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Al Najpogostejsi povzrocitelj zunajbolni$ni¢ne pljuénice (ZBP) je bakterija Streptococcus

pneumoniae, sledi Haemophilus influenzae. Pnevmokoki so vodilni povzrocitelji Stevilnih
bolezni dihal, bakteriemije in sepse ter so vzrok umrljivosti po celem svetu. Verizna reakcija s
polimerazo (PCR), nam je lahko v pomo¢ pri ugotavljanju povzrociteljev pljuénic, za kar so
metode klasi¢ne bakteriologije in virologije dolgotrajne in pocasne. Namen diplomskega dela
je bil preizkusiti uporabnost komercialnega PCR testa Seeplex® PneumoBacter ACE
Detection. V klini¢nih vzorcih, ve¢inoma v izmecku, smo dokazovali prisotnost DNA tipi¢nih
in atipi¢nih povzroditeljev plju¢nic. Med 101 analiziranimi vzorci DNA nismo zasledili
nobenega primera okuzbe z bakterijami Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila,
Bordetella pertussis in Chlamydophila pneumoniae, zato ne moremo sklepati o zanesljivosti
PCR testa Seeplex®. V nadaljevanju smo se osredoto&ili na zanesljivost metode pri
identifikaciji bakterije S. pneumoniae in razlikovanje te vrste od drugih zelene¢ih
streptokokov. 19 naklju¢no izbranih izolatov smo identificirali z uporabo BD BBL Crystal™
Identification Systems, nato pa nanesli na agarozni gel in primerjali s pozitivno kontrolo testa
Seeplex®. Pozitivni rezultati testa so bili dodatno preverjeni s specifi¢nim testom GenProbe®
AccuProbe S. pneumoniae. Lahko sklepamo, da test Seeplex® ni dovolj specifi¢éna metoda za
potrjevanje prisotnosti bakterije S. pneumoniae v vzorcu, saj smo dobili tudi lazno pozitivne
rezultate. Zaradi teZzavne in/ali dolgotrajnejSe gojitve drugih bakterij je metoda hkratne PCR
zelo primerna za ¢asovno ustrezno diagnostiko bolnikov z ZBP v akutni fazi bolezni. Izvedba
testa hkratne PCR Seeplex® je enostavna, hitra in ponovljiva.
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AB Pneumococci are major cause of bacterial disease in humans, including pneumonia,

meningitis, bronchitis, sinusitis, otitis media, peritonitis, bacteremia, sepsis and are cause of
death worldwide. In cases when classical methods of bacteriology and virology take too much
time to identify causes of pneumonia we can use molecular method - PCR. The purpose of our
study was to evaluate Seeplex® pneumobacter ACE detection multiplex PCR kit for the
detection of respiratory bacterial pathogens. 101 samples of patients were tested.. Sputum
represents the largest proportion of all samples (76 %). Mycoplasma pneumoniae, Leguonella
pneumophila, Bordetella pertussis and Chlamydophila pneumoniae were not detected among
all 101 DNA samples, so we cannot confirm reliability of the PCR test Seeplex®. In the
following thesis, we focused on the reliability of the identification of S. pneumoniae and
distinguish this type from other Streptococcus viridans group. 19 randomly selected isolates of
Streptococcus viridans group were selected and identified with BD BBL Crystal™
Identification Systems Gram-Positive ID Kit. We applied isolates on agarose gel and
compared with a positive control test Seeplex®. Positive result analysis of amplified PCR
product was tested by specific GenProbe®™ AccuProbe S. pneumoniae test - only one positive
result was recorded. From the results we can conclude that the Seeplex® test is not sufficiently
specific method for the confirmation of the presence of S. pneumoniae in the sample, as the
results proved also false positive. Because of difficult and/or longer cultivation of some other
bacteria, multiplex PCR method is very suitable for the timely diagnosis of patients with
community-acquired pneumonia in the acute phase of illness. Implementation of multiplex
PCR Seeplex® test is easy, fast and repeatable.
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KAZALO PRILOG

Priloga A: Nabor vzorcev, tipi kuznin in gostota DNA v vzorcu
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1 uvoD
Vecina bakterij zivi s ¢lovekom v ravnovesju, od nekaterih imamo celo koristi. Med
Skodljivimi bakterijami pa lo¢imo take, ki povzrocijo bolezen samo ob dolocenih pogojih

in druge, ki praviloma vedno povzroc¢ijo okuzbo.

Protimikrobna zdravila so pomembno prispevala k napredku medicine in premagovanju
kuznih bolezni. Od njihove uvedbe v 40-ih letih prej$njega stoletja do danes so bistveno
znizala obolevnost in smrtnost bolnikov. Zaradi njihove nesmotrne in pretirane uporabe pa
se je med mikroorganizmi pojavila odpornost proti protimikrobnim zdravilom.
Mikroorganizmi lahko razvijejo odpornost proti posami¢nemu protimikrobnemu zdravilu,
proti skupini sorodnih protimikrobnih zdravil ali proti ve¢im skupinam protimikrobnih

zdravil (European Centre for Disease Prevention and Control, 2010).

Antibiotiki, znani tudi kot protimikrobna zdravila, so zdravila, ki lahko ubijejo bakterije ali
zaustavijo njihovo rast in s tem ozdravijo okuzbe pri ljudeh, zivalih in vcasih tudi pri
rastlinah. Prekomerna in neustrezna raba antibiotikov ne samo pospesuje razvoj odpornih
mikroorganizmov, ampak tudi posledi¢no povecuje obolevnost in smrtnost, toksi¢nost
antibiotikov, podaljSuje bolni$ni¢no zdravljenje bolnikov in zviSuje stroske zdravljenja
(Tunger in sod., 2000). Da bi zmanjsali Sirjenje odpornosti bakterij proti antibiotikom je
najpomembneje vedeti, ali gre v resnici za okuzbo in ali je dolo¢eno bolezen mogoce
ozdraviti z antibiotikom, poznati moramo povzroditelja okuzbe ter njegovo obcutljivost za
antibiotike. Povzrocitelja okuzbe in obc¢utljivost bakterij za antibiotike lahko ugotovljamo s
klasi¢no bakterioloSko diagnostiko s pomocjo gojenja. Posledi¢no lahko s pridobljenimi
podatki izberemo najprimernejsi antibiotik za zdravljenje. Pomembno je, da bolnik vedno
zauzije predpisane odmerke zdravila v predpisanih ¢asovnih intervalih, ne glede na to, ali
se po prvih odmerkih pocuti bolje, in da nikoli ne zauzije antibiotikov, ki so bili predpisani
nekomu drugemu (European Centre for Disease Prevention and Control, 2010). Pogosti
vzroki za neustrezno rabo antibiotikov v bolni$nicah so premajhna uporaba diagnosti¢nih

testov in neupoStevanje navodil za omejevanje bolnisni¢nih okuzb (Guven, 2003).

Bakterijske povzrocitelje okuzb lahko dolo¢imo tudi z uporabo molekularnih metod, ki se

vse bolj uveljavljajo v diagnosti¢nih mikrobioloSkih laboratorijih. Ena takih metod je
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verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction - PCR), s katero lahko v
kratkem Casu sintetiziramo veliko Stevilo kopij DNA. Bistvena prednost molekularnih pred
klasi¢nimi tehnikami identifikacije z ustaljenimi postopki gojenja bakterij je ta, da
zadostuje ze zelo majhna koli¢ina DNA v vzorcu. PCR-metoda nam je v pomo¢ pri
ugotavljanju povzrociteljev atipicnih in virusnih pljucnic, za katere so metode klasicne
bakteriologije in virologije dolgotrajne in pocasne. Nekaterih bakterijskih povzrociteljev
PCR-metoda nam omogoca etioloSko diagnostiko v zacetni fazi bolezni (Musi¢ in Tomi¢,
1999; Template in sod., 2005; Korosec in sod., 2004). Poleg tega je PCR dovolj obcutljiva

metoda in ponovljiva, z njo pa zmanj$amo tudi verjetnost ¢loveske napake.

Okuzbe dihal se uvri¢ajo med najpogostejsa obolenja. Ceprav zunajbolnisni¢no pljuénico
(ZBP) lahko povzrocajo Stevilni povzrocitelji, ve€ino primerov ZBP povzroci le omejeno
Stevilo mikroorganizmov. Najpogostejs$i povzrocitelj je bakterija Streptococcus
pneumoniae (40-68 % primerov), sledi Haemophilus influenzae (5-10 %), manj pogosti
povzrocitelji so Mycoplasma pneumoniae, virusi, legionele, Chlamydophila pneumoniae,
aerobni, po Gramu negativni bacili, Staphylococcus aureus in proti meticilinu odporen
S. aureus domacega okolja (angl.methicillin-resistant S. aureus - MRSA). V do 25 %
primerih ostane povzrocitelj okuzbe nepojasnen (Ho6ffken in sod, 2009; Forgie, 2009).
Pnevmokoki so vodilni povzrocitelji bakterijske pljucnice, gnojnega meningitisa,
bronhitisa, vnetja obnosnih votlin, vnetja srednjega usesa, peritonitisa, bakteriemije in

sepse ter so najpogoste;jsi vzrok umrljivosti po celem svetu (Fine in sod., 1996).
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1.1  NAMEN DELA

Z naSo raziskavo Zelimo ugotoviti uporabnost komercialnega PCR-testa Seeplex®
PneumoBacter ACE Detection (Seegen, J. Koreja) za dokazovanje prisotnosti tipi¢nih in
atipi¢nih povzroditeljev pljuénice. Zeleli smo ugotoviti, ali je metoda zanesljiva, dovolj
obcutljiva in specifi¢na za identifikacijo S. pneumoniae in razlikovanje te vrste od drugih
zelenetih streptokokov. Zelimo tudi ugotoviti, kak§ne so prednosti hkratne PCR-metode v

primerjavi z rutinskimi laboratorijskimi metodami doloCanja respiratornih patogenov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
a) PCR-metoda Seeplex® PneumoBacter ACE Detection za diagnosticiranje tipi¢nih in
atipicnih povzrociteljev pljucnice je specificna in obcutljiva metoda za diagnostiko okuzb

dihal.

b) Z metodo Seeplex® PneumoBacter ACE Detection lahko razlikujemo med patogeni:
Streptococcus  pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae,

Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila in Bordetella pertussis.

¢) PCR-metoda Seeplex® PneumoBacter ACE Detection je vrstno specifi¢na za

S. pneumoniae.
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2 PREGLED OBJAV
V nadaljevanju so najprej izpostavljeni atipi¢ni povzrocitelji, Bordetella pertussis in

nazadnje tipi¢na povzrocitelja pljuénice.

2.1  Legionella pneumophila

Vrsta Legionella pneumophila (L. pneumophila) je takoj za pnevmokoki druga
najpogostejSa povzroCiteljica pljuénice. Glavni rezervoar bakterije L. pneumophila v
okolju je voda. Do okuzbe privede vdihavanje acrosola iz okuZenega vodnega vira, na
primer klimatske naprave ali vodovoda. Prenos okuzbe s ¢loveka na ¢loveka ni dokazan
(Fields in sod., 2002).

2.1.1 Taksonomska uvrstitev

Bakterija Legionella kot edini rod sodi v druzino Legionellaceae, red Legionellales, razred
gama proteobakterije, deblo Proteobacteria, to pa v domeno Bacteria (Benson in Fields,
1998; Fry in sod., 1991). V druzini Legionellaceae poznamo 48 vrst, ki zajemajo 70
razli¢nih serotipov. Priblizno 80 % dokazanih okuzb z legionelo povzroca L. pneumophila
serotip 1 (Benson in Fields, 1998).

2.1.2 Morfologija in zgradba

L. pneumophila je majhen, aeroben, po Gramu negativen bacil, ne tvori spor in se premika
s pomocjo enega ali ve¢ polarnih ali subpolarnih bi¢kov. Legionele so vitke, pleomorfne
oblike, merijo 0,3-0,9 ym v $irino in 2 um v dolzino (Fields in sod., 2002). Vecina
legionel proizvaja B-laktamazo in utekocinja zelatino, vir ogljika zanje pa predstavlja
presnova aminokislin. Legionele so katalaza, nitratna redukcija in ureaza negativne (Pine
in sod., 1979).

2.1.3 Patogeneza

Dva poglavitna dejavnika patogenosti bakterije L. pneumophila sta specificen zivljenjski
krog bakterije in virulentni dejavniki, ki ga omogo&ajo. Ce poznamo gen, ki je odgovoren
za virulentni dejavnik, lahko prisotnost gena zaznamo z molekularnimi metodami. Za
legionele je znacilno, da se razmnoZzujejo znotrajceli¢no, tako v prazivalih kot tudi v

celicah sesalcev. Raziskovalec Horwitz in sodelavci so ze v 80ih letih razjasnili potek
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razmnozevanja bakterije L. pneumophila v ¢loveskem fagocitu. Opisali so, kako bakterija
vstopi v fagocit s fagocitozo, in tvori unikaten fagosom. Nastali fagosom se ne zlije z
lizosomom in niti ne zakisa svoje notranjosti, spremeni se membrana, zato tudi ne sledi
obi¢ajni endosomalni poti (Horwitz, 1983 in 1984). Bakterija je znotraj celice zaSCitena
pred neugodnim zunanjim okoljem, predvsem pred imunskim odzivom gostitelja. V zadnji
fazi, ko pride do propada gostiteljske celice, se legionele iz fagocita sprostijo v procesu
apoptoze oziroma nekroze. Sprostitev patogena iz makrofagnih in alveolarnih epitelialnih
celic predstavlja zaGetno fazo okuzbe z legionelo. Zivljenjski krog bakterije

L. pneumophila prikazuje slika 1.

vstop v amebo preko receptorjev

® < !,_.\J
—_—l "_'—9
- razmnoZevalna oblika sprostitev iz amebe
/g, \ zdruZitev z endoplazeskim retiklom nekroza - nastanek por

spreminjanje notrnjosti celice \ /S/
vstop v makrofag odvisno od aktina

- §
— 1
—

sprostitev iz makrofaga
apoptoza
nekroza - nastanek por

Slika 1: Zivljenjski krog bakterije Legionella pneumophila v prazivali in v ¢loveskem
makrofagu (Fields, 2002)

2.14 Bolezen in Kklini¢ni znaki

Bakterija L. pneumophila povzroca sporadicne, epidemicne zunajbolni$ni¢ne in
bolnis$nicne okuzbe. Klini¢na slika je neznacCilna, diagnosti¢ni testi pa so omejeni. Na
okuzbo z bakterijo L. pneumophila posumimo pri bolniku s tezko plju¢nico, ki jo spremlja
istoCasna prizadetost drugih organskih sistemov. Na rentgenogramu prsnih organov je
pogost alveolarni tip infiltrata. Med laboratorijskimi izvidi najdemo, poleg povisanih

vnetnih parametrov, pogosto tudi patoloske jetrne teste in elektrolitske motnje, zlasti
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hiponatremijo (Fields in sod., 2002). Izbruhi okuzb z legionelo se pojavljajo pozno poleti
in jeseni. Okuzbe brez vidnih simptomov so redke. Najbolj pogoste so okuzbe pljuc, ki se
izrazajo kot gripi podobna bolezen (vroCica Pontiac), oziroma pljucnica (Legionarska
bolezen). Legionarska bolezen je pljucnica, ki brez zdravljenja z antibiotiki hitro
napreduje. Inkubacija traja 2-10 dni. Smrtnost je velika tudi pri ljudeh, ki so bili pred
boleznijo popolnoma zdravi. Pontiaska vrocica je po epidemioloSkih posebnostih podobna
legionarski bolezni. Razlika je v Sirjenju okuzbe, saj se pri vrocici Pontiac okuzijo skoraj
vsi, ki pridejo v stik z bakterijo. Bolezen ni smrtno nevarna. Pontiaska vrocica premine

sama po sebi brez antibioticnega zdravljenja (Murry in sod., 2009).

2.1.5 Laboratorijska diagnostika

Bakterijo L. pneumophila lahko izoliramo iz vzorca krvi, pljuénega tkiva, zgornjih dihalnih
poti, izmecka in bronhoalveolarnega izpirka ter blata (Edelstein, 1987). Barvanje legionel
po Gramu ni dovolj kontrastno, ker gre za majhne, komaj razpoznavne intracelularne
bakterije. Pomagali bi si lahko z nespecificnim Dieterle srebrnim barvilom, vendar je ta
nacin barvanja bolj uporaben v histologiji za barvanje okuzenih tkiv. Zato pri diagnostiki
okuzbe z L. pneumophila najpogosteje uporabljamo gojitev na gojis¢u, encimskoimunske

metode, seroloske metode in vedno pogosteje tudi molekularne metode.

2.1.5.1 Kultura
Dokaz bakterije L. pneumophila v kulturi na gojis¢u BCYE (angl. buffered chorcoal yeast
extract) je zlati standard in najbolj specifi¢en diagnosti¢ni postopek. Zaradi dodanega oglja
je gojisce ¢rne barve, v gojiscu je prisotna tudi
aminokislina L-cistein in zelezove soli (Fields,
1992). Najbolj optimalna temperatura za
razmnozevanje je 35 °C, kjer L. pneumophila v
3 do 5ih dneh oblikuje drobne kolonije, ki so
po videzu podobne delcem brusenega stekla |
(Fields in sod., 2002). Izgled kolonij je :

prikazan na sliki 2. Za potrebe zgodnjega

ciljanega zdravljenja je ta nacin detekcije

1 . <utlii 2 nizkih Slika 2: lzgled kolonije bakterije Legionella
predolgotrajen, obcutljivost zaznavanja nizki pneumophila na gojis¢u BCYE (EMLab P&K)
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koncentracij bakterije, prisotne v bolnikovih dihalih, pa nizka.

2.1.5.2 Neposredna imunofluorescenca (angl. direct immunofluorescence — DIF)

Neposredna fluorescenca z uporabo poliklonskih protiteles je bila prva metoda za
dokazovanje legionel v plju¢nem tkivu in izlockih dihal. Z DIF-metodo oznacevanja lahko
zaznamo legionelo v izlockih dihal Se par dni po tem, ko je bolnik ze pricel s
protimikrobnim zdravljenjem. Zaradi tehni¢no zahtevnega postopka priprave poliklonskih
protiteles, ki fluorescirajo, lahko z DIF-metodo dolo¢imo le omejeno Stevilo serotipov
bakterije L. pneumophila in drugih wvrst legionel. Kadar uporabljamo poliklonska
protitelesa, pogosto naletimo na lazne pozitivhe rezultate, do katerih pride zaradi
navzkriznih reakcij z drugimi bakterijami (Orrison in sod., 1983). Kadar sumimo, da
povzrocitelj ni L. pneumophila oziroma gre za preucevanje epidemije, je priporocljivo, da
zaradi navzkriznih reakcij v diagnostiki ne uporabljamo poliklonskih protiteles (Maiwald
in sod., 1998). Bolj specificna so monoklonska protitelesa, ki reagirajo z zunanjo
membrano bakterije L. pneumophila in lahko z njimi potrdimo prisotnost bakterije tudi v

klini¢nih vzorcih.

2.1.5.3 Dokaz topnega antigena v urinu
Rezultate testov za dokazovanje antigena bakterije L. pneumophila v urinu dobimo v zelo
kratkem casu. Metoda tako omogoca zgodnjo diagnozo okuzbe in zaletek ustreznega
protimikrobnega zdravljenja (Kashuba in
Ballow, 1996). Dokaz topnega antigena v
urinu je zelo obcutljiva in tudi specifi¢na

metoda. Test je pozitiven le v primeru

okuzbe z L. pneumophila serotipa 1, ki ga NOW Legionella
doloca specifi¢ni lipopolisaharidni
antigen. Kljub temu test veliko doprinese

k diagnostiki v klini¢nih laboratorijih, saj

je L. pneumophila serotipa 1 vzrok bolezni

v 80-90 % okuzb z legionelami. Antigen
) o 5 ] _ Slika 3: Test za dokazovanje topnega antigena v
legionele v urinu je mogoCe zaznati tudi urinu (BinaxNOW Legionella)



Meja¢ V. Uporabnost PCR testa Seeplex® ... za ugotavljanje bakterijskih povzro&iteljev okuzb dihal.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

po 1 mesecu, v vzorcu pa se ob dolgotrajnem in napa¢nem shranjevanju razgradi. Zaradi
neustreznega shranjevanja lahko dobimo lazno negativne rezultate (Fields in sod., 2002;
Murdoch, 2003). Komercialno dostopen test, ki ga uporabljajo v Laboratoriju za

respiratorno mikrobiologijo Bolni$nice Golnik, prikazuje slika 3.

2.1.5.4 Seroloske metode

Bakterijo L. pneumophila serotipa 1 pogosto dolo¢amo z uporabo encimskoimunskega
testa (angl. enzyme immunoassay - EIA) ali s posrednim imunofluorescen¢nim testom
(angl. indirect immunofluorescent antibody assay - IFA). Seroloske metode imajo visoko
specifiCnost in obcutljivost. Izvedba posameznih testov je sorazmerno enostavna. Za
pozitivni rezultat velja titer > 1:256 ali Stirikratni porast titra v parnem serumu. Pri
legionelah dokazanih v Kkulturi lahko Stirikratni porast titra pri¢akujemo le pri 70-80 %
bolnikov, do serokonverzije pa lahko pride tudi sele dva meseca po pricetku bolezni
(Fields in sod., 2002; Murdoch, 2003). Seroloske metode niso primerne za diagnostiko

bolnikov v akutni fazi bolezni, so pa dobre za epidemioloske namene.

2.1.5.5 Molekularne metode — verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Dokaz zgodnje faze okuzbe z bakterijo L. pneumophila je bistven v nadaljnem zdravljenju
bolezni in okrevanju bolnika. Uvajanje tehnike pomnoZevanja nukleniskih kislin prinaSa
nove moznosti za hitro ugotavljanje povzrocitelja okuzbe. V zgodnji fazi okuzbe je
PCR-metoda s specifi¢cnimi zacetnimi oligonukleotidi vsaj tako uporabna kot dolocanje
antigena legionele v urinu (Erzen in sod., 2007). Z obema metodama lovimo vrh
koncentracije antigena bakterije L. pneumophila, ki je pogosto med petim in desetim dnem
po zacetku bolezni (Lindsay in sod., 2004). PCR-metoda za legionele $e ni popolnoma
standardizirana in jo uporabljajo le v nekaterih laboratorijih. Pri standardizaciji postopka
protimikrobno zdravljenje pomembno vpliva na kakovost kuznin iz dihal. Ce je
protimikrobno zdravljenje ustrezno in bakterije v kuzninah ne prezivijo, jih kljub temu
lahko zaznamo s PCR-metodo. Pri dokazu povzrocitelja v kuzninah, pridobljenih iz
spodnjih dihal, ima PCR s specificnimi zafetnimi oligonukleotidi za bakterijo

L. pneumophila vecjo ali vsaj enako ob¢utljivost kot kultura (Jaulhac in sod., 1992).
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2.2 Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) je patogena bakterija, ki povzroca akutne
okuzbe dihal in je povzrociteljica 6 do 34 % doma pridobljenih pljucnic, faringitisa in
bronhitisa (Orr in sod., 1996). Clovek je edini poznan rezervoar. Bakterija se prenaa s

¢loveka na ¢loveka preko aerosola z respiratornimi izlocki.

2.2.1 Taksonomska uvrstitev

Po Gramu negativno bakterijo C. pneumoniae (ali staro poimenovanje: Chlamydia
pneumoniae) uvrs¢amo v druzino Chlamydiaceae, red Chlamydiales (Everett, 2000).
Bakterijo C. pneumoniae so prvi¢ opisali kot novo vrsto rodu Chlamydia pred dobrimi
dvajsetimi leti (Grayston in sod., 1989), ter jo premestili v rod Chlamydophila leta 1999
(Everett in sod., 1999). Rod Chlamydophila vsebuje kar tri vrste, ki lahko okuzijo ¢loveka:
Chlamydophila trachomatis (C. trachomatis), Chlamydophila psittaci (C. psittaci) in

C. pneumoniae.

2.2.2 Morfologija in zgradba

C. pneumoniae je bakterija velikosti 0,2—1 um in je obvezni znotrajceli¢ni parazit, ki ima
edinstven razvojni krog (Peeling in sod., 1996). Prav zaradi te lastnosti je bila pogosto
napac¢no uvr$¢ena med viruse. Kasneje so ugotovili, da ima C. pneumoniae obe vrsti
nukleinskih kislin — DNA in RNA, celi¢no steno, ki je podobna po Gramu negativnim
bakterijam in da se razmnozuje tudi zunaj gostitelja — z delitvijo (Schachter, 1978).
Posebnost bakterije C. pneumoniae je tudi, da v svoji celiéni steni ne vsebuje
peptidoglikana, kljub temu da ima bakterija gene za skoraj popolno sintezo peptidoglikana,

vkljuéno s penicilin vezavnimi proteini (Rockey in sod., 2000).

2.2.3 Patogeneza

Bakterija C. pneumoniae ima edinstveni razvojni krog, kjer se pojavljata dve funkcionalno
in morfolosko popolnoma razli¢ni obliki in je prikazan na sliki 4. Med gostitelji prehaja
bakterija v obliki elementarnega telesca, biolosko neaktivnega stanja, ki je podobno kot
spore kos neugodnim razmeram v okolju. Ko pride elementarno telesce v pljuca, s

fagocitozo preide v celice in ostane v znotrajceliéni vakuoli, imenovani inkluzija.
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Fagosom prepreci zlitje z lizosomom in tako se klamidije izognejo razgradnji (Kese, 2002).

V inkluziji se nato elementarno telesce pretvori v retikularno telesce. Retikularno telesce je

a BB gy Cellhsis @

Host cet” N (PR ) S/
y 1 o%y
/ Nucleus

B (
. X

bakterije
izgled

Zivljenjski

pneumoniae in
elementarnih - EB in retikularnih teles - RB
(Nature Reviews Microbiology)

Slika  4:
Chlamydophila

krog

2.2.4 Bolezen in klini¢ni znaki

znotrajcelicna oblika organizma in je vecje
od elementarnega. Znotraj endosoma je
retikularno telesce sposobno razmnoZzevanja
- cepitve. Retikularno telesce je metabolno
aktivna, a neinfektivna oblika (Moulder,
1993). Po namnozitvi retukularnih telesc, se
del le-teh preobrazi nazaj v elementarna
telesca, ki se sprostijo iz celice, kar navadno
povzroci smrt gostiteljske celice.
Elementarno telesce okuzi druge celice v
neposredni okolici ali pa se izlo¢i in preko
aerosola okuzi drugega gostitelja (Kuo in

sod., 1995).

Bakterija C. pneumoniae se lahko razmnozuje v endotelnih celicah, gladkih misi¢nih

celicah, makrofagih in limfocitih. Povezujemo jo z akutnimi kot tudi kroni¢nimi boleznimi.

Okuzbe dihal z bakterijo C. pneumoniae povezujemo s pojavom pljucnice in bronhitisa.

Plju¢nica je navadno dvostopenjska, pricne se s hripavastjo in faringitisom, nato pa

nadaljuje v milejSo obliko bolezni s stalnim suhim kaSeljem, brez poviSane telesne

temeprature. Kadar se okuzba razvije v resno obliko plju¢nice, na primer pri starostnikih,

je potrebno bolnisni¢no zdravljenje (Kuo in sod., 1995). OkuZzbe dihalnih poti najpogosteje

prizadenejo le eno plju¢no krilo in jih glede na klini¢no sliko teZko razlikujemo od okuZb,

ki jih povzro¢ijo drugi atipi¢ni povzroditelji in respiratorni virusi. Bakterijo C. pneumoniae

povezujejo tudi z nastajanjem vnetnih plakov v krvozilju, z aterosklerozo, vendar natan¢na

vloga organizma v tem procesu Se ni razjasnjena (Saikku in sod., 1992; Thom in sod.,

1992).
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2.2.5 Laboratorijska diagnostika

Ker je C. pneumoniae obligatno intracelularna bakterija, za potrebe gojenja potrebujemo
gostiteljske evkariotske celice — celi¢ne kulture. Organizem ne raste v celi¢nih linijah, ki
jih navadno uporabljamo za izolacijo C. trachomatis, ampak na HEp-2 celi¢nih linijah,
uporaba teh pa je v klini¢nih in raziskovalnih laboratorijih dokaj redka. Za dolocanje
bakterij C. pneumoniae v kuzninah lahko uporabljamo seroloske, imunoloske in

molekularne metode.

2.2.5.1 Seroloske metode

Seroloske metode, ki bi v celoti zagotavljala odkrivanje okuze s C. pneumoniae, ni.
Reakcija vezave komplementa (RVK), imunofluorescenca celi¢nih inkluzij in
encimskoimunski testi (angl. enzyme immunoassay - EIA) niso najbolj optimalne izbire
diagnosti¢nih metod. Pri metodi RVK lahko pride do navzkriznih reakcij med razli¢nimi
vrstami klamidij in nekaterimi vrstami enterobakterij. Obcutljivost metode je nizka pri
ponavljajo¢ih okuzbah, reagenti pa pogosto niso na voljo. Metoda imunofluorescence
inkluzij je dosegljiva v obliki komercialnih testov, vendar ti niso vrstno specifi¢ni (Wang,
1999). Metoda EIA je Se najbolj obetavna. Obstaja ve¢ komercialnih testov, vendar
obcutljivost in specifi¢nost testov nista najboljsi (Kutlin in sod., 1997). V mikrobioloskih
laboratorijih se najpogosteje uporablja mikroimunofluorescenca (angl.
microimmunofluorescence - MIF) kot “zlati standard” za identifikacijo akutne okuzbe z
bakterijo C. pnuemoniae, saj je metoda MIF oznacena kot trenutno najbolj specifi¢na in
najobcutljivejSa. Na objektna stekelca so naneSena in vezana preciS€ena elementarna
telesca treh vrst klamidij: C. pneumoniae, C. trachomatis in C. psittaci. Elementarna
telesca morajo biti dobro oc¢is¢ena in obdelana, ker s tem zmanjSamo moznost navzkriznih
reakcij. S testom MIF dolocamo vrstno specificna protitelesa, ki se vezejo na beljakovine
zunanje membrane. S pomoc¢jo MIF dokazujemo prisotnost protiteles IgA, IgG in IgM in
glede na porast posamezih protiteles ugotavljamo okuzbo s C. pneumoniae. Za potrjeno
akutno okuzbo velja 4-kratni porast titra protiteles IgG ali titer protiteles IgM > 1:16 v
parnih serumih, ki so odvzeti v razmiku 4 do 8 tednov. Za mozno akutno okuzbo pa velja
titer protiteles IgG > 1:512 (Dowell in sod., 2001). Kot pri bakteriji L. pneumophila
seroloske metode ne uporabljamo za diagnostiko akutno bolnih ampak za epidemioloske

namene.
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2.2.5.2 Imunoloske metode — imunohistokemija
S pomocjo imunohistokemijske metode (angl. immunohistochemistry — IHC) lahko
natan¢no dolo¢imo lokacijo C. pneumoniae. Navadno so za okuzbo z bakterijo dovzetni

makrofagi, endotelne celice in celice gladkega misi¢evja (Kuo in Campbell, 2000).

2.2.5.3 Molekularne metode — veriZzna reakcija s polimerazo (PCR)

PCR-metoda s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi za doloc¢anje bakterije
C. pneumoniae je bila Se pred kratkim redko uporabljena v laboratorijski praksi. Za
molekularno diagnostiko  potrebujemo primeren vzorec, kot npr. bris Zrela,
bronhoalveolarni izpirek, izmecek ali celo koscek tkiva. Molekularna diagnostika —
PCR-metoda, je najbolj obetavni hitri test za diagnostiko bakterije C. pneumoniae, vendar
je v veliko laboratorijih v fazi testiranja (Nolte, 2008). V $tudiji, ki primerja PCR-metodo s
seroloskimi testi, je PCR sicer manj obcutljiva, a bolj specificna metoda

(Hvidsten in sod., 2009).
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2.3 Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) je humani patogen, ki povzroca bolezni dihal
nepovezano z letnim ¢asom. Zaradi drugih povzrociteljev (npr. S. pneumoniae in virusi), Ki
so v prevladi med zimo, je pojav okuzb z M. pneumoniae izrazitej$i poleti in jeseni.
Epidemije atipi¢nih pljucnic, Ki jih povzro¢a M. pneumoniae se pojavljajo na vsakih 4 do
8 let. Okuzba z bakterijo M. pneumoniae je pogostejsa pri Soloobveznih otrocih v starosti

5-15 let, vendar se lahko s kapljicnim prenosom razsiri na vse starostne skupine (Murray

in sod., 2009).

2.3.1 Taksonomska uvrstitev

M. pneumoniae pripada druzini Mycoplasmataceae, redu Mycoplasmataceae, razredu
Mollicutes, ki je uvrs¢en v deblo Firmicutes, to pa v domeno Bacteria (Johansson in
Pettersson, 2002). Ime razreda Mollicutes izvira iz latinskih besed mollis — mehek in

cutis — koza, kar predstavlja glavno znacilnost razreda — odsotnost celi¢ne stene.

2.3.2 Morfologija in zgradba

Mikoplazme so najmanjSi Zive¢i mikroorganizmi, ki so zmoZni samostojne rasti in
samostojnega podvojevanja DNA, kar jih lo¢uje od virusov. Za razliko od drugih bakterij,
mikoplazme nimajo celicne stene. Oblika mikoplazem variira od pleomorfne 0,2-0,3 um
velike okrogle oblike do ovalne oblike Siroke 0,1-0,2 um in dolge 1-2 um. M. pneumoniae
hruskaste oblike je sposobna polzenja po mokrih povrSinah. Mnoge oblike mikoplazem
lahko prehajajo filtre z 0,45 um mrezo, ki odstranjujejo bakterije, zato se je sprva
predvidevalo, da so ti mikroorganizmi virusi. Mikoplazemske celice so, kljub temu da
nimajo celi¢ne stene, tipi¢no prokariontske; sestavljene so iz celicne membrane, ki vsebuje
sterole za vecjo trdnost, ribosomov in krozne dvoverizne molekule DNA (Murray in sod.,
2009; Razin in Oliver, 1961). Za rast nujno potrebujejo holesterol, ki ga same ne
sintetizirajo, pomemben pa je za fluidnost membrane. Vir holesterola so membrane
gostiteljevih celic. Zaradi odsotnosti celicne stene je M. pneumoniae obcutljiva za
osmotski Sok in detergente. Odporna je proti penicilinom, cefalosporinom, vankomicinu in
drugim antibiotikom, ki delujejo na sintezo celi¢ne stene, saj ta bakterija celi¢ne stene
nima in tako s taksnimi antibiotiki ne moremo omejevati razmnozevanja te bakterije
(Ihan, Avsic, 2000).
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2.3.3 Patogeneza

Mikoplazme so primarno patogene bakterije, ki jih najdemo na sluznicah. Parazitski odnos
in tesne povezave z gostiteljivimi epitelnimi celicami v dihalnih poteh, spolovilih in seéilih
omogocajo prezivetje bakterije. M. pneumoniae povzroéa 10-20 % primerov
zunajbolni$ni¢nih pljucnic (Loens, Goossens, 2003). Bakterija M. pneumoniae se prenasa
med gostitelji preko kuznih kapljic oz. aerosola. V nosni votlini pride najrej v stik s
celicami nosne in nato Zrelne sluznice, sledi sluznica spodnjih dihal in mononuklearne
celice (Marolt-Gomins¢ek in Radsel-Medvescek, 2002). M. pneumoniae se veze na
epitelne celice s povrSinskimi proteini P1 preko receptorske vezave in se po vezavi na
podlago za¢ne mnoziti. Tesni stiki bakteriji omogocajo uspesno kljubovanje obrambnim

vvvvvv

M. pneumoniae proizvajajo snovi s citotoksi¢nim u¢inkom (Talkington in sod., 2001).

Mikoplazme veljajo za zunajceli¢ne patogene,
vendar v zadnjih letih znanstveniki ugotavljajo,
da se lahko nekatere vrste mikoplazem zlijejo z
gostiteljevo celico, kar pa ni videti kot tipi¢na
fagocitoza. Ta pojav prikazuje slika 5.
Ugotovitve niti niso tako presenetljive, ker
mikoplazme nimajo rigidne celicne stene in
tako laZje tvorijo tesnejSe stike v primerjavi z
nekaterimi  drugimi  bakterijskimi  vrstami
(Rottem, 2002). Znotrajceli¢ni obstoj bakterije
M. pneumoniae omogo¢i vzpostavitev latentnih

oziroma kroni¢nih okuzb, ker se bakterija

] o ~uspeSeno  izogiba  imunskemu  sistemu
Slika 5: Tvorba tesnih stikov med bakterijo

Mycoplasma pneumoniae in gostiteljskim gostitelja, lazje pre¢i mukozno pregrado in
epitelom (J. L. Jordan in D. C. Krause, 2004) . .
dostopa do notranjih tkiv. Ta lastnost

predstavlja Stevilne tezave pri zdravljenju in izkoreninjenju mikoplazem v klinicnem

okolju (Talkington in sod., 2001; Rottem, 2002).
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2.3.4 Bolezen in klini¢ni znaki

Prvi namigi na atipi¢nega povzrocitelja plju¢nice so se zaceli pojavljati, ko se v nekaterih
primerih domnevna pnevmokokna plju¢nica ni odzvala na zdravljenje s sulfonamidi ali
penicilinom. Kasneje se je izkazalo, da bi bila lahko povzrociteljica pljucnice bakterija
M. pneumoniae. Ker takrat Se ni bila znana natan¢na etiologija bolezni, sta se med
zdravniki in S§irSo javnostjo uveljavila izraza atipicna pljucnica oziroma “walking

pneumonia”.

Bakterija M. pneumoniae lahko povzroca vnetje zZrela, traheobronhitis, akutna poslabsanja
astme in plju¢nico. Znaki bolezni se postopoma razvijajo v obdobju nekaj dni, nato pa
lahko vztrajajo ve¢ tednov do mesecev. Najpogostej$i znaki bolezni so bole¢e grlo,
hripavost, rahlo poviSana telesna temperatura, kaSelj, ki je lahko na zacetku bolj suh, nato
pa z ve¢jimi koli¢inami sluzi, glavobol, mrzlica, bole¢ine v usesih in splosno slabo pocutje
(Talkington in sod., 2001). Bolniki pogosto izpostavijo bolecine v prsnem koSu zaradi
pogostega in dolgotrajnega kasSljanja, ki je podobno oslovskemu kaSlju (Clyde, 1979). Pri
otrocih mlajsih od 5 let je dokaj redko, da bi se nahod in piskanje v pljucih razvilo v
plju¢nico, medetem ko je pri otrocih med petim in petnajstim letom starosti verjetnejSe, da
se razvije bronhopneumonia, ki lahko zahteva tudi bolniSni¢no oskrbo (Ferwerda in sod.,
2001). Pri odraslih poteka okuzba z bakterijo M. pneumoniae povecini asimptomatsko ali
kot blaga oblika plju¢nice, pri starejsih osebah pa je lahko bakterija pomemben vzrok za

hudo pljucnico in bolnisni¢no zdravljenje.

2.3.5 Laboratorijska diagnostika

Mikoplazme se po Gramu barvajo negativno, vendar si na splosno z mikroskopijo tezko
pomagamo, ker zaradi odsotnosti celine stene mikroskopski preparati niso dovolj
kontrastni. Poleg gojenja bi med neposredne metode dokazovanja M. pneumoniae lahko
vkljucili tudi dokazovanje specifiénih antigenov in nukleinskih kislin. Za posredno
dokazovanje bakterije M. pneumoniae si pomagamo z ugotavljanjem specifi¢nih protiteles

v serumu bolnika.
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2.3.5.1 Kultura

Izolacija bakterij M. pneumoniae iz dihal in drugih delov telesa je zahteven in drag
postopek. Gojis¢a, na katerih rastejo bakterije, so draga in imajo kompleksno sestavo,
pogosto so obogatena z zivalskim serumom, poleg tega pa je rast kolonij na gojiscu
pocasna in lahko traja nekaj tednov. Gojis¢a pogosto prerastejo bakterije normalne flore
zgornjih dihal, kar dodatno prispeva k neprimernosti gojenja za diagnosticiranje okuzb z
bakterijo M. pneumonia. Kolonije se vras¢ajo v gojis¢e in imajo znacilno obliko, podobno
ocvrtemu jajcu. Kultura je redko uporabljena metoda v rutinski diagnostiki
(Waites, Talkington, 2004).

2.3.5.2 Seroloske metode

Dokazovanje okuzb z bakterijo M. pneumoniae se navezuje na opazno mo¢no povisano
tvorbo protiteles. Viri navajajo, da je priporocljivo hkratno spremljanje protiteles IgG in
IgM v parnih serumih v razmaku 2-3 tednov, da z gotovostjo potrdimo okuzbo (Thacker in
Talkington, 2000). Kadar se titer protiteles poveca Stirikratno ali ve¢, lahko sklepamo na
trenutno ali nedavno okuzbo. Razne izjeme in odstopanja, kot so pozen dvig titra protiteles
IgG in pomanjkanje protiteles IgM, otezijo dokazovanje okuzbe z bakterijo M. pneumoniae
z uporabo seroloskih metod (Razin, 2002). Za diagnostiko akutno bolnih ne uporabljamo

seroloske diagnostike, ima pa ve¢ji pomen v epidemioloskih raziskavah.

2.3.5.3 Molekularne metode - verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Razvoj molekularnih metod, kot je PCR-test s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi, je
zmanjSal pomen bakterijskih kultur za dokazovanje bakterije M. pneumoniae. Za
diagnostiko s PCR lahko uporabimo vse kuznine vklju¢no z brisom Zrela. Sedanja uporaba
PCR-metode je razli¢ica postopka z zacetnimi oligonukleotidi za gen encima ATPaze, ki
ga je opisal Bernet leta 1989 (Bernet in sod., 1989). Druga uporabljena zaporedja v PCR so
tudi del zaporedeja gena za P1-adhezin in ohranjene regije podenote 16S rRNA (Kong in
sod., 2000). Metoda je zelo obcutljiva zaradi velikega Stevila podvojenih rRNA na
posamezno celico mikoplazme. Metoda je uspeSna tako pri dokazovanju zivih bakterij
M. pneumoniae v kliniénih vzorcih, kot Zze mutiranih ali odmrlih bakterij
(Daxboeck in sod., 2003).
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2.4  Bordetella pertussis
2.4.1 Taksonomska uvrstitev
Po Gramu negativno bakterijo Bordetella pertussis (B. pertussis) uvrs¢amo v druzino

Alcaligenaceae, red Burkholderiales, razred beta proteobakterije (Bergey in sod., 1932).

2.4.2 Morfologija in zgradba

Bordetela je izredno majhna bakterija
velikosti 0,2-0,5 x 1 um, po Gramu
negativna in ima obliko kokobacila.
B. pertussis je striktno aerobna, ima
oksidazo in je ureaza, nitraza, citrat
negativha. Zgradbo bakterije pod
elektronskim mikroskopom prikazuje
slika 6. Zaradi posebnih prehranskih

potreb jo gojimo na gojiscu

Bordet-Gangou ali na agarju BCYE z
Slika 6: Celice bakterije Bordetella pertussis pod dodanim cefaleksinom. Kolonije so

elektronskim mikroskopom (povec¢ava 5000x)

majhne s perlastim leskom, na agarju
BCYE pa opazimo kolonije kot majhne kapljice s kovinskim leskom. Poleg genoma
bakterije Bordetella bronchoseptica in Bordetella parapertussis je sekvenciran tudi celoten

genom bakterije B. pertussis (Parkhill in sod., 2003).

2.4.3 Patogeneza

Bakterija B. pertussis je striktni humani patogen, ki povzroc¢a obolenje dihal znano kot
oslovski kaselj oziroma pertusis. Bolezen se razsirja preko aerosola s ¢loveka na ¢loveka.
Druge vrste bordetel so primarno zivalski patogeni, ki lahko ob¢asno povzrocijo obolenja
pri ¢loveku. Oslovski kaselj je kljub obveznem cepljenju v otroStvu Se vedno razsirjen po
celem svetu. Okuzbi z bakterijo B. pertussis so najpogosteje podvrzeni otroci do enega
leta, lahko pa ugotovimo bolezen tudi pri starejiih otrocih in odraslih. Ce bakterije
prodrejo do pljuc, povzrocijo pljucnico. S toksini, ki jih izlo¢ajo lahko ciliarni epitel tudi

unicijo. Bakterija se veze specificno na migetal¢ni epitel dihalnih poti, kjer sintetizira



18

Meja¢ V. Uporabnost PCR testa Seeplex® ... za ugotavljanje bakterijskih povzro&iteljev okuzb dihal.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

toksin, ki paralizira migetalke. Migetaléno dvigalo je tako onemogoceno, kar povzroci
nabiranje goste sluzi (Centers for Disease Control and Prevention, 2011). B. pertussis
sintetizira raznolike adhezine, fimbrije in toksine. Nitasti hemaglutinin, pertaktin, pertusis
toksin, toksin adenilat ciklaza, dermatonekroti¢ni toksin, trahealni citotoksin in pertusis
lipopolisaharid so povezani s pritrjanjem bakterije na podlago in kolonizacijo, kon¢ni
rezultat pa je patogenost bakterije (Crowcroft in Peabody, 2006).

2.4.4 Bolezen in Kklini¢ni znaki

Bolezen traja dlje ¢asa in jo, po kolonizaciji dihalnih poti, razdelimo v tri faze. Prva je
kataralna faza, ki obsega 7-21 dni. V tej fazi so simptomi podobni prehladu z rahlo
povisano telesno temperaturo ter obcasnim blagim kasljanjem, ki se stopnjuje.
Paroksizmalna faza traja 1-6 tednov ali celo dalj ¢asa in jo oznacuje resno, hudo kasljanje
in znacilen izcedek med kasljanjem. Simptomi paroksizmalne faze se lahko stopnjujejo v
cianozo, bruhanje, iz¢rpanost in se lahko konfa s smrtjo v primeru novorojenc¢kov.
V zadnji fazi — konvalescenci se kaselj v 2—4 tednih pocasi umiri in bolnik postopoma
okreva (Wood in Mclintyre, 2008).

2.4.5 Laboratorijska diagnostika

2.4.5.1 Kultura

Zlati standard potrjevanja okuzb z bakterijo B. pertussis je gojitev na gojiscu
Bordet-Gengou ali agarju Regan-Lowe (koralni agar) in specifiéno dokazovanje z
neposredno imunofluorescenco. Specificnost testa s ¢asom pocasi upada zaradi odziva
imunskega sistema. Tri tedne po zacetku kaslja je namre¢ obcutljivost kulture bakterije
B. pertussis le se 1-3 % (Kretsinger in sod., 2006). Kulture bakerije B. pertussis
uporabljamo, ker nam omogocajo tipizacijo vrste Bordetella in dolo¢anje odpornosti proti
(35-37 °C). Potrebna sta 2—6 dni, da na gojis¢u opazimo znacilne majhne kolonije s
perlastim leskom. Obcutljivost kulture je zmanjSana v odvisnosti od tipa klini¢nega vzorca
(najprimernej$i  je nazofaringealni izpirek), metode zbiranja in uporabe razli¢nih

neustreznih vrst brisov, ki lahko zavirajo rast bakterije (Crowcroft in Pebody, 2006).
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2.4.5.2 Seroloske metode

V casu okuzbe se poveca koli¢ina protiteles proti razli¢nim antigenom, kot so pertusis
toksin (PT), pertaktin (PRN), nitasti hemaglutinin (FHA), fimbrijski proteini ter bakteriji v
celoti. Pri ve¢ kot 90 % bolnikov, okuzenih z bakterijo B. pertussis, je v vzorcih opazen
upad vsebnosti protiteles proti-PT IgG in proti-FHA 1gG, v 30-60 % okuZenih
proti-PRN 1gG, v 20-40 % okuzenih proti-PRN IgA, v 20-40 % okuzenih proti-PT IgA ter
nazadnje v 30-50 % okuzenih anti-FHA IgA (Miiller, 1997). Obcutljivost in specifi¢nost
seroloskih metod je v primerjavi z uporabo PCR ali kulturami manjsa (Wood in MclIntyre,
2008). Prednost seroloskih metod je zaznavanje okuZenosti z B. pertussis tudi v poznih

stadijih bolezni.

2.4.5.3 Molekularne metode — veriZzna reakcija s polimerazo (PCR)

PCR-metoda s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi za bakterijo B. pertussis je
2-3 x obcutljivejSa od kulture, kadar imajo okuzeni Ze 3 tedne vidne znake bolezni
oziroma so le ti ze priceli s protimikrobno terapijo (Bamberger in Srugo, 2008; Liveano in
sod, 2002). Standardne PCR-metode, ki bi jo uporabljali vsi klini¢ni laboratoriji, ni.
Obstaja preko 100 razlicic PCR-protokola, ki se razlikujejo v tehnikah c¢iScenja DNA,
izbranih zacetnih oligonukleotidih, reakcijskih pogojih in nacinih prikazovanja
PCR-produktov (Kretsinger in sod., 2006). Specifi¢nost PCR-metode se lahko zmanjsa, ker
je odvisna od moznih kontaminacij vzorcev v laboratoriju ali med zbiranjem vzorca. Pri
bolnikih s prisotnostjo bakterije Bordetella holmesii v zgornjih dihalnih poteh lahko
dobimo tudi lazno pozitivne rezultate PCR preiskave (Halperin, 2007). Uporabnost PCR se
pokaze tudi pri okuzenih dojenckih, kjer si teZko pomagamo s seroloskimi metodami, saj
Se nimajo popolnoma razvitega imunskega sistema. Poleg tega dobimo s pomocjo
PCR-metode s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi hitrejSe rezultate kot s kulturo
(Wood in Mcintyre, 2008).
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2.5  Haemophilus influenzae

Grski pomen besede "haemophilus” je ljubiti kri. Ime je bakterija dobila, ker dobro raste na
bakterija povzrociteljica gripe. Haemophilus influenzae (H. influenzae) je del obicajne
zrelne flore, pa tudi patogen, ki lahko povzro¢i pljucnico in druge okuzbe dihal ter

meningitis.

2.5.1 Taksonomska uvrstitev
Bakterijo H. influenzae uvrs¢amo v druzino Pasteurellaceae, red Pasteurellales, razred

gama proteobakterije in deblo Proteobacteria.

2.5.2 Morfologija in zgradba

Celice H. influenzae so po Gramu negativni majhni pali¢asti kokobacili, velikosti
0,2-0,3 x 1,0-2,0 um. Nekateri so pleomorfne oblike in so negibljivi. V celi¢ni steni je
prisoten lipopolisaharidni sloj z endotoksinskim delovanjem. Zaradi specificnih
polisaharidnih kapsul razvr§¢amo bakterijo H. influenzae v 6 serotipov (A do F). Poleg

tega obstajajo tudi sevi H. influenzae brez kapsule.

Vsi tipi bakterije Haemophilus so fakultativni anaerobi (Murray in sod., 2003). Gojimo jih
na obogatenem gojiScu, ki vsebuje bistvena rastna faktorja: hemin (imenovan tudi
faktor X) in nikotinamid adenin dinukleotid (NAD, faktor V), ki ima vlogo koencima
(Murray in sod, 2003; Jawetz, 1991). Med segrevanjem krvnega agarja uni¢imo inhibitorje
faktorja V, krvni serum pa potemni zato zaradi znacilne temne barve gojis¢e imenujemo
¢okoladni agar. Paziti moramo, da s previsokimi temperaturami ne uni¢imo faktorja V.
Kolonije so gladke in prosojne, zrastejo v 24-48 urah in so velike 1 mm (Jawetz, 1991).

Izgled kolonij bakterije H. influenzae na ¢okoladnem agarju prikazuje slika 7.
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Microbiology in Pictures
requires X and V factors

Haemophilus influenzae

cultivation 24 hours, 37°C, 5% CO,
chocolate agar with supplement

(sputum, patient with pneumonia)

Slika 7: 1zgled kolonij Haemophilus influenzae na krvnem agarju z dodanimi rastnimi
hormoni (microbiologyinpictures.com)

2.5.3 Patogeneza

Okuzba z bakterijo H. influenzae se prenasa kaplji¢no, preko aerosola. Kolonizacija
zgornjih dihal poskoduje dihalni epitel in bakterija lahko ¢ezenj in preko endotelnih celic
pride v kri. Okuzba se razsiri v ostale organe, ¢e v krvi nimamo ustreznih protiteles proti
doloc¢enim proteinom polisaharidne kapsule (Murray in sod., 2009). Poglavitni dejavniki
patogenosti bakterije H. influenzae so peptidoglikan, lipooligosaharidi, proteini zunanje
membrane, fimbrije in razliéni pritrjevalni proteini — adhezini. Sevi brez kapsule so
redkej$i vzrok invazivnih okuzb. Pogostost in razSirjenost okuzb je vse manjSa zaradi

dostopnega cepiva proti bakteriji H. influenzae tipa B — HIB.

2.5.4 Bolezen in klini¢ni znaki

Okuzbe z bakterijo H. influenzae se pojavljajo pri dojenckih, otrocih in odraslih. Bakterija
H. influenzae tipa B v ve€ini primerov povzroca bakteriemijo in akutni bakterijski
meningitis, obCasno pa tudi epiglotitis (obstruktivni laringitis), celulitis, osteomielitis in
okuzbe sklepov. Sevi bakterije H. influenzae brez kapsule (netipabilni) so odgovorni za
vnetja uSes in sinusov pri otrocih, povezani so z okuzbo dihal ter plju¢nicami pri

dojenckih, otrocih in odraslih. Bolezenski znaki se Sirijo lokalno in se za¢nejo v zgornjih
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dihalnih poteh: vnetje uSes, sinusitis, nazofaringitis. Nato sledi vnetje spodnjih dihalnih
poti v obliki bronhitisa in pljucnice. V hujSih primerih se lahko okuzba razsiri v

bakteremijo, kar pogosto povzroc¢i vnetje sklepov ali meningitis (Todar, 2011).

2,55 Laboratorijska diagonostika

2.5.5.1 Kultura

Bakterijo H. influenzae je dokaj lahko gojiti na obogatenem ¢okoladnem agarju z dodanimi
rastnimi faktorji, kjer po 24-ih urah zrastejo 1-2 mm velike gladke in motne kolonije.
Velikokrat opazimo na krvnem agarju kolonije, ko spremljajo kolonije bakterije S. aureus
(pojav imenujemo satelitni fenomen). Ko stafilokoki lizirajo eritrocite, s tem omogocajo
sproscanje faktorja X in V v gojisce, kar omogoca rast bakteriji H. influenzae. Kolonije so
sicer v tem primeru manjse, ker so v krvi §e vedno aktivni inhibitorji faktorja V. Pri
faktorjev X in V, ker se sevi med sabo malenkostno razlikujejo. Hitrost rasti kolonij
bakterije H. influenzae je zaradi razmerja rastnih faktorjev nekoliko pocasnejSa od

.....

v takem okolju za rast ne potrebujejo faktorja X (Murray in sod., 2009).

2.5.5.2 Mikroskopija

Mikroskopija je dovolj specifi¢na in obcutljiva metoda za ugotavljanje prisotnosti bakterij
H. influenzae. Po Gramu negativne palcke so lahko v obliki kokobacilov do pleomorfnih
filamentov. Metoda je uporabna za hitro dolofanje pri ve¢ kot 80 % bolnikih z
nezdravljenim hemofilusnim meningitisom, pri artritisu in boleznih dihalnih poti
(Murray in sod., 2009).

2.5.5.3 Imunoloske metode

H. influenzae tipa B lahko dolo¢imo z imunoloSkimi testi na podlagi PRP-antigena,
prisotnega v kapsuli. Eden takih je aglutinacijski test, kjer v primeru prisotnosti
PRP-antigena pride do tvorbe skupkov. Test ima omejeno uporabnost, ker je zelo
specifi¢en in z njim lahko potrdimo le bakterijo H. influenzae tipa B, ki pa se pojavlja
vedno bolj poredko zaradi precepljenosti prebivalstva. Metoda je obcutljivej$a od kulture

za odkrivanje bakterije H. infuenzae (Kennedy in sod., 2007), ker temelji na dokazovanju
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antigenov. Rezultati so tako bolj to¢ni, ne glede na uporabo antibiotikov. Aglutinacijska
metoda je hitrejSa od gojenja kultur, vendar pa z njo ne moremo preverjati odpornosti

bakterije proti antibiotikom.

2.5.5.4 Molekularne metode — veriZzna reakcija s polimerazo (PCR)

PCR-metoda s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi za bakterijo H. influenzae je bolj
specifi¢na in obcutljiva od imunoloskih metod in kultur. Pomanjkljivost metode se kaze v
tem, da ne moremo z gotovostjo trditi, ali gre pri pozitivnih rezultatih dejansko za
povzrocitelja okuzbe ali le za prisotnost bakterije H. influenzae v dihalnih poteh, kjer je le
del obicajne flore. Podobno kot pri S. pneumoniae domnevamo, da je koncentracija
bakterij med okuzbo vecja (Smith, 1976). PCR-testi se ne uporabljajo rutinsko v klini¢nih
okoljih.
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2.6 Streptococcus pneumoniae

Bakterijo Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) sta izolirala ze Pasteur in Steinberg
pred veC kot 100 leti. Vse od takrat so boljSemu razumevanju patogenosti bakterije,
odpornosti proti antibiotikom in imunoprofilakse, povezane s cepivi, namenjene mnoge
molekularnogenetske raziskave. Kljub temu so pnevmokokne bolezni $e vedno med

glavnimi povzrocitelji obolevnosti in smrtnosti.

2.6.1 Taksonomska uvrstitev

Bakterijo S. pneumoniae uvrs¢amo v druzino Streptococcaceae, red Lactobacillales, razred
Bacili in deblo Firmicutes (Vos in sod., 2009). Zaradi tvorbe nepopolne hemolize na
krvnem agarju (KA) je v skupini a-hemoliti¢nih ali zelenecih streptokokov (Murray in
sod., 2003). Znotraj skupine je identificiranih ve¢ kot 30 vrst in podvrst, vecina pa je
organizirana v pet podskupin. Klasifikacijska shema skupine je klinicno pomembna, Saj
pripadniki doloc¢ene skupine povzrocajo posamezen sklop bolezni. S. pneumoniae, poleg
Streptococcus mitis (S. mitis) in Streptococcus oralis (S. oralis), uvrs¢amo v skupino
"Mitis” in so odgovorni za povzrocitev subakutnega endokarditisa, sepse pri nevtropeni¢nih

bolnikih, plju¢nice in meningitisa.

2.6.2 Morfologija in zgradba

Pnevmokoki so Gram pozitivni koki, ki se obi¢ajno pojavljajo v parih kot diplokoki, lahko
pa jih zasledimo tudi posami¢no ali v krajSih verizicah (Than, 2002). Celice v premeru
merijo od 0,5-1,25 um in imajo obliko vrha sulice (Tuomanen, 2006). Bakterijo
S. pneumoniae v vecini primerov obdaja polisaharidna kapsula, kar vpliva tudi na
morfologijo kolonij. Kolonije obdane s kapsulo so okrogle oblike, gladke, svetleCe in
izboCene. (Murray in sod. 2009). Sevi nekaterih serotipov tvorijo velike sluzaste kolonije,
ki jih prikazuje slika 8 (Tuomanen, 2006). V pnevmokokni kulturi obi¢ajno zrastejo tudi
posamezne bakterije, ki ne izdelujejo polisaharidne kapsule in tvorijo manjSe, suhe,
hrapave kolonije plos¢atega videza (Murray in sod., 2009). Pomembni komponenti celi¢ne
stene sta teihoi¢na kislina in specifi¢en fosfoholin, ki ima pomembno regulatorno vlogo pri
hidrolizi celice. Med celicno delitvijo mora biti fosfoholin prisoten pri aktivaciji
pnevmokoknega avtolizina. Bakterija S. pneumoniae dobro uspeva na KA, inkubiranem pri

temperaturi 37 °C od 2448 ur, in $e bolj optimalno v atmosferi s 5 % ogljikovega dioksida
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(Murray in sod., 2009; Tuomanen, 2006).
Encim, ki razgrajuje hemoglobin, je
pnevmolizin. Pnevmokoki nimajo encima
katalaze in fermentirajo glukozo do mlecne
kisline, ki nastaja kot primarni stranski
produkt. Gojis¢e z visoko koncentracijo
glukoze ni najboljsa izbira, saj koncentracija
mleCne kisline hitro doseze nivo, ko postane
toksicna. Pnevmokoki potrebujejo za rast
gojis¢e, obogateno z dodatkom krvi, ki kot vir

katalaze nevtralizira nakopi¢en vodikov

peroksid. Brez zunanjega vira katalaze, se

Slika 8: Hemoliza Streptococcus pneumoniae na
krvnem agarju (microbelibrary.org)

vodikov peroksid kopi¢i in tako zavira

bakterijsko rast (Murray in sod., 2009).

2.6.3 Patogeneza

Patogeni dejavniki bakterije S. pneumoniae, Ki jih povezujemo z nastankom in potekom
bolezni, so najpogostje doloCeni proteini in encimi izrazeni na povrSini po Gramu
pozitivnih bakterij. Ti dejavniki so v neposrednem stiku z gostiteljevim tkivom in
njegovim obrambnim mehanizmom. V preteklosti je bilo najve¢ pozornosti namenjene
raziskovanju polisaharidne kapsule, kajti znano je bilo, da so sevi brez kapsule
obcutljivejsi in neodporni proti obrambnim mehanizmom gostitelja. V novejsi zgodovini
so raziskave usmerili tudi v druge pomembne proteine bakterije S. pneumoniae, kot so:
hialuronat liaza (Hyl), pneumolizin (Pyl), dve neuraminidazi (NanA in NanB), ve¢inoma
tudi avtolizin (LytA), holin vezavni protein A (CbpA), pnevmokokni povrSinski antigen A
(PsaA) in pnevmokokni povrsinski protein A (PspA). Vse proteine lahko tudi uporabimo

za pripravo ucinkovitih cepiv (Jedrzejas, 2001).

2.6.4 Bolezen in klini¢ni znaki
Pnevmokokne okuzbe se pojavljajo po vsem svetu in so pogostejSe v zimskem ¢asu in
zgodnji pomladi. Okuzba z bakterijo S. pneumoniae se kaze najpogosteje s pljucnico, ki jo

spremlja huda mrzlica in poviSana telesna temperatura, hud kaselj in gnojni izmecek (lahko
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s primesjo krvi). Bakterija povzroca tudi vnetje mozganskih ovojnic - meningitis, ki ga
spremljajo hud glavobol, vro¢ina in sepsa. Meningitis je huda okuZba z znatno smrtnostjo,
ki lahko pusti resne posledice na Zivénem sistemu prezivelih. V primeru zelo oslabljenega
imunskega odziva bolnika, privedejo okuzbe do bakteriemije, ki lahko spremlja meningitis,
pljunico in tudi nekatere druge hujsSe okuzbe =z Dbakterijo S. pneumoniae
(Murray in sod., 2009).

2.6.5 Laboratorijska diagnostika

Pri pljuénicah, ki jih povzroc¢a S. pneumoniae, pogosto ne uspemo potrditi povzrocitelja
zaradi omejitev konvencionalnih diagnosti¢nih testov in metod. Prisotnost bakterije v
izmecku lahko predstavlja le kolonizacijo zrela, kar pa ne pomeni, da je koncentracija
patogena dovolj velika za povzroCitev bolezni (Murdoch, 2004). Kot najprimernejse
metode za dokazovanje bakterije S. pneumoniae bi izpostavili mikroskopijo, antigensko

detekcijo in molekularne metode.

2.6.5.1 Mikroskopija

Barvanje vzorca izmecka po Gramu je najhitrejSa metoda diagnosticiranja pnevmokokne
pljuénice in meningitisa. Pod mikroskopom se jasno razlo¢i znacilno oblikovane po Gramu
pozitivne koke, ki se kazejo kot diplokoki. Kapsula, ki obdaja diplokoke, je pod
mikroskopom vidna le pri sluznih pnevmokokih, ki pa so redki. Lahko so lazno obarvani
tudi kot po Gramu negativni, kar je pogost pojav pri starih kulturah ali pri bolnikih, ki so
bili ze zdravljeni z antibiotiki. Bakterijo S. pneumoniae je mozno dolo¢iti tudi z reakcijo
nabrekanja. V tem testu kulturo bakterij zme$samo s polivalentnimi antikapsulnimi
protitelesi in jo pregledamo pod mikroskopom. Obro¢ reaktivnosti okrog S. pneumoniae je

znak pozitivne reakcije.

2.6.5.2 Dokaz topnega antigena v urinu

V urinu se izlo¢a pnevmokokni polisaharid C, ki ga lahko zaznamo s pomocjo
komercialnih imunskih testov. Obcutljivost testa zagotavlja ustrezne rezultate pri 70 %
bolnikov s pnevmokokno pljucnico. Test ni priporo¢ljiv za otroke, saj je specifi¢nost testa

pri njih nizja.
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2.6.5.3 Molekularne metode — veriZzna reakcija s polimerazo (PCR)

Nacin diagnostike s PCR-metodo s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi za
S. pneumoniae je bil do sedaj ocenjen z vecih zornih kotov. Preuéevali so krvne vzorce
(kri, serum ali plazma) in izmecCke tako odraslih kot tudi otrok (Roson in sod., 2004,
Dowell in sod., 2001). Kljub enakim protokolom v vecini §tudij so bili rezultati zelo
razli¢ni — vzroki Se niso pojasnjeni. Predmet nekaterih studij PCR je samo dokazovanje
prisotnosti S. pneumoniae v vzorcih iz dihalnih poti. Slabost PCR-metode je, da ne loci
med patogeno kolonizacijo in obi¢ajno floro ustne votline in zgornjih dihalnih poti — lahko
dobimo lazno pozitivne rezultate. Tezave pri PCR-metodi povzroca tudi gen za
pnevmolizin, tar¢a PCR, ki naj bi bil specificen za S. pneumoniae. Zadnje raziskave so
namre¢ naSle gena za pnevmolizin in avtolizin tudi pri drugih streptokokih skupine
viridans, ki so v bliznjem sorodstvu, kot npr. pri S. mitis (Whatmore in sod., 2000).
Ugotovitve so kljuénega pomena za izboljSanje in povecanje specificnosti PCR-metod za
dokazovanje S. pneumoniae. V veliko pomo¢ nam je PCR v realnem c¢asu, ki na podlagi
znacilnosti in specifi¢nosti vsake vrste razlikuje med S. pnuemoniae, S. oralis in S. mitis
(Sheppard in sod., 2004).

2.6.6 Podobnost S. pneumoniae z drugimi streptokoki

Dve transformirajo¢i skupini zelenecih streptokokov, S. mitis in S. oralis, sta v bliznjem
sorodstvu s S. pneumoniae. Zaradi podobnosti je bila identifikacija vedno tezavna (Whiley
and Beighton, 1998). Zaporedje nukleotidov 16S rRNA, Ki pripada S. mitis in S. oralis, je
99 % identi¢no zaporedju S. pneumoniae (Kawamura in sod., 1995). Ker se vse omenjene
bakterije pojavljajo v ustni votlini, oportunisti¢cno patogena bakterija S. pneumoniae
obcasno, S. mitis in S. oralis pa ves ¢as, je zelo pomembno, da jih znamo identificirati in
razloCevati med sabo, saj je od vrste streptokoka odvisno zdravljenje

(Whatmore in sod., 2000).
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2.7 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR)

2.7.1 Zgodovina PCR

Verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, s katero
lahko v kratkem ¢asu "in vitro” pomnozimo dolo¢en odsek DNA do velikega stevila kopij.
Razvoj PCR je povzrocil velik napredek v molekularni biologiji, poleg tega pa se je
metoda izkazala za enostavno za uporabo (Gibbs, 1990). Kary Mullis in raziskovalci Kit
Corporation so v 80-ih letih oblikovali metodo, s katero so lahko omogo¢ili in ustavili
delovanje encima polimeraze na to¢no dolo¢enih mestih enojne DNA verige. Odkritje je Ze
nakazovalo na eksponentno pomnozevanje specificnih odsekov DNA v laboratoriju
(Mullis, 1986, 1987, 1990). Pomnozevanje DNA v laboratoriju je poenostavilo mnogo
standardiziranih postopkov kloniranja, analiziranja in spreminjanja nukleinskih Kislin, ki so
bili sinonim za sila zahteven in dolgotrajen postopek (Arnheim and Erlich, 1992). Metoda
je postala popularna na podro¢ju molekularne biologije, saj je bilo od leta 1985, ko je bilo
objavljeno prvo porocilo, pa do 1992 objavljenih ve¢ kot 5000 znanstvenih ¢lankov na to

temo (Arnheim, 1992).

2.7.2 Razvoj PCR-metode in zadetne tezave

Gobind Khorana je leta 1971 prvi opisal temeljno nac¢elo pomnozevanja dolo¢enega dela
DNA z uporabo dveh zacetnih oligonukleotidov. Sinteza zacetnih oligonukleotidov in
Cistost encima polimeraze sta omejevala napredek v razoju PCR-metode (Kleppe, 1971).
Nato je leta 1983 dr. Kary Mullis zasnoval PCR. Po ustreznih rezultatih in potrditvi
hipoteze se je zacela mnozi¢na uporaba PCR-metode kot osnovne tehnike v molekularni
biologiji (Mullis, 1990). V izvornem Mullisovem PCR so polimerazo uporabljali “in vitro”
— v kontroliranih pogojih okolja izven organizma. Dvoverizno DNA so razklenili v dve
enojni verigi s segrevanjem na 96 °C. DNA-polimeraza bakterije E. coli je bila pri tej
visoki temperaturi uni¢ena, zato so jo morali nadomestiti po ogrevalni fazi vsakega cikla.
Mullisov  PCR ni bil optimalen, saj je =zahteval veliko casa, velike koli¢ine

DNA-polimeraze in nenehno pozornost v celotnem procesu PCR.
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2.7.3 Cikel PCR-reakcije

Raziskovanje mehanizma pomnozevanja DNA je razkrilo tako enostavnost, kot tudi
elegantnost PCR-metode. Za izvedbo je pomembna pravilna izbira zacetnih
oligonukleotidov, ki se vezejo na zacetek in konec specificnega odseka DNA, ki ga zelimo

pomoziti.

Reakcijska zmes vsebuje:
- DNA, ki sluzi kot matrica
- dva zacetna oligonukleotida, ki z visoko zmogljivostjo in specifi¢nostjo omogocajo
pomnozitev Zelenega odseka DNA v vzorcu
- deoksinukleotid trifosfate, ki predstavljajo gradnike za nove verige DNA
- magnezijeve ione
- reakcijski pufer in

- termostabilno DNA-polimerazo.

Verizna reakcija s polimerazo je sestavljena iz treh stopenj, od katerih vsaka poteka pri
specifi¢ni temperaturi. Ker se te stopnje ponavljajo ena za drugo, re¢emo da je reakcija
cikliéna. Najprej segrevamo - denaturiramo dvoverizno DNA pri temperaturi visji
od 90 °C, nato sledi ohlajanje - prileganje zacetnih oligonukleotidov pri temperaturi
50-75 °C. Zadnjo stopnjo predstavlja sinteza komplementarnega zaporedja verige DNA pri
temperaturi 72—78 °C s pomocjo polimeraze. Obicajno se v eni PCR-reakciji zvrsti od 30
do 40 ciklov. Konéni rezultat je eksponentno povecanje skupne koli¢ine DNA, ki je
zaporedje nukleotidov med zagetnimi oligonukleotidi. Na koncu je izkupicek reakcije 2"
kopij DNA, kjer je n Stevilo ciklov (Arnheim, 1992; Gibbs, 1990). Shematski potek vseh
PCR-stopenj prikazuje slika 9. Nastale pomnozke, ki jih dobimo pri klasi¢ni razliici
izvedbe PCR, najpogosteje spremljamo s pomocjo gelske elektroforeze in barvanjem z

etidijevim bromidom.
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Slika 9: Potek veriZne reakcije s polimerazo (fimnh.ufl.edu)

2.7.4 Prednosti PCR-metode

Casovni okvir

S pomoc¢jo PCR lahko izvedemo kloniranje DNA v relativno kratkem ¢asu, v nekaj urah.
Reakcijo sestavlja priblizno 30—40 ciklov, od katerih vsak vsebuje denaturacijo, sintezo in
pomnozevanje v 3-5 minutnem intervalu. PomnoZevanje se vr$i v napravi za PCR.
Tehni¢no bolj izpopolnjene naprave za PCR celo omogocajo razlicne temperaturne
gradiente znotraj reakcije in lahko hkrati tee ve¢ korakov pomnoZzevanja. Za primerjavo
lahko vzamemo celi¢no osnovano kloniranje DNA, ki navadno vzame ve¢ tednov. Korak
sinteze zacetnih oligonukleotidov je danes poenostavljen s pomocjo napredne racunalniske
programske opreme za projektiranje le teh in hitre komercialne ali akademske sinteze. Ko
enkrat vzpostavimo optimalne pogoje, katere doseZemo s spreminjanjem temperature,
koncentracije ionov in zacetnih oligonukleotidov, je vecCkratno ponavljanje reakcije

preprosto (Arnheim, 1992; Gibbs, 1990, Erlich s sod., 1991; Strachan, 1999).

Obcutljivost
PCR-metoda omogoca pomnozitev zaporedja DNA, ¢etudi imamo opravka z DNA iz ene

same celice (Li in sod., 1988). Zagotovljena obcutljivost metode je povod za mnogo novih
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metod preucevanja molekularne patogeneze, velik napredek Stevilnih aplikacij v forenzi¢ni
znanosti, napredek in hitre analize v genetski diagnostiki na podlagi enega spermija in
razvoj preucevanja paleontologije, kjer lahko vzorci vsebujejo minimalno kolicino DNA.
Prav zaradi velike obcutljivosti PCR-metode, moramo paziti, da vzorca ne kontaminiramo,
saj se lahko tudi majhna koli¢ina tuje DNA v procesu pomnozi (Arnheim, 1992; Gibbs,
1990, Erlich in sod., 1991; Strachan, 1999).

Robustnost

Za matricno DNA v PCR-pomnozevanju je primeren Sirok spekter nukleinskih kislin.
Pomnozene je bilo ze veliko ocis¢ene DNA razli¢nih vrst in iz razli¢nih virov.
PCR-metoda omogo¢a pomnozevanje DNA celo v primerih, ko je DNA degenerirana in
izolacijo iz medijev, ki so obi¢ajno problemati¢ni. Robustnost PCR veliko pripomore k
Studijam molekularne antropologije in paleontologije, genetski material pa lahko dobimo iz
arheoloskih ostankov vzorcev tkiv, tkiv fiksiranih v parafinu, kar ima pomembno vlogo v
molekularni patologiji in nekaterih genetskih $tudijah. Skupni izkupiek in uspe$nost
PCR-metode je seveda vecja, ¢e je dovolj kvalitetne DNA (Arnheim, 1992; Gibbs, 1992,
Erlich s sod., 1991; Strachan, 1999).

2.7.5 Slabosti PCR-metode

Kljub izjemni priljubljenosti ima PCR-metoda tudi dolo¢ene omejitve. Pri pripravi
zaCetnih oligonukleotidov, ki omogocajo selektivno pomnozevanje dolocenega zaporedja
DNA, je potrebno Se predzaporedje, ki je komplementarno dejanskemu DNA-zaporedju iz
celice. Tako konéni rezultat PCR-reakcije ni vedno samo DNA-segment, ki ga zelimo
pomnoziti. Ceprav s PCR-metodo lahko podvojimo cel genom, to ni primerljivo s
kloniranjem celicne DNA, ki nam omogoc¢i locitev vsakega posameznega DNA-klona in
ustvarjanje knjiznice genomske DNA. Ce primerjamo dejanski izkupicek PCR in
eksponentni teoreticni izplen, ugotovimo, da sistem ne dosega maksimalnih potencialnih
zmoznosti in da prihaja v procesu do izgub. Po vsakem ciklu PCR-reakcije je manj
ustreznega materiala za podvojitev. Nekatere matricne DNA ze od samega zaletka
postopka niso primerne zaradi prekinjenih ali okvarjenih DNA-verig. Matricne DNA se
poskodujejo tudi med ¢iSéenjem substrata ali med ogrevalno fazo PCR-reakcije. Koli¢ina

potrebnih encimov se proti koncu reakcije zmanjsSuje, kar dodatno upocasni dolocene
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aktivnosti. Zadnji razlog, zakaj PCR-reakcija ne more dose¢i maksimalnega izplena, je
naraS¢anje koncentracije DNA v mediju do skrajnih meja, kar sprozi tekmovalnost med
zaCetnimi oligonukleotidi, matriéno DNA, originalno in podvojeno DNA-verigo (Arnheim
in Erlich, 1992; Gibbs, 1990; Erlich in sod., 1991).

Ocitna, vendar za namene DNA Kloniranja tudi uporabna, slabost PCR-metode je
velikostni razred DNA-zaporedja, Ki ga je Se mogo¢e pomnoziti. Za razliko od kloniranja
celicne DNA, pri katerem lahko raCunamo na 2 Mb velika DNA-zaporedja, so zaporedja,
pridobljene s PCR-metodo manjsa, dolga od 0,1-5 kb. Obicajno so vrednosti blizje spodnji
meji, kot pa zgornji. Manjse odseke je sicer mozno dopolniti s PCR-metodo, vendar je
tezje doseCi ucinkovito ojaCanje in Zeljeno dolzino vijacnice, ker moramo modificirati
standardne pogoje in vpeljati sistem z dvema polimerazama. Druga DNA-polimeraza je
polimeraza, ki ima 3’5’ endonukleazno aktivnost in sluzi kot mehanizem preverjanja

pravilnosti podvajanja (Strachan in Read, 1999).

2.7.6 PCR v realnem ¢asu

V primerjavi s klasi¢cno PCR-metodo, je PCR v realnem ¢asu izboljSana razli¢ica (Mackay,
2004). PCR-tehnika v realnem ¢asu temelji na merjenju fluorescence med PCR-reakcijo.
Delez emitirane fluorescence je sorazmeren koli¢ini nastalega PCR-produkta in omogoca
sprotno spremljanje PCR-reakcije. Sistem PCR v realnem ¢asu beleZi rezultate v obliki
krivulje, iz katere lahko razberemo eksponentno fazo reakcije, kar pa je predpogoj, da
lahko izracunamo to¢no Stevilo kopij na zacetku reakcije (Klein, 2002). PCR v realnem
Casu je kvantitativna metoda, s pomocjo katere lahko merimo koli¢ino cDNA ali mRNA v
vzorcu. Za to obliko PCR lahko za vzorec uporabimo tkivo, celi¢no kulturo ali posamezno
celico. Metoda se pogosto uporablja za spremljanje izrazanja mRNA (Stevilo kopij mRNA)
v odvisnosti od razlicnih pogojev okolja. S PCR v realnem casu lahko primerjamo
kontrolne neokuZene vzorce z okuzenimi vzorci in nato opazujemo, kakSno je izraZanje
genov glede na patogene dejavnike. Ker ima metoda dovolj visoko obcutljivost, se
uporablja tudi pri dolocanju patogenov, kot so virusi v krvi (Higuchi in sod., 1992; Higuchi
in sod., 1993). PCR v realnem casu je zelo obcutljiva in natan¢na metoda, poleg tega pa ni

potrebnih post-PCR korakov, da pridemo do vidnih rezultatov. Zaradi prakticnega
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spremljanja in belezenja rezultov sproti, se lahko izognemo navzkriznim kontaminacijam

PCR-produktov.

Ker je raziskovalcem pogosto onemogoceno, da bi pridobili veliko koli¢ino vzorca, je PCR
v realnem cCasu zelo dobrodosel, saj lahko pomnozimo tudi mMRNA iz majhnega vzorca ali
posamezne celice. Zaradi izjemne obcutljivosti metode moramo biti previdnejs$i pri
pripravi vzorcev, saj lahko pomnozevanje genetskega materiala, ki je posledica
kontaminacije, vodi v lazno pozitivne rezultate. Kot slabosti PCR v realnem casu bi
omenili, da se spremembe genetskega materiala s Stevilom ciklov povecujejo. Kadar
skusamo preoblikovati rezultate podane v obliki krivulje v linarne vrednosti, SO opazna

odstopanja. Poleg tega pa lahko prihaja do prekrivanja emisijskih spektrov.

2.7.7 Hkratna PCR (multiplex PCR)

Hkratna PCR-metoda je v dana$njem Casu zelo razSirjena, ker lahko v enem samem
PCR-postopku pomnozimo veé¢ tar¢nih DNA. S hkratno PCR ugotavljamo prisotnost vec¢
kot enega tarénega zaporedja, vsakega od njih pomnozujemo z zanj specifiénim parom

zacetnih oligonukleotidov v reakcijski zmesi (Persson in sod., 2005).

Metoda veliko doprinese k prakti¢nosti PCR-metode, saj v laboratoriju prihrani veliko ¢asa
in napora. Hkratho PCR delimo na dve kategoriji - prva je enotar¢na (angl. single
template) PCR, ko uporabljamo ve¢ zaéetnih oligonukleotidov na enem tarénem zaporedju,
ker Zelimo pomnoziti to¢no dolocen specifi¢en odsek DNA-verige. Druga pa je vectaréna
(angl. multiple template) PCR, ko zZelimo pomnoziti ve¢ tar¢nih zaporedij in uporabljamo
za vsako tar¢no zaporedje po en par zacetnih oligonukleotidov v isti reakcijski
mikrocentrifugirki. Multiple template PCR je bolj tvegana metoda, saj lahko pride med
zacetni oligonukleotidi do navzkrizne hibridizacije in tako zgreSijo prvotno tar¢no

zaporedje (Priemer Biosoft, 2011).

Za uspeSno hkratno PCR-reakcijo, torej specificno podvajanje in velik izkoristek, je
bistvenega pomen kreiranje zacetnih oligonukleotidov. Ti morajo biti primerno kratki,
velikosti od 18-22 nukleotidov. Uporabljamo lahko zacetne oligonukleotide s podobno

temperaturo taliSCa, oziroma razlika med temperaturami taliS¢a ne sme biti vecja od
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3-5 °C. Zelo pomembna je njihova specifi¢nost, ker je v eni reakcijski zmesi ve¢ tarénih
zaporedij in zaetni oligonukleotidi ne smejo tvoriti dimerov, ker to vodi v neuspes$no

pomnozevanje (Henegariu in sod., 1997).

Prednosti hkratne PCR je vecja kontrola in s tem izogib laZzno negativnih oz. lazno
pozitivnih rezultatov, ki jih lahko povzro¢i kontaminacija vzorca. Vsak PCR-pomnozek
vsebuje interno kontrolo vseh ostalih pomnozevalnih fragmentov. S to metodo smo
ucinkovitej$i, saj skrajSamo Cas za pripravo, ki bi ga potrebovali za ve¢ posameznih PCR
in znizamo stroske z bolj razumno uporabo encimov polimeraz in matriéne DNA. Matri¢ne
DNA so kvalitetnejse, ker morajo biti v zmesi, v kateri se pomnozuje vec¢ tar¢nih zaporedij
tudi ucinkovitejSe. Metodo hkratne PCR uporabljamo za identifikacijo patogenov,
visokoprepustno  SNP-genotipizacijo, mutacijske analize, analize delecij genov,
kvantifikacijo matricne DNA, povezovalne analize, detekcije RNA in forenzi¢ne $tudije
(Tataa Biocenter, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Zbiranje in shranjevanje kuZnin

Uporabili smo klini¢ne vzorce bolnikov hospitaliziranih na Univerzitetni kliniki za plju¢ne
bolezni in alergijo Golnik v ¢asu med 22. 3. in 14. 4. 2010. Preden smo iz vzorcev izolirali
DNA, smo jih hranili v hladilniku pri 4 °C. Nato smo iz vzorcev v roku 1-3 dni izolirali
DNA in jo shranili pri —70 °C.

3.1.2 Laboratorijski pribor in oprema

e toplotni stresalnik mikrotubic Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany)

e centrifuga MiniSpin (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e stresalnik Mixmate (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e avtomatske pipete (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e sterilni nastavki za pipete (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e stojalo za mikrocentrifugirke (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e sterilne mikrocentrifugirke (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

e mikrokolone (QlAamp Spin Column) in 2 ml zbiralne epruvete
(QIAGEN, Venlo, Netherlands)

e testne epruvete Gen-Probe (San Diego, California, USA)

e zasCitna mikrobioloska komora SMBC 183AV (ISKRA PIO D. O. O,,
Slovenija)

e BBL Crystal GP kit (BD, ZDA)

e sterilni bombazni brisi

e stelenicke z zamasSki

e BBL Crystal ¢italec (BD, ZDA)

3.1.3 Raztopine in reagenti (vse Seegen, S. Korea)
e Pufri: ATL, A; AW1, AW2, AE
e Proteinaza K

e FEtanol


http://en.wikipedia.org/wiki/Venlo
http://en.wikipedia.org/wiki/Netherlands
http://en.wikipedia.org/wiki/San_Diego,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/USA
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e Reagent 1 (Lysis Reagent)
e Reagent 2 (Hybridization Buffer)
e Reagent 3 (Selection Reagent)

e Inokulacijska tekocina

3.2 METODE

3.21 Obdelava in priprava izmecka za molekularno diagnostiko atipi¢nih pljucnic

Vsak vzorec kuznine smo prelili s toliko raztopine NALC (N-acetil L-cistein) (hranjene pri
2-8 °C), kot je bilo vzorca. Nato smo vorteksirali, dokler ni postal vzorec homogen
oziroma teko¢ brez sluzi. Homogeniziran vzorec smo prenesli v 2 ml mikrocentrifugirke in
centrifugirali 10 minut pri 4293 x g. Po kon¢anem centrifugiranju smo supernatant zavrgli,
oborino pa sprali s 0,01M raztopino fosfatnega pufra (PBS). Znova smo centrifugirali
10 minut pri 4293 x g in odpipetirali supernatant. Oborini smo dodali cca. 1,5 ml
PBS pufra in vorteksirali. Tako smo Se tretji¢ centrifugirali 10 minut pri 4293 x g.
Supernatant smo zavrgli, vzorec (oborina) pa je bil tako pripravljen za izolacijo

nukleinskih kislin.

3.2.2 lzolacija nukleinskih kislin

QlAamp DNA Mini Kit

Izolacijo nukleinskih Kislin smo izvedli v pred-amplifikacijskem delu.

Pripravljeno oborino smo resuspendirali v 180 ul pufra Buffer ATL, ki smo ga predhodno
segreli na 56 °C. Dodali smo 20 pl Proteinaze K, vorteksirali ter inkubirali pri 56 °C preko
noci 0z. najmanj 3 ure. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali kratek ¢as in dodali 200 pl
Buffer AL (predogret na 56 °C), veckrat premeSali po 15 sekund na vorteksu, nato
inkubirali 10 minut pri 70 °C in centrifugirali za kratek ¢as. Potem smo dodali 200 pl
96-100 % etanola. VVzorec smo vorteksirali in na kratko centrifugirali. Vsebino (tudi
percipitat) smo prenesli v kolono za izolacijo DNA - QIAamp Spin Column. Centrifugirali
smo 1 min pri 4293 x g, nato smo zbiralno mikrocentrifugirko zavrgli in jo nadomestili s
¢isto. V mikrocentrifugirko z membrano (kolono) smo dodali 500 ul Buffer AW1 in znova
centrifugirali 1 min pri 4293 x g. Zbiralno mikrocentrifugirko smo zavrgli in jo
nadomestili s Cisto. Nato smo v mikrocentrifugirko z membrano (kolono) dodali 500 pl

Buffer AW2 in centrifugirali 3 min pri 13148 x g. Kolono smo po centrifugiranju prenesli
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v 1,5 ml mikrocentrifugirko, zbiralno mikrocentrifugirko z zbrano tekocino pa zavrgli.
Nato smo dodali 200 ul Buffer AE v vsako kolono (nanos pufra neposredno na sredino
membrane), inkubirali 1 minuto pri sobni temperaturi in centrifugirali 1 minuto pri

4293 x g. Dobljeni vzorec izolirane DNA smo shranili pri temperaturi —20 °C.

3.2.3 Kvantifikacija nukleinskih kislin oz. proteinov

Vse reagente smo pred uporabo ogreli na sobno temperaturo. Za kvantifikacijo nukleinskih
kislin s testom Quanti-iT™ smo uporabili 0,5 ml mikrocentrifugirke in 2 standarda za
kalibracijo (STANDARD 1 in STANDARD 2). Najprej smo naredili delovno raztopino
Quanti-iT™. Reagent Quanti-iT™smo red¢ili s pufrom Quanti-iT™ v razmerju 1:200.
Nato smo si pripravili testne mikrocentrifugirke. Delovno raztopino smo razporedili po
mikrocentrifugirkah, za standarde po 190 ul in po 180-199 ul za vzorce, kar je prikazano v

preglednici 1.

Preglednica 1: Razmerje delovne raztopine in vzorca

standard vzorec
volumen delovne raztopine 190 pl 180-199 pl
volumen standarda 10 pl /
volumen vzorca / 1-20 wl
skupni volumen v mikrocentrifugirki 200 pl 200 ul

Mikrocentrifugirke smo dopolnili s standardoma in vzorci, nato smo jih vorteksirali 2-3 s,
in jih inkubirali pri sobni temperaturi 1 minuto. Mikrocentrifugirki s standardi smo vstavili
v fluorometer, nato Se vse vzorce in od¢itali vrednosti. Celoten postopek je shematsko

prikazan na sliki 10. Od¢itane vrednosti smo pomnozili z red¢itvenim faktorjem.

Uporabili smo formulo:

Fox 200
QI— [?!_51' 'E-"ZGT"CG.]
THLL

koncentracija DNA =

QF: izmerjena vrednost
X: koli¢ina vzorca DNA (1-20 ul)
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Slika 10: Potek kvantifikacije nukleinskih Kislin (po navodilih proizvajalca Invitrogen)

vsi reagenti morajo biti za tard L in sandsard 2 molocular
uporabo segreti na sobni standard 1 in sandrard 2 A
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3.24 Seeplex® PneumoBacter ACE detection

3.2.4.1 Priprava osnovne zmesi za PCR
Za pripravo osnovne zmesi za PCR smo uporabili dolo¢eno razmerje reagentov, ki je
prikazano v preglednici 2.

Preglednica 2: Sestava osnovne zmesi za PCR
4ul 5xPBACEPM
3 ul  8-Mop Solution
10 ul  2x Multiplex Master Mix

17 ul  Skupni volumen osnovne zmesi za PCR

K wvsaki seriji vzorcev smo vkljucili tudi negativno in pozitivno kontrolo. Postopek smo
izvajali v zas¢itni komori v Cisti sobi. 17 ul zmesi smo dodali 3 pl izolirane DNA vzorca.
Skupni volumen je znasal 20 pl. Mikrocentrifugirke smo prestavili v napravo za PCR in
zagnali PCR-program reakcije, ki je prikazan v preglednici 3.



39

Meja¢ V. Uporabnost PCR testa Seeplex® ... za ugotavljanje bakterijskih povzro&iteljev okuzb dihal.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Preglednica 3: PCR-program

del programa Stevilo ponovitev temperatura trajanje
1 1 94°C 15 min

2 40 94 °C 0,5 min

60 °C 1,5 min

72 °C 1,5 min

3 1 72 °C 10 min

3.2.4.2 Agarozna gelska elektroforeza

10 pL PCR-produkta smo nanesli na 2 % agarozni gel. Najprej smo nanesli 10 uL 100 bp
lestvice. Sledil je nanos negativne kontrole, nato 7 vzorcev in kot zadnja je bila pozitivna
kontrola testa Seeplex®™ PneumoBacter. Elektroforeza je potekala 30 minut.

3.2.5 BD BBL Crystal™ Identification Systems, Gram-Positive ID Kit (BD, ZDA)

BBL Crystal system se uporablja za identifikacijo po Gramu pozitivnih bakterij v 24-ih
urah. Uporabimo lahko bakterijske kolonije z gojiséa TSA (angl. Trypticase Soy Agar) s
5 % ovcje krvi. Pri tej metodi ne smemo uporabiti gojis¢, ki vsebujejo eskulin. Bakterijska
kultura naj ne bi bila starejSa kot 18—24 ur, razen za pocasi rastoce organizme je

sprejemljiva tudi 48-urna kultura.

Vzeli smo steklenicko BBL Crystal GP kit z inokulacijsko teko¢ino. S sterilnim
bombaZznim brisom smo pobrali nekaj kolonij enake morfologije in jih suspendirali v
inokulacijski teko€ini. Steklenicko smo nato zaprli z zamaskom in vsebino vorteksirali
10-15 sekund. Dobljena motnost suspenzije mora ustrezati 0,5 McFarlanda. Vzeli smo
Skatlico testnega seta in na stranici oznacili na§ vzorec. Celotno vsebino steklenicke z
inokulacijsko teko¢ino smo zlili v taréno mesto testne katlice. Skatlico smo nato prijeli z
obema rokama in previdno z nagibanjem prelili inokulacijsko tekocino do konca kanala in
nazaj do tar¢nega mesta, kjer ostane presezek tekoc¢ine. Pokrov smo obrnili tako, da je bila
nalepka nad tarénim mestom in ga potisnili navzdol dokler nismo zacutili upora in slisali
klika. Skatlice smo nato inkubirali z “obrazom” navzdol (nalepka je bila spodaj) v
inkubatorju brez CO,. Inkubirali smo 18-24 ur pri 35 °C.
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Po koncani inkubaciji smo rezultate testov odCitali na posebnem c¢italcu BBL Crystal.
Skatlico smo namestili na ¢italec z “obrazom” navzdol. Za interpretacijo rezultatov smo
uporabili kartico barvnih reakcij. Stolpce od E do J smo odcitali s pomoc¢jo navadne
svetlobe. Stolpce A do D smo odc¢itali s pomocjo UV svetlobe v ¢italcu. Pozitivni so bili
testi s fluorescentnim substratom, ki so fluorescirali mocneje kot negativna kontrola v
kupoli 4A. Vsak rezultat je Steviléno ovrednoten. Ko smo posamezne rezultate v stolpcih
sesteli, smo dobili Steviléno kodo. Kodo smo nato vnesli v racunalniski program in dobili

identifikacijo izolata.

3.2.6 GenProbe® AccuProbe Streptococcus pneumoniae (Gen-Probe, San Diego,
California, USA)

Metodo smo uporabili za hitro identifikacijo, ker temelji na detekciji odseka RNA
specifiénega za bakterijo S. pneumoniae. Uporabili smo kulture alfa hemoliti¢nih

streptokokov, ki so porasli na 5 % krvnemu agarju. Kultura ni bila starejSa od 48 ur.

50 pl reagenta 1 (Lysis Reagent) smo odpitetirali v testno epruveto (Probe Reagent Tubes).
Nato smo 1 mm kolonijo ali ve¢ manjsih kolonij suspendirali v reagent 1 in homogenizirali
na vorteksu. Dodali smo $e 50 pl reagenta 2 (Hybridization Buffer) in homogenizirali. Po
15-min segrevanja v termobloku pri 60 °C smo dodali 300 ul reagenta 3 (Selection
Reagent) in znova homogenizirali na vorteksu. Inkubirali smo 5 min v termobloku pri

60 °C in nato pustili na sobni temperaturi vsaj 5 min, najvec pa 1 uro.

Rezultat smo odc¢itali na luminometru. Za negativno kontrolo smo uporabili vzorec s
samimi reagentom, brez bioloskega materiala = manj kot 20,000 RLU (angl. relative
luminiscence units). Pozitivna kontrola je bila bakterija S. pneumoniae, ATCC 3340 = vec
kot 50,000 RLU.


http://en.wikipedia.org/wiki/San_Diego,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/San_Diego,_California
http://en.wikipedia.org/wiki/USA
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4 REZULTATI

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen v obdobju od marca 2010 do junija 2010. Delo
je potekalo v Laboratoriju za respiratorno mikrobiologijo na Univerzitetni kliniki za
pljune bolezni in alergijo Golnik. V skladu s cilji naloge smo preverili uporabnost
komercialnega PCR testa Seeplex® PneumoBacter ACE Detection (Seegen, J. Koreja) za
diagnosticiranje bakterijskih povzroCiteljev bolezni dihal. Ugotovljali smo, c¢e je
komercialni PCR-test dovolj obcutljiva in specificna metoda za identifikacijo
S. pneumoniae in ¢e razlikuje to vrsto od drugih zelenecih streptokokov. Hkrati pa smo

komercialni PCR-test primerjali z drugimi rutinskimi testi v diagnosti¢nem laboratoriju.

41 STRUKTURA PRIDOBLJENIH VZORCEV (TIP, 1ZOLACIJA DNA,
GOSTOTA)
Skupno smo pridobili 110 vzorcev kuznin, ki smo jih odvzeli 101 bolniku, od tega je bilo
47 bolnikov zenskega spola in 54 moskega spola.
Uporabili smo razli¢ne kuZznine in sicer:

- izmecek

- aspirat bronha

- aspirat traheje

- aspirat tubusa

- aspirat zgornjih dihal

- bris zrela

W aspirat bronha

m aspirat traheje

m aspirat tubusa

m aspirat zgornjih dihal
B bris Zrela

m sputum

*vseh vzorcev = 110

Slika 11: DeleZ vzorcev posamezne kuznine [%]
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Najvecji delez med kuzninami je predstavljal izmecek — 84 vzorcev (76 %). Aspirati
bronha, traheje, tubusa in zgornjih dihal so predstavljali od 4-6 % primerkov kuznine, bris

zrela smo odvzeli v treh primerih.

4.2 KVANTIFIKACIJA NUKLEINSKIH KISLIN OZ. PROTEINOV S QUBIT™
FLUOROMETROM

7000 *
6500
6000
5500
5000 *
4500
4000 &
3500 * ¢
3000 * & *
2500
2000 *
1500 > o

1000 ‘:. + 4

1 .
S TSP IR MEAIPI N A

Slika 12: Izmerjene koncentracija DNA v vzorcu [ng/ml]

L 2
2

Izmerjene koncentracije DNA v kuzninah so variirale od manj kot 10 ng/ml pa do najve¢
6900 ng/ml. ManjSe koncentracije od 10 ng/ml z metodo kvantifikacije nukleinskih Kkislin z
Qubit™ fluorometrom ne moremo zaznati, zato tudi rezultate elektroforeze ne moremo
primerno interpretirati. V devetih primerih (3 izpirki bronha, 3 izmeceki, 2 aspirata tubusa
in 1 aspirat traheje) je bila izmerjena koncentracija DNA izven merljivega obmocja, kar
predstavlja 8 % vseh izmerjenih koncentracij DNA. Teh vzorcev v nadaljni obdelavi
podatkov nismo upostevali. Kot je razvidno iz grafa, so rezultati z veliko koncentracijo,
vec kot 4000 ng/ml, zelo redki, sej jih predstavlja le 5 meritev. Najve¢ rezultatov izmerjene
kvantitete DNA je bilo med 60-4000 ng/ml, kar predstavlja 86 % izmerjenih vrednosti.
Izmerjena koncentracija DNA v vzorcu lahko variira tudi zaradi natan¢nosti postopka

izolacije.
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43 PCR-METODA - SEEPLEX® PNEUMOBACTER ACE DETECTION

—

i 1 kontrola
1kontrola

Velikost

[bp]
K — interna kontrola 1000

>
e
N
<]
a

1 — M. pneumoniae 583
2 — L. pneumophila 472

3 - S. pneumoniae 349
4 — H. influenzae 259
5 — B. pertussis 201
6 — C. pneumoniae 154

Slika 13: Agarozni gel, ki predstavlja znacilne pozicije fragmentov v odvisnosti od velikosti
fragmenta DNA v vzorcu

Pomnozeno DNA kuZnine smo nanesli na agarozni gel. Zaradi boljSe preglednosti
rezultatov, na pozicijiah 1 in 12 nismo nanasali vzorcev oziroma kontrol. Na gel smo na
pozicijo 2 nanesli standard lestvice [bp], nato so sledili Se nanosi: negativna kontrola,
7 DNA-vzorcev in kot zadnja - pozitivna kontrola. Pozitivna in negativna kontrola sta bili
sestavni del testa Seeplex” PneumoBacter ACE Detection. Vzorce smo primerjali s
pozitivno kontrolo in tako iz slike PCR-produkta na agaroznem gelu odc¢itali rezultate, ki

so podani v spodnji preglednici (pregl. 4).
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4.4 REZULTATI AGAROZNE GELSKE ELEKTROFOREZE
Rezultate gelske elektroforeze za vse vzorce, vkljuéene v raziskavo, prikazuje preglednica
4,

Preglednica 4: Rezultati PCR na agaroznem gelu

§t. vzorca Chlamydophila Bordetella  Haemophilus  Streptococcus Legionella Mycoplasma

pneumoniae pertussis influenzae pneumoniae pneumophila pneumoniae

1
2
3
4
5 - - - - - -
6
7
8
9

NERRBRNREEESEGRERES
o+ oo Voo
' o+ 0+

w N
o ©
1 1
1 1
+ 1

N
[00)
1
1
+ + + + 4+ o+ +
1
1

w w
N P
1 1
1 1
1 1
1
1

se nadaljuje
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nadaljevanje

§t. vzorca Chlamydophila  Bordetella  Haemophilus  Streptococcus Legionella Mycoplasma
pneumoniae pertussis influenzae pneumoniae pneumophila pneumoniae

44* - - - - - -
45 - - - - - -
46 - - + +
47 - - + + - -

48* - - + +
49 - - - - - -
50 - - + - - -

51* - - - + - -
52 - - - - - -
53 - - +
54 - - -
55 - - -
56 - - -
57 - - - - - -
58 - - + - - -
59 - - + + - -
60 - - - - - -
61 - - - + - -
62 - - - - - -
63 - - + + - -
64 - - - - - -
65 - - - - - -
66 - - - + - -

67* - - - - - -
68 - - - - - -

69* - - - - - -
70 - - + - - -

71* - - - - - -

72* - - - - - -

73 - - - - - -
se nadaljuje
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nadaljevanje

§t. vzorca Chlamydophila Bordetella  Haemophilus  Streptococcus Legionella Mycoplasma
pneumoniae pertussis influenzae pneumoniae pneumophila pneumoniae
74* - - - - - -

75 - - + + - -
76 - - - + - -
77 - - + + - -
78 - - - - - -
79 - - - - - -
80 - - - + - -
81 - - - - - -
82* - - - - - -
83 - - - - - -
84 - - - - - -
85 - - + - - -
86 - - - - - -
87 - - + + - -
88 - - - + - -
89 - - - - - -
90 - - - - - -
91 - - - - - -
92 - - + - - -
93 - - - - - -
94 - - - +
95 - - + + - -
96 - - +
97 - - - - - -
98 - - - - - -
99 - - - +
100 - - + + - -
101 - - +
102 - - - - - -
103 - - - - - -
104 - - - - - -
105 - - - + - -
106 - - - + - -
107 - - + - - -
108 - - - + - -
109 - - - + - -
110 - - - + - -

Opomba: z * oznaceni vzorci imajo izmerjeno koncentracijo DNA manj kot 10 ng/ml
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Rezultati podani v tabeli so predstavljeni tudi grafi¢no na sliki 14.

M. pneumoniae
L. pneumophila
5. pneumoniae

H.influenzae
B. pertussis

C. pneumoniae

O 16 20 30 40 50 60 70 80 90 100

H- H+

Slika 14: Grafi¢na predstavitev rezultatov od¢itavanja na agarzonem gelu

Med 101 analiziranimi DNA-vzorci nismo zasledili prisotnosti bakterij M. pneumoniae, L.
pneumophila, B. pertussis in C. pneumoniae. Vzorce z nizko koncentracijo DNA
(<10 ng/ml) nismo vkljucili v grafiéno predstavitev. Petintrideset vzorcev je vsebovalo
DNA bakterije H. influenzae in predstavlja 36,7 % vseh predstavljenin DNA-vzorcev
bakterije S. pneumoniae smo potrdili v 50-ih primerih (49,5 %). Prisotnost DNA obeh

bakterij H. influenzae in S. pneumoniae smo potrdili v 24-ih primerih, kar ustreza 23,7 %

vseh rezultatov.
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4.5 BD BBL CRYSTAL™ IDENTIFICATION SYSTEMS, GRAM-POSITIVE ID
KIT

Z namenom, da bi preverili specifiénost uporabljenega hkratnega PCR testa, smo izbrali 19
nakljuénih gojis¢ krvnega agarja, poras¢enih z alfa-hemoliti¢nimi streptokoki, ki so porasli
iz vzorcev spodnjih dihal. Vrsto bakterije smo dolocili s pomo¢jo BD BBL Crystal™
Identification Systems, Gram-Positive ID Kit. Odc¢itek testa prikazuje slika 15.

& BD BBLCRYSTAL™

Gram-Positive ID System / BD BBLCRYSTAL GPELE S EHF c E
e t) ORBS, e 1]
o banid desrelcy By teagi i s i Oy
A B C D|E F 6

4

= D|E F 6 H 1 )
DB PHBHPPD S PR E) ) [ ]

FCT | FPM FTR FHO | TRE SUC ARA BGL PHO URE

2 DPHOPDEOEEO@P (]
FGC FGS FAR FGN | LAC MNT GLR PCE PAM ESC T

1DOEAECPOEDO

FVA FPY FGA FIS MAB MIT FRU PLN PGO ARG

el [s[e]s4

Organi
W

ol Becton, Dickinson and Company
7 Loveton Circie
Sparks, MD 21152 USA

Slika 15: Primer identifikacije streptokokov z metodo BD BBL Crystal™ Identification
System

Preglednica 5 prikazuje koncne identifikacije nakljuéno izbranih a-hemoliti¢nih kolonij na
naklju¢no izbranih plos¢ah krvnega agarja. Vse vzorce z bakterijsko DNA smo nato
nanesli tudi na agarozni gel in primerjali s pozitivno kontrolo testa Seeplex®™ PneumoBacter
ACE Detection. Pozitivni rezultat se je izrazil v obliki lise pri velikosti 349 bp — kar

sovpada z znacilnim DNA-fragmentom bakterije S. pneumoniae.
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Preglednica 5: Predstavitev rezultatov identifikacije streptokokov z uporabo BD BBL
Crystal™ Identification System in preverjenimi z metodo Seeplex® PneumoBacter ACE Detection

§t. vzorca BD BBL Crystal™ Identification  zanesljivost pozitiven rezultat S. pneumonium
Systems, Gram-Positive ID Kit podatka testa Seeplex® PneumoBacter
ACE Detection

1. S. vestibularis -

2. S. mitis 68 % -

3. Pediococcus pentosaccus 74 % +

4, S. sanguis group 71 % +

5. S. salivarius 99 % -

6. S. sanguis, 47 %, -
S. pneumoniae 52 %

7. S. oralis 81 % +
S. sanguis group 66 % -
S. oralis 74 % +

10. S. intermedius

11. Pediococcus pentosaccus, 71 %, +
S.sangius 17 %

12, S. intermedius 75 % -

13. S. parasangunis 99 % -

14. S. oralis 96 % +

15. S. intermedius, 63 %, -
S. oralis 31 %

16. S. intermedius, 63 %, +
S. oralis 31 %

17. S. sanguis 95 % -

18. S. vestibularis 99 % -

19. S. oralis 81 % -

Pozitivni rezultati so pripadali bakterijam identificiranim pod zaporedimi Stevilkami 3
(Pediococcus pentosaceus (P. pentosaceus), 4 (Streptococcus sanguis group (S. sanguis
group), 7 (S. oralis), 9 (S. oralis), 10 (Streptococcus intermedius (S. intermedius), 11 (P.
pentosaceus, Streptococcus sanguis), 14 (S. oralis) in 16 (S. intermedius, S. oralis).
Dodatno smo preverili 7 posameznih rezultatov, torej vse naStete z izjemo bakterije

P. pentosaceus, s specifi¢nim testom GenProbe™ AccuProbe Streptococcus pneumoniae.
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46  GenProbe® AccuPROBE Streptococcus pneumoniae

Rezultati hibridizacijskega testa AccuProbe Streptococcus pneumoniae so izrazeni v RLU
(angl. relative luminescence units). Glede na navodila proizvajalca testa ima pozitiven
rezultat vrednost > 50.000 RLU. Nacin izpisa rezultatov prikazuje slika 16, medtem ko so
v preglednici 6 navedeni rezultati hibiridizacijskega testa za 7 vzorcev z neujemajocimi se

rezultati.

--------
&
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Slika 16:Primer izpisa pri izvajanju metode GenProbe® AccuProbe Streptococcus pneumoniae

Preglednica 6: Rezultati preverjanja prisotnosti DNA S. pneumoniae

§t. BD BBL Crystal™ Identification Systems, Gram- pozitiven rezultat testa
vzorca Positive 1D Kit GenProbe® AccuProbe za S.

pneumoniae

S. sanguis group -
S. oralis -
S. oralis -
10. S. intermedius +
11. P. pentosaceus, S. sangius -
14. S. oralis -
16. S. intermedius, S. oralis -
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Prisotnost DNA bakterije S. pneumoniae je bila z metodo GenProbe® AccuProbe potrjena
le v vzorcu $tevilka 10. I1zolat iz omenjenega vzorca je bil identificiran z uporabo BD BBL

Crystal™ GP ID kit kot S. intermedius, vendar z neznano zanesljivostjo podatka.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

51 RAZPRAVA

Okuzbe dihal uvrS¢ajo med napogostejSa obolenja. Najpogostejsi povzroCitelj ZBP je
bakterija S. pneumoniae (40-68 % primerov), sledi H. influenzae (5-10 %), manj pogosto
jo povzro¢ajo M. pneumoniae, virusi, legionele, C. pneumoniae, aerobni, po Gramu
negativni bacili, S. aureus in proti meticilinu odporen S. aureus domacega okolja. Do 25 %
primerov ostane povzrocitelj okuzbe nepojasnen (Hoffken in sod, 2009; Forgie, 2009).
Pnevmokoki so vodilni povzrocitelji bakterijske pljucnice, gnojnega meningitisa,
bronhitisa, vnetja obnosnih votlin, vnetja srednjega uSesa, peritonitisa, bakteriemije in

sepse ter so vzrok umrljivosti po celem svetu (Fine in sod., 1996).

Molekularne metode se vse bolj uveljavljajo v diagnosti¢nih mikrobioloskih laboratorijih.
Ena takih metod je verizna reakcija s polimerazo (PCR) z za dolo¢en mikroogranizem
specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi, ki nam je lahko v pomo¢ tudi pri ugotavljanju
povzrociteljev atipi¢nih in virusnih pljucénic, za katere so metode klasi¢ne bakteriologije in
virologije dolgotrajne in pocasne. Nekatere bakterijske povzrocitelje namre¢ ne moremo
omogoca etiolosko diagnostiko v zacetni fazi bolezni (Musi¢ in Tomi¢, 1999; Template in

sod., 2005; KoroSec in sod., 2004).

Namen diplomskega dela je bil preizkusiti uporabnost komercialnega PCR-testa Seeplex™
PneumoBacter ACE Detection (Seegen, J. Koreja). V klini¢nih vzorcih, odvzetih v ¢asu
med 22. 3. in 14. 4. 2010, smo dokazovali prisotnost DNA tipi¢nih in atipi¢nih

povzrociteljev pljucnic.

Najvedji delez med kuzninami je predstavljal izmecek — 84 vzorcev (76 %). Aspirati
bronha, traheje, tubusa in zgornjih dihal so predstavljali od 4-6 % primerkov kuznine, bris
zrela smo odvzeli v treh primerih. Osredotocili smo se na izmecke, saj je to kuznina, Ki jo
je relativno enostavno pridobiti in je primerna za mikrobioloSko diagnostiko bakterijskih
okuzb spodnjih dihalnih poti (Loens in sod., 2009). Zal ne moremo vedno lo¢iti ali so

bakterije, katerih DNA smo izolirali resnicno tiste, ki povzrocijo bolezen, ali so le del
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obicajne flore ustne votline in zgornjih dihal (Jern in sod., 2005). Rezultate podkrepi tudi

preglednica 7, ki navaja gostoto in kolonizacijo povrSine ¢loveskega telesa.

Preglednica 7: Gostota in pojavljanje bakterij na povrSini telesa

nosna

bakterija . Zrelo
votlina

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus* + + +
Streptococcus mitis + ++
Streptococcus salivarius ++ ++
Streptococcus mutans* + ++
Enterococcus faecalis* +/- +
Streptococcus pneumoniae* +/- + +
Streptococcus pyogenes* + +
Neisseria sp. + ++ +
Neisseria meningitidis* + ++ +
Enterobacteriaceae*(Escherichia coli) +/- +/- +
Proteus sp. + + +
Pseudomonas aeruginosa* +/- +/-
Haemophilus influenzae* + + +
Lactobacillus sp. + ++
Clostridium sp.* +/-
Corynebacteria ++ + +
Mycobacteria +/- +/-
Actinomycetes + +
Spirochetes + ++
Mycoplasmas + +

++ = skoraj 100 %; + = pogosto (priblizno 25 %); +/- = redko (manj kot 5 %); * = potencialni patogen

V tabeli so odebeljeno oznacani patogeni, ki so omenjeni v diplomski nalogi.

Izmerjene koncentracije DNA v kuzninah so variirale od manj kot 10 ng/ml pa do najve¢
6900 ng/ml. ManjSe koncentracije od 10 ng/ml z metodo kvantifikacije nukleinskih kislin z
Qubit™ fluorometrom ne moremo zaznati. Metoda ima specifi¢no obmocje delovanja in za
koncentracije DNA, nizje od 10 ng/ml, ni kvalificirana (www.invitrogen.com). Pridobljene
rezultate elektroforeze vzorcev, ki ne presegajo spodnje mejne koncentracije DNA v

vzorcu, ne moremo primerno interpretirati. V devetih primerih (3 izpirki bronha,
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3 izmeceki, 2 aspirata tubusa in 1 aspirat traheje) je bila izmerjena koncentracija DNA
izven merljivega obmocja, kar predstavlja 8 % vseh izmerjenih koncentracije DNA.
Izmerjena koncentracija DNA v vzorcu variira zaradi natan¢nosti postopka izolacije in

kvalitete samega vzorca.

Med 101 analiziranimi DNA-vzorci nismo zasledili nobenega primera okuzbe z
bakterijami M. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis in C. pneumoniae, zato ne
moremo sklepati 0 zanesljivosti PCR-testa Seeplex® PnemoBacter za ugotavljanje
atipi¢nih povzrociteljev pljucnic. Hospitalizacije zaradi ZBP, ki bi jo povzrocile atipi¢ne
bakterije (izjema je L. pneumophila) so redkejse, zato je bilo mozno pricakovati, da v

danem obdobju vzor¢enja ne bomo ujeli vzorcev bolnikov z atipi¢no pljucnico.

V nadaljevanju diplomske naloge smo se osredotoCili na zanesljivost metode pri
identifikaciji bakterije S. pneumoniae in razlikovanje te vrste od drugih zelene¢ih
streptokokov. 19 naklju¢nih izolatov zelenecih streptokokov, izoliranih iz izmeckov
bolnikov, smo dolo¢ili z uporabo BD BBL Crystal™ Identification Systems,
Gram-Positive ID Kit, nato pa nanesli na agarozni gel in primerjali s pozitivho kontrolo
testa Seeplex” PneumoBacter ACE Detection. Pozitivni rezultat se je izrazil v obliki lise
pri velikosti 349 bp — kar sovpada z znacilno velikostjo DNA-fragmenta bakterije

S. pneumoniae.

Pozitivni rezultati testa Seeplex® PneumoBacter ACE Detection so pripadali bakterijam
identificiranimi pod zaporedimi Stevilkami 3 (P. pentosaceus), 4 (S. sanguis group), 7
(S. oralis), 9 (S. oralis), 10 (S. intermedius), 11 (P. pentosaceus, S. sangius), 14 (S. oralis)
in 16 (S. intermedius, S. oralis). Vseh 7 pozitivnih rezultatov, z izjemo bakterije
P. pentosaceus, smo dodatno preverili s specificnim testom za doloCanje bakterije
S. pneumoniae - GenProbe® AccuProbe Streptcoccus pneumoniae. Prisotnost DNA
bakterije S. pneumoniae je bila z metodo GenProbe® AccuProbe Streptococcus

pneumoniae potrjena le v vzorcu Stevilka 10.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da test Seeplex® PneumoBacter ACE detection ni dovolj

specifiéna metoda za potrjevanje prisotnosti bakterije S. pneumoniae v vzorcu, saj So Sse
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rezultati izkazali kot lazno pozitivni. Vzork lahko i§¢emo v podobnosti in sorodstvu med
ve¢imi vrstami zeleneCih streptokokov. Dve transformirajo¢i Skupini zelenecih
streptokokov, S. mitis in S. oralis, sta v bliznjem sorodstvu z bakterijo S. pneumoniae.
Zaradi podobnosti je bila identifikacija vedno tezavna (Whiley and Beighton, 1998).
Zaporedje nukleotidov 16S rRNA, ki je znacilno za S. mitis in S. oralis, je v 99 %
identi¢no zaporedju S. pneumoniae (Kawamura in sod., 1995). Ker se vse omenjene
bakterije pojavljajo v ustni votlini, oportunistitno patogena bakterija S. pneumoniae
obcasno, S. mitis in S. oralis pa skoraj vedno, je zelo pomembno, da jih znamo
identificiratii in razloCevati med sabo, saj je od vrste streptokoka odvisno zdravljenje

(Whatmore in sod., 2000).
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5.2

SKLEPI

Zaradi tezavnega in/ali dolgotrajnejSega gojenja bakterij M. pneumoniae,
L. pneumophila, B. pertussis in C. pneumonia je metoda hkratne verizne reakcije s
polimerazo (PCR) zelo primerna za ¢asovno ustrezno diagnostiko bolnikov z
zunajbolnis$ni¢no pljuénico (ZBP) v akutni fazi bolezni.

Izvedba testa hkratne PCR Seeplex® PneumoBacter ACE detection je enostavna,
hitra in ponovljiva.

Izmecek je kuznina, ki jo pridobimo relativno enostavno in je primerna za klasi¢no
bakteriolosko diagnostiko bakterijskih okuzb spodnjih dihalnih poti kot, tudi za
metodo hkratne PCR.

Metoda hkratne PCR Seeplex® PneumoBacter ACE detection ni zadosti specifi¢na
metoda za potrjevanje prisotnosti bakterije S. pneumoniae v vzorcu. PCR-metoda
Seeplex® PneumoBacter ACE Detection ni vrstno specifiéna za S. pneumoniae.
Med 101 analiziranimi DNA-vzorci nismo zasledili nobenega primera okuzb z
bakterijami M. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis in C. pneumonia, zato ne
moremo sklepati 0 zanesljivosti PCR-testa Seeplex® PnemoBacter za ugotavljanje

atipinih povzrociteljev pljucnic.
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6 POVZETEK

Zaradi nesmotrne in pretirane uporabe protimikrobnih zdravil, se je med mikroorganizmi
pojavila odpornost proti tem zdravilom. Da bi zmanj$ali Sirjenje odpornosti bakterij proti
antibiotikom, je najpomembneje vedeti, ali gre v resnici za okuzbo, poznati moramo
povzrocitelja in obcutljivost teh bakterij za antibiotike. Povzrocitelja okuzbe in obcutljivost
bakterij za antibiotike lahko ugotovljamo s klasi¢no bakteriolosko diagnostiko s pomocjo
gojenja. Bakterijske povzrocitelje okuzb lahko dolo¢imo tudi z uporabo molekularnih
metod, ki se vse bolj uveljavljajo v diagnosticnih mikrobioloskih laboratorijih. Ena takih
metod je verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction - PCR), s katero
lahko v kratkem c¢asu s specificnimi oligonukleotidnimi zacetniki pomnozimo Vveliko

Stevilo kopij Zeljene DNA.

Najpogostejsi povzroCitel] ZBP je bakterija S. pneumoniae (40-68 % primerov), sledi
H. influenzae (5-10 %), manj pogosto pa jo povzro¢ajo M. pneumoniae, virusi, legionele,
C. pneumoniae, aerobni, po Gramu negativni bacili, S. aureus in proti meticilinu odporen

S. aureus domacega okolja (angl. methicillin-resistant S. aureus - MRSA).

Z naso raziskavo smo Zeleli ugotoviti uporabnost komercialnega PCR-testa Seeplex®
PneumoBacter ACE Detection (Seegen, J. Koreja) za dokazovanje prisotnosti tipi¢nih in
atipi¢nih povzrociteljev plju¢nice. Pomembno nam je bilo, ali je metoda zanesljiva, dovolj
obcutljiva in specifi¢na za identifikacijo S. pneumoniae in razlikovanje te vrste od drugih
zelenecih streptokokov. Zanimalo nas je, kakSne so prednosti hkratne PCR-metode v

primerjavi z rutinskimi laboratorijskimi metodami dolo¢anja respiratornih patogenov.

Iz 110 vzocev kuznin smo izolirali nukleinske Kisline. Osamitev smo izvedli s pomog¢jo
QIAGEN - QlAamp DNA Mini Kit. Vsaki kuznini smo izmerili koncentracijo DNA s
fluorometrom Qubit™, rezultati pa so variirali od manj kot 10 ng/ml pa do najvec
6900 ng/ml. V devetih primerih je bila izmerjena koncentracija DNA izven merljivega
obmocja, kar predstavlja 8 % vseh izmerjenih koncentracije DNA. Za pomnoZevanje in za
dokazovanje DNA povzroditeljev plju¢nic smo uporabili test Seeplex® PneumoBacter

ACE detection. PCR-produkt smo nato nanesli na 2 % agarozni gel in zagnali postopek
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elektroforeze. Med 101 analiziranimi DNA-vzorci nismo zasledili nobenega primera

okuzbe z bakterijami M. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis in C. pneumoniae.

Osredotocili smo se na zanesljivost metode pri identifikaciji bakterije S. pneumoniae in
razlikovanje te vrste od drugih zeleneCih streptokokov. Vrsto naklju¢no izbranih izolatov
zelenecih streptokokov smo dolocili s pomoc¢jo BD BBL Crystal™ Identification Systems,
Gram-Positive 1D Kit. Rezultate smo primerjali s pozitivno kontrolo testa Seeplex®
PneumoBacter ACE Detection — ali je kaj sovpadalo z znacilno velikostjo DNA-fragmenta
bakterije S. pneumoniae. Pozitivne rezultate testa Seeplex® PneumoBacter ACE Detection
smo dodatno preverili s specifiécnim testom za doloCanje bakterije S. pneumoniae -
GenProbe® AccuProbe  Streptococcus pneumoniae. Prisotnost DNA  bakterije
S. pneumoniae je bila z metodo GenProbe® AccuProbe Streptococcus pneumoniae potrjena

le v vzorcu Stevilka 10.

Iz rezultatov sklepamo, da test Seeplex® PneumoBacter ACE detection ni zadosti
specifiéna metoda za potrjevanje prisotnosti bakterije S. pneumoniae v vzorcu, saj SO se
nekateri rezultati izkazali kot lazno pozitivni. Dve transformirajo¢i skupini zelenecih
streptokokov — S. mitis in S. oralis, sta v bliznjem sorodstvu z bakterijo S. pneumoniae,
zato je bila identifikacija vedno tezavna. Metoda PCR Seeplex® PneumoBacter ACE
Detection torej tudi ni vrstno specificna za S. pneumoniae. Zaradi tezavnega in/ali
dolgotrajnejSega gojenja bakterij M. pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis in
C. pneumonia pa je metoda hkratne PCR zelo primerna za ¢asovno ustrezno diagnostiko
bolnikov z ZBP v akutni fazi bolezni. Izvedba testa hkratne PCR Seeplex® PneumoBacter

ACE detection je enostavna, hitra in ponovljiva.
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PRILOGA

Priloga A: Nabor vzorcev, tipi kuznin in

gostota DNA v vzorcu

1 Izmecek 67,4
2 Izmecek 161
3 Izmecek 491
4 Izmecek 98,2
5 aspirat traheje 434
6 Izmecek 70,8
7 aspirat tubusa 3090
8 aspirat zg. dihal 1540
9 Izmecek 156
10 Izmecek 309
11 Izmecek 387
12 Izmecek 161
13 Izmecek 130,8
14 Izmedek 1574
15 Izmecek 1080
16 Izmecek 784
17 Izmecek 44
18 Izmecek 1936
19 Izmecek 4800
20 Izmecek 6900
21 Izmecek 1290
22 Izmecek 1870
23 Izmedek 1258
24 aspirat traheje 99,4
25 Izmecek 566
26 Izmedek 248
27 Izmecek 1046
28 Izmecek 63,6
29 aspirat zg. dihal 3660
30 aspirat zg. dihal 117
31 aspirat tubusa 128,4
32 Izmecek 1896
33 aspirat tubusa 1054
34 Izmecek 380
35 Izmecek 116
36 Izmecek 1984
37 Izmecek 2540
38 Izmecek 3680

§t. vzorca  tip kuZnine

39 Izmecek 764
40 lzmecek 1420
41 Izmecek 1444
42 Izmecek 1620
43 aspirat tubusa 264
44 aspirat bronha <10
45 Izmecek 506
46 Izmecek 964
47 Izmecek 2920
48 Izmecek <10
49 Izmecek 550
50 Izmecek 700
51 Izmecek <10
52 Izmecek 704
53 Izmecek 2040
54 Izmecek 3300
55 Izmecek 1102
56 Izmecek 630
57 Izmecek 1258
58 Izmecek 502
59 bris Zrela 848
60 aspirat zg. dihal 64
61 Izmecek 3760
62 Izmecek 994
63 Izmecek 3600
64 Izmecek 1076
65 aspirat traheje 374
66 Izmecek 1652
67 aspirat tubusa <10
68 Izmecek 56
69 Izmecek <10
70 Izmecek 1090
71 aspirat traheje <10
72 aspirat tubusa <10
73 Izmegek 151,6
74 aspirat bronha <10
75 Izmecek 3860
76 Izmecek 41
77 Izmecek 2480
78 Izmecek 420
79 Izmecek 404
80 aspirat zg. dihal 84,2
81 aspirat bronha 197
82 aspirat bronha <10
83 [zmecek 100,8
84 Izmecek 976




§t. vzorca  tip kuZnine

85 aspirat tubusa 1792
86 aspirat zg. dihal 554
87 Izmecek 1748
88 Izmecek 117,6
89 Izmecek 1058
90 aspirat bronha 264
91 Izmecek 660
92 Izmecek 390
93 Izmecek 342
94 Izmecek 124
95 Izmecek 2380
96 Izmecek 174,2
97 Izmecek 5320
98 Izmecdek 1060
99 Izmecek 424
100 Izmecek 524
101 Izmecdek 1038
102 Izmecek 1304
103 Izmecek 544
104 aspirat zg. dihal 88,2
105 Izmecek 3040
106 Izmecek 792
107 Izmecek 952
108 Izmecek 530
109 bris zrela 4000
110 bris zrela 4880




