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Abstrakt

Metoda hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za piitomnosti
matrice s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) vyuziva techniku tzv. m¢kké
ionizace. Jednd se o rychle a stdle se rozvijejici metodu, jenZ naSla uplatnéni pro
analyzu proteind, glykoproteinii, nukleovych kyselin, lipidi a vysokomolekuldrnich i
nizkomolekularnich latek. Priilom pfinesla tato metoda do rutinnich mikrobiologickych
laboratoii. Pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je mozné provadét
identifikaci aerobnich i anaerobnich bakterii, kvasinek, mykobakterii, ale téZ urcit rod a
druh vldknitych mikromycet. Kromé¢ identifikace mikroorganisma je mozné detekovat
mechanizmy antibiotické rezistence bakterii (naptf. B-laktamdz zodpovédnych za
inaktivaci B-laktamovych antibiotik).

Jednd se o snadno pouzitelnou metodu identifikace, presnéjsi, rychlejsi a
ndkladové efektivn€j$i neZ dosud vyuZivané biochemické testy a srovndni
makroskopického a mikroskopického vzhledu. Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF
analyzuje hmotnostni spektra proteini (bakterie) a glykoproteini (houby), kterd jsou
druhové specifickd pro zkoumany a ur€ovany kmen. Uréeni kmene probihd srovndnim
ziskaného hmotnostniho spektra s referencni databazi spekter.

V obdobi od ledna 2013 do tnora 2014 bylo v ramci praktické ¢asti vySetfeno
114 izolath vlaknitych hub, pficemz 80 kment zachycenych jako ptivodci povrchovych
mykoéz a 34 kmenti jako plivodci systémovych a orgdnovych mykéz. VSech 114 vzorkt
bylo urceno jak klasickymi metodami identifikace, tak i pomoci MALDI TOF MS.
Vybrana skupina izolati byla porovndna s molekuldarné genetickymi metodami (PCR)
s naslednou sekvenci amplikonu.

MALDI TOF hmotnostni spektrometrie je jednoduchou metodou pro identifikaci
bakterii. Pfi testovani vldknitych mikromycet je kladen hlavni diraz na fazi pfipravy
vzorku pred samotnym testovanim, bylo odzkouSeno né€kolik pracovnich postupli

jejichz uspésnost je shrnuta v této bakalaiské praci.

Klicova slova: vlaknité houby, identifikace, MALDI TOF hmotnostni spektrometrie



Abstract

The method of mass spectrometry with laser desorption / ionization time of
flight in the presence of the matrix analyzer ( MALDI-TOF MS ) is using a technique
called soft ionization. This is a fast and ever-evolving method, which has found
application for the analysis of proteins, glycoproteins, nucleic acids, lipids and high
molecular weight and low molecular weight substances. This method has brought
inovation to the routine microbiology laboratories. MALDI-TOF mass spectrometry can
be used for identification aerobic and anaerobic bacteria, yeast, mycobacteria, but also
to determine the genus and species of filamentous fungi. Except identification of
microorganisms, is possible to detect the mechanisms of antibiotic resistance in bacteria
(e.g., B - lactamases ability for the inactivation of B - lactam antibiotics ).

MALDI TOF MS is an easy to use method more accurate, faster and more cost
efficient than commonly used biochemical tests and comparing macroscopic and
microscopic appearance. Mass spectrometry MALDI TOF generate mass spectra of
proteins (bacteria) and glycoproteins (fungi), which are species -specific for
identification of strain. Identification of the strain by comparing the obtained mass
spectra with reference spectra databases .

In the period from January 2013 to February 2014 were in the practical part
examined 114 isolates of filamentous fungi, 80 strains as agent of a superficial mycoses
and 34 strains as agents of systemic and organ fungal infections. All 114 samples were
determined by conventional methods and also were identified by MALDI TOF MS. The
selected group of isolates was compared to molecular genetic methods (PCR) followed
by the sequence of the amplicon. MALDI TOF mass spectrometry is a method for easily
identifying bacteria. During testing of filamentous fungi is a main importance on the
stage of preparation of the sample before testing. It was tried several

workflows whose success is summarized in this thesis.

Keywords: filamentous fungi, identification, MALDI TOF mass spectrometry
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Uvod
MALDI TOF hmotnostni spektrometrie se v laboratorni praxi jiz rutin€ vyuziva

k identifikaci bakterii a kvasinek, tuto metodu lze vyuZit i k identifikaci mykobakterii a

vldknitych hub.

Néplni a cilem mé bakaldiské price je zavedeni metodiky do rutinni praxe
v laboratofi, srovndni této metody s vysledky ziskanymi klasickou identifikaci
vldknitych hub a rovnéz srovndni této metodiky s metodou sekvenace genomu

vldknitych hub.

Vivodni teoretické casti mé bakalarské prace se vénuji zdkladnim
charakteristikdm vldknitych hub, jejich zdkladnimu rozd¢leni, taxonomii, stavbé buiiky,
zivotnimu cyklu a rozmnozovani. Dal$i ndplni mé prace jsou metody kultivace a
metody identifikace vldknitych mikromycet (klasickd identifikace, metody prukazu

mykotické DNA, princip MALDI-TOF MS a sloZeni hmotnostniho spektrometru).

V praktické ¢asti jsem se zaméfila na samotné zpracovani kmeni vldknitych
mikromycet, jejich extrakci a nasledné méteni za pouziti MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru microflex™ series znadky Bruker Daltonic. Dile potom na vyhodnoceni
vysledkii méfeni hmotnostnim spektrometrem a srovndni téchto vysledkl s ostatnimi

moznostmi identifikace.



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Obecna charakteristika hub

Jednd se o organizmy eukaryotni, které byly nejprve fazeny mezi rostliny, v
soucasnosti vytvaieji vlastni 1i§i houby neboli fungi. VétSinou se jednd o saprofyty a
parazity, protoZe nejsou schopné fotosyntézy nebot’ neobsahuji chlorofyl. Vyvolavaji
infekce v zdvislosti na imunitnim stavu organismu, tzn. v pfipadé¢ sniZené
obranyschopnosti organismu, mluvime tak o oportunnich patogenech. Dle morfologie
rozeznavame dve¢, potazmo tii zdkladni skupiny: kvasinky, vldknité houby a dimorfni

houby. (Votava a kol., 2010)

1.2 Zakladni morfologické rozdéleni hub

1.2.1 Kvasinky

Mikroorganismy vétSinou ovalného nebo kulatého tvaru, rozmnozuji se pucenim.
Né&které druhy kvasinek jsou schopné vytvéret tzv. pseudomycelia, coZ jsou protdhlé
kvasinkové buniky vyrazné piipominajici hyfy vlaknité houby. Pseudomycelium
umoziiuje kvasinkdm lepsi prichod tkani a tudiz vysSsi patogenitu. Na Sabouraudové
agaru rostou vétSinou jako bilé nebo krémové kolonie rtizného vzhledu napt. hladké,
drsné, lesklé nebo matné atd. NejCastéjSim patogenem ze skupiny kvasinek je rod

Candida konkrétn¢ druh Candida albicans (Larone, 1995).

Obr. 1: Tlustraéni obrézek izolace kvasinky Candida albicans (Ustav mikrobiologie FN Plze)
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1.2.2 Vidknité houby

Tyto houby jsou na rozdil od kvasinek tvofeny vldkny (hyfami). Hyfy se déli na:
¢ vegetativni (tyto hyfy ukotvuji houbu v substritu, ve tkdni nebo v agaru)
¢ vzdusné ( tyto hyfy jsou nositeli struktur odpovédnych za rozmnoZovéani).

Cely soubor hyf se nazyva mycelium (Votava a kol., 2003).

Obr. 2: Tlustracni obrazek kolonie vlaknité houby

1.2.3 Dimorfni houby

Dimorfni houby jsou skupinou, kterd s ohledem na kultivacni teplotu a podminky
roste, bud’ jako kvasinka (kultivace pfi teploté¢ 37°C) nebo jako vldknitd houba
(kultivace pii teplot¢ 25-30°C). Mezi dimorfni houby fadime napiiklad druh
Histoplasma capsulatum nebo Blastomyces dermatitidis. V ptipad¢ vyskytu téchto
druhti se vzdy jedné o jasného patogena. V Ceské republice se b&zné nevyskytuji, ale
mohou byt importované z ciziny (Larone, 1995). V ramci rutinniho vySetfovéani se
kultivace téchto hub béZné¢ neprovadi, prokazuje se antigen nebo se stanovuje titr

protilatek serologicky.

1.3 Taxonomie hub

Usporddani vlaknitych hub do hierarchického systému je velmi komplikované.
Vldknité houby jsou schopny ménit pohlavni (teleomorfa) a nepohlavni (anamorfa)
stadia a velkym problémem pfi taxonomickém zafazeni vldknitych mikromycet je, Ze

anamorfni stddium je vzhledové naprosto odlisné od teleomorfniho. Velmi Casto se
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v taxonomii vyskytuji dvé€ riznd jména vlaknitych hub majici odliSny vzhled, pfitom se

jednd o dvé stddia jedné vldknité mikromycety. U nékterych hub je kjednomu

teleomorfnimu stadiu pfifazeno vice anamorf, rovnéz existuji houby, u kterych pohlavni

stadium (teleomorfa) zatim nebylo popsano.To vSe pfispivd k faktu, zZe komplexni

taxonomie hub stdle jeSt€¢ nebyla vytvofena a stale se vyviji — hlavné za prispéni

molekuldrné genetickych metod. (Votava, 2003) Nasledujici ptehled neni kompletni s

ohledem na velké mnoZstvi skupin, rodi a druhti. Nésledujici piehled dava predstavu

orienta¢ni a pouze o rozdéleni lékaisky vyznamnych mikromycet (Tab. 1) (De Hoog,

2000), (Votava, 2010).

Tab. 1: Prehled taxonomie klinicky vyznamnych vldknitych hub.

RiSe Oddéleni Ttida Rad Rod
Eumycota | Chytridiomycota
(Pravé Mucor
houby) Mucorales Rizomucor
Rizopus
Zygomycota Absidia
(Sp4jivé houby) Mortierellacae Mortierella
Entomophtorales Basidiobolus
Conidiobolus
Archiascomycetes Pneumocystis
Hemiascomycetes Candida
Geotrichum
Ascomycota Microsporum
(Vieckovytrusné Trichophyton
Euascomycetes Onygenales | Epidermophyton
houby)
Blastomyces
Histoplasma
Coccidoides
Eurotiales Aspergillus
Penicillium
Basidiomycota
(Stopkovytrusné
houby)
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1.4 Stavba buiiky vlaknitych mikromycet

Stavba eukaryotické buiiky hub je odliSnd od bunék ZivociSnych a rostlinnych.
Rozdil je napiiklad ve sloZeni bund¢né stény. Zivolisné buiiky sténu nemaji, u
rostlinnych bunék je tvofena celulézou a houby maji ve sténé obsaZeny hlavné
polysacharidy (mannany, galaktomannany, glukany, chitin a chitosan). Mannan,
galaktomannan a glukan jsou vyuZzivany pfedevSim k laboratorni diagnostice, napf.
stanoveni aspergillového galactomannanu metodou ELISA pii diagnostice invazivni
aspergilézy. Dalsi odliSnosti, je pifitomnost steroli v cytoplasmatické membrané
vldknitych hub, jejichz blokovani se vyuziva napiiklad pfi antimykotické 1é¢bé (Votava,

2010), (De Hoog, 2000).

1.5 Zivotni cyklus hub

RozliSujeme dvé stddia Zivotniho cyklu: pohlavni (teleomorfni) a nepohlavni
(anamorfni). VétSina hub se mize vyskytovat v obou forméch, vZdy Casové odd€lené v
zavislosti na podminkdch prostiedi (Tab. 2).

Pohlavni rozmnoZovéni je béZzny zplsob rozmnozovani u vétsiny druhd vldknitych
hub. Probihd meiézou neboli redukénim délenim a vytvéieji se spory (vytrusy).

Pfi nepohlavnim rozmnoZovani nedochdzi k tvorbé pohlavnich bunék. Tento
zpusob probihd mit6zou a vytvareji se konidie. RozliSujeme nékolik zplisobli uloZeni
konidii napf. konidie volné uloZené na myceliu, umisténé na nosi¢i nebo uloZené v
pouzdie. Toto uloZeni konidii vytvari charakteristicky obraz jednotlivych vldknitych

hub a vyuziva se k identifikaci (Votava, 2010), (De Hoog, 2000).

Tab.2: Ukazka rozdilnosti ndzvoslovi a existence pohlavniho a nepohlavniho stddia u n¢kterych

druhti vldknitych hub.

Anamorfa Teleomorfa
Microsporum canis Arthroderma otae
Aspergillus nidulans Emericela nidulans
Aspergillus fumigatus Neni popsdna
Neni popsana Mucor circnelloides
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1.6 Klinicky vyznamné vlaknité houby

Vldknité houby, které napadaji ¢lovéka a jsou schopné vyvolat u néj onemocnéni
fadime do skupiny Iékaisky vyznamnych. Je nutné pocitat s tim, Ze vétSina vldknitych
mikromycet mé ubikviterni vyskyt a v pifirod¢ se vétSinou vyskytuji ve formé spér. Je
na rozhodnuti 1ékate posoudit dle klinickych pfiznaki, zda kultivacni ndlez vlaknité
houby je kontaminace ze zevniho prostiedi nebo se jednd o plvodce onemocnéni
(Larone, 1995). Vldknité houby mohou vyvoldvat zdvaznd onemocnéni nebo zdvazné
komplikace u imunokompromitovanych pacienti (hematologickd nadorova
onemocnéni, infekce HIV, transplantace, autoimunitni choroby, dlouhodobé
hospitalizovani). Dal§i moZnosti ndkazy je import zavaznych mykotickych agens pfi
pobytu v cizin¢ (Votava, 2003).

RozliSujeme Ctyii zdkladni skupiny klinicky vyznamnych mikromycet:

¢ Dermatofyta

e Hyfomycety (hyalinni formy)

e Hyfomycety (dematiace formy)

e Zygomycety

1.6.1 Dermatofyta

Tato skupina vldknitych hub se vyznacuje velmi dlouhou dobou kultivace, optimalné
mezi 3 aZ 6 tydny. Dermatofyta jsou mikromycety, které rozkladaji keratin a vyuZzivaji
ho ke svému ristu. Nékdy mohou byt oznacovany téZ jako keratofilni houby. Podle
zpuisobu ptrenosu ndkazy je miZzeme rozdélit na:

¢ Antropofilni pfenos z ¢lovéka na ¢loveka - napt. Trichophyton rubrum

e Geofilni pfenos z pudy na ¢loveka - napt. Microsporum gypseum

e Zoofilni ptenos ze zvitat na ¢lovéka - napt. Microsporum canis (pes, kocka)
Dermatofyta patii do skupiny vieckovytrusnych hub a Ize je rozdé¢lit do tif anamorfnich
rodt: Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton

Vev s

Jsou nejcastéjSimi patogeny povrchovych mykéz (Hubka, 2012), (Larone, 1995).
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Obr.3: Mikroskopicky obraz Trichophyton mentagrophytes v laktofenolovém preparatu (Ustav
mikrobiologie FN Plzet)

Obr. 4: Mikroskopicky obraz Epidermophyton floccosum v laktofenolovém preparétu (Ustav
mikrobiologie FN Plzei)

Obr. 5: Mikroskopicky obraz Microsporum canis v laktofenolovém preparétu. (Ustav
mikrobiologie FN Plzen)

Ostatni druhy vlaknitych hub ze skupin hyfomycet a zygomycet jsou zpravidla

odpovédné za systémova a orgdnovd onemocnéni, ¢asto u pacientdl s imunodeficitem.



1.6.2 Hyfomycety (septované hyalinni formy)

Hyalinni hyfomycety jsou skupina vldknitych hub, majici septovand vldkna.
Povrch kolonie miiZe byt od bezbarvého az po rizné zbarveny (Obr.6). Primérnd doba
kultivace se pohybuje okolo 3 aZz 5 dnl. VétSina hub z této skupiny je fazena mezi
oportunni patogeny, ale naptiklad Coccidoides imitis zatazeny téZz do této skupiny je
jasnym patogenem (Larone, 1995). N¢cktefi zastupci této kategorie: Acremonium,
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Scopulariopsis (De Hoog, 2000).
jeho druh Aspergillus fumigatus. N&které druhy hyalinnich hyphomycet jsou schopny
produkovat mykotoxiny napt. aflatoxin produkovany druhem Aspergillus flavus, dile

potom ochratoxin produkovany druhem Aspergillus ochraceus (Votava, 2003).

£,

Obr. 6: Makroskopicky vzhled jednotlivych kolonii hyalinnich hyfomycet. a), Aspergillus
flavus. b), Aspergillus niger. c), Aspergillus tereus. d), Penicilium species. €), Acremonium

species f), Fusarium species. (Ustav mikrobiologie FN Plzef)
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Obr. 7: Mikroskopicky a makroskopicky obraz Aspergillus fumigatus. (Ustav mikrobiologie
FN Plzen)

1.6.3 Hyfomycety (pigmentované dematiace formy)

Tato skupina vldknitych mikromycet roste v tmave hnédych, zeleno-Cernych, nebo
cernych koloniich, diky pigmentu melaninu, ktery je obsazen v jejich bunécné sténc.
Doba kultivace se pohybuje stejné jako u hyalinich hyphomycet od 3 do 5 dnti. N&kteti
zastupci této kategorie jsou: Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium (Larone, 1995),

(De Hoog a kol., 2000).

1.6.4 Zygomycety

Zygomycety jsou skupinou rychle rostoucich hub, vyznacujici se vétSinou Sir§imi,
neseptovanymi  vladkny. Optimdlni doba kultivace je 1-2 dny, ale jiZz po nékolika
hodinéch je patrny ndriist. Tvoii sporangia, coZ jsou vacky naplnéné sporami a po jejich
prasknuti dochdzi k uvolnéni spor do okoli (Obr. 8). N&ktefi. zastupci z této kategorie

jsou: Mucor, Absidia, Rhizomucor, Rhizopus (Larone, 1995),(De Hoog a kol., 2000).
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Obr. 8: Mikroskopicky vzhled zygomycety. (Ustav mikrobiologie FN Plzeft)

1.7 Onemocnéni vyvolana vlaknitymi houbami

V lidském organismu mohou vldknité mikromycety vyvoldvat jednak infekce,
rovnéZ mohou pusobit jako alergen (napf. astma, sennd ryma) a produkci toxinii mohou
vyvolat otravy (napf. kontaminace potravin aflatoxiny) (Votava a kol, 2003).

Infekéni onemocnéni (mykézy) vyvolané vldknitymi mikromycetami miZeme
déle rozdélit na povrchové, orgdnové a systémové. Toto rozdéleni je velmi dileZité pro
odbér materidlu, zpracovéni, kultivaci a posléze i identifikaci izoldtu vldknité

mikromycety.

1.7.1 Povrchové mykozy

Onemocnéni postihuje hlavné kiiZi, nehty ale i vousy a vlasy. Hlavnimi patogeny
jsou v téchto ptipadech keratofilni mikromycety (Epidermophyton, Microsporum a
Trichophyton), vyvoldavajici na kiiZi tineu a na nehtech onychomykézu. LoZiska se
obvykle vytvareji na vlhkych, Spatné vétratelnych mistech lidského téla, napt. meziprsti
a nehty dolnich koncetin, podpazi, tiisla a u Zen pod prsy. Nalez dermatofyta u
povrchovych mykéz se rovnd urceni plvodce infekce. Pfi ndlezu hyfomycet a
zygomycet se velmi Casto jednd o kontaminaci z prostfedi (Fragner, 1990). Nejcastéji se
vyskytujicim a nejcastéji izolovanym patogenem povrchovych mykéz je Trichophyton

rubrum (Hubka a Mallatova, 2012).
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1.7.2 Orgdnové mykozy

Mykotické infekce oportunniho charakteru, které Casto postihuji plice, ledviny,
srdce, centrdlni nervovou soustavu a gastrointestindlni trakt. Patogenem jsou Casto
kvasinky, ale mize jim byt stejn¢ tak i vldknitd houba. Napiiklad rhinocerebrélni a
plicni mykézy, nebo osidlovani popélenin zpisobené zygomycetami. DalSim typickym
ptikladem je druh Aspergillus fumigatus, vyvolavajici plicni aspergilézu a rtzné
lokalizované abscesy. Aspergillus flavus Casto zpisobuje zanéty zevniho zvukovodu

atd. (Votava a kol., 2003).

1.7.3 Systémové mykozy

Jsou zdvaznd septickd onemocnéni, vznikajici rozsevem orgdnové mykozy a

tvorbou loZisek v dalSich organech a tkdnich lidského téla (Votava a kol., 2003).

1.8 Odbér materialu pro mykologické vySetreni

Material odebrany pro mykologické vysetieni se 1iSi podle predpokladané
lokalizace. Jiny druh materidlu a zptisob odbéru se provadi u podezieni na povrchové
mykozy i spektrum ocekdvanych nélezii je odlisné od piipadii myko6z orgdnovych nebo

systémovych.

1.8.1 Odbér materidlu pii podezieni na povrchové mykozy

Materidl zasilany do mykologické laboratofe pii podezieni na povrchovou
mykézu jsou nehty, chlupy, vlasy, vousy a samoziejmé koZzni Supiny se specifikaci
umisténi loZiska. Pfi odbéru tohoto materidlu je potieba material ziskat z rozhrani mezi
zdravou a postizenou tkdni, nebot’ mykotickd infekce se S$ifi paprskovit¢ od mista
vzniku. LoZisko md vétSinou kruhovy tvar a pravé na rozhrani mezi zdravou a
postizenou tkani je nejvySsi pravdépodobnost pozitivniho kultivacniho nalezu. Spravné
provedeny odbér tudiZ velmi vyrazné€ ovliviiuje vysledek vySetieni. SeSkrab se provadi

do sterilni nddoby (Petriho miska, zkumavka) po pfedchozi dekontaminaci loZiska

19



70% etanolem, tim dochdzi k odstranéni piipadnych kontaminantd (Skotepova, 2008)

(Fragner, 1990).

1.8.2 Odbér materidlu pii podezieni na systémové a orgdnové mykozy

Odbér se provadi obdobné, jako v piipadé odbéru materidlu pro bakteriologické
vysetieni. Stéry nebo tekuty materidl odebrany do sterilni nddobky za aseptickych
podminek. BéZné zasilanym materidlem jsou: stéry z ran, sliznic (krk, nos, dutina dstni,
jazyk, stér z rekta), sputum, broncho-alveoldrni lavdz, punktity, mozkomis$ni mok, mo¢

atd. (Votava a kol., 2010).

1.9 Zpracovani a kultivace materialu

Zpracovani a naslednd kultivace v laboratofi je opét odlisSnd, nebot’ kultiva¢ni
naroky jednotlivych skupin vldknitych hub jsou vyrazné rozdilné. Hlavnimi odliSnostmi
jsou napft. kultiva¢ni média, teplota a délka kultivace. Na ilustraénim obrdzku je vidét
srovndni dvou kmenil vldknitych hub — Zygomycety (Obr. 9), kterd je patogenem v

piipadech orgdnovych mykéz a dermatofytické houby (Obr.10), kterd je ptivodcem

povrchovych mykoz.

Obr. 9: Nirist zygomycety (36 hodin) pti ~ Obr.10: Nartst dermatofyta (3 tydny) pfi
Teploté 37°C (Ustav mikrobiologie FN Plzeft)  teploté 27°C (Ustav mikrobiologie FNPIzeii)
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1.9.1 Kultivace materidlu p¥i podezieni na povrchové mykaozy

1.9.1.1 Kultivace

Pfi kultivaci koZnich Supin, nehtl, vlasi atd. je materidl zpracovdn na
Sabouraudiiv (SAB) agar Sikmo vylity ve zkumavce. PouZiti Sikmo vylitého agaru ve
zkumavce zabranuje, s ohledem na dels$i dobu kultivace, rychlému vyschnuti agaru.
Materidl nanasime vpichem do agaru. Kromé obycejného ¢istého SAB agaru je moZno
pouzivat SAB agar s pfidanym antibiotikem, které potlacuje rhst gramnegativnich
ty¢inek (napf. chloramphenicol). Dal§i moZnosti je vyuziti SAB agaru s pfidanym
actidionem, ktery potlacuje rast hyfomycet, vétSinou piedstavujicich kontaminaci.
Zpracovani se pro lepsi zdchyt provadi do tfech zkumavek a takto naockované

zkumavky se inkubuji v termostatu pii teploté¢ 27°C po dobu 3 az 4 tydnii (Skotfepova,
2008) (Fragner a Hejtmének, 1990).

1.9.1.2 Mikroskopie

Soubézn¢ s kultivaci se provadi mikroskopie z nativniho prepardtu — tzv.
Louhovy preparat. Na podlozni sklicko je ddna 1 kapka 20% KOH s ptfidanym
barvivem Mykolnk (ndhrada Parkerova inkoustu, ktery se jiZ nevyrdbi). Ockovaci
jehlou je pfiddn vySetfovany materidl a toto je prekryto krycim skliCkem. Prepardt se
nechdvd ve vlhké komurce pii pokojové teploté. Mikroskopicky prepardt je moZno

hodnotit nejdiive po 40 min.

Hodnoceni kultivace se provadi po 3 tydnech porovnidnim mikroskopického a
kultivacniho ndlezu. Negativni mikroskopie a negativni kultivace znamend, Ze vysledek
je ukoncen jako negativni. Pozitivni mikroskopie a negativni kultivatni nélez
prodluZuje kultivaci o 1-2 tydny. Divodem miiZe byt pfedchozi antimykoticka 1écba.
Pozitivni mikroskopie i1 kultivace znamend pozitivni nalez. Vykultivovand vldknita
houba je izolovdna a nasledné¢ identifikovdna (Votava a kol., 2010) (Fragner a

Hejtmanek, 1990).
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1.9.2 Kultivace materidlu p¥i podezieni na systémové mykozy

1.9.2.1 Kultivace

Pii kultivaci se vzorky zpracovdvaji naoCkovanim na Sabouraudilv agar,
eventuelné na chromogenni ptiidu (pro barevné rozliSeni nékterych druhii kvasinek). Pti
podezieni na organové mykozy je pouzivan agar vylity do klasické Petriho misky,
nebot” doba kultivace je kratSi. Materidl se nandsi na agar a nerozockovava se. Moc€ se
zpracovava semikvantitativné sterilni jednordzovou klickou, kalibrovanou na 1 pl.
Materidl se inkubuje v termostatu pti 35°C, 2 — 3 dny.

Diilezité materidly jako je mozkomiSni mok, hnis z ran, apod. jsou zpracovavany
na pevné kultivatni pidy a do tekuté pomnozovaci pudy (SAB bujon). Takto
naockovany materidl se inkubuje v termostatu pii 35°C po dobu minimdlné 48 hodin,
ale dobu kultivace je mozno podle potifeby nebo ofekavani prodlouZzit.

Pfi zpracovani tekutych materidld, jako je: sputum, bronchoalveoldrni lavaz,
vypotek, mozkomisni mok, atd., se krom¢ kultivace ptipravuje téZ preparat barveny dle
Grama. Tento prepardt slouzi k prehledu o mikroskopickém sloZeni vySetfovaného

materidlu (Votava a kol., 2010).

1.9.2.2 Mikroskopie

1.9.2.2.1 Barveni dle Grama

Zakladni mikrobiologické barveni, provadéné z tekutych materidli, napi. ze
sekretu dychacich cest, punktidtu, mozkomiSniho moku atd. Toto barveni slouzi k
zékladni orientaci. Lze hodnotit pfitomnost krevnich bunck (erytrocyty, leukocyty),
pfitomnost epitelu a rovnéZ lze hodnotit pfitomnost mikroorganismii (bakterii, kvasinek
a vlaknitych hub) (Votava, 2010). V prvni fazi se fixovany prepardt barvi krystalovou
violeti, pfidd se Lugoliv roztok a vznikd komplex barviva a jédu. Nasleduje faze

odbarveni acetonem. Mikroorganismy, které si kompex barviva s jodem udrzi jsou
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grampozitivni, ty které ne jsou gramnegativni. Posledni f4zi je obarveni

karbolfuchsinem, ¢imZ se dobarvi gramnegativni mikroorganismy (Votava, 2001).

Obr. 11: Mikroskopicky vzhled kvasinky i s pseudomyceliem po obarveni Gramem (Ustav
mikrobiologie FN Plzei)

mikrobiologie FN Plzet)

1.9.2.2.2 Fluorescenéni preparat

Tato technika vyuZivd specifickou vazbu fluorescenéniho barviva na sténu
vlaknité houby. Preparét je hodnocen ve fluorescenénim mikroskopu pii vlnové délce
420 nm a takto obarvené vlaknité houby zelen¢ fluoreskuji. Nejcastéji vyuzivanym

fluorescen¢nim barvivem je Rylux (Synthesia Pardubice) (Votava, 2010).
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1.10 Stanoveni citlivosti na antimykotika

Stanoveni citlivosti na antimykotika (azoly, echinokandiny, amfotericin B) se v
béZzné rutinni mykologické laboratofi provddi pouze u pacientl se zdvazZnymi
diagnézami napf. pacienti po transplantacich orgdni atd.. Testovdni citlivosti u
patogenti povrchovych mykéz se neprovadi (s ohledem na 3 tydenni kultivaci),
pacientovi jsou poddvana lokdlni antimykotika napft. terbinafine (Lamisil), clotrimazol
(Canesten) atd. (Votava, 2001). K testovani citlivosti na antimykotika je moZné
pouZzivat metody kvalitativni, to je napf. diskovy diftizni test, av§ak v dneSni dob¢ se
vétSinou vyuzivaji metody kvantitativni. Piiklady kvantitativnich metod (stanoveni
miniméalni inhibi¢ni koncentrace MIC) jsou mikrodilu¢ni metoda nebo Etest. Typickym
a hojné¢ vyuzivanym komercné vyrobenym testem MIC je Sensititre Yeast one.
(Mallatova, 2011).

Hodnoceni vysledkil stanoveni citlivosti kvasinek na antimykotika se provadi
porovndnim s interpretaénimi kritérii CLSI (Ustav pro klinické a laboratorni standardy)
a EUCAST (Evropskd komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti). Stanoveni
citlivosti v ptipadé vlaknitych hub lze provést, nejcastéji se vyuziva Etest (Obr. 13), ale
bohuzel interpretacni kritéria nejsou ddna standardem a takto stanovené citlivosti jsou

pouze orientacni (Malldtova, 2011).

i

Obr. 13: Vysledek testovani citlivosti kmene Aspergillus fumigatu na voriconazol pomoci

Etestu
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2. Metody identifikace vlaknitych hub

Existuje n€kolik zplsobt identifikace vldknitych mikromycet. Tyto metody se
lisi hlavn¢é ptesnosti, dobou trvdni, cenou a ndro¢nosti na technické vybaveni.
NejstarSim a nejbéznéjSim zpiisobem identifikace je v mykologickych laboratofich stéle
jesté klasicky zplisob dourceni. Dalsi moznosti ureni kmene vldknité houby je
MALDI-TOF MS a nebo metoda sekvenace genomu vldknité houby. Ob¢ posledné
jmenované jsou pomérné nové metody, které vyrazné zrychluji a zpfesnuji identifikaci.

Pfi manipulaci s kmeny vlaknitych hub je nezbytné pracovat v laminarnim boxu.
Jednak z ditvodu zabranéni kontaminace vzorku vzdusnymi plisnémi. Druhym diivodem
je zabrana uniku spér ze vzorku do prostredi, tudiZ omezeni moZnosti vdechnuti spor

(Otcenasek a kol., 1990).

2.1 Klasicka metoda identifikace vlaknitych hub

Klasickd metoda identifikace je zalozena na vyhodnoceni mikroskopického a
makroskopického vzhledu vlaknité houby. Jednd se o metodu levnou a nendrocnou,
nicméné pomérné zdlouhavou. Kultivaéni fazi identifikace je potfeba prodlouZzit dokud
se nevytvoii charakteristické identifikacni znaky. Doba této fize miiZe byt, s ohledem
na druh velmi odlisnd. V pfipadé¢ zygomycet 1-3 dny, hyfomycety 3-7 dni a
dermatofyta zhruba 3 tydny (eventuelné i 6 tydnt napi. u Trichophyton violaceum)
(Skotepova, 2008) (Votava a kol., 2010). Hodnoceni mikroskopického obrazu se
provadi pomoci laktofenolového preparatu a mikrokultivace. Makroskopicky vzhled se

popisuje z izolace vlaknité houby.

2.1.1 Laktofenolovy prepardt

Slouzi k mikroskopickému ozfejméni usporadani struktur vldknité houby. Na
podlozni sklicko je kapnuta 1 kapka roztoku laktofenolu a oCkovaci jehlou je pfiddna
¢ast narostlé vlaknité houby. Toto je piekryto krycim sklickem a né€kolikrat protazeno

nad plamenem (odstranéni vzduchovych bublinek). Prepardt je prohlizen pod
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mikroskopem. Pomoci laktofenolového preparitu lze ozfejmit i narostlou
mikrokultivaci. Prenesenim kryciho sklicka z blo¢ku mikrokultivace do roztoku
laktofenolu na podloZznim sklicku (Fragner a Hejtmének, 1990) (OtfenaSek a kol.,

1990).

2.1.2 Mikrokultivace (mikrokultura)

Pti piipravé mikroskopickych preparatht muaze dojit k poskozeni
charakteristickych identifika¢nich znakii a tento problém odstranuji mikrokultivace
(Otcenasek, 1990). Ze SAB agaru jsou vyftiznuty blocky. Sterilni jehlou jsou blocky
jsou pieneseny do sterilni Petriho misky. Ockovaci jehlou je nabrdna Céast narostlé
vldknité houby a naockovan blocek z boku. Kazdy blocek je prekryt krycim sklickem
(Skotepova, 2008).

—

Obr. 14: Ilustracni obrazek narostlé mikrokultivace vlaknité houby

2.1.3 Izolace vidknité houby

Ockovaci jehlou je nabrana Céast vyrostlé vlaknité houby a tiemi vpichy je

naoCkovan SAB agar nebo na Czapkova ptuda (Skotepovd, 2008).

Izolace a mikrokultura je uloZena do vlhké komurky, uzaviena a kultivovana v
termostatu pii teploté¢ 27°C. Doba kultivace je riznd, musi se inkubovat do té doby néz,
vldknitd houba vytvoii charakteristické identifikacni znaky. Pokud vldknitd houba

konidie nevytvéii, je mozné jejich produkci podpofit kultivaci na vyzivové chudych

mediich, napt. kukufi¢ny, bramborovy nebo ryZovy agar (Otenasek, 1990).
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Obr.15: Ilustra¢ni obrazek narostlé izolace vlaknité houby

2.1.4 Hodnoceni klasické identifikace

Hodnoceni provadi zkuSeny mykolog srovnanim narostlé mikrokultivace, kde se
hodnoti hlavn¢ uspofddani struktur (postaveni konidii na konidioforu, ptitomnost nebo
nepiitomnost makrokonidii atd.) a izolace (hodnoti se povrch, okraje, spodina,
pigmentace a struktura vldknité houby). To vSe se porovndva s atlasem vldknitych hub

(Fragner a Hejtmanek, 1990), (Votava a kol., 2010).

2.2 Priikaz mykotické DNA (identifikace 18S rDNA)

Tato metoda je vyuZivana mikrobiologickymi laboratofemi v ptipadech:
¢ kdy neni mozné vykultivovat pivodce infekéniho agens z klinického
materidlu,
¢ kdy nelze urcit pivodce infekéniho agens bézn¢ dostupnymi
identifika¢nimi metodami.
Metoda 18S rDNA umoziiuje identifikaci a klasifikaci eukaryot (kvasinky a plisn¢),
oproti tomu metoda 16S rDNA sloZi k identifikaci prokaryot (bakterie). Prikaz
mykotické DNA se skldda z n€kolika postupi, které na sebe kontinudln¢ navazuji:

¢ namnoZeni genu 18S rDNA pomoci PCR (polymerdzova fetézova reakce),

kontrola PCR reakce pomoci gelové elektroforézy,

precisténi PCR produktu,

vlastni sekvenace tohoto produktu (Sangerova sekvenace),
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2.2.1 NamnoZeni genu 18S rDNA pomoci polymerdzové retézové
reakce

Reakce zacind smichdnim vyizolované DNA ze vzorku s PCR mixem. Tento
mix doddvany do reakce obsahuje deoxyribonukleozidtrifosfity, hotfecnaté ionty,
primery, templdtovou DNA a DNA polymerdzu (Taq polymerdza). PCR reakce se
sklada z cyklt (minimdlné 30) a kazdy cyklus ma tfi stéle se opakujici Casti (denaturace,
nasedani primerti, polymerace). Opakovanim cykll dochdzi k exponencidlnimu nartistu
mnoZstvi produktu (mykotickd DNA).

Féze denaturace — vlivem vysoké teploty 92-95°C po dobu 1 minuty dochédzi
k poruseni dvouvlaknové struktury DNA a k jejimu rozstépeni na jednovldknové.

Faze nasedani primerti (annealing) — v této Casti cyklu nasedaji syntetické
primery (soucdst dodaného mixu) na odpovidajici Casti genu (v naSem ptipadé 18S
rDNA). Druh4 fze cyklu trva cca. 30 vtefin a teplota se nastavuje tak, aby byla idedlné
0 5°C niZs$i nez je teplota tani pouzitych primert.

Féaze polymerace (extension) — tfeti faze cyklu, ve které dochdzi ke kompletaci

vldkna DNA vlivem DNA polymerazy. Doba trvani této faze je pifiblizné¢ Iminutu a

probiha pii teploté 72°C (Snustad, 2009).

2.2.2 Vyhodnoceni PCR reakce

Kontrola uspéSnosti prob&hnuté reakce se provadi gelovou elektroforézou.
Pouziva se 1,5% agarozovy gel, vzorky se nanesou do jamek. Molekuly DNA migruji
v prostiedi pufru, ve stejnosmérném proudu (100V). Elektroforéza je velice Uc¢inna
separacni metoda, pracujici na principu rozdilného pohybu molekul ve stejnosmérném
elektrickém poli od kladné k zdporné elektrod€. Pohyblivost molekul v gelu je ddna
jejich velikosti a ndbojem. Po probéhnuti elektroforézy je zapotiebi molekuly DNA
v gelu ozfejmit. Toto se provadi obarvenim etidium bromidem (navdze se na DNA a
v UV oblasti fluoreskuje) (Snustad, 2009). K ¢isténi produkti PCR z gelu se vétSinou

vz

vyuziva komerc¢nich souprav vytvotenych pro tento ucel.
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2.2.3 Sekvenace

Nejcastéji vyuzivanou technikou je sekvence dle Sangera. Tato reakce vyuziva
podobny princip jako PCR. S tim rozdilem, Ze krom¢ deoxyribonukleozidtrifosfati
(ANTP) jsou vreakci pfitomné i znacené dideoxyribonukleozidtrifosfaty (ddNTP)
v poméru 100:1. Béhem polymeracni faze se do prodluZzovani fetézce zapojuji dNTP.
Retézec se prodluZuje a7 do té doby ne’ se navaze ddNTP, ktery nemd volnou OH
skupinu pro navazani dalStho dNTP (syntetizovany fetézec navazanim ddNTP konci).
Dochézi k tvorb¢ riizn€ dlouhych fragmentii DNA, ty jsou v dnes$ni dob¢ rozdélovany a
vyhodnocovany automatickymi sekvenatory. Principem sekvendtoru je spojeni kapilarni
elektroforézy (rozdé€li fragmenty dle velikosti) a detekce fluorescence jednotlivych
ddNTP. Vysledkem je nukleotidova sekvence, kterd je ndsledné vloZena do online
databédze a porovnéna (Snustad, 2009).

Online databéze slouzici k porovnéni ziskané sekvence je dostupnd na adrese:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BI
astSearch&LINK_LOC=blasthome) (Posledni pfistup: 27.4.2014)

2.3 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

2.3.1 Obecnda charakteristika

Hmotnostni spektrometrie MALDI je metoda stanovujici hmotnosti molekul a
atomu prevedenim na ionty v prostiedi vakua. Piivodné byla tato metoda vyvinuta pro
analyzu peptidl a proteind, nicméné v dneSni dob¢ je pouziti hmotnostni spektrometrie
podstatné SirSi, vyuZzivd se ke stanoveni nukleovych kyselin, nizkomolekulédrnich,

vysokomolekuldrnich, anorganickych ¢i organickych latek (Norkové a kol., 2013).

2.3.2 Historie MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie byla vyuZivdna od 50 let 20. stoleti hlavné chemickymi
obory. Prvni charakterizaci bakteridlnich druhti pomoci hmotnostni spektrometrie
provedli Anhalt a Fenselau v roce 1975 (Anhalt a Fenselau, 1975). V 80. letech 20.

stoleti presn€ji vroce 1985 byl poprvé popsdn termin matrix assisted laser
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desorption/ionization Franzem Hillenkampem a Michaelem Karasem (Karas a kol.,
1987). Za vyvoj me&kké ionizaéni techniky MALDI (Tanaka a kol., 1988) pro analyzu
biologickych makromolekul pomoci hmotnostni spektrometrie ziskal v roce 2002
Nobelovu cenu za chemii japonsky védec Koichi Tanaka (Santos a kol., 2009), (Croxato
a kol., 2012). Dal$im zlomovym okamzZikem byl rok 1996, kdy bylo ziskano specifické
molekuldrni spektrum MALDI-TOF MS analyzou celé bakteridlni bunky, bez
pfedchozich dprav (Holland a kol., 1996).

2.3.3 Princip MALDI TOF MS

Metoda hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem vyuZivd m&kké ionizace a rozdéleni nabitych ¢éstic
podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém a magnetickém poli. Vzorek je
ionizovéan laserem a je dileZité zajistit rovhomérny pfenos energie na vzorek, tak aby
nedoSlo k tepelnému rozkladu vzorku. Rozklad by nastal v pfipad€ pfimé ionizace
laserem. Létka (matrice) pfiddvand ke vzorku zabranuje rozpadu analyzované latky.
Dilezitym faktorem je skute¢nost, Ze matrici je ke vzorku pfiddvana v nadbytku a
existuje  n€kolik  zplsobti  vrstveni vzorku a  matrice na  tercik.

(www.bruker.com/maldibiotyper.com)

Obr. 16: MALDI-TOF hmotnostni spektrometr microflex'" series zna¢ky Bruker Daltonic.
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Zékladni princip metody je: smés matrice a vzorku je zasaZena nanosekundovym
pulzem laseru — absorpce energie pulzu matrici — rozklad matrice (pifevedeni matrice
do plynného stavu) ionizuje molekuly vzorku, — ionty analyzované latky jsou pfi
prostupu silnym elektrickym polem (25-30 kV) urychlovdny — vstupuji do vakua v

trubici detektoru letu, kde je jejich rychlost imérnd hmotnosti a ndboji. — detektor

24

(analyzator doby letu, TOF) méfi dobu letu ¢astice a ndsledné vypocte rychlost ¢astice

jako pomér molekulové hmotnosti a ndboje castice (Cain a kol., 1994).

2.3.4 Matrice

Matrice predstavuje velmi dileZitou Cast celé analyzy. Vhodny vybér zabranuje
nezadoucimu rozpadu analytu, tim, Ze rovnomérné prendsi energii laseru na vzorek, ten

je ionizovan, tzn. ptfeveden do plynné faze.

Nejcastéji pouzivanymi matricemi jsou derivaty kyselin skoficové a benzoové v
roztoku (slabé organické kyseliny, jejichZ struktura obsahuje aromatické jadro). Roztok
matrice je tvoren derivitem aromatické kyseliny, vodou, acetonitrilem, a kyselinami
mravenci a trifluoroctovou. Posledné¢ jmenované kyseliny jsou ve smési k tvorbé

kyselejsiho prostfedi. (Williams a kol., 2003)
Ptehled nejcastéji pouzivanych matric:
e kyselina 2,5 — dihydroxybenzoova kyselina (DBH),
e kyselina 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoticova (SA),
¢ kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticovd (HCCA),
® kyselina 4-hydroxy-3-metoxyskoficovd (FerA),
e kyselina 2-(4 ’hydroxyfenylazo)benzoovd (HABA)
(Croxato a kol., 2012).
Zékladni pozadavky na matrici plynou z jeji funkce:

e piilnavost matrice ke stanovovanému analytu,
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e krystalizace matrice a analytu za vzniku homogenniho filmu, pfi¢emz je

nezadouci, aby matrice ovliviiovala stanovovany analyt,
e absorpce vinové délky paprsku laseru,

¢ rozpoustédlo matrice by mélo byt kompatibilni s rozpoustédlem vzorku

(Williams a kol., 2003).

2.3.5 Ionizace

Hlavnim principem ionizace za pouZiti matrice (Obr. 17) je, prenos energie z laserového
paprsku na matrici, dojde k ionizaci matrice, ze které se uvolni proton. Takto vznikly
proton se pienese z molekuly matrice na molekulu analyzovaného vzorku a vyvola jeho

ionizaci. (Croxato a kol., 2012)
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Obr. 17: Schematické znazornéni ionizace a pohybu ionti MALDI TOF hmotnostnim

spektrometrem (Croxato a kol., 2012).
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Ionizace analyzovaného vzorku za pfitomnosti matrice je nejcastéji vyuZivanou
technikou pro identifikaci mikroorganismu, nicméné moZznosti jak vzorek ionizovat je
vice:

e desorpce plazmou (DP),

¢ ryché bombardovéni atomy (FAB),

e chemicka ionizace (CI),

e clectrospray (ESI),

e desorpce laserem (LD),

e desorpce a ionizace laserem za piitomnosti matrice (MALDI)

(Croxato a kol., 2012).

2.3.6 MALDI TOF MS schematické zobrazeni pristroje

Feglilace

Inbenz by
Ll lasery \z=ar
&' a'*’/ m:::z:;::'? reflaktor inesmi
o i fiontevé zreadie)  detektor
deska gl e > ( .

se vrarkem

dellaktorn

roriows I
urychlovaci bréng L
mapet
elekiricke vakuawé
Satky pumpy

Obr. 18: Schéma pfistroje MALDI TOF MS pievzato z
http://www.ekomonitor.eu/sites/default/files/soubory/Inovativni/2010/2010_stursa_ft.pdf
(Posledni piistup: 27.4.2014)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr obsahuje ve své podstat¢ 3 zakladni
slozky. Prvni sloZkou je zdroj iontli a ionizace — pfevedeni molekul do plynného stavu.
Druhou slozkou je samotny hmotnostni spektrometr, jehoZz funkci je separace ionta

podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Posledni ¢asti je systém zpracovavajici data,
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ktery je schopen zachycené spektrum porovnat s databdzi charakteristickych vzora a
prifadit, na zdklad¢ shody, odpovidajici ndzev testovaného kmene. (Croxato a kol.,

2012) (www.bruker.com/maldibiotyper)

2.3.7 Soucasti hmotnostniho spektrometru

Dtlezité soucdsti hmotnostniho spektrometru jsou: systém vakua, laserovy zdroj,

reflektor, detektor, analyzator TOF, digitizér a ter¢ik. (www.bruker.com/maldibiotyper)

2.3.7.1 Systém vakua hmotnostniho spektrofotometru

Tento systém je tvoien ze dvou Casti, kdy v jedné Casti je nizké vakuum (oblast
tlaku 2 mbar) a v druhé ¢4sti vysoké vakuum (oblast tlaku 2x10° mbar). T- rozdélovac
nasledné spojuje vakuovou komoru a turbomolekuldrni pumpu. Tato pumpa je napojena
na sektor vysokého vakua, ktery obsahuje iontovy zdroj a letovou trubici. Iontovy zdroj
je slozen ze tif soucésti a to, x-y fadze (pohybuje ter¢ikem v x,y ose), vakuovy zamek
(premist'uje tercik do oblasti vysokého vakua) a posledni slozkou je pozitivné nebo
negativné nabity tercik a druhd pamét'ova deska.

V okamziku, kdy laserovy zdroj vysle proud ¢astic na smés vzorku a matrice,
dochdzi k urychlovani iontli a k jejich zaostfeni systémem cocek jesté pred opusSténim

jontového zdroje. (microflex ™ uZivatelsky manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008)

2.3.7.2 Systém laseru hmotnostniho spektrometru

Tento systém se sklddd se z n&kolika ¢asti. Nejdualezitéjsi ¢asti je pulzni UV
laser (dusikovy laser s vinovou délkou 337 nm), atenudtor (nastavuje laser), hranol a
systém &odek (zaméfeni paprsku na teréik) (microflex™™ uZivatelsky manuél Bruker

Daltonics GmbH, 2008).

2.3.7.3 Reflektor (bezmiizkovy reflektor s iontovymi ¢o¢kami)

Tato soucast zafizeni se nachdzi na konci letové trubice a pracuje jako tzv.

vvvvvv

iontové zrcadlo, usmérnuje ionty na detektor. Nejdulezitéjsi funkci reflektoru je
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kompenzace letovych Casti iontl s odliSnou kinetickou energii (microflex ™ uZivatelsky

manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008).

2.3.7.4 Detektor (dva MPC detektory zapojené v sérii)

Slouzi k pfevodu ionti na elektricky proud, ktery je nasledné ptfeveden do
digitdlni podoby do pocitae. Pro hmotnostni spektrometr s TOF analyzatorem se
pouziva - Mikrochanel plate detektor (MCP), ktery obsahuje miliony kanalkli pokryté
polovodi¢em, pficemZz kazdy kandlek piasobi jako ndsobi¢ elektrického proudu

(microﬂexTM uzivatelsky manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008).

2.3.7.5 Priletovy analyzator TOF (analyzator doby letu)

s 2 W

Analyzator doby letu uddva Cas, za ktery se ionty dostanou na detektor. Existuje
n¢kolik moZnosti méfeni prialetovym analyzitorem TOF a to: linedrni, reflektorovy a

nebo PDS méd (microﬂexTM uzivatelsky manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008).

2.3.7.6 Digitizér

Dalsi slozkou hmotnostniho spektrometru je digitizér a slouzi k zdznamu
analogovych signdlt a k jejich prevodu na digitdlni zdznam (microflex ™ uZivatelsky

manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008).

2.3.7.7 MSP teréik

Tyto ter¢iky mohou byt vyrobeny jednak z nerezové oceli, ale t€Z z hliniku.
VZidy se musi se jednat o materidl netecny vi¢i matrici a vici rozpoustédlim
vyuzivanym k piipravé vzorkl. Pro snadnou orientaci jsou pozice ter¢iku oznaceny,
fady jsou znadené pismeny a sloupce &isly (Obr. 19) (microflex'™ uZivatelsky manudl

Bruker Daltonics GmbH, 2008).

35



Obr. 19: Teréik Micro SCOUT (96 pozic) pro stanoveni pomoci MALDI TOF MS

(microflex™ uZzivatelsky manudl Bruker Daltonics GmbH, 2008).

2.3.8 Identifikace nezndmého vzorku a urceni skore vzorku

Analyticky program (MALDI Biotyper) v prvnim kroku pfevadi namétend hruba
spektra na seznam pikl a ndsledn¢ tento seznam srovnd se souborem piedloh referencni
databaze. Jak jiz bylo feCeno, kazdy mikroorganismus pfi analyze hmotnostnim
spektrometrem, uvolni ze své bunécné stény urcité spektrum vysokomolekuldrnich latek
(napf. proteiny, glykoproteiny, polysacharidy), které jsou pro svoji druhovou specifitu
oznacovany jako molekulérni ,,otisky prsti® (molecular fingerprints). Toto detekované
spektrum je nasledné porovnavano s charakteristickymi spektry, uloZzenymi v referen¢ni
databazi (Carbonelle a kol., 2007).

Identifikaéni skére vzorku v podstaté udavd tésnost shody mezi referencnim
spektrem a spektrem zkoumaného kmene. Hodnota skére je tudiz indikdtorem, ktery
slouzi k rychlému posouzeni kvality probéhnuté identifikace. Urcuje miru
pravdépodobnosti spravného uréeni vysSetiovaného kmene.

Vypocet identifikaéniho skdre je provddén ze tii hodnot na bdzi srovndvaciho
algoritmu:

e stanoveni poctu signdlil v referencnim spektru nejvice se podobajici spektru

méfenému (=1),
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e stanoveni poctu signdlli méteného spektra nejvice se priblizujici
referen¢nimu (1),
® srovnani a propocet symetrie srovnavanych para signalt - signidly méfeného
a referencniho spektra (=1).
Vysledné skoére je zdporny dekadicky logaritmus soucinu téchto tifi hodnot.
Podle vyse skoére se urCuje mira pravdépodobnosti dobré identifikace (tab. 3). I velmi
vysoké skore urcuje pouze pravdépodobnost, Ze testovany mikroorganismus je jednim
z druhil zanesenych v databazi (MALDI Biotyper 3.0 uZivatelsky manudl Bruker
Daltonics GmbH, 2011).

Tab. 3: Tabulka hodnoceni spolehlivosti identifikace

Barva |Rozsah skére |Popis

2,300 —3,000 | Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovin
2,000 —2,299 |Rod identifikovén s jistotou, druh pravdépodobné
1,700 —1,999 | Pravdépodobnd identifikace rodu

0,000 —1,699 |nespolehlivé identifikace

Kromé vyuziti pro identifikaci mikroorganismit ma MALDI-TOF MS velky
vyznam pro pii analyze rezistenci mikroorganismil na antibiotika (Hrabdk a kol., 2013),
pii analyze toxinti rovn€Z i v jinych oborech napiiklad v oblasti Zivotniho prostfedi a

potravinafstvi (Nenoff a kol., 2013).

2.3.9 MALDI TOF MS identifikace infekcniho agens

Zakladnim principem metody identifikace mikroorganismu je zjisténi doby letu
proteinti, po jejich uvolnéni ze stény buiniky. Hmotnostni spektrometr generuje
hmotnostni spektra, kterd jsou unikdtni a vysoce specifickd pro kazdy druh
mikroorganismu (Croxato a kol., 2012). Hmotnostni spektrometrie je novd metoda
slouzici k rychlé a kvalitni identifikaci. Vyrazné zrychluje ¢as, od pfijeti klinického
materidlu do mikrobiologické laboratofe, do vydéani vysledku. V pfipad¢ identifikace
bakterii ¢asovy rozdil piedstavuje 1-2 dny, v piipad¢ identifikace vldknitych hub muze

byt rozdil aZ v fadu n€kolika tydnt (klasickd identifikace u dermatofyt 3-6 tydna).
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Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro rutinni identifikaci infekéniho agens
téchto problému jsou napiiklad chyby nebo nedostatky v referen¢nich spektrech a jejich
podobnost. Piikladem podobnosti, kterou hmotnostni spektrometrie neni schopna
rozpoznat je napi. nemoznost rozliSeni Streptococcus pneumoniae a Streptococcus
viridans. Dal$im divodem obtiZzné identifikace je pfitomnost pouzdra na povrchu
nekterych bakterii. Toto pouzdro chrani bakterii a znesnadiiuje naruseni bunécéné stény,
tudiz komplikuje uvolnéni proteint z buniky a sniZuje tak moznost dobré identifikace
(Croxato a kol., 2012).

Zpracovani bakteridlnich druhit pomoci hmotnostni spektrometrie, je pomérné
jednoduchd a rychld metoda, kterd je schopna uvolnit specifické proteiny (hojné

piitomné v bunécné sténé) z neporusenych bunék. V piipadé vldknitych mikromycet je

vvvvvv

vvvvvv

(vysoky obsah polysacharidi v bunécné stén¢, hlavné chitinu, ktery tvoii tuhou
konstrukéni podporu), je velmi pravdépodobné, Ze spektra takto méfend hmotnostni
spektrometrii mohou byt v piipadé vldknitych hub sacharidového ptivodu (Welham a
kol., 2000). S ohledem na tyto odliSnosti je zapotiebi kmen vldknité mikromycety pred
vlastnim meéfenim upravit, tzn. rozrusit bunéénou sténu a uvolnit glykoproteiny ve
spodnich vrstvach bunécné stény (Santos a kol., 2009).

Princip identifikace vldknitych hub je v podstaté stejny. Je potfeba pienést
energii ze zdroje (laser) na vzorek prostfednictvim matrice tak, aby nedosSlo k poSkozeni
zkoumaného kmene. Spektrum dané velikosti a ndbojem uvolnénych Castic je, stejné
jako v piipadé bakterii, porovnano s referencni databazi a v ptipad¢ shody je druh urcen
1 s uvedenim identifika¢niho skére vySetfovaného kmene.

Vyvoj hmotnostni spektrometrie vyrazné pokrocil, od prvniho vyuziti MALDI-
TOF MS pro analyzu lyzitu bunék v roce 1994 (Cain a kol, 1994), pies analyzu bakterie
jako celku v roce 1996 (Holland a kol., 1996), aZ po prace zabyvajici se identifikaci
kvasinek a vlaknitych hub. V roce 2010 byl uvetejnén ¢lanek kolektivu z amerického

Marylandu, ktery se zabyval vytvofenim databdaze spekter kvasinek a porovnanim
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194 Klinickych izolath s touto databdzi. Pti vyuZiti MALDI-TOF MS byla identifikace
ve 192 (99%) piipadi presnd (Stevenson a kol, 2010). Dalsi studie se zabyva testovdnim
vldknitych hub ze skupiny dermatofytt, kdy u 285 kment byly srovndny riazné metody
identifikace (Nenoff a kol, 2013).

Firma Bruker Daltonic ve spoluprici s mykologickou laboratoii v Heidelbergu
vyvinula metodu piipravy vldknitych hub pro zpracovani hmotnostnim spektrometrem.
Rovnéz vytvoftila databazi spekter proteinti specifickych pro jednotlivé zastupce z fiSe
hub. Tato metoda zajistuje stabilni fyziologicky stav vldknité houby a zabranuje
procesu tvorby spor. Databdze v souc¢asné dobé obsahuje pfiblizn¢€ 40 rodd a vice nez
110 druht nejcastéji se vyskytujicich, lékafsky vyznamnych vldknitych patogend.
Ptehled rodt vldknitych mikromycet identifikovatelnych srovnanim s databazi Fungi

library je pfilozen (piiloha ¢.1) (MALDI Biotyper fungi library Bruker Daltonics
GmbH, 2012).
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3. Cil bakalarské prace

Cilem této bakaldiské priace je validace metody hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF pro identifikaci 1ékafsky vyznamnych vldknitych hub. Porovnani této
metody s klasickou identifikaci provadénou na zdkladé hodnoceni makroskopického a
mikroskopického vzhledu zkoumané vldknité mikromycety. V neposledni fadé
porovnavani téchto dvou metod s metodou sekvenace genomu vldknité houby. Sbér
kmeni vldknitych mikromycet byl omezen na obdobi od ledna 2013 do tinora 2014. U
vSech kmenl izolovanych v tomto obdobi byla provedena identifikace klasickou

metodou a metodou MALDI-TOF MS.
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4. Prakticka ¢ast

4.1 Pomiicky

4.1.1 Materidlové a piistrojové vybaveni

Materialové vybaveni

Ockovaci jehly, kahan

Pasteurova pipeta 3ml

Automaticka pipeta Eppendorf reference 100-1000 pl, 10-100 pul a 0,5-10 ul
Centrifugacni zkumavky typu eppendorf 1,5ml

Korkovrt

Petriho miska (primér 6¢cm)

Podlozni a kryci sklicka

Ptistrojové vybaveni

Biologicky termostat BT120

Laminarni box ESCO airstream class II (Dynex)
Tiepacka Biosan OS10

Termoblok se tfepackou Grant-bio PHMT
Minishaker IKA MS2

Centrifuga Eppendorf 5418

Tercik Micro SCOUT (96 pozic)

MALDI-TOF hmotnostni spektrometr microflex ™ series

4.1.2 Kultivacni pudy

Sabouraudiv agar (OXOID)

Candiselect — chromogenni agar (BIO-RAD)
Sabouraudiv agar (homemade)

Sabouraudtiv agar s chloramphenicolem (homemade)

Sabouraudtiv agar s actidionem (homemade)
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e Kultivacni zkumavky - Sabouraud liquid broth, modifikovany,8ml (Becton

Dickinson)

4.1.3 Chemikdlie

e Deionizovand voda (Sigma-Aldrich)

¢ Ethanol (Sigma-Aldrich)

e Acetonitril (Sigma-Aldrich)

e Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)

e Kyselina trifluoroctova (Sigma—Aldrich)

e Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficovda HCCA

4.1.4 Roztok matrice pro MALDI TOF MS stanoveni

Piiprava matrice se skldda ze dvou ¢ésti, a to jednak z piipravy rozpoustédla a v
dalsi fazi z rozpousténi krystalti HCCA v takto pfipraveném rozpoustédle.
Na vytvoteni 1 ml rozpoustédla je potteba smichat 500 pl 100 % acetonitrilu,
475 pl deionizované vody a 25 pl 100 % kyseliny trifluoroctové do zkumavky typu
Eppendorf. Smés je potteba ditkladné promichat.
Vlastni ptiprava matrice spociva v nafedéni 2,5 mg HCCA (komer¢né doddvana

zkumavka) pfidanim 250 pl pfedem vytvotfeného rozpoustédla.

4.2 Metodika zpracovani vzorku pired MALDI TOF MS analyzou

4.2.1 Pracovni postup 1.

Piiprava kmene pro stanoveni probihd tak, Ze sterilni ockovaci jehlou je
odebrana ¢4st vykultivované vldknité houby a pifenesena do zkumavky s tekutou
kultivac¢ni ptidou (Sabouraud liquid broth). Postupné je pfeneseno dostate¢né mnoZstvi

vldknité houby. Naockovand zkumavka je umisténa do tfepacky a inkubovéana 1 - 3 dny
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ptfi 35°C nebo 27°C (podle kultivanich naroki identifikované vldknité houby) za
stalého tfepani. Cilem kultivace v médiu je vytvoreni ndrtistu vldknité houby ve formé
vlocek, které budou mit smacivy povrch (Obr.20). Po ukonceni kultivace je zkumavka
vyjmuta ze tiepacky, nechdna asi 10 min. odstét, aby vlocky narostlé vldknité houby

sedly ke dnu zkumavky.

Nasledné je odsato zhruba 1 az 1,5 ml sedimentu do zkumavky typu eppendorf a
v této zkumavce je centrifugugovan po dobu 2 min pii 14000 ot/min. Poté je odsin
supernatant a nasleduje faze promyvdni. V této fazi je k vlockdm vlaknité houby ptidan
1 ml deionizované H,0O. Zkumavka je tadné protiepdna pomoci vortexu a opé&t
centrifugovéna 2 min 14000 ot/min. Faze promyvani je takto opakovédna dvakrat, aby
doslo k dplnému odstranéni tekutého kultivacniho média. Na z4vér je odsdn supernatant
a na dné¢ zkumavky zlstanou pouze vlo€ky vldknité houby, které slouzi k dal$simu

zpracovani.

Obr. 20: Ukazka spravného rustu vlaknité houby v tekutém médiu Sabouraud liquid
broth.
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Obr. 21: Ukazka nespravného ristu vlaknité houby v tekutém médiu Sabouraud liquid
broth.

Dalsi fazi je ethanolovd extrakce, kdy je k vldknité houbé ptidino 300 ul
deionizované vody a 900 ul etanolu. Vzorek je opét protiepin vortexovdnim a
centrifugovan po dobu 2 min pii 14000 ot/min. Po odsati supernatantu ziistane na dné
zkumavky kompaktni peleta tvofend vldknitou houbou. V dal$im kroku je potieba
stoenou peletu na dné zkumavky vysuSit a zbavit ji tak zbytkového etanolu, coZz

probiha pfi teploté¢ 37°C a az do tplného vyschnuti (60-90 min. podle potieby).

Néasleduje dalsi faze piipravy, kdy je k takto pfipravené pelet¢ ptiddna
koncentrovand kyselina mraven¢i, mnozstvi regulovdno podle velikosti pelety (25 — 50
ul). Smés je fddné protiepdna pomoci vortexu a je pfiddno stejné mnoZstvi acetonitrilu.

Nésledné je smés opét protiepana a centrifugovédna 2 min pii 14000 ot/min.

Féaze vlastniho zpracovani vzorku na MSP ter¢ik. Na ¢istou desticku je nanesen
1ul supernatantu vzorku a nechdn zaschnout. Po zaschnuti je vzorek prevrstven 1ul

matrice a opét nechan zcela zaschnout.
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Nasleduje méfeni pomoci MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru microflex ™

series znacky Bruker Daltonic.

Pracovni postup pro piipravu kmenti pro MALDI-TOF MS zpracovani byl pfevzat z
MALDI Biotyper fungi library Bruker Daltonics GmbH, 2012.

4.2.2 Alternativni pracovni postupy

Tento pracovni postup (postup I) se osvédéil v piipadé rychle rostoucich
zygomycet a hyfomycet. BohuZel se neosved¢il pro stanoveni dermatofytl. Na rozdil od
zygomycet a hyfomycet vyzaduji odlisSné kultivacni podminky a rovnéz délka kultivace
je odlisnd. Bylo tudiZ potfeba upravit metodu tak, aby odpovidala co nejvice
kultiva¢nim ndrokim dané vldknité houby. Postupnég, ve snaze najit zplisob zpracovani
dermatofytii pro analyzu, bylo vyzkouSeno nékolik metodik a jejich vysledky jsou
shrnuty v tabulce a grafu (Tab. 4), (Graf 1). Na pohled jednoduchd metodika pfimého
stanoveni (Alshawa a kol., 2012), kde je vynechdna faze kultivace v médiu i etanolova
extrakce se neukdzala jako efektivni a naméfena skore se pohybovala hluboko pod 1,0
coz je méné neZ nespolehlivd identifikace a do tabulky srovndni metod nebyly tyto

vysledky nezahrnuty.

4.2.2.1 Pracovni postup II.

Tato metodika je pracovnim postupem upravenym podle poznatkl kolektivu
(Theel a kol., 2011). Rozdily oproti postupu I. spocivaly v lehce odlisné etanolové
extrakci, v pouZiti 70% kyseliny mravenci. A dalsi dileZitou zménou oproti postupu L.
byla délka kultivace jesté pred zpracovanim. Zatimco pfi zpracovani vzorki metodou 1.
byla kultura vldknité houby 3 tydny stard, tak v této varianté byly pro dpravu vzorku
vyuzity tfidenni kultury a to i v ptipad¢ déle rostoucich dermatofyt. Ostatni faze véetné

méfeni probihali jako v ptipad¢ postupu ¢islo 1.
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Tato metodika je obdobou postupu ¢&islo 1. pouze s tou tpravou, Ze pro kultivaci

v kultiva¢ni ptidé (Sabouraud liquid broth) byla pouZita ¢erstva 3 dny stard kultura jako

4.2.2.2

v piipad¢ postupu II.

Tab. 4: Srovnani vysledkd identifikace 5 vzorki vldknitych hub rodu Trichophyton riznymi

Pracovni postup III.

zpusoby piipravy vzorki pro MALDI-TOF MS analyzu.

4.2.3 Hodnoceni pouZitych metod piipravy vzorki

Graf. 1: Srovnani dosazeného skoére pii MALDI-TOF MS, u 5 testovanych vzorkd, pfi

pouziti riznych metodik piipravy kment vldknitych hub.
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1 |T. rubrum |T. rubrum 1,654 | T. rubrum 1,612 | T. rubrum 2,149
2 | T.species T. rubrum 1,443 | T. rubrum 1,267 | T. rubrum 1,847
3 | T.species T. rubrum 1,451 | T. rubrum 1,77 |T. rubrum 2,068
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5. Vysledky a hodnoceni

V ramci praktické ¢asti bylo vysetieno 114 kment vldknitych hub izolovanych z
klinickych materidlti v obdobi leden 2013 az dnor 2014. Z tohoto mnozstvi bylo 80
kmenii zachyceno jako puvodci povrchovych mykéz (pfevdzné dermatofyta) a 34
kment jako plvodci systémovych a orgdnovych mykoéz (hyalini hyphomycety a
zygomycety). Pracovni postup I. byl pouzit pro identifikaci hyalinnich hyphomycet a
zygomycet. Po prozkousSeni alternativnich postupti byl pro dermatofyta vybran pracovni
postup III. Piehled vysledki identifikace vldknitych mikromycet pomoci MALDI-TOF
MS je rovnéZz rozdélen do dvou skupin dle plivodce. V prvni fazi jsou hodnoceny
vysledky samotné hmotnostni spektrometrie. V dalsi ¢4sti jsou tyto vysledky porovnany
s klasickou metodou identifikace. Posledni Céasti je srovnani obou téchto metod s

metodou sekvenace.

5.1 Hodnoceni vysledki MALDI TOF MS

5.1.1 Kmeny vldknitych hub vyvoldavajici orgdnové nebo systémové
mykozy
Z 34 izol4ti z klinickych materidlt od pacientli s orgdnovymi nebo systémovymi
mykézami byly 3 kmeny (Mucor, Rhizopus a Rhizomucor) ze skupiny zygomycet a ve
zbylych 31 ptipadech se jednalo o hyalinni hyfomycety — rod Aspergillus a Penicillium.
Tab. 5: Piehled o po¢tu a druhu jednotlivych vldknitych mikromycet uréenych metodou
MALDI-TOF MS.

Nazev vlaknité houby Pocet izolati
Mucor circnelloides 1
Rhizopus microsporus 1
Rhizomucor pusillus 1
Aspergillus fumigatus 20
Aspergillus flavus 5
Aspergillus niger 2
Aspergillus tereus 1
Aspergillus nidulans 1
Aspergillus ustus 1
Penicillium roqueforti 1
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5.1.1.1 Vysledky

Tab. 6: Prehled uspésnosti identifikace metodou MALDI-TOF MS

Uroven identifikace pocet vzorki
Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan 7

Rod identifikovén s jistotou, druh pravdépodobné 19
Pravdépodobnd identifikace rodu 7
Nespolehliva identifikace 1

5.1.1.2 Hodnoceni

Jak ukazuje tabulka (Tab. 6), pfi identifikaci kmenti vlaknitych hub v ptipadé¢
orgdnovych a systémovych mykéz byl u 26 kment uréen rod i druh s vysokou
pravdépodobnosti. V 7 ptipadech byl rod ur¢en pravdépodobné a pouze 1 kmen byl
pomoci MALDI-TOF MS urcen nespolehlive.

5.2.1 Kmeny vlaknitych hub vyvolavajici povrchové mykozy

7 80 kmenti vyvolavajici povrchové mykézy bylo izolovdano 70 ze skupiny
dermatofyt a 10 hyalinnich hyfomycet u nichZ je patogenita spornd a zdvisi na
posouzeni klinickych projevi. V ptipad¢ izolovanych dermatofytickych hub se jednalo
o druhy Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
interdigitale, Microsporum cannis a Microsporum gypseum. Zbylych 10 kmeni, kdy se
mohlo jednat o patogena nebo o kontaminaci, se rozdé¢lilo do 3 skupin. Jednalo se o
rody  Scopulariopsis, Fusarium a Penicillium. Uceleny ptehled o poctu a druhu

jednotlivych vldknitych mikromycet je ptehledné zpracovan v tabulce (Tab. 7,8)

Tab.7: Prehled druhd dermatofytickych vldknitych hub uréenych pomoci MALDI-TOF MS

Nazev vldknité houby Pocet izolatt
Trichophyton rubrum 46
Trichophyton mentagrophytes 13
Trichophyton interdigitale 5
Microsporum cannis 5
Microsporum gypseum 1
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Tab. 8: Prehled druhti nedermatofytickych vldknitych hub ur¢enych pomoci MALDI-TOF MS

Nazev vlaknité houby Pocet izolatt
Scopulariopsis brumptii 2
Fusarium solani 7
Penicillium digitatum 1

52.1.1  Vysledky

Vysledky identifikacniho skére pfi identifikaci pomoci MALDI-TOF MS u
povrchovych mykoéz. (Tab. 9).

Tab. 9: Prehled dspésnosti identifikace metodou MALDI-TOF MS

Urovei identifikace pocet vzorki
Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan 1

Rod identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné 32
Pravdépodobn4 identifikace rodu 29
Nespolehliva identifikace 18

5.2.1.2 Hodnoceni

Z tabulky jasné vyplyvd, Ze u vldknitych mikromycet, jakoZto pivodcl
povrchovych mykéz, byla identifikace rodu i pravdépodobnost uréeni druhu v 33
piipadech tuspésna. Ve 29 piipadech byla pravdépodobna identifikace rodu a v 18

piipadech se jednalo o nespolehlivou identifikaci.

5.3 Srovnani vysledku klasické a MALDI-TOF MS identifikace

Predchozi cast se zabyvala pouze vyhodnocenim vysledki identifikace
vldknitych hub pomoci MALDI-TOF MS. Tato ¢ast porovndva dosazZené vysledky
hmotnostni spektrometrie s klasickou identifikaci provadénou na zdkladé hodnoceni
mikroskopického a makroskopického vzhledu testovanych kment. Pro porovnéni byly
vytvoteny nésledujici tii kategorie:

e Shodny rod i druh,
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e Shodny rod, ale odlisny druh,

e odlisny rod i druh.

5.3.1 Kmeny vldknitych hub vyvoldvajici orgdnové nebo systémové
mykozy

5311  Vysledky

Tab 10: Vysledky srovndni metod klasické a MALDI-TOF MS identifikace u organovych a

systémovych mykdz.

kategorie pocet vzorkii | procenta
shodny rod i druh 30 88,%
shodny rod, odliSny druh 3 9%
odlisny rod i druh 1 3%

5.3.1.2 Hodnoceni

Z 34 vzorkl vldknitych mikromycet, doSlo ve 30 pfipadech ke shod¢ v uréeni
jak v rodu tak i druhu, coz je 88 % (Tab. 10). Naopak odlisSnost v identifikaci rodu i
druhu byla pouze v jednom piipadu. Klasickou identifikaci byl uréen Aspergillus
fumigatus, kdezto hmotnostni spektrometrii byl tento klinicky izolat urCen jako
Penicillium roqueforti, ale jednalo se vSak o nespolehlivou identifikaci a identifikacni

skore bylo velmi nizké 1,479.

5.3.2 Kmeny vidknitych hub vyvoldavajici povrchové mykozy

Hodnoceni srovnani vysledki klasické a MALDI-TOF MS identifikace
vldknitych mikromycet izolovanych pifi diagnéze povrchovych mykéz. Z 80
testovanych izolati, ve 45 piipadech doslo ke shod¢ v rodu i druhu, ve 28 piipadech byl
rod urCen stejné, druh byl odliSny (odliSnosti v druhu jsou vyvolany faktem, Ze nckteré
druhy dermatofyt byly klasickou identifikaci uréeny pouze jako Trichophyton species).

Naprosta odlisnost v identifikaci rodu i druhu byla v 7 ptipadech.
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5.3.2.1 Vysledky

Tab. 11: Porovnani klasické identifikace s identifikaci pomoci MALDI-TOF MS u

povrchovych mykéz

kategorie pocet vzorki procenta
shodny rod i druh 45 56 %
shodny rod odlisSny druh 28 35%
odliSny rod i druh 7 9%
53.2.2 Hodnoceni

Nesoulad v identifikaci rodu i druhu (Tab. 12), byl napt. kdyz klasickou
identifikaci byl rod ur¢en jako Acremonium, kdezto metodou hmotnostni spektrometrie
byly tyto kmeny urCeny jako rod Fusarium. Tyto rody maji makroskopicky i
mikroskopicky vzhled velmi podobny a je téZké tyto rody odliit. Trichophyton
mentagrophytes var. erinacei (teleomorfa Arthroderma benhamiae) ma makroskopicky
vzhled pomérné¢ podobny druhu Microsporum canis. Poslednim piipadem odliSné
identifikace je pfipad, kdy klasickou metodou byl uréen druh Trichophyton rubrum a
metodou MALDI-TOF MS vyslo Penicillium digitatum na velmi nizké skore 1,128.

Tab. 12: Prehled kmenil u kterych doslo k rozdilnému urceni rodu i druhu.

Klasicka identifikace MALDI-TOF MS identifikace Skoére
Microsporum species Tr. mentagrophytes 2,032
Acremonium species Fusarium solani 1,72
Trichophyton. rubrum | Penicillium digitatum 1,128
Trichophyton species Microsporum canis 2,3
Acremonium species Fusarium solani 1,349
Acremonium species Fusarium solani 1,886
Acremonium species Fusarium oxysporum 0,827
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5.4 Srovnani metod klasické, MALDI-TOF MS a PCR identifikace

Porovnéni téchto tfi metod bylo prozatim provedeno u 15 vzorkd (studie

probihajici mezi KoZni klinikou FN Plzef, Ustavem Mikrobiologie FN Plzefi a katedrou

botaniky Prirodovédecké fakulty UK naddle pokracuje). Zjisténé vysledky jsou

ptehledné zpracovéany v tabulce (Tab. 13)

Tab. 13: Srovnani klasické, MALDI-TOF MS a PCR identifikace vldknitych mikromycet.

Cislo Lokalizace Klasicka MALDI TOF PCR
vzorku mykézy Identifikace Identifikace skore Identifikace
1 nehty HK Acremonium sp. Fusarium solani 1,72 Fusarium solani
2 nehty PDK Trichophyton sp. Trichophyton rubrum 1,847 | Trichophyton rubrum
3 kaze Supiny hrud’ Trichophyton sp. Microsporum canis 2,3 Microsporum canis
4 kdze Supiny nart DK Trichophyton sp. Trichophyton rubrum | 2,138 | Trichophyton rubrum
5 kiZe Supiny stehna Trichophyton sp. Trichophyton rubrum | 2,167 | Trichophyton rubrum
6 kaze Supiny LHK Trichophyton sp. Trichophyton rubrum 1,966 | Trichophyton rubrum
7 klZe Supiny trup Trichophyton sp. Tr. Interdigitale 1,963 Tr. mentagrophytes
8 nehty LDK Acremonium sp. Fusarium solani 1,349 | Acremonium species
9 nehty HK Acremonium sp. Fusarium solani 1,886 Fusarium solani
klZe Supiny Trichophyton Trichophyton Trichophyton
10 P bérec mentagrophytes mentagrophytes 1,615 tonsurans
ktze Supiny Trichophyton
11 LHK Trichophyton sp. Tr.interdigitale 1,645 mentagrophytes
12 nehty Trichophyton rubrum Trichophyton rubrum | 2,286 | Trichophyton rubrum
13 nehty DK Trichophyton sp. Tr.mentagrophytes 1,664 Tr.interdigitale
14 ktze Supiny LHK Trichophyton sp. Trichophyton rubrum 1,797 | Trichophyton rubrum
15 klZe Supiny bficho Microsporum canis Microsporum canis 1,888 Microsporum canis

Vysledky PCR identifikace ptevzaty s laskavym svolenim Mgr. Vita Hubky (katedra botaniky,
Prirodovédecka fakulta UK).

Vysvétlivky: PCR polymerdzovd tetézovd reakce, HK horni koncetina, DK dolni

koncetina, L levd, P pravai.
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6. Diskuze

Aplikace MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie pro identifikaci rodu a druhu
vldknitych mikromycet je pomérné mladéd a stdle se rozvijejici metoda. Na rozdil od
bakterialniho druhu se provadi pfimo, nanesenim kmene na desti¢ku, pfidanim matrice a
po zaschnuti je vzorek rovnou analyzovan hmotnostnim spektrometrem, tudiz doba
identifikace se poc€itd v minutdch. Zpracovani vldknitych hub je narocné hlavné ve fazi
piipravy vzorku, kultivace v tekutém mediu za neustalého tfepani trva zhruba 1 — 3 dny
podle druhu houby a nésledné zpracovani (etanolova extrakce, naneseni na desticku a
zmeéteni hmotnostnim spektrometrem) fadové nékolik hodin.

Ptes nesporné vyhody MALDI-TOF MS, jako je rychlost a cenova vyhodnost,
mohou nastat situace, kdy je identifikace nedspéSna. Pfi zpracovani se vyskytla skupina
vldknitych hub u které se objevily rozdily v urceni vldknité mikromycety klasickou a
MALDI TOF MS identifikaci. OdliSnosti mezi témito dvéma zpusoby identifikace
mohou byt ddny mnoha faktory jako jsou: staif a Cistota kultury vySetfovaného vzorku,
faze ptipravy kmene pro analyzu, fize nandSeni vzorku na tercik a v neposledni fad¢
referen¢ni databédze spekter.

Testovani provedené na zaCatku prokdzalo, Ze stafi kultury velmi vyrazné ovliviuje
dalsi manipulace se vzorkem. Z vysledkil je evidentni, Ze lepsi vysledky byly zjistény
zpracovanim mladé, 3 dny staré kultury vldknité mikromycety.

Ptiprava vzorku pfed vlastnim zpracovanim je rovnéz velmi dileZitou ¢asti. Béhem
kultivace kmene v tekutém médiu je potfeba dodrZovat kultivaéni podminky optimalni
pro piedpoklddanou skupinu vldknitych hub a rovnéZz je potieba udrzovat obsah
v neustdlém pohybu. Pokud by obsah zustal ve statické poloze vldknitd houba by
vytvorila na povrchu média blanku. Cilem pfipravné kultivace je ziskani vlocek vldknité
mikromycety, které budou mit smacivy povrch. Nespecificky nartist kmene vldknité
houby v tekutém médiu snizuje kvalitu vysledného spektra a tudiZ snizZuje kvalitu

vysledné identifikace.
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Chyby vzniklé pfi nanaSeni vzorku na ter¢ik, jsou vétSinou zplsobené nanesenim
nehomogenni vrstvy.

Samotné méfeni odchylky a chyby nevyvolav4, ale vyslednd identifikace zdlezi na
referenCni databdzi, konkrétné¢ na neuplnosti databdze. Pokud vezmeme v tdvahu, Ze
nami pouZivand databdze obsahuje 40 rodu vldknitych hub, je zfejmé Ze urcité procento
vldknitych hub se nepodaii identifikovat. Jako piiklad uvaddim vzorek, ktery neni
zahrnuty v kapitole hodnoceni. Jedna se o kulturu izolovanou od pacienta s povrchovou
mykoézou, pficemz klasickou metodou nebyl uréen ani rod ani druh. Provedena
hmotnostni spektrometrie rovnéZ nebyla uspéSnd. Kmen byl urcen jako Penicillium
roquerforti s velmi nizkym identifikaénim skore 1,224. Jedinym validnim vysledkem
ziskanym v piipadé tohoto vzorku, byla metoda PCR s néslednou sekvenaci provedena
Mgr. Hubkou na katedie botaniky UK. Touto metodou PCR byl kmen urcen jako
Arthrographis curvata, jenz v referencni databézi spekter neni obsaZen.

V nékterych piipadech, 1 pfes zdanlivé dobrou identifikaci, jsou si vlaknité
mikromycety pfili§ evolucné podobné, tzn. sloZzeni a stavba buiiky pfiliS podobnd, Ze
vysledek s dobrym identifikacnim skére nemusi nutn€¢ znamenat dobrou identifikaci.
Ptikladem takovéto identifikace je velmi tésné identifikacni skére (piiloha 2) u kmenti
Trichophyton rubrum a Trichophyton interdigitale.

Pfi kultivaci sputa od pacienta s cystickou fibrézou byly izolovany dva kmeny
vldknité houby rozdilného vzhledu. Jeden byl urcen klasickou metodou jako Aspergillus
Jumigatus a jeho makroskopicky vzhled tomuto odpovidal. Druhy izol4t nebyl klasickou
metodou urcen, nevytvarel charakteristické znaky na mikrokultivaci a makroskopicky
se jednalo o bilé mycelium. Pomoci MALDI-TOF MS byly oba tyto izolaty ureny jako
Aspergillus fumigatus (identifikacni skére bylo 1,799 a 2,131) a jednalo se o bilou
mutantni variantu tohoto druhu (Fragner, 1991).

Po provedeni praktické céasti je ziejmé, Ze klasicka identifikace vldknitych
mikromycet je sice metoda ekonomicky vyhodnd (nepotiebuje specidlni technické
vybaveni), ale kultivace je dlouhd a hodnoceni je znacné subjektivni a obtizné. Ze 114
testovanych kmenti se u 22 kmenl nepodafilo klasickou identifikaci urcit druh, ale

pouze rod. Identifikace zaloZené na metod¢€ PCR s naslednou sekvenaci jsou nejjistéjsi z
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hlediska ur¢eni druhu, nicméné nejsou dostupné ve vétSin€ rutinnich laboratofich.
Hmotnostni spektrometrie je v porovnani s ostatnimi, metodou rychlou, piesnou, cenove
efektivni a data timto zplsobem ziskand jsou dobie reprodukovatelna.
Reprodukovatelnost dat je v rutinni praxi ddna hlavné standardizovanim postupil
kultivace a pfipravy vzorkli pro samotnou analyzu hmotnostnim spektrometrem
(Normand a kol., 2013).

Pti testovani 80 izolath povrchovych mykéz, byla shoda v identifikaci klasickou a
MALDI-TOF MS metodou ve 45 piipadech (shodnd identifikace druhu), coZ je cca
56%. U dalsich 28 kment byl shodny pouze rod, z této skupiny bylo 19 izolati uréeno
klasickou identifikaci pouze jako species. Napiiklad studie (Nenoff, 2013) testovala 285
kmenii dermatofytii a uvadi shodu v identifikaci mezi klasickou metodou a metodou
hmotnostni spektrometrie 78,2%.

Vysledky testovani hyfomycet a zygomycet jakoZto plivodcl orgdnovych a
systétmovych mykéz — shoda mezi klasickou metodou a MALDI-TOF MS byla cca
88%.

Protokol o vysledku méfeni hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF (ptiloha 3) a

podrobny protokol o kvalitni analyze konkrétniho izolatu vlaknité houby. (Pfiloha 4)
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7. Zavér

MALDI-TOF MS je metoda, kterd pro mikrobiologické laboratofe znamena
pralom v diagnostice, at’ se jednd o identifikaci bakterii, nebo kvasinek. Nedocenitelny
mikromycet, do této doby vyuzivanou klasickou metodou - zaloZenou na zhodnoceni
mikroskopického a makroskopického vzhledu testovaného kmene, je metodou pomérné
subjektivni a zdvislou na mife zkuSenosti odecitajictho mykologa.

Oproti tomu testovani pomoci MALDI-TOF MS se ukdzalo jako metoda rychla
(v pfipadé vldknitych mikromycet pfiblizné 3 — 5 dni), spolehlivd, pomérné jednoduchd
pfi zpracovani. Ziskané vysledky ptedstavuji velky piinos nejen pro mykologickou
laboratof, ale zkraceni doby vydani vysledku znamena piinos hlavné pro pacienta a jeho
oSetiujiciho Iékare.

Vlédknité mikromycety nepatii mezi nejcastéjsi patogeny infekénich onemocnéni
(za 13 meésicti testovani zachyceno 114 kmentll), ale jsou schopné vyvolat zdvazna
onemocnéni ohroZujici i Zivot pacienta, proto jsou naroky rychlou, efektivni a kvalitni
identifikaci velmi vysoké.

MALDI-TOF MS je metoda, kterd toto zrychleni, zefektivnéni a zkvalitnéni

klasickou metodou identifikace nepodafilo urcit, nebo byl uréen pouze rod. Dilezitymi
faktory uspeésné identifikace vldknitych mikromycet jsou: dasledné dodrzovani faze
piipravy vzorku a aktualizace a rozSifovani spekter referencni databaze. Zavérem jiZ jen
konstatovéni, Ze je potfeba pokraCovat v testovani pomoci hmotnostni spektrometrie,

srovnat s klasickou metodou a ziskat tak vysledky vétsi skupiny vlaknitych mikromycet.

56



8. Seznam pouzitych zkratek

CLSI
DBH

ddNTP
DNA
dNTP
EIA
EUCAST
FerA

HABA

HCCA

KOH
MALDI TOF
letu

MIC

MS

PCR

SA

SAB

uv

Ustav pro klinické a laboratorni standardy

kyselina 2,5 — dihydroxybenzoova

dideoxyribonukleozidtrifosfaty

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleozidtrifosfat

enzym imuno analyza

Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

kyselina 4-hydroxy-3-metoxyskoficova
kyselina 2-(4 hydroxyfenylazo)benzoova
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

hydroxid draselny

laserova desorpce ionizace za pifitomnosti matrice s detektorem doby

minimdlni inhibi¢ni koncentrace
hmotnostni spektrometrie
polymerédzova fetézova reakce

kyselina 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoticova
Sabouraud

ultrafialové zareni
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10. P¥ilohy
Priloha 1

Seznam rodi obsazenych v databazi Fungi library:
®  Acremonium
Alternaria
Arthrinium
Aspergillus
Aureobasidium
Botrytis
Chaetomium
Chrysosporium
Cladosporium
Cunnighamella
Curvularia
Epicoccum
Epidermophyton
Eurotium
Fenellia
Fusarium
Geomyces
Lecythophora
Lichthemia
Microsporum
Monilinia
Mucor
Paecilomyces
Penicilium
Pheoacremonium
Phialemonium
Phialophora
Phoma
Rhizomucor
Rizopus
Scedosporium
Schizophyllum
Scopulariopsis
Scytalidium
Trichoderma
Trichophyton
Trychurus
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Priloha 2

Analyte§

BRUKER

Nizev analytu: G10

Popis analytu:

Kaod analytu: -

Datum a ¢as vytvoieni analytu: 2014-01-08T12:51:48.3287
Pouzité knihovny MSP: Filamentous Fungi Library 1.0
Pouzity taxonomicky strom:

lludm{ceni Porovnana reference Skdre Ide'ntiﬁk‘afnl'

(kvalita) kod NCBI
( *l‘ ) Trichophyton interdigitale_CC6 DSM 12283 DSM 2.028 | 124925590
( _i ) Trichophyton rubrum CC6 DSM 4167 DSM 2001 | 124925590
(i | Trichophyton_mentagrophytes vurl_;;:’;u:l:gi?[(:jlnglsanhmderma_benhamiae[teiea]_CCé 1.849 | 124925590
(j'r) Trichophyton interdigitale_CC6 120227_03 ETL 1.801 | 124925590
(:j) Trichophyton interdigitale CC6 DSM 16110 DSM 1.697 | 124925590
[{’] Trichophyton tonsurans_CC6 111201_IMVS 1.692 | 124925590
(T] Trichophyton equinum_CC6 DSM 21688 DSM 1.691 | 124925590
f§} Trichophyton interdigitale_CC6 F64 RLH 1.649 | 124925590
{‘f) Trichophyton tonsurans_ CC6 F57 LLH 1616 | 124925500
[‘_") Trichophyton tonsurans CC6 F34 LLH 1551 | 124925300
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Priloha 3

Bruker Daltonik MALDI Biotyper
Vysledky klasifikace BRUKER

Inf. o projektu:

Nazev projektu: 20130103-houby

Popis projektu:

Vlastnik projektu: Administrator@FLEX-PC
Datum a ¢as vytvofeni projektu: 2014-01-03T12:44:26.8907
Pacet analytt v projektu: 4

Typ projektu: Development

Validace: neni

Pozice validace:

Pichled vysledkii

zl:;;::u arﬁ?}(}tu (n‘.;qu:g.l:ﬁ?i-} Skore (drulgrf:j?::)né]ilfhoda) Skdre
(++%4( A) AR, Aspergillus fumigatus 2.165 Aspergillus fumigatus 1.868
( ++%5( A) MR, | Aspergillus fumigatus | 2.028 Aspergillus fumigatus 1.947
( +£)._?B ) SRR |  Aspergillus fumigatus 1.981 nespolehliva identifikace 1.51

( +%B ) IR Aspergillus fumigatus 1.854 Aspergillus fumigatus 1.85
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Priloha 4

Analytes
BRUKER
Nizev analytu: a7
Popis analytu:
Kéd analytu: PR,
Datum a éas vytvofeni analytu: 2014-01-08T12:51:48.328Z
Pouzité knihovny MSP: Filamentous Fungi Library 1.0

Pouzity taxonomicky strom:

Hodnoceni Pairaviand relerence Skére Ide’ntiﬁkaini

(kvalita) kéd NCBI
( {L ) Microsporum canis DSM 10708 DSM 2.161 | 124925590
( er) Microsporum canis 120227 20 ETL 1.858 | 124925590
( i) Microsporum canis FO5_1015K_09 LLH 1.778 | 124925590
[i) Microsporum canis 111116_20 IMD 1.755 | 124925590
('3_] Microsporum canis FO6 58 11 LLH 1473 | 124925590
(fu] Trichophyton mcnlugropi,ytcs_var__{_;r([.n;gniginélrirthrodem‘la_benhamiae[telec]_CClS 1343 | 124925590
( ? ) Microsporum canis F32 LLH 1.225 | 124925590
(ﬁ) Trichophyton interdigitale CC6 120227_03 ETL 1.221 | 124925590
(?) Trichophyton interdigitale CC6 DSM 12283 DSM 1.177 | 124925590
{I'O) Penicillium rugulosum DSM 19649 DSM 1.174 | 124925590
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