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Al Gliva Cryptococcus neoformans je bazidiomicetna kvasovka, ki v zadnjem ¢asu vzbuja

v mikrobioloski in medicinski javnosti Cedalje ve¢je zanimanje. Je oportunisticni
patogen, povzrocitelj kriptokokoze, ki se najpogosteje odraza v vnetju mozganskih
ovojnic in Stevilnih drugih klini¢nih manifestacijah. VV Sloveniji populacija C.
neoformans se ni bila molekularno — biolosko raziskana, kar je v nasprotju z globalnim
trendom, ki z opredelitvijo serotipov, paritvenih tipov in genotipov v posameznih
drzavah pripomore k razumevanju sestave in dinamike kriptokokne populacije ter
virulence posameznih tipov C. neoformans. Namen nase raziskave je bil opredeliti
serotipe, genotipe in paritvene tipe populacije C. neoformans v Sloveniji, z uporabo
molekularne tipizacijske metode dolzinski polimorfizem restriksijskih fragmentov
(AFLP) ter na podlagi dendrogramov opredeliti sorodnost med posameznimi izolati. V
raziskavo smo vkljucili seve C. neoformans, ki so bili osamljeni iz razli¢nih kuznin v
Laboratoriju za diagnostiko glivicnih infekeij, InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, med leti 1998 in 2016.
Skupno Stevilo bolnikov pri katerih je bila osamljena gliva C. neoformans je bilo 19, v
razisakvo je bilo vklju¢eno 46 sevev. Najvec izolatov (63,0 %) smo uvrstili v serotip
D oz. genotip AFLP2/VNIV, 34,8 % izolatov v serotip A oz. genotip AFLP1/VNI in
2,2 % izolatov v serotip AD oz. genotip AFLP3/VNIII. 95,7 % vseh izolatov pripada
paritvenemu tipu a.
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The fungus Cryptococcus neoformans is a basidiomycete yeast, which is raising an
increasing interest in microbiological and medical public in recent times. It is an
opportunistic pathogen, the cause of cryptococcosis, which is reflected in the
inflammation of the meninges and many other clinical manifestations. In Slovenia the
population of C. neoformans has not yet been molecular - biologically explored,
which is in contrast to global trends. The definition of the serotypes, mating types and
genotypes in each country contributes to the understanding of the structure and
dynamics of cryptococcal population and virulence of certain C. neoformans types.
The aim of our study was to identify the serotypes, mating types and genotypes of C.
neoformans population in Slovenia with the use of molecular typing method AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) and to identify similarities between
different isolates on the basis of dendrograms. The study included samples of
different specimens from the Laboratory for diagnosis of fungal infections of the
Institute of Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, University of
Ljubljana, where the fungus C. neoformans were isolated between 1998 and 2016.
The total number of patients whose samples were used in the study was 19, all
together we have tested 46 samples. Most of the isolates (63.0%) were included in the
serotype D, respectively genotype AFLP2/VNIV, 34.8% of isolates of serotype A,
respectively genotype AFLP1/VNI and 2.2% of isolates serotype AD, respectively
genotype AFLP3/VNIIL 95.7% of the isolates belong to mating type a.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AFLP dolzinski polimorfizem pomnozenih fragmentov (angl. Amplified
Fragment Lenght Polymorphism)

AT aspirat traheje

BAL bronhoalveolarni izpirek

DOPA 3,4-dihidroksifenilalanin (angl. 3,4-dihydroxyphenylalanine)

ELISA encimsko imunski test (angl. Enzyme - Linked Immuno Sorbent Assay)

GXM glukuronoksilomanan (angl. Glucuronoxylomannan)

HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. Human Immunodeficiency
Virus)

MALDI - TOF ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo (angl. Matrix - Assited Laser
Dessorption/Inonization Time of Flight Mass Spectrometry)

MLEE multilokusna encimska elektroforeza (angl. Multi - Locus Enzyme
Electrophoresis)

MLMT multilokusno mikrosatelitsko tipiziranje (angl. Multilocus Microsatellite
Typing)
MLST tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (angl. Multi - Locus

Sequence Typing)
PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. Polimerase Chain Reaction)

RAPD naklju¢na amplifikacija polimorfne DNA (angl. Random Amplification
of Polymorphic DNA)

RFLP polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction
Fragment Lenght Polymorphism)

SABA Sabouradovo gojisce
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1 UVvOD

Inkapsulirana bazidiomicetna kvasovka Cryptococcus neoformans, povzrociteljica
kriptokokoze, lahko povzro¢i smrtno nevarne okuzbe, med katere v prvi vrsti sodi
meningoencefalitis (Hagen in sod., 2012). Kriptokokoza ima visoko incidenco zlasti pri
bolnikih okuzenih z virusom humane imunske pomanjkljivosti (HIV), ter pri drugih z
drugimi osnovnimi boleznimi, ki imajo okrnjen imunski odziv zaradi drugih vzrokov
(zdravljenje s presaditvijo organov in krvotvornih mati¢nih celic, kemoterapija, bioloska
zdravila) (Hagen in sod., 2012). Sprva so bile okuzbe s C. neoformans bolj redke, Sele s
pojavom pandemije virusa HIV v zacetku 80. let 19. stoletja, je priSlo posledi¢no do
porasta okuzb s C. neoformans (Bovers in sod., 2008a). Letno skoraj milijon okuZenih z
virusom imunske pomanjkljivosti razvije kriptokokozo. Kriticno je predvsem obmocje
Podsaharske Afrike, kjer vecina bolnikov umre zaradi nedostopnosti do antiretrovirusnega

in drugega zdravljenja (Park in sod., 2009).

Glede na trenutne taksonomske razvrstitve, rod Cryptococcus steje vec kot 50 vrst, vendar
sta le vrsti C. neoformans in C. gatti pogost vzrok kriptokoknih bolezni pri ljudeh in
zivalih. Vrsta C. gattii je bila priznana kot primarni patogen, C. neoformans pa kot
povzrocitelj oportunistiénih okuzb. Slednja vrsta je razdeljena na dva seroloska tipa, Ki
ustrezata vsak svoji vrsti, in sicer C. neoformans - serotip A in C. deneoformans - serotip
D. C. neoformans var. gattii (serotipa B in C), so opredelili kot loceno vrsto, ki so jo
poimenovali C. gattii (Bovers in sod., 2008a). Znotraj vrst C. neoformans in C. gattii se
pojavlja skupno devet genotipov, ki se med seboj razlikujejo glede na geografsko

porazdelitev, serotipe in ekoloski izvor (Boekhout in sod., 2001; Bovers in sod., 2008a).

Zivljenjski cikel obeh patogenih vrst je sestavljen iz vegetativne in spolne faze rasti, z
dvema znacilnima paritvenima tipoma a in a (MATa in MATa) (Cogliati, 2013). Obstoj
spolnega razmnozevanja je pomembna lastnost za Sirjenje genetske variabilnosti glive, kar
povecuje verjetnost za razvoj in ohranjanje patogenih lastnosti (Kozubowski in Heitman,
2012).
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Opredelitev seroloskih tipov, paritvenih tipov in genotipov izolatov glive C. neoformans
pripomore Kk razumevanju sestave in dinamike kriptokokne populacije in virulence

posameznih tipov C. neoformans.

1.1 NAMEN DELA

e Genotipizacija populacije Cryptococcus neoformans v Sloveniji.

1.2 HIPOTEZE

e Predvidevamo, da so v Sloveniji prisotni genotipi AFLP1/VNI, AFLP2/VNIV in
AFLP3/VNIII.

e Predvidevamo, da so posamezni bolniki okuzeni z genotipsko unikatnim sevom.

e Predvidevamo, da je pri bolnikih z dolgotrajno okuzbo prisotnih ve¢ genotipsko

razli¢nih sevov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OSNOVNE ZNACILNOSTI GLIVE Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans je bazidiomicetna Klinicno pomembna vrsta kvasovke, Ki
povzroca infekcije pri zivalih in ljudeh skoraj na vseh podro¢jih sveta (Viviani in
Tortorano, 2009). Je predstavnik rodu Cryptococcus, oziroma Filobasidiella (spolna oblika
razmnozevanja), ki ga uvr§€amo v druzino Tremellaceae, red Tremellales in razred
Tremellomycetes (NCBI, 2015). Rod Cryptococcus je polifiletski rod, ki vkljucuje ve¢ kot
50 vrst okoljskih kvasovk (Bogovic, 2015; Mitchell, 2013; Viviani in Tortorano, 2009). C.
neoformans in C. gattii sta za ¢loveka edini patogeni vrsti iz rodu Cyptococcus, zaradi
njune edinstvene sposobnosti rasti pri 37 °C. Ob¢asno lahko povzrodajo okuzbe pri ljudeh

tudi druge vrste, kot so C. albidus, C laurentii in C. curvatus (Viviani in Tortorano, 2009).

Mikroskopsko so celice glive C. neoformans brste¢e kvasovke, sferi¢no ovalnih oblik,
obdane s polisaharidno kapsulo, katere velikost je odvisna od genetike in pogojev rasti
(prehranjevanje, vsebnost CO, v okolju, temperatura). Premer celice kvasovke variira med
2 in 5 pum pri sevih brez kapsule, oziroma pri slabo kapsuliranih sevih. Pri mocno
kapsuliranih sevih se premer giblje med 30 in 80 um. V naravi in pri osamitvi ima vecina
sevov tanko kapsulo, medtem ko so za seve, ki okuZijo tkivo znacilne debele kapsule. C.
neoformans raste aerobno pri temperaturi med 25 in 37 °C. Na klasi¢nih mikrobiologkih

.....

Tortorano, 2009).

C. neoformans je ubikvitaren mikroorganizem, kar pomeni, da se pojavlja po vsem svetu.
To vrsto v naravi zlahka osamimo iz suhih golobjih iztrebkov, dreves in tal, ki so zaradi
pti¢jih iztrebkov bogata z dusikom. V ugodnih pogojih lahko prezivi tudi do dve leti. C.
gattii je manj pogosta vrsta in je bolj kozmopolitska kot se je sprva mislilo. Poleg
evkaliptov, so kot ekolosko niSo prepoznali tudi nekatere sredozemske rastline. Znacilna je
predvsem za tropska in subtropska obmocja ter za mediteranska geografska podrocja. Obe
vrsti povzrocata kriptokokozo, ki je posledica vdihavanja izsuSenih blastokonidijev in

manjsih bazidiospor (Viviani in Tortorano, 2009).
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Za razliko od C. gattii, ki v 70 - 80 % povzroca bolezen pri imunsko zdravih osebah
(ve¢inoma povzroca pljuénico) (Bogovi¢, 2015), je C. neoformans oportunisti¢na patogena
gliva, ki povzro¢a okuzbe pri imunsko oslabljenih osebah (Mitchell, 2013; Viviani in
Tortorano, 2009). Najpogosteje zbolijo bolniki okuzeni z virusom HIV, ogroZzene pa so
tudi osebe po presaditvi organov, bolniki na dolgotrajni terapiji z glukokortikoidi in bolniki
z razli¢nimi rakavimi obolenji. Pri sicer zdravih osebah poteka okuzba v vecini primerov
brez simptomov in znakov (Bogovi¢, 2015). Skoraj popolna odsotnost vrste C. gattii pri
bolnikih okuzenih z virusom HIV, kaze na veliko razliko v mehanizmu virulence v

primerjavi z vrsto C. neoformans (Speed in Dunt, 1995).

2.2 SEROTIPI, GENOTIPI, PARITVENI TIPI GLIVE C. neoformans

2.2.1 Serotipi

Ustrezno prepoznavanje vrst je v biologiji pomembno, saj tako lazje opredeljujemo
patogenost, odpornost in virulentnost mikroorganizma. Pri C. neoformans so priceli
kompleksen pojem bioloSke vrste uporabljati s pricetkom opazovanja parjenja (Kwon -
Chung, 1975).

Vrsti C. neoformans in C. gattii lo¢imo na podlagi Stevilnih razlik, ki vkljucujejo
geografsko porazdelitev, ekolosko niSo, epidemiologijo, patobiologijo, klini¢no sliko in
molekularne znacilnosti (Cogliati, 2013). Vrsta C. neoformans se dalje razdeli na dva
seroloska tipa znotraj vrste, in sicer C. neoformans, ki predstavlja serotip A in C.
deneoformans, serotip D. Prav tako obstaja tudi AD hibrid med obema seroloskima tipoma
(Lengeler in sod., 2001). Vrsta C. gatti je klasificirana v dva razli¢na serotipa, serotip B in
serotip C (Bartlett in sod., 2012). Delitev sort glive C. neoformans na serotipe je prikazana
na sliki 1. Serotipe izolatov dolo¢imo s PCR analizo gena RUM1 (Arsic - Arsenijevic in
sod., 2014).
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Rod Cryptococcus

Cryptococcus gattii
(serotip B in C)

Cryptococcus neoformans

C. neoformans (serotip A)

C. deneoformans
(serotip D)

Slika 1: Sorte Cryptococcus neoformans in pripadajoci serotipi (Lengeler in sod., 2001).

2.2.2 Genotipi

Genotipizacija izolatov patogene glive C. neoformans, predlaga precej$nje genetsko
razhajanje med C. neoformans in C. deneoformans na eni, in C. gattii na drugi strani
(Boekhout in sod., 2001). Znotraj vrst C. neoformans in C. gattii je trenutno poznanih
devet molekularnih genotipov. Vrsta C. neoformans se razdeli na genotipe VNI, VNII,
VNB, VNIII in VNIV, znotraj vrste C. gattii pa so znacilni genotipi VGI, VGII, VGIII in
VGIV (preglednica 1). Za genotipizacijo kriptokokov se uporabljajo razliéne molekularne
tipizacijske metode, vendar pa je najpogosteje uporabljena tipizacijska metoda AFLP
(dolzinski polimorfizem pomnozenih fragmenotov), ki ima pred ostalimi §tevilne prednosti

(Cogliati, 2013).

Skupno se znotraj vrst C. neoformans in C. gattii pojavlja devet AFLP genotipov
(preglednica 1) (Bovers in sod., 2008b). C. neoformans uvrs¢amo v AFLP genotip 1, C.
deneoformans v AFLP genotip 2, hibrid obeh omenjenih vrst pa v AFLP genotip 3.
Genotip AFLP1 se razdeli Se na dva podtipa, in sicer genotip AFLP1A in AFLP1B. Sevi C.
gattii pripadajo AFLP genotipom 4, 5, 6 in 7. Medvrstnemu hibridu med C. gattii in C.
deneoformans pripisujemo AFLP genotip 8, hibridu med C. gattii in C. neoformans pa
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genotip 9 (Bovers in sod., 2008b). Genotipizacija sevov Cryptococcus spp. nam omogoca
ugotoviti ali je kriptokokoza povzro¢ena z enim genotipom ali predstavlja socasno okuzbo

z dvema ali ve¢ genotipi (Guinea in sod., 2010).

Preglednica 1: Vrste Cryptococcus neoformans in Cryptococcus gattii s pripadajo¢imi serotipi., AFLP
genotipi in molekularnimi genotipi (Bovers in sod., 2008b; Cogliati, 2013).

Vrsta Serotip AFLP genotip Molekularni genotip
C. neoformans A AFLP1 VNI
C. neoformans A AFLP1A VNB ali VNII
C. neoformans A AFLP1B VNB ali VNII
C. deneoformans D AFLP2 VNIV
C. neoformans x C. AD AFLP3 VNIII
deneoformans
C. gattii BaliC AFLP 4 VGI
C. gattii BaliC AFLPS5 VGII
C. gattii BaliC AFLP6 VGlII
C. gattii BaliC AFLP7 VGIV
C. gattii x C. BaliC AFLP8 /
deneoformans
C. gattii x C. BaliC AFLP9 /
neoformans

Legenda kratic: AFLP genotip — genotip dolo¢en z molekularno metodo dolZinski polimorfizem

pomnoZenih fragmentov (ang. Amplified Fragment Lenght Polymorphism).

2.2.3 RazmnoZevanje (parjenje) in paritveni tipi

Zivljenjski cikel C. neoformans je sestavljen iz vegetativne in spolne faze rasti, kar
imenujemo dimorfni prehod med haploidno obliko kvasovke in diploidno hifo. Najbolj
raz$irjena oblika v naravnem okolju in klini¢nih izolatih je enoceli¢na brsteca kvasovka, ki
se razmnozuje vegetativno z mitoticnimi delitvami (Kozubowski in Heitman, 2012;
Lengeler in sod., 2001).

Poleg nespolnega, vegetativnega razmnozevanja, je za glivo C. neoformans znacilen tudi
spolni cikel razmnozevanja (slika 2). Obstajata dva paritvena tipa kvasnih celic, in sicer
paritveni tip a in paritveni tip a, katera doloca enotni MAT lokus z dvema aleloma (Hull in

Heitman, 2002). Med haploidno fazo rasti celice dolo¢enega paritvenega tipa zaznajo
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celico nasprotnega paritvenega tipa. Celice med parjenjem proizvajajo filamentozno
strukturo, imenovano konjugacijska cev, ki se usmeri proti paritvenemu partnerju. Po
celi¢ni fuziji se ustvari dikariontski micelij, sestavljen iz filamentov, za katere so znacilna
nekondenzirana starS§evska jedra in sponéne povezave. Pod ustreznimi pogoji v okolju, se
konice teh filamentov razvijejo v nabrekle celice, imenovane bazidiji. V tej novo nastali
strukturi pride do zlitja jeder (kariogamije), ki mu sledi mejoza, preko katere nastanejo Stiri
haploidna jedra. Haploidna jedra se v nadaljevanju mitotsko delijo in brstijo izven bazidija,
pri Cemer ustvarijo Stiri dolge verige bazidiospor. Te spore kalijo in proizvajajo
vegetativne kvasne celice. Diploidna faza C. neoformans je obicajno prehodna in je

vecinoma okoljska, klini¢ni izolati pa so obic¢ajno haploidni (Lengeler in sod., 2001).

Poleg parjenja med nasprotnimi paritvenimi tipi, pri C. neoformans poznamo tudi
istospolno parjenje med enakimi paritvenimi tipi, ki se imenuje monokariontska ali
haploidna rodnost (Wickes in sod., 1996). Podobno kot pri parjenju med nasprotnimi
paritvenimi tipi, tudi haploidna rodnost vodi v oblikovanje hif in nastanka bazidijev in
trosov. Filamenti so pri tej vrsti parjenja monokariontski in spon¢ne povezave niso zlite
(Kozubowski in Heitman, 2012).

Parjenje je mozen vir hibridnih vrst C. neoformans. Hibridi se najpogosteje oblikujejo med
serotipi A in D enakih ali nasprotnih paritvenih tipov (¢ADa, aADa, aADa) in so klini¢no
zelo pomembni. Obstajajo tudi porocila o krizancih razli¢nih sevov istega serotipa (0 AAa)
in kriZzanci med serotipi razli¢nih vrst C. neoformans in C. gattii (Kozubowski in Heitman,
2012).
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Slika 2: Spolno razmnozevanje med paritvenimi tipi istega in nasprotnega tipa (Kozubowski in Heitman,
2012).

2.3 TIPIZACIA KRIPTOKOKOV

Uporabljajo se Stevilne molekularne tipizacijske metode, za razlikovanje razli¢nih
podskupin znotraj posamezne vrste iz rodu Cryptococcus, in sicer; multilokusna encimska
elektroforeza (MLEE), tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST), veriZzna
reakcija s polimerazo (PCR), naklju¢na amplifikacija polimorfne DNA (RAPD),
polimorfizem dolzin pomnozenih fragmentov (AFLP), polimorfizem dolzin restrikcijskih
fragmentov (RFLP), multilokusno mikrosatelitsko tipiziranje (MLMT) in tipizacija z
masno spektrometrijo (MALDI-TOF) (Cogliati, 2013).

Kljub temu, da obstajajo Stevilne molekularne tehnike za identifikacijo in genotipizacijo C.
neoformans in C. gattii, so se le metode PCR, AFLP in MLST izkazale kot uspesne za
izdelavo primerljivih rezultatov. Najpogosteje se uporablja tipizacijska metoda AFLP, ki
ima pred ostalimi Stevilne prednosti (Cogliati, 2013).
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2.3.1 Metoda AFLP za tipizacijo Cryptococcus spp.

Dolzinski polimorfizem pomnozenih fragmentov (AFLP) je metoda, ki se najpogosteje
uporablja za raziskavo genetske strukture in epidemioloskih odnosov, pri izbranih izolatih
kriptokokov (Boekhout in sod., 2001). Zdruzuje metodo RFLP in fleksibilno tehnologijo,
ki temelji na selektivnem PCR namnozevanju restrikcijskih fragmentov, ki so produkt
razreza genomske DNA z restrikcijskimi endonukleazami. Stopnja variabilnosti med
organizmi je doloCena z odkrivanjem razlik v prepoznavnih mestih restrikcijskih encimov,
Ki nastanejo s spremembami v zaporedju nukleotidov (Vos in sod., 1995). AFLP tehnika se
uporablja za istoCasno vizualizacijo ve¢ sto pomnozenih restrikcijskih fragmentov DNA.
Vzorci namnozenih fragmentov se lahko uporabljajo v namen spremljanja identitete izolata
ali za preverjanje stopnje podobnosti med razliénimi izolati iz rodu Cryptococcus.
Polimorfizmi omogocajo genotipizacijo posameznih vrst in razlikovanje med njimi na

podlagi razlik alelov (Applied Biosystems, 2010; Vos in sod., 1995).

Vloga AFLP tehnike v mikrobni tipizaciji vkljucuje diferenciacijo in sledenje izjemno
sorodnih mikrobov in lo¢evanje na nivoju vrste ali nizje. AFLP tehnika omogoca visoko
lo¢ljivost pri genotipizaciji za taksonomsko aplikacijo, odkrivanje polimorfizmov v
raziskavah evolucije genoma, doloCitev povezanosti patogenih organizmov Vv
epidemioloskih S$tudijah, mapiranje kloniranih fragmentov bakterij in kvasovk v umetnih

kromosomih (Applied Biosystems, 2010).

Glavna prednost metode AFLP pred ostalimi tipizacijskimi metodami je zahtevana majhna
kolicina DNA. Metoda AFLP zaradi uporabe le dveh vrst oligonukleotidnih zacetnikov,
omogoc¢a dobro primerljivost in ponovljivost rezultatov, kar je v nasprotju z RAPD
tipizacijsko metodo, pri kateri se uporablja ve¢ samostojnih oligonukleotidnih zacetnikov.
To vodi v slabSo primerljivost in ponovljivost rezultatov. Prednost je tudi v visoki
lo¢ljivosti, zaradi strogih pogojev metode PCR. Tehnika AFLP deluje na razli¢ne vzorce
DNA, poleg tega pri opravljanju metode ni potrebno predhodno poznavanje nukleotidnega
zaporedja genoma preiskovanih mikrobov. Metoda zajema celoten genom in je primerna za

lo¢evanje ozko sorodnih organizmov znotraj vrste (Applied Biosystems, 2010).
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Prvi korak tehnike AFLP je restrikcija in ligacija, sledita preselektivni PCR in selektivni

PCR. Temu sledi Se elektroforeza in obdelava rezultatov v racunalniSkem programu

(Applied Biosystems, 2010).

2.3.1.1 Restrikcija in ligacija

Prvi korak AFLP tehnike je izdelava restrikcijskih fragmentov, z uporabo dveh
restrikcijskih endonukleaz (EcoRI in Msel). Restrikcija in ligacija lahko potekata v eni
sami reakciji, v primeru, da so pufri kompatibilni. Ce pufri niso kompatibilni, reakciji
teCeta zaporedno. Bistvo restrikcije je priprava podlage za adapterje, ligacija pa omogoca

lepljenje adapterskih parov na pripravljeno matricno DNA (Applied Biosystems, 2010).

2.3.1.2 Preselektivni PCR

Pri preselektivni amplifikaciji se uporabljata dva preselektivna oligonukleotidna zacetnika,
EcoRl in Msel, poimenovana po restrikcijskin encimih. Sekvence adapterjev in
restrikcijska mesta sluzijo kot vezavna mesta za oligonukleotidne zacetnike za kasnejSo
selekcijo, oziroma za selektivno amplifikacijo restrikcijskih fragmentov. Samo genomski
fragmenti, ki imajo adapter na vsakem koncu, se pomnozijo eksponentno med PCR
pomnoZevanjem. Ta korak uspeSno ocisti tarne sekvence stran od sekvenc, ki so ojacane
samo linearno, se pravi tiste, ki imajo samo en modificiran konec (Applied Biosystems,
2010).

2.3.1.3 Selektivni PCR

Selektivna amplifikacija tece tako, da zmanjSa kompleksnost meSanice in lahko delce
kasneje loc¢imo z elekroforezo na poliakrilamidnem gelu. Pri selektivni amplifikaciji se
uporabljajo bolj selektivni oligonukleotidni zacetniki, kot pri preselektivni amplifikaciji.
Uporablja se vsega 18 selektivnih oligonukleotidnih zacetnikov iz »AFLP Microbial
Fingerprinting« kompleta; 9 EcoR1 fluorescentnih oligonukleotidnih zacetnikov in 9 Msel
oligonukleotodnih zacetnikov. V primeru tipizacije kriptokokov se uporablja selektivna
oligonukleotidna zacetnika EcoR1-AC FAM in Msel-G. Po pomnozevanju s temi

oligonukleotidnimi zacetniki, je del vzorcev mogoce analizirati na biosistemskem DNA
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sekvenatorju. Selektivno pomnoZevanje ojac¢i predvsem EcoR1-Msel kon¢ne fragmente.
EcoR1-EcoR1 fragmenti se ne ojacijo dobro, Msel-Msel fragmenti pa se ne obarvajo, saj

ne vsebujejo fluorescentnih barvil (Applied Biosystems, 2010).

2.4 EPIDEMIOLOGIJA

Kriptokokoza je pomembna infekcijska bolezen v svetovnem merilu. Bolezen prizadene
predvsem bolnike z okvarjeno celi¢no posredovano imunostjo. Glavni dejavnik tveganja je
predhodna okuzba z virusom HIV (Sloan in Parris, 2014). Bolnike s HIV-om v glavnem
kriptokokoza ogrozi, ko Stevilo njihovih limfocitov CD4 (limfociti T, ki pomagajo
limfocitom B pri sintezi protiteles) pade pod 100 celic/uL (Jarvis in Harrison, 2007).
Vecino preostalih primerov okuzb predstavljajo prejemniki imunosupresivne terapije (npr.
zdravljene s kortikosteroidi), bolniki po presaditvi ¢vrstih organov in krvotvornih mati¢nih
celic in bolniki z rakom. V nekaterih okoljih so za kriptokokozo dovzetne tudi osebe z
normalnim imunskim odzivom, predvsem kadar gre za okuzbe povzro¢ene z vrsto C. gattii
(Sloan in Parris, 2014).

V zaletku 20. stoletja so o kriptokokozi redko porocali. V zacetku leta 1965 so prvic¢
opazili vecjo incidenco kriptokokoze, predvsem zaradi napredka v seroloski diagnostiki za
odkrivanje kriptokoknega polisaharida v telesnih teko¢inah (Viviani in Tortorano, 2009).
Prevalenca se je drasti¢no zviSala v zadnjih 30. letih s pandemijo HIV-a (Viviani in
Tortorano, 2009; Sloan in Parris, 2014). V letih med 1985 in 1993, so porocali o skoraj
petkratnem povecanju incidence kriptokokoze v Franciji in v drugih drZzavah po svetu, kot
posledica povecanega $tevila okuzenih z virusom HIV (slika 3). Francija je namre¢ edina
drzava, v kateri se ze veC let izvaja epidemiolosSko spremljanje vseh glivnih okuzb po
celotni drzavi, podoben trend kriptokokoze pa lahko posplosimo tudi na ostale drzave po
svetu, predvsem drzave z visokimi standardi (Dromer in sod., 2004). Po razvoju ucinkovite
protiretrovirusne terapije leta 1997, je pojav novih kriptokoknih okuzb v drzavah z vi§jim
standardom upadel (slika 3) (van Elden in sod., 2000). Primeri kriptokokoze, ki se v teh
drzavah Se pojavljajo, so pri ljudeh z neodkrito okuzbo z virusom HIV in pri socialno -
ekonomsko ogrozenth HIV pozitivnih posameznikih, ki nimajo dostopa do

protiretrovirusnih zdravil (Viviani in Tortorano, 2009).
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Slika 3: Incidenca kriptokokoze v Franciji v letih od 1985 do 2014 (Institut Pasteur, 2016).

Trend bolezni je v drzavah v razvoju veliko slabsi (slika 4). Podsaharska Afrika od nekdaj
velja za obmocje z najvecjim delezem s HIV okuzenih bolnikov. Zaradi nepopolnega
dostopa do protiretrovirusne terapije se incidenca kriptokoknega meningitisa v $tevilnih
afriskih drzavah in tudi na podro¢ju Jugovzhodne Azije in Latinske Amerike ni zmanjsala
ob prehodu v novo tisocletje (Sloan in Parris, 2014). V svetovnem merilu, se letno pojavi
okoli 975.900 primerov kriptokoknega meningitisa, od tega je kar 720.000 primerov
ocenjenih v Podsaharski Afriki, s 70,0 % smrtnostjo in priblizno 120.000 primerov v
Jugovzhodni Aziji (Bamba in sod., 2012; Park in sod., 2009).
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Slika 4: Incidenca in umrljivost zaradi kriptokoknega meningitisa na razli¢nih podrogjih, od leta 1997 do
2007 (Park in sod., 2009).

Slika 5 prikazuje svetovno geografsko razprsenost razli¢nih serotipov C. neoformans. Pri
ljudeh je seroloski tip C. neoformans (serotip A) najpogostejsi povzrocitelj kriptokokoze
po vsem svetu, z izjemo nekaterih predelov Evrope, Kjer je prevladujoci seroloski tip C.
deneoformans (serotip D) in se pojavljajo hibridi AD (Viviani in Tortorano, 2009;
Barchiesi in sod., 2005). V eksperimentalnih zivalskih modelih so pri serotipu A ugotovili
vi§jo virulenco, kot pri serotipu D, in prav tako vi§jo virulenco pri paritvenem tipu a, kot
pri paritvenem tipu a (Barchiesi in sod., 2005). Virulenca hibridov AD je predvsem
odvisna od kromosomske sestave. Vi§jo virulenco imajo hibridi, pri katerih vecinski
genom pripada serotipu A (Hu in sod., 2008). Kljub temu, da za serotipa A in D velja, da
pretezno povzrocata bolezni pri imunsko oslabljenih posameznikih, je zaskrbljujoce
dejstvo novejsih raziskav, da se serotip D vse bolj pojavlja tudi pri osebah z normalnim

imunskim odzivom (Lui in sod., 2006).
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C. gatti (serotip B in C) je povezan z okuzbami pri osebah z normalnim imunskim
odzivom v tropskih in subtropskih obmo¢jih, Kjer uspevajo evkaliptusi in sredozemsko
rastlinje, in sicer v Avstraliji, Srednji in Juzni Ameriki, Indiji, na Kitajskem, Tajskem, v
Novi Zelandiji in na mediteranskem geografskem obmocju (Sloan in Parris, 2014). Med
izolati C. gattii je serotip B pogostejsi od serotipa C na vseh obmocjih, razen na podro¢ju

Podsaharske Afrike (Viviani in Tortorano, 2009).

Ca CJao

B | Bl

D B+C - Ostale veste
o

Slika 5: Svetovna geografska razprSenost razli¢nih serotipov glive Cryptococcus neoformans (Antinori,
2013).



15

Pecovnik M. Molekularna opredelitev klini¢nih izolatov glive Cryptococcus neoformans.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

2.5 PATOGENEZA IN VIRULENTNI DEJAVNIKI

Do okuzbe pride z vdihovanjem kvasnih celic, ki so v naravi suhe, minimalno
inkapsulirane in enostavno aerosolizirane. Primarna pljuéna okuzba je vefinoma
asimptomatska, ali pa so simptomi podobni gripi in spontano izzvenijo. Pri imunsko
oslabljenih bolnikih se lahko kvasovke hitro razmnozijo in hematogeno razsirijo na druge
dele telesa, prednostno na centralni zivéni sistem, kjer povzrocajo kriptokokni meningitis
ali meningoencefalitis. Okuzba se redkeje razsiri na druge organe, kot so koza, nadledvi¢na

Zleza, kosti, oc¢i in prostata (slika 6) (Viviani in Tortorano, 2009).

Za uvrstitev med patogene, mora organizem povzrociti okuzbo pod dolocenimi pogoji. Ker
so osebe z okrnjenim imunskim odzivom bolj dovzetne za okuzbe s C. neoformans, je ta
opredeljen kot oportunisti¢ni patogen. Dejavnike, ki omogocajo C. neoformans, da
povzroci bolezen, lahko razdelimo v dve veliki skupini. Prva obsega osnovne znacilnosti
glive, ki so potrebne za vzpostavitev okuzbe in prezivetje v ¢loveskem gostitelju. V drugo
skupino spadajo dejavniki virulence, ki vplivajo na stopnjo patogenosti (Buchanan in
Murphy, 1998).
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Slika 6: Patogeneza okuzbe z glivama Cryptococcus neoformans in Cryptococcus gattii (Mitchell, 2013).

2.5.1 Osnovne znacilnosti patogenosti

Za vstop organizma v alveolarne prostore plju¢, mora ta proizvajati viabilne oblike manjse
od premera 4 um. Tipi¢na vegetativna oblika C. neoformans je kvasna oblika s premerom
celice med 2,5 in 10 um. Bazidiospore, ki nastanejo pri spolnem razmnozevanju sO V
premeru velike priblizno 1,8 - 3 pum, kar ustreza velikostnemu razredu, ki lahko okuzi

pljuca (Buchanan in Murphy, 1998).

Druga osnovna znacilnost glive, ki ima na podlagi Stevilnih Studij prav tako pomemben
vpliv na patogenezo so paritveni tipi C. neoformans. Kwon - Chung in sod. (1992) so

raziskovali paritvene tipe izolatov C. neoformans v okoljskih in klini¢nih vzorcih in odkrili
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30 - 40 krat vijo frekvenco o - paritvenega tipa od a - paritvenega tipa. Studije so pokazale

tudi, da so a paritveni tipi bistveno bolj agresivni kot sevi paritvenega tipa a.

Bistvena lastnost, ki omogoca prezivetje znotraj cloveskega gostitelja je zmoznost rasti pri
temperaturi 37 °C (Viviani in Tortorano, 2009), v atmosferi s priblizno 5 % CO; in pri pH
7,3 oziroma 7,4 (Odom in sod., 1997). Razen izolatov vrst C. neoformans, C. gattii in
obcasno C. laurentii ter C. albidus, ostale vrste rodu Cryptococcus nimajo sposobnosti
rasti pri temperaturi 37 °C in zaradi tega za ¢loveka niso patogene (Viviani in Tortorano,
2009). Za sposobnost rasti pri 37 °C mora imeti organizem neposkodovan gen, ki kodira
kalcinevrin A (Odom in sod., 1997). Po aktivaciji kalcinevrina, ki je posledica gliviénega
stresa, lahko kalcinevrin defosforilira specifi¢ne proteine, ki so odgovorni za patogenost in
rast v gostiteljskem organizmu. Kalcinevrin A mutante ne morejo preziveti in vitro pri
temperaturi 37 °C, v atmosferi s 5 % CO; in alkalnem pH. 1z tega sledi, da omenjene
mutante ne morejo preziveti v cloveskem gostitelju. V podporo tem spoznanjem so Odom
in sod. (1997) dokazali, da mutante niso patogene za imunsko oslabljene kunce. Zdi se, da
je kalcinevrin A osnovni pogoj za prezivetje C. neoformans v ¢loveskem gostitelju in

nujno potreben dejavnik patogenosti omenjene kvasovke.

2.5.2 Dejavniki virulence, ki vplivajo na stopnjo patogenosti

Virulentni dejavniki povecujejo stopnjo patogenosti mikroba. C. neoformans ima Stevilne
virulentne dejavnike. Splosno virulenco izolata je tako nemogoce pripisati zgolj
posameznemu dejavniku, temve¢ je ta odvisna od skupnega delovanja mnogih dejavnikov,
ki skupaj povzro€ajo napredujo¢o bolezen. Glavni virulentni dejavniki so kapsula
kriptokokov, proizvodnja melanina in manitola ter potencialni dejavniki, ki vkljucujejo
superoksid dismutazo, proteazo, fosfolipazo in drugi. Polisaharidi kapsule in topne
ekstracelicne sestavine C. neoformans so verjetno prevladujo¢ dejavnik virulence

(Buchanan in Murphy, 1998).

2.5.2.1 Kapsula

Gliva C. neoformans je v naravnem okolju slabo inkapsulirana in ravno zaradi tega lazje

doseze pljucne mesicke. V gostitelju pride zaradi fizioloske koncentracije CO,, omejitve
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zelezovega iona in nevtralno/alkalnega pH do povecanja polisaharidne kapsule, kar naredi
glivo odporno proti obrambi gostitelja (Viviani in Tortorano, 2009). Glavni polisaharid
kapsule je glukuronoksilomanan (GXM), ki ima pri razli¢nih seroloskih tipih glive manjse
razlike v strukturi, na podlagi katerih serotipe med sabo tudi lo¢imo (Cherniak in sod.,
1980). Kapsula ima Stevilne pomembne lastnosti in funkcije; zaradi svojega negativnega
naboja $¢iti patogena pred fagocitozo in ubijanjem z nevtrofilci, monociti in makrofagi, saj
visok negativni naboj povzroci elektrostati¢cno odbojnost med glivo in negativno nabitimi
efektorskimi gostiteljskimi celicami. Ker kapsula blokira fagocitozo in se vsi citokini
inducirajo v postopku fagocitoze, se zaradi tega pri kapsuliranih glivah ne inducirajo.
Pomanjkanje proizvodnje vnetnih citokinov prav tako vpliva na zas¢ito gostitelja. Kapsula
lahko inhibira tudi migracije levkocitov iz krvi na vnetna mesta (Buchanan in Murphy,
1998; Karkowska - Kuleta in sod., 2009).

2.5.2.2 Sinteza melanina

Melanin, ki se nahaja v celi¢ni steni kvasovke in daje kvasnim celicam rjavo barvo,
omogoca ve¢jo celiCno integriteto in zaradi vecjega negativnega naboja $¢iti pred
fagocitozo. Druge domnevne funkcije vkljucujejo zascito pred oksidanti in temperaturnimi
ekstremi, ultravijoli¢no svetlobo in pred redukcijo zeleza. Melaninizirane kvasovke naj bi
bile tudi manj obcutljive za amfotericin B, v primerjavi z nemelaniniziranimi kvasovkami,
kar prispeva k nezmoznosti ucinkovitega zdravljenja okuzb pri imunsko oslabljenih
posameznikih (Viviani in Tortorano, 2009). Pomen proizvodnje melanina za virulenco C.
neoformans je bil prvi¢ opisan v zacetku leta 1980. Rhodes in sod. (1982) so porocali, da
S0 v naravi prisotne mutante C. neoformans, ki jim primanjkuje melanina in so v misih

manj virulentne, kot sevi, ki proizvajajo melanin.

Zmoznost produkcije melanina je odvisna od prisotnosti encima fenoloksidaza, ki
katalizira reakcijo pretvorbe 3,4-dihidroksifenilalanina (DOPA) do dopakvinona.
Dopakvinon se kasneje pretvori v dopakrom, cemur sledi koncna avtooksidacija do
melanina. C. neoformans nima encima potrebnega za endogeno proizvodnjo dihidroksi
fenolov. Zaradi tega mora biti sposoben pridobiti fenolne spojine iz okolja, da lahko
proizvaja melanin. Mozgansko tkivo je bogato s kateholamini, kot je DOPA in je verjetno

ravno zaradi tega najljubsa tarca okuzbe s C. neoformans. Vendar organizem ne more
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uporabiti kateholaminov kot edini vir ogljika, zato mozgani niso prednostna hranilna nisa,
pa¢ pa sluzijo kot niSa za prezivetje. Mutacije gena CNLAC1, ki kodira encim
fenoloksidaza, povzrocijo izgubo virulence pri C. neoformans. To nakazuje, da je omenjeni
encim, ki vpliva na produkcijo melanina pomemben virulentni dejavnik (Buchanan in
Murphy, 1998).

2.5.2.3 Produkcija manitola

Okuzba centralnega zivénega sistema je pogosto povezana s proizvodnjo velike koliine
D-manitola (Karkowska - Kuleta in sod., 2009). Chaturvedi in sod. (1996) so na podlagi
raziskav z mutantami ugotovili, da je proizvodnja manitola povezana s povecano
odpornostjo proti osmotskim in toplotnim stresom, poleg tega pa preprecuje oksidativne

poskodbe glive, kar poveca njeno patogenost.

2.5.2.4 Drugi faktorji virulence

V doloc¢eni fazi okuzbe, C. neoformans proizvaja hidroliticne encime, kot so proteaze in
fosfolipaze, ki igrajo pomembno vlogo pri poskodbi tkiv gostitelja (Karkowska - Kuleta in
sod., 2009). Glavna vloga proteaz je razgradnja proteinov ¢loveske plazme (Buchanan in
Murphy, 1998). Kiriptokokne zunajceliéne fosfolipaze, pa lahko privedejo do
destabilizacije in uni¢enja membran in celi¢ne lize. Fosfolipaza igra pomembno vlogo tudi
pri vzdrZevanju integritete celi¢ne stene in tako vpliva na prezivetje glive, zlasti pri
povisani temperaturi. Na glivno odpornost proti reaktivnim zvrstem Kkisika pa poleg
produkcije manitola in melanina vpliva tudi proizvodnja superoksid dismutaze,
peroksidaze, glutation peroksidaze in glutation reduktaze (Karkowska - Kuleta in sod.,
2009).

2.6 KLINICNE MANIFESTACIJE

Primarna oblika kriptokokoze se obifajno pojavi v pljucih, kot posledica vdihovanja
infektivnih delcev kvasovke (Viviani in Tortorano, 2009). Pojavljajo se ugibanja ali

okuzbo povzro€i izsuSena nekapsulirana kvasna celica ali bazidiospora, ki predstavlja
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spolno razmnoZevalno obliko glive. Inkapsulirana kvasna celica je namrec¢ prevelika, da bi
dosegla spodnja dihala. Okuzba lahko ostane lokalizirana v pljuc¢ih ali pa se po krvnem
obtoku razsiri na druga tkiva. Glavna taréa okuzbe je centralni Zivéni sistem (Viviani in
Tortorano, 2009). Simptomi in znaki kriptokokoze so neznacilni in so odvisni predvsem od
mesta okuzbe in ucinkovitosti imunske obrambe gostitelja. Inkubacijska doba ni to¢no

dolocena in lahko traja nekaj tednov, mesecev ali celo let (Bogovic, 2015).

2.6.1 Pljucna kriptokokoza

Pri vecini bolnikov ta oblika poteka asimptomatsko ali se kaze v blagih do zmernih
simptomih, kot so dispneja, produktivni kasSelj, splosno slabo pocutje, boleCine v prsnem
kos$u, hujsanje in redkeje hemoptiza. PoviSana telesna temperatura, no¢no potenje in izguba
telesne teze so znacilni simptomi pri HIV pozitivnih bolnikih (Baddley in Dismukes,
2011). Za neobicajne kriptokokne plju¢nice so znaéilni tudi vnetni vozli¢i v pljucih,
bilateralni infiltrati, limfadenopatija, plevralni izlivi in redkeje tudi nastanek votlin v
pljucih. Rentgenske znalilnosti kriptokokne plju¢nice niso specificne (Viviani in
Tortorano, 2009).

Pri imunsko oslabljenih bolnikih se okuzba iz plju¢ pogosto razsiri na druga tkiva.
Raziskave kaZejo, da se nezdravljena primarna pljucna kriptokokoza pri HIV pozitivnih
bolnikih v veini primerov razvije v sistemsko diseminirano kriptokokozo. Zaradi tega je
pomembno zgodnje odkrivanje in zdravljenje primarne pljuéne kriptokokoze, pri HIV
pozitivnih in ostalih imunsko oslabljenih bolnikih in zaustavitev napredovanja te

zivljenjsko ogrozujoce bolezni (Viviani in Tortorano, 2009).

2.6.2 Kriptokokoza centralnega Zivénega sistema

Gliva C. neoformans je mo¢no nevrotropna in tezi k razsirjanju, od primarnih manifestacij
v pljucih, na centralni zivéni sistem. Prizadene mozganovino in moZzganske ovojnice
(Viviani in Tortorano, 2009). Okuzba je lahko akutna ali kroni¢na. Bolezen nastopi z
glavobolom in poviSano telesno temperaturo, kar nakazuje na draZenje mozZganskih
ovojnic. Simptomi vkljucujejo tudi utrujenost, otopelost, otrplost vratu, vrtoglavico in

motnje vida. Zapleti v centralnem zivénem sistemu se kazejo z motori¢nimi, senzori¢nimi,



21
Pecovnik M. Molekularna opredelitev klini¢nih izolatov glive Cryptococcus neoformans.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

nevroloskimi izpadi, mentalnimi motnjami in povisanim intrakranialnim tlakom. Pojavijo
se lahko tudi simptomi demence ali nenadna koma (Subramanian in Mathai, 2005; Viviani
in Tortorano, 2009).

Klini¢ni potek bolezni pri bolnikih s HIV-om in pri bolnikih z drugo osnovno boleznijo se
med seboj razlikuje. Pri bolnikih, okuZenih z virusom HIV, se simptomi obi¢ajno pojavijo
pozno v teku mozganske kriptokokoze, ko je glivna obremenitev v mozganih visoka in se
okuzba ze Siri na druge organe in tkiva. Pri bolnikih, katerih osnovna predhodna bolezen ni
HIV, je nastop bolezni postopen in simptomi kriptokokoze se lahko kazejo Ze ve¢ mesecev

pred postavitvijo diagnoze (Viviani in Tortorano, 2009).

2.6.3 Kriptokokoza ostalih organov

Kriptokokni meningitis lahko povzro¢i prizadetost mozganskih zivcev kar vodi v poskodbe
vida (Bogovi¢, 2015). Ocesne okuzbe vkljuCujejo keratitis, papiloedem, skotom,
horiorertinitis in ocesno paralizo, kar pogosto privede do nepopravljive izgube vida.
Intraokularne okuzbe so posledica infiltracije kvasovk iz subarahnoidalnega prostora ali

hematogenega razsirjanja iz drugih okuzenih mest (Viviani in Tortorano, 2009).

Obcasno se okuzba raz$iri na bezgavke, predvsem na vratne in supraklavikularne. Kozne
spremembe se pojavljajo pri 10 - 15 % bolnikov (Viviani in Tortorano, 2009). Lahko so
zelo raznolike in neznacilne. KaZejo se v obliki makul, papul, pustul, drobnih vozlicev,
razjed, aknam podobnih lezij, abscesov, granulomov in plakov. Pri bolnikih z moé¢no
oslabelo imunostjo (predvsem pri bolnikih obolelih z virusom HIV) se lahko pojavi tudi
nekrotizirajoci celulitis (Bogovi¢, 2015; Viviani in Tortorano, 2009). Kriptokokoza kosti je
redka, vendar huda okuzba, ki jo je tezko diagnosticirati, zaradi podobnosti z nekaterimi
rakavimi obolenji. Simptomi so lahko odsotni ali prisotni v obliki bole¢in in oteklin
(Viviani in Tortorano, 2009). Diseminirana oblika kriptokokoze se obCasno razsiri tudi na
nadledvi¢no Zlezo, srce, vranico in jetra. Prostata se je izkazala kot asimptomatski
rezervoar okuzbe, zlasti pri bolnikih s HIV-om (Bogovi¢, 2015; Viviani in Tortorano,
2009).
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2.7 DIAGNOSTIKA

Najpogostejsa kuznina, ki jo ob sumu na okuzbo s C. neoformans obravnava mikrobioloski
laboratorij je likvor, saj se okuzba najpogosteje izraZza v obliki kroni¢nega meningitisa.
Drugi vzorci, ki se prav tako uporabljajo v diagnostiki, so izkasljaj, aspirat traheje (AT),
bronhoalveolarni izpirek (BAL), hemokultura, se¢ in biopti¢ni vzorci tkiv, kjer obstaja sum
za lokalizirano okuzbo ali vnetno Zari$¢e diseminirane okuzbe s C. neoformans (Bogovic,

2015; Viviani in Tortorano, 2009).

Zgodnja diagnoza in uvedba ustreznega protiglivnega zdravljenjena, sta nujni za
zmanjSanje teZe bolezni in ozdravitev. Diagnostika je kompleksna in jo sestavlja ve¢
mikrobioloskih laboratorijskih preiskav (Campbell in sod., 1996). Najhitrejsa metoda v
diagnostiki je priprava direktnega mikroskopskega preparata, ki temelji predvsem na
dokazovanju polisaharidne kapsule, znacilne za C. neoformans. Kapsulo je pod
mikroskopom mogoce opaziti ob dodatku indijskega ¢rnila. Koloidni delci ¢rnila, zaradi
sestave kapsule ne morejo prodreti v kvasovko in se znalilno razporedijo tako, da se
kapsula vidi kot halo oziroma bistra cona okoli mikroorganizma (slika 7). Poleg tega, se
lahko na podlagi mikroskopiranja oceni priblizno glivno breme okuzbe (Viviani in
Tortorano, 2009).

.....

(Bogovi¢, 2015; Viviani in Tortorano, 2009). Kulture je potrebno inkubirati pri temperaturi
35 - 37 °C vsaj tri do §tiri dni. V primeru negativnega rezultata je potrebno ¢as inkubacije

podaljsati tudi do tri tedne, zaradi mozne poc¢asne rasti mikroorganizma (Andreoni in sod.,
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2004). Kolonije, znacilne za C. neoformans, so na Sabouradovem gojis¢u (SABA)
morfolosko gladke, sijoce, vlazne in sluzave. Barva variira med krem in svetlo rumeno
(slika 8). S starostjo postajajo kolonije vse temnejSe. Na tako imenovanem »bird seed«
agarju, ki vsebuje ekstrakte semen abesinske gizotije (Guizotia abyssinica), C. neoformans
tvori rjave oziroma ¢rne kolonije, zaradi produkcije fenoloksidaze (slika 9) (Andreoni in
sod., 2004). Osamitev povzroditelja omogoca nadaljno testiranje obcutljivosti za

antimikotike.

| b

Slika 9: Kolonije glive Cryptococcus neoformans na »Bird seed« agarju (Andreoni in sod., 2004).

Zanesljiv nacin za potrditev kriptokokne okuzbe je dokaz kapsularnega antigena s
serolosko diagnostiko. Antigen lahko dokazemo v serumu, likvorju, secu ali BAL-u. V
seroloski diagnostiki se najpogosteje uporabljata metoda lateksne aglutinacije in encimsko

- imunska metoda (ELISA). Obe odlikuje izredna hitrost rezultatov, saj so ti znani ze po
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nekaj urah, visoka specificnost in obcutljivost. Pomanjkljivost predstavljajo mozni lazno
pozitivni in laZzno negativni rezultati, zato je potrebno serolosko diagnostiko vedno izvajati
v kombinaciji z drugimi metodami (Viviani in Tortorano, 2009). V sklopu molekularnih
metod, verizna reakcija s polimerazo (PCR) nudi odli¢no alternativo za zgodnje odkrivanje
kriptokokoze v primerjavi z obiCajnimi metodami. PCR je hitra metoda, ki lahko zazna
nizko glivno breme in se lahko uporablja za manjSe koli¢ine vzorca (Paschoal in sod.,
2004).

2.8 ZDRAVLIENJE IN PREPRECEVANIJE

Kriptokokozo zdravijo s protiglivnimi zdravili (Bogovié¢, 2015). Zdravljenje je odvisno od
anatomskih znacilnostih bolezni, teze bolezni in imunskega statusa bolnika (Baddley in
Dismukes, 2011). Pri plju¢ni kriptokokozi in zunajplju¢ni obliki kriptokokoze, brez
prizadetosti ZzivCevja, je zdravljenje s flukonazolom ucinkovito pri vecini bolnikov.
Kriptokokni meningitis se za¢ne zdraviti z amfotericinom B, z dodatkom ali brez
flucitozina, nato se zdravljenje nadaljuje s flukonazolom (Baddley in Dismukes, 2011;
Bogovi¢. 2015). Bolniki, okuzenim z virusom HIV in bolniki po presaditvi organov
pogosto potrebujejo vsezivljenjsko vzdrzevalno terapijo s flukonazolom (Baddley in
Dismukes, 2011).

Boljsi dostop do protiretrovirusnega zdravljenja je izboljsal prognozo pri bolnikih
okuzenih z virusom HIV (WHO, 2011). Zgodnje protiretrovirusno zdravljenje pri bolnikih
obolelih z virusom HIV, je najbolj pomembna preventivna strategija za zmanjSevanje
pojavnosti in znizanje Visoke umrljivosti povezane s kriptokoknim meningitisom.
Pomembno je, da bolniki pri¢nejo z zdravljenjem preden $tevilo CD4 limfocitov pade pod
200 celic/mm?®. Ostali preventivni ukrepi vkljudujejo izogibanje okolju, ki predstavlja
mozen vir za okuzbo (WHO, 2011).
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3 MATERIAL IN METODE

V raziskavo smo vkljucili 46 izolatov glive C. neoformans, katere smo na podlagi

tipizacijske metode AFLP razvrstili v razli¢ne genotipe.

3.1 VZORCI

V raziskavo smo vkljucili izolate glive C. neoformans iz razli¢nih kuznin, Ki so bili
osamljeni v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij, InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, med leti 1998 in 2016. Skupno
Stevilo bolnikov, katerih izolate smo v Studiji uporabili, je bilo 19, vsega pa smo testirali 46
izolatov. Od desetih bolnikov je bil pridobljen po en izolat, od devetih bolnikov pa smo
pridobili po dva ali ve¢ izolatov. Natan¢ni podatki o bolnikih in izolatih so prikazani v
preglednici 2. Vsi, razen dveh bolnikov, so imeli eno epizodo kriptokokne okuzbe v
razponu 1 - 135 dni. Ena epizoda je opredeljena z vsaj eno pozitivno kulturo, ve¢ kot ena
epizoda pa je definirana, ko osamimo pri bolniku dve pozitivni kulturi v intervalu > 1 leto.
En bolnik je imel dve epizodi, ki sta bili lo¢eni ve¢ kot dve leti in pol, pri drugem bolniku

pa sta bile epizodi diagnostificirani v intervalu 1,3 leta.

Kriptokokni izolati so bili osamljeni iz likvorjev, hemokultur, izkasljajev, brisov ran,
bronhoalveolarnih izpirkov, biopsij koze, aspiratov traheje in urina (preglednica 3). VVzorci
so bili pridobljeni iz zbirke Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete

Univerze v Ljubljani.

Kot kontrole, za uvrstitev klini¢nih kriptokoknih izolatov v ustrezen genotip, smo uporabili
referenéne seve C. neoformans (CBS10515, genotip AFLP1/VNI; Btl, genotip
AFLP1A/VNB/VNII; WM626, genotip AFLP1B/VNII), C. deneoformans (CBS10511 in
CBS10513, genotip AFLP2/VNIV), hibrid C. neoformans x C. deneoformans (W628,
genotip AFLP3/VNIII), za C. gattii (W179, genotip AFLP4/VGI), C. bacillisporus (W161,
genotip AFLP5/VGIII), C. deuterogattii (W178, genotip AFLP6/VGII), C. tetragattii
(CBS10101, genotip AFLP7/VGIV), C. decagattii (IHEM14941, genotip AFLP10/VGIV),
hibrid C. gattii x C. deneoformans (CBS10488, genotip AFLP8) in hibrid C. gattii x C.
neoformans (CBS10496, genotip AFLP9).



26
Pecovnik M. Molekularna opredelitev klini¢nih izolatov glive Cryptococcus neoformans.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

Preglednica 2: Podatki bolnikov, vkljuéenih v raziskavo.

Stevilka | Bolnik | Spol Leto Starost | Klinika Osnovno 30-dnevno | Stevilo
prve pri prvi zdravstveno prezivetje | izolatov
okuzbe okuzbi stanje
(leta)
1 A Moski 1998 44 INF HIV + 2
2 B Moski 2005 61 INF TX ledvice + 2
3 C Moski 2004 37 INF HIV + 2
4 C Zenski 2008 31 INF HIV - 4
5 D Moski 2013 29 INF HIV + 9
6 E | Zenski | 2014 85 INF PMR, DB2, - 2
rak dojke,
NSTEMI
7 F Moski 2016 55 INF HIV + 6
8 G Zenski 2016 74 Ol Limfom + 7
9 H Moski 2015 15 PED CF + 2
10 I Moski 2008 57 INF TX ledvice + 1
11 J Zenski 2008 70 EIT NSTEMI + 1
12 K | Zenski | 1999 30 INF HIV + 1
13 L | Zenski | 2006 43 EIT STEMI - 1
14 M | Zenski | 2005 29 INF | Ne-Hodgkinov - 1
limfom
15 N Moski 2005 60 INF TX ledvice + 1
16 0] Moski 2005 47 INF HIV + 1
17 P Moski 2014 56 INF Sepsa + 1
18 R Moski 2016 13 PED Pljucnica + 1
19 S Moski 2016 44 INF HIV + 1

Legenda kratic: A — S: oznaka bolnika; INF — infektivna klinika; Ol — Onkoloski institut; PED — Pediatri¢na
klinika; EIT- Enota intenzivne terapije; HIV — okuzba z virusom humane imunske pomanjkljivosti; TX —
transplantacija; PMR — Revmati¢na polimialgija; DB2 — sladkorna bolezen tipa 2; NSTEMI — sréni infarkt
brez povisanega ST-segmenta; STEMI — Srcni infarkt s povisanim ST-segmentom; CF — Cisti¢na fibroza. 30-
dnevno prezivetje : + bolnik je prezivel okuzbo, - bolnik okuzbe ni prezivel.
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Preglednica 3: Nazivi vzorcev, uporabljenih v analizi in $tevilo izolatov glive Cryptococcus neoformans
osamljenih iz posamezne skupine vzorcev.

Naziv vzorca Stevilo izolatov (%)
Likvor 19 (41,3 %)
Kri/Hemokultura 15 (32,6 %)
Biopsija koze 2 (4,3 %)
Bris rane 3 (6,5 %)
Aspirat traheje 1(2,2 %)
Bronhoalveolarni 2 (4,3 %)
izpirek
Izkasljaj 3(6,5 %)
Urin 1(2,2%)
> 46 (100 %)

3.2 GOJISCA

Uporabili smo komercialno dostopna gojisca.

e Sabouradov agar (SABA) z dodanim gentamicinom in kloramfenikolom, z 2 %
glukozo; proizvajalec BioMérieux (Marcy-1'Etoile, Francija).
e Kromogeno gojis¢e: Chromagar candida; proizvajalec Mast Diagnostica

Labortechnik (Reinfeld, Nemc¢ija)

3.3 OZIVLJANJE KULTUR SEVOV

OzZivljanje kultur sevov smo izvedli v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij, na
Institutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. VVzorce sevov
C. neoformans shranjenih pri temperaturi - 80 °C smo prenesli na sobno temperaturo, kjer
smo jih pustili priblizno deset minut, da se je gojiS¢e odmrznilo in kratko vorteksirali. Nato
smo vzeli polno zanko (10 uL) kulture in jo nacepili na Sabouradov agar (SABA) ter
inkubirali pri temperaturi 37 °C priblizno 3 - 5 dni, odvisno od hitrosti rasti/revitalizacije
posameznega seva. Po preteCeni inkubaciji smo seve ponovno precepili na SABA in

kromogeno gojiSce ter inkubirali tri dni. Pri tem smo preverili, da imamo ¢isto kulturo.
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3.4 1IZOLACIJA CELOKUPNE DNA

Izolacijo celokupne DNA smo izvedli v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij, na
Institutu  za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. S
Sabouradovega agarja smo vzeli polno zanko kulture C. neoformans (10 uL) in jo dodali v
1 mL »MagNA Pure Tissue Lysis« pufra za razgradnjo tkiv (Roche Diagnostics,
Mannheim, Nemc¢ija). To smo ponovili za vseh 46 vzorcev. Delo je potekalo v laminariju,
bioloski komori za varno delo II. stopnje. Po dodatku kulture pufru, smo zmes s
kerami¢nimi kroglicami homogenizirali dvakrat po eno minuto, pri 7.000 obratih. Temu je
sledilo centrifugiranje, eno minuto pri 13.000 obratih. V laminariju smo nato odpepitirali
700 uL supernatanta in mu dodali 20 pL proteinaze K (Roche - Diagnostics). Zmes smo
inkubirali pri temperaturi 65 °C, priblizno eno uro. Sledila je desetminutna inkubacija pri
95 °C, nato smo zmes postavili za pet minut v hladilnik, da se je ohladila na sobno
temperaturo ali $e niZje. V novo epruvetko smo odpepitirali 420 uL posameznega vzorca
in epruvetko vstavili v aparat MagNa Pure Compact (Roche), za izolacijo DNA. Za vsak

posamezni vzorec smo 50 pL izolirane DNA shranili pri temperaturi -20 °C do analize.

3.5 TIPIZACIUA Z METODO AFLP

V tej Studiji smo uporabili metodo AFLP, za raziskavo genske strukture in epidemioloskih
odnosov izbranih izolatov kriptokokov. Ta metoda je bila izvedena na Oddeleku za
klinicno mikrobiologijo in infekcijske bolezni, v Bolnisnici Canisius-Wilhelmina, v
Nijmegenu na Nizozemskem. AFLP tipizacijo smo izvedli v skladu s protokolom kompleta
»AFLP Microbial Fingerprinting« (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, ZDA), z
modifikacijami povzetimi po protokolu, objavljenem v »Hybrid genotypes in the

pathogenic yeast Cryptococcus neoformans« (Boekhout in sod., 2001).

3.5.1 Restrikcija in ligacija

V nasem primeru smo restrikcijo in ligacijo izvedli istoCasno, saj lahko zaradi skupnega

pufra reakciji potekata hkrati.
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3.5.1.1 Priprava osnovne encimske mesanice

Pri pripravi osnovne encimske zmesi za potek reakcije restrikcije in ligacije, smo za vsak

posamezni vzorec uporabili:

e 10 ng genomske DNA,
¢ eno enoto restrikcijske endonukleaze Msel,
e pet enot restrikcijske endonkleaze EcoR1,

e trienote T4 DNA ligaze.
Reakcija je potekala pri celotnem volumnu 5,5 pL, z dodatkom:

e 0,36 uM vmesnika EcoR1 (iz AFLP kompleta),
e 3,64 uM vmesnika Msel (iz AFLP kompleta),
e 0,1 M NacCl,

e 0,91 mM Tris/HCI (pH 7,8),

e 0,18 mM MqgCl,,

e 0,18 mM ditiotreitola,

e 18 uM ATP,

e 9136 ugBSAmL™

Restrikcijsko ligacijsko mesanico smo inkubirali dve uri pri temperaturi 37 °C in razred¢ili

z dodatkom 25 pL bidestilirane vode.

3.5.1.2 Redcenje restrikcijsko — ligacijske meSanice

V tej tocki smo restrikcijsko - ligacijske vzorce redCili na ustrezno koncentracijo, za
nadaljnjo metodo PCR. V prvem koraku smo dodali 189 puL 1X TE pufra v vsako
posamezno restrikcijsko - ligacijsko mesanico in dobro premesali. Vzorce smo shranili pri
temperaturi 2 - 6 °C. V kolikor vzorcev ne bi uporabili za kasnejse reakcije v roku enega

meseca, je potrebno shranjevanje pri temperaturi med - 15 in - 25 °C.
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3.5.2 Preselektivni PCR

Pri preselektivni amplifikaciji smo uporabili dva preselektivna oligonukleotidna zacetnika,
EcoR1 in Msel.

V PCR-mikrocentrifugirki smo zdruzili sledece:

e 4,0 pL razredéene DNA pripravljene v reakciji restrikcije in ligacije,

e 0,5 uL AFLP EcoR1 preselektivnega oligonukleotidnega zacetnika (iz AFLP
kompleta),

e 0,5 uL AFLP Msel preselektivnega oligonukleotidnega zacetnika (iz AFLP
kompleta),

e 15,0 uL AFLP amplifikacijske jedrne meSanice (iz AFLP kompleta).

Termi¢ni pogoji preselektivne stopnje pomnoZevanja, SO oOptimizirani za generiranje
konstantne konéne mase fragmentov. Cikli so v nasem primeru potekali pod naslednjimi
pogoji: dve minuti pri temperaturi 72 °C, sledilo je 20 ciklov po 20 sekund, pri temperaturi
94 °C, 30 sekund pri temperaturi 56 °C in dve minuti pri 72 °C (preglednica 4). PCR

produkt smo nato $e red¢ili s 25 pL bidestilirane vode in shranili pri temperaturi 4 °C.

Preglednica 4: Termicni cikli preselektivne amplifikacije.

N CIKEL . .
Zacetek Vsak od 20 cikiov Shranjevanje
72 °C 94 °C 56 °C 72 °C 4°C
2 min. 20 sec. 30 sec. 2 min.

UspesSnost pomnozevanja smo preverili na agaroznem gelu.

3.5.3 Selektivni PCR

V nasem primeru smo za amplifikacijo sevov glive C. neoformans uporabili selektivna
oligonukleotidna zacetnika EcoR1-AC FAM in Msel-G. Po pomnozevanju s temi
oligonukleotidnimi zacetniki, je del vzorcev mogoCe analizirati s pomoc¢jo DNA

sekvenatorja. Selektivno pomnozevanje primarno pomnoZi predvsem EcoR1-Msel kon¢ne
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fragmente. ECOR1-EcoR1 fragmenti se ne pomnoZzujejo dobro, Msel-Msel fragmenti pa ne

emitirajo svetlobe, saj ne vsebujejo fluorescentnih barvil.
V PCR-mikrocentrifugirki smo zdruzili sledece:

e 1,5 puL razredCenega produkta preselektivne amlifikacije,

e 0,5 uL Msel oligonukleotidnega zacetnika pri koncentraciji 0,5 uM,

e 0,5 pL z barvilom oznatenega EcoR1 oligonukleotidnega zacetnika pri
koncentraciji 1 uM,

e 7.5 uL AFLP jedrne ampliflikacijske mesanice.

PCR je potekal z izvedbo toplotnih ciklov prikazanih v preglednici 5.

Preglednica 5: Termiéni cikli selektivne amplifikacije.

Zacetek/shranjevanje CIKEL S?evﬂo
ciklov

94 °C 94 °C 66 °C 72 °C 1

2 min. 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 65 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 64 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 63 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 62 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 61 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 60 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 59 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 58 °C 72 °C 1

i 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 57 °C 72 °C 1

j 20 sec. 30 sec. 2 min.
94 °C 56 °C 72 °C 20

) 20 sec. 30 sec. 2 min.
60 °C 1

30 min. i

4°C ] 1
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3.6 KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Kapilarna elektroforeza je bila izvedena na Oddeleku za klinicno mikrobiologijo in
infekcijske bolezni, v Bolnisnici Canisius-Wilhelmina, v Nijmegenu na Nizozemskem, in

sicer po priporocilih proizvajalca Applied Biosystems na ABI 377 sekvenatorju.

3.7 ANALIZA REZULTATOV

Rezultate smo analizirali s pomocjo racunalniSkega programa BioNumerics ver. 7.6
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgija). Dendrograme smo rekonstuirali z metodo
neuteznih parnih skupin z aritmeti¢no sredino (angl. unweighted pair group method with

arithmetric mean, UPGMA) z 0,7 % toleranco. Na razvejiscih dendrogramov je dodan

odstotek kofenetske korelacije, ki pove zanesljivost razvejitev.
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4 REZULTATI

Glede na dobljene rezultate, smo izolate glive C. neoformans, vkljucene v studijo, razdelili

v tri genotipe.

4.7 REZULTATI MOLEKULARNE TIPIZACNE

V preglednici 6 so zbrani podatki vseh 46 sevov glive C. neoformans, ki so bili uporabljeni

v Studiji.

Preglednica 6: Podatki posameznih sevov glive Cryptococcus neoformans, ki so bili uporabljeni v $tudiji.

Bolnik KuZnina Datum Protokolna Vrsta Paritveni Genotip
izolacije Stevilka tip/serotip (genotip
opredeljen po
metodi AFLP/
molekularni
genotip)
A likvor 24.10.1998 4462 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
A likvor 26.10.1998 4471 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
B Bris rane 29.7.2005 6180 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
B Biopsija koze | 9.11.2006 9119 C. deneoformans oa/D AFLP2/VNIV
C Likvor 30.12.2004 9635-1 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
C Likvor 30.12.2004 9635-2 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
C Hemokultura | 20.5.2008 4825 C. neoformans /A AFLP1/VNI
C BAL 26.5.2008 4909 C. neoformans /A AFLP1/VNI
C Hemokultura | 27.5.2008 5056 C. neoformans /A AFLP1/VNI
¢ Hemokultura | 27.5.2008 5057 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D BAL 16.7.2013 7332 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 18.7.2013 7448-1 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 18.7.2013 7448-2 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Bris rane 23.7.2013 7550 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 6.8.2013 8014 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 22.8.2013 8685 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 26.8.2013 8833 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
D Likvor 3.9.2013 9154 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV

Se nadaljuje ...




Pecovnik M. Molekularna opredelitev klini¢nih izolatov glive Cryptococcus neoformans.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

34

Nadaljevanje preglednice 6: Podatki posameznih sevov glive Cryptococcus neoformans, ki so bili uporabljeni

v Studiji.
Bolnik KuzZnina Datum Protokolna Vrsta Paritveni Genotip
izolacije Stevilka tip/serotip (genotip
opredeljen po
metodi AFLP/
molekularni
genotip)
D Likvor 26.1.2016 1027 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
E Hemokultura 7.2.2014 1860 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV
E Hemokultura 7.2.2014 1861 hibrid C. o/A-a/D AFLP3/VNIII
neoformans x C.
deneoformans
F Hemokultura 2.4.2016 4117 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
F Hemokultura 2.4.2016 4165 C. neoformans /A AFLP1/VNI
F Likvor 3.4.2016 4163 C. neoformans /A AFLP1/VNI
F Likvor 5.4.2016 4183 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
F Likvor 13.4.2016 4554 C. neoformans /A AFLP1/VNI
F Likvor 21.4.2016 4921 C. neoformans /A AFLP1/VNI
G Hemokultura | 20.1.2016 813 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 20.1.2016 1052 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 20.1.2016 1053 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 23.1.2016 986 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 23.1.2016 1188 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 24.1.2016 1017 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
G Hemokultura | 24.1.2016 1018 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
H Izkasljaj 22.7.2015 9093 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
H Izkasljaj 4.12.2015 14741 C. neoformans /A AFLP1/VNI
I Bris rane 6.3.2008 2168 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
J Aspirat traheje | 12.5.2008 4571 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
K likvor 18.5.1999 1518 C. neoformans o/A AFLP1VNI
L Hemokultura | 26.7.2006 6135 C. neoformans o/A AFLP1/VNI
M Likvor 5530 AFLP2/VNIV
8.7.2005 C. deneoformans o/D
N Biopsija koze | 20.7.2005 5803 C. deneoformans o/D AFLP2/VNIV

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje preglednice 6: Podatki posameznih sevov glive Cryptococcus neoformans, ki so bili uporabljeni
v Studiji.

Bolnik KuZnina Datum Protokolna Vrsta Paritveni Genotip

izolacije Stevilka tip/serotip (genotip
opredeljen po
metodi AFLP/

molekularni
genotip)
0] Likvor 11.12.2005 9750 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
P Urin 28.7.2014 8702 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV
R Izkasljaj 25.1.2016 1047 C. neoformans /A AFLP1/VNI
S Likvor 22.3.2016 3626 C. deneoformans a/D AFLP2/VNIV

4.8 DENDROGRAMI

S pomocjo racunalniSkega programa BioNumerics ver. 7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgija), smo izrisali skupni dendrogram vseh 46 izolatov glive C. neoformans, na
podlagi katerega so razvidne tri skupine genotipov. Poleg skupnega dendrograma, smo pri
bolnikih, pri katerih sta bila osamljena dva ali ve¢ izolatov, izrisali posamezni dendrogram
glede na bolnika, za primerjavo sorodnosti med izolati glede na genotip, pri posameznem

bolniku.

4.8.1 Skupni dendrogram

Na podlagi dendrograma, v katerega je vkljucenih vseh 46 izolatov, lahko le te uvrstimo v
tri skupine na podlagi genotipov (slika 10). V genotip AFLP1/VNI uvrstimo 16 izolatov, v
genotip AFLP2/VVNIV uvrstimo 29 izolatov, v genotip AFLP3/VNIII pa zgolj en izolat.
Vsi izolati genotipa AFLP1/VNI so uvrS¢eni v vrsto C. neoformans, v serotip A in
paritveni tip o. Izolate genotipa AFLP2/VNIV uvr§¢amo v vrsto C. deneoformans in v
serotip D, 27 jih pripada paritvenemu tipu o, le dva pa pripadata paritvenemu tipu a. lzolat
genotipa AFLP3/VNIII je hibrid med vrstama C. neoformans in C. deneoformans.
Uvrséamo ga v paritveni tip oa in v serotip AD. Sorodnost izolatov znotraj genotipa
AFLP1/VNI je najmanj 75 %, sorodnost izolatov znotraj genotipa AFLP2/VNIV pa

najmanj 82 %.
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Slika 10: Skupni dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans.

WNE2E
WHESS
wWNes

2183
6135
1518
4183
a2
CBS1051%
1047
9093
CBS1051$
CBS1051%
s
$058

&117
482%
4571

4158
909

4182
14741
0838.2
119
8838
1013

812

1083
168
1017

1082
$057
$803

%26
6180

088

8885

8014
1860
™2

7550
g915a
g
Taas2
74431
5750
WNERS
WNaZS
WNE2S
a2

&7

1w
880
5530
WNE28
weezs
WNE22
1881

CBsS10513
CBsS10513
CBss13

AFLP1/VNI

AFLP2/VNIV

AFLP3/VNIII

Na dendrogramu so oznaceni bolniki in njihovi pripadajo¢i izolati. Oznake WM688, WM179, WM161,
WM178, CBS10515, CBS10511, CBS10513, CBS10101, CBS10496, ITHEM 10488 predstavljajo referencne

SEve.
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4.8.2 Dendrogrami po bolnikih

Pri devetih bolnikih, pri katerih sta bila osamljena dva ali ve¢ izolatov glive, smo izrisali
posamezni dendrogram glede na bolnika, za primerjavo sorodnosti izolatov glede na

genotip.

4.8.2.1 Bolnik A

Pri bolniku A sta bila iz likvorja osamljena dva razli¢na izolata glive, v roku dveh dni,
oktobra 1998. Izolata sta si genetsko podobna v 93,0 % (slika 11). Oba izolata uvrs¢amo v
vrsto C. deneoformans in genotip AFLP2/VNIV. Oba pripadata paritvenemu tipu a in

serotipu D.

93
E]
100

likvor 4462 24.10.1998
likvor 4471 26.10.1998

Slika 11: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku A.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.2 Bolnik B

Pri bolniku B sta bila osamljena dva izolata glive, eden iz brisa rane in eden iz biopsije
koze. Izolat s protokolno stevilko 6180, je bil osamljen julija, leta 2005 in izolat s
protokolno stevilko 9119 novembra, 2006. 1zolata sta si sorodna v 94,4 % (slika 12). Oba

pripadata vrsti C. deneoformans, genotipu AFLP2/VNIV, paritvenemu tipu a in serotipu D.
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Slika 12: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku B.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.3 Bolnik C

Pri bolniku C sta bila osamljena dva izolata glive. Oba izolata sta bila osamljena iz istega
likvorja, isti dan, decembra, 2014 in sta si sorodna v skoraj 98,0 %, (slika 13). Oba izolata

pripadata vrsti C. deneoformans, genotipu AFLP2/VNIV, paritvenemu tipu a in serotipu D.

=100

S .

likvor 9635-2 30.12.2004
likvor 9635-1 30.12.2004

Slika 13: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku C.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.4 Bolnik C

Pri bolniku C so bili osamljeni $tirje izolati glive. Vsi izolati so bili osamljeni maja, leta
2008, z nekajdnevnim razmikom. Trije izolati so bili osamljeni iz hemokultur in eden iz
BAL. Najbolj sorodna sta si izolata s protokolnima stevilkama 5056 in 4825, osamljena iz
hemokultur v razmiku sedmih dni, in sicer sta sorodna v 98,0 %. S 97,0 % gotovostjo
lahko trdimo, da sta ta dva izolata v 94,0 % sorodna z izolatom s protokolno Stevilko 4909,
osamljenim iz BAL, en dan pred sevom 5056 in Sest dni kasneje kot sev 4825. lzolat s

protokolno Stevilko 5057, osamljen isti dan kot izolat 5056, prav tako iz hemokulture, si je
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z ostalimi tremi izolati soroden le v 63,0 %, kar lahko trdimo s 100 % gotovostjo (slika
14).

Izolati s protokolnimi $tevilkami 5056, 4825 in 4909 pripadajo vrsti C. neoformans,
genotipu AFLP1/VNI paritvenemu tipu a in serotipu A, Izolat s protokolno stevilko 5057
pa pripada vrsti C. deneoformans, genotipu AFLP2/VVNIV, paritvenemu tipu o in serotipu
D.

hemokultura 5056 27.5.2008
,_[ hemokultura 4825 20.5.2008
$100 L BAL 4909 26.5.2008
hemokultura 5057 27.5.2008

Slika 14: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku C.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.5 Bolnik D

Pri bolniku D je bilo osamljenih devet izolatov glive. Sedem izolatov glive je bilo
osamljenih iz likvorja, eden iz brisa rane in eden iz BAL. lzolata s protokolnima
Stevilkama 7550 in 7332, eden osamljena iz brisa rane in drugi iz BAL, sta med seboj
sorodna v 99,4 %. Prav tako sta v 99,4 % med seboj sorodna izolata s protokolnima
Stevilkama 7448-1 in 7448-2, oba osamljena iz istega vzorca likvorja. Vsi stirje izolati so
bili osamljeni julija, leta 2013. Izolata s protokolnima Stevilkama 8685 in 8014, osamljena
avgusta 2013 iz likvorja, sta med seboj sorodna v 99,25 %, z izolatoma 7550 in 7332 pa sta
sorodna v 98,4 %, kar lahko trdimo s 57,0 % gotovostjo. Izolati 8685, 8014, 7550 in 7332
SO z izolatom s protokolno Stevilko 9145, ki je bil osamljen septembra 2013 iz likvorja,
sorodni v 98,25 %, kar lahko trdimo z 58,0 % gotovostjo. lzolata 7448-2 in 7448-1 sta si z
izolati 8685, 8014, 7550, 7332 in 9154 sorodna v 94,75 %, kar lahko trdimo z 91,0 %
gotovostjo. Od omenjenih vzorcev po sorodnosti najbolj odstopata vzorca s protokolnima
Stevilkama 1027 in 8833. Prvi je bil osamljen januarja 2016 iz likvorja, slednji pa avgusta
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2013, prav tako iz likvorja. Med seboj sta omenjena izolata sorodna v 96,5 %, z ostalimi

sedmimi vzorci pa je sorodnost 87,5 %, kar lahko trdimo s 95,0 % gotovostjo (slika 15).

Vseh devet izolatov spada v vrsto C. deneoformans, v genotip AFLP2/VVNIV, v paritveni

tip a in serotip D.
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Slika 15: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku D.

Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.6 Bolnik E

Pri bolniku E sta bila osamljena dva izolata glive. Oba izolata sta bila osamljena iz iste

hemokulture, isti dan, februarja 2014. Med seboj sta si sorodna v 83,5 % (slika 16).

Izolat s protokolno Stevilko 1861 je identificiran kot hibrid med vrstama C. neoformans in

C. deneoformans, ki ga uvrs¢amo v genotip AFLP3/VNIIL, v paritveni tip oa in v serotip

AD. lzolat s protokolno stevilko 1860 pa spada v vrsto C. deneoformans, v genotip

AFLP2/VNIV, v paritveni tip o in serotip D.
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Slika 16: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku E.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.7 Bolnik F

Pri bolniku F je bilo osamljenih $est izolatov glive. Stirje izolati so bili osamljeni iz
likvorja in dva iz hemokulture, aprila, 2016. Najbolj sorodna med njimi sta izolata s
protokolnima stevilkama 4183 in 4921, osamljena iz likvorja. Njuna sorodnost je 99,0 %.
Z ostalimi $tirimi izolati sta izolata 4183 in 4912 sorodna v 85,0 %, kar lahko trdimo z
82,0 % gotovostjo. Sorodnost med izolatoma s protokolnima $tevilkama 4165 in 4163 je
95,5 %. Prav tako je 95,5 % sorodnost tudi med izolatoma s protokolnima stevilkama 4554
in 4117. lzolata 4165 in 4163 sta z izolatoma 4554 in 4117 sorodna v 92,25 %, kar lahko
trdimo z 98,0 % gotovostjo (slika 17).

Vseh Sest izolatov uvrsamo v vrsto C. neoformans, v genotip AFLP1/VNI, v paritveni tip o

in v serotip A.
.. 8. .9 ¢ 3 .8 % §

hemakultura 4165 2.4.2016

n—l likvor 4163 3.4.2016

likvor 4554 13.4.2016

{ hemokultura 4117 2.4.2016

— livor 4183 5.4.2016

L—  likvor 4921 21.4.2016

Slika 17: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku F.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.
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4.8.2.8 Bolnik G

Pri bolniku G je bilo osamljenih sedem izolatov. Vsi so bili osamljeni iz hemokultur,
januarja, 2016. Izolata s protokolnima Stevilkama 1017 in 1052 sta sorodna v 98,6 %. Prav
tako sta v 98,6 % sorodna izolata s protokolnima Stevilkama 813 in 1053. Izolata 1017 in
1052, sta z izolatom s protokolno Stevilko 1188 sorodna v 97,8 %, kar lahko trdimo s
60,0 % gotovostjo. Z izolatoma 813 in 1053, so izolati 1017, 1052 in 1188 sorodni v
96,6 %, kar lahko trdimo z 72,0 % gotovostjo, vseh nastetih pet izolatov pa je z izolatom
986 sorodnih v 91,8 %, kar lahko trdimo z 91,0 % gotovostjo. Izolat Stevilka 1018 se od
vseh preostalih Sestih najbolj razlikuje, saj je njegova sorodnost z ostalimi Sestimi V

89,4 %, kar lahko trdimo s 93 % gotovostjo (slika 18).

Vseh sedem izolatov uvrSamo Vv vrsto C. deneoformans, v genotip AFLP2/VNIV, v

paritveni tip o in v serotip D.

8 3 8§ 8 2 8 8 5 8 8 °&
R ‘Fonckoln 404y TAAI9614
hemokultura 1052 20.1.2016
. hemokultura 1188 23.1.2016
’ hemokultura 813 20.1.2016
" —: hemokultura 1053 20.1.2016
pes hemokultura 985 23.1.2016
hemokultura 1018 24.1.2016

Slika 18: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku G.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.

4.8.2.9 Bolnik H

Pri bolniku H sta bila osamljena dva izolata. Oba sta bila osamljena iz izkasljaja. 1zolat s
protokolno $tevilko 9093, osamljen julija, 2015 in izolat 14741, osamljen decembra, 2015,
sta sorodna v 92,4 % (slika 19).
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Oba izolata spadata v vrsto C. neoformans, v genotip AFLP1/VNI, v paritveni tip o in v

serotip A.
) E’ ) l’__:i ﬁ L=} (=) E
g T . T T T T J

izkadljaj 9093 22.7.2015
izkadljaj 14741 4.12.2015

Slika 19: Dendrogram izoliranih sevov glive Cryptococcus neoformans pri bolniku H.
Na dendrogramu so prikazani odstotki sorodnosti med izolati glede na genotip.
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5 RAZPRAVA

Gliva C. neoformans je bazidiomicetna kvasovka, ki povzro¢a bolezen kriptokokozo. Je
oportunisti¢ni patogen, kar pomeni, da povzroca bolezen predvsem pri imunsko oslabljenih
posameznikih. Kriptokokoza ima visoko incidenco predvsem pri bolnikih okuzenih z

virusom HIV (Hagen in sod., 2012).

Za Cloveka patogena vrstna kompleksa C. neoformans in C. gattii iz rodu Cryptococcus,
delimo na devet genotipov in serotipov (Bovers in sod., 2008b). Glede na spolno fazo rasti,
glivo opredelimo kot paritveni tip a ali paritveni tip a (Cogliati, 2013). Ker v Sloveniji
populacija C. neoformans se ni bila molekularno — biolosko raziskana, je bil cilj te Studije

molekularno opredeliti seve glive C. neoformans v Sloveniji.

V $tudijo smo vkljuéili vse izolate glive iz kompleksa C. neoformans, ki so bili osamljeni v
Sloveniji, v obdobju od oktobra 1998 do aprila 2016. Skupno Stevilo vseh izolatov je bilo
46 in je vkljucevalo 19 bolnikov. Vecina bolnikov s kriptokokozo je bila predhodno
imunsko oslabljena. V veéini primerov (§t.= 8; 42,1 %), so bili bolniki iz katerih je bila
gliva osamljena predhodno okuzeni z virusom HIV. Osnovno bolezensko stanje pri ostalih
bolnikih je vkljucevalo presaditev ledvice ($t.= 3; 15,8 %), sréni infarkt brez poviSanega
ST-segmenta (st.= 2; 10,5 %), limfom (st.= 1; 10,5 %), raka dojke (§t.= 1; 5,3 %),
revmati¢no polimialgijo (st.= 1; 5,3 %), sladkorno bolezen tipa 2 (5t.= 1; 5,3 %), sepso
(8t.= 1; 5,3 %), pljucnico (8t.= 1; 5,3 %), sr¢ni infarkt s povisanim ST-segmentom (§t.= 1;
5,3 %) in cisti¢éno fibrozo ($t.= 1; 5,3 %) (preglednica 2). Tudi v svetovnem merilu,
predhodna okuzba z virusom HIV predstavlja glavni dejavnik tveganja za razvoj
kriptokokoze, tako v drzavah v razvoju, kot v drzavah z vi§jim standardom. Posamezniki
na imunosupresivni terapiji (npr. po presaditvi ¢vrstih organov in krvotvornih mati¢nih

celic), predstavljajo vecino preostalih primerov okuzb (Sloan in Parris, 2014).

Glede na dobljene rezultate ne moremo trditi, da se pri posameznem osnovnem
bolezenskem stanju pojavlja le dolo¢ena vrsta glive iz kompleksa C. neoformans. Od
osmih bolnikov okuzenih z virusom HIV, je bila v petih primerih osamljena vsta C.
deneoformans, v dveh primerih C. neoformans, v enem primeru sta bili osamljeni obe

omenjeni vrsti. Od treh bolnikov po presaditvi ledvice, je bila v dveh primerih osamljena
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vrsta C. deneoformans, v enem primeru vrsta C. neoformans. Pri enem od dveh bolnikov z
infarktom brez poviSanega ST-segmenta smo osamili vrsto C. neoformans, pri drugi
bolnici vrsto C. deneoformans in hibrid med vrstama C. neoformans in C. deneoformans.
Ostala osnovna bolezenska stanja so se pojavljala le pri po enem bolniku, zaradi ¢esar ne
moremo trditi, da je katero od teh bolezenskih stanj povezano z okuzbo le ene vrste glive iz
kompleksa C. neoformans. Tudi v ostalih epidemioloskih Studijah posamezne vrste niso
povezali z doloenim bolezenskim stanjem. Znano je le, da vrsti C. neoformans in C.
deneoformans ter njun hibrid povzrocajo bolezni pri imunsko oslabljenih osebah, vrsta C.
gattii in pripadajo¢i serotipi, pa povzro¢ajo bolezni tudi pri osebah z normalnim

delovanjem imunskega sistema (Antinori, 2013).

V naso Studijo so bili vkljuéeni bolniki stari med 13 in 85 let. Njihova povpre¢na starost je
bila 46,3 let. Od skupno 19 obolelih je bila ve¢ kot polovica moskih (§t.= 12; 63,2 %)
(preglednica 2). Osem moskih je bilo okuzenih z vrsto C. deneoformans in Stirje z vrsto C.
neoformans. Pri Zenskah so bile Stiri okuzene s C. deneoformans, prav tako Stiri s C.
neoformans in ena s hibridom med vrstama C. neoformans in C. deneoformans. Tudi
drugod po svetu okuzbe z dolo€eno vrsto niso pogojene s spolom in starostjo posameznika,
ampak jih pogojuje predvsem geografska lega, ekoloski izvor in predhodna obolenja

posameznika (Boekhout in sod., 2001; Bovers in sod., 2008a).

Od celotne populacije bolnikov, sta bili le dve Zenski predstavnici okuzeni z gensko
razli¢nimi sevi C. neoformans. Ena je bila hkrati okuzena z vrsto C. neoformans in C.
deneoformans, ena pa z vrsto C. deneoformans in hibridom med vrstama C. neoformans in
C. deneoformans. Drugod po svetu se socasne okuzbe z razli¢nimi genotipi poavljajo,
vendar tako kot v Sloveniji niso pogoste in ne prevladujejo (Hagen in sod., 2012).
Smrtnost bolnikov vkljucenih v raziskavo, je bila 21,1 %. To nas uvrsc¢a v drzave razvitega
sveta, saj je smrtnost v drzavah v razvoju okoli 70,0 % (Bamba in sod., 2012; Park in sod.,

2009).

Kriptokokne izolate smo osamili iz osmih razli¢nih tipov kuznin (preglednica 3). V vecini
primerov smo glivo osamili iz likvorja (st.= 19: 41,3 %), ki je splosno najpogosteje
obravnavana kuznina ob sumu na okuzbo s C. neoformans v mikrobioloskih laboratorijih

po vsem svetu. To povezujemo z dejstvom, da se pri imunsko oslabljenih bolnikih
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kvasovke hitro namnozijo v pljucih in hematogeno $irijo prednostno V centralni Zivéni
sistem, kjer povzrocajo kriptokokni meningitis ali meningoencefalitis. Redkeje se razsirijo
tudi na druge organe (Viviani in Tortorano, 2009). Ostali izolati so bili v nasi Studiji
osamljeni tudi iz hemokultur, izkasljajev, brisov ran, iz biopsij koze, bronhoalveolarnih

izpirkov, iz seca in aspirata traheje.

Iz likvorja smo v 14 primerih vzorcev osamili vrsto C. deneoformans in v 5 primerih vrsto
C. neoformans. Od 15 izolatov glive iz hemokultur, je 9 izolatov pripadalo vrsti C.
deneoformans, 5 izolatov vrsti C. neoformans, en izmed izolatov pa je bil hibrid med
vrstama C. neoformans in C. deneoformans. Iz brisov rane smo v dveh primerih osamili
vrsto C. deneoformans, v enem primeru vrsto C. neoformans. 1z vseh treh izolatov iz
izkasljajev smo osamili vrsto C. neoformans in prav tako iz obeh biopsij koze vrsto C.
deneoformans. Iz aspirata traheje smo v edinem vzorcu, vkljuéenemu v raziskavo osamili
vrsto C. neoformans, iz edinega vzorca seca pa vrsto C. deneoformans. Tudi drugod po
svetu se v dolo¢enem tipu kuznine prednostno ne pojavlja dolo¢ena vrsta glive, pac pa je
pojavnost dolo¢enega genotipa odvisna predvsem od geografske lege (Bovers in sod.,

2008a).

V Studiji smo za raziskavo genetske strukture in epidemioloSkih odnosov med izolati
kriptokokov uporabili tipizacijsko metodo AFLP. Metodo AFLP smo izbrali zaradi
Stevilnih prednosti pred ostalimi tipizacijskimi metodami. Glavna prednost je zahtevana
majhna koli¢ina DNA, poleg tega pa metoda AFLP zaradi uporabe le dveh wvrst
oligonkleotidnih za¢etnikov, omogoca dobro primerljivost in ponovljivost rezultatov (VoS
in sod., 1995). Na podlagi skupnega dendrograma (slika 10), ki je vkljuceval vseh 46
izolatov in referen¢ne seve, kot kontrole, smo izolate bolnikov, vkljuCene v raziskavo
uvrstili v tri genotipe vrst kompleksa C. neoformans. V vrsto C. neoformans in genotip
AFLP1/VNI smo uvrstili 16 izolatov, v vrsto C. deneoformans in genotip AFLP2/VNIV
smo uvrstili 29 izolatov, hibrid med vrstama C. neoformans in C. deneoformans pa je bil
med vsega 46 izolati le eden, uvrs¢en v genotip AFLP3/VNIIL. Pri AFLP tipizacijski
metodi smo uporabili tudi referenéne seve za vrste C. gattii, C. bacillisporus, C.
deuterogattii, C. tetragattii, hibrid med vrstama C. gattii in C. deneoformans in za hibrid
med vrstama C. gattii in C. neoformans, vendar nobeden izmed 46 izolatov vkljuc¢enih v

raziskavo, ni pripadal kateri izmed omenjenih vrst kompleksa C. gattii. To smo tudi
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pricakovali, saj je vrstni kompleks C. gattii bolj omejen na tropska, subtropska in

mediteranska geografska obmocja (Sloan in Parris, 2014).

Ce povzamemo v odstotkih, 34,8 % izolatov vkljudenih v raziskavo, pripada vrsti
Cryptococcus neoformans, genotipu AFLP1/VNI in serotipu A, 63,0 % izolatov pripada
vrsti Cryptococcus deneoformans, genotipu AFLP2/VNIV in serotipu D in le 2,2 % je
hibridov med vrstama Cryptococcus neoformans in Cryptococcus deneoformans, Ki
pripadajo genotipu AFLP3/VNIII in serotipu AD. Kar 95,7 % vseh izolatov pripada
paritvenemu tipu a in le 4,3% vseh izolatov paritvenemu tipu a. Podatki o pripadajocem

genotipu, serotipu in paritvenem tipu posameznega izolata so vkljuceni v preglednico 6.

Glede na dosedanje studije smo pri¢akovali, da bodo izolati vkljuceni v raziskavo pripadali
vrstama C. neoformans in C. deneoformans. Presenetljiv je delez izolatov genotipa
AFLP2/VNIV, oziroma vrste C. deneoformans, ki znasa kar 63,0 %, saj naj bi bil genotip
AFLP1/VNI, oziroma vrsta C. neoformans glavni povzrocitelj kriptokokoze po vsem svetu
in na ve€inskem delu Evrope, razen na podroc¢ju Sredozemske Evrope. Na podlagi teh
epidemioloskih rezultatov, bi pricakovali, da bo tudi v Sloveniji prevladujoci genotip
AFLP1/VNI (Viviani in Tortorano, 2009; Barchiesi in sod., 2005; Cogliati, 2013) Za
primerjavo smo vzeli nekaj evropskih drzav, v katerih so Ze bile izvedene epidemioloske
Studije kriptokokoze. Le na Hrvaskem prav tako kot v Sloveniji prevladuje genotip
AFLP2/VNIV, oziroma vrsta C. deneoformans (Mlinaric - Missoni in sod, 2011). V
Nem¢iji, Avstriji, Svici, Franciji, Veliki Britaniji, Italiji, Srbiji in tudi Spaniji prevladuje
genotip  AFLP1/VNI, okoli 20,0 % izolatov pripada genotipoma AFLP2/VNIV in
AFLP3/VNIII, okoli 20,0 % izolatov pa pripada genotipom vrstnega kompleksa C. gattii
(Tintelnot in sod., 2004; Guinea in sod., 2010; Cogliati, 2013; Arsic - Arsenijevic in sod.,
2014). V Ameriki kar 70,0 % kriptokoknih okuzb povzroc¢a genotip AFLP1/VNI. Tudi v
Aziji in Afriki prevladuje genotip AFLP1/VNI, v Oceaniji pa so prevladujo€i vsi genotipi
vrstnega kompleksa C. gattii, od vrstnega kompleksa C. neoformans pa je prevladujoc¢
genotip AFLP1/VNI (Cogliati, 2013).

Vecina izolatov glive v nasi $tudiji pripada paritvenemu tipu a, in sicer kar 95,7 %. Tudi v
ostalih drzavah se v precej vecjem Stevilu pojavljajo izolati s paritvenim tipom a, kot

izolati s paritvenim tipom a (Tintelnot in sod., 2004; Guinea in sod., 2010; Mlinaric -
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Missoni in sod,, 2011; Arsic - Arsenijevic in sod., 2014), kar pripisujemo visji virulenci

paritvenega tipa a, v nasprotju s paritvenim tipom a (Barchiesi in sod., 2005).

Pri devetih od 19 bolnikov smo v dolo¢enem ¢asovnem obdobju osamili ve¢ izolatov glive
(preglednica 2). Pri sedmih od devetih bolnikov, okuzenimi z dvema ali ve¢ izolati, so
osamljeni izolati pripadali enakemu genotipu, vendar si genetsko niso bili stoodstotno
enaki. Dva bolnika sta bila okuzena z dvema razli¢inima genotipoma glive (slike 11 - 19).
Pri vseh sedmih bolnikih, okuzenih z genotipsko unikatnimi izolati, je bila sorodnost
slednjih najmanj 85,0 %. Pri bolniku C (slika 14) smo osamili dva razliéna genotipa iz
kompleksa glive C. neoformans. Trije izolati so pri bolniku C pripadali vrsti C.
neoformans, serotipu A in genotipu AFLP1/VNI, en izolat pa smo uvrstili v vrsto C.
deneoformans, serotip D in v genotip AFLP2/VNIV. Sorodnost med izolati razli¢nih
genotipov, je bila 63,0 %. Vsi §tirje izolati so bili osamljeni maja, leta 2008. Tudi pri
bolniku E (slika 16) smo osamili dva razlicna genotipa glive. Oba izolata smo osamili
istega dne, februarja 2014. En izolat je pripadal vrsti C. deneoformans, serotipu D in
genotipu AFLP2/VNIV. Drugi izolat je pripadal hibridu med vrstama C. neoformans in C.
deneoformans, serotipu AD ter genotipu AFLP3/VNIII. Njuna sorodnost je bila 83,5 %.

Glede na zastavljene hipoteze smo predvidevali, da bodo pri posameznikih, okuzenih z vec
razli¢nimi izolati, ti izolati genotipsko enaki in da bodo genotipsko razli¢ni sevi prisotni pri
bolnikih z dolgotrajno okuzbo. Na podlagi dobljenih rezultatov, hipoteze ne moremo
popolnoma potrditi. Sedem od devetih bolnikov, pri katerih smo osamili ve¢ razli¢nih
izolatov v dolo¢enem Casovnem obdobju, je bilo res okuzenih z genotipsko unikatnim
sevom, vendar je bil eden izmed teh bolnik z dolgotrajno okuzbo, pri katerem smo
pricakovali ve¢ genotipsko razli¢nih sevov. Pri dveh od devetih bolnikov smo osamili

genotipsko razli¢na seva na isti dan, kar se ne sklada z naSo hipotezo.
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6 SKLEPI

e Glivo C. neoformans smo ve¢inoma osamili pri imunsko oslabljenih bolnikih.

e V obdobju od oktobra 1998 do aprila 2016 je bilo v Sloveniji osamljenih 46 sevov

glive iz kompleksa C. neoformans.

e V Sloveniji okuzbo pri ¢loveku povzrocata vrsti C. neoformans in C. deneoformans

ter hibrid med omenjenima vrstama C. neoformans x C. deneoformans.

e 'V Sloveniji so prisotni genotipi AFLP1/VNI, AFLP2/VNIV in AFLP3/VNIII.

e Prevladujoci genotip v Sloveniji je genotip AFLP2/VVNIV (63,0 %).

e V Sloveniji so bolniki okuzeni tudi z dvema genotipsko razli¢nima sevoma.

e V nasi raziskavi ni bilo bolnika z dolgotrajno okuzbo, ki bi bil okuZen z genotipsko

razliénimi sevi.
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7 POVZETEK

Kriptokokozo povzrocajo predstavniki bazidiomicetnih kvasovk iz rodu Cryptococcus,
predvsem vrste, Ki pripadajo vrstnemu kompleksu C. gattii in C. neoformans (La Hoz in
Pappas, 2013). Kriptokokna okuzba je postala ena izmed glavnih glivnih bolezni z
nastopom pandemije virusa HIV. Kljub upadu okuzb s pojavom protiretrovirusnega
zdravljenja, je stevilo okuzenih Se vedno visoko, predvsem v manj razvitih drzavah (La
Hoz in Pappas, 2013). Globalno breme s HIV povezanim kriptokoknim meningitisom, je
bilo ocenjeno na skoraj en milijon novih okuzb vsako leto, priblizno 625.000
posameznikov vsako leto zaradi te okuzbe umre, v vecini primerov v Podsaharski Afriki
(Park in sod., 2009).

Na podlagi epidemioloskih raziskav izvedenih v Evropi je bilo ugotovljeno, da je C.
neoformans (serotip A) glavni vzrok kriptkokokne bolezni v ve¢inskem delu Evrope, C.
deneoformans in krizanci med C. neoformans in C. deneoformans pa se bolj pogosto
pojavljajo na podro¢ju Sredozemske Evrope (Cogliati, 2013; Viviani in sod., 2009). Kljub
velikemu Stevilu epidemioloskih S$tudij je znanega malo o razlikah v gostiteljskemu
nagnjenju in klini¢nih razlikah med C. neoformans in C. deneoformans ter njunih krizancih
(Dromer in sod., 1996).

Cilj naloge je bil raziskati pojav dolo¢enih molekularnih tipov iz rodu Cryptococcus v
Sloveniji. V raziskavo je bilo vkljucenih 46 izolatov glive C. neoformans, ki so bili
osamljeni v obdobju od oktobra 1998 do aprila 2016. Izolati so bili pridobljeni od skupno
19 bolnikov. Od desetih bolnikov smo osamili po en izolat glive, pri devetih pa smo
osamili dva ali ve¢ razli¢nih izolatov glive C. neoformans. Le pri dveh bolnikih smo
dokazali soobstoj dveh razli¢nih genotipov naenkrat. Ostalih 17 bolnikov, je bilo okuzenih

z genotipsko unikatnim sevom.

Na podlagi molekularne tipizacije smo ugotovili, da so v Sloveniji prisotni genotipi
AFLP1/VNI, AFLP2/VNIV in AFLP3/VNIIIL. V genotip AFLP1/VNI in s tem v serotip A
in vrsto Cryptococcus neoformans smo uvrstili 34,8 % izolatov, v genotip AFLP2/VNIV,
serotip D in vrsto C. deneoformans 63,0 % izolatov, v hibridni serotip AD med vrstama C.

neoformans in C. deneoformans oziroma v genotip AFLP3/VNIII pa smo uvrstili le 2,2 %
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vseh izolatov. Vecina izolatov, kar 95,7 % pripada paritvenemu tip o, ostalih 4,3 % pa v

paritvenemu tipu a.
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