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Molekularne metode za tipizacijo glive 
Aspergillus fumigatus in njihova uporaba
Molecular methods for typing of  
Aspergillus fumigatus and their use

Tjaša Cerar, romina kofol, Tadeja Matos

Izvleček
Aspergillus fumigatus je povsod prisoten (ubi-
kvitaren) mikroorganizem. Spore se nahajajo v 
zraku, prsti, vodi in na razpadajočem organskem 
materialu. Povzroča težke okužbe, ki lahko ogro-
zijo življenje, posebno pri imunsko oslabelih 
bolnikih. Označuje ga izredna pestrost genoti-
pov. S tipizacijskimi metodami lahko pridobimo 
pomembne epidemiološke podatke o raznoliko-
sti in pogostosti pojavljanja posameznih sevov, 
kar nam lahko pomaga pri iskanju vira okužbe 
pri izbruhih bolezni in pri načrtovanju načinov 
za njihovo preprečevanje. V prispevku navajamo 
najpogostejše metode, ki jih uporabljamo za ge-
notipizacijo glive A. fumigatus. Opisujemo nji-
hove prednosti in slabosti ter izsledke novejših 
genotipizacijskih raziskav.

Abstract
Aspergillus fumigatus is a ubiquitous microor-
ganism. Spores can be found in the air, soil, water 
and decomposing organic material. It causes se-
vere life-threatening infections especially in im-
munocompromised patients. Great diversity of 
genotypes is characteristic for this microorgan-
ism. Using typing methods, relevant epidemio-
logical data regarding the diversity and frequen-
cy of the strains can be obtained, which can be 
useful for determining the source of infection in 
outbreaks and ways for its prevention. This paper 
presents the most frequently used methods for 
genotyping of A. fumigatus, pointing out their 
advantages and disadvantages with a review of 
recent study results.
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Uvod
Aspergillus fumigatus je saprofitna gliva, 

ki se nahaja v zemlji, vodi, razpadajočem ra-
stlinju in organskem materialu. Spore asper-
gilusa se razširjajo z zrakom, zato so jim 
ljudje nenehno izpostavljeni. Vdihovanje 
spor lahko vodi do nastanka različnih oblik 
alergijskih odzivov, posebno so jim izposta-
vljeni ljudje z bronhialno astmo in s cistično 
fibrozo. Plesen lahko kolonizira dihalne poti 
ali zunanji sluhovod in povzroči kronično 
vnetje. V obliki aspergiloma se lahko naseli 
v obnosnih sinusih ali že obstoječih votlinah 
v pljučih. Najtežje oblike okužb povzroča 
pri hudo imunsko oslabelih osebah; najbolj 
ogrožene skupine so nevtropenični bolniki 
po presaditivi krvotvornih matičnih celic 
in drugih čvrstih organov, posebno jeter, 
pljuč in srca. Invazivna aspergiloza se red-
keje lahko razvije tudi pri nenevtropeničnih 

bolnikih, posebno pri tistih, ki se zdravijo 
v enotah za intenzivno zdravljenje in imajo 
pogosto prisotnih več dejavnikov tveganja 
za nastanek oportunističnih okužb.

Kljub temu, da so aspergiloze pomem-
ben del mikoz (5–10 % pri hematoloških 
bolnikih po neobjavljenih podatkih), obja-
vljenih podatkov za Slovenijo ni.

Za A. fumigatus je značilna izredna pe-
strost genotipov, ki nam včasih onemogoča 
razumevanje poti širjenja in iskanja virov 
okužbe. To je še posebej težavno, saj ne 
vemo, ali predhodna kolonizacija dihalne 
sluznice vpliva na pojav invazivne bolezni 
ob padcu imunske odpornosti in v kolikšni 
meri.

Tipizacija izolatov A. fumigatus je po-
membna za pridobitev epidemioloških po-
datkov o različnosti in pogostosti patogenih 
genotipov in pri določevanju vira okužbe 
pri izbruhih bolezni. S tipizacijo izolatov 
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baznih parov z naključnim nukleotidnim 
zaporedjem ter nizko temperaturo prilega-
nja. Pod temi pogoji se lahko oligonukleo-
tidni začetnik nespecifično veže na številne 
dele genoma. Pomnožene dele genoma loči-
mo z gelsko elektroforezo, pri kateri dobimo 
večje število fragmentov različnih velikosti. 
Nesorodni izolati se razlikujejo v številu in 
velikosti pomnoženih fragmentov genoma.2 
Če se profili izolatov razlikujejo v enem 
fragmentu, jih uvrstimo v različne geno-
tipe.3 Glavne prednosti metode so hitra in 
enostavna izvedba, nizka cena ter pomno-
ževanje tarče, za katero ne poznamo nu-
kleotidnega zaporedja. Slabosti metode so 
omejena razlikovalna moč in ponovljivost 
ter težave pri tolmačenju in medlaboratorij-
ski izmenjavi rezultatov.4

V raziskavah so za določanje različnosti 
med sevi A. fumigatus uporabili številne oli-
gonukleotidne začetnike (R151, NS3, R108, 
UBC69, RP4–2 in UBC90), med katerimi so 
z R108 dosegli najvišjo razlikovalno moč.4-12

Tehnika RAPD je ena izmed najbolj upo-
rabljenih, predvsem zaradi hitre in enostav-
ne izvedbe, vendar se je potrebno zavedati 
njene majhne razlikovalne moči in slabe po-
novljivosti.

Kratka ponavljajoča se DNK 
zaporedja pri A. fumigatus 
(angl. short tandem repeats 
for A. fumigatus, test StrAf)

Kratka ponavljajoča se DNK zaporedja 
pogosto najdemo v genomih evkariontov, 
včasih pa tudi pri prokariontih.13 Kratka 
zaporedja z 2 do 4 bazami so zaporedno 
ponovljena 10- do 100-krat. Izolate razli-
kujemo glede na število ponovitev kratkega 
zaporedja. Kratka ponavljajoča se zaporedja 
pomnožimo z verižno reakcijo s polimerazo. 
Oligonukleotidni začetniki vsebujejo zapo-
redja obrobnih delov kratkih ponavljajočih 
se zaporedji DNK. Eden od oligonukleoti-
dnih začetnikov je označen s fluorescentnim 
barvilom. Po končanem pomnoževanju pro-
dukte ločujemo s kapilarno elektroforezo, za 
katero sta značilni visoka ločljivost in obču-
tljivost. Omogoča namreč ločevanje odse-
kov, ki se med seboj v dolžini razlikujejo le 

lahko izboljšamo razumevanje genetskih in 
epidemioloških povezav med okoljskimi in 
kliničnimi izolati ter tako predvidimo poti 
širjenja. Poznavanje poti širjenja pa je po-
membno pri načrtovanju načinov prepreče-
vanja okužb.

Za genotipizacijo A. fumigatus so na vo-
ljo številne metode, ki se razlikujejo v hi-
trosti, enostavnosti izvedbe, ponovljivosti, 
tolmačenju rezultatov in sposobnosti meto-
de, da z njo določimo genotip vsakega seva. 
Zelo pomemben dejavnik je razlikovalna 
moč. Z njo ocenimo, v kolikšni meri tipiza-
cijska metoda lahko razlikuje med preisko-
vanimi izolati. Razlikovalna moč tipizacijske 
metode predstavlja verjetnost, da bosta dva 
naključno izbrana nesorodna izolata, izbra-
na iz testne populacije, določena kot različ-
na. Izračunamo jo z uporabo Simpsonovega 
indeksa različnosti (angl. diversity, D); vre-
dnost D 1,0 pomeni, da je s tipizacijsko me-
todo možno razlikovati med vsemi izolati, 
vrednost 0,0 pa, da so vsi izolati identičnega 
tipa.1

Trenutno smernice za opredelitev geno-
tipa še niso izoblikovane, zato je tolmačenje 
rezultatov subjektivno in lahko privede do 
napak pri določitvi genotipa. Subjektivno 
tolmačenje rezultatov je pogosto pri teh-
nikah, ki vključujejo analizo fragmentov 
(RAPD, RFLP, AFLP), pri katerih ni natanč-
no določeno, kakšna razlika v vzorcu pome-
ni nov podtip in kakšna nov tip. Z uporabo 
natančnih genotipizacijskih tehnik (MLST, 
StrAf), pri katerih je tarča natančno do-
ločena in so tako začetniki zelo specifični, 
se tako lahko delno izognemo subjektivni 
razlagi. Dodatna prednost analize kratkih 
ponavljajočih se zaporedij DNK, ki je v za-
dnjem času ena izmed najbolj uporabljenih 
metod, je visoka ponovljivost. Ta omogoča 
epidemiološko analizo velikega števila izola-
tov v daljšem časovnem obdobju.

Naključno pomnožena 
polimorfna DNK (angl. 
random amplification of 
polymorphic DNA, RAPD)

Pri tej molekularni metodi uporabljamo 
oligonukleotidni začetnik dolžine 8 do 20 
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Polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov 
(angl. restriction fragment 
length polymorphism, RFLP), 
določen s elektroforezo v 
utripajočem električnem polju

Pri metodi RFLP uporabljamo restrikcij-
ske encime, ki cepijo celokupno genomsko 
DNK izolata s prepoznavanjem zaporedja 
velikosti 6 baznih parov. Prednost imajo en-
cimi, ki prepoznajo malo restrikcijskih mest. 
Z rezanjem genoma A. fumigatus lahko pri-
dobimo do 10.000 odsekov, odvisno od re-
strikcijskega encima. Pri analizi se omejimo 
na odseke velikosti 10–50 kilobaznih parov, 
ker manjših od 10 kilobaznih parov ne zmo-
remo ločiti med sabo. Izolati A. fumigatus se 
razlikujejo v restrikcijskih vzorcih. Razlike 
so posledica zamenjave, vstavitve ali delecije 
nukleotidov v prepoznavnem zaporedju en-
cima.13

V raziskavi Denning in sod. so preizku-
sili številne restrikcijske encime, med kateri-
mi sta encima XhoI in SalI izkazala najvišjo 
stopnjo razlikovanja.16

Različica metode je RFLP s hibridizacijo, 
pri kateri ločene odseke prenesemo na naj-
lonsko membrano po t. i. postopku southern 
blot. Na specifične odseke nato hibridizira-
mo označene lovke. S tem analiziramo le 
specifično podskupino restrikcijskih fra-
gmentov. Ponavljajoče se sekvence DNK, ki 
jih uporabljajo kot lovke, predstavljajo eno 
izmed boljših orodij za tipizacijo sevov. Med 
temi so se za tipizacijo A. fumigatus izkaza-
le za najustreznejše naslednje lovke: Afut1, 

za en nukleotid. Rezultate podajamo v obliki 
elektroferograma, iz katerega razberemo ve-
likost in relativno koncentracijo analiziranih 
alelov. Iz velikosti odsekov lahko izpeljemo 
število ponovitev, ki predstavljajo genotip 
posameznega izolata. V raziskavi Bart-Dela-
besse in sod. so analizirali 4 različna kratka 
ponavljajoča se zaporedja DNK (A, B, C in 
D). Kratko ponavljajoče se zaporedje DNK 
A dolžine 108–158 bp je lahko vsebovalo 
16–41 ponovitev zaporedja CA, kratko po-
navljajoče se zaporedje DNK B dolžine 102–
134 bp, 9–25 ponovitev zaporedja CA, kratka 
ponavljajoča se zaporedja DNK C (165–183 
bp) in D (76–134 bp) pa 7–16 oziroma 7–36 
ponovite zaporedja CA.14 Skupna razliko-
valna moč med 100 izolati plesni A. fumi-
gatus z uporabo vseh štirih ponavljajočih se 
zaporedji DNK je dosegla 0,994.13

De Valk in sod. so določali 9 različnih 
ponavljajočih se zaporedij DNK, po tri z 
dvonukleotidnimi ponovitvami, trinukle-
otidnimi in štirinukleotidnimi ponovitva-
mi.15 Analizirali so 100 izolatov A. fumiga-
tus. Z analizo rezultatov, pridobljenih na 
vseh 9 odsekih, so dosegli razlikovalno moč 
0,9994.15

Metoda ima visoko moč razlikovanja, je 
dobro ponovljiva, srednje zahtevna za izved-
bo ter vrstno specifična. 13

Tabela 1: Pregled lastnosti tipizacijskih metod.6

Tipizacijska 
metoda

Razlikovalna moč Ponovljivost Zahtevnost Vrstna 
specifičnost

Tolmačenje

raPd omejena omejena enostavna ne srednja

kratka ponavljajoča 
se zaporedja dnk

visoka odlična srednja da lahka

rFLP brez 
hibridizacije

omejena omejena srednja ne težavna

afut1-rFLP visoka dobra težavna da težavna

MLST dobra odlična srednja da lahka

aFLP visoka dobra srednja ne težavna
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tema MLST so na voljo na spletu (http://pu-
bmlst.org/afumigatus). Z opisano metodo 
so med 100 izolati določili 30 ST in dosegli 
razlikovalno moč 0,93.20

Metoda MLST ni uporabna za tipizaci-
jo A. fumigatus med preiskavami izbruhov, 
temveč za sledenje sorodnosti med genotipi.

Polimorfizem dolžin 
pomnoženih fragmentov 
(angl. amplified fragment 
length polymorphism, AFLP)

Za razlikovanje med sevi A. fumigatus 
uporabljamo tudi novejšo metodo, ki temelji 
na določanju polimorfizma dolžin pomno-
ženih fragmentov. Metoda vključuje rezanje 
celokupne genomske DNK z dvema restrik-
cijskima encimoma, med katerima eden reže 
s povprečno, drugi pa z visoko frekvenco. 
Na lepljive konce restrikcijskih fragmentov 
vežemo adapterje. Restrikcijske fragmente 
pomnožimo z verižno reakcijo s polimera-
zo; eden od oligonukleotidnih začetnikov 
je označen s fluorescentnim barvilom. Pri-
delke ločimo s kapilarno elektroforezo.21 
Tako dobimo visoko informativni skupek 
fragmentov DNK, velikostnega razreda 50 
do 500 baznih parov. Razlike med različni-
mi izolati izhajajo iz razlik v številu in mestu 
prepoznavnih mest restrikcijskih encimov v 
genomu.

Metoda ima veliko moč razlikovanja, 
je ponovljiva, srednje zahtevna za izvedbo, 
vendar je tolmačenje rezultatov zahtevno in 
tudi ni vrstno specifično.13

Uporaba molekularnih 
tipizacijskih metod
Genotipska raznolikost

Spore aspergilov predstavljajo 0,1- do 
22,0-odstotni delež vseh spor v zraku. Kon-
centracije nihajo glede na vremenske razme-
re in lokalne dejavnike. Koncentracije spor 
A. fumigatus se gibljejo od približno 5/m3 
do več kot 30/m3.22 Obsežnost genetske ra-
znolikosti so dokazali z analizo Afut1-RFLP 
približno 900 kliničnih in okoljskih izolatov 
A. fumigatus. Opredelili so kar 424 različnih 

Afut 2, Af4, Af4A in Taf1. Te hibridizirajo z 
restrikcijskimi fragmenti, ki vsebujejo pona-
vljajočo DNK.17 Za razlikovanje izolatov A. 
fumigatus so uporabili številne kombinacije 
restrikcijskih encimov in lovk. Najpogosteje 
uporabljena kombinacija je restrikcijski en-
cim EcoR1 ter lovka imenovana Afut1.18 Me-
toda ima visoko moč razlikovanja, je pono-
vljiva, vrstno specifična, vendar sta izvedba 
metode in tolmačenje rezultatov težavna.13

Omenjeno metodo so v raziskavi upora-
bili Lasker in sod.4 V raziskavi so tipizirali 
49 izolatov A. fumigatus, ki so jih pridobili v 
štirih bolnišničnih izbruhih. Z metodo AfuI 
RFLP so določili 40 tipov, metoda pa je ime-
la v primerjavi s klasično RFLP analizo višjo 
razlikovalno moč in ponovljivost.

Tipizacija na osnovi 
multilokusnih zaporedij 
(angl. multilocus sequence 
typing, MLST)

Metoda MLST primerja nukleotidni po-
limorfizem med regijami s petimi do sed-
mimi geni (navadno vzdrževalnimi; angl. 
house-keeping), ki se zaradi svoje pomemb-
ne funkcije v času le malo spreminjajo.19 
Metoda vključuje pomnoževanje teh genov 
(navadno sedmih), ki jim zatem določimo 
nukleotidno zaporedje. Po določitvi nu-
kleotidnega zaporedja dobimo alelni profil 
izolata, ki predstavlja kombinacijo alelnih 
različic sekveniranih genov. Iz alelnega pro-
fila določimo sekvenčni tip izolata. Polimor-
fizmi, ki vodijo v nastanek alelnih različic, 
so shranjeni v bazo podatkov in tvorijo se-
kvenčni tip izolata (angl. sequence type, ST). 
Sheme MLST številnih mikroorganizmov so 
dostopne na spletu (http://www.mlst.net). 
Metoda ima dobro razlikovalno moč, je po-
novljiva, primerljiva med laboratoriji, sre-
dnje zahtevna ter vrstno specifična.13

Razmerje med izolati določamo s pri-
merjavo alelnih profilov: sorodni izolati 
imajo enake oziroma podobne ST, nesoro-
dni pa različne ST.

V raziskavi so Bain in sod. določali nu-
kleotidno zaporedje 7 delov različnih genov 
A. fumigatus (ANXC4, BGT1, CAT1, LIP, 
MATI-2, SODB in ZRF2). Podrobnosti sis-
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nika in bolnišničnega okolja.25 V literaturi 
najdemo tudi številne druge raziskave, ki 
skušajo pojasniti bolnišnični vir okužbe z 
A. fumigatus. Uporabljamo različne metode, 
kot so analiza kratkih ponavljajočih se za-
poredij DNK, RAPD, RAPD, kombinirana z 
analizo SSDP, ali SSDP in MLEE.31-33

Klinično-epidemiološke raziskave

Tipizacija kliničnih izolatov nam lah-
ko daje tudi vpogled v raznolikost sevov A. 
fumigatus pri različnih skupinah bolnikov. 
Bolniki s cistično fibrozo so stalno koloni-
zirani z več genotipi A. fumigatus hkrati. V 
raziskavi so Cimon in sodelavci pokazali, da 
lahko pri pred kratkim koloniziranih bolni-
kih s cistično fibrozo najdemo več različnih 
genotipov kot pri bolnikih, ki so kronično 
kolonizirani in pri katerih lahko osamimo 
le omejeno število genotipov, med katerimi 
prevladuje en genotip. Tudi bolniki z inva-
zivno aspergilozo so pogosto okuženi z več 
genotipi. Chalazet in sodelavci so pri 27 od 
73 bolnikov z invazivno aspergilozo osamili 
številne izolate (od dva do šest), ki so pripa-
dali različnim genotipom.24

Tipizacijske metode omogočajo pre-
poznavanje novih vrst, ki do sedaj še niso 
bile opisane. Novo opisana patogena vrsta 
je Aspergillus lentulus, ki je morfološko po-
dobna A. fumigatus in so jo na novo opisali z 
uporabo sekvenčne analize in analize RFLP 
mitohondrijske DNK.34-36 Osamili so jo iz 
različnih geografskih področij. Kasneje so 
ugotovili, da se od A. fumigatus sensu stricto 
loči po tem, da ni sposobna rasti na 48 °C 
in ima različne profile sekundarnih metabo-
litov. To je klinično pomembno predvsem 
zato, ker so vsi doslej osamljeni izolati A. 
lentulus in vitro slabše občutljivi za antimi-
kotike kot A. fumigatus.36,37

V Tabeli 1 združeno prikazujemo značil-
nosti posameznih tipizacijskih metod.13

Zaključek
Tipizacija izolatov je pokazala veliko ge-

netsko raznolikost sevov A. fumigatus, zato 
moramo pri tipizaciji uporabljati metode z 
visoko razlikovalno močjo, kot sta metodi 

genotipov in iz različnih geografskih podro-
čij dokazali le 14 identičnih sevov. Med ge-
notipi in geografskimi področji niso ugoto-
vili nobene povezanosti.23 V drugi raziskavi 
so analizirali 700 izolatov iz bolnišničnega 
okolja, med katerimi se je 85 % genotipov 
pojavilo samo enkrat, 15 % genotipov pa je 
bilo v bolnišničnem okolju prisotnih dlje.24 
Dokazali so, da lahko obstanejo v bolnišnič-
nem okolju tudi več mesecev. Tako se lahko 
bolniki iz različnih delov bolnišnice okužijo 
z istim sevom. Lee in sodelavci so dokazali, 
da notranje okolje nudi ugodnejše razmere 
za preživetje spor v zraku v primerjavi zuna-
njim okoljem.25

Tudi z analizo RFLP niso ugotovili razlik 
med kliničnimi in okoljskimi izolati A. fu-
migatus, kar kaže na to, da je lahko pogojno 
patogen vsak sev.26

Viri okužbe

Glavni viri spor aspergilov v zraku so 
lončnice, razpadajoče rastlinje, drugi organ-
ski material in gradbišča. Od tu se v okolico 
sprošča veliko spor, ki jih vdihavamo.27,28 
Poleg spor aspergilov v zraku so se kot po-
memben vir bolnišničnih okužb z aspergili 
izkazali tudi aerosoli vode. V raziskavi so 
Warris in sodelavci preiskovali 96 kliničnih 
in okoljskih izolatov A. fumigatus. Genom 
so rezali z restrikcijskima encimoma EcoRI 
in MseI. Glede na rezultate so okoljske izo-
late razvrstili v dve skupini, ki sta vsebovali 
izolate iz vode in zraka. Genetska sorodnost 
kliničnih in okoljskih izolatov nakazuje, da 
so bili bolniki z invazivno aspergilozo oku-
ženi s sevi iz vode in tudi iz zraka.29

Z molekularnimi genotipizacijskimi me-
todami lahko ugotovimo, ali se je bolnik 
okužil v bolnišnici ali zunaj nje. Ujemanje 
genotipov iz okolja, kjer je bil bolnik ho-
spitaliziran, in iz kliničnih vzorcev bolnika 
kaže na možnost bolnišnične okužbe. Ker je 
raznolikost genotipov A. fumigatus velika, je 
verjetnost, da je bolnik okužen z istim geno-
tipom, kot ga najdemo v domnevnem viru, 
majhna.30 Chalazet in sodelavci so pri 30 od 
73 bolnikov z invazivno aspergilozo dokazali 
bolnišnični vir okužbe. Pri njih so namreč 
dokazali identični sev iz kliničnih vzorcev 
dveh bolnikov ali iz kliničnega vzorca bol-
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