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rozdzaki z rodzaju Candida sa drobnoustroja-

mi oportunistycznymi, zdolnymi do wywo-
tywania zaréwno infekcji powierzchniowych, jak
i uktadowych (1). Szybka diagnostyka jest kluczo-
wym etapem postepowania klinicznego, gdyz umoz-
liwia jak najszybsze podjecie wtasciwego leczenia
decydujacego o przezyciu pacjenta. Obecnie za po-
nad 90% zakazen odpowiedzialnych jest pie¢ ga-
tunkow Candida, tj. C. albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis i C. tropicalis (2, 3, 4). Obserwuje sie
ciagly wzrost udziatu zakazen wywotanych przez
drozdzaki nalezace do grupy gatunkéw non-albi-
cans Candida (NAC; 5). Obecnie rutynowymi meto-
dami diagnostycznymi zakazen grzybami drozdzo-
podobnymi w laboratoriach klinicznych sag metody
hodowlane, a identyfikacja gatunkowa przeprowa-
dzana jest w oparciu o wyniki testéw biochemicz-
nych (6, 7). Podstawowgq wada tych metod jest dtugi
czas analizy wynoszacy nawet pie¢ dni (8). W zwiagz-
ku z tym, Ze rézne gatunki grzybéw z rodzaju Can-
dida wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na niektére
leki, np. wrecz powszechnie notowana jest opor-
no$¢ gatunkoéw C. glabrata i C. krusei na flukona-
zol, to rodzaj terapii w duzej mierze zalezny jest od
gatunku wywotujacego infekcje (9, 10, 11). Szcze-
gblnie w przypadku zakazen krwi szybka identy-
fikacja gatunkowa czesto decyduje o przezyciu pa-
cjenta. W poréwnaniu z metodami fenotypowymi
duzo szybszym sposobem identyfikacji gatunko-
wej grzybow z rodzaju Candida jest zastosowanie
metod molekularnych, zwtaszcza opartych o am-
plifikacje kwas6éw nukleinowych (12).
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Metody identyfikacji molekularnej staty sie po-

pularne ze wzgledu na ich wysoka doktadnosé, czu-
tos¢, czyli niski odsetek wynikow fatszywie dodat-
nich i specyficznos¢, okreslong jako niski odsetek
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wynikow fatszywie ujemnych, w identyfikacjiiréz-
nicowaniu C. albicans od innych gatunkéw Candida
(1, 13). Opisano szczegdtowo kilka technik identyfi-
kacji molekularnej i réznicowania gatunkéw w ob-
rebie rodzaju Candida, zar6wno z zastosowaniem
metod opartych na reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR), w ujeciu klasycznym i w czasie rzeczywistym
(woryginale real-time), jak i technik molekularnych
nieopartych na PCR. W tym artykule przedstawiony
jest przeglad i oméwienie tych metod identyfikacji
w kontekscie zastosowania w diagnostyce grzybow
zrodzaju Candida. Szczegdblna uwaga zostata skupio-
na na zaletach i ograniczeniach wskazanych metod
oraz mozliwo$ciach implementowania do rutynowe-
go stosowania w laboratoriach klinicznych.

Metody oparte na PCR

Pojawienie sie reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
miato fundamentalne znaczenie dla technologii te-
stéw molekularnych do identyfikacji mikroorgani-
zmow, nie tylko gatunkéw klasyfikowanych w rodza-
ju Candida (14). Metody te opierajq sie na amplifikacji
iwykrywaniu kwasu nukleinowego drobnoustrojow
ze specyficznos$cia, ktéra umozliwia odr6znienie DNA
patogenu od materiatu genetycznego gospodarza (14,
15, 16, 17), nawet bezposrednio w prébkach klinicznych

(18, 19). Ponadto metoda ta jest bardzo elastyczna,
co pozwala na wprowadzanie szeregu modyfikacji,
umozliwiajacych jej zastosowanie w szerokiej ga-
mie r6znorodnych prébek. Popularnymi odmiana-
mi sa multipleks PCR, zagniezdZony PCR i PCR w cza-
sie rzeczywistym (20-25), ktore sg opisane bardziej
szczegdtowo ponizej (tab. 1).

Klasyczny PCR

Podstawowym zadaniem podczas projektowania
uktadu diagnostycznego opartego o klasyczny PCR
jest wybor odpowiednich sekwencji, stanowigcych
cele diagnostyczne, do ktérych beda hybrydyzowac
startery oligonukleotydowe (26). Stosowane sg dwie
strategie. Jedna z nich polega na wyborze sekwencji
specyficznych gatunkowo, co oznacza, ze produk-
ty reakcji PCR bedg uzyskiwane jedynie w przypad-
ku obecno$ci DNA konkretnego gatunku grzybow
Candida w badanej prdobce (18, 27, 28, 29). W tym po-
dej$ciu wybrane cele molekularne muszg stanowi¢
zakonserwowane ewolucyjnie sekwencje, o niewiel-
kim zrdznicowaniu genetycznym w obrebie gatun-
ku, aby mozliwe byto otrzymanie pozytywnych wy-
nikow dla wszystkich szczepow sklasyfikowanych
w tym samym gatunku (29, 30). Z drugiej strony se-
kwencje te nie moga prezentowac wysokiego stopnia

Tabela 1. Przyktadowe metody PCR do identyfikacji drozdzakow z rodzaju Candida i ich cele molekularne

Metoda Cel molekularny Identyfikowane gatunki Pismiennictwo

Klasyczny PCR geny kodujace proteazy aspartylowe C. albicans Flahaut i wsp., 1998 (26)
gen aktyny (ACT1) Candida spp. Kan, 1993 (27)
gen Hsp90 (kodujacy biatko szoku C. albicans Crampin i Matthews, 1993 (29)
cieplnego)
sekwencje telomerowe C. parapsilosis Nosek i wsp., 2002 (28)
mitochondrialnego DNA

Ztozony PCR gen topoizomerazy Il wszystkie klinicznie znaczace gatunki Kanbe i wsp., 2002 (18)
ITS1/ITS2 C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis  Luo i Mitchell, 2002 (30)

i C. albicans

Multipleks PCR ITS1/ITS2/5,8S wszystkie klinicznie znaczace gatunki Fuijta i wsp., 2002 (31)
rDNA
ITS1iITS2 C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, Carvalho i wsp., 2007 (37)

Nested PCR
PCR-RFLP (Mspl)

PCR potaczony z elektroforezg
kapilarng

PCR EIA (Enzyme Immunoassay)
Sekwencjonowanie produktéw PCR
Real-time PCR

Ztozony real-time PCR
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ITS115.8S rDNA
MP65
gen demetylazy lanosterolowej (L1AT)

ITS1/1TS2/5,8S
rDNA

ITS1/1TS2

ITS2
18S rRNA
TagMan

TagMan

gen Rnazy P

C. tropicalis, C. krusei, C. guillermondii,
C. lusitaniae i C. dubliniensis

C. glabrata, C. nivariensis i C. bracarensis
identyfikacja rodzajowa
C. albicans, C. glabrata

C. albicans, C. glabrata, C. krusei
i C. tropicalis

wszystkie klinicznie znaczace gatunki

wszystkie klinicznie znaczace gatunki
wszystkie klinicznie znaczace gatunki

C. parapsilosis, C. metapsilosis
i C. ortopsilosis

C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei, C. kefyr i C. glabrata

C. glabrata, C. krusei i C. albicans

Romeo i wsp., 2009 (38)

Arancia i wsp., 2009 (39)
Burgener Kairuz i wsp., 1994 (32)
Mousavi i wsp., 2007 (24)

Chen i wsp., 2001 (21)

Elie i wsp., 1998 (21)
Gharizadeh i wsp., 2004 (22)
Souza i wsp., 2012 (33)

Guiver i wsp., 2001 (45)

Innings i wsp., 2007 (36)
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podobienstwa pomiedzy réznymi gatunkami droz-
dzy Candida, w przeciwnym wypadku mozna uzy-
skaé wyniki fatszywie pozytywne (28, 31, 32). Druga
strategia polega na detekcji sekwencji, ktére wyka-
zuja specyficznos¢ dla wszystkich gatunkow skla-
syfikowanych w rodzaju Candida. Stopien podobien-
stwa tych sekwencji pomiedzy gatunkami powinien
by¢ bardzo wysoki, dochodzacy do 100% (24, 26). Ta-
kie podejscie stuzy wylacznie do detekcji drozdzy
z rodzaju Candida w materiale klinicznym, bez wy-
konania identyfikacji gatunkowej patogenu (32). Na
podkreslenie zastuguje niski préog wykrywalnosci
patogenu z zastosowaniem technik opartych o kla-
syczny PCR, nawet kilkakrotnie przewyzszajacy mia-
re jtk/ml (liczba jednostek tworzacych kolonie), kt6-
rg stosuje sie w kontekscie badan hodowlanych (26).
Dzieki temu stosowanie metod opartych o PCR po-
zwala unikna¢ wynikéw fatszywie negatywnych, co
jest jedna z przyczyn, ktore wskazujg na ich prze-
wage w diagnostyce mikrobiologicznej (29, 31, 33).

Multipleks PCR

Ostatnie badania sugeruja, Ze multipleksowa reak-
cja PCR jest bardziej czuta i specyficzna w szybkiej
identyfikacji najpopularniejszych gatunkow grzy-
bow z rodzaju Candida (30, 31, 34, 35). W tej technice
stosowane sg facznie rézne startery ukierunkowa-
ne na cele molekularne umozliwiajace identyfikacje
odrebnych gatunkow w jednej probéwce PCR (35, 36).
Stanowi to z perspektywy klinicznej zalete metody.
Najczesciej pojawiajacy sie problem stanowi mozli-
wos¢ hybrydyzacji pomiedzy ré6znymi sekwencja-
mi starterdw. Carvalho i wsp. (37) opisali strategie
multipleksowego PCR, umozliwiajgca identyfikacje
o$miu istotnych klinicznie gatunkéw grzybow z ro-
dzaju Candida, a mianowicie C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guillermondii,
C. lusitaniae i C. dubliniensis (ryc. 1). Multipleksowa re-
akcja PCR zostata oparta na amplifikacji dwdch frag-
mentéw w obrebie regionéw ITS1 (Internal Trans-
cribed Spacer) i ITS2. Startery zastosowane w jednej
reakcji obejmuja: dwa startery specyficzne dla cate-
go rodzaju Candida i osiem starteréw specyficznych.
Wedtug autordw, dzieki takiemu podejSciu udato sie
zidentyfikowac gatunkowo 231izolatéw bezposred-
nio z probek, co $wiadczy o wysokiej przydatnoSci tej
metody w laboratoriach klinicznych. Nalezy réwniez
podkresli¢, ze ta stosunkowo prosta metoda jest bar-
dzo specyficzna i czuta. Jej prog wykrywalnosci wy-
nosi ok. 2 komorek na ml, a catg procedure mozna
wykonac¢ w ciggu 5 godz. Co wiecej, metoda umoz-
liwia réznicowanie poszczegdlne gatunkéw Candi-
da w zakazeniach mieszanych.

Romeo i wsp. (38) przetestowali protokét multi-
pleksowego PCR, ktéry wykorzystuje tylko cztery
startery specyficzne wzgledem regionu ITS1i sekwen-
cji 5.8S rDNA. Zaproponowana technika umozliwia
identyfikacje C. glabrata, C. nivariensis i C. bracarensis.
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Arancia iwsp. (39) zaobserwowali, Ze multipleks PCR
przy uzyciu réznych par starteréw specyficznych
wzgledem genu MP65, kodujacego mannoproteiny,
umozliwiat identyfikacje grzybéw z rodzaju Candida
ze 100% wiarygodnoscig, a jednocze$nie nie odnoto-
wano, aby uzyskiwane byty wyniki fatszywie pozy-
tywne dla izolatéw nalezacych do innych rodzajéw
grzyboéw. Ponadto autorzy stwierdzili, Ze potrzebne
s3 dalsze badania nad mozliwoscia identyfikacji Can-
dida bezposrednio z probek pobranych od pacjentow
z inwazyjna kandydoza.

Nested PCR

Technika zagniezdzonego PCR zostata zaadaptowa-
na do stosowania w identyfikacji grzybow z rodza-
ju Candida przez Bougnoux i wsp. (40) i Kanbe i wsp.
(18). W technice stosowane sg dwa zestawy starte-
réow do specyficznej amplifikacji DNA Candida spp.,
w dwoéch kolejnych seriach PCR, co znacznie popra-
wia specyficzno$é i czutosé identyfikacji.

Startery stosowane w pierwszej serii, tzw. ze-
wnetrzne startery, celuja w wigkszy region do ampli-
fikacji, czyli dtuzszy fragment DNA. W drugiej serii
PCR nastepuje amplifikacja sekwencji docelowej na
matrycy produktu z poprzedniej reakcji (32). Nested
PCR jest uwazany za bardzo specyficzng technike,
poniewaz jesli niewtasciwy fragment PCR zostat za-
mplifikowany w pierwszej serii, istnieje bardzo mate
prawdopodobienstwo, ze region zostanie ponownie
zamplifikowany przez drugg pare starteréw. Mozna
zauwazyc, ze jesli drugi zestaw starterdw jest staran-
nie zaprojektowany tak, aby zapobiec hybrydyzacji
pomiedzy starterami, mieszanine starter6w mozna
stosowac wspoélnie w jednej serii PCR, aby zmniej-
szy¢ koszty analizy (41).

Wyniki uzyskane w doswiadczalnym zakazeniu
krolikéw wykazaty, ze czutosé zagniezdzonej reak-
cji PCR w diagnostyce kandydozy ogélnoustrojowej
byta wyzsza w probkach surowicy niz w petnej krwi
(40). Swoisto$¢ in vitro reakcji PCR wynosita 100%
w pieciu kolejnych powtdrzeniach. Kanbe i wsp. (18)
stwierdzili, Ze zagniezdZona reakcja PCR miata nie-
co nizszg czuto$c¢ niz klasyczny PCR z uzyciem star-
teréw specyficznych wzgledem genu rRNA.
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Zapomoca tego protokotu autorzy byli w stanie ziden-
tyfikowac 81izolatow klinicznych ze 100% czutoScig
(brak wynikow fatszywie ujemnych) i 100% swoisto-
$cig (brak wynikéw fatszywie dodatnich). Natomiast

Ryc. 1. Elektroforegram agarozowy uzyskany z multipleks PCR do identyfikacji
os$miu gatunkéw Candida (37). M: marker molekularny, 1: C. albicans, 2: C. glabrata,
3: C. krusei, 4: C. tropicalis, 5: C. parapsilosis, 6: C. guilliermondii, 7: C. lusitaniae,
8: C. dubliniensis
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Real time PCR

PCRw czasie rzeczywistym (real time PCR) jest wa-
riantem standardowej techniki PCR, ktéra umozliwia
ilo$ciowe oznaczenie amplifikowanego DNA w cza-
sie rzeczywistym w kazdym cyklu PCR (14). Istnie-
je kilka metod detekcji produktéw amplifikacji PCR
W czasie rzeczywistym przy uzyciu barwnikéw fluore-
scencyjnych, ktdre mozna podzieli¢ na dwie gtéwne
klasy, w zaleznoSci od typu zwigzku fluorescencyj-
nego. Pierwsza odmiang jest monitorowanie PCR za
pomocga znakowanych sond, ktdre specyficznie hy-
brydyzuja z nowo utworzonymi czasteczkami ampli-
konu, druga stanowi bezposrednie barwienie nowo
utworzonych dwuniciowych czgsteczek DNA za po-
moca takich barwnikéw, jak SYBR Green I, BEBO lub
LC Green (14). Wedtug Trtkova i Raclavsky (14) uzy-
cie sond zwieksza specyficzno$¢ PCR, poniewaz do-
datkowa homologia sekwencji miedzy amplikonem
a sondg jest niezbedna do wzbudzenia fluorescen-
cji. Badania ostatnich lat sugeruje jednak, Ze moni-
torowanie PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu
r6znych technologii wykazuje podobna specyficz-
nos¢ (42-44).

Opracowano procedury PCR w czasie rzeczywi-
stym w celu identyfikacji gatunkowej grzybow z ro-
dzaju Candida. Nalezy do nich przede wszystkim
test TagMan (Perkin-Elmer Corp., Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA), ktérego gtéwna zaletg
jest umozliwienie szybkiej identyfikacji kilku istot-
nych gatunkéw Candida, w tym C. albicans, C. parap-
silosis, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr i C. glabrata (33,
45-47). Metoda ta pozwala na analize probek Sred-
nio w 4 godz. Guiver i wsp. (45) zastosowali TagMan
PCR do szybkiej identyfikacji izolatéw Kklinicznych
Candida i wykazali 100% swoisto$¢ identyfikacji ga-
tunkowej. Podobnie Shin i wsp. (48) wykazali, ze flu-
orescencyjne sondy specyficzne dla gatunku wykryty
iprawidiowo zidentyfikowaty 95,1% gatunkéw droz-
dzy Candida, m. in. C. albicans, C. glabrata, C. tropica-
lis, C. krusei i C. parapsilosis, bez fatszywych wynikéw
pozytywnych. Autorzy ci wskazujq ponadto, Ze czas
analizy okreslony na 4—5 godz. jest realnie oszaco-
wany (45, 48). Poza identyfikacja gatunkéw technike
TagMan zastosowano réwniez do analizy ekspres;ji
gendéw w biofilmach tworzonych przez grzyby z ro-
dzaju Candida i poréwnania ich profilu transkrypcyj-
nego w odniesieniu do komérek mikroorganizméw
bytujacych poza biofilmem (44).

Maaroufi i wsp. (49) opisali test PCR w czasie rze-
czywistym z sondg TagMan do ilo$ciowego oznacza-
nia rybosomalnego DNA (rDNA) C. albicans w prébkach
krwi. Badacze ci stwierdzili, ze w poréwnaniu z wy-
nikami posiewu krwi czutos¢ i swoistos¢ tego testu
byta zdecydowanie wyzsza, wynoszgca odpowiednio
1001 97%. Natomiast negatywna wartos¢ predykcyj-
na techniki z sondg TagMan wynosita 100% (49, 50).

Alternatywnie do testu PCR w czasie rzeczywi-
stym i sondg TagMan stosowana jest technika z wy-
korzystaniem urzadzenia LightCycler® (Roche Dia-
gnostics, Mannheim, Niemcy), w ktorym wymuszony
ruch powietrza wraz ze szklanymi kapilarami stu-
zy do szybkiego ogrzewania i chtodzenia komory

reakcyjnej (51). Jak dotad tylko kilka raportow (52,
53, 54, 55, 56) opisato zastosowanie urzadzenia Li-
ghtCycler® do wykrywania, identyfikacji lub ozna-
czania ilo$ciowego gatunkéw drozdzy Candida w kon-
teks$cie laboratorium klinicznego, ta metoda wydaje
sie jednak mie¢ potencjat do szybkiej diagnostyki
kandydoz (17, 57). Wykazano, Ze metoda LightCyc-
ler® PCR jest uzyteczna do szybkiego badania prze-
siewowego izolatéw C. albicans (51, 53) i ilo$ciowe-
go okreslania ekspresji gendéw lekoopornosci u tych
mikroorganizméw (51). Selvarangan i wsp. (56) za-
obserwowali, Ze sze$¢ gatunkéw z rodzaju Candida,
tj. C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei i C. lusitaniae w PCR w czasie rzeczywistym
przy uzyciu urzadzenia LightCycler® zostato ziden-
tyfikowanych ze 100% czutos$cig i 100% swoistoScia.
Schabereiter-Gurtner i wsp. (19) réwniez zapropono-
wali metode LightCycler® real time PCR do wykrywa-
nia i identyfikacji C. dubliniensis. Technologia ta jest
obiecujaca, poniewaz mozna okresli¢ ilos¢ grzybow
w préobkach klinicznych, a analizy amplifikacyjne
i postamplifikacyjne przeprowadzane sg w zamknie-
tych szklanych kapilarach, co minimalizuje ryzyko
przeniesienia zanieczyszczen (47, 54). Dodatkowg za-
leta jest mozliwo$¢ wykonania catej analizy w ciggu
7 godz. (53). Diagnostyka z uzyciem tej techniki wy-
maga jednak specjalistycznego sprzetu i materia-
16w, ktére znacznie podnoszg koszty badan. Dunyach
iwsp. (57) rozszerzyli metode LightCycler® real time
PCR tak, aby umozliwi¢ szybkie wykrywanie i iden-
tyfikacje gatunkéw Candida bezposrednio w ludzkiej
surowicy. W tej metodzie skuteczna okazata sie tyl-
ko jedna pary starteréw, a identyfikacja byta mozli-
wa dla pieciu gatunkéw Candida. Inny test zapropo-
nowali Zhou i wsp. (58), ktérzy — bazujac na modelu
amplifikacji toczacego sig kota (RCA, Rolling Circ-
le Amplification) — wykorzystali PCR w czasie rze-
czywistym do identyfikacji klinicznie waznych ga-
tunkoéw Candida, Aspergillus i Scedosporium. Test byt
szybki, umozliwiat analize w ok. 2 godz., i specyficz-
ny, zapewniajgc 100% zgodnosci z identyfikacja fe-
notypowa i wynikami sekwencjonowania ITS.

Deak i wsp. (59) opracowali ekonomiczng, mul-
tipleksowang i specyficzna platforme molekularng
Luminex do identyfikacji gatunkéw Candida. Bada-
nie byto pierwszym, w ktérym przetestowano uzy-
teczno$¢ panelu sond Candida przy uzyciu platformy
Luminex na duzej liczbie préobek krwi, w tym takze
dla drobnoustrojow niezidentyfikowanych innymi
metodami, a pochodzacych z objawowo zdiagnozo-
wanych kandydemii. Autorzy otrzymali 1182 izola-
téw Candida spp., z ktoérych test Luminex pozwolit
prawidtowo zidentyfikowa¢ 1170 izolatéw, dla kt6-
rych dostepne byty sondy. Pozostate 12 izolatow (1%),
ktoére daty wyniki negatywne, stanowity gatunki, dla
ktdrych nie zaprojektowano sond. Wyniki te poka-
zaly, ze test Luminex moze stanowic alternatywe dla
metod referencyjnych, poniewaz jest szybki, zapew-
nia prawidtowa identyfikacje gatunkowa i jest tatwy
w wykonaniu dla uzytkownika.

Natomiast Muir i wsp. (60) opisali test do wykry-
wania DNA grzybéw i identyfikacji gatunkowej naj-
bardziej istotnych klinicznie inwazyjnych grzybéw
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chorobotwdrczych za pomoca sond oligonukleotydo-
wych z grupami aktywnymi elektrochemicznie i elek-
trod pétprzewodnikowych. Autorzy wyznaczyli sonde
specyficzng wobec patogendw grzybiczych, obejmu-
jaca region genu 18S rRNA, ktdra umozliwita detekcje
wszystkich grzybéw niezaleznie od przynaleznosci
systematycznej oraz sondy specyficzne dla gatunku
zaprojektowane na bazie sekwencji regionu ITS2, do
identyfikacji gatunkéw sklasyfikowanych w rodza-
ju Candida. Wyniki wykazaty, Ze metoda byta specy-
ficzna dla dziewieciu istotnych klinicznie gatunkéw
Candida, a granica wykrywalnosci sond specyficz-
nych dla gatunku wynosita ~1 rGwnowaznika geno-
mu. Autorzy nie podali procentowej czutosci i swo-
isto$ci tego konkretnego testu elektrochemicznego.

Wyniki innego badania sugeruja réwniez, ze PCR
w czasie rzeczywistym moze by¢ odpowiedni do po-
miaru efektéw dziatania $rodkéw przeciwgrzybiczych
wobec dojrzatych biofilmdw C. albicans (42, 61). Auto-
rzy stwierdzili, Ze ten test molekularny byt wysoce
doktadny w szerokim zakresie gestoSci upakowania
komorek grzyba w ztozonych uktadach biologicznych
zawierajacych obok drobnoustrojéw elementy im-
munologiczne lub komérki btony §luzowej i byt od-
powiedni do oceny zywotnosci biofilmu grzyba (42).

Metody molekularne nieoparte na PCR
Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z son-
dami oligonukleotydowymi znakowanymi fluore-
sceing zostata uznana za odpowiedni sposéb iden-
tyfikacji drozdzy bez potrzeby uzyskiwania czystej
kultury. Zastosowanie sond peptydowych kwasu nu-
kleinowego (PNA, peptide nucleic acid) taczy ich wy-
sokie powinowactwo z zaletami celowania w $cisSle
ustrukturyzowany region rRNA, a w konsekwen-
cji zwieksza potencjat tej metody (14). Test Candi-
da PNA FISH wykazat bardzo wysoka czuto$¢ i swo-
isto$¢. Zaletg technologii PNA FISH jest to, ze mozna
ja przeprowadzi¢ bezposrednio z prébek klinicznych,
m.in. z butelek z dodatnimi posiewami krwi, a anali-
zy identyfikacyjne sa precyzyjne, dzieki zastosowa-
niu sond PNA o wysokim stopniu swoistosci gatun-
kowej. W tym konteks$cie Shepard i wsp. (62) ocenili
zastosowanie testu PNA FISH do identyfikacji C. al-
bicans i C. glabrata z posiewdow krwi, ktore byty do-
datnie dla drozdzy. Czuto$¢ wykrywania dla C. albi-
cans i C. glabrata wyniosta odpowiednio 98,7 i 100%,
a swoisto$¢ dla obu gatunkéw zostata oszacowanana
100%. Wyniki badania potwierdzity bardzo wysoka
precyzje i uzyteczno$c testu do szybkiej, jednocze-
snej identyfikacji C. albicans i C. glabrata. Ponadto,
sondy mozna dodawac bezposrednio do rozmazdow
wykonanych z krwi i hybrydyzowac przez 90 minut
(63). Metoda ta umozliwia rowniez doktadng iden-
tyfikacje klinicznych izolatéw drozdzy przy uzyciu
dwoéch technik: cytometrii przeptywowej i mikrosko-
pii fluorescencyjnej. Czutos¢ metody PNA FISH zosta-
ta oszacowana jako co najmniej tak samo wysoka jak
wiekszos$ci testow opartych na PCR. Co wiecej, dzieki
prostemu protokotowi technicznemu z wytgczeniem
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ekstrakcji DNA, cata analiza PNA FISH wymaga jedy-
nie 2,5 godz. od uzyskania pozytywnego wyniku po-
siewu krwi na obecno$¢ drozdzy Candida (14, 63, 64).

Piroliza i spektrometria (PyMS)

Spektrometria mas jest technika stosowang od kon-
caXIX wieku, jednak do identyfikacji drobnoustrojow
zastosowano jg po raz pierwszy w latach 70. XX wie-
ku (65). Timmins i wsp. (66) opisali szczegdtowo dla
grzybow z rodzaju Candida dwa odmienne podejscia
z wykorzystaniem spektroskopii mas, tj. procedure
analizy obejmujacg potaczenie pirolizy ze spektro-
metrig masowa (PyMS, pyrolysis-mass spectrome-
try) oraz spektroskopie w podczerwieni z transfor-
macjg Fouriera (FT-IR, Fourier transform-infrared
spectroscopy). PyMS obejmuje termiczng degradacje
ztozonego materiatu (takiego jak bakterie lub grzyby)
w prézni metoda pirolizy punktu Curie. Powoduje to
rozszczepienie czasteczek w ich najstabszych punk-
tach i utworzenie mniejszych, lotnych fragmentéw
zwanych pirolizatem. Nastepnie przy uzyciu spek-
trometru masowego sktadniki pirolizatu sg oddzie-
lane na podstawie ich stosunkéw masy do tadunku
(m/z) w celu wytworzenia widma masowego piro-
lizy, ktére mozna wykorzystac jako chemiczny od-
cisk palca ztoZzonego materiatu przeznaczonego do
analizy. PyMS jest stosunkowo dobrze ugruntowa-
ny w mikrobiologii do charakteryzowania bakterii.
W szczegodlnosci, technika ta okazata sie skuteczna
w poréwnaniu miedzyszczepowym mikroorgani-
zmow waznych z medycznego punktu widzenia (66).
W przeciwienstwie do pomiaru sity wigzan czaste-
czek w PyMS, spektroskopia FT-IR mierzy drgania
grup funkcyjnych i silnie polarne wigzania, takie jak
rozcigganie O-H. Tak wiec uzyskiwane w tej meto-
dzie ,,odciski palcow” sktadajq sie z cech wibracyj-
nych wszystkich sktadnikéw komorki, tj. DNA, RNA,
biatek oraz sktadnikéw btony i Sciany komoérkowej
(67). FT-IR umozliwia chemiczne rozrdéznianie nie-
naruszonych komérek drobnoustrojow bez ich nisz-
czenia i wytwarza zlozone biochemiczne odciski
palcow, ktore sa powtarzalne i odrebne dla réznych
bakterii i grzybow.

Timmins i wsp. (66) wykorzystali obydwie metody
do analizy tej samej grupy 29 klinicznych i referen-
cyjnych izolatéw grzybow z rodzaju Candida. Szczepy
te zostaty zidentyfikowane konwencjonalnymi me-
todami, jako nalezace do jednego z trzech gatunkéw,
tj. Candida albicans, C. dubliniensis i C. stellatoidea (ga-
tunek blisko spokrewniony z C. albicans). W obydwu
metodach wszystkie izolaty kliniczne zostaty pra-
widtowo zidentyfikowane. Niewatpliwg zaletg tych
technik jest szybko$¢ analizy, ktéra wynosi zwykle
2 min dla PyMS i10 s dla FT-IR, bez wliczania czasu
na przygotowanie probek.

Jonizacja laserem wspomagana matryca
z pomiarem czasu przelotu i spektrometria masowa
(MALDI-TOF MS)

Rozwdj spektrometrii masowej w diagnostyce mikro-
biologicznej jest przypisywany opracowaniu technik
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jonizacji MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser De-
sorption/Ionization — Time of Flight — Mass Spec-
trometry), ktére umozliwiaja kompleksowg analize
panelu biatkowego mikroorganizméw (65, 68). Tech-
nika MALDI-TOF MS okazata sie szybka, niezawod-
naioptacalng alternatywa dla metod fenotypowych
iopartych na PCR w identyfikacji grzybow, stajac sie
stopniowo coraz powszechniej dostepnym narzedziem
wlaboratoriach mikrobiologii klinicznej (69, 70). Me-
toda ta polega na generowaniu ,,biatkowych odciskow
palcow” mikroorganizméw, ktore sa poréwnywane
z widmami referencyjnymi dostepnymi w bibliote-
kach spektralnych opracowywanych przez producen-
tow urzadzen (69; ryc. 2). W metodzie MALDI-TOF MS
wykrywane sg biatka w zakresie mas od 2 do 20 kDa,
ktore reprezentujg gtdwnie biatka rybosomalne oraz
biatka metabolizmu podstawowego (65).

Spanu i wsp. (70) ocenili wiarygodnos$¢ systemu
MALDI BioTyper firmy Bruker Daltonic (Bruker Dal-
tonics, Bremen, Niemcy) w identyfikacji drozdzy na
poziomie gatunku bezposrednio z butelek do posie-
wow krwi. Ten system byt w stanie zidentyfikowac
Candida spp. z wysoka czuto$ciag w zakresie od 95,9%
dla C. albicans do 86,5% dla gatunkéw innych niz
C. albicans. Ponadto, wszystkie ujemne probki krwi
daty réwniez wyniki ujemne w MALDI-TOF MS (swo-
isto$¢, 100%). Na uwage zastuguje rowniez krétki czas
analizy oscylujacy w okolicach 30 min. Na podsta-
wie tych wynikéw Spanu i wsp. (70) doszli do wnio-
sku, ze system Bruker BioTyper jest jedng z bardziej
obiecujacych alternatyw w celu przyspieszenia do-
ktadnej identyfikacji izolatow klinicznych grzybow
zrodzaju Candida na poziomie gatunku. W przypad-
kach, w ktérych oryginalna baza danych nie zawie-
rata widm referencyjnych dla niektérych okreslo-
nych mikroorganizmow, profile MALDI-TOF mozna
dodac¢ recznie do biblioteki w celu ponownej oceny
wszystkich uzyskanych widm (71). Nastepnie poda-
wany jest wynik MALDI-TOF z wartoscig wiarygod-
nosci identyfikacji za pomocg okreslonego wspot-
czynnika. W badaniu Dhiman i wsp. (69) technika
MALDI-TOF MS wedtug procedury Bruker Daltonics
(Brema, Niemcy) data 96,3 i 84,5% doktadnych iden-
tyfikacji na poziomie gatunku (wspoétczynnik wia-
rygodnosci 21,8) dla 138 powszechnych i 103 archi-
walnych szczepow drozdzy. Wykazano réwniez, ze
technika jest w stanie skutecznie odréznic C. albicans
od C. dubliniensis (69).

Na rynku dostepne sg obecnie trzy rézne platfor-
my identyfikacji MALDI-TOF MS, przystosowane do
rutynowej identyfikacji grzybéw: MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics, Brema, Niemcy), VitekMS (Bio-
Merieux, Craponne, Francja) i Andromas (Andromas
SAS, Paryz, Francja). Dodatkowo, czwarta platforma
produkowana przez Axima@Saramis, ktdra zostata
pierwotnie opracowana przez AnagnosTec (Pocz-
dam, Niemcy), jest rOwniez wyposazona w oprzyrza-
dowanie Vitek MS do analizy widm. Systemy te roz-
nig sie przede wszystkim sposobem przetwarzania
widm, algorytmami stosowanymi do tworzenia pro-
filu biatkowego oraz uzywanymi do poréwnywania
i wyrazania podobienstwa miedzy badanym widmem
awidmami referencyjnymi (65).

Podsumowanie

W laboratoriach klinicznych do diagnostyki mykolo-
gicznej, zwlaszcza w podejrzeniu kandydozy, zazwy-
czaj wybierane sg techniki fenotypowe ze wzgledu na
wysoka dostepnos$é, stosunkowo niski koszt i brak ko-
nieczno$ci posiadania zaawansowanego sprzetu do
innych analiz. Metody te sg jednak pracochtonne, cza-
sochtonne i prezentujg nizsza wiarygodnos¢ widen-
tyfikacji szerokiego spektrum gatunkéw grzybow
z rodzaju Candida, poréwnujgc do technik opartych
o analizy molekularne. Majac na uwadze te ograni-
czenia konwencjonalnych metod, opracowano sze-
reg metod molekularnych, zaréwno opartych na PCR,
jakiniezaleznych od tego narzedzia. Obecnie sg one
stosowane raczej jako uzupetnienie metod konwen-
cjonalnych anizeli metody pierwszego wyboru. Nie-
watpliwie zapewniajg doktadniejsze wyniki w znacz-
nie krétszym czasie wynoszacym ok. 1,5-3 godz.
Szybki postep technologiczny jaki obserwowany jest
w rozwoju technik diagnostycznych, prawdopodob-
nie przyczyni sie do ich upowszechnienia w labora-
toriach klinicznych wnajblizszych latach. Zadaniem
specjalistow zajmujacych si¢ mykologia medyczna s
dalsze badania w celu standaryzacji technicznej ta-
kich procedur identyfikacyjnych.
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