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SOUHRN

Vyskyt oslabujicich onemocnéni, jako jsou AIDS, cukrovka a zhoubné nadory,
spolu s rostoucim pocétem invazivnich zakrok( vede v poslednich desetiletich ke zvySené
mife kolonizace a infekce pacientd riznymi druhy kvasinek. V posledni dobé poklesla
relativni incidence mykotickych infekci zplsobenych kvasinkou Candida albicans, oproti
tomu vzrostl vyskyt infekci zpusobenych jinymi, tzv. non-albicans druhy kandid, které se
v8ak Casto vyrazné liSi v citlivosti k antimykotikim. Pfes pokroky v antifungalni profylaxi a
IéCbé zUstava nemocnost a umrtnost na kandidézu vyznamnym klinickym problémem.
V pfipadé spravné diagnézy v raném stadiu infekce a nasazeni odpovidajici antifungalni
terapie se vSak jeji progndza dramaticky zlepsi.

Prestoze byla vyvinuta fada rychlych a citlivych diagnostickych systému, kultivaéni
techniky nasledované konvenc&ni fenotypovou identifikaci Cisté kultury stale pFevazuiji.
Duvodem je, zZe nekultivaéni metody, vétSinou zalozené na PCR amplifikaci kvasinkové
DNA z klinického vzorku, nedokazi pokryt celé spektrum potencialné patogennich

kvasinek nebo toho dosahuji nakladnym zplsobem.

Nedavno byl v nasi laboratofi navrZzen inovativni pfistup k druhové identifikaci
kvasinek zaloZzeny na nahodné amplifikaci polymorfni DNA (RAPD) a analyze kfivky tani
vyslednych amplifikaénich produktll (McRAPD). Tento postup na rozdil od tradi¢ni RAPD
nevyzaduje roztfidéni produktl gelovou elektroforézou a zdlouhavou a z€asti subjektivni
analyzu vysledkl v podobé& komplexnich fingerprintl. ProtoZe jde o univerzalni techniku,
ma McRAPD potencial pokryt celé spektrum potencialné patogennich kvasinek, a to

ekonomickym a automatizovatelnym zptsobem.

Jednim z cill této prace bylo uzpusobit metodu McRAPD pro rutinni analyzu
klinickych vzorkl(. Bylo prokazano, ze vhodnym rychlym a ekonomickym zpusobem
ziskani templatové DNA pro McRAPD je zjednodusSena extrakéni technika pouzivajici
hrubé lyzaty kolonii. McRAPD protokol byl optimalizovan pro pouziti na pfistroji
RapidCycler k dosazeni co nejnizSi vnitrodruhové variability kfivek a vysoké
reprodukovatelnosti. Nasledné byla prokazana dobra opakovatelnost vysledkd v ramci

jednoho experimentu i mezi experimenty.

V avodu prace bylo pro vyhodnoceni presnosti identifikace kvasinek pomoci
McRAPD vybrano 9 druhd kvasinek v nasich podminkach nejCastéji ziskavanych
z klinickych vzork(; pouzité izolaty byly dfive identifikovany konvenénimi postupy v ramci
rutinniho provozu diagnostické laboratore Ustavu mikrobiologie LF UP a FN Olomouc.
V dalsi fazi byly vzdy kfivky tani izolatd daného druhu ziskané McRAPD analyzou

srovnany a pro kazdy par izolatd byla kvantifikovana vzajemna podobnost, coz umoznilo



izolaty roztfidit do shlukl a definovat jednotlivé McRAPD genotypy. V pfipadé zjisténi
rozporl ve vysledcich identifikace pomoci McRAPD a konvenénimi postupy byla
dodateCné provedena identifikace pomoci komercni asimilaéni soupravy ID 32C. Takto
byl ziskan referenéni ramec pro testovani spravnosti identifikace pomoci rGznych
algoritmu interpretace vysledki McRAPD. Prosty, zcela automatizovany algoritmus
zalozeny na srovnavani normalizovanych kfivek tani dokazal spravné identifikovat
80 % izolatd. Pokud byl tento algoritmus doplnén korekci porovnavanim rozhodnych pika
derivovanych kfivek, bylo identifikovano spravné 87 % izolatd. NejlepSich vysledku vak
bylo dosaZeno pfi vizualnim posuzovani podobnosti derivované kfivky tani s podporou
pocitace, kdy bylo dosazeno v priméru 98,3 % spravné uréenych izolatl. Z vysledkl této
Casti prace vyplyva, ze u velké Casti izolatll vymezené empiricky zjiSténym kritériem
spolehlivosti by bylo mozZné pouzit s vysokou spolehlivosti zcela automatizované
vyhodnoceni McRAPD. U malé ¢asti izolatd nesplfiujicich kritérium spolehlivosti 1ze
rychlym vizualnim hodnocenim derivovanych kfivek s podporou bézné dostupného
programového vybaveni dosahnout vysoké miry pfesné identifikace, ktera je
pfinejmensim srovnatelna s fenotypizanimi postupy.

Kromé druhové identifikace je pro epidemiologické ucely pfilezitostné pozadovano
i zhodnoceni vzajemné pribuznosti izolovanych kmend. Schopnost vnitrodruhové typizace
McRAPD byla testovana na souborech izolatd C. lusitaniae a C. albicans za méné
vyhranénych reakénich podminek. Z vysledk( této Casti prace vyplyva, ze rozliSovaci
schopnost McRAPD typizace je sice o néco nizSi nez u karyotypizace, ale jeji

vyhodnoceni vyluéuje subjektivni faktor, je snadnéjSi a v urcitych situacich muze
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SUMMARY

Over the past decades, the occurrence of debilitating diseases such as AIDS,
diabetes mellitus and malignancies along with the increasing performing of invasive
procedures have been leading to enhanced colonization and infection of patients caused
by a variety of yeast species. The incidence of mycotic infections caused by Candida
albicans yeast has decreased relatively recently, while the incidence of infections caused
by other, so-called non-albicans Candida species, which vary frequently in their
susceptibilities to antifungal agents, has risen. Despite advances in antifungal prophylaxis
and therapy, morbidity and mortality incurred by candidosis remain a significant burden.
However, in case of correct diagnosis and early initiation of appropriate antifungal therapy

the prognosis dramatically improves.

Although a vast array of rapid and sensitive diagnostic systems have been
developed, cultivation techniques followed by conventional phenotypic identification of
pure culture still dominate the field. This is mainly because non-cultivation methods,
based predominantly on PCR amplification of yeast DNA from clinical sample, are either
unable to cover the whole spectrum of potentially pathogenic yeast species or can do this

in a rather costly way.

Lately, an innovative approach to yeast species identification based on random
amplified polymorphic DNA (RAPD) and melting curve analysis of resulting products
(McRAPD) has been proposed. In contrast to traditional RAPD, this method omits both gel
electrophoresis and tedious and partly subjective analysis of resulting complex
fingerprints. Because McRAPD is universally applicable to template DNA of any
sequence, it has the potential to cover identification of the whole spectrum of potentially
pathogenic yeast species. More so, MCRAPD can do it in an economic and automated
way.

Tailoring the McRAPD technique to routine analysis of clinical samples was one of
the aims of this work. It was demonstrated that crude colony lysates provide a suitable
rapid and economic way to obtain template DNA for McCRAPD. The McRAPD protocol was
optimized to achieve the lowest level of intraspecies variability between curves and high
reproducibility when performed on a RapidCycler machine. Good intra-run and inter-run

reproducibility of results was verified subsequently.

To evaluate accuracy of yeast species identification based on McRAPD data,
9 yeast species recovered most frequently from clinical samples in our settings were
included in the study; their isolates were identified by conventional techniques earlier.

Next melting curves of each species acquired by McRAPD analysis were compared and



similarity rate was established numerically for each pair of isolates. This enabled
clustering of isolates and delineation of specific MCRAPD genotypes. Discrepant results
between McRAPD identification and conventional identification were resolved using the
ID 32C commercial set of assimilation tests. Hereby a reference frame was obtained for
testing of identification accuracy achieved by different algorithms of interpretation of
McRAPD data. A simple fully automated algorithm based on comparing of normalized
melting data identified 80% of the isolates accurately. When this algorithm was
supplemented by the correction by matching of decisive peaks in first derivation plots,
87% of isolates were identified accurately. However, computer-aided visual matching of
derivation plots showed the best performance with average 98.3% of accurately identified
isolates. These results imply that fully automated McRAPD identification might allow
accurate identification of a large part of isolates which would meet an empirically defined
reliability threshold. Those isolates which would not meet this threshold can be identified
rapidly based on visual matching of derivation plots supported by generally available

software, resulting in accurate identification rate at least equal to phenotyping techniques.

In addition to species identification, evaluation of relatedness of isolated strains is
occasionally required for epidemiological purposes. The McRAPD capability of
intraspecies typing was tested on collection of C. lusitaniae and C. albicans isolates at
less stringent reaction conditions. According to outcomes of this work, the resolution
power of McCRAPD typing is a little lower compared to karyotyping, however error of bias
caused by subjective evaluation of RAPD fingerprints is excluded in McRAPD. Moreover,
rather more unequivocal conclusion can be made using McRAPD in certain situations in

contrast to karyotyping.

Key words: Candida, species identification, melting analysis, typing, automation
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|. PREHLED PROBLEMATIKY

I. 1 Lékaisky vyznamné kvasinky

Moderni medicina paradoxné vytvari stale vétsi prostor pro rozvoj infekci, protoze
lé€enim dfive nelécitelnych onemocnéni umoziuje preziti vyrazné oslabenych pacientu.
Rovnéz jsou do praxe zavadény nékteré nové postupy, které také usnadfiuji vyvoj infekce.
ZjednoduSené lIze Fici, ze v dostateCné oslabeném terénu muze infekci zpusobit témér
jakykoli mikroorganizmus, schopny zakladniho pfeziti v prostiedi teplokrevného lidského
organismu. To plati v plné mife i pro houbové mikroorganizmy v€etné kvasinek, které jsou
typickymi oportunnimi patogeny. K rozsifujicimu se spektru podminénych patogenu muze
pfispivat i fakt, Ze moderni diagnostika umoznuje identifikovat i mnohé vzacné druhy
kvasinek, které mohly byt dfive pfehlizeny. Spektrum potencialné patogennich kvasinek je
proto velmi Siroké. Historicky byly kvasinky schopné kolonizovat teplokrevné ZivocCichy
oznacovany obecné jako kandidy (Candida sp.). U vétSiny znich je znamo pouze
anamorfni stadium neumoznujici pfesnou klasifikaci tradi€nimi metodami. Podle starsi
klasifikace se druhy kandid s absenci pohlavniho stadia fadily do tfidy Deuteromycetes.
Soucasna klasifikace se kromé novych znalosti teleomorfnich stadii u nékterych druht
opira zejména o fylogenetické analyzy genovych sekvenci. Na zakladé srovnavani
sekvenci nukleovych kyselin byla naprosta vétSina kvasinek rodu Candida zafazena do
tfidy Hemiascomycetes, oddéleni houby vieckaté (Ascomycota) (Taylor, 1995). Rodové
oznaceni Candida je proto dnes vyhradné pouzivano pro vieckovytrusné kvasinkovité
mikroorganizmy. Ackoli existuje vice nez 150 druhlG rodu Candida, které se vyskytuji
kosmopolitné ve vodé, pudé, ovzdusi, vegetaci i potravinach a velka ¢ast z nich byla
popsana alespofi vzacné ve spojeni s infekénim onemocnénim, pouze mala ¢ast je
schopna zpUsobit skuteéné zavaznou infekci (tzv. kandidozu). Z Iékafského hlediska je
nejvyznamnéjSim zastupcem Candida albicans, nasleduji druhy C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei a C. glabrata. K vzacnéjSim druhum izolovanym z klinického
materialu nalezi C. lusitaniae, C. famata, C. inconspicua, C. dubliniensis, C. utilis,
C. guilliermondii a C. kefyr (Calderone, 2002). DalSi druhy kvasinek jsou izolovany
z klinickych vzorkd velmi vzacné. Vzhledem k tomu, ze C. albicans je vibec nejbéznéjSim
houbovym patogenem ¢lovéka (Larriba et al.,, 2000) a pfedstavuje az 70 % izolatu
v diagnostickych laboratofich, rozdélujeme z klinického hlediska nékdy rod Candida na
dvé skupiny: kvasinky Candida albicans a tzv. non-albicans kandidy (NAC, z angl. non-

albicans Candida).

Rod Candida zahrnuje velmi rlznorodou skupinu organismu, které mohou

v zavislosti na podminkach rast nejen jako ovalné &i kulaté jednobunééné pucici buriky
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(blastospory) o typické velikosti 2—-8 um, ale vétSina druh(l za urlitych podminek muize
vytvaret i vlaknité formy (pseudohyfy — dcefiné bufky se protahuji a neoddéluji se od
matefské bunky). C. albicans a C. dubliniensis dokonce tvofi i pravé hyfy (mycelium).
Schopnost morfologické transformace mezi mycelialni (viaknitou) a kvasinkovou formou je
oznacovana jako dimorfismus. Ukazuje se, ze dimorfismus mulze hrat dllezitou, byt ne
nepostradatelnou, roli pfi kvasinkové invazi (Mitchell, 1998). V nepfiznivych podminkach
vytvafi C. albicans a C. dubliniensis na koncich a po stranach hyf velké (8 az 12 um),
tlustosténné buriky oznacované jako chlamydospory. Kromé morfologickych charakteristik
se jednotlivé druhy liSi také schopnosti vyuZivat za aerobnich a anaerobnich podminek
zdroje uhliku a tvofit extracelularni polysacharidy. Souhrn téchto charakteristik je vyuzivan

ke konven¢ni fenotypové identifikaci.

I. 2 Lékaisky vyznam kvasinek rodu Candida

Kvasinky rodu Candida patfi k podminénym patogenim lidi a teplokrevnych
zivoCichll. Jako neSkodni komenzalové osidluji fadu mist v téle, jsou béznou soucasti
mikrofléory zdravych jedincd. NejCastéji se vyskytuji na kOzi (pfedevS§im druhy
C. parapsilosis a C. guilliermondii) (Dignani et al., 2003) a na sliznici v dutiné ustni,
v gastrointestinalnim traktu a vulvo-vaginalni oblasti. Epitelialni povrchy a vyskyt
fyziologické flory, ktera adherenci obsazuje receptory na sliznicich, za béznych podminek
chrani télo dostate¢né prfed vstupem tohoto mikroorganizmu do vnitfniho prostfedi.
V zavislosti na stavu imunitniho systému hostitele nebo zméné sloZzeni normalni
mikrofléry vSak kandidy vyvolavaji fadu nejrliznéjSich onemocnéni, od povrchovych po
zavazné systémové infekce. Primarnim obrannym mechanismem hostitele je fagocytéza

kandid leukocyty.

Neobvyklou dovednost kandid (zejména C. albicans) rychle se adaptovat na
zmény ve fyziologii hostitele Ize vysvétlit pruznou zménou genové exprese a realizaci
slozitych genetickych programd. PFi kontaktu s hostitelem ¢asto dochazi ke zméné
vlastnosti kmene. Kromé dimorfismu (viz kap. I. 1) bylo u kandid pozorovano pFepinani
mezi nékolika rdznymi fenotypy kolonii na agaru (tzv. phenotypic switching) (Soll, 1992).
Jedna se o spontanni vratny jev, ktery se vyskytuje s vysokou frekvenci a ovliviiuje
nékteré znaky souvisejici s virulenci, jako je exprese povrchovych antigen(, tvorba hyf,
afinita ke tkanim, sekrece proteolytickych enzymd, citlivost k Iékim a odolnost vUdi

neutrofilnim leukocytim.

Infekce zplsobené kandidami mohou mit lokalni nebo invazivni charakter, pficemz

klinicky obraz byva velmi nespecificky a pestry. Mezi povrchové formy nalezi postizeni
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nehtového lGzka (onychomykéza); kozni, orofaryngealni (bélavy poviak - soor) a
vulvovaginalni kandidéza; ezofagitida; a chronickd mukokutanni kandidéza. Povrchovymi
kandidozami trpi pfedevSim nemocni AIDS, aZz u 90 % z nich se vyvine jedna z forem
onemocnéni (Barchiesi et al., 1997; Yang et al., 2006). Vaginalni kandidéza postihne
Casto i zivot ohrozujici formou onemocnéni je hluboka mykéza s postizenim organa.
Zvlasté u imunosuprimovanych pacientl, ktefi maji rozvraceny obranné systémy, kandidy
snadno pronikaji hloubé&ji do tkani. Mohou se pak mnozit i v krevnim fecisti (tzv.
kandidémie), odkud maji moznost napadnout témér jakykoliv organ (plice, jatra, ledviny,
srdce, oko, CNS) nebo zpUsobit diseminovanou systémovou infekci, ktera mize vést az
ke smrti. Za kandidémii je povazovana situace, kdy je izolovana Candida sp. z nejméné
jednoho krevniho vzorku. Vzhledem ktomu, Ze je obtizné uréit, zda je kandidémie
spojena s hlubokou organovou kandidézou nebo jde jen o pfechodnou formu po zavedeni
katetru, zahajuje se IéCba u imunoalterovanych a kritickych pacientd vzdy. U zvySeného

poctu katetrizovanych pacientd jsou kandidy nalézany také v moci (tzv. kandidurie).

I. 3 Moznosti Ié€by kandidézy

Lécba kandidéz se potyka s Fadou problém(, obecné se odviji od typu
onemocnéni a stavu pacienta. Komplikujicim faktorem je omezeny vybér dostupnych
antimykotik. U povrchovych kandidéz se osvédCily hlavné mistné pusobici imidazolové
preparaty klotrimazol, flukonazol, ketokonazol a polyenové antimykotikum nystatin.
U diseminované kandidézy nedostate¢né diagnostické moznosti v€asného prikazu
patogenu limituji nasazovani adekvatnich antimykotik, coz je v8ak pro uspésnou lécbu Ci
dokonce zachranu zivota zcela zasadni (Morrell et al.,, 2005). Draha systémova
antimykotika se tedy nyni podavaji pfevazné preemptivné nebo u tézce nemocnych (napf.
u neutropenickych pacientl) dokonce empiricky nebo profylakticky. Preemptivni
(ochrannd) Ié¢ba je formou cilené profylaxe, indikaci je nalez kolonizace kandidami ve
dvou rlznych lokalitach nebo identifikace C. tropicalis. Tyto 1éCebné pfistupy jsou
finanéné& naroéné, v pfipadé nepotvrzeni diagnézy zbyteéné zatéZuji pacienta a mohou
pfispivat k vyvoji rezistence na bézna antimykotika. Cilena 1é€ba nasazovana u pacientu
s prokazanou mykotickou infekci je ale v sou€asnosti zfidkakdy dosazitelnym idealem.

Existuji tfi hlavni skupiny antifungalnich I&Civ: polyeny, pyrimidinové analogy a
azolové preparaty (imidazoly a novéjsi triazoly). VétSina pouzivanych antifungalnich léki
(polyeny a azoly) je zacilena na biosyntetickou drahu ergosterolu, ktery je specifickou

slozkou cytoplazmatické membrany hub, narusuji tedy celistvost bunéénych povrcha.
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Polyenova makrolidova antibiotika patfi mezi pfirozené antifungalni slou€eniny.
produkovany Streptomyces nodosus. Ackoli se jedna o uc€inné antimykotikum, které je
stale pokladano za zlaty standard pro srovnavani ucinnosti s ostatnimi antifungalnimi
slouceninami, léCba je prakticky vZzdy doprovazena zavaznymi neZzadoucimi ucinky vcetné
nefrotoxicity (Ostrosky-Zeichner et al., 2003). VedlejSi uCinky Ize sice omezit inkorporaci
amfotericinu B do lipidovych nosi€d, to ovSem vyrobu az 100nasobné prodrazi.
Amfotericin B se doporucuje pfi IéEbé systémovych kandidoz a pfi infekcich zplsobenych
kandidami rezistentnimi na azoly. Spektrum G¢inku nezahrnuje C. lusitaniae,
C. guilliermondii, C. krusei (Pfaller et al., 2003) a dokonce nékteré izolaty C. albicans
vykazuji nizkou citlivost k amfotericinu B (Sanglard et Bille, 2002).

Lék plvodné vyvinuty proti rakoviné, 5-fluorocytozin (5-FC), patfi do skupiny
pyrimidinovych analogu. Blokuje tedy proteosyntézu a zasahuje do syntézy DNA. Kvdli
uzkému antimykotickému spektru ptsobeni a rychlému vyvoji rezistence se 5-FC podava
obvykle v kombinaci s dalSimi latkami, pfedevsim amfotericinem B, jehoz antimykoticky
ucinek potencuje a umoznuje tedy sniZzovat jeho davkovani.

Treti skupinou antimykotik jsou syntetické slouCeniny azoly. Vzhledem
k pfiznivému profilu vysoké ucinnosti a nizké toxicity je Iékem volby v pfipadé systémové
kandiddzy triazolovy preparat prvni generace flukonazol (Anaissie et al., 1996; Vento et
Cainelli, 2003). Mnoho NAC druhu byva ale k azolovym derivatim méné citlivych nebo
jsou dokonce rezistentni. C. krusei je primarné rezistentni a u C. glabrata se rychle vyviji
sekundarni rezistence, coz lze vysvétlit haploidnim charakterem tohoto organismu. Stale
se rozSitujici rezistence k flukonazolu pravdépodobné souvisi se stoupajicim poctem
infekci zplsobenych témito druhy i pfes vCasné zahajeni léCby nebo profylaktickou
intervenci (Snydman, 2003). Napfiklad pfi profylaxi flukonazolem u neutropenickych
pacientll ¢asto dochazi ke kolonizaci C. krusei. Obvykla profylaxe triazoly napfiklad muze
také vysvétlovat zvySeny vyskyt C. dubliniensis u HIV-pozitivnich pacientu, u této kvasinky

se totiz velmi rychle vyviji stabilni rezistence na flukonazol (Moran et al., 1997).

ProtoZe stavajici Iéky jsou v mnoha ohledech nevyhovujici, probiha vyvoj a
vyzkum dalSich terapeutik. Zpfistupnéni databaze genomu C. albicans nepochybné
rozsifi moznosti vyhledavani unikatnich genu a jejich potencialni vyuziti jako cild novych
I&Civ. Vorikonazol, triazolovy derivat dalSi generace s rozSifenym spektrem puUsobnosti,
byl nedavno zaveden do praxe. Vorikonazol je indikovan jako Iék prvni linie v lécbé
kandidové sepse u pacientl bez neutropenie (Haber et Mallatova, 2005). DalSi triazolovy
preparat posakonazol se zda byt GCinny i proti druhim odolnym K jinym triazolim,

amfotericinu B nebo echinokandinim. V poslednich letech byla vyvinuta nova tfida
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antimykotik, ktera se nazyvaji echinokandiny (Denning, 2003). Ty specificky inhibuji
glukan syntazu, ktera katalyzuje syntézu B-glukanu ve sténé hub. Plsobi i proti triazol-
rezistentnim kandidam a proti kandidam zapouzdfenym v biofilmech (Eggimann et al.,
2003), pfesto i na tato novéjsi antimykotika byly jiz hlaSeny pfipady snizené citlivosti
(napf. u C. guilliermondii a C. parapsilosis) (Pfaller et al., 2005). Hlavnim zastupcem
echinokandint je kaspofungin, ktery se nyni doporucuje jako Iék prvni volby pro invazivni
kandidozu a kandidémii (Pappas et al., 2004), jiz jsou dostupné i nové registrované Iécivé

pfipravky s micafunginem a anidulafunginem.

l. 4 Etiologie

Kandidoza patfi k oportunnim mykézam, coz znamena, Ze infekce vznika u osob
oslabenych jinym onemocnénim nebo s naruSenou obranyschopnosti. Pocet
imunokompromitovanych pacientd neustale stoupa. ZvySuje se pocet onkologickych
pacientd’ po chemoterapii, nemocnych s imunosupresivni lécbou, diabetikG, HIV-
pozitivnich pacientll, pacientli operovanych i ve vysokém véku a pfed€asné narozenych
novorozencu s jeSté nedostate¢nou imunologickou vybavou. Takovi pacienti se stavaji
snadnym cilem pro oportunni patogeny zpUsobujici zejména nemocni¢ni (tzv.
nozokomialni) nakazy, vCetné mykotickych infekci (Hazen, 1995). Paradoxem
nemocnicnich infekci je fakt, Ze jejich riziko stoupa s lékafskym pokrokem — &im vice
nefyziologickych zasahl do organismu, tim vétSi nebezpedi infekce. Velmi Casté jsou
proto pfipady na jednotkach intenzivni péce. Krizikovym faktordim v modernich
nemocnicich nalezi predevSim uZivani imunosupresivnich a cytotoxickych latek,
kortikosteroidl, Sirokospektrych antibiotik, které porusuji rovnovahu bézné mikrofiéry,
pfirozené obranné bariéry (Hobson, 2003). Jednim z nejvyznamnéjSich rizikovych faktord
pro rozvoj systémové kandidézy byva kontaminace intravaskularniho katetru (Rex et al.,
komplexem kvasinkovych bunék, hyf a extracelularni polymerni hmoty poskytuji rovnéz
kandidam ochranu proti pusobeni 1€kt (Baillie et Douglas, 1999). Nastroje mohou byt
kontaminovany uz pfed zavedenim, ale astéji dochazi k zavle€eni patogenu z pacientovy

kiize nebo rukou zdravotnického personalu (Douglas, 2003).

NejcastéjSimi puvodci nozokomialnich mykéz jsou kvasinky rodu Candida (Jarvis,
1995) a jsou téz Ctvrtou nejCastéjsi pficinou infekci krevniho fecisté (Pfaller, 1994).
Kandidy pusobi dodate¢né komplikace kjiz tak vaznému zakladnimu onemocnéni

hospitalizovaného pacienta, umrtnost v pfipadé kandidémie je proto i navzdory

15



odpovidajici antifungalni I[éCbé velmi varujici, mira hrubé mortality se odhaduje na 60 % a
pfimé na 40 % (Gudlaugsson et al., 2003).

Existuji dva rozdilné zpusoby pfenosu infekce. V prvnim pfipadé byva zdrojem
infekce pacientova endogenni fléora. Tento zpusob, kdy je pacient napaden kmenem
z vlastniho rezervoaru po pfedchazejicim naruSeni ochranné bariéry, je pfevazujici (Voss
et al.,, 1994). Dal§i moznosti je kolonizace v pribéhu hospitalizace anebo pfima nakaza
ziskana z nemocni¢niho prostifedi (exogenni) skrze kontaminované infuzni roztoky,
nastroje a pfenos z rukou zdravotnického personalu nebo mezi pacienty navzajem (tzv.
cross-infection). Specialnimi pfipady exogenniho pfenosu jsou u vulvovaginalnich infekci

pfenos pohlavnim stykem a pfenos z matky na dité pfi porodu nebo v t&hotenstvi.

nemocnicnich oddélenich. Kvasinky rodu Candida se pfenaseji velmi snadno a rychle.
Z hlediska nemocni¢niho provozu je dulezité identifikovat zdroje infekce a zplsoby
prenosu téchto patogenl a tim zabranit jejich Sifeni (Fridkin et Jarvis, 1996). Vyzaduje to
presnou typizaci kmenud, bez které je velmi obtizné rozliSit mezi béznou kolonizaci,

relapsem nemoci nebo nozokomialni infekci.

I. 5 Vyznam non-albicans druhti kandid

Ackoli Candida albicans je diky vynikajicim schopnostem adheze na hostitelské
tkané a produkci fady hydrolytickych enzymu stéle povazovana za nejvirulentng&jSi druh
kandid (Naglik et al., 2004), klinicky vyznam ostatnich druh( nadale stoupa. Kromé
etablovanych kvasinkovych patogenu jsou onemocnéni navic zpusobena fadou dfive
nepatogennich nebo nerozpoznavanych druhu (Wingard, 1995; Collazos et al., 1999).
V roce 1990 bylo témér 80 % kandidémii pfipisovano C. albicans (Nguyen et al., 1996),
v novéjSich epidemiologickych studiich (Pfaller et al., 1999) vSak byla C. albicans
oznacena jako plvodce pouze zhruba poloviny nakaz a je nasledovana C. parapsilosis
(20-40 % infekci), C. glabrata (5—40 %), C. tropicalis (10-30 %), C. lusitaniae (2-8 %) a
C. guilliermondii (1-5 %) (Krcmery et Barnes, 2002). NarUst infekci zpusobenych non-
albicans kandidami Ize vysvétlit vSeobecnym vzestupem incidence mykéz, selekci druh
rezistentnich na pouzivana antimykotika a také z&asti zdokonalovanim detekénich a

identifikaénich metod.

Napfiklad molekularni a fylogenetické studie pomohly nedavno objevit novy
patogenni druh kandid zplsobujici oralni infekce Castéji u HIV-pozitivnich pacientu,
Candida dubliniensis, ktery byl dfivéjSimi fenotypizacnimi metodami mylné identifikovan
jako Candida albicans (Sullivan et al., 1995). U tohoto druhu se snadno vyviji stabilni

rezistence k flukonazolu (Moran et al., 1998). Candida glabrata je sice pomérné malo
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patogenni, pfesto kvdli rychlému rozvoji rezistence na flukonazol i amfotericin B a vysoké
umrtnosti na fungemie zplsobené touto kvasinkou nalezi mezi obavané patogeny (Fidel
et al., 1999). Vyskyt Candida parapsilosis neni tak t€sné spojen s Clovékem, jako je tomu
u dvou predchozich druh( kandid, tato kvasinka ma zato nékolik vlastnosti, které ji
umoznuji se Sifit v nemocni¢nim prostfedi (Girmenia et al., 1996). Osidluje pfedevsim
kdzi a velmi Casto je pfenasena na pacienty z rukou nemocni¢niho personalu (Bonassoli
et al.,, 2005). Navic produkuje extracelularni polysacharid, ktery napomaha adhezi na
plastové materialy, coz muze vysvétlit puvod infekci spojenych se zavadénim katetru
nebo dalSich protetickych nastroji (napf. umélych chlopni). Naproti tomu infekéni kmeny
Candida krusei byvaji endogenniho puvodu, vétSinou kolonizuji travici trakt (Pfaller,
1996). Profylaxe flukonazolem, ke kterému je C. krusei pfirozené rezistentni, tedy maze
podpofit jeji pomnozeni s naslednym prinikem do obéhového systému (Rex et al., 2000).
Ve zvyS$ené mife se proto vyskytuje u pacientu s profylaktickou nebo terapeutickou I1é¢bou
flukonazolem. Jelikoz C. ftropicalis je citliva na pouzivana antimykotika, jeji Klinicky
vyznam ustupuje do pozadi. U imunokompromitovanych pacientd (zejména
onkologickych) vSak je mnohem vysSi frekvence invazivnich infekci zplsobenych timto
druhem nez C. albicans. Nové na vyznamu naopak nabyva C. lusitaniae, ktera je
povazovana za bé&znou souc¢ast mikroflory kolonizujici zaZivaci a dychaci trakt. V nékolika
pfipadech byla popsana ziskana rezistence C. lusitaniae na amfotericin B u pacientd,
totéz potvrdily pokusy in vitro (Yoon et al., 1999). Dokumentovany jsou také pfipady
fungemie zplUsobené C. guilliermondii u onkologickych pacientt (Mardani et al., 2000).

Pfi pouziti antimykotickych pfipravklli mize dochazet ke zménam v kmenovém
slozeni kvasinek. Obecné se soudi, Ze existuje pfima souvislost mezi rutinnim uzivanim
flukonazolu a tim, Ze relativné ubyva infekci zpusobenych C. albicans a narusta incidence

kandidoz vyvolanych NAC druhy, pfedevSim C. krusei a C. glabrata.

l. 6 Laboratorni diagnostika invazivni kandidézy

Diagnostika kandiddzy skytd vzhledem k nespecifické klinické manifestaci fadu
prekazek, klicové je srovnani vSech dostupnych laboratornich dat s dalSimi okolnostmi
(vliv rizikovych faktor(, klinické pfiznaky). Pro definitivni potvrzeni diagnézy je nezbytné
laboratorni vySetfeni. Sou€asné rutinné pouzivané mikrobiologické techniky vSak bohuzel
neumoziuji véasné a presné urceni infekéniho agens, aby mohla byt zahajena adekvatni
terapie. Rada pfipad( systémové kandidézy je tedy diagnostikovana prili§ pozdé na
zachranu pacienta a nékteré pfipady jsou diagnostikovany az post mortem. Mezi hlavni
laboratorni diagnostické pfistupy patfi kultivace, mikroskopie, histopatologie a sérologie.

V posledni dobé probiha i snaha o zavedeni metod molekularni biologie do rutinni praxe.
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Ty by mohly predstavovat vyhodnéjSi alternativu ke konvenénim testim, vzhledem

k tomu, Ze pfedevsSim citlivost a rychlost bézné pouzivanych testl je neuspokojujici.

I. 6. 1 Kultivacni metody

Soucasné metody prikazu infekéniho agens spoléhaji na kombinaci
morfologickych a biochemickych znakl. Kandidy jsou grampozitivni, aerobni, ristové
nenaro¢né houby. Rostou v Sirokém rozsahu pH (od 2 do témérf 8) i za snizeného obsahu
kysliku. Na Sabouraudové padé narlstaji ve formé krémovitych smetanové bilych kolonii
s charakteristickym zapachem. Selektivita pudy se zvySuje pfidanim antibiotik pro
potlateni bakterialniho rdstu, napf. chloramfenikolu. Nékteré druhy (C. albicans,
C. dubliniensis) rostou i v pfitomnosti cykloheximidu. Po naockovani se vzorky kultivuji pfi
teploté 25 az 37 °C alespofi 3-5 dnl, nez Ize prokazat pfitomnost nebo nepfitomnost
kandid. Druhy nebo i kmeny se mohou lisit jak ve vzhledu kolonii, tak mikroskopicky
tvarem a velikosti bunék. Buriky nebo hyfy kvasinek Ize snadno pozorovat v mikroskopu
s fazovym kontrastem, mikroskopické vysSetfeni v8ak obvykle umozZfiuje pouze jejich
orientacni popis.

Smeésné izolaty nékterych medicinsky vyznamnych druht Ize pfedbézné izolovat a
rozliSit podle barvy kolonii na rdstovém médiu obsahujicim chromogenni substrat
(CHROMagar, Candida ID, Albicans ID, apod.). Druhy C. albicans a C. dubliniensis lze
vcelku jednoduse a rychle identifikovat podle tvorby zarodeénych kli¢kd (tzv. germ tubes),
coz se zajisStuje bud naockovanim izolatu do séra nebo sklickovou mikrokulturou na ptdé
s Tweenem 80. Kli¢ky vyrUstaji z blastospor po 2—4 hodinové inkubaci a posléze se z nich
tvofi pravé hyfy. Vzacné byla popsana tvorba zarode¢nych kli¢ka také u C. tropicalis, ale
liSi se od zarodecnych klicka C. albicans zuzenim na zacatku (Tierno et Milstoc, 1977).
C. albicans a C. dubliniensis také typicky tvofi béhem 2-3 dnl chlamydospory na nutricné
chudych pudach (kukufiény nebo ryzovy agar). Nejcastéji se vyskytujici C. albicans je
tedy mozné od ostatnich druhd rychlymi a jednoduchymi testy odliSit pomérné snadno.
Rutinni diagnostické laboratofe v naprosté vétSiné pfipadu rezignuji na identifikaci
C. dubliniensis, protoze jeji odliseni od C. albicans miize mit potencialni klinicky vyznam
jen u velmi uzkého spektra pacientd.

Jednotlivé druhy kandid se liSi fermentaci cukrt, asimilaci zdroji uhliku a dusiku a
rezistenci v0cCi antibiotikim. Podrobnéjsi druhové ureni je tedy mozné na zakladé
biochemickych charakteristik pomoci testd fermentace (zymogram) nebo asimilace
riznych zdroju uhliku (auxanogram) (Freydiere et al., 2001). Pro mykologické laboratofe
jsou dnes dostupné rGzné komercni soupravy (API ID 32C, API 20C AUX, Auxacolor,

Candifast a dalSi), coz identifikaci standardizuje a usnadriuje. Omezujicim faktorem je
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v8ak jejich cena, nutnost pfedchozi izolace kvasinky a doba potfebna pro stanoveni
nejméneé 48 hodin (Buchaille et al., 1998). Komeréni testy navic ¢asto nejsou vhodné pro
detekci méné béznych druhu. Napfiklad C. famata je timto zplsobem nerozliSitelna od
C. guilliermondii, v tomto pfipadé je nutna podrobna morfologicka diskriminace vyzadujici
zhruba 10 dni (Dignani et al.,, 2003). Kolorimetricky test na detekci L-prolin
aminopeptidazy a p-galaktosamidazy (BactiCard Candida) je vhodny na rychlou

predbéznou identifikaci C. albicans, ktera jako jedina produkuje oba enzymy.

Kandidova sepse se prokazuje aerobni hemokultivaci. Po naokovani vzorku do
kultivaéni nadobky s médiem je sledovana pomoci automatizovanych systému pro
kultivaci krevnich kultur (napf. BacT/Alert, Bactec, ESP) hladina CO, nebo zména v redox
potencialu pfi rastu mikroorganizmu. Citlivost kultivace je malo uspokojiva, krevni kultury
u neutropenickych pacientd byvaji pozitivni v méné nez 50 % pfipadl (Berenguer et al.,
1993). Navic je nutna nasledna subkultivace, aby byla ziskana Cista kultura potfebna pro
definitivni ur€eni druhu. Pfinosné pro prikaz invazivni kandidézy je histologické vySetieni
vzorku tkané s nalezem kvasinek a hyf, odbér vzorku vS§ak mlze byt pro nékteré pacienty

pFili§ zatd2ujici.

I. 6. 2 Nekultivaéni metody

I. 6. 2. 1 Sérologické metody

Mikroorganizmy se mohou liSit antigennimi determinantami exprimovanymi na
bunééném povrchu nebo produkovanymi metabolity. V poslednich desetiletich bylo
vyvinuto Siroké spektrum nekultivaCnich metod detekce kandid, zahrnujici detekci
protilatky proti kandidovym antigenm (nap¥. proti enolaze, mananu a heat shock proteinu
90), detekci cirkulujicich antigenu (sekretované aspartatové proteazy, manan, enolaza)
nebo detekci nékterych specifickych metabolitd, pfip. slozek bunééné stény, chemickymi
metodami (D-arabinitol, mandéza nebo (1—3)-B-D-glukan). Vyuziva se bud latex-
aglutinaénich testd nebo znaéné citlivych imunoenzymatickych metod (EIA, z angl.
Enzyme ImmunoAssay). Pro dosazeni maximalni citlivosti sérologickych metod je velmi
dllezité provadét Casté odbéry vzorku, idealné denné.

PFi detekci protilatek proti kandidovym antigendm hrozi riziko fale$né pozitivnich
vysledkd, jelikoz titr protilatek mize byt vysoky i u zdravych jedinci kolonizovanych
kandidami, naopak faleSné negativni vysledky se vyskytuji u imunosuprimovanych
pacientd s nedostate¢nou protilatkovou odpovédi. Jako vyhodnéjsi se tedy jevi detekce
antigent. Polysacharid manan je specificky pro kandidy, bohuzel je rychle vyplavovan

zobéhu (Yeo et Wong, 2002) a jeho detekce samoziejm& neumozZfiuje druhovou
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identifikaci. Marker (1-3)-B-D-glukan jako bé&zZna sloZzka buné&cné stény hub slouzi pouze
k prukazu jakékoliv probihajici mykotické infekce. Pozitivni vysledek vykazuje az 90 %
pacientl se systémovou mykdzou, slabou strankou metody je az 12 % faleSné pozitivnich
vysledku (Yeo et Wong, 2002). D-arabinitol je metabolitem nékterych druhd kandid, ktery
se hromadi v moc€i pacientll s invazivni kandidézou. Bohuzel test ma nizkou citlivost a
nedetekuje vibec C. krusei a C. glabrata (Pasqualotto et Denning, 2005). Navic jeho
stanoveni vyzaduje nakladné pfFistroje, nejCastéji plynovy chromatograf, k rozliseni
lidského (L) a houbového (D) enantiomeru. Pomér arabinitold mize kolisat i v souvislosti
s nedostate¢nou funkci ledvin (Reiss et al.,, 2000). Enolaza je cytoplazmatickym
antigenem, ktery se uvoliuje do krve v prabéhu invazivni infekce. Jeji detekce se zda byt
nejlepsim feSenim, protoze je vysoce specificka pro kandidy, vyvolava silnou protilatkovou
odpovéd a test neni pozitivni pfi samotné povrchové kolonizaci. Pro nizkou citlivost je ale
nutné vySetfeni provést vicekrat. Pomoci novych latexovych aglutinaénich testu
vyuzivajicich monoklonalni protilatky je mozné odliSeni C. dubliniensis od C. albicans a

identifikace C. krusei béhem nékolika malo minut (Fumouze Diagnostics).

Oproti tradi¢nim kultivaénim metodam jsou sérologické metody mnohem rychlejsi,
bohuzel vSak obvykle nejsou schopné rozliSit druh kvasinky (Pontén et al.,, 2002) a
interpretace vysledkld byva nejednoznacna, maji proto diskutabilni vyuziti. Nedostatky

jednotlivych metod Ize kompenzovat kombinaci testl a opakovanym odbérem vzorkd.

I. 6. 2. 2 Molekularné-genetické techniky detekce a identifikace patogen

Je znamo, zZe fenotypové vlastnosti mohou byt sdileny rdznymi druhy kvasinek a
naopak se liSi u rdznych izolat téhoz druhu v zavislosti na kultivacnich podminkach nebo
stafi kultury. Proto byla od 70. let vyvijena Siroka Skala genotypovych metod usilujicich
o pfesnou a rychlou identifikaci pomoci srovnavani rozdili na genetické urovni (Obr. 1).
Detekuje se pfitomnost urcité sekvence nukleové kyseliny, specifické pro konkrétni typ
patogena. Druhova identifikace je €asto pfi vhodném nastaveni experimentu mozna i jen
na zakladé detekce. Pro uc€innou terapii je pfinosna nejen rychla diagnostika kandidozy,

ale i odliSeni C. albicans od ostatnich druhl s odliSnym profilem antibiotické citlivosti.

Molekularné-genetické techniky prodélavaji stale intenzivni vyvoj, proto vétSinou
jesté nejsou k dispozici obecné akceptované a standardizované postupy nebo komeréné
dostupné soupravy. Zavadéni téchto technik do bézné praxe ma nesporny pfinos pro
zkvalitnéni diagnostiky, vhodné doplfiuji detekci antigenu sérologickymi metodami a tim
zvySuji pravdépodobnost véasného zachytu plvodcd mykoéz v klinickém materialu.
Mikrobiologické laboratofe bohuzZel pro tento uéel nemaji Casto dostatecné vybaveni,

potfebné oddélené prostory a vySkoleny personal. KaZzdou metodu je také nutné
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optimalizovat a ovéfit na velkém souboru druht. Dalsi pfekazkou mize byt nakladnost

metod a nizka informovanost klinickych pracovnikl, ktera €asto vede k pfehnanym

oéekavanim.

Kvasinky v klinickém vzorku (napf. krev)

kultivace

(napf. hemokultivace)

I
DNA uvolnéna
v pribéhu infekce

degradace bunék

I

izolace DNA izolace RNA
| |
) . amplifikace amplifikace
f|xacek?ijlr(1ek cilové oblasti cilové oblasti
na sKiicko pomocl:I PCR pomoci NASBA
I I
druhové specifické univerzalni
primery (a/nebo primery

sondy pfi gPCR)

Fluorescenc¢ni  detekce produktu  post-PCR analyza hybridizace
in situ (sekvenace, AFLP, se specifickou
hybridizace (FISH) RFLP, SSCP, hybri- sondou

dizace, melting, ...)

detekce a druhova identifikace
Obr. 1 — Prehled molekularné-genetickych technik detekce a identifikace patogent

I. 6. 2. 2. 1 Molekularné-genetické techniky zalozené na PCR

I. 6. 2. 2. 1. 1 Vybér cilové sekvence primeru

Od devadesatych let minulého stoleti byla na zakladé znalosti genomové
sekvence kandid publikovana fada oblasti DNA, které jsou vyuzitelné k detekci téchto
patogenti metodou PCR. Jestlize se zaméfime na druhové specifické sekvence, PCR
umozni vysoce specifickou detekci pouze jednoho zadaného druhu patogenniho
mikroorganizmu. Naproti tomu zacileni na univerzalni (panfungalni) sekvence spole¢né
SirSimu spektru mikroorganizm( umozni detekci jakékoliv houbové DNA ve vzorku, coz
vyvrati nebo potvrdi podezieni na houbovou infekci. Vybrany mohou také byt rodové
specifické oblasti z genomu kandid. V poslednich dvou jmenovanych pfipadech je pak pro
naslednou druhovou identifikaci nutna dalSi charakterizace PCR produktu (viz kap. I. 6. 2.

2.1.3).

Pro zajisténi vysoké citlivosti detekce by mély byt voleny pfednostné geny,
vyskytujici se v genomu v mnoha kopiich. Pro diagnostiku systémové kandidozy se

nejvice osvédcilo zacileni na oblast genl pro rRNA. Jedna se o tandemové opakovani
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50 az 100 kopii genu kédujiciho ribozomalni RNA. Tato oblast se sklada z genu pro
malou podjednotku rRNA (18S), genu pro 5,8S rRNA a genu pro velkou podjednotku
rRNA (25S), které jsou oddéleny tzv. vnitfnimi pfepisovanymi mezerniky ITS1 a ITS2
(zangl. Internal Transcribed Spacer). Oblast byla velmi rozsahle prostudovana
fylogenetickymi analyzami a ukazalo se, Zze zatimco rRNA geny jsou u hub vysoce
konzervované, ITS oblasti obsahuji vysoce variabilni sekvence, coz umozfiuje navrzeni
primeru pro detekci druhovou, rodovou i panfungalni (Fell et al., 1992; Reiss et al., 1998).
Také oblasti D1 a D2 na 5'-konci genu pro velkou podjednotku rRNA poskytuji mozZnost
zacileni druhové specifickych primert (Mannarelli et Kurtzman,1998). Genova rodina
sekretovanych aspartatovych proteaz (SAPs) predstavuje dalSi skupinu sekvenci, které
maji pocetnéjsi zastoupeni v genomu kandid a mohou slouzit jako cil pro PCR amplifikaci
(Flahaut et al., 1998). Také Ize detekovat néktery z gend, které se v genomu vyskytuji
v jediné kopii (single-copy). Prfikladem mize byt gen kddujici cytochrom
P450 dependentni lanosterol-14a-demethylazu (L1A1) (Burgener-Kairuz et al., 1994).
Enzym je rozSifen u vSech hub, katalyzuje konverzi lanosterolu na ergosterol, ktery je
nezbytnou soucasti plazmatické membrany hub (Buchman et al., 1990). Mezi sekvence
specifické pouze pro kvasinky rodu Candida patfi geny kddujici aspartyl proteazu (Flahaut
et al., 1998), chitin syntazu (Jordan, 1994), aktin (Kan, 1993) nebo heat shock protein 90
(Crampin et Matthews, 1993).

I. 6. 2. 2. 1. 2 Pfiprava vzorku

Pro zdarny pribéh PCR je tfeba kromé vybéru cilové sekvence peclivé zvolit druh
klinického vzorku, ze kterého se bude templatova DNA ziskavat, a také metodu extrakce
nukleovych kyselin. PCR mulze byt aplikovana teoreticky na jakykoliv tkafovy vzorek
pacienta se systémovou kandidézou, s naprostou pfevahou se vSak vyuziva krevnich
vzork(l. Ziskat z lidské krve dostateéné mnozstvi Cisté houbové DNA pro detekci vSak
muze byt pomérné naro¢né. Krev totiz obsahuje znaéné mnozstvi hostitelské DNA, ktera
muze interferovat s hybridizaci primert i s vlastni amplifikaci a navic mnoho slozek krve
pusobi jako inhibitory Taq polymerazy (Maaroufi et al., 2004). Vyhodou pfistupu
zaloZzenych na PCR je, Ze dokazi zjistit pfitomnost i neZivotaschopnych patogennich
bunék a postaci pro né minimalni mnozstvi vychoziho materialu.

V Kklinickém vzorku se kromé intaktnich kvasinkovych bunék muze vyskytovat
i naha DNA uvolnéna rozpadem mrtvych bunék kvasinek. Z intaktnich bunék je mozné
DNA s vy3$Si ucinnosti uvolnit pouze po pfedchozim naruSeni bunécné stény. U hustych
suspenzi bunék pfichazeji v Uvahu riizné postupy (mechanické naruSeni sklenénymi

kulickami, tfeni v tekutém dusiku nebo prosté plsobeni vysoké teploty). V pfipadé
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klinickych vzorkll s nizkou koncentraci kvasinkovych bunék je ovSem mozné aplikovat
pouze enzymatickou degradaci nejlépe inkubaci se smési glukanaz (napf. Zymolyaza) a

proteinazou K.

Na rozruSeni bunécné stény mohou obecné navazat dva postupy ziskani Cisté
DNA — tradiéni fenol-chloroformova extrakce nebo adsorpce na silikatovy povrch. Fenol-
chloroformova extrakce je zalozena na odstranéni bilkovin a lipidli, po kterém nasleduje
etanolova precipitace a rozpusténi DNA ve vodném roztoku. Tento postup je pracny,
zdlouhavy a vyzaduje pouziti toxickych chemikalii. Extrakce DNA zejména pomoci
komercné dostupnych souprav (kitd) je proto zajiSténa adsorpci nukleovych kyselin na
silikat v pfitomnosti chaotropnich soli. Ostatni slou€eniny z roztoku se snadno odstrani
odmytim obvykle pfes kolonku s filtrem zachycujicim silikatové Castice. Kity jsou vhodné
zejména k rutinni extrakci DNA z velkého mnozstvi uniformnich klinickych vzorku, proces
Ize i automatizovat v robotické stanici. Pro laboratofe s vétSim pratokem vzorkl je jisté
velkou usporou pracovnich sil automaticky izolator, ktery produkuje vysoce Cistou DNA

(napf. MagNA Pure LC systém, Roche Diagnostics) (Loeffler et al., 2002).

I. 6. 2. 2. 1. 3 Detekce a identifikace PCR produktu

Mnohé z PCR postupud umoznuji identifikaci jen jednoho druhu na zakladé
specifickych sekvenci. Pokud je PCR zalozena na amplifikaci variabilniho Useku DNA
pomoci univerzalnich primerd (tzv. panfungalni PCR), existuje fada postupl
charakterizace produktu PCR, kterymi lze nasledné rozlisit riGzné rody a druhy. Tyto
postupy mohou rovnéz v nékterych pfipadech zvySovat citlivost a/nebo specifitu analyzy.
Variabilita produktu muze byt vySetfena jednim z nasledujicich postupu:

o Posouzeni délkového polymorfizmu produktl gelovou elektroforézou v tradiénim
horizontalnim uspofadani v agaréze nebo novéji v polyakrylamidu v kapilafe.
Kapilarni elektroforéza je mnohem pfesnéjS§i a automatizovana, specialni
pfistrojové vybaveni ovSem nebyva obvykle v mikrobiologickych laboratofich
k dispozici (Chen et al., 2000).

e Hybridizace s druhové specifickymi znacenymi sondami. Pro detekci kazdého
druhu je nutné pouzit zvlastni sondu, coz je nakladné a pracné (Sandhu et al.,
1995). Postup Ize automatizovat ve formatu mikrotitraéni destiCky s pomoci
techniky EIA (Elie et al., 1998; Coignard, 2004) nebo real-time PCR (viz kap. I. 6.
2. 2. 1. 5). ZjednoduS$eni postupu také pfinasi reverzni hybridizace, do testovacich
stripli Ize inkorporovat sondy pro fadu vyznamnych druh( kandid (Martin et al.,
2000). V budoucnu by téZ mohlo byt elegantnim feSenim pouziti technologie DNA

¢ipu (tzv. microarrays), kdy se fluorescenéné znacené produkty PCR hybridizuji
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s rodové a druhové specifickymi oligonukleotidy vazanymi do matice na pevny
povrch (Leinberger et al., 2005).

o Nejdokonalejsi charakterizaci produktu samozifejmé nabizi pfimé sekvenovani
(Pryce et al.,, 2003; Leaw et al., 2006). Ackoli jsou uz dostupné komercni
automatizované systémy (Hall et al., 2003), je tento postup pro bézné rutinni
pouZiti stale pfili§ pracny a vyzaduje nakladné specializované zafizeni. Tuto
nevyhodu by mohly Casteéné prekonat alternativni technologie, které byly
v posledni dobé vyvinuty (napf. pyrosekvenovani) (Gharizadeh et al., 2004).

e Nizkonakladovy pfistup spociva v enzymatickém restrikénim Stépeni produkti
amplifikace a elektroforetickém rozliSeni délkového polymorfizmu $tépnych Usekl
(tzv. PCR-RFLP). BohuZel se jedna o postup ¢asové narocny (Morace et al., 1997;
Dendis et al., 2003).

e Metoda analyzy konformacniho polymorfizmu jednoviaknové DNA (tzv. SSCP) je
zaloZzena na tom, Ze uz zmeéna jediné baze v cilové sekvenci muze zpUsobit
zménu konformace jednovlaknovych DNA molekul, které se pak [isi
elektroforetickou mobilitou. PCR produkt se denaturuje a rychle ochladi, aby se
predesSlo opétovnému spojeni Fetézcu, ty se posléze separuji elektroforeticky
v nativhim polyakrylamidovém gelu. Pro zdlouhavé provedeni vyzZadujici vétsi
odborné znalosti metoda nenasla zatim SirSi vyuziti (Walsh et al., 1995; Hui et al.,
2000).

e Produkty je mozZné charakterizovat také na zakladé rozdilnych teplot tani

(podrobnéjsi vysvétleni viz kap. I. 7. 2. 2).

l.6.2.2.1. 4 Nested PCR

Uhnizdéna (angl. nested) PCR se vyuziva ke zvySeni specifity a citlivosti PCR
detekce. Sklada se ze dvou samostatnych naslednych amplifikaCnich reakci. V prvni PCR
se pouziji vnéjsi primery, které umozni amplifikaci rozsahlejSi oblasti. Produkty z této
reakce pak slouzi jako templat dalSi reakce, ve které pomoci vnitfnich primert dojde
k namnoZeni pouze dil¢iho useku sekvence amplifikované vnéjSimi primery. Jestlize pfi
prvni reakci mohly byt na zakladé urcité miry shody se sekvenci primerd minoritné
nasyntetizovany i jiné nez zadané oblasti (tzv. nespecifické produkty), tyto nejsou ucinné
amplifikovany v dal8i reakci, nebot je velmi malo pravdépodobné, Ze by uvnitf téchto
nespecifickych produktt vnitfni primery opét nalezly alespori ¢asteéné komplementarni
Useky a opét nasedly. Tim je zvySena specifita reakce oproti klasické PCR. Soucasné
vzroste také citlivost reakce diky opakované amplifikaci ¢asti produktu z prvni reakce.

Dvoukolové uspofadani PCR Ize s vyhodou vyuzit v diagnostice houbovych patogend.
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DUmyslnost postupu tkvi v kombinaci univerzalnich panfungalnich primer( v prvnim kole
amplifikace s druhové specifickymi primery v druhém kole. JelikoZz provadéni
samostatnych reakci s jednotlivymi pary specifickych primer( je ponékud pracné a
nakladné, je mozné sdruzit nékteré primery do smési, ktera dovoluje provedeni druhého
kola soubézné (tzv. multiplexova PCR). Pouziti nested PCR pro druhovou detekci kandid
demonstrovali napf. Bougnoux a kol. (1999) a Kanbe a kol. (2002), ani nejlepSi systémy
ale nedokazou pokryt celé spektrum patogennich kandid. Extrémné vysoka citlivost
metody pfinasi i nevyhody. Kvili manipulaci s produkty prvniho kola pfi sestavovani
reakéni smési pro druhé kolo je reakce velice nachylna ke kfizové kontaminaci vzorkl a

faleSné pozitivité (Louie et al., 2000).

[.6.2.2.1.5PCR v realném case

Velmi perspektivni a v posledni dobé Siroce vyuzivanou variantou PCR je tzv. PCR
vrealném case (angl. real-time PCR). Vyuziva fluorescenéni reportérové molekuly
k vizualizaci produkce amplikont v pribéhu kazdého cyklu PCR. To je zakladni rozdil
oproti bé&zné PCR (tzv. end-point PCR), u které Ize vysledek hodnotit az po skonCeni
reakce. Kfivka mnozeni produktu vzdy konéi esovitym platd, bez ohledu na vstupni
mnozstvi templatové DNA. Divodem je inhibice dalSiho mnozeni produktu, zpisobena
pfedevsim interferenci hromadiciho se produktu s nasedanim primeru. U end-point PCR
nelze tedy urcit mnozstvi vstupni templatové DNA. V Iékafské mykologii je tato informace
cenna pfedevSim v pfipadech, kdy mnoZstvi detekované DNA patogena koreluje se
zavaznosti infekce nebo odezvou na lébu. Tuto pfekazku bylo mozné prfekonat az
s vyvojem kombinace moderniho termocykleru s integrovanym fluorimetrem (Wittwer et
al., 1997). Ten zaznamenava fluorescenci reakéni smési v realném Case a diky vysoce
efektivnimu mechanizmu vymény tepla umoznuje navic znacné zkratit ¢asovy interval
potfebny k ziskani vysledku. Zkraceni doby denaturace Setfi aktivitu Tag polymerazy a
zkraceni doby prfechodu mezi jednotlivymi teplotami snizuje interferenci renaturace
produktu s nasedanim primeru, takze je mozné provadét PCR az v 50 cyklech se
zvySenou vytéznosti a tedy i citlivosti ve srovnani s konvenénim uspofadanim.
Amplifikace i detekce probiha v téZze uzaviené reakéni kapilafe nebo mikrozkumavce, coz

redukuje moznost kfizové kontaminace produktem na minimum.

Real-time termocyklery v pribéhu PCR ozafuji vzorek excitaCnim zafenim, které
vybudi fluorescenci reportérové molekuly. Proces amplifikace Ize monitorovat dvéma
zpUsoby, v obou pfipadech je mnozstvi emitované fluorescence umérné mnozstvi PCR
produktu. Tuto fluorescenci po kazdém cyklu pfistroj zaregistruje a pfeda Fidicimu

softwaru. Prvni a jednodusSi zpUsob je uziti interkalacniho barviva (napf. SYBR Green,
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LC Green, BEBO, BOXTO), které emituje zafeni az po navazani k dvouvlaknové DNA,
kdezZto volné molekuly barviva v roztoku vykazuji zanedbatelnou fluorescenci (Obr. 2a).
To ale pfinasi komplikaci tim, Ze je také detekovana nezadouci vazba na dimery primert
a nespecifické produkty a nelze specificky detekovat vice rlznych produktl souc¢asné. Pro
lepSi charakterizaci produktu a zajisténi vySsi specifity je proto vhodné amplikony podrobit
analyze kfivky tani (Ririe et al., 1997). OdliSnym pfistupem je vyuziti fluorescencné
znacenych oligonukleotidovych sond (napf. FRET sondy, TagMan sondy, Molecular
Beacons sondy, Scorpions sondy). Sonda musi byt navrzena tak, aby hybridizovala
s templatovou DNA za stejnych podminek jako primery a nasedala do cilové oblasti mezi
misty nasednuti obou protismérné orientovanych primeru, coz zvySuje specifitu. Intenzita
fluorescence je obecné zavisla na mnozstvi amplifikované DNA, na kterou se sonda vaze.
Detekce je mozna napf. diky rezonanénimu pfenosu energie (FRET, z angl. Fluorescence
Resonance Energy Transfer) z donorového na akceptorovy fluorofor, ke kterému dochazi,
pokud sondy nasednou v tésné blizkosti (Wilhelm et Pingoud, 2003) (Obr. 2b). Detekce je
také mozna diky na mife amplifikace zavislému odstranéni zhaSeni fluorescence

reportérového fluoroforu tlumicem (uspofadani TagMan, obr. 2c).
? w S Y g

b)

D C IO N
ped

* P

® (D

e
o

() =SYBR Green | (O = DNA polymeraza

D= donor A= akceptor

R=reportér T= tlumic

Obr. 2 — Zpusoby detekce bézné uzivané pfi real-time PCR: a) interkalacni barvivo, b) hybridizacni

FRET-sondy, c) sondy TagMan. Princip je blize vysvétlen v textu.
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Navzdory vysokym pocate¢nim pofizovacim nakladim a prozatim nedostatecné
standardizaci se metoda PCR vrealném d&ase nepochybné vbudoucnu stane
nepostradatelnou pro diagnostické mykologické laboratofe pro svou jedine¢nou
reproducibilitu, rychlost, citlivost a potencial k analyze velkého poctu klinickych vzorkd.
Bylo jiz provedeno nékolik studii na detekci kvasinek rodu Candida se zacilenim genovy
komplex rRNA s vyuzitim PCR v realném c¢ase (Hsu et al., 2003; Pryce et al., 2003;
Selvarangan et al., 2003; White et al., 2003). Lze také vyuzit toho, ze fluorescencni
barviva s rozdilnymi emisnimi spektry mohou byt navazana na rizné sondy, coz umozni
amplifikaci a detekci nékolika genl a/nebo druh(l v jedné reak&ni smési (tzv. multiplex).
Naklady na syntézu specifickych sond vSak rostou pfimo umérné podétu specificky
rozliSovanych druht a optimalizace takto komplexnich reakci vedouci k uspokojivé
specifité i senzitivité byva obtizna. Bu a kol. (2005) popsali detekci a kvantifikaci DNA péti
druhd hub v multiplex real-time PCR usporadani.

Drtiva vétSina metod zalozenych na PCR je vyvijena v laboratofich vlastnimi
silami, ale pomalu se zaéinaji prosazovat i komer¢ni identifikaéni soupravy. Real-time
PCR kit (LC Candida Kit M, Roche Diagnostics) je uréeny pro rychlou detekci C. albicans
a test SeptiFast (Roche Diagnostics) slouzi jako pomilcka k detekci 25 a identifikaci
20 nejcastéjsich druht bakterii a hub (z kvasinek C. albicans, C. tropicalis, C. krusei,
C. parapsilosis a C. glabrata) zpUsobuijicich infekce krevniho obéhu bez nutnosti kultivace
(Lehmann et al., 2008).

K zajimavym vysledkim dospél tym Nikkari a kol. (2001) pfi real-time PCR
zacilené na konzervované sekvence rRNA genl bakterii. Vzorky krve od zdravych
dobrovolnik( byly v pokusu srovnavany s negativni kontrolou a pozitivni kontrolou se
znamym obsahem bakterialni DNA. V negativni kontrole vzdy vznikal produkt amplifikace
cyklech, coz znaci vyssi hladinu DNA. Pfi univerzalni PCR &asto v negativni kontrole
dojde k namnoZeni produktu, zdrojem kontaminujici DNA byvaji bé&zné komercni
reagenty. Ackoliv je krev povazovana za sterilni prostfedi, je znamo, Ze v organismu
muze dochazet k tzv. pfechodné sepsi. Pokus poukazuje na moznost, Ze se DNA nebo
i celé mikroorganizmy (McLaughlin et al., 2002) uvolfuji z bézné mikrofléry (napf. pfi
Cisténi zubl; Lucas et al., 2008), dostavaji se do krve a vytvari jakési bézné ,DNA

pozadi“. Podobny jev byl pozorovan i pfi real-time PCR kandid (Maaroufi et al., 2003).
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l. 6. 2. 2. 2 Molekularné-genetické techniky zaloZzené na jiném principu nez PCR

I. 6. 2. 2. 2. 1 FISH (Fluorescenctni in situ hybridizace)

Tato metoda uZiva fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy k detekci
kvasinek in situ bez nutnosti izolace Cisté kultury ze vzorku tkané ¢i télnich tekutin. Sondy
Ize hybridizovat pfimo ke krevnimu natéru nanesenému z hemokultivaéni nadobky na
sklicko, poté co se material zafixoval a vystavil denaturaénim podminkam. Nenavazané
sondy se odmyji a pomoci fluorescenéniho mikroskopu se prokaze pfFitomnost
mikroorganizmu ve vzorku. VyuZziti novych vysoce afinithich PNA sond (z angl. Peptide
Nucleic Acid) spolu se zacilenim na oblast rRNA genl rozsifilo potencial této metody.
Vzhledem k jednoduchosti postupu, ktery obchazi izolaci DNA, Ize diky PNA FISH
detekovat kvasinky jiz za 2,5 hodiny po odbéru vzorku z krevni nadobky, cely proces lIze
navic snadno automatizovat. FISH, ktera vyuziva sondy specifické pro jednotlivé druhy
kandid, se zda byt citlivou a specifickou metodou pro druhovou identifikaci (Kempf et al.,
2000). Experimenty prokazaly, ze Ize spolehlivé zachytit jiz tfi bunky kvasinek v 0,5 ml
krve, takZe je tato metoda pfi kombinaci s hemokultivaci v podstaté citlivosti i Casovou
naro¢nosti obdobna PCR (Lischewski et al., 1997). Byla vyvinuta metoda FISH pro
odliSeni C. albicans od NAC druh( a jeji pouzitelnost v praxi byla ovéfena multicentrickou
studii (Wilson et al., 2005, Alexander et al.,, 2006). Detekce kvasinek pomoci FISH je
vyhodna pfedevsim pfi vySetfovani pozitivnich hemokultivaénich nadobek (Rigby et al.,
2002).

l.6.2.2.2. 2 NASBA

Zajimavou alternativou k PCR pro detekci kvasinek se jevi technologie NASBA
(zangl. Nucleic Acid Sequenced Based Amplification). Jedna se o velmi rychlou,
specifickou a citlivou izotermickou cyklickou amplifikaci RNA s cDNA jako meziproduktem
(Compton, 1991; Kievits et al., 1991). Primery jsou zacilené do konzervované oblasti genu
pro 18S rRNA Iékafsky vyznamnych hub. Ohrani¢ena sekvence je mnozena pomoci
smési tfi enzymu: reverzni transkriptazy, Rnazy H a T7 RNA polymerazy (Obr. 3) a
identifikovana znacenymi sondami navrzenymi na vnitini sekvence specifické pro dany
patogen. Metoda jiz byla uzplisobena k identifikaci Sesti riznych druhl rodu Candida
(Loeffler et al., 2003). Amplifikace RNA je vyhodna, protoze RNA je na rozdil od DNA
mimo buniky rychle degradovana a jsou tedy detekovany vyhradné Zivé bunky. V bunce je
RNA pfitomna v mnohonasobné vétSim poctu kopii nez DNA, coz pfispiva k citlivosti
stanoveni (1 CFU/ml) (Widjojoatmodjo et al., 1999). Pravé vzhledem k vysoké citlivosti

metody a vSudypfitomnosti hub je nejvétSim nedostatkem metody NASBA nebezpedi
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kontaminace. Limitujicim faktorem pro rozSifeni techniky je prozatim vysoka cena smési
enzyml, oproti tomu naklady na laboratorni vybaveni nejsou vysoké, protoze neni potfeba
pofizovat termocykler.

1. Forward primer naseda na spec. misto izolované RNA

------- P RNA
7. Nové syntetizovana RNA S S ) -
vstoupi do dalsiho cyklu " T 2. Reverzni transkriptaza (RT)
________________ . prodlouZi primer
v A \
/ 4
------------------------- RNA
/ —» DNA
““, 3. Rnaza H odstrani
_— & | RNA fetézec
_; v
D_f\ ) .’ - . ~ . . . .
A —>

6. T7 RNA polymeraza nalezne promotor
\ uvniti forward primeru a pfepise

/’"’ 4. Nasednuti reverzniho primeru
. DNA sekvenci do RNA ;

<4—

5. RT prodlouzi primer

Obr. 3 — Postup jednotlivych krok( metody NASBA

I. 6. 2. 3 Molekularné-genetické techniky kmenové typizace

Rozliseni jednotlivych kmend v ramci daného druhu kvasinek je mozné jen na
zakladé podrobnéjsi charakterizace. Nezbytnou podminkou kmenové typizace je ziskani
Cisté kultury Klinického izolatu. Genotypizace je oproti klasické fenotypizaci mnohem
vétsi variabilitu nez fenotypové charakteristiky a zaroveh se neméni v zavislosti na
podminkach prostiedi. Typizace se vyuziva pro epidemiologické analyzy, umozfiuje napf.
(i) odliseni opakované infekce endogennim kmenem od infekce novym kmenem
z prostfedi, pfip. od oSetfujiciho personalu, (ii) sledovani vyvoje populace patogen
v regionalnim i globalnim méfitku, (iii) studium mikroevoluce kmene, (iv) zjiStovani
genetickych zvlastnosti, napf. analyza mechanismu vyvoje rezistence na antimykotika
apod. Genotypizace Cistych kultur samozfejmé umoznuje nejen rozliSeni kmend, ale také

spolehlivou druhovou identifikaci.
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Existuje fada pfistupu, které se snazi postihnout sekvenéni polymorfizmy kment
nebo klonl. AvSak stejné jako v pfipadé metod rychlé identifikace a detekce kvasinek
zadna z nich dosud nebyla akceptovana jako standardni. Pro studium mohou byt pouzity
metody pfimé, pfi nichz se pfimo stanovuje sekvence variabilni oblasti DNA, coz je v3ak
zdlouhavé a nakladné. Cast&ji se tedy pouzivaji nepfimé metody, kterymi Ize zobrazit
urCitou od variability sekvence odvozenou charakteristiku kmene, obvykle rozlozZeni
molekul DNA charakteristické velikosti po rozdéleni elektroforézou v podobé& pruht
(bandu), pro které se historicky vzil termin "otisk prstd" (angl. fingerprint). Fingerprint
muze vzniknout elektroforetickych délenim celych chromozomu, restrikénich fragmentd
nebo produktd PCR. Cim vice polymorfizmi je zahrnuto do srovnani, tim je dosazeno
vétsi rozliSovaci schopnosti, proto se ¢asto pro ovéfeni vysledkl doporucuje kombinovat

vice metod typizace.

I. 6. 2. 3. 1 Sekvenace

Jedinym nezpochybnitelnym zpuisobem srovnani dvou kmenl nebo klonu je
samozfejmé sekvenovani jejich celych genomui. Pro naro€nost tohoto postupu se vSak
v praxi vyuzZivd sekvenace pouze vybranych genl. Srovnavanim sekvence vhodné
vybraného genu Ize identifikovat jednotlivé druhy (Coleman et al., 1997). Pokud vsak
zahrneme do analyzy vice lokusU, zvysi se rozliSovaci schopnost, coz umozni i kmenovou
typizaci (Botterel et al., 2001). Pro uc€ely standardizované typizace umoznujici globalni
epidemiologické studie jsou v posledni dobé vyvijena schémata tzv. MLST (z angl. Multi
Locus Sequence Typing), ktera se zaméfuji na vyhledani individualnich polymorfizm(
SNP ve vnitfnich fragmentech typicky Sesti az osmi housekeepingovych genu. Vysledky
jsou mezilaboratorné reprodukovatelné, Ize je ukladat a porovnavat s dalSimi sekvencemi
v globalni referenéni databazi (http://www.mist.net) (Aanensen et Spratt, 2005). Bougnoux
a kol. (2002) studovali potencialni pfinos MLST pro charakterizaci klinickych izolatu
C. albicans. MLST systém pro kmenové rozliSeni byl jiz vyvinut také pro C. krusei,
C. tropicalis, C. glabrata a C. dubliniensis (Tavanti et al., 2005a; Odds et Jacobsen,
2008). Naproti tomu MLST typizace u C. parapsilosis neni mozna pro malou

mezikmenovou sekvendéni diverzitu.

l. 6. 2. 3. 2 DNA Cipy

MikroCipy nabizeji moznost zpracovani velkého mnozstvi vzorki s vysokou
citlivosti a specifitou. Ohromné mnozstvi oligonukleotidovych sond reprezenujicich Cast
nebo cely genom daného organismu se imobilizuje s vysokou hustotou na pevny povrch a

pouzije k hybridizaci s DNA pfislusného kmene, ktera musi byt pfedem oznacena.
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Komplementarni sekvence ze vzorku se vazi pevnéji k sondam a poskytuji silnéjsi signal
nez nedokonale sparované sekvence. Vysledny signal automaticky detekuje a
zaznamenava laserovy skener s vysokym rozliSenim spojeny s pocitatem. MikrocCipy zjisti
velmi pohotové mezikmenové sekvenéni rozdily u mnoha genll sou€asné, zajimavé je
také nasmérovani typizace na rozpoznavani pfitomnosti a kvantity urcitého souboru
genovych polymorfizm(. Je pouze otazkou €asu, kdy se podafi |épe zvladnout statistické
zpracovani velkého objemu dat a snizit cenu vyvoje Cipu, pak mikroipy mohou velmi

dobfe poslouzit k mikrobialnimu fingerprintingu (Bodrossy et Sessitsch, 2004).

I. 6. 2. 3. 3 Elektroforeticka karyotypizace

VétSina druhGl hub vykazuje polymorfizmus v délce chromozomi v disledku
nevyrovnanych chromozomovych pfestaveb nebo chromozomovych zlomd a naslednych
oprav (Zolan, 1995). Tento polymorfizmus Ize sledovat pomoci elektroforetické
karyotypizace vyuZivajici specialni variantu elektroforézy. PFfi bézné elektroforéze totiz
fragmenty vétsi nez zhruba 50 kb maji stejnou mobilitu a zUstavaji nerozdélené, pficemz
chromozémy kvasinek jsou mnohem vétSi. Technika pulzni gelové elektroforézy (PFGE)
se vyuziva k separaci vétSich intaktnich molekul DNA (napf. chromozomu) nebo jejich
makrorestrikénich fragmentd pomoci elektrického pole s ménicim se smérem. Aby se
mohly molekuly DNA pohybovat ve sméru zménéného elektrického pole, musi nejdfive
zménit svou orientaci. Vétsi molekuly DNA potfebuji na reorientaci vice €asu a jejich
vysledny pFfimocCary pohyb je proto pomalejSi. Pozadavku déleni velkych intaktnich
molekul DNA je nutné uzpUsobit i metodu izolace DNA, aby nedochazelo
k mechanickému naldamani chromozom(l. Lyza bunék, deproteinace DNA a pfipadna
restrikce vzacné Stépici restrikéni endonukleazou se tedy provadi pfimo v bloccich
agarozy, které se nasledné vlozi do startovnich jamek déliciho gelu a vystavi pusobeni
elekrického pole. Velikosti chromozom( jednotlivych kmenud kandid se mohou znacné lisit,
takze ziskame rozdilné rozlozeni pruhl (karyotyp), které se hodnoti vizualné nebo se
softwarovou podporou. Pfes nakladné pristrojové vybaveni, omezenou kapacitu,
zdlouhavou pfipravu vzorku a obtiznou interpretaci je tato typizaéni metoda pomérné
oblibena (Magee et Magee 1987; Monod et al., 1990).

l. 6. 2. 3. 4 Restrik¢ni analyza (REA)

Rozdily podminéné rGznou délkou a poctem restrikénich fragmentl vytvofenych
Stépenim genomové DNA urcitou restrikéni endonukledzou se oznacuji jako délkovy
polymorfizmus restrikénich fragmentd (RFLP, zangl. Restriction Fragment Length

Polymorphism). Dfive byla tato metoda znama spiSe jako REA (restrikéni endonukleazova

31



analyza). Vy3e uvedené rozdily Ize jednoduSe detekovat gelovou elektroforézou.
Vysledné spektrum pruhl ukazuje mezikmenové rozdily, které jsou vysledkem
polymorfizmu restrikénich mist nebo dusledkem deleci a inzerci mezi misty
rozpoznavanymi prislusnou restrikéni endonukleazou. Metoda REA je levna, technicky
nenarocna, rychla, ale spektrum produktll je Casto pfiliS komplexni pro objektivni
srovnavani. Béznou elektroforézu Ize tedy doplnit Southernovou hybridizaci se znacenou
specifickou sondou, ktera selektivné zviditelni jen vybranou ¢ast restrikénich fragmenta.
Pro studium kvasinek byly uspésné aplikovany sondy odvozené z repetitivniho elementu
RPS, napf. Ca3 nebo 27A sonda (Anderson et al.,, 1993; Boccia et al.,, 2002), nebo
sekvence odvozené od mikrosatelitdl (Sullivan et al., 1993), které se zaméfujici na

restrikéni fragmenty vykazujici vysokou variabilitu.

l. 6. 2. 3. 5 RAPD (AP-PCR)

PCR s nahodnymi primery (AP-PCR) neboli nahodna amplifikace polymorfni DNA
(RAPD) je jednoducha metoda vhodna pro rychlou a ekonomickou typizaci genomové
DNA. V klinické mykologii je proto velmi Siroce pouzivana (Lehmann et al., 1992; Lin et
al., 1995; Liu et al., 1996; Holmberg et Feroze, 1996). NevyZzaduje pfedchozi znalost
sekvenci a je proto vhodna i ktypizaci vétSich soubord méné probadanych

mikroorganizm(. BliZe je princip metody popsan v kapitole I. 7.

l.6.2.3.6 AFLP

Metoda v podstaté kombinuje REA s AP-PCR, resp. RAPD. Je zalozena na
detekci délkového polymorfizmu amplifikovanych restrikénich fragmentu (z angl. Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995). V prvnim kroku je genomova DNA
Stépena dvéma rdznymi endonukleazami a ke konclm vzniklych restrikénich fragment
se pfipoji oligonukleotidové adaptory znamé sekvence. Nasledné jsou restrikCni
fragmenty podrobeny PCR amplifikaci za pouziti dvou primeru, které jsou komplementarni
k sekvenci adaptoru a restrikéniho mista. Ke zvySeni selektivity se navic pfipojuji na 3°-
konec primeru jeden az tfi nahodné zvolené nukleotidy. Tim dojde k amplifikaci pouze
urCité podmnoziny restrikénich fragmentl, u kterych se 3°-konec primeru dokonale
paroval. Produkty PCR se pak déli v polyakrylamidovém gelu, typicky AFLP fingerprint se
sklada z 50-100 pruhud. Zdokonalenim metody je vyuziti fluorescenéniho znaceni primera,
déleni kapilarni elektroforézou a snimani fluorescenéniho signalu rozdélenych produktd
na automatickém analyzatoru. Podobné jako RAPD a RFLP nevyzaduje AFLP metoda
pfedchozi znalost sekvence zkoumaného vzorku, ma vsak lepS$i rozliSovaci schopnost a

reprodukovatelnost. Ze spektra restrikénich fragmentu totiz vybira pouze ¢ast a vyrovnava
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kvantitativni zastoupeni jednotlivych fragmentu, resp. signalli, naslednou ampilifikaci.
Nejprve se metoda uplatnila v mikrobiologii pfi typizaci bakterii (Lin et al., 1996), pozdéji
pfi identifikaci patogennich kvasinek rodu Candida (Borst et al., 2003) a také pfi typizaci

plvodcl kandidovych infekci u déti po transplantaci kostni diené (Ball et al., 2004).

I. 7 Vyuziti RAPD (z angl. Random Amplified Polymorphic DNA) pro druhovou

identifikaci — alternativni PCR detekce

Pavodni metodické publikace zverfejnily nezavisle na sobé dvé védecké skupiny
pod nazvem AP-PCR, resp. RAPD (Williams et al., 1990; Welsh et McClelland, 1991).
Jedna se o techniku PCR-fingerprintingu, ktera typicky pouziva jeden kratky primer
(nejcastéji dlouhy 10 bazi) k amplifikaci za tzv. nevyhranénych (nestringentnich)
podminek nasedani (nizSi teplota, vysSSi koncentrace hofecnatych iontld). Sekvence
primeru je navrzena nahodné, bez znalosti cilové sekvence. To &ini tuto metodu velmi
popularni, nebot nepotiebujeme 2znat nukleotidovou sekvenci templatové DNA
zkoumaného organismu. Nejprve jsou testovany soubory oligonukleotidi nahodilé
sekvence a vybrany jsou ty, které vykazuji optimalni vytéZnost reakce a rozliSovaci
schopnost fingerprintd. Vzhledem ke své kratké sekvenci se RAPD primer vaze za
nevyhranénych podminek na mnoho cilovych mist v genomu, pfesto je tato vazba na
cilové sekvenci zavisla. Jestlize dvé molekuly primeru nasednou na zakladé
komplementarity bazi na templatovou DNA ve spravné protismérné orientaci dostate¢né
blizko sebe, aby mohla probéhnout PCR, vznika produkt o délce useku DNA vymezeného
misty nasednuti primer(. Pfi nizké teploté nasedani (bézné méné nez 40 °C) nemusi byt
komplementarita mezi bazemi primeru a templatovou DNA uplna, takze dochazi nezfidka
k ¢astecné chybnému parovani mezi bazemi (tzv. mismatch pairing). Pokud se dva kmeny
liSi v sekvenci urCitého mista nasednuti primeru, vede to ke zvy$eni nebo snizeni stability
vazby primeru, ktera by se v pfipadé specifické PCR projevila typicky jen snizenim nebo
zvySenim vytéZnosti reakce. V pfipadé RAPD spolu ale o nasednuti primeru soutézi
mnoho potencialnich cilovych mist s podobnymi sekvencemi, takze zména sekvence
uréitého mista typicky vede bud k jeho vyfazeni v konkurenci s ostatnimi, nebo naopak
k posileni jeho uspésnosti na ukor jinych potencialnich mist nasednuti. Vysledkem RAPD
je tedy komplexni smés délkové definovanych amplikond, jejiz sloZeni je Castecné
kmenové specifické a &astecné druhové specifické. Rozdily se vizualizuji gelovou
elektroforézou a vznikla rozloZeni pruht jsou softwarové analyzovana a srovnavana.

Princip RAPD typizace je znazornén na obrazku 4.
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Obr. 4 — Schéma RAPD typizace; a) amplifikace, b) elektroforetické déleni RAPD produktd,

c) dendrogram sestaveny na zakladé srovnani fingerprint kment A, B a C.

RAPD vynika mezi molekularnimi metodami svou jednoduchosti, univerzalnosti,
pomérné vysokou rozliSovaci schopnosti a nizkymi naklady. Vétsi daraz by ovSem mél byt
kladen na provedeni této metody, jinak uz malé rozdily v podminkach experimentu vyusti
v odliSné rozlozeni pruhll, coz vyrazné omezuje mezilaboratorni reprodukovatelnost.
Intenzita nebo pfitomnost jednotlivych pruhl je kromé rozdili v sekvenci vySetfované
genomové DNA ovlivnéna mnoha dalSimi faktory, napf. koncentraci hofCiku, pomérem
mnozstvi primeru a nukleové kyseliny, zdrojem a koncentraci Taq polymerazy, modelem
termocykleru, apod. (Meunier et Grimont, 1993; Penner et al., 1993; Tyler et al., 1997).
RAPD aplikovana na eukaryotni organismy se zda byt mnohem reprodukovatelné;si
vzhledem k vysSi stabilité jejich genomu (Tyler et al.,, 1997). Aby se problémim

s reprodukovatelnosti pfedeslo, je mozné PCR zacilit na specifické sekvence a pouzit

Vzhledem k pouziti nespecifickych primerd schopnych amplifikovat jakoukoli DNA
hrozi pfi RAPD typizaci kvasinek vyskyt produktu v negativni kontrole, pfi€emz zdrojem
mohou byt mikroorganizmy z prostfedi nebo produkty pfedchazejici amplifikace.
Opakované byly také popsany pfipady kontaminace houbovou nebo bakterialni DNA
u komercnich reagencii, nej¢astgji lytickych enzymi a Taq polymerazy (Schmidt et al.,
1991; Hughes et al., 1994; Loeffler et al., 1999; Rimek et al., 1999). Aby se snizilo riziko
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kontaminace na minimum, provadi se izolace DNA i pfiprava reakéni smési v laminarnich
boxech, které umoznuji aseptickou praci. Pracuje se pouze s mikropipetami uréenymi
k tomuto uCelu a s jednorazovymi Spickami s filtrem, které zachycujici aerosol a brani tak
kfizové kontaminaci vzorku. Dulezita je také prostorova separace jednotlivych kroki PCR

a post-PCR analyzy a pravidelné oSetfovani téchto prostor UV zarenim.

Templatovou DNA pro RAPD analyzu je nutné izolovat =z Cisté kultury
mikroorganizmu, protoZze pfi izolaci napfiklad z krve je pravdépodobné, Ze bude
obsahovat kontaminujici lidskou DNA, ktera mlze rovnéz slouzit jako templat pro RAPD.
Vzdy se doporuc€uje provedeni tzv. negativni kontroly, ktera je pfipravena za stejnych
podminek a ze stejnych reagencii jako reakéni smés testovanych vzorkl s tim rozdilem,
Ze misto templatové DNA obsahuje odpovidajici objem sterilni deionizované vody. Je
mozné, ze amplifikované produkty objevené v negativni kontrole vznikaji na podkladé
nepatrného mnozstvi kontaminujici DNA, takze pfidani velkého mnoZstvi testované DNA
do reakéni smési zajistuje, ze toto svého druhu ,pozadi“ vlastné neovliviiuje amplifikaci
u vzorkd (Meunier et Grimont, 1993).

Byla jiz popsana fada riznych primerl poskytujicich reprodukovatelné druhové
specifické fingerprinty (Lehmann et al., 1992; Liu et al., 1996; Thanos et al., 1996; Steffan
et al., 1997; Melo et al., 1998; Bautista-Munoz et al., 2003). Opakované bylo prokazano,
Ze metoda je vhodnym nastrojem pro druhovou identifikaci kvasinek, jeji dostupnost

bohuzel omezuje pozadavek na specializovany software a odbornost obsluhy.

[. 7. 1 Vlastnosti reakénich slozek RAPD

[.7.1.1 Primery

Primery pouzivané v metodé RAPD jsou navrhovany bez znalosti konkrétni
sekvence templatové DNA. Proto je nutné vyzkouset vhodnost urcité sady pfipravenych
primerQ pro tvorbu fingerprintll zkoumaného organismu. Jsou vybrany takové primery,
které davaji soubor produktl pfiméfené komplexity a maji pozadovanou rozliSovaci
schopnost. Kromé pouziti primeru absolutné nahodné sekvence existuje fada moznosti
vyuziti primeru navrzeného podle konkrétni sekvence templatové DNA. Tyto postupy se
vyuzivaji pfedevsim pro detekci polymorfizm( v repetitivnich sekvencich (napf. oblast
mikrosatelitd).

V sou€asné dobé se pouzivaji kratdi primery o délce 10 az 12 bp, jako minimum
se doporucuje 9 nukleotidi a obsah G + C vyssi nez 40 % (Williams et al., 1990). DelSi
primery se vétSinou nepouzivaji, nepfinasi totiz pro RAPD Zadné vyznamné vyhody a

vzhledem k poctu nukleotidu je jejich syntéza nakladnéjSi. Na rozdil od klasické PCR je
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nutné u RAPD analyzy pouzivat vyrazné nizsi teplotu nasedani primeru (angl. annealing
temperature), standardné se pohybuje mezi 30 a 45 °C. Kdybychom pouzili klasicky
vypoctenou hodnotu teploty nasedani primeru, zfejmé bychom neobdrzeli Zadny produkt
(Welsh et McClelland, 1990), protoze vyskyt mist komplementarnich s jednim primerem
v pfiméfené vzdalenosti a vhodné orientaci neni pravdépodobny. Obvykle se optimum

koncentrace primeru pohybuje mezi 0,3 az 10 uM, je nutné jej urcit empiricky.

l. 7. 1. 2 Templatova DNA

Intenzita €i pfitomnost pruhu produktu je pfimo zavisla na jeho mnozstvi. Jednou
z pricin, které ovliviiuji mnozstvi amplifikatu, je koncentrace templatové DNA. Z tohoto
hlediska ma RAPD semikvantitativni charakter. Tato skuteCnost také ukazuje na
vyjimec€ny vliv koncentrace templatové DNA na finalni vysledek analyzy. Je tedy vhodné
stejné jako v pfipadé primerQ nejdfive otestovat vliv riznych koncentraci templatové DNA
na kvalitu vysledného fingerprintu. Timto postupem pak muzeme vyloucit ty pruhy, které
vyznamné zaviseji na koncentraci templatu. Zmény v koncentraci templatové DNA mohou
vyrazné ovlivnit vysledek RAPD typizace, nebot' s koncentraci se méni mnozZstvi dokonale
komplementarnich mist pro nasednuti primeru, vyskyt vzacné se amplifikujicich mist
i Cetnost Spatnych parovani. Na druhou stranu bylo ovéfeno, Ze reprodukovatelnych
vysledki RAPD Ize dosahnout i s hrubym lyzatem jednotlivych kolonii (Steffan et al.,

1997). VétSina aplikaci pouziva mezi 5 az 50 ng templatové DNA na 20 pl reakéni smési.

Pro standardni klinicka vySetfeni neni poZadovana tak vysoka Cistota izolované
DNA jako je tomu napf. u genetického mapovani. PfedevSim je nezbytné zbavit se
inhibitord Tag polymerazy. Dale je dulezité, aby nebyla DNA nadmérné mechanicky

poskozena, mohlo by dojit k naruseni v misté, které ma byt amplifikovano.

I. 7. 1. 3 Taq polymeraza

Prestoze se jedna o termostabilni enzym, pfi teplotach nad 90 °C ztraci Taq
polymeraza €ast své aktivity, neni proto efektivni zvySovat pocet cykld nad cca 45. Pro
svou &innost vyzaduje hofeénaté a draselné ionty. Rada latek muzZe tento enzym
inhibovat, na coz je tfeba brat zietel jiz pfi volbé metody extrakce templatové DNA.
Inhibici napfiklad zpUsobuji nékteré slozky krve, které se musi pfi izolaci peclivé odstranit,
nebo laurylsiran sodny (SDS), proto je vhodnéjsi pouzit jiny detergent. Ackoli Taq
polymeraza optimalné pracuje pfi 72 °C, ma nizkou aktivitu i pfi pokojové teploté, a proto
muze ihned po pfidani do reakéni smési produkovat celou fadu nespecifickych produktu.
Negativnich nasledkd se mizeme Castecné vyvarovat tim, Ze pfipravujeme reakéni smés

na ledu. Druhou mozZnosti je aplikace tzv. hot start techniky. Ta spociva v tom, Ze Taq
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polymeraza zacne byt aktivni az v pfesné pozadovaném okamziku. Toho Ize dosahnout
tim, Ze pouZijeme specialné upravenou polymerazu, ktera se aktivuje az pfi teploté 95 °C,

protozZe je napf. blokovana termolabilni protilatkou nebo proteinovym ligandem.

I. 7. 1. 4 HofeCnaté ionty

lonty hof€iku nespecificky stabilizuji interakci mezi primerem a templatovou DNA a
soucasné jsou kofaktorem DNA polymerazy. Potfebna koncentrace se opét urcuje
empiricky, pohybuje se mezi 1-6 mM. Snizenim koncentrace hof¢iku by se mélo docilit

snizeni komplexnosti spektra RAPD produkt(.

l. 7. 1. 5 Nukleotidy

K syntéze nového viakna DNA musi byt ve smési pro PCR vSechny Ctyfi stavebni
kameny (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), jinak by reakce neprobihala. Bézné se pouziva
koncentrace kazdého z nukleotidd 0,2 mM, vyS8Si koncentrace mohou vést k chelataci
hof€iku a také zvySuji mnozstvi chyb pfi syntéze DNA. Jiz milimolarni mnozstvi maze vést

k inhibici Taq polymerazy v dusledku nadbytku substratu (Galfland, 1989).

I. 7. 2 Vyuziti denaturace DNA pro analyzu produkt(l amplifikace
[. 7. 2. 1 Struktura DNA

Molekula DNA je tvofena dvémi polynukleotidovymi fetézci spojenymi vodikovymi
mustky, které vznikaji mezi protilehlymi nukleotidy obou viaken. Pary A-T jsou spojeny
dvémi vodikovymi mustky, pary G—C tfemi mustky. Dvojvlakno je nejCastéji prostorové
uspofadano do podoby dvojité Sroubovice. Struktura je stabilizovana nejen vodikovymi
mustky, ale vyznamné také interakcemi mezi planarni strukturou sousedicich dvojic
nukleotid(l. Na povrchu dvousroubovice se vytvareji dvé prohlubné, tzv. mensi a vétsi
Zlabek, které slouZi k interakci s proteiny. Vysokomolekularni DNA ,taje“ dokonale az pfi
teploté kolem 95 °C. Dochazi pfitom k rozpleteni fetézcu a vzniku konformace nahodného
klubka. K ¢asteCné vratné disociaci vlidken v3ak dochazi uz pfi niZsi teploté, pfiCemz Casti
molekuly bohaté na A/T pary disociuji diky slab$i vazebné sile pfednostné. Dlouhé PCR
produkty obvykle maji vice domén tani, zatimco kratké produkty taji naraz. Cela struktura
koordinované denaturuje (kooperativné se hrouti) nahle az po dodani urcité tepelné
energie. Tento jev je charakterizovan specifickou teplotou tani (Ty,), pfi niz je 50 % DNA
jednofetézcové. Teplota tani je zavisla na délce fragmentu DNA, jeho sekvenci a obsahu

GC bazi (SantaLucia et al., 1996). Na rozdil od gelové elektroforézy tedy analyza tani

37



rozlisi i produkty stejné délky, pokud maiji rozdilny pomér GC/AT bazi, a dokonce

i produkty liSici se jen rozlozenim GC paru v sekvenci.

l. 7. 2. 2 Analyza kfivky tani

Interkalujici fluorescencéni barvivo (napf. SYBR Green | — SG) se vaze do DNA
dvousroubovice, pficemz se jeho fluorescence se touto vazbou podstatné zvysi. V roztoku
naopak floureskuje nepatrné. Této vlastnosti se vyuziva pro pribézné monitorovani
amplifikace DNA pfi kvantitativni PCR v realném &ase. Pfi pouziti SG nasledna analyza
kfivek tani nabizi také moznost identifikace a charakterizace produktu na zakladé jeho
specifické teploty tani. Pr(ibézné zaznamenavani procesu denaturace zachyti rychly

pokles fluorescence blizko bodu tani (Obr. 5).
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Obr. 5 — Prudky pokles fluorescence blizko bodu tani zplisobeny uvolfovanim interkala¢niho

fluorescenéniho barviva v disledku denaturace DNA

Kfivka tani se méfi po zavéretné extenzi PCR, nejprve se vzorek ochladi na
relativné nizkou teplotu a poté pomalu zahfiva az nad predpokladanou teplotu denaturace
DNA. Fluorescenéni signal po celou tuto dobu klesa, nejvétsi pokles nastava v uzkém
teplotnim rozmezi. Tento prudky pokles je zpusoben kooperativnim déjem pfi rychlé
denaturaci DNA. Pro prehlednéjsi zobrazeni pribéhu denaturace lze data vynaset do
derivovaného grafu jako zavislost zaporné vzaté prvni derivace fluorescenéniho signalu
(-dF/dT) na teploté (T). Fluorescencni signal nejprve soustavné mirné klesa se stoupajici
teplotou. V okamZiku denaturace rozsahlych oblasti DNA ze Sroubovice na nahodné
klubko pak fluorescence dramaticky poklesne. To se projevi v derivovaném vynosu jako

pik, jehoz vrchol odpovida teploté tani T,. Pokud jsou fetézce DNA pfi vysokych teplotach
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jiz zcela denaturovany, probiha se stoupajici teplotou dale jen mirny pokles fluorescence.
Bylo zjisténo, Ze teplota tani se mize ménit v zavislosti na koncentraci DMSO, hof¢iku,
templatové DNA, fluorescenéniho barviva a na rychlosti teplotnich pfechodu pfi analyze
tani (Ririe et al., 1997). Ve vétsiné studii se vyuziva rychlost pfechodu 0,3 °C/s jako
kompromis mezi rychlosti a pfesnosti analyzy.

Je znamo, ze rizné DNA fragmenty mohou mit pfekryvajici se profily tani a nelze
tedy rozhodnout, zda jde o jeden &i vice produktd. DelSi fragmenty mohou mit uvnitf
sekvence vice domén tani a poskytuji tedy slozité kfivky. Na druhou stranu kratké
produkty PCR obvykle davaji kfivku tani sjedinym pikem, ale prekvapivé nezfidka
i komplexnéjsi kfivky (Li et al., 2003). Sekvence se skupinami A/T nebo G/C bohatych

oblasti totiz pozménuji konformaci DNA a tim i moznost vazby interkalaniho barviva.

Pfesny zplsob vazby SG na nukleové kyseliny stale neni objasnén, ¢aste¢né také
proto, Ze struktura a koncentrace komercnich fluorescencnich barviv nebyla dfive
publikovana. Nékteré studie uvadéji, Ze zpusob interakce SG s DNA zavisi zna¢né na
koncentraci barviva a byly popsany nejméné dva zpusoby interakce, a to interkalace a
povrchova vazba do malého Zlabku DNA dvousSroubovice (Zipper et al., 2004). Pfi nizké
koncentraci barviva dochazi nejprve k interkalaci, pfi vy$si pfechazi vazba v povrchovou,
pouze tento déj vSak doprovazi prudky narast fluorescence. Bylo ovéfeno, ze SG se
prednostné vaze na delSi amplikony a na amplikony s vy$8im obsahem G/C bazi (Giglio
et al., 2003). Pro SG je navic typicka redistribuce v pribéhu tani, SG se uvolfiuje z vazby
na produkty s nizkou teplotou tani a pak se vaze se na produkty tajici pfi vysoké teploté.
Ve vysoké koncentraci SG inhibuje PCR (Nath et al., 2000). Pocet cyklt PCR muze
analyzu tani ovlivnit, vzhledem k postupné narustajicimu poméru DNA/SG (Giglio et al.,
2003). Pro mensi variabilitu je tedy vhodné pouzit dostate¢né saturujici koncentrace SG,

avsak tésné pod inhibi¢nim limitem pro PCR.

Pro vySe popsané nevyhody byla nedavno uvedena na trh technologie analyzy
tani dsDNA s vysokym rozliSenim HRMA (z angl. High Resolution Melting Analysis),
vyvinuta specialné pro detekci mutaci (Gundry et al., 2003). HRMA pfistroje sbiraji
nesrovnatelné vice dat o fluorescenci na jeden stupen Celsia teplotni zmény nez starsi
pfistroje, coz umoziuje jemnéjSi rozlideni profilu tani. Velmi vyhodna je kombinace
s vyuzitim barviva LCGreen | (Wittwer et al., 2003), které neovliviiuje natolik pribéh PCR
a nebyla u n&j pozorovana redistribuce typicka pro SG. LCGreen | Ize pouzit pfi 90%
saturaci, kdezto SG kompletné inhibuje PCR uz pfi 50% saturaci. Srovnani citlivosti a
specifity barviv LCGreen | a SYBR Green | a rlznych pfistrojli, které mohou byt vyuzity
pro analyzu tani, vyznélo jednoznacné ve prospéch LC Green | a pfistroju s vysokym

rozlisenim (Herrmann et al., 2006).
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[. 7. 2. 3 McRAPD (Melting curve of RAPD)

Nasi vyzkumnou skupinou bylo jiz ukazano, ze principu analyzy tani Ize s vyhodou
vyuzit k rychlé a pfesné charakterizaci komplexnich produktd RAPD-fingerprintingu lékarsky
vyznamnych kvasinek (Plachy et al., 2005). Tento pfistup byl pojmenovan McRAPD (z angl.
Melting curve of Random Amplified Polymorphic DNA). RAPD-fingerprinting poskytuje
druhové specifické spektrum produktld, které jsou tradi€né analyzovany gelovou
elektroforézou i pfes softwarovou podporu pomérné pracné. Toto tradiéni provedeni je
relativné zdlouhavé a do vyhodnoceni vnasi jistou miru subjektivity, protoZe pruhy produktu
ke srovnavani je potfeba vybrat manualné a slabsi pruhy je potfeba z analyzy vyradit,
protozZe jejich viditelnost kolisa na hranici citlivost barveni gelu. Plachy a kol. (2005) ziskali
v pilotni studii na pfistroji LightCycler pro RAPD produkty 48 kmenu péti druht patogennich
kvasinek kfivky tani s 2-5 druhové specifickymi piky, umoznujicimi jejich pfimou identifikaci.
| kdyz intenzita pik( byla u riznych kmenu téhoz druhu Caste€né variabilni, teplota tani
konkrétniho produktu byla vysoce reprodukovatelna.

Hlavni vyhodou McRAPD oproti tradicni RAPD je to, Ze umoZnuje vyhnout se
pouzivani elektroforézy v gelu a pracné a ¢astec¢né subjektivni analyze rozlozeni pruh(, coz
by mélo identifikaci kvasinek urychlit a zpfesnit. Vystupem McRAPD jsou numericka data,
interpretace vysledklT McRAPD proto mulze byt objektivngjSi a nabizi potencial
automatizace. Ke zpracovani vysledkl postacuje personal bez zvlastni mykologické
odbornosti. Pfenos tepla v kapilarach z kfemicitého skla v menSim objemu vzorku je
rychlejSi a reprodukovatelnéj§i nez v klasickych PCR zkumavkach, coz snizuje vliv
termocykleru na variabilitu vysledkd. Po celou dobu analyzy je vzorek uzavien v kapilafe a
na zavér v tomto stavu i likvidovan (closed-tube approach), coz vyrazné omezuje moznost
kfizové kontaminace produktem. Pfi pouZiti béZné Taqg polymerazy a jednoho primeru, ktery
by poskytoval méné slozité a stabilngjSi soubory produktl, by méla byt McRAPD schopna
pokryt v8echny lékafsky vyznamné druhy kvasinek a mohla by se stat jednoduchym,

ekonomickym a vykonnym nastrojem identifikace v mykologickych laboratofich.

Nevyhodou dfive publikované metodiky je nutnost pracné fenol-chloroformové
izolace DNA z predkultivované gisté kultury a omezeni pfistroje LightCycler, ktery neni
primarné uzpusoben pro analyzu komplexnéjSich kfivek tani a pfi sou¢asné analyze vice jak
cca 10 vzorkd podstatné redukuje objem dat a snizuje tim pfesnost identifikace. Tyto
problémy by mohly byt pfekonany zjednodusenou izolaci DNA z kolonii minimalni velikosti
(Steffan et al., 1997) a provedenim analyzy na HRMA pfistroji, coZ bylo spolu s dalsi
optimalizaci vyhranénosti reakénich podminek a testovanim mozZnych identifikacnich
algoritm na SirSim spektru Iékafsky vyznamnych druhu kvasinek hlavnim ukolem této

prace.
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Il. CiL PRACE

Hlavnim cilem této disertalni prace bylo rozpracovat dfive navrzeny McRAPD

pfistup k identifikaci patogennich kvasinek do podoby potencialné vyuZitelné v rutinni

identifikaci.

Dilci cile prace Ize shrnout takto:

1.

Pfevést dfive navrzeny McRAPD protokol na pfistroj umoziujici analyzu tani
s vysokym rozlisenim.

Ovéfit a pfipadné optimalizovat metodu pfipravy templatu pro McRAPD
amplifikaci technikou hrubych lyzatl s cilem zjednodusit provedeni celé metody
pro uplatnéni v rutinni identifikaci kvasinek.

Optimalizovat dfive navrzeny McRAPD protokol pro druhovou identifikaci
patogennich kvasinek s cilem snizit mezikmenovou variabilitu vysledkd a zvysit
reprodukovatelnost vysledku.

Navrhnout rizné pfistupy k hodnoceni McRAPD dat pro druhovou identifikaci a
vyhodnotit miru spravné identifikace témito pfistupy na SirSim spektru Iékarsky
vyznamnych druh( kvasinek.

Posoudit vykonnost McRAPD ve srovnani s dostupnymi konvenénimi rutinnimi
postupy.

Pilotné posoudit pouzitelnost McCRAPD k automatizované typizaci izolati stejného

druhu ve srovnani s karyotypizaci izolatl pomoci PFGE.
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lll. EXPERIMENTALNI CAST

llIl. 1 Material

[ll. 1. 1 Mikroorganizmy

V praci byly pouzity rizné kmeny lékafsky vyznamnych kvasinek pfevazné druhl
C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae,
C. guilliermondii, C. pelliculosa a Saccharomyces cerevisiae. VétSina kmenu byla
izolovana z ruznorodého klinického materialu od pacientl, ktefi byli hospitalizovani ve
Fakultni, pFip. Vojenské, nemocnici v Olomouci. Cast kmen( byla ziskana od Dr. Mine
Yucesoy z univerzity Dokuz Eylil (Turecko), sbirky kultur kvasinek CCY Bratislava a
Doc. RNDr. Jozefa Noska, CSc. (PRIF UK, Bratislava). Kmeny C. albicans pro testovani
kmenové typizace pochazely z Japonska.

Kvasinky byly ziskany ze sbirky klinickych izolatl kvasinkovych mikroorganizmu
Ustavu mikrobiologie a Ustavu biologie LF UP a FN Olomouc, kde byly uchovavany
v médiu obsahujicim 20 % BBL® Skim Milk Powder (BD Diagnostic Systems, USA) pfi
-70 °C. Jejich identifikace probihala na Ustavu mikrobiologie LF UP Olomouc tradi¢nimi
fenotypizaénimi postupy (CHROMagar, auxanogramy, zymogramy a vybrané kmeny také
komer&nimi identifikaénimi soupravami Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteur, Francie),
resp. API ID 32C (bioMérieux, Francie)).

Vybér kmenu pro ucely prace byl proveden s ohledem na zajimavé klinické situace,
ze kterych byly ziskany, a na pfedpokladanou genetickou identitu ¢i odliSnost izolatd.

Seznam kmenu je uveden v pfiloze A.
[ll. 1. 2 Chemikalie

10x Taq pufr bez MgCl, (Top-Bio, CR)

Agaréza (Life Technologies, UK)

BSA (Promega, USA)

Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, USA)
Deionizovana H,O (MilliQ Water, Millipore USA)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, USA)

DNA marker 200-1500 (Top-Bio, CR)

DNA marker 155-970 (Top-Bio, CR)

dNTPs (Promega, USA)

EDTA (Amresco, USA)
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Etanol (Amresco, USA)

Ethidium bromid (Carl Roth, Némecko)

Glukéza (Lachema, CR)

Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

Chloramfenikol (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid hofeénaty (Lachema, CR)

Chloroform (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina borita (Lachema, CR)

Kvasni¢ny extrakt (Himedia, Indie)

LCGreen | Plus (Ildaho Technology, USA)
Mykologicky pepton (Himedia, Indie)

PCR olej (Top-Bio, CR)

PCR voda (Top-Bio, CR)

Primery (Generi Biotech, CR)

Sabouraud agar s chloramfenikolem — Petriho misky (BD Diagnostic Systems, USA)
Sachardza (Sigma-Aldrich, USA)

Skim Milk Powder (BD Diagnostic Systems, USA)
Sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)

Taq DNA polymeraza Unis (Top-Bio, CR)
Thiamin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris 1 M roztok (Ambion, USA)

Trizma base (Sigma-Aldrich, USA)

YeaStar Genomic DNA Kit (Zymo Research, USA)
Zymolyaza (Sigma-Aldrich, USA)

lll. 1. 3 Pomucky a pfistroje

Nazvy a puvod pouzitych pfistroju jsou uvedeny pfimo v textu.

lll. 2 Metody

[1. 2. 1 Uchovavani klinickych izolatd

Pfiprava zamrazovaciho média: 15 g Skim Milk Powder se dobfe rozmichalo ve
150 ml 50 °C teplé destilované vody a autoklavovalo 15 minut pfi 121 °C. Po vychladnuti
se pfidalo 75 ml sterilniho 86% glycerolu a po promichani se médium rozplnilo do

kryozkumavek.
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Sterilni mikrobiologickou klickou se do kryozkumavky s médiem pfenesla Cast
kolonie kvasinek a dobfe promichala, kmeny bylo nutné pro zachovani genetické stability

uchovavat v mrazicim boxu pfi -70 °C.

I1l. 2. 2 Kultivace kvasinek

Analyzované mikroorganizmy byly z kryozkumavek rozo&kovany na pevnou pldu
(Sabouraud s chloramfenikolem) v Petriho miskach a kultivovany pfi 30 °C po dobu
72 hodin. Po pfeoCkovani na novou Petriho misku bylo mozné po objeveni viditelnych
kolonii (nejdéle do 24 hodin) pfistoupit k extrakci DNA dle Steffan a kol. (1997).

Pro izolaci DNA komercni soupravou byl vzorek narostlych mikroorganizma
prenesen do 20 ml tekutého Zivného média YPG (1% kvasni¢ny extrakt, 1% mykologicky
pepton a 1% glukéza) s 50 pl/ml chloramfenikolu a 100 pl/ml thiaminu. Z&sobni roztok
antibiotika chloramfenikolu v etanolu (34 mg/ml) byl uchovavan pfi -20 °C. Kultury byly
inkubovany pres noc v tfepacce (Julabo SW 22, Seelbach, SRN) pfi 30 °C a 120 otackach
za minutu. Rano byl 1 ml této pfesnoc¢ni kultury pfenesen do 20 ml YPG a nasledné byl
prubézné sledovan vyvoj absorbance roztoku pfi vinové délce 660 nm (Spekol 221, Carl
Weiss Jena, SRN). Pfi absorbanci v rozmezi 0,9-1,0 (pozdni exponencialni faze rastu

kultury) byla kultivace ukon¢ena a bylo zapocato s extrakci DNA.

lll. 2. 3 Pfiprava templatové DNA

. 2. 3. 1 ,Paratkova“ (Toothpick) PCR

Pro rychlou a levnou analyzu mnoha Kklinickych izolatll soucasné byla
optimalizovana metoda pro amplifikaci DNA pfimo z lyzatl samostatnych kolonii (Steffan
et al., 1997).

1) Analyzované mikroorganizmy byly naoCkovany na Sabouraudovu pldu
s chloramfenikolem v Petriho miskach a kultivovany pfi 30 °C po dobu nejvySe 24 hodin.
2) Pro kaZdou reakci byla odebrana ¢&ast mikrokolonie 3pi¢kou mikropipety a
resuspendovana v 5 ul Cerstvé pfipraveného lyza¢niho roztoku (1 M sorbitol, 5 mM MgCl,,
2 mM dithiothreitol a 12 U Zymolyazy). Zymolyaza byla pfipravena jako zasobni roztok
o koncentraci 12 U/ul a byla zamrazena v alikvotech pfi -20 °C.

3) Suspenze byla inkubovana nejméné 20 minut pfi 37 °C v termobloku (TB1,
Schoeller Pharma Praha, CR) a nasledné ziedéna na 300 ul pfidanim TE pufru (10 mM
Tris pH 8 a 1 mM EDTA). Po centrifugaci byl supernatant pfidavan do amplifikaéni reakce.

Takto pfipraveny lyzat Ize skladovat zamraZeny pro pozdéjsi zpracovani pfi -20 °C.
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. 2. 3. 2 Extrakce DNA pomoci YeaStar Genomic DNA komeréni soupravy

YeaStar Genomic DNA kit je uréen pro rychlou extrakci DNA z rdznych druhu

kvasinek a plisni. Vyrobce doporucuje nasledujici pracovni postup:

1) Stogit 0,4—1,5 ml tekuté kultury kvasinek (podle hustoty, cca 1-5x10 bunék/ml, to
odpovida cca 1 ml kultury s OD=1) pfi 6 000 otackach 5 minut. Odstranit supernatant.

2) Pridat 120 ul YD Digestion Buffer a 5 ul R-Zymolyase. Pelet se resuspenduje
vortexovanim a smés se inkubuje pfi 37 °C po dobu 60 minut.

3) Pfidat 120 ul YD Lysis Buffer a promichat vortexovanim.

4) Pfidat 250 pl chloroformu, smés 1 minutu promichavat.

5) Smés centrifugovat 2 minuty pfi 10 000 otackach a supernatant pifenést do Zymo-
Spin 11l kolonky nasazené do Cisté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

6) Mikrozkumavku s kolonkou centrifugovat 1 minutu pfi 10 000 otackach, dvakrat
promyt pomoci DNA Wash Buffer.

7) Kolonku pfenést do nové mikrozkumavky a nanést 60 ul vody. Po jednominutové

inkubaci stocit pfi 10 000 otackach 1 minutu a eluat uchovat.

lll. 2. 4 Pfiprava PCR smési

Metoda RAPD je citliva na kontaminaci, proto byla smés sestavovana vzdy
v aseptickém prostiedi laminarniho boxu (EM Box 180, Ekom, CR). Automatické pipety
(Finnpipette, Thermo Scientific, USA) byly vyhrazeny pouze pro tento ucel a pouzivaly se
jednorazové S3picky (Axygen Scientific, USA) opatfené filtrem zachycujicim aerosol
vznikajici pfi nasavani tekutiny do 3$pi¢ky. Vérohodnost dosazenych vysledk( byla
zajisténa provedenim negativni kontroly. Aby byly nasledky pipetovacich chyb plynouci
z pipetovani velmi malych objemd minimalni, byl pfipraven vzdy tzv. master mix (Mx),
ktery kromé templatové DNA obsahoval viechny slozky reakéni smési. Aby se zabranilo

prfed&asné nespecifické amplifikaci, smés byla sestavovana v chladicim stojanku.

M. 2. 4. 1 Primer

Pro druhovou identifikaci vybranych klinicky vyznamnych druh( kandid byl zvolen
primer se sekvenci 5-ACGGGCCAGT-3‘, ktery byl navrzen a otestovan jako vhodny pro
tento Gcel jinymi autory (Liu et al.,, 1996; Plachy et al., 2005). Zasobni roztok tohoto
primeru byl pfipraven rozpusténim lyofilizovaného primeru v10mM Tris na

koncentraci 80 uM.
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lll. 2. 4. 2 PCR-fingerprinting pomoci RAPD na pfistroji RapidCycler 2

V tabulce 1 je uveden vysledny protokol pro pfipravu reakéni smési McRAPD.

Tabulka 1 — Slozeni master mixu pro jednu McRAPD reakci

_— - Vysledna
Komponenty Mx Pridavany objem (ul) kor¥centrace
MgCl, (25 mM) 0,8 2mM
10x Taq pufr (bez MgCl,) (10x) 1 1%
Primer (80 uM) 0,05 0,4 uM
dNTPs (25 mM kazdy) 0,08 0,2 mM kazdy
BSA (2,5 mg/ml) 1 250 ug/ml
LCGreen | Plus (10x) 1 1x
Tag DNA polymeraza Unis (5 U/ul) 0,5 25U
PCR voda 4,57
Celkovy objem Mx pro jednu reakci 9 ul

Objem jednotlivych reagencii byl nasoben vzdy poltem vzorku, které mély byt
zpracovany (v&etné negativni kontroly). Pro provedeni RAPD bylo potfeba napipetovat do
sklenéné kapilary (Roche Diagnostics, Némecko) 9 ul smési Mx a pfidat pfipraveny
extrakt DNA (viz kap. Ill. 2. 3) o objemu 1 ul. Kapilary v adaptéru byly kratce stoCeny na
stolni centrifuze (700x g) a vloZeny do pfistroje RapidCycler 2 (Idaho Technology, USA),
kde probihala amplifikace dle nasledujicich parametru:

Reakéni podminky: pocateéni denaturace 95 °C 5 minut

amplifikace DNA — 45 cykld denaturace 95°C 5s
annealing 48 °C 10s
extenze 72°C 40s
zavérecna extenze 72 °C 5 minut

Ramping byl nastaven na 1 °C/s, reakce probihala cca 75 minut.

lll. 2. 5 Elektroforetické déleni produktl amplifikace

lll. 2. 5. 1 Pfiprava gelu

Pro déleni PCR produktd byl pouzit 2% (w/v) agarézovy gel, ktery obsahoval
ethidium bromid (1 pg/ml) a 1x TBE pufr. Smés praskové agardozy a 1x TBE pufru byla
povaifena v mikrovinné troub& do Uplného rozpusténi agarézy. Po ochlazeni smési na
50 °C bylo pfidano a rozmichano pfislusné mnozstvi ethidium bromidu a gel byl nalit do
elektroforetické vany Easy Cast s hiebinky (Horizontal electrophoresis system — modely
#B1, #B1A a #B2; Owl, USA). Gel bylo potfeba nechat dostateCné ztuhnout, nejméné

jednu hodinu, a poté prevrstvit 1x TBE pufrem.
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Slozeni 10x TBE pufru: 108 g Tris, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8),

doplnit do 1 litru destilovanou vodou.

[ll. 2. 5. 2 Nanaseni produktt PCR na gel

Po odzatkovani se kapilary obratily ustim do 1,5 ml mikrozkumavky a kratce stocily
na minicentrifuze, aby se vzorek dostal z kapilary na dno zkumavky. 10 ul vzorku
obsahujiciho  produkt amplifikace bylo smichano s2ul nanaSeciho pufru
(0,25% bromfenolovda modf a 40% sachar6za v destilované H,0). Tato smés byla
nanesena do prislusné jamky v gelu.

Pro srovnani bylo sou€asné do krajnich jamek na gel naneseno 5 pl markeru
molekulovych hmotnosti, ktery byl smichan se 2 ul nanaseciho pufru a 5 ul 1x TBE pufru.
Vzhledem k pfedpokladané velikosti produktd byly zvoleny DNA markery s rozsahem

fragmentt 200-1500 bp a 155-970 bp, velikost jednotlivych fragmentd DNA je uvedena

na obrazku 6.

A) B)

- 1500 - 970

- 1200 - 750
-1000

- 800 2492
- 600 - 447
-500 . 305
- 400 - 239
-300 - 194

- 1585

- 200

Obr. 6 - Velikosti fragmentti DNA v bp u markert molekulovych hmotnosti (Top-Bio, CR)
A) 200-1500, B) 155-970

Déleni probihalo pfi napéti 5 V na centimetr vzdalenosti elektrod po dobu cca 1 az
3 hodiny dle velikosti gelu. Zdroj napéti: Apelex electrophoresis power supply ST 606T,

(Apelex, Francie).

lll. 2. 5. 3 Analyza fingerprintQ

Vizualizace DNA fragmentl probéhla pomoci UV transiluminatoru (Electronic
MultiWave Transilluminator, Ultra-Lum, USA) a snimani pomoci digitalni kamery
propojené s pocitatem. Obrazy gell byly dokumentovany softwarem Scionlmage (Scion,
USA) a ukladany ve formatu TIFF.
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Snimky gelt byly zpracovany pomoci programu GelCompar Il (Applied Maths,
Belgie). Zpracovani obrazu zahrnovalo nasledujici kroky: a) identifikaci drah, b) vybér
reprezentativniho prafezu drahami pro konstrukci denzitometrické kfivky, c) oznaceni
pruh markeru pro normalizaci — kompenzace rozdilu v pohyblivosti molekul na okrajich a
ve stfedu gelu, d) oznaceni pruhl podle pikd denzitometrickych kfivek. Vysledné
fingerprinty (rozloZzeni pruh( v jednotlivych drahach) byly poté propojeny se zadanymi
identifikacnimi udaji o vzorcich v databazi. Stabilita fingerprintll byla kontrolovana ve dvou
po sobé jdoucich nezavislych experimentech, v pfipadé neshody se pokus opakoval.
Normalizované udaje o poloze pruhl v drahach vybrané konkrétni sady fingerprinti byly
srovnavany pomoci Jaccardova koeficientu podobnosti, ktery je zalozen na srovnavani
poloh pruhd (s uvazenim 1,5% tolerance v poloze pruhu). Na zakladé téchto informaci
byla sestavena matice koeficientd podobnosti, ktera byla nasledné zpracovana metodou

UPGMA. Vysledkem analyzy podobnosti fingerprintdl byl dendrogram.

[ll. 2. 6 Analyza kfivky tani

Analyza kfivky tani byla provadéna na pfistroji High Resolution Melter HR-1 (ldaho
Technology, USA). Kapilara s produktem amplifikace se vZzdy umistila do ingotu a spustil
se program na analyzu tani. Rychlost teplotniho pfechodu byla nastavena na 0,3 °C/s,
touto rychlosti Ize za hodinu zméfit pfiblizné 40 vzork(l. Sbér fluorescencnich dat probihal
od 75 do 95°C, zhruba uprostfed tohoto rozmezi dochazelo k nejvétS§imu poklesu
fluorescence. Mezi mérenim jednotlivych vzorkd se ingot ochlazoval na teplotu 65 °C.
Standardni vykon LED byl nastaven na 30 %. Teplota vzorku a fluorescenéni signaly se
pfevadéla do 16bitovych digitalnich signald, pfistroj sbiral pfiblizné 60 dat na 1 °C a
ukladal je ve formatu .vs2. Data se prubézné zobrazovala na monitoru pfipojeného
pocitaCe jako graf zavislosti intenzity fluorescence na teploté a analyzovala se pomoci
HR-1 analysis software (Idaho Technology, USA). Pro usnadnéni interpretace byla data
upravena normalizaci, kdy se nejprve kurzory vymezila oblast tani vzorku a poté program
automaticky prevedla fluorescencni signaly do skaly 0 az 100 %. Pro normalizaci kfivek
tani souboru izolatl, ktery byl pouzit pro testovani identifikacnich algoritmd k vyhodnoceni
McRAPD dat, byly pouzity normalizacni meze 755az 77,5°C a 91,5 az 93,5 °C.
Soucasné byl také sestrojen graficky vynos zaporné vzaté prvni derivace intenzity
fluorescence podle teploty (-dF1/dT). Teplota tani produktu amplifikace by méla odpovidat
teploté, pfi které kfivka tani vykazuje jasny pik. Derivované kfivky byly kvuli usnadnéni

odecitani piku vyhlazeny jen do té miry, aby nedochazelo ke ztraté informativnich dat.
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[ll. 2. 7 Zpracovani rozdilt v prabéhu kfivek tani

Data o prubéhu kfivek tani se exportovala z programu HR-1 analysis software jako
textovy soubor a vlozila se do tabulkového procesoru. Zde byly jednoduse spocteny
vzajemné rozdily hodnot intenzity fluorescence v kazdém méreném bodé v prabéhu kfivek
tani pro kazdy par vzorkl ur€itého souboru izolatd. Soucet absolutnich rozdild hodnot

predstavoval rozdilnost mezi kfivkami tani konkrétni dvojice izolatd:

91,5

ADl,z = z ‘fl(t)_fz(t”

t=71,5

kde AD;, je absolutni rozdil mezi izolaty ¢. 1 a 2 v intervalu teplot od 77,5 °C do
91,5°C
/,(?) je normalizovana fluorescence izolatu €. 1 méfena pfi teploté ¢

f>(t) je normalizovana fluorescence izolatu €. 2 méfena pfi teploté ¢
Nejvy88i hodnoté absolutnich rozdild (ADmax) Vv urCitétm souboru izolatd byla
pfifazena relativni vzdalenost 1, relativni vzdalenosti dalSich dvojic se vztahly k nejvyssi
hodnoté absolutniho rozdilu:
_ 4D,
Y AD

max

Nasledné se sestavila matice relativnich vzdalenosti pro vSechny dvojice
srovnavanych izolatd (pfiklad viz pfiloha B). Volné pfistupna aplikace Phylip verze 3.6
(soubor neighbor.exe) (Felsenstein, 1989) umoznila nacteni matic ve formatu textovych
souborl (*.txt) a vyhodnocovala tyto matice metodou UPGMA. Na zakladé vysledku
tohoto matematického zpracovani byl pak v programu PhyloDraw 0.8 (Choi et al., 2000)
nebo TreeView 1.6.6 (Page, 1996) zkonstruovan strom podobnosti, ktery Ize exportovat
do pocitacovych grafickych formata (napf. BMP).

Pro ucely zpracovani velkého objemu numerickych dat, jejich srovnani u rdznych
izolatll a pro automatizaci vyhodnocovani dat byl navrzen volné Sifitelny program QAS.
Byl vytvofen v jazyce Java, coz umozriuje fungovani na rliznych platformach a pribéznou
aktualizaci. Software QAS umozni stazeni normalizovanych dat, validaci vstupnich dat,
normalizaci tepelnych bodu, jejich generovani ve formatu .csv a tvorbu matice
predstavujici kvantitativni rozdily mezi pary kfivek tani. Program vytvofi infile vhodny pro
UPGMA nebo neighbor-joining analyzu programem Phylip, vysledna data Ize vyuzit

k tvorbé dendrogramu.
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IV. VYSLEDKY

IV. 1 Pfevedeni protokolu McRAPD na pristroj RapidCycler

Jednim z ukolu prace bylo uzpusobit puvodni protokol McCRAPD analyzy (Plachy et
al., 2005) pro termocykler RapidCycler 2 (Idaho Technology, USA) a pfistroj pro analyzu
teplot tani High Resolution Melter HR-1 (ldaho Technology, USA). Oba tyto pfistroje
vyuzivaji principy pouzité v pfistroji LightCycler (Roche Diagnostics, Némecko), ktery
ovSem neni uzplsoben k analyze komplexnich kfivek tani s vice piky a vétSiho poctu
vzorku. Pokud nema dojit béhem exportu komplexnich dat z analyzy teploty tani produktd
RAPD pro dals$i pocitatové zpracovani k jejich redukci, maze byt v LightCycleru soubézné
provadéna amplifikace jen 8-10 vzork(. Toto omezeni neplati pfi pouziti kombinace
pristroji RapidCycler2 a HR-1, ve kterych Ize soubézné pohodiné zpracovat az
48 vzorkU. Protoze tyto dva pfistroje nedisponuji moznosti méfeni fluorescence v pribéhu
PCR (tzv. PCR v redlném ¢ase), coz neni pro McRAPD potifebné, jsou navic podstatné
levnéjsi nez LightCycler. High Resolution Melter HR-1 na rozdil od modelu LightCycler, na
kterém byla provadéna pilotni studie McRAPD identifikace kvasinek, deklaruje vysSi
rozliSeni analyzy tani.

Vysledkem McRAPD analyzy je normalizovana kfivka tani nebo jeji derivovana
forma s charakteristickymi piky odpovidajicimi teploté tani produktl RAPD amplifikace.
Pro Gcely druhové identifikace postacuje nizSi rozliSovaci schopnost metody nez
u typizace. Zakladnim pfedpokladem bylo, Ze zvySeni vyhranénosti (stringence) reakcnich
podminek povede k amplifikaci omezeného mnozstvi RAPD produkt(l a tim ke snizeni
mezikmenové variability vysledkl, ktera neni pfi druhové identifikaci potfebna a muze
oCekavat vysSi reprodukovatelnost vysledk(, ktera je obecné slabou strankou RAPD
techniky. PFi optimalizaci bylo navazano na vysledky ziskané pfi pilotnich pokusech na
pristroji LightCycler. Optimalizace byla pro usnadnéni testovani vlivu teploty nasedani
primer( CasteCné provadéna na gradientovém termocykleru RoboCycler. Vysledné

sloZeni reak¢ni smési a reakéni podminky McRAPD jsou shrnuty v kapitole 1l1. 2. 4. 2.

IV. 1. 1. Sestaveni reakéni smési

V publikaci Plachy a kol. (2005) byla reakéni smés pro McRAPD sestavovana
pomoci komeréni soupravy LightCycler DNA Master SYBR Green | Mix (Roche

navrzena in-house reakéni smés. Plvodni reakéni objem 20 ul byl snizen z ekonomickych
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dlvodl na poloviéni objem, coz je dle doporuceni vyrobce pfistroje ke zdarnému pribéhu
reakce postacujici. Barvivo SYBR Green | bylo nahrazeno barvivem LCGreen | Plus, které
vykazuje lepsSi vlastnosti pro HRMA, pfedevsim s ohledem na redistribuci barviva a mensi
inhibi¢ni vliv na pribéh PCR (viz kap I. 7. 2. 2). Do reakéni smési se pfidaval roztok BSA,
ktery zamezuje denaturaci Taq polymerazy na velkém vnitfnim povrchu kapilar, a to ve
vysledné koncentraci 250 ug/ml. Hof€ik pfidavany do reakéni smési ma za ukol
stabilizovat interakci primer-templatova DNA. PFili§ nizka koncentrace Mg®* iontt vede
k neefektivni amplifikaci v dusledku snizené aktivity Taq polymerazy. Jejich vyssi
koncentrace sice zvySuje vytézek, ale za cenu niz8i vyhranénosti (stringence), coz pékné
ilustruje obrazek 7. U b&znych termocyklerd postaduje 1,5 mM koncentrace Mg** iontd
v reakéni smési, kterd byva dosaZena pouZitim béZzné dodavaného pufru, u amplifikace
v kapilarach se doporucuje 2 az 4 mM koncentrace. V plvodnim McRAPD protokolu byla
pouzita 4 mM koncentrace Mg?* iont(i, snahou bylo tuto koncentraci snizit. Ve srovnani
s plvodni koncentraci byly tedy testovany koncentrace 3 mM, 2 mM, 1,5 mM a 0,8 mM,
pro dalSi pokusy byla zvolena koncentrace 2 mM (Tab. 2) s pfiméfenou vytéznosti reakce

a zaroven mensim mnozstvim amplifikaénich produktd (Obr. 7).

™M1 2 34 567 8 9101112131415 M

Obr. 7 — Optimalizace koncentrace Mg®* iontti v reakéni smési

M - DNA marker 155-970 bp, Drahy 1, 6, 11: 0,8 mM; drahy 2, 7, 12: 1,5 mM; drahy 3, 8, 13:
2,0 mM; drahy 4, 9, 14: 3,0 mM; drahy 5, 10, 15: 4,0 mM. Drahy 1 az 5: C. albicans ATCC 76615;
drahy 6 az 10: C. glabrata ATCC 90080; drahy 11 az 15: C. krusei ATCC 90878.

Dal$i moznosti optimalizace PCR je upraveni koncentrace primert. Je-li jejich
koncentrace pfili§ nizka, mohou se vyc€erpat pfed dokonéenim reakce. Primery se bézné

pridavaji v nadbytku, v dusledku ¢ehoz mulze dochazet kjejich kompetici a tvorbé
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nespecifickych produktl. Oproti puvodni koncentraci 0,6 UM byla proto koncentrace

primerQ snizena na postacujici 0,4 uM (Tab. 2).

IV. 1. 2 Uspofadani reakénich podminek

Snahou bylo reakci usporfadat tak, aby byla analyza funkéni a zaroven
proveditelna v co nejkrat§im Case. PFistroj RapidCycler tyto pozadavky splfiuje, diky
sklenénym kapilaram a rychlym tepelnym pfechodidm 5-10 °C/s dosahuje pfesnéjSich
amplifikacnich profili a kratS§iho ¢asu potfebného pro reakci nez klasické blokové
termocyklery. Pro denaturaci vyrobce uvadi pfi reakénim objemu 10 ul postacujici dobu
0 s, pro dukladnéjSi denaturaci komplexnéjsiho templatu byla tato doba prodlouzena na
5s. Pro nasedani primeru vyrobce uvadi pfi reakénim objemu 10 ul postacujici Cas
annealingu 0s pro dosazeni maximalni specifity, vzhledem k nizSi teploté nasedani
primeru byla doba prodlouzena na 10 s. Pro dobu prodluzovani produkt( teoreticky také
postaCuje Os pro kratké produkty, pro delSi je tfeba pocitat s rychlosti extenze
25 nukleotidd/s pfi 72 °C. Zvolena doba 40s postacuje tedy pro bezproblémovou

amplifikaci produktd o velikosti 1000 bp.

Nastaveni teploty nasedani primer( patfi ke kritickym parametrim amplifikacnich
reakci, typicky se pfi RAPD pro typizac¢ni ucely pouziva nizka teplota nasedani primeru.
Snizeni teploty nasedani vede ke sniZeni specifity reakce, protoZze primery mohou
nasedat i na useky templatové DNA, které nejsou dokonale komplementarni. Zaroven
pfilisné snizeni teploty mlze vést k vymizeni produktu, protoze nasedani primerd na pfilis
mnoha mistech genomu muze branit efektivnhi amplifikaci. Se zvySovanim teploty
nasedani zase klesa pravdépodobnost nasednuti primeru a dochazi ke zjednodusSeni
RAPD spektra. Snahou bylo zvysSit teplotu nasedani oproti plvodné pouzité teploté 40 °C,
aby byly ziskany méné komplexni fingerprinty a zvySena specifita reakce. Pro optimalizaci
teploty nasedani primer( byla vyuzita schopnost termocykleru RoboCycler Gradient 96
(Stratagene, USA) vytvofit teplotni gradient v jamkach bloku, ve kterém dochazelo
k nasedani primeru. PFfi pokusu byly testovany teploty vrozsahu 42 az 56 °C
s rozestupem 2 °C, pfi teploté nad 50 °C uz u nékterych vzorku neprobihala dostate¢né

amplifikace, proto jako vyhovujici byla zvolena teplota 48 °C (Tab. 2).
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M12345678 91011121314151617 M

Obr. 8 — Optimalizace teploty nasedani primert
M - DNA marker 155-970 bp; Drahy 1 a 10: 42 °C; drahy 2 a 11: 44 °C; drahy 3 a 12: 46 °C; drahy
4 a 13: 48 °C; drahy 5 a 14: 50 °C; drahy 6 a 15: 52 °C; drahy 7 a 16: 54 °C; drahy 8 a 17: 56 °C;
draha 9: negativni kontrola. V &asti A - drahy 1 az 8: C. albicans I11-CAAL2-05; drahy 10 az 17:
C. tropicalis 13-CATR9-02; v ¢asti B - drahy 1 az 8: C. glabrata 11-CAGL-31; drédhy 10 az 17:

C. krusei 13-CAKR2-23.

M12345678 91011121314151617 M

Tabulka 2 — Prehled optimalizovanych parametrid McRAPD protokolu

Testovany parametr

Vychozi stav

Stav empiricky vyhodnoceny
jako optimalni

Reaké&ni objem 20 ul 10 Wl
Koncentrace Mg?* iont 4 mM 2 mM
Koncentrace primer( 0,6 uM 0,4 uM
Barvivo SYBR Green | LCGreen | Plus
Teplota nasedani primert 40 °C 48 °C
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IV. 2 Ziskavani templatové DNA

Metoda identifikace lékafsky vyznamnych kvasinek metodou McRAPD
publikovana Plachym a kol. (2005) zahrnovala sloZitou izolaci DNA fenol-chloroformovou
extrakci kombinovanou s degradaci kvasinkovych bunék vortexovanim se sklenénymi
kulickami (Hoffman, 1994) a zavére¢nym precisténim extraktu pomoci DNA Lego Kitu
(Top-Bio, CR). Tento postup poskytuje velké mnozstvi &isté DNA vhodné napf. pro
standardizované opakované experimenty, pro Ucely rychlé rutinni identifikace je vSak pfilis
pracny a zdlouhavy a nehodi se pro analyzu velkého mnozstvi klinickych izolatd. Proto
bylo v dalSim kroku vyzkouseno, zda je mozné pro ucely McRAPD analyzy do reakce
pfidavat jednoduse ziskany lyzat jednotlivych kolonii. Dfive publikovana technika
zjednoduSené extrakce DNA z kvasinkovych bunék (tzv. paratkova metoda, z angl.
toothpick PCR) umoznuje rychlé a ekonomické ziskani DNA v mnozstvi a kvalité
dostate¢né pro PCR-fingerprinting z kolonii minimalni velikosti, viditelnych jiz 12 hodin po
naockovani na tuhou pldu (Steffan et al., 1997). Podstata metody spociva v pfeneseni
malé casti kolonie kvasinek do pufru, ve kterém dojde k degradaci buné&cnych stén
pomoci zymolyazy, a nasledném mnohonasobném nafedéni lyzatu, aby byl potlacen
pfipadny vliv inhibitord PCR. V této praci byly lyzaty vzdy pfipravovany nejpozdéji do
24 hodin po inokulaci kvasinek na pevné médium. Vhodnou templatovou DNA bylo timto
zpusobem mozné ziskat ze vSech testovanych druhl( kvasinek. Modifikace tohoto
izolaCniho postupu byla dokonce Uspésné pouzita pro ziskavani templatové DNA z plisni
(Raclavsky et al., 2006).

Mezi Casté limitace metod zalozenych na PCR je selhani amplifikace v dusledku
pusobeni inhibitor(, které Casto jsou pfitomny v klinickém vzorku. Pouziti subkultivace
namisto pfimé izolace DNA zkrve obchazi tento problém a souCasné umoZiuje
i diagnostiku v pfipadé smésnych infekci.

Oproti dfive publikovanému postupu (Steffan et al.,, 1997) bylo optimalizovano
pouze mnozstvi lyzatu vnadeného do reakce na 1 ul do 10 ul reakce, nebot’ uvadéné
mnozstvi 0,3 ul lyzatu do 25 pul reakce nebylo v nékterych pfipadech postadujici pro
uspokojivy prubéh reakce a navic reprodukovatelného pipetovani tak malého objemu
nelze vzdy v rutinnim provozu dosahnout. Do reakce byl zkuSebné vnasen rizny objem
roztoku templatové DNA — 0,5 ul, 1 ul a 2 ul. U vétSiny druhd neméla zména objemu
lyzatu podstatnéjsi vliv na fingerprint, u nékterych (napf. S. cerevisiae) se zména projevila
vyraznéji. NejstabilnéjSich vysledk( a nejvyssi pocatelni intenzity flourescence kfivek tani
bylo dosaZeno pfi vnaseni 1 ul templatové DNA do reakce, tento objem byl tedy zvolen
jako optimalni pro dalSi pouziti. Vnaseni mensiho objemu DNA nemusi vést k dostate¢né

amplifikaci, zatimco pouziti velkého objemu mize vést k nezadoucimu zvysSeni

54



koncentrace inhibitorl PCR v reakéni smeési. Na obrazcich 9 a 10 je demonstrovan vliv

objemu vnasené templatové DNA na vysledné rozlozeni produktl reakce.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 M

001 20051 2051 2051 2

Obr. 9 — Vliv objemu vnasené templatové DNA (0,5 ul; 1 wl ; 2 pl) na vysledné rozlozeni produkt(
reakce: M - DNA marker 200-1500 bp, drahy 1 az 3: C. pelliculosa 13-CAPE3-10; drahy 4 az 6:

C. guilliermondii 11-CAGU2-20; drahy 7 az 9: S. cerevisiae 13-SACE3-37; drahy 10 az 12:
C. glabrata 11-CAGL-32.

- . -

gemreroo 1 2051 2051 2051 2
Obr. 10 — Vliv objemu vnasené templatové DNA (0,5 ul; 1 pl ; 2 ul) na vysledné rozloZeni produkt
reakce: M - DNA marker 200-1500 bp, drahy 1 az 3: C. albicans ATCC 76615; drahy 4 az 6:

C. krusei 11-CAKR-24; drahy 7 az 9: C. tropicalis 13-CATR9-37; drahy 10 az 12: C. lusitaniae 11-
CALU-33; drahy 13 az 15: C. parapsilosis CBS 604.
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IV. 3 Zdroje variability vysledktt McRAPD

Jelikoz ziskavani templatové DNA a sestavovani reakéni smési nebylo provadéno
pomoci komeréni soupravy, mohlo dochazet pfi opakovani analyzy k odchylkam vysledku
mezi jednotlivymi bé&hy. Na vysledek mohla mit rovnéz vliv vnitrodruhova variabilita. Malé
rozdily v intenzité pruh(, které se objevovaly u kmenu téhoz druhu nebo u téhoz izolatu
mezi jednotlivymi béhy, je navic mozné u RAPD pfipisovat drobnym nepostihnutelnym
zménam v reakénich podminkach. Proto bylo pfed vlastnim zhodnocenim potencialu
McRAPD pro identifikaci Sirokého spektra kvasinek provedeno posouzeni opakovatelnosti
techniky.

IV. 3. 1 Opakovatelnost pfipravy hrubych lyzatl pro u¢ely McRAPD identifikace

Kvalitu templatové DNA ziskané dle kapitoly Ill. 2. 3. 1 by mohlo ovliviiovat
pfedevSim stafi vychozich kolonii a kultivaéni podminky, zplUsob provedeni odbéru
kolonie a také odchylky ve slozeni lyzaéniho roztoku, jelikoz se musi pfipravovat vzdy
Cerstvy a neni mozné jej skladovat jako vétsi mnozZstvi zasobniho roztoku. Proto byla
McRAPD analyza provedena sou€asneé z lyzatd nékolika nezavislych riizné starych kolonii
téhoz kmene pfipravenych vzdy s novym lyzacnim roztokem. Vliv opakované subkultivace
a pfipravy lyzatu kolonii na vysledek analyzy je v8ak minimalni, coz je zfejmé
z fingerprintd a z prabéhu normalizovanych a derivovanych kfivek tani uvedenych na

obrazku 11.
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Obr. 11 — Normalizované (A) a derivované kfivky tani (B) a odpovidajici fingerprinty péti riiznych
hrubych lyzatl ziskanych z nestejné dlouho kultivovanych kolonii téhoz izolatu reprezentujiciho
jeden ze 4 druh( kvasinek (Cervena: C. krusei 11-CAKR-06, modra: C. guilliermondii 11-CAGU-22,
¢erna: C. tropicalis 13-CATR9-17, C. pelliculosa 13-CAPE3-04).
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IV. 3. 2 Vliv zmény techniky extrakce DNA na vysledek McRAPD

Pro srovnani byla kromé& metody hrubych lyzata (kap. Ill. 2. 3. 1) také testovana

extrakce DNA pomoci komeréni soupravy (kap. Ill. 2. 3. 2), ktera je urCena pfimo pro

extrakci DNA z kvasinek a plisni a jejiz princip je zaloZen na adsorpci DNA na silikat. DNA

vybranych kmen( byla paralelné pfipravena obéma zpusoby (hrubé lyzaty a komercni

souprava), vysledky jsou uvedeny na obrazku 12.
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Obr. 12 — Srovnani vysledkd McRAPD
dosazenych s templatovou DNA ziskanou
pomoci metody hrubych lyzatd kolonii a
komeréni soupravy
A) normalizované kfivky tani, B)
derivované kfivky tani, C) fingerprinty —
vzdy vlevé draze vysledek sDNA
ziskanou pomoci komeréni soupravy,
v pravé vysledek ziskany technikou
hrubych lyzatu.
Draha 1 a 20: DNA marker 200-1500 bp;
draha 2-3 a ¢erna C. lusitaniae 11-CALU-
33; draha 4-5 a fialova C. guilliermondii
11-CAGU2-20; draha 6-7 a modra
C. pelliculosa 13-CAPE3-10; draha 8-9 a
S. cerevisiae 13-SACE3-37; draha
10-11 a oranzova C. metapsilosis 11-
CAME7-11; draha 12-13 a tmavé zelena
C. tropicalis 13-CATR9-22; draha 14-15 a
svetle zelena C. krusei 11-CAKR-24; draha
16-17 a C. glabrata 11-CAGL-
39; draha 18-19 a cCervena C. albicans
ATCC 76615.



Pocatecni intenzita flourescence kfivek tani pfi pouziti templatové DNA ziskané
pomoci komeréni soupravy byla ve vétSiné pfipadl stejna nebo vyS$Si ve srovnani
s paratkovou metodou, coz poukazuje na vyssi vytézek DNA. U 8 z 9 sledovanych druht
se kfivky tani témér nelisily, pfestoze Ize vysledovat drobné odchylky v intenzité pruhd.
U C. glabrata byly vysledky extrakce komeréni soupravou zjevné lepSi, extrakci dle
Steffan a kol. (1997) se nedosahlo v tomto pfipadé optimalniho vysledku. Kazda izolaéni
technika mize €as od Casu selhat, komercni souprava obecné miize nabidnout Iépe
reprodukovatelné vysledky i pro méné zkuseny personal. Jako ukazatel nedostatecné
provedené izolace mulze poslouzit sledovani hodnoty pocate¢ni intenzity fluorescence
kfivek tani, ktera ma dosahnout hodnoty minimalné 15 pfi nastaveni standardniho
30% vykonu LE diody v protokolu tani, v opaéném pfipadé se doporucuje pro dosazeni
vérohodnych vysledk( extrakci zopakovat. Pribéh kfivek tani jednotlivych druhl se vSak

pfi pouziti obou srovnavanych extrakénich metod vyznamné nelisil (Obr. 12).

Techniku extrakce je obecné nutné optimalizovat v kazdé laboratofi, vysledek
muze ovlivnit zdroj zymolyazy, zkuSenost personalu, apod. Pfidani pfili§ mnoha bunék
vede k nedostate¢né lyze a vysoké koncentraci PCR inhibitor(. Naproti tomu prebytek
zymolyazy muaze byt zdrojem kontaminujici DNA, které se v prabéhu vyroby enzymu nelze
zcela vyhnout a ktera nasledné muize interferovat s DNA vzorku, jelikoz primery uzivané
pfi RAPD maji schopnost nasedat na jakoukoli cilovou DNA. S vyjimkou selhani
v jednotlivé extrakci DNA u C. glabrata, kterou bylo mozné odhalit na zakladé kritéria
minimalni pocatecni fluorescence vzorku, ovSem nebyly pozorovany zietelné rozdily ve
vysledcich pfi pouziti techniky hrubych lyzatd ve srovnani s referenéni extrakci DNA
komercni soupravou. ProtoZe extrakce DNA komercni soupravou je Casové vyrazné

zvolena technika hrubych lyzatu (paratkova metoda).

IV. 3. 3 Opakovatelnost jednotlivych béh

Variabilita vysledkd McRAPD mezi rdznymi béhy amplifikace a kratkodoba stabilita
hrubych lyzath pfi -20 °C byla ovéfena ve tfech nasledujicich dnech, kdy byla vzdy
stimtéz hrubym lyzatem kolonie provedena nova amplifikacni reakce. Nebyly
vysledovany zadné vétsi rozdily (Obr. 13), coz poukazuje na dobrou opakovatelnost

McRAPD v ramci jedné laboratore.
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Obr. 13 — Vliv drobnych odchylek v reakénich podminkach mezi jednotlivymi béhy na variabilitu

vysledkll McCRAPD a souc¢asné ovéreni kratkodobé stability hrubych lyzat(

A) a C) normalizované kFivky tani, B) a D) derivované kfivky tani. Barevnérozligeni kiivek: Cervena

C. albicans 11-CAAL2-38, ¢erna C. lusitaniae 11-CALU2-32, fialova C. guilliermondii 11-CAGU2-21,
C. krusei 13-CAKR2-18, tmaveé zelena C. fropicalis 13-CATR9-13 (vSe v Castech A a

B); oranzova C. parapsilosis 11-CAPA7-28, modra C. pelliculosa 13-CAPE3-04, S. cerevisiae

11-SACE2-40, C. glabrata I13-CAGL2-15 (vSe v ¢astech C a D).

IV. 3. 4 Vliv vnitrodruhové variability

Prestoze McRAPD byla optimalizovana pro druhovou identifikaci kvasinek, rizné
kmeny téhoZ druhu produkovaly podobné, ne v8ak zcela identické soubory amplifikaénich
produktl. Rozdily mezi fingerprinty a polohou a prabéhem kfivek tani u rdznych kmenu
jednoho druhu byly v8ak mnohem menSi nez mezi riznymi druhy kvasinek. NejvysSi
vnitrodruhova variabilita byla pozorovana u C. krusei, naopak nejmensi u C. guilliermondii.
Jak je patrné z obrazku 14, pfestoze se kfivky tani nejvariabilnéjSiho druhu C. krusei
polohové vyznamné lisi, na tvaru kfivek a tedy poloze pikl derivovanych kfivek se to
prakticky neprojevuje, liSi se pouze jejich vySka. Lze pfedpokladat, Ze druhy poskytujici
jednoduchy fingerprint s pouze jednim &i dvémi silngjSimi pruhy budou vykazovat méné
variabilni kfivky tani nez druhy poskytujici slozity fingerprint s fadou pruht riizné intenzity,
coz doklada obrazek 14 (Cast C a F), kde je vybrano nékolik kmenl C. guilliermondii a

C. krusei. Tento obrazek rovnéz ilustruje, ze uniformni kratké RAPD produkty rozhoduji
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o pribéhu tani v prvni €asti kfivek u C. krusei (78-82,5 °C), zatimco variabilngjSi dlouhé
RAPD produkty se odrazi v prabéhu druhé &asti kfivek tani (82,5-90 °C). Jak bylo jiz dfive
publikovano, jednotlivé druhy kvasinek mohou vykazovat i velmi rozdilny stupen
vnitrodruhové genetické variability (Tavanti et al., 2005a; Jacobsen et al., 2008). Ackoliv
byla metoda McRAPD uzplsobena tak, aby se dosahlo vysoké uniformity vysledkd
v ramci jednoho druhu, nékteré ze studovanych druhl neprodukovaly jednotny McRAPD
profil. Této nevyhody se da i vyuzit, protoze zaroven s identifikaci nékterych druhl Ize
ziskat informace o jejich pfislusnosti k urcitému genotypu.
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Obr. 14 — Ukazka vnitrodruhové variability vysledkd McRAPD u nejméné variabilniho druhu
C. guilliermondii (A, B a C) a u nejvice variabilniho druhu C. krusei (D, E a F)

A a D normalizované kfivky tani, B a E derivované kfivky tani vSech izolatd v souboru, C a F
fingerprinty s molekularnim markerem 200-1500 bp v drahach 1 a 9, pfip. 10 a s vybranymi izolaty.
Draha 2: 11-CAGU2-35, draha 3: 11-CAGU2-34, draha: 4 11-CAGU2-33, draha 5: 11-CAGU2-32,
draha 6: 11-CAGU2-31, draha 7: 11-CAGU2-30, draha 8: 11-CAGU2-29 (vSe C. guilliermondii)
¢ast (C); draha 2: I3-CAKR2-33, draha 3: 13-CAKR2-32, draha 4: 13-CAKR2-31, draha 5: I3-
CAKR2-30, draha 6: 13-CAKR2-29, draha 7: 13-CAKR2-28, draha 8: 13-CAKR2-27, draha 9: 13-
CAKR2-26 (vSe C. krusei) ¢ast (F).
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IV. 4 Vysledky identifikace u zvoleného souboru kmenu

IV. 4. 1 Definice genotypu

Pro zhodnoceni pfesnosti McCRAPD v druhové identifikaci bylo vybrano 9 druhd
kvasinek (viz kap. lll. 1. 1), které jsou v naSich podminkach nejCastéji izolovany
z klinickych vzorkl. Protoze systém ma slouzit pro speciaci Sir§iho spektra kvasinek, byl
pouzit primer, ktery poskytuje pfiméfené komplexni fingerprint stabilni v ¢ase. Profily tani
McRAPD a RAPD fingerprinty jsou do jisté miry polymorfni, coZ odrazi pfitomnost spektra
pruhu rdzné intenzity a polohy, ale existuje urcity mensi poCet profilt, které definuji druh.

McRAPD data vSech izolatd byla srovnana softwarem QAS a nasledné byla
vyhodnocena pomoci hierarchické shlukové analyzy na zakladé vzajemné parové
podobnosti jednotlivych profild tani (viz kap. Ill. 2. 7). lzolaty nalezejici k jednotlivym
druhdm byly nasledné seskupeny v kladogramu, ktery naznacuje genetické vztahy mezi
nimi (viz pfiloha C). U nékterych druhu ve struktufe kladogramu bylo mozné identifikovat
skupinky izolatd, které tvofily jasné klastry. Po posouzeni vizualni podobnosti kfivek a
fingerprintd v klastrech byla empiricky zvolena hranice (svisla ¢ervena linie na obrazcich
v pfiloze C), ktera vymezuje zietelné odliSné genotypy daného druhu. Ty byly oznaceny
abecedné dle Cetnosti zastoupeni v naSem souboru izolatd. Kmeny patfici k urcitému
genotypu jsou v dendrogramu vzdy podkresleny toutéz barvou shodnou s barvou kfivek
v souvisejicich profilech tani. Kmeny, které nebyly pfifazeny k Zzadnému genotypu, nejsou
barevné zvyraznény (Cerné kfivky v profilech tani).

Data McRAPD z celého souboru izolatd byla srovnana a byly vybrany izolaty,
jejichz kfivky tani se zcela vymykaly ostatnim kfivkam daného druhu. U téchto spornych
pfipadd bylo €asto mozné nalézt podobnou kfivku tani v databazi dat McRAPD a
navrhnout na zakladé toho novou identifikaci, nékdy se v8ak jednalo o unikatni kfivky a
nemohla byt tedy navrZzena zadna alternativni identifikace. Spravna identifikace byla
ovéfena na zakladé porovnani RAPD fingerprintt komerénim software GelCompar Il. Ctyfi
izolaty, které byly puvodné identifikovany jako C. parapsilosis a jejichz identifikace byla
zpochybnéna vzhledem k netypickému pribéhu kfivky tani, byly na zakladé klasického
zhodnoceni podobnosti RAPD fingerprintll jednoznaéné ztotoznény s referenénimi kmeny

C. metapsilosis (viz kap. IV. 6).

PrFislusnost ostatnich 12 spornych izolatd byla dodatec¢né otestovana komeréni
soupravou asimilacnich testd ID 32C (bioMérieux, Francie). Vysledky identifikace jsou
shrnuty v tabulce 3. V pfipadé deviti kmenu, kde se shodla nova identifikace navrzena
McRAPD s identifikaci pomoci fingerprintl, ID 32C uréila kmen také ve prospéch
McRAPD. U tfi kmend, kde McRAPD nenavrhla Zadnou alternativni identifikaci,
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identifikovala ID 32C kmen ve prospéch vysledku konven&ni fenotypové identifikace. Lze
usuzovat, Ze v téchto pfipadech se pravdépodobné jedna o jediného pfisludnika dalsiho
genotypu v daném souboru nebo by se mohlo jednat o zastupce vzacného druhu, ktery je
konvenéni diagnostikou obtizné identifikovatelny. Vzacnéjsi druhy dokonce nebyvaji
zahrnuty v databazich dodavanych s bézné pouzivanymi komerénimi soupravami.
Napfiklad jako C. guilliermondii muze byt mylné identifikovana C. famata nebo
C. fermentatii (San Millan et al.,, 1997; Lockhart et al., 2009). Zna¢na c¢ast izolat(
povazovana za C. pelliculosa muze byt ve skuteCnosti C. fabianii nebo C. utilis, jak je také
dolozeno v publikacich Bhally a kol. (2006) a Hamal a kol. (2008). Dodate¢na konfirmace
pomoci ID 32C se také provadéla v pfipadé C. lusitaniae, u které byl zjis§tén nejvétsi pocet
raznych genotypl. Byli vybrani zastupci vSech ¢&tyf genotypud, u kterych bylo vzapéti

potvrzeno, Ze se jedna skutecné o pfislusniky tohoto druhu.

Tabulka 3 — Souhrn spornych vysledku identifikace

Izolaty, u kterych se vyskytl rozpor mezi McRAPD a konvenéni diagnostikou, byly
podrobeny identifikaci pomoci komeréni soupravy ID 32C. Modrym tiskem je zvyraznén
spravny vysledek identifikace, éervenym tiskem chybna nebo nejednoznacna identifikace (?
= technika nenavrhla jednoznaény vysledek identifikace).

Kmen Konven¢ni identifikace McRAPD identifikace ID 32C identifikace
I3-CAKR2-35 | Candida krusei Candida parapsilosis Candida parapsilosis
I3-CATR9-32 | Candida tropicalis Candida parapsilosis Candida parapsilosis
I3-CATR9-09 | Candida tropicalis Candida albicans Candida albicans
I3-SACE3-07 | Saccharomyces cerevisiae | Candida tropicalis Candida tropicalis
I3-SACE3-26 | Saccharomyces cerevisiae | Candida lusitaniae Candida lusitaniae
11-CAGU2-25 | Candida guilliermondii Saccharomyces cerevisiae | Saccharomyces cerevisiae
11-CAGU2-26 | Candida guilliermondii Candida albicans Candida albicans
11-CAGU2-27 | Candida guilliermondii ? Candida guilliermondii
CCY 29-4-21 | Candida guilliermondii Candida albicans Candida albicans
11-CAPE2-35 | Candida pelliculosa Candida krusei Candida krusei
[1-CAPE2-36 | Candida pelliculosa ? Candida pelliculosa
CCY 29-6-7 Candida pelliculosa ? Candida pelliculosa

V pfipadech, kdy doslo na zakladé dodatecné verifikace rozpornych identifikaci ke

zmeéné plvodniho zafazeni kmene, jsme neménili kédové oznaceni izolatu, pod kterym je
ulozeny ve sbirce a ktery v sobé zahrnuje plvodni druhovou zkratku, ale na vSech
mistech, kde se toto oznaceni vyskytuje, jsme zménu vyznagili Sipkou, napf. 13-CAKR2-35
— CAPA.
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IV. 4. 2 Vyhodnoceni spravnosti identifikace pomoci McRAPD — pouziti riznych pfistupl

Podoba dat z analyzy tani nabizi moznost numerického vyhodnoceni vysledku
McRAPD s potencialem automatizace. Pro toto vyhodnoceni byly ovéfovany rizné
pristupy uvedené dale. Tyto pfistupy byly testovany na vybraném souboru izolatl tak, ze
kfivka tani kazdého izolatu zahrnutého do souboru byla povazovana pracovné za
neznamy vzorek, byla provedena jeho identifikace kazdym testovanym pfistupem a
vysledek se srovnal se spravnym vysledkem identifikace. Jako referenéni pfistup je
uvedena tradiéni RAPD identifikace na zakladé srovnani fingerprintl (dendrogram vSech
testovanych izolatl je uveden v pfiloze D), protoze tato metoda selhala pouze u dvou
izolatll (C. glabrata CCY 26-20-21 a C. guilliermondii 11-CAGU2-27, které jsou

v dendrogramu oznaceny Sipkou) z celkového poctu 322.

IV. 4. 2. 1 Automatizovana identifikace neznamého izolatu na zakladé pfifazeni k druhu
s nejméné odliSnym pribéhem tani

Jako nejjednodussi pfistup pro identifikaci se jevilo numerické srovnani kfivky tani
neznamého izolatu s kfivkami tani znamych izolatd a pfifazeni neznamého izolatu
mezi kfivkami tani paru izolatl je popsan v kapitole Ill. 2. 7, v€etné automatizace tohoto
postupu. ProtoZe by ale bylo v rutinnim provozu obtiZzné proveditelné srovnavani kfivky
neznamého izolatu se vSemi kfivkami dfive testovanych izolatu, byl nejdfive vypoc&ten pro
kazdy definovany druh/genotyp prumérny pribéh kfivky tani. Jak je blize popsano
v kapitole 1. 2. 7, na zakladé automatického vypoctu rozdild mezi kfivkami tani Ize data
neznamého izolatu porovnat se sadou znamych McRAPD dat a nalézt mezi nimi profil
s pribéhem tani nejméné odliSnym od testovaného izolatu. Vysledkem automatického
zpracovani je tedy dendrogram, kde je neznamy izolat zafazen k druhu/genotypu
s nejblizSim profilem tani. Tento jednoduchy a potencialné piné automatizovatelny pfistup
vykazal v priméru 80% presnost identifikace u v8ech izolatld z testovaného souboru,
u rliznych druhl se mira pfesné identifikace pohybovala mezi 59 % (C. glabrata) a 100 %
(C. tropicalis) (Tab. 4).
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Tabulka 4 — Mira spravné identifikace izolatl pfi pouziti riznych pristupt k interpretaci
McRAPD dat

Automaticka identifikace predstavuje postup automatického vyhledavani nejmensiho
rozdilu mezi normalizovanymi kfivkami tani neznamého vzorku a databazi pramérnych
krivek jednotlivych druhii/genotypi programem QAS, dvoustupiova identifikace prestavuje
tentyz pristup nasledovany kontrolou teplot tani rozhodnych pikd, vizualni identifikace
predstavuje postup vizualniho porovnavani shodnosti derivovanych vynosu krivek tani a
v poslednim sloupci jsou uvedeny vysledky ziskané referenéni metodou srovnavani RAPD

fingerprinta.

Spravna identifikace ( %)
Druh .Poé’e’f Automgtické Dyous’ngﬁové . Vizgélni S.rovné\{énol'
izolatl identifikace identifikace identifikace | fingerprintd
C. albicans 44 63,6 72,7 100,0 100,0
C. glabrata 41 58,5 82,9 97,6 97,6
C. krusei 39 64,1 82,1 97,4 100,0
C. tropicalis 40 100,0 97,5 100,0 100,0
C. parapsilosis 38 73,7 78,9 100,0 100,0
C. lusitaniae 41 97,6 97,6 100,0 100,0
S. cerevisae 39 89,7 92,3 100,0 100,0
C. guilliermondii 19 947 94,7 94,7 94,7
C. pelliculosa 17 88,2 82,4 82,4-88,2 100,0
C. metapsilosis 4 75,0 100,0 100,0 100,0
Vsechny druhy 322 79,5 86,7 98,1-98,4 99,4

IV. 4. 2. 2 Dvoukrokova identifikace zohledfujici piky tani

ProtoZze pfesnost druhové identifikace dosazend jen pIné automatickym
numerickym srovnanim nebyla uspokojiva, nabizelo se dale zvysit pfesnost identifikace
zohlednénim polohy pik( u derivovanych kfivek tani, protoze ty nesou navic informaci
o zménach tvaru kfivek tani. Pro tento ucel bylo ale nejdfive nutné definovat primérnou
polohu kazdého piku a posoudit u kazdého piku, zda ma jeho vyskyt skuteénou
vypovidaci hodnotu pro pfifazeni neznamého izolatu ke konkrétnimu druhu. Proto byl
nejdfive vypocten pribéh pramérné derivované kfivky pro kazdy druh a genotyp
(pFiloha E), v této kfivce byly identifikovany vSechny piky vyskytujici se u izolatd daného
druhu/genotypu a uréeny priimérné hodnoty teplot tani/vrchol(l téchto pika. Piky byly poté
klasifikovany dle vyznamnosti pro identifikaci do tfi skupin (i) rozhodné piky, které byly
pfitomny u vSech izolatli daného druhu/genotypu, (ii) charakteristické piky pfitomné u 75—

99 % izolatu a (iii) mozné piky, které se vyskytly u 20-74 % izolatd (Pfiloha F). Timto byl
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ziskan prehled o tom, které piky jsou pro dany druh/genotyp typické. Nasledné byl
aplikovan dvoukrokovy postup identifikace — v prvnim kroku byl automaticky pfifazen
neznamy izolat ke druhu/genotypu s nejbliz§im profilem tani stejnym zpusobem jak je
popsano vyse a ve druhém kroku byla u izolatu ovéfena pfitomnost rozhodného piku pro
tento druh/genotyp, zda je ve shodé s identifikaci navrzenou prostou numerickou
identifikaci. Pokud pozice posuzovaného piku spadala do intervalu aritmetického priiméru
typického rozhodného piku s rozmezim danym dvounasobkem smérodatné odchylky,
identita izolatu byla potvrzena. V opacném pfipadé byl vysledek prosté numerické
identifikace vyhodnocen jako nespravny a stejnému hodnoceni byla podrobena druha
nejbliz§i moznost zafazeni navrzena prostou numerickou identifikaci. Timto
dvoustupriovym poloautomatizovanym procesem identifikace bylo spravné uréeno 87 %
izolatd, u rdznych druhd v rozmezi od 73 % (C. albicans) do 100 % (C. metapsilosis).
U nékterych druhd tento postup pfinesl vyrazné zlepSeni, napfiklad vramci druhu
C. glabrata bylo identifikovano jednostupriové spravné jen 59 % izolatl a dvojstupriové
83 % izolatl. Naopak u dvou druhl (C. tropicalis a C. pelliculosa) doslo pfekvapivé
k mirnému zhorSeni miry pfesné identifikace, coz muze byt vysvétleno pouzitim kritéria
dvounasobku smérodatné odchylky od aritmetického priméru polohy piku. Tento interval
ale statisticky postihuje jen 95 % izolatli, takze ve druhém kroku mohou byt izolaty
pfifazeny chybné k jinému druhu, ktery ma blizko poloZeny rozhodny pik, pfestoZe prvni

krok identifikace byl i pfi poloze piku mimo tento 95% interval spravny.

IV. 4. 2. 3 Identifikace na zakladé vizualniho hodnoceni podobnosti derivovanych kfivek

Protoze ani pfi dvoukrokové identifikaci nebylo dosazeno miry identifikace tradiéni
RAPD (99,4 %), byla hledana dal$i cesta k interpretaci informaci obsazenych v McRAPD
datech. Jako slibna varianta se nabizelo vizualni srovnani derivované kfivky tani
neznamého izolatu s databazi derivovanych kfivek znamych vzork(. Graficky vynos
derivované kfivky totiz reflektuje nejen polohu kfivky, ale také jeji tvar. Pro usnadnéni
postupu byly nejprve v programu Microsoft Excel 2007 na jednotlivé listy graficky
vyneseny derivované kfivky vSech testovanych izolatll jednotlivych druhd/genotypl jako
tenké linie. McRAPD data testovaného izolatu byla importovana na prvni list a
automaticky vykreslovana v nasledujicich listech silnou €arou na podklad slabych ¢ar
znamych vzork( (viz pfiklad v pfiloze G). Nasledné byly vizualné zkoumany grafické
vynosy a byla subjektivhé posuzovana mira shody neznamé silné proloZzené kfivky
s kfivkami zastupcl vSech druhl/genotypl. | kdyz graf konkrétniho druhu pfi tomto
postupu pochopitelné obsahoval vZzdy také kfivku testovaného — modelové neznamého —

izolatu, vykreslenou tenkou €arou, nebylo tim hodnoceni zkresleno, protoZe tenka Cara
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byla po importu dat vzdy okamzité prekreslena silnou Carou. Vyhodnoceni provadély
nezavisle na sobé dvé osoby zaslepenym zpusobem, nemély tedy informace o identité
vzorkl, jejichz pofadi bylo generovano nahodné. Nakonec tfeti osoba vyhodnotila
spravnost identifikace provedené témito dvéma osobami na zakladé kli¢e k randomizaci
poradi vzorku. Vysledky této identifikace byly vyborné a pfekvapivé jednotné - prvni osoba
identifikovala spravné 98,1 % a druha osoba 98,4 % vzorkl, coz se téméf shoduje
s vysledkem dosaZzenym tradi¢ni RAPD. Tento vysledek znamena, Ze v jednom pfipadé
bylo chybné identifikovano 5 vzorkd a ve druhém 6 vzorkl z celkového poctu 322 vzorku,
pficemz v péti pfipadech se chyby obou osob shodovaly (Tab. 5). To naznaduje, ze se
nejednalo o nahodnou chybu vyhodnocujicich osob, ale spi§ o nepfitomnost
charakteristickych znakl v profilech tani nespravné uréenych vzork(l. Pfi podrobnéjSim
prozkoumani odpovidajicich klasickych RAPD fingerprintll (viz Pfiloha D) se zjistilo, ze
jeden ze vzorkd (C. guilliermondii 11-CAGU2-27) byl rovnéz tradicni RAPD chybné
zafazen k jinému druhu. DalSi dva izolaty (zastupci druhu C. pelliculosa 11-CAPE2-36 a
CCY 29-6-7) vykazovaly netypické fingerprinty a pfi RAPD identifikaci tvofily samostatny

shluk mimo shluk ostatnich izolatd C. pelliculosa.

Tabulka 5 - Souhrn nespravné identifikovanych izolata na zakladé vizualniho hodnoceni

podobnosti derivovanych kfivek

1. osoba 2. osoba
[1-CAPE2-36 [1-CAPE2-36
CCY 29-6-7 CCY 29-6-7
[1-CAGU2-27 [1-CAGU2-27
I3-CAGL3-12 I3-CAGL3-12
ATCC 90878 ATCC 90878
- I3-CAPE3-05




IV. 5 Vnitrodruhova typizace vyznamné patogenni kvasinky C. tropicalis

IV. 5. 1 Genotypy C. tropicalis

Jiz dfive bylo publikovano, Ze mezi kmeny C. tropicalis existuje urcitd geneticka
diverzita. Napfiklad Kanbe a kol. (2002) prokazal na zakladé identifikace pomoci genu pro
DNA topoizomerazu ll, Zze existuji dva odliSné genotypy C. fropicalis. Také pfi MLST
typizaci zalozené na sekvenénim polymorfizmu fragmentl Sesti genu (ICL1, MDR1,
SAPT2, SAPT4, XYR1, ZWF1a) se vyclenil klastr flukonazol-rezistentnich izolatd (Tavanti
et al., 2005b).

Pfi McRAPD analyze souboru izolatli C. tropicalis bylo mozné podle rozlisit dva
pomérné vyrazné vyhranéné genotypy. OdliSnost je patrna jak podle profilu kfivek tani
produktd RAPD, tak podle elektroforetického déleni téchto produktd (Obr. 15). Pro
minoritni genotyp byl charakteristicky dvojpruh pruhd kolem 900 bp, ktery je oznaden na
obrazku 15 zelenou Sipkou, naopak chybi pruhy vy$8i molekulové hmotnosti, coz je
naznaceno modrou Sipkou. K minoritnimu subtypu byly pfifazeny kmeny I3-CATR9-07, 13-
CATRO9-16, I3-CATR9-19, 13-CATR9-22 a I13-CATR9-36, tedy 5 ze 40 testovanych izolatu
C. tropicalis.

100-

90-

)

~
o

60-

50-

40-

30-

20-

Intenzita fluorescence (%

10-

77 78 79 80 81 82 83 84 85 86
Teplota (°C)
Obr. 15 — Charakteristicky profil McCRAPD a odpovidajici fingerprint u minoritniho (Cervena kfivka

tani) a majoritniho (Cerna kfivka tani) subtypu C. tropicalis

a modra Sipka oznacuji rozdilné rozlozeni pruht ve fingerprintech obou subtyp(.
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IV. 5. 2 Asociace genotypu s citlivosti k antimykotikim

C. tropicalis je jednim ze tfi nejCastéji izolovanych NAC druh( a soucasné je
spojena s nejvy$Si umrtnosti z NAC druhG (Krcmery et Barnes, 2002), vyskytuje se
predevSim u onkologickych pacientl. PGvodné se uvadélo, ze je C. tropicalis citliva na
flukonazol i amfotericin B, ale v posledni dobé se stale Castéji objevuji zpravy o kmenech
rezistentnich na tato antimykotika (Rex et al., 1995b; Blumberg et Reboli, 1996).

Lze pfedpokladat, ze majoritni a minoritni genotypy C. tropicalis by se mohly [iSit
nékterymi vlastnostmi. PFi orientacnim testovani in vitro citlivosti k antimykotikim pomoci
soupravy ABT Fungus 2 INT (bioMérieux, Francie) se zjistilo, Ze minoritni genotyp se
majoritni genotyp je na 5-FC rezistentni (typicky MIC = 32 mg/l). U ostatnich antimykotik
nebyly zaznamenany zfetelné rozdily mezi citlivosti genotypu. Tento poznatek by mohl
mit klinicky vyznam, protoZe vysledek McRAPD identifikace by mohl slouZit v nékterych
pfipadech jako rychly ukazatel citlivosti izolatu k antimykotikim. V sou€asné dobé probiha
na zakladé téchto pfedbéznych vysledkl rozsahlejSi genotypizace C. tropicalis. Vysledek
je zajimavy i proto, ze typizac¢ni studie zalozena na kmenech C. tropicalis pfevazné ze
zapadoevropskych zemi (Law et al., 1996; Tavanti, 2005b; Desnos-Ollivier et al., 2008)
prokazala rezistenci k flucytozinu u minoritniho klastru izolatli a majorita byla naopak
citliva. Predbé&zna data naproti tomu ukazuji, Ze pfevazujici geneticka charakteristika
populace C. tropicalis ve vztahu k citlivosti na flucytozin mize byt v nasem geografickém

prostoru zcela odliSna.
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IV. 6 Rozliseni kryptickych druhtl C. parapsilosis pomoci McRAPD

Ackoli se C. parapsilosis jevi pfi identifikaci konvenénimi diagnostickymi metodami
jako fenotypové uniformni druh, pfi molekularni typizaci kmenu metodami RFLP, RAPD,
PFGE nebo sekvenovanim ITS (Scherer et Stevens, 1987; Lehmann et al., 1992; Lin et
al., 1995) se zjistilo, ze C.parapsilosis je oproti jinym druhim kandid pomérné geneticky
heterogenni. To vedlo k rozdéleni izolatd C. parapsilosis do tfi genotypl/poddruhu,
oznacovanych jako skupina I, Il a lll (Lin et al., 1995). Nyni jsou skupiny Il a lll na zakladé
vyznamnych rozdil( zjisténych pfi MLST analyze a fylogenetickych analyzach sekvence
ITS1 povazovany za dva velmi blizce pfibuzné, ale samostatné nové druhy
C. parapsilosis a C. orthopsilosis (Tavanti et al., 2005c). Klinicky vyznam téchto
kryptickych druhl prozatim z0stava neobjasnén. Prfestoze zastupci kmenl kazdého
ztéchto tfi druhd byvaji nalézani ve vzorcich klinického materialu, incidence
C. parapsilosis podstatné pfevazuje (Lin et al., 1995; Enger et al., 2001; Lockhart et al.,
2008), coz naznacCuje, Zze se snadngji pfenasi mezi lidmi nebo je lépe pfizplsobena
komenzalnimu zpusobu Zzivota. Nékteré studie poukazaly na neschopnost produkce
biofilmu u vétSiny studovanych kmenu C. metapsilosis a C. orthopsilosis (Song et al.,
2005; Tavanti et al., 2007). Také se zda, Ze se jednotlivé druhy mohou lisit citlivosti
k antimykotikim (Gomez-Lopez et al., 2008; Van Asbeck et al., 2008). Sekvecni analyza
nékolika genovych fragmentl ukazuje, ze u C. parapsilosis je narozdil od C. orthopsilosis

a C. metapsilosis velmi mala mezikmenova sekvenéni variabilita (Tavanti et al., 2005c).

Pfi McRAPD analyze (viz kap. IV. 4. 1) se ze skupiny izolatd C. parapsilosis
vymykaly kmeny [3-CAPA7-11, 13-CAPA7-18, I13-CAPA7-26, I13-CAPA7-27, a to jak
profilem kfivek tani produktd RAPD, tak fingerprintem produktd po elektroforetickém
déleni. Opakovana identifikace téchto kmenu komerénim setem ID 32C vSak potvrdila
jejich pfislusnost k druhu C. parapsilosis. Bylo tedy pravdépodobné, Ze by se mohlo
jednat o kmeny C. orthopsilosis nebo C. metapsilosis. Proto byly pro srovnani za ucelem
potvrzeni identity ziskany referenéni kmeny uvedené v tabulce 6, jejichz druhova
pfisluSnost byla potvrzena molekularné-genetickymi metodami — bud sekvenovanim
mitochondridlniho genomu (RyCovska et al., 2004) nebo pomoci RAPD dle Tavanti a kol.
(2005c). Déle byly do srovnani zahrnuty kmeny I3-CAPA7-13 a I13-CAPA7-25, které
v pfedchozim pokusu vykazovaly kfivky tani a fingerprint charakteristicky pro

C. parapsilosis.
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Tabulka 6 — Seznam referenénich kmenti C. metapsilosis a C. orthopsilosis a zptisob jejich

identifikace
Oznac¢eni kmenu Druhové zarazeni Zpusob identifikace

CBS 2916 C. metapsilosis sekvenace
MCO 448 C. metapsilosis sekvenace
MCO 456 C. orthopsilosis sekvenace
CBS 640 C. parapsilosis sekvenace

11-CAOP-02 C. orthopsilosis RAPD

11-CAOP-03 C. orthopsilosis RAPD

Profily kfivek tani jednotlivych kmen( v normalizované i derivované podobé
ziskané analyzou McRAPD jsou uvedeny na obrazku 16. Na zakladé dat o pribé&hu kfivek
tani RAPD produktl byl postupem dle kapitoly Ill. 2. 7 zpracovan dendrogram (Obr. 17),
ktery potvrzuje, Ze metodou McRAPD je mozné jednotlivé druhy jednoznacné rozlisit.
Fingerprinty i poloha kfivek tani izolatd C. metapsilosis byly oproti izolatim C. parapsilosis
pomérné heterogenni, pfesto vSechny testované izolaty vykazovaly jednotny profil

derivovanych kfivek tani.
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Obr. 16 — Normalizované (A) a derivované (B) kfivky tani ziskané McRAPD analyzou izolatu
C. parapsilosis (Cervené kfivky), C. orthopsilosis (modré kfivky) a C. metapsilosis ( kfivky).
V &asti B byla pro vétsi pfehlednost vybrana vzdy jen jedna kfivka typicka pro dany druh.
Rozhodné piky pro jednotlivé druhy: C. metapsilosis: 81,2 °C a 83,8 °C; C. orthopsilosis: 80,8 °C,
82,7 °C a 85,5 °C; C. parapsilosis: 82,7 °C a 86,3 °C.

Pro srovnani byl téz sestaven dendrogram vychazejici z poloh pruhd po
elektroforéze produktt RAPD (Obr. 18). Oranzovymi Sipkami jsou oznaceny izolaty

konvenéni metodou identifikované jako C. parapsilosis, které ale byly v dendrogramu
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zarazeny do klastru C. metapsilosis. K dispozici bylo bohuzel omezené mnozstvi izolat(,
vyuziti McRAPD jako perspektivnino nastroje pro rozliSovani kryptickych druhd

C. parapsilosis bude potfeba ovéfit i na vétsim souboru kmenu.

CBS 2916

13-CAPAT-11

C. metapsilosis —— I3-CAPAT7-26

MCO 448

13-CAPAT-27

13-CAPAT7-18

CBS 604

C. parapsilosis 13-CAPA7-13

13-CAPAT-25

11-CAOP-02

11-CAOP-03

C. orthopsilosis

MCO 456

Obr. 17 — Dendrogram odvozeny od matice, ktera vznikla z vypoctenych hodnot koeficientl
rozdilnosti McRAPD profilli jednotlivych izolatd. Cervené jsou zvyraznény izolaty, které byly tradiéni

fenotypovou identifikaci chybné uréeny jako C. parapsilosis.
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Obr. 18 — Dendrogram fingerprintll sestaveny v programu GelCompar Il metodou UPGMA
s koeficienty vypoétenymi dle Jaccarda s 1% toleranci v poloze pruht. Sipky oznaduji 4 kmeny
plvodné identifikované jako C. parapsilosis. PFi srovnani s referencnimi kmeny C. parapsilosis
(CBS 604), C. orthopsilosis (MCO 456) a C. metapsilosis (CBS 2916 a MCO 448) byly vsak
jednoznacné pfifazeny do shluku C. metapsilosis.
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IV. 7 Typizace izolatu C. lusitaniae k potvrzeni kmenové identity

PFi epidemiologickych studiich je ¢astym ukolem zjistovani vzajemné pfibuznosti
mezi izolovanymi kmeny, proto byla schopnost McRAPD detekovat i genotypy nékterych
druht podnétem k wvyuziti moznosti danych predchozimi poznatky k posouzeni
rozSifeného uplatnéni McRAPD pro typizaci. Za timto ucelem byl uzpusoben protokol
McRAPD (viz kap. lll. 2. 4. 2) pro uCely kmenové typizace, Uprava spoc€ivala v pouziti
méné vyhranénych podminek — snizeni teploty nasedani primeru na 40 °C a zvySeni
koncentrace hofe¢natych iontd na 2,5 mM.

Jako modelovy soubor slouZily izolaty pochazejici od détského pacienta, u kterého
se vyskytla nozokomialni infekce mozkomi$niho moku (CSF) zpusobena C. lusitaniae.
Dité bylo léCeno pro astrocytom mozku, nasledny obstrukéni hydrocefalus vyzadoval
zavedeni ventrikuloperitonealniho zkratu (VPS). VPS byl velmi pravdépodobné zdrojem
infekce, histologické vySetfeni mozkové tkané totiz neprokazalo znamky mykézy. |zolaty
C. lusitaniae byly opakované ziskany v pribéhu dvou mésicl (16. 12. 1999 — 25. 2. 2000)
zodbérd CSF a VPS ventilu. Tyto izolaty vykazovaly atypické vlastnosti, napf. pfi

asimilaci nékterych cukru, coz komplikovalo konvenéni diagnostiku.

Molekularné-geneticka analyza izolatd spocivala ve srovnani dvou pfistupu.
Nejprve byla identita izolatd posuzovana typizaci pomoci PFGE, identicky profil byl zjistén
u péti izolatli, dva izolaty vykazovaly drobné odliSnosti v karyotypu — u izolatu €. 68 byl
zjistén maly posun v poloze pruhu velkého chromozomu a u izolatu &. 58 chybél jeden
maly chromozom a jeden velky byl navic (vysledky poskytnul Doc. MUDr. Petr Hamal,
Ph.D.).

Pro potvrzeni identity izolatd byla dale provedena McRAPD typizace se dvémi
izolaty se spole€nym karyotypem (&. 63 a €. 69) a s obéma izolaty, u kterych se projevily
odchylky v karyotypu (€.58 a ¢€.68). Do srovnani bylo také zahrnuto 3Sest dalSich
nepfibuznych kmenl C. lusitaniae oznaCenych U1-U6 (U = unrelated). Mezi RAPD
fingerprinty (Obr. 19) a profily tani (Obr. 20) izolati &. 58, 63, 68 a 69 nebyl prokazan
vyznamny rozdil (vice nez 95% shoda). VSechny kfivky tani izolatl studovaného pacienta
se rovnéz shodovaly v poloze pfitomnych pikd (Tab. 7). Pfi srovnani vysledk(
s nepfibuznymi izolaty U1-U6 numerickou analyzou podobnosti McCRAPD dat (Obr. 21)
byla dokumentovana velmi blizka pfibuznost a pravdépodobna pfisluSnost izolatl ke
stejnému kmeni. Drobné zmény v karyotypu v jednom nebo dvou pruzich u série izolatu
tohoto pacienta, které byly zjistény pomoci PFGE, mohou tedy naznacdovat proces
mikroevoluce pravdépodobné v dusledku chromozomalni translokace. Numericka analyza
McRAPD dat byla mnohem rychlej$i a jednodussi ve srovnani s PFGE i s tradiénim RAPD

fingerprintingem, ale nedokazala v tomto pfipadé tak presné postihnout drobné odchylky
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mezi izolaty, jejichz podkladem jsou zfejmé reorganizace chromozom( v prabéhu
mikroevoluce kmene. Tato niz$i rozliSovaci schopnost RAPD a tedy i McCRAPD muze ale
byt pfi epidemiologické analyze i vyhodou, protoze pfi empirickém srovnavani PFGE
karyotypl se experimentator ¢asto potyka pravé s problémem jak stanovit miru odlinosti
karyotypu zakladajici jiz pfekroCeni hranice vnitrokmenovych odchylek. Vysledky jsou
shrnuty v ¢lanku ,Hamal, P., et al.: Biofilm-positive C. lusitaniae strain caused infection
of the ventriculo-peritoneal shunt in a cancer patient: usefulness of McRAPD for both
species and strain typing®“, ktery byl odeslan k publikaci v ¢asopise Mycoses a je nyni

Vv recenznim fizeni.
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Obr. 19 — Dendrogram RAPD fingerprintd souboru izolatd C. lusitaniae (€. 58, 63, 68 a 69) a

nepfibuznych kment U1-U6 sestaveny programem GelCompare |l metodou UPGMA s koeficienty
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Obr. 20 — Profily McRAPD jednotlivych izolatl C. lusitaniae. Normalizované (A) a derivované (B)
kfivky tani izolatu C. lusitaniae od studovaného pacienta jsou zobrazeny cervené, ostatnimi

barvami jsou znazornény kfivky nepfibuznych izolatd U1-U6.
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Tabulka 7 — Souhrn teplot tani pikil souboru izolata C. lusitaniae ziskany pfi McRAPD

typizaci

Cislo izolatu Teplota tani ( °C)
58 81,5 84,1 857
63 81,4 84,2 859
68 81,2 84,2 85,7
69 81,1 84,1 85,6
U1 81,7 83,1 855
u2 83,4 84,5

U3 84,4

U4 82,0 858 87,1
us 84,0 858 87,1
u6 855 86,9 893

87,0
87,2
87,0
87,0
86,9

89,3
89,4
89,2
89,2

U1
— U4

— U5
58
68
69

— 63

U6
— U2

— U3

Obr. 21 — Kladogram vytvofeny z McRAPD dat souboru izolatd C. lusitaniae (€. 58, 63, 68 a 69) a

nepfibuznych kmend U1-U6 na zakladé numerického vyjadfeni podobnosti normalizovanych

krivek
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IV. 8 Typizace izolatu C. albicans k potvrzeni kmenové identity

Metoda McRAPD byla také vyzkou$ena pro typizaci izolatt C. albicans, které byly
postupné odebirany v pribéhu dvou let (28. 1. 2000 — 23. 2. 2002) od pacienta s VATER
syndromem (z angl. Vertebrae, Anus, Trachea, Esophagus, and Renal abnormalities).
Celkem bylo ziskano 39 izolatu C. albicans pfevazné z moce a mocového katetru, nékolik

pochazelo z hnisu a stolice (viz pfiloha H).

Typizace téchto izolatli byla provadéna nejprve pulzni elektroforézou, kterou byly
klasifikovany podle karyotypl do skupin oznacenych A az E (vysledky karyotypizace
poskytnul Doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D. a jsou uvedeny v pfiloze 1). VétSina izolatl byla
zarazena do skupin A, B nebo C a pochazely z mo€¢i nebo mocového katetru. Jako
skupiny E, a déle dva izolaty s karyotypem D — &. 1527 (stolice) a €. 558 (hnis).

Pro ucely kmenové typizace metodou McRAPD byl pouzit protokol uvedeny
v kapitole IIl. 2. 4. 2, stringence reakce byla snizena zvySenim koncentrace hofCiku na

2,5 mM a sniZenim teploty nasedani primeru na 40 °C.

RAPD fingerprinty vétSiny izolatd obsahovaly pruhy shodné velikosti a podobné
intenzity, pouze izolat ¢. 811 mél navic silny pruh o velikosti cca 700 bp, izolat ¢. 558 mél
navic slaby pruh o velikosti cca 400 bp a izolat ¢. 1527 mél pruh o velikosti cca 1500 bp
oproti ostatnim izolatiim velmi slaby a navic slaby pruh o velikosti cca 400 bp (obr. 22).
Tyto kmeny byly v dendrogramu zpracovaném na zakladé fingerprintd oddéleny od shluku

izolatl s karyotypem A, B a C, jak je zfejmé z obrazku 23.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 22 — Elektroforeticky rozdélené produkty RAPD vybranych izolath C. albicans. Drahy: 1 a 8 -
DNA marker 200-1500 bp, dradha 2 - izolat &. 811, drdha 3 - izolat karyotypu C, draha 4 - izolat
karyotypu A, draha 5 - izolat karyotypu B, drédha 6 - izolat €. 1527, draha 7 - izolat ¢. 558
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60

Candida albicans 811

Obr. 23 — Dendrogram fingerprint vSech izolatt C. albicans sestaveny programem GelCompare |l
metodou UPGMA s koeficienty vypocétenymi dle Jaccarda s 1% toleranci v poloze pruhu. Barevné
podkresleni: tyrkysova - izolaty s karyotypem A, zelena - izolaty s karyotypem B, modra - izolaty

s karyotypem C, Cervena - izolaty s karyotypem D, - izolat s karyotypem E.

Podobnost kfivek tani produktll RAPD byla vyhodnocena numericky a na zakladé
matice koeficientl podobnosti byl metodou UPGMA zkonstruovan dendrogram, ktery je

uveden na obrazku 24.
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Obr. 24 — Dendrogram sestaveny programem PhyloDraw na zakladé numerické podobnosti kfivek

tani pfi McRAPD typizaci vSech izolatd C. albicans. Barevné podkresleni: - izolaty
s karyotypem A, - izolaty s karyotypem B, modra - izolaty s karyotypem C, Cervenad - izolaty
s karyotypem D, - izolat s karyotypem E.

Z tohoto dendrogramu vyplyva, Ze zatimco izolaty s karyotypem A, B a C McRAPD
analyza nebyla schopna rozlisit, izolaty s karyotypem D a E vyhodnotila jako odlisné. Tvar
kfivek je mozné postihnout pomoci derivace kfivek tani (Obr. 25) a porovnani piku
odpovidajicich teploté tani. U vSech izolatl s karyotypem A, B a C byly pfitomny piky
odpovidajici teploté tani 82,63 +0,43 °C, 86,12+ 0,36 °C a 87,56 +0,17 °C, v97 %
pfipadl také pik 84,36 + 0,15 °C a v 86 % pfipadu také pik 80,01 £ 0,22 °C. U izolatu
karyotypu D a E tyto piky bud chybély, nebo se objevily piky mimo dana rozmezi (ty jsou
v tab. 8 zvyraznény tuénym pismem).
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Obr. 25 — Normalizované kfivky tani (A) a odpovidajici derivované kfivky tani (B) amplifikacnich
produktt McRAPD souboru izolata C. albicans. je vyznacena kfivka nalezici izolatu ¢. 811,
Cervené kfivka nalezici izolatu ¢. 1527 a kfivka nalezici izolatu €. 558, modrou barvou jsou
zvyraznény kfivky izolatd s karyotypem A, B a C. V grafu derivovanych kfivek tani je pro udrzeni
prehlednosti vynesena vzdy jen jedna reprezentativni kfivka izolat( prislusnych ke karyotypu A, B
nebo C.

Tabulka 8 - Souhrn teplot tani pikai souboru izolata C. albicans ziskany pfi McCRAPD typizaci

karyotyp Tw2SD ( °C)
A-C 80,01+0,22 | 82,63+0,43 | 84,36+0,15 | 86,12+0,36 | 87,56+0,17
D (izolat 558) 82,3 84,1 85,84
D (izolat 1527) 82,3 84,5
E (izolat 811) 80,1 81,8 84,6

Dle vySe uvedenych vysledkl se Ize domnivat, Ze izolat €. 811 je pravdépodobné
geneticky nepfibuzny kmen, zatimco v pfipadé izolatd ¢. 1527 a ¢. 558 by mohlo jit
o geneticky pfibuzné kmeny, které prosly mikroevoluci v dusledku kolonizace odliSného
mista v téle pacienta. Ve srovnani s metodou PFGE, ktera pfi typizaci téchto izolatl byla
schopna rozliSit pét skupin izolatll podle karyotypu, typizace pomoci McRAPD opét
vykazala nizSi rozliSovaci schopnost, pfi¢emz izolaty skupin A, B a C nebyla schopna od
sebe odlisit. Plati ale obdobny zavér jako u typizace C. lusitaniae (viz kap. IV. 7), ktery je
v tomto pfipadé jesté lépe dokumentovan na vétSim souboru izolatld — nizSi rozliSovaci
schopnost RAPD a tedy i McRAPD mlze ale byt pfi epidemiologické analyze i vyhodou,

protoze pfi empirickém srovnavani PFGE karyotypU se experimentator ¢asto potyka pravé
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s problémem jak stanovit miru odliSnosti karyotypu zakladajici jiz pfekroCeni hranice
vnitrokmenovych odchylek. V tomto modelovém pfipadé tradiéni RAPD i numericky
vyhodnocena McRAPD spravné identifikovala jako shodné izolaty, které
z epidemiologického kontextu pfisluSeji velmi pravdépodobné ke stejnému kmeni, a
pfitom presvédcivé odlisila jeden jednoznacné nepfibuzny izolat a u dvou dalSich spravné

naznacila pravdépodobnou mikroevoluci.
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V. DISKUZE

Ke zhodnoceni pouzitelnosti McRAPD pro identifikaci Iékafsky vyznamnych
kvasinek byl vtéto praci vybran soubor izolatl deviti druhd kvasinek, které v naSich
podminkach pokryvaji ttméF 95 % izolatl nej¢astéji ziskavanych z klinickych vzorkd. Tento
soubor zahrnoval 5 nejbéznéjSich druhu kandid (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis a C. parapsilosis), dale méné bézné druhy C. lusitaniae a C. guilliermondii, které
ale patfi mezi kvasinky vykazujici nejCastéji rezistenci k amfotericinu B a flukonazolu pfi
pokusech in vitro (Girmenia et al., 2006). Dalsi do souboru zahrnutéa C. pelliculosa ma
nizkou citlivost na antimykotika flukonazol, itrakonazol a ketokonazol (Barchiesi et al.,
1999). Do souboru byla také zafazena S. cerevisiae, protoze i kdyZ jde o kvasinku primarné
nepatogenni, je Casto izolovana z traviciho traktu Clovéka a je proto zadouci ji spravné
identifikovat a odliSit od jinych, lékafsky vyznamnéjSich druh( kvasinek. Presto existuji
infekce zplsobené S. cerevisiae, které jsou Kklinicky nerozpoznatelné od invazivni
kandidozy a objevuiji se stale Castéji (Enache-Angoulvant et Hennequin, 2005).

Je potfeba zdlraznit, ze vyhodnocovani identifikacni schopnosti McCRAPD probihalo
pouze na omezeném a umeéle vytvofeném souboru izolatl, ve kterém dominovaly kmeny
ziskané v regionu Stfedni Moravy. V budoucnu by meéla byt ziskana velka a dobfe
ocharakterizovana sada vzorkl zrlznych geografickych lokaci, ktera by tvofila zaklad
obsahlé knihovny profild kandid a dalSich kvasinek, coz by pomohlo zvySit schopnost a
pfesnost zafazovani neznamych vzorkd. Prekvapivé nejlepSi vysledky z pfistupl
testovanych pro vyhodnocovani McRAPD dat byly ziskany vizualnim srovnavanim
derivovanych kfivek tani, byly srovnatelné s klasickou RAPD identifikaci. Da se ovSem
predpokladat, Ze s pfibyvajicim pocétem izolatd bude vizualni identifikace stale pracnégjsi,
naproti tomu automaticka identifikace na zakladé porovnani numerickych dat by se méla
nadale zpfesfiovat. Oba pfistupy by se pak mohly kombinovat. Pokud bude k dispozici
rozsahla databaze vysledkd analyzy tani, bude mozné u automatizované identifikace
definovat kritickou miru numerické podobnosti, ktera je u jednotlivych druhl zarukou
spravné identifikace. Pouze ty izolaty, které tomuto prahu nevyhovi, by mohly byt
podrobeny o néco pracnéjSimu, ale pfesnéjSimu vizualnimu porovnavani, které by jen
potvrzovalo nebo korigovalo vysledky automatického zpracovani dat. Protoze ani vizualni
porovnavani nemusi vzdy pfinést jednoznacny zavér, je vyhodou metody i fakt, ze vysledek
amplifikace Ize i poté podrobit gelové elektroforéze a ziskany fingerprint standardné srovnat
s databazi fingerprintd rdznych druhl. Pfesnost identifikace by se pravdépodobné dala
zlepsit také rozSifenim systému identifikace jesté pro dalSi primer, kdy by se kombinovaly

vysledky zjisténé z profili téhoz vzorku ziskané simultanné dvéma rdznymi primery.
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Vyhodné je, Zze vysledky McRAPD identifikace se obdrzi ve formé& dendrogramu.
| pfes urCitou nejistotu identifikace se da totiz s velkou pravdépodobnosti olekavat, ze
neznamy izolat bude nalezet k jednomu z druh(/genotypl ve spole¢ném klastru, kam byl
automatickou identifikaci zafazen. Je zfejmé, Ze automaticka identifikace McCRAPD, ktera je
zaloZzena na porovnavani polohy kfivek tani, dokaze velmi pfesné odliSit druhy na
vzdalenéjSich vétvich dendrogramu, naproti tomu mnohem mensi rozliSovaci schopnost ma
vramci druh( spadajicich do jednoho klastru. Identifikaci by bylo mozné provadét také
mechanickym pfifazenim neznamého vzorku ke druhu s nejvysSi hodnotou koeficientu
podobnosti, ale  promitnuti  tohoto  koeficientu podobnosti  do  struktury
dendrogramu/kladogramu je vyhodnéjSi, protoze umoznuje rychle vizualné zhodnotit
podobnost kfivky tani vySetfovaného izolatu s vétS§im souborem a posoudit tak miru
spolehlivosti pfifazeni — pokud bude izolat jen nejvice podobny urcitému druhu, ale
v dendrogramu se bude svym zafazenim vymykat jednoznacné pfislusnosti ke shluku
kmenu tohoto druhu, Ize mit o spravnosti takové identifikace opravnéné pochybnosti.

Dobrym podplarnym voditkem pro spravny zavér identifikace v rutinnim provozu
muze byt také pouziti ploten s izolaCnim a identifikanim chromogennim médiem
CHROMagar, na které se klinické vzorky ockuji. ACkoliv CHROMagar pomaha identifikovat
s uspokojivou presnosti béZzné druhy kandid (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, pfipadné
C. glabrata), nemulze zcela nahradit standardni identifikacni protokoly. Existuji napfiklad
pochybnosti o spolehlivosti identifikace C. glabrata na CHROMagaru, zvlasté pro méné
zkuSené vyhodnocovatele, protoze tvofi narizovélé kolonie hufe odliSitelné od vzacnéjsich
druht (C. guilliermondii, C. lusitaniae, S. cerevisiae, apod.) (Willinger et Manafi, 1999).
Predbézna identifikace na CHROMagaru ale pomuze zuzit vybér moznych druhl pro
naslednou identifikaci McRAPD. Pokud napfiklad existuje podezieni, ze izolat je bud
C. glabrata nebo S. cerevisiae, a ostatni druhy lze na zakladé vzhledu a barvy kolonii na
CHROMagaru spolehlivé vylougit, zahrnou se do automatické identifikace McRAPD jen tyto
druhy. V pfiloze J je uveden pfiklad takové kombinované identifikace, kdy byly pouze dva
izolaty C. glabrata z daného souboru uréeny chybné jako S. cerevisiae a mira spravné
identifikace dosahla 95 % ve srovnani s pouze 58,5% spravnosti identifikace C. glabrata pfi
pouziti pouze numerické automatické identifikace.

Vzhledem k tomu, Ze pfi pouziti metody RAPD dochazi k amplifikaci jakékoliv DNA
ve vzorku, je nutné ziskat DNA az ze subkultivovanych klinickych izolatu. Tato zdanliva
nevyhoda muze byt vyvazena jinymi vyhodami. Postup obchazi €asty problém téch metod
mikrobialni molekularné-genetické diagnostiky, které jsou zaloZeny na izolaci DNA
patogenu pfimo z krve. V fadé pfipadl totiz ziskdame faleSné negativni vysledek kvli
inhibici PCR slozkami krve nebo nadbytkem lidské DNA oproti fungalni DNA pfitomné

v krvi, nebo naopak faleSné pozitivni vysledek tfeba v pfipadé namnozeni ,DNA pozadi“ (viz
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kap. I. 6. 2. 2. 1. 5). Nezanedbatelny je i ekonomicky aspekt, protoze McRAPD analyza by
mohla byt provadéna jen u pozitivné kultivovanych vzorkl. Postup sice vede k prodlouzeni
celkové doby identifikace, ale ta je stale vyrazné kratSi v porovnani s tradi¢ni identifikaci a
zaroven je zachovana moznost paralelni charakterizace patogenu, napf. stanoveni citlivosti
k antimykotikim. Kultivaéni metody doposud v mikrobialni diagnostice jasné pfevazuji a ani
v blizké budoucnosti se nepfedpoklada, Zze by nekultivacni metody kultivaci zcela vytlacily,
spise ji budou doplfiovat. Nekultivacni metody se v sou¢asné dobé vyuzivaji stale pfevazné
jen pilotné a to pfedevsim k detekci infekci u vybranych skupin vysoce rizikovych pacienta.
Naproti tomu kultivaéni metody se vyuzivaji u vSech ostatnich pacientd a také k
monitorovani kolonizace sliznic kvasinkami rovnéz u vysoce rizikovych pacientd (pfedevsim
pfilemci HSC u hematologickych malignit). Tento typ monitoringu slouzi ke v&asnému
varovani pred moznosti vyvoje infekce, kterému kolonizace pfedchazi, a také k lepSimu
nasmérovani antifungalni profylaxe na zakladé druhové identifikace. Pravé u téchto
pacientd muze byt McRAPD identifikace Cisté kultury vyznamnym pfinosem, protoZze muze
za ekonomicky vyhodnych podminek zkratit dobu ziskani vysledku ze 4-10 dna (2 dny
kultivace + 2-8 dni identifikace konvenénimi fenotypovymi postupy) na 2-3 dny (2 dny
kultivace + McRAPD tentyz nebo nasledujici den).

V otazce budouciho pfinosu McRAPD se musi brat v potaz vyhody a nevyhody
samotné metody RAPD, ktera je zakladem McRAPD. Ta byva &asto zavrhovana pro
nachylnost k nestalosti vysledkl v disledku drobnych zmén v reakénich podminkach, coz
shizuje predevSim mezilaboratorni reprodukovatelnost (Penner et al., 1993; Meunier et
Grimont, 1993). Protoze McRAPD nema pfednostné slouzit ke kmenové typizaci, ale
k druhové identifikaci, snahou bylo uzpusobit reakéni podminky tak, aby bylo dosazeno
minimalni mezikmenové variability vysledkd a tim snizeni citlivosti vysledk( reakce
k vykyvum reakénich podminek na minimum. Na mezilaboratorni reprodukovatelnost muize
mit vliv pouZiti jiného modelu termocykleru nebo Taq polymerazy od jiného vyrobce. Nova
generace termocykler(i vSak fidi teplotu vzorku v kapilafe pomoci proudiciho vzduchu velmi
pfesné a existuji celosvétové komercné dostupné kvalitni Tag polymerazy, takze riziko
ovlivnéni vysledku je minimalni a zanedbatelné ve srovnani s pfinosem McRAPD v oblasti
druhové identifikace. Také se nabizi feSeni v podobé vyvoje jednotné komeréné pfipravené
soupravy komponentt pro McRAPD.

Ve srovnani s dalSimi genotypizacnimi metodami je RAPD velmi nenarocna, rychla
a ekonomicky vyhodna. UziteCnost této metody pro identifikaci kvasinek byla opakované
vyzdviZzena nezavisle nékolika tymy (Lehmann et al., 1992; Thanos et al., 1996; Liu et al.,
1996; Steffan et al., 1997; Melo et al., 1998; Bautista-Munoz et al., 2003). Pokud ma
laboratof k dispozici techniku HRMA, pak je McRAPD analyza jesté pohodInéjsi a rychlejsi,

protoZze odpada provadéni gelové elektroforézy a tézkopadna analyza rozlozeni pruhu.
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Vynechani elektroforézy ovSem znamena nemoznost vizualni kontroly fingerprintu na gelu.
Spolehlivost vysledktl McCRAPD pak mUze byt diskutabilni vzhledem k tomu, Ze nespecificka
PCR ma potencial namnozit i kontaminuji DNA. Rovnéz selhani extrakce DNA muze byt
zdrojem neadekvatnich vysledki McRAPD, zpusobenych nedostatkem kvalitni DNA pro
amplifikaci. Tyto chyby Ize ale oSetfit sledovanim prahu fluorescence amplikond, v obou
vySe zminénych pfipadech selhani McRAPD nedosahne fluorescence kritické hodnoty
pocate¢ni fluorescence (viz kap. IV. 3. 2). Pokud se vyuziva real-time termocykler, Ize
kontrolovat také dynamiku narQstu fluorescence béhem amplifikace, kdy vzestup
fluorescence az v pozdéjsich cyklech odhaluje nespravny pribéh.

ProtoZe genotypizacni techniky jesté nejsou ve vétsiné mikrobiologickych laboratofi
zavedeny, v rutinni identifikaci kvasinek stale dominuji konvenéni fenotypizaéni in-house
techniky. Vysledek McRAPD identifikace se obdrzi 3,5 hodiny poté, co se subkultivaci ziska
kolonie minimalni velikosti, zatimco konvenéni metody vyzZaduji k vyhodnoceni 2-8 dni.
Podle vysledku této prace McRAPD identifikuje kvasinky srovnatelné nebo pfesnéji nez tyto
tradiCni techniky. Z 16 spornych izolatl, u kterych nesouhlasila tradicni a McRAPD
identifikace a byly tedy dodate¢né identifikovany také pomoci komercni soupravy ID 32C,
bylo 9 izolatd nespravné urCeno tradicnimi metodami, navic 4 izolaty C. metapsilosis
nedokazala oproti McCRAPD spravné identifikovat ani souprava ID 32C. Tfi izolaty, u kterych
pomoci McRAPD nebylo mozné navrhnout Zadnou alternativni identifikaci, urcila lIépe 1D
32C. Je mozné, Ze se jednalo o zastupce reprezentujici urcity genotyp, ktery byl v daném
souboru izolatu zastoupen v jediném exemplafi. Pokud McRAPD nedokaze izolat urcit, stale
existuje moznost tentyZ vzorek dodateéné podrobit elektroforéze a pfifadit jej podle
fingerprintu. Jak je zfejmé z dendrogramu RAPD fingerprintl vSech izolatl ze zkoumaného
souboru (pfiloha D), RAPD dokazala identifikovat 2 z 3 izolatl, které nebylo podle profilu
tani mozné zaradit.

Za standard fenotypizacnich technik byva povazovan asimilaéni kit 32 cukrt ID 32C.
Podobné jako kterakoli jina identifikacni metoda, ani ID 32C nedosahuje absolutni pfesnosti
(Koehler et al.,, 1999) a v identifikacnich databazich nékteré vzacnéjs$i druhy kvasinek
nejsou vibec zahrnuty. Protoze je princip metody zalozen na asimilaci cukrli, nedokaze
odliSit nékteré blizce pfibuzné druhy (napf. C. metapsilosis od C. parapsilosis), jiné jsou
zarazeny do identifikacniho kli¢e az néjakou dobu po objeveni, kdy je otestovan dostatec¢né
velky soubor kmenu a zjiSténa spolehliva fenotypova charakteristika, do té doby je nové
popsany druh identifikovan nespravné (napf. C. dubliniensis versus C. albicans). V takové
situaci ma McRAPD vyhodu v tom, Ze pfi detekci dosud neznamého nebo nedostatecné
diferencovaného druhu s velkou pravdépodobnosti zobrazi odliSnou kfivku, ktera bude
obtizné zafaditelna a da tak podnét k ovéfeni vysledku nejlépe sekvenovanim genu pro

rRNA. Genotypizacni techniky s vysokym rozliSenim, ke kterym McRAPD patfi, navic
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rozliSuji i rizné genotypy. Typizaci uvnitf druhu lze pak s vyhodou vyuzit k vyhledavani
genotypl, které mohou byt spojeny s urcitou klinicky vyznamnou vlastnosti (faktory
virulence, citlivost k antimykotikim). Na druhou stranu odhalovani a odliSovani dosud
necharakterizovanych genotypl ztéZuje pfifazovani izolati ke konkrétnimu druhu, a pokud
srovnavaci databaze neni dostatecné obsahla, vede k nespravné nebo neukoncené
identifikaci nékterych vzork(. To mulze byt zpodatku prekazkou globalni pouzitelnosti
McRAPD. Co se tyka ¢asové naro€nosti metod, vysledek McRAPD Ize ziskat 3,5 hodiny po
nartistu kolonii minimalni velikosti, zatimco spolehlivy vysledek ID 32C Ize dle vyrobce
ziskat po 24-48 hodinach kultivace primarné izolované kvasinky. ZkuSenosti rutinni
mykologické laboratofe Ustavu mikrobiologie LF UP Olomouc navic ukazuji, Ze u mnoha
druht je vysledek identifikace po 24 hod. nespolehlivy, proto jsou identifikace pomoci ID
32C vzdy uzavirany nejdfive po 48 hod., u nékterych izolatd je nutné inkubaci prodlouzit az
na 72 hod. Naproti tomu jestlize je nespolehlivy nebo nejednoznacny vysledek McRAPD,
Ize jej zkontrolovat elektroforézou nebo ihned zopakovat, kdezto opakovani ID 32C
vyzaduje nejméné dalSi dva dny kultivace. VyraznéjSi pfekazkou zavedeni metody
McRAPD by se mohlo stat pofizeni nakladného zafizeni, ID 32C Ize totiZ provadét v jakékoli
kultivacni laboratofi bez specialniho vybaveni. Ceny real-time termocyklerd s HRMA
technologii s rostouci konkurenci na trhu v8ak nadale klesaji a laboratofe tyto moderni
pristroje mohou vytiZit fadou dalSich genetickych vySetfeni a rozlozit tak pofizovaci naklady.

Protoze bé&hem testovani pouzitelnosti McRAPD identifikace byly na zakladé
pribéhu kfivek detekovany i rozdilné genotypy nékterych druhd, nabizelo se mirné
modifikovat protokol také pro Ucely ovéfovani genetické pfibuznosti izolatl pfifazenych jiz
dfive k urcitému druhu. Vysledky byly srovnavany s karyotypizaci stejného souboru izolat(,
protoZze byva povazovana za zlaty standard vtypizaci fady kvasinek. Pfi pilotni
vnitrodruhové typizaci izolatll C. lusitaniae pacienta s nadorem mozku nebyly pomoci
McRAPD zjistény rozdily mezi testovanymi izolaty, coz potvrzuje jejich pfislusnost ke
stejnému kmeni, zatimco pomoci PFGE byly zjistény drobné odchylky v karyotypu dvou
izolatd. PFGE patfi k velmi citlivym typizaénim systémim s vysokou rozliSovaci schopnosti,
které Casto odhali rozdily i mezi izolaty téhoz kmene. Obecné se kmeny, které se li§i
v po¢tu a/nebo pozici jednoho nebo dvou chromozomu v PFGE karyotypu, nedaji
povaZzovat za rozdilné. Podle dfive publikovanych epidemiologickych studii je navic
nepravdépodobné, Ze by opakované odebrané izolaty C. lusitaniae od jednoho pacienta
pochazely z rozdilnych kmenu (McClenny et al., 2002). Z vySe uvedeného se da usuzovat,
Ze se u testovanych izolatt C. lusitaniae opravdu jednalo o izolaty stejného kmene, pficemz
mirné odchylky PFGE karyotypu dvou izolatl Ize vysvétlit mikroevoluéni zménou moznou i

v dlsledku terapie antimykotiky. Sledované obdobi bylo pfili§ kratké na to, aby béhem ného
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doslo k reinfekci pacienta dvéma kmeny stejného druhu kvasinky, ktera nalezi spide k t&ém
vzacnégjsim.

Dalsi soubor pouzity k ovéfeni typizaénich schopnosti McRAPD tvofily izolaty
C. albicans ziskané z rliznych mist téla béhem dvouleté hospitalizace pacienta s VATER
syndromem, které byly rozdéleny podle karyotypu do péti skupin oznaCenych A az E.
Genom C. albicans je vysoce dynamicky, v dusledku vysokého stupné numerickych i
strukturalnich chromozomalnich reorganizaci byly v literatufe popsany u kmenu této
kvasinky velmi variabilni karyotypy (Magee et Magee, 1987; Merz, 1990; Rustchenko-
Bulgac, 1991). Proto drobné rozdily zjisténé mezi karyotypy sledovanych izolatd nejspiSe
odrazi proces mikroevoluce u stejného kmenu v pribéhu ¢asu a kolonizace odliSnych mist
v téle. McRAPD typizaci nebyly mezi izolaty s karyotypem A, B a C zjistény zadné rozdily a
izolaty s karyotypem D vykazovaly jen mirngjs§i odchylky v prabéhu kfivek tani.
Jednoznacéné se odliSoval pouze izolat s karyotypem E, ktery na zakladé jiného pribéhu
normalizované i derivované kfivky tani Ize povazovat za zastupce nepfibuzného kmene
C. albicans.

Nevyhodou karyotypizace je, Ze vyZzaduje specidlni vybaveni, 2 aZz 4 dny na
provedeni a soucasné Ize zpracovat jen omezeny pocet vzorku. Oproti tomu McRAPD je
méné pracna a tedy vice vhodna pro rutinni analyzy. Pro dosaZeni optimalniho vysledku
typizace je vhodné kombinovat vice nezavislych genetickych technik, protoZe typizace
téhoz kmene pomoci rliznych markerd vede nékdy k riznym vysledkim. Vzhledem k tomu,
Ze interpretace vysledkl karyotypizace neni ftrivialni, zejména v kontextu ur€itych
pochybnosti o stabilité karyotypu, mohla by ji McCRAPD jako metoda rychlé typizace vhodné
doplnit nebo pfi rychlé prvotni epidemiologické analyze, pfip. pfi pribézné surveillance, i
nahradit. Odrazi totiz pravdépodobné Iépe celkovou miru variability genetické informace,
procesy pfi reorganizaci genomu na tvorbu produktd RAPD vétSinou nemaiji vliv, v urCitych

Zavérem lze konstatovat, Ze MCRAPD se jevi jako velmi perspektivni metoda rutinni
identifikace lékafsky vyznamnych kvasinek. Nejednoznacny vysledek automatizované
McRAPD identifikace nebo vysledek nesplfujici kritérium spolehlivosti Ize ovéfit nebo
zpresnit vizualnim hodnocenim profild tani, pfip. elektroforézou produktd. U spornych
izolatt 1ze McRAPD dle moznosti laboratofe doplnit tradi¢nimi technikami &i pfimym
sekvenovanim. McRAPD ma také potencial odhalovat nové klinicky vyznamné genotypy
kvasinek, jak je ukazano u C. tropicalis v kapitole 1V. 5. Spojenim karyotypizace a McRAPD
vznika efektivni typizaéni pfistup, v budoucnu by témto metodam mohla konkurovat jen

metoda MLST, ktera dosud neni obecné pfistupna a zavedena.
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VI. ZAVERY

1. Protokol McRAPD analyzy byl upraven pro pouziti na termocykleru RapidCycler 2
(Idaho Technology, USA) a na pfistroji pro analyzu teplot tani s vysokym
rozliSsenim High Resolution Melter HR-1 (Idaho Technology, USA). Pro dosazeni
druhové identifikace byla empiricky optimalizovana vyhranénost reakc¢nich
podminek.

2. Bylo prokazano, ze pfiprava hrubého lyzatu mikrokolonii kvasinek je vhodnou
rychlou a ekonomickou metodou ziskavani templatové DNA pro ucely McRAPD.
Tato technika je spolehliva, pokud ji provadi zkuSeny pracovnik.

3. Bylo prokazano, Zze intralaboratorni variabilita vysledkl vramci jednoho
experimentu i mezi experimenty McRAPD je velmi nizka.

4. Bylo prokazano, ze McRAPD identifikuje kvasinky pfesnéji nez tradi¢ni techniky,
zalozené na posouzeni mikromorfologie a asimilaci a fermentaci omezeného
spektra substratll, a srovnatelné s komercni soupravou asimilacnich testu ID 32C.

5. Z testovanych identifikaCnich algoritmu pro interpretaci McCRAPD dat vybraného
souboru izolatd vykazoval nejpfesnéjsi vysledky algoritmus identifikace na zakladé
vizualniho hodnoceni podobnosti derivovanych kfivek, ktery se téméfr vyrovnal
presnosti identifikace tradi¢niho RAPD fingerprintingu.

6. McRAPD umoznilo u nékterych druht patogennich kvasinek rozliSeni genotypu
s rozdilnymi klinicky vyznamnymi vlastnostmi.

7. Vnitrodruhova typizace pomoci automatizované McRAPD poskytovala
nez karyotypizace. Karyotypizace sice vykazovala vy$Si rozliSovaci schopnost, ale
jeji interpretace maze byt vzhledem k nestabilité genomu kandid problematicka.

8. ProtoZze automatizovand metoda McRAPD nevyZaduje na rozdil od RAPD
provedeni a hodnoceni gelové elektroforézy ani neklade specialni poZzadavky na
odbornost obsluhy, ma potencial jako rychla, ekonomicka a nenaro¢na metoda
vyznamné prispét k doplnéni a zkvalitnéni identifikace a typizace klinickych izolatu

kvasinek v rutinnich diagnostickych laboratofich.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-FC
ACGT
AFLP

AIDS

AP-PCR
bp
BSA
CAAL
CAGL
CAGU
CAKR
CALU
CAMP
CAOP
CAPA
CAPE
CATR
cDNA
CFU
CNS
CSF
DMSO
DNA
dNTPs
dsDNA
EDTA
EIA
FISH
FRET

HIV
HRMA

HSC
ITS
kb
LED

5-fluorocytozin
adenin, cytosin, guanin, thymin

délkovy polymorfizmus amplifikovanych restrikénich fragmentd
(angl. amplified fragment length polymorphism)

syndrom ziskaného selhani imunity (angl. acquired immune
deficiency syndrome)

PCR s nahodnymi primery (angl. arbitrarily primed PCR)
pary bazi

hovézi sérovy albumin (angl. bovine serum albumin)
Candida albicans

Candida glabrata

Candida guilliermondii

Candida krusei

Candida lusitaniae

Candida metapsilosis

Candida orthopsilosis

Candida parapsilosis

Candida pelliculosa

Candida tropicalis

komplementarni DNA (angl. complementary DNA)
jednotky tvofici kolonie (angl. colony forming unit)
centralni nervovy systém

mozkomisni mok (angl. cerebrospinal fluid)
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleosid trifosfaty

dvouvlaknova DNA (angl. double-stranded DNA)
ethylendiaminotetraoctova kyselina

enzymova imunosorbéni analyza (angl. enzyme immunoassay)
fluorescencéni in situ hybridizace

rezonancni prenos energie (angl. fluorescence resonance energy
transfer)

virus zpusobuijici ztratu obranyschopnosti u ¢lovéka (angl. human
immunodeficiency virus)

analyza tani s vysokym rozliSenim (angl. high resolution melting
analysis)

hematopoeticka kmenova bunka (angl. hematopoietic stem cell)
vnitfni pfepisovany mezernik (angl. internal transcribed spacer)
kilobaze

elektroluminiscencni dioda (angl. light-emitting diode)
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McRAPD
MIC
MLST

Mx
NAC
NASBA
oD

pb

PCR
PFGE
PNA
QAS
RAPD

REA
RFLP

rRNA
S
SACE
SD
SDS
SG
SNP
SSCP

ssDNA
TBE pufr
TE pufr
Tm

Tris

U
UPGMA

uv
VATER
VPS
wiv
YPG

analyza tani produktd RAPD (angl. melting curve of random
amplified polymorphic DNA)

minimalni inhibi¢ni koncentrace (angl. minimal inhibitory
concentration)

multilokusova sekvenéni typizace (z angl. multilocus sequence
typing)

master mix

jiny druh kandid nez Candida albicans (angl. non-albicans Candida)
angl. nucleic acid sequence-based amplification

opticka denzita

par bazi

polymerazova fetézova reakce (angl. polymerase chain reaction)
pulzni gelova elektroforéza (angl. pulsed field gel electrophoresis)
peptidova nukleova kyselina (angl. peptide nucleic acid)

program pro srovnavani podobnosti kfivek tani

nahodné amplifikovana polymorfni DNA (random amplified
polymorphic DNA)

restrikCni enzymova analyza

polymorfizmus restrikénich fragmentt (angl. restriction fragment
length polymorphism)

ribozomalni RNA

Svedbergova sedimentacni konstanta

Saccharomyces cerevisiae

smérodatna odchylka (angl. standard deviation)

dodecylsulfat sodny (angl. sodium dodecyl sulfate)

SYBR Green |

bodovy polymorfizmus (angl. single nucleotide polymorphism)

analyza konformacniho polymorfizmu jednoviaknové DNA (angl.
single-strand conformation polymorphism analysis)

jednovlaknova DNA (angl. single-stranded DNA)
Tris/borat/EDTA pufr

Tris/EDTA pufr

teplota tani (angl. melting temperature)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

jednotka enzymové aktivity

metoda parovani pomoci nevazenych aritmetickych prdméra (angl.
unweighted pair-group method using arithmetic averages)

ultrafialové zareni (angl. ultraviolet)

syndrom, z angl. vertebrae, anus, trachea, esophagus, renal
ventikuloperitonealni zkrat (angl. ventriculoperitoneal shunt)
hmotnostni zlomek, z angl. weight/volume

tekuté Zivné meédium, z angl. yeast extract, peptone, glucose
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Priloha A.1 — Klinické izolaty a referenéni kmeny pouzité pro ovéfeni identifikacni

schopnosti McRAPD

Druh Kmen Zdroj
Candida albicans [1-CAAL2-36 Sputum
11-CAAL2-05 Krk
11-CAAL2-37 Nehet
11-CAAL2-38 Stolice
1-CAAL2-39 Moc
11-CAAL2-06 BAL
11-CAAL2-07 Stolice
11-CAAL2-40 Kanyla
I13-CAAL3-01 Klze
11-CAAL-39 Punktat
13-CAAL3-02 Zaludeéni sekret
11-CAAL2-09 Kanyla
I13-CAAL3-03 Katetr
I3-CAAL3-04 Sputum
I3-CAAL3-05 Stolice
11-CAAL-38 Zaludeéni sekret
11-CAAL2-08 Krk
11-CAAL-40 Kanyla
11-CAAL2-01 Stolice
I3-CAAL3-06 Zlug
I13-CAAL3-07 Kanyla
I13-CAAL3-08 Pochva
I13-CAAL3-09 Drén
I3-CAAL3-10 Pochva
11-CAAL2-03 Dutina ustni
I13-CAAL3-11 Ucho
I3-CAAL3-12 Zlug
I3-CAAL3-13 Stolice
11-CAAL2-10 Kanyla
I3-CAAL3-14 Hemokultura
I3-CAAL3-15 Hemokultura
I3-CAAL3-16 Hemokultura
I3-CAAL3-17 Hemokultura
I13-CAAL3-18 Poskytnul Dr. Ylcesoy
I13-CAAL3-19 Poskytnul Dr. Yilcesoy
I3-CAAL3-20 Poskytnul Dr. Ylcesoy
I13-CAAL3-21 Poskytnul Dr. Ylicesoy
I13-CAAL3-22 Poskytnul Dr. Ylcesoy
13-CAAL3-23 Poskytnul Dr. Ylcesoy
CCY 29-3-32 Referenéni kmen
ATCC 76615 Referencni kmen
Candida tropicalis 11-CATR-17 Rana
11-CATR-36 Dutina ustni
I3-CATR8-28 Moc¢
I3-CATR9-01 Sputum
I3-CATR9-02 Ucho
I3-CATR9-03 Zlug
I3-CATR9-04 Katetr
I3-CATR9-05 Sekret
I3-CATR9-06 Aspirat




Priloha A.2

I3-CATR9-07 Punktat
I3-CATR9-08 Stolice
I3-CATR9-09 Pochva
I3-CATR9-10 Dutina ustni
I3-CATR9-10 Dutina ustni
I3-CATR9-11 Nehet
I3-CATR9-12 Dutina ustni
I3-CATR9-13 Krk
I3-CATR9-14 Zlug
I3-CATR9-15 Nehet
I3-CATR9-16 Dutina ustni
I3-CATR9-17 Dutina ustni
I3-CATR9-18 Krk
I3-CATR9-19 Krk
I13-CATR9-20 Nehet
I3-CATR9-21 Mo¢
I3-CATR9-22 Kanyla
I3-CATR9-23 Kanyla
I3-CATR9-24 Kanyla
I3-CATR9-25 Rektum
I3-CATR9-26 Krk
I3-CATR9-27 Stolice
I3-CATR9-28 Kanyla
I3-CATR9-29 Moc¢
I3-CATR9-30 Stolice
I3-CATR9-31 Hemokultura
I3-CATR9-32 Hemokultura
I3-CATR9-33 Hemokultura
I13-CATR9-34 Poskytnul Dr. Ylcesoy
I3-CATR9-35 Poskytnul Dr. Yilcesoy
I3-CATR9-36 Poskytnul Dr. Ylicesoy
I3-CATR9-37 Poskytnul Dr. Ylcesoy
CCY 29-7-12 Referenéni kmen
Candida krusei 11-CAKR-03 Rektum
[1-CAKR-04 BAL
[1-CAKR-05 Pistél stér
[1-CAKR-06 BAL
[1-CAKR-07 Krk
11-CAKR-08 Sputum
[1-CAKR-10 Stolice
[1-CAKR-11 Pochva
[1-CAKR-12 Krk
[1-CAKR-24 Krk
I13-CAKR2-09 Krk
I3-CAKR2-10 BAL
I3-CAKR2-11 Mo¢
I13-CAKR2-12 Sputum
I3-CAKR2-13 Pochva
I13-CAKR2-14 Sputum
I3-CAKR2-15 Sputum
I3-CAKR2-16 Sputum
I3-CAKR2-17 Krk




Priloha A.3

I3-CAKR2-18 Krk
I3-CAKR2-19 Rana
13-CAKR2-20 Rana
I13-CAKR2-21 Sputum
I3-CAKR2-22 Mo¢
I3-CAKR2-23 Pochva
13-CAKR2-24 Sputum
I3-CAKR2-25 Krk
I3-CAKR2-26 Krk
I13-CAKR2-27 Sputum
I3-CAKR2-28 Mo¢
I3-CAKR2-29 Mo¢
I13-CAKR2-30 Zlu¢
I13-CAKR2-31 Hemokultura
13-CAKR2-32 Hemokultura
I3-CAKR2-33 Hemokultura
I3-CAKR2-34 Hemokultura
I3-CAKR2-35 Hemokultura
ATCC 90878 Referenéni kmen
CCY 29-9-17 Referenéni kmen
Candida parapsilosis I13-CAPAT7-01 Kanyla
I3-CAPA7-02 Pochva
I3-CAPAT7-03 Ucho
I3-CAPA7-04 Mo¢
I3-CAPA7-05 Ucho
I3-CAPA7-06 Mo¢
I3-CAPAT7-07 Pochva
I3-CAPA7-08 Kanyla
I3-CAPA7-09 Krk
I3-CAPA7-10 Rana
I13-CAPAT7-11 Mozkové pleny
I3-CAPAT7-12 Spojivka
I3-CAPA7-13 Spojivka
I3-CAPA7-14 Rana
I3-CAPA7-15 Nehet
I3-CAPA7-16 Nehet
I3-CAPAT7-17 Nehet
I3-CAPA7-18 Nehet
I3-CAPA7-19 Nehet
I3-CAPA7-20 Krk
I3-CAPAT7-21 Ucho
I3-CAPAT7-22 Ucho
I3-CAPA7-23 Mo¢
I13-CAPAT-24 Kanyla
I3-CAPA7-25 Mo¢
I3-CAPAT7-26 Klze
I3-CAPAT7-27 Ucho
I13-CAPA7-28 Kanyla
I13-CAPA7-29 Kanyla
I3-CAPA7-30 Kanyla
I3-CAPAT7-31 Sputum
I3-CAPAT7-32 DialyzaCni tekutina




Priloha A.4

I3-CAPA7-33 Nehet
I3-CAPA7-34 Nehet
I3-CAPA7-35 Hemokultura
I3-CAPA7-36 Hemokultura
I3-CAPA7-37 Hemokultura
I3-CAPA7-38 Hemokultura
ATCC 90018 Referencni kmen
CCY 29-20-8 Referenéni kmen
CBS 604 Referenéni kmen
Candida glabrata 11-CAGL-30 Stolice
[1-CAGL-31 Mo¢
[1-CAGL-32 Mo¢
[1-CAGL-33 Sputum
[1-CAGL-34 Perianalni stér
[1-CAGL-35 Rektalni stér
[1-CAGL-36 Pochva
[1-CAGL-37 Kanyla
[1-CAGL-38 Sputum
11-CAGL-39 Sputum
[1-CAGL-40 Krk
13-CAGL2-01 Sputum
13-CAGL2-02 Mo¢
I3-CAGL2-03 Krk
[3-CAGL2-04 Dutina Ustni
I3-CAGL2-05 BAL
I13-CAGL2-06 Mocovy katetr
I13-CAGL2-07 Rana
I3-CAGL2-08 BAL
I3-CAGL2-09 Rana
I3-CAGL2-10 Perianalni stér
I3-CAGL2-11 Pochva
I3-CAGL2-12 BAL
13-CAGL2-13 Kanyla
I3-CAGL2-14 Pochva
13-CAGL2-15 Kanyla
I3-CAGL2-16 Pochva
I3-CAGL2-17 Sputum
I3-CAGL2-18 Krk
I3-CAGL2-19 Katetr- pistél
13-CAGL2-20 Kanyla
I13-CAGL2-21 Zlue
I13-CAGL2-22 Pochva
13-CAGL2-23 Sekret
I3-CAGL2-24 Kanyla
I3-CAGL2-25 Hemokultura
I3-CAGL2-26 Hemokultura
I3-CAGL2-27 Hemokultura
I3-CAGL2-28 Hemokultura
ATCC 90080 Referenéni kmen
CCY 26-20-21 Referenéni kmen
Candida lusitaniae [1-CALU2-29 Klze




Priloha A.5

11-CALU2-30 Krk
[1-CALU2-31 Krk
[1-CALU2-32 Katetr
11-CALU2-33 Sputum
[1-CALU2-34 Stolice
[1-CALU2-35 Mo¢
[11-CALU2-36 Krk
[1-CALU2-37 Moc¢
[1-CALU2-38 Moc
[1-CALU2-39 Moc
11-CALU2-40 Sekret z rany
13-CALU3-01 Katetr
13-CALU3-02 Sputum
I13-CALU3-03 Hemokultura
13-CALU3-04 Nehet
I13-CALU3-05 Moc
I13-CALU3-06 Ucho
I13-CALU3-07 Krk
13-CALU3-08 Moc¢
13-CALU3-09 Rana
I3-CALU3-10 Kanyla
13-CALU3-11 Krk
I13-CALU3-12 Moc
13-CALU3-13 Sputum
I13-CALU3-14 Krk
I3-CALU3-15 Moc¢
I3-CALU3-16 Krk
I13-CALU3-17 Krk
13-CALU3-18 Nehet
I3-CALU3-19 Krk
13-CALU3-20 Krk
I3-CALU3-21 Moc
13-CALU3-22 Krk
13-CALU3-23 Krk
I13-CALU3-24 Kanyla
I3-CALU3-25 Moc¢
I3-CALU3-26 Moc
13-CALU3-27 Stolice
[1-CALU-33 Kanyla
CCY 29-59-1 Referenéni kmen
Candida pelliculosa 11-CAPE2-35 Krk
[1-CAPE2-36 Moc¢
[1-CAPE2-37 Moc¢
[1-CAPE2-38 Krk
[1-CAPE2-39 Sputum
[11-CAPE2-40 Dutina Ustni
I3-CAPE3-01 Moc¢
I3-CAPE3-02 Krk
I3-CAPE3-03 Moc¢
I3-CAPE3-04 Krk
I3-CAPE3-05 Moc¢
I13-CAPE3-06 Moc¢




Priloha A.6

I3-CAPE3-07 Stolice
I3-CAPE3-08 Kanyla
I3-CAPE3-09 Krk
I3-CAPE3-10 Mo¢
I3-CAPE3-11 Krk
CCY 29-6-4 Referenéni kmen
CCY 29-6-7 Referencni kmen
CCY 29-6-8 Referenéni kmen
Candida guilliermondii [1-CAGU-22 Kanyla
11-CAGU2-20 Mo¢
11-CAGU2-21 Ucho
[1-CAGU2-22 Krk
11-CAGU2-23 Nehet
[1-CAGU2-24 Nehet
11-CAGU2-25 Sputum
11-CAGU2-26 Nehet
11-CAGU2-27 Nehet
11-CAGU2-28 Stér z rany
11-CAGU2-29 Hemokultura
11-CAGU2-30 Mo¢
[1-CAGU2-31 Klze
[1-CAGU2-32 Nehet
11-CAGU2-33 Krk /nos
[1-CAGU2-34 Ucho
[1-CAGU2-35 Klaze
11-CAGU2-36 Klze
11-CAGU2-37 Dutina Ustni
11-CAGU2-38 Stér z rany
11-CAGU2-39 Sputum
11-CAGU2-40 Krk
CCY 29-4-21 Referencni kmen
Saccharomyces cerevisiae | |11-SACE2-38 Krk
11-SACE2-39 Pochva
[1-SACE2-40 Perianalni stér
I3-SACE3-01 Pochva
I3-SACE3-02 Klze
I3-SACE3-03 Stolice
I3-SACE3-04 Krk
I3-SACE3-05 Jazyk
I3-SACE3-06 Krk
I3-SACE3-07 Stolice
I3-SACE3-08 Perianalni stér
I3-SACE3-09 Pochva
I3-SACE3-10 Perianalni stér
I3-SACE3-11 Stolice
I3-SACE3-12 Stolice
I3-SACE3-13 Krk
I3-SACE3-14 Absces
I3-SACE3-15 Krk
I3-SACE3-16 Pochva
I3-SACE3-17 Pochva




Priloha A.7

I13-SACE3-18 Sputum
I3-SACE3-19 Krk
I13-SACE3-20 Dutina ustni
I13-SACE3-21 Sputum
I3-SACE3-22 Pochva
I13-SACE3-23 Sputum
I3-SACE3-24 Krk
I3-SACE3-25 Nail
I3-SACE3-26 Pochva
I3-SACE3-27 Krk
I3-SACE3-28 Stolice
I3-SACE3-29 Kaze
I3-SACE3-30 Sputum
I3-SACE3-31 Krk
I3-SACE3-32 Pochva
I3-SACE3-33 Pochva
I3-SACE3-34 Rana
I3-SACE3-35 Sekret
I3-SACE3-36 Dutina ustni
I3-SACE3-37 Pochva

Candida orthopsilosis MCO 456 Referenéni kmen
11-CAOP-02 Hemokultura
I11-CAOP-03 Hemokultura

Candida metapsilosis MCO 448 Referencni kmen
CBS 2916 Referenéni kmen
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Priloha C.1 — Dendrogramy sestavené na zakladé UPGMA analyzy normalizovanych
McRAPD dat jednotlivych druht
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Obr. C.1-1 — Dendrogram kmenU C. albicans vychazejici z normalizovanych McRAPD dat. V ¢asti

A je uveden dendrogram s empiricky definovanymi genotypy a v casti B odpovidajici
normalizované kfivky tani. Kmeny nalezici urcittmu genotypu jsou zvyraznény v dendrogramu
jednotnou podkladovou barvou a toutéz barvou u souvisejicich normalizovanych kfivek tani.
Kmeny, které nebyly zafazeny k zadnému genotypu, nejsou v dendrogramu barevné zvyraznény a
odpovidajici kfivka tani je Cerna.
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Obr. C.1-2 — Dendrogram kmenl C. tropicalis vychazejici z normalizovanych McRAPD dat.
Legenda stejna jako u obr. C.1-1.



Priloha C.2
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Obr. C.2-1 — Dendrogram kmenu C. krusei vychéazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.
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Obr. C.2-2 — Dendrogram kmenl C. parapsilosis vychazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.
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Obr. C.2-3 — Dendrogram kmenu C. glabrata vychazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.
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Obr. C.3-1 — Dendrogram kmenud C. lusitaniae vychéazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.

— 13-CAPE3-10
11-CAPE2-37

A

11-CAPE2-38
13-CAPE3-06
11-CAPE2-39
13-CAPE3-11
13-CAPE3-03
13-CAPE3-05
13-CAPE3-09
13-CAPE3-08
11-CAPE2-40
13-CAPE3-02
13-CAPE3-04
13-CAPE3-07
13-CAPE3-01

11-CAPE2-35 — CAKR

‘_|: 11-CAPE2-36

CCY 29-6-7

-

o

o
"

Intenzita fluorescence (%)

B

80 |

60

40

20 |

0

89

Obr. C.3-2 — Dendrogram kmenl C. pelliculosa vychéazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.

— 11-CAGU2-28
11-CAGU2-37
11-CAGU2-20
11-CAGU2-39
11-CAGU2-22
11-CAGU2-30
11-CAGU2-29
11-CAGU2-35
11-CAGU2-38
11-CAGU2-24
11-CAGU2-21
11-CAGU2-36

11-CAGU2-31
11-CAGU2-32
11-CAGU2-23

11-CAGU2-40
_E 11-CAGU2-33
11-CAGU2-34

11-CAGU2-27

11-CAGU2-25 — SACE

A

——— 11-CAGU2-26 — CAAL
L ccy29421 — cAAL

N

o

o
I

Intenzita fluorescence (%)
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Teplota (°C)
78 79 80 81 8 8 8 8 86 87 88
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Obr. C.3-3 — Dendrogram kmenUl C. guilliermondii vychazejici z normalizovanych McRAPD dat.

Legenda stejna jako u obr. C.1-1.



Priloha C.4
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3-SACE3-27

FSACESI0 | L 79 80 81 82 8 8 85 8 87 8 8 9D
-SACE3-07 — CATR

A B Teplota (°C)

3-SACE3-06
3-SACE3-19
3-SACE3-22
-SACE2-39
-SACE2-40
3-SACE3-18
3-SACE3-36
3-SACE3-34
3-SACE3-14
3-SACE3-20
3-SACE3-37
3-SACE3-23
3-SACE3-29
3-SACE3-08
3-SACE3-24

Obr. C.4-1 — Dendrogram kmenl S. cerevisiae vychazejici z normalizovanych McRAPD dat.
Legenda stejna jako u obr. C.1-1.



Priloha D — Dendrogram sestaveny z RAPD fingerprintd souboru izolatd pro ovéfeni

identifikacni schopnosti McCRAPD
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13-CAAL3-05
11-CAAL-39
11-CAAL2-08
13-CAAL3-08
13-CAAL3-22
13-CAAL3-10
13-CAAL3-06
13-CAAL3-16
13-CAAL3-11
11-CAAL-40
13-CAAL3-01
11-CAAL2-03
13-CAAL3-07
13-CAGU3-01 — CAAL
13-CAAL3-18
13-CAAL3-21
11-CAAL2-40
13-CAAL3-14
13-CAAL3-09
13-CAAL3-13
11-CAAL2-38
11-CAGU2-26 — CAAL
13-CAAL3-17
11-CAAL2-01
11-CAAL-38
13-CAAL3-04
11-CAAL2-36
13-CAAL3-15
13-CAAL3-03
13-CATR9-09 — CAAL
11-CAAL2-39
13-CAAL3-02
11-CAAL2-37
13-CAAL3-12
13-CAAL3-20
11-CAAL2-10
11-CAAL2-09
CCY 29-3-32
ATCC 76615
11-CAAL2-07
11-CAAL2-05
11-CAAL2-06
13-CAAL3-23
13-CAAL3-19
13-CAGL2-23
13-CAGL2-10
13-CAGL2-24
13-CAGL2-18
13-CAGL2-01
13-CAGL2-11
13-CAGL2-09
13-CAGL2-15
13-CAGL2-14
13-CAGL2-27
13-CAGL2-12
11-CAGL-34
11-CAGL-33
11-CAGL-37
13-CAGL2-16
13-CAGL2-06
11-CAGL-36
11-CAGL-31
13-CAGL2-25
13-CAGL2-17
13-CAGL2-04
13-CAGL2-07
11-CAGL-38
13-CAGL2-22
13-CAGL2-05
13-CAGL2-26
13-CAGL2-03
13-CAGL2-21
11-CAGL-40
13-CAGL2-08
11-CAGL-30
11-CAGL-39
11-CAGL-32
13-CAGL2-13
13-CAGL2-19
13-CAGL2-20
13-CAGL2-02
ATCC 90080
13-CAGL2-28
11-CAGL-35
13-CAPAT-16
13-CAPAT-19
13-CAPAT7-22
13-CAPAT7-12
13-CAPAT-10
13-CAKR2-35 — CAPA
13-CAPAT7-21
13-CAPAT7-36
13-CAPAT-13
13-CAPAT-03
13-CAPAT7-37
13-CAPAT7-33
13-CAPAT-17
13-CAPAT-06
13-CAPAT-02
13-CAPAT7-28
13-CAPAT-05
13-CAPAT-32
13-CAPAT-25
13-CAPAT-24
CCY 29-20-8
ATCC 90018
13-CAPAT7-35
13-CAPAT-04
13-CAPAT-30
13-CAPAT-07
13-CAPA7-31
13-CAPAT-08
13-CAPAT-09
13-CAPAT7-01
13-CAPAT-15
13-CAPAT-29
13-CAPAT-14
13-CAPAT7-20
13-CAPAT7-34
13-CAPAT-38
13-CAPAT-23
13-CATR9-32 — CAPA
CCY 29-6-4
CCY 29-6-7
11-CAPE2-36
CCY 29-6-8
11-CAKR-07
13-CAKR2-24
13-CAKR2-30
11-CAKR-08
13-CAKR2-29
13-CAKR2-33
11-CAKR-04
11-CAKR-12
11-CAKR-11
13-CAKR2-31
13-CAKR2-25
13-CAKR2-10
13-CAKR2-17
11-CAKR-24
13-CAKR2-23
13-CAKR2-19
11-CAKR-10
13-CAKR2-34
CCY 29-9-17
13-CAKR2-32
13-CAKR2-18
13-CAKR2-27
11-CAKR-06
13-CAKR2-09
13-CAKR2-20
11-CAKR-03
13-CAKR2-13
13-CAKR2-11
13-CAKR2-16
13-CAKR2-22
13-CAKR2-14
13-CAKR2-26
13-CAKR2-15
13-CAKR2-12
CCY 26-20-21 4=
11-CAKR-05
13-CAKR2-28
11-CAPE2-35 — CAKR
ATCC 90878
13-CAKR2-21
13-CAPE3-11
13-CAPE3-05
13-CAPE3-09
13-CAPE3-08
13-CAPE3-06
13-CAPE3-10
13-CAPE3-04
13-CAPE3-02
13-CAPE3-03
11-CAPE2-40
11-CAPE2-37
11-CAPE2-39
13-CAPE3-07
13-CAPE3-01
1-CAGU2-27 4=
13-CATR8-28
13-CATR9-17
13-CATR9-20
13-CATR9-02
13-CATR9-14
13-CATR9-13
13-CATR9-08
13-CATR9-15
13-CATR9-35
13-CATR9-37
13-CATR9-05
13-CATR9-28
13-CATR9-27
13-CATR9-34
13-CATR9-25
13-CATR9-21
11-CATR-17
13-CATR9-26
CCY 29-7-12
13-CATR9-01
13-CATR9-06
13-CATR9-04
13-SACE3-07 — CATR
13-CATR9-19
13-CATR9-07
13-CATR9-22
13-CATR9-16
13-CATR9-36
13-CATR9-29
13-CATR9-11
13-CATR9-10
13-CATR9-18
13-CATR9-12
11-CATR-36
13-CATR9-31
13-CATR9-24
13-CATR9-03
13-CATR9-23
13-CATR9-33
13-CATR9-30
13-SACE3-19
11-SACE2-40
13-SACE3-14
13-SACE3-25
13-SACE3-22
13-SACE3-15
13-SACE3-04
13-SACE3-02
13-SACE3-03
13-SACE3-05
11-SACE2-38
13-SACE3-17
13-SACE3-35
13-SACE3-27
13-SACE3-29
13-SACE3-10
13-SACE3-08
13-SACE3-20
11-CAGU2-25 — SACE
13-SACE3-33
13-SACE3-06
13-SACE3-09
11-SACE2-39
13-SACE3-37
13-SACE3-30
13-SACE3-12
13-SACE3-28
13-SACE3-18
13-SACE3-34
13-SACE3-36
13-SACE3-31
13-SACE3-24
13-SACE3-32
13-SACE3-16
13-SACE3-11
13-SACE3-13
13-SACE3-23
13-SACE3-21
13-SACE3-01
13-CAPA7-27 — CAME
13-CAPAT7-18 — CAME
13-CAPAT7-11 — CAME
13-CAPA7-26 — CAME
13-CALU3-12
13-CALU3-05
13-CALU3-06
13-SACE3-26 — CALU
13-CALU3-10
13-CALU3-14
13-CALU3-09
11-CALU2-36
11-CALU2-29
13-CALU3-07
13-CALU3-23
13-CALU3-11
11-CALU2-35
11-CALU2-37
13-CALU3-02
13-CALU3-24
11-CALU2-33
11-CALU2-30
13-CALU3-04
13-CALU3-01
13-CALU3-21
13-CALU3-27
11-CALU2-39
13-CALU3-25
13-CALU3-20
13-CALU3-15
CCY 29-59-1
13-CALU3-22
13-CALU3-19
11-CALU2-40
11-CALU2-34
13-CALU3-26
13-CALU3-13
13-CALU3-08
13-CALU3-18
13-CALU3-17
11-CALU2-31
11-CALU2-38
13-CALU3-16
13-CALU3-03
11-CALU2-32
11-CAGU2-32
11-CAGU2-33
11-CAGU2-28
11-CAGU2-37
11-CAGU2-36
11-CAGU2-23
11-CAGU2-34
11-CAGU2-31
11-CAGU2-40
11-CAGU2-30
11-CAGU2-35
11-CAGU2-29
11-CAGU2-24
11-CAGU2-22
11-CAGU2-20
11-CAGU2-21
11-CAGU2-39
11-CAGU2-38



Priloha E.1 — Prumérné derivované kfivky tani jednotlivych druhd/genotypl ziskané

McRAPD analyzou

C. albicans genotyp A

C. albicans genotyp B
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Priloha E.2

C. krusei genotyp C C. tropicalis genotyp A
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Priloha E.3

C. metapsilosis C. lusitaniae genotyp A
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5 0 20
|-_|?- 15 + 5 15 -
10 + "-'?' 10 -
5 5 -
0 T T O - :
Teplota (°C) Teplota (°C)
C. lusitaniae genotyp B C. lusitaniae genotyp C
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Priloha E.4
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C. pelliculosa
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Priloha F.1 — Primérné teploty tani odectené z pikd derivovanych kfivek tani jednotlivych

druhd/genotypl
Primeérna teplota tani+SD ( °C)
Druh Genotyp | Rozhodné piky gil:(;rakterlstlcke Mozné piky
82.9+0.32
80.0+0.44
A 86.0+0.22 83.9+0.27
82.0+0.31
87.6+0.11
85.3+0.17
Candida albicans B 84.1£0.10 79.91£0.06
87.6+0.12
82.0+0.18
79.8+0.36
C 86.0+0.34 82.6+0.30
83.9+0.29
87.6+0.05
A 82.7+0.27 85.0+0.33
78.910.24
Candida tropicalis B 8274023
84.8+0.50
83.01£0.19
Candida parapsilosis 84.1+0.19 81.9+0.12
86.6+0.11
81.2+0.37
Candida metapsilosis 79.5+0.17
83.8+0.12
82.1+0.26 87.1+0.18
Candida glabrata 83.7+0.23
85.3+0.22 89.0+0.36
78.6+0.19
85.5+0.19
A 82.8+0.29
87.6+0.19
89.2+0.12
78.6+0.16
Candida krusei B 83.0+0.22 83.9+0.11
85.5+0.18
82.9+0.25
85.5+0.06
C 78.4+0.07
87.7+£0.10
89.1+0.21
82.4+0.12 85.6+0.11
Candida guilliermondii
84.7+0.12 86.4+0.10
83.8+0.19
Candida pelliculosa 85.01£0.16 86.0+0.09 88.3+0.24
90.2+0.16




Priloha F.2

85.4+0.17
80.4+0.28
A 86.8+0.15
82.3+0.19
89.1+0.24
80.4+0.23
85.5+0.10
B 81.6+0.19
86.9+0.08
, o 82.4+0.19
Candida lusitaniae 80.7+0.13
83.9+0.13
C
85.7+0.10
87.0+£0.09
79.0+0.14
D 85.2+0.06
82.8+0.15
Sacch o A 85.1+0.09
accharomyces cerevisiae B 84.940.16 82.8+0.20




Pfiloha G — PFiklad vizualniho hodnoceni podobnosti derivovanych kfivek
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Obr. G-1 — Vizualni hodnoceni derivovanych kfivek tani pro ucely druhové identifikace
Vynosy derivovanych kfivek tani ziskané se vSemi kmeny 9 vybranych druhut/genotypd,
které maiji ilustrovat princip vizualniho hodnoceni. Kfivka heznamého testovaného izolatu
je vynesena jako tlustSi Cervena Cara, kdezto kfivky ostatnich kmend jsou vyneseny
tenkymi modrymi Carami. (A) C. albicans genotyp A, (B) C. albicans genotyp B, (C)
C. albicans genotyp C, (D) C. glabrata, (E) C. parapsilosis, (F) C. pelliculosa, (G) C. krusei
genotyp A, (H) C. krusei genotyp B, (I) C. krusei genotyp C.



Priloha H — Soubor
metody McRAPD

izolatll C. albicans pro ovéreni vnitrodruhové typizaéni schopnosti

Datum odbéru Cislo izolatu Typ materialu Karyotyp
28.1.2000 3000 moc-katetr A
3.2.2000 347 mo¢- stfedni proud A
7.2.2000 760 moc-katetr A
9.2.2000 1125 Spicka katetru C1
14.2.2000 1514 moc¢- katetr A
14.2.2000 1527 stolice D
21.2.2000 2402 moc¢- katetr A
4.3.2000 558 hnis D
10.3.2000 1284 moc¢- katetr A
10.4.2000 811 stolice E
13.4.2000 1161 moc- stfedni proud A
18.6.2000 1580 mo¢- stfedni proud A
31.7.2000 2819-1 mo¢- stfedni proud AR
7.8.2000 577 mo¢- stfedni proud B
21.8.2000 2011-1 mo¢- stfedni proud A
4.9.2000 256 mo¢- stfedni proud A
18.9.2000 1509 mo¢- stfedni proud A
2.10.2000 143 mo¢- stfedni proud A
14.10.2000 1224 mo¢- stfedni proud A
3.11.2000 231-2 moc- stfedni proud A
24.11.2000 2381 mo¢- stfedni proud A
24.12.2000 2236 stolice A nebo B
24.12.2000 2290 mo¢- stfedni proud A
20.1.2001 1887-1 mo¢- stfedni proud A
5.2.2001 413-1 moc¢- stfedni proud A
2.4.2001 132-1 mo¢- stfedni proud AR
2.4.2001 132-2 mo¢- stfedni proud C2
18.4.2001 1850-1 mo¢- stfedni proud A
1.5.2001 171 mo¢- stfedni proud A
16.5.2001 1490 mo¢- stfedni proud A
22.5.2001 2120 mo¢- stfedni proud B
10.7.2001 1066-1 mo¢- stfedni proud B
10.7.2001 1066-2 mo¢- stfedni proud A
24.8.2001 2303 mo¢- stfedni proud C1
4.9.2001 334 mo¢- stfedni proud C1
6.9.2001 575 mo¢- stfedni proud C1
20.9.2001 1965 mo¢- stfedni proud C1
11.10.2001 1130 mo¢- stfedni proud A
23.2.2002 2335 mo¢- stfedni proud A




Priloha | — Karyotypy souboru izolatll C. albicans odebranych od pacienta s VATER

syndromem v prubéhu dvou let

Karyotyp [ M A AR B C1 C2 D E
Velikost (Mb) A* AR1 BR
3.13 . | | | . | . | . | . | . |
2.10
2.35 . | | | . | . | . | . | . |
1.81 . | | | . | . | . | . | . |
1.66
1.37
1.05 — — N T— — — —

A* — nejmensi chromozom je silngjsi nez u karyotypu A

AR1 —jina poloha R chromozomu neZ u karyotypu AR



Priloha J — Pfiklad kombinované identifikace automatizovanou metodou McRAPD po

predbézné identifikaci na CHROMagaru

[3-5ACE3-35
[3-ZACE3-32
I3-SACE3-25
[3-5ACES-04
[3-2ACE3-05
[3-SACE3-25
[3-5ACE3-35
[3-SACE3-16

[3-2ACE3-15
SACEA
[3-5ACE3-30
N-SACEZ-35
[3-SACE3-13
[3-5ACE3-11
[3-SACES-8
[3-SACE3-31
—)—

CCY 26-20-2
[3-5ACE3-01

13-SACE3-02
_|_|: |3-SACEZ-03

I3-SACE3-12
N -SACE2-40
13-SACE3-19
|3-SACE3-22
|3-SACES-06
|3-SACE3-36
SACEB
H-SACE2-39
I3-SACE3-34

[3-ZACE3-37

[3-SACE3-20

[3-5ACE3-14

| [3-2ACE3-23
e [3-SACES-18
I3-3ACE3-29

————————— [3-3ACE3-24
—_—  [3-5ACE3-08

[3-SACE3-21
4|—|: B-SACE3-27

[3-SACE3-17
[3-CAGL2-12
[3-3ACE3-10
[3-CAGLZ-18
H-CAGL-39
[3-CAGL2-24
[3-CAGLZ-20
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Obr. J-1 — Priklad zjednoduSené automatizované identifikace po prfedbézné identifikaci na
CHROMagaru s izolaty S. cerevisiae ( ) a C. glabrata ( ). Dendrogram byl sestaven na
zakladé podobnosti kfivek tani ziskanych metodou McRAPD, byly zafazeny i primérné kfivky tani
danych druhu/genotypt (SACE A, SACE B a CAGL).
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