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ABSTRACT. Molecular methods and techniques used in diagnosis and epidemiology of infections
caused by pathogenic fungi. In this paper we reviewed the latest literature on molecular techniques
used in diagnosis and epidemiology of infections caused by pathogenic fungi. Traditional methods
used for the identification and typing of medically relevant fungi include morphological and
biochemical analysis. These methods are time-consuming and base on phenotypic features what
makes them unreliable. We described the usefulness in mycological studies of fast and very sensitive
molecular methods which rely on PCR and hybridization techniques.
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WSTEP

Grzybicze zakazenia ludzi staja si¢ zjawiskiem coraz bardziej powszech-
nym. Rozwojowi grzybic sprzyjaja niedobory immunologiczne pierwotne
— wynikajace z uwarunkowan genetycznych oraz wtoérne o zréznicowanej
etiologii — powodowane przez niedozywienie, choroby autoimmunologiczne,
AIDS, choroby nowotworowe, a takze przez uzaleznienie od lekow, nar-
kotykoéw i alkoholu oraz zabiegi chirurgiczne (Kurnatowska 1995).

Grzybice dzieli si¢ na trzy glowne typy: (i) grzybice powierzchniowe, (ii)
grzybice podskorne, (iii) grzybice ukladowe (Szepietowski 2001). Grzybice
powierzchniowe to infekcje obejmujace warstwy naskorka i skory wlasciwej
oraz wytwory naskorka. Najczesciej izolowanymi czynnikami etiologicznymi
tych schorzen sa dermatofity z widoczna dominacja gatunkow Microsporum
canis i Trichophyton mentagrophytes var. granulosum w przypadkach grzybicy
skory gladkiej (Jeske i wsp. 1999), Trichophyton rubrum w grzybicy paznokci
(Lupa i wsp.1999) oraz Microsporum audouinii, M. canis, Trichophyton ver-
rucosum i T. mentagrophytes w przypadkach grzybicy skory owlosionej (Baran
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2001). Jako czynniki etiologiczne.grzybic powierzchniowych niebagatelne
znaczenie maja takze drozdzaki (glownie z rodzaju Candida) oraz grzyby ples-
niowe (Seneczko i wsp. 1999). Grzybice podskorne obejmuja zakazenie tkanki
podskornej i maja charakter endemiczny. W Polsce wystepuja niezwykle
rzadko (Szepietowski 2001). Grzybice ukladowe to infekcje obejmujace narzady
wewnetrzne, najczesciej pluca, ale takze przewod pokarmowy, narzady plciowe
i moczowe. Wywoluja je drozdzaki (na czele z Candida albicans) oraz grzyby
plesniowe (Aspergillus, Mucor, Rhizopus) (Kurnatowski 1995). Sa to czgsto
zachorowania o cigzkim przebiegu, niekiedy konczace si¢ Smiercia. Maja one
duze znaczenie w zakazeniach wewnatrzszpitalnych i dotycza w szczegolnosci
pacjentow po zabiegach operacyjnych (z rozleglymi ranami pooperacyjnymi)
i pacjentow o obnizonej odpornosci. Analiza piSmiennictwa z lat 1995— 2000
dotyczacego grzybiczych zakazen szpitalnych, przeprowadzona przez zespot
Krajewskiej-Kutak (2000), pozwolita ustali¢, ze infekcje te wystgpuja w pol-
skich szpitalach z czgstoscia 5— 10 na 100 przyjec, a 29% pacjentow z fungemia
umiera w trakcie hospitalizacji. Grzybice sa bezposrednia przyczyna zgonow
u 3%, a posrednia u 8,3% chorych. W ostatnich latach stwierdzono po-
dwojenie liczby zakazen grzybiczych u osob hospitalizowanych. Patogenem
ktory jest najczgsciej izolowany z zakazen szpitalnych jest C. albicans.

Obserwowanemu w ostatnich latach wzrostowi czgstosci zachorowan na
grzybice powinien towarzyszy¢ dynamiczny rozwdj metod stosowanych w dia-
gnostyce i epidemiologii tych choréb. Metody tradycyjnej diagnostyki mikolo-
gicznej obejmuja badania cech morfologicznych i biochemicznych grzybow
izolowanych od pacjentow. Jako techniki czasochlonne i oparte na cechach
fenotypowych (co w wielu przypadkach powoduje postawienie biednej diag-
nozy) wymagaja one uzupelnienia poprzez nowoczesne metody diagnostyki
grzybow na podstawie ich genotypu. ,Zlotym standardem” w tradycyjnej
diagnostyce mikologicznej jest uzyskanie czystej hodowli grzyba wyizolowane-
go od pacjenta. Jest to czasochlonny i (w przypadku niektorych szczepow
opornie rosnacych na podlozach sztucznych) trudny do realizacji etap po-
stgpowania diagnostycznego. Co wigcej powszechnie stosowane obecnie meto-
dy typowania szczepow grzybow chorobotworczych (np. z zastosowaniem
testow asymilacji) nie zapewniaja ich wystarczajaco ,,glebokiego” zroéznicowa-
nia do celow epidemiologicznych. Metody i techniki genetyczne, stosowane
zarowno w trakcie postgpowania diagnostycznego, jak i dochodzen epidemio-
logicznych, moga by¢ niezwykle pomocne w rozwiazywaniu watpliwosci
wynikajacych z niedoskonalosci tradycyjnej diagnostyki mikologiczne;.

W niniejszej pracy przedstawiono najnowoczesniejsze osiagnigcia moleku-
larnej diagnostyki i epidemiologii grzybow chorobotworczych, odnotowane
w literaturze przedmiotu w przeciagu minionych dwoch lat. Pragniemy, aby
stala si¢ ona uaktualnieniem naszych poprzednich publikacji o podobnej
tematyce.
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MARKERY MOLEKULARNE WYKORZYSTYWANE W DIAGNOSTYCE
I EPIDEMIOLOGII MIKOLOGICZNEJ

Metody molekularne oparte sa na genotypie badanych patogenow. Dzigki
temu pozwalaja one na prawidlowa identyfikacj¢ gatunkow charakteryzuja-
cych si¢ duza zmiennoscia fenotypowa oraz na precyzyjne badania epidemiolo-
giczne i filogenetyczne, jak chociazby przeprowadzona przez zespol Nishio
(1992) identyfikacja réznych odmian teleomorficznych dermatofitow.

Rzadko w diagnostyce molekularnej analizuje si¢ calkowity material
genetyczny wyizolowany z komorki patogena. Calo$¢ genomu wykorzystuje si¢
w przypadku badania zmiennosci genetycznej organizmow na drodze elek-
toforezy catkowitego komorkowego DNA w polu elektrycznym o zmiennym
natezeniu (PFGE, ang. Pulse Field Gel Electrophoresis), a takze w klasyczne;j
odmianie techniki RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism).
Znacznie czesciej analizuje si¢ zmiennos¢ sekwencji nukleotydowych wy-
branych regionéw markerowych genomu, charakteryzujacych si¢ wysokim
tempem ewolucji. Markery takie, jak: nickodujace sekwencje transkrybowane
nalezace do operonow rDNA (ITS 11 ITS 2, ang. Internal Transcribed Spacer
Region) oraz mitochondrialny DNA (mtDNA) zostaly przez nas szczegoélowo
opisane w poprzedniej pracy przegladowej (Bojarski i wsp. 2001).

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy wzrost poziomu wiedzy z za-
kresu genomiki organizmoéw patogennych, w tym takze grzybow. Sekwenc-
jonowanie genomowego DNA mikroorganizmow zaowocowalo odkryciem
wielu nowych marker6w genetycznych przydatnych do identyfikacji gatunkow
i typowania szczepow. Okeke i wsp. (2001) wyizolowali z komoérek dermato-
fitow i zsekwencjonowali czgs¢ genu kodujacego aktyng — biatko konser-
watywne ewolucyjnie, bedace elementem cytoszkieletu komorek grzybow,
wykazujace wysoka homologi¢ z aktyna mieg$ni ludzkich. W obrebie zsekwenc-
jonowanego fragmentu genu act zlokalizowano intron, ktérego sekwencja
nukleotydowa wykazywata specyficzno$¢ gatunkowa. Udowodniona zostala
przydatnos$¢ tego markera do identyfikacji kilkunastu gatunkéw dermatofitow.

Przeprowadzona w ostatnim czasie analiza mtDNA izolowanego z komo-
rek drozdzy wykazala znaczne roznice w strukturze tych czasteczek nawet
u blisko ze soba spokrewnionych gatunkow. U przewazajacej wigkszosci
eukariontow mtDNA wystepuje w postaci koliscie zamknigtej, dwuniciowe;j
czasteczki. Badania przeprowadzone przez zespoly Fukuhara (1993) i Nosek
(1995) wykazaly obecnos¢ liniowych form mtDNA u niektorych gatunkow
Pichia, Williopsis i Candida. Podobnie jak chromosomy eukariotyczne liniowe
czasteczki mtDNA zakonczone sa sekwencjami telomerowymi, ktére u Can-
dida parapsilosis utworzone sa przez wielokrotne powtorzenia nukleotydowe
o dhugosci monomeru 738 pz. Na koncu telomeréw znajduje si¢ jednoniciowy
odcinek DNA zawierajacy wolny koniec 5'P. Taka struktura jest specyficznie
rozpoznawana przez mitochondrialne biatko wiazace telomery (mtTMP, ang.
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mitochondrial Telomere Binding Protein), ktore zabezpiecza odcinek jedno-
niciowy przed degradacja enzymatyczng (Nosek i wsp. 1999). Sekwencje
telomerowe mtDNA zostaly po raz pierwszy wykorzystane jako marker
genetyczny do identyfikacji drozdzakow z gatunku C. parpsilosis przez Nosek
i wsp. w 2002 roku.

W najnowszej literaturze spotyka si¢ takze prace dotyczace identyfikacii
gatunkow i typowania szczepow grzybow chorobotworczych na podstawie poli-
morfizmu sekwencji nukleotydowych genow kodujacych: syntaze chitynowa 1
(Kano i wsp. 2001), zasadowe proteazy (Hayette i wsp. 2001), enolazg grzybowa
(Postlethwait i wsp. 1996) i rRNA o wspolczynniku sedymentacji 18 S i 26 S
(Kappe i wsp. 1998, Oliveira i wsp. 2001). Oprocz genéw, wsrod markerow mo-
lekularnych wykorzystywanych w mikologii, znajduja si¢ takze niekodujace
fragmenty genomu, takie jak wspomniane juz sekwencje ITS1 i ITS2 oraz nie-
kodujace i nieulegajace transkrypcji sekwencje rozdzielajace poszczegolne opero-
ny rDNA (NTS, ang. Non-Transcribed Spacer Region), (Jackson i wsp. 2000).

METODY MOLEKULARNEJ DIAGNOSTYKI GRZYBOW OPARTE NA KLASYCZNE]
REAKCJI LANCUCHOWEJ POLIMERYZACII (PCR)

Metody genetyczne wykorzystywane w diagnostyce grzybow chorobotwor-
czych w olbrzymiej wigkszosci opieraja si¢ na reakcji lancuchowej poli-
meryzacji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). Teoretyczne podstawy
reakcji PCR, w tym jej rozne modyfikacje, sa opisane w wielu dostepnych
w Polsce podrecznikach, skryptach i publikacjach, dlatego nie beda omawiane
w niniejszym artykule.

Zastosowanie klasycznej odmiany reakcji PCR w diagnostyce grzybow
chorobotworczych opisano w licznych publikacjach naukowych. Migdzy innymi
Bock i wsp. (1994) podjeli probg opracowania techniki pozwalajacej na iden-
tyfikacje dermatofitow bezposrednio w materiale klinicznym. Zaprojektowano
pare starterow komplementarnych do fragmentu genu kodujacego 18S rRNA.
Po przeprowadzeniu reakcji PCR uzyskano produkty o wspdlnej wielkosci dla
gatunkow: Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. verrucosum, T. terrestre,
Microsporum canis, M. gypseum i Epidermophyton floccosum. Produkty amp-
lifikacji otrzymano rowniez dla Candida albicans i Saccharomyces cerevisiae.
Reakcji PCR z ta sama para starterow poddano proby kontrolne, tj. DNA
wyizolowany z komorek bakteryjnych, roslinnych (kapusta, pszenica), zwierzg-
cych (myszy) i z ludzkich komorek naskorka, nie otrzymujac zadnych produk-
tow amplifikacji. Wyniki reakcji kontrolnych dowiodty, ze zaprojektowane przez
badaczy startery sa specyficzne jedynie dla DNA grzybow, natomiast nie
zapewniaja amplifikacji DNA innych eukariontéw, facznie z DNA ludzkim, co
sprawia, ze z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane do wykrywania obecno-
sci dermatofitow bezposrednio w materiale klinicznym.

Markerem molekularnym, ktory w ostatnich latach cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem mikologow jest gen syntazy chitynowej (chsl). Kano i wsp.
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(2001) przeprowadzili badania dotyczace mozliwosci identyfikacji Sporothrix
schenckii, w materiale pochodzacym bezposrednio od pacjenta. Zaprojektowano
dwie pary starterow zapewniajacych amplifikacje genu chs/. Amplikony uzys-
kane w reakcjach z zastosowaniem pary starterow S1-R1 i S2-R2 mialy podobng
wielkos¢, jednak odmienna byla czulos¢ detekcji DNA. Reakcja PCR z wykorzy-
staniem starterow S1-R1 i S2-R2 pozwolita wykry¢ odpowiednio 100pg i 10pg
DNA (co odpowiada od 1 do 200 komorek grzyba). Obie pary starterow nie
dawaly natomiast produktow amplifikacji w przypadku kontrolnego DNA
wyizolowanego z innych grzybow patogennych, bakterii czy komorek ludzkich.

Grupa badawcza pod kierownictwem Jacksona (2000) wykorzystata klasy-
czng reakcje PCR do typowania szczepow Trichophyton rubrum. Jako marker
genetyczny postuzyt region NTS rozdzielajacy operony rDNA, zawierajacy
dwa typy tandemowych sekwencji powtorzonych, oznaczonych jako TRS-1
i TRS-2 (ang. Tandemly Repetitive Subelements). Badania wstgpne polegaty na
amplifikacji calego regionu NTS (2486pz) z uzyciem pary starterow, dla
ktorych sekwencje docelowe znajdowaly si¢ w obrebie genow 25 S rDNA
i 18 S rDNA nalezacych do odrgbnych, sasiadujacych ze soba operonow
rDNA. Nast¢pnie, na podstawie analizy sekwencji nukleotydowej uzyskanego
produktu, zaprojektowano dwie pary starterow komplementarnych do regio-
now flankujacych elementy powtérzone TRS-1 i TRS-2. Analizujac wyniki
amplifikacji, odzwierciedlajace liczb¢ powtorzen sekwencji TRS-1, udalo si¢
podzieli¢ 101 klinicznych izolatow T. rubrum na 21 typow genetycznych. 75%
szczepow zawieralo od 1 do 4 kopii TRS-1. Amplifikacja regionu bogatego
w elementy TRS-2 umozliwita wyréznienie 11 typow, natomiast wyniki
uzyskane po jednoczesnej amplifikacji obu regionow pozwolily na rozroznienie
23 szczepow badanego gatunku. Typowanie genetyczne szczepow T. rubrum na
podstawie roznej zawartosci w genomie sekwencji powtorzonych, z pewnoscia
moze zosta¢ wykorzystane w badaniach epidemiologicznych.

Podstawowa zaleta metod mikologicznej diagnostyki molekularnej, opar-
tych na klasycznej postaci reakcji PCR, jest skrocony czas oczekiwania na
wyniki w poréwnaniu z metodami diagnostyki tradycyjnej i z niektorymi
metodami molekularnymi, takimi jak ,zagniezdzony” PCR (nested PCR) czy
PCR-RFLP. Zastosowanie w reakcji PCR starterow wysoce specyficznych dla
poszczegolnych rodzajow lub gatunkow sprawia, ze nie jest konieczne za-
kladanie czystych hodowli grzybow, a postgpowanie diagnostyczne moze byc¢
prowadzone bezposrednio w materiale klinicznym.

+ZAGNIEZDZONY PCR” (ANG. NESTED PCR) JAKO METODA DIAGNOSTYCZNA
O WYSOKIEJ CZULOSCI

Technika nested PCR polega na wykonaniu dwuetapowej reakcji PCR.
W pierwszym etapie reakcji stosuje si¢ parg starterow zewnetrznych, zazwyczaj
o niskiej specyficznosci gatunkowej, co zapewnia amplifikacje wybranego
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regionu markerowego genomu patogena. Nastepnie przeprowadza si¢ drugi
etap reakcji, w ktorym jako matryce wykorzystuje si¢ amplikony uzyskane
w etapie pierwszym. Zastosowanie wysoce specyficznej gatunkowo lub nawet
szczepowo pary starterow wewnetrznych pozwala na wybiorcza amplifikacje
DNA patogena, co §wiadczy o jego obecnosci w badanym materiale. Reakcja
nested PCR charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czuloscia. Yamakami i wsp.
(1996) dowiedli, ze ta technika mozna wykryc¢ zaledwie 50 pg grzybowego
DNA w materiale klinicznym, podczas gdy klasyczna reakcja PCR wymaga
obecnosci 50 pg matrycowego DNA. Wysoka czulos¢ metody nested PCR
sprawia, ze czesto wykorzystywana jest ona do identyfikacji gatunkow grzy-
bow chorobotworczych bezposrednio w materiale pobranym od pacjenta.
Takie zastosowanie reakcja nested PCR znalazla w badaniach Hayette i wsp.
(2001), ktorzy przebadali 177 probek popluczyn bronchoalweolarnych (BAL)
pozyskanych od pacjentow cierpiacych na posta¢ plucna aspergillozy. Za
pomoca dwoch par starterow zapewniajacych amplifikacje zespolu genow
kodujacych zasadowe proteazy Aspergillus (Alp), udalo si¢ wykry¢ obecnosc
grzybow z tego rodzaju w materialach klinicznych, dla ktorych nie uzyskano
jednoznacznych wynikow w hodowli. Obecnos¢ DNA patogena stwierdzono
takze w przypadku szesciu probek pobranych od pacjentow, u ktorych nie
zaobserwowano wystgpowania objawow chorobowych wlasciwych dla asper-
gillozy plucnej (3,4% wszystkich prob). Autorzy eksperymentu zwracajg uwage
na fakt, ze trzy sposrod szesciu blednie zdiagnozowanych osob, cierpialy na
przewlekla obturacyjna chorobg pluc, ktéra sprzyja wzmozonej kolonizacji
przez drobnoustroje gornych drog oddechowych. Wysoka czulos¢ testu sprawi-
la, ze wykrywano nawet niewielkie inoculum grzybow z rodzaju Aspergillus,
ktore okazalo si¢ niewystarczajace do wywolania pelnoobjawowej aspergillozy.

Technika nested PCR nie pozwolita takze na rozréznienie pomigdzy
przypadkami infekcji i kolonizacji Pneumocystis carinii, badanymi przez grupe
polskich naukowcow (Golab i wsp. 2001). Przebadano 51 pacjentow chorych na
AIDS. Gatunkowo specyficzne dla Pneumocystis carinii regiony markerowe
rDNA wykryto u 16 z 17 pacjentow cierpiacych na pneumocystozowe zapalenie
ptuc (PCP, ang. Pneumocystis carinii Pneumonia). Pozytywny wynik reakcji
PCR uzyskano takze dla 20 z 34 probek pochodzacych od pacjentow, u ktorych
nie stwierdzono objawow klinicznych PCP. Wykluczajac mozliwos¢ kontamina-
cji probek w trakcie preparatyki, przyjeto, ze wysoka czulos¢ reakceji nested PCR
pozwolita na wykrycie niewielkiej liczby komorek patogena, zbyt malej do
wywolania PCP.

Bialek i wsp. (2001) zastosowali metod¢ nested PCR do badania zwierzece-
go modelu histoplazmozy. Badania dotyczace chorobotworczosci oraz leko-
opornosci szczepow Histoplasma capsulatum, prowadzone sa zazwyczaj z wy-
korzystaniem sztucznie zakazanych szczepow wsobnych myszy ICR i BALB/c.
Po okresie inkubacji choroby, zwierzeta usypia si¢, a liczbg¢ komorek
H. capsulatum w tkankach okresla si¢ metodami hodowli na podlozach
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mikrobiologicznych. Biorac pod uwage wysoka zakazno$¢ grzybow z gatunku
H. capsulatum, a takze wysokie inoculum uzyskiwane w trakcie hodowli, mozna
stwierdzi¢, ze metoda ta wiaze si¢ ze znacznym ryzykiem zakazenia pracowni-
kéw laboratorium. Zastosowanie techniki nested PCR znacznie minimalizuje to
ryzyko poprzez eliminacj¢ hodowli drobnoustroju. Bialek i wsp. (2001) zaprojek-
towali dwie pary starterow gatunkowo specyficznych, pozwalajacych na ampli-
fikacje fragmentu genu 18S rDNA H. capsulatum. Przeanalizowano 319 probek.
Pozytywny wynik reakcji PCR, potwierdzajacy obecnos¢ patogena w tkankach
zwierzat uzyskano dla 312 prob (97.8%), w tym dla 47 probek, ktore wykazywa-
ly negatywny wynik w hodowli. Pozostale 7 prob (2.2%) dawalo obserwowalny
wzrost drobnoustrojow w hodowli, ale negatywny wynik w reakcji nested PCR.
Autorzy wysungli hipotezg, Ze pomimo ponad trzykrotnie wyzszej niz metody
klasyczne czutosci, reakcja nested PCR pozwala na wykrycie DNA pochodzace-
go tylko z zywych komorek grzyba. DNA uwolniony z zabitych komorek
patogena szybko ulega enzymatycznej degradacji w tkankach myszy. Udowod-
niono, ze negatywne wyniki diagnostyki molekularnej dotyczyly probek po-
branych od zwierzat poddanych leczeniu lub samoistnych ozdrowiencow.

Okeke i wsp. (2001) zastosowali metode nested RT-PCR w badaniach
zmiennosci genetycznej dermatofitow. Technika nested RT-PCR (ang. Reverse
Transcription PCR) polega na przeprowadzeniu reakcji nested PCR z za-
stosowaniem par starterow, ktore sa komplementarne do mRNA. Reakcja
katalizowana jest przez odwrotng transkryptaze (RT), ktéra na matrycy
mRNA syntetyzuje cDNA. Zamplifikowany ta metoda fragment genu koduja-
cego grzybowa aktyne, zawieral sekwencje nukleotydowe, ktore byly unikalne
dla 12 gatunkow dermatofitow. Istnieje wigc mozliwos¢ wykorzystania w przy-
szlosci genu kodujacego aktyne, jako markera genetycznego, pozwalajacego na
identyfikacj¢ gatunkow grzybow chorobotworczych. Zastosowanie metody
nested PCR w odmianie nested RT-PCR pozwala na wykrywanie tylko zywych
komoérek patogena, w ktorych zachodzi proces transkrypcji genéw. Ma to
szczegolne znaczenie w przypadku grzybic powierzchniowych, ktorych czyn-
nikami etiologicznymi sa najcze$ciej dermatofity. DNA pochodzacy z zabitych
komorek grzyba, znacznie wolniej ulega degradacji w plytce paznokciowej lub
naskorku niz w tkankach glebokich, jak mialo to miejsce w przypadku
opisanego powyzej mysiego modelu stuzacego do badania histoplazmozy.
Pozostajacy na powierzchni tkanek pacjenta DNA grzybow moze by¢ przy-
czyna bledow w badaniach dotyczacych chociazby oceny skutecznosci far-
makoterapii, prowadzonych technikami innymi niz RT-PCR.

ZASTOSOWANIE TECHNIKI BADANIA POLIMORFIZMU FRAGMENTOW
UZYSKANYCH W WYNIKU ANALIZY RESTRYKCYJNEJ DNA (RFLP) W BADANIACH
MIKOLOGICZNYCH

Technika badania polimorfizmu fragmentéw uzyskanych w wyniku analizy
restrykcyjnej DNA (RFLP, ang. Restriction Fragment Length Polymorphism)
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wykorzystuje unikalng wilasciwos¢ enzymow endonukleolitycznych do wpro-
wadzania naci¢¢ na obu niciach helisy DNA w obrebie specyficznie rozpo-
znawanej sekwencji nukleotydowej. Rozmieszczenie w genomie sekwencji
rozpoznawanych przez endonukleazy jest cecha wilasciwa dla gatunku lub
szczepu. Metoda RFLP polega wigc na analizie restrykcyjnej amplikonow
uzyskanych w wyniku reakcji PCR (PCR-RFLP) lub calosci DNA wyizolowa-
nego z komorek. Metod¢ RFLP w jej klasycznej odmianie zastosowat
Vanittanakom i wsp. (1996) w badaniach dotyczacych zréznicowania gatunku
Penicillium marneffei, ktory jest czgsta przyczyna oportunistycznych zakazen
u 0s0b chorych na AIDS. Do badan wykorzystano 46 izolatow, z czego 22
pochodzity z tkanek ludzkich, a 24 byly pozyskane od szczuréw nalezacych do
rodzaju Rhizomys, ktore sa naturalnym rezerwuarem tego grzyba. Genomowy
DNA P. marneffei poddano analizie restrykcyjnej z wykorzystaniem 2 enzy-
mow restrykcyjnych: Cfol i Haelll. Najwigksze zroznicowanie wielkos$ci
fragmentow restrykcyjnych uzyskano po zastosowaniu enzymu Haelll. Anali-
za restrykcyjna genomu pozwolila na wyréznienie dwoch odmiennych grup
szczepOw P. marneffei. Sposrod 22 izolatow pochodzacych od ludzi, 16
zakwalifikowano do grupy I, a 6 do grupy II. 20 sposrod 23 izolatow po-
zyskanych od szczurow zaliczono do grupy I, 3 do grupy 1. Do II grupy
szczepOw nalezaly takze wszystkie dodatkowo analizowane izolaty pochodzace
z gleby.

Jackson i wsp. (1999) wykorzystali technike RFLP do badania zroz-
nicowania szczepow Trichophyton rubrum na podstawie polimorfizmu sekwen-
cji nukleotydowych operonu rDNA. Metode RFLP uzupelniono technika
hybrydyzacji Southern blot. Rozdzielone w Zelu agarozowym, a nastgpnie
przeniesione na nitroceluloze zdenaturowane produkty analizy restrykcyjnej
genomu 7. rubrum hybrydyzowaly z sonda komplementarna do genu 18
S rDNA i sasiadujacego z nim fragmentu regionu ITS1. Zastosowanie sondy
pozwolito precyzyjnie zidentyfikowa¢ produkty analizy restrykcyjnej zawiera-
jace sekwencje do niej komplementarne. Na podstawie oceny ich wielkosci
u poszczegolnych szczepow grzyba 50 izolatow klinicznych T. rubrum po-
dzielono na 14 typow (A-D). Wsrod analizowanych izolatow najczesciej
wystepowal typ A (u 19 z 50 izolatow). 39 izolatow podzielono na 4 typy (od
A do D), pozostate typy (od E do N) reprezentowane byly tylko przez jeden lub
dwa izolaty. Ta sama grupa badaczy w swojej publikacji opisuje metode
pozwalajaca na identyfikacje 17 najczgsciej wystgpujacych gatunkow dermato-
fitow technika PCR-RFLP. Analiza restrykcyjna produktu amplifikacji frag-
mentow sekwencji ITS1, ITS2 i genu 5,8 S rDNA ujawnita odrebne profile
restrykcyjne dla: Epidermophyton floccosum, Microsporum audouinii, M. canis,
M. gypseum, M. persicolor, Trichophyton concentricum, T. erinacei, T. quin-
keanum, T. schoenleinii, T. verrucosum, T. rubrum, T. soudanense, T violaceum,
T. mentagrophytes, T. equinum, T. tonsurans, T. terrestre.
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ZASTOSOWANIE REAKCJI RAPD DO TYPOWANIA SZCZEPOW GRZYBOW
PATOGENNYCH

Technika RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA) zostata po
raz pierwszy opisana przez Williamsa i wsp. w 1990 roku. Oparta jest na
reakcji PCR, przeprowadzanej z zastosowaniem pojedynczego, krotkiego
startera (9 — 10pz), ktory jest przylaczany do matrycy w temperaturze ok. 36°C.
Zastosowanie tylko jednego startera wynika z zalozenia, Ze w genomie
badanego organizmu wystepuja powtorzone sekwencje odwrocone. Oznacza
to, ze w odleglosci pozwalajacej na wydajna amplifikacj¢, znajduja si¢ kolejne,
identyczne kopie docelowej sekwencji, ale zorientowane w przeciwnych kierun-
kach. Omawiana metoda znalazla zastosowanie w identyfikacji gatunkow
i typowaniu szczepow grzybow z rodzajow Aspergillus, Candida i Trichophyton.

Liu i wsp. (2000) zastosowali technik¢ RAPD do identyfikacji gatunkow
dermatofitow. Zaprojektowano cztery dziesigcionukleotydowe startery, oznaczo-
ne jako OPAA11l, OPAA17, OPDI18, OPU1S5, ktore stosowane w skojarzeniu
pozwalaja na identyfikacje 25 gatunkow dermatofitow. Startery stosowane
pojedynczo wykazuja mniejsza zdolnos¢ dyskryminacyjng, ktora byla najwyzsza
w przypadku OPAA17 (20 gatunkow). Wykazano, ze zaprojektowane oligonuk-
leotydy mozna wykorzysta¢ takze do identyfikacji gatunkow grzybow nieder-
matofitowych, nalezacych do rodzajow: Fusaruim, Scytalidium, Aspergillus
i Candida.

Rath (2001) przeprowadzil poréwnanie kilku metod wykorzystywanych
w diagnostyce grzybow chorobotworczych, ktdre obejmowalo takze technike
RAPD. Do badan wykorzystano kolekcje 25 izolatow nalezacych do 4 gatun-
kow rodzaju Aspergillus (A. fumigatus n = 8, A. flavus n = 8, A. niger n = 4,
A. nidulans n = 5). Podjgto probe zréznicowania badanych szczepow poprzez: (i)
okreslenie wzorow asymilacji (API 20 C AUX, API BioMerieux France), (ii)
okreslenie catkowitego skladu biatkowego lizatu komorek grzybni metoda
SDS-PAGE (rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym w warun-
kach denaturujacych, ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis), (iii) okreslenie
reaktywnosci lizatow grzybni z surowica pacjentow cierpiacych na mukowis-
cydoze metoda immunoblotu, (iv) metode RAPD z wykorzystaniem 8 krotkich
starterow. Szczepy A. fumigatus wykazywaly identyczne wzory asymilacyjne
w tescie API w przeciwienstwie do pozostatych badanych gatunkéw, w ktorych
w kazdym rozrézniono cztery szczepy. Metoda SDS-PAGE réwniez nie pozwo-
lita na zréznicowanie szczepow w obrebie A. fumigatus. Podobne wyniki
uzyskano w przypadku zastosowania techniki immunoblotu. Najwigksze zréz-
nicowanie w obrgbie badanych izolatow uzyskano dzigki metodzie RAPD.
Cztery z osmiu krotkich starterow daly wzory skladajace si¢ z 3—20 prazkow.
Zaden ze starterow wykorzystany pojedynczo nie mial wystarczajacej sily
roznicujacej dla badanych szczepow. Jednak kiedy polaczono wyniki uzyskane
po zastosowaniu wybranych dwoch starteréw, rozrézniono wszystkie szczepy
z wyjatkiem dwoch z gatunku A. fumigatus.
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Bardzo czgsto technika RAPD jest wykorzystywana jako uzupelnienie
innych badan molekularnych lub jako badanie pozwalajace na postawienie
wstepnej diagnozy, ktora powinna by¢ potwierdzona za pomoca innych metod
diagnostycznych (Anderson i wsp. 1996).

TECHNIKI HYBRYDYZACYJINE STOSOWANE W DIAGNOSTYCE I EPIDEMIOLOGII
GRZYBOW CHOROBOTWORCZYCH

Techniki hybrydyzacyjne sa szeroko stosowane w diagnostyce mikro-
biologicznej, zarowno w bakteriologii jak i w mikologii. Hybrydyzacja kwasow
nukleinowych umozliwia wykrywanie gatunkowo lub szczepowo specyficznych
sekwencji nukleotydowych w genomowym DNA patogenow. W tym celu
wykorzystuje si¢ sondy molekularne, ktore sa jednoniciowymi oligonuk-
leotydami DNA lub RNA. Sekwencja nukleotydowa sondy jest homologiczna
do sekwencji poszukiwanej, co jest warunkiem specyficznej hybrydyzacji.
Dzigki odpowiedniemu wyznakowaniu sondy (immunochemicznie, enzymaty-
cznie, fluorescencyjnie lub radioaktywnie) mozliwa jest latwa interpretacja
wynikow, takze w sposob ilosciowy. W wielu przypadkach metody hyb-
rydyzacyjne wymagaja wstgpnego trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi.
Jednak pomimo to, s3a to jedne z najszybszych testow genetycznych, stosun-
kowo latwe do wykonania i charakteryzujace si¢ wysoka wiarygodnoscia
i powtarzalno$cia uzyskiwanych wynikow.

Obecnie prowadzone sa liczne badania zmierzajace do opracowania
gatunkowo specyficznych sond DNA, ktore moglyby postuzy¢ do identyfikacii
gatunkow grzybow chorobotwdrczych. W diagnostyce mikologicznej znalazia
zastosowanie wyznakowana fluorescencyjnie sonda DNA specyficzna dla
Trichophyton rubrum (El Fari i wsp.1999). Niezwykle interesujace i nowatorskie
sa prace Oliveiry i wsp. (2001) dotyczace identyfikacji Candida albicans
i Candida dubliniensis technikami hybrydyzacyjnymi.

Molekularne badania epidemiologiczne bylyby znacznie ulatwione poprzez
dostgp do sond molekularnych, ktore pozwolityby na podzial badanych
szczepOw na grupy o malej liczebnosci. Postlethwait i wsp. (1996) zaprojek-
towali sondy molekularne do typowania szczepow Candida albicans. Sondy
byly homologiczne do wybranych sekwencji genu kodujacego enolazg i po-
zwolity zroznicowac szczepy C. albicans na 9 grup. Do badan wykorzystano 23
izolaty Candida albicans, ktorych genomowy DNA poddano wstepnie dziala-
niu enzymow restrykcyjnych: Aval, Clal i Mnll. Uzyskane fragmenty restryk-
cyjne analizowano metoda Southern blot, ktéra polega na rozdzieleniu
fragmentow restrykcyjnych DNA w zelu agarozowym i po ich denaturacji in
situ — przeniesieniu na bibule nitrocelulozowa. Zwiazany z bibula, jedno-
niciowy DNA hybrydyzuje z komplementarna, wyznakowana sonda DNA.

Opracowanie sond genetycznych, ktore moga by¢ wykorzystywane jako
narzedzia diagnostyczne musi by¢é poprzedzone gruntownymi badaniami
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poznawczymi z zakresu genetyki organizmow patogennych. Gatunkowo specy-
ficzna sonde mozna zaprojektowac dopiero wowczas, kiedy zostanie poznana
unikalna dla badanego gatunku sekwencja nukleotydowa. Poszukiwanie takiej
sekwencji odbywa si¢ poprzez fragmentacj¢ genomow drobnoustrojow i two-
rzenic w oparciu o uzyskane fragmenty bibliotek genowych, ktorych prze-
szukiwanie jest zmudne i pracochlonne, ale przynosi doskonale efekty w po-
staci wysoce skutecznej metody identyfikacji patogenow. Niezwykle pomocne
dla badaczy zajmujacych si¢ opracowywaniem sond genetycznych, sa najnow-
sze zdobycze genomiki, pozwalajace na latwiejsza i szybsza identyfikacje
specyficznych gatunkowo sekwencji nukleotydowych genomu.

NAJNOWSZE TECHNIKI STOSOWANE W IDENTYFIKACIJI I TYPOWANIU
SZCZEPOW GRZYBOW CHOROBOTWORCZYCH METODAMI MOLEKULARNYMI

Rozwéj metod molekularnej diagnostyki i epidemiologii mikrobiologicznej
jest wielokierunkowy. Prowadzone sa badania majace na celu zwigkszenie
czulosci i specyficznosci testow diagnostycznych, ulatwienie przeprowadzenia
postgpowania diagnostycznego, identyfikacje patogenow bezposrednio w mate-
riale klinicznym oraz znaczne skrocenie czasu oczekiwania na wyniki. Odkryto
nowe regiony markerowe umozliwiajace bardziej precyzyjna diagnostyke.
Coraz czesciej do identyfikacji gatunkow wykorzystuje si¢ rozne metody
biologii molekularnej, stosowane niejednokrotnie w skojarzeniu. Nosek i wsp.
(2002) opracowali par¢ starterow komplementarnych do specyficznych gatun-
kowo sekwencji telomerowych mtDNA Candida parapsilosis. Po przeprowa-
dzeniu reakcji PCR z zastosowaniem tej pary starterow otrzymano produkty
o wielkosci 141 pz dla wszystkich analizowanych szczepow C. paprapsilosis.
Nie uzyskano produktu amplifikacji dla 114 szczepow nalezacych do 83
gatunkow drozdzy, ktore stanowily grupe kontrolna. Diagnoza uzyskana ta
metoda zostala dodatkowo potwierdzona poprzez wykrycie technikag Western
blot bialka mtTBP, specyficznie wiazacego sekwencje telomerowe mtDNA
C. parapsilosis. Surowica skierowana przeciwko temu biatku reagowata z frak-
cja biatlkowa o masie 15 kDa obecna w lizatach komoérek wszystkich szczepow,
dajacych pozytywny wynik w reakcji PCR.

Identyfikacja gatunkéw bardzo blisko ze soba spokrewnionych patogenow
wymaga zastosowania najnowoczesniejszych osiagnig¢ biologii molekularne;.
Oliveira i wsp. (2001) opracowali gatunkowo specyficzne sondy dla Candida
albicans i Candida dubliniensis, ktory to gatunek przez szereg lat byl iden-
tyfikowany jako C. Albicans. C. dubliniensis ma niebagatelne znaczenie
kliniczne. Jest izolowany od pacjentow z obnizona odpornoscia i charak-
teryzuje si¢ zdolnoscig do szybkiego rozwoju opornosci na flukonazol. Zsyn-
tetyzowane chemicznie sondy maja charakter kwasu peptydowo-nukleinowego
(PNA, ang. Peptide Nucleic Acid). PNA jest analogiem DNA, posiadajacym
zreb poliamidowy, z ktorym zwigzane sa poszczegélne nukleotydy. Sondy



252 A. DOBROWOLSKA 1 WSP.

specyficzne gatunkowo dla C. albicans i C. dubliniensis sa komplementarne do
genow kodujacych rRNA o wspolczynnikach sedymentacji odpowiednio 26 S
i 18S i zostaly wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym — fluoresceina.
Identyfikacje gatunkow przeprowadzono technika hybrydyzacji in situ (FISH,
ang. Fluorescent In Situ Hybridization) wykorzystujac szkictkowe rozmazy
komorek drozdzy uzyskanych po dwunastogodzinnej hodowli. Hydrofobowy
charakter sond PNA umozliwia ich dyfuzj¢ do wnetrza komorki, gdzie
hybrydyzuja z docelowymi sekwencjami genomu, co w przypadku dodatniego
wyniku reakcji powoduje obserwowana w mikroskopie fluorescencyjnym
luminescencje komorek. Ta metoda przebadano 79 szczepow C. dubliniensis
i 70 szczepow C. albicans. Uzyskane wyniki swiadczyly o 100% czutosci i 100%
specyficznosci metody, bowiem nie zaobserwowano wynikow falszywie dodat-
nich, falszywie ujemnych ani reakcji krzyzowych.

Zastosowanie najnowszych zdobyczy techniki pozwala na znaczne skroce-
nie czasu oczekiwania na wyniki postgpowania diagnostycznego. Specjalisci
z firmy Roche Molecular Biochemicals zaprojektowali zestaw do zautomatyzo-
wanej ekstrakcji calkowitego DNA z komorek eukariotycznych (MagNA Pure
LC) oraz termocykler (LightCycler), w ktorym mieszaning reakcyjna umieszcza
sic w szklanej kapilarze o wysokim wspolczynniku transmisji ciepla, co
zapewnia niezwykle szybkie zmiany temperatury w trakcie poszczegolnych
etapow reakcji PCR. Przydatno$¢ tego zestawu do szybkiej identyfikacji
gatunkow z rodzaju Candida zostatla udowodniona przez Schmidta i wsp.
(2001). W reakcji PCR zastosowano startery specyficzne dla grzybow z rodzaju
Candida, komplementarne do genu kodujacego rRNA o wspolczynniku
sedymentacji 18S. Czas potrzebny na izolacj¢ i oczyszczenie DNA oraz oceng
jego jakosci wyniost zaledwie 2 godziny. Jest to wynik niezwykle interesujacy
w porownaniu z izolacia DNA metoda klasyczna, po ktorej nastgpuje ocena
jakosci izolatow technika elektroforetyczna, co wymaga co najmniej 8 godzin
pracy. Calkowity czas niezbedny do postawienia diagnozy oceniono na
4 godziny. Postgpowanie diagnostyczne prowadzone z zastosowaniem trady-
cyjnych technik molekularnych zamyka si¢ w 16 godzinach pracy.

Zespol japonskich uczonych (Fujita i wsp. 2001) przeprowadzil porownanie
techniki elektoforezy w zelu agarozowym (AGE, ang. Agarose Gel Electrop-
horesis) z elektroforeza z zastosowaniem mikrochipa (ME, ang. Microchip
Electrophoresis) oraz ocenit przydatnos¢ tych dwoch technik w identyfikacji
gatunkow grzybow z rodzaju Candida. Badanie obejmowalo 45 szczepow
grzybow wzorcowych oraz 75 izolatow klinicznych. Przeprowadzono reakcje
multipleks PCR z zastosowaniem trzech starterow, ktore zapewnialy amp-
lifikacje dwoch produktow na matrycy sekwencji zlokalizowanych w obrebie
rDNA. Na podstawie wielkosci uzyskanych produktow udalo si¢ okresli¢
przynaleznos¢ systematyczna wszystkich izolatow klinicznych, w tym pigciu,
ktorych nie udalo si¢ sklasyfikowaé¢ w wyniku tradycyjnej diagnostyki mikolo-
gicznej. Zasada elektroforezy z zastosowaniem mikrochipa jest identyczna jak
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w przypadku elektroforezy zelowej i polega na migracji czastek posiadajacych
ladunek elektryczny w polu elektrycznym. Szybkos$¢ migracji jest zalezna m.in.
od masy rozdzielanych czastek. W pracy Fujita i wsp. (2001) opisany zostat
model mikrochipa wyprodukowany przez firme Hitachi. Mikrochip posiada 3
studzienki polaczone ze soba kanalami o szerokosci 0.1 mm, glebokosci
0,03 mm i dlugosci 45 mm. Po wypelnieniu kanatow 0,6% roztworem
hydroksypropylometylocelulozy z dodatkiem bromku etydyny, do jednej ze
studzienek naktada si¢ probk¢ DNA wraz z buforem obciazajacym, zawieraja-
cym wewngtrzne wzorce mas. Elektroforeze produktow reakcji PCR prze-
prowadzono stosujac napigcie 300V przez 1 minutg, celem wprowadzenia
probek w zloze (ang. injection), a nastgpnie 750V przez 3 minuty (rozdzial
probek). ME trwa wigc znacznie krocej niz AGE, ktéra wymaga ok. 2 godzin
czasu. Obydwie techniki charakteryzuja si¢ ta sama czuloscia i rozdzielczoscia.

PODSUMOWANIE

Duza zmienno$¢ fenotypowa grzybow chorobotworczych, moze by¢ przy-
czyna ich blednej identyfikacji metodami tradycyjnej diagnostyki mikologicz-
nej (Soll 1992) oraz sprawia, ze postepowanie diagnostyczne jest zmudne
i czasochlonne. Ogromng zaleta mikologicznej diagnostyki molekularnej jest
skrocony czas oczekiwania na wyniki, ktore pozwalaja na jednoznaczna
klasyfikacje badanych patogenow. Wysoka swoistosé i czulosé technik genety-
cznych stwarza mozliwos¢ identyfikacji gatunkow grzybow bezposrednio
w materiale klinicznym — bez koniecznosci zakladania hodowli. Eliminacja
etapu hodowli czyni post¢powanie diagnostyczne szybszym oraz mniej niebez-
piecznym dla pracownikow pracowni mikologicznych.

Metody diagnostyki molekularnej nie pozostaja bez wad. Niezwykle wy-
soka czulosc reakcji PCR (szczegolnie nested PCR) nie pozwala na rozroznienie
pomigdzy przypadkami kolonizaciji i infekcji (Hayette i wsp. 2001, Golab i wsp.
2002) oraz moze leze¢ u podstaw falszywie dodatnich wynikow w przypadkach
kontaminacji prob niepozadanym DNA. Oparte na reakcji PCR techniki
diagnostyczne narzucaja niezwykle wysoki rygor sterylnosci laboratorium, co
znacznie podwyzsza (i tak juz znaczne) koszty diagnostyki molekularne;.
Wreszcie, reakcja PCR nie pozwala na okreslenie zywotnosci komorek grzybow
w analizowanym materiale. Ta niedogodnos¢ moze jednak zosta¢ wyeliminowa-
na poprzez zastosowanie techniki RT-PCR (Okeke i wsp. 2001).

Wady metod diagnostyki molekularnej sa w pelni rekompensowane po-
przez jakos¢ otrzymywanych wynikow, a techniki genetyczne sa stale udos-
konalane i wykorzystywane do coraz to nowych celow, jak chociazby badanie
mikroewolucji i zwiazanej z nia lekoopornosci gatunkow grzybow o duzym
znaczeniu medycznym (Gee i wsp. 2002). Metody te, chociaz juz w swojej
obecnej postaci stanowia wazna alternatywe¢ dla tradycyjnej diagnostyki
mikologicznej, z pewnoscia beda wciaz wzbogacane i upowszechniane, podob-
nie, jak mialo to miejsce w mikrobiologii i wirusologii klinicznej.
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