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ABSTRAKT

Kvasinky rodu Cryptococcus patria medzi bazidiomycéty, ktoré v prirode tvoria Siroka skupinu
s roznym geografickym rozSirenim. Mnohé z nich sa radia medzi T'udské patogény, ktoré
ohrozuju hlavne pacientov so znizenou imunitou. Vdaka velkej rozmanitosti na urovni
poddruhov, vykazuju jednotlivé druhy rodu Cryptococcus odlisné molekularne charakteristiky.
Ich identifikacia je zlozitd, hlavne vdaka pritomnosti polysacharidovej kapsuly, ktora
obklopuje bunku niektorych druhov. Tato praca sa venuje identifikacii druhov vyskytujacich
sa na lukach a v zahradach. 79 vzoriek kvasiniek je podrobenych identifikacii prostrednictvom
metody MALDI-TOF MS. Sucasne s identifikdciou sa uvzoriek sleduje vplyv rdznych
kultivacnych médii na vysledky identifikacie. Ked'ze u mnohych druhov je pritomna kapsula,
dal§im sledovanym parametrom je vplyv metody pripravy vzorky a pouzitej matrice
na identifikaciu. V experimentalnej Casti je na urovni druhu identifikovanych 51 vzoriek
kvasiniek rodu Cryptococcus. Vybrané vzorky su d’alej podrobené stanoveniu charakteristik
prostrednictvom konvencnych mikrobiologickych metdd. Sledovanymi parametrami su
pritomnost ureazy, konStanta radidlneho rastu, citlivost na antimykotikd, fermentacia
a asimilacia cukrov, rast v pritomnosti alkoholov a rast bez pritomnosti vitaminov. Na zaklade
mikrobiologickych vysledkov su vzorky priblizne zaradené do jednotlivych druhov kvasiniek.
Biotypizacia priniesla zaradenie vybranych vzoriek do druhov Filobasidium magnum,
Filobasidium oeirense a Filobasidium wieringae. Dalsie vzorky vykazovali nejednozna¢nu
identifikaciu. Tieto druhy vSak maju rovnaké vlastnosti, takze ich nebolo mozné rozlisit

zvolenymi mikrobiologickymi testami.

KLUCOVE SLOVA
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ABSTRACT

Yeasts of genus Cryptococcus belong to the Basidiomycetes, a wide group with different
geographical sharing in nature. Many of them rank among human pathogens that endanger
immunocompromised patients. Thanks to the big diversity at the level of subspecies, various
species of the genus Cryptococcus show different molecular characteristics. Their identification
is difficult because of the presence of polysaccharide capsule that surrounds the cell of some
species. This work deals with the identification of species occurring in meadows and gardens.
The 79 yeasts samples are identified by MALDI-TOF MS. The influence of different culture
media on the identification results is monitored simultaneously with the identification. Since a
capsule is present in many species, another parameter to be monitored is the influence of the
sample preparation method and the matrix on the identification. 51 samples of yeasts of the
genus Cryptococcus are identified at the species level in the experimental part. Selected samples
are further subjected to the determination of characteristics by conventional microbiological
methods. The determined parameters are the presence of urease, radial growth constant,
susceptibility to antimycotics, fermentation and assimilation of sugars, growth in the presence
of alcohols and growth in the absence of vitamins. The yeast samples are classified into yeast
species based on microbiological results. Biotyping resulted in identification of selected
samples in the species Filobasidium magnum, Filobasidium oeirense and Filobasidium
wieringae. Other samples showed ambiguous identification. As these species have the same

properties, they could not be distinguished by the selected microbiological tests.
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Biotyping, MALDI-TOF MS, the genus of Cryptococcus



SVECOVA, Natalia. Kvasinky polyfyletického rodu Cryptococcus - ich viasmosti a vyskyt

v prirode. Brno, 2020. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/123917.

Diplomova prace. Vysoké udeni technické v Bmé&, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a

spotfebni chemie. Vedouci prace Ing. Hana Schusterova, PhD.

PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som diplomovu pracu vypracovala samostatne a ze vSetky pouzité literarne
zdroje som spravne a Uplne citovala. Diplomova praca je z hl'adiska obsahu majetkom Fakulty
chemické VUT v Brne a moze byt vyuzita ku komerénym tcelom len so sthlasom veduceho

diplomovej prace a dekana FCH VUT.

PODAKOVANIE

Touto cestou d’akujem svojej Skolitelke Ing. Hane Schusterovej, PhD. za jej pomoc, odborné
vedenie a mnozstvo cennych rad a pripomienok, ktoré mi pomohli pri rieSeni tejto diplomovej
prace. Taktiez d’akujem Mgr. Agnes Horvathovej a Mgr. Barbore Stratilovej za ich pomoc,
ochotu a odborné rady. Dakujem aj svojej rodine a priatelom za ich trpezlivost a podporu po&as

celého mgjho studia.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/123917

OBSAH

T UVOD...c ettt ettt et e s ettt et et et et et e et et eaaesaaesaae et s e e nseae b eabeerees 8
2 TEORETICKA CAST ...ttt 9
2.1 Kvasinky rodu CrYPIOCOCCUS ...........cccoovuiiiiiiiiiiiieitientiet et 9
2.1.1 CharaKteriStIKA .......ecveeueereeeeie ettt et s saae st e s e saaeeanas 9

2.1.2 Vyskyt a biotechnologické VYUZItie..........cccoeeivuiiimiiiniiieiiiiec e 10

2.1.3 DIa@NOSHKA ...cueiiiiiiieiiicie ittt 13

2 LA LIEEDA ettt ettt st e er s 14

2.2 Metody identifikacie KvasinIek .........ccooviiiiiiiiiiiiiiii e 14
2.2.1 Mikrobiologicke MetOdy ........coeevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 14

2.2.2 Molekularme mMetOdy ........c.ccooueeieriiniiiiiiiiiiiiiiitie et 19

2.2.3 HMOotnoStna SPEKtrOMETITa ... .couveueeuiiiiiiiiiiiiiiii ittt 20

3 CIELE PRACE ......ooiorieeieee st 26
4 EXPERIMENTALNA CAST ... 27
4.1 Zoznam pouzitych druhov kvasiniek ako Standardov pre biotypizaciu ....................... 27
4.2 Zoznam pouzitych kvasiniek rodu Cryptococcus na identifikaciu..........ccoeveieveennnnne. 27
4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a chemikalil ..........ccoooiiiniiiiii 29
4.3.1 POUZITE PIISIIOJE «eevvevveeieereeeieeiet et et ettt saesaae s st esae s s s 29

4.3.2 Pouzit€ ChemIKAIIE ......eevveeiiiiieiie et 29

4.3.3 PouZité SOftWaroVe PrOQramy ...........ccceeceeeereeiuisieiuessmiuesseseeseeeesensessesssssessssseens 31

4.4 Biotypizacia MALDI-TOF MS ......cccccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
4.4.1 Priprava kultiva€nych medil ........ccocevviiiiiiiiiiiniiiiiiiic 31

4.4.2 Inokulacia a kultivacia kvasiniek..........ccccceeveviiiniiiiiiiiiiiinic e 31

4.4.3 Priprava pouzityCh mMatriC ......ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiciie e 32

4.4.4 OdDEI VZOTKY ..cuviiiiiiiiieeie ettt 32

4.4.5 MetOdy pripravy VZOTIKY......ccccccciiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 32

4.4.6 Nanasanie vzorky na MALDI platniCku .........cccooviiiiiiniiniiiiniiicis 33

4.4.7 Analyza vyextrahovanych proteinov MALDI-TOF MS..........cccccoooiiiiniinnn 33

4.4.8 Spracovanie a vyhodnotenie dat ..o 33

4.5 Mikrobiologické metddy stanovenia jednotlivych charakteristik ...........cccoooveiennne. 34
4.5.1 Zoznam testovanych kultir kvasiniek............cocoovviiiiiiniiiniiis 34

4.5.2 Stanovenie konstanty radialneho rastu.........ccccooviiiininiiniini 35

4.5.3 Stanovenie PritOMNOSH UTCAZY .......ceueeverueeuriieiieiiiiiestiiieseese e sssse s 35

4.5.4 Stanovenie asimilacie a fermentacie CUKIOV .........cccceeceviiiiiiiiiniiiiiiciieeee 36



4.5.5 Stanovenie citlivosti na antimykotiKa .........c.ccoceeviiiiiiiiiiiiiii s 37

4.5.6 Rast bez pritomnosti VItAMINOV .........cccoviiiuiiiiiiiiiinieeienr e 38

4.5.7 Sledovanie rastu v pritomnosti alkoholov..........ccccooiviiiinii e 38

5 VYSLEDKY A DISKUSIA .....oviiieiiiieiesieeesetee e sssses et saeseseseses s ssssaces 40
5.1 Biotypizacia MALDI-TOF MS ......cccciviiiiiiiiiiiiciiiie s 40
5.1.1 Vplyv kultiva€ného meédia ..........ccouiinimininiiiiiiiiee e 42

5.1.2 Vplyv metody pripravy VZOTKY ......cooooviiiiiiiiiiiiiiiieiiee e A+

5.1.3 TaxonomicCke Zaradenie ...........ccueerueeriiieniieeiecieetie et eas e raesaae e 46

5.2 Mikrobiologické stanovenie jednotlivych charakteristik kvasiniek..............c.cocoeennc. 47
5.2.1 Stanovenie kons$tanty radialneho rastu..........ccccooevviiiiiiiiiiniinii e 47

5.2.2 Stanovenie PritOMNOSHL UTCAZY .......c.cevevueruiruirririieienteiieesiseesessesseseesse s s 49

5.2.3 Stanovenie asimilacie a fermentacie CUKIOV ..........coccuiviiiiiiiiiiinienie s 50

5.2.4 Stanovenie citlivosti na antimykotiKa ...........ccocevviiniiiiiiiiiiiii s 51

5.2.5 Rast bez pritomnosti VItAMINOV ........cccevuiiiiiiiiiiiiiiiiient e 53

5.2.6 Sledovanie rastu v pritomnosti alkoholov..........ccccviiiiiniiniiiiis 53

6 ZAVER ......ooiooooeeeeeseeees oo 55
7 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY ...occorrimrireineieeneinesisssssssssss s sssssssssssses 58
8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV .....cocooieieiieineiniiceneinniceseieiaceean. 72



1 UVOD

V roku 1854 izolovali dvaja nemecki lekari Otto Busse a Abraham Buschke kvasinky podobné
Saccharomyces z granulomu holennej kosti svojej pacientky [1; 2]. Neskor v tom istom roku
izoloval tieto kvasinky, z fermentujucej broskyniovej §tavy a tura domaceho, taliansky lekar
a vedec Francesco Sanfelice, ktory ich nazval Saccharomyces neoformans a Saccharomyces
lithogenes [3]. Definitivne boli pomenované v roku 1901 francuzskym patolégom Jean Paul
Vuilleminom. Busseho a Buschkeho kvasinky klasifikoval ako Cryptococcus hominus
a Sanfeliceho Cryptococcus neoformans a Cryptococcus lithogenes [4]. Od zaciatku
20. storoCia sa pocet klinickych objavov kvasiniek roku Cryptococcus neustale zvySoval.
Nazov Cryptococcus pochadza z gréckeho slova kryptos, ktoré v preklade znamena , skryté®,
¢o naznacuje nepritomnost endospér u tohto rodu kvasiniek. Tieto kvasinky maju Siroky
geograficky vyskyt, ¢o umoznilo vyvin druhov s rozdielnymi genetickymi charakteristikami.
Nepatogénne druhy sa Casto vyskytuja na lukach a zdhradach. Patogénne druhy kvasiniek,
medzi ktoré patria Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatti a iné, boli najdené vo vtaCom
truse, ¢i na eukalyptovych listoch. Vacsina kvasiniek rodu Cryptococcus sa vyznacuje tvorbou
polysacharidovej kapsuly, ktora bunku chrani a zaroven je dolezitym virulentnym faktorom

pri prepuknuti infekcie.

Patogénne druhy rodu Crypfococcus st pdvodcami ochorenia kryptokokdzy, ktoré
najCastejSie napada plica acentralny nervovy systém. Diagnostika je sprevadzana

mikrobiologickym vySetrenim a Casto je kombinovana s inymi druhmi stanovenia.

Klasické mikrobiologické metoédy identifikacie kvasiniek zahfiiaji stanovenie
fyziologickych a morfologickych vlastnosti. Tieto metody identifikacie su vSak casto
nedostatocné, hlavne kvoli podobnosti jednotlivych druhov. Preto su dnes na identifikaciu
kvasiniek vyuzivané hlavne metody molekularnej bioldgie, ktorej zaklady polozili Americania
Cletus P. Kurtzman aJack W. Fell. Vroku 1998 sa stali editormi 4. edicie knihy
The Yeasts: A Taxonomic Study, ktora zahriia kompletni klasifikaciu kvasiniek. Z metod
molekularnej biologie dnes prevlada metoda vyuzivajuca polymerazovu retazovu reakciu,
avSak toto stanovenie je financne naro¢né. V poslednych rokoch sa ako d’al§ie druhy stanovenia
kvasiniek rozvinuli metédy hmotnostnej spektrometrie. Z tychto metod sa rozsirila hlavne
metéda MALDI-TOF MS, ktoré je rychla, lacna a ma dobré detekéné limity. Preto je Casto

vyuzivana aj pri komplikovanejsich stanoveniach.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky rodu Cryptococcus
Rod Cryptococcus sa vyznacuje velkou rozmanitostou na arovni poddruhov, z ktorych kazdy
je geneticky rozdielny a vytvara odliSné molekularne typy. Medzi hlavné dovody tychto

odlisnosti patria rozna geograficka distribucia druhov a odlisné molekularne charakteristiky.

2.1.1 Charakteristika

Dnes je zname, ze kvasinky polyfyletického rodu Cryptococcus su eukaryotické organizmy,
ktoré patria do riSe Fungi, oddelenia Basidiomycota, triedy Tremellomycetes aradu
Tremellales [5]. Velkost' ich buniek, Struktura a vlastnosti variruju v zavislosti od hostitel’a.
Kol6nie na pevnom médiu moézu mat’ bielu, bézova alebo zltohnedu farbu. Niektoré druhy
produkuju Cervené, oranzové, zlté alebo tmavohnedé pigmenty, textira kolonii je od maslove;j
po hlienoviti [5]. Vo vSeobecnosti sa tento rod kvasiniek vyznacuje okrahlymi bunkami
s vel'kost'ou 5—7 pum, ktorych bunkova stena pozostava z chitinu (ktory je zdkladnou stavebnou
zlozkou bunkovej steny), betaglukanov (ktoré poskytuju Strukturalnu integritu), porov
(umoziujucich pohyb doélezitych molekul a transportnych vezikal), melaninu (ktory chrani
bunku pred oxidacnym stresom) a proteinov, ktoré maju rozne bunkové funkcie (Obrazok 1)

[6;7; 8].
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Obrdzok 1: Bunka Cryptococcus neoformans [9].



Pre tento rod kvasiniek je charakteristickd tvorba Sirokej mukopolysacharidovej
kapsuly —hlavne u druhov Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gattii [10].
Polysacharidové kapsule sa vyskytuji bezne u baktérii, pre kvasinky vSak nie su typické.
Vynimku tvori rod Cryptococcus a Rhodotorula [11]. Struktara polysacharidovej kapsuly je
popisana najpodrobnejSie pre rod Cryptococcus neoformans. Sklada sa hlavne
z glukuronoxylomananu (GXM), ktory pozostava z kyseliny glukurénovej, xyloézy, manozy
amodze taktiez obsahovat O-acetylové skupiny. Dalsimi zlozkami kapsuly st
galaktoxylomanan (GalXM) a manoproteiny [12; 13]. Kapsula je vel'mi ddlezita pre bunku,

pretoze ju chrani pred fagocytdzou a je hlavanym virulentnym faktorom pri chorobe a infekcii.

Medzi dalSie charakteristiky kvasiniek rodu Cryptococcus patri tvorba tzv. titdnovych
buniek. St to bunky, ktoré maja priemer vacsi ako 12 pm (bez kapsule) [14]. Vd'aka vysoko
zosiet ovanej kapsule a zosilnenej bunkovej stene takéto bunky odolavaju fagocytoze a zaroven

pred flou ochranuju aj mensie bunky v ich okoli [15].

Rod Cryptococcus sa rozmnozuje zvacSa nepohlavne multilateralnym, pripadne polarnym
enteroblastickym pucanim a moze tvorit’ pravé hyfy alebo pseudohyfy. Pri druhoch tvoriacich
pravé hyfy maju septa dolipory s parentozOmami alebo bez nich. Artrokonidie ani
balistokonidie nie s tvorené. Tento typ rozmnozovania sa vyskytuje hlavne u druhov, ktoré
maju 'udského hostitel’a [S]. Pri pohlavnom rozmnozovani dochadza k fuzii dvoch haploidnych
buniek, ¢im vznikne dvojjadrova hyfa. Na konci hyfy sa tvori bazidium, ktoré produkuje
bazidiospory [16]. Tento typ rozmnozovania zvysuje geneticka diverzitu a tym aj potencialnu

virulenciu [17].

Vsetky zname druhy utilizuju D-glukuronat a vacSina kmefiov syntetizuje extracelularne
polysacharidy podobné skrobu. Kmene, ktoré neprodukuju Skrob, utilizuju myo-inozitol
a D- glukuronat, ¢im sa odliSuju od druhov rodu Rhodotorula. Schopnost fermentovat cukry
u rodu Cryptococcus nie je pritomna. Testy na uredzu a diazéoniovu modra B (DBB), ktorymi
je mozné rozlisit askomycéty od basiomycét, su pozitivne v pripade bazidiomycét. V roku 2011

bolo znamych 70 druhov rodu Cryptococcus s rdznym geografickym vyskytom [5].

2.1.2 Vyskyt a biotechnologické vyuzitie

Kvasinky rodu Cryptococcus sa vSeobecne vyskytuju ako saprofyty v pdde, prachu
a na roznych rastlinach, no ¢asto ich je mozné ngjst’ aj v traviacom trakte teplokrvnych zvierat
[18]. Medzi druhy vyskytujice sa v pdde patria napriklad Cryptococcus albidus (Naganishia

albida), C. diffiuens (Naganishia diffluens) a C. terreus (Solicoccozyma terrea). Tieto kvasinky

10



su opuzdrené a ako zdroj dusika vyuzivaji dusi¢nany pritomné v pdde [19]. Podl'a Di Menna
mozu tieto kvasinky vd'aka pritomnej kapsule pril'nat na povrch ¢lankonozcov a Cervov, a tak
sa §irit’ pddou. C. albidus patri medzi patogénne kvasinky a je vyuzivana v pol'nohospodarstve.
Pouziva sa ako biologicky kontrolny agens proti plesniam citrusov a jadrového ovocia [5].
Medzi d’alSie kapsulovité pddne saprofyty patri druh C. wieringae (Filobasidium wieringae),
ktory bol povodne identifikovany ako C. albidus (Naganishia albida). Od C. albidus sa odliSuje
schopnostou utilizovat’ galaktozu alebo galaktitol. Dalsimi druhmi, ktoré boli najdené v pode
su C. aerius (Solicoccozyma aeria), C. terricola (Solicoccozyma terricola) a C. podzolicus
(Saitozyma podzolica) [20]. Na rozdiel od ostatnych pddnych saprofytov, bunka C. aerius nie
je obalend kapsulou. Vd’aka produkcii enzymu amylaza, ktory Stiepi Skrob, ma tento druh
kvasiniek biotechnologicky potencial [5]. V 2005 zistil Shafiee a kol., ze schopnost’ tychto
kvasiniek Stiepit’ skrob sa zvySuje, ked’ su tieto kvasinky kultivované spolu so Saccharomyces
cerevisiae [21]. Biotechnologické vyuzitie ma taktiez druh C. ferricola. Tieto kvasinky su
schopné priamo asimilovat’ §krob ako zdroj uhlika a produkuju vybrané mastné kyseliny, ktoré
mozu byt d’alej pouzité na vyrobu biopaliv [22]. C. podzolicus sa od inych druhov kvasiniek
rodu Cryptococcus odliuje pretiahnutym tvarom svojich buniek. Vyznacuje sa schopnostou
utilizovat aromatické zlaCeniny, akymi su galat, gentizat alebo katechol [23].
Z biotechnologického hladiska vykazuje epoxid—hydrolazova aktivitu, ktorda moéze mat

uplatnenie pri biotransformaciach pocas vyroby epoxidov [24].

Dalsie druhy sa vyskytuji na nadzemnych ¢astiach rastlin- na kvetoch, & listoch a asto st
asociované s odumierajucimi Castami rastlin [20]. Medzi tieto druhy patri C. carnescens
(Vishniacozyma carnescens), C. laurentii (Papiliotrema laurentii), C. flavescens (Papiliotrema
flavescens), C. magnus (Filobasidium magnum) a C. oeirensis (Filobasidium oeirense) [25].
C. carnescens je druh, ktory ma rovnaké fyziologické vlastnosti, ako C. laurentii. Odlisuja
sa v§ak schopnostou asimilovat etanol a kreatinin [5]. C. laurentii patri medzi patogénne
druhy. V pol'nohospodarstve je vyuzivany ako antagonista rastu plesni na skladovanom ovoci
[26]. Druhy C. magnus a C. oeirensis maju rovnaké mikrobiologické vlastnosti a na ich
odlisenie sa vyuzivaju metody sekvenacie genomu. Biotechnologické vyuzitie kvasiniek rodu
C. magnus nie je uplne preskimané. C. magnus je schopny hydrolyzovat kazein,

karboxymetylcelulozu alebo kyselinu polygalakturénovu [25].

Z dnes znamych druhov kvasiniek rodu Cryptococcus sa len niekol'ko radi medzi ludské
patogény. Tie vyvolavaju ochorenie kryptokokédzy. Okrem uvedenych C. albidus a C. laurentii,

patri medzi oportunisticky patogén, ohrozujuci imunokompromitovanych pacientov, druh
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C. neoformans. Tento patogén infikuje ro¢ne viac ako 1 milién pacientov s AIDS, ktori
zomieraju v priebehu niekol’kych mesiacov po stanoveni diagnézy [27]. Vo vyspelych
krajinach sa vyskyt tohto patogénu znizil zavedenim antiretrovirusovej terapie. Hlavnym
problémom ostava jeho vyskyt v rozvojovych krajinach, akymi su Subsaharska Afrika, Azia,
¢i Pacifik [28]. Vyraznejsi geograficky dopad ma patogén C. gattii, ktory patri medzi povodcov
endemickych mykéz [29]. Najcastejsie sa vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastiach,
akymi su Australia a Papua Nova Guinea, avSak si zname pripady aj zo zapadného pobrezia
Kanady a USA (Obrazok 2) [30].
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Obrdzok 2: Rozsirenie kryptokokovej infekcie [13].

Prenos infekcie z ¢loveka na ¢loveka, ako aj z teplokrvnych zvierat na Cloveka je velmi
zriedkavy [31; 32]. NajcastejSim zdrojom infekcie je prostredie. Primarnym zdrojom C. gattii
st stromy — eukalyptus, Gerveny céder a iné [33; 34]. Dal§im zdrojom infekcie su poda, voda
a vzduch v endemickych oblastiach, akymi si Australia, Novy Zéland, Papua Nova Guinea,
Severna a Stredna Amerika a Casti Juznej Ameriky [30; 31; 32; 33; 34]. V Europe bol C. gartii
prvykrat detekovany v povodi Stredozemného mora na stromoch olivovnika a eukalyptu [35].
C. neoformans je rozsireny po celom svete a primarnym zdrojom nakazy je holubi trus, ako aj

exkrementy hmyzu [36].
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2.1.3 Diagnostika

Diagnostika kryptokokozy zavisi od mnohych faktorov. Medzi inymi napriklad od detekcie
samotného mikroorganizmu alebo polysacharidu GMX pritomného v sére alebo
v cerebrospinalnej tekutine. Tento polysacharid je uvolfiovany z kapsuly kryptokoka [37].
Diagnoza si zvyCajne vyzaduje kombinaciu mikrobiologickych a radiografickych vySetreni.
Mikrobiologické vySetrenie je pre urCenie diagnozy klucové, pricom dolezité je aj
radiografické zobrazenie pluc, ktoré modze v diferencidlnej diagnostike spolu s priznakmi
potvrdit kryptokokovu infekciu [38]. Pri mikrobiologickom vySetreni moze byt patogén
identifikovany prostrednictvom priameho nativneho preparatu; preparatu, v ktorom su
farbenim zvyraznené kapsule alebo imunofluorescenénym farbenim. AvsSak tato metdda

nedokaze rozlisit’ zivotaschopné a odumreté bunky (Obrazok 3) [29].

Obrizok 3: Bunky Cryptococcus vizualizované tusovym farbenim. Sipky zobrazujii kapsulu bunky
[38].

Pacient moze byt vySetreny aj prostrednictvom sérologického vySetrenia. V tomto vySetreni
ide o detekciu kryptokokového polysacharidového antigénu v telesnych tekutinach a moze byt
prevedené rdznymi imunologickymi metddami [39; 40]. Najbeznejsie je pouzitie komeréného
testu, ktory vyuziva na detekciu latexovu aglutinacnt techniku. Detekovany je GXM a test
vyuziva Castice potiahnuté anti—-GXM monoklonalnymi protilatkami. Ak dojde k reakcii medzi

znaCenymi Casticami a GXM, test je pozitivny. Aktivna infekcia v§ak musi byt este potvrdena
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mikrobiologickym stanovenim [41]. V poslednych rokoch sa rozmohlo pouzivanie testu
zalozeného na lateralnej prietokove; imunochromatografii, pretoze je tento test lacnejsi
a citlivej8i, ako skorsie sérologické testy [37]. Ak su vySSie uvedené testy negativne, avsSak
klinické podozrenie stale pretrvava, je potrebné zvazit d’alSie diagnostické testovanie. Tym
moze byt napriklad biopsia plticneho tkaniva s naslednym mikrobiologickym stanovenim,
ktoré zahriia kultivacné vySetrenie a vySetrenie metabolickych vlastnosti [38]. Je vel'mi dolezité

diagnostikovat typ infekcie, pretoze od neho sa odvija druh liecby.

2.14 Liecba
Antimykoticka lieCba nie je potrebnd u vsetkych pacientov. Niektori pacienti, ktori maju
minimalne mnozstvo kryptokokovych plucnych uzlin a si asymptoticki, nepotrebuju liecbu.

Naopak u imunokompromitovanych pacientov s pl'ucnou infekciou je liecba ziaduca [42].

Infekcie vyvolané patogénom C. neoformans sa lieCené rdozne. Imunokompromitovanych
pacientov, u ktorych bola zistena kryptokokova pneumonia, je mozné lieCit iba pomocou
antimykotika fluconazol. Najskor vSak musi byt vylucené preniknutie patogénu do centralneho
nervového systému (CNS) [42; 43]. V pripade plicnej infekcie spojenej s infekciou CNS je
potrebnad agresivnejSia lieCba, ktorej sucastou je intravendzne podavanie deoxycholatu
amfotericinu B s intraven6znym alebo peroralnym podéavanim flucytozinu. Po tejto lieCbe
nasleduje terapia fluconazolom, ktory ma minimalnu toxicitu a vybornu penetraciu do CNS.
U imunokompetentnych pacientov s miernou plucnou infekciou je zakladom lieCby denné
uzivanie fluconazolu. Pri rozsiahlejSich infekciach sa klieCbe pridava amfotericin B

a flucytozin [42; 43].

Liecba miernych infekcii vyvolanych C. gattii je rovnaka, ako lieCba miernych infekcii
vyvolanych C. neoformans. Zavaznejsie infekcie su lieCené rovnakymi terapeutikami, ako
infekcie vyvolané C. neoformans, avSak je odporucana dlhSia doba terapie. V poslednych
rokoch patri medzi hlavné komplikacie, spojené slieCbou, rezistencia patogénov voci
kI'iCovym antimykotikam. Ako alternativne terapeutikd su dnes vyuzivané antimykotika

itrakonazol a voriconazol [43].

2.2 Metody identifikacie kvasiniek
2.2.1 Mikrobiologické metody

Mikrobiologické metddy vyuzivaju stanovenie na zaklade fyziologickych, morfologickych a
biochemickych vlastnosti. Medzi tieto vlastnosti patria vel'kost' a tvar bunky, sporulécia,

zlozenie buniek, antigenicita, biochemické aktivita a citlivost na antimikrobidlne cinidl4.

14



Stanovenie Casto zavisi od pouzitych médii a rastovych podmienok. Zahfiia reakcie na rozne
chemikalie alebo rozne biochemické markery, ¢o predstavuje urcité nevyhody pri dosahovani

opakovatel'nej a reprodukovatelnej identifikacie [44].

Stanovenie na zdaklade vel’kosti a tvaru buniek
Kvasinky sa vyznacuju bunkami s velkostou 5-8 um, ktoré tvoria zriedka filamenty. Mozu
vytvarat’ rozne typy kolonii, ktoré sa liSia svojim tvarom, vel'kostou, ako aj svojim profilom.
Zéakladnym tvarom, ktoré bunky vytvaraji, je rotacny elipsoid. Bunky taktiez mézu byt

elipsovité, ovalne, valcovité, citronovité, vlaknité a iné (Obrazok 4) [5; 45].

conadd g

Obrdzok 4: Tvary kvasinkovych buniek: a) gulovity, b) elipsoidny, c) citronovity, d) ogivalny,
e) flaskovity, f) pretiahnuty, g) vidknity [45].

Na tvar buniek vplyva sposob vegetativneho rozmnozovania, no ¢asto je zavisly aj od druhu
alebo kmeria. Morfologiu buniek do znacnej miery urcuje okolité prostredie [5; 45]. Vzhl'ad
kolonii na pevnom médiu je druhovo a rodovo Specificky a méze byt popisany z niekol'kych
hl'adisk. Vacsina druhov ma hladky povrch kolénii, ktory je podobny povrchu vacsiny baktérii.
Pozorovany moze byt aj slizovity alebo drsny povrch [45]. Medzi d'alSie charakteristiky patri

tvar a ryhovanie okraju kolonii, ktoré su zhrnuté na Obrazku 5 [45].

©@O®DDDDB
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Obrdzok 5: Tvar okrajov a ryhovanie povrchu kvasinkovych kolonii: a) centrdalne ryhovanie,
b) radidlne ryhovanie, c) celistvy okraj, d) zvineny okraj, e) pilovity okraj, f) cipovity okraj,
g) korienkovy okraj [45] .

Pri priereze kolonii sledujeme rozne tvary, ktoré st zhrnuté na Obrazku 6 [46]. Dalsou

zékladnou vlastnostou kvasinkovej kultary je pigmentacia. Farbu buniek moézeme sledovat
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pocas rastu obrovskych kolonii — krémova (S. cerevisiae), biela (Geotrichum candidum), Cierna
(Aureobasidium pullulans), ruzova (Phaffia rhodozyma), Cervend (Rhodotorula rubra),
oranzova (Rhodosporidium) a zlta (Cryptococcus laurentii). Pigmenty niektorych kvasiniek
maju biotechnologické vyuzitie — napriklad astaxantin z P. rhodozyma je vyuzivany ako

doplnok vyzivy pri chove lososov [47].

{ —

d

i

Obrazok 6: Typy profilov kvasinkovych kolonii: a) hladky, b) hladky s vyvySenym stredom, c) hladky
kraterovity, d) plochy, e) kraterovity s kuceravym stredom, f) kuceravy vyvyseny, g) kuceravy plochy,
h) korienkovy s pseudomycéliom [46].

Stanovenie konstanty radidlneho rastu
Dalsim spdsobom identifikacie kvasiniek je ich odlienie na zaklade roznej rychlosti rastu
na tuhom médiu, ktori udava konstanta radialneho rastu. Ta je mozné zistit' sledovanim
pozdizneho rastu, pri¢om je zaznamenavany priemer kvasinkovej kultary. Konstanta radialneho
rastu je nasledne vypocitand podl'a nasledujuceho vzorca (1). Pri tomto stanoveni je dolezité,

aby vzorka pocas celého sledovania nebola kontaminovana.

[(ry = 19)] - 100(mm /100 hod) (1)

1t — priemer kultary po 21 dioch, ro — priemer kultiry na zaciatku stanovenia
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Stanovenie pritomnosti uredzy
Mocovina je dusikova zlucenina, ktora je produkovana pocas dekarboxylacie aminokyseliny
argininu v moc¢ovinovom cykle. Vd’aka svojej enzymatickej aktivite, je pre l'udské bunky
vysoko toxicka. Je rozpustna vo vode a vd’aka tomu je z tela vylu€ovana oblickami ako stcast’
mocu. Pomocou uredazového testu sa stanovuje schopnost’ organizmu Stiepit mocovinu
prostrednictvom intracelularneho enzymu uredzy. Mocovina je produkt dekarboxylacie
aminokyselin a jej hydrolyzou vznikd amoniak a karbamat, ktory sa nasledne rozklada
na kyselinu uhli¢itd a druht molekulu amoniaku [5]. Vznikajuci amoniak alkalizuje médium
a zvySenie pH je detekované farebnou zmenou indikatora fenolovej Cervene zo svetlooranzove;j

(pH 6,8) na ruzovu (pH 8,1) (2) [48].

Ureaza
(NH,),CO + 2H,0 ——™ CO, + H,0 + 2NH;

2
Mocovina Voda Oxid uhli¢ity  Voda Amoniak 2)

V spojeni so stanovenim morfologickych vlastnosti, je ureazovy test vyuzivany na odlisenie
niektorych vyznamnych rodov kvasiniek od ostatnych rodov — rodov Cryptococcus,
Trichosporon amenSe] miere aj rodu Rhodotorula [49]. Tieto rody kvasiniek vykazuju
pozitivihu zmenu. Naopak u askomycétnych kvasiniek, ako su rody Candida a Saccharomyces,

je ureazovy test negativny [5].

Stanovenie asimildcie a fermentdcie cukrov
Tento test je nazyvany auxanogram a stanovuje schopnost’ kvasiniek vyuzivat’ karbohydraty
ako jediny zdroj uhlika, pripadne zdroje dusika. V tomto teste je sledovany rast
mikroorganizmov, ktory je kvantitativnym a kvalitativnym ukazovatel'om aerdébneho vyuzitia
uhlika ako jediného zdroja metabolického procesu [50]. Ako zdroje uhlika mézu byt vyuzité

glukoza, sacharoza, maltoza, laktoza, celuloza, rafinoza, trehaloza, a iné [51].

Je mnoho technik pouzivanych na toto stanovenie. Jednou z moznosti je vyuzitie konvencnej
Wickerhamovej bujonovej techniky [52]. Pri tomto stanoveni je kultura kvasiniek, ktora bola
predtym zbavena zivin, naoCkovana na Wickerhamovo tekuté médium. Rast je sledovany
po dobu 48 hodin a merany na zaklade zakalenia roztoku. Casto sa pri tomto stanoveni
preockovavaju kvasinkové kultary zo zivného média, preto je potrebné porovnat vzorky
s negativnou kontrolou, aby sa predislo skreslenym vysledkom. Tuto techniku uz v sucasnosti
nahradili pokrocilejSie metddy, pretoze vacsina Wickerhamovych médii nie je komercne
dostupna a ich priprava je &asovo naroéna [53; 54]. Dalsia technika vyuZiva sikmy agar a ako

indikator bromkrezolovi modra. Ak mikroorganizmus dany cukor vyuzije, dochadza

17



k produkecii kyselin, ktoré menia pH prostredia v dosledku ¢oho dochadza k zafarbeniu pody
[55]. PokrocilejSou a praktickejsou technickou je auxanografickd metoda (Dye Pour-Plate
Auxanogram, DPPA), ktorou je mozné sledovat’ asimilaciu 14 cukrov v kvasinkach naraz
na jednej platni namiesto viacerych skuimaviek. Pri tejto metdde st kvasinky nanasané
na Petriho misku a v médiu je dany sacharid, alebo je suspenzia kvasinky vliata do média
v sterilnom prostredi a nasledne su na agar umiestnené papierové disky napustené danym
sacharidom (s koncentraciou 10%). K lepsej interpretacii vysledkov sa pouziva pH indikator

[54].

FermentaCny test je nazyvany zymogram aje zaloZzeny na sledovani produkcie plynov
vznikajucich pri fermentacii sacharidov prostrednictvom kvasiniek. Proces fermentacie je
zékladny metabolicky spdsob ziskavania energie. Glukéza je v glykolyze postupne
metabolizovana na pyruvat, ktory kvasinky pri anaerobnych podmienkach premieriaju na etanol
v procese etanolového kvasenia za si¢asného vzniku CO2 [56]. Na detekciu vznikajiceho oxidu
uhlicitého sa najcastejSie vyuziva Durhamova plynova skiimavka, ktora obsahuje roztok
sacharidu s koncentraciou 2% [5]. Pouzité zakladné médium, v ktorom st rozpustené
fermentované sacharidy, musi obsahovat’ dostato¢né mnozstvo zivin. Tieto ziviny su dolezité
hlavne pre syntézu enzymov zapojenych do transportu a hydrolyzy karbohydratov. Zakladné
médium taktiez nesmie obsahovat stopy fermentujucich cukrov z dovodu eliminacie falosne

pozitivnych vysledkov [5].

Stanovenie citlivosti na antimykotika
Stanovenie citlivosti na antimykotika patri medzi zakladné mikrobiologické metddy
stanovenia. Toto stanovenie je dolezité hlavne pre urCenie spravnej lieCby danej infekcie. Vyber
antimykotika zavisi od druhu kvasiniek. Casto vyuZivanou latkou pri stanoveni je antibiotikum
actidion, nazyvané taktiez cykloheximid. Cykloheximid je jediné antibiotikum, ktorého
spektrum aktivity zahriia aj urcité druhy kvasiniek [57]. Je produkované baktériou Streptomyces
griseus amechanizmus ucCinku zahfria inhibiciu syntézy bielkovin prostrednictvom
imobilizacie ribozoémov pri elongacii translacie [58; 59]. V tejto praci su d'alej vyuzivané
antimykotika fluconazol a voriconazol. Fluconazol je fluér substituované bis-triazolové
antimykotikum, ktoré je selektivny inhibitor enzymu lanosterol 14-o-demetylaza zavislého
od cytochromu P450. Za norméalnych podmienok tento enzym katalyzuje premenu lanosterolu
na ergosterol, ktory je potrebny na syntézu bunkovej steny. Volny atom dusika, ktory sa
nachadza na azolovom kruhu fluconazolu, sa viaze na jediny atom zeleza, ktory sa nachadza

v hemovej skupine enzymu lanosterol 14-o-demetylaza. Nasledkom inhibicie je zastavenie
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biosyntézy ergosterolu, ktoré vedie k hromadeniu metylovanych sterolov v membrane, ¢o
zastavuje rast hub [60]. Nahromadené steroly maju tiez negativny vplyv na Struktaru a funkciu
plazmatickej membrany buniek hub [61]. Voriconazol je triazolové antimykotikum, ktoré ma
podobnu struktaru ako fluconazol. Hlavnym rozdielom medzi tymito dvoma antimykotikami
je, ze voriconazol obsahuje vo svojej Strukture triazolovu skupinu a fluconazol

fludrpyrimidinovu skupinu [62].

Sledovanie rastu bez pritomnosti vitaminov
Test sledovania rastu bez vitaminov je vyuzivany na klasifikaciu kvasiniek podla narokov
na vyzivu. Prototrofny kmen kvasiniek si dokaze vyprodukovat’ vSetky potrebné vitaminy a iné
rastové faktory potrebné pre rast. Naopak auxotrofny kmen kvasiniek je zavisly na rastovych
faktoroch dodanych do média [5]. Stanovenie poziadaviek na vitaminy je zalozené
na schopnosti kvasiniek rast’ v kompletnom mineralnom médiu bez pritomnosti vitaminov. Test
spociva v naockovani kultiry do skiumavky s minimalnym médiom. V tomto médiu pocas
prvého tyzdia este kvasinky dokazu rast vd’aka bunkovym zasobam. Nasledne na konci prvého
tyzdna sa kvasinkova suspenzia preockovava do druhej skimavky s minimalnym médiom

a sleduje sa rast kvasinkovej kultary d’al$i tyzden [5].

2.2.2 Molekularne metody

V stcasnosti najrozsirenejSou molekularnou technikou identifikacie kvasiniek je metdda
vyuzivajica polymerazovu retazovu reakciu (PCR). Jej principom je in vitro amplifikacia
Specifickej sekvencie DNA pomocou DNA polymerazy. Amplifikacia je zalozena na replikéacii
dvojretazcového templatu DNA a je rozdelend do troch faz: denaturacnej fazy, hybridizacne;j
fazy sprimermi aelongacnej fazy [63]. Denaturacia dvoch retazcov DNA prebieha
pri denaturacnej teplote 94 °C. Po denaturacii prvych molekul pokracuje reakcia hybridiza¢nou
fazou, v ktorej na rozpletené retazce DNA nasadaju primery (kratke jednovlaknové sekvencie
DNA komplementarne s templatom) a syntetizuju sa nové molekuly. Hybridizacia prebieha
pri teplote 40 a 70 °C. Elongéacia prebieha pri 72 °C. Téato teplota je dolezita, pretoze umoziiuje
spravne fungovanie termostabilneg DNA polymerazy. Tento enzym pripaja nukleotidy
k 3’koncu primeru, ¢im je syntetizované nové komplementarne vlakno DNA. Cela PCR reakcia
je rychla a trva niekol'ko hodin [64]. Produkt PCR je nésledne detekovany d’al§imi metodami,
pricom najjednoduchsou a najpouzivanejsou je gélova elektroforéza. Tato metdda oddeluje

DNA produkty na zaklade velkosti a naboja [65].
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2.2.3 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (Mass spectrometry, MS) je analyticka metoda zalozena
na generovani i6nov z anorganickych alebo organickych zli€enin aich naslednej separacii
na zaklade pomeru hmotnosti k naboju (mass-to-charge ratio, m/z) [66]. Vd'aka pomeru m/z
arelativnemu zastipeniu mozeme zistovat' kvalitativne a kvantitativne vlastnosti vzoriek.
Metoda sa vyuziva napriklad na zistovanie chemickej Struktary latok, zlozenie latok alebo ich
identifikaciu. Z fyzikalneho hladiska spociva tato metoda v interakcii i6nov s elektrickym
a magnetickym pol'om, avSak v suCasnosti je vdaka preletovému analyzatoru (time-of-flight,
TOF) mozna separacia ionov aj v oblasti bez pol'a. Limitujacim faktorom je, ze i6bny musia mat’

pri vstupne do analyzatora dobre definovanu kineticku energiu [67].

Hmotnostny spektrometer pozostava zionového zdroja, hmotnostného analyzatora,
detektora a datasystému, ktory spracovava signal z detektora. Pristroj taktiez obsahuje vakuovy

systém, ktory zabezpecCuje dostato¢né vakuum v hmotnostnom spektrometri (Obrazok 7) [67].

vstup
vzorky

16novy hmotnostny detakitse
zdroj analyzator

atmosféra/
vakuum I vysoké vakuum I

datasystém

i

Obrazok 7: Zdkladné usporiadanie hmotnostného spektrometra [67].

Metody ionizdcie
V i6novom zdroji dochadza k 16nizacii analytu a prevodu vzorky do plynnej fazy. Analyt moze
byt ionizovany rdéznymi spdsobmi, avSak vSeobecne sa ionizacné techniky delia na mékké a
tvrdé. Toto rozdelenie suvisi s mnozstvom dodanej energie pri ionizacii. Pri mikkych
ionizanych technikéach je dodany prebytok energie maly, preto je mala aj pravdepodobnost
fragmentacie. Tvrdé ionizacné techniky sa vyznacuji dodanym prebytkom energie, ktory je
postacujuci k rozsiahlej fragmentacii primarneho 16nu [68]. Tvrdou ioniza¢nou technikou je
elektronova ionizacia, pri ktorej prechadza 1G¢ urychlenych elektronov vzorkou a zraza sa
s neutralnymi molekulami analytu, priCom dochadza k vzniku kladne nabitych i6nov alebo
fragmentov (menSich nabitych alebo nenabitych Casti). Pouziva sa na prchavé vzorky, ktoré nie

su citlivé na teplo a maju nizku molekulovi hmotnost'. Je to jedna z najstarsich metod ionizécie
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a jej vyhodou je moznost’ tvorby kniznic spektier [69; 70]. Pre rovnaky typ vzoriek sa vyuziva
aj chemicka ionizacia, ktora patri medzi mikké ioniza¢né techniky. Pozostava z dvoch
krokov: v prvom dochédza k interakcii elektronov s reakénym plynom a v druhom k ionizacii
molekul analytu produktami ionizacie reakéného plynu. Oproti elektronovej ionizacie, pri tejto
technike nedochadza k rozsiahlej fragmentacii, dochadza vSak k vzniku kvazimolekularnych
ionov [M+H]*. Jej nevyhodou je nemoznost’ tvorby kniznic spektier [70]. Medzi d’alSie mékké
ioniza¢né techniky patri ionizacia elektrosprejom (ESI), pri ktorej su io6ny prevadzané
z kvapalnej do plynnej fazy. Spolu stechnikou MALDI (Matrix-assisted laser
desorption/ionization, desorpéna ionizicia laserom za ucasti matrice) je vyuzivana hlavne
na analyzu biologickych vzoriek [71; 72]. Pri ionizacii elektrosprejom je rozpusteny analyt
privadzany kapilarou, ktord je vystavena silnému elektrickému pol'u. Po rozpraseni nabitych
kvapiek vzorky dochadza postupne k odparovaniu rozpustadla, ¢im sa zvySuje hustota
povrchového napitia na kvapkach. Po dosiahnuti Rayleigho limitu dochadza ku Coulombicke;j
explozii, rozpadu kvapky na mensie nabité kvapocky. Opakovanim procesu st uvoliiované

kvazimolekularne 16ny (Obrazok 8) [69; 70].
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Obrdzok 8: Schéma ionizacie elektrosprejom [73].

Dalsou mékkou ionizatnou technikou pouzivanou na biologické molekuly je MALDI. Pocas
tejto metody je analyt rozpusteny v roztoku matrice, ktorej sucastou je chromofor, ktory
absorbuje fotony len pri urditej vinovej dizke lasera. Malé mnoZstvo tejto matrice sa umiestni
na platnicku. Nasledne je energia laserového pulzu absorbovand matricou a dochadza
k produkcii plazmy, ktorej vysledkom je odparovanie a ionizacia molekul analytu (Obrazok 9)

[69; 74]. Na rozdiel od ostatnych metod, MALDI je pulznou metddou, ktora umoziiuje tvorbu
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kniznic. MALDI nie je vhodna pre zlu€eniny s nizkou molekulovou hmotnost'ou. Dolezity je
vyber matrice, ako aj priprava vzorky. Limitujucim krokom je aj vyber analyzatora. Zatial' o
ESI méze byt spojeny s akymkolvek analyzatorom, MALDI vyzaduje pouzitie TOF
analyzatora, ktory je schopny analyzovat vel'ky rozsah hmotnosti. Nedavne studie vSak ukazali
uspesné pouzitie trojiteho kvadrupolu na analyzu malych molekul [75; 76]. Existuje mnoho
d'al§ich technik ionizacie, napriklad ako je chemicka ionizacia za atmosférického tlaku,
fotoionizacia za atmosférického tlaku alebo ionizacia pomocou indukéne viazanej plazmy,

ktora sa vyuziva pre prvkovu analyzu.

Laserovy la¢

_ Desolvatacia & Pokradovanic
Desorpcia  ¢®¢  ionizacia o ® do hmotnostného
—_— e ——» O . * ——» analyzatora
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Obrdzok 9: Mechanizmus MALDI [77].

Analyzatory
Hlavnou tlohou analyzatora je separacia i6nov na zaklade ich pomeru hmotnosti k naboju.
Na separaciu vyuziva statické, pripadne dynamické, elektrické alebo magnetické pole, ¢i ich
kombinaciu [70]. Zakladnym parametrom hodnotenia analyzitorov je ich rozliSovacia
schopnost, ktora sa ziskava zo Sirky piku v Specifickom percentudlnom vyjadreni vysky piku

vyjadrenej ako funkcia hmotnosti [78].

Medzi historicky prvé analyzatory patri magneticky analyzator. Principom tohto analyzatora
je, ze pri prechode i6nu magnetickym pol'om dochadza k zakriveniu drahy daného i6nu, pricom
i6ny s roznym m/z maju rozdielne zakrivenia drahy letu. Na zaklade dostredivej a odstredivej
sily, ktoré na 16n v magnetickom poli posobia, vieme vypocitat’ polomer drahy, ktoru dany 16n
opisuje [67]. V sucasnosti najviac roz§irenym hmotnostnym analyzatorom je kvadrupol, ktory
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funguje na principe elektrostatického pritahovania a odpudzovania. Sklada sa zo 4 vodivych
ty€i, do ktorych je privadzané striedavé a jednosmerné napétie. Po vlietnuti i6nu dochadza
v analyzatore k elektrostatickému pritahovaniu a odpudzovaniu i6nov a ty¢i kvadrupolu, ¢im
sa medzi ty¢ami meni pohyb i6nov. V ur€itom momente sa i6ny s urcitou hodnotou m/z
pohybuju po stabilnej trajektorii k detektoru. Iony s nestabilnou trajektoriou narazia do tyce
anie su detekované [67] [70]. Medzi vyhody tychto analyzatorov patri, ze maju vysoku
priepustnost, su l'ahké, kompaktné, lacné a taktiez vyzaduju nizke napitie na urychlenie iénov
[67]. Na principe kvadrupdlu funguje aj 3D idnova pasca nazyvana taktiez kvadrupodlova
ionova pasca. Je tvorena prstencovou elektrodou advoma krycimi elektrodami. Pocas
pulzovania elektrického pol'a dochadza k pritahovaniu a odpudzovaniu iénov. Vysledkom toho
su i6ny s urCitym m/z, vytvarajuce stabilné trajektorie, zachytené v ionovej pasci. Nasledne
dochadza k vymrsteniu i6nov do detektora [79]. Tento typ analyzatora sa najCastejSie pouziva
v GC-MS (plynova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom) systémoch v spojeni
s chemickou alebo elektronovou ionizaciou, pretoze je to lacné a pri tejto metode zlepSuju
selektivitu analyzy. V sucasnej dobe je Casto vyuzivanym analyzatorom /inedrna ionovd pasca,
ktora je kombinaciou klasického kvadrupolu aionovej pasce. V tomto type analyzatora sa
vytvara elektrické pole, ktoré pdsobi ako i6nova brana, ktora i6ny zachytava a nepusta dalej
[67]. Elektrostratickou iénovou pascou je analyzator orbitrap, ktory funguje na principe
fourierovej transformacie. Orbitrap je tvoreny vnutornou prstencovou elektrodou, ktora je
obklopena snimacimi elektrodami, ktoré vytvaraju napitie. lony zachytené v analyzatore
vytvaraju okolo prstencovej elektrody axialny pohyb, ktory indukuje na vonkajsich elektrodach
prud. Hmotnostné spektrum je nasledne ziskané fourierovou transformaciou [69; 80].
Fourierovu tranformaciu vyuziva taktiez i6nova cyklotronova rezonancia s Fourierovou
transformdciou (FT-ICR). Tento analyzator je cela, v ktorej je m/z i6nov stanoveny z ich
cyklotronovej frekvencie v silnom magnetickom poli. Silné magnetické pole spdsobuje, Ze i16ny
sa vcele pohybuji po kruznici. Nasledne dochddza kich excitacii pdsobenim
radiofrekvencného vlnenia a takyto cirkulujuci i6n vytvara “image current. Vysledné
hmotnostné spektrum sa ziskava opat fourierovou tranformaciou [67; 69]. Najrychlejsim
analyzatorom je 7OF analyzdtor, ktory stanovuje m/z i6nov z doby letu. V TOF analyzatore su
iony s réznym m/z pocas letu rozptylené po trubici bez elektrického pola (tzv. driftova zéna)
s dizkou 1 m. I6ny musia vletiet zo zdroja do driftovej zony v rovnakom &ase, pricom l'ahsie
i6ny dorazia k detektoru skor, ako t'azsie 16ny. Z tohto dovodu je pri tejto metdode potrebna
pulzna ionizacia, pri ktorej je pre kazdy pulz zaznamenané celé spektrum. TOF analyzatory

maju niekol’ko vyhod. Vd’aka vysokej transmisii i6nov maji vysoku citlivost’ a su vel'mi
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presné. Nakol'ko zaznamenavaju spektrum pre kazdy pulz, maja kratku dobu zaznamu spektra

a jednoduchy dizajn [67].

Detektory
Iony putuju po separacii podla m/z d’alej do detektora, kde si detekované ich mnozstva
pre jednotlivé m/z. Detektor pracuje v podmienkach vysokého vakua aje ddlezité, aby sa
do neho dostali len analyzované i6ny, nakol’ko detekuje signal aj z energeticky neutralnych
Castic, elektronov alebo protonov [67]. Detektory vyuzivaju vSetky analyzatory okrem
orbitrapu a FT-ICR, v ktorych sucasne prebieha aj detekcia. V sti¢asnosti je znamych mnoho
detektorov, pri¢om najjednoduchs$im typom je Faradayova klietka — elektroda, ktora po dopade
i6nu indukuje prud. Merany a zosilneny prud je priamo umerny poctu zachytenych ionov. Tento
typ detektora je vyuzivany hlavne pri presnych izotopovych meraniach [67; 81]. NajbeznejSim
detektorom je elektronovy nasobic, ktory detekuje sekundarne elektrony. Ked’ nabita Castica
narazi do povrchu kovu alebo polovodica, dochadza k emisii sekundarnych elektronov
z povrchovych atdmov. Signal z tychto elektronov je nasledne zosilneny a d’alej spracovany.
Nevyhodou tychto detektorov je ich obmedzena zivotnost’ a nizka citlivost. Pocet uvol'nenych
sekundarnych elektronov zavisi od typu dopadajuce; primarnej Castice, jej energie
a charakteristiky povrchu [82; 83]. Dal§im typom detektora je fotonasobi&, ktory je schopny
sucasne detekovat’ malé pomery m/z. Jedna sa o viackanalovy detektor vysokej citlivosti. Iony
dopadaju na konverzni diddu, pricom dochadza k uvolneniu elektronov. Elektrony d'alej
dopadaju na fosforovu dosticku za sucasného uvolnenia fotonov, ktorych signal je zosilneny

vo fotonasobiéi [67].

Identifikacia kvasiniek pomocou MALDI-TOF
MALDI-TOF umoziiuje presnt identifikdciu vacSiny grampozitivnych a gramnegativnych
baktérii, ako aj virusov [84]. Rovnako je vyuzivana pri identifikacii kvasiniek, kedy je tato
technika rychlejSia, ako konvencné mikrobiologické metddy identifikacie. Spojenie
so Specifickymi Standardizovanymi postupmi identifikacie umoziuje vyuzitie MALDI-TOF
pri identifikacii vlaknitych hub a dermatofytov. Technika poskytuje charakteristické spektra,
tzv. ,odtlacky prstov* (fingerprints), ktoré¢ su pre kazdy mikroorganizmus jedinecné, co
umoziuje ich identifikaciu na trovni rodu a druhu [85]. Kvoli Struktire bunkovej steny
kvasiniek je pri ich identifikacii dolezita extrakcia intracelularnych proteinov. NajcastejSie su
extrahované ribozomalne proteiny, pricom vyber vhodného organického rozpustadla zavisi od

druhu. V stc¢asnosti je najviac vyuzivana extrakcia pomocou kyseliny mravcej [85].
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V tejto praci su vzorky identifikované pomocou hmotnostného spektrometra MALDI-
TOF/TOF UltrafleXtreme od firmy Bruker, ktory je zlozeny z dvoch TOF analyzatorov.
V hmotnostnom spektrometri st i6ny desorbované a ionizované z platni¢ky. Nasledne putuju
do prvého TOF analyzatora (TOF1), kde st molekulové i6ny separované podl'a ich hmotnosti.
Cast’ i6nov podlieha v oblasti TOF1 fragmentacii indukovanej bud’ metastabilnym laserom
alebo koliziou. Ddlezité je, ze fragmenty, ako aj ich prekurzory letia rovnakou rychlost'ou.
Medzi TOF1 a TOF2 analyzatorom sa nachadza ,brana“ (selektor), cez ktoru prejdu len i6ny
vybranej molekulovej hmotnosti. V TOF2 analyzatore dochadza k urychleniu iénov aich
opatovnej analyze a detekcii. TOF2 obsahuje reflektron, ktory sa pouziva na zvySenie rozliSenia

hmotnostného spektra fragmentov (Obrazok 10) [86].
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Obrdzok 10: Schéma MALDI-TOF/TOF hmotnostného spektrometra [86].

Vyhodnotenie ziskanych spektier moze prebiehat’ dvoma sposobmi. Prvym je porovnanie
ziskaného spektra skniznicou hmotnostnych spektier a druhé je manualne porovnanie
ziskaného spektra so spektrom Standardu. Spektra st vyhodnocované pomocou pocitacovych

programov a porovnanie prebieha na zaklade tzv. skore zhody (Tabulka 1).

Tabulka 1: Skore zhody pri identifikacii mikroorganizmov [87].

Rozsah Interpretacia Farba
2.00-3.00 Vysokéa doveryhodnost’ identifikacie
1.70-1.99 Nizka déveryhodnost’ identifikacie
<1.70 Nie je mozna ziadna identifikéacia organizmu
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3 CIELE PRACE

Tato diplomova praca sa venuje kvasinkam rodu Cryptococcus vyskytujucich sa na lu¢nych

kvetoch rastucich na lukach a v zahradach a jej ciele st nasledovné:

1.

Identifikacia 79 vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus pomocou metdédy MALDI-TOF

MS.

Sledovanie vplyvu dvoch kultivacnych médii na meranie a vysledky identifikécie

metodou MALDI-TOF MS.

Porovnanie metodik spracovania vzorky pre meranie pomocou MALDI-TOF MS.

Vzorky st spracovavané 2 metdédami - Brukerovou metodou a premyvacou metodou.

Sledovanie zavislosti zvolenej matrice od vyslednych spektier vzoriek.

Stanovenie vybranych charakteristik tychto vzoriek prostrednictvom konvencnych

mikrobiologickych metod, akymi sa:

Stanovenie konS$tanty radialneho rastu
Stanovenie pritomnosti ureazy

Stanovenie fermentacie cukrov, pri ktorom je pouzitych 7 typov médii: médium
s obsahom galaktézy, médium s obsahom glukézy, médium s obsahom laktozy,
médium s obsahom maltézy, médium s obsahom rafin6zy a médium s obsahom

sacharozy.

Stanovenie asimilacie cukrov — sledovanymi zdrojmi uhlika st galaktoza,

inulin, laktoza, maltoza, melibioza, rafindza, sacharoza a trehaloza.

Sledovanie vplyvu antibiotika a dvoch antimykotik na kmene rodu
Cryptococcus. Na stanovenie je pouzité antibiotikum actidion a antimykotika

fluconazol a voriconazol.
Sledovanie rastu bez pritomnosti vitaminov.

Sledovanie rastu v pritomnosti alkoholov etanolu a glycerolu.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Zoznam pouzitych druhov kvasiniek ako Standardov pre biotypizaciu

Tabulka 2: Pouzité Standardy kvasiniek.

4.2 Zoznam pouzitych kvasiniek rodu Cryptococcus na identifikaciu

Identifikacné ¢islo Nazov
1 4/6 Filobasidium oeirense
2 4/4 Filobasidium oeirense
3 8/3 Filobasidium magnum
4 CCY 17-4-40 Filobasidium magnum
5 CCY 17-4-32 Filobasidium wieringae
6 4/13 Filobasidium wieringae
7 CCY 17-28-3 Holtermanniella festucosa
8 CCY 17-28-1 Holtermanniella festucosa
9 19/3 Holtermanniella takashimae
10 4/7 Holtermanniella takashimae
11 CCY 17-4-1 Naganishia albida
12 24/12 Naganishia albidosimilis
13 6/5-2 Naganishia cerealis
14 27/2 Papiliotrema flavescens
15 CCY 17-3-38 Papiliotrema flavescens
16 8/10 Papiliotrema laurentii
17 CCY 17-3-2 Papiliotrema laurentii
18 201 Papiliotrema terrestris
19 CCY 17-25-1 Solicoccozyma aeria
20 4/19 Udeniomyces pyricola
21 2/12 Vishniacozyma victoriae
22 14/16 Vishniacozyma victoriae

CCY - Culture Collection of Yeasts (CCY), Zbierka kultar
kvasiniek (CCY)

Tabulka 3: Zoznam vzoriek na biotypizdciu.

ClSlvO Miesto izolacie Cas.t’ Rastlina
kmena rastliny

1 42 Lika, Lesopark Rusovce Byl Zlatoby!l obrovska
2 | 1148 Zahrada, hruska, Martin Byl Veronika rol'na
3 | 1152 Luka, Martin List Vrati¢ obycajny
4 28 Zahrada, stara jablon, Martin Kvet Iskernik prudky
5 22 Luka, Lesopark Rusovce List Datelina lu¢na

6 17 Zahrada, stara jablon, Martin List Prhl'ava dvojdoma
7 I11.1 Luka, Martin Kvet Safran siaty

8 39 Zahrada, hruska, Martin List Iskernik prudky
9 51 Zahrada, hruska, Martin List Iskernik prudky
10 35 Luka, Martin List Bodliak obyc¢ajny
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11 27 Luka, Martin Kvet Iskernik prudky

12 1 Lika, Martin Byl Veronika rolna

13 | 11.62.2 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
14 | 11.62.3 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
15| 1139 Luka, Martin Byl Miita pieporna

16 49 Luka, Martin Byl Pakost hnedocerveny
17| 113 Zahrada, jablon, Martin List Veronika rol'na

18| 1142 Zahrada, hruska, Martin Byl Prasatnica jednouborova
19 | 11.54 Luka, Martin Byl Bodliak obyc¢ajny
20 56 Luka, Lesopark Rusovce Byl Pupava lekarska

21| 1136 | Zahrada, stara jablon, Martin Kvet Zadusnik brectanovy
22| 1143 Lika, Martin List Rebriéek obycajny
23 65 Liika, jablon, Martin List Mitonoh trvacny
24 44 Luka, slivka, Martin List Iskernik prudky

25 30 Luka, slivka, Martin List Datelina luéna

26 | 1155 | Zahrada, stara jablon, Martin List Bodliak obyc¢ajny
27 57 Zahrada, jablon, Martin List Pupava lekarska
28 52 Zahrada, stara jablon, Martin List Zadusnik breétanovy
29 2 Liika, lesopark, Rusovce Byl Datelina luéna

30| 1141 | Zahrada, stara jablon, Martin Kvet Skorocel kopijovity
31| IL57 Luka, slivka, Martin Byl Pystek obycajny
32 | 11.57.2 Luka, Martin Byl Pystek obycajny

33 23 Zahrada, jablon, Martin Cela rastlina Iskernik prudky

34| IL51 Luka, Martin Byl Bodliak obyc¢ajny
35 112 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
36| 1122 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
37| 11.35 | Zahrada, stara jablon, Martin List Zadusnik breétanovy
38 | 1140 Luka, Martin List Pakost hnedocerveny
39 | IL.56 Lika, jablon, Martin Byl Hrachor jarny

40 | 11.49 Luka, Martin List Vrati¢ obycajny

41 110 Lika, Martin Kvet Bodliak oby¢ajny
42 3 Zahrada, hruska, Martin Byl Sedmikraska obycajna
43 | 1158 Luka, Martin Byl Pestrec mariansky
44 | 1160 Lika, Martin Kvet Bodliak oby¢ajny
45 12 Zahrada, jablon, Martin Cela rastlina Datelina luéna

46 | 11.50 Luka, Martin List Bodliak obycajny
471 14 Luka, Martin Byl Datelina luéna

48 38 Zahrada, jablon, Martin Kvet Veronika rol'na

49 | 1147 Zahrada, hruska, Martin Kvet Veronika rol'na

50 9 Zahrada, kopéek, Martin Byl Iskernik prudky

51 10 Zahrada, kopcek, Martin Kvet Iskernik prudky

52 62 Zahrada, Rusovce List Lipnica lu¢na

53 | 1134 | Zahrada, stara jablon, Martin List Skorocel kopijovity
54 | 11.37 | Zahrada, stara jablon, Martin List Skorocel kopijovity
55 26 Zahrada, Rusovce Kvet Kostrava lu¢na

56 55 Luka, stred, Martin List Medunok vinaty
57 13 Luka, Martin List Bodliak obyc¢ajny
58 29 Luka, slivka, Martin Byl Veronika rol'na

59 | 1146 Luka, Martin Byl Farbovnik obycajny
60 | 11462 Luka, Martin Byl Farbovnik obycajny
61| 1138 Lika, Martin Kvet Mita prieporna

62 32 Lika stred, Martin Byl Pyr plazivy

63 16 Zahrada, stara jablon, Martin Byl Prhl'ava dvojdoma
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64 47 Zahrada, jablon, Martin Byl Pupava lekarska
65 59 Luka stred, Martin Kvet Veronika rolna
66 48 Zahrada, jablon, Martin Kvet Sedmikraska obycajna
67 6 Luka, jabloni, Martin Byl Farbovnik obycajny
68 | 1145 Lika, pri ceste, Martin List Mita prieporna
69 58 Lika, jabloni, Martin List Iskernik prudky
70 15 Zahrada, jablon, Martin Byl Prhl'ava dvojdoma
71 64 Luka, jabloni, Martin Byl Veronika rol'na
72 50 Zahrada, Rusovce Byl Pupava lekarska
73 63 Luka, jablon, Martin Byl Veronika rol'na
74 | 1144 | Zahrada, stara jablon, Martin Byl Paperenec alpinsky
75 61 Zahrada, jablon, Martin List Datelina luéna

76 60 Zahrada, Rusovce List Zihl'ava dvojdoma
77| 1153 Luka, Martin Kvet Pakost hnedocerveny
78 | 1.2 Lika, Martin Kvet Safran zlatozlty
79 | I1IL.19 Zahrada, Martin List Pystek obycajny

4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a chemikalii

4.3.1

4.3.2

Pouzité pristroje

Analytické vahy WAA 160/C/2, Radwag (Pol'sko)
Centrifiga Mikro 200, Hettich Lab Technology (Nemecko)
Centrifuga Mini Spin, Eppendorf AG (Nemecko)
Fotoaparat Nikon D5100, Nikon Corporation (Japonsko)

Hmotnostny spektrometer MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme s MTP 384 Target Plate
Polished Steel TF (Target plate with transponder technology), Bruker Daltonik GmbH
(Nemecko)

Laminarny box MSC-Advantage ™, Thermo Fisher Scientific Inc. (USA)

Vortex mixer Reax Top, Heindolph Instruments GmbH & Co. KG. (Nemecko)

Vortex mixer ZX Classic, VELP Scientifica (Taliansko)

Pouzité chemikalie

Acetonitril (LC-MS CHROMASOLV®, > 99,9%,), Fluka analytical, Sigma-Aldrich
(Holandsko)

Actidion, antibiotikum, Upjohn (USA)

D-galaktoza &istd, Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)
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D-glukéza monohydrat p. a., Slavus (Slovenska Republika)
Dihydrogenfosforetnan draselny Gisty, Lachema N. P., Chemapol (Cesk4 Republika)
D-maltoza monohydrat &ista, Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)
D(+)-rafinéza pentahydrat 99+%, Acros Organics (USA)

Etanol 96,3% p. a., Slavus (Slovenska Republika)

Fenolova Cervei

Fluconazol (FCA 25), antimykotikum, Oxoid (Velka Britania)

Heptahydrat siranu hore¢natého, Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)
Hydrogenfosfore¢nan sodny p. a., Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)
Inulin, Reanal (Mad’arsko)

Kvasni¢ny extrakt, Merck (Nemecko)

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova (CHCA, Matrix substance for Maldi-MS, >
99%, HPLC), Fluka analytical, Sigma Aldrich (Holandsko)

Kyselina trifluoroctova (pre syntézu), Merck KGaA (Nemecko)

Kyselina ferulova (trans-ferulic acid, FA, Matrix substance for MALDI-MS, > 99%,
HPLC), Fluka analytical, Sigma Aldrich (Holandsko)

Kyselina sinapova (SA, Matrix substance for MALDI-MS, > 99%, (T)), Fluka
analytical, Sigma Aldrich (Holandsko)

Kyselina mrav¢ia (pre analyzu 98-100%), Merck, KGaA, Schuchardt (Nemecko)
Laktoza p.a., Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)

Melibioza, Sigma-Aldrich (Nemecko)

Mocovina p.a., Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)

Pepton, Sigma-Aldrich (Nemecko)

ProteoMass™ Cytochrom ¢ MALDI-MS Standard, Sigma-Aldrich (Holandsko)

Sacharoza Gista, Lachema N. P., Chemapol (Ceska Republika)
30



e Siran amonny, Slavus (Slovenska Republika)

e Sladina (Malt extract), Biolife (Taliansko)

e Trehal6za, Serva (Nemecko)

e Voriconazol (VOR 1), antimykotikum, Oxoid (Velka Britania)

4.3.3 Pouzité softwarové programy

e FlexControl 3.1 (Ultraflex TOF/TOF), Bruker Daltonik GmbH (Nemecko)

e Maldi Biotyper 3.1 (Software for microorganism identification and classification),

Bruker Daltonik GmbH (Nemecko)

4.4 Biotypizacia MALDI-TOF MS

4.4.1 Priprava kultivaénych médii
Vybrané kultiry kvasiniek rodu Cryptococcus boli kultivované na dvoch typoch

médii —na YPD (Yeast pepton dextrose) médiu a na sladinovom agare.

Priprava YPD média
Na pripravu 250 ml YPD média bolo navazenych 5 g glukozy, 2,5 g kvasni¢ného extraktu, 5 g
peptonu a 5 g agaru. Uvedena zmes bola rozpustena v 250 ml vody a varena vo vodnom kupeli.
Médium bolo nasledne naliate do skimaviek a sterilizované v autoklave pri 121 °C po dobu
20 minut. Sterilné YPD médium bolo ponechané v sikmej polohe do stuhnutia a uskladnené

pri 46 °C.

Priprava sladinového agaru
Na pripravu 250 ml sladinového agaru bolo pouzitych 17,5 g sladiny, 0,5 g glukozy a 3,75 g
agaru. Uvedené suroviny boli rozpustené v 250 ml destilovanej vody vo vodnom kupeli.
Pripravené médium bolo naliate do skimaviek a néasledne sterilizované v autoklave pri 121 °C
po dobu 20 minut. Sterilné médium bolo ponechané v Sikmej polohe az do stuhnutia a nasledne

uskladnené pri 4-6 °C.

4.4.2 Inokulicia a kultivacia kvasiniek

Jednotlivé vzorky kvasiniek boli postupne preoCkované z povodného sladinového agaru
do skumaviek s YPD médiom a sladinovym agarom. Inokulacia prebehla vo vysterilizovanom
laminarnom boxe pomocou sterilnej inokulacnej sluc¢ky. Preo¢kované kultary kvasiniek boli

kultivované po dobu 4 dni pri 22 °C.
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4.4.3 Priprava pouzitych matric

Na biotyping boli pouzité 2 druhy matric — SA/FA matrica a CHCA matrica.

Priprava SA/FA matrice
Do roznych 2 ml uzatvarateI'nych skimaviek bolo navazenych 10 mg FA (kyselina ferulova)
a30 mg SA (kyselina sinapova). Do 2 roznych kadiCiek bola pripravena zmes s 500 pl
acetonitrilu, 250 pul 10% kyseliny trifluoroctovej a 250 ul destilovanej vody. Obe navazené
kyseliny boli nasledne rozpustené v pripravenych roztokoch a zmiesané v pomere 1:1. Takto

pripravena matrica bola uskladnena v chladnicke.

Priprava CHCA matrice
10 mg kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoricovej bolo rozpustenych v zmesi zlozenej z 500 pl
acetonitrilu, 250 ul 10% kyseliny trifluoroctovej a 250 pl destilovanej vody. Takto pripravena

matrica bola uskladnena v chladnicke.

4.4.4 Odber vzorky

Kultury kvasiniek, ktoré boli 4 dni kultivované na YPD médiu a sladinovom agare, boli sterilne
odoberané inokulacnou slu¢kou. Do skimavky o objeme 2 ml bola odobrata slucka kvasinkove;j
kultary. Bunky boli rozsuspendované v destilovanej vode, ktorej] mnozstvo sa lisilo od typu
pouzitej metody pripravy vzorky. Pri Brukerovej metode pripravy vzorky bola kvasinkova
kultara rozsuspendovana v 300 ul destilovane; vody. Vzorky pripravované premyvacou

metodou s destilovanou vodou boli rozsuspendované v 1 ml destilovanej vody.

4.4.5 Metody pripravy vzorky
Na pripravu analyzovanych vzoriek boli pouzité 2 metédy — Brukerova metdda a premyvacia

metdda s destilovanou vodou

Brukerova metoda pripravy vzorky
Kvasinkova kultura bola premieSanad pomocou vortex mixéru a nasledne k nej bolo pridanych
900 wl etanolu. Vzorky boli centrifugované 10 minut pri 10 000 rpm. Po centrifugécii bol
odobraty supernatant a vzorky boli centrifugované este raz pri rovnakych podmienkach.
Zvysny supernatant bol odoberany pipetou. Nasledne bolo k vzorkdm pridanych 100 ul 70%
kyseliny mravc¢ej. Skimavky so vzorkami boli premiesané pomocou vortex mixéru a nasledne
k nim bolo pridanych 100 pl 100% acetonitrilu. Takto pripravené vzorky boli nechané 30 mintt
pri laboratornej teplote. Po uplynuti tejto doby boli bunky centrifugované 10 minuat

pri 10 000 rpm.
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Premyvacia metéda pripravy vzorky
Bunky rozsuspendované v 1 ml destilovanej vody boli centrifugované 10 minat pri 10 000 rpm.
Nasledne bol zo vzoriek odobraty supernatant a k sedimentu bol pridany 1 ml destilovanej
vody. Vzorky boli premieSané pomocou vortex mixéru a centrifugované 10 minut
pri 10 000 rpm. Tieto kroky boli zopakované sedemkrat. Po poslednom kroku bol zvysny
supernatant odoberany pipetou a k sedimentu bolo pridanych 50 ul SA/FA matrice. Takto
pripravené vzorky boli premieSané vortex mixérom anechané po dobu 30 minut

pri laboratornej teplote. Nasledne boli vzorky znovu centrifugované 10 minut pri 10 000 rpm.

4.4.6 NanaSanie vzorky na MALDI platni¢ku

Pri vzorkach pripravenych Brukerovou metédou bol na platni¢ku naneseny 1 ul supernatantu
zo vzoriek, ktory bol po zaschnuti prekryty 1 ul CHCA matrice alebo SA/FA matrice. Vzorky
pripravené¢ premyvacou metddou boli nanaSané na MALDI platnicku v podobe 1 pl

supernatantu.

4.4.7 Analyza vyextrahovanych proteinov MALDI-TOF MS

Vyextrahované proteiny boli analyzované pomocou pristroja Bruker UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF a programu FlexControl. Meraniu, ktoré prebiehalo v linedrnom pozitivnom mode
(LP MID), predchadzala kalibracia zariadenia. Ako Standard bol pouzity cytochrém c, ktorého
1 ul bol naneseny na MALDI platnic¢ku a prekryty 1 ul SA/FA matrice. Po kalibracii zariadenia
bola zvolena frekvencia lasera 1 000 Hz a napitie urychl'ovaca 25 kV. Vzorky boli merané
v rozsahu 2 000 — 22 000 Da a pocet vystrelov na vzorku bol 1 000. Ak bola kvalita ziskané¢ho

spektra nevyhovujuca, intenzita lasera bola zmenena a meranie sa zopakovalo.

4.4.8 Spracovanie a vyhodnotenie dat

Ziskané spektra boli spracované a vyhodnotené v programe MALDI Biotyper. Vzdy bolo
porovnavané spektrum Standardu so spektrom neznamej vzorky, pricom kritériami boli typ
kultivatného média a metdda pripravy vzorky. Vysledkom porovnania bolo skore zhody,
ktoré nadobudalo hodnoty od nula po tri, priCom ak bola hodnota skoére dva a viac, spektra boli
zhodné. Ak sa skoére zhody pohybovalo medzi hodnotou 1,999 az 1,700 spektra boli
pravdepodobne zhodné, priCom pre potvrdenie zhody boli potrebné d’alsie testy. Porovnavané
spektra neboli zhodné, ak sa skore zhody pohybovalo medzi hodnotami pod 1,699.

Z analyzovanych a normalizovanych spektier boli taktiez zostavené vysledné dendrogramy.
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4.5 Mikrobiologické metody stanovenia jednotlivych charakteristik

4.5.1 Zoznam testovanych kultir kvasiniek

Tabulka 4: Zoznam vzoriek podrobenych mikrobiologickému stanoveniu.

ClSlvO Miesto izolacie Cas.t’ Rastlina

kmerna rastliny
1 42 Lika, Lesopark Rusovce Byl Zlatoby!l obrovska
2 | 1148 Zahrada, hruska, Martin Byl Veronika rol'na
3 28 Zahrada, stara jablon, Martin Kvet Iskernik prudky
4 22 Luka, Lesopark Rusovce List Datelina luéna
5| 11 Lika, Martin Kvet Safran siaty
6 39 Zahrada, hruska, Martin List Iskernik prudky
7 51 Zahrada, hruska, Martin List Iskernik prudky
8 35 Luka, Martin List Bodliak obyc¢ajny
9 1 Luka, Martin Byl Veronika rol'na
10 | 11.62.2 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
11 | 11.62.3 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
12| 1139 Lika, Martin Byl Miita pieporna
13 49 Luka, Martin Byl Pakost hnedocerveny
14| 113 Zahrada, jablon, Martin List Veronika rol'na
15| 1142 Zahrada, hruska, Martin Byl Prasatnica jednouborova
16 | 1154 Lika, Martin Byl Bodliak oby¢ajny
17 56 Lika, Lesopark Rusovce Byl Pupava lekarska
18 | 11.36 | Zahrada, stara jablorn, Martin Kvet Zadusnik breétanovy
19| 1143 Lika, Martin List Rebriéek obycajny
20 65 Liika, jablon, Martin List Mitonoh trvacny
21 2 Liika, lesopark, Rusovce Byl Datelina luéna
22 | 1141 | Zahrada, stara jablon, Martin Kvet Skorocel kopijovity
23 112 Zahrada, jablon, Martin List Ciernohlavok velkokvety
24| 1122 Zahrada, jabloi, Martin List Ciernohlavok velkokvety
25 | 11.35 | Zahrada, stara jablon, Martin List Zadusnik brectanovy
26 | 1140 Lika, Martin List Pakost hnedocerveny
27 | 1156 Liika, jablon, Martin Byl Hrachor jarny
28 | 110 Lika, Martin Kvet Bodliak oby¢ajny
29 3 Zahrada, hruska, Martin Byl Sedmikraska obycajna
30| IL.60 Lika, Martin Kvet Bodliak oby¢ajny
31| 14 Luka, Martin Byl Datelina luéna
32 38 Zahrada, jablon, Martin Kvet Veronika rol'na
33 9 Zahrada, kopcek, Martin Byl Iskernik prudky
34 10 Zahrada, kopcek, Martin Kvet Iskernik prudky
35| 11.34 | Zahrada, stara jablon, Martin List Skorocel kopijovity
36 | 11.37 | Zahrada, stara jablon, Martin List Skorocel kopijovity
37 26 Zahrada, Rusovce Kvet Kostrava lu¢na
38 55 Lika, stred, Martin List Medunok vinaty
39 | 1146 Lika, Martin Byl Farbovnik oby¢ajny
40 6 Lika, jabloni, Martin Byl Farbovnik obycajny
41 50 Zahrada, Rusovce Byl Pupava lekarska
42 | 1153 Lika, Martin Kvet Pakost hnedocerveny
43| 1.2 Lika, Martin Kvet Safran zlatozlty
44 | 111.19 Zahrada, Martin List Pystek obycajny
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4.5.2 Stanovenie konStanty radialneho rastu

Priprava média
Na stanovenie konStanty radialneho rastu bolo pouzité tuhé médium sladinového agaru. Na jeho
pripravu bolo v 250 ml vody rozpustenych 17,5 g sladiny, 3,75 g agaru a 0,5 g glukozy. Hotové
médium bolo sterilizované v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minat. Po vychladnuti bolo

médium sterilne rozlievané do Petriho misiek a uskladnené pri teplote 7 °C.

Inokuldcia a kultivdcia kvasiniek
Kultara kvasiniek bola sterilne odoberana zo Sikmého sladinového agaru do skamaviek
so sterilnou vodou tak, aby bol na hladine jemny zakal. Nasledne bolo mnozstvo kulttry
vo vode odpipetované a umiestnené na sladinovy agar vo forme jednej kvapky. Po zaschnuti
kvapiek boli kvasinky kultivované po dobu 15 dni pri teplote 22 °C. Ich rast bol pravidelne

sledovany, priCom sa zaznamenaval priemer kvapky kvasinkovej kultury a vonkaj$i vzhlad.

4.5.3 Stanovenie pritomnosti ureazy
Priprava média

Na pripravu média boli pouzité nasledujuce suroviny:
e 10 g mocoviny
e 4,6 g KH2PO4
e 4.8 g NaaHPO4
e 0,5 g kvasni¢ného extraktu
e 0,005 g fenolovej Cervene
e 500 ml vody

Jednotlivé navazky boli rozpustené v 500 ml vody. Nasledne bolo pripravené médium

podrobené sterilizacii filtraciou.

Inokulacia kvasiniek a sledovanie priebehu stanovenia
Kultara kvasiniek bola sterilne odoberana zo Sikmého sladinového agaru do skamaviek
s pripravenym médiom a uskladnena pri teplote 28 °C. Sfarbenie z pévodne] oranzovej/zltej

farby na ruzovu bolo pozorované po dobu 12 dni.
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4.5.4 Stanovenie asimilacie a fermentacie cukrov

Priprava sacharidovych médii na fermentdciu
Na stanovenie fermentacie sacharidov bolo pouzitych 6 druhov médii: médium s obsahom
galaktozy, médium s obsahom glukdzy, médium s obsahom laktézy, médium s obsahom

maltozy, médium s obsahom rafindzy a médium s obsahom sacharézy.

Na pripravu média so sacharidom bolo v 500 ml vody rozpustenych 10 g daného sacharidu
a 0,5 g kvasni¢ného extraktu. Pripravené médium bolo naliate do skimaviek, do ktorych bola
zaroven vlozena Durhamova skimavka. Pri tomto kroku bolo dolezité, aby dana skumavka
neobsahovala ziadne bubliny abola uplne ponorena do média. Nasledovala sterilizacia

v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minut.

Priprava sacharidovych médii na asimildciu
Na stanovenie asimilacie cukrov bolo pouzitych 8 druhov médii: médium s obsahom galaktozy,
meédium s obsahom inulinu, médium s obsahom laktozy, médium s obsahom maltézy, médium
s obsahom melibiozy, médium s obsahom rafindzy, médium s obsahom sachar6zy a médium

s obsahom trehal6zy.
Na pripravu 1000 ml C-média boli pouzité nasledujtice suroviny:
e 10g (NH4)2S04
e 1g KH2PO4
e 0,5gMgS04.7H20
e 3g kvasni¢ného extraktu
e 15gagar

Do média s C-agarom bolo pridanych 0,2 g sacharidu. Vytvoreny roztok o koncentracii 10% sa

sterilizoval v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minut.

Inokuldcia kvasiniek a sledovanie priebehu fermentdcie cukrov
Kultara kvasiniek bola sterilne odoberana zo Sikmého sladinového agaru do skiimaviek
s pripravenymi sacharidovymi médiami. Kultary boli nasledne uskladnené pri 22 °C.Priebeh
fermentacie cukrov kultirami kvasiniek bol sledovany pocas 15 dni. Hlavnym sledovanym

parametrom bola tvorba kysli¢nika uhli¢itého v Durhamovej skumavke.
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Inokuldcia kvasiniek a sledovanie priebehu asimildacie cukrov
Kultara kvasiniek bola sterilne odoberana zo Sikmého sladinového agaru do skamaviek
s destilovanou vodou, kde bola kultira rozsuspendovana. Nasledne bola kultira ockovana
do Petriho misiek s pripravenym C-médiom obsahujucim dany sacharid. Asimilacia bola

sledovana po dobu 5 dni pri 22 °C. Pozitivny test sa prejavil narastom kultury kvasiniek.

4.5.5 Stanovenie citlivosti na antimykotika
Priprava média
Na stanovenie bolo pouzité sterilné sladinové médium s agarom, ktoré bolo roztopené

vo vodnom kupeli.

Priprava actidionovych diskov
Pred samotnym stanovenim boli pripravené disky so Styrmi r6znymi koncentraciami actidionu.
Disky boli strihané z filtracného papiera. Nasledne boli pripravené Styri roztoky actidionu

s koncentraciami 10 mg/ml, 2 mg/ml, 0,2 mg/ml a 0,02 mg/ml.

Roztok ¢. 1 s koncentraciou 10 mg/ml bol pripraveny rozpustenim 10 mg actidionu v 1 ml
destilovane] vody. Roztok €. 2 s koncentraciou 2 mg/ml bol pripraveny zmieSanim 0,2 ml
roztoku €. 1 s 0,8 ml destilovanej vody. Roztok €. 3 s koncentraciou 0,2 mg/ml bol pripraveny
zmieSanim 0,1 ml roztoku ¢.2 s0,9 ml destilovanej vody a roztok €. 4 s koncentraciou

0,02 mg/ml bol pripraveny zmieSanim 0,1 ml roztoku €. 3 s 0,9 ml destilovanej vody.

Kazdy disk bol nasledne oznaCeny cCislami 1,2,3 a 4 vyjadrujucimi koncentraciu actidionu.
Na kazdy disk bolo pridanych 5 pl roztoku actidionu a takto pripravené disky boli podrobené
suchej sterilizacii 2 hodiny pri teplote 164 °C.

Inokulacia kvasiniek
Kvasinkova kultura bola sterilne odoberané zo Sikmého sladinového agaru do skamaviek, ktoré
obsahovali 300 ul sterilnej vody. V skimavkéch bola kultura rozsuspendovana tak, aby bol
na hladine jemny zéakal. Roztopené médium bolo sterilne rozlievané do Petriho misiek. Po tom,
¢o médium v miskach mierne vychladlo, bolo k nemu pridanych 100 pl suspenzie kultury
kvasiniek. Médium s kvasinkovou kultirou bolo jemne zamieSané a takto pripravené Petriho
misky boli ponechané v laminarnom boxe, az kym médium uplne nestuhlo. Po stuhnuti boli
na agar pridavané disky obsahujuce 4 rozne koncentracie antibiotika actidion, ktoré boli vopred
pripravené. Ako dalSie boli na agar umiestnené komercne dostupné disky s definovanym
obsahom antimykotik - disk s 25 pg antimykotika fluconazol a disk s 1 ug antimykotika

voriconazol. Pripravené Petriho misky s kultarou kvasiniek boli kultivované pri teplote 22 °C

37



a ich rast bol sledovany po dobu 10 dni. Meranym parametrom bola velkost’ inhibi¢nych zén

okolo jednotlivych diskov antimykotik a antibiotika.

4.5.6 Rast bez pritomnosti vitaminov

Priprava minimdlneho média

Na pripravu média boli pouzité nasledujuce suroviny:
o 20 g glukdzy
e 10 g (NH4)2S04
e 1 g KyHPO4
e 0,5gMgS04.7H20
e 1000 ml destilovanej vody

Jednotlivé navazky boli rozpustené v 1 000 ml vody. Nasledne bolo pripravené médium

sterilizované v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minut.

Inokulacia kvasiniek a sledovanie priebehu stanovenia
Kultara kvasiniek bola sterilne odoberana zo Sikmého sladinového agaru do skumaviek
s minimalnym meédiom. V médiu bola kultira kvasiniek rozsuspendovana a uskladnena
pri teplote 22 °C po dobu 1 tyzdia. Po tyzdni bola kultara preo¢kovana do druhej skimavky
s minimalnym médiom a kultivovana po dobu 2 tyzdiiov pri teplote 22 °C. Sledovana bola

tvorba zakalu v skimavke.

4.5.7 Sledovanie rastu v pritomnosti alkoholov
Priprava média

Na pripravu média na alkoholy boli pouzité nasledujice suroviny:
e 10 g (NH4)2S04
e 1 g KyHPO4
e 0,5gMgS04.7H20
e 1000 ml destilovanej vody

Jednotlivé navazky boli rozpustené v 1 000 ml destilovanej vody. Nasledne bolo pripravené

médium sterilizované v autoklave pri 121 °C po dobu 20 minut. Po vychladnuti bolo
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do skumaviek nalievanych 10 ml pripraveného média. K médiu bolo d’alej sterilne pridanych

200 ul etanolu alebo glycerolu.

Inokulacia kvasiniek
Po sterilnom odobrati kvasinkovej kultury zo Sikmého sladinového agaru, bola tato kultira
rozsuspendovana v pripravenom médiu obsahujucom dany alkohol. Nasledne bolo sledované

vytvorenie zakalu v skimavke po dobu 14 dni.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Biotypizacia MALDI-TOF MS

Identifikacia vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus bola prevedena na zaklade porovnania
spektra Standardu so spektrom vzorky kvasinky. Z celkového poctu 79 vzoriek bolo na zaklade
skore zhody identifikovanych 51 vzoriek kvasiniek so Standardami, ktoré patrili k druhu
Filobasidium magnum (6), Filobasidium oeirense (3) a Filobasidium wieringae (42).
Nejednoznacnu identifikaciu vykazovali 4 vzorky a 24 vzoriek nebolo mozné pomocou tejto
metody identifikovat, pretoze neboli zhodné ani sjednym z porovnavanych Standardov.

Kompletné vysledky MALDI-TOF MS st zhrnuté v Tabulke 5.

Tabulka 5: Vysledky biotypizdcie.

¢islo kmena Podobnost’
1 42 Ani s jednym zo Standardov
2 11.48 Pravdepodobne zhodné s F. wieringae
3 I1.52 Filobasidium wieringae
4 28 Ani s jednym zo Standardov
5 22 Pravdepodobne zhodné s F. magnum
6 17 Filobasidium wieringae
7 II.1 Ani s jednym zo Standardov
8 39 Zhodné s 51
9 51 Zhodné s 39
10 35 Filobasidium wieringae
11 27 Filobasidium wieringae
12 1 Ani s jednym zo Standardov
13 11.62.2 Nie je z rodu Cryptococcus
14 11.62.3 Nie je z rodu Cryptococcus
15 11.39 Ani s jednym zo Standardov
16 49 Ani s jednym zo Standardov
17 113 Ani s jednym zo Standardov
18 11.42 Ani s jednym zo Standardov
19 I1.54 Pravdepodobne zhodné s F. oeirense/magnum
20 56 Filobasidium wieringae
21 I1.36 Ani s jednym zo Standardov
22 11.43 Filobasidium wieringae
23 65 Filobasidium wieringae
24 44 Filobasidium wieringae
25 30 Filobasidium wieringae
26 I1.55 Filobasidium wieringae
27 57 Filobasidium wieringae
28 52 Filobasidium wieringae
29 2 Ani s jednym zo Standardov
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30 I1.41 Ani s jednym zo Standardov
31 I1.57 Filobasidium wieringae

32 I1.57.2 Filobasidium wieringae

33 23 Filobasidium wieringae

34 IL.51 Filobasidium wieringae

35 112 Ani s jednym zo Standardov

36 112.2 Ani s jednym zo Standardov, zhodné s 38
37 I1.35 Ani s jednym zo Standardov

38 I1.40 Filobasidium magnum

39 IL.56 Filobasidium wieringae

40 11.49 Filobasidium wieringae

41 110 Filobasidium magnum

42 3 Filobasidium magnum

43 I1.58 Filobasidium wieringae

44 I1.60 Pravdepodobne zhodné F. wieringae
45 12 Filobasidium wieringae

46 I1.50 Filobasidium wieringae

47 14 Filobasidium magnum

48 38 Ani s jednym zo Standardov, zhodné s 112.2
49 11.47 Filobasidium wieringae

50 9 Filobasidium oeirense

51 10 Filobasidium oeirense

52 62 Filobasidium wieringae

53 11.34 Ani s jednym zo Standardov, zhodné s 11.37
54 .37 Ani s jednym zo Standardov, zhodné s I1.34
55 26 Filobasidium magnum

56 55 Ani s jednym zo Standardov

57 13 Filobasidium oeirense

58 29 Filobasidium wieringae

59 IL.46 Filobasidium wieringae

60 I1.46 2 Filobasidium wieringae

61 I1.38 Filobasidium wieringae

62 32 Filobasidium wieringae

63 16 Filobasidium wieringae

64 47 Filobasidium wieringae

65 59 Filobasidium wieringae

66 48 Filobasidium wieringae

67 6 Filobasidium wieringae

68 I1.45 Filobasidium wieringae

69 58 Filobasidium wieringae

70 15 Filobasidium wieringae

71 64 Filobasidium wieringae

72 50 Filobasidium wieringae

73 63 Filobasidium wieringae

74 11.44 Filobasidium wieringae
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75 61 Filobasidium wieringae
76 60 Filobasidium wieringae
77 I1.53 Filobasidium magnum
78 1.2 Ani s jednym zo Standardov
79 .19 Ani s jednym zo Standardov

5.1.1 Vplyv kultiva¢ného média

Vplyv kultivaéného média na vysledky identifikéacie bol sledovany na sladinovom agare a YPD
médiu. V Zbierke kultar kvasiniek sa sladinovy agar pouziva ako S§tandardné meédium
na kultivaciu kvasiniek. YPD médium je na rozdiel od sladinového agaru komplexnejsie
médium, ktoré zabezpecCuje lepSie podmienky pre rast buniek vdaka nutricne bohatSiemu
zlozeniu. Rozdiel pouzitia tychto dvoch médii na kultivaciu sledovanych kmeriov bol viditelny

aj pri vysledkoch stanoveni (Obrazok 11).
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Obrdzok 11: Vplyv kultivacného média na vysledky biotypizacie MALDI-TOF MS pripravované
pomocou Brukerovej metddy.

Rast kultar rasticich na YPD médiu bol intenzivnejsi. AvSak pri identifikacii mali vzorky
kvasiniek narastené na sladinovom agare lepSie spektra pre analyzu. Kvasinky rastuce na YPD
médiu vykazovali neur€iti zhodu so spektrami pouzitych Standardov, €o znac¢i nedostatocnu
kvalitu jednotlivych spektier. Pri kultivacii bol pozorovany rozdielny narast na médiach, kym
na sladinovom agare boli menej teCuce, kym na YPD médiu mali kmene vel'mi te¢ucu formu
a boli viac narastené, ¢o mohlo mat’ vplyv aj na tvorbu kapsuly, ktora v stacionarnej faze rastu
kmena hrubne [88]. Kapsula taktiez meni svoju hrubku podl'a zlozenia média. YPD médium

obsahuje pepton, pri ktorom ma kapsula druhu F. magnum hrabku az 3,6 pm, pricom
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pri glukoze ma hrubku 2,5 um [89]. Glukozu obsahuje tak sladinovy agar, ako aj YPD médium.
Najvyssi podiel identifikovanych vzoriek dosiahlo pouzitie sladinového agaru v kombinacii
s Brukerovou metodou a pouzitim SAFA matrice. Vzorka I1.49 bola jedinou, ktort sa podarilo
identifikovat’ touto metédou na oboch typoch médii (SBSAFA vzorky kultivované
na sladinovom agare a pripravované pomocou Brukerove] metody, YBSAFA = vzorky
kultivované na YPD médiu a pripravované pomocou Brukerovej metody). Pri metdéde SBSAFA
bolo skore zhody vzorky 11.49 so §tandardom 4/13 2,353. Vzorky kultivované na YPD médiu
dosiahli metodou YBSAFA skore zhody 2,043 oproti rovnakému $tandardu. Uspesnost
SBSAFA pri identifikacii potvrdzuju aj d’alsie vysledky. Vzorka 27, pripravovana metodou
SBSAFA, mala skore zhody s vy$sie spomenutym Standardom 2,273. Naproti tomu rovnaka
vzorka, pripravovana metodou YBSAFA, mala skore zhody pri rovnakom porovnani 1,741

(Obrazok 12).
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Obrdzok 12: Porovnanie spekra vzorky 27(zelena a Zlta, hore) proti spektru Standardu 4/13 (modrd

dole).

Rozdiel medzi tymito dvoma skére zhody je 0,532, €o je najvyssi rozdiel spomedzi vsetkych
spektier a na obrazku 12 vidno, e sa vyskytla aj Ita a nie velmi urita zhoda v skore. Dalsie

priklady rozdielov medzi jednotlivymi skoére zhody st uvedené v Tabulke 6.
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Tabulka 6: Rozdiel vo vybranych skore zhody jednotlivych spektier.

Standard | Vzorka | SBSAFA | YBSAFA Rozdiel
23 2,321 1,792 0,529

413 27 2,273 1,741 0,532
35 1,826 1,794 0,032

11.55 2,093 1,758 0,335

17-28-1 49 1,994 1,839 0,155

Pozn.: zelend farba — zhoda, Zlta farba — neurcita zhoda

5.1.2 Vplyv metody pripravy vzorky
Pre sledovanie vplyvu metody pripravy vzorky na vysledky identifikacie boli vybrané 3 typy

metdd — premyvacia metoda, Brukerova metdda s pouzitim SAFA matrice a Brukerova metdda
s pouzitim CHCA matrice. Premyvaciu metodu pouzil vo svojej diplomovej praci Jakub Jager,
ktory ju zvolil za najvhodnejsi postup spracovania vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus [90].
Vo svojej praci zvolil ako vhodné kultivaéné médium pre tito metddu spracovania sladinovy
agar. V naSej praci boli vzorky kultivované na sladinovom agare, ako aj YPD médiu.
Pri porovnani oboch metdd su znacné rozdiely. Kmene kvasiniek narastenych na YPD médiu,
na ktoré bola pouzitda premyvacia metdda (YVoda) mali najvyssi podiel nevyhovujiacich

spektier, ktoré nemohli byt pouzité pri identifikacii (Obrazok 13).
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Obrazok 13: Vplyv metod pripravy vzorky na vysledky biotypizdcie MALDI-TOF MS.

Rovnako to bolo aj v pripade spektier Standardov. Z celkového poctu 79 spektier
jednotlivych vzoriek bolo 70 nevyhovujucich (Obrazok 13). Vyhovujuce spektra dosiahli
z celkového poctu 22 §tandardov len 2 Standardy. Z tohto dovodu nebolo mozné identifikovat

zvysnych 9 vzoriek. Premyvacou metodou s pouzitim sladinového agaru na kultivaciu boli
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dosiahnuté lepsie vysledky ako v pripade YPD média, no rovnako sa nepodarilo identifikovat’
ziadnu z vybranych vzoriek. Metoda sa javila vhodna pre identifikaciu kvasiniek rodu
Cryptococcus hlavne kvoli tomu, ze mukopolysacharidova kapsula obsahuje z vacse) Casti vodu
[88]. K rozruseniu buniek vyuziva sedemnasobné premytie destilovanou vodou. Intracelularne
proteiny su z buniek extrahované pomocou SAFA matrice. Vzhl'adom na ziskané vysledky je
mozné zhodnotit' tito pripravu vzorky v nasom pripade ako nie vhodni pre potreby
identifikacie kvasiniek rodu Cryptococcus pomocou MALDI-TOF MS (Obrazok 13). Spektra
vzoriek, pripravovanych premyvacou metodou, neboli dostatocne kvalitné, ¢o moze byt
sposobené nedostatoCnym rozpustenim kapsuly pritomnej okolo buniek. To modze mat
za nasledok neuspesnu extrakciu intracelularnych proteinov potrebnych k identifikacii. Tento
fakt potvrdzuje aj pritomnost velkého mnozstva Sumu v spektre. Pre overenie tejto hypotézy
by bolo potrebné mikroskopické pozorovanie vzoriek obsahujucich vyextrahované proteiny,
napriklad prostrednictvom AFM mikroskopu (mikroskopia atomarnych sil, z ang. Atomic

Force Microscopy).

Brukerova metoda s pouzitim CHCA matrice je metdda vyvinuta firmou Bruker Daltonik
GmbH. Téato metoda sa 1isi od premyvacej metody v niekol'kych bodoch. Brukerova metdda
vyuziva k rozruSeniu buniek etanol a kyselinu mravc¢iu. Proteiny st nasledne z buniek
extrahované pomocou acetonitrilu. Standardizovana metoda vyuziva ako matricu CHCA, ktora
je schopna identifikéacie intaktnych proteinov do molekulove; hmotnosti 12 kDa. Tato metoda
v kombinacii s vyuzitim sladinového agaru ako kultivaéného média poskytla identifikaciu
26 vzoriek kvasiniek. Avsak 34 spektier vzoriek nebolo mozné pouzit’ k identifikacii, rovnako,
ako 10 spektier Standardov. Vys§iu uspeSnost identifikacie mala Brukerova metodda s vyuzitim
SAFA matrice, ktora je schopna ionizacie vysSich molekularnych hmotnosti proteinov [85].
Pomocou tejto metddy a pouzitia sladinového agaru ako kultivaéného média, sa podarilo
identifikovat’ 43 vzoriek. Tato metoda poskytovala kvalitnejSie spektra — nepostacujuce boli
3 spektra vzoriek a 2 spektra pouzitych standardov. NavySe tato metoda potvrdila identifikaciu
vSetkych vzoriek, ktoré boli identifikované pomocou metédy SBCHCA. Prostrednictvom
metddy YBSAFA boli identifikované 4 spektra vzoriek, pricom 3 znich sa nepodarilo
identifikovat’" ziadnou inou metodou. Porovnanie jednotlivych metod je zobrazené
na Obrazku 13. V pripade Brukerovej metddy bolo pouzitie etanolu a kyseliny mravcej
dostatocné k rozpusteniu kapsuly chraniacej bunku, ako aj k rozruseniu bunkovej membrany.
Uspesnu extrakciu proteinov potrebnych k identifikacii potvrdzuju ziskané vysledky. Preto

povazujeme za vhodny postup identifikacie kvasiniek rodu Cryptococcus pouzitie Brukerove;j
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metddy pripravy vzorky v kombinacii s vyuzitim sladinového agaru ako kultivaéného média.

Pre kvasinky z kmena Filobasidium oeirense je vhodnejsie pouzitie YPD média na kultivaciu.

5.1.3 Taxonomické zaradenie

Pomocou metdédy MALDI-TOF sa podarilo identifikovat’ 3 druhy kvasiniek, Filobasidium
magnum, Filobasidium oeirense a Filobasidium wieringae, ktoré maju potvrdent pritomnost’
kapsuly [5]. Filobasidium magnum patri medzi nepatogénne druhy a primarne sa nachadza
na kvetoch rastlin, no st zname pripady vyskytu na listoch alebo plodoch [5]. Pri stanoveni boli
pouzité 2 Standardy Filobasidium magnum: Standard Cislo 8/3 a Standard cislo 17-4-40.
Pozitiviu zhodu so §tandardom cislo 17-4-40 vykazovala vzorka I1.40 so skore zhody 2,045
pomocou metddy SBSAFA. Neurciti zhodu s rovnakym §tandardom vykazovali vzorky 11.48
a 22, ktoré boli taktiez pripravované metodou SBSAFA. Pre vzorku I1.48 bolo skore zhody
so §tandardom 1,707 a pre vzorku 22 1,7. Standard 8/3 vykazoval zhodu len pouZitim metody
YBSAFA. Zhoda so §tandardom bola neurcita — vzorka I1.53 vykazovala skoére zhody 1,778
a vzorka I1.54 1,888. Napriek tomu, ze zhodu so Standardom vykazovala len jedna vzorka,
podarilo sa na zaklade vzajomného porovnania spektier vzoriek identifikovat' aj zvysnych

5 vzoriek. Tieto vzorky vykazovali v metode YBSAFA zhodu medzi sebou navzajom.

Druh Filobasidium oeirense bol pri identifikacii zastipeny Standardami 4/4 a 4/6.
S uvedenymi §tandardami vykazovali zhodu vzorky 9, 10 a 13. VSetky tri identifikované vzorky
boli pripravované metodou YBSAFA, ktora ako jedina poskytla spektra s dostatocnou kvalitou
potrebnou k identifikacii. Z tohto dovodu hodnotime YPD médium ako vhodnejsie pre potreby
kultivacie. Pre dva zvysSné druhy kvasiniek odpora¢ame pouzit’ na kultivaciu sladinovy agar.
Vzorka 13, pripravovana metdédou YBCHCA, mala skoére zhody so Standardom 4/4 1,854
a so Standardom 4/6 dosiahla skore zhody 1,903. Metédou YBSAFA sa ju podarilo
identifikovat’ iba proti Standardu 4/4, s ktorym dosiahla skére zhody 2,006. Vzorky 9 a 10
dosiahli uspesné identifikacie proti obom nasadenym Standardom. AvSak obe vzorky dosiahli

vyS$sie skore zhody so Standardom 4/4.

Druh Filobasidium wieringae je povodne znamy ako Cryptococcus wieringae a rovnako,
ako d’alSie druhy Filobasidiales, je asociovany s rastlinami [5]. Pod tento druh patril najvyssi
podiel identifikovanych vzoriek. Uspesne sa podarilo identifikovat’ porovnanim so §tandardami
42 testovanych vzoriek. VSetky vzorky boli identifikované prostrednictvom metédy SBSAFA.
Z identifikovanych vzoriek sa taktiez 26 podarilo identifikovat' prostrednictvom metody

SBCHCA. Druh F. wieringae reprezentovali pri identifikacii §tandardy 4/13 a 17-4-32.
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Standard 4/13 dosiahol pri porovnavani spektier vys§iu uspesnost, pri¢om zhodu s jeho
spektrom preukazalo 12 vzoriek. Najvyssie skore zhody s uvedenym sStandardom dosiahla
vzorka I1.49, ktora pri porovnani dosiahla skore zhody 2,353. So Standardom 17-4-32 mali
zhodné spektra 3 vzorky. ZvySnych 27 vzoriek sa podarilo identifikovat vzajomnym
porovnanim jednotlivych spektier vzoriek. Na Obrazku 14 je ukazka dendrogramu
z vyslednych spektier ziskanych pomocou MALDI-TOF MS pre kmene narastené na YPD
médiu a spracovanych SBSAFA metddou oproti §tandardu 4/13 (Filobasidium wieringae).
V dendrograme je vidiet rozdelenie vzoriek do jednotlivych skupin, podskupin a osamotenych

jedincov ako napriklad vzorka 13.
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Obrdzok 14: Dendrogram z vyslednych spektier kmerniov narastenych na YPD médiu a spracovanych

Brukerovou SAFA metodou oproti Standardu 4/13 (Filobasidium wieringae).

5.2 Mikrobiologické stanovenie jednotlivych charakteristik kvasiniek

5.2.1 Stanovenie konStanty radialneho rastu

Konstanta radialneho rastu bola vypocitana na zaklade priemeru kvapky kultary kvasinkovej
suspenzie na zaciatku a konci stanovenia. VSetky kultary boli kultivované na sladinovom agare

a rast bol sledovany po dobu 21 dni. Kultivacia prebehla za pritomnosti kyslika a pri teplote
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22 °C. Ziskané vysledky pre jednotlivé vzorky a v ramci jedného druhu boli tak rozdielne,
ze pomocou tohto stanovenia nebolo mozné urcit podobnost medzi jednotlivymi vzorkami.
V nasledujucej tabul'ke je uvedené porovnanie konstant radialneho rastu vybranych vzoriek

kvasiniek spolu s ich identifikaciou pomocou metody MALDI-TOF MS.

Tabulka 7: Vypocitané hodnoty konstant radialneho rastu pre vybrané vzorky kultur kvasiniek.

Cislo kmeiia re MALDI
56 2,580
65 2,777
35 3,079
11.43 3,175 Filobasidium wieringae
I1.56 3,442
I1.46 3,571
50 4,167
2 2,777 Filobasidium oeirense
10 3,175
51 1,110 ,
39 1,300 Rovnaké
38 1,984 ,
112.2 1,993 Rovnake

Napriek tomu, ze konStanty radialneho rastu boli medzi jednotlivymi vzorkami odlisné,
je mozné urCit podobnost, respektive odliSnost’, jednotlivych vzoriek na zaklade vzhladu

narastenych kvasinkovych kolonii (Obrazok 15).
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Obrazok 15: Vzhlad vybranych kvasinkovych kultur pocas stanovenia ich konStanty radidlneho rastu.

5.2.2 Stanovenie pritomnosti ureazy

Stanovenie pritomnosti ureazy bolo sledované prostrednictvom farebnej zmeny média
z povodnej zltej na ruzovu farbu. Pocas stanovenia dochadza k hydrolyze mocoviny za vzniku
amoniaku a karbamatu, ktory sa nasledne rozklad4a na kyselinu uhli¢itu a druhtt molekulu
amoniaku [5]. Vznikajici amoniak alkalizuje médium, ¢o sa prejavi jeho farebnou zmenou
média [48]. Zmena média bola sledovana po dobu 12 dni, pricom vSetky testované vzorky
vykazovali pozitivihu zmenu, ¢o znadi pritomnost’ enzymu ureazy v ich bunkach (Obréazok 16).
Na zéklade pozitivnych vysledkov je mozné usadit, ze nezname vzorky patria do skupiny
kvasiniek rodov Cryptococcus, Trichosporon alebo Rhodotorula. Stanovenim pritomnosti
uredzy bolo potvrdené, ze vybrané kmene izolované z prirodnych zdrojov patria medzi

bazidiomycétne kvasinky [5].
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Obrdzok 16: Stanovenie pritomnosti uredzy (Zltd farba = negativny test, ruzovd farba = pozitivny

test).

5.2.3 Stanovenie asimilacie a fermentacie cukrov

Stanovenie asimilacie vybranych cukrov bolo sledované po dobu 5 dni pri 22 °C.
Sledovanym parametrom bol narast kultary kvasiniek na danom C-médiu. Média z cukrov
Inulin, Melibioza a Trehal6za mali vysledni koncentraciu 2%, preto na nich narastli vSetky
vzorky kultar kvasiniek. Rovnaké médium s koncentraciou 10%, by uz pre niektoré vzorky
nebolo vhodné na rast. Takéto vzorky by na médiu so zvySenou koncentraciou cukru nenarastli
a vo vyslednej Tabulke 8 si oznacené pismenom w. Pre ostatné vzorky nie je mozné urcit, ¢i
by na viac koncentrovanom médiu narastli alebo nie. Média ostatnych cukrov boli
o koncentracii 10% a narastli na nich vSetky kmene testovanych kvasiniek (Tabulka 8), a preto
nebolo mozné tymto testom jednotlivé kmene kvasiniek druhovo zaradit, a teda vzorky, ktoré
dosiahli v MALDI-TOF nejednoznaénu identifikaciu, boli uréované podla rastu v médiu

bez pritomnosti vitaminov a rastu v pritomnosti alkoholov podl'a Kurtzman a kol. [5].

Test stanovenia fermentdcie sacharidov sluzil ako kontrolny test, ked’ze podl'a Kurtzman
a kol. kvasinky rodu Cryptococcus nepatria medzi fermentujice rody kvasiniek [5]. Pocas
15 dni bola sledovana tvorba CO2 v Durhamovej skamavke. Vybrané vzorky kvasiniek boli
porovnavané s referencnou vzorkou, ktora vykazovala tvorbu plynu v skimavke. Pocas celého
stanovenia vzorky nefermentovali jednotlivé cukry, ¢im sa potvrdilo, ze patria medzi

nefermentujice kmene.
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Tabulka 8: Vysledky stanovenia asimilacie cukrov.

¢islo | -z | = S| 5 g S E|S Gislo | 5| 3 S| 5 g S| £
kmeiia| 5 | S| E|S|S|E| | = kmetta| | S| E|S |5 | E| =] =
SE|T|&|=]F|S| " Sle|T &2 28]

1 42 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + (23] 112 |+ |+ |+ |+ |||+ +
2| 48 | + | + + |+ |+ |+ |24 1122 |+ |+ |+ [ WH[+ [+ |+ |+
3 28 |wH |+ |[WH| + |+ |+ |+ |+ |25 O35 | + |+ [WH| A+ |+ |+ |+ |+
4 22 + |+ W+ + |+ |+ |+ |+ [26] TAO |wWH| + |WH| + | + |+ |+ |+
5| Il + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |27 56 |WH| + |+ |+ |+ |+ |+ |+
6 39 |wH |+ |wH| + | + |+ |+ [w+|28] 110 | + | + |w+| + | + [wW+]| + | +
7 51 + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ + (29 3 + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ +
8 35 + |w+| + |+ |+ |+ |+ |+ (30 60 | + |+ |+ |+ |+]|+]|+]|+
9 1 ND |[ND|ND|ND |ND|ND|ND|ND|31| 14 + |+ | WH| + |+ |+ |+ ]+
10| [.622 [ND IND|ND| + | + | + | + | + |32]| 38 + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+
11| [.62.3 [ ND IND|ND| + | + | + |w+|w+ |33 9 + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ +
12 39 | + | + | + |Ww+| + | + | + | + (34| 10 |w+|+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
13| 49 + |+ |+ | wH| + |WH|+ |+ (35 T34 |+ |+ |WH| + |+ |+ ]|+ ]|+
14| 113 + |wH| + |+ |+ |+ [+ + (36| 37 |+ |+ |+ |+ |+]|+]|+]|+
15| 1042 | w+ | + |w+| + | + | + | + | + |37 26 + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ +
16| 54 | + | + | + | + | + | + |+ | + |38 55 + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+
17| 56 |[ND|ND|ND| + | + | + | + |w+[39| 046 |w+| + |W+| + |+ | + | + | +
18| 36 | + | + |[w+| + | + | + | + | + |40 6 W+ |+ (WH| + |+ |+ |+ |+
19| 143 [ND|ND|ND| + | + | + | + |w+ (41| 50 + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+
200 65 | wH |+ |wH| + |+ |+ |+ |+ |42 IIS3 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+
21 2 + |+ WA+ |+ | WH W+ (43 T2 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
22| 041 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |44 OL19 | + |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+

Pozn.: w+ —vzorky, ktoré by v 10% médiu sacharidu nenardstli, ND — kvasinkovd kultiira

nenardstla

5.2.4 Stanovenie citlivosti na antimykotika

Na stanovenie citlivosti kmenov na antimykotika boli pouzité fluconazol, voriconazol
a antibiotikum actidion (cykloheximid s potvrdenych antimykotickych ucinkom) [91].
Pri stanoveni citlivosti na fluconazol a voriconazol boli pouzité komercne dostupné disky, ktoré
obsahovali 25 ug fluconazolu a 1 ug voriconazolu. Citlivost' na antibiotikum actidion bola
testovana prostrednictvom pripravenych diskov s koncentraciami lieciva 10 mg/ml, 2 mg/ml,
0,2 mg/ml a 0,02 mg/ml. Pri stanoveni citlivosti na antimykotika fluconazol a voriconazol bolo
z celkového poctu 54 testovanych vzoriek, 30 takych, kde kvasinky nerastli takze sa neda
zhodnotit' ich citlivost na antimykotikd. Kvasinky kultivované na miskach s actidionom
nenarastli v 29 pripadoch z 54. Z testovanych kmeriov boli Styri kmene, na ktoré nemala ani

jedna koncentracia actidionu vplyv a to boli vzorky €. 113, 11.35, 62 a I1.34. Kmeri ¢. 28 bol
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jediny citlivy na cela sledovanu 8kalu koncentracii actidionu (0,02 mg/ml) (Obrazok 17)
(Tabulka 9) a kmen ¢. 57 bol citlivy v rozsahu koncentracii 0,2 — 10 mg/ml. Na rozsah
koncentracii od 2 — 10 mg/ml bolo citlivych najviac kmeniov a to €. 22, 49, 11.42, 11.54, 11.36,
52, 11.41, 112.2, 11.40, 11.49, 110, I1.60, 10 a I11.62.3. gtyri kmene boli citlivé len na najvyssiu
koncentraciu actidionu a to ¢. 42, 27, 112 a I1.56. Kmene, ktorych citlivost’ sa nedala urcit
patrili zvacSa kidentifikovanym ako F. wieringae, ktoré nevykazuju ziadnu citlivost
na actidion ako uvadza Kurtzman a kol. [5] (Tabulka 9). Na antimykotikum fluconazol bola
preukazana citlivost kmeniov ¢. 42 a I1.60 priCom na antimykotikum voriconazol bolo 10
kmenov (27, 11.62.2, 11.62.3, 57, 52, 11.41, 112.2, 11.56, 110 a I1.60). Voriconazol aj napriek
nizkej koncentracii na disku (1 pg) mal vyssiu antimykoticku aktivitu ako fluconazol, ktorého

koncentréacia na disku bola 25 pg a boli nai citlivé len dva kmene (42 a I1.60).

Tabulka 9: Velkost inhibicnych zon pri vybranych vzorkdch v cm.

kfxliga Actidion Fluconazol | Voriconazol
1 42 1-0,2 0,5 0
2 I1.48 ND 0 0
3 28 1-1,5; 2-0,8; 3-0,4; 4-0,2 ND ND
4 22 1-1,5;2-0,9 0 0
5 11.62.2 1-0,3;2-0,3;3-0,2 0 0,5
6 11.62.3 1-0,5;2-0,4 0 0,3
7 I1.54 1-0,7;2-0,5 0 0
8 I1.36 1-1;2-0,4 0 0
9 1141 1-0,2;2-0,1 0 0,3
10 112 1-0,05 ND ND
11 112.2 1-0,7;2-0,2 0 0,2
12 I1.40 1-0,4;2-0,3 0 0
13 I1.56 1-0,5 0 0,05
14 110 1-0,6;2-0,3 0 0,2
15 I1.60 1-1,9; 2-1,0 0,2 1
16 10 1-0,4; 2-0,6 ND ND
17 17 ND 0 0
18 27 1-0,6 0 0,2
19 57 1-1,2;2-0,6;3-0,2 0 0,2
20 52 1-0,7;2-0,6 0 0,6
21 I1.49 1-0,8;2-0,2 0 0
22 62 0 0 0

Pozn.: ND — kvasinkovad kultura nenardstla, zelend — vzorky

identifikované MALDI-TOF MS ako F. wieringae
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V Tabulke 9 su zvyraznené zelenou farbou kvasinkové kultary, ktoré boli pomocou
MALDI-TOF MS identifikované ako F. wieringae. Napriek tomu, ze ide o rovnaky kmen

kvasiniek, vykazovali tieto vzorky rozdielnu citlivost na dané lieCiva, ktora v pripade jedného

druhu kvasiniek méze byt variabilna [5].

Obrdzok 17: Inhibicné zony actidionu na vzorke 28 (viavo) a 11.36 (vpravo).

5.2.5 Rast bez pritomnosti vitaminov

Pri tomto stanoveni bola sledovanym parametrom tvorba a intenzita zakalu v skimavke.
Vzorky boli sledované po dobu 14 dni a vysledky rastu st zhrnuté v Tabulke 10. VacSina
vzoriek nebola schopna rast’ bez vitaminov. Vzorky, ktoré mali najvy$Siu intenzitu rastu,
vykazovali uz po prvom tyzdni narast. Okolo skimavky sa vytvoril prstenec a na dne sediment.
Naopak vo vzorkach so ziadnou alebo nizkou intenzitou rastu sa vytvoril vel'mi slaby prstenec

a jemny zakal v prvom tyzdni, ale v druhom tyzdni uz nebola pozorovana ziadna zmena v raste.

5.2.6 Sledovanie rastu v pritomnosti alkoholov

Rovnako, ako v prechadzajicom stanoveni, bol rast kvasiniek v pritomnosti etanolu a glycerolu
sledovany po dobu 14 dni. Pozorovanym parametrom bol vznik zadkalu ajeho intenzita
v skimavke. V nasledujucej tabulke su uvedené suhrnné vysledky pre stanovenie rastu

v pritomnosti alkoholov a rastu bez pritomnosti vitaminov (Tabulka 10).

53



Tabulka 10: Vysledky stanovenia rastu v pritomnosti etanolu, glycerolu a bez pritomnosti vitaminov.

kflllsgf’(:a Etanol | Glycerol vitfn(: ?n ov k(lillzlf’?a Etanol | Glycerol Vitfn(: I?IIOV
1 42 ++ ++ w0 23 112 0 + +++
2 11.48 w + w0 24 | 112.2 w ++ +++
3 28 + + 0 25 IL.35 + +++ +
4 22 w0 w0 w0 26 11.40 + + +
5 1.1 ++ ++ +++ 27 I1.56 + + w0
6 39 + + w0 28 110 + + w0
7 51 w + + 29 3 + ++ +
8 35 0 + 0 30 11.60 + ++ +
9 1 w0 w0 + 31 14 0 + +++
10 | 11.62.2 w ++ w 32 38 W ++ 0
11 | 11.62.3 0 + w0 33 9 0 w 0
12 | 1139 ++ ++ ++ 34 10 0 w 0
13 49 + ++ w0 35 11.34 ++ ++ +++
14 113 w0 ++ w0 36 11.37 ++ ++ +++
15 .42 ++ +++ w0 37 26 0 + +++
16 I1.54 w w w0 38 55 +++ +++ w0
17 56 0 w0 0 39 | 1146 w + 0
18 | 1IL36 ++ ++ +++ 40 6 0 + w0
19 11.43 0 0 0 41 50 0 0 0
20 65 0 w0 0 42 | 1153 0 0 w0
21 2 + ++ +++ 43 II1.2 0 ++ w0
22 1141 ++ ++ +++ 44 | 1I1.19 + + w0

Pozn.: w0 — v prvom tyzdni jemné prejavy ndrastu, ale v druhom tyZdni uz nevykazovali ndrast,
+ - prstenec a zdkal, ++/+++ - ndrast prstenca a silny zdkal, ND — kvasinkovad kultiira
nenarastla

Z Tabulky 10 vyplyva, ze zo 76 testovanych kmerniov nemalo schopnost’ rast bez vitaminov
59 kmenov a 17 kmeniov malo schopnost’ rast’ aj bez vitaminov. Pri testoch schopnosti rast
v pritomnosti etanolu a glycerolu bolo sledovanych 40 vzoriek. V pritomnosti etanolu bolo
schopnych rast 20 kmenov a v pritomnosti glycerolu 33 kmefiov. Mozné kombinécie rastu
v pritomnosti etanolu a glycerolu boli ++; 0,+; 0,0; +,0 ¢o ukazalo, ze najvacsia skupina
(20 kmertiov) patrila k tym schopnym rast’ v pritomnosti etanolu aj glycerolu a druha najvacsia
skupina patrila (14 kmenov) do skupiny, ktora nebola schopna rast’ v pritomnosti etanolu, ale
v pritomnosti glycerolu 4no. Ani jeden kmen nepatril do skupiny, ktoré boli schopné rast
v pritomnosti etanolu, ale v pritomnosti glycerolu nie. Sest kmefiov nemalo schopnost’ rast
v pritomnosti ani jedného alkoholu. Tieto vysledky podnietili vytvorit skupiny aj s vysledkami

bez vitaminov a tato troj-kombinaciu pouzit na vytvorenie skupin, ktoré by pomohli zatriedit
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kmene, ktoré sa nepodarilo ur¢it pomocou MALDI-TOF. Na zaklade uvedenych vysledkov
boli nasledne uréené mozné druhy kvasiniek, ku ktorym boli priradené jednotlivé vzorky
sledovanych kvasiniek. Ked'Ze je moznych viacero druhov pre jednotlivé troj-kombinécie, tak
su tieto vzorky kvasiniek rieSené aj molekularnou identifikaciou. Tabulka 11 obsahuje zhrnutie
skupin vytvorenych troj-kombinéciou testov s moznymi druhmi, ktoré sa nasli v prirode, aby
sme sa pokusili zaradit’ zostavajucich neidentifikovanych 28 vzoriek. Na zaklade uvedenych
vysledkov boli nasledne ur¢ené mozné druhy kvasiniek, ku ktorym boli priradené jednotlivé
vzorky sledovanych kvasiniek. KedZe je moznych viacero druhov pre jednotlivé

troj-kombinécie, tak su tieto vzorky kvasiniek rieSené aj molekularnou identifikaciou.

Tabulka 11: Vysledky pravdepodobnej identifikacie na zaklade mikrobiologickych stanoveni.

- | B 2
Potenciilne druhy g g nq:a E Vzorky
=R g
Vishniacozyma heimaeyensis (nektar, [92]),
Vishniacozyma victoriae [92], Cryptococcus 0 + 0 11.48, 111.2, 113, 51, 38
tephrensis (Island, [93])
Cryptococcus tephrensis, Saitozyma
paraflavus ( [94], Filobasidium magnum [92], 0 0 0 22, 11.54, 11.53, I11.19
Saitozyma flava [95]
Solicoccozyma aeria [96], Papiliotrema 11.60, 55, 2, 11.41, 11.35,
flavescens " " " 11.39, III.1, I1.34, 11.37, 11.36
Najviac moznych druhov, vybraté najviac
pravdepodobné: Genolevuria armeniacus
(Casti rastlin, [97]), Cryptococcus humicola
(voda, [97]), Holtermanniella festucosa [96], + + 0 55,49, 11.42, 42, 39, 28
Filobasidium magnum [92], Filobasidium
wieringae (poda, [98)), Filobasidium
Sfloriforme (patogenita rastlin, [99])
Solicoccozyma aeria, Vishniacozyma
o 0 + + 26,112, 112.2
victoriae

Pozn.: 0 - Ziaden ndrast, + - prstenec a zdakal, ++/+++ - ndrast prstenca a silny zdakal
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6 ZAVER

Hlavnym cielom diplomovej prace bola identifikacia 79 vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus
vyskytujucich sa na lukach a zdhradach pomocou metdédy MALDI-TOF MS. Zarover s tymto
cielom bol sledovany vplyv dvoch kultivatnych médii a2 metod pripravy vzoriek
na identifikaciu. Pomocou metody MALDI-TOF MS bolo uspesne identifikovanych 51 vzoriek
kvasiniek (65% uspesnost’ identifikacie), Co radi tito metodu medzi najdolezitejSie v ramci
identifikacie velkého mnozstva vzoriek, ktoré sa spracovava pri sledovani diverzity kvasiniek
v prirode. Kmene identifikované pomocou MALDI-TOF MS boli zaradené¢ do 3
taxonomickych druhov — Filobasidium magnum, Filobasidium oeirense a Filobasidium
wieringae. Z hl'adiska vplyvu kultivacného média na vysledky identifikacie, sa pre kmene
F. magnum a F. wieringae zda vhodnejSie pouzitie sladinového agaru na kultivaciu. Pre kmen
F. oeirense odporuCame pouzit na kultiviciu YPD-médium. Prostrednictvom metody
MALDI-TOF MS boli identifikované len tie vzorky odpovedajuce tomuto kmeriu, ktoré rastli
na YPD-médiu aboli pripravované prostrednictvom Brukerovej metody upravy vzorky
v spojeni so SAFA matricou. Spomenutda metdda v spojeni so sladinovym agarom ako
kultivaénym médiom, vykazovala najvyssi podiel identifikovanych vzoriek. Tato metoda
sa osvedcila hlavne vdaka pouzitiu etanolu a kyseliny mravCe] na rozruSenie bunkovej
membrany. Za vznik kvalitnejSich spektier je zodpovedna SAFA matrica, ktora je schopna
ionizacie vysSich molekularnych hmotnosti vyextrahovanych intracelularnych proteinov.
Pouzitie Brukerovej] metdédy a CHCA matrice bolo menej efektivne, ked'ze vyss§i podiel
identifikovanych vzoriek malo pouzitie SAFA matrice. Pomocou premyvacej metody pripravy
vzorky sa nepodarilo identifikovat ziadnu zo stanovovanych vzoriek kvasiniek. Metoda
poskytovala spektra nedostatocnej kvality, ¢o mohlo byt sposobené neschopnostou rozrusit

bunkovii membranu, a tym vyextrahovat proteiny potrebné k identifikacii.

Vybrané vzorky boli d’alej podrobené stanoveniu charakteristik pomocou konvencnych
mikrobiologickych metdd. Stanovenie pritomnosti uredzy potvrdilo, ze vzorky patria
do skupiny kvasiniek rodov Cryptococcus, Trichosporon alebo Rhodotorula. KedZze
pri stanoveni nastala u vSetkych vzoriek farebna zmena média, tak vSetky sledované vzorky
vykazovali pritomnost’ ureazy. Stanovenie konstanty radidlneho rastu neprinieslo oakéavané
vysledky vzhl'adom k tomu, ze jednotlivé vzorky mali rozdielne konstanty, na zaklade ktorych
medzi nimi nebolo mozné urcit jednoznacnu podobnost. Sledovanie fermentacie vybranych
cukrov potvrdilo, ze kvasinky rodu Cryptococcus patria medzi nefermentujuce kmene.

Pri stanoveni asimilacie mali média zcukrov inulin, melibiéza a trehaléza vyslednu
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koncentraciu 2%, namiesto pozadovane] 10%. Preto na nich narastli vSetky vzorky kultar
kvasiniek a pre niektoré z nich nebolo mozné urcit, ¢i by pri vysSej koncentracii sacharidu
narastli. Vzhl'adom na dosiahnuté vysledky bolo toto stanovenie zidentifikacie vyradené.
Vzorky kvasiniek, ktoré vykazovali v MALDI-TOF MS nejednoznacnu identifikaciu, boli
urCované podla rastu v médiu bez pritomnosti vitaminov a rastu v pritomnosti alkoholov.
Na zéklade tychto stanoveni boli vzorky zaradené k potencidlnym druhom. Kmene
Filobasidium magnum, Filobasidium oeirense a Filobasidium wieringae maju rovnaké
vlastnosti, takze nebolo mozné podl'a zvolenych mikrobiologickych testov zaradit' vzorky,
ktoré vykazovali len mozna podobnost’, k jednému alebo dvom tymto druhom,. Zo sledovanych
79 kmenov zostalo 28, ktoré sa nepodarilo identifikovat zvolenymi metédami a st d’alej rieSené

molekularnou identifikéaciou, ktora uz nie je sucast’'ou tejto diplomovej prace.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AFM

CHCA

CNS

DBB

DPPA

ESI

FA

FT-ICR

GalXM

GXM

LP MID

MALDI

m/z

PCR

SA

SAFA

SBCHCA

SBSAFA

SVoda

TOF

mikroskopia atomarnych sil, z angl. Atomic Force Microscopy
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova

centralny nervovy systém

diazéniova modra B

auxanografickd metoda, z angl. Dye Pour-Plate Auxanogram
ionizécia elektrosprejom, z angl. Electrospray ionization
kyselina ferulova

s Fourierovou transformaciou, Fourier-

cyklotronova rezonancia z angl.

transform ion cyclotron resonance
galaktoxylomannan
glukuronoxylomannan

linearny pozitivny mod

desorpCna ionizacia laserom za ucasti matrice, z angl. Matrix-assisted laser

desorption/ionization

pomer hmotnosti k ndboju, z angl.mass-to-charge ratio
polymerazova retazova reakcia, z angl. Polymerase Chain Reaction
kyselina sinapova

zmes kyseliny sinapovej a ferulove;j

metoda kultivacie vzoriek na sladinovom agare aich naslednej pripravy

pomocou Brukerovej metody s pouzitim CHCA matrice

metoda kultivacie vzoriek na sladinovom agare aich naslednej pripravy

pomocou Brukerovej metddy s pouzitim SAFA matrice

metoda kultivacie vzoriek na sladinovom agare aich naslednej pripravy

pomocou premyvacej metody
prieletovy analyzator, z angl. time-of-flight
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TOF1

TOF2

YBCHCA

YBSAFA

YVoda

prvy preletovy analyzator

druhy preletovy analyzator

metoda kultivacie vzoriek na YPD médiu aich naslednej pripravy pomocou

Brukerovej metody s pouzitim CHCA matrice

metoda kultivacie vzoriek na YPD médiu aich naslednej pripravy pomocou

Brukerovej metody s pouzitim SAFA matrice

metoda kultivacie vzoriek na YPD médiu a ich naslednej pripravy pomocou

premyvacej metody

73



