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Identifikace hub pomoci hmotnostni spektrometrie
MADLI TOF

Souhrn

Prace se zabyvala metodou MALDI TOF, kterou lze vyuZit k identifikaci mykromycet,
a prinesla jeji srovndni s ostatnimi metodami vyuzivanymi v laboratotich. K rozsifeni
povédomi o vlastnostech hub napomahaji laboratorni diagnostiky, které¢ jsou zaloZeny na
rozpozndni a nasledném urceni houby s diirazem na pfesnost metody a jeji citlivost. Diilezitou
vlastnosti je 1 rychlost a spolehlivost diagnostiky. V laboratofich jsou vyuzivany rozdilné
metody zalozené na makroskopickém a mikroskopickém vzhledu. U makromycet nejcastéji
probihé identifikace zalozena na vn¢jSim vzhledu, nicméné u mikromycet, jako jsou vldknité
houby, plisné nebo kvasinky, by rozpoznani druhu houby na zékladn€ vnéjsiho vzhledu bylo
obtizné ba dokonce nemozné. Z téchto divodli se v laboratornich podminkach vyuziva
modernich molekuldrné-biologickych metod. Mezi nejvice vyuZzivané patii metoda PCR, ktera
patii mezi ty rychleji proveditelné. Zatim nejkratsi ¢as vyhodnoceni vzorku ma MALDI TOF.
Metody FISH a NASBA patii jiz spiSe mezi metody zastaralé.

Metoda MALDI-TOF MS funguje na principu tzv. m¢kké ionizace. Jedna se o stale se
rozvijejici metodu. Pomoci MALDI TOF hmotnostni spektrometrie je mozné identifikovat
bakterie, kvasinky, mykobakterie, ale téz I1ze i1 urcit rod a druh vlaknitych mikromycet. Vysoka
vyhoda této metody spociva v tom, ze je rychld a vyzaduje nizkou pracnost.

Mezi ¢asto pouzivané identifikacni systémy pro vyhodnocovani vysledkt v laboratotich
patii Biotyper, VITEK a SAMARIS.

Tato prace se dale zabyvala zdkladnim ptedstavenim hub a jejich vyuziti clovékem,
konkrétn€ v potravinarstvi a Iékarstvi. Tato odvétvi nejsou stale zcela prozkoumana, proto je
zapotiebi neustalé podpory védy a vyzkumu. Clovék se jiz od minulosti zabyval tim, co miize
zapojit do svého jidelni¢ku. Postupnym vyvojem a rozvojem védy a techniky, zjistil, Ze i malé
organismy mohou mit prosp&$ny vliv na zdravi ¢lovéka.

Klic¢ova slova: MALDI TOF MS, Biotyper, Vitek MS, kvasinky, plisné



Fungus identification by mass spectrometry MALDI
TOF

Summary

The thesis dealt with the MALDI TOF method, which can be used to identify
mykromycetes and brought its comparison with other methods used in laboratories. Laboratory
diagnostics, which are based on the recognition and subsequent identification of the fungus with
an accuracy of its sensitivity, help to increase awareness of the properties of fungi. An important
feature is the speed and reliability of diagnostics. The laboratories use advantageous
methodological procedures on macroscopic and microscopic appearance. In the case of
macromycetes, identification based on appearance is most common, however, in the case of
micromycetes such as fibrous fungi, moulds, or yeasts, it would be difficult or even impossible
to recognize the type of fungus on the basis of appearance. For these reasons, modern molecular
biological methods are used in laboratory conditions. One of the most widely used is the still
widely used PCR method, which is one of the faster ones. Therefore far, MALDI TOF has the
shortest sample evaluation time. FISH and NASBA methods are already among the obsolete
methods.

The MALDI-TOF MS method works on the principle of so-called soft ionization. This
is an ever-evolving method. Using MALDI TOF mass spectrometry, it is possible to identify
bacteria, yeast, mycobacteria, but it is also possible to determine the genus and species of
fibrous micromycetes. The high advantage of this method is that it is fast and requires low labor.

Among the frequently used identification systems, Biotyper, VITEK and SAMARIS are
used in the laboratories to evaluate the results.

This thesis also dealt with the basic introduction of mushrooms and their use by humans,
specifically in food and medicine. These sectors are still not fully explored, so support for
science and research is welcome. From the past, man has been concerned with what he can
include in his menu. Through the gradual development and advancement of science and
technology, he found that even small organisms can have a beneficial effect on human health.

Keywords: MALDI TOF MS, Biotyper, Vitek MS, yeast, mold
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1 Uvod

Na Zemi roste pfiblizné¢ 120 000 zndmych druhti hub, jejichz vyuziti ¢lovékem je
intenzivni ve vSech moznych odvétvich primyslu. Tato prace se zamétfuje na vyznam hub ve
zdravotnictvi, kde naptiklad diky objeveni penicilinu prodélalo Iékatstvi ohromny skok
doptedu.

Dale Ize uplatnit vyuZiti hub v potravinaiském primyslu. V Ceské republice se sbirani
hub povazuje za vyznamnou tradici a tim padem jsou houby povazovany za jeden z hlavnich
pilifa ¢eské kuchyné.

K vyuziti vlastnosti hub na plno napomahaji laboratorni diagnostiky hub, které jsou
zalozeny na detekci a nasledné identifikaci houby s diirazem na citlivost a pfesnost metody.

V neposledni tadé¢ je dilezitou vlastnosti i rychlost a spolehlivost diagnostiky.
V laboratofich se nejCastéji vyuziva rGznych metod zalozenych na makroskopickém
a mikroskopickém vzhledu. Makromycety se vétSinou urcuji podle vnéjsitho vzhledu
(fenotypu), avSak u mikromycety, jako jsou vlaknité houby, plisné¢ nebo kvasinky, byva
rozpozndni druhu na zékladné vnéjSiho vzhledu obtizné a zdlouhavé. Z téchto divoda se
v laboratornich podminkéch vyuzivd modernich molekularné-biologickych metod. Nékteré
metody analyzuji mikrobidlni genom, jako jsou PCR (polymerdzova fetézova reakce), FISH
(fluorescencni hybridizace in situ), NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification),
a jiné zas proteom, pomoci hmotnostni spektrometrické analyzy proteinovych map (MALDI
TOF — Matrix Assisted Laser Desorption /Ionisation — Time of Flight).

Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF je analytickd metoda, ktera dokdze rychle
a pfesn¢ identifikovat neznamy vzorek houby. Zprvu byla urcena na identifikaci bakterii ale
dnes lze pomoci této metody urcit i druh u vldknitych hub.



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je vypracovat literarni reSerSi zaméfenou na identifikaci hub
pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI TOF s diirazem na porovnani této metody s jinymi
zpiisoby identifikace, zejména pramyslové vyuzivanych jedlych a Ié€ivych hub. Jelikoz maji
houby vyznamnou roli v lékafstvi a potravindistvi, je dalSim cilem prace zaméfeni na
nejvyuzivanéjsi a nejcastéjsi rody hub.



3 Houby

Houby jsou rozsifené nefotosyntetické mikroorganismy, které hraji zasadni roli
v zivotnim prostiedi, zejména v biodegradaci organického materialu. Studium jejich metabolitl
a metabolismu velmi pfispélo k celkovému vyvoji chemie.

Jelikoz houby nemaji chlorofyl, nejsou fotosyntetickymi organismy jako rostliny.
Ziskavaji své ziviny rozkladem rostlin a jinych organisml. Jedna se tedy o heterotrofni
organismy, které pfijimaji ziviny Stépenim substratu na men$i casti vyluCovanim
hydrolytickych enzymt. Houby se lisi od rostlin i v transportnich a zasobnich latkach. Hlavnimi
transportnimi latkami v rostlinach jsou gluko6za, sachardza a fruktoza. Zasobni latkou je pak
Skrob. U hub se vSak sacharidy transportuji ve form¢ cukernych alkoholl (manitolu a arabitolu,
jejichz chemicky vzorec je vyobrazen na obrazcich 1 a 2), zdsobnimi latkami jsou glykogen
a tuky (Jablonsky & Sasek 2006; Hanson 2008).

Obr. €. 1: Chemicky vzorec manitolu Obr. €. 2: Chemicky vzorec arabitolu
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Houby jsou eukaryotické organismy se zfetelnym jadrem, na rozdil od bakterii, které
jsou prokaryotické. Kvasinky se povazuji za jednobunécénou formu houby. Nékteré houby
rostou v symbiotickém vztahu s fotosyntetickymi fasami nebo sinicemi ve form¢ liSejnikt.
Nékteré napadaji rostliny, hmyz a savce jako patogeny, zatimco jiné jsou saprofytické a rostou
na nezivém materidlu. Nékteré ziji v pozitivhim symbiotickém vztahu s hostitelskym
organismem, ale existuji i mykorrhizni houby, které jsou spojeny s koteny rostlin a usnadnuji
si pfijem zivin rostlinou. Jiné jsou endofytické organismy, které rostou ve vaskularnim systému
rostliny.

Chemie hub ovliviiuje mnoho aspekti naseho kazdodenniho zivota, at’ uz jde o roli
kvasinek pti vyrobé chleba a vina, jedlych hub nebo pfi vyrobé antibiotik, jako je napiiklad
penicilin. Plisiova onemocnéni plodin, okrasnych rostlin a stromti a hniti skladovanych
potravin jsou vaznymi ekonomickymi problémy.
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Mikrobiologie se zajima o strukturu, chemii a biologickou aktivitu fungélnich
metabolitli. Biosyntéza téchto metabolitii, jejich sekvence, stereochemie a mechanismus
jednotlivych krokti, spolu se strukturou a regulaci zacastnénych enzymd, je hlavni oblasti
vyzkumu.

Existuje celd fada odhadl a vyzkumt na pocty vSech druht hub na Zemi. Tyto rozsahy
se pohybuji od 100 000 do 250 000. Kromé toho Casto existuji rtizné kmeny stejného druhu.
I kdyZ mohou byt morfologicky podobné, jejich metabolity mohou byt rozmanité. Chemie
organismu se také muze liSit podle podminek, za kterych je péstovan a zkouman. Neni tedy
prekvapivé, ze nékteré druhy hub hospodatrského vyznamu, napt. Penicillium chrysogenum
vyvolaly obrovsky zdjem o jejich produkci a zaroven zpiisobily i rozvoj ve farmaceutickém
oboru. Diky tomuto rozmachu se mnoho védct zaslouZzilo za zachranu mnoha lidskych Zivota
hlavné béhem 2. svétové valky (Jablonsky & Sasek 2006; Hanson, 2008).

3.1 Struktura hub

Zakladnimi strukturalnimi jednotkami vétSiny hub jsou vldkna zndma jako hyfy, které
se mohou agregovat do formy plsti — mycelia. U vySSich hub se hyfy shlukuji do dlouhych
pramentll a mohou vytvofit strukturu krajky, kterd je znama jako rizomorf.

Vyssi houby, houby a muchomirky vytvareji komplexni a snadno pozorovatelné
struktury znamé jako plodnice. Vyrédzeji z jejich mycelia a produkuji spory. Ty jsou oproti
nékterym sporam jednobunéénym mikrohoub (napfi. kvasinek) vétsi. Kvasinky produkuji malé
kulovité nebo elipsoidni buiiky, jez jsou viditelné pouze pod mikroskopem (Hanson 2008).

3.2 Klasifikace potravinarsky a lékarsky vyznamnych hub

V obecné klasifikaci jsou houby seskupeny podle nésledujicich tad: déleni, tiida, tad,
rodina, kmen, rod, sekce a druh. Struktura reprodukénich organii a mechanismy reprodukce
tvoii zéklad klasifikace hub. Tyto organismy mohou byt Siroce seskupeny ndsledujicim
zpiisobem (Hanson 2008).

3.2.1 Houby spajivé (Zygomycetes)

Prvni skupinou hub jsou houby spajivé neboli Zygomycetes. Houby spdjivé jsou
vlaknité, neflagelované houby, které maji jednoduché rostlinné télo zvané thallus. V této ¢asti
houby jsou uchovavany spory. Thallus tvoii jednobunécné aseptované hyfy. Nekteré
zygomycety vyznamné prosp&ji lidem produkcei sloucenin, jako je lykopen, mastné kyseliny
a bionafta, ale mohou zpiisobovat i smrtelna lidska onemocnéni, jako je zygomykosa.

Typickymi ptiklady jsou Peronosporales, které zahrnuji rostlinné patogeny, jako jsou
druhy Pythium a Phytophthora a Mucorales, které zahrnuji bézné druhy Mucor, Phycomyces
a Rhizopus. Rhizopus zpusobuje ekonomicky vyznamné nemoci ovoce pied i po sklizni
(Spatafora et al. 2016).
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3.2.1.1 Rod Mucor

Rod Mucor je zatazovan mezi vlaknité mikromycety, téz nazyvané jako pravé plisné.
Jeho fotografie, jenz je potizena mikroskopem, je vyobrazena na obrazku ¢. 3. Mucor je vlaknita
houba nachazejici se hlavné v ptidé, na rostlinach a na hnijicim se ovoci a zelenin€. Mucor spp.
se vyskytuje bézné v piirode a je to i Casty laboratorni kontaminant. Miize zptisobovat infekce
u ¢loveéka, zab, obojzivelniki, skotu a prasat.

Kolonie rodu Mucor rostou nejrychleji pii 25 — 30 °C a pokryvaji povrch zivného
povlaku. Nadychany vzhled s vyskou n€kolika cm pfipomind cukrovou vatu. Ze zacatku je
barva bild a Casem se stava Sedavé hnédou. Mucor indicus mize rust pii teplotach az 40 °C.
Mucor racemosus a Mucor ramosissimus rostou Spatné nebo viibec pouze do teploty 37 °C
(Fungus 2000)

Clenové rodu Mucor jsou saprotrofytické houby, které se vyskytuji viudypiitomné
v zivotniho prosttedi, jako je pida, vzduch a prach.

Nekteré druhy Mucor produkuji enzymy, jako jsou lipazy nebo protedzy, které zlepsuji
strukturu, chut’ a nutriéni kvalitu syrii. Druhy Mucor mohou byt také pouzity pii fermentaci
potravin, zejména fermentovanych asijskych potravin, jako je sufu, ragi a mureha, a ve zrajicich
syrech. Ve studii (Barrios et al. 1998) byla analyzovéna plisiiova rozmanitost zrajicich plisni, u
52 syrt a Mucor byl po Penicillium hlaSen jako druhy nejvyznamnéjsi rod. Mucor spp. se
pouzivaji zejména jako kultury zrani pro vyrobu nevatenych tvrdych syrd, véetné¢ Saint
Nectaire, Tomme de Savoie a Taleggio. Mohou také odpovidat za organoleptické vady ve
vyrabénych potravinach, jako jsou mlécné vyrobky nebo ptize. Naptiklad tzv. ,,Vady koci¢ich
vlasti* mohou byt pozorované na mékkych syrech (Hermet et al. 2012).

Obr. €. 3: Mikroskopicky snimek houby z rodu Mucor
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3.2.1.2 Rod Rhizopus

Rod Rhizopus (viz obr. €. 4) patii mezi Mucorales, ktery zahrnuje mnoho organismi,
Casto pouzivanych pro fermentaci potravin, zejména ve vychodni a jihovychodni Asii (Abe et
al. 2014).

Jedna se o velmi rychle rostouci a rozsifujici se druh plisni, ktery ma bilé mycelium
a ¢erné sporangie. Druhy Rhizopus tvori rhizoidy na bazi sporangiofori a columell ve
sporangiu. Mladé sporangie jsou bilé, které postupem Casu ztmavnou. Tento rod je saprofyt
a nejcastéji jej nalezneme na mrtvych organismech nebo v pd¢, kde pomaha prave s rozkladem
organického materidlu (Bullerman 2003; Lennartsson et al. 2014).

Pouzivé se zejména pro fermentaci luSténin a obilnin do tradi¢niho tempehu ¢i s6jové
omacky (Feng et al. 2005).

Obr. €. 4: Snimek houby z rodu Rhizopus
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3.2.2 Vyssi houby

Druhou skupinou jsou vyssi houby (makromycety), které¢ maji septované hyfy a ty lze
rozdélit na vieckovytrusné (Ascomycota) a stopkovytrusné (Basidiomycota). V Ascomycota
jsou spory neseny ve vakovité struktufe znamé jako viecko (ascus). Ve viecku dochédzi k meidze
a vznikaji ascopory. Tento druh plodu se vyskytuje naptiklad u druhti Monascus. Ptikladem je
houba Monascus ruber, ktera produkuje ¢ervenou barvu v ¢inské cervené ryzi. Rod Penicillium
a Aspergillus patii téz do tfidy Ascomycota. Vyssi houby, které maji spory drzeny
v hrugkovitém periteciu patii do tfidy znamé jako Pyrenomycetes. Cleny této skupiny jsou také
saprofytiCti rostlinni paraziti rodu Hypocreales. Nekteré z nejznaméjsich vyssich hub jsou
Basidiomycota, u kterych jsou spory neseny basidiich (Hanson 2008).
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3.2.2.1 Vteckovytrusné houby (4scomycota)

Ascomycetes jsou nejveétsi skupinou pravych hub. VétSina z nich je saprofyticka a zije
na mrtvém organickém materialu, ktery pomaha rozkladat. Ascomycetes vSak také zptisobuji
choroby rostlin, od plisni pies hniloby az po rakovinu a cévni vady (Viebahn et al. 2005). Mezi
vieckovytrusné houby patii naptiklad smrz kuzelovity (Morchella conica) (viz obr. €. 5), ktery
se v lesich hojn¢ vyskytuje.

Obr. €. 5: smrz kuzelovity z kmenu Ascomycota

NATUR((E) aTLns o0
© gVaroslagaStialy

-

> - .
- smrZ kuZelovity (Morchella conica)

https://houby.naturatlas.cz/smrz-kuzelovity

3.2.2.2 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus byl poprvé popsan italskym biologem Pietrem Michelem v roce 1729
v italské Florencii. Zbarveni kolonii je jednim ze zadkladnich rozliSovacich znakl rtznych
druhti. Barva se vétSinou pohybuje od zelené, zluté, hnédé, bilé, ¢erné az po lehkou Sedou.
Tento druh se rozmnoZuje pouze asexualné. Spory jsou roznaseny vzduchem na kréatké i dlouhé
vzdalenosti a pokud najdou vhodny substrat, zacnou klicit. Idealni zivna ptida predstavuje
optimalni teplotu v Sirokém rozmezi mezi 6 — 55 °C s vlhkosti jiz od 7 % (Krijgsheld et al.
2013).

Vyskytuji se na spousté substratli, tim padem hojné ovliviiuji Zivot zvitat a lidi. Pokud
se rod Aspergillus objevi v zemédélském systému, dokaze napéachat velmi vysoké ekonomické
ztraty. Napada rostliny jak na poli, tak i nasledné plodiny po sklizni ve skladovacich halach.
Pokud se netesi jeho odstranéni, zacnou se tvofit nebezpeéné mykotoxiny, které jsou zdravotné
nebezpecné pro Clovéka, ale i pro zvifata (Baker & Bennett 2007; Visagie & Houbraken 2020)
Tento rod se mnohdy nachazi na Spatné uskladnénych potravinach, jako je naptiklad kukufice,
chléb, ryze, pSenice, oves, Cirok, ofechy (arasidy, pistacie, vlasské) ¢i soja (Malif & Ostry
2003). Na obrazku €. 6 je vyobrazen mikroskopicky snimek rodu Aspergillus.
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Obr. €. 6: Snimek zastupce z rodu Aspergillus

https://www.cdc.gov/fungal/diseases/aspergillosis/definition.html

3.2.2.3 Rod Penicillium

Druhy rodu Penicillium se hojné¢ vyskytuji ve vétSin€ rozpadajicich se organismech,
¢imz tvofi béznou soucast naseho ekosystému, a jsou casto oznacovany jako ,,modra“ nebo
,»zelena“ plisen. Optimalni teplota pro jejich rist je mezi 5 — 37°C. Zastupci tohoto pocetného
rodu maji ekologicky vyznam, protoZe jsou Siroce rozSifeni v zivotnim prostiedi; jsou
znehodnocovaci ovoce a vyznamné pfispivaji ke sniZzeni poskliziiové hniti. Houby u rodu
Penicillium hojné vyuzivaji v potravindiském primyslu, naptiklad pii vyrobé syri typu
Camembert. Produkuji ale i sekundarni metabolity a nebezpecné mykotoxiny, proto by se méla
hlidat jejich koncentrace a v ptipadé¢ objeveni nezadoucich plisni na potravinach, je zlikvidovat.
Rod Penicillium ma 1 dalsi jedno uzitecné vyuziti, a to pii vyrobé antibiotik, konkrétné
Penicilinu (Schutte 1992).

Nézev Penicillium je odvozen od slova penicillus, coz v ¢eském piekladu znamena maly
Stétec, proto nékdy tento rod mizeme najit pod nazvem Stétickovec (Houbraken & Samson
2011). Na obr. €. 7 je vyobrazen Pencilium spp.

Obr. ¢. 7: Mikroskopicky snimek Penicilium spp

https://www.scieﬁcephoto.conl/media/ 904543 /view/penicillium-fungus-illustration
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3.2.2.4 Stopkovytrusné houby (Basidiomycota)

Basidiomycota zahrnuje asi 35 000 druhd. Skute¢ny pocet druhli na svété je vSak
pravdépodobné mnohem vyssi. U stopkovytrusnych hub jsou spory neseny ve zvlastnich
plodovych télech — basidiich (Hanson 2008). Vysledné spory (bazidiospory) jsou, na rozdil od
vieckovytrusnych hub, produkovany mimo bunku. (Hermet et al. 2012). Mnoho druhd rodu
Basidiomycota, zejména ttida Agaricomycetes, produkuje jedlé plodnice, které jsou jednim
z hlavnich zdrojl potravy ¢lovéka jiz od rané lidské civilizace. Vzhledem k tomu, Ze jedl¢ druhy
jsou Casto zaménovany s morfologicky podobnymi a jedovatymi houbami, mize konzumace
téchto druhti vést k umrtim (Sandargo et al. 2019). Na obrazku €. 8 je vyobrazena muchomtirka
cervena (Amanita muscarina), ktera spada do kategorie nejedlych hub.

Obr. ¢. 8: Muchomiirka ¢ervend z oddéleni hub Basidiomycota

https://avopix.com/photo/14494-agaric-basidiomycete-fungus

3.2.2.5 Kvasinky

Saccharomyces je zastupcem askosporogennich kvasinek a historicky je nejznaméjsim
mikroorganismem pro ¢lovéka. Tento rod poprvé popsal Meyen, kdyz v roce 1838 popsal pivni
kvasinky jako Saccharomyces cerevisiae. Nazev Saccharomyces je odvozen od teckych slov
sakcharon (cukr) a mykes (houba) (Stewart 2014).

Biotechnologicka uzitecnost Saccharomyces cerevisiae spo¢iva v jejich jedinecnych
biologickych vlastnostech, tj. v jejich fermentacni kapacité, doprovazené produkci alkoholu
a CO; a jejich odolnosti vici nepfiznivym podminkdm osmolarity a nizkého pH. Mezi
nejvyznamnéjsi aplikace tykajici se pouziti Saccharomyces cerevisiae patii vyuZziti
v potravinatském, napojovém prumyslu, zejména v odvétvi vyroby vina, kombuchy, kimchi
a pekarenskych vyrobki (Parapouli et al. 2020). Na obrazku €. 9 je vyobrazen mikroskopicky
snimek kvasinek.
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Obr. €. 9: Mikroskopicky snimek kvasinky Saccharomyces cer.

https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae#/media/File:Saccharomyces
cerevisiae_ SEM.jpg

3.2.3 Houby nedokonalé (Fungi Imperfecti)

Posledni velkou skupinou jsou houby nedokonalé. U téchto organismil je dokonalé
(generativni = pohlavni) stadium reprodukce vzacné nebo neznamé a z velké casti se
rozmnozuji nepohlavné. K rozmnoZzovani vyuzivaji konidie, které vznikaji na hyfach, zvané
konidiofory. Rod Fusarium je z nich nejzndméjsi. Toto rozd€leni vSak mize byt matouci,
protoze nekteré houby plivodné klasifikované jako Fungi Imperfecti, maji jak asexualni
nedokonalou fazi, tak fazi dokonalou. (Hanson 2008).

3.2.3.1 Rod Fusarium

Rod Fusarium je hojné€ se vyskytujici houba, ktera se zivi jako saprofyt na rozpadajicich
se rostlindch nebo jako parasit na vétsin€ castech rostliny. Jelikoz napadaji i semena a plody
rostlin, maji Casto ekonomicky dopad na nizsi vynosy sklizné¢ (Christensen 1975).

Casto parazituje pouze na rostlinach, ale najdou se i zastupci tohoto rodu, ktefi mohou
byt i cizopasniky zvitat, dokonce i ¢loveka. U clovéka zpiisobuji mykdzy. Pii jejich neléceni se
mohou pfemeénit v cysty nebo i abscesy (Malit & Ostry 2003). Na obrazku ¢. 10 je vyobrazen
zastupce rodu Fusarium, konkrétné¢ Fusarium verticillioides.

Obr. ¢. 10: Mikroskopicky snimek zastupce z rodu Fusarium

https://en.wikipedia.org/wiki/Fusarium#/media/File:Fusarium_verticillioides_01.jpg
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3.3 Vliv hub na zdravi ¢lovéka a jejich vyuZiti v potravinarstvi

Houby mély, ale i stale maji dulezity vyznam v lidské historii. Jako potrava, soucast
nabozenstvi, 1éCitelstvi, rituald, ale v mnoha kulturach i jako zbran, diky svym jedovatym
vlastnostem.

K 1é¢ebnym ucelim se vyuzivaji jak suSené, tak i Cerstvé houby. Nejvice mély vyuziti
ve staré Cing, kde se nejéastéji vyuzivaly houby Shiitake, hliva Gstéiéna, ucho Jidasovo nebo
vaclavka.

Velmi dalezity ekonomicky vyznam maji preparaty ziskané z hub, které se pouzivaji
jako léky. Mezi n¢ patii lentinan, schizophyllan a krestin. Vysoce purifikovany polysacharid
lentinan je izolovan z houby Shiitake a je vyuzivan zejména diky svym protinddorovym
ucinklim. Lentinan neptsobi na samotné¢ nadory ptimo, ale dokéze zaktivovat u pacientd
s rakovinou rizné imunitni odpovédi. Proto se vyuziva zejména jako podpora pfi
chemoterapiich. Krestin se vyuzivd v dosti obdobnych situacich, akordt je tento
polysacaridovo—proteinovy komplex ziskan z outkovky pestré. Stejn¢ tomu tak 1 je
u klanolistky obecné, ze které se ziskava schizophyllan (Jablonsky & Sasek 2006).

3.3.1 Kombucha

Kombucha je népoj vyrabény tradicné osvédcéenou fermentacni technikou zahrnujici
fermentaci ¢erné¢ho Caje rozpusténého v cukru symbiotickou kulturou bakterii a kvasinek
(SCOBY, symbiotic culture of bacteria and yeast). Tato zvonkovita celul6zova houba SCOBY
se nazyva ,,Cajova houba®. Praveé na obrazku €. 11 je vyobrazena vyfermentovand kombucha
spolecné s SCOBY, kterd tomuto napoji napomohla vzniknout. Tento Cerstvy kvaseny népoj
chutna jako Cerstvy jable¢ny most.

Obr. ¢. 11: Kombucha a SCOBY

https://vsezaodvoz.cz/inzerat/160885/kombucha-k-pestovani

Mezi hlavni bakteridlni rody identifikované tradicni SCOBY patii Acetobacter
xylinoides, —Acetobacter aceti a Acetobacter pasteurianus. Kvasinky, jmenovité
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes Iludwigii, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Brettanomyces lambicus, Candida a Pichia. Druhy Acetobacter
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udajné tvoii celulézovou sit, kterd je fyzikalni zédkladnu pro vyvoj symbidzy. Kumulacni
kvaseni cukru kvasinkami a bakteridlnimi druhy vede k tvorbé etanolu a kyselin, které jsou
pfirodnimi konzerva¢nimi €inidly odpovédnymi za dlouhou skladovatelnost fermentovaného
napoje (Dutta & Paul 2019).

Kromé toho je zndmo mnoho dalSich biologicky aktivnich slozek podporujicich zdravi,
které se v prubéhu fermentace vytvareji v louhu. Ty pravé zvysuji nutri¢ni troven ¢ajového
napoje.

O Kombuche se tvrdi, ze m4 antibiotické vlastnosti, pozitivni cholesterolemické u¢inky,
zlepSuje gastrointestinalni a zlazové funkce, zmirfiuje revmatismus kloubti, a detoxikuje krev.
Slozeni a jeji funkcnost si neddvno ziskala nalezitou védeckou a komeréni popularitu a stala se

tak popularnim napojem v soucasné spolecnosti (Dufresne & Farnworth 2000; Dutta & Paul
2019).

3.3.2 Syry Camembert a Brie

Mezi specialni syry, o které maji spotiebitel¢ velky zajem, patii zrajici syry povrchové
formy Brie a Camembert. Syry Brie a Camembert, které se nachazeji na obrazku ¢. 12, se v
soucasnosti vyrabi pomoci plisn¢ Penicillium camemberti. Inokulace plisni syra se inkubuji pfi
nizkych teplotach a vysoké vlhkosti, tj. 10 — 15 °C a 80 — 95 % relativni vlhkosti. Tyto vhodné
podminky pro rtist podporuji proliferaci mycelii Penicillium, které prorostou syr z jeho vnittku
na povrch béhem ctyt tydnli zrani. Rast plisn€ hraje jednu z hlavnich roli pro produkci typické
textury syrd a aromatickych latek . Plisent dozravajicich syrt je zarostla bakterii Brevibacterium
linens, ¢imz se zisk4 zazloutld kirka, vyrazné a charakteristicka sirova chut’ a mékka textura
(Karahadian et al. 1985).

Obr. €. 12: Syry Camembert (vlevo) a Brie (vpravo)

https://culturecheesemag.com/cheese-ig/cheese-showdown-brie-vs-camembert
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3.3.3 Hliva ustri¢na

Hliva ustti¢na (Pleurotus ostreatus) patii do oddéleni hub Basidiomycota. Je to jedla
houba s vynikajici chuti, kterd roste na polenech nebo patezech ve vrstvach nad sebou. Hliva
ustficna (viz obr. €. 13) ma vysoky obsah bilkovin a miize obsahovat dalsi slozky, jako je
vitamin B1 a B2, mineralni latky, esencidlni aminokyseliny a ma i nizkou kalorickou hladinu,
coz z ni déla velmi popularni houbu pro lidi na dietach. Lovastatin izolovan z hlivy, se pouziva
v San Franciscu ke sniZeni ,,Spatného* cholesterolu (LDL) u hypercholesterolmickych pacienti
(Johnny & Okon 2013).

Obr. ¢. 14; Hliva Gstfi¢na

. hiiva Gstiiénd (Pleurotus ostreatus)

https://houby.naturatlas.cz/hliva-ustricna

3.3.4 LanyZ ¢erny

Po celém svéte je nejméne 180 druhii hliz lanyzi, ale pouze asi 13 se jich komercné
vyuziva. NejCastéji zpracovavanymi lanyzi jsou evropsky lanyz cerny (Tuber melanosporum
Vittad.) a italsky lanyz bily (Tuber magnatum Pico) (Reyna & Garcia-Barreda 2014).

Lanyz ¢erny (obréazek €. 14), je ektomykorhizni houba z oddéleni hub Ascomycota. Jeho
plodové télo (sporocarp) se nachdzi v podzemi a je vysoce cenéné v mezinarodni kuchyni, diky
své rafinované a vSudypiitomné chuti. Soucasnd produkce Cernych lanyzi pochédzi témét
vyhradné z Francie, Spanélska, Italie a Australii. Tyto zemé tvoii vétinu celosvétové prirodni
oblasti distribuce cernych lanyzi (Reyna & Garcia-Barreda 2008).

V soucasné dobé¢ je péstovani lanyzii odvétvim s nékolika milionovym obratem ve
Francii, Italii, Spanélsku a Australii. V prvnich tfech zemich se lanyZe sklizeji nejen
v osazenych lanyzovych sadech (péstované lanyze), ale také v piirodnich lesich (divoké
lanyze). Hodnota produkce lanyze ¢erného ve Francii se odhaduje na ptiblizn€ 20 miliond EUR
roéné, 7,5 milionu EUR ve Spanélsku a 4 miliony EUR v Australii (Reyna & Garcia-Barreda
2014).
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Obr. ¢. 14: lanyz Cerny

https://www.svetlanyzu.cz/co-je-lanyz/

4 Analytické metody

U identifikace hub zéalezi na mnoha aspektech vyuzivanych metod, jakou jsou rychlost
a presnost méfeni ale i1 finan¢ni naroc¢nost. Tradi¢ni diagnostické metody hub jsou zalozeny na
makroskopické a mikroskopickém vzhledu. Identifikacni metody lze obecné rozdélit na
rychlostni metody, které jsou ale méné ptesné a slouzi spiSe k predbézné identifikaci. Piesngjsi
vysledky pak vykazuji specifické analyzy, které jsou i spolehlivéjsi (Buchta et. al 2010). Tato
kapitola se zaméfuje na hlavné na metodu MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
/ Ionisation — Time of Flight) a na jeji porovnani s dalSimi metodami, jakou jsou PCR
(polymerazova tetézova reakce), FISH (fluorescencni hybridizace in situ), NASBA (Nucleic

Acid Sequence-Based Amplification) (Patel 2015).

4.1 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF

Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF je analytickd metoda zaloZzena na ionizaci
molekul vzorku, kterd generuje ionty. Ty se poté od sebe oddéli na zaklad¢ jejich poméru
hmotnosti ku naboji (m/ z) a nakonec jsou tyto ionty detekovany v detektoru. Touto hmotnostni
spektrometrii 1ze identifikovat nezndmy vzorek béhem nékolika minut.

Zprvu byla ur€ena na analyzu bakterii. V poslednich letech vSak doSlo k rozmachu
moznosti a zpusobid aplikovani této metody. MALDI TOF totiz pfedstavuje i spolehlivou
alternativu pro rychlou identifikaci kvasinek, plisni a hub v klinickém prostfedi. V budoucnu
by se MALDI TOF mohl vyuZivat na test citlivosti antibiotik. Diky kombinaci Sirokého vyuZziti
a rychlosti uréeni vzorku se z MALDI TOFu stava popularni diagnostickd metoda po celém
svéte (Angeletti 2017; Lima & Santos 2017).

4.1.1 Historie MALDI TOF MS

Hmotnostni spektrometrie byla objevena na pocatku 20. stoleti, avSak jeji vyuziti na poli
védy bylo omezeno pievazne na chemické odvétvi. V roce 1975 se MALDI TOF zacal vyuzivat
pro rozbor bakterii, ackoli tento zplisob mél nedostatky, jelikoz v té dobé nebylo mozné
analyzovat intaktni proteiny bez toho, aniz by nedoslo k jejich poruseni béhem procesu. Tento
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problém vytesil védec jménem Koichi Tanaka, ktery v roce 1985 popsal metodu ,,mekké
desorp¢ni ionizace* s pouzitim ultra jemného kovového prasku a glycerolu. Tato metoda
umoznila pouziti MS i na velké biologické molekuly jako jsou proteiny nebo peptidy. Zakladem
je tedy ,,m€kka desorp¢ni ionizace, u které nedochdzi k vyznamné ztraté integrity vzorku
béhem tvorby iontu. Zhruba ve stejnou dobu Franz Hillenkamp a Michael Karas piedstavili
ionizaci me¢kké desorpce pomoci matrice organické slouceniny. Diky velkému pokroku
v oblasti informacnich a vypocetnich technologii bylo mozné vytvofeni databazi spekter
riznych typt mikroorganismili, na jejichz zakladé¢ se mize MALDI-TOF MS vyuzivat
v rutinnich laboratofich. K SirSimu vyuziti této hmotni spektrometrie napoméaha neustala
aktualizace téchto databazi spekter (Patel 2015).

4.1.2 Princip MALDI TOF MS

Proces analyzy hmotnostni spektrometrie MALDI TOF, ktery je zndzornén na obrazku
¢. 15 probiha ve dvou zékladnich fazi. V prvni fdzi — MALDI se musi vzorek pfipravit na
analyzu tim, Ze se smicha nebo pokryje matrici. Matrice je roztok organické slouceniny, ktera
absorbuje energii dodanou laserem. Poté se vznikla matrice vysusi, tim dojde k jeji krystalizaci
s analytem. Vzorek v matrici je ionizovan laserovym paprskem a nasledné desorpce a ionizace
generuje jednotlivé protonované ionty. Vyzéaifené protonované ionty se pak rovnomérné
zrychluji a na zékladé poméru hmotnosti ku naboji (m / z) se navzajem od sebe oddéluji

Nasleduje druhd faze — TOF ve které se méfi pomér (m / z) iontu prostiednictvim
stanoveni Casu, ktery potiebuje k piekonani celé délky letové trubice. Nékteré analyzatory TOF
maji na zadnim konci letové trubice iontové zrcadlo, které slouzi k odrazeni iontl zpét pies
letovou trubici k detektoru. Timto zrcadlem se nejen prodluzuje délka letové trubice, ale
zaroven vyrovnava malé rozdily mezi ionty. Na zdklad¢ vysledk z TOFu je pro analyt ve
vzorku generovano charakteristické spektrum zvané PMF (Peptide Mass Fingerprint) neboli
peptidovy hmotnostni otisk prstu (Singhal et. al 2015).

Obr. €. 15: Schéma metody MALDI TOF
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4.1.3 Kultivace

Kultivace je zakladni laboratorni technikou, kterd je vyuzivana k detekci, izolaci
a identifikaci hub. Kvasinky potfebuji k dostate¢nému nariistu nékolik dnti a u vldknitych hub
trva délka kultivace 3—10 dni. Dilezitym znakem, ktery napomaha k urceni druhu vlaknitych
mikromycet je sporulace. U vétSiny pfipadl je doba potiebnd k izolaci vyrazné krat$i nez
identifikace. Napftiklad u hub spéjivych (Zygomycetes) trva jejich kultivace 3—5 dni ale
nasledné urceni kmene zabere 7-14 dni (Buchta et al. 2010). K rychlejsi identifikaci se tedy
poté vyuziva metody MALDI — TOF. U hub je zapotiebi, kvili jejich silné bunécné sténé, jeste
jednoho kroku — extrakce.

4.1.4 Extrakce

U mikroorganismil, které je obtizné analyzovat, jako jsou napf. vlaknité houby, je
zapotiebi pfed analyzou extrakce proteinu pomoci kyselych rozpoustédel (napi. kyselina
mravenci). Buné¢na sténa hub je primarné slozena z polysacharidii (napt. Chitin, beta-glukany,
manany, galaktomanany), které se mohou lisit v zavislosti na taxonomické skupiné, a mensi
podil proteinti, lipidl a polyfostatii. Toto konkrétni slozeni, které se 1i$i od slozeni stén bakterii,
castené vysvétluje potfebu onoho kroku pied analytickou extrakci proteinu, kterd uvolni
potiebné proteiny pro generovani charakteristické¢ho spektra vzorku.

Pro kvasinky se pouziva ,,Technika ptimé extrakce kolonii®, pfi které se mikroby piimo
aplikuji na tenky film na cilovém sklicku. Vzorek se necha vyschnout pti pokojové teploté,
nasleduje pfidani 1 ul HCCA matrice na kazdé misto vzorku. Opét se pted naslednou analyzou
MS necha pti pokojové teploté vysusit.

Technika extrakce kyselinou mravenci spoc¢iva v piidani 1 pl 70% kyseliny mravenci,
pfimo na susenou kvasinkovou skvrnu, kterd byla jesté jednou susena pted pfidanim matrice
HCCA. Tato technika se vyuziva u obtizné analyzovatelnych vzorki, kdy kyselina mravenci
usnadiiuje extrakci potiebnych proteind. Buiiky plisni jsou vétsi nez bakteridlni buiikky a maji
tuhou bunécnou sténu. U plisni se tedy vzorek pfipravuje technikou spin coatingu (L’Ollivier
& Ranque 2017)

4.1.5 Techniky pripravy vzorki

4.1.5.1 Dried — Droplet

Tato metoda je nejstarsi technika ptipravy vzorku. Pii této technice je pfipraven roztok
matrice a analytu (viz obr. C. 16). Poté je namichan na potiebny objem. Analyza MALDI se
provadi nanesenim kapicek smési roztoku na MALDI desku a poté se kapky smési ususi pfi
okolni teploté (Hosseini & Martinez-Chapa 2017).
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Obr. €. 16: Schéma metody Dried — droplet a foto vysledného vzorku

Pripravena Pripraveny
matrice vzorek

l Smichani a suSeni
—

https://slideplayer.com/slide/14405442/

4.1.5.2 Rychld krystalizace

Tato technika je zalozena na rychlé krystalizaci, kterd obvykle probihd béhem nékolika
sekund (<20 s). Krystalizace se provadi za pomoci vakuové komory, kterd je vybavena rotacni
pumpou. Uvadi se, ze rychld krystalizace zvySuje ioniza¢ni ucinnost peptidi. Vznikaji totiz
mensim krystalky, které nésledné zptsobuji mensi segregaci a dochéazi k vyraznému zlepSeni
reprodukovatelnosti signalt a rozliSeni spektra (Hosseini & Martinez-Chapa 2017; O’Rourke
et al. 2018).

4.1.5.3 Spin coating

Jedna se o metodu, jejiz zakladem je zatfizeni, které se nazyva spin coaster nebo spinner.
Nejdiive musi byt vzorek rozpustén ve vhodném rozpoustédle a poté se nanasi na substrat, ktery
je horizontalné uchycen v drzaku (viz obr. ¢. 17). Principem spin coatingu je, Ze se kapka
deponovaného materidlu vlivem odstfedivé sily rovnomérné roznese po povrchu substratu
a vznikne tak tenka vrstva roztoku vzorku (Kopecky 2015).
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Obr. €. 17: Princip spin coatingu
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4.1.5.4 Layer-by-layer

V této bézné pouzivané metodé se jako prvni vrstva nanese kapicka roztoku matrice
a poté druha vrstva, kterd slouzi jako ioniza¢ni ¢inidlo. Druha vrstva napomahéa matici k jeji
mékké ionizaci. Mezi kazdym ponofenim substratu do roztoku zkoumaného materidlu, se
usazené vzorky nechaji krystalizovat, promyvat a susit pii pokojové teploté. Tyto kroky se
mohou opakovat i nékolikrat po sobé. Diky této technice je signal spekter silnéjsi a snadnéji
detekovatelny. (Richardson et al. 2016; Hosseini & Martinez-Chapa 2017).

4.1.5.5 Naneseni vzorku elektrosprejem

Elektrosprej je technika, kterd jemné rozprasi roztok se vzorkem pomoci kapilarni
trubice nebo papirového hrotu s aplikovanym elektrickym polem. V typické elektrosprejové
technice je vodiva kapalina s rozpusténymi molekulami vzorku ¢erpana kapilarou s kovovou
elektrodou pfipojenou k vysokonapétovému zdroji. Mechanicky nédkres je zndzornén na
obrazku ¢. 18. Pfi nizkém napéti dominuje povrchové napéti kapaliny nad elektrickym polem a
proudéni kapaliny klesa. Se zvySujicim se napétim se elektrické pole stava siln€j$im a protahuje
proud do tvaru kuzelu, jehoz vrchol se rozpina v trysku. Tento kuZzel byl poprvé objeven
Taylorem, proto se tento provozni rezim nazyva Taylorav kuzel.
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Obr. ¢. 18: Princip elektrospreje
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https://www.researchgate.net/publication/267241113 Miniaturized Techniques for Protein
Analysis/figures?lo=1

4.1.6 Matrice

Matricovy roztok se skladd z vody a smési organickych rozpoustédel obsahujicich
etanol / metanol nebo acetonitril a silné organické kyseliny. Mezi tyto organické kyseliny patii
trifluoroctova kyselina (TFA) nebo mravenci kyselina, které rozpoustéji matrici a snizuji pH
prostfedi analytu. Rozpoustédla pronikaji bunécnou sténou mikroorganismii a extrahuji
intracelularni proteiny. K nasledné krystalizaci proteinovych molekul a dal§ich bunécnych
sloucenin zachycenych v roztoku matrice dochazi odpafenim rozpoustédel (Patel 2015). Na
obrazku €. 19 jsou vyobrazeny chemické vzorce nejvice pouzivanych organickych kyselin, jako
matrice.

Nejpouzivangj$i organické kyseliny jako matrice:

e a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CHCA)
2,5 dihydroxybenzoova kyselina (DHB)
kyselina ferulova (FA)
kyselina sinapinova (SA) (Opota et al. 2016)

Obr. €. 19: Chemické vzorce nékterych nejpouzivangjsich matric

?N
HC=C—COOH H=COOH
OOH
= | OH
MeO OMe
HO™
OH OH
2,5 dihydroxybenzoova  a-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina  kyselina sinapinova (SA)
kyselina (DHB) (CHCA) .

https://www.researchgate.net/publication/283691366_Sample Preparation_for Matrix-
Assisted Laser Desorptionlonization Mass_Spectrometry/figures?lo=1

26



4.1.7 Ionizace

Béhem ionizace laserovy paprsek dodava energii, kterd desorbuje mikrobidlni
a matricové molekuly. Matrice absorbuje vétSinu této energie a dochéazi kjeji ionizaci.
Nésledné se uvolni proton, ktery v plynné fazi ndhodnou kolizi pfenasi naboj z matrice na
molekuly analyzovaného vzorku. Timto dochazi k ionizaci molekul vzorku, které zrychluji
aputuji do hmotnostniho analyzatoru TOF (Time Of Flying) na zdkladé jejich poméru
hmotnosti ku naboji (Patel 2015).

Ionizace za pfitomnosti matrice je necastéj$i metodou pii identifikaci hub. Existuji vSak
1jiné techniky, jak ionizovat vzorek:

= desorpce plazmou (DP),

= bombardovani atomy (FAB),

= chemicka ionizace (CI),

= elektrosprej (ESI),

= desorpce laserem (LD) (Croxatto et al. 2012)

4.1.8 Systémy pro identifikaci mikroorganismii.

4.1.8.1 Biotyper

Jak bylo uvedeno diive, kazdy vzorek houby béhem analyzy uvoliiuje charakteristické
spektrum latek — PMF. Toto spektrum neznamého vzorku je porovnano s databazi MBL
(MALDI Biotyper Library). Vygenerovana spektra z MALDI TOF MS jsou analyzovana
pomoci softwaru MALDI Biotyper automation controland Software Bruker Biotyper 3.1.
Tento software automaticky generuje ¢iselné skore v intervalu 0 — 3,000 (viz tab. ¢.1). Vysledné
Cislo znaci podobnost vysledného spektra se spektrem v MBL a jak moc byla dané identifikace
uspésna. Pokud je vysledek 2,000 a vice podafilo se identifikovat druh i rod houby (zelena
barva). Vysledek mezi 1,999 a 1,700 znaci, ze se povedlo identifikovat pouze druh (zlutd
barva). Netuspésna shoda nastava, pokud je vysledné skore mensi nez 1,700 (Cervena barva).
U kazdého vzorku mikroorganismu probihd dvoji méfeni. Pro méfeni, kalibraci pfistroje
a validaci b&éhu se vyuziva bakteridlni testovaci standard, Bruker Daltonics (Lévesque et al.
2015).

Tab. €. 1: Popisy cCiselnych hodnot identifikace (Shell 2017)

skore popis symboly| barva
2,300 - 3,000 |rod i druh je s vysokou pravdépodobnosti identifikovan | (+++)
2,000 - 2,299 |rod je identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné (++)
1,700 - 1,999 |rod je identifikovan pravdépodobné (+)
0,000 - 1,699 |nespolehliva identifikace (-)
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4.1.8.2 VITEK MS

Kolonie jsou naneseny na dvoje jednorazové cilové desticky a do obou natérti je ptidan
1 ul roztoku matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxycinnamovd, VITEK® MS CHCA). Ke
kalibraci pfistroje a k vnitini kontrole pro kazdou akvizi¢ni skupinu se vyuzivd kmen
Escherichia coli ATCC 8739.

Po vysuSeni je cilova deska umisténa do zafizeni a analyzovana pomoci binmatrix
v databazi VITEK® MS v2.0 IVD. V tomto procesu je kazdému piku pfifazena hmotnost, ktera
je specificka pro kazdy druh. Analyzovéno je 1300 ptfihradek nebo oblasti piku. Ke kazdé
identifikaci je pfifazen zeleny Ctverec, zluty trojuhelnik nebo Cerveny kruh, coz oznacuje
vysokou, stfedni nebo nizkou spolehlivost (viz obr. ¢. 20). Identifikace, kterd je povazovana za
uspéSnou na urovni rodu a druhu je oznacena zelenym ctvercem a vysledek je v souladu
s vysledky ziskanymi konven¢nimi metodami. Jako caste¢na identifikace jsou oznaceny
izolaty, jejichz vysledkem je zluty trojuhelnik a nesouhlasi s konven¢nimi metodami. Izolaty,
které jsou klasifikovany jako bez identifikace oznacuje Cerveny kruh (Deak et al. 2015).

Obr. €. 20: Snimek vysledkil ze systému VITEK MS
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4.1.8.3 SARAMIS

MS spektra mikroorganismi, které vygeneroval MALDI — TOF jsou pieneseny do
softwaru SARAMIS (Spectral ARchive And Microbial Identification System), ktery je
vyobrazen na obrazku ¢. 22. Zde jsou MS spektra porovnana s databazi obsahujici referenéni
spektra hub.

Databaze SARAMIS obsahuje vice nez 25 000 spekter z 586 bakteridlnich a houbovych
druht. Kazdy kmen je analyzovan tfikrat v samostatnych pokusech. Softwarovym algoritmem
je vypoctena procentualni pravdépodobnost neboli uroven spolehlivosti (viz obr. ¢. 21). Tato
hodnota ptedstavuje podobnost specifickych pikii mezi generovanym spektrem a databazovym
spektrem. Pokud je podobnost mezi spektrem organismu a spektrem z databaze 99,9 % jedna
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se o dokonalou shodu (excellent ID). Pokud je uroven spolehlivosti v rozsahu od 60 do 99,8 %
byla identifikace povazovana za dobrou (good ID), jelikoz spektrum bylo dostatecné blizké
k referenénimu spektru. Pokud je vSak uroven podobnosti pod 60 % je identifikace
vyhodnocena jako netispés$na (no ID) (Ziino et al. 2019).

Obr. €. 21: Snimek vysledki ze systému SAMARIS
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4.1.9 Provozni cena MALDI TOF

Vroce 2015 vysla studie katedry Klinickych mikrobiologicko-imunologickych
laboratoti na Univerzité Severni Karoliny. Od 1. dubna 2013 do 31. biezna 2014 vedli studii
analyzy naklada.

Potvrdili, ze bylo uSetieno ptes 92 % nakladi potfebnych na provedeni testii. MALDI
TOF MS vyhodnotili jako rychlejsi oproti tradi¢nim metoddm a vysledek znali do hodiny (Cas
se odviji podle naro¢nosti identifikace daného vzorku). Laboratot vyuzila ptes 21 900 vzorka
od pacienttl, jez se skladaly prevazné z kvasinek, streptokoktl a enterokoki.

Pti bézné identifikaci, rozbor v laboratofi za pfitomnosti laborantniho technologa, by
naklady pfi 21 900 vzorcich, €inily 142 532 USD (3 420 768 K¢ —kurz k 8.7. 2020). Pii pouziti
MALDI TOF MS se nédklady vySplhaly pouze na 68 886 USD (1 653 264 K¢). Celkova ro¢ni
uspora byla tedy 73 646 USD (1 767 504 K¢). Néklady vynaloZené na koupi tohoto pfistroje se
vrati do tii let provozu. Potizovaci cena byla asi 250 000 USD (6 000 000 K¢) (Tran et al. 2015).

4.1.10 Vyhody MALDI TOF MS

Velkou vyhodou této metody je jeji piesnost, kdy (Cassagne et al. 2016) uvadi miru
spravné identifikace plisni v rozmezi od 72,0 % do 98,8 %. Dal$imi vyhodami jsou vysoka
specifita a rozliSeni, které umoznuji nejen identifikaci hub, archea ¢i bakterii, které se obtizné
kultivuji ale 1 peptidii a proteinu. Pfiprava vzorku je snadnd a pracovni postup analyzy
flexibilni. Nasledna analyza pak probiha rychle, na zékladné vysoké propustnosti vzorku
a spojeni s TOF ¢i TOF MS (Rahi et al. 2016; Sanguinetti & Posteraro 2017).
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4.1.11 Nevyhody MALDI TOF MS

Piesnost detekce muze byt ovlivnéna dobou kultivace analyzovanych hub. Dalsi
nevyhodou, kterd muze souviset s kultivaci, je nedostatek standardizovaného vzorku pro
analyzu. Pfi ionizaci vzorku pak dochézi k nerovnomérné distribuci analytl a jeho potlaceni
spolecné s potlacenim matice. U vlaknitych hub je hlavnim omezenim identifikace MALDI
TOF MS referen¢ni spektrum. Neustdld modernizace spektralnich databazi a optimalni
obohacovani vzorkll v systému zvysi vykon a potencialni aplikaci MALDI-TOF MS. Posledni
nevyhodou jsou pak jeji provozni ndklady (Wong et al. 2015; Hou et al. 2019).

4.2 Dalsi identifika¢ni metody

4.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR je metoda, ktera je vyuzivdna v mnoha laboratofich pro diagnostické
a potravinarské analyzy. Tato technologie je zalozena na polymerazové fetézové reakei, kterou
dopliuje pouziti fluorescencnich reportérovych molekul. Tyto molekuly slouzi k monitorovani
nové vniklych produktt amplifikace béhem kazdého cyklu PCR reakce. (Lopes et al. 2018).

42.1.1 Vyhody PCR

Hlavnimi vyhodami qPCR je jeji vysoka rychlost, efektivita a citlivost, diky ¢emuz
dokaze v redlném cCase detekovat a kvantifikovat houbovou DNA, a to nejen na urovni rodu ale
1 druhu. Déle nevyZzaduje zpracovani produkti po ampflikaci a je mozné rychlé opakovani
analyzy vzorku (Du et al. 2016).

4.2.1.2 Nevyhody PCR

Metoda qPCR je slozity zplsob identifikace s vysokymi provoznimi néklady na
vybaveni a pfi které je zapotiebi kvalifikovaného personalu. V porovnani s FISH neumi PCR
rozli$it mrtvé a zivé bunky. Posledni nevyhodou je, ze pfi analyze dochazi ke konkurenéni
amplifikaci a tim dochazi ke snizeni citlivosti a uc¢innosti multiplexni reakce (Aslam et al.
2017).

4.2.2 NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)

NASBA je molekularni metoda pro amplifikaci cilovych segmentii RNA, ve které neni
zapotiebi termocykleru, jelikoz nedochdzi teplotnim zménam v reakénim prostredi. Tato
metoda je velmi citlivy, izotermni a transkripéni amplifikacni systém, ktery je specialné navrzen
pro detekci RNA. Neékteré systétmy NASBA mohou také amplifikovat DNA (Hensvall
& Robertson 2017).
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42.2.1 Vyhody NASBA

K amplifikaci genu se vyuzivd mnoho metod, jako jsou PCR, LAMP a RCA. Zadna
z téchto metod vSak nemtize s tak vysokou citlivosti pfimo amplifikovat RNA jako je tomu
umetody NASBA. Tato metoda tak poskytuje mnoho vyhod oproti jinym technikdm
amplifikace RNA. NASBA je schopna diky ptsobeni tii enzymii béhem 90 minut amplifikovat
vice nez 109 kopii dané sekvence nukleové kyseliny. NASBA je izotermicka reakce, ktera se
provadi pfi 41 °C a neni tak zapotiebi termalniho cyklovace, ktery je naptiklad u PCR vyuZzivan
k urychleni reakce. Dilezitou vyhodou NASBA je i produkce jednofetézcovych RNA
amplikont, které mohou byt pouzity ptimo v dal$im cyklu amplifikace nebo mohou byt vyuzity
pro detekci bez denaturace ¢i separace vlaken. Nekolik studii uvadi, ze amplifikacni vykon
NASBA je srovnatelny nebo dokonce lepsi nez vykon RT — PCR (Aslam et al. 2017).

4.2.2.2 Nevyhody NASBA

Existuji také nékteré nevyhody NASBA. Za prvé, nedélitelnost RNA je nejcastéjsi
pfi¢inou obav pro identifikaci touto metodou. I kdyz je amplifika¢ni reakce sama o sobé
izotermickd pii 41 °C, je pted amplifikacni reakci vyZzadovan pouze jeden krok tani. Navic
specifita reakce na tepelné labilni enzymy miiZe byt ohrozena, pokud reak¢ni teplota piekroci
42 °C. Délka cilové amplifikované RNA sekvence by méla byt mezi 120 a 250 nukleotidy
(Aslam et al. 2017).

4.2.3 FISH (fluorescence in situ hybridization)

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) umoziuje identifikaci mikrobidlnich
organismil (bakterii, kvasinek a prvokl) na trovni rodi nebo druht diky vazbé kratkych,
obvykle 18 az 25 bazovych part, presné specifickych oligonukletidovych sond na ribozomalni
RNA, které¢ jsou fluorescencné znacené¢ s ndslednou analyzou pod fluorescenénim
mikroskopem (Frickmann et al. 2017).

42.3.1 Vyhody FISH

Vyhodami této metody jsou univerzdlnost a vysoka citlivost. Tradicni techniky
identifikace mikroorganisma vyzaduji, aby se buiiky aktivné délily. Nicméné, FISH Ize pouzit
pro nedélici se buiiky. Nedélici se buiiky lze rozeznat podle jejich nizké trovné intenzity
fluorescence. FISH dale umoziuje identifikaci na Grovni rodii a druhti. Proto ve smiSenych
vzorcich muze identifikovat jednotlivé druhy hub (Fang & Ramasamy 2015)

4.2.3.2 Nevyhody FISH
Technika FISH ma i ncktera uskali. Ve FISH je proces pfipravy sondy velmi

komplikovany, protoze je nutné pfizpiisobit sondy tak, aby detekovaly specifické sekvence
DNA. Prakticky vykon FISH tedy vyzaduje zkusen¢ho a vysoce vyskoleného jedince. A to
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nejen kvili sloZitosti pfipravy sond. Jedna se totiz o mikroskopickou techniku, ktera je Spatné
standardizovand a vyzaduje zkusSenosti se spravnou interpretaci vysledkl (Fang & Ramasamy
2015)

Tab. €. 2: Vyhody a nevyhody analytickych metod

Vyhody a nevyhody analytickych metod
Metody Vyhody Nevyhody
Rychlost Drahé provozni naklady
Presnost Mozné ovlivnéni detekce
Vysoka specifita $patnou kultivaci hub
Rozlieni Nedostatek
MALDI TOF Snadna ptiprava vzorku standardizovaného
Flexibilni pracovni vzorku
postup Nerovnomérna
distribuce analyta
Potlaceni matice
Vysoka rychlost Vysoké provozni
Efektivita naklady
Citlivost Potieba kvalifikovaného
gPCR Rychlé opakovani personélu
analyzy Neumi rozeznat mrtvé
buriky od zivych
(v porovnani s FISH)
Vyssi citlivost nez PCR Pouze jeden kro tani
Neni potfeba Spatné délitelnost RNA
termalniho cyklovace Omezena délka cilové
Produkce sekvence RNA
jednofetézcovych RNA OhrozZeni specifity vyssi
NASBA amplikonti teplotou (> 42 °C)
Amplifikace
vykonngjsi nez u qPCR
Rychlost Komplikovana pfiprava
Univerzalnost sondy
vyuziti i pro nedélici se Potieba kvalifikovaného
FISH buiiky personalu
Spatné standardizovana
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5 Zavér

Metoda MALDI TOF MS piinesla velkou revoluci do mikrobiologickych laboratofi.
Jelikoz je vnich zapotfebi spravna a rychld identifikace kvasinek, hub nebo vlaknitych
mikromycet, je tato metoda pro né¢ prulomova. Dfive se identifikace provadéla pomoci
mikroskopické a makroskopické metody, kdy ptesnost ureni se odvijela od zkuSenosti
laboranta a trvala i nékolik dni. Dnesni testovani pomoci MALDI TOF MS urychlilo
identifikaci a zkratilo tak cas straveny v laboratofi.

MALDI TOF dokéze i od sebe rozlisit smésné vzorky a k samotné analyze dostacuje
1 velmi malé mnozstvi biomasy. Diky jeho pfesnosti 1ze identifikovat u dan¢ho vzorku druh
a kmen.

V soucasné dob¢ je dulezité rozsifovat a aktualizovat dosavadni databaze vzorkd, které
jsou nezbytnou soucasti identifikace pomoci metody MALDI TOF. Tyto aktualizace
napomohou k zefektivnéni analyzy, jejimu cCastéjSimu pouzivani v laboratofich a rozsifeni
vyuziti oblasti v 1ékafstvi — testy citlivosti na antibiotika

I kdyzZ je metoda MALDI TOF finan¢n¢€ naro¢nd na poftizeni, jeji rychlost a piesnost
detekce vzorku je nesrovnatelna s ostatnimi metodami. Proto bude do budoucna jeji vyuziti
v laboratofich a jinych podobnych zatfizenich velmi zadané.

Houby nejsou zcela prozkoumany svét i piesto, ze se vyskytuji blizkosti ¢lovéka. Jejich
potencial na uplatnéni v potravinaistvi ¢i Iékafstvi zcela jisté nevyuzivame na plno. Pokus pii
vyuziti kvasinek a baterii dal vzniknout zndmému napoji Kombucha. V1dknité mikromycety se
vyuzivaji pti vyrobé plisnovych syrt ¢i antibiotik a v ¢inské medicing se stale pouziva houba
shiitake.

Houby a kvasinky neodmyslitelné patii do gastronomického prostiedi, které by se bez
nich neobeslo. Jejich frekvence pouzivani v potravinafstvi se v budoucnu jisté nesnizi. Pravé
naopak, s neustalym zhorSovanim Zivotniho prostiedi a se zvysujici se obtiznosti péstovani
plodin, by mohly houby, diky své dostupnosti a jednoduchému zptisobu péstovani, postupné
zaujmout jejich misto. Ale na to je potfeba jeSt€¢ mnoho let vyzkumt, ve kterych bude zcela
jisté velice ndpomocnd metoda MALDI TOF.
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