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presaditev krvotvornih mati¢nih celic

nakljuéno pomnoZevanje polimorfne DNK (angl. random amplification of
polymorphic DNA)

polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment length
polymorphism)

ribosomalna ribonukleinska kislina

angl. Replicate organism detection and counting

kisikove reaktivne spojine (angl. reactive oxygen species)
Sabouraud agar
vzoréevalnik zraka (angl. Surface air system sampler)

sindrom bolnih zgradb (angl. Sick building syndrom)
kratka ponovljiva zaporedja (angl. Short-sequence repeats)
kratke tandemske ponovitve (angl. Simple tandem repeats)

dejavnik tumorske nekroze a
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1 UVOD

V zadnjih desetletjih se incidenca okuZzb z glivami povecuje, kar je posledica naras¢ajoce
populacije bolnikov z vefjim tveganjem za nastanek oportunistiénih okuZb in
neucinkovitih ukrepov za prepreCevanje teh okuZb. Med pomembne povzrocitelje sodijo
plesni iz rodu Aspergillus. A. fumigatus je najbolj patogena vrsta tega rodu in najpogoste;jsi
povzrocitelj invazivnih okuzb. Kot druge vrste Aspergillus spp. je tudi A. fumigatus mo¢no
raz§irjen v naravi. Naravna ekoloska niSa te ubikvitarne plesni je zemlja, kjer raste na
razpadajocem organskem materialu, spore se nahajajo v zraku in v vodnih virih (Latgé,

1999; Warris in sod., 2003; Voss in sod., 2002).

Hialina plesen A. fumigatus je nespolni, anamorfni saprofit, ki povzroca invazivno
aspergilozo, pa tudi razli¢na neinvazivna in semi-invazivna stanja (Ruchel in Reichard,
1999). Ob sporulaciji sprosti plesen v zrak Stevilne konidije, ki zaradi svoje velikosti lahko
doseZejo pljucne alveole. Kot alergen povzroca alergicno bronhopulmonalno aspergilozo
(ABPA). Telesna obramba gostitelja temelji na u€inkoviti funkciji migetalénega epitelija
dihal ter fagocitozni aktivnosti alveolarnih makrofagov. Pri okvarah te »primarne
obrambe«, ki je na primer posledica cisticne fibroze ali okvarjene funkcije nevtrofilnih
granulocitov pri bolnikih z okrnjenim imunskim odzivom, pride do kolonizacije dihalnih
poti, razvoja aspergiloma v pljucih bolnika s tuberkulozo ali sarkoidozo (Rementeria in
sod., 2005) ali do invazivne okuZbe, ki se kaze v obliki kroni¢ne nekrotizirajoCe pljucnice
ali invazivne aspergiloze. V skupino z vecjim tveganjem za nastanek invazivne aspergiloze
sodijo bolniki s hemolimfoproliferativnimi obolenji, HIV pozitivne osebe, bolniki z

rakavimi obolenji ter bolniki po presaditvi organov in krvotvornih mati¢nih celic.

Incidenca pri transplantiranih bolnikih varira od 0,7 % do 8,4 %, pri osebah z akutno
levkemijo od 5 do 24 %, pri kroni¢nih granulomatoznih boleznih od 25 % do 40 %, pri
HIV pozitivnih osebah do 12 %. Smrtnost varira od 50 % do 90 %, v odvisnosti od Casa
zacetka zdravljenja, razSirjenosti bolezni in predvsem od teZe okvarjenosti imunskega

sistema (Warris in Verweij, 2005).
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Za zmanjSevanje okuzb s plesnimi rodu Aspergillus pri imunsko oslabljenih osebah sta
klju¢nega pomena prepreCevanje moZznosti okuZzbe z zagotavljanjem ustreznega okolja

bivanja bolnikov, ko so ti najbolj ogroZeni in preventivno zdravljenje z antimikotiki.

Aspergiloza je namre¢ eksogeno pridobljena okuZba, torej je okolje, v katerem se bolnik

nahaja, zelo pomemben dejavnik za razvoj bolezni (Warris in Verweij, 2005).

Na koncentracijo spor vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so temperatura okolja, vlaZnost,
vetrovnost, letni Cas, prisotnost gradbenih del in Stevilni drugi (Cooper in sod., 2003).
Zveza med povecano koncentracijo spor Aspergillus spp. v okolju in vecjim tveganjem za
invazivno aspergilozo ni potrjena. Genotipizacija Stevilnih klini¢nih in okoljskih izolatov
kaZe na izredno veliko genomsko raznolikost, kar podpira domnevo, da so okoljski sevi
potencialno infektivni (Alberti in sod., 2001). Gradbena ter prenovitvena dela naj bi Se
posebej povecevala koncentracijo spor v zraku (Curtis in sod., 2005; Pegues in sod., 2002;
Panackal in sod., 2002). Z vzorcevalniki zraka lahko spremljamo koncentracijo in spekter
plesni v bolnikovem okolju, ter na podlagi rezultatov dolo€amo preventivno zdravljenje.
Glede na veliko genetsko raznolikost so se razvile razlicne metode za natancnejSo
opredelitev sevov posameznih vrst plesni (Girardin in sod., 1994; Verweij in sod., 1996;
Symoens in sod., 2002; Menotti in sod., 2005; Heinemann in sod., 2004). RazseZnost
genetske raznolikosti okoljskih in klini€nih izolatov so prikazali v S$tevilnih Studijah.
Kolonizacija z razli¢nimi sevi A. fumigatus je znacCilna pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih
organov ter z aspergilomom (Girardin in sod., 1994; Loudon in sod., 1993; Pegues in sod.,
2002), najpogosteje pa je kolonizacija z ve¢ sevi opisana pri bolnikih s cisticno fibrozo
(Mellado in sod., 2000; Debeaupuis in sod., 1997). V eni izmed raziskav so ugotovili, da je
bil bolnik s cisti¢no fibrozo koloniziran kar z devetimi razlicnimi genotipi (Verweij in sod.,
1996). V raziskavi, ki je zajela enajst bolnikov z invazivno aspergilozo je bilo dokazano,
da so bili trije bolniki kolonizirani z enim sevom, Sest bolnikov z dvema sevoma, en bolnik
s Stirimi in en bolnik s petimi razlinimi genotipi plesni A. fumigatus (Bertout in sod.,
2001). Med genotipizacijskimi metodami so v literaturi najpogosteje omenjene
molekularne tehnike, kot je nakljuéno pomnoZevanje polimorfne DNK (angl. random
amplification of polymorphic DNA, RAPD), metoda doloCanja polimorfizma dolZin

restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment length polymorphism, RFLP),
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multilokusna encimska elektroforeza, metoda polimorfizma dolZine pomnoZenih

fragmentov (angl. amplified fragment length polymorphism, AFLP).

1.1 NAMEN DELA

— dolociti koncentracijo spor v zraku zunanjega (gradbisce, zunanje okolje brez
gradbenih del) in bolni$ni¢nega okolja

— dolociti vrstno raznolikost plesni v zraku zunanjega (gradbiSce, zunanje okolje
brez gradbenih del) in bolni$ni¢nega okolja

— opredeliti izolate A. fumigatus, osamljene iz bolni$ni¢nega okolja in iz klini¢nih
vzorcev bolnikov z metodo nakljuénega pomnoZevanja polimorfne DNK
(RAPD)

— uporabiti razli¢na gojisca in jih ovrednotiti

1.2 HIPOTEZE

v zraku zunanjega (gradbiSce, zunanje okolje brez gradbenih del) in bolni$ni¢nega
okolja pri¢akujemo razliéno koncentracijo plesni in domnevamo, da bo
koncentracija plesni najvi§ja na obmocju, kjer potekajo gradbena dela, niZje
koncentracije pri¢akujemo v zunanjem okolju brez gradbenih del ter najniZje v
bolni$ni¢nem okolju

v zraku priCakujemo Sirok spekter plesni iz rodov Absidia, Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum,
Mucor, Monillia, Paecylomyces, Penicillium, Stachybotrys, Trihoderma

v zraku so prisotne razli¢ne vrste plesni iz rodu Aspergillus (predvsem A. flavus, A.
fumigatus in A. niger)

z genotipizacijo izolatov A. fumigatus osamljenih iz klini¢nih vzorcev bolnikov in
vzorcev okolja, bomo preverili domnevo, da pride do kolonizacije in/ali okuZzbe
bolnikov zaradi bivanja v bolni§ni¢nem okolju

preverili bomo domnevo, da so gojiS¢a Sabouraud (SABA), s Czapek agarjem

(CzA) in krompirjevim agarjem (PDA) enako primerna za osamitev razli¢nih plesni
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2 PREGLED OBJAV

2.1. KLASIFIKACIJA IN GLAVNE LASTNOSTI VRSTE Aspergillus fumigatus

Rod Aspergillus je bil prvi¢ prepoznan leta 1729 (Mackenzie, 1987). Znotraj tega rodu je
opisanih Ze preko 180 vrst (Pitt, 1994; Denning, 2000; Summerbell, 2003). A. fumigatus je
najbolj patogena vrsta tega rodu in je v ve€ kot 90 % povzrocitelj invazivnih aspergiloz. Po
nacinu spolnega razmnoZevanja ga uvrS¢amo v deblo Ascomycota, red Eurotiales in

druzino Trichocomaceae.

Aspergillus sect. fumigati vkljuCuje 23 vrst iz rodu Neosartorya ter 10 vrst iz rodu
Aspergillus. Med Aspergillus sect. fumigati, priStevamo A. fumigatus, A. brevipes, A.
duricaulis, A. unilateralis, A. viridinutans, A. fumigatiaffinis, A. fumisynnematus, A.
lentulus, A. novofumigatus, A. turcosus ter doloCene vrste znotraj rodu Neosartorya. A.
Sfumigatus je morfolosko zelo variabilen. Te variacije vodijo v opis razli¢nih razlicic, kot
so: A. fumigatus var. acolumnaris, A. fumigatus var. albus, A. fumigatus var. cellulosae, A.
fumigatus var. coeruleus, A. fumigatus var. ellipticus, A. fumigatus var. fulviruber, A.
fumigatus var. fumigatus, A. fumigatus var. griseibrunneus, A. fumigatus var. helvolus, A.
fumigatus var. lunzinense, A. fumigatus var. minimus, A. neoellipticus, A. phialoseptus, A.

bronchialis, A. septatus, A. arvi (Samson in sod., 2007).

A. fumigatus je vlaknata gliva ali plesen. Identifikacija A. fumigatus temelji na

makroskopski in mikroskopski morfologiji kolonij.

Na enostavnem gojiscu raste hitro. Kolonije A. fumigatus zrastejo na gojiSc¢u Czapek-Dox
pri 25 °C do premera 5 cm v enem tednu. Tipi¢ne kolonije so sivo zelene barve, prasnatega
ali puhastega reliefa (Slika 1). Ozadje kolonij je svetlo rumeno do brezbarvno. Zra¢ni
micelij se razlikuje glede na starost kolonije, sestavo medija in temperaturo rasti (Matos,
2002; Latgé 1999). Hife so hialine, lahko rahlo pigmentirane, septirane in se dihotomno
cepijo pod kotom 45 °.
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Slika 1: Aspergillus fumigatus na gojis¢u Sabouraud (Kavc¢ic, 2007)

Za vse vrste plesni iz rodu Aspergillus so znalilne gladke ali hrapave konidiofore. A.
fumigatus tvori gladke konidiofore, pogosto rahlo zelene barve v zgornjem delu. To so
preoblikovane celice hif, pokoncne, v obliki nerazvejanega stebla in so na konceh
zadebeljene v Siroke, kijaste vezikule, premera 20 do 30 pm. Iz zgornjega dela vezikule
neposredno izhajajo konidiogene celice, imenovane fialide, dolZine 6 do 8 um in Sirine 2
do 3 pum. Fialide so stekleniCaste oblike in zelenkaste barve. A. fumigatus je uniseriatni,
kajti metule niso prisotne. Iz apikalne odprtine konidiogene celice se v bazipentalnem redu
tvorijo veriZice zelenkastih konidijev, ki niso nikoli razvejane (Zalar in Gunde-Cimerman,

2002).

Konidiogeneza je semi-endogena, saj se stena novega konidija delno tvori na novo, delno
pa iz septuma, ki loCuje posamezne konidije. Infektivne spore, imenovane konidiji, so
negibljiva, nespolna oblika razmnoZevanja aspergilusov. Konidije obdaja ornamentirana
celi¢na stena, so zelenkaste barve, enoceli¢ni, kroglasti do elipsoidni, veliki do 3 pm in jih
uvrS¢amo med kserosporne ali suhe konidije. Nanizani v suhe veriZice, tvorijo kompaktno
stebricasto strukturo na zgornji tretjini vezikla (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002; Schmidt
in Schmidt, 1999). Obdaja jih hidrofobna povrSina, ki jim omogoca, da se precej Casa
obdrzijo v okolju, v zraku. Spore so zaradi svoje zgradbe odporne na neugodne vplive
okolja in se Sirijo po zraku. Nekatere nepigmentirane vrste A. fumigatus proizvajajo bele
konidije. Spolne oblike, teleomorf, naj bi bile neinfektivne (Latgé, 1999). Teleomorfa A.

Jumigatus doslej e niso dokon¢no potrdili, dopusca pa se moZnost, da Neosartorya fischeri
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predstavlja spolno obliko te plesni. S tremi hipotezami predpostavljajo, zakaj kljub veliki
variabilnosti A. fumigatus Se niso dokazali spolne oblike plesi. Prva hipoteza je, da je do
genetskih izmenjav prihajalo preko paraseksualnega cikla, druga trdi, da se je vsa
variabilnost ustalila Se v Casu, ko je bil prisoten spolni stadij pri A. fumigatus, tretja
hipoteza pa zatrjuje, da spolnega stadija plesni Se niso odkrili, ampak ta skrivnostni spolni
stadij obstaja (angl. Cryptic sexual stage) (Debeaupuis in sod., 1997; Rodriguez in sod.,
1996). A. fumigatus je termotoleranten, saj je sposoben rasti pri temperaturi do 55 °C ter
preZivi pri temperaturi do 75 °C. Zaradi svoje termotolerance je esencialna komponenta
mikroflore komposta. Do sedaj so odkrili dva gena, ki sta direktno povezana s
termotoleranco pri A. fumigatus. Minimalna temperatura za rast micelija je 10 do 12 °C,
optimalna 37 do 43 °C. Optimalna relativna vlaga za nastanek konidijev je 98 %, za

germinacijo spor je optimum 25 °C. Optimalen pH okolja je 3,0 do 8,0 (Rhodes, 2006).

Genom A. fumigatus kodira Sirok spekter glikozilhidrolaz, ki omogocajo plesni razgradnjo
komponent rastlinske celine stene. Rezultati primerjave genoma A. fumigatus in
saprofitnih ali fitopatogenih vrst kaZejo na podoben spekter in Stevilo encimov, kar
potrjuje, da je primarna ekoloSka niSa A. fumigatus rastlina. Plesen pa ne proizvaja
encimov lignin peroksidaze in mangan peroksidaze, kar kaZe na poglavitno vlogo A.
fumigatus pri razgradnji zelenih delov rastline, ne pa pri razgradnji olesenelih delov. Kot
patogen je A. fumigatus razvil Stevilne mehanizme za vdor in razrast v gostitelju. Razvil je
mehanizme za pridobivanje Zeleza, magnezija, fosfata in cinka od gostitelja (Tekaia in
Latgé, 2005). V Stevilnih biokemijskih, molekularnih in imunoloskih Studijah niso potrdili
klju¢nega dejavnika, odgovornega za patogenost A. fumigatus. Vsak sev plesni je
potencialno patogen, kar kaZe tudi na nespecificnost gostitelja. Virulenca A. fumigatus je
multifaktorialna in jo pogojuje aktivacija Stevilnih genov. Ta plesen ne potrebuje
humanega gostitelja za svoj popoln bioloski cikel, kar potrjuje dejstvo, da je A. fumigatus
pravi saprofit, ki postane patogen, ko je humani imunski sistem zelo oslabljen. Virulenca
predstavlja bolj odpornost plesni na humanega gostitelja kot izraZanje specificnih

bolezensko vezanih proteinov (Debeapuis in sod., 1997).

S sekven¢nimi analizami so predstavili 29,4 Mb velik genom klinicnega izolata A.
fumigatus Af93, sestavljen iz osmih kromosomov, ki vsebujejo 9,926 genskih zapisov

(Nierman in sod., 2005).
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2.1.1 Virulen¢ni dejavniki A. fumigatus

V zadnjem desetletju je prevalenca okuzb, povzrocenih s plesnijo A. fumigatus moc¢no
narasla. Vzrok za to je poveCevanje populacije ljudi, ki je ogroZena za nastanek
oportunisti¢nih okuZzb, povecanega Stevila bolnikov, ki se zdravijo s presaditvijo razli¢nih
organov, podaljSane pricakovane Zivljenjske dobe in povecane porabe antibiotikov. Ob
povecani uporabi in razvoju novih antimikotikov se je povecalo tudi zanimanje za
raziskave na tem podro&ju. Stevilne izmed njih obravnavajo patogenetski mehanizem
nastanka okuZbe in virulen¢ne dejavnike povzrocitelja. Za naselitev v gostitelju mora imeti
A. fumigatus zmoZnost pritrditve, penetracije v ¢loveski respiratorni epitelij ter zmoZnost
uni¢enja fagocitnih celic. Ekstracelularni matri¢ni proteini (EMP) ali glikoproteini, posebej
laminin in fibronektin, delujejo kot mediatorji pri pritrjevanju spor. Patogen izraza
povrSinske adhezine, ki prepoznajo EMP komponente. Spore se s specifi¢nimi receptorji
pritrdijo na epitelij ali endotelij, krvna telesca in na fibrinske strdke. Domnevajo, da poteka
direktno pritrjanje konidijev na alveolarne epitelijske celice preko membranskih
glikosfingolipidov pnevmocitov. Adherenca poteka tudi na mestih tesnih medceli¢nih

stikov (Bouchara in sod., 1999).

Celi¢na stena A. fumigatus je kompleksna struktura, sestavljena vecinoma iz polisaharidov
in prispeva k patogenosti plesni. Najpogostejsi polisaharid je B (1-3)-glukan, ki formira
skeletno strukturo, deluje kot sidro za polisaharide, kot sta galaktomanan in hitin, sproZzi
aktivacijo komplementa in produkcijo vnetnih mediatorjev. Encimski kompleks B (1-3)-
glukan sintaza, je transmembranski proteinski kompleks, sestavljen iz proteinov Rhol,
Fksl1 ter iz proteina, homolognega ABC bakterijskemu transporterju glukana. Redukcija
ekspresije teh genov, ki kodirajo te proteine, se izraZa v inhibiciji rasti plesni. Protein Fks1
je esencialen za rast A. fumigatus, predstavlja pa tudi osnovo razvoja nove druZine

antimikotikov, ehinokandinov (Rementeria in sod., 2005).

V celi¢ni steni konidijev so razli¢ni encimi, ki sodelujejo pri zunajceli¢ni elongaciji in
modifikaciji polisaharidov celi¢ne stene. Poznane so tri glukanoziltransferaze, ki so

odgovorne za elongacijo glukana, imenovane Gel (Rementeria in sod., 2005).

Del celicne stene hif in konidijev je tudi galaktomanan, izvenceliCni antigen,

imunoglobulin, ki ga kodira gen afinpl. Sodeluje pri prepoznavi in vezavi konidijev na
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gostiteljske celice. Predpostavljajo, da v konidijih nadomes¢a funkcijo siali¢ne kisline, ki
pogojuje vezavo na fibronektin in laminin. Galaktomanan deluje kot receptor za transport
ionov in hranil. Galaktomanan je najbolj uporaben diagnosti¢ni kazalec, ki ga lahko
dolo¢amo v serumu, urinu in likvorju in bronhoalveolarni lavaZi pri bolnikih z invazivno
aspergilozo. Protein Afmp2 ali manoprotein naj bi bil vkljucen v nastanek ter sestavljanje
celi¢ne stene. Tudi ta protein je imunogen in uporaben v seroloski diagnostiki (Rementeria

in sod., 2005).

Hitin, polisaharidno komponento celi¢ne stene, tvorijo hitin sintaze. DruZina chs genov, ki
kodirajo hitin sintaze, vkljuCuje najmanj sedem razlicnih genov. Med njimi sta
najpomembnejSa gena chsE in chsG. Mutacije v teh genih vodijo v nastanek nabreknjenih
hif, zmanjSano konidiogenezo, zniZano aktivnost hitin sintaze in moc¢nega razvejanja hif.
Produkti genov chs vplivajo na stabilnost celi¢ne stene. Pri mutacijah v chsE in chsG genih
plesen primanjkljaj hitina v celi¢ni steni nadomesti s poviSano koncentracijo a-glukana

(Rementeria in sod., 2005; Horiuchi in Takagi, 1999) .

Negativno nabiti ogljikovi hidrati na povrSini konidijev posredujejo adherenco na
fibronektin in laminin. Zunanji del celi¢ne stene konidijev sestavljajo hidrofobni proteini,
imenovani hidrofobini in pogojujejo hidrofobnost konidijev. Hidrofobini niso prisotni v
miceliju in so ekstremno odporni proti kemijski degradaciji. Poznan je protein RodA, ki je
pomemben za hidrofobnost konidijev, vezavo na hidrofobne proteine, kot sta albumin in
kolagen ter za mocan vnetni odgovor gostitelja. Mutacije v genu rodA vodijo v nastanek
hrapave povrSine konidijev, v nepopolno vezavo na kolagen in albumin ter dovzetnost
konidijev za uniCenje s strani alveolarnih makrofagov (Latgé, 1999). Poglavitna funkcija
tega hidrofobina naj bi bila v za¢iti konidijev pred alveolarnimi makrofagi. RodB naj bi
imel vlogo pri strukturiranju celi¢ne stene plesni, nima pa vloge pri zasciti plesni pred

alveolarnimi makrofagi (Paris in sod., 2003).

Nepigmentirane vrste konidijev so manj patogene. Pigment $Citi pred ultravijoli¢no
svetlobo, encimsko lizo, oksidanti, ter v€asih pred poviSano temperaturo. Pigment je pri A.
Sfumigatus prisoten le v konidijih ter odsoten v hifah. V sintezo pigmenta melanin-1,8
dihidroksinaftalen ali DHN-melanin je vkljucena skupina Sestih razlicnih genov. DHN-

melanin je pigment, ki inhibira fagocitozo konidijev ter jih $¢iti pred kisikovimi prostimi



Kavc¢i¢ T. Primerjava vrstne raznolikosti in koncentracij plesni... ter genotipizacija plesni A. fumigatus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

radikali. Beli konidiji se na komplement veZejo mocneje, njihova celi¢na stena je bolj
permeabilna in posledi¢no so bolj obcutljivi na protiglivna zdravila. Fagocitoza belih
konidijev je kar petkrat intenzivnejSa kot fagocitoza pigmentiranih konidijev. Gen
pksP/albl, ki kodira DHN-melanin sintazo, je najpomembnejSi za pigmentiranost
konidijev in posledi¢no za virulenco. Produkt pksP/albl gena ovira zlitje med fagosomom
in lizosomom in tako poveCa moznost preZivetja konidijev (Rementeria in sod., 2005;

Brakhage in sod., 1999).

V procesu uniCenja spor sodelujejo tudi ROS, kot so H,O, ali superoksidni ion.
Detoksifikacijski sistem plesni za nevtralizacijo kisikovih prostih radikalov, ki vkljucuje
katalaze, peroksidaze in superoksid dizmutaze, je esencialen za virulenco plesni, ti encimi
pa so smatrani kot virulen¢ni dejavniki plesni. V A. fumigatus so prisotne tri katalaze. Gen
catA kodira katalazo, prisotno v konidijih. Ta katalaza je odporna proti poviSani
temperaturi ter detergentom in konidije $Citi pred vplivi okoljskega H,O,, ne nudi pa
zaS€ite pred uni¢enjem s strani alveolarnih makrofagov. Geni catl/catB in cat2 kodirajo
micelijske katalaze, ki $€itijo plesen pred ROS, niso pa dovolj u€inkovite v zaS€iti pred
polimorfonuklearnimi celicami. Superoksid dizmutaza je u€inkovita obramba micelija pred
ROS. Plesen §c¢iti pred oksidativnim mehanizmom fagocitov in je ucinkovitejSa od katalaz.
Pojavlja se v dveh oblikah, MnSOD, ki vsebuje mangan ter v obliki Cu,ZnSOD, ki vsebuje
baker in cink. A. fumigatus naj bi uporabljal dva razreda membranskih ¢rpalk za ¢rpanje
toksi¢nih komponent imunskega sistema gostitelja iz plesni. Ta dva razreda obsegata MFS

¢rpalko (ang. major facilitator superfamily) ter ABC c¢rpalko (Latgé, 1999).

A. fumigatus izloca razli¢ne toksi¢ne molekule, encime, ki olajSajo adherenco in hidrolizo
komponent celic gostitelja ter alergene, ki ovirajo ucinkovit imunski odgovor gostitelja.
Med degradirajoce encime priStevajo proteaze in fosfolipaze. Med toksine uvr$cajo
difuzibilno substanco iz konidijev, ki poSkoduje komponente makrofagov, inhibira
respiratorni izbruh, fagocitozo in ekspresijo citokinov iz makrofagov. Ta substanca je
odporna na poviSano temperaturo in Se ni natancno identificirana. Fumigaklavin C,
alkaloidni metabolit, inhibira sintezo DNK in vpliva na limfocite T s preprecevanjem
aktivacije, proliferacije in pritrjanja na izvenceli¢ni matriks ter z redukcijo produkcije
TNFa. Aurasperon C oslabi delovanje Zivénega sistema. Vse tri toksine izlocajo konidiji.

Najbolje preucen je gliotoksin, ki izvira iz hif. Je najmo¢nejsi in najbolje preucevan toksin
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iz A. fumigatus. Gliotoksin inhibira aktivacijo NADPH oksidaze polimorfnih levkocitov,
inhibira makrofagno fagocitozo, blokira aktivacijo T celic in B celic ter generacijo
citotoksi¢nih celic. Deluje kot imunosurpresor. In vitro inducira apoptozo makrofagov,
inhibira spro$¢anje IFNy in IL-4, ovira delovanje in povzroca poSkodbe na migetalénem
epiteliju. Pri poviSani aeraciji potece hitra produkcija gliotoksina, kar kaZe na njegovo

vlogo pri respiratornih okuzbah z A. fumigatus.

Le nekateri sevi A. fumigatus proizvajajo fumigacin, ki pripada druZini naravnih steroidnih
antibiotikov, imenovanih fuzidani. Vplivajo na oksidativni izbruh makrofagov, na
metabolizem oksidiranih lipoproteinov ter povzro€ajo popoln zastoj migetalénega epitelija
in prekinitve med epitelijskimi celicami. Med toksini je pomemben tudi fumagilin, anti-
tumorski antibiotik, ki je mocan inhibitor angiogeneze. Prepreci proliferacijo endotelijskih
celic in in vitro inhibicijo migetalénega epitelija. Ribotoksini so druZina inaktivatorjev
ribosomov z visoko aktivnostjo proti fosfodiestrski vezi saricin/ricin domene ohranjene na
28S rRNA. Ta RNaza, imenovana tudi Asp fl ali restriktocin, cepi 28S rRNA
evkariontskih ribosomov v specificnem, ohranjenem, purinsko bogatem zaporedju. Asp f1
v A. fumigatus je citotoksien, inhibira sintezo proteinov ter kot alergen sproZi
preobcutljivostni odgovor tipa 1. Toksin hemolizin ali Asp-HS deluje citotoksi¢no na
makrofage in endotelijske celice in vitro. Delovanje RNaze ali ribotoksina se kaZe kot smrt
gostiteljskih celic, delovanje hemolizina pa sproZi lizo eritrocitov. Ostali sekundarni
toksicni metaboliti oslabijo delovanje mukociliarnega epitelija, kar podaljSa nahajanje

plesni na povrSju epitelija (Latgé, 1999; Rementeria in sod., 2005).

Pri imunsko oslabljenih osebah lahko pride do nastanka alergijske bronhopulmonarne
aspergiloze, rinosinuzitisa, astme ali aspergiloma. A. fumigatus proizvaja razlicne alergene.

Alergeni od Asp f1 do Asp {23 aktivirajo imunski sistem (Rementeria in sod., 2005).

Za recikliranje organskega materiala in penetracijo v plju¢ni epitelij, uporablja plesen
razli¢ne ekstracelularne encime (Tekaia in Latgé, 2005). V humanih in Zivalskih tkivih so
pregrade, ki jih plesen degradira, sestavljene iz proteinov. A. fumigatus izloCa razli€ne
proteaze, ki olajSajo plesni invazijo v tkiva in omogocajo pridobivanje hranil. Glavni
komponenti plju¢nega matriksa sta kolagen in elastin. Encimi, s kolagenoliti¢no in

elastinoliti¢no aktivnostjo so tako klju¢ni dejavniki v patogenosti plesni A. fumigatus.
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A. fumigatus s sekrecijo proteaz poskoduje alveolarni epitelij, proteaze preuredijo aktinski
citoskelet celic ter onemogocijo pritrjanje celic. PoSkodujejo integriteto epitelija, se veZejo
na celiCne receptorje alveolarnih makrofagov in s tem sproZijo izloCanje vnetnih
kemokinov in citokinov (Latgé, 1999). Plesen naj bi izloCala najmanj tri razli¢ne proteaze
in vivo. Glavna proteaza pri A. fumigatus je serin alkalna proteaza, Alp, ki ima
elastinoliti¢no aktivnost, razgrajuje kolagen, fibrinogen, kazein, z manjSim vplivom deluje
tudi na hemoglobin in serumski albumin. Plesen izlo¢a Se Alp2 ali Asp f13 proteazo ter
Asp f18 proteazo. Ti dve proteazi sta membransko vezani, plesni olajSajo Sirjenje med
gostiteljevimi tkivi. Od skupne kolagenoliticne aktivnosti kar 30 % aktivnosti opravi
metaloproteaza, Mep (Latgé, 1999), ki razgrajuje kolagen. Tretja od pomembnejSih
proteaz, dokazana pri A. fumigatus, je proteaza Pep, ektracelularna aspartatna proteaza,
Asp f10 ali aspergilopepsin F, ki sodeluje v morfogenezi plesni in deluje kot alergen.
Poznana je tudi Pep2 proteaza, ki je vezana na membrano (Latgé, 1999; Rementeria in

sod., 2005; Monod in sod., 1999).

DeleZ v patogenosti plesni prispevata tudi glikoproteina DpplV in DppV, ki razgrajujeta
kolagen, hormone in citokine na inaktivne molekule ter fosfolipaze, ki jih kodirajo geni
plbl, plb2 in plb3 (Rementeria in sod., 2005). Virulen¢ni dejavniki plesni A. fumigatus so

predstavljeni na sliki 2.
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Slika 2: Virulen¢ni dejavniki plesni Aspergillus fumigatus (Rementeria in sod., 2005)
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2.2 EPIDEMIOLOGIJA PLESNI A. fumigatus

Aspergillus spp. so ubikvitarne saprofitne plesni, pojavljajo se povsod po svetu, v zelo
razli¢nih okoljih. Naravno ekolosko niSo predstavlja zemlja, kjer raste na razpadajoem
organskem materialu, najdemo pa ga tudi v stanovanjih, v gradbenih elementih, na sobnih
rastlinah, v tobaku, hrani in vodi. Stevilo spor se v zraku spreminja zaradi razli¢nih
dejavnikov, kot so gradbena dela, prenavljanje, izkopi, CiS€enje stanovanj, spremembe
temperature, vlaZnosti, svetlobe, zranih tokov. Najpogostej§i nain okuZbe je z
vdihovanjem infektivnih konidijev, do okuZbe redkeje pride z vstopom povzrociteljev
preko ran, opeklin, vsadkov, z zauZitjem ali aspiracijo. V eni izmed S$tudij so dokazali
okuzbo iz bolnika na bolnika, ki naj bi se prenesla z aerosolizacijo spor A. fumigatus pri
previjanju in ¢iS€enju rane (Pegues in sod., 2002 ). OkuZba je eksogena, do nje lahko pride
v bolniSnici ali v domacem okolju. Inkubacijska doba od okuzbe do pojava klini¢nih
znakov ni znana. V nekaterih raziskavah opredeljujejo okuzbo kot bolni$nicno okuzbo, ¢e
je do invazivne aspergiloze prislo po ve¢ kot enem tednu od sprejetja bolnika v bolni$nico,
¢e bolnik ni imel nobenih klini¢nih in radioloSkih znakov invazivne aspergiloze ob
sprejemu in je bil v Casu hospitalizacije stalno na dolo¢enem oddelku (Alberti in sod.,
2001). A. fumigatus sprosca Stevilne konidije, ki so zelo odporni in v okolju preZivijo vec
mesecev. Z zraénimi tokovi se konidiji Sirijo po zraku in se posedajo po povrSinah.
Vdihane konidije fagocitirajo alveolarni makrofagi, pri imunsko oslabljenih osebah pa
pride do invazivne rasti hif v tkivo. Prisotnost plesni v bolniS$ni¢ni vodi igra pomembno
vlogo kot vir invazivne aspergiloze. Plesni so lahko prisotne v pitni vodi, v vodovodnem
sistemu. V raziskavi, ki je trajala tri leta, so ugotavljali prisotnost plesni v pitni vodi v
bolniSnici. Kar 32 % vzorcev vode je vsebovalo filamentozne plesni. Aspergillus spp. je
vsebovalo 21 % pozitivnih vzorcev (Warris in sod., 2001). Visoke koncentracije konidijev
so zasledili v vlaZnih notranjih prostorih, v kopalnicah. Po prhanju v bolniSni¢nih
kopalnicah koncentracija konidijev moc¢no naraste. V raziskavi so preverjali, ali se
koncentracija plesni poveCa zaradi direktne aerosolizacije iz vodovodnega sistema ali
zaradi spiranja kontaminiranih povrS§in s tekoo vodo. PovrSine ostanejo vlazne, prisotne so
visoke temperature, kar ustvarja idealno mikroni$o za rast in razvoj plesni. V kopalnicah so

wrv v 4

vzor€ili zrak po prhanju v predhodno o€i$€enih in v neociScenih kopalnicah. Ugotovili so,
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da je koncentracija plesni v kopalnicah, ki so bile pred prhanjem ociS€ene, petkrat niZja kot
v kopalnicah, ki niso bile oc¢iS¢ene (v Cistih kopalnicah je bila koncentracija 2,4 CFU/m’ v
neoCiS¢enih pa 12,22 CFU/m’). Koncentracija spor A. fumigatus je bila v ociS¢enih
kopalnicah enajstkrat niZja kot v neoci$€enih. 1z dobljenih rezultatov so zakljucili, da je
povecana koncentracija spor po prhanju v veliki meri posledica spiranja kontaminiranih
povrsin z vodo (Anaissie in sod., 2002). Vzorci iz vodovodnih rezervoarjev v bolniSnicah
so vsebovali veliko Stevilo filamentoznih plesni. PovpreCna porazdelitev plesni v
bolni$ni¢nem zraku in v vodovodnih sistemih je bila zelo podobna, najpogosteje so
izolirali plesen A. niger, sledile pa so plesni A. fumigatus, A. terreus in A. flavus. Dokazali
so, da se bolnik lahko okuZi z vdihovanjem konidijev Aspergillus spp., ki izvirajo iz
aerosolizirane vode, da se Aspergillus spp. lahko podvaja v vodnih rezervoarjih, Se
posebno v taksnih, ki vsebujejo bakterijske biofilme ter da se koncentracija plesni poveca
ob gradbenih in prenovitvenih aktivnostih (Anaissie in sod., 2002). Aspergillus spp. je
prisoten v povrSinskih vodah, ki so v stiku z zrakom, v katerem so prisotni konidiji. Iz
podtalnih voda niso izolirali plesni. NiZje koncentracije plesni so bile v vodovodnem
sistemu, ki izvira iz podtalne vode, kot v vodovodnem sistemu iz povrSinskih voda (Warris
in sod., 2001). Ob zauZitju kontaminirane vode se najpogosteje razvije gastricna ali
intestinalna aspergiloza. Primeri primarno tkivne aspergiloze pa so najpogostejsi pri
nedonoSenih novorojenckih in osebah z opeklinami ali globokimi ranami (Warris in sod.,

2001).
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2.3 SPEKTER KLINICNIH SINDROMOV, KI JIH POVZROCAJO PLESNI RODU
Aspergillus

A. fumigatus, oportunisti¢na plesen, povzroca $irok spekter bolezenskih stanj, imenovanih
aspergiloze. Oportunisticne okuzbe povzro¢a le okoli 35 vrst iz rodu Aspergillus,
najpogosteje A. fumigatus. Sledita mu vrsti A. flavus in A. niger, redkeje A. clavatus, A.
glaucus, A. nidulans, A. oryzae, A. terreus, A. ustus, A. versiolor. Potek bolezni in klini¢na
slika sta razli¢ni pri imunsko osabljenih in zdravih osebah, pri slednjih se bolezen pojavi
redko. Smrtnost je visoka pri bolnikih, ki se zdravijo s presaditvijo plju¢ (17 do 26 %),
krvotvornih mati¢nih celic (5 do 15 %), srca (2 do 13 %), pri bolnikih z akutno levkemijo
(5 do 24 %) in pri bolnikih z limfomom (1 do 3 %) (Curtis in sod., 2005).

Do okuzbe pride najpogosteje z vdihovanjem konidijev, poznamo pa Se druga vstopna
mesta, kot so koZa, peritonej, ledvica, o€i, prebavila. A. fumigatus je angioinvazivna
plesen, ki lahko predre anatomske pregrade, steno krvnih Zil, hrustanec ter povzroci
krvavitve, arterijske embolije in posledi¢no infarkte tkiva. Nekatere vrste Aspergillus spp.
povzroc¢ajo zastrupitve z mikotoksini, ki jih zauZijemo s hrano, najpogosteje s
kontaminiranimi Ziti. A. fumigatus naj bi izlocal gliotoksin, ki deluje kot inhibitor
imunskega sistema. Njegove neposredne vloge pri nastanku obolenja pa Se niso dokazali

(Ruchel in Reichard, 1999).

A. flavus in A. parasiticus sta poznana po tvorbi aflatoksinov, hepatokarcinogenih spojin.

TarCni organ aflatoksina B so jetra, aflatoksini pa naj bi imeli tudi tumor promotorsko

vlogo v povezavi z drugimi dejavniki (npr. virusom hepatitisa B). Z zauZitjem aflatoksinov
naj bi bil povezan tudi Reyev hepatocerebralni sindrom. Domnevajo, da so mikotoksini
povzrocili veliko smrtnost med arheologi, ki so odpirali grobnice. Bolezen so imenovali

Tutankhamonovo prekletstvo (Hedayati in sod., 2007).

Aspergiloza nastopa v razli¢nih oblikah, ki jih lahko razdelimo na: alergije, aspergiloze pri
imunsko oslabljenih osebah, kroni¢ne diseminirane aspergiloze in aspergiloze pri zdravih
osebah. Med alergije, ki jih povzroca A. fumigatus, priStevamo aspergilusno astmo,

ekstrinziCen alergijski alveolitis ter alergijsko bronhopulmonarno aspergilozo.



Kavc¢i¢ T. Primerjava vrstne raznolikosti in koncentracij plesni... ter genotipizacija plesni A. fumigatus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

Bolezni, ki jih povzroca A. fumigatus pri zdravih ljudeh so koZna aspergiloza, sinuzitis,
zunanji otitis, invazivna pljucna aspergiloza, aspergilom, plevritis in empiem, okuZbe o¢i.
Pri imunsko oslabljenih osebah povzroca trahealen bronhitis in kroni¢no nekrotizirajo¢o

bronhopnevmonijo, hemoragi¢ni infarkt, invazivno plju¢nico (Ruchel in Reichard, 1999).

2.3.1 Alergije na antigene Aspergillus spp.

Alergijska bronhopulmonarna aspergiloza ali ABPA (angl. Allergic bronchopulmonary
aspergillosis) je preobcutljivostna bolezen plju¢, ki nastane najpogosteje pri atopikih, ki
imajo znacilne epizode bronhialnih obstrukcij (napadi astme) in periferne eozinofilije po
vdihovanju spor Aspergillus spp. Zanjo so znacilni pljucni infiltrati, periferna eozinofilija,
povecana koncentracija celotnih IgE, koZna preobCutljivostna reakcija na antigene
Aspergillus spp., dvig specifi¢nih IgE in IgG proti antigenom Aspergillus spp. (Patterson,
2005). Najprej se zaradi vdihanih spor pojavi preobcutljivostna reakcija tipa 1, posledica
pa je vnetje bronhialne stene. Temu po nekaj urah sledi preobcutljivostna reakcija tipa 3,
(Matos 2002; Soubani in Chandrasekar, 2002). Pri tem pride do aktivacije komplementa in
Se hujSega destruktivnega bronhialnega vnetja. Dolgotrajna izpostavljenost manjSim
koli¢inam antigena vodi v nastanek pljucne fibroze, proksimalnih resorbcijskih atelektaz
ali bronhioloektazij (Matos 2002; Ruchel in Reichard, 1999). Bolnikov sputum je rjavkast,
krvav, gnojen, vsebuje mukusne delce z eozinofilci in Charcot-Leydnov-eje kristale.

(Latgé, 1999; Patterson, 2005).

Aspergillus spp. pogosto povzroCajo tudi alergijski sinuzitis. Pojavlja se pri mladih
imunokompetentnih odraslih osebah s kroni¢nimi ponavljajo¢imi rinosinuzitisi, ki slabo
odgovorijo na zdravljenje z antibiotiki, antihistaminiki ali kortikosteroidi. Kaze se z
enostranskim rumenozelenim nosnim izcedkom, polipozo nosu ali sinusov, ki zaradi
ekspanzivne rasti lahko privede celo do nekroze kosti sinusov in poSkodbe orbite, kjub
temu, da pri tem ne gre za invazivno rast plesni. Tudi tu so laboratorijski znaki podobni kot
pri  ABPA, periferna eozinofilija, povefana koncentracija celotnih IgE, koZna
preobcutljivostna reakcija na antigene Aspergillus spp., dvig specificnih IgE in IgG proti

antigenom Aspergillus spp.

2.3.2 Okuzbe pri zdravih osebah

Aspergiloze pri zdravih osebah veCinoma predstavljajo saprofitno kolonizacijo plesni.
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KozZna aspergiloza, ki se kaZe s hemoragi¢nimi nekrozami tkiva, nastane pri poskodbah
epidermisa, ob opeklinah, na mestu vstavitve intravenoznega katetra in na vsadkih (Ruchel

in Reichard, 1999).

Aspergilusni sinuzitis, obolenje zgorjih dihal, je neinvazivna aspergiloza obnosnih votlin.
Gliva se ne naseli v sluznici sinusov, ampak se razraste v obliki vlaknatega klobcica,

aspergiloma. Aspergilom moti drenazo sinusa in povzroca vnetje sluznice (Matos, 2002).

Pri starejSih bolnikih z diabetesom ali drugimi kroni¢nimi boleznimi pride do nastanka
invazivne aspergiloze, kar vodi v nastanek orbitalne flegmone, slepoto, trombozo ter

invazijo v moZgane (Ruchel in Reichard, 1999).

Vnetje zunanjega usesa ali otitis eksterna je kot posledica okuzbe z aspergili pogostejse v
vlaZnih podnebjih. V velini primerov je povzrocitelj otomikoze A. niger (Patterson, 2005).

OkuZbo spremlja slabsi sluh, kljuvajoca bole€ina in izcedek iz sluhovoda (Matos, 2002).

A. fumigatus se podobno kot v obnosnih votlinah razraste v obliki aspergiloma v plju¢nih
votlinah, ki so nastale kot posledica tuberkuloze, sarkoidoze, bonhiektazij, histoplazmoze
(Patterson, 2005). Ob tem nastane zracni obro¢, ki obdaja steno votline, kar je znacilno za
aspergilom. Plesen se v steno votline pecljato vras¢a. Bolezen je lahko asimptomatska,
lahko pa bolniki produktivno kasljajo, imajo obfasne hemoptize in oteZeno dihanje. Resen
zaplet bolezni je masivna hemoptiza (Matos, 2002). Smrtnost zaradi masivne hemoptize je

2 % do 14 % (Soubani in Chandrasekar, 2002).

Infekcija o€i ali keratitis je pogosta v ruralnih obmocjih s tropskim podnebjem, lahko vodi
v ulkus roZenice. OkuZba se lahko pojavi po poSkodbah o¢i ali po operacijah roZenice

(Patterson, 2005; Ruchel in Reichard, 1999).

2.3.3 Okuzbe pri imunsko oslabljenih osebah

Traheobronhitis (vnetje sapnika in bronhusov) s kolonizacijo dihalnih poti s plesnijo A.
fumigatus ter ulceracijo sluznice se ponavadi razvije pri bolnikih z diabetes mellitus,
zdravljenih s kortikosteroidi ali s predhodnimi boleznimi kot je tuberkuloza.
Traheobronhitis lahko nastane tudi kot posledica transplantacije plju¢ ali se razvije pri

bolnikih z AIDS-em. Nastajajo ulcerativne lezije nekroti¢ne psevdomembrane. Bolniki
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tezje dihajo, kaSljajo in imajo poviSano telesno temperaturo (Patterson 2005; Ruchel in

Reichard, 1999).

Invazivna pljuéna aspergiloza je najpogostejSa oblika invazivne aspergiloze pri
nevtropeni¢nih bolnikih, bolnikih po transplantacijah krvotvornih mati¢nih celic, po
transplantacijah ¢vrstih organov, bolnikih zdravljenih s kortikosteroidi, pri HIV pozitivnih
osebah. Pri nevtropeni¢nih bolnikih z manj kot 500 nevtrofilcev/mm je bolezen smrtna.
Znacilna je infiltracija parenhima, penetracija anatomskih pregrad, krvnih Zil ter
hematogena razSiritev. Hemoragicni infarkt plju¢nega tkiva lahko nastane kot posledica
trombembolije pljucnih Zil (Ruchel in Reichard, 1999; Soubani in Chandrasekar, 2002;
Soubani in Qureshi, 2002).

Invazija v pljuéni parenhim se za¢ne z inhalacijo infektivnih konidijev, temu sledi Sirjenje
hif v plju¢ni parenhim in prodiranje v Zile, kar vodi v nastanek trombov, plju¢nih infarktov
in krvavitev. Bolezen se kaZe kot akutna plju¢nica, s poviSano telesno temperaturo,

kasljem, hemoptizami in plevralnimi bole€inami (Matos, 2002).

Diseminirana aspergiloza nastane pri pribliZzno 1/3 nevtopeni¢ih bolnikov z aspergilusno
pljucnico. Plesen se hematogeno S$iri v moZgane, srce, ledvica, jetra, vranico. KoZne
metastaze se kazejo v obliki nekroticnih ulkusov, prekritih s krasto. Aspergiloza
centralnega Zivénega sistema je glavna manifestacija hematogenega Sirjenja (Ruchel in
Reichard, 1999). Smrtnost cerebralne aspergiloze je 90 % (Pattreson, 2005). Klini¢ni znaki
encefalitisa in moZganskega infarkta pri neutropeni¢nih bolnikih kaZejo na cerebralne
hemoragije in nekroze, ki nastanejo zaradi poSkodb krvnih Zil. Gastrointestinalni trakt
predstavlja drugo najpomembnejSe mesto Sirjenja plesni. Pri hematogeni razSiritvi plesni v
srce pride do poSkodb endokarda, nastanejo trombemboli¢ne nekroze in fokalni
miokarditis. Multifokalna razSiritev vkljucuje tudi prizadetost drugih organov kot so

ledvice, jetra, $¢itnica idr. (Ruchel in Reichard, 1999).

2.3.4 Dejavniki tveganja za nastanek aspergiloz

A. fumigatus je ubikvitarna plesen. Inokulum za nastanek okuZbe Se ni opredeljen, vendar
ljudje z normalnim obrambnim sistemom izredno redko razvijejo bolezen, kljub stalni
izpostavljenosti konidijem v zraku, vodi in hrani. Za razliko od teh pa so bolniki, ki

prejemajo kortikosteroide, ki inhibirajo aktivnost prve obrambe v pljucih to je aktivnost
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alveolarnih makrofagov in nevtropeni¢ni bolniki, veliko bolj obCutljivi za razvoj tezko
potekajocih okuzb. Med njimi so na prvem mestu bolniki, ki se zdravijo s presaditvijo
krvotvornih mati¢nih celic (PKMC), in tisti, ki prejemajo kortikosteroidno zdravljenje ali
druge imunosupresive (Warris in sod., 2001). Bolniki z dolgo trajajoo in tezko
nevtropenijo (manj kot 100 nevtrofilcev/ul) imajo najvecje tveganje za razvoj invazivne
aspergiloze (Latgé 1999; Burwen in sod., 2001; Vandewoude in sod., 2006). Dolgotrajna
nevtropenija v povezavi s trajanjem temperature ve¢ kot 96 ur nad 38 °C ali pod 36 °C
mocno poveCa mozZnost nastanka IA (invazivna aspergiloza) (Cooper in sod., 2003). V
zadnjem casu so se sheme zdravljenja rakavih bolnikov precej spremenile, ve¢ uporabljajo
rastne faktorje, kar pripomore k skrajSanju ¢asa nevtropenije. Pri hematoloskih bolnikih, ki
se zdravijo s PKMC je prislo zaradi tega do spremembe v epidemiologiji invazivne
aspergiloze. Vecje tveganje za IA je Casovno razdeljeno v dva dela. Zgodaj po presaditvi,
to je prvih 20 dni in kasneje, 100 dni po presaditvi (Wald in sod., 1997; Marr in sod.,
2002). Eden od razlogov za to je uporaba nemieloablativne kemoterapije, ki ne vodi ve¢ v
tako hudo nevtropenijo, pa¢ pa v ospredje prihaja zdravljenje akutne in kroni¢ne
zavrnitvene reakcije (GVHD), iz angl. graft-versus-host disease, z visokodoznimi odmerki
kortikosteroidov in posledi¢no njihovimi stranskimi ucinki (Wald in sod., 1997), kar

moc¢no podalj$a periodo poveCanega tveganja za nastanek IA.

Vecje tveganje za nastanek okuZzb z A. fumigatus imajo tudi bolniki po presaditvah ¢vrstih
organov, zlasti pljuc. Tveganje je zelo veliko, saj je incidenca IA pri tej skupini bolnikov
kar 10-15 % (Patterson in sod., 2000). Pljuca so neprestano v stiku z zrakom, sposobnost
¢iS¢enja dihalnih poti je zmanjSana in mnogi so kolonizirani z Aspergillus spp., bodisi po
presaditvi, ali pa Ze od prej. Klini¢no se IA pri teh bolnikih kaZe od ulcerativnega
traheobronhitisa, invazivne aspergiloze do diseminirane okuZbe. Drugi bolniki z ve¢jim
tveganjem so Se tisti s kroni¢nimi pljuénimi boleznimi, cisticno fibrozo, kroni¢no
granulomatozno boleznijo, bolniki, ki se zdravijo s kortikosteroidi, bolniki z aidsom,
nevtropeni¢ni bolniki z aplasticno anemijo. Med dejavnike tveganja sodijo razli¢ne
poskodbe pljucénega epitelija, tuberkuloidne kaverne ali poSkodbe, nastale kot posledica
kemoterapije. Bolniki s cisticno fibrozo imajo oslabljeno delovanje mukociliarnega
epitelija, posledica je ujetje inhaliranih konidijev v viskozne mukozne izloc¢ke. Povpre¢no

so okuzbe z A. fumigatus pri takSnih bolnikih pogoste v starosti 12 let (Latgé, 1999).
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Predhodne epitelijske lezije, nastale kot posledica kroni¢nih bakterijskih okuZb in
inducirane z bakterijskimi proteinazami ali z neutrofilnimi elastazami, vodijo v naselitev
plesni. Pogostost pljune aspergiloze se povecuje s podaljSevanjem preZivetja bolnikov z
AIDS-om, pomemben predisponirajoci faktor so tudi pretekle bronhopulmonarne okuzbe s
citomegalovirusom, Mycobacterium avium ali s Pneumocystis carinii. Lezije vodijo v
nastanek vnetne reakcije ter v izpostavitev membrane med epitelijem in endotelijem, ki je
bogata z lamininom. Posledica je dostopnost laminina, fibronektina, kolagena tipa I in tipa
IV. Depoziti proteinov ekstracelularnega matriksa in fibrinogena, ki nastajajo na povrsini
ranjenega epitelija kot odgovor na vnetno reakcijo, naj bi posredovali adherenco konidijev
na povrsino celic (Latgé, 1999). Tveganje za razvoj IA je vecje tudi pri nedonoSenih
novorojenckih in bolnikih s sistemskim eritematoznim lupusom (Kontoyiannis in Bodey,
2002). Visoko tveganje za nastanek IA pri imunsko oslabljenih osebah nastane, ce je

povpre&na koncentracija spor Aspergillus spp. viija od 0,9 CFU/m’ (Alberti in sod., 2001).

2.4 ZDRAVLIENIJE IN PREPRECEVANJE

Za zdravljenje alergi¢nih oblik aspergiloze se uporabljajo kortikosteroidi, pri ABPA je
u¢inkovito dodatno zdravljenje z itrakonazolom. Aspergilome je potrebno ¢im hitreje
kirur§ko odstraniti in nadaljevati zdravljenje z antimikotiki. Smrtnost je lahko kljub
zdravljenju 7 do 23 % (Soubani in Chandrasekar, 2002). Za zdravljenje okuZb zunanjega
sluhovoda se lokalno uporabljajo antimikoti¢ne raztopine, kot je nistatin in amfotericin B.
Pri invazivni aspergilozi moramo pri bolniku ¢im hitreje zaceti z zdravljenjem, to pomeni
Ze ob sumu na to okuZzbo. Do nedavnega je bilo zdravilo izbora amfotericin B, ki povzro¢a
pri bolnikih razlicne stranske ucinke. Lipidne oblike amfotericina B so veliko manj
toksi¢ne in se uporabljajo pri bolnikih, ki klasi¢no obliko teZko prenaSajo ali imajo
okrnjejo delovanje ledvic in bi jim klasicne oblike amfotericina B lahko stanje Se
poslabsale. Uc¢inkovitost zdravljenja z lipidno obliko amfotericina B je 40 % do 60 %. V
zadnjih letih se je uveljavilo Se veC novih protiglivi¢nih zdravil, vorikonazol, posakonazol

in antimikotiki iz skupine ehinokandinov, kot je kaspofungin. Teza bolezni je odvisna od
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imunskega stanja bolnika in tar€nega organa, ki ga prizadene plesen (Kontoyiannis in

Bodey, 2002; Matos 2002).

Klju¢nega pomena je preprecevanje moznosti okuzb z Aspergillus spp. z zagotavljanjem
ustreznega okolja bivanja bolnikov, ko so ti najbolj ogroZeni in preventivno zdravljenje z

antimikotiki.

Za preprecevanje okuzb in zmanjSanje izpostavitve imunsko oslabljenih oseb sporam
plesni, je potrebno vzpostaviti »zas€iteno okolje« ali PE (angl. Protected environment).
Tak$ne sobe se uporabljajo zlasti za bolnike, ki se zdravijo s presaditvijo krvotvornih

maticnih celic v obdobju hude nevtropenije. PE vkljucuje (Barnes, 2000; CDC, 1997):

¢ visoko ucinkovito filtracijo zraka z uporabo HEPA filtrov, katerih ucinkovitost je
99,97 % in filtrirajo delce do velikosti 0,3 pm

e vzdrZevanje direktnega toka zraka

e vzdrZevanje pozitivnega sobnega zracnega pritiska glede na hodnik pred sobo PE

e dobro tesnenje sobe

® visoko stopnjo izmenjave sobnega zraka, od 15 do 400 izmenjav na uro.
V PE je potrebno stalno izvajanje nadzora nad ucinkovitostjo ventilacije in filtracije zraka
ter spremljanje zracnega pritiska (Barnes, 2000; CDC, 1997). Uporaba HEPA filtrov v
kombinaciji z uporabo pozitivnega zra¢nega pritiska naj bi drastiéno zniZala moZnost
okuZzbe s sporami Aspergillus spp. V raziskavi so dokazali, da se je incidenca invazivne
aspergiloze z uvedbo HEPA filtrov znizala iz 24,4 % na 7,1 %. Ko imunsko oslabljeni
bolniki niso v PE, priporo¢ajo uporabo filtracijskih mask, ki zadrZijo delce do 0,1 pg
(Humphreys in sod., 2004; Thio in sod., 2000). V S$tudiji so primerjali navadne sobe in
sobe s HEPA filtri in laminarnim zra¢nim tokom. Ugotovili so, da je ob uporabi HEPA
filtrov in laminarnega zraénega toka koncentracija spor plesni 0 CFU/m’, v sobah s HEPA
filtri in brez laminarnega zra¢nega toka koncentracija 0,8 CFU/m’, v navadnih sobah pa od
2,8 do 6 CFU/m’ (Alberti in sod., 2001). Tveganje za invazivno aspergilozo pri imunsko
oslabljenih osebah se zelo poveca, ¢e je povpre¢na koncentracija spor Aspergillus spp.
vecja od 0,9 CFU/m’ (Alberti in sod., 2001). Odsvetujejo prhanje bolnikov ter priporocajo
uporabo sterilnih vlaznih gob s katerimi se bolnika obriSe (Anaissie in sod., 2002). Bolniki

z ranami, okuZenimi z A. fumigatus, morajo biti v loCenih sobah, z negativnim zra¢nim
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pritiskom in z visoko u€inkovitostjo filtracije zraka, saj plesen v ranah lahko sporulira in

spore okuZijo ostale imunsko oslabljene osebe (Pegues in sod., 2002).

Med drugimi higienskimi ukrepi priporo¢ajo vlaZno c¢iS¢enje horizontalnih povrSin s
predpisanimi Cistilnimi sredstvi, uporabo sesalcev s HEPA filtri, v prostorih z bolniki naj
ne bi bilo preprog, oblazinjenega pohistva ter rastlin. Klorinacija vode ne unici vseh plesni,
ucinkovita je destilacija vode, ki je namenjena pitju ali za osebno higieno bolnikov ali
uporaba ustekleni¢ene vode (Warris in Verweij, 2005). Ob obnovi objekta v katerem so
imunsko oslabljene osebe, je potrebno upoStevati posebne ukrepe ter med PE in
gradbis¢em postaviti neprepustno bariero, lociti vhode/izhode v bolniSnico za osebje
bolnisnice in delavce ter Se dodatno Cistiti prostore, kjer potekajo dela. Ob upostevanju
dolocenih varnostnih predpisov v Casu gradnje v bolniSnici se koncentracija plesni v
prostorih, kjer prenova ne poteka ali so prisotni imunsko oslabljeni bolniki, ne sme
povecati (Cooper in sod., 2003). V raziskavi, ki so jo izvajali v ¢asu gradbenih del, so
ugotovili, da so bila gradbena dela v 23 % najverjetneje vzrok za nastanek invazivne

aspergiloze pri imunsko oslabljenih bolnikih (Vonberg in Gastmeier, 2006).

V primeru pojava dokazane pljuCne aspergiloze je potrebno oceniti ali je do invazivne
aspergiloze pri§lo doma ali v bolnisnici, dolo¢iti Stevilo bolnikov z invazivno aspergilozo
ter ugotoviti pomankljivosti v filtracijskem in prezraevalnem sistemu. Kemoprofilaksa ni

specifi¢no dolo¢ena (CDC, 1997).

Izven bolniSnice se morajo obcutljivej$i posamezniki izogibati podro¢jem, kjer je
koncentracija plesni povecana (kompost, pokoSena trava, veliko lesa). V domafem okolju
relativna vlaga ne sme presegati 60 %, potrebno je ustrezno zracenje kopalnic in kuhinj,

dodajanje inhibitorjev plesni v stenske barve, redno ¢iSenje prostorov.
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2.5 DIAGNOSTIKA

Mikrobioloska diagnostika okuzb, ki jih povzrocajo plesni A. fumigatus temelji na
mikroskopskem pregledu kuZznin, osamitvi in identifikaciji ter na seroloski diagnostiki. Z
mikroskopskim pregledom lahko ugotovimo prisotnost dihotomno razvejanih hif. Te
strukture lahko opazujemo tudi v klinicnih vzorcih, kot so izmecek, izpirek sinusov,
bronhoalveolarni izpirek (BAL) in nekroti¢ni material koZnih lezij. Glivicne elemente
lahko prikaZemo z barvanjem po Gramu, specificno pa je barvanje s Calcoufluor white
barvilom, ki zahteva pregled preparata z UV mikroskopom. Za dokon¢no diagnozo ne
zado$€a le pozitiven izvid mikroskopiranja direktnega razmaza vzorca ali histoloSke
rezine, ampak sta nujni tudi osamitev in identifikacija plesni. Za osamitev uporabljamo

obicajno gojis¢e po Sabouraud-u (SABA) (Slika 3).

Slika 3: Aspergillus fumigatus na Sabouraud gojiscu (Kavcic, 2007)

Vrsto A. fumigatus identificiramo glede na makroskopske znacilnosti kolonije ter glede na
mikroskopske morfoloske znadilnosti (Matos, 2002). Plos¢e s SABA goji§¢em inkubiramo
pri temperaturi 37 °C, znacilne makroskopske strukture nastanejo po 48-72 urni inkubaciji

(Kappe in Rimek, 1999).
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Pri imunsko kompetentnih osebah, pri bolnikih z aspergilomom ali ABPA uporabljajo v
diagnostiki seroloske teste za dokaz protiteles proti antigenom A. fumigatus. Poznanih je
ve¢ kot 20 razli¢nih diagnosti¢nih postopkov za dokaz protiteles, najpogosteje sta v
uporabi metodi dvojne imunodifuzije in imunoelektroforeza. Pomankljivost naStetih metod
je v kvantifikaciji imunskega odgovora, kar so izboljSali z uvedbo metode ELISA, ki
omogoca kvantifikacijo protitelesnega odgovora (Latgé, 1999). Pri ABPA naraste titer
protiteles IgE in IgG, skupna serumska koncentracija IgE naraste za ve¢ kot 1000 ng/ml

(Soubani in Chandrasekar, 2002).

Pri imunsko oslabljenih osebah rast A. fumigatus v tkivu gostitelja, ne korelira s
povecanjem titra protiteles, zato pri tej skupini bolnikov dolocanje titra protiteles nima
velikega pomena. Velik pomen v diagnostiki invazivne aspergiloze pa ima dokazovanje
kroZec¢ih antigenov v serumu, urinu ali v bronhoalveolarni tekoCini. Galaktomanan je bil
prvi dokazan antigen pri bolnikih z IA, dokazujejo Se B (1-3) glukan, Asp f1. Metodi za
dokaz kroZecih antigenov sta lateksna aglutinacija (Kappe in Rimek, 1999) in veliko bolj
obcutljiva metoda ELISA, ki dokaZe Ze 1 ng galaktomanana v ml seruma (Latgé, 1999).

Galaktomanan dokazujejo tudi v vzorcih BAL (Kontoyiannis in Bodey, 2002).

V diagnostiki se razvijajo tudi molekularne metode in dokazovanja DNK plesni v vzorcih.
Priporoca se uporaba seruma ali plazme kot klini¢nega materiala, kar zmanjSa Stevilo lazno
pozitivnih rezultatov, saj so BAL in drugi vzorci dihal pogosto pozitivni zaradi prisotnosti
konidijev v zraku (Chazalet in sod., 1998; Kontoyiannis in Bodey, 2002). Pri diagnostiki
invazivne aspergiloze in aspergiloma imajo velik pomen tudi slikovne diagnosti¢ne
metode, med katerimi so pomembne klasi¢no rentgensko slikanje in zlasti CT (Latgé 1999;

Soubani in Chandrasekar, 2002).

2.5.1 Genotipizacija Aspergillus spp.

Identifikacija plesni iz rodu Aspergillus na ravni fenotipa je pogosto nezanesljiva, kajti na
preucevane lastnosti vplivajo pogoji gojenja. Fenotipske lastnosti so lahko genetsko
nestabilne ali pa jih kodirajo izvenkromosomski elementi, ki so prenosljivi med sevi.
ZanesljivejSe za doloCanje posameznih vrst, so molekularno genetske metode, ki

vkljucujejo analizo celotnega genoma ali preucevanje specificnih genov ali genskih
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sklopov. Stopnja hibridizacije med genomoma je Siroko uporabna metoda identifikacije na
nivoju vrste. Velja, da sevi, ki kaZzejo DNK-DNK hibridizacijo ve¢ kot 70 %, pripadajo isti
vrsti, med 40 % in 70 % so sevi ozko sorodne vrste. RFLP je poleg RAPD najpogosteje
uporabljena metoda v molekularni diagnostiki A. fumigatus (Zalar in Gunde-Cimerman,
2002). Izolirano genomsko DNK razgradimo z restrikcijskimi encimi ter nastale fragmente
DNK lo¢imo glede na velikost z elektroforezo v agarskem gelu. Locene fragmente
prenesemo iz gela na nitrocelulozno ali najlonsko membrano z vakuumskim ali kapilarnim
postopkom, kot je Southern blotting (Girardin in sod., 1994; Chazalet in sod., 1998).
Hibridizacijo na membrani opravimo z oznafeno lovko, npr. Afut 1, ki je oznacena
radioaktivno ali neradioaktivno z digoksigeninom (Pegues in sod., 2002; Panackal in sod.,
2002; Debeaupuis in sod., 1997; Bart-Delabesse in sod., 2001). Ce je zaporedje
nukleotidov lovke komplementarno specificnemu odseku preiskovane DNK, bo lovka
hibridizirala s specificnim odsekom DNK. Zaznavanje poloZaja odsekov DNK, ki so
hibridizirali z lovko omogoca avtoradiografija, rezultate pa analiziramo z raCunalni$kim
programom (Varga, 2006; Olive in Bean, 1999; Soll in sod., 2007). RFLP profil lahko
analiziramo vizualno. Ce se profila izolatov razlikujeta za eno ali ve¢ lis, smatramo profila
kot indikatorja dveh razli¢nih genotipov (Verweij in sod., 1996). Sevi so doloceni kot
identi¢ni, ¢e med njimi ni razlik v hibridizacijskih profilih, kot visoko sorodni, ¢e se
razlikujejo v eni do treh lis ali sorodstveno nepovezani, ¢e se razlikujejo v ve¢ kot Stirih
lisah (Pegues in sod., 2002; Verweij in sod., 1996). Metoda RFLP omogoc¢a dobro
locljivost med sevi, dobro ponovljivost ter preprosto interpretacijo rezultatov. Postopek je
daljsi, zahtevnejsi ter zahteva dobro poznavanje tehnike (Lasker, 2002; Verweij in sod.,
1996; Symoens in sod., 2002). V uporabi je tudi metoda MLEE (angl. multilocus enzyme
electrophoresis). Metoda temelji na fenotipskem polimorfizmu, ki je posledica razli¢ne
proteinske strukture. Struktura proteinov odraza sekvenco strukturnih genov, ki nosijo
zapis za te proteine. Pri elekroforezi se proteini locijo na poliakrilamidnem gelu glede na
njihovo elektroforetsko mobilnost, ki je posledica naboja proteinov ter glede na njihovo
velikost (Soll in sod., 2007). Uporabo tehnike MLEE priporocajo v kombinaciji z uporabo
ostalih tehnik (RAPD, MLP) (Varga, 2006; Bertout in sod., 2000; Rodriguez in sod.,
1996). Metoda MLP (angl. microsatellite length polymorphism) temelji na dokazovanju
mikrosatelitov, nukleotidnih zaporedij, sestavljenih iz enostavnih, najve¢ Sest nukleotidov

dolgih, ponavljajoCih se zaporedij, ki so razporejena po celotnem genomu. Metoda se
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imenuje tudi STR (angl. simple tandem repeats) ali SSR (angl. short repetitive sequences).
Genomsko DNK razreZejo z restrikcijskimi encimi, izberejo manjSe fragmente (300 do 700
bp), jih klonirajo v plazmid ter plazmid s fragmenti vnesejo v bakterijske celice, ki se
razmnoZijo. S sondami, ki vsebujejo pripadajo¢e nukleotidno zaporedje, ugotavljajo
prisotnost mikrosatelitnega zaporedja. Kolonije z mikrosateliti se precepi na novo gojisce
ter ponovno potrdi prisotnost mikrosatelitov s sondo. Nato sledi identifikacija fragmentov
DNK s potrjenim nukleotidnim zaporedjem mikrosatelitov ter na osnovi identificiranih
mikrosatelitev se izbere specificne zaletne oligonukleotide. Sledi pomnoZevanje
mikrosatelitnih zaporedij s polimerazno verizno reakcijo (Jug, 2002; Varga, 2006). Metoda
MLP je glede tehnike in interpretacije rezultatov zahtevnej$a kot RAPD, locljivost metode
MLP je dobra, ponovljivost rezultatov je boljSa kot pri metodi RAPD (Varga, 2006;
Lasker, 2002; Symoens in sod., 2002; Bart-Delabesse in sod., 1998). V raziskavi, v kateri
so primerjali metode RAPD, RFLP in MLP, priporoc¢ajo uporabo MLP kot prvo tehniko
izbora, kljub relativno visokim stroSkom, zaradi zelo dobre locljivosti in ponovljivosti. Za
dodatno potrditev dobre locljivosti priporocajo e uporabo metode RFLP (Bart-Delabesse

in sod., 2001).

Za razlikovanje med sevi A. fumigatus, se uporablja tudi novejSa metoda AFLP (angl.
amplified fragment length polymorphism). Metoda AFLP temelji na dolo¢anju
polimorfizma dolZin pomnoZenih fragmentov. Tehnika nam omogoca detekcijo velikega
Stevila. DNK polimorfizmov, ima visoko ponovljivost in locljivost, je precej zahtevna,
cenovno sodi tehnika med najdraZje, je primerna za rutinske analize (Varga, 2006; Vos in
sod., 1995) ne potrebujemo predhodnega znanja o sekvencah genoma preucevanega
organizma. Metoda zajame celoten genom in je primerna za loCevanje ozko sorodnih
organizmov, znotraj vrste. Genomsko DNK razreZemo z razlicnima restrikcijskima
endonukleazama (EcoRI, Msel), nato dodamo specifi¢ne adapterje, ki jih z ligacijo veZemo
na restrikcijske fragmente. Sledi selektivna PCR amplifikacija restrikcijskih fragmentov.
Adapteriji predstavljajo tar¢no mesto za zaCetne oligonukleotide z dvema selektivnima
bazama na 3’koncu. PCR pomnoZke nato loimo z gelsko elektroforezo (Olive in Bean,
1999; Singh in sod., 2006; Vos in sod., 1995; Warris in sod., 2003). Metoda AFLP naj bi
bila trenutno najboljSa metoda za genotipizacijo A. fumigatus, ker naj bi imela najboljSo

locljivost in ponovljivost (Valk in sod., 2007; Warris in sod., 2003).
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2.5.1.1 Tehnika naklju¢no pomnoZene polimorfne DNK-RAPD

Tehnika nakljuéno pomnoZene polimorfne DNK (angl. random amplification of
polymorphic DNA) je zelo ufinkovita pri ugotavljanju genetske raznolikosti med zelo
sorodnimi taksoni. RAPD omogoc¢a namnoZevanje predelov osamljene DNK verige z
uporabo posameznih zacetnih nukleotidov z nakljuénim zaporedjem. Osnova RAPD
tehnike je verizna reakcija s polimerazo, v katero sta vklju¢ena genomska DNK, ki sluZi
kot matrica in zacetni oligonukleotid s poljubnim nukleotidnim zaporedjem. V reakciji se v
nekaj urah dolo¢en DNK segment in vitro namnoZi tudi do 108-krat. Pri tem nastane veliko
Stevilo fragmentov DNK. Reakcija poteka s ponavljanjem ciklov sestavljenih iz treh

stopen;:

e denaturacije dvojnih verig DNK
e prileganja zacetnih oligonukleotidov na komplementarna zaporedja matricne DNK
molekule

¢ sinteza DNK
Pri RAPD tehniki ni potrebno predhodno poznavanje DNK zaporedja, na podlagi katerega
bi sintetizirali komplementarne zacetne oligonukleotide, saj uporabimo krajSe zacetne
oligonukleotide s poljubnim zaporedjem, kar nam omogoca analizo tudi ne dobro poznanih
vrst. DolZina zacetnih oligonukleotidov, ki se najpogosteje uporabljajo v RAPD analizi, je
10 nukleotidov (Aufauvre-Brown in sod., 1992; Mellado in sod., 2000; Thio in sod., 2000).
Zacetni oligonukleotid z najvisjo locljivostjo, ki da najboljsi profil lis na gelu glede na
njihovo Stevilo, razporeditev in intenziteto obarvanja, je bil na podlagi razli¢nih Studij R-
108 (5'-GTATTGCCCT-3") (Aufauvre-Brown in sod., 1992; Lasker, 2002; Mellado in
sod., 2000; Thio in sod., 2000; Lin in sod., 1995; Lutz in sod., 2003; Menotti in sod.,
2005). Med testiranimi zacetnimi oligonukleotidi so le z R-108 dolo¢ili razli¢ne seve

izolatov kot vse razli¢ne (Raclavsky in sod., 2006).

Pri reakciji uporabimo vecinoma le en zacetni oligonukleotid in ¢e se le-ta veZe na
komplementarna mesta DNK, ki niso oddaljena ve¢ kot 3000 baznih parov, se regija med
obema mestoma prileganja zaCetnega nukleotida podvoji. Produkti se na osnovi razli¢nih
dolZin lo¢ijo in razporedijo z gelsko elektroforezo na gelih. Polimorfizem med

posameznimi organizmi se kaZe kot prisotnost ali odsotnost posamezne Crte na gelu.
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RAPD polimorfizem je posledica razli¢nosti nukleotidnega zaporedja na enem ali obeh
mestih prileganja zacetnega nukleotida in prepreci prileganje zacetnega oligonukleotida.

Lahko nastane med posamezniki zaradi (Jakse, 2006):

¢ nukleotidnih sprememb na mestu prileganja zacetnega oligonukleotida

e delecije mesta prileganja zaCetnega oligonukleotida

® insercije, ki oddaljijo mesta prileganja zaCetnih oligonukleotidov do take mere, da
podvojevanje ni ve¢ mogoce

¢ insercij in delecij, ki spremenijo dolZino namnoZenega fragmenta

e kot posledica tvorbe sekundarnih struktur ob mestu prileganja zacetnih

oligonukleotidov, ki so posledica mutacije

Glavne prednosti metode RAPD so (Fritsch in Rieseberg 1996):

e predhodno poznavanje nukleotidnega zaporedja matricne DNK ni potrebno

¢ dobljene informacije so enakomerno porazdeljene po celotnem genomu

®* moZno je pridobiti neomejeno Stevilo lokusov

® protokol je relativno hiter in enostaven za izvedbo

® nizka cena

¢ ne uporabljamo radioaktivnih snovi

¢ dovolj so Ze nanogramske koli¢ine DNK

e prednosti RAPD markerjev so njihovo veliko Stevilo in dejstvo, da jih lahko

identificiramo v DNK iz organizmov pri vseh stopnjah razvoja

Pri ponovitvah RAPD so lahko prisotne obcasne lise, katerih interpretacija je teZavna.
Nastanejo zaradi razlik ob razliCni intenzivnosti obarvanja fragmentov, intenzivneje
obarvane lise pa so lahko sestavljene iz komigracijskih, nehomolognih amplikonov.
Homoplazija lahko Se dodatno poveca teZavnost interpretacije. I1zolati kaZejo enak RAPD
profil, toda njihovi predniki so razli¢ni, kar je lahko vzrok v konvergenci, paralelizmu ali
evolucijskem obratu. Stopnja homoplazije naj bi bila pri A. fumigatus nizka, zaradi
prisotnosti klonske populacije (Lasker, 2002). Opozarjajo tudi na nejasno homologijo

lokusov, na razli¢no ucinkovitost pomnoZevanja fragmentov, kar je posledica prileganja
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zacetnih oligonukleotidov na razlicna mesta v genomu, ki se lahko razlicno ucinkovito

pomnoZujejo (Jug, 2002).
Glavne slabosti metode RAPD so (Fritsch in Rieseberg 1996; Lasker, 2002):

¢ dominanten znacaj oznacevalcev RAPD

® teZave s ponovljivostjo rezultatov

¢ nezanesljivost homologije med DNK fragmenti iste dolZine

® slabo poznavanje narave pomnoZenih regij in vzrokov za razli€no koli¢ino

pomnoZenih fragmentov

Dejavniki, ki vplivajo na rezultate RAPD (Soll in sod., 2007; Lasker 2002; Jug, 2002 ):

® Kkoncentracija magnezijevih ionov

¢ koncentracija matricne DNK

® Kkoncentracija encima 7aq polimeraze

¢ koncentracija zacetnega oligonukleotida

e temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov

e cCas denaturacije matricne DNK, cas prileganja zacetnih oligonukleotidov in cas
podaljSevanja

e Stevilo ciklov pomnoZevanja

Vzorci fragmentov DNK se lahko zelo razlikujejo glede na razli¢ne koncentracije matricne
DNK. Z nara$€¢anjem koncentracije matriéne DNK v reakcijskem volumnu se lahko pojavi
ve¢ fragmentov, spremeni se lahko tudi njihova velikost. Naslednji kriticni dejavnik je
koncentracija Mg2+. Spremembe v koncentraciji Mg2+ vplivajo na profile nakjucno
pomnoZenih produktov PCR. Pri poviSani koncentraciji Mg®* se nekateri fragmenti
pomnoZujejo bolj ucinkovito, drugi manj. Potrebna je tudi ustrezna kolifina Mg2+, ki
omogoca delovanje encima Tag polimeraze. Med 7Taqg polimerazami razlicnih
proizvajalcev so lahko velike razlike, kar vpliva na RAPD profil. Zacetni oligonukleotidi
imajo velik vpliv na Stevilo pomnoZenih fragmentov, njihovo intenziteto in lo¢ljivost. Pri

ve€jih koncentracijah izbranega oligonukleotida naj bi bili prisotni manjsi fragmenti, ki
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nastopajo v ve¢jem Stevilu, pri niZjih koncentracijah pa so prisotni ve¢ji fragmenti.
Temperatura prileganja je med 30 °C in 55 °C, priporocljiva temperatura je 36 °C (Jug,
2002; Soll in sod., 2007). Pri uporabi zacetnega oligonukleotida R-108 (5'-
GTATTGCCCT-3') je priporocena temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov 27 °C
(Mellado in sod., 2000). Od temperature prileganja je odvisno Stevilo fragmentov, njihova
dolzina pa je odvisna od trajanja podaljSevanja. Povprecno Stevilo ciklov je od 30 do 45 saj
premajhno Stevilo ciklov ne da dovolj velike koli¢ine produktov (Jug, 2002). RAPD profil
lis na gelu lahko odc¢itamo vizualno. V interpretacijo rezultatov vkljuc¢imo vse lise, tiste
slabSe obarvane in tiste intenzivno obarvane. Profili izolatov, ki se razlikujejo za eno liso
ali vec, se razlikujejo v genotipu (Verweij in sod., 1996; Thio in sod., 2000; Leenders in
sod., 1996; Lin in sod., 1995; Bart-Delabesse in sod., 2001). Razlicen genotip med
posameznimi sevi dolo¢amo na podlagi prisotnosti ali odsotnosti fragmentov RAPD
(Bertout in sod., 2001). Fragmenti RAPD z razlicno molekulsko maso predstavljajo
razlicne lokuse. Predvidevajo, da lokus poseduje dva alela, alel ki se pomnoZi in
predstavlja fragment RAPD in alel, ki se ne pomnoZi (ni¢elni alel) (Fritsch in Rieseberg

1996 ).

2.6 PATOGENEZA IN GOSTITELJEV OBRAMBNI MEHANIZEM

Vdihovanje konidijev A. fumigatus iz zraka je najpogostejSa pot nastanka okuZzbe s to
plesnijo. V zadnjem Casu povdarjajo tudi pomen vdihovanja okuZenih aerosolov vode
(Anaissie in Costa, 2001; Anaissie in sod., 2003), redki so opisi invazivne aspergiloze po
vstopu povzrocitelja preko kirurSkih ran in opeklin in preko okuZenih Zilnih katetrov
(Walsh, 1998; Allo in sod., 1987; Gettleman in sod., 1999). Konidiji A. fumigatus
predstavljajo infektivne delce pri razli¢nih oblikah nastanka okuZzbe. Ko konidiji doseZejo
pljucne alveole, se morajo adherirati na proteine bazalne membrane kar predstavlja klju¢ni
korak za zacetek okuzbe. Ob neucinkoviti obrambi gostitelja zacnejo konidiji nabrekati,
germinirati in se preoblikujejo v hife, ki za¢nejo invadirati krvne Zile, kar lahko vodi do
diseminacije okuzbe v oddaljene organe. Ob invaziji v krvne Zile prihaja do moten]

prekrvavitve, kar se kaZe v obliki infarktov tkiva. Inkubacijska doba germinacije konidijev
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je zelo variabilna, od dveh dni do ve¢ mesecev. Nespecifi¢na ali naravna imunost igra
pomembno vlogo pri obrambi proti A. fumigatus. Pri imunsko zdravih osebah je
pomembna pri prepoznavi in odstranjevanju plesni iz gostitelja. Gostitelj na takSen nacin
popolnoma odstrani plesen, kar je vzrok, da so okuZzbe z A. fumigatus pri tej populaciji zelo
redke. Zdrave laboratorijske Zivali, okuZene z A. fumigatus, odstranijo vecino inokuluma
konidijev v nekaj urah. Nespecificna imunost vkljucuje tri poglavitne vrste obrambe;
anatomske bariere, humoralne komponente ter fagocitne celice in njihove protimikrobne
produkte. Vecina konidijev A. fumigatus je izlo¢ena iz plju¢ z mukociliarnim sistemom. To
odstranjevanje je slabSe kot pri drugih saprofitnih organizmih, ki se prenasajo po zraku,
zaradi toksi¢nih produktov, ki jih izlo¢a plesen in inhibirajo migetal¢no aktivnost. K temu
prispeva tudi proteaza, ki poskoduje epitelijske celice. V prvi stopnji se konidiji adherirajo
na epitelijske celice ter sprozijo zacetni kontakt z imunskim sistemom. Ko konidiji
dosezejo alveole, najpomembnejSo obrambo predstavljajo alveolarni makrofagi, ki so
sposobni ubiti konidije. V posameznih Studijah so dokazali interakcijo med komponentami
seruma in Aspergillus spp. Serumski nivo fibrinogena naraste med invazivno aspergilozo
ter se lahko veZe na komponente A. fumigatus. Uinkovitost gostiteljeve obrambe poveca
opsonizacija konidijev s komponentami komplementa ali drugimi molekulami. Vlogo
komplementa v patogenezi A. fumigatus so dokazali s pomoc¢jo miSk, ki so brez
komponente komplementa C5. Te miSke so bile veliko bolj obcutljive na okuZbo (Latgé,

1999).

S poskusi in vivo ter in vitro so dokazali poglavitno vlogo fagocitnih celic v obrambi proti
plesni. Pljuc¢a, mesto infekcije A. fumigatus, s pomocjo alveolarnih makrofagov in
nevtrofilcev zamejijo vnetje preko fagocitoze konidijev ter preprecijo germinacijo
konidijev. Za vezavo in zajetje konidijev s strani alveolarnih makrofagov, naj bi bile
kljucne vezavi lektina podobne interakcije. Ta interakcija je zelo verjetna, kajti alveolarno
okolje rezidentnih makrofagov najbrz ne vsebuje opsonizirajo¢ih faktorjev kot sta
komplement ali imunoglobulini. Vezavo konidijev naj bi posredoval manozil-fukozilni
receptor ter Se druga dva receptorja. SpecifiCnih receptorjev pa Se niso odkrili (Latgé,
2001). Unicenje konidijev s strani alveolarnih fagocitov in fagocitov, ki izvirajo iz krvi, se

zacne Sele po nekaj urah z zelo nizko stopnjo unicenja, 90 % vseh konidijev je unicenih v
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24 urah. Antimikrobni sistem, odgovoren za unienje konidijev, Se ni dokazan.

Domnevajo, da za uni€enje niso odgovorni kisikovi reaktivni intermediati (Latgé, 1999).

Unicenje konidijev se zac¢ne Sest do dvanajst ur po vdihovanju konidijev, 100 % unicenja
konidijev s strani alveolarnih makrofagov niso dokazali, konidiji lahko germinirajo znotraj
monocitov. V tak$nih primerih je pomembna sekundarna obramba nevtrofilcev. Nabrekle
konidije in hife z ekstracelularnim ubijanjem unicujejo polimorfonuklearni levkociti
(Schaffner in sod., 1982). Kontakt med hifami in nevtrofilci sproZi respiratorni vnetni
izbruh, sekrecijo reaktivnih kisikovih intermediatov in degranulacijo. UniCenje hif s
pomocjo nevtroficev je precej hitro, 50 % hif je uni¢enih po dveh urah inkubacije (Latgé,
1999; Latgé, 2001). Encimi, ki so odgovorni za unicenje celicne stene plesni, Se niso bili
identificirani, predpostavljajo pa, da imajo esencialno vlogo pri uni¢enju hife, hidrolaze
izolirane iz fagocitov. V unicenje hife naj bi bili vklju€eni najmanj dve oksidativni poti ter
neoksidativno unicenje z defenzini. Ucinkovita je tudi obramba s krvnimi plos¢icami.
Invazija krvnih telesc s strani hif privede do tromboze in hemoragi¢ega infarkta. Krvne
ploscice se pritrdijo na celicno steno hife ter se aktivirajo. Za optimalno aktivacijo je
potrebna predhodna opsonizacija hife (Latgé, 1999). Izpostavitev plesni A. fumigatus lahko
inducira Tyl ali Ty2 odgovor celic T CD4" (Latgé, 2001). Pri tipu 1 imunskega odgovora
celice Tyl sintetizirajo IL-2, IFN-y, ki favorizirajo odpornost proti mikoti¢nim okuZbam,
makrofagi pa sintetizirajo IL-12. IFN-y naj bi okrepil mikrobicidno aktivnost makrofagov
(Latgé, 1999). Ty2 sintetizirajo citokine kot so IL-4, IL-5, IL-10, ki pomagajo celicam B
izdelovati protitelesa (Vozelj, 2000; Rivera in sod., 2006). Protitelesa niso zas¢itna in tudi
niso uporabna pri diagnostiki bolnikov z visokim tveganjem zaradi obrambne

nesposobnosti serokonverzije.
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2.7 UGOTAVLJANIJE PRISOTNOSTI SPOR Aspergillus spp. VZRAKU

Aspergiloza je eksogeno pridobljena okuzba, ki najpogosteje nastane zaradi vdihovanja
spor Aspergillus spp., ki so lahko prisotne v domacem ali v bolni§ni¢nem okolju bolnika.
Vzor€enje bolniSni¢nega zraka je Se posebej pomembno za ugotavljanje vira okuZbe to je v
primeru, ko je skupno Stevilo spor v notranjih prostorih vecje, kot je skupno Stevilo spor v
zunanjem zraku, ko so v notranjem zraku prisotni organizmi, ki jih ni v zunanjem zraku in
ko so stalno prisotne visoke koncentracije organizmov v notranjih prostorih (Ocvirk,

2005). V literaturi priporo€ajo vzorcenje zraka ko (Morris in sod., 2000):

e ugotavljamo povezanost med gradbenimi deli v bolnisnici in v bolni$nicnem okolju
ter epidemijo invazivne aspergiloze
e odkrivamo vire Aspergillus spp. v prezraevalnih in filtracijskih sistemih ali
ugotavljamo uc¢inkovitost teh sistemov
¢ nadzorujemo postopke CisCenja
Pri izbiri vzorcevalnika in goji¢a, kamor se ujamejo spore med vzorCenjem, je potrebno
upostevati bioloSke in fizikalne lastnosti plesni. Za vzorCenje zraka so na voljo razli¢ni
vzorCevalniki. Vzor€evalnik Surface Air System (SAS) Sampler (Cherwell Laboratories,
Bicester, Velika Britanija) deluje po nacelu prestrezanja mikroorganizmov neposredno na
plosc¢e z gojisS¢em. Na osnovi klini¢nih in laboratorijskih podatkov je SAS vzorcevalnik
najustreznejsi, saj z zmogljivostjo 180 1/min dosledno lovi spore Aspergillus spp. SAS
vzor¢evalnik je enostopenjski, pri katerem vstopa zrak skozi preluknjan zunanji pokrov z
219 luknjicami premera Imm. Pod zunanjim pokrovom je nameSCena z agarjem
napolnjena RODAC plos¢a, kamor se med vzorcenjem ujamejo delci iz zraka. Po
koncanem vzorcenju se plos¢e odstranijo iz vzorCevalnika, zaprejo ter ikubirajo. Sledi
Stetje in identifikacija zraslih kolonij. Volumne vzorcenega zraka doloCimo z veckratnim
poskusnim vzorfenjem. V kontaminiranem okolju (zunanji zrak, gradbi§€a) vzor¢imo
manjSe volumne zraka, v bolniSni¢nem, kjer pricakujemo niZjo koncentracijo spor, pa
ve€je volumne zraka (Morris in sod., 2000). Med izbruhom invazivne aspergiloze

priporocajo vzorcenje 300 litrov do 1000 litrov zraka. Pri vzorenju z ve€jimi volumni
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obstaja vecja verjetnost zajetja spor Aspergillus spp. iz zraka. V bolni§ni¢nem okolju

priporocajo vzorcenje najmanj 1000 litrov zraka (Thio in sod., 2000).

2.8 PLESNI V ZUNANJEM ZRAKU IN ZRAKU NOTRANIJIH PROSTOROV TER
NJIHOV VPLIV NA POCUTIJE IN ZDRAVIJE LJUDI

Na koncentracije in spekter plesni v zunanjem in notranjem prostoru vplivajo razli¢ni
geografski in fizioloSki dejavniki. Koncentracija plesni je vi§ja v podrocjih z zmerno
klimo, v jesenskem in poletnem asu. Vzrok naj bi bile vi§je temperature, vlaZnost ter
razgradnja vegetacije. V notranjih prostorih koncentracije varirajo sorazmerno z zunanjim

zrakom ter predstavljajo pribliZzno 1/3 zunanje koncentracije plesni (Shelton in sod., 2002).

Ugotavljajo, da je nihanje koncentracije spor A. fumigatus manjse, kot je znacilno za ostale

plesni v razli¢nih letnih ¢asih (Lendeers in sod., 1999).

V notranjih prostorih se pojavljajo plesni v vecjih koncentracijah v prostorih z visoko
relativno vlago. Taks$ni prostori so kopalnice, kuhinje in kleti. Visoka relativna vlaga (ve¢
kot 50 %), neustrezno prezraCevanje, vlazilci zraka, klimatske naprave ter zbiralniki vode
pospesSujejo rast in razmnoZevanje plesni v stavbah. Najpogosteje se pojavljajo plesni iz
rodov Cladosporium, Penicillium, Alternaria in Aspergillus (Shelton in sod., 2002). V
prostore pridejo iz zunanjega zraka preko ventilacijskega sistema, klimatskih naprav, skozi

vrata in okna ter z gradbenim materialom in opremo.

Povpreéne koncentracije v notranjih prostorih so za plesni 80 CFU/m’, za Aspergillus spp.

pa 20 CFU/m’ (Shelton in sod., 2002).

V »plesnivih hiSah«, lahko dosegajo plesni precej viSje koncentracije, od 600 do 450 000
CFU/m’ (Nevalainen in sod., 1991).

V bolnisni¢nem okolju so koncentracije niZje. Navedene povpre¢ne koncentracije plesni se
v razli€nih Studijah precej razlikujejo, odvisno od bolniSnicne enote ter nacinov

preprecevanja okuzb (prisotnost HEPA filtrov, pozitiven zracni pritisk). V hematoloskih
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enotah so povpre¢no izmerili 7 CFU/m’ plesni, v sobah s HEPA filtri pa manj kot 2
CFU/m’.

Klonska populacija plesni lahko perzistira v nekem notranjem okolju ve¢ kot leto, saj so
precej odporne na negativne vplive okolja (Leenders in sod., 1999; Girardin in sod., 1994).
V Studiji s 700 izolati iz okolja in bolnikov so dokazali, da so 85 % razlicnih genotipov
izolirali samo enkrat, 15 % genotipov pa so dokazali veckrat, kar pomeni da so perzistirali

v okolju (Chazalet in sod., 1998).

V Stevilnih raziskavah so dolocali in primerjali koncentracije plesni v zunanjem in
bolni$ni¢nem okolju ter spremembe v koncentracijah plesni med gradbenimi deli. V eni
izmed raziskav so doloCili povpre¢no koncentracijo plesni v zunanjem okolju 257,8
CFU/m’ in 6,8 CFU/m’ Aspergillus spp., v zraku notranjih prostorov pa 53,2 CFU/m’ vseh
plesni in 12,1 CFU/m’ Aspergillus spp. V notranjih prostorih so bile najvisje koncentracije
plesni A. niger (7,57 CFU/m?), sledili so A. candidus, A. Sflavus, A. fumigatus in A. glaucus.
V Casu prenavljanja bolnisnice so koncentracije plesni Aspergillus spp. med rezanjem lesa
narasle na 160 CFU/m’, koncentracije A. niger pa na 155 CFU/m’. Zaradi razpok v
stropnih vodnih ceveh je koncentracija A. niger narasla na 680 CFU/m’ v prostorih za
transplantacije, zaradi razpok v strehi nad oddelkom za transplantacije pa je koncentracija

Aspergillus spp. narasla na 77 CFU/m’ (Curtis in sod., 2005).

V bolni$ni¢nem okolju je nadzor nad vzdrZevanjem ucinkovitosti prezracevalnih sistemov
zelo pomemben. Visoke koncentracije plesni v operacijskih prostorih so lahko posledica
direktne povezave operacijskih prostorov in prostorov za sterilizacijo, kjer sta relativna
vlaga in temperatura precej visoki in tako prostori nudijo idealno mikroniSo za rast in
razvoj plesni. Ugodne pogoje za rast plesni nudijo tudi kuhinje v bolniS$nicah, zaradi
ugodne temperature, vlage ter hrane, ki je lahko kontaminirana s sporami plesni (Perdelli
in sod., 2006). V bolniSnicah moramo biti Se posebej pozorni na pove€ane koncentracije
plesni Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Curvularia spp., Cladosporium
spp. ter na plesni skupine Mucorales. Te plesni se najpogosteje pojavljajo v okolju

notranjih prostorov in v ve¢jih koncentracijah ogroZajo zdravje ljudi (De Lucca, 2007).

Optimalno delovanje prazracevalnega sistema v bolniSnicah, Se posebno v operacijskih

sobah, je zelo pomembno. V eni izmed bolnisnic je izbruhnila IA zaradi pokvarjenega
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prezracevalnega sistema v operacijskih sobah. Kar Sest bolnikov je imelo okuZene rane, ki

so bile odprte med operacijo (Lutz in sod., 2003).

V zunanjem zraku se plesni pogosteje in v vecjih koncentracijah pojavljajo v sen¢nih,
vlaZnih prostorih. Povpre¢ne koncentracije plesni v zunanjih prostorih so 500 CFU/m’,

koncentracije Aspergillus spp. 20 CFU/m’ (Shelton in sod., 2002).

Koncentracije A. fumigatus naj ne bi bile v takSni meri odvisne od letnih casov,
temperature, deZevnosti in zra¢nega pritiska, kot so ostale plesni. Njihove koncentracije naj
bi nihale od 67 do 185 CFU/m’. Najviije koncentracije pa dosegajo v bliZini komposta in
skednjev s senom, do 10° CFU/m’ (Warris in sod., 2001).

Neugodni vplivi plesni na zdravje ljudi, kot posledica bivanja v plesnivih stavbah, se
odraZajo v obliki SBS sindroma (angl. Sick building syndrom), OTDS sindroma (angl.
Organic toxic dust syndrom), preobcutljivostne reakcije in okuzbe. Klini¢ni znaki SBS
sindroma so konjunktivitis, epistaksa, kongestija nosne sluznice in sinusov, kroni¢ni kaselj,
glavobol, utrujenost in motnje koncentracije. Poznan je tudi OTDS sindrom, ki ga
povezujejo z mikotoksini ali pa kot posledico masivnega izpostavljanja sporam plesni.
Klini¢ni znaki OTDS sindroma so kasSelj, vro€ina, respiratorna insuficienca (Singh, 2005).
Pri osebah, ki so preobcutljive na plesni, se lahko pojavijo znaki kot so rinitis,
konjunktivitis, astma. Alergije na plesni lahko vodijo v resnejSe zaplete, ki so pogosti pri
osebah, izpostavljenih viSjim koncentracijam plesni. Pri kmetih, ki prihajajo v stik z
vlaZznim, razpadajo¢im senom, se kot posledica visoke koncentracije plesni pojavi vro¢ina
in zasoplost. Farmska pljuca ali hipersenzitivni pnevmonitis lahko vodita v plju¢no fibrozo

in plju¢no hipertenzijo.

V bolniSni¢nem okolju lahko plesni pri bolnikih s povecanim tveganjem za nastanek
oportunisti¢énih okuZzb (bolniki po presaditvi krvotvornih mati¢nih celic, bolniki po
presaditvi ¢vrstih organov) povzro€ajo resnejSe okuzbe, katerih smrtnost je lahko 50 % do

100 % (Warris in sod., 2001).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCENIJE ZRAKA V BOLNISNICNEM IN ZUNANJEM OKOLJU

Od oktobra 2007 do marca 2008 smo z vzor¢evalnikom Surface air system (SAS) sampler
(Cherwell Laboratories, Bicester, Velika Britanija) vzor¢ili zrak v bolni§nicnem okolju
Univerzitetnega klini¢nega centra v Ljubljani in sicer v prostorih Klini¢nega oddelka za
nefrologijo (KON), Klinicnega oddelka za intenzivno interno medicino (CIIM) in
Klini¢nega oddelka za anesteziologijo in intenzivno terapijo operativnih strok (CIT). Zrak
smo vzor¢ili v bolniskih sobah, kopalnicah, hodnikih pred sobami, prostorih za pripravo
infuzij ter pomivalnicah. Za vzorcenje zraka v KON, CIIM in CIT smo se odlocili, ker so
bili na vseh treh oddelkih bolniki z IA. V KON, kjer je bil hospitaliziran bolnik P1 smo
vzor€ili zrak pet dni po odvzemu kliniCnega vzorca bolnika P1, v CIT, kjer je bil
hospitaliziran bolnik P3 devet dni po odvzemu klini¢nega vzorca bolnika P3, v CIIM, kjer
je bil hospitaliziran bolnik P2 pa 18 dni po odvzemu klini¢nega vzorca bolnika P2. V
bolni$nicnem okolju smo opravili 17 vzoréenj zraka. Na oddelku KON smo dne
12.10.2007 opravili enajst vzoréenj zraka. Dve vzorcenji zraka smo opravili v bivalnem
delu sobe. Zrak smo vzor€ili ob postelji in ob oknu sobe, kjer je bil nameS¢en bolnik P1.
Vzor€enje zraka smo nadaljevali na hodniku, pred sobo bolnika P1, v dveh sosednjih
sobah, na hodniku ter v prostoru za pripravo infuzij. V prostorih CIIM smo dne 24.10.2007
opravili tri vzorCenja zraka. Zrak smo vzor¢ili v bivalnem delu sobe bolnika P2, v sosednji
sobi ter na hodniku pred sobama. V prostorih CIT smo dne 24.10.2007 vzor¢ili zrak trikrat.
Vzorcenje zraka je potekalo v bivalnem delu sobe bolnika P3, v sosednji sobi ter v

pomivalnici oddelka CIT (Priloge A-E).

Za vzorCenje na gradbenem podrocju smo izbrali gradbisc¢e nove Pediatricne klinike ter
gradbisce novega urgentnega bloka Univerzitetnega klini¢nega centra, kjer smo opravili
deset vzorcenj zraka (Prilogi G-H). Za vzorcenje na ne gradbenem podrocju smo izbrali
prostor pred vhodom v Univerzitetni klinicni center, vhod v Ginekolosko kliniko ter park
InStituta za mikrobiologijo in imunologijo, kjer smo opravili skupno pet vzorcenj zraka

(Priloga F).
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Vzor€enja zraka v bolni$ni¢nem, gradbenem podro¢ju in v zunanjem okolju brez gradbenih
del niso vedno potekala na isti dan (Preglednica 1). Na dan vzorcenja zraka smo dolocali

temperaturo zraka in zracno vlago glede na meritve vremenske postaje BeZigrad-Ljubljana.

Preglednica 1: Datumi vzorcenja zraka v bolniSni¢nem okolju, v zunanjem okolju kjer gradbena dela niso

potekala in v zunanjem okolju kjer so potekala gradbena dela

Bolniéni.éno Zunanj zrak Zunaniji Ervok-
okolje gradbisce

12.10.2007 X

24.,10.2007 X X

12.12.2007 X
04.01.2008 X X
04.03.2008 X
10.03.2008 X X
31,03.2008 X X

Zrak smo pri vsakem vzor€enju vzorcili dvakrat zaporedoma na RODAC plosce. Uporabili
smo gojisce po Sabouraudu (SABA), gojisc¢e po Czapku (CZA) in krompirjev agar (PDA).
Volumen vzoréenega zraka je bil v bolniSni¢nem okolju 1020 1 na RODAC plos¢o, na

gradbenem in ne gradbenem podrocju pa 420 1 na RODAC plosco.

3.2 MIKROBIOLOSKA OBRAVNAVA

Po koncanem vzorcenju smo RODAC ploSce z gojiS€em zaprli s parafilmom in jih
inkubirali 48 ur pri sobni temperaturi. Plos¢e smo dnevno pregledovali ter dolocali Stevilo
zraslih kolonij. Stevilo kolonij na posamezni plo§¢i smo izrazili kot koncentracijo spor na
volumsko enoto zraka. To je CFU (angl. colony forming units) na m® (CFU/ m®), ki smo jo
dolocili s formulo in korekcijskimi tabelami, ki so priloZene vzoréevalniku in jih priporoca

tudi proizvajalec.

CFU/m’ = Stevilo prestetih kolonij na plosci (z upostevanjem korekcijskega koeficienta) x

1000/ V vzorcenega zraka (Morris in sod., 2000)



39
Kav¢i¢ T. Primerjava vrstne raznolikosti in koncentracij plesni... ter genotipizacija plesni A. fumigatus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

Po 48 urah smo zrasle kolonije precepili na gojis¢e SABA ter inkubirali pri 30 °C.
Identifikacija kolonij je potekala po dihotomnem kljuc¢u z makroskopsko analizo kultur in s
prepoznavanjem znacilnih morfoloskih struktur v mikroskopskem preparatu (Slika 4-5).
Preparate smo pripravili s samolepilnim trakom in jih obarvali s kapljico modrila (angl.
Lactophenol-Cotton Blue). Tako pripravljene preparate smo pregledovali pri 400 in 1000
kratni povecavi. Kolonije, ki so na SABA slabo rasle, ali jih nismo uspeli identificirati,
smo precepili na CZA ali gojis€e z ovsenimi kosmici (OA), ki pospeSujeta konidiogenezo

plesni, ki je osnova mikroskopske identifikacije.

Slika 4: Kolonije Aspergillus fumigatus na gojis¢u CYA (angl. Czapek yeast extract agar) po sedmih dneh
pri temperaturi 25 °C (A), kolonije Aspergillus fumigatus na gojis¢u MEA (angl. Malt extract agar)
po sedmih dneh pri temepraturi 25 °C (B), kolonije Aspergillus fumigatus na gojis¢u CYA po treh
dneh pri temepraturi 37 °C (Samson in sod., 2007)



40

Kav¢i¢ T. Primerjava vrstne raznolikosti in koncentracij plesni... ter genotipizacija plesni A. fumigatus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

Slika 5: Konidiofore plesni Aspergillus fumigatus (E-F, velikost merila je 10 pm) (Samson in sod., 2007)

Izolate A. fumigatus bolnikov P1, P2 in P3 smo vzeli iz zbirke Laboratorija za diagnostiko
glivicnih infekcij InStituta za mikrobiologijo in imunologijo. Pri vsakem izmed treh
bolnikov je bil odvzet en vzorec kuZnine iz katere smo osamili plesen A. fumigatus. Vrsta
kuznine je bila pri vseh treh bolnikih aspirat traheje. Izolati so bili shranjeni na stalnih
gojis¢ih v skrinji pri -70 °C. Dodatne klinicne podatke o bolnikih smo pridobili iz

zdravstvene dokumentacije bolnikov. Shematski prikaz metode dela je prikazan na sliki 6.
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e Vzoréenje zraka (420-1020 1) s SAS vzoréevanikom (angl. Surface air system sampler) na RODAC

.....

SABA PDA CZA

l l l Inkubacija 48 h pri 30 °C

O O
o~ 0 03 O 00
o O O
O O
\ l / Izratun koncentracije spor (CFU/m?)
SABA
) 0 Precepljanje zraslih kolonij na SABA
@) o
@) Inkubacija pri 30 °C

e Lactophenol-Cotton Blue barvilo

Pregled preparata pri 400 in 1000 kratni povecavi pod mikroskopom

e [dentifikacija neuspesna

OA '/ \ CZA

Pregled preparata pri 400 in 1000 kratni povecavi pod mikroskopom

.....

e Shranjevanje zbirke izolatov Aspergillus fumigatus na stalnih gojis¢ih pri -70 °C

Slika 6: Shematski prikaz metode dela; (SABA=Sabouraud, PDA=angl. Potato dextrose agar, CZA=Czapek

agar, OA=gojis¢e z ovsenimi kosmici, CFU=angl. colony forming units)
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3.3 STATISTICNA ANALIZA

Statisti¢no analizo podatkov smo naredili s testom ¢, s katerim ugotavljamo razliko med
povpre¢jema dveh majhnih neodvisnih vzorcev. Pred testom ¢ smo potrdili homogenost
varianc obeh vzorcenih skupin s testom F. Vrednost p izraza, v kolik$ni meri so vzoréni
podatki v skladu z ni¢elno domnevo. Ce je bila p-vrednost opredeljena manj$a od 0,05 smo
ni¢elno domnevo zavrnili, ¢e pa je bila vrednost p opredeljena vecja od 0,05, smo nicelno
domnevo obdrzali (KoSmelj 2001). Statisticno smo primerjali koncentracije plesni v
razli¢nih okoljih, koncentracije plesni med razli¢nimi bolni$ni¢nimi oddelki (KON, CIIM

in CIT) ter koncentracije plesni glede na uporabo razli¢nih gojis¢ za osamitev plesni.

3.4 MOLEKULARNA GENOTIPIZACIJA PLESNI A. fumigatus

3.4.1 Izolacija DNK plesni A. fumigatus iz okoljskih in klini¢nih vzorcev

.....

odmrznili, stalno goji§¢e dobro premesali ter izolat s cepilno zanko nacepili na ploSce s
PDA gojis¢em. PloS¢e smo nato inkubirali 48 ur pri temperaturi 37 °C, da je v tem Casu
plesen dobro sporulirala. Po 48 urah smo z bombaZnim brisom, ki smo ga predhodno
navlazili v fiziloSki raztopini, odstranili spore plesni s povrSine kolonije. BombazZni bris s
sporami smo nato oZeli v epruveto s fiziolosko raztopino. Pocakali smo, da so se prisotne
hife v raztopini posedle ter nato v novi epruveti pripravili suspenzijo gostote 1,2 McF
(McFarland). Gostoto smo izmerili z ATB Densitometrom (bioMerieux, Lyon, Francija).

Iz tako pripravljene suspenzije smo 1 ml plesni odpipetirali v sterilno epruvetko.

3.4.2 Preverjanje koncentracije konidijev A. fumigatus pred izolacijo DNK

Suspenzija konidijev A. fumigatus v fizioloSki raztopini gostote 1,2 McF naj bi vsebovala
1-5 x 10° konidijev/ml, kar naj bi predstavljalo priblizno 20 do 30 pg DNK plesni. Da bi
preverili to trditev smo iz suspenzije konidijev 1,2 McF pripravili red¢itveno vrsto do
redéitve 107, Iz red¢itve 10™ in redéitve 10™ smo prenesli po 100 pl razred¢ine na vsako

plos¢o z gojis¢em PDA ter razmazali s hokejko. Plos¢e smo inkubirali 48 ur pri
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temperaturi 37 °C. Po 48 urah smo presteli kolonije. Suspenzija konidijev gostote 1,2 McF

je ustrezala gostoti 1-6 x 10° konidijev/ml.

Iz vzorcev smo izolirali DNK z izolacijskim sistemom PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, ZDA) po postopku izolacije DNK iz tkiva sesalcev. 1 ml suspenzije
plesni smo deset minut centrifugirali pri 20,000 x g. Supernatant smo odlili, v epruvetko
dodali 180 pl pufra PureLink Genomic Digestion Buffer in 20 ul encima proteinaze K ter
dobro premesali. Sledila je 1-urna inkubacija pri temperaturi 55 °C. Po inkubaciji smo
vzorce 3 minute centrifugirali pri 20,000 x g ter nato supernatant prenesli v novo sterilno
epruvetko. Supernatantu smo dodali 20 pul RNaze A, vzorec blago premesali ter inkubirali
2 minuti pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorcu dodali 200 pl PureLink Genomic
Lysis/Binding Buffer, dobro premesali, dodali 200 ul etanola (96-100 %) ter ponovno
dobro premesSali. V mikrokolono vloZeno v zbiralno epruvetko, smo prenesli 640 pl
meSanice, ter 1 minuto centrifugirali pri 10,000 x g. Izpirek smo zavrgli in prestavili
mikrokolono v novo zbiralno epruvetko ter dodali 500 pl pufra za spiranje (angl. Wash
buffer 1). MeSanico smo ponovno centrifugirali 1 minuto pri 10,000 x g, izpirek zavrgli,
mikrokolono prestavili v novo zbiralno epruveto in dodali 500 pl pufra za spiranje (angl.
Wash buffer 2). Vzorec smo centrifugirali 3 minute pri 20,000 x g. Mikrokolono smo
prestavili v sterilno 1,5 ml epruvetko in dodali 100 pl elucijskega pufra (angl Elution
buffer), s katerim dosezemo elucijo DNK, ki je vezana na filter. Vzorec smo inkubirali 1
minuto pri sobni temperaturi. Sledilo je enominutno centrifugiranje pri 20,000 x g
Koncentracijo izolirane DNK smo izmerili s spektrofotometrom (NanoDrop Technologies,

Wilmington, ZDA). Izolirano DNK smo nato shranili na -20 °C.

3.4.3 Sestava reakcijske meSanice in pogoji PCR reakcije

Sestava reakcijske meSanice je prikazana v Preglednici 2. Pripravili smo 45 pl reakcijske
mesSanice v sterilni epruvetki v hladnem bloku v prostoru brez proste DNK po postopku
QIAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Hilden, Nemcija). V sterilno epruvetko smo
dodali 25 pl QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, ki vsebuje HotStarTaqg DNK
polimerazo, Multiplex PCR pufer ter dNTP (deoksinukleotidtrifosfati). Multiplex PCR

pufer vsebuje MgCl,, ter faktor MP, ki poveca lokalno koncentracijo zacetnih
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oligonukleotidov ob matri€éni DNK ter stabilizira vezi med zacetnimi oligonukleotidi in
matricno DNK. MeSanici Multiplex PCR Master Mix smo nato dodali 2,5 pl zacetnega
oligonukleotida R-108 (5'-GTATTGCCCT-3") (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin,
Nem¢ija) v konéni koncentraciji 1 uM ter 17,5 ul sterilne vode (QIAGEN). V lo¢enem
prostoru smo dodali 5 ul DNK plesni A. fumigatus do skupnega volumna reakcijske

mesanice 50 pl.

Preglednica 2: Sestava reakcijske meSanice za verizno reakcijo s polimerazo

Volumen (ul) Kon¢na
koncentracija

2x Multiplex PCR Master Mix 25 1x
R-108 (20 uM) 2,5 1uM
H,0 17,5
Skupaj MMX 45
DNK vzorca plesni 5
Kon¢ni volumen 50

PomnoZevanje DNK plesni A. fumigatus smo izvedli v inStrumentu T3 Thermocycler
(Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen, Nemcija). Potek reakcija PCR je

prikazan v Preglednici 3:

1. Prvi korak reakcije PCR je aktivacija HotStarTaq DNK polimeraze, ki poteka

15 minut pri temperaturi 95 °C.
2. PomnoZevanje odsekov DNK je potekalo v Stiridesetih temperaturnih ciklih
e Denaturacija taréne DNK je potekala 30 sekund pri temperaturi 94 °C

e Pripenjanje zaletnega oligonukleotida na komplementarna mesta

matriéne DNK je pri temperaturi 27 °C trajalo 60 sekund
¢ Sinteza nove verige DNK je potekala 90 sekund pri temperaturi 72 °C

3. Konc¢ni podaljSan cikel je trajal 10 minut pri temperaturi 72 °C
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Preglednica 3: Potek veriZne reakcije s polimerazo

Cas (s) Temperatura (°C) Stevilo ciklov
Zacetni aktivacijski korak 900 95 °C 1
Denaturacija tarcne DNK 30 94 °C
R o e 0
Sinteza nove verige DNK 90 72 °C
Kon¢ni podalj$an korak 600 72 °C 1

Produkte PCR smo shranili na -20 °C do nadaljne uporabe.

3.4.4 Dokaz produktov PCR

Gelsko elektroforezo za locevanje fragmentov DNK in primerjavo RAPD profilov smo
izvedli na 2 % agaroznem E-Gelu (Invitrogen, Carlsbad, ZDA) (Slika 7). V gel z
dvanajstimi jamicami smo v prvo luknjico vnesli 18 ul sterilne vode in 2 ul raztopine
fragmentov DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen), ki smo ju predhodno
zdruZili in premesali na parafilmu. V naslednjo jamico smo vnesli 20 pl referencnega seva
A. fumigatus ATCC 14110, v ostale jamice pa PCR produkte. Elektroforeza je potekala 25
minut pri sobni temperaturi, nato smo agarozne gele slikali s programom GelDoc TS

Imaging System (UVP, Upland, ZDA).
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Slika 7: Sistem elektroforeze z E-gelom (Invitrogen) za dokaz produktov veriZne reakcije s polimerazo

3.4.5 Primerjava RAPD profilov

RAPD profile izolatov plesni A. fumigatus na E-Gelu smo primerjali vizualno. V
interpretacijo rezultatov smo vkljucili vse lise, tiste slabSe obarvane in tiste intenzivneje
obarvane. Profile izolatov, ki so se razlikovali za eno liso ali ve¢, smo dolo¢ili kot razli¢ne.
Razli¢en genotip med posameznimi sevi smo dolocali na podlagi prisotnosti ali odsotnosti
fragmentov RAPD. Na agarozni gel smo najprej nanesli vzorec DNK iz klini¢nega
materiala ter vzorce DNK iz okoljskih vzorcev. Najprej smo primerjali profile bolnikovih
izolatov in izolate iz bolnikovega okolja. Nato smo na gele zaporedno nanesli vse razlicne
in vse enake izolate ter ponovno potrdili, da se razlikujejo oziroma da so enaki. RAPD
profile smo razvrstili v RAPD tipe (a-n). V konéni fazi smo preverili $e ponovljivost
metode RAPD. Izolate smo naklju¢no izbrali ter z vsakim izolatom izvedli PCR reakcijo
(11 reakcij za vsak izolat). PCR produkte izolata smo nanesli na posamezen gel (en izolat

na en gel).
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4 REZULTATI

Rezultati diplomske naloge so razdeljeni na dva dela. V prvem delu so prikazani rezultati
vzorcenj zraka v bolni$nicnem okolju, v zunanjem okolju in v zunanjem okolju-gradbisce

ter odvisnost koncentracije plesni glede na vrsto gojisca.

V drugem delu so predstavljeni rezultati genotipizacije plesni A. fumigatus z metodo

RAPD ter primerjava med klini¢nimi in okoljskimi izolati plesni A. fumigatus.

4.1 PRIMERJAVA MED KONCENTRACIJO SPOR PLESNI V BOLNISNICNEM
OKOLJU, V ZUNANJEM OKOLJU IN V ZUNANJEM OKOLJU-GRADBISCE

V ¢asu od oktobra 2007 do marca 2008 smo opravili 17 vzorcenj zraka v bolni$ni¢nem
okolju, 10 vzorcenj v zunanjem okolju-gradbi$¢e in 5 vzor€enj v zunanjem okolju, kjer
gradbena dela niso potekala (Priloge A-H). Volumen vzorfenega zraka je bil v
bolni$ni¢nem okolju 1020 1 na RODAC plos¢o, na gradbenem in ne gradbenem podrocju
pa 420 1 na RODAC plosco. Na Sliki 8, 9 in 10 so prikazane plesni, ki smo jih osamilili iz

zraka s SAS vzorcéevalnikom.

e

0T 300 nli
...‘ ) &

Slika 8: Osamljene plesni iz zraka s SAS vzorcevalnikom (angl. Surface air system sampler) na gradbiscu
nove pediatricne bolniSnice na RODAC (angl. Replicate organism detection and counting) plos¢i z

gojis¢em Sabouraud (Kavcic, 2008)
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Slika 9: Osamljene plesni iz zraka s SAS vzor¢evalnikom (angl. Surface air system sampler) na gradbiScu
novega vhoda v urgentni blok Klini¢nega centra na RODAC (angl. Replicate organism detection
and counting) plosci s Sabouraud gojis¢em (levo) ter na RODAC plos¢i s Czapek gojiS¢em (desno)

(Kavcic, 2008)

Slika 10: Osamljene plesni iz zraka s SAS vzor¢evalnikom (angl. Surface air system sampler) v zunanjem
okolju na RODAC (angl. Replicate organism detection and counting) plos¢i s Sabouraud gojis¢em

(Kavcic, 2008)

Koncentracija plesni je bila najviSja v zunanjem okolju-gradbiSce, niZja koncentracija je
bila v zunanjem okolju brez gradbenih del in najniZja v bolnisni¢nem okolju. Rezultati so

prikazani s Preglednico 4 in Sliko 11.
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Preglednica 4: Razpon in povpre¢na koncentracija plesni (CFU/m?) v bolni§ni¢nem okolju, v zunanjem

okolju in v zunanjem okolju-gradbisce

.. L Razpon in povprecna
Podrocje vzorcenja koncentracija plesni
CFU/m’
Bolnigni¢no okolje (1-2L,1) 5,3
Zunanji zrak (22,8-111,9) 69,8
Zunanji zrak-gradbisée | (61,9-164,9) 1069

Povpreéna koncentracja plesni
(CFU/m?)
o2}
S

40
20 -
0 T— :
Bolnisni¢no okolje Zunanji zrak Zunaniji zrak-gradbiste

Slika 11: Povpregna koncentracija plesni (CFU/m’) v bolnini¢nem okolju, v zunanjem okolju in v zunanjem

okolju-gradbisce

Z najvisjimi povpre¢nimi koncentracijami so se v vseh treh okoljih pojavljale plesni iz
rodu Aspergillus (Preglednica 5, Slike 12-15). V bolniSni¢nem okolju mu sledita rodova
Monillia in Alternaria (Slika 12), v zunanjem okolju pa Penicillium, Cladosporium in
Trichoderma (Preglednica 5, Sliki 13-14). S t-testom smo potrdili, da je bila povprecna
koncentracija plesni v bolniSnicnem okolju precej niZja od povprecne koncentracije plesni
v zunanjem okolju, kjer so potekala gradbena dela (p=0,000) ter prav tako statisticno
pomembno niZja od povprecne koncentracije plesni v zunanjem okolju, kjer gradbena dela
niso potekala (p=0,046). Med povprecno koncentracijo spor v zunanjem okolju kjer so in

kjer niso potekala gradbena ni bilo statisticno pomembnih razlik (p=0,287).
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Preglednica 5: Povpre¢na koncentracija posameznih plesni (CFU/m®) v bolni§ni¢nem okolju, v zunanjem

okolju in v zunanjem okolju-gradbisce

. Bolni$ni¢no . . Zunapje
Vrsta plesni ollis Zunanje okolje okol_!ev::
gradbisce

Acremonium spp. 1.5 6.2 14.3
Alternaria spp. 4.3 1.0 11.6
Aspergillus flavus 1.0 16.7 11.9
Aspergillus fumigatus 3.1 5.7 31.4
Aspergillus nidulans 1.5 7.9 0
Aspergillus niger 3.9 0 35.7
Aspergillus spp. 1.7 0 0
Aspergillus terreus 0 9.5 0
Aspergillus versicolor 0 0 24
Aureobasidium pullullulans 1.3 2.9 10.7
Beauveria spp. 1.0 0 0
Cladosporiumspp. 2.0 9.4 24.3
Chrysonilla spp. 0 0 2.4
Fusarium spp. 1.0 0 0
Geotrichum spp. 1.0 11.2 7.5
Madurella spp. 0 0 4.8
Monillia spp. 4.9 0 0
Moycelia Sterilia 2.0 2.0 0
Paecilomyces spp. 1.0 11.4 7.6
Penicillium spp. 1.6 26.7 25.1
Stachybotrys spp. 0 0 4.8
Trichoderma spp. L5 16.7 19.1
Trichophyton spp. 0 5.6 2.4
Verticillium spp. 0 9.5 0
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Koncentracija plesni (CFU/m?)
o
1

Bolnisni¢no okolje

B Alternaria spp.

W Aspergillus spp.

" Monillia spp.
Cladosporium spp.

" Mycelia Sterilia

Acremoniumspp.

Slika 12: Povpre&na koncentracija najpogostejiih plesni v zraku bolni¥ni¢nega okolja (CFU/m’)
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Slika 13: Povpre¢na koncentracija najpogostejsih plesni v zraku zunanjega okolja kjer niso potekala gradbena

dela (CFU/m’)
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Slika 14: Povpre¢na koncentracija najpogostejSih plesni v zraku zunanjega okolja kjer so potekala gradbena

dela (CFU/m’)
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Slika 15: Primerjava povpre¢ne koncentracije najpogostejSih rodov plesni v zraku treh razli¢nih okolij

(CFU/m?)
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Rod Aspergillus smo identificirali do vrste, ostale plesni do rodu. Med vrstami iz rodu
Aspergillus sta v zunanjem okolju-gradbisce in v bolni$ni¢nem okolju prevladovali vrsti A.
niger in A. fumigatus, v zunanjem okolju brez gradbenih del pa vrsta A. flavus. Vrsto A.
terreus smo osamili samo iz okolja, kjer gradbena dela niso potekala, vrsto A. versicolor pa

le iz gradbenega podrocja (Slika 16).

40 1

351 ® Aspergillusflavus
r'g 307 u Aspergillus
E 25 - Sfumigatus
= = Aspergillus
Z 20 nidulans
= W Aspergillusniger
< perg g
g 15 A
g = Aspergillus spp.
= 10
8
2 5 - = Aspergillusterreus
S
M

0 - Aspergillus

BoliSnicno ~ Zunanjeokolje Zunanje okolje- versicolor
okolje gradbisce

Slika 16: Povprec¢na koncentracija plesni iz rodu Aspergillus (CFU/m’) na razli¢nih podrocjih

V naSi raziskavi so bile povprene koncentracije plesni najvi§je dne 12.12.2007 v
zunanjem okolju, kjer so potekala gradbena dela, najnizZje pa 24.10.2007 v zunanjem
okolju, kjer gradbena dela niso potekala (Slika 17). Na gradbiS¢u so bile najvi§je
povprecne koncentracije dne 12.12.2007, najnizje pa 04.01.2008. V zunanjem okolju, kjer
gradbena dela niso potekala, so bile najviSje povpre¢ne koncentracije plesni dne

10.03.2008, najnizje pa dne 24.10.2007 (Slika 17).
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Slika 17: Povpreéne koncentracije plesni v zunanjem zraku (CFU/m’) glede na &as vzoréenja
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Dne 24.10.2007 smo vzor¢ili zrak v zunanjem okolju samo na podrocju, kjer gradbena dela

niso potekala, dne 12.12.2007 pa samo v zunanjem okolju, kjer so potekala gradbena dela.

Na povisano koncentracijo plesni vpliva visoka relativna vlaga, viSje temperature ter

razgradnja vegetacije. NajviSja koncentracija plesni je bila pri temperaturi -2 °C in 83 %

relativni vlagi, najniZja koncentracija pa pri temperaturi 6,7 °C in relativni vlagi 87 %

(Preglednica 6). Sliki 18 in 19 prikazujeta odnos med temperaturo in relativno zracno

vlago ter koncentracijo spor v zraku.

Preglednica 6: Pogoji okolja v ¢asu vzorcenja zraka

Datum vzorcenja Temperatura (°C) Relativna vlaga (%) POVPfeénfi koncentaracija
plesni (CFU/m")
24.10.2007 6,7 87 22,8
04.01.2008 -2,8 83 39,3
04.03.2008 2,4 93 104,8
10.03.2008 8 80 111,9
31.03.2008 11,6 57 70,2
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Slika 18: Odnos med temperaturo in koncentracijo plesni
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Slika 19: Odnos med relativno zra¢no vlago in koncentracijo plesni
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V bolniSni¢nem okolju ni bilo statisticno pomembnih razlik med povprecnimi
koncentracijami plesni na oddelkih KON in CIT (p=0,326), KON in CIIM (p=0,169) ter
CIIM in CIT (p=1,575) (Slika 20).

Povprecna koncentracija plesni
(CFU/m?)

S = N W kA L N3 0 0
T TN R R T T B R

KON CIIM CIT

Slika 20: Povpre¢na koncentracija plesni (CFU/m’) na razli¢nih oddelkih

V bolnisnicnem okolju je bila najvi§ja koncentracija spor Aspergillus spp. na oddelku
KON, najniZja pa na oddelkih CIIM in CIT (Preglednica 7).

S t-testom smo potrdili, da je bila povprecna koncentracija spor v bolniSnicnem okolju
precej nizja (5,3 CFU/m’) od povprecne koncentracije spor v zunanjem okolju (88,4
CFU/m’) (p=0,000) (Preglednica 7). Med povprec¢no koncentracijo spor v zunanjem zraku,
kjer gradbena dela niso potekala (69,8 CFU/m’) in v zunanjem zraku-gradbiscée (106,9
CFU/m®) nismo ugotovili statisticno pomembnih razlik (p=0,286). Koncentracija spor
Aspergillus spp. je bila najvisja v zunanjem okolju na podro¢ju gradbisca (35,4 CFU/m?),
najniZja pa v bolniSni¢nem okolju na oddelkih CIIM in CIT (2,4 CFU/m’). S t-testom smo
potrdili statisticno znacilno razliko med koncentracijami spor Aspergillus spp. v

bolni$ni¢nem in zunanjem okolju (p=0,001) (Preglednica 7).
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Med vrstami A. fumigatus, A. niger, A. nidulans in A. flavus, ki smo jih osamili iz
bolni$ni¢nega okolja, se je v najvi§jih koncentracijah pojavljala vrsta A. fumigatus. V
zunanjem okolju smo dolocili najviSje povpre€ne koncentracije za plesen A. niger. A.
terreus in A. versicolor smo osamili samo v zunanjem okolju. Koncentracije spor A.
Sfumigatus so bistveno viSje v zunanjem okolju (p=0,004), vrednosti koncentracij spor
plesni A. niger, A. nidulans in A. flavus pa se statisti¢no ne razlikujejo med zunanjim in

bolni$ni¢nim okoljem (p>0,05) (Preglednica 8).
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Plesni iz rodov Alternaria, Penicillium, Acremonium, Aureobasidium in Trichoderma so se
poleg plesni iz rodu Aspergillus pojavljale v najvisjih koncentracija v bolniSnicnem in

zunanjem okolju (Preglednica 9).

Preglednica 9: Povpre¢ne koncentracije spor (CFU/m’) v notranjem in zunanjem okolju, ki so se pojavljale v

najvisjih koncentracijah

Povprecje—
Rodovi plesni, Povprecje— (Zuzggj;gkighnz
brez Aspergillus bolnisni¢no & -
g 3
spp. okolje (CFU/m”) podrodie)
(CFU/m’)
Alternaria 43 9,2
Cladosporium 2,0 19,8
Penicillium 1,6 26,0
Monilia 49 0
Trichoderma 1,5 17,9
Acremonium 1,5 8,2
Aureobasidium 1,3 5,5
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4.2 PRIMERJAVA VRSTNE RAZNOLIKOSTI PLESNI V BOLNISNICNEM OKOLJU,
GRADBENEM PODROCJU IN V ZUNANJEM OKOLJU

V bolnisni¢nem okolju smo pri sedemnajstih vzorcenjih najpogosteje osamili plesni iz
rodov Aspergillus in Penicillium (Preglednica 10, Slika 22). Tudi v zunanjem okolju brez
gradbenih del smo najpogosteje osamili zgoraj omenjene plesni (Preglednica 10, Slika 23).
Na gradbenem podro¢ju smo najpogosteje osamili plesni iz rodov Aspergillus,

Cladosporium in Penicillium (Preglednica 10, Slika 24).

Preglednica 10: Vrstna raznolikost in pogostost osamljenih plesni iz razlicnih okolij, izraZena v absolutnih

Stevilkah (n) in deleZu posameznih osamljenih plesni glede na vse osamljene plesni (%)

Bolni$ni¢no okolje Zunanje okolje 5 Zunanjq.avcv)kolje—
Vrsta plesni 17 vzorcenj (71 vzorcenj (46 & ad]?lsc.e 0
. . . . vzorcenj (84
osamljenih plesni) osamljenih plesni) osamlienih plesni)
n % n % n %
Acremonium spp. 2 2.8 3 6.5 1 1.2
Alternaria spp. 7 9.9 1 2.2 8 9.5
Aspergillus flavus 1 1.4 2 43 2 24
Aspergillus fumigatus 16 22.5 6 13.0 11 13.1
Aspergillus nidulans 4 5.6 3 6.5 0 0
Aspergillus niger 9 12.7 0 0 4 4.8
Aspergillus spp. 4 5.6 0 0 0 0
Aspergillus terreus 0 0 1 2.2 0 0
Aspergillus versicolor 0 0 0 0 1 1.2
Aureobasidium pullullulans 3 4.2 2 4.3 2 2.4
Beauveria spp. 1 14 0 0 0 0
Cladosporium spp. 1 14 3 6.5 14 16.7
Chrysonilla spp. 0 0 0 0 2 2.4
Fusarium spp. 2 2.8 0 0 0 0
Geotrichum spp. 3 4.2 4 8.7 7 8.3
Madurella spp. 0 0 0 0 1 1.2
Monillia spp. 1 1.4 0 0 0 0
Mycelia Sterilia 2 2.8 1 2.2 0 0
Paecilomyces spp. 2 2.8 5 10.9 10 11.9
Penicillium spp. 11 15.5 9 19.6 18 21.4
Stachybotrys spp. 0 0 0 0 1 1.2
Trichoderma spp. 2 2.8 1 2.2 1 1.2
Trichophyton spp. 0 0 3 6.5 1 1.2
Verticillium spp. 0 0 2 4.3 0 0
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Med vrstami iz rodu Aspergillus sta v bolniSnicnem okolju in na gradbenem podrocju
prevladovali vrsti A. fumigatus in A. niger (Slika 21). Od skupno 71 osamljenih plesni v
bolni$ni€nem okolju smo A. fumigatus osamili 16-krat (22.5 %), A. niger pa devetkrat

(12.5 %). V zunanjem okolju, kjer gradbena dela niso potekala, smo najpogosteje osamili

vrsti A. fumigatus in A. nidulans (Preglednica 10).

Slika 21: Aspergillus niger in Aspergillus fumigatus (od leve proti desni) na Sabouraud gojis¢u (Kav¢ic,
2008)

m Alternaria sop.

m Aspergillus spp.
m Aureobasidium
pullullulans

m Geotrichum spp.

m Penicillium spp.

m Ostale plesni

Slika 22: Prikaz najpogosteje osamljenih plesni v bolniSni¢nem okolju
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® Acremonium spp.
B Aspergillus spp.

B Cladosporium spp.
B Geotrichum spp.

B Paecilomyces spp.

= Penicillium spp.

W Ostale plesni

Slika 23: Prikaz najpogosteje osamljenih plesni v zunanjem okolju, kjer gradbena dela niso potekala

B Alternaria spp.

B Aspergillus spp.

® Cladosporium spp.
B Geotrichum spp.

B Paecilomyces spp.

= Penicillium spp.

¥ Ostale plesni

Slika 24: Prikaz najpogosteje osamljenih plesni v zunanjem okolju, kjer so potekala gradbena dela
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Na oddelku KON so se v najvi§jih povprecnih koncentracijah pojavljale plesni iz rodov
Aspergillus, Monillia in Alternaria, na oddelku CIT iz rodov Aspergillus, Acremonium in
Cladosporium, na oddelku CIM pa plesni iz rodov Aspergillus, Penicillium in
Aureobasidium. Plesni Alternaria spp., Beauveria spp., Geotrichum spp., Monillia spp. in
Trichoderma spp. smo osamili samo iz oddelka KON, kjer je bila prisotna tudi najvecja
raznolikost plesni. Vrsta A. fumigatus je bila prisotna na vseh treh oddelkih, vrsti A. flavus

in A. niger pa smo osamili samo na oddelku KON (Preglednica 11).

Preglednica 11: Povpregne koncentracije posameznih vrst plesni CFU/m’® v zraku treh razliénih bolni¥ni¢nih

oddelkov
Vrsta plesni KON CIT CIIM
Acremonium spp. 1,0 2,0 0
Alternaria spp. 4,3 0 0
Aspergillus flavus 1,0 0 0
Aspergillus fumigatus 3,0 1,5 5,3
Aspergillus nidulans 1,5 1,5 0
Aspergillus niger 3,5 0 0
Aspergillus spp. 1,7 0 0
Aureobasidium pullullulans 1,0 1,0 2,0
Beauveria spp. 1,0 0 0
Cladosporium spp. 0 2,0 0
Fusarium spp. 1,0 1,0 0
Geotrichum spp. 1,0 0 0
Monillia spp. 4.9 0 0
Moycelia Sterilia 2,9 1,0 0
Paecilomyces spp. 1,0 0 1,0
Penicillium spp. 2,2 1,0 2,0
Trichoderma spp. 1,5 0 0
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4.3 PRIMERJAVA RODAC PLOSC Z RAZLICNIMI GOJISCI

Na raznolikost in koncentracijo plesni na RODAC plos¢i vpliva vrsta izbranega gojisca.
Najvisje koncentracije plesni ter najvecjo raznolikost smo dolo€ili ob uporabi gojis¢ SABA
in PDA. Ob primerjavi povpre¢nih koncentracij plesni osamljenih na SABA in PDA nismo
ugotovili statisti€éno znacilnih razlik (p=0,214). Povpre¢ne koncentracije plesni na CZA so

bile statisticno znacilno niZje ob primerjavi s PDA in SABA (p=0,000) (Slika 25).

Plesni iz rodov Beauveria in Monillia ter vrste A. versicolor smo osamili samo na ploscah s
CZA gojisS€em. Plesen iz rodu Madurella in plesen vrste A. terreus smo osamili samo na

PDA, plesen iz rodu Stachybotrys pa samo na SABA gojiscu (Preglednica 12).

16 -
14 -
12 -

Povprecna koncentracija plesni
(CFU/m?)

PDA SABBA (677

.....

(bolnisni¢no, gradbeno, ne gradbeno)
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Preglednica 12: Prikaz vrstne raznolikosti in povpreéne koncentracije posamezne vrste plesni (CFU/m®) na

.....

Vrsta plesni PDA SABBA CZA
Acremonium spp. 83 7,6 2,0
Alternaria spp. 16,7 6,2 13,5
Aspergillus flavus 6,0 22,6 1,0
Aspergillus fumigatus 15,7 11,3 24
Aspergillus nidulans 16,7 12,2 1,6
Aspergillus niger 39,3 4.8 2,6
Aspergillus spp. 0 2,9 1,6
Aspergillus terreus 9,5 0 0
Aspergillus versicolor 0 0 2,4
Aureobasidium pullullulans 19,1 3,6 1,3
Beauveria spp. 0 0 1,0
Cladosporium spp. 17,4 18,4 2,1
Chrysonilla spp. 24 24 24
Fusarium spp. 0 1,0 1,0
Geotrichum spp. 12,5 6,3 1,8
Madurella spp. 4.8 0 0
Monillia spp. 0 0 49
Mycelia Sterilia 0 2,9 1,5
Paecilomyces spp. 6,4 9,6 1,0
Penicillium spp. 21,1 23,9 14,0
Stachybotrys spp. 0 438 0
Trichoderma spp. 16,7 10,3 0
Trichophyton spp. 24 7,1 0
Verticillium spp. 11,9 7,1 0
povprecno 13,3 8,7 32
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4.4 OPREDELITEV IZOLATOV A. fumigatus, OSAMLIJENIH 1Z KLINICNIH
VZORCEV BOLNIKOV IN IZ BOLNISNICNEGA OKOLJA S TIPIZACIJISKO
METODO RAPD

V raziskavo smo vkljucili izolate A. fumigatus, ki smo jih osamili iz klini¢nih vzorcev
dihal pri bolnikih P1, P2 in P3, ki so imeli klini¢no dokazano invazivno aspergilozo pljuc.
Bolnik P1 je bil hospitaliziran v prostorih KON, v sobi 1, bolnik P2 v CIIM v sobi 2,
bolnik P3 pa v prostorih CIT v sobi 3. Bolniku P1 je bil odvzet vzorec aspirata traheje dne
07.10.2007, bolniku P2 dne 06.10.2007, bolniku P3 pa 15.10.2007. Vzor€enje zraka je
potekalo v bolniSni¢nem okolju, kjer je bil hospitaliziran bolnik P1 dne 12.12.2007, v
bolniS$ni¢nem okolju, kjer sta bila hospitalizirana bolnika P2 in P3 pa dne 24.10.2007. V
sobi bolnika P1 je bila povpre¢na koncentracija plesni A. fumigatus 4,2 CFU/m’. Plesni A.

fumigatus v sobah bonikov P2 in P3 nismo osamili (Preglednica 13 ).

Preglednica 13: Vrstna raznolikost in koncentracija plesni (CFU/m®) v sobah in na hodnikih pred sobami

bolnikov P1, P2 in P3

P1 P2 P3
Vrsta plesni
Soba 1 Hodnik Soba 2 Hodnik Soba 3

\Acremonium spp. 0 0 0 0 2,0
\Alternaria spp. 2,5 0 0 0 0
\Aspergillus fumigatus 4,2 34 0 0 0
\Aspergillus nidulans 0 0 0 0 1,0
\Aspergillus niger 1,0 1,0 0 0 0
\Aspergillus spp. 1.5 0 0 0 0
\Aureobasidium pullullulans 0 0 2,0 0 0
Cladosporium spp. 0 0 0 0 2,0
Fusarium spp. 0 0 0 0 1.0
Mycelia Sterilia 0 0 0 0 1,0
Penicillium spp. 2,0 2,0 2.5 1,0 1,0
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V bolni$ni¢nem okolju KON oddelka smo pridobili skupaj 24 izolatov plesni A. fumigatus.
Z metodo RAPD smo od sedemnajstih izolatov iz sobe 1 dolo¢ili devet razlicnih RAPD
tipov plesni A. fumigatus, iz hodnika pred sobo 1 smo od skupno sedmih izolatov opredelili
dva seva plesni A. fumigatus. Klini¢ni izolat P1(a) ni bil enak nobenemu izmed okoljskih

izolatov v prostorih KON (Preglednical4, Slika 26-28).

Preglednica 14: 1zolati Aspergillus fumigatus, osamljeni iz klini¢nega vzorca bolnika in iz bolniSni¢nega

okolja
Oznaka | Datum izolacije Izvor izolata Slika St. stolpcana | RAPD tip
sliki izolata
P1 16.10.2007 | Bolnik na KON 26, 27, 28 3 a
1/8/1 24.10.2007 Soba P1 28 4 k
1/C/1 24.10.2007 Soba P1 28 5 k
1/S/2 24.10.2007 Soba P1 26 4 b
1/S/3 24.10.2007 Soba P1 26 5 b
1/S/4 24.10.2007 | Soba P1 26 6 c
2/C/1 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 26 7 d
2/C/9 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 26 8 j
2/S12 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 26 9 f
2/S/3 24.10.2007 [ Ob oknu sobe P1 26 10 f
2/S/4 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 26 11 g
2/S/I5 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 26 12 g
2/S/6 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 27 4 h
2/S17 24.10.2007 [ Ob oknu sobe P1 27 5 i
2/S/8 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 27 6 j
2/S/9 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 27 7 j
2/S/10 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 27 8 j
2/S/11 24.10.2007 | Ob oknu sobe P1 27 9 j
3/C/1 24.10.2007 Hodnik pred sobo P1 27 10 i
3/C/4 24.10.2007 Hodnik pred sobo P1 27 11 i
3/S/2 24.10.2007 Hodnik pred sobo P1 27 12 j
3/S/3 24.10.2007 Hodnik pred sobo P1 28 6 i
3/S/4 24.10.2007 | Hodnik pred sobo P1 28 7 i
3/S/5 24.10.2007 | Hodnik pred sobo P1 28 8 i
3/S/6 24.10.2007 Hodnik pred sobo P1 28 9 i
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Slika 26: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus

Stolpec 1: Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Stolpec 2: Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110
Stolpec 3: Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P1

Stolpec 4 do 12: Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka KON (1/S/2, 1/S/3, 1/S/4, 2/C/1,
2/C/9, 2/S/2, 2/S/3, 2/S/4, 2/S/5) (Preglednica 14)
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Slika 27: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus

Stolpec 1: Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Stolpec 2: Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110
Stolpec 3: Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P1

Stolpec 4 do 12: Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka KON (2/S/6, 2/S/7, 2/S/8,

2/819, 2/S/10, 2/S/11, 3/C/1, 3/C/4, 3/S/2) (Preglednica 14)
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Slika 28: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus

Stolpec 1: Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Stolpec 2: Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110
Stolpec 3: Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P1

Stolpec 4 do 9: Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka KON (1/S/1, 1/C/1, 3/S/3,
3/S/4, 3/S/5, 3/S/6) (Preglednica 14)

Izolat plesni A. fumigatus iz kliniCnega vzorca bolnika P2, smo primerjali z enajstimi
okoljskimi izolati iz sobe 1 na oddelku CIIM. V sobi 2 v prostorih CIIM, kjer je bil bolnik
P2 hospitaliziran, nismo osamili plesni A. fumigatus. 1zolat P2 (j) ni bil enak nobenemu
okoljskemu izolatu iz prostorov CIIM. Enakost pa smo potrdili med klini¢nim izolatom P2
(§) in izolati (j) iz sobe 1 ob oknu ter iz hodnika pred sobo 1 v prostorih KON (Preglednica
14).

S tipizacijsko metodo RAPD smo ugotovili identi¢nost za okoljske izolate (g), ki smo jih
osamili iz sobe bolnika P1 ob oknu na oddelku KON, iz sobe 1 na oddelku CIIM ter iz
pomivalnice na oddelku CIT (Preglednica 14-16, Slike 26, 29-31).

Izolat plesni A. fumigatus iz kliniénega vzorca bolnika P3 (n), ni bil enak nobenemu

okoljskemu izolatu (Preglednica 16).
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Preglednica 15: Izolati Aspergillus fumigatus, osamljeni iz klinicnega vzorca bolnika in iz bolni$ni¢nega

okolja
Oznaka | Datum izolacije Izvor izolata Slika | St.stolpcana | RAPD
sliki tip
izolata
P2 11.10.2007 Bolnik na CIIM 29, 30 3 j
12/Cn 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 4 g
12/C/2 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 5 1
12/C/3 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 30 4 g
12/C/4 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 30 5 g
12/C/5 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 30 6 g
12/C/6 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 30 7 g
12/C/7 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 30 8 g
12/8/1 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 6 m
12/S/2 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 7 m
12/S/3 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 8 m
12/S/4 05.11.2007 Soba na oddelku CIIM 29 9 m
1 2 3 4 8 67 8 8 0 nw
— — _—'—__ N—
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Slika 29: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus
Stolpec 1: Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Stolpec 2: Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110
Stolpec 3: Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P2
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Stolpec 4 do 9: Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka CIIM (12/C/1, 12/C/2, 12/S/1,
12/S/2, 12/S/3, 12/S/4) (Preglednica 15)
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Slika 30: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus
Stolpec 1:
Stolpec 2:
Stolpec 3:

Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110

Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P2

Stolpec 4 do 8: Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka CIIM (12/C/3, 12/C/4,
12/C/5, 12/C/6, 12/C/7) (Preglednica 15)

Preglednica 16: Izolati Aspergillus fumigatus, osamljeni iz klini¢nega vzorca bolnika in iz bolniSni¢nega

okolja
Oznaka 'Datur'l'l Izvor izolata Rl St sto!p'ca fa RAPD i
izolacije sliki izolata
P3 20.10.2007 | Bolnik na CIT 31 3 n
Pomivalnica na oddelku
16/C/1 05.11.2007 | CIT 31 4 g
Pomivalnica na oddelku
16/C/2 05.11.2007 | CIT 31 5 g
P2 11.10.2007 | Bolnik na CIIM 31 6,7 j
Pl 16.10.2007 | Bolnik na KON 31 8 a
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Slika 31: RAPD profili izolatov plesni Aspergillus fumigatus

Stolpec 1: Fragmenti DNK znanih velikosti-123 bp DNA Ladder (Invitrogen)
Stolpec 2: Referencni sev A. fumigatus ATCC 14110
Stolpec 3: Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P3

Stolpec 4in 5:  Okoljski izolati A. fumigatus, osamljeni iz oddelka CIT (16/C/1, 16/C/2)

(Preglednica 16)
Stolpec 6in 7:  Izolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P2

Stolpec 8: 1zolat A. fumigatus, osamljen iz klini¢nega vzorca bolnika P1
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S RAZPRAVA

Zaradi vse vecjega Stevila imunsko oslabljenih bolnikov z vefjim tveganjem za nastanek
oportunisti¢nih okuzb posledicno narasca incidenca okuzb s plesnimi. A. fumigatus je
postal v zadnjih desetletjih najpogostej$i povzrocitelj invazivne aspergiloze pri imunsko
oslabljenih osebah, IA pa poglaviten vzrok visoke stopnje smrtnosti pri bolnikih z
levkemijo, bolnikih, ki so zdravljeni s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic ali ¢vrstih
organov (Curtis in sod., 2005). TakSni bolniki lahko pridobijo aspergilozo kot eksogeno
okuzbo v domacem ali v bolni§ni¢nem okolju, kar nakazuje, da je zelo pomemben dejavnik
za razvoj invazivne aspergiloze bolnikovo okolje. Spremljanje koncentracije spor plesni je
v bolni$ni¢énem okolju zelo pomembno za dolocitev izvora izbruhov invazivne aspergiloze,
za ugotavljanje ucinkovitosti delovanja prezracevalnih in filtracijskih sistemov in za

4

nadzorovanje uspe$nosti postopkov ¢iS€enja bolniSni¢nih prostorov (Morris in sod., 2000).

V bolnisnicnem okolju priporo¢ajo vzoréenje najmanj 1000 litrov zraka (Thio in sod.,
2000), v naSi raziskavi je bil volumen zraka, vzorenega v bolni$nicnem okolju, 1020
litrov, v zunanjem okolju pa 420 litrov. V zunanjem okolju smo vzor¢ili precej manjSe
volumne zraka, saj smo predpostavljali, da je v zunanjem zraku koncentracija plesni precej
vi§ja kot v notranjih prostorih. Ce so volumni vzoréenega zraka v okolju z vi§jimi
koncentracijami spor preveliki, lahko to vodi v konfluentno rast organizmov na RODAC
plosci z gojiscem, kar onemogoca dolocitev Stevila kolonij plesni. Uporabili smo RODAC
za osamitev plesni. S t-testom smo potrdili, da je gojis¢e PDA enako primerno za osamitev
plesni kot SABA gojis¢e (p=0,214). Kot manj primerno gojis¢e glede na gojis€a PDA in
SABA za osamitev plesni se je izkazalo gojis§¢e CZA, na katerem smo dolocili niZje
koncentracije plesni ter osamili manjSe Stevilo vrst plesni (p=0,000) (Preglednica 12, Slika

25).

Zrak smo vzorcili, na gradbiS¢u nove pediatricne bolniSnice in urgentnega bloka

Univerzitetnega klini¢nega centra, ter v zunanjem okolju, kjer gradbena dela niso potekala,
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to je pred glavnim vhodom v UKC in na vrtu InStituta za mikrobiologijo in imunologijo.
Zeleli smo ugotoviti v kolik§ni meri gradbena dela vplivajo na koncentracijo plesni v

zraku.

Domnevo, da bo koncentracija plesni najvi§ja na obmocju, kjer potekajo gradbena dela,
smo potrdili, saj so bile najvi§je povpreCne koncentracije plesni na gradbiS¢u nove
pediatri¢ne bolniSnice in na gradbi$cu urgentnega bloka Univerzitetnega klini¢nega centra
(Preglednici 4-5, Slike 11, 15-16). Na gradbi$¢ih, kjer so potekala aktivna gradbena dela, je
bila povpreéna koncentracija plesni 106,9 CFU/m’, koncentracije so nihale od 61,9
CFU/m’ do 164,9 CFU/m’. V zunanjem okolju, kjer gradbena dela niso potekala, je bila
povpre&na koncentracija plesni 69,81 CFU/m’, koncentracije so nihale od 22,8 do 111,9
CFU/m’. Rezultati so v skladu z opisanimi v literaturi. V eni izmed raziskav so izmerili
povpre¢no koncentracijo plesni v zunanjem okolju 257,8 CFU/m’ (Curtis in sod., 2005),
kar je precej vi§je od meritev v nasi raziskavi. Vzrok je najbrZ v zimskem letnem Casu, saj
smo vse meritve opravili pozno jeseni, pozimi in zgodaj spomladi, v §tudiji (Curtis in sod.,
2005) pa so meritve koncentracije spor potekale ¢ez celo leto. Statisticno pomembnih
razlik med zunanjim zrakom na gradbiScu in v okolju brez gradbenih del nismo dokazali
(p=0,287) . Vzrokov za takSen rezultat je lahko ve¢. Mesta vzor€enja zunanjega zraka brez
gradbenih del so bila od gradbis¢ oddaljena le okoli 800 m, kar ne izkljuCuje popolnoma
vpliva gradbenih del. V literaturi navajajo, da naj bi bila ta razdalja najmanj 1000 m
(Curtis in sod. 2005). Na povisano koncentracijo pa so lahko vplivali tudi velik transport

osebja in obiskovalcev pred vhodom v UKC ter vpliv blizine vrtnarije s kompostom.

V bolniSni¢nem okolju smo zrak vzor¢ili na oddelkih KON, CIIM in CIT Univerzitetnega
klini¢nega centra (Preglednica 7-8, Slika 20). Oddelka CIT in CIIM smo obravnavali kot
enoten oddelek, saj sta locirana v istem nadstropju brez vmesne pregradne stene. Za
vzoréenje zraka na teh oddelkih smo se odlocili zato, ker so bili na vseh treh prisotni

bolniki s potrjeno invazivno plju¢no aspergilozo.

Povprecna koncentracija spor plesni v bolniSni¢nem okolju je bila 5,3 CFU/m’, vrednosti
so nihale od 1,0 CFU/m® do 21,1 CFU/m® (Preglednici 4, 7, Slika 11). S t-testom smo
potrdili statisticno pomembne razlike med povprecno koncentracijo v bolniSni¢nem in

zunanjem okolju (p=0,000). Koncentracije plesni v zunanjem zraku so bile priblizno 14-
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krat vi§je kot v notranjih prostorih (Preglednica 7). V raziskavi, ki je potekala dve leti, so
ugotovili, da se kljub precej$njim nihanjem koncentracij plesni v zunanjem zraku, ki so
bile predvsem posledica klimatskih sprememb, razmerje med koncentracijo plesni v
zunanjem in v notranjem zraku, ni bistveno spreminjalo. To govori v prid dejstvu, da
koncentracije spor v zunanjem zraku posredno vplivajo na koncentracije v notranjih
prostorih (Shelton in sod., 2002). V nasi raziskavi smo vzorcenje izvajali v ¢asovnem

obdobju Sestih mesecev, zato zgoraj omenjenega vpliva ne moremo potrditi.

V zunanjem zraku smo najpogosteje osamili plesni iz rodov Aspergillus in Penicillium.
Aspergillus spp. je bil prisoten na vseh podrocjih vzor€enja in v najvisjih koncentracijah,
kar kaZe na ubikvitarnost te plesni (Preglednica 10, Slike 22-24). V literaturi navajajo, da
koncentracije spor Aspergillus spp. v zunanjem okolju lahko mo¢no nihajo, od 1 do 185
CFU/m’ (Warris in sod., 2001, Richardson in sod., 2003). V na$i raziskavi je koncentracija
Aspergillus spp. nihala od 1,0 do 45,2 CFU/m’ (Preglednica 7). Povpre&ne koncentracije
plesni Aspergillus spp. so bile najvi§je v zunanjem okolju na gradbiScu 35,4 CFU/m’,
najniZje pa v bolniSni¢nem okolju, 4,1 CFU/m’ (Preglednica 8). S t-testom smo potrdili
statisti‘cno pomembne razlike med povpre€no koncentracijo spor Aspergillus spp. v
bolni$ni¢nem in zunanjem okolju (p=0,001). Statisticno pomembno razliko v povprecni
koncentraciji med zunanjim in bolniSni¢nim okoljem smo potrdili tudi za vrsto A.

SJumigatus (p=0,004).

V bolnisnicnem okolju je bila najvisja koncentracija plesni v KON, kjer smo izmerili
povprecno 8,3 CFU/m’ (Slika 20). V &asu vzorcenja so bila okna v sobah odprta, kar
predstavlja tudi edini nacin zracenja sob in vpliva na poviSano koncentracijo in raznolikost
plesni v sobah KON. Povpre¢ne koncentracije plesni so bile v sobah preden smo odprli
okna 5,1 CFU/m’, ob odprtih oknih pa so povpre¢ne koncentracije v sobah narastle na 14,4
CFU/m’ (Priloge A-C). Ob vzor&enju zraka v teh prostorih so potekala istodasno manj$a
gradbena dela na oddelku, kar je verjetno tudi vplivalo na poviSano koncentracijo plesni.
Na oddelku KON je bila prisotna tudi najvecja raznolikost plesni glede na druga dva
bolni$ni¢na oddelka. Plesni Alternaria spp., Beauveria spp., Geotrichum spp., Monillia
spp. in Trichoderma spp. smo osamili samo iz oddelka KON. Vrsta A. fumigatus je bila
prisotna na vseh treh oddekih, vrsti A. flavus in A. niger pa samo na oddelku KON. S t-

testom smo potrdili, da ni statisticno pomembne razlike v povpre€ni koncentraciji plesni
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med oddelki KON in CIT (p=0,326), KON in CIIM (p=0,169) ter CIIM in CIT (p=1,575)
(Slika 20).

Razlika v koncentracijah in vrstni raznolikosti je lahko posledica gradbenih del, ki so
potekala znotraj oddelka KON ali posledica vdora plesni iz zunanjega zraka.

Najvi§je koncentracije v bolniSnicnem okolju so dosegale plesni iz rodov Aspergillus,
Monillia, Alternaria in Cladosporium (Preglednica 5, Slika 12). Tudi v drugih raziskavah
poro¢ajo o podobnem spektru osamljenih plesni iz notranjih bolni$ni¢nih prostorov
(Shelton in sod., 2002).

V raziskavi Albertini-ja in sodelavcev (2001) so se v navadnih sobah povprecne
koncentracije plesni gibale od 2,8 do 6,0 CFU/m’, kar je primerljivo z nao raziskavo, kjer
je bila povpreéna koncentracija 5,3 CFU/m’ (1,0 do 21,1 CFU/m’) (Preglednica 7). V
sobah s HEPA filtri pa poroCajo o koncentracijah spor niZjih od 2 CFU/m’ (Leenders in
sod., 1999; Alberti in sod. 2001). Najpomembnejse plesni, ki ogroZajo imunsko oslabljene
bolnike, so vrste iz rodu Aspergillus. Meril ali normativov za najvisje dovoljene vrednosti
spor Aspergillus spp. v zraku ni. Priporocajo, da naj bi bila koncentracija spor v sobah, kjer
so prisotni imunsko oslabljeni, obvezno manjs$a od 5 CFU/m’ (Perdelli in sod., 2006),
nekateri pa priporo€ajo celo koncentracijo niZjo od 1 CFU/m’ (Alberti in sod., 2001), saj
za okuzbo imunsko oslabljenih zado$¢a Ze koncentracija 1-3 CFU/m’ (Richardson in sod.,
2003).

V nasi raziskavi so povprecne koncentracije plesni v bolnisnicnem okolju skoraj v vseh
prostorih presegale 1,0 CFU/m’. Na oddelkih CIT in CIIM, ki sta intenzivni enoti
Univerzitetnega klinicnega centra, se zdravijo tudi imunsko oslabljeni bolniki, bolniki po
presaditvi Cvrstih organov. Znano je, da se tveganje za invazivno aspergilozo pri teh
bolnikih poveéa, &e je povpreéna koncentracija spor Aspergillus spp. ve&ja od 0,9 CFU/m’
(Alberti in sod., 2001). Oddelek nima ucinkovitega filtracijskega in prezracevalnega
sistema, kar povecuje tveganje za nastanek razli¢nih oportunisti¢énih okuzb pri bolnikih, ko
so ti najbolj ogroZeni. Koncentracije spor Aspergillus spp. so se na teh oddelkih gibale od
1,0 do 5,4 CFU/m’. Invazivna pljucna aspergiloza v prvi vrsti ogroZa bolnikovo Zivljenje.
Diagnosti¢ni posotopki so teZavni za bolnika, interpretacija rezultatov je zapletena,
zdravljenje je dolgotrajno in drago in se v mnogih primerih kon¢a s smrtjo. Iz vsega

omenjenega je zato kljuénega pomena prepreCevanje moZnosti nastanka okuZzb z
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zagotavljanjem ustreznega okolja bivanja bolnikov, ko so ti najbolj ogroZeni in
preventivno zdravljenje z antimikotiki za skupine bolnikov za katere se je takSno

zdravljenje pokazalo za smotrno.

V drugem delu diplomske naloge smo Zeleli ugotoviti, ali IA pri bolnikih P1, P2 in P3
izvira iz bolniSnicnega okolja. V ta namen smo primerjali med sabo RAPD profile
klini¢nih in okoljskih izolatov. Glede na veliko genetsko raznolikost A. fumigatus so se
razvile razli¢ne metode za natan¢nejSo opredelitev sevov posameznih vrst plesni ter za
dolocitev izvora izbruhov invazivne aspergiloze (Girardin in sod., 1994; Verweij in sod.,
1996; Symoens in sod., 2002; Menotti in sod., 2005; Heinemann in sod., 2004). Protokol
metode RAPD je glede na podatke iz literature relativno hiter in enostaven za izvedbo,
predhodno poznavanje nukleotidnega zaporedja matricne DNK ni potrebno, tehnika pa je
tudi cenovno ugodna. Problem RAPD je v slabSi ponovljivosti rezultatov ter v
interpretaciji rezultatov. Za vsak izolat smo tako veckrat ponovili RAPD ter produkte

razli¢nih in enakih izolatov primerjali na gelu (Slike 26-31).

V bolni$ni¢nem okolju KON smo osamili 24 izolatov plesni A. fumigatus. Od teh smo v
sobi 1, kjer je bil hospitaliziran bolnik P1 od 17-ih izolatov z metodo RAPD opredelili kar
devet razli¢nih RAPD tipov (Preglednica 14). Na hodniku pred sobo 1 smo opredelili dva
razli¢na tipa plesni A. fumigatus od skupno sedmih tipov. Oba tipa sta bila prisotna tudi v
sobi 1. Nasi rezultati (Preglednice 14-16) potrjujejo Ze znano genetsko raznolikost izolatov
A. fumigatus (Girardin in sod. 1994; Verweij in sod. 1996; Symoens in sod. 2002; Menotti
in sod 2005; Heinemann in sod. 2004).

Klini¢ni izolat plesni A. fumigatus bolnika iz sobe 1 KON (P1) ni bil enak nobenemu
izmed devetih razli¢nih sevov okoljskih izolatov KON (Preglednica 14, Slike 26-28).
Povezanosti izolatov iz bolniSni¢nega okolja z bolnikovim izolatom tako nismo dokazali.
Vzor€enje zraka v teh prostorih smo opravili $est dni po odvzemu klini¢nega vzorca
bolnika P, iz katerega smo osamili A. fumigatus. Rezultati ne izkljucujejo moznosti, da je
izviral sev iz bolniSni¢nega okolja, vendar je prav tako tudi mogoce, da je bil bolnik s
plesnijo koloniziran Ze pred prihodom v bolni$nico in se je ob padcu imunske odpornosti
razvila klinicna slika invazivne aspergiloze. Inkubacijska doba od okuZzbe do pojava

klini¢nih znakov, znadilnih za aspergilozo, ni znana (Alberti in sod. 2001).
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Vzor€enje zraka na CIT smo opravili devet dni po odvzemu kliniénega vzorca bolnika P3,
iz katerega smo osamili A. fumigatus (RAPD tip-n). Na tem oddelku smo osamili le dva
izolata A. fumigatus, izvirala sta iz pomivalnice in sta imela enak RAPD profil (g). Iz zraka
v sobi, kjer je bil hospitaliziran bolnik P3 nismo osamili plesni A. fumigatus. Tudi v tem
primeru povezanosti izolatov iz bolniSni¢nega okolja z bolnikovim izolatom nismo
dokazali. Prav tako kot za izolat bolnika P1 tudi pri bolniku P3 ne moremo z gotovostjo
izklju€iti moZnosti, da je bil vir okuZbe bolni$ni¢no okolje. V obeh primerih smo vzorcenje
opravili nekaj dni po tem, ko smo odvzeli kliniéne vzorce bolnikoma, iz katerih smo
osamili plesen. Znano pa je, da koncentracije in s tem tudi pojavljanje razlicnih sevov v
zraku precej nihajo zaradi razlicnih dejavnikov okolja in je mogoce, da so se spore A.
fumigatus v tem obdobju posedle po povrSinah in jih nismo zajeli z vzorcenjem (Shelton
2002). V tak$nih primerih bi bilo zato smiselno vzor¢iti tudi brise povr§in (Heinemann in

sod. 2004).

Klini¢ni izolat A. fumigatus (RAPD tip-j) smo osamili iz klini¢nega vzorca bolnika P2, ki
je bil hospitaliziran na CIIM v sobi 2 s klini¢éno diagnozo sepsa in astma. Vzorcenje zraka
na tem oddelku smo opravili 13 dni po odvzemu klini¢nega vzorca bolnika P2, iz katerega
smo osamili A. fumigatus. Osamili smo 11 izolatov, od katerih smo z metodo RAPD
opredelili tri razli¢ne tipe (g, 1, m). Noben od teh ni bil identi¢en s tipom izolata,
osamljenega pri bolniku P2. Zanimivo je, da je bil ta izolat identicen RAPD tipom izolatov
A. fumigatus (j), ki smo jih osamili v sobi 1 (j) in na hodniku pred sobo 1 (j) KON. Po
pregledu dokumentacije bolnika P2 smo ugotovili, da je bil pred prihodom v CIIM bolnik
hospitaliziran v Centru za plju¢ne bolezni in alergijo, ki je v istem nadstropju kot KON in
od tega ni locen s pregradno steno. Vzorcenje zraka na KON pa je bilo opravljeno komaj
dva dni po odvzemu klini¢nega vzorca bolnika P2 iz katerega smo osamili omenjen izolat.
Na osnovi opisanih ugotovitev dopuS¢amo moznost, da bi izvor okuzbe z A. fumigatus pri

bolniku P2, lahko bilo bolnis$ni¢no okolje.

Virulenca plesni A. fumigatus ni pogojena s specificnimi virulen¢nimi dejavniki. Plesen je
saprofiten organizem, patogenost pa je posledica sposobnosti invazivne rasti pri
temperaturi 37 °C ter predvsem gostiteljeve imunske nezmoZnosti odstranitve plesni.
Plesen iz klini¢nega materiala nima specifi¢nih virulen¢nih dejavnikov, kar nakazuje, da je

vsak sev potencialno patogen. V literaturi priporo€ajo uporabo kombinacije razli¢nih



Kavc¢i¢ T. Primerjava vrstne raznolikosti in koncentracij plesni... ter genotipizacija plesni A. fumigatus.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

molekularnih metod ter kombinacijo razli¢nih zacetnih oligonukleotidov za doseganje
optimalne locljivosti izolatov (Menotti in sod., 2005). Priporo€ajo uporabo MLP kot prve
tehnike izbora, zaradi zelo dobre lo€ljivosti in ponovljivosti. Za dodatno potrditev dobre
lo¢ljivosti priporocajo Se uporabo metode RFLP (Bart-Delabesse in sod., 2001). V nasi
raziskavi smo se odloCili za uporabo tehnike RAPD, ki se glede na literaturo tudi
najpogosteje uporablja za genotipizacijo plesni A. fumigatus, kljub doloCenim
pomanjkljivostim metode. Izbrani zaetni oligonukleotid R-108 se je izkazal za najboljSega
med testiranimi zacetnimi oligonukleotidi, saj so z R-108 opredelili najve¢ razli¢nih sevov
(Raclavsky in sod., 2006). V na$i raziskavi smo pri vsakem bolniku primerjali po en
klini¢ni izolat z okoljskimi izolati. Bolnik je lahko okuZen ali koloniziran tudi z ve¢ sevi
plesni A. fumigatus, kar je pogosto zlasti pri bolnikih s cisti¢no fibrozo (Mellado in sod.,
2000; Debeaupuis in sod., 1997).

Za natancnejSo opredelitev sevov in primerjavo z okoljskimi izolati bi bilo potrebno torej
uporabljati Se druge genotipizacijske metode in natancneje opredeliti genetske raznolikosti

klini¢nih izolatov.
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6 SKLEPI

e Povprecna koncentracija plesni v bolniSni¢nem okolju je bila statisticno pomembno
nizja (5,3 CFU/m’) od povpreéne koncentracije plesni v zunanjem okolju (88,4
CFU/m’). Med povpreéno koncentracijo plesni v zunanjem zraku, kjer so potekala
gradbena dela (106,9 CFU/m’) in zunanjim zrakom brez gradbenih del (69,8

CFU/m’) ni bilo statistiéno pomembnih razlik.

¢ V bolni$nicnem okolju ni statisticno pomembne razlike v povpre¢ni koncentraciji
plesni med oddelki KON in CIT (p=0,326), KON in CIIM (p=0,169) ter CIIM in
CIT (p=1,575).

® V bolniSniénem okolju so bile dolocene najviSje koncentracije plesni iz rodov
Aspergillus, Alternaria in Monillia, v zunanjem okolju pa za plesni iz rodov

Aspergillus in Penicillium.
eV rodu Aspergillus so prevladovale vrste A. fumigatus, A. niger in A. flavus.
e Metoda RAPD je primerna za genotipizacijo plesni A. fumigatus.

e Z genotipizacijsko metodo RAPD smo dokazali identi¢nost klini¢nega izolata
plesni A. fumigatus, osamljenega pri bolniku P2, s Sestimi izolati iz bolni$ni¢nega

okolja.
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7 POVZETEK

A. fumigatus je saprofitna, ubikvitarna plesen, ki povzroca Sirok spekter bolezenskih stanj,
ki jih skupno imenujemo aspergiloze. Aspergiloza je vzrok za visoko stopnjo smrtnosti pri
imunsko oslabljenih osebah. Zdravljenje je dolgotrajno in pogosto neucinkovito, zato je
klju€nega pomena preprecevanje okuzb. Bolniki se lahko okuZijo z vdihovanjem spor
plesni, kar nakazuje, da je klju¢ni dejavnik za razvoj invazivne aspergiloze kot eksogeno

pridobljene okuZbe bolnikovo okolje.

Za vzorCenje zraka so na voljo razlicni vzorcevalniki, med katerimi se je na osnovi
klini€nih in laboratorijskih podatkov kot najbolj ustrezen izkazal SAS vzorcevalnik,

katerega smo uporabili v nasi raziskavi.

Zrak smo vzor¢ili od oktobra 2007 do marca 2008 na KON, CIIM in CIT Univerzitetnega
klini¢nega centra, na gradbenem podro¢ju nove pediatri¢ne bolniSnice in urgentnega bloka

Univerzitetnega klinicnega centra ter v zunanjem okolju, kjer gradbena dela niso potekala.

V zunanjem okolju smo vzorcili 420 litrov zraka, v bolniSnicnem pa 1020 litrov, saj smo
predpostavljali, da bo koncentracija plesni v bolniSnici bistveno niZja od zunanje

koncentracije plesni.

.....

iz vzorCenega zraka sta se izkazali SABA in PDA, pri uporabi gojis¢a CZA smo dolo€ili

niZje koncentracije ter manjSo raznolikost plesni.

V diplomski nalogi smo Zeleli potrditi domnevo, da je najviSja koncentracija plesni v
zunanjem zraku, kjer potekajo gradbena dela in najniZja koncentracija v zraku
bolniSni¢nega okolja, kjer naj bi bile koncentracije plesni minimalne. Domnevo smo
potrdili, saj so bile koncentracije na gradbi$¢ih najvi§je, niZje v zunanjem zraku kjer

gradbena dela niso potekala ter najniZje v bolni$ni¢nem okolju.

V bolni$ni¢nem okolju so povpre€ne koncentracije plesni nihale od od 1,0 CFU/m’ do 21,1

CFU/m’, v zunanjem zraku brez gradbenih del so koncentracije nihale od 22,8 do111,9
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CFU/m’, v zunanjem zraku, kjer so potekala gradbena dela pa od 61,9 CFU/m’ do 164,9
CFU/m’. Za statisti¢no analizo podatkov smo uporabili t-test. Potrdili smo, da so med
zrakom v bolniSni¢nem okolju ter med zrakom v zunanjem okolju statisticno pomembne
razlike v povpre¢ni koncentraciji plesni (p=0,000). V bolni$nicnem okolju so bile najvisje
povpre¢ne koncentracije plesni na KON. Na oddelkih CIT in CIIM veljajo stroZji higienski
ukrepi, na KON pa so v Casu vzorcenja zraka potekala manjSa gradbena dela, kar je
najverjetneje vplivalo na razlike v povprecni koncentraciji plesni med oddelki. S t-testom
smo potrdili da ni statisticno pomembne razlike v povpre€ni koncentraciji plesni med
oddelki KON in CIT (p=0,326), KON in CIIM (p=0,169) ter CIIM in CIT (p=1,575).
Noben izmed oddelkov tudi ne izpolnjuje zahtev za »varno okolje«, ki ga priporo¢a CDC
(angl. Centers for Disease Control and Prevention) za prepreCevanje invazivne aspergiloze
pri imunsko ogroZenih bolnikih (CDC, 1997). Koncentracije so v veliki veini vzorcenj
koncentracijah pojavljale plesni iz rodov Aspergillus, Alternaria in Monillia, v zunanjem
okolju pa plesni iz rodov Aspergillus, Trichoderma, Penicillium in Cladosporium. 1z rodu

Aspergillus so prevladovale vrste A. fumigatus, A. niger in A. flavus.

V drugem delu naloge smo Zeleli z genotipizacijsko metodo RAPD natan¢neje opredeliti
izolate A. fumigatus osamljene iz klini¢nih vzorcev bolnikov z invazivno aspergilozo in
izolate A. fumigatus iz bolniSni¢nega okolja. Potrdili smo, da obstaja v okolju velika
genetska raznolikost izolatov A. fumigatus. Med Stiridesetimi osamljenimi izolati A.
fumigatus iz okolja smo opredelili trinajst razlicnih RAPD tipov. Z metodo RAPD smo
dokazali identi¢nost klini¢nega izolata A. fumigatus, osamljenega iz respiratornega vzorca
bolnika z invazivno aspergilozo z izolati iz bolniSni¢nega okolja. Dobljeni rezultati ne

izkljucujejo moZnosti, da je bilo v tem primeru vir okuzbe lahko bolniSni¢no okolje.

V bolni$ni¢nem okolju, kjer se zdravijo bolniki, ki imajo veliko tveganje za nastanek
invazivne aspergiloze, bi bilo potrebno urediti tak$no okolje, ki bi jim zagotavljalo vecjo
varnost pred okuzbami. Priporocila CDC opredeljujejo »varno okolje«, ki vkljucuje
filtracijo zraka z uporabo HEPA filtrov, vzdrZevanje direktnega toka zraka in pozitivnega
sobnega zracnega pritiska glede na hodnik pred sobo bolnika, dobro zatesnitev sob in
visoko stopnjo izmenjave sobnega zraka. VzorCenje zraka naj se izvaja za nadzor

higienskih ukrepov v bolni$ni¢nih prostorih in v primeru pojava izbruhov aspergiloz z
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namenom ugotovitve vira okuZzbe. Priporo€ajo, da bi morali za natan¢nejSo opredelitev
klini¢nih izolatov in primerjavo z okoljskimi izolati uporabljati ve¢ genotipizacijskih
metod hkrati in natan¢neje opredeliti genetske raznolikosti vseh osamljenih klini¢nih

izolatov.
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Priloga B: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m’) v Klini¢nem oddelku za nefrologijo, Ljubljana, dne

12.10.2007
. Soba 2-kopalnica Soba 2-ob Hodnik pred sobo Soba 2
Vrsta plesni odprtem oknu 2

SABA CZA SABA CZA SABA CZA SABA CZA
Alternaria spp. 0 098 | 196 | 1275 | 0 0 0 0
Aspergillus fumigatus 3.92 0.98 294 0 1.96 0 0.98 1.96
Aspergillus nidulans 0 0 0 0 0.98 0 0 0
Aspergillus niger 098 | 686 | 686 0 6.86 | 491 0 1.96
Aspergillus spp. 0 0 0 0 0 0 0 0.98
Aureobasidium 0 0.98 0 0 0 0 0 0
pullullulans
Beauveria spp. 0 0 0 0 0 0 0 0.98
Fusarium spp. 0 0 0 0 0.98 0 0 0
Geotrichum candidum 0 0 0.98 0.98 0 0 0 0
Monillia spp. 0 0 0 0 0 491 0 0
Penicillium spp. 0 0 0.98 0 0 0 0.98 1.96
Trichoderma spp. 0 0 0.98 0 0 0 0 0
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Priloga C: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m®) v Klini¢nem oddelku za nefrologijo, Ljubljana, dne

12.10.2007

Soba 3-ob Hodnik pred sobo Prostor za
Vrsta plesni Soba 3 odprtem oknu 3 pripravo infuzij
SABA CZA SABA CZA SABA CZA SABA CZA
Acremonium spp. 0 0 0.98 0 0 0 0 0
Alternaria alternata 0 0 5.88 3.92 0 0 0 0
Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0 0 0.98
Aspergillus nidulans 0 0 0 1.96 0 0 0 0
Aspergillus spp. 0 0 0 0 0 0 2.94 0
Geotrichum candidum 0 0 0 0 0 0.98 0 0
Mycelia Sterilia 0 0 2.94 0 0 0 0 0
Penicillium spp. 0 0 0 0 0 0.98 0 0
Paecilomycesspp. 0 0 0 0 0 0 0.98 0
Trichoderma spp. 1.96 0 0 0 0 0 0 0
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Priloga D: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m?) v Klini¢nem oddelku za intenzivno interno

medicino, Ljubljana, dne 24.10.2007

. Soba 1 Soba 2 Hodnik
Vrsta plesni
SABA CZA SABA CZA SABA CZA
Aspergillus fumigatus 3.92 6.86 0 0 0 0
Aureobasidium pullullulans 0 0 0 1.96 0 0
Paecilomyces spp. 0 0 0.98 0 0 0
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Priloga E: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m?) v Klini¢nem oddelku za anesteziologijo in intenzivno

terapijo operativnih strok, Ljubljana, dne 24.10.2007

Vista plesni Soba 3 Soba 4 Pomivalnica
SABA CZA SABA CZA SABA CZA
Acremonium spp. 0 1.96 0 0 0 0
Aspergillus fumigatus 0 0 0.98 0 0 1.96
Aspergillus nidulans 0 0.98 0 1.96 0 0
Aureobasidium pullullulans 0 0 0 0.98 0 0
Cladosporium spp. 0 1.96 0 0 0 0
Fusarium spp. 0 0.98 0 0 0 0
Moycelia Sterilia 0 0.98 0 0 0 0
Penicillium spp. 0 0.98 0 0 0 0
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Priloga F: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m’) v zraku zunanjega okolja na podroc¢ju brez gradbenih

del
24.10.2008 4.1.2008 4.3.2008 10.3.2008 31.3.2008
Vrsta plesni
SABA | CZA CZA PDA | SABA | PDA | SABA | PDA | SABA | PDA

Acremonium spp. 0 1.96 0 0 14.29 0 0 0 0 2.38
Alternaria spp. 0 0.98 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0 0 0 23.81 9.52
Aspergillus

. 5.88 0 0 11.9 7.14 4.76 0 0 2.38 2.38
Sfumigatus
Aspergillus nidulans 0 0 0 0 2.38 16.67 4.76 0 0 0
Aspergillus terreus 0 0 0 0 0 9.52 0 0 0 0
Aureobasidium 0 | 098 | o0 0 0 0o | 476 | 0 0 0
pullullulans
Cladosporium spp. 0 1.96 0 0 0 0 0 23.81 2.38 0
Geotrichum spp. 0 1.96 0 0 19.05 14.29 9.52 0 0 0
Mycelia Sterilia 0 1.96 0 0 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces spp. 0 0 0 0 0 11.9 2143 7.14 14.29 2.38
Penicillium spp. 0 7.14 2143 3334 26.29 14.29 64.29 21.43 23.81 28.57
Trichoderma spp. 0 0 0 0 0 16.67 0 0 0 0
Trichophyton spp. 0 0 0 0 0 0 11.9 0 2.38 2.38
Verticillium spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 7.14 11.9
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Priloga G: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m’) na podro&ju kjer so potekala gradbena dela

12.12.2008 12.12.2007 4.1.2008 4.1.2008 4.3.2008
Vrsta plesni

SABA | PDA | SABA | PDA CZA PDA CZA PDA | SABA | PDA
Alternaria spp. 2.38 45.24 0 0 11.9 0 2.38 0 16.67 0
Aspergillus fumigatus 30.95 33.33 45.24 42.86 0 0 0 0 0 38.1
Aspergillus niger 61.94 0 0 0 0 50 0 0 0 28.57
Aspergillus versicolor 0 0 0 0 0 0 2.38 0 0 0
Cladosporium spp. 92.86 26.19 28.57 0 2.38 0 0 0 0 23.81
Geotrichum spp. 0 0 2.38 0 0 0 2.38 7.14 0 0
Paecilomyces spp. 0 0 16.67 2.38 0 0 0 0 2.38 0
Penicillium spp. 2143 14.29 40.48 50 35.71 0 16.67 11.9 19.05 2.38
Stachybotrys spp. 0 0 4.76 0 0 0 0 0 0 0
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Priloga H: Koncentracija razli¢nih vrst plesni (CFU/m®) v zraku zunanjega okolja na podroc¢ju kjer so

potekala gradbena dela

4.3.2008 10.3.2007 10.3.2008 31.3.2008 31.3.2008
Vrsta plesni

SABA | PDA | SABA | PDA | SABA | PDA | SABA | PDA | SABA | PDA
Acremonium spp. 0 0 0 14.29 0 0 0 0 0 0
Alternaria spp. 0 0 0 0 0 2.38 9.52 2.38 0 0
Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0 0 0 21.43 2.38
Aspergillus 19.05 | 2857 0 4286 | 16.67 | 33.33 0 0 14.29 0
fumigatus
Aspergillus niger 0 0 0 0 2.38 0 0 0 0 0
Aureobasidium 0 0 0 0 0 0 0 0 | 238 | 1905
pullullulans
Cladosporium spp. 16.67 2.38 26.19 | 40.68 28.57 2.38 23.81 0 23.81 2.38
Chrysonilla spp. 0 0 2.38 2.38 0 0 0 0 0 0
Geotrichum spp. 4.76 0 0 2.38 0 26.19 0 0 0 7.14
Madurella spp. 0 0 0 4.76 0 0 0 0 0 0
Paecilomyces spp. 0 0 7.14 4.76 9.52 2.38 14.29 2.38 0 14.29
Penicillium spp. 26.19 1429 | 4524 0 4524 | 4048 30.95 2.38 28.57 7.14
Trichoderma spp. 19.05 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Trichophyton spp. 0 0 0 0 0 0 0 2.38 0 0







