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Izvlecek

Izhodisc¢a

Zakljucki

Klju¢ne besede

Viste iz rodu Candida so pomembne povzrociteljice oportunisticnih glivnih okuzb pri
bolnikih z znanimi nevarnostnimi dejavniki. Klinicna diagnoza invazivne kandidoze je
pogosto tezavna, saj so znaki in simptomi bolezni nespecificni. Problem pogosto predstavija
tudi nizka obcutljivost osamitve gliv iz sterilnih mest.

Za postavitev diagnoze invazivne kandidoze je potrebna osamitev in identifikacija pa-
togene glive iz normaino sterilnih mest. Identifikacija vrste gliv kvasovk iz rodu Candida
Jje pomembna iz vec razlogov; posamezne vrste se lahko zelo razlikujejo v obcutljivosti za
razlicna antimikoticna sredstva, opredelitev vrste je pomembna za epidemioloske raziska-
ve in nenazadnje tudi za kRlinicni potek bolezni, saj se le-ta razlikuje. Pri diagnostiki nam
pomagajo tudi seroloski testi, med katerimi so najpomembnejsi testi, ki dokazujejo glivicne
antigene. Obetajoce so nove tehnike molekularne biologije, za katere se pricakuje visoka
obcutljivost in specificnost, vendar Se niso bile standardizirane in klinicno validirane.

invazivna kandidoza, hemokulture; fenotipska identifikacija, seroloska diagnostika, mo-
lekularna diagnostika

Abstract

Background

Conclusions

Key words

Candida spp. are responsible for opportunistic fungal infections in patients with known
risk factors. Clinical diagnosis of invasive candidiasis is difficult because clinical features
and symptoms are usually non-specific. The problem also represents isolation of pathogenic
yeasts from sterile site which lacks desired level of sensitivity.

Confirming diagnosis of invasive candidiasis requires isolation and identification of
pathogenic fungi from a normally sterile site. Identification of Candida spp. is increasingly
important for several reasons: Candida spp. differ in their susceptibility to antifungal agents,

species-specific identification is relevant for epidemiological purposes and the severity of
clinical manifestations differs depending on the infecting species. Serological tests can also

be helpful for diagnosis of invasive candidiasis, among which direct detection of antigens
is of most value. Newer techniques of molecular biology hold promise because of their high

sensitivity and specificity, but are not yet standardized and clinically validated.
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Uvod

Od zacetka 80. let prejSnjega stoletja postajajo glive
vedno pomembnejsi povzrocitelji invazivne bolezni
pri ¢loveku, zlasti pri imunsko oslabljenih bolnikih in
prihospitaliziranih bolnikih z resno osnovno bolezni-
jo. Za povecanje stevila glivnih okuzb so odgovorni
predvsem naslednji dejavniki: vse vecja populacija
imunsko oslabljenih bolnikov, povec¢ana uporaba §i-
roko spektralnih antibiotikov in citotoksi¢nih kemo-
terapij ter povecano Stevilo bolnikov, ki se zdravijo
s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic in ¢vrstih
organov. Kljub Stevilnim oportunisti¢nim glivam osta-
jajo vrste iz rodu Candida Se vedno najpomembnejsi
povzrocitelj oportunisti¢nih glivnih okuzb. V Ameriki
so tako cetrti najpogostejsi povzrocitelj bolnisni¢no
pridobljenih glivi¢nih seps in predstavljajo kar 8 do
10 % vseh tovrstnih okuzb.! Leta 2006 je Evropska
konfederacija za medicinsko mikologijo (ECMM - Eu-
ropean Confederation of Medical Mycology) objavila
rezultate epidemioloske raziskave, v katero je bilo
vklju¢enih sedem evropskih drzav (Francija, Nemcija,
Avstrija, Italija, Spanija, Svedska in Velika Britanija).
Stopnja kandidemije (prisotnost gliv iz rodu Candida
v krvi) se glede na omenjene evropske drzave giba
med 0,31-0,44 na 10.000 bolnisni¢nih dni, kar je nizje
od stopnje kandidemije v ZDA, ki znasa priblizno
1,5 na 10.000 bolnisni¢nih dni. Zakljudili so tudi, da
je kandidemija pogosto povezana s kirurskimi pose-
gi (48 % vseh epizod), z zdravljenjem v intenzivnih
enotah (40 %) in pri bolnikih s solidnimi tumor;ji ali
hematoloskimi malignostmi (35 %).2 V Sloveniji se je
stopnja kandidemije za Univerzitetni klini¢ni center
v letih 2004 do 2008 gibala med 0,47-0,76 na 10.000
bolnisni¢nih dni, najvisja je bilaleta 2000, ko je znasala
0,76 na 10.000 bolnisni¢nih dni.

Candida albicans je bila dolgo ¢asa glavni povzroci-
telj glivicne sepse, pridobljene v bolnisnici, vendar je
njen delez v 90. letih prejSnjega stoletja zacel upadati.
Vistem obdobju lahko opazimo porast vrste Candida
glabrata in drugih vrst iz rodu Candida. V Evropi je
tako C. albicans prisotna v skoraj 60 % primerih gli-
vi¢ne sepse, medtem ko je delez vrste C. glabrata pri-
blizno 15 %. Sorazmerno pogosto se kot povzroditelji
invazivnih okuzb pojavljajo tudi druge vrste Candida,
kot sta na primer Candida parapsilosis in Candida
tropicalis.? V Ljubljani je prav tako najpogostejsa pov-
zrociteljica glivicne sepse C. albicans, prisotnaje v 58,5
% primerih. Vrsta C. glabrata se pojavlja v nekoliko
visjem odstotku (21,5 %) kot drugod po Evropi, sledi
jivrsta C. parapsilosis (8,3 %) (podatki so povprecne
vrednosti za obdobje od 2000-2008).

Osamitev in identifikacija vrste sta zato postali po-
membni iz vec¢ razlogov. Razli¢ne vrste Candida se
mocno razlikujejo v obcutljivosti za antimikoti¢na
zdravila. Vrsta Candida krusei je naravno odporna pro-
ti flukonazolu, medtem ko C. glabrata lahko pridobi
odpornost in vitro in in vivo proti spektru antimiko-
tikov in ima obicajno visje vrednosti minimalne inhi-
bicijske koncentracije (MIK) za azole. Izolati Candida
dubliniensis lahko hitro pridobijo odpornost proti
flukonazolu, Candida lusitaniae je lahko odporna
proti amfotericinu B, vrsti C. parapsilosis in Candida

guilliermondii pa imata obicajno visje vrednosti MIK
za ehinokandine. Identifikacija do vrstne ravni je po-
membna tudi za epidemioloske raziskave; pojavljanje
doloc¢ene vrste Candida v bolni$nici, zlasti Ce se le-ta
pojavlja pogosteje kot ponavadi, lahko nakazuje na
specifi¢en vir okuzbe. Informacija o vrsti je pomemb-
na tudi za klini¢no sliko bolezni, saj dolocene vrste
povzrocajo resnejso obliko bolezni. Vrsta C. tropicalis
je ponavadi bolj invazivna pri nevtropenic¢nih bolni-
kih, ne pa tudi pri bolnikih po presaditvi jeter.?

Pri postavitvi diagnoze invazivne kandidoze so nam
v pomoc¢ smernice, ki sta jih leta 2002 prvi¢ obliko-
vali Skupina za glivicne okuzbe (IFICG - Invasive
Fungal Infection Cooperative Group) pri Evropski
organizaciji za raziskave in zdravljenje rakavih obolenj
(EORTC - European Organization for Research and
Treatment of Cancer) in Skupina za raziskave mikoz
(MSG - Mycoses Study Group) Nacionalnega instituta
za alergologijo in infekcijske bolezni, in so bile leta
2008 obnovljene. Skupina EORTC/MSG je oblikovala
merila, ki temeljijo na dejavnikih gostitelja, klini¢nih
znakih in mikrobioloski diagnozi, in na podlagi katerih
lahko opiSemo invazivno kandidozo kot dokazano,
verjetno ali mozno invazivno glivicno bolezen. Mi-
krobioloska merila za dokazano invazivno kandidozo
vkljucujejo neposredne metode dokazovanja kandid
v humanih vzorcih, kot sta mikroskopska analiza vzor-
cev pridobljenih iz sterilnih mest, ki pokaze prisotnost
psevdohif ali pravih hif in osamitev kandid v kulturi.
Od posrednih metod je v merilih omenjeno le dokazo-
vanje sestavine celi¢ne stene gliv - polisaharida (1-3)-
B-D-glukana, katerega klini¢na uporaba je omenjena v
nadaljevanju. Molekularne metode dokazovanja glivv
klini¢nih vzorcih kljub napredku na tem podroc¢ju se
niso bile vklju¢ene v smernice, saj nobena od moleku-
larnih tehnik $e ni bila standardizirana in validirana.t

Diagnostika invazivne kandidoze

Za nedvoumen dokaz invazivne glivne bolezni, ki jo
povzrocajo vrste iz rodu Candida, je zlati standard
Se vedno osamitev glive iz normalno sterilnih mest
telesa, kot so kri, peritonealna tekocina, cerebrospi-
nalna tekocina, biopti tkiva in razli¢ni punktati. Za
mikrobiolosko dokazovanje invazivne kandidoze se
najveckrat uporabljajo hemokulture in vzorci drugih
sterilnih kuznin, pomemben je tudi histopatoloski
pregledbiopti¢nih vzorcev tkiv, za hitro diagnostiko pa
so nam lahko v pomoc tudi seroloski testi, med kateri-
mi so najpomembne;jsi testi za dokazovanje glivicnih
antigenov in nove molekularne metode (zlasti verizna
reakcija s polimerazo - PCR).?

Kultivacija klini¢nih vzorcev

Kljub napredku molekularnih tehnik so hemokulture
$e vedno prakti¢na in sorazmerno zanesljiva metoda
za diagnosticiranje okuzb krvnega obtoka. Najvecji
napredek na tem podrocju predstavljajo avtomati-
zirani sistemi, ki spremljajo rast mikroorganizmov v
hemokulturnih steklenickah. Razsirjena sta predvsem
dva sistema: sistem BacT/ALERT 3D (Organon Teknika
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Corp., Durham, Nizozemska), ki spremlja rast mikroor-
ganizmov kolorimetri¢no, in sistem BACTEC (Becton
Dickinson, ZDA), ki spremlja rast fluorescentno. Kan-
didemijo lahko dokazemo v aerobnih in anaerobnih
steklenickah, vendar je obcutljivost v takih primerih
ocenjena na priblizno 50 %.%%”Oba sistema zato ponu-
jata posebna gojis¢a (Mycosis IC/F in Myco/F Lytic za
sistem BACTEC in gojis¢e MB za sistem BacT/ALERT),
ki so primernejsa za rast gliv. Njihova uporaba se pripo-
roca zlasti pri bolnikih z visokim tveganjem za razvoj
invazivne kandidoze in v primerih, ko bi bakterije v
krvilahko zavirale rast gliv kvasovk. Stevilne raziskave
so pokazale, da omenjena gojis¢a omogocajo obcutlji-
vejso in hitrejso diagnostiko kandidemije.>”-* Meyer in
sod. so s pomocjo gojis¢a Mycosis IC/F dokazali priso-
tnost gliv kvasovk v krvi kar pri 92,5 % vseh bolnikov,
vklju¢enih v raziskavo, medtem ko je aerobno gojisce
dokazalo glive kvasovke le pri 75,9 % vseh bolnikov.
Gojis¢e Mycosis IC/F se je zlasti izkazalo za osamitev
vrste C. glabrata, pri kateri je bilo kar 41,9 % vseh
primerov kandidemije dokazanih samo s slednjim
gojis¢em. Povpredni Cas rasti je bil za glivno gojisce
bistveno krajsi kot za aerobno gojisce (28,9 + 222 h
vs. 30,5 + 24,6 h); razlika je bila zopet najbolj o¢itna za
visto C. glabrata (17,8 +9,1 hvs. 61,5 + 31,4 h).#

V podobni raziskavi so Horvath in sod. primerjali oba
omenjena sistema za hemokulture, BacT/ALERT 3D
in BACTEC; poleg standardnega aerobnega in ana-
erobnega gojis¢a so uporabili tudi ustrezno gojisce,
ki podpira rast gliv (Myco/F Lytic za sistem BACTEC
in MB za sistem BacT/ALERT). Vsako hemokulturno
steklenicko z ustreznim gojis¢em so napolnili s krvjo
zdravih prostovoljcev in jih nato inokulirali s 1.000
celicami gliv na steklenicko. Oba sistema sta zaznala
se tudi z aerobnim gojis¢em; s sistemom BACTEC so
zaznali rast gliv v 90 % aerobnih gojis¢ in s sistemom
BacT/ALERT v 100 % aerobnih gojis¢. Najvecja razlika
med obema sistemoma je bila v anaerobnem gojisc¢u;
sistem BACTEC je zaznal rast gliv le v 10 % anaerob-
nih gojis¢, medtem ko sistem BacT/ALERT v 70 %.
Povprecni ¢as zaznave rasti gliv se je zelo razlikoval
za posamezna gojisca kot tudi za posamezno vrsto
glive kvasovke. Najhitrejse je bilo gojis¢e Myco/F Lytic
sistema BACTEC (21,12 + 3,55 h). Rast vec¢ine Candida
spp. so zaznaliv roku 24 ur, z izjemo vrste C. glabrata,

gojisce za sistem BACTEC: 106,00 + 18,99 h vs. 34,03 +
10,59 hvs. 21,15 + 3,55 h; ustrezno aerobno, anaerobno
in glivno gojisce za sistem BacT/ALERT 3D: 51,82 + 9,93
hvs. 25,73 +3,30h vs. 26,78 + 2,88 h) .

Fenotipska identifikacija vrst
iz rodu Candida

Dolocene vrste iz rodu Candida lahko identificiramo
namen se uporablja kromogeno gojisce, ki je dosto-
pno tudi na trgu. Najpogosteje se uporablja gojisce
CHROMagar Candida (Becton Dickinson, Heidelberg,
Nemcija), s katerim lahko na podlagi barve in morfo-

logije kolonij identificiramo vrste C. albicans, C. tro-
picalis in C. krusei. Kolonije C. glabrata so podobne
kolonijam stevilnih drugih vrst iz rodu Candida, zato
je za identifikacijo potrebno narediti e dodatne bio-
kemicne teste. Stevilne studije so primerjale razlicna
kromogena gojis¢a z referen¢nim agarjem Sabouraud.
V vseh primerih so bila kromogena gojisc¢a boljsa v
odkrivanju razli¢nih vrst gliv kvasovk, kar je zlasti po-
membno v primerih mesanih glivnih kultur.®

Leta 1995 so opisali novo vrsto Candida dubliniensis,
ki jo pogosto povezujemo z oralno kandidozo pribol-
nikih z aidsom. Vrsta ima Stevilne fenotipske lastnosti,
podobne C. albicans, in tudi na kromogenem gojiscu
tvorita obe vrsti zelo podobne kolonije. Ker je C. du-
bliniensis bolj odporna na azole, je zelo pomembno,
da obe vrsti lo¢imo z biokemic¢nimi testi ali z imuno-
loskimi in molekularnimi metodami.*”

Za vecino vrst iz rodu Candida se v identifikacijske
namene uporabljajo asimilacija ogljikovodikov, fer-
mentacijski testi, dokazovanje encimov in opazovanje
morfologije s pomogcjo koruznega agarja. Razvite so
tudi hitrejSe in laboratorijsko manj zahtevne metode
identifikacije, ki vkljucujejo razli¢ne komercialno do-
stopne teste. V Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih
infekcij (Institut za mikrobiologijo in imunologijo,
Medicinska fakulteta, UL, Ljubljana) uporabljamo za
identifikacijo gliv kvasovk dva taksna testa: APT Candi-
da in ID 32C (bio Merieux, Marcy-I'Etoile, Francija). S
testom API Candida dobimo Ze po 24 urah tako dobre
rezultate, kot je opisano v literaturi,? za glive, ki so
najpogosteje osamljene iz klini¢nih vzorcev, medtem
ko je identifikacija redkejsih gliv kvasovk pogosto
tezavnej$a in manj zanesljiva. V literaturi zasledimo za
omenjeni test razlicne odstotke pravilne identifikacije,
ki se gibljejo od 68 do 92 %."-"Ta odstotek je lahko
kot je na primer opazovanje morfologije na koruznem
agarju. Nakoruznem agarju opazujemo prisotnost mi-
celija oziroma psevdomicelija, tvorbo klamidospor in
drugih struktur, ki so specifi¢ne za posamezno glivi¢-
no vrsto. Fricker-Hidalgo in sod. so tako s testom API
Candida pravilno identificiralile 75,2 % vseh testiranih
glivkvasovk, ob uporabi dodatnih biokemic¢nih testov
in koruznega agarja z opazovanjem morfologije pa
jim je uspelo identificirati kar 97,4 % vseh vkljucenih
glivi¢nih sevov.!?

ID 32Cje avtomatiziran sistem, ki v primerjavi s testom
API Candida vkljucuje vecji nabor biokemic¢nih testov.
Uporabljajo ga v Stevilnih laboratorijih zaradi njegove
zanesljivosti in obseznejse baze gliv kvasovk, ki jih
je sposoben identificirati. Test ID 32C je zanesljiv v
identifikaciji sorazmerno pogosto osamljenih gliv iz
klini¢nih vzorceyv; v literaturi se giblje odstotek pra-
vilne identifikacije od 88-98 %.1 " > Test je nekoliko
manj zanesljiv priidentifikaciji redkeje osamljenih gliv
kvasovk, kar so z raziskavo pokazali Ramani in sod.””
Med avtomatiziranimi sistemi za identifikacijo gliv
kvasovk ima velik potencial tudi sistem VITEK 2 (bio
Merieux, Marcy-I’Etoile, Francija). V primerjavi s siste-
mom ID 32C ima VITEK 2 $e vedji nabor biokemi¢nih
testov, medtem ko je baza gliv kvasovk nekoliko manj-
§a.'® Sanguinetti in sod. so s pomocjo sistema VITEK 2
pravilno identificirali kar 98,2 % vseh testiranih gliv.!* V
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novejsi raziskavi so Valenza in sod. pravilno identifici-
ralivecino obicajnih glivnih izolatov (npr.: C.albicans,
C. glabrata in C. krusei), medtem ko se je odstotek
pravilne identifikacije za nekatere druge vrste (npr.:
C. guilliermondii, C. parapsilosis in C. tropicalis) gibal
med 30-80 %. S pomocjo dodatnih testov so tudi sle-
dnje vrste identificirali v ve¢ kot 85 % primerov.”

Molekularno dokazovanje gliv
kvasovk

Razvoj molekularne biologije ponuja Stevilna orodja
za taksonomijo in identifikacijo gliv kvasovk. Sekve-
niranje specifi¢nih genov in verizna reakcija s poli-
merazo (PCR) tako predstavljata hitro in natan¢no
moznost identificiranja glivnih patogenov.* Ker no-
bena od molekularnih metod za dokazovanje gliv v
klini¢nih vzorcih Se ni bila standardizirana in validira-
nav klini¢nem laboratoriju, jih skupina EORTC/MSG
ni vkljucila v svoje smernice za diagnostiko invazivne
glivi¢ne bolezeni.*

Najpogostejsa tar¢a molekularnih metod za identifi-
kacijo gliv kvasovk je rDNK (geni, ki nosijo zapis za
ribosomne podenote). Podenote rDNK vkljucujejo
visoko ohranjene domene, ki jih loc¢ujejo variabilne
regije in so pogosto vrstno specifi¢ne. Prav zaradi te
lastnosti omogoca zaporedje rDNK veliko mozno-
sti za oblikovanje tako univerzalnih kot tudi vrstno
ali rodovno specifi¢nih oligonukleotidov. rDNK je
v genomu gliv kvasovk prisotna v ve¢ kopijah (50
do 100 kopij na genom glive kvasovke), kar poveca
obcutljivost molekularne tehnike. Pomembno je tudi
dejstvo, da so zaporedja rDNK razli¢nih glivnih vrst
dostopna v javnih bazah, kar omogoca lazje iskanje
homologije.t

V preteklosti so za dokazovanje patogenih gliv kvasovk
ovrednotili razlicne molekularne tehnike, ki dokazu-
jejo glive kvasovke neposredno iz klini¢nih vzorcev
ali po njihovi osamitvi. Med njimi se najpogosteje po-
javljajo razlic¢ice PCR (predvsem PCR v realnem c¢asu)
in sekveniranje razli¢nih regij v genomu patogenih
gliv.3 828 PCR se pogosto uporablja za dokazovanje
gliv neposredno v samem klini¢nem vzorcu, medtem
ko je za identifikacijo gliv s sekveniranjem potrebna
predhodna osamitev glive v ¢isti kulturi. Novost na
podrodju sekveniranja je t.i. pirosekveniranje (Biotage,
Uppsala, Svedska), s katerim lahko identificiramo glive
kvasovke ze na podlagi kratke sekvence znotraj tDNK
injev primerjavis klasi¢nim sekveniranjem hitrejse in
preprostejse za uporabo.!s 22

Pred kratkim je podjetje Roche (Mannheim, Nemcija)
postavilo na trg molekularni test LightCycler SeptiFast,
ki je v osnovi PCR v realnem casu. Test odkriva in pre-
poznava kar 25 bakterijskih in glivnih povzroditeljev
okuzb krvnega obtoka v samo nekaj urah. Od glivnih
vrst tako odkrije C. albicans, C. tropicalis, C. parap-
silosis, C. krusei, C. glabrata in A. fumigatus. Ker je
test SeptiFast novost na trgu, je njegova vrednost se
vedno neopredeljena; test zaznava tudi DNK odmrlih
glivnih celic v krvnem obtoku, zato bi bilo smiselno
ovrednotiti njegov prispevek k zdravljenju bolnikov s
sepso. To pa pravzaprav velja za vse podobne mole-
kularne teste."

V literaturi so opisani primeri, ko so uporabili PCR
za dokazovanje gliv v hemokulturnih steklenickah,
pozitivnih za glive.?*? Metwally in sod. so razvili
PCR v realnem casu, ki v pozitivnih hemokulturnih
steklenickah lo¢i med vrstami, ki so obcutljive na
flukonazol (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis
in C. dubliniensis), in vrstami, ki so na flukonazol
obic¢ajno odporne (C. glabrata in C. krusei). Metoda
se je izkazala kot visoko obculjiva in specifi¢na ter v
primerjavi s klasi¢no osamitvijo in identifikacijo gliv
bistveno hitrejsa.?® Glavni problem je zavora reakcije
PCR zaradi prisotnosti inhibitorjev v hemokulturnih
steklenickah, saj komercialno dostopni kiti za osami-
tev DNK iz vzorcev humane krvi preslabo odstranijo
omenjene inhibitorje.?*? Verjetno bolj perspektivna
je metoda in situ fluorescentne hibridizacije s pepti-
donukleotidnimi sondami PNA FISH (angl.: Peptide
nucleic acid fluorescence in situ hybridization), ki
omogoca dokazovanje razli¢nih vrst gliv iz rodu
Candida v pozitivhih hemokulturnih steklenickah.
Trenutno so na trgu dostopni trije taksni testi, ki jih
je razvilo podjetje AdvanDx (Vedbaek, Danska).?>-32
Najnovejsi med njimi, test Yeast Traffic Light PNA
FISH (AdvanDx, Vedbaek, Danska), dokazuje v po-
zitivnih hemokulturnih steklenickah pet vrst iz rodu
Candida, in sicer C. albicans/C. parapsilosis, C. tro-
picalis in C. glabrata/C. krusei. Test se je izkazal z
visoko obculjivostjo in specifi¢cnostjo. Pomembna
prednost testa je tudi njegova hitrost, saj je ¢as do
konc¢nega rezultata krajsi od 3 ur.?

Tehnike molekularne diagnostike so obetajoce, saj so
veliko bolj obculjive in specifi¢ne od tradicionalnih
laboratorijskih metod. Vendar obstaja na tem podro-
¢ju Se kar nekaj neresenih problemov, ki omejujejo
sirso klini¢no uporabo molekularnih tehnik. Dolgo
¢asa so bile molekulane tehnike v ozadju zaradi pri-
sotnosti PCR inhibitorjev v kulturi gliv in zaradi tezav
pri razbitju glivne celi¢ne stene. Ceprav vecina dana-
$njih protokolov za osamitev DNK iz glivnih celic Ze
uspesno odstrani PCR inhibitorje, pa so le-ti zahtevni
in dragi.’®

Kljub temu stevilni laboratoriji po svetu razvijajo, vali-
dirajo in v vsakodnevni rutini izvajajo metode moleku-
larnega dokazovanja glivvhumanih vzorcih. Zato smo
v Laboratoriju za diagnostiko glivi¢nih infekcij razvili
preiskavo PCR - Candida, ki odkriva Sest najpogostej-
§ih povzrociteljev invazivne kandidoze neposredno
v vzorcih humane krvi: C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis in C. kefyr. Test
temelji na pomnozevanju regije ITS 2, ki je del rDNA
regije in tako nudi dovolj variabilnosti za razlikovanje
omenjenih gliv kvasovk. Prednost omenjenega testa
je tudi hitrost. Klasi¢na osamitev in identifikacija gliv v
humanih vzorcih obic¢ajno zahteva povpre¢no najmanj
72 ur, medtem ko za izvedbo testa PCR - Candida
potrebujemo manj kot 6 ur.

Serolosko dokazovanje gliv kvasovk

Seroloska diagnostika invazivne kandidoze predsta-
vlja dve strategiji: dokaz antigenov patogene glive v
humanih vzorcih in dokaz protiteles. Seroloski testi
so bili predmet Stevilnih Studij.*3% Testi, ki teme-
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liijo na dokazu antigena v serumu, so na splosno
dovolj specifi¢ni, vendar se vecina antigenov zelo
hitro odstrani iz krvnega obtoka, kar vpliva na ob-
Cutljivost seroloskega testa. D-arabinitol je metabolit
doloc¢enih vrst rodu Candida, ki se kopici v urinu
bolnikov z invazivno kandidozo. Obcutljivost testa
na D-arabinitol je okoli 50 % in ne zazna vrst C.
krusei in C. glabrata. Antigenemija z enolazo je po
mnenju nekaterih avtorjev znacilna za bolnike z
invazivno kandidozo in se ne pojavi pri bolnikih s
povrsinsko kolonizacijo s kvasovkami rodu Candi-
da. Specifi¢nost imunskega testa na enolazo je 100
%, obcutljivost testa pa se v Studijah spreminja od
54 % do 75 %, odvisno od zaporednega vzorenja
seruma. Specificnost in obcutljivost testa na toplo-
tno-obcutljiv antigen z aglutinacijo lateksa Cand-Tec
se v veliki meri spreminjata zaradi razlicne prazne
vrednosti. Ce upostevamo za pozitivno vrednost
testa titer 1:4 ali ved, je specifi¢nost testa okoli 87 %
in obcutljivost 77 %. Imunski test Platelia® Candida
Ag na manan je ve¢ kot v 95 % specifi¢en in ima
povprecno obcutljivost 51,5 %. Obcutljivost testa so
izracunali v retrospektivnih Studijah, ki so vkljuce-
vale bolnike iz razli¢nih klini¢nih oddelkov v treh
francoskih bolnisnicah, pri katerih so iz krvi ali iz
drugih normalno sterilnih mest telesa osamili kva-
sovke rodu Candida. Obcutljivost testa se spreminja
od vrste kandide in je najnizja za vrsti C. krusei (20
%) in C. parapsilosis (37,5 %). Studije kazejo, da se
obcutljivost testa na manan poveca pri veckratnem
zaporednem vzorcenju seruma in hkratnem testiranju
bolnikovega seruma na protitelesa proti mananu,
do 85 %.

Na drugi strani ima tudi dokazovanje specifi¢nih
protiteles svoje omejitve. Protitelesa se namrec lahko
pojavijo tudi pri zdravih posameznikih kot odziv na
komenzalno glivi¢no floro, ki kolonizira sluznice. Dru-
gi problem, ki omejuje klini¢cno uporabo dokazovanja
specifi¢nih protiteles, predstavljajo lazno negativni
rezultati pri imunsko oslabljenih bolnikih, pri katerih
ne moremo dokazati specifi¢nih protiteles.

V Laboratoriju za humoralno imunost in serolosko di-
agnostiko glivi¢nih bolezni Instituta za mikrobiologijo
in imunologijo UL MF uporabljamo za dokazovanje
invazivne kandidoze test na manan (Platelia® Candida
Ag, BioRad, Francija), test na protitelesa proti mananu
(Platelia® Candida Ab/Ac/Ak, BioRad, Francija) in test
Cand-Tec (Ramco Laboratories, Stafford, ZDA). Manan
je poglavitna sestavina celi¢ne stene gliv kvasovk iz
rodu Candida in se tekom okuzbe sprosc¢a v krvni ob-
tok. Vliteraturi najdemo $tevilne objave, ki potrjujejo,
da je prisotnost manana v krvi povezana z invazivno
kandidozo.333% 3840V preteklosti je bilo dokazovanje
mananav humanih vzorcih omejeno, predvsem zaradi
testov z nizko obcutljivostjo. Tudi na tem podrodiju je
bil narejen velik napredek predvsem z uporabo bolj
obc¢utljivih testnih formatov in z uporabo monoklon-
skih protiteles, ki reagirajo s specifi¢nimi epitopi.’*
Za optimalno detekcijo mananskega antigena, je po-
trebna disociacija kompleksov antigen-protitelo, zato
je potrebno vzorce serumov predhodno toplotno ali
encimsko obdelati. Manan se tekom okuzbe zelo hitro
odstrani iz krvnega obtoka, zato je smiselno veckratno

zaporedno vzorcenje seruma.’* >3 Pri bolnikih, pri
katerih mananav serumu ne moremo dokazati, prica-
kujemo paverjetno kandidozo, je priporocljivo izvesti
tudi test na protitelesa proti mananu. Odsotnost tako
protiteles kot antigena pa ne izkljucujeta invazivne
kandidoze.” Obcutljivost testiranja lahko povec¢amo
tudi z dolo¢anjem dveh razli¢nih antigenov, zato test
na manan lahko dopolnimo $e s testom na citoplaz-
matski toplotno obcutljivi antigen C. albicans z aglu-
tinacijo lateksa. Test je delezen kritik zaradi slabse ob-
Cutljivosti in specifi¢nosti. Opisani so lazno pozitivni
rezultati zaradi prisotnosti revmatoidnega faktorja in
krioglobulinov, ali zaradi drugih nespecifi¢nih reakcij
bolnikovega seruma z lateksom.** V laboratoriju nespe-
cifi¢ne reakcije seruma z lateksom zato izklju¢imo z
dodatnim testom z »golim lateksom.
(1-3)-B-D-glukan je sestavina celi¢ne stene vecine
medicinsko pomembnih gliv in ga lahko zaznamo v
krvi bolnikov z invazivno glivi¢cno boleznijo.* Izjema
so tiste glive, pri katerih je (1-3)-B-D-glukana v celi¢ni
steni bodisi premalo, ali pa ga sploh ni, kot so primeri
glive rodu Cryptococcus, zigomicete Absidia, Mucor
in Rhizopus in Blastomyces dermatitidis. V literaturi
zasledimo podatke o specifi¢nosti testa med 67 % in
100 % in obcutljivosti testa med 84 % in 100 %.% Test je
tehni¢no zahteven, reagenti so dragi, pozitiven rezultat
pa nam ne da informacije o rodu glive, ki je povzroci-
telj okuzbe. Dokazovanje (1-3)-B-D-glukana v krvi,
BAL in likvorju je vkljuceno tudi v smernice EORTC/
MSG kot podporni test med merili za verjetno invaziv-
no glivi¢no bolezen, katere povzrocitelji so predvsem
predstavniki rodov Aspergillus in Candida.

Na trgu lahko izbiramo med Stevilnimi testi, ki imajo
glede na specifi¢nost in obcutljivost razlicen klini¢ni
pomen. Za pravilno diagnozo invazivne kandidoze
je verjetno najbolj smiselno uporabiti kombinacijo
dveh razli¢nih seroloskih testov. Zaradi prehodnega
znacaja antigenov v krvi je smiselno tudi veckratno
zaporedno vzorcenje seruma, kar poveca obcutljivost
in zanesljivost seroloskega testa.>>*%

Zakljucki

Zaradi narascajoce incidence sistemskih glivi¢nih
okuzb zadnjih nekaj let je klju¢nega pomena njiho-
va hitra in natan¢na diagnoza. Potrditev invazivne
kandidoze tradicionalno $e vedno zahteva osamitev
patogenih gliv kvasovk iz normalno sterilnih mest.
Omejitvi klasi¢ne osamitve glivicnih patogenov sta
Se vedno nizka obcutljivost in dejstvo, da postanejo
hemokulture sorazmerno pozno pozitivne. Hitro di-
agnostiko invazivne kandidoze ponujajo seroloske in
molekularne metode. Od seroloskih testov so zlasti
pomembni testi, ki dokazujejo glivicne antigene v
humanih vzorcih. Ti testi so na splosno visoko speci-
fi¢ni, njihova obcutljivost pa je pogosto nizka, saj se
antigeni med glivicno okuzbo hitro odstranijo iz krv-
nega obtoka. Obetajoce so tudi tehnike molekularne
biologije, ki so visoko ob¢utljive in specifi¢ne, vendar
nobene od molekularnih tehnik Se niso standardizi-
rali in klini¢no validirali. Hkrati njihovo irSo klini¢no
uporabo Se vedno omejujejo pogosto zahtevni in dragi
laboratorijski postopki.
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