke koncentracije
prisotnosti glivnih celic v periferni krvi zahtevno. Hemokultura, ki Se vedno velja za zlati
standard mikrobioloske diagnostike sistemskih glivicnih okuZzb je slabo obcutljiva metoda,
poleg tega pa je tudi dolgotrajna To je slabo, zaradi mozne prepozne odlocitve za uvedbo
antimikoti¢nega zdravljenja. Z razvojem molekularnih tehnik se odpirajo nove moznosti za
predvsem hitrejSo diagnostiko teh tezko potekajocih okuzb. Metode so visoko specificne,
ponovljive in enostavne za izvedbo (Preuner in Lion, 2009). Kljub visoki obcutljivosti
metod, je dokazovanje glivicnih okuzb Se vedno zahtevno, saj je lahko koncentracija
glivnih celic v krvi pod 1 CFU/ml in se v njej pojavljajo le obcasno (Metwally in sod.,
2008; Preuner in Lion, 2009). Vecji problem pri molekularni diagnostiki sistemskih
gliviénih okuzb predstavlja pridobitev izolirane DNK iz klini¢nih vzorcev. Izolirana DNK
mora biti Cista, izolacija pa hitra, kljub majhni koli¢ini DNK (Metwally in sod., 2008).

Vec studij je bilo opravljenih na primerjanju avtomatske in roc¢ne izolacije DNK (Lee in
sod., 2010; Knepp in sod., 2003; Metwally in sod., 2008; Tang in sod., 2005). Iskali so
metodo, ki bi dala visoko koncentracijo izolirane DNK, da bi bile tarce za pomnozevanje s
polimerazo dobro izpostavljene in da lahko z njo optimalno odstranimo inhibitorje PCR in
encime (Tang in sod., 2005). Ugotovili so, da avtomatska sicer skrajSa cas obdelave
vzorcev, vendar pa je pri njej vecja moznost kontaminacije z aerosoli ali napake aparata
tekom izolacije (Lee in sod., 2010; Knepp in sod., 2003). Izmed vseh avtomatskih izolacij
se je za paciente s sepso najbolje izkazala metoda z MagNA Pure aparatom (Compact;
Roche Diagnostic, IN), ki je povisala obcutljivost molekularnih testov in skrajSala
postopek obdelave (Reguerio in sod., 2010). Pri primerjavi avtomatske z ro¢no izolacijo
nekateri menijo, da pri slednji pridobimo vecjo koli¢ino DNK, ki je tudi bol;j ¢ista (Lee in
sod., 2010). Skupina raziskovalcev s severne Irske je primerjala sedem razli¢nih ro¢nih
izolacijskih kompletov Qiagen komplet z litikazo (Qiagen, Hilden, Nemcija), Qiagen
komplet s kerami¢nimi kroglicami (Qiagen, Hilden, Nemcija), MasterPure komplet za

izolacijo gliv (Epicentre Biotechnologies, Illumina, Wisconsin), Benzil alkohol/gvanidin
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hidroklorid komplet (Fredricks in Relman, 1998), Dr GenTle komplet (Takara Bio, Siga,
Japonska), izolacija glivne DNK z reagenti (Y-DER) (Pierce Biotechnology, Rockford,
ZDA), in YeaStar komplet (Zymo research, Irvine, Kalifornija). Nekatere komplete
izolacije so morali delno prilagodili za izolacijo iz EDTA krvi, saj so bili Stirje pripravljeni
za izolacijo DNK iz kulture gliv. Kvaliteto celotne nukleinske kisline so ocenili z UV
absorbanco, komplete pa medsebojno primerjali z referencnim Qiagen kit/lyticase, ki ga
uporabljajo v laboratoriju. Primerjali so obcutljivost, ceno, Cas in potrebnost dodatnih
aparatur za izvedbo. Kvaliteta in Cistost izolata je bila pri vseh razen YeaStar kompletu
nizja v primerjavi s Qiagen kit/lyticiase kompletom. Hkrati je dosegel YeaStar komplet
najvisjo obcutljivost, je preprost, hiter, cenovno ugoden za izvedbo in ne zahteva posebnih
dodatnih aparatur. Hkrati podatki kazejo, da je najbolj optimalen za izolacijo iz vzorcev

krvi brez dodatkov (Metwally in sod., 2008).

Z naSo raziskavo smo primerjali ro¢na izolacijska kita, Qiagen z litikazo (Qiagen, Hilden,
Nemcija) in YeaStar komplet (Zymo research, Irvine, Kalifornija), ter komplet za
avtomatsko izolacijo, MagNA Pure (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Nemcija). Pri
izolaciji DNK iz vodnega medija, se je za najboljSo izkazala izolacija s Qiagen kompletom.
Pri C. albicans so bile CT vrednosti nizke pri visokih koncentracijah, pozitivne rezultate
smo v 22,2 % dobili tudi pri koncentraciji 10 CFU/ml. Obcutljivost je bila visoka tudi pri
C. glabrata, saj smo zaznali v 44,4 % koncentracijo 1 CFU/ml. Boljsi rezultati in nizje CT
vrednosti pri sevu C. glabrate smo dobili verjetno zaradi boljSega naleganja sonde, saj smo

izolacijski postopek pri obeh vrstah opravili enako.

Pri izolaciji iz krvi, ki je pomembnejsa za rutinsko diagnostiko, smo v dvojniku izvedli za
koncentracije od 10* do 10" CFU/ml. Za najboljSo izolacijsko metodo se je tu izkazala
avtomatska metoda z MagNA Pure. Pri obeh vrstah smo s to metodo dobili najnizje CT
vrednosti in visoko obcutljivost (do 10 CFU/ml). Izolacijo smo z avtomatsko metodo
izvedli tudi za koncentracije 5, 2.5 in 1 CFU/ml krvi. Pri C. albicans smo zaznali
koncentracijo celic 1 CFU/ml (CT vrednost je bila dosezena v 40 ciklu). Izmed treh
ponovitev vzorca je le en dal pozitiven rezultat, kar pomeni, da je potrebno PCR iz enega

izolata opraviti v ve¢ ponovitvah. Pri vrsti C. glabrata smo dobili negativne rezultate, kar
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bi lahko bila posledica ali osmoze celic zaradi priprave red¢itve v vodnem mediju ali
prisotnosti inhibitorjev v vzorcih.

Pri obeh ro¢nih izolacijah smo imeli tezave predvsem pri spiranju DNK iz kolon, kar lahko
pojasni slabSe rezultate. Hkrati je pri ro¢ni izolaciji ve¢ja moZnost cloveSke napake ali
prisotnost DNaz in drugih inhibitorjev v vzorcih. Sam PCR smo za vsak vzorec izvajali v
trojniku, saj je mogoce, da v volumnu 5 pl ne bi zajeli izolirane DNK.

Pri izolaciji DNK iz krvi smo uporabili tako ve¢ mesecev staro in kot tudi svezo EDTA ki,
obe sta bili do izolacije shranjeni v hladilniku pri 4 °C. Rezultati PCR kaZzejo na to, da
starost vzorcev krvi ni imela vpliva na izolacijo ali koli¢ino DNK, ki smo jo dodali v kri.
Podobno so ugotovili tudi raziskovalci s Koreje, saj niso opazili sprememb pri koli¢ini in
Cistosti izolirane DNK iz krvnih strdkov (Lee in sod., 2010). Tekom izolacije smo pri
izolacijskem postopku z MagNA Pure po inkubaciji na 65 °C imeli tezave z vzorci, saj so
ti postali sluzasti. Po dodatku reducenta DTT smo vzorec spravili v bolj tekoce stanje, da je
aparat lazje opravil izolacijo. Iz rezultatov je razvidno, da tudi koagulacija krvi ni imela
vpliva na avtomatsko izolacijo, ¢eprav smo dodali manjsi volumen vzorca, kot bi to bilo
potrebno, nam je avtomat vse izolacije izvedel brez tezav.

Ko smo primerjali kateri del EDTA krvi je primernejSi za izolacijo glivnih celic, se je
izkazalo, da je za obe vrsti najprimernejSa izolacija iz vzorca celotne krvi. Obcutljivost je
bila 100 % za vse koncentracije C. albicans (1000, 100 in 10 CFU/ml) in pri C. glabrata za
100 CFU/ml, medtem ko je bila pri 10 CFU/ml 66,7 %. 1z vzorcev usedline smo pri C.
albicans dobili podobne CT vrednosti kot pri celotni krvi, vendar je bila obcutljivost
manjs$a (do 100 CFU/ml). Plazma ni dala pomembnih rezultatov, ker so se celice verjetno

posedle na dno tekom centrifugiranja.

Nekatere Studije opisujejo, da sta plazma in serum primernejSa vzorca od celotne krvi.
Raziskave so bile narejene na vzorcih hemokultur, vendar je potrebno poudariti, da so
imeli vzorci, vklju€eni v raziskavo znatno visje izhodne koncentracije glivne DNK. Prvi so
poskus izvedli s primerjavo celotne krvi in seruma, drugi pa so primerjali serum, plazmo in
celotno kri (Bougnoux in sod., 1999; Lau in sod., 2010). Vollmer in sodelavci so opravili
podobno Studijo z inokulacijo v krvno red¢itveno vrsto z EDTA in serumom. Vrednosti CT

se med serumom in polno krvjo z EDTA niso bistveno razlikovale, pozitivne vrednosti CT
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so bile dosezene v zaporednih ciklih. V nasi raziskavi smo dobili CT vrednosti za kri z
EDTA primerljive z njihovimi rezultati. Druge raziskave pa so pokazale, da ni razlik med
serumom in celotno krvjo, predlagali pa so, da se za vse vzorce izvaja PCR v dveh
ponovitvah. Ce je en izmed vzorcev pozitiven, se smatra to kot pozitiven rezultat (Innings

in sod., 2007). Podobno smo rezultate vrednotili tudi mi.

Ce primerjamo sam potek dela vseh treh izolacij, smo ugotovili, da je avtomatska
najhitrejSa, za izvedbo potrebuje najmanj dela in ne zahteva rokovanja z nevarnimi
kemikalijami. Izolacija z MagNA Pure je visoko obcutljiva (1 CFU/ml) in ima tudi manjSo

moznost ¢loveske napake.

52 SKLEPI

o Obcutljivost izolacije v vodnem mediju je za C. albicans znasala 10 CFU/ml za C.
glabrato pa 1 CFU/ml

o Obcutljivost izolacije krvi z EDTA je bila za C. albicans 1 CFU/ml krvi in 10
CFU/ml krvi za C. glabrata

. Za najbolj primerno metoda izolacije glivne DNK se je izkazala avtomatska
izolacija z MagNa Pure Compact aparatom. Omogoca visoko obcutljivost izolacije glivne
DNK (do 1 CFU/ml krvi) poleg tega je moznost ¢loveske napake in kontaminacije vzorca

je pri tej metodi najmanjsa.

. Vzorce z izolirano DNK moramo vsaj v dvojniku pomnoziti s PCR. V kolikor je

eden izmed vzorcev pozitiven, se smatra rezultat kot pozitiven.

. Ugotovili smo, da niti koaguliranost niti starost krvi ne vplivata na kvaliteto ali

obcutljivost izolacije DNK z metodo MagNA Pure.

o Najbolj obcutljiv vzorec EDTA krvi je celotna kri.
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6 POVZETEK

Okuzbe krvnega obtoka z mikroorganizmi so izredno nevarne in lahko privedejo do sepse
ali celo smrtni. Kadar okuzbe povzrocajo glive rodu Candida to imenujemo kandidoza.
NajpogostejSa povzroditeljica okuzb je C. albicans, v zadnjih dveh desetletjih se je
povisala incidenca okuzb tudi z drugimi vrstami. Problem tovrstnih okuzb je, da je
povzrocitelj lahko v krvnem obtoku obc¢asno in v manjSih koncentracijah in ga je tezko
dokazati. To predstavlja diagnosti¢en problem, ker do rezultatov pridemo pozno, pa je
lahko usodno tudi za bolnika, ki ni pravocasno ustrezno zdravljen. V nasi raziskavi smo
primerjali tri izolacijske komplete za izolacijo glivne DNK iz vzorcev krvi in vode
razli¢nih koncentracij. V Studijah kot referen¢ni komplet pogostokrat uporabljajo Qiagen
komplet (Qiagen, Hilden, Nemcija). V primerjavi z avtomatsko izolacijo naj bi bila ro¢na
boljsa, saj je bolj obcutljiva in specificna. Nasprotno pa naj bi avtomatska predstavljala
krajsi ¢as obdelave in manjSo moznost ¢loveske napake. Mi smo primerjali rocni izolaciji
Qiagen in YeaStar ter avtomatsko z MagNA Pure LC aparatom. Ugotovili smo, da je za
izolacijo iz krvi najbolj$a metoda izolacije z MagNA Pure. Obcutljivost je visoka, doseze
koncentracijo celic 1 CFU/ml, hkrati je ¢as izolacije z njo najkrajsi, najmanjsa je moznost
Cloveske napake in kontaminacije vzorca. Glivno DNK C. albicans smo zaznali pri
koncentraciji celic 1 CFU/ml, pri koncentraciji 10 CFU/ml pa DNK vrste C. glabrata. Pri
izolaciji z Qiagen kompletom smo sicer pri obeh sevih dobili pozitiven rezultat za
koncentacije 10 CFU/ml, vendar so bile CT vrednosti vi§je (37 cikel). Pomembno je, da
vzorec z izolirano DNK pomnozimo vsaj v dvojniku, da povecamo obcutljivost detekcije.
Ugotovili smo, da je za izolacijo najboljsa celotna kri z EDTA. Nasprotno se plazma in
usedlina celic nista izkazali za primerna vzorca za izolacijo DNK, saj celice posedemo na
dno in jih v plazmi ni, v usedlini celic pa jih lahko ne zajamemo za nadaljnjo obdelavo.
Izkazalo se je tudi, da stara ali koagulirana kri ne vplivata na obcutljivost izolacije z

MagNA Pure izolacijo.
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Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologija, 2011
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Priloga B: Prikaz pozitivnih rezultatov PCR in vrednosti CT v razmerju z naras¢ajo¢im

Stevilom ciklov za Candida glabrata




