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Souhrn

Cilem této prace bylo nalezeni spolehlivého zpiisobu vzijemného rozliSeni
kvasinek druhtt Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis. Za timto
uCelem byla testovana genetickd metoda Melting curve of Random Amplified
Polymorphic DNA (McRAPD), zalozena na rozdilech v teploté tani produktd
amplifikace variabilnich oblasti genomu.

Studovany soubor tvofilo celkem 61 kultur, ztoho 47 pfedstavovaly klinické
izolaty a 14 pochazelo z riznych sbirek, véetné typovych kment vSech téi druhi.
Izolace  DNA byla provedena modifikaci tzv. paratkové techniky, popsané
a optimalizované Steffanem et al. (1997). DNA byla amplifikovana v RoboCycleru
Gradient 96 (Stratagene) s vyuzitim empiricky optimalizovaného protokolu.
Jako porovnavaci fenotypova metoda byla pouzita komercni biochemickd souprava
ID 32 C (bioMérieux) vyhodnocovana programem Apiweb (bioMérieux) a dopInéna
0 testy fermentace péti sacharidi.

Ve studovaném souboru bylo pomoci McRAPD identifikovano 51 kultur
C. fabianii, po péti pak bylo zafazeno do druhu C. pelliculosa, resp. C. utilis.
U sbirkovych kmenu se geneticka identifikace vzdy shodovala s jejich puvodnim
ur¢enim. Naopak rozpor s primarnimi vysledky fenotypové diferenciace byl zjiStén
u naprosté vétSiny klinickych izolatl. Celkem 46 z nich bylo geneticky klasifikovano
jako C. fabianii, pti¢emz 37 kultur bylo pivodné biochemicky urceno
jako C. pelliculosa a devét jako C. utilis. McRAPD ptfitom prokazala potencial
pro konfirmaci vysledkii fenotypovych metod, nebot vizualni analyza kiivek tani
umoziovala vétSinou jednozna¢nou druhovou identifikaci izolata.

Pri¢inou neshod mezi vysledky genetické klasifikace a biochemické identifikace
u studovaného souboru klinickych izolatt je absence C. fabianii v databdzi programu
Apiweb. C. pelliculosa a C. utilis vSak do ni zafazeny jsou, proto je mozné tyto druhy
uvedenym postupem s velkou pravdépodobnosti spravné urCit. Naopak spolehlivy
nastroj identifikace C. fabianii predstavuji v soucasné dobé pouze genetické metody,
které jsou navic rychlej$i a presnéjsi.

Z vysledkl této prace dale vyplyva, z2 McRAPD je velmi vhodnou metodou
pro exaktni diferenciaci C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis. Soucasné bylo zjisténo,

ze se C. fabianii pravdépodobné vyskytuje vklinickém materidlu s vyrazné¢ vyssi



frekvenci nez zbylé dva druhy. Proto je nanejvyS Zidouci ji co nejdiive zaradit

do databazi komer¢nich biochemickych identifikaénich souprav.



Summary

The aim of this study was to find a reliable way of differentiation between the yeast
species Candida fabianii, Candida pelliculosa and Candida utilis. For this purpose,
agenetic method called melting curve of random amplified polymorphic DNA
(McRAPD) was tested, which is based on differences in melting temperatures
of amplification products of variable areas of the genome.

The studied group consisted of 61 cultures, of which 47 represented clinical isolates
and 14 were from various collections, including type strains of all three species. DNA
extraction was performed by modifying the so-called toothpick technique described
and optimized by Steffan et al. (1997). DNA was amplified in RoboCycler Gradient 96
(Stratagene) using an empirically optimized protocol. As a comparative phenotypic
method, the 1D 32 C commercial biochemical kit (bioMérieux) was used, assessed
bythe Apiweb software (bioMérieux) and supplemented by five carbohydrate
fermentation tests.

Using McRAPD, 51 cultures were identified as C. fabianii, the remaining 10 were
classified as C. pelliculosa (n=5) and C. utilis (n=5). In the collection strains, genetic
identification always coincided with their original determination. Conversely, the vast
majority of clinical isolates were found to be different from the primary results
of phenotypic differentiation. A total of 46 of them were genetically classified
as C. fabianii, with 37 cultures being biochemically identified as C. pelliculosa
and 9 as C. utilis. McRAPD has demonstrated a potential to confirm the results
of phenotypic methods since the visual analysis of melting curves allowed accurate
species identification of the majority of isolates.

The disagreement between the results of genetic and biochemical identification
in the studied group of clinical isolates originated from the absence of C. fabianii
in the Apiweb software database. However, this contains both C. pelliculosa
and C. utilis. Therefore, it was possible to identify these species correctly using
the procedure. Conversely, genetic methods are currently the only reliable tool
for identification of C. fabianii isolates. Moreover, they are faster and more accurate.

Further, the results of our study show that MCRAPD is a very suitable method
for accurate differentiation between C. fabianii, C. pelliculosa and C. utilis. It was

also found that C. fabianii is likely to be significantly more prevalent in clinical material



than the other two species studied. Therefore, it is highly desirable to incorporate
this species into databases of commercial biochemical identification systems

as soon as possible.
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1 Uvod

1.1 Vymezeni a taxonomie kvasinek

Kvasinky jsou jednobunétné mikroorganizmy patiici do e Fungi (houby),
oddéleni Eumycota (,ppravé* houby). Kurtzman et Fell (1998) ve své taxonomicke studii
uvadéji, ze v ramei vice nez 90 rodt je popsano témét 700 druhti. Podle Fragnera (1992)
dosahuje pocet druht téchto mikromycet vyskytujicich se u nas necelou polovinu
zZ jejich celkového poctu.

Na zdkladé schopnosti reprodukce sexudlnim zplsobem jsou kvasinky déleny
na dvé skupiny. Tzv. pravé kvasinky vyuzivaji pohlavniho zpiisobu rozmnozovani
atvori za vhodnych podminek asko-, resp. bazidiospory. Naopak kvasinkovité
mikroorganizmy (imperfektni kvasinky) se mnozi pouze nepohlavné, tvorba aski
ani bazidii u nich nebyla pozorovana (McGinnis, 1980). Taxonomicka nomenklatura
upiednostiuje nazev teleomorfy (pohlavni stddium), pokud je zndma, pfed jménem
anamorfy (nepohlavni stadium). V klinické praxi se naopak obvykle uZiva nizev
anamorfy, protoze teleomorfni stadia byla vétSinou objevena pozdé€ji a zdravotniCti
pracovnici v té dobé jiz byli zvykli na nazev nepohlavniho stadia. Protoze je tato prace
zaméfena na problematiku 1ékatrské mykologie, jsou v dal§im textu pouzivany v souladu

s klinickym nazvoslovim pfevazné nazvy anamorf.

1.2 Kvasinky vyznamné v lékarstvi

Ve vztahu k ¢loveéku mohou byt kvasinky komenzily, symbionty nebo parazity.
Byvaji béZnou souc¢asti normalni mikroflory kuze a sliznic (Nucci et Anaissie, 2001).
Kolonizuji dutinu ustni vice nez poloviny obyvatelstva bez projevi manifestniho
onemocneéni.

Patogenita kvasinek se nejcastéji projevuje formou invaze do hlubsich vrstev tkani,
klinicky jsou tyto formy onemocnéni oznacovany jako mykozy. Mohou byt povrchové,
postihujici kiizi a sliznice a syst¢émové, kdy jsou napadeny riizné vnitini organy,
coz bezprosttedné ohrozuje zivot pacienti. Onemocnéni vyvoland kvasinkami maji
charakter oportunnich infekci, které podle Sandvena (2000) vznikaji pfedev§im u osob

s poruchami funkce imunitniho systému. Pfaller et Diekema (2007) ve své piehledové
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studii zmifyji, Ze morbidita a mortalita syst¢émovych kvasinkovych mykdz je zna¢na,
proto se staly zdvaznym zdravotnim problémem.

Ahearn (1998) uvadi asi 30 druhii kvasinek, kolonizujicich lidskou populaci,
znichjsou dvé tfetiny povazovany za potencialni patogeny. Nejvétsi pocet nalezi
do anamorfniho rodu Candida, jehoZ zastupci zpUsobuji 66 - 80 % vSech houbovych
infekci (Dembry et al., 1994; Fanello et al., 2006). Ptestoze bylo popsano vice nez 200
druhi kandid, zptsobuje podle Pfallera et Diekemy (2007) lidskd onemocnéni
(kandid6zy) pouze maly poéet z nich. Rada nezavislych studii (Fridkin, 2005; Pfaller
et Diekema, 2002; Trick et al., 2002; Warnock, 2007) uvadi, Ze celosvétové je vice
nez95 % vSech kvasinkovych infekci pficitano péti druhim: Candida albicans,
Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a Candida krusei, navic
prvni z nich mezi nimi vyrazné dominuje.

Postupné¢ byla vyvinuta celd fada metod identifikace patogennich kvasinek.
Tradicni fenotypové, zalozené na asimilaci a fermentaci zdroji uhliku a dusiku,
jsou ¢asové naro¢né a mnohdy nevedou k jednoznacnym vysledkim. Nékteré druhy
kvasinek se navic vyznacuji vysokym stupném morfologické a biochemické podobnosti.
Pikkladem je Candida albicans a Candida dubliniensis, Candida inconspicua byva
zase zaménovana za Candida norvegensis. Nedavno popsané druhy Candida
orthopsilosis a Candida metapsilosis (Tavanti et al., 2005) jsou pomoci konven¢nich
fenotypovych technik obtizné odliSitelné od Candida parapsilosis. Neméné
komplikovana je diferenciace Candida pelliculosa, Candida utilis a Candida fabianii.

Pozdéji se vyznamnym nastrojem mykologické laboratorni diagnostiky staly
metody genetické identifikace patogennich kvasinek. Ve srovnani s fenotypovymi
ptistupy umozniuji spolehlivéj$i a pfesn€jSi mezidruhovou diferenciaci v disledku
jejich zaméteni na relativné stalé genetické znaky. Ackoli existuje S$iroké spektrum
riznych technik, vsoufasné dobé byvaji nejcastéji aplikovany rizné modifikace
polymerazové fetézové reakce (PCR). Mezi jeji hojné vyuzivané varianty patii ndhodna
amplifikace polymorfni DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD). Velky
potencidl ma zejména piistup, vyuzivajici rozdily v teploté tani produkti PCR (Melting
curve of Random Amplified Polymorphic DNA, McRAPD), ktery byl vyvinut
prorychlou a precizni identifikaci patogennich kvasinek Plachym et al. (2005).
Vyhodou této metody je rychlost ziskani vysledkd, jednoduché provedeni, ekonomicka

nenaroc¢nost, univerzalni vyuziti a potencial pro automatizaci.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Etiologie kvasinkovych infekci z taxonomického hlediska

Krom¢ jiz zminénych druhli imperfektniho rodu Candida zpisobuje mykotické
infekce fada dalSich, z nichZ n€které do néj plivodné patfily, ale na zdkladé prikazu
teleomorfniho stadia byly prefazeny do nckterého z perfektnich rodi. NejznaméjSimi
ptiklady zoblasti humanni mediciny je druh Candida Kkrusei, jehoz soucasny
taxonomicky ndzev je lIssatchenkia orientalis, Candida lusitaniae byla pfefazena
do rodu Clavispora (C. lusitaniae). Také mnoho dalsich kandid je dnes anamorfnimi
stadii askomycetarnich rodu kvasinek, napiiklad Pichia (napt. P. anomala - Candida
pelliculosa, P. fabianii - Candida fabianii, P. jadinii - Candida utilis, P. guilliermondii -
Candida guilliermondii, P. norvegensis - Candida norvegensis, P. membranifaciens -
Candida valida), Kluyveromyces (K. marxianus - Candida kefyr, K. lactis var. lactis -
Candida sphaerica), Debaryomyces (D. hansenii - Candida famata), Saccharomyces
(S. exiquus - Candida holmii), Torulaspora (T. delbrueckii - Candida colliculosa),
Metchnikowia (M. pulcherrima - Candida pulcherrima) nebo Yarrowia (Y. lipolytica -
Candida lipolytica) (Kurtzman et Fell, 1998).

Povrchové 1 systétmové infekce mohou zplsobovat také zistupci jinych rodd,
patiicich mezi askomycety, bazidiomycety nebo imperfektni kvasinky.
Mezi nejznaméj§i  znich patii rody Dipodascus, Galactomyces, Williopsis,
Filobasidiella, Rhodotorula, Trichosporon a Malassezia. Klasifikace se mimoto
dynamicky vyviji, vznikaji pfitom dal$i rody jako Lindnera (mapt. L. fabianii -
P. fabianii) nebo Wickerhamomyces (napt. W. anomalus - P. anomala) (Kurtzman
et al., 2008). Taxonomicka klasifikace, zalozena na exaktni diferenciaci kmend pomoci
fady jejich charakteristik (morfologie, biochemie, analyzy genetického materialu),
je casové 1 materidlové velmi narocnd a je proto vyhrazena specializovanym

pracovistim, vétSinou mezindrodnim shirkam kultur.

2.2 ldentifikace kvasinek v diagnostické praxi
V rutinni diagnostické praxi laboratoii lékafské mykologie se pouzivaji
pro ur¢ovani kvasinek zjednoduSené postupy, jejichz hlavnim cilem je zdivodu

casného zahdjeni 1éCby rychlost a nikoli absolutni pfesnost. Identifikace kvasinkovych
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izolatd je zde dilezitd zklinického 1 epidemiologického hlediska. Né&které pocetnéji
izolované druhy jsou totiz zndmé svou rezistenci k antimykotiklim, coZ mulZe byt
diivodem selhani bézné lécebné strategie. Plati to pfedevsim pro C. krusei a flukonazol,
ke kterému je primarné rezistentni. Vyznamné vyssi hodnoty minimalnich inhibi¢nich
koncentraci azolovych antimykotik jsou zaznamenavany u mnoha kmenti C. glabrata.
V nékterych ptipadech mykéz zpisobenych C. lusitaniae mize byt neuspé$na lécba
amfotericinem B (Atkinson et al., 2008). Epidemiologicky vyznam identifikace
kvasinek spociva v tom, Ze jde o prvni krok pii hledani zdroje nozokomialnich infekci
exogenniho ptivodu.

Postupné byla vyvinuta fada rtznych technik pro urovani kvasinek, nékteré
znich se doc¢kaly podoby komerénich diagnostickych souprav. Ve shodé¢ s mnohymi
autory (Pincus et al., 2007; Reiss et al., 1998; Trtkova et Raclavsky, 2006)

je lze rozd¢lit na dvé skupiny, fenotypové a genetické.

2.2.1 Fenotypové metody identifikace

Fenotypové metody vyuZzivaji rozdily v morfologii, biochemické aktivité
nebo antigennim sloZeni kvasinek.

Chromogenni kultiva¢ni piidy jsou zalozeny na utilizaci rtiznych chromogennich
substratll jednotlivymi druhy kvasinek, coZ zpUsobuje rozdily ve zbarveni kolonii.
Proto umoznuji jejich pfedbéznou identifikaci a snadny prikaz smésnych kultur
(Freydiere et al., 2001). Prvni spolehliva diferenciacni média vyvinul Rambach (1995),
komeréné dostupna piida pro orientacni urCovani klinicky nejvyznamnéjSich druht
kandid je vyrabéna pod nizvem CHROMagar Candida. Jsou vni pfitomny
dva chromogenni substraty $tépitelné enzymy p-N-acetylhexosaminidadzou a fosfatazou.
Miize byt vyuzita pro predbéznou identifikaci C. albicans (Zlutozelené az modrozelené
kolonie), C. tropicalis (tmavé modré az modroSedé kolonie, ¢asto obklopené tmavou
zonou), C. Kkrusei (svétle ruzové az purpurové, matné, nepravidelné Kkolonie)
a C. glabrata (rizové, vysoce lesklé, okrouhlé kolonie). Momani (2000) ve své studii
potvrdil, z2 CHROMagar Candida umoziiuje vyznamné rychlejsi ureni zminénych
druht kandid v porovnani s metodami bézné pouzivanymi v mykologické laboratofi,
navic za prijatelnou cenu. Podobné chromogenni pldy jinych vyrobcii jsou ureny

pro identifikaci pouze C. albicans (napf. ChromID Candida [bioMérieux])
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nebo i dalsich castéji zachycovanych druhd (napf. CandiSelect 4 [BioRad
Laboratories], Brilliance Candida Agar [Thermo Fischer Scientific, Oxoid Products]).

Pro cilenou identifikaci C. albicans, kterd je nejcastéj$i pti¢inou mykotickych
infekci, byly zavedeny skriningové metody. Patii mezi né tzv. test kli¢icich vlaken
(germ tubes), vyvinuty Taschdjianem et al. (1960). Dal§i moznosti je podle Pincuse
etal. (2007) mikroskopicky nalez chlamydospor, nejéastéji na ryzovém
nebo kukuriéném agaru. V podobé komerénich produktl (napt. BactiCard Candida
[ThermoFischer Scientific, Remel Products]) jsou k dispozici enzymatické testy,
identifikujici C. albicans prikazem L-prolin-aminopeptidazy a p-galaktosidazy (Heelan
et al., 1996). Stockman et Roberts (1985) vytvofili analogickou metodu pro rychlé
ur¢eni daliho klinicky vyznamného druhu, C. glabrata, zaloZenou na detekci enzymu
trehalazy. Freydiere et al. (2001) a ve své piehledové praci nezavisle i Pincus et al.
(2007) zminuji nekolik jejich variant, komer¢né je dostupna pod nazvem Glabrata
RTT (Fumouze Diagnostics). Mezi skriningové zpiisoby identifikace n¢kterych druha
kandid patii i sérologické testy, zaloZzené na principu latexové aglutinace (Freydiere
etal., 2001). Vsouasné dob& jsou k dispozici pro rychlé uréeni C. albicans,
resp. C. krusei komer¢ni produkty Bichro-Latex Albicans a Krusei Color, k rozliseni
C. albicans a C. dubliniensis Bichro-Dubli (v§e Fumouze Diagnostics).

Klasickym zptsobem podrobné biochemické identifikace kvasinek jsou testy
asimilace a fermentace zdroji uhliku, piipadné dusiku. Prvni skupina vyuziva
aerobni utilizace zminénych substrati, jedna se o tzv. auxanogramy. Patii k nim
Wickerhamova bujonova technika (Wickerham et Burton, 1948) a praktictejsi
auxanografickd metoda (Dye Pour-Plate Auxanogram, DPPA) vyvinutd Landem et al.
(1975). Fermentace sacharidi je naopak proces anaerobni, proto je utilizace
prokazovana vytvofenim bubliny (tj. akumulaci oxidu uhli¢it¢ho) v plynovce,
coz je principem testu, které se nazyvaji zymogramy.

Z uvedenych katabolickych reakci vychazeji i komeréni soupravy na identifikaci
kvasinek, které jsou béznou soucasti diagnostiky v laboratotich Ikaiské mykologie.
Naprosta vétSina z nich je zaloZena na testovani schopnosti asimilace riznych zdroji
uhliku.

Soupravy, které vyzaduji rucni provedeni a jejichz vysledky se posuzuji prostym
okem, predstavuyji skupinu tzv. manualnich systémi (Pincus et al., 2007). Identifikace
se obvykle provadi numericky, konkrétné pomoci tzv. oktalového kédovani. Pikladem

uvedeného typu souprav je APl 20 C AUX (bioMérieux), ktera obsahuje 19 zdroju
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uhliku. Testy se hodnoti turbidimetricky, tj. porovnavanim stupné zikalu s negativni
kontrolou. Databaze sestava celkem ze 37 druhti kvasinek. Dalsi, v naSich laboratofich
Casto pouZivanou soupravou, je Auxacolor (Bio-Rad Laboratories), obsahujici
15 zkousek, znich 13 prokazuje asimilaci sacharidi a alkohold, zbylé dvé citlivost
k cykloheximidu a pfitomnost fenoloxidazy. Na rozdil od API 20 C AUX
je vyhodnoceni kolorimetrické, tj. na zakladé¢ zmény barvy média. Pomoci kédovych
profilli Ize rozliSit celkem 28 druhli kvasinek. Barevné reakce vyuziva i fada dalSich
souprav: APl Candida (bioMérieux), kterou je mozno pomoci 12 testt identifikovat
13 druhti kvasinek, Fungichrom 1 (International Microbio) slozena z 15 reakci
s potencialem ur¢it 24 druhti nebo RaplD Yeast Plus (ThermoFischer Scientific, Remel
Products) umoznujici s vyuzitim 15 substratd zatadit izolaty do 41 druha (Freydiere
et al., 2001; Lin et Fung, 1987; Pincus et al., 2007).

Druhou skupinu tvoii automatizované, resp. poloautomatizované systémy.
Vyhodnoceni testli, pifipadné¢ i technickd ptiprava souprav je provadéna pomoci
piistroji. Nejobsahlejsi databazi disponuje produkt Biolog YT MicroPlate (Biolog).
S vyuzitim 94 biochemickych testli v mikrotitracni desticce a specialniho pocitacového
programu je mozno identifikovat 267 druht kvasinek z 53 rodd. Souprava ID 32 C
(bioMérieux), zalozena podobné jako API 20 C AUX na turbidimetrickém principu
odec¢itani test, vyuziva 31 substrat, z toho 29 pro asimilaci (sacharidy, organické
kyseliny a aminokyseliny), zbylé dva prokazuji hydrolyzu eskulinu a citlivost
k cykloheximidu. Vyrobek je primarné uréen k automatické inokulaci a ptistrojovému
vyhodnoceni, je vSak mozno pfipravu provést i manualné a vysledek vyhodnotit
prostym okem. Interpretace se ve zminéném piipadé provadi pomoci oktalového
kodovani s vyuzitim databaze programu Apiweb (BioMérieux) zahrnujici celkem
64 kvasinkovych druht. Dalsi ¢asto pouzivany, zcela automatizovany kolorimetricky
panel, VITEK 2 YST (bioMérieux), obsahuje na plastové kart¢ jamky se Ctyfmi
aminopeptidazovymi a tremi glykosidazovymi reakcemi, ureazovym testem, zkouskou
citlivosti k cykloheximidu a prikazem hydrolyzy eskulinu, utilizaci 25 sacharidd,
KNOj3, dvou dalsich zdroji dusiku a deviti organickych kyselin. Databaze obsahuje
celkem 52 kvasinkovych druhd. Podobna kolorimetricka souprava, MicroScan Rapid
Yeast ID (Siemens Healthcare), umozituje béhem cty hodin identifikovat 38 druht
kvasinek. Poloautomatizovany némecky produkt Micronaut-Candida (Merlin
Diagnostika) je schopen pomoci kombinace 44 turbidimetrickych a barevnych

biochemickych reakci ur€it 32 druht.
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Za jednu znejspolehlivéjsich identifikacnich souprav z hlediska hodnoceni
vysledkl, navic sobsahlou databazi druhi, je povazovana 1D 32 C, coz bylo
dokumentovano srovnavacimi studiemi. Napiiklad Bruun et al. (1995) pomoci
zminéné¢ho produktu, asimila¢nich a fermentacnich testi a mikroskopickych nalez
chlamydospor na ryZzovém nebo kukuficném agaru, porovnavali pfesnost urceni
113 klinickych izolatt kvasinek, z nichz 10 druhd patfilo do rodu Candida. Vizualnim
vyhodnocenim po 72 h bylo pomoci identifika¢ni tabulky spravné uréeno 98 % izolatu,
s vyuzitim databdze pak 91 %. Automaticka druhova diferenciace v pfistroji
ATB reader, provedend po 48 a 72 h, byla Gspésna u 87, resp. 86 % kultur. Gutierrez
et al. (1994) porovnavali spolehlivost tii souprav, ID 32 C, VITEK 2 YST a API 20 C
AUX, pfi identifikaci 100 klinickych izolati sedmi druht kandid a tfi dal§ich rodd
kvasinek. Soupravy spravné urCily 97, 98, resp. 100 % kultur. Fricker-Hidalgo
et al. (1996) se zaméfili na porovnani ID 32 C s API Candida. Studovany soubor tvotilo
619 kultur 17 druhd kandid a ¢tyf jinych rodd kvasinkovitych mikroorganizmu,
Z nichz bylo 284 klinickych izolatd a 335 sbirkovych kmend. Pomoci API Candida bylo
spravné identifikovano 97,4 % kultur (biochemicky a morfologicky), resp. 75,2 %
(pouze biochemicky). Sest druhii nebylo mozno urdit, protoZe nebyly zafazeny
vdatabdzi soupravy. Autofi neuvedli uspéS$nost diferenciace pomoci ID 32 C,
pouze konstatovali, zZ2 API Candida je jednodus$i na provedeni, levnéjsi a vysledky
rychleji dostupné. Ramani et al. (1998) porovnavali spolehlivost identifikace
soupravami ID 32 C a API 20 C AUX na souboru 243 klinickych izolatt 18 druht
kandid a daBich deviti rodl kvasinkovitych mikroorganizmt, z nich 123 zahrnovalo
bézné druhy a 120 vzacné. Cely testovany soubor kvasinek byl ziskan od pacientt,
hospitalizovanych v nemocnicich vUSA. ID 32 C spravné uréila 92 % obvyklych
a 85 % méné¢ znamych druht, API 20 C AUX 97, resp. 88 %. Nizi uspésnost prvni
soupravy vsak mohla byt ovlivnéna geografickym ptvodem kultur, nebot’ databaze
ID 32 C byla vytvoiena pomoci evropskych izolati, API 20 C AUX naopak vyuzila

vyhradné americké.

2.2.2 Genetické metody identifikace

Genetické metody jsou stale vyznamnéjSim nastrojem mykologické laboratorni
diagnostiky. Kromé identifikace kvasinek 1 vldknitych hub umoziuji detekci
jejich nukleovych kyselin vklinickych vzorcich a typizaci, tj. diferenciaci kment

vramci druhu (Hamal, 2007). K jejich vyhodam v porovnéani s fenotypovymi pfistupy
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patii vyss$i rozliSovaci schopnost, rychlost a reprodukovatelnost (Pincus et al., 2007;
Sullivan et al., 1996; Trtkova et Raclavsky, 2006).

Genetickou identifikaci je moZné provést samostatné u vypéstovanych kultur,
Casto vSak bezprostiedné navazuje na detekci nukleovych kyselin v Klinickém
materialu. Zatimco pfi zéchytu ve vzorcich je Vyiadovéna pfedev§im rychlo sta Vysoké
pfesnost. Pokud tedy identifikace navazuje na detekci, mély by byt splnény vSechny
uvedené pozadavky. V ramci genetické diferenciace kvasinek existuje Siroké spektrum

rﬁanch metod, z4dnd znich vSak dosud nebyla akceptovana jako standardni

vevo e

Schéma 1. Piehled zpisobi genetické identifikace kvasinek®

Kultura

/\

Analyza RNA Analyza DNA

ST
/\

Hybrldlzacese o
specificky mi sondami Sekvencovani  AFLP RFLP SSCP  EIA Analyza tani

& Upraveno podle Trtkové et Raclavského (2006)

AFLP - délkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentti; EIA - enzymova imunoanalyza; FISH -
fluorescenéni in situ hybridizace; NASBA - amplifikace specifickych sekvenci RNA; PCR -
polymerazova fetézova reakce; RFLP - délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentd; SSCP -

konformaé¢ni po ly morfizmus jednovlaknové DNA

2.2.2.1 ldentifikace analyzou RNA

NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) je velice citlivad technika
cyklického mnozZeni specifickych sekvenci RNA. Béhem amplifikace vyuziva aktivity
tfi enzyml, AMV reverzni transkriptazy (z viru pta¢i myeloblastozy, tj. Avian
Myeloblastosis Virus), RNazy Ha T7 RNA polymerazy. Na specificky Usek izolované
RNA nejprve nasedne piimy (forward) primer. Pomoci enzymu reverzni transkriptazy

je tato ¢ast zkopirovana do formy jednoho komplementarniho vlidkna DNA. RNaza H
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nasledné odbourd RNA templatové vldkno a uvolni tak misto pro vazbu druhého
specifického zpétného (reverse) primeru. Poté vznikd prodlouzenim primeru reverzni
transkriptdzou pInohodnotnd dvojvidaknova molekula DNA (tzv. komplementarni DNA,
cDNA). T7 RNA polymeraza rozpozna promotor uvnitt sekvence forward primeru
a transkribuje cDNA do vidkna RNA o vychozi sekvenci. Toto nové vldkno vstupuje
do dasiho cyklu. Postupné tak dochazi k amplifikaci zvolenych specifickych sekvenci
RNA (Compton, 1991).

Z praci Hamala (2007), nezavisle i Trtkové et Raclavského (2006) pro identifikaci
kvasinek vyplyva, Ze hlavni vyhodou NASBA je izotermie procesu amplifikace,
¢imz odpada pouziti termocykleru. Naopak hlavnim nedostatkem, jez brani $ir§imu
pouziti metody v praxi, je vysokd cena reak¢ni smési tfi uvedenych enzymii. Popsanou
techniku vyuzili nap¥. Loeffler et al. (2003) k identifikaci Sesti druhti kandid pomoci
komer¢ni soupravy NASBA Nuclisens Basic Kit.

2.2.2.2 ldentifikace analyzou DNA bez amplifikace

Metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je identifikovana kvasinkova
DNA ptimou hybridizaci s druhové specifickymi sondami bez ptedchozi amplifikace.
Buiky jsou fixovany na podloZznim sklickuy, DNA je poté denaturovana
na jednovldknové molekuly. Na jejich komplementarni sekvence nukleotidd se nasledné
navazuji oligonukleotidové sondy. Jsou jimi rizné dlouhd vldkna DNA nebo RNA
0 znamych sekvencich, znacend fluorochromem. Dnes jsou vyuzivany nové,
vysoce afinitni, tzv. PNA sondy (Peptide Nucleic Acid), coZ jsou kombinované
molekuly peptidu a nukleové kyseliny. Preparaty jsou posléze vyhodnoceny pomoci
fluorescencniho mikroskopu, mista vazby sviti prisluSnou barvou (Hamal, 2007;
Trtkova et Raclavsky, 2006).

Podle Trtkové et Raclavského (2006) je PNA FISH vhodna pro automatizaci,
nebot’ vyuziva jednoduchy technicky protokol bez nutnosti izolace DNA. Metodu
vyuzili napf. Wilson et al. (2005) k identifikaci C. albicans v hemokulturach. Hlavni
vyhodou bylo podle autorti provedeni celé metodiky béhem 2,5 h za spotfeby pouhych

10 pul média a bez nutnosti dal§ich subkultiva¢nich krok.

2.2.2.3 Identifikace analyzou DNA s amplifikaci
Pti identifikaci kvasinek byvaji vsoufasné dobé pouziviny predev§Sim rizné

modifikace PCR. V podstaté se jedna o cyklickou amplifikaci specifického Useku
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dvojvlaknové DNA (double-stranded DNA, dsDNA), ohrani¢eného dvojici primeru,
prostfednictvim termostabilniho enzymu DNA polymerazy. K pfednostem jmenované
techniky patéi jednoduché provedeni (automatizace v termocykleru), rychlost ziskani

vysledk a vysoka citlivost.

Vybér primeri

Existyji dvé mozné strategie volby cilovych sekvenci, jez budou pomoci PCR
amplifikovany.

Prvni pfistup si jako misto navazani primerti vybird druhoveé specifické sekvence
v kvasinkovém genomu. Jedna se predevs§im o geny vyskytujici se zde v jedné kopii,
napiiklad pro cytochrom P-450 lanosterol-a-demetylazu, aktin nebo heat shock protein
90 (Burgener-Kairuz et al., 1994; Crampin et Matthews, 1993; Kan, 1993). Pfitom
je identifikovan pouze jeden druh kvasinky.

Cilem cyklického mnozeni vSak mohou byt naopak univerzalni panfungalni vysoce
konzervované oblasti genomu, vyskytujici se v ném ve velkém poctu kopii. V takovém
ptipadé je pro druhovou identifikaci nezbytnd analyza amplifikovaného produktu,
postupy jsou popsany dale. Mezi zminéné sekvence patii zejména geny pro ribozomalni
RNA (rRNA), nachdzejici se v genomu hub v poétu 50 - 100 kopii. Zatimco geny,
koédyjici podjednotky rRNA (18S, 5,8S a 28S), jsou tvofeny konzervovanymi
sekvencemi, vnitini transkribované prostory (internal transcribed spacer, 1TS) ITS1
a ITS2 obsahuji také oblasti vysoce variabilni, pfedstavujici potencial pro typizaci

kmend, resp. identifikaci druht (Reiss et al., 1998).

Varianty PCR

Kromé klasické jednokolové PCR byly vyvinuty varianty, zvySujici jeji citlivost
a specifitu.

Prvni z nich je tzv. nested PCR, oznaCovana téz jako PCR odstupfiovana
nebo vyuzivajici vnéjsich a vnitinich primerti. Amplifikace se provadi ve dvou kolech.
V prvnim je cyklicky mnozen vybrany tsek DNA za pouziti paru tzv. vnéjSich primert.
Nasledné¢ je produkt podroben amplifikaci s novou dvojici tzv. vnitinich primerq,
specifickych pro vnitini ¢ast sekvence, jez byla ziskana pti prvni PCR. Findlni produkt
je detekovan elektroforeticky. Hamal (2007) zmiiuje, ze neni-li mozné navrhnout
pro druhy krok oba primery uvnitt Gseku, amplifikovaného v prvnim kole, je moZno

vyuzit jednoho z vnéjSich primert. Tento ptistup byva nazyvan seminested PCR.
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Podstatnou nevyhodou nested PCR je mozZnost kontaminace diive amplifikovanymi
produkty, ptipadné¢ DNA z prostiedi nebo pouzitych reagencii. Disledkem je pak Casty
vyskyt faleSné€ pozitivnich vysledki (Trtkova et Raclavsky, 2006).

Pro identifikaci kvasinek vyuzili uvedeny ptistup napt. Bougnoux et al. (1999).
Autofi pouzili pét odliSnych part vnitinich primerti k amplifikaci specifickych tsekt
geni pro rRNA u Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei
a C. glabrata. Kanbe et al. (2002) zvolili pro identifikaci patogennich druhti kvasinek
rodu Candida pomoci nested PCR smés specifickych primerd, odvozenych z geni
pro DNA topoizomerazu Il. Ahmad et al. (2002) ve své studii porovnali vysledky
seminested PCR a biochemickych souprav (ID 32 C a VITEK 2 YST) pti druhové
diferenciaci 76 izolat kandid, prokazali ptitom 99% shodu.

Obé popsané varianty byvaji kombinovany s mnohonasobnou (multiplex) PCR,
jez podle Pincuse et al. (2007) umoznuje detekci nékolika druhti kvasinek soucasné
Vjedné reakci. Vnéjsi primery jsou zacileny na univerzalni sekvence genomu. Dojde
tak nejprve k amplifikaci tseku DNA, ktery je spoleény vice druhtiim z urcitého
kvasinkového rodu. Druhé kolo reakce probiha se smési dvojic druhové specifickych
vnitfnich primerd a vzniklé produkty umozni diferenciaci. Hlavni vyhodou
teto modifikace jsou niz§i naklady. Vyuzili ji napt. Fujita et al. (2001) pro amplifikaci
oblasti ITS1 a ITS2 u 120 kultur 45 sbirkovych kment, zahrnujicich 21 druht kandid
a sedm dalsich roda kvasinek, a 75 klinickych izolata Sesti Candida spp. Chang et al.
(2001) uvedenym zpisobem odlisili izolaty C. albicans, ziskané z hemokultur, od non-
albicans kandid.

V souCasné dob¢é je hojné vyuzivina modifikace zvana kvantitativni PCR
V realném ¢ase (real-time qPCR), detailn¢ popsana v n¢kolika ptehledovych pracich
(Espy et al., 2006; Mackay, 2004). Technika umoznuje kvantifikaci produktu PCR
bezprostfedné po jeho vzniku, vkazdém cyklu reakce. Amplifikace cilového useku
DNA je obvykle sledovana s vyuzitim fluorescence. Mezi nespecificka interkalacni
barviva, vazici se na nové tvofenou dsDNA, patii podle Trtkové et Raclavského (2006)
SYBR Green I, BEBO, LC Green a BOXTO. Jinou moznost sledovani cyklického
mnozeni predstavuji fluorescenéné znaCené primery nebo specifické sondy,
hybridizujici se stiedni ¢asti amplifikovaného tseku (Pincus et al., 2007). Béhem
kopirovani vlakna je DNA polymerdzou odbourdna molekula sondy s piislusnym
fluorochromem, coz se projevi fluorescenci. Se vzristajici délkou dsDNA se zvysuje

jeji intenzita. Detekci a kvantifikaci intenzity umoziuje fluorimetr, piimo integrovany
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do termocykleru. Hlavni vyhodou popsané techniky je zkraceny cCasovy interval
pottebny k ziskdni vysledkt a snizeni rizika faleSné pozitivity redukci
postamplifika¢nich manipulaci (Espy et al., 2006; Hamal, 2007 ; Mackay, 2004).

Hsu et al. (2003) provedli pomoci real-time gPCR detekci a druhovou diferenciaci
sedmi sbirkovych kmenii a 50 klinickych izolath Sesti druhii kandid, pfi¢emz vysledky
byly zcela vsouladu s jejich biochemickou identifikaci. White et al. (2003) rozlisili
uvedenou metodou sedm druhti kandid. Bu et al. (2005) prokazali jeji vysokou citlivost

a specifitu pfistudiu izolata C. albicans, C. krusei a C. tropicalis.

Postamplifika¢ni analyza

Jak jiz bylo uvedeno, pro druhovou identifikaci kvasinek je za ur¢itych okolnosti
nezbytné provest postamplifikacni analyzu produkti. Uvedeny proces zahrnuje fadu
odlisnych postupi.
jizk dispozici automatizované komeréné dostupné systémy, vyuzivajici zminénou
techniku pro identifikaci kvasinek, je pro rutinni laboratorni praxi stale ptili§ nakladna
apracna (Trtkova et Raclavsky, 2006). Uvedenym zplsobem, s vyuzitim soupravy
MicroSeq D2 Large-Subunit Ribosomal DNA (Applied Biosystems), identifikovali
131 klinickych izolat, zahrnujicich 19 rtznych druhti kandid a osm dalich roda
kvasinek, napt. Hall et al. (2003).

Nakladnost sekvencovani je nyni vyrazné snizovana aplikaci alternativnich
technologii pro analyzu kratkych tGseki DNA, zejména pyrosekvencovani (Hamal,
2007; Pincus et al., 2007). Principem je uvolnéni pyrofosfatu pii enzymatické syntéze
DNA. Do tohoto procesu je zapojena kaskdda enzymatickych reakci. V kone¢ném
kroku je emitovano viditelné svétlo, pfiCemz mira jeho emise je Umérnd mnoZzstvi
zabudovanych nukleotid.

Pro identifikaci patogennich hub pouzili metodu poprvé Gharizadeh et al. (2004).
Diferencovali celkem 20 sbirkovych kment a klinickych izolatd osmi riznych druhti
kandid. Bylo sekvencovano 40 bazi zamplifikované variabilni oblasti genu pro malou
podjednotku rRNA (18S). Data byla analyzovdna metodou BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) a porovnavana s databazi GenBank. Metoda je podle autor
schopna simultinné analyzovat az 384 vzorkd, mi proto znacny potencial

pro automatizaci.
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Nejjednodussim postamplifikacnim ptistupem je podle Trtkové et Raclavského
(2006) délkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmenti (Amplified Fragment
Length Polymorphism, AFLP). Po restrikci genomové DNA dvéma endonukledzami
(béZnou a vzicnou), jsou k tzv. lepivym konclm vzniklych fragmentll ptipojeny
(ligovany) dva ruzné adaptory se znamou sekvenci. Nasleduje preselektivni PCR
za pouziti dvou primerti, komplementarnich k sekvencim adaptort i restrik¢nich mist.
Tim dojde k amplifikaci fragmentd, které maji adaptory ligované na obou koncich
anaopak eliminaci rozldimanych nebo Stépenych jen jednou endonukledzou.
Dalsim krokem je selektivni PCR s primery, na jejichz 3° konce jsou navazany 1 - 3
dalsi, nahodn¢ zvolené nukleotidy. Proto dochazi k amplifikaci pouze fragmentd,
které maji pted ptipojenim adaptort nukleotidy komplementarni s témi, jeZ jsou pfidany
na 3° konce primert. Uvedenym postupem se redukuje celkovy poc¢et amplifikovanych
fragmentti DNA a zvysuje Citelnost rozlozeni pruhi po elektroforetické separaci.

Vzhledem k tomu, Ze reakce probiha za stringentnich podminek, je AFLP
vysoce spolehlivou metodou. Nepotiebuje Zddnou piedchozi informaci o sekvencich
DNA. Peclivy vybér restrikCnich enzym a selektivnich nukleotidd zajist'uje
jeji vysokou rozliSovaci schopnost (Hamal, 2007; Soll, 2000). Nevyhodou AFLP
je naopak pracnost, nakladnost a nutnost specidlnich odbornych znalosti. Ball et al.
(2004) identifikovali uvedenou metodou klinické izolaty C. albicans, C. dubliniensis,
C. lusitaniae a Saccharomyces cerevisiae a potvrdili jeji velmi dobrou rozliSovaci
schopnost.

Trtkova et Raclavsky (2006) uvadgji, Ze pii AFLP muze byt jeden ze selektivnich
primeri znacen fluorochromem. Vzniklé produkty jsou poté separovany kapilarni
elektroforézou v automatickém sekvenatoru. Zminéna modifikace se nazyva délkovy
polymorfizmus fluorescenéné znacenych amplifikovanych fragmenta (Fluorescent
Amplified Fragment Length Polymorphism, FAFLP).

Produkty PCR lIze analyzovat také St€penim restrikénimi endonukledzami, postup
se nazyva délkovy polymorfizmus restrikénich fragmenti (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP), dfive restrikéni endonukledzova analyza. Cilova
sekvence DNA je amplifikovana pomoci primerti, komplementarnich ke koncovym
konzervovanym oblastem. Vzniklé produkty o konstantni délce, detekované na gelu,
jsou nasledné¢ Stépeny restrikéni endonukledazou a fragmenty elektroforeticky
separovany. RozliSovaci schopnost metody zavisi na sekvencni variabilit¢ produkti

PCR v mistech rozpoznavanych endonukledzou nebo délce oblasti mezi dvéma
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Stépenymi misty. Vysledkem je charakteristické rozlozeni fragmenti DNA v gelu,
umoznujici diferencovat rizné druhy kvasinek.

Dendis et al. (2003) wvyuzili PCR s naslednym RFLP k detekci a druhové
identifikaci klinickych izolatt C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae a C. kefyr. Amplifikovali oblast 1TS2
a produkty Stépili pomoci restrikCnich endonukledz Haelll a Taql. Dale, pro odliSeni
blizce pribuznych druhi C. albicans a C. dubliniensis pouzili endonukleazu Sau3Al.
Podle autort je piednosti metody zejména jednoduchost provedeni, spolehlivost
a rychlost, nebot’ vysledky byly k dispozici béhem osmi hodin po dodani klinického
materidlu do laboratofe.

Dalsim postupem, analyzujicim amplikony, je konformaéni polymeorfizmus
jednovldknové DNA (Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP).
Po denaturaci dvouietézcovych produktit PCR vyuziva odliSnou pohyblivost vzniklych
jednovlaknovych DNA ruznych druhi kvasinek pti elektroforéze v polyakrylamidovem
gelu, coz je dusledkem ur¢itych rozdila v jejich sekundarni a terciarni strukture.
Pfi¢inou zminéného jevu jsou podle Hamala (2007) men$i odlisnosti v sekvencich
vysoce konzervovanych useki DNA. Mezi hlavni nevyhody popsané techniky,
které brani jejimu SirSimu vyuziti v praxi, fadi Trtkova et Raclavsky (2006) pfedevsim
potfebu zvlastnich odbornych znalosti a pracnost.

Hui et al. (2000) identifikovali pomoci PCR a SSCP osm druh kvasinek.
Amplifikovali konzervované sekvence genu pro velkou podjednotku rRNA (28S).
Jednovlaknovy produkt vizualizovali na gelu stiibrem. Kumar et Shukla (2006) vyuzili
k rozliSeni kvasinek SSCP restrik¢nich fragmentli, =ziskanych amplifikaci gent
pro malou a velkou podjednotku rRNA nested PCR, s naslednym $t€penim produktt
endonukledzami.

Daliim postamplifika¢nim ptistupem, tentokrat bez Casov€ naro¢né a pracné
elektroforetické separace DNA, je enzymova imunoanalyza (EIA). Obvykle je nejprve
amplifikovana oblast geni pro rRNA a identifikace nasledn¢ provedena hybridizaci
s vyuzitim dvou oligonukleotidovych sond. Prvni, rodové specifickd, je znaCena
biotinem, zbyla, zaméfena na druhovou identifikaci, digoxigeninem. Vytvoteny
hybridiza¢ni komplex je poté pienesen do jamek mikrotitraéni desticky, potazenych
streptavidinem. Pozitivni reakce se projevi zménou barvy po pfidani protilatky

proti digoxigeninu, znaCené kienovou peroxidazou, a substratu, S$tépeného uvedenym

23



enzymem (Reiss et al., 1998). Podle Hamala (2007) ma PCR-EIA, diky své citlivosti
a jednoduchosti provedeni, potencial pro vyvoj komerc¢niho automatizovan¢ho systému.

Fujita et al. (1995) pouzili metodu Kkrozliseni C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei a C. glabrata. PCR byl amplifikovan gen, kodujici
5.8S podjednotku rRNA, a pfilehlé oblasti ITS. Pfi ptipravé druhoveé specifickych sond
byly vyuzity sekvence odvozené z ITS2 oblasti, nachazejici se mezi geny pro houbovou
rRNA. Pfitom byla ziSténa niz8i specifita pouze usondy, pfipravené pro identifikaci
C.glabrata. Autofi navic dokumentovali desetkrat vys$§i citlivost PCR-EIA
ptiporovnani s elektroforetickou detekci. Elie et al. (1998) pomoci sond,
rovnéz komplementarnich s ITS2 oblasti, byli schopni diferencovat dokonce
18 patogennich druht kandid. Lindsley et al. (2001) vyuzili ve své studii PCR-EIA
pro identifikaci  Sesti  druhi  dimorfnich a sedmi  kvasinkovitych  hub.
Pomoci univerzalnich primert, homolognich s geny pro rRNA, byl amplifikovan
produkt o délce 600 pari bazi (bp). Diferenciace byla provedena opét sondami,
odvozenymi ze sekvenci ITS.
s technologii DNA mikro¢ipi. Tvofi je mikroskopické sady oligonukleotidovych sond,
navazanych na pevny povrch a hybridizujicich s fluorescenéné znacenou nukleovou
kyselinou ve vySetfovaném vzorku. Dokonale odpovidajici sekvence se navazuji
na komplementarni Iépe nez nevhodné nebo nedokonale spojené hybridy, coZ se projevi
siln€j$im signdlem. Jeho intenzita je detekovana pomoci fluorescentniho snimace
s vysokym rozliSenim a analyzovana poc¢itaovym programem. Pro ucely identifikace,
resp. typizace mize tato metoda prokdzat ptitomnost a kvantitu riznych variant
sekvenci urCitych genil, zejména pro rRNA, a v nich pfedev§im oblasti ITS (Hamal,
2007; Trtkova et Raclavsky, 2006).

Vyhodou metody je vysoka rozliSovaci schopnost, rychlost, reprodukovatelnost
a potiecba minimalnich znalosti cilovych sekvenci. Budou-li i nadale pokracovat
projekty sekvencovani DNA patogennich kvasinek, bude moZné navrhnout
i celogenomové mikro¢ipy. Snizeni ndkladd na jejich vyrobu stejné jako jednodussi
sprava velkého mnozstvi dat je podle vySe uvedenych autort jen otdzkou Casu.

Leinberger et al. (2005) vyvinuli diagnosticky mikro¢ip pro rychlou a simultanni
identifikaci  12-ti  klinicky nejvyznamnéjSich druhtt aspergili a kandid.
Pomoci univerzalnich houbovych primert byly amplifikovany a fluorescenéné

oznaCeny cilové oblasti ITS1 a ITS2. Oligonukleotidové sondy byly odvozeny
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ze sekvenci ITS1 a/nebo ITS2. Uvedeny mikro¢ip byl podle autori schopen rozlisit
jednotlivé druhy pfesné a velmi rychle, vysledek byl zndm jiz béhem ¢ty hodin

po izolaci DNA.

Nahodné amplifikace polymorfni DNA (RAPD)

Dalsi hojn¢ vyuzivanou identifikacni metodou, zaloZzenou na PCR, je ndhodna
amplifikace polymorfni DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD),
kterd byva obc¢as uvadéna pod nazvem PCR s nahodnymi primery (Arbitrarily Primed
PCR, AP-PCR) (Trtkova et Raclavsky, 2006).

Podle Hamala (2007) a Powera (1996) je principem RAPD skutecnost, ze kratké
primery, jejichz sekvence neni vpiimém vztahu se Zidnou specifickou sekvenci
Vv analyzovaném genomu, se nahodné navazuji na n€kolika mistech jeho DNA fetézcti.
Hybridizace probihd v rezimu s nizkou stringenci, které je dosazeno nizsi reakéni
teplotou (35 - 40 °C) a pfidanim chloridu hofe¢natého o koncentraci 2,5 mmol/l. Taylor
et al. (1999) uvadéji, ze se pti RAPD pouziva v jedné reakci vzdy jen jeden typ primeru
o délce nejcastéji 10 bp.

Soll (2000) popisuje, ze nejprve hybridizuje vybrany oligonukleotidovy primer
svice nebo méné homolognimi sekvencemi na templatovych DNA fetézcich
kvasinkového genomu. Vyskytuji-li se primerem rozpoznavané sekvence na obou
vldknech DNA v protilehlych Usecich vzdalenych asi 3 kilobaze, jsou pomoci Tag DNA
polymerazy syntetizovany komplementarni fetézce. Pti druhé amplifikaci se k takto
vzniklym fetézcim vytvareji komplementarni Useky, které jsou ohranieny obéma
hybridizaé¢nimi misty. Cetnost tvorby zminénych fragmentd je pii nasledujicich
amplifikacich nesrovnatelné vyssi nez syntéza ostatnich. V pribéhu PCR se uvedenym
zpusobem tvofi velké mnozstvi specifickych produktt variabilni  délky,
které jsou nasledné elektroforeticky separovany v agar6zovém gelu.

Piiklady praktického vyuziti metody jsou uvedeny v kapitole 6.2.2.
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3 Cil prace

Hlavnim cilem pfedlozené diplomové prace bylo nalezeni spolehlivého zpusobu
diferenciace tfi druhti kandid, které jsou pomoci bézné¢ pouZzivanych identifikacnich

souprav obtizné rozlisitelné. Jednalo se o C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis.
K dosazeni zminéného hlavniho cile byl zvolen nasledujicipostup:

1. Vybrané izolaty uvedenych druhi kvasinek byly podrobeny genetické analyze
DNA pomoci techniky zvané Melting Curve of Random Amplified
Polymorphic DNA, zaloZené na rozdilech v teploté tani produkti amplifikace
variabilnich oblasti genomu. Vzniklé kiivky tani byly poté vzijemné
porovnavany.

2. Byla provedena biochemicka charakterizace tohoto souboru izolati pomoci

asimilacnich a fermentacnich profili a bylo sledovano, nakolik jsou vysledky

identifikace v souladu s jejich genetickou analyzou.

3. Nakonec bylo v literatufe vyhledano, kolik p#ipadi mykoéz zpusobenych
uvedenymi druhy kandid bylo dosud popsano, se zaméfenim na zpusoby
identifikace izolatl a s cilem najit ptipadné nesrovnalosti vzhledem k obtizné
vzajemné diferenciaci. Dale byla zji§tovana cetnost pouziti genetickych

ptistupt pro jejich identifikaci se zaméfenim na metodu RAPD.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie, pFistroje, material

4.1.1 Chemikalie

Che mikalie pro pripravu roztoku

Destilovana H,O - dH,0 (Aqual 29, [Aqual, Brno, CR])

Difco Skim Milk (BD Diagnostics, Franklin Lakes, USA)

Dithiothreitol - DTT (Sigma-Aldrich)

Etylendiaminotetraoctova kyselina - EDTA (Serva Electrophoresis, Heidelberg,
SRN)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

MgCl - 6 H,0 (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Sorbitol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Tris (AppliChem, Darmstadt, SRN)

Zymolyaza (Sigma-Aldrich)

Che mikalie pro pripravu PCR

dNTPs (Promega Corporation, Wisconsin, USA)
H,O pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

LCGreen I (Idaho Technology, Salt Lake City, USA)
MgCl (Top-Bio, Praha, CR)

Mineralni olej pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

PCR pufr bez MgCl, (Top-Bio, Praha, CR)

Primer 5'-~ACGGGCCAGT-3' (East Port, Praha, CR)
Taq DNA polymeraza (Top-Bio, Praha, CR)
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4.1.2 Roztoky

Tabulka I. Lyza¢ni roztok pro izolaci DNA (na jeden vzorek DNA)

Chemikalie Objem (ul)
2 mol/l sorbitol 2,50
100 mmol/1 MgCl, 0,25
100 mmol/I DTT 0,10
12 U/pl zymolyéaza 1,00
dH,O 1,15
Celkem 5,00

Tabulka Il. TE pufr (na jeden vzorek DNA)

Chemikélie Objem (ul)
0,5mol/l EDTA 0,59

1 mol/l Tris 2,95

dH,0 291,46
Celkem 295,00

Tabulka I11. Reakéni smés pro PCR (na jednu reakci)

Chemikalie Objem (ul) Koncentrace
10x PCR pufr bez MgCl, 2,00 1x

25 mmol/l MgCl, 1,60 2mmol/l
10x LCGreen | 2,00 1x

25 mmol/l dNTPs 0,16 0,20 mmol/l
80 pmol/l primer 0,10 0,40 umoV/1
5 U/ul Taq DNA poly merdza 1,00 0,25 U/ul
H,O pro PCR 11,14 -

Temp latova DNA 2,00 -

Celkem 20,00

4.1.3 Biochemicka identifikace kvasinek

Diagnosticka souprava ID 32 C (bioMérieux, Marcy ['Etoile, Francie)

Zymogramy (vlastni vyroba): pH zakladniho roztoku (viz Tab. 1V) bylo upraveno
na 7. Po 2 ml byl poté pipetovan do zkumavek s plynovkou, které byly nasledné
autoklavovany a uchovavany v lednici. Do zkumavek se zékladnim roztokem
bylpfidan 1 ml 6% vodného roztoku piislusného cukru (glukdzy, sachardzy,
laktozy, maltozy nebo galaktdzy), jenz byl ptipraven smichanim 12 g daného cukru

$ 200 mldH;0 a vznikly roztok byl sterilizovan filtraci (& port 0,2 pm)
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Tabulka IV. Zikladni roztok pro pripravu zymogrami

Chemikalie MnoZstvi
Bromthy molova modf 3,00 ml
Yeast extract 4509
Proteose peptone 7,50 g
dH,0 1000,00 ml

4.1.4 Kultivacni pudy
CHROMagar Candida (CHROMagar Microbiology, Paris, Francie)
Sabouraudiv dextrozovy agar - SDA (Trios, Praha, CR)

4.1.5 Pristroje a zaf¥izeni

Centrifuga EBA 12R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, SRN)

Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International, Woodbridge, USA)
Densitometr Densi- La-Meter (Pliva- Lachema, Brno, CR)

High Resolution Melter HR-1 (Idaho Technology, Salt Lake City, USA)
Inkubator BMT Eco cell (BMT Medical Technology, Brno, CR)
Inkubator BT 120 (Labo-MS, Praha, CR)

Inkubator MIR-154 (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)

Inkubator Thermo Shaker TS-100 (Biosan Laboratories, Warren, USA)
Laminarni box BioUltra 4 (Telstar BioUltra, Bristol, USA)

RoboCycler Gradient 96 (Stratagene, La Jolla, USA)

Stolni centrifuga Mini Centrifuge (Labnet International, Woodbridge, USA)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries, New York, USA)

4.1.6 Pocitacové programy

Apiweb (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francie)

HR-1 Melt Analysis Tool (Idaho Technology, Salt Lake City, USA)
Microsoft Office Excel 2003

4.1.7 Kultury kvasinek

Studovany soubor byl tvofen celkem 61 kulturami kvasinek, Udaje o nich
jsou sumarizovany v Tab. V. Sest z nich bylo ziskano z mezindrodnich sbirek:
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht, Nizozemsko (n=3); Culture

Collection of Yeasts (CCY), Bratislava, Slovensko (n=1); Japan Collection
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of Microorganisms (JCM), Wako-Shi, Japonsko (n=2). U kultur z CBS se jednalo
o0 typove kmeny Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis. Dalsich
osm izolati bylo poskytnuto laskavosti Davida H. Pincuse, bioMérieux,
Hazelwood, USA. Zbylych 47 kultur pochdzelo z klinického materialu od pacientt
Fakultni nemocnice Olomouc. Nejvice jich bylo zachyceno z moéi (n=17),
nasledovaly nosohltan (n=11), bronchoalveolarni lavaz (n=6), endotrachealni sekret
(n=4), sputum (n=4), punktat (n=2), periandlni stér (n=1), pochva (n=1) a stolice
(n=1). Dalsi informace o jejich ptivodu jsou sumarizovany v tabulce V.

Vsechny kultury byly uloZeny v mykologické sbirce na Ustavu mikrobiologie
Lékaiské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc
auchovavany v hlubokomrazicim boxu pti teploté -70 °C v médiu obsahujicim
100 mg/ml Difco Skim Milk a 33 % glycerolu.

Z celkového pocétu 61 studovanych izolati bylo 42 ve sbirce evidovano

jako C. pelliculosa, 14 jako C. utilis a 5 jako C. fabianii.

Tabulka V. Charakterizace studovaného souboru kvasinkovych izolati

Ejl‘;ﬁcr;“‘ pK;:?enta Pohlavi  Materidl  Klinika/oddéleni  Zdroj 1y ot
CBS 605 CBS CAPE-TK
CBS 841 CBS CAUT-TK
CBS 5481 CBS CAFB-TK
CCY 38-20-1 CCY CAFB
JCM 1624 JCM CAUT
JCM 2345 JCM CAUT
301444 Pincus CAPE
301445 Pincus CAPE
301446 Pincus CAPE
301494 Pincus CAUT
303902 Pincus CAUT
80M R344 Pincus CAFB
80MR415 Pincus CAFB
82MR318 Pincus CAFB
11-CAUT-04  CadJi M BAL IPCHO FNOL CAUT
11-CAUT-21 HosDa Z pochva Interna FNOL CAUT
11-CAUT-24  SotRo M mo¢ Urologie FNOL CAUT
11-CAUT-30  KouOl 7z nosohltan  Interna FNOL CAUT
11-CAUT-31 HorNa 7z sputum HOK FNOL CAUT
11-CAUT-32  SvaBo 7z mo¢ KAR FNOL CAUT
11-CAUT-33 MitHe 7z nosohltan  Interna FNOL  CAUT
11-CAUT-34  CasJa 7 ETS Neurochirurgie FNOL CAUT
11-CAUT-35 HorKr M BAL Détska FNOL CAUT
11-CAPE-16 SteAn 7 BAL Novorozenecké FNOL CAPE
11-CAPE-19 LacFr M BAL Détska FNOL CAPE
11-CAPE-20 KutOl M BAL Interna FNOL CAPE
11-CAPE-27 BudJa M sputum Interna FNOL CAPE
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N nta PoNaVi  Materil  Kinikaodddleni  Zdroj Vet
11-CAPE-30 SekKI Vi nosohltan  Dé&tska FNOL CAPE
11-CAPE-37 SraPa M moc¢ Interna FNOL CAPE
11-CAPE-38 WkMi M mo¢ Urologie FNOL CAPE
11-CAPE-39 PeslLu M punktat Urologie FNOL CAPE
11-CAPE2-01 RosBo Z BAL Neurochirurg ie FNOL CAPE
11-CAPE2-05 Srole Y4 mo¢ Urologie FNOL CAPE
11-CAPE2-06 MatMa M mo¢ Urologie FNOL CAPE
11-CAPE2-08 MucAn V4 nosohltan  Dé&tska FNOL CAPE
11-CAPE2-11  GalMi M nosohltan  Dé&tska FNOL CAPE
11-CAPE2-12  TomMa M nosohltan  Neurologie FNOL CAPE
11-CAPE2-13 RozMa V4 mo¢ Neurochirurg ie FNOL CAPE
11-CAPE2-14  HasSa Y4 mo¢ Détska FNOL CAPE
11-CAPE2-15 PocMi M nosohltan  ORL FNOL CAPE
11-CAPE2-18  ZboVo M sputum Interna FNOL CAPE
11-CAPE2-20  MatRu M mo¢ KAR FNOL CAPE
11-CAPE2-21  SkoMe 7 PS Détska FNOL CAPE
11-CAPE2-22 DolMa M stolice HOK FNOL CAPE
11-CAPE2-23  TomAn M sputum Interna FNOL CAPE
11-CAPE2-24  OrlPa M nosohltan  HOK FNOL CAPE
11-CAPE2-25 KosMa M ETS Détska FNOL CAPE
11-CAPE2-26  SivFi M nosohltan  Dé&tska FNOL CAPE
11-CAPE2-27 \WWmbDa 7 mo¢ Geriatrie FNOL CAPE
11-CAPE2-28 MraPa M moc¢ Interna FNOL CAPE
11-CAPE2-29  KriOn M mo¢ Détska FNOL CAPE
11-CAPE2-30 AndKa M mo¢ Neurologie FNOL CAPE
11-CAPE2-32  RezMi M mo¢ TRN FNOL CAPE
11-CAPE2-33  DroZzd M ETS KAR FNOL CAPE
11-CAPE2-34  VWklo M moc¢ Kardiochirurgie FNOL CAPE
I3-CAPE3-13  PecMa Z nosohltan  Interna FNOL CAPE
13-CAPE3-14  Varli 7 punktat Interna FNOL CAPE
I3-CAPE3-15 MajAn Z nosohltan  Geriatrie FNOL CAPE
13-CAPE3-16 BucMa Y4 mo¢ IPCHO FNOL CAPE
I3-CAPE3-17 JosMa M mo¢ Détska FNOL CAPE
I3-CAPE3-20  OstJo M ETS Interna FNOL CAPE

CBS - shirka Centraalbureau voor Schimmelcultures; CCY - shirka Culture Collection of Yeasts; JCM -
shirka Japan Collection of Microorganisms, Wako-Shi, Japonsko; Pincus - kmeny ze shirky
D. H. Pincuse; FNOL - Fakultni nemocnice Olomouc

CAPE - Candida pelliculosa; CAUT - Candida utilis; CAFB - Candida fabianii; TK - typovy kmen

M- muz Z- 7na

BAL - bronchoalveolarni lavaz, ETS - endotrachealni sekret; PS - perianaini stér

IPCHO - Intenzivni pé¢e chirurgickych obori; HOK - Hemato-onkologickd klinika; KAR - Klinika
anestezie a resustitace; ORL - Otorhinolaryngologicka klinika; TRN - Klinika tuberkulézy a respira¢nich
onemocnéni

4.2 Metodicky postup

4.2.1 lzolace DNA
Izolace DNA Dbyla provedena zlyzati jednotlivych kolonii modifikaci
tzv. paratkove techniky, ktera byla popsana a optimalizovana Steffanem et al. (1997).

Kvasinkové izolaty byly nejprve ockovany na SDA a inkubovany 24 h pti 30 °C.
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Po inkubaci byla desetina hmoty vyrostlé kolonie, tvofena pfiblizné
10° kvasinkovych bun¢k, suspendovana v 5 pul Cerstvé piipraveného lyza¢niho roztoku
(Tab. I). Smés byla poté homogenizovana, odstfedéna na stolni centrifuze a nasledné
inkubovana pti 37 °C na trepacce (250 rpm, 30 min). Suspenze byla dale doplnéna
TE pufrem (Tab. 11) do celkového objemu 300 pul, opét homogenizovana
a centrifugovana (1800 rpm, 2 min). Supernatant, obsahujici izolovanou DNA,
byl pipetovan do sterilni zkumavky o objemu 0,5 ml a uchovavan do dal§iho pouziti

pti-20 °C.

4.2.2 Provedeni McRAPD

Amplifikace DNA byla provadéna v RoboCycleru Gradient 96 v reakéni smési
0 celkovém objemu 20 pl (Tab. III), ktera byla piipravovana ve zkumavkach
umisténych v chladicim stojanku.

Nejprve byl namichan tzv. premix, jenz obsahoval vSechny reagencie
kromé templatové DNA. Pouzity primer 5-ACGGGCCAGT-3' byl navrZen
Liuet al. (1996). Smés byla kratce homogenizovana, odstfedéna na stolni centrifuze
a pipetovana po 18 pl do PCR mikrozkumavek. Nasledné byly pfidany 2 pl izolované
DNA. Pro ovéfeni Cistoty reakce byla pfipravena negativni kontrola, kterd misto DNA
obsahovala 2 ul H,O pro PCR. Po dalsi homogenizaci a odstfedéni byla cela reakéni
smés piekryta 10 pl mineralniho oleje pro PCR.

K amplifikaci byl vyuzit empiricky optimalizovany protokol PCR, jehoz parametry
jsou uvedeny v tabulce VI. Reprodukovatelnost vysledkti byla ovéfovana opakovanou

amplifikaci izolovanych vzorki DNA, a to u celé¢ho studované¢ho souboru kvasinek.

Tabulka VI. Prubéh PCR reakce

RoboCycler Gradient 96

Proces Teplota [°C]  Cas [min] Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace DNA 9 5 1
Denaturace DNA 9% 1

Hybridizace (annealing) primert 48 1 45

Extenze komplementarniho vlakna 72 1

Findlniextenze 72 10 1

4.2.3 Analyza dat
Amplikony byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze tani v pfistroji
High Resolution Melter HR-1.
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Produkty PCR o objemu 6 pl byly pipetovany do sklenénych kapilar umisténych
ve vychlazeném kovovém stojanku. Poté byly utésnény plastovou zitkou,
centrifugovany (500 rpm, 1 min) a vloZzeny do zminéného analyzatoru tani. Vzorky
byly zahtivany pii rychlosti zmény teplotniho profilu (RampRate) 0,3 °C/s ze 75
na 95 °C. Pfitom dochdazelo k postupné denaturaci dvouvldknovych amplikont,
projevujici se tbytkem fluorescence pouziteho barviva LCGreen I, coZ bylo pribézné
detekovano.

Vysledna data, predstavujici zmény v intenzit¢ fluorescenéniho signalu
jednotlivych vzorkd, byla analyzovana pomoci programu HR-1 Melt Analysis Tool.
Hodnoty relativni fluorescence byly nejprve vyneseny do grafu proti teploté.
Tim vznikly jednotlivé kiivky tani, které byly nasledné normalizoviny. Aby mohla
byt normalizace provedena u vSech zkoumanych kvasinkovych izolatt, bylo empiricky
stanoveno rozmezi teplot pfed a za oblasti tani. Optimalizované intervaly byly 76,5 -
775°Ca89,0-91,5"°C.

V dali fazi analyzy byla negativni derivace fluorescence vynesena do grafu
proti teploté (-dF/dT), coz usnadnilo vizualizaci teploty tani (melting temperature, Ty),
ktera odpovidala inflexnimu bodu denatura¢ni kiivky. Ty amplifikovaného produktu
byla stanovena jako teplota, ptikteré kiivka tani tvotila jasn€ rozpoznatelny vrchol.

Normalizovand a derivovana data byla nasledné exportovdna a zpracovana
vprogramu MS Office Excel 2003. Druhova identifikace vSech 61 analyzovanych
kultur byla provedena na ziklad¢ vizualniho porovndvani normalizovanych

a derivovanych ktivek tani.

4.2.4 Fenotypova identifikace

Izolaty byly vyockovany ze sbirky na CHROMagar Candida a inkubovany 72 h
pti27 °C. Poté byl vizualn¢ zhodnocen vzhled vyrostlych kolonii a ¢istota kultur.

Biochemicka identifikace byla provedena diagnostickou soupravou ID 32 C.
Postupovano bylo podle navodu vyrobce. Struéné, z kultur vyrostlych na SDA po 24 h
pii 30 °C byla pfipravena suspenze, jejiz denzita odpovidala stupni 2 McFarlandovy
zakalové fady. 250 pl tohoto roztoku bylo pipetovano do ampule s API C médiem
a obsah poté homogenizovan tfepanim. Po 135 ul inokulovaného média bylo nasledné
prenaseno do vSech jamek soupravy, obsahujicich dehydratované substraty. Inkubace
probihala v humidni atmosféte pii 30 °C. Hodnoceni bylo provedeno vizualné po 48

a72 h porovnavanim denzity suspenzi v testovacich a kontrolni (negativni) jamce
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bez substratu. Identifikace byla provedena formou oktalového kdédovani a ziskany
Ciselny profil byl vyhodnocen programem Apiweb.

Fermentace péti riznych sacharidi (glukoza, sachardza, laktoza, maltoza,
galaktéza) byla prokazovdna pomoci zymogramu, konkrétné akumulaci oxidu
uhli¢itétho vplynovce. Do zkumavky, obsahujici Zivny roztok véetné piislusného
sacharidu, bylo pipetovano 100 pl kvasinkové suspenze o denzit¢ odpovidajici stupni
2 McFarlandovy ftady. Inkubace probihala pii teplot¢ 27 °C po dobu 21 dnu
Jako pozitivni byla zaznamenana kazda zkumavka s vyskytem bubliny v plynovce

béhem uvedené doby inkubace.
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5 Vysledky

5.1 Geneticka diferenciace kvasinek

Vysledky genetické identifikace studovaného souboru 61 kvasinkovych izolath
pomoci zvolenych podminek McRAPD jsou shrnuty na obrazcich la a 1b
a zaznamenany v tabulce VII. Vyplyva z nich, Ze 51 kultur bylo ur¢eno jako C. fabianii
a po péti C. pelliculosa a C. utilis. Veskeré vysledky genetické diferenciace kment
ziskanych z mezinarodnich shirek CCY, JCM a izolata poskytnutych D. H. Pincusem
se shodovaly s jejich ptivodni identifikaci (Tab. V). Podstatné rozdily vsak byly zjistény
u 47 klinickych izolati. Devét kultur, piivodné deklarovanych jako C. utilis (Tab. V),
bylo pomoci McRAPD identifikovano jako C. fabianii. Pivodni urCeni 38 izolatd
jako C. pelliculosa (Tab. V), bylo McRAPD potvrzeno pouze u jediného (11-CAPE2-
22), zbylych 37 bylo identifikovano jako C. fabianii.

Vizualni analyza normalizovanych a derivovanych kiivek tani umoznila
jednozna¢nou druhovou identifikaci vSech izolatl. Jak je patrné z porovnani obrazka
la a 1b, rozdily jsou 1épe viditelné na derivovanych kiivkach. Opakovanym testovanim
byly dosaZzeny vysoce reprodukovatelné kiivky tani s nizkou variabilitou.

Typové kmeny Candida fabianii CBS 5481, Candida pelliculosa CBS 605
a Candida utilis CBS 841 byly pomoci McRAPD od sebe dobie odlisitelné, jak vyplyva
Z obrazkti2a a 2b.

Sbirkové kmeny a klinické izolaty byly rozliSeny na zaklad¢ vizualniho porovnani
kiivek tdni sjedineCnymi profily typovych kmenl. Charakteristicky tvar
normalizovanych kiivek tdni 1 pozice jejich jednotlivych wrcholi odvozenych
z derivovanych dat umoznily jednozna¢né rozliseni soubora C. fabianii a C. pelliculosa
(Obr. 3a a 3b), C. fabianii a C. utilis (Obr. 4a a 4b) i C. pelliculosa a C. utilis (Obr. 5a
a5b). Dale, na obrazcich 3b, 4b a 5b je dobie patrna ur¢ita vnitrodruhova variabilita
izolati. Pomoci McRAPD tak mohlo byt v ramci zkoumanych druht rozpoznano
nekolik odliSnych genotypt.

Variabilita kiivek tani u C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis je patrnd také
na obrdzcich 6a, 6b a 6¢. Jsou na nich znizornény priamérné kiivky vychazejici
z derivovanych dat a k nim piislu§né smérodatné odchylky. Pfi vzaijemném porovnavani

dvojic soubort jednotlivych druhti byly opét prokazany vyrazné rozdily.
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Obrazek 1a. Normalizované kiivky tani studovaného souboru kvasinek

100 A

80 1

60 -

40 A

Intenzita fluorescence (%)

20 A

77 79 81 83 85 87 89

Teplota (°C)
Tenké zelené ¢ary reprezentuji izolaty Candida fabianii, silna zelenad Cara typovy kmen C. fabianii
CBS 5481; tenké modré Cary predstavuji izolaty Candida pelliculosa, silnda modra ¢ara typovy kmen

C. pelliculosa CBS 605; tenkou ¢ervenou ¢arou jsou znaceny izolaty Candida utilis, silnou ¢ervenou
¢arou typovy kmen C. utilis CBS 841

Obréazek 1b. Derivované kfivky tani studovaného souboru kvasinek

-dF/dT

Teplota (°C)

Tenké zelené Cary reprezentuji izolaty Candida fabianii, silnd zelena ¢ara typovy kmen C. fabianii
CBS 5481; tenké modré ¢ary predstavuji izolaty Candida pelliculosa, silnou modrou ¢arou je znacen
typovy kmen C. pelliculosa CBS 605; tenkou ¢ervenou ¢arou jsou znaceny izolaty Candida utilis, silnou
Cervenou Garou typovy kmen C. utilis CBS 841
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Obrazek 2a. Normalizované kfivky tani typovych kmeni Candida fabianii,
Candida pelliculosa a Candida utilis

100 A

80 -

60 -

40 -

Intenzita fluorescence (%)

20 A

7 79 81 83 85 87 89
Teplota (°C)

Zelenou &arou je znaden typovy kmen C. fabianii CBS 5481, modrou typovy kmen C. pelliculosa
CBS 605 a ¢ervenou typovy kmen C. utilis CBS 841

Obrazek 2b. Derivované kiivky tani typovych kmeni Candida fabianii, Candida
pelliculosa a Candida utilis

25

20 A

15 -

-dF/dT

10 A

0 - T T T T T
77 79 81 83 85 87 89

Teplota (°C)

Zelenou &arou je znaden typovy kmen C. fabianii CBS 5481, modrou typovy kmen C. pelliculosa
CBS 605 a ¢ervenou typovy kmen C. utilis CBS 841
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Obrazek 3a. Porovnani normalizovanych kfivek tani Candida fabianii a Candida
pelliculosa

100 ~
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D
o
L

IS
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L

Intenzita fluorescence (%)

20 A

77 79 81 83 85 87 89

Teplota (°C)
Tenkymi zelenymi ¢arami jsou oznaCeny izolaty C. fabianii, silnou zelenou ¢arou typovy kmen
C. fabianii CBS 5481, tenké modré ¢ary predstavuji izolaty C. pelliculosa, silnd modra ¢ara typovy kmen
C. pelliculosa CBS 605

Obrdzek 3b. Porovnani derivovanych k¥ivek tani Candida fabianii a Candida
pelliculosa

30 A

25 A

20 A

-dF/AdT

15 A

10 A

89

Teplota (°C)

Tenkymi zelenymi C¢arami jsou oznaceny izolaty C. fabianii, silnou zelenou carou typovy kmen
C. fabianii CBS 5481, tenké modré ¢ary piedstavuji izolaty C. pelliculosa, silna modra ¢ara typovy kmen
C. pelliculosa CBS 605
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Obrazek 4a. Porovnani normalizovanych kfivek tani Candida fabianii a Candida
utilis

100

80 A

60 -

40 -

Intenzita fluorescence (%)

20

0 T T T T T

7 79 81 83 85 87 89
Teplota (°C)

Tenkymi zelenymi ¢arami jsou oznadeny izolaty C. fabianii, silnou zelenou ¢&arou typovy kmen
C. fabianii CBS 5481; tenké Cervené ¢ary piedstavuji izolaty C. utilis, tlusta Cervena ¢ara typovy kmen
C. utilis CBS 841

Obrazek 4b. Porovnani derivovanych k¥ivek tani Candida fabianii a Candida utilis

30 4

25 A

20 4

-dF/dT

15 A

10 A

Teplota (°C)

Tenkymi zelenymi ¢arami jsou oznaceny izolaty C. fabianii, silnou zelenou ¢arou typovy kmen
C. fabianii CBS 5481; tenké ¢ervené Cary predstavuji izolaty C. utilis, tlusta ¢ervena ¢ara typovy kmen
C. utilis CBS 841

39



Obrazek 5a. Porovnani normalizovanych krivek tani Candida pelliculosa
a Candida utilis

100 A

80 -

60 -

40 -

Intenzita fluorescence (%)

20 A

0 T T T T T
77 79 81 83 85 87 89

Teplota (°C)

Tenkymi modrymi Carami jsou oznaceny izolaty C. pelliculosa, silnou modrou ¢arou typovy kmen
C. pelliculosa CBS 605; tenké ¢ervené ¢ary piedstavuji izolaty C. utilis, silna ¢ervena ¢ara typovy kmen
C. utilis CBS 841

Obrazek 5b. Porovnani derivovanych kiivek tani Candida pelliculosa a Candida
utilis

20 A

15 4

-dF/dT

10 4

Teplota (°C)

Tenkymi modrymi Carami jsou oznaceny izolaty C. pelliculosa, silnou modrou ¢arou typovy kmen
C. pelliculosa CBS 605; tenké ¢ervené ¢ary piedstavuji izolaty C. utilis, silna ¢ervena ¢ara typovy kmen
C. utilis CBS 841
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Obrazek 6a. Porovniani primérnych derivovanych krivek tiani a jejich
smérodatnych odchylek u Candida fabianii a Candida pelliculosa

* Silnd zelena ¢ara reprezentuje primérnou kiivku
tani izolatd C. fabianii, tenké zelené <cary
20 jeji smérodatné odchylky; silnd modra d&ara
predstavuje pramémou kiivku tani izolatd
C. pelliculosa, tenké modré Cary jeji smérodatné
15 odchylky

-dF/dT

10

0

78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

Teplota (°C)

Obrazek 6b. Porovnani prumémmych derivovanych krivek tiani a jejich
smérodatnych odchylek u Candida fabianii a Candida utilis

25 A

Silnd zelena cara reprezentuje pramémou kiivku
tani izolatd C. fabianii, tenké zelené dcary
jeji smérodatné odchylky; silnd Cervend Gara
piedstavuje primémou kiivku tani izolath
15 C.utilis, tenké cervené Ccary jeji smérodatné
odchylky

20 A

-dF/dT

10 4

0 4
78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

Teplota (°C)

Obrazek 6c. Porovnani primérnych derivovanych krivek tini a jejich
smérodatnych odchylek u Candida pelliculosa a Candida utilis

20 1 Silnd modra ¢ara reprezentuje praimémou kiivku
tani izolatd C. pelliculosa, tenké modré Gary
jeji smérodatné odchylky; silnd Cervena cara

15 predstavuje pramémou kiivku tani izolath
. C. utilis, tenké cervené cary jeji smérodatné
E odchylky

10 4

78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

Teplota (°C)
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5.2 Biochemicka identifikace kvasinek

Vysledky biochemické identifikace 61 kvasinkovych izolatli jsou demonstrovany
v tabulce VII.

Programem Apiweb nebylo mozno potvrdit genetickou identifikaci izolati Candida
fabianii, protoze uvedeny druh kvasinky neni za¢lenén do jeho databaze. Pro kultury
ur¢ené MCRAPD jako C. fabianii byly nalezeny ¢étyfi rizné Ciselné profily, jez byly
programem Apiweb vyhodnoceny jako C. pelliculosa nebo C. utilis. Nejpocetnéjsi byl
kod 4275350311 (n=24, 47,1 %) se zavérem C. utilis s procentualni pravdépodobnosti
(%id) 90,1. Nasledoval profil 4275350111 (n=22, 43,1 %) vyhodnoceny
jako C. pelliculosa (%id=57,3), resp. C. utilis (%id=42,6). U zbylych izolatd byly
stanoveny kody 4274350111 (n=3, 5,9 %) se zavérem C. pelliculosa (%id=98,5)
a 5275350311 (n=2, 3,9 %) s vysledkem rovnéz C. pelliculosa (%id=98,7).

U izolat geneticky identifikovanych jako C. pelliculosa (n=5) byl uvedeny zavér
programem Apiweb vzdy potvrzen (%id=99,8-99,9). V ramci zminéného druhu bylo
mozno rozli§it pét biotypl, kazdy s Cetnosti 20 %. Jednalo se o kodové profily
4275351311, 4275751311, 5275351111, 5275351311 a 5275751111.

Izolaty, které byly analyzou kiivek tani urCeny jako Candida utilis (n=5), byly
rovné¢z biochemicky potvrzeny (%id=94,7-99,9). Pfitom byly ziskany tfi rtzné
numerické profily. Nejpocetnéji se vyskytoval 4275250311 (n=3), nasledovaly
4275250101 (n=1) a 4274250301 (n=1).

Pti hodnoceni zymogramii (Tab. VII) bylo zisténo, Ze vSechny testované kandidy
fermentovaly glukézu a sachar6zu a naopak Zadny laktozu. Maltozu zkvaSovaly
vSechny kultury C. pelliculosa a C. fabianii, u posledn¢ zminéného druhu s jedinou
vyjimkou, sbirkovym izolatem CCY 38-20-1. Nefermentovala ji vSak zadna C. utilis,
coz oviem patii mezi jeji charakteristicke znaky. Galaktozu kvasily pouze Ctyti z péti

kultur C. pelliculosa.

Tabulka VII. Biochemicka a geneticka identifikace izolati

Oznadeni ID32C Fermentace McRAPD
kultury Profil Identifikace (%id) Identifikace
CBS 605 4275751311 CAPE (99,9) ++—++ CAPE

CBS 841 4275250311 CAUT (99,8) ++-——= CAUT

CBS 5481 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) ++—+— CAFB

CCY 38-20-1 4275350311 CAUT (90,1) +4+——— CAFB

JCM 1624 4275250311 CAUT (99,8) ++-——— CAUT

JCM 2345 4275250311 CAUT (99,8) +4+——— CAUT
301444 4275351311 CAPE (99,8) ++—+-— CAPE
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Oznaceni ID32C Fermentace McRAPD
kultury Profil Identifikace (%id) Identifikace
301445 5275351311 CAPE (99,9) +4+—++ CAPE
301446 5275751111 CAPE (99,9) +4+—++ CAPE
301494 4274250301 CAUT (94,7) ++——— CAUT
303902 4275250101 CAUT (99,9) ++—-—— CAUT
80M R344 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
80M R415 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
82MR318 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
11-CAUT-04 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAUT-21 5275350311 CAPE (98,7) FE == CAFB
11-CAUT-24 4274350111 CAPE (98,5) ++—+- CAFB
11-CAUT-30 4275350311 CAUT (90,1) FHE == CAFB
I11-CAUT-31 5275350311 CAPE (98,7) ++—+- CAFB
11-CAUT-32 4275350311 CAUT (90,1) ++—+ - CAFB
11-CAUT-33 4275350311 CAUT (90,1) +4+ -+ - CAFB
11-CAUT-34 4275350311 CAUT (90,1) +4+—+— CAFB
11-CAUT-35 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE-16 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+—+— CAFB
11-CAPE-19 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+—+ - CAFB
11-CAPE-20 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+—+— CAFB
11-CAPE-27 4275350311 CAUT (90,1) ++—+- CAFB
11-CAPE-30 4275350311 CAUT (90,1) A== CAFB
11-CAPE-37 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE-38 4274350111 CAPE (98,5) == CAFB
11-CAPE-39 4274350111 CAPE (98,5) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE2-01 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
I1-CAPE2-05 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) ++—+- CAFB
11-CAPE2-06 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
I1-CAPE2-08 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE2-11 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) k== CAFB
I1-CAPE2-12 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE2-13 4275350311 CAUT (90,1) FHE == CAFB
I1-CAPE2-14 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE2-15 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
11-CAPE2-18 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
11-CAPE2-20 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
I1-CAPE2-21 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
11-CAPE2-22 5275351111 CAPE (99,9) = CAPE
I1-CAPE2-23 4275350311 CAUT (90,1) ++—+- CAFB
11-CAPE2-24 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
11-CAPE2-25 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
11-CAPE2-26 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
11-CAPE2-27 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
11-CAPE2-28 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
I1-CAPE2-29 4275350311 CAUT (90,1) ++—+- CAFB
11-CAPE2-30 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
I1-CAPE2-32 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) F——— CAFB
11-CAPE2-33 4275350311 CAUT (90,1) FE == CAFB
I1-CAPE2-34 4275350311 CAUT (90,1) ++—+- CAFB
13-CAPE3-13 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
I3-CAPE3-14 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) +4+ -+ - CAFB
1I3-CAPE3-15 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) == CAFB
I3-CAPE3-16 4275350311 CAUT (90,1) ++—+— CAFB
I3-CAPE3-17 4275350111 CAPE (57,3); CAUT (42,6) daE == CAFB
I3-CAPE3-20 4275350311 CAUT (90,1) ++—+- CAFB

%id - procentualni pravdépodobnost druhové identifikace
CAPE - Candida pelliculosa; CAUT - Candida utilis; CAFB - Candida fabianii
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6 Diskuse

6.1 Kazuistiky mykéz zpusobenych druhy Candida fabianii, Candida

pelliculosa a Candida utilis

6.1.1 Mykotické infekce zpusobené C. fabianii

Jednd se o anamorfni stddium druhu Pichia fabianii, pivodné patfici do rodu
Hansenula. Na zakladé sekvencovani gent kodujicich velkou a malou podjednotku
rRNA a transla¢ni elongac¢ni faktor la je vSak dnes fazen Kurtzmanem et al. (2008)
do nového rodu Lindnera. C. fabianii byla izolovana z pudy, nalevky brouka Xylion
adustus, ryzového fermentatu ziskaného metabolickou ¢innosti vlaknité houby
Aspergillus oryzae a zatizeni na vyrobu butylglykolu pomoci bakterie Enterobacter
aerogenes (Kurtzman et Fell, 1998; Valenza et al., 2006).

C. fabianii nebyla a dosud stale neni soucasti zadné z kvasinkovych databazi bézné
pouzivanych  komerCnich  identifikacnich  souprav.  Uvedend  skute¢nost
je pravdépodobné hlavnim davodem, 2ze vdostupnych literdrnich databazich
JSou zatazeny pouze ¢tyfipripady lidskych infekci zptsobenych timto druhem.

Prvni popsali Dooley et al. (1990) u 57-letého muze s chronickou lymfocytarni
leukémii a dlouhodobé recidivujici infekci moCovych cest. Uvedend kvasinka byla
prokazina ve vzorcich mocia byla pfiCinou zinétu predstojné zlazy. Izolat byl nejprve
pomoci soupravy APl 20 C AUX (bioMérieux) identifikovan jako C. pelliculosa.
Dalsi testy, zahrnujici negativni asimilaci erytritolu a neschopnost ristu na médiu
bez vitamint, vedly k podezieni, ze se jedna o C. fabianii. Uvedena hypotéza byla
potvrzena stanovenim obsahu guaninu a cytozinu v buiice, ktery ¢inil 47,3 %. Pozd¢ji
byla identifikace potvrzena prikazem askospor kloboukovitého tvaru po parovani
s komplementarnim typem NRRL Y-1873. Mykdza byla vylééena amfotericinem B.

Bhally et al. (2006) dokumentovali fungémii zptsobenou C. fabianii u pted¢asné
narozené pétitydenni hol¢icky, u niz byl zji$t€én syndrom dechové tisné a nekrotizujici
enterokolitida. Soupravou API 20 C AUX nebylo mozno kvasinku urcit, nebot’ zjiStény
biokod nebyl v databdzi nalezen. Podafilo se ji vSak identifikovat geneticky ve dvou
nezavislych laboratofich, na zakladé sekvencovani oblasti DNA kodujici variabilni

D1/D2 doménu velké podjednotky rRNA a pomoci komeréni soupravy MicroSeq
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D2 Large-Subunit Ribosomal DNA (Applied Biosystems). Pacientka byla tspésné
lécena amfotericinem B a odstranénim centralniho vendzniho katétru.

Valenza et al. (2006) popsali letaIni septikémii u 46-letého muze hospitalizovaného
V univerzitni nemocnici ve Wiirzburgu s pneumonii a septickym Sokem vyvolanym
Streptococcus pneumoniae. Pozdéji u néj doslo k rozvoji polymikrobialni sekundarni
infekce. C. fabianii byla izolovana zbronchoalveolarni lavaze a krve pacienta,
ktery nakonec zemiel na multiorgainové selhani. Soupravou ID 32 C (bioMérieux)
nebylo mozno kulturu ur¢it. Pomoci automatizovaného systtmu VITEK 2 YST
(bioMérieux) byl izolat identifikovan jako C. utilis $93,3% pravdépodobnosti.
Sekvencovanim ITS oblasti geni pro rRNA byla ziSténa 99% shoda s typovym
kmenem C. fabianii CBS 5640. Pacient byl 1éCen flukonazolem, pozd¢€ji
kaspofunginem.

Prvni ptipad endokarditidy a zaroven ¢tvrtou lidskou infekci zptsobenou uvedenym
kvasinkovym druhem publikovali Hamal et al. (2008) v CR. C. fabianii byla opakované
izolovana zkrve 40-lettho muze s vrozenou srdeéni vadou. Izolaty byly
charakterizovany morfologicky a biochemicky vcetné pouZiti soupravy ID 32 C.
Vzdy byl ziskan stejny kod, vyhodnoceny programem Apilab Plus (bioMérieux)
jako C. pelliculosa  (%id=57,3), resp. C. utilis (%id=42,6). VsSechny kultury
fermentovaly glukdzu, sachar6zu a maltdzu, naopak nezkvasSovaly laktozu a galaktozu.
Poté bylo provedeno u jednoho zizolata piimé sekvencovani ITS2 oblasti gent
pro rRNA. Pfitom byla zisténa 100% homologie s typovym kmenem C. fabianii
CBS 5640, shoda s typovym kmenem C. pelliculosa CBS 605 byla pouze 56 %. Pacient
byl léCen flukonazolem, pozdéji vorikonazolem, coz vedlo k rozvoji rezistence k obéma

antimykotiktim. Endokarditida byla vylé¢ena amfotericinem B.

6.1.2 Mykotické infekce zpusobené C. pelliculosa

C. pelliculosa je imperfektnim stadiem druhu P. anomala, ktery, podobné
jako P. fabianii, dfive patfil do rodu Hansenula. Podle vyse uvedené taxonomické
studie Kurtzmana et al. (2008) je nyni klasifikovan jako Wickerhamomyces anomalus.
Uvedend kvasinka byva nalézdna vpudé, vzduchu, vodé, ovoci, exudatech stromu
i zvifecim materialu, byva soucasti normalni ¢i pfechodné mikroflory kiize, tstni dutiny
a zazivaciho traktu lidského organismu (Fragner, 1992).

Prvni piipad hematogenni infekce zplsobené jmenovanym druhem ve své studii

publikovali Nohinek et al. (1987). Jednalo se o infek¢ni endokarditidu u 40-letého
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muze. Identifikace izolati z hemokultur byla provedena soupravou APl 20 C AUX
a systtmem pro identifikaci kvasinek firmy Abbott.

Thuler et al. (1997) popsali miniepidemii fungémii vyvolanych C. pelliculosa
v hemato-onkologickém centru v Rio de Janeiru. 1zolaty byly identifikovany na zakladé
morfologie a biochemicky soupravou Rapid Yeast Identification Panel
(Dade Microscan).

Chakrabarti et al. (2001) objasniovali zdroj dalsi miniepidemie hematogennich
infekci na détském oddéleni v nemocnici v severni Indii. Uréeni izolatd C. pelliculosa
bylo provedeno na zikladé mikromorfologie, blize nespecifikovanych testll asimilace
sacharidii a prikazu askospor. U Ctyf ndhodné vybranych kultur byla identifikace
oveéfena v referenéni laboratofi amerického Centra pro kontrolu a prevenci nemoci.

Bakir et al. (2004) popsali piitomnost C. pelliculosa vkrevnim ob&hu
péti imunokompromitovanych déti hospitalizovanych v nemocnici v Istanbulu. Kultury
byly identifikovany soupravou ID 32 C a prikazem askospor.

Pasqualotto et al. (2005) popsali miniepidemii fungémiec na détské jednotce
intenzivni péce s vysokou mirou mortality (41,2 %). Druhova determinace
C. pelliculosa byla provedena na zakladé¢ mikromorfologie véetné hodnoceni askospor,

biochemicky soupravou ID 32 C.

6.1.3 Mykotické infekce zptsobené C. utilis

Teleomorfou uvedeného druhu je Pichia jadinii, diive rovnéZ patiici do rodu
Hansenula. Podle zminované recentni studie Kurtzmana et al. (2008) byla, podobné
jako C. fabianii, nedavno zafazena do rodu Lindnera. Fragner (1992) uvadi, Ze se tento
druh, jeste¢ pod jménem Torula utilis, vyuzival k vyrobé nutri¢ni moucky pro doplnéni
stravy obyvatelstva v tropech a zvifat u nas. Byl zachycen na kv€tinach a prokazan
Vv travicim systému krav.

Jako prvni publikovali ptipad mykdzy zpusobené C. utilis Alsina et al. (1988).
Jednalo se o fungémii u pétiletého chlapce s AIDS (syndrom ziskaného selhani
imunity), ziejmé spojenou se zavedenim intravendzniho katétru. Kvasinka byla nejprve
identifikovana zhodnocenim mikromorfologie na kukufi¢ném agaru a biochemickych
vlastnosti: asimilace KNO3; a utilizace zdroju uhliku soupravou API 20 C AUX.
Vysledny kod vsak nebyl v jeji databazi nalezen. Proto byla provedena hybridizace
DNA se sondou odvozenou z oblasti, kde se nachazi gen kodujici aktin. Vytvoteny

fingerprint byl porovnan s profily vSech znamych druht kandid, pfitom bylo zjisténo,
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7e se jednd o C. utilis. Na zaklad¢ této studie byl uvedeny druh zafazen do seznamu
agens souvisejicich s lidskymi infekcemi.

Druhy ptipad fungémie popsali Bougnoux et al. (1993) u 68-letého muze trpiciho
Alzheimerovou chorobou. Ur€eni izolatu bylo provedeno zhodnocenim vzhledu
kvasinkovych bun¢k na kukufi¢ném agaru a biochemicky soupravami API 20 C AUX
aID 32 C. Ovefeni spravnosti identifikace bylo provedeno stanovenim obsahu guaninu
a cytosinu v bunice a DNA-DNA reasociacemi.

Hazen et al. (1999) prokazali C. utilis jako pti¢inu chronické infekce mocovych
cest 88-lettho muze. Opakované zachyceny kmen byl identifikovan na ziklade
mikromorfologie na kukufiéném agaru a biochemicky soupravami API 20 C AUX

a RaplD Yeast Plus (ThermoFischer Scientific, Remel Products).

6.1.4 Zpusoby roziseni C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis

Z popsanych studii vyplyva, Ze izolaty druhti Candida pelliculosa a Candida utilis
je mozno s velkou pravdépodobnosti spravné identifikovat pomoci béznych
fenotypovych technik. TotéZz vSak nelze fici o urCovani kultur Candida fabianii.
Vzhledem k absenci uvedeného druhu v databazich bézné pouzivanych komerénich
souprav, byvaji izolaty vyhodnoceny jako C. pelliculosa nebo C. utilis. Spolehlivy
nastroj identifikace pfedstavyi vsouCasné dobé pouze genetické metody.
Uvedend skute¢nost byla potvrzena i nasi studii, kdy puvodné chybné uréené izolaty
druhu C. fabianii byly jednozna¢né odliSeny charakterem kiivek tani od profilt spravné
identifikovanych kultur C. pelliculosa a C. utilis.

Cast autorti provadéla, zejména v piripadé C. pelliculosa, ovéfeni identifikace
na zakladé hodnoceni tvorby a morfologie askospor. Pravdépodobnost chybné druhové
identifikace zde byla velmi mala, protoze naprosta vétsina divokych kmenu C. fabianii
je asporogenni. Potfeba specidlnich médii a dlouha inkubacni doba vSak do zna¢né miry
limituje praktické vyuziti jejich prikazu. Navic ur¢ovani druhti, zalozené na sekvencni

analyze, je spolehlivéjsi nez hodnoceni fenotypovych znak.

6.2 Diferenciace kvasinkovych druhii pomoci McRAPD

V nasi studii bylo prokdzino, Ze McRAPD je slibnou alternativou tradi¢nich
fenotypovych metod identifikace patogennich kvasinek. Interpretace ziskanych dat byla

provedena jednoduchou a rychlou vizualni analyzou normalizovanych a derivovanych
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kfivek tani, kterd umoznila jednoznac¢nou druhovou identifikaci vSech analyzovanych

kultur.

6.2.1 Hodnoceni RAPD

Aby bylo mozno posoudit potencidl McRAPD, m¢ly by byt nejprve zvazeny
hlavni vyhody a nedostatky samotné RAPD.

Podle Hamala et al. (2005) a Sullivana et al. (1996) je pifednosti RAPD zejména
rychlost ziskani vysledkl, jednoduché provedeni, ekonomickd nendroCnost a vysoka
rozliSovaci schopnost. Je mozno ji aplikovat na jakékoli druhy mikroorganismd,
protoze neni tieba znat jejich sekvence DNA (Power, 1996).

Nejveétsi nevyhodou je naopak nizkd reprodukovatelnost, zejména mezilaboratorni,
nebot’ metoda je wvelice citliva ke zménam reakénich podminek. Proto vzhled
a uspotadani pruhii fingerprintu mize byt ovlivnén mnoha faktory, zahrnujici mnozstvi
Mg?*, pomér primer/templatova DNA, koncentraci a puvod Taq DNA polymerazy,
typ termocykleru atd. (Khandka et al., 1997; Meunier et Grimont, 1993; Penner et al.,
1993). Trtkova et Raclavsky (2006) upozoriiuji na jeden z dalSich problémt RAPD.
Jednd se 0 moznou subjektivni interpretaci vysledki b&éhem sloZit¢ho porovnavani

komplexnich fingerprinti, obsahujicich pruhy rtizné intenzity.

6.2.2 Priklady vyuziti RAPD v klinickych studiich

Pro své vyhody byla RAPD vyuzita viadé studii zaméfenych na identifikaci
klinickych izolath Iékaisky vyznamnych druhti patogennich kvasinek.

Metodu vyuzili pro diferenciaci kandid napi. Lehmann et al. (1992). Vysledkem
PCR, pii pouZiti jednoho ze ¢tyi zvolenych primerti o délce 10 bp, byla charakteristicka
a reprodukovatelna sada produktd pro C. albicans, C. parapsilosis, C. lusitaniae,
C. tropicalis a C. glabrata. Na jediném agar6zovém gelu bylo moZzno pozorovat
podstatné rozdily v jejich fingerprintech. Pocet a velikost jednotlivych fragmenti DNA
byly pro uvedené druhy charakteristické. Autofi tak dokumentovali pouziti RAPD
jako efektivniho a jednoduchého nastroje pro rychlou identifikaci patogennich druhi
kvasinek.

Thanos et al. (1996) provedli identifikaci 60 shirkovych a klinickych izolata,
zahrnujicich 26 riznych druhti kandid a sedm dalSich rodt kvasinek. Kazdy vzorek
DNA byl amplifikovan ve ¢&tyfech samostatnych PCR s vyuZitim jednoho

Z nasledujicich primert: AP3, o nahodné zvolené sekvenci, T3B, odvozeného z oblasti
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mezi geny pro transferovou RNA a dvou mikrosatelitovych (GTG)s, resp. (AC)1o. Jejich
rozliSovaci schopnost byla tdajné téméf shodnia. Pomoci RAPD vznikly produkty,
které byly svym poctem a délkou charakteristické pro vSechny analyzované druhy.
Porovndnim  fingerprinta klinickych izolatd s typovymi kmeny mohly byt
identifikovany také druhy, u nichZ selhala bézna biochemicka diferenciace.

Pomoci RAPD s nahodnym primerem 5-ACGGGCCAGT-3', ktery navrhli
Liuet al.(1996), byl analyzovan soubor 18 izolati sedmi druhl kandid, doplnény
0 5 kultur dermatofyt. Po elektroforetické separaci produktii vznikly jedinecné DNA
fingerprinty, jez umoznily rychlou a pfesnou identifikaci C. albicans, C. guilliermondii,
C. parapsilosis, C. krusei, C. lipolytica, C. tropicalis a C. glabrata.

Steffan et al. (1997) optimalizovali RAPD s jednim z deseti primertt o nadhodné
zvolenych sekvencich, jejimz vysledkem byly pro analyzované izolaty C. albicans,
C.famata, C. glabrata, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae,
C. parapsilosis, C. rugosa a C. tropicalis unikatni fingerprinty. Spravna identifikace
byla dokumentovana u vice nez 98 % izolatl, urCenych na CHROMagaru Candida
jako non-albicans druhy. Vysledky u 91 % z celkového poétu studovanych kultur
byly v souladu s vysledky asimila¢nich profili, ziskanych soupravou API 20 C AUX.
Autofi zavérem konstatovali, Ze pouzZitim RAPD byla vyznamné zvySena spolehlivost
a rozliSovaci schopnost identifikace kvasinek.

Pinto et al. (2004) se zabyvali diferenciaci 37 izolati druhi C. albicans
a C. guilliermondii od 11 HIV (virus lidské imunodeficience) pozitivnich pacienti.
Ptiamplifikacich bylo pouzito celkem devét primerd. Neékteré znich dobie
diferencovaly na uroven druhu, jiné byly Iépe vyuziteIné pii typizaci.

Baires-Varguez et al. (2007) hodnotili vysledky identifikace 92 klinickych izolath
12 druht kandid, ziskané pomoci soupravy ID 32 C a RAPD s primerem OPE-18
(5" GGACTGCAGA-3"). Bylo zisténo, 7ze zminéna genetickd metoda méla vysokou
rozliSovaci schopnost pro druhy kandid, nejéastéji se vyskytujici v klinickem materialu.
Pomoci RAPD bylo spravné uréeno 84 izolatti (91 %), biochemicky vSech 92 (100 %).
Autoti zjistili 100% senzitivitu RAPD u C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii,
C. tropicalis, C. pelliculosa, C. krusei a C. lusitaniae, zatimco u C. Kkefyr
a C. parapsilosis dosahovala pouze 87, resp. 62 %. Specifita byla 100% u C. glabrata,
C. guilliermondii, C. tropicalis, C. pelliculosa, C. kefyr a C. parapsilosis, u C. krusei,
C. lusitaniae a C. albicans dosahovala 98, 97, resp. 96 %. Ziskané RAPD fingerprinty

byly navic tvofeny né€kolika druhoveé unikatnimi fragmenty.
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Mezi publikovanymi kazuistikami o mykotickych infekcich, zpisobenych druhy
analyzovanymi v nasi studii, byla nalezena pouze jedna prace (Baires-Varguez et al.,
2007), v niz byla pomoci RAPD identifikovana C. pelliculosa. Do studovaneho souboru
byl vSak zafazen jediny izolat tohoto druhu. Studie, které by vyuZily uvedenou metodu
k rozliseni C. fabianii nebo C. utilis, nebyly v literarnich databazich nalezeny.
Na zaklad¢ této skuteCnosti se lze domnivat, ze naSe studie byla prvni, kterou byly
RAPD rozliSovany vétsi soubory téchto druhti. Dale, s ndmi pouzitym primerem byla
provedena pouze jedna studie, ve které byly identifikovany lékaisky vyznamné druhy

kvasinek (Liu et al., 1996), avsak nebyla do ni zahrnuta ani jedna z ndmi studovanych
kandid.

6.2.3 Moznosti a limity McRAPD

Plachy et al. (2005) i Trtkova et al. (2009) shodné konstatovali, Ze je McRAPD
piiporovnani s klasickou RAPD rychlej$i, méné pracna a ekonomi¢t€¢jsi. Porovnavani
fingerprinti v gelu je nahrazeno praci sciselnymi daty, které jsou zpracovavany
nezavislou automatizovanou analyzou. Detekce poklesu fluorescence trva jen n€kolik
minut, na rozdil od 2,5 h probihajici gelové elektroforézy. Z uvedenych duavodu
ma tato technika ptedpoklady pro automatizaci a komer¢ni vyuziti.

Dalsi vyhodou, kterda minimalizuje moZnost kontaminace vySetfované DNA,
je prubéh reakce (tani) ve stejné kapilate, ve které byla provedena PCR. V nasi studii
vsak byla McRAPD provedena v termocykleru, jehoZ soucésti pfistroj na analyzu tani
nebyl, piesto nebyla kontaminace zjiSténa. Na druhé stran¢ byla pouZzitim samostatného
piistroje ziskana kvalitni data, umoznujici konstrukci kiivek tani s velmi dobrym
druhovym rozliSenim.

Vyznamnou roli v celém procesu McRAPD hraje kvalita DNA. Pokud by nebylo
ziskdno dostatecné mnozstvi Cisté templatové DNA, mohlo by dojit k faleSnym
amplifikacim. V na$i studii se osvédcCila izolace DNA z lyzati jednotlivych kolonii
pomoci upravene tzv. paratkové techniky, kterd byla popsidna a optimalizovina
Steffanem et al. (1997).

Opakovanym testovanim byly dosazeny vysoce reprodukovatelné kiivky tani

S nizkou variabilitou, ¢imz byla ovéiena intralaboratorni reprodukovatelnost McRAPD.
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6.2.4 Porovnani identifikace MCRAPD a ID 32 C

Na zaklad€ vysledkil naSi studie lze konstatovat, Z2 McRAPD je pfi identifikaci
a mnohdy nevedou ke zcela jednozna¢nym vysledkim.

Ve studii byly porovnany vysledky diferenciace tfi druht kandid, geneticky
McRAPD a biochemicky asimila¢ni soupravou ID 32 C. Obé metody byly pouzity
usouboru 61 kultur, slozeného z klinickych izolatl, typovych a sbirkovych kment.
Vysledky identifikace byly totozné pouze u deseti z nich, po péti C. pelliculosa
a C. utilis. Pti¢inou neshod byla absence C. fabianii vdatabazi programu Apiweb,
Z tohoto dtivodu jim nebylo moZno spravné urcit 51 kultur, které McRAPD jednozna¢né
identifikovala jako zéastupce uvedeného druhu.

Je nutno brat v uvahu, Z¢ amplifikace byla provadéna pouze s jedinym primerem,
jehoz dobra rozliSovaci schopnost pro testované tfi druhy kandid byla touto studii
jednozna¢né dokumentovana. Neni vSak jisté, ma-li zminény primer dostate¢ny
potencial pro identifikaci vSech Ikaisky vyznamnych druht kvasinek. V budoucnu
by proto bylo vhodné pro tento ucel testovat a poté vybrat n€kolik dal§ich primeru.

Ptednosti McRAPD je ipouziti men$iho mnozstvi hmoty kultury, cozby mohlo byt
vyhodou pti provadéni identifikace z primokultur. Pro uvedenou techniku je dostacujici
desetina hmoty jediné kolonie, zatimco 1D 32 C vyzaduje suspenzi dvou az tii.

Vyznamny rozdil mezi obéma metodami byl prokdzan také v casovém intervalu,
potiebném ke ziskani vysledkt. Souprava ID 32 C byla hodnocena po 48 a 72 h,
uMcRAPD trvala izolace DNA 40 min, nasledna diferenciace PCR a analyzou tani byla
dokoncena béhemdalSich 3.5 h.

Pti porovnavani ekonomické naro¢nosti obou metod je nutno zminit, ze McRAPD,
na rozdil od ID 32 C, vyzaduje nakladné pfistrojové vybaveni (termocykler a analyzator
tani nebo termocykler se zabudovanym melterem). Lze vSak piredpokladat,
7e Vbudoucnu se tyto ptistroje stanou béznou soucasti vybaveni modernich laboratofi.
Z hlediska nadkladii na spotiebni material je provozni cena reakci McRAPD

pln¢ srovnatelna s identifikaci soupravou ID 32 C.
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7 Zavéry

Identifikace kvasinek je vyznamnou soucasti mykologické laboratorni diagnostiky,
protoze nckteré druhy jsou znamé rezistenci k urcitym antimykotiktm. Disledkem
je pak nutnost neprodlené¢ zménit 1éCebnou strategii. UrCovani kvasinek pro potieby
klinick é praxe proto vyZzaduje rychlost a pfesnost. Tradicni morfologické a biochemické
metody jsou sice pii identifikaci vétSiny kkaisky vyznamnych kvasinek spolehlivé,
ale vzajemné odliseni nékterych vzacnéjSich druhti je obtizné, jiné jsou timto zptisobem
dokonce chybné identifikovany. Vyznamny ptinos zde predstavuji pro svoji rychlost
a pfesnost techniky zaméfené na analyzy nukleovych kyselin, metodiky jsou vSak stdle
ve vyvojia zadna zatim nebyla Siroce akceptovana jako standardni. Nez k tomu dojde,
je tieba jejich spolehlivost a reprodukovatelnost vysledkli ovéfovat formou
laboratornich studii.

Vtomto sméru je piinosem i predkladand diplomova prace, kterd ovetovala
vyuzitelnost genetické techniky MCRAPD pii vzajemném rozliSovani druhu C. fabianii,
C. pelliculosa a C. utilis. Jak je pfesvéd¢ivé dokumentovano ve vysledkové casti,
zapouziti zvolenych parametri PCR, pfedstavuje metoda kvalitni nastroj
jejich diferenciace, kterym je mozno ovéfovat identifikaci biochemickymi testy.

Na ziklad¢ vysledkii demonstrovanych v této praci lze dale ucinit nésledujici
ZAVery:

1. McRAPD je metoda s vysokou reprodukovatelnosti, nebot’ opakovanym testovanim
byly dosazeny témét identické kiivky tani. V ramci zkoumanych druhi bylo navic
rozliSeno nckolik odlisnych genotypli, coZ naznaCuje potencial metody
i pro vnitrodruhovou typizaci.

2. Vizualni analyza kfivek tdni umoznila na ziklad€ charakteristickych profilt
jednozna¢nou druhovou identifikaci izolath. Pouzitelnost metody v diagnostické
praxi klinickych laboratofi tak omezuji pouze ndklady na pfistrojové vybaveni.

3. Pomoci McRAPD byl spolehlivé diferencovan rozsahly soubor 46 klinickych
izolatt C. fabianii. Tim bylo prokazano, Ze se uvedeny druh ve vzorcich, ziskanych
od pacientt, vyskytuje s vyznamné vyssi frekvenci nez C. pelliculosa a C. utilis.
Narozdil od n& jsou vSak oba zafazeny do databazi fady komercnich
biochemickych souprav k identifikaci kvasinek. Z uvedené skute¢nosti vyplyva

nezbytnost databdze v tomto smyslu aktualizovat.
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8 Seznam pouzitych zkratek

%id
AFLP
bp
CBS
CCY
cDNA
dH,O
dNTPs
dsDNA
DTT
EDTA
EIA
FISH
ITS
JCM
McRAPD
NASBA
PCR
PNA
gPCR
RAPD
RFLP
rRNA
SDA
SSCP
Twm

procentualni pravdépodobnost druhové identifikace
délkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmenti
pary bazi

shirka Centraalbureau voor Schimmelcultures
sbirka Culture Collection of Yeasts
komplementarni DNA

destilovana voda

deoxyribonukleotid trifosfaty

dvojvlaknova DNA

dithiothreitol

etylendiaminotetraoctova kyselina

enzymova imunoanalyza

fluorescencni in situ hybridizace

vnitini transkribované prostory

sbirka Japan Collection of Microorganisms

Melting curve of Random Amplified Polymorphic DNA
amplifikace specifickych sekvenci RNA
polymerazova feté zova reakce

peptide nucleic acid

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
nahodna amplifikace polymorfni DNA

délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentt
ribozomalni RNA

Sabouraudtiv dextr6zovy agar

konforma¢ni polymorfizmus jednovlaknové DN A

teplota tani
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