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UVOD

Veskeré houbové mikroorganismy maji heterotrofni vyzivu. Vedle vlaknitych hub
vyuzivaji organicky substrat jako zdroj energie k rustu i houby, jejichz stélku tvofi Casto
pouze jednotliva bunka. Tyto zdanlivé jednoduché mikroorganismy nazyvame pro jejich
schopnost fermentovat nejriznéj$i sacharidy pravymi kvasinkami. Existuji vSak také
organismy morfologicky témét totozné s kvasinkami, ale bez schopnosti zkvasovat uhlikaty
substrat. Ty se v systematické mykologii oznacuji jako kvasinky nepravé (Kalina et Vana
2005; Kockova-Kratochvilova 1990).

Stélka kvasinek miize byt tvofena jednak jednotlivymi bunkami, pseudomyceliem
nebo i pravym septovanym myceliem (Bednaf et al. 2009). Je pro né typicka naprosta absence
jakéhokoli naznaku plodnice (Kalina et Vana 2005).

Zakladni jednotkou stélky kvasinek, jak jiz bylo zminéno, je typicka eukaryoticka
burika s linearni DNA ulozenou v jadie, fadime je proto do nadiiSe Eukaryota (Madigan et al.
2012). Taxonomicky kvasinky patii do fiSe Fungi. Kvasinkové mykoorganismy jsou dosti
heterogenni skupinou. Jsou to organismy velmi odlisnych vlastnosti. LiSi se mezi sebou
fyziologicky, ekologicky, morfologicky a pochopitelné tedy i na trovni genomu. Jejich
spole¢nou vlastnosti je vysoka biochemicka aktivita. VéEtSina z nich je schopna zkvaSovat
rizné sacharidy za tvorby organickych alkoholli, cehoz se u nékterych druhii hojné vyuziva
v potravinaiském primyslu (Silhankova 2002).

U nékterych kvasinek nebylo zjisténo sexualni rozmnozovani a tedy ani pohlavni tzv.
perfektni stddium (teleomorfa), a proto se nazyvaji jen podle svého nepohlavniho stadia-
anamorfy (Kalina et Vana 2005). V taxonomickém nazvoslovi stanovené Mezinarodnim
kédem botanické nomenklatury ma nazev teleomorfy piednost pifed ndzvem anamorfy, avSak
v Iékafstvi se nazvy anamorf natolik vzily, Ze se pouzivaji ¢astéji (Otcenasek et al. 1990).

Pravé kvasinky se v taxonomickém systému fadi do oddéleni Ascomycota (houby

vieckovytrusné), a proto je nazyvame askomycetarnimi kvasinkami (Silhankova 2002).

Klasifikace pravych (askomycetarnich) kvasinek dle Kaliny a Vani (2005)

* Oddéleni: Ascomycota

i Pododdéleni: Saccharomycotina (syn. Hemiascomycotina)

* Trida: Saccharomycetes

*  Rad: Saccharomycetales (syn. Endomycetales ,pravé kvasinky*)
e Celed’: Saccharomycetaceae



i Rody: Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Endomyces aj.

U téchto roda prokdzaly genetické studie nukleotidovych sekvenci v DNA tzkou piibuznost
az na druhové urovni s nékterymi anamorfnimi patogeny rodt Candida, Trichosporon ¢i
Geotrichum. Tyto anamorfy Ize proto =zafadit mezi askomycetarni kvasinky

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Vyjimku tvofi rod Schizosaccharomyces, ktery, rovnéz askomycetarni, vSak mezi
pravé kvasinky nepatii. Geneticky se odliSuje jiz na trovni pododdéleni. Molekularni studie
potvrdily, Ze genom Schizosaccharomyces se podoba genomu pravych kvasinek jen velmi
vzdaleng. Lisi se sloZzenim bunécné stény, coz je vyznamny evolu¢ni trend (Kalina et Vana
2005). Je vyrazné termotolerantni (Kockova-Kratochvilova 1990). Jako patogen se ziejmé
neuplatiuje zadny zastupce. Typovym druhem je zde Schizosaccharomyces pombe, ktery byl

izolovan z afrického prosového piva ,,pombe* (Kockova-Kratochvilova 1990).

Klasifikace schizosacharomycetnich (askomycetarnich) kvasinek dle Kaliny a Vani

(2005)

i Oddéleni: Ascomycota

* Pododdéleni: Taphrinomycotina

* Trida (monotypicka): Schizosaccharomycetes

*  Rad (monotypicky): Schizosaccharomycetales

o Celed’ (monotypicka): Schizosaccharomycetaceae
o Rod: Schizosaccharomyces

Kvasinky nepravé nalezi oddéleni Basidiomycota, lze je tedy nazvat kvasinkami

basidiomycetarnimi (Kockova-Kratochvilova 1990).

Klasifikace nepravvch (basidiomycetarnich) kvasinek dle Kaliny a Vani (2005)

* Oddéleni: Basidiomycota

* Pododdéleni: Heterobasidiomycetidae

* Trida: Agaricomycetes (syn. Basidiomycetes)

* Podtrida: Tremellomycetidae

*  Rady: Filobasidiales, Cystofilobasidiales

i Celed’: Filobasidiaceae, Cystofilobasidiaceae

. Rody: Rhodosporidium, Filobasidium, Filobasidiella, Cystofilobasidium aj.


http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp

Uvedené perfektni (teleomorfni) rody patti k imperfektnim (anamorfnim) rodiim vyznamnych
zivociSnych patogeni véetné Cloveéka jako jsou Cryptococcus, Rhodotorula ¢i Malassezia
(Kalina et Vana 2005).
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1.TEORETICKA CAST:PREHLED PROBLEMATIKY
1.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA

1.1.1 Obecna charakteristika buniky kvasinek

Velikost bunky Iékaisky nejvyznamnéjsiho druhu kvasinky, Candida albicans je 3-5 x
3-15um (Bednat et al. 2009). Bunka kvasinek se obvykle sklada z bunééné stény,
cytoplazmatické membrany a Zzivého obsahu bunky tzv. protoplastu, ktery obsahuje
cytoplazmu a v ni uloZzené organely a rozpusténé ionty (Rose et Harrison 1969; Silhankova
2002).

Vnéjs$i prostiedi a vnitini obsah bunék kandid jsou odd€leny bunéénou sténou a pod ni
ulozenou cytoplazmatickou membranou skladajici se z typické fosfolipidové dvojvrstvy a na
ni navazanych perifernich ¢i integralnich proteinti (Lindegren 1949; Prochéazka et al. 1999).
Nedilnou soucasti cytoplazmatické membrany jako u vSech hub je ergosterol

(http://people.upei.ca/jlewis/Mycology-1-2011.pdf).

Cytoplazmaticka membrana ohrani¢uje polotekutou cytoplazmu, Ve které jsou ulozeny
vSechny bunécné organely. U mladych kvasinek je prihlednd a homogenni, stafim se jeji
absorbance zvysuje. Udrzuje stalost vnitiniho prostfedi a jsou v ni jsou rozpustény pro burku
pottebné ionty a molekuly, jejichz vzajemny pomér zavisi na jejich piijmu a vydeji pies
cytoplazmatickou membranu a pory v bunééné sténé (Kubista 1998).

Endomembranovy systém sestava piedevsim z endoplazmatického retikula, které tvoii
vnéjsi jadernou membranu a rozrustad se v podob¢é lamel odsttedivé do celého protoplastu,
a Golgiho aparatu, jehoZ ploché cisterny, diktyozomy, jsou lokalizovany spiSe smérem
k cytoplazmatické membrané, pies niz kvasinka distribuuje v transportnich vaccich napft.
prekurzory pro stavbu bunééné stény (Kockova-Kratochvilova 1990; Silhdnkova 2002). Obé
tyto struktury jsou nezbytné pro komunikaci s organelami v butice i intercelularni komunikaci
v podobé transportnich vackl. Soucésti endomembranového systému jsou také jednodussi
organely jako peroxyzomy, glyoxyzomy, vakuoly nebo zasobni tukova téliska tzv. oleazomy
(Prochazka et al. 1999).

Nejnapadnéjsi organelou celé buriky je vakuola. U kvasinek je centralné ulozena a ma
kulovity tvar. Je ohrani¢end jednoduchou membranou, tonoplastem. U mladych kvasinek se
v bunice nalézé vétsi pocet drobnych vakuol, které stafim bunky fuzuji za vzniku jedné velké

vakuoly vypliujici vétsinu protoplastu. Vakuola obsahuje hydrolytické enzymy pro rozklad
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vlastnich bunécnych struktur a ve vodé rozpustné latky slouzici jako rezerva (Kockova-
Kratochvilova 1990).

Semiautonomni organely, jako jsou mitochondrie, maji vlastni genetickou vybavu
v podobé DNA a RNA, kterd je zodpovédnd za extranuklearni dédicnost kvasinek
a schopnost déleni dle potieb buiiky (Kockova-Kratochvilova 1990; Silhankova 2002).

Mitochondrie jsou vystavény z proteind, lipida a fosfolipida. Jsou v nich lokalizovany
dulezité procesy pro ziskavani energie jako oxidativni fosforylace coby soucast bunétné
aerobni respirace ¢i Krebstiv cyklus, nepostradatelny pro produkci ATP. Nachazi-li se butika
v prostiedi bez kysliku, dochazi k redukci poctu a velikosti mitochondrii. Po opétovném
okysli¢eni jsou jejich velikost a pocet v bunkach kvasinek znovu obnoveny. Narozdil od
ostatnich eukaryotnich bunék probiha betaoxidace mastnych kyselin v peroxyzéomech a nikoli
v mitochondriich (Zinser et Daum 1995).

Informacni centrum bunky kvasinek tvoii jako u kazdé jiné eukaryotické bunky jadro.
Je obklopeno dvojitou membranou. Vnéjsi tvoii endoplazmatické retikulum a wvnitini
karyolema obklopuje jaderny obsah, nukleoplazmu. Ta ptfedstavuje chromatin, ktery se béhem
cytokineze organizuje do chromozomi (Alberts 2005). Soucasti jadra je také jadérko. Je
mistem koncentrace pfiblizn¢ pétiny RNA celého jadra. U kvasinek ma srpkovity tvar. Je
lokalizovano tésn¢ pod karyolemou. Soucasti jadra je také polové télisko, které predstavuje
organizaéni centrum mikrotubulti (Kockova-Kratochvilova 1990; Silhdnkova 2002).

V cytoplazmé se mohou nalézat i drobné kruhové DNA, tzv. plazmidy, které sice
nenesou pro buiiku informaci nutnou pro jeji fyziologické funkce, ale mnohdy jsou pti¢inou
zachrany pfed jejim zanikem (Bednaf et al. 2009). Pro kvasinky je typicky 2pm plazmid
(Janderova et Bendova 1999).

Velmi vyznamnou bunéénou strukturou je cytoskelet. Cytoskelet kvasinek sestava ze
tii typt cytoskeletarnich vlaken: intermediarni filamenta, mikrotubuly a aktinova filamenta.
Intermediarni filamenta jsou v bunce kvasinek omezena pouze na jadernou laminu, ktera je
mechanickou oporou pro jadro. Nejvice jsou zastoupena aktinova filamenta, ktera umoziuji
bunce kvasinek adherovat k riiznym povrchim a samoziejmé také puceni. Mikrotubuly jsou
zastoupeny jako v kterékoli jiné eukaryotické bunice. Umoziuji predev§im mitdézu a podél
nich se uskuteciiuje transport organel ¢i riiznych substratii. Podle téchto rozdilnych funkei 1ze
rozdélit mikrotubuly na cytoplazmatické a jaderné (Alberts 2005; David 2007).

Buiiku kvasinek obklopuje pevna, pruznd bunéénad sténa. Barvi se pozitivné dle

Grama. Bunécna sténa nékterych basidiomycetarnich kvasinek je schopna na svém povrchu
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jesté vytvaret polysacharidové pouzdro (napf. Cryptococcus neoformans). Tato pouzdra jsou
pfimym nastrojem patogenity, nebot’ chrani buiiku pted fagocytézou (Bednat et al. 2009).

Bunééna sténa obsahuje velké mnozstvi portt umoznujici priichod riiznych substratu,
ale jen do urcité¢ velikosti. Vysokomolekuldrni latky, naptiklad polysacharidy a bilkoviny,
vSak témito pory neprojdou (Alberts 2005).

Bunéénd sténa velmi uc¢inn€¢ odolavd mechanickému poskozeni ¢i zménam
osmotického tlaku, coz by vedlo k zaniku bunky. ZvySeni osmotického tlaku prostiedi vede
ke kolapsu bunky - plazmolyze a snizeni osmotického tlaku prostiedi k jeji ruptufe,
plazmoptyze (Kubista 1998).

Hlavni slozkou bunééné stény kvasinek jsou polysacharidy chitin a pB-glukan
(Kocmanova et al. 2007). Ty ve formé vlaken tvoii pevnou sit’ (retikulum). Polysacharidova
sit’ je doplnéna vmezefenymi proteiny a-glukanem a manoproteiny. Pomér mezi bilkovinnou
a polysacharidovou slozkou v buné¢né sténé kvasinek je ptiblizné 1:8. Kupiikladu C. albicans
ma bunéénou sténu tvorenou z 30-60 % glukany, 25-50 % chitinem, 2-14 % lipidy a z 5-15 %
proteiny (gsbs.utmb.edu/microbook/intomyco.htm).

Bunécna sténa je u kandid stejné jako u ostatnich askomycetarnich kvasinek tvofena
chitinem a B-glukany, v rizné mife jsou zastoupeny galaktomannany (pfedevs§im B-mannan),
a-glukan a glukosaminy (Zinser et Daum 1995; Vana et Kalina 2005; Kockova-Kratochvilova
1982).

Chitin se vSak u zastupcu tfidy Schizosaccharomycetes vyskytuje v bunééné sténé jen
Ve stopovém mnozstvi. Pfevazujicimi  slozkami  jsou zde galaktomannany,
gluk6zoaminoglykan a jiné polysacharidy (Kalina et Vana 2005).

V bunécné sténé basidiomycetarnich kvasinek dominuje chitin, pfi¢emz ostatni
uhlovodikové slozky jsou zastoupeny V nepatrné mife. Pfitomen je B-glukan, a-glukan
a rizné xylomannoproteiny, pfedev§im xylomannan (Kalina et Vana 2005).

Imunitni odpovéd” makroorganizmu na kvasinkovou infekci je vyvolana praveé
mannany, pfipadné¢ i dal§imi glykoproteiny obsazenymi v jejich bunétné sténé

(gsbs.utmb.edu/microbook/intomyco.htm).

1.1.2 Metabolismus kvasinek

Neexistuje Zadna striktné anaerobni kvasinka. Askomycetarni kvasinky vcetné
schizosacharomycet jsou fakultativné anaerobni, avSak stopové mnozstvi kysliku je nezbytné

pro syntézu komponent jejich cytoplazmatickych membran jako je ergosterol, nékteré
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nenasycené mastné kyseliny ¢i kyselina nikotinova. Maji enzym alkoholdehydrogenazu a 1ze
je nazvat kvasinkami fermentativnimi. Tyto kvasinky jsou schopny fermentace i v aecrobnim
prostiedi. Basidiomycetarni kvasinky jsou obligatné aerobni a fermentace nejsou schopny
z dtivodu absence alkoholdehydrogenazy (Janderova et Bendova 1999).

Jako u vSech hub je i u kvasinek typicka draha biosyntézy aminokyseliny lysin pies
kyselinu a-aminoadipovou, tedy draha AAA. Je to jedine¢ny evolucni fenomén typicky pro
fi81 Fungi. VSechny houby pro spravny chod vSech metabolickych procesu potiebuji vodu,
vhodnou teplotu, pH, zdroj uhliku a dusiku, ur¢ité anorganické ionty a nékteré druhy ve velmi
malych koncentracich také ristové faktory organického piivodu. Kvasinky mezi nimi netvoii
vyjimku (Xu et al. 2006).

Biochemicky metabolismus kvasinek sestdva z katabolismu a anabolismu. Pfi
katabolickych déjich se energie uvoliluje pii degradaci riznych substrath a vznika ATP.
Dochazi k redukci NAD* na NADH, NADP® (NADPH) a (FAD) na FADH,. Tyto
vysokoenergetické molekulové nosi¢e pak dodavaji energii anabolickym procesum (\Voet
2011).

Mezi katabolické procesy patfi napiiklad fermentace. Fermentace u kvasinek je
metabolicky proces, kde je sacharid anaerobni cestou degradovan na energeticky chudsi
alkohol a oxid uhli¢ity (Voet 2011). Pii okysli¢eni substratu dochazi k tzv. Pasteurové efektu,
kdy se fermentace vyrazné zpomali a naopak se zrychli mnozeni kvasinek. Je tedy ziejmé, ze
aerobni metabolismus je mnohem uc¢innéjs$i nez nouzovy metabolismus anaerobni (Hugo et al.
2009).

Pii anabolickych dé&jich je energie z katabolismu spotfebovavana na syntézu
komplexnich molekul a jejich meziproduktti. ATP je rozkladan na ADP+P. V anabolismu
jsou pouzivany redukované formy NADPH, NADH, FADH2. Tato reakce je katalyzovana
dehydrogenazami. Mezi anabolické procesy patii napi. asimilace (Voet 2011).

Bunka kvasinek obsahuje asi 80 % vody, a proto potiebuje jeji staly pfisun. Ve vodé
jsou rozpustény vsechny latky dulezité pro jeji vyzivu. Bez ni by se do bunky nemohly dostat
(Kubista 1998).

Kvasinky mohou rist v rozmezi teplot -2-48 °C, avSak netyka se to vSech druhu.
Podle teplotnich narokti lze kvasinky délit na kvasinky psychrofilni, mezofilni
a termotolerantni. Termovalence psychrofilnich kvasinek je -2-20 °C. Mezi né€ patii n€které
druhy kryptokokt. Teplotni rozmezi pro rast mezofilnich kvasinek, je 2-48 °C, pticemz

v laboratornich podminkach je bézné uzivano kultivaénich teplot 25-30 °C, coz je rastové
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optimum naprosté vétSiny kvasinek. Termotolerantni kvasinky s ristovym optimem 30-48 °C
patii vétSinou k patogenim homoiotermnich Zivocichi jako naptiklad rody Candida ci
Geotrichum (Silhdnkova 2002).

Kvasinky pro spravny rust vyzaduji pomérné uzké rozmezi pH, které se pohybuje
v mirn¢ kyselém spektru pH = 4,2-5,5. Jiz lehce zasadité pH = 7,5 zastavuje rust bunck
kvasinek. Kvasinky si vS§ak mohou diky své biochemické aktivité pH rychle upravit samy
predevsim asimilaci (Kockova-Kratochvilova 1982).

Stejné jako vSechny houby jsou i kvasinky organismy heterotrofni. Jako zdroj uhliku
tedy vyuzivaji organické latky, predev§im Sestiuhlikaté monosacharidy a disacharidy. Nékteré
kmeny Saccharomyces cerevisiae zkvasuji také trisacharidy. Cetni zastupci rodu Candida
vyuzivaji jako zdroj uhliku také viceuhlikaté slouceniny, napf. devitiuhlikaté. Energii
ziskavaji oxidaci téchto organickych latek. Jsou schopny biosyntézy vSech aminokyselin
(http://isb-up.cz/data/PDF/HBIO/HBIO02.pdf).

Jejich metabolismus je aerobné¢ respiracni. VSechny kvasinky maji schopnost
asimilovat sacharidy. Asimilace je utilizace uhlikatych latek v prostiedi s kyslikem, kdy
kvasinky tyto latky osmoticky ziskavaji a pfeménuji je na latky jejich buiikam vlastni (Voet
2011; Kockova-Kratochvilova 1982).

Askomycetarni kvasinky maji navic moznost alternativné pfiejit do nouzového
metabolismu anaerobniho, ktery piedstavuje fermentace (Kalina et Vana 2005). Fermentace
sacharidi vyzaduje produkci specifickych enzymu jako je alkoholdehydrogenaza nebo
pyruvatdekarboxylaza a samoziejmé také enzymy transportniho systému pro pienos sacharidu
pfes cytoplazmatickou membranu v prostiedi bez kysliku (Wellhoener et Geiger 2003).
Vlivem redukce velikosti a poctu mitochondrii se silné¢ zpomali produkce ATP, nicméné
bunka piezije (Kapralek 1999).

Kvasinky ptijimaji slou¢eniny obsahujici dusik v anorganické formé jako amoniové
soli nebo v organické formé (aminokyseliny). Z amoniovych soli slouzi jako zdroj uhliku
kvasinkam (NH4)2S0Os, dale napiiklad NHs (http://isbup.cz/data/PDF/HBIO/HBIO02.pdf).

Amoniak je kvasinkami oxidovan na dusi¢nany, dale pomoci nitratreduktazy na
dusitany a dale pomoci nitritreduktazy na amonny kation. Z aminokyselin slouzi jako zdroje
dusiku pro kvasinky pfedevsim kyselina glutamova a asparagin. Dal$im vyznamnym zdrojem
dusiku je mocovina. Ta je vyuzivana predev§im basidiomycetarnimi kvasinkami, protoze

k jeji degradaci je nutny enzym ureaza, ktery mocovinu $tépi na oxid uhli¢ity a amoniak.
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Kvasinky vyuzivajici jako zdroj dusiku mocovinu tedy nazyvame ureaza-pozitivni. Za zdroj
dusiku slouzi kvasinkam aminokyseliny (Rosa et Péter 2006).

Anorganické ionty nezbytné pro spravny rast a vyvoj kvasinek jsou predevsim ionty
fosforu a hoiciku. Fosfor je nezbytny k zajisténi pfenosu energie v makroergnich vazbach
ATP. Jeho deficit vede ke zpomaleni rustu kvasinek a ke zpomaleni jejich asimila¢nich
a v nepatrné mife i fermentacnich procesti. Hoi¢ik stimuluje katalytické procesy a podporuje
aktivitu fosfataz. Dale jsou ve stopovém mnozstvi pro kvasinky dulezité ionty vapniku,
zeleza, meédi, molybdenu, drasliku, boru, jodu, kobaltu, chloru, zinku ¢i niklu, ktery je
soucasti enzymu uredzy (Kockova-Kratochvilova 1982).

Mezi rastové faktory vyuzivané kvasinkami patii vitaminy pfedevSim z fady B,
aminokyseliny, vys$§i nasycené mastné kyseliny, aminy ¢i zasadité latky obsahujici purinovou
a pyrimidinovou bazi (Kockova-Kratochvilova 1982). Pokud si rastové faktory kvasinky
neumi syntetizovat samy, je jejich existence zavisld na piitomnosti téchto latek v prostiedi

a jsou nazyvany auxotrofnimi (Kalina et Vana 2005).

1.1.3 Reprodukce kvasinek

Kvasinky se mnozi dvojim zpisobem, a to asexudln¢ (vegetativné) a sexualné
(generativné). Oba zpisoby reprodukce maji rizné odchylky na zékladé taxonomie
kvasinkovych organismii. Anamorfni stadia jsou omezena pouze na vegetativni zpusob
rozmnozovani. Teleomorfni stddia se mohou rozmnozovat obéma zplisoby. Vyrazn¢ se lisi
reprodukce u askomycetarnich a basidiomycetarnich kvasinek (Kalina et Vana 2005).

Vegetativni rozmnoZovani pravych kvasinek se déje pu¢enim matei'ské burnky. Jedna
se o nerovnocenné déleni. Mald dcetind bunka tzv. zarodecny pupen po skonceni mité6zy musi
dortst velikosti mateiské butiky, aby se pak sama mohla stat matefskou bufikou. V buné¢ném
cyklu mé velmi dlouhou G1 fazi (Janderova et Bendova 1999). Po této fazi se od ni mize
a nemusi oddélit. Pokud se oddéli, zanechava v misté odSkrceni na matetfské bufice jizvu.
Naproti tomu v misté odskrceni na dcefiné bufice zlstava po odskrceni tzv. jizva zrodu
(Jetabkova 2006). Napi. u rodu Saccharomyces se podle poctu jizev da urcit staii burky,
nebot’ nepuci ze stejného mista nové buiky vicekrat. Nékteré kvasinky vSak puci bipolarné
a u nich jsou pod elektronovym mikroskopem na obou polech patrné opakované vyvySeniny
(Silhankova 2002).
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Neoddéli-li se vSak dcefina buiika od matefské, stava se zanedlouho i ona buikou
matefskou a vzniklé vétvené fetizky téchto bun€k, tzv. Dblastospor, se rozrustaji
v pseudomycelium (Kockova-Kratochvilova 1990).

U nékterych druhd, napt. Trichosporon ¢i Geotrichum, je typicka tvorba také pravého
mycelia, kde dochdzi k ptficnému déleni dvou ¢i vicejadernych bunék za tvorby sept.
V septech jsou drobné pory jimiz proudi cytoplazma. Pfi vegetativnim rozmnoZovani pak
dojde k rozpadu mycelia v misté sept na jednotlivé buinky zvané arthrospory. Tento typ
reprodukce se nazyva vegetativné fruktifika¢ni (Kockova-Kratochvilova 1990).

U schizosacharomycet se vegetativni rozmnozovani déje schizotomickym rozpadem
mateiské bunky ve 4-8 arthrospor. Jedna se tedy o rovnocenné déleni (Janderova et Bendova
1999; Kalina et Vana 2005).

Zasadni rozdil mezi puCenim askomycetdrnich a basidiomycetarnich kvasinek je
V tom, ze jadro basidiomycetarnich kvasinek je pfesunuto do vznikajiciho pupenu jesté pied
mitotickym délenim, kde také dochazi ke karyokinezi. Délici vieténko se rovnéz formuje
Vv pupenu. Na konci telofaze se jeden duplikat jadra vraci zpét do mateiské buiiky (Kopecka et
al. 2001b). U askomycetarnich kvasinek dochazi k mitotickému déleni v matetské bunce, kde
také vznika délici vieténko, a duplikat jadra se presunuje do pupenu az na samém konci
telofaze (Winsor et Schiebel 1997).

U pravych kvasinek je generativni rozmnoZovani nejCastéji somatogamické. Jen
ojedin¢le spolu kopuluji ne zcela diferencovana gametangia jako napi. u rodd Endomyces
nebo Dipodascus. Pii kopulaci dojde ke karyogamii a vznikla zygota pak obsahuje jediné
diploidni jadro. Dochazi pak k meidze za vzniku ¢tyi haploidnich jader, ktera tvoii zaklad
askospor. Ze zygoty vznikaji naha viecka s endogenné uloZenymi askosporami. Viecka jsou
prototunikatni. Jejich jedina sténa je velmi tenka, v dobé zralosti se rozpada a uvoliuje
nejcastéji jednobunééné askospory. Askospory jsou ve viecku pravych kvasinek vétSinou
uloZeny po &tyfech. Zivotni cyklus pravych kvasinek je haplobiontni (napf. Dipodascus
uninucleatus), haplodiplobiontni (napf. S. cerevisiae) s vétsinou izomorfickou rodozménou ¢i
diplobiontni (napi. Saccharomycodes ludwigii) (Silhankova 2002; Kalina et Vaiia 2005).

Sexualni reprodukei se schizosacharomycety od pravych kvasinek jednobunééného
typu vyrazné nelisi. Jejich prototunikatni viecka vznikaji téz po hologamické konjugaci dvou
bunék a obsahuji ¢tyfi nebo osm askospor u Schizosaccharomyces octosporus. Jejich zivotni

cyklus je striktné haplobiontni (Kalina et Vana 2005).
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Teleomorfy basidiomycetarnich kvasinek vytvareji po konjugaci somatickych bunék
jednotlivé stopkaté, kyjovité holobasidie. Pti konjugaci somatickych bun¢k dochazi k fuzi
jader a nasledné meidze. Vysledkem meidzy jsou 4 haploidni jadra a ta se pak jednou ¢i
vicekrat mitoticky rozdéli. Tato jadra pak migruji z basidie do vznikajicich basidiospor. Na
basidiich vznikaji basidiospory exogenné (Silhankova 2002; Kalina et Vatia 2005).

Reprodukci kvasinek Ize wvyjadfit rustovou kiivkou, kterd je spolecnd vSem
organismim nalézajici se v prostfedi s omezenym mnozstvim zivin (viz. Tabulka 1a). Je to
vyjadieni poCtu jedinct v zavislosti na ¢ase az do vyCerpani zivin. Rust kvasinek vykazuje
urcitou dynamiku, kterou lze vyjadiit charakteristickymi fdzemi. Jejich délky se mohou liSit
u raznych druht. Lze je zménit i odliSnym zptisobem kultivace. Tyto rastové faze jsou na
kiivce ziejmé jako jeji Giseky (Kockova-Kratochvilova 1982; Silhankova 2002).

Lag-faze je vyjadieni inokulace. Buniky se nemnozi, jen se adaptuji na nové prostredi.
Aktivuji svlj enzymovy aparat a rostou. Nejkrat$i je tato faze, jsou-li buniky kvasinek
odebrany z exponencialni faze, kdy se piekotné mnozi. Mnozstvi bunék se viceméné neméni
a odumiraji jen staré bunky. Kolik jich je zaockovano, takovy pocet se projevi na kiivce.
Faze zacinajiciho rastu nastavd po adaptaci bunék na prostiedi. DEli se na dvé casti.
V pocatecni fazi bunky nacerpavaji energii, zacinaji vyuzivat ziviny, prodluzuji se a stale
zvetSuji svij objem. V akceleracni fazi pak zakladaji zarode¢né pupeny, které se oddéluji od
mateiskych bunék Na konci této faze lze napocitat az 100 % pucicich bunék.
V exponencidlni (logaritmické) fazi se bunky mnozi konstantni rychlosti a jejich pocet se
exponencialn¢ zvySuje. Je to faze, kde builky maximalné vyuzivaji Ziviny z prostfedi. Pocet
zarodec¢nych pupent, které se vytvorfily v akceleracni fazi a v prvni poloviné exponencidlni
faze se v druhé poloving této faze odskrcuji do prostiedi a pocet pucicich bunék se snizuje az
k nule. Na konci exponencialni faze téméf vSechny buniky Ziji. Poté nastava faze
zpomaleného rustu. Zacinaji se hromadit sekundarni metabolity a toxické odpadni latky
napiiklad ethanol z fermenta¢niho procesu. Snizuje se intenzita metabolismu kvasinek,
a proto i rychlost mnozeni. ZvySuje se pocet odumirajicich bun€k. Bunky rané¢ vzniklé
zveétSuji svlij objem, aby se v nasledujici fazi vyrovnaly velikosti bun¢k matetskych. Ve
stacionarni fazi je vyrovnan tbytek a ptirdstek jednotlivych organismi. Mnozstvi piezivsich
bunék je zavislé na rezistenci k nedostatku Zivin, toleranci K toxinim a rychlosti metabolické
adaptace Kk nizkému mnozstvi zivin. U nékterych druhGt se vytvaii endospory Ci
chlamydospory, které slouzi k pieckani nutri¢ni krize. Tyto struktury vyuzivaji energii jen

minimalné narozdil od vitalnich bunék.
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— pocet bunék

Drive ¢i pozdéji nastane faze odumirani, kdy pocet odumirajicich bun¢k zacne stale vice
prevySovat pocet nové vzniklych bunék, az dojde k uplnému zaniku celé kultury. Tuto fazi lze
rozdé€lit na fazi zrychleného odumirani a naslednou logaritmickou fazi (Tvrdon et BaleSova
1986, Némec et Horakova 1999).

Existuji tfi zptusoby kultivace mikroorganismu, jimiz lze vyznamné zménit prib&h
rastove kiivky.

Staticka je kultivace s konstantnim mnozstvim Zzivin v klidové poloze. Dostupnost
zivin je tedy omezena, ptrestoze v médiu jich je dostatek. Faze rtstové kiivky jsou proto
znaéné Casove zkracené. Submerzni kultivace je zaloZena na stalém promichavani média,
které obsahuje rovnéz omezené mnozstvi zivin, ale jejich dostupnost je diky neustalému
rozptylu maximalni. Kontinualni kultivace se od piedchozich dvou vyrazné li§i. Ziviny jsou
zde doplilovany opétovnym pritokem. Toxické sekunddrni metabolity a odumielé buiiky jsou
naopak odvadény. Kultura mikroorganismi se touto kultivaci mize udrZzovat donekonecna

a rastova kiivka bude stale exponencidlné€ rist (Janderova et Bendova 1999).

Schéma la.: Ristova kiivka mikroorganismu v prostiedi s omezenym mnoZstvim Zivin

— &as [h]

s 1. Lag-faze

#2a. Pocate¢ni faze zatninajiciho ristu
@ 2b. Akceleraéni faze

« 3. Exponencidlni faze

4. Faze zpomaleného ristu

@ 5. Stacionarni faze

» 6a. Faze zrychleného odumirani

¢ 6b. Logaritmicka faze odumirani
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1.2 VYZNAM KVASINEK V MEDICINE

1.2.1 Charakteristika kandidoz

Kandidy jsou pfitomné v nejriiznéj$im materidlu jako je napiiklad ovoce, mléko, ¢i
pudni substrat. Vyskytuji se rovnéz jako komenzalové u zdravych savct véetné ¢lovéka na
kiizi, Gstni, stfevni &i genitalni sliznici (Fragner 1984). Ziji tam se specifickymi druhy bakterii
v urcité ekologické rovnovaze. Pokud je tato rovnovaha néjakym zplisobem narusovana ve
prospéch kvasinek, mize dojit k endogenni infekci. Z toho divodu se jedna o oportunni
patogeny (Bednaf et al. 2009).

Onemocnéni vyvolana kvasinkami rodu Candida jsou oznacovana jako kandidozy.
Zacinaji invazi patogena do tkan¢ (Bednar et al. 2009). Nejvyznamnéjsi patogenni zastupce
predstavuji C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, vzacnéji také
u C. kefyr, C. fabianii, C. pelliculosa, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. guilliermondii
a C. stellatoidea (Fragner 1992). V popiedi stoji C. albicans, ktera je coby ptuvodce kandidoz
prokazateln¢ nejbéznéjsi. Ostatni patogeny jsou pak oznacovany jako kandidy ,,non-albicans
(Maartens et Wood 1991).

Kandidy zptisobuji povrchové i hluboké infekce. Povrchové infekce se manifestuji na
ktzi, koznich adnexech ¢&i sliznici. Castou pii¢inou lokalnich kandidéz je naruseni bakterialni
flory. Postizena je nejCastéji sliznice genitalu a Gst. Hluboké infekce se projevuji jako
systémova onemocnéni. Dochazi pii nich k diseminaci kvasinek krevni cestou za vzniku
celkové sepse. Predisponovanymi pacienty jsou jedinci s dlouhodobym imunodeficitem.
Vstupni branou infekce milize byt oteviend rédna ¢i naruSend stfevni sliznice (Bednat et al.
2009).

Nekteré druhy kandid vytvaiejici pravé mycelium, pifedev§im C. parapsilosis, ale
i C. albicans, velmi ochotné Inou k hladkym povrchim jako jsou kanyly, protézy, umélé
srdeéni chlopné ¢i kloubni nahrady, které mohou portstat za tvorby biofilmu (Fragner 1992).
Druhy vytvaiejici hyfy a pseudohyfy mohou proristat i do okolnich tkani. Krevni plazma
i lymfa jsou pro kvasinky velmi vhodné médium a lidska télesna teplota vnitiniho prostiedi
37 °C rovnéz piedstavuje hodnotu v rozmezi jejich ristové tolerance (Otcenasek et al 1990;
Janderova et Bendova 1999). Pfitomnost kandid v krvi je oznacovana jako kandidémie (Hugo
et al. 2009).

V minulosti byli kvasinkovou infekci nejvice ohrozeni pacienti nakazeni virem HIV.

Diky vysoce agresivni 1é¢be, blokujici opétovnou infekci vnimavych bun¢k k tomuto viru, se

20



procento ohrozenych pacientd vyrazné snizilo. K rizikové skupin¢ dnes patii hlavné
hematoonkologicti pacienti po transplantaci kostni diené, kterym jsou dlouhodobé podavana
imunosupresiva, pacienti s diabetes mellitus pii dlouhodobé vysokych glykemickych
hodnotach ¢i pacienti na popaleninovych centrech, kteti maji rozsahlé¢ destrukce kuze
predstavujici Sirokou vstupni branu predev§im pro nozokomidlni kvasinkové infekce

(Fucikova et Barttiitkova 1994; Jedlickova 2006).

1.2.2 Popis studovanych druha kvasinek

Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout 1923

Vyskytuje se pouze v imperfektnim stadiu. Teleomorfa dosud nebyla zjiSténa

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V piirodé je C. albicans vzacna. Je nalézana v pudé sekundarné kontaminovanou
stolici savet, kde mize ptezivat diky tvorbé chlamydospor (Fragner 1992). Jako komenzal
savcu véetné Cloveéka je ze vSech kvasinek nejbéznéjsi. Na kizi je nalézana jen nahodné.
Spolu s ptirozenou bakterialni florou osidluje Gstni sliznici a jazyk, tonzily, stfevni sliznici,
vagindlni sliznici ¢i zevni zvukovod. U 10-20 % zdravych lidi je izolovana z moci, sputa ¢i
stolice v mnozstvi 10%-10° bungk/ml (Janderové et Bendova 1999).

C. albicans jako patogenni agens ¢lovéka je z kandid nejcastéjsi. Uplatiiuje se jako
patogen v 70-90 % piipadi kandidoz (Janderovéa et Bendova 1999). Je piivodcem lokélnich

v owvrw

kandidoz kaze, pfedevsim v intertrigindznich oblastech, paronychii, odkud se distalné §iii do
nehtové ploténky, kde vyvolava onychomykoézy (Bednar et al. 2009). Vzacnéjsi je tvorba tzv.
kerionu, infekéni hyperkeratozy ve kstici, dale pak kozni granulomy, folliculitis barbae,
kandid6zy rtu a perioralni pustulozni erupce (Fragner 1992). Béznéjsi jsou touto kvasinkou
vyvolané slizni¢ni pseudomembrandzni kandidozy jazyka a oralni sliznice tzv. ,,so0r* (viz.
Obrazek 13.), také kandidozy genitalu. Ze systémovych infekci je pivodcem endoftalmitid,
infekci zlu¢niku, vzacné i plic (viz. Obrazek 16.), peritonitid, endokarditid, meningitid
a naslednych generalizovanych sepsi, tzv. kandidémii (viz. Obrazek 17.) (Fragner 1984).

Na Sabouraudové glukdzovém agaru (SGA) pii teploté 30 °C po 48 h vytvari
2-5 mm Vv praméru velké, nejCastéji okrouhlé, bélavé az lehce krémové polokulovité, hladké
a lesklé kolonie, které maji vzdy mazlavou konzistenci (viz. Obrazek 3.c). Okraj kolonii je

kruhovy, viceméné pravidelny, nevlaknity, u nékterych kmenti vnoteny do agaru. C. albicans

ma charakteristickou mou¢né ovocnou vini (Fragner 1992).
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Mikroskopicky lze u kment z klinického materialu pozorovat nejéastéji kulovité az
kratce elipsoidni pucici bunky tzv. blastospory 3-5 pm v priméru. Bunky pseudomycelia
a mycelia v8ak mohou byt az 30 um dlouhé (Fragner 1992). C. albicans je typicka tvorbou
zarodeénych klicka, tzv. germ tubes. Diky jejich proriustani z fagozomu mohou bunky
C. albicans unikat imunitni odpovédi hostitele (Bednaf et al. 2009).

Za nepiiznivych podminek vznikaji na hyfach termindln€, interkalarné ¢i lateralné
kulaté, svétlolomné, silnosténné, a tudiz k vnéj$§im vliviim velmi rezistentni, bunky zvané
chlamydospory (viz Obrazek 3.a). Jsou 7-10 um velké (Otcenasek et al. 1990). U jinych
druhti, kromé C. dubliniensis, nebyla tvorba chlamydospor zjisténa. Tyto nepiiznivé
podminky lze v laboratofi simulovat kultivaci C. albicans naptiklad na ryZzovém agaru (RA)
¢i na kukufiéném agaru (CMA), diive i na ZluCovém agaru s taurocholatem (TCA)
(Koukalova et al. 2011).

Mezi biochemické vlastnosti C. albicans patii schopnost fermentace glukozy, maltdzy,
galaktozy, s uréitym zpozdénim i trehaldozy a také neschopnost fermentace sacharozy
a laktozy. Asimilovat nedokaze ze jmenovanych sacharidd pouze laktézu (Fragner 1992;

www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida tropicalis (Castellani) Berkhout 1923

Rovnéz u této kvasinky nebylo zjisténo perfektni askosporové stadium
(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V piirodé¢ je pomérné Casta. Jeji vyskyt je zaznamenan z pidy a vody kontaminované
hovézim trusem, dale z ovoce a to i hnijiciho, tlejiciho dieva, lisovanych kvasnic, kyselého
zeli ¢i acidofilniho mléka. Ptirozené osidluje u ¢lovéka stejna mista jako C. albicans (Fragner
1992).

Jako oportunni patogen miiZze vyvolavat kozni kandidézy, paronychia s naslednou
onychomyko6zou a slizniéni vulvovaginalni infekce (Fragner 1984). Vyvolava i systémové
kandidozy jako peritonitidy, endokarditidy, perikarditidy, infekce oka (viz. Obrazek 15.)
i generalizované sepse (Haber 1995).

Na SGA po 48 h vytvaii pfi 30 °C bélavé az krémové polokulovité, hladké a lesklé,
nékdy polomatné kolonie 3-5 mm v priméru (viz. Obrazek 12.c). Okraj kolonii je
pravidelny, nevlaknity nebo je vlaknity velmi kratce. C. tropicalis je citit po ovoci, ale nékteré

kmeny maji vyrazny pach po uvaiené kapusté ¢i kvétaku (Fragner 1992).
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Mikroskopicky jsou patrné sférické, kratce ¢i dlouze elipsoidni ¢i ovoidni blastospory
o rozméru 3-10 X 2-6,5 um. Buiky mycelia a pseudomycelia jsou az 20 um dlouhé (viz
Obrazek 12.a). V koloniich s hladkym povrchem je tvorba pseudomycelia a pravého mycelia
redukovana (Fragner 1992).

Z biochemickych vlastnosti 1ze jmenovat schopnost fermentace a asimilace glukozy,
sacharozy, maltozy a galaktézy. Nedokaze fermentovat ani asimilovat laktézu (Koukalova et

al. 2011; www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida glabrata (H.W. Anderson) S.A. Mey. & Yarrow 1978
Ani u C. glabrata doposud nebylo popsano teleomorfni stadium

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V ptirodé se vyskytuje pomérné hojné v citrusech ¢i pekarském drozdi. U ¢lovéka
patii k bézné stfevni i vaginalni flote. Osidluje v malé mite i Gstni sliznici, jicen a zevni
zvukovody. Jako oportunni patogen muze vyvolat kolpitidy (Fragner 1992). Asi 10 % kmeni
vykazuje rezistenci vii¢i flukonazolu (Jedlickova 2006).

Na SGA tvofi po 48h pti 30 °C nejCastéji 2-5 mm v pruméru velké kolonie bélaveé
krémové barvy (viz. Obrazek 5.c). Jsou pomérné nizké, mirné kopeckovité vyvysené nebo
témet polokulovité vyklenuté, hladké a velmi lesklé. Okraj kolonii neni vlaknity, je
pravidelny, ziidka slab¢ lalo¢naty. Viné je ovocna (Fragner 1992).

Blastospory C. glabrata jsou sférické, ovoidni ¢i elipsoidni, at’ uz dlouze ¢i kratce,
1,5-4,5 x 2-8 um velké (viz. Obrazek 5.a). Pro jednotlivé kmeny je typicky viceméné jeden
tvar bun¢k. Puceni je multipolarni. Mycelium ani pseudomycelium neni nikdy vytvofeno
(Fragner 1992).

Mezi biochemické vlastnosti C. glabrata patti schopnost fermentovat glukozu, ale
nikoli uz laktozu, maltozu a galaktézu. Asimiluje trehalozu a glukézu, ale ne laktozu,
galaktozu, maltozu, rafindzu, D-xylozu, erythritol a inositol (Fragner 1992; Koukalova et al.

2011; www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida krusei (Castellani.) Berkhout 1923

Teleomorfa C. krusei je askomycetarni kvasinka Issatchenkia orientalis

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).
V piirod¢ se ptirozené vyskytuje ve vzduchu, kvasnicich, ovoci jako naptiklad datle ¢i

hroznové vino. Je pivodcem kiisu vina i piva. U Cloveka ptirozené osidluje ustni a stfevni
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sliznici. Lokaln¢ se mlize vzacné uplatnit jako patogenni agens pii vaginalnich infekcich,
systémove pak pri viedu rohovky, peritonitidé i celkové sepsi (Fragner 1992). Je znama svou
rezistenci vii¢i flukonazolu (Jedlickova 2006).

Na SGA tvofii po 48 h pii 30 °C 2-4 mm v pruméru velké matné (viz. Obrazek 8.c),
polomatné ¢i lesklé kolonie krémové barvy s vyraznym stfedem Okraj kolonii je nevlaknity
nebo jen kratce vlaknity. Nékteré kmeny maji pfijemnou az ostrou ovocnou ¢i esterovou vuni,
jiné kmeny zase velmi nepiijemné kysele zatuchle pachnou (Fragner 1992).

Kolonie tvoii pirevazné dlouze elipsoidni, 2-8 X 3-60 um velké buiiky, jen v malém
mnozstvi lze najit i ovoidni, kratce elipsoidni ¢i kulovité blastospory (viz. Obrazek 8.a).
Pseudomycelium je bohaté vyvinuto ve vlaknitych koloniich, av$ak u hladkych je dosti
lamavé a nedokonale vyvinuté (Fragner 1992).

Biochemicka aktivita C. krusei je typicka svou neschopnosti fermentace i asimilace
sacharozy, laktozy, maltdzy Ci galaktozy, zatimco fermentovat a asimilovat dokaze vétSinou

jen glukézu (Koukalova et al. 2011; www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice 1932

Také u C. parapsilosis nebylo teleomorfni stadium jesté =zatim popsano
(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V ptirod¢ osidluje vodu, mizotoky dubu a stievni sliznici prasat ¢i koni. U ¢lovéka se
bézn¢ vyskytuje na kiizi, Gstni a stievni sliznici. Ma schopnost Inout k hladkym povrchiim,
a tedy portista Casto zubni nahrady, kanyly nebo cévni a mocové katétry. Byva proto Castou
pii¢inou katétrovych kandidémii. Dale zpusobuje paronychie, onychomykédzy a otomykodzy
(viz. Obrazek 14.). Ojedinély je vyskyt koznich projevil jako napt. folliculitis barbae (Votava
2003). Nozokomialni systémové infekce jako jsou endoftalmitidy, endokarditidy ¢i
peritonitidy zptisobené touto kvasinkou jsou pti piisné sterilizaci operacnich nastroji vzacné
(Fragner 1992).

Na SGA vytvati az po 72 h pti 30 °C 3-6 mm velké, jasné bilé nebo bélavé krémové
kolonie (viz Obrazek 10.b). Jsou vyvysené, s pravidelnym okrajem az krajkovité lalo¢natym.
Kolonie nékterych kmenti maji velmi ozdobny tvar. V jedné kultufe mize byt patrny po péti
a vice dnech i ptfechod. Kruhovité kolonie maji hladky a leskly povrch. Kultury maji
nasladlou lehce ovocnou vini (Fragner 1992).

Blastospory jsou sférické, polokulovité, Siroce ¢i dlouze elipsoidni i ovoidni

2-6 X 2-10 um velké (viz. Obrazek 10.a). Na bohaté vytvofeném pseudomyceliu nékdy
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vznikaji sférické ¢i cylindrické obii buiiky, které vSak, narozdil od chlamydospor, typickych
pro C. albicans, nejsou silnosténné (Fragner 1992).

C. parapsilosis je schopna fermentovat glukozu a galaktozu. Nefermentuje laktozu
maltozu a sacharozu. Kromé laktézy asimiluje vSechny &tyfi jmenované sacharidy

(Koukalova et al. 2011; www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida kefyr (Beijerinck) van Uden & H.R. Buckley 1970

Teleomorfa C. kefyr je askomycetarni kvasinka Kluyveromyces marxianus
(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Dovede fermentovat titinovy cukr na etanol. V piirodé se vyskytuje v drozdi,
acidofilnim mléku, kde tvofi zrna, jogurtech, syrech a jinych mlécnych vyrobcich. U ¢loveka
osidluje oralni sliznici, tonzily, stfevni i analni sliznici. Jako vyznamny patogen se uplatiiuje
pii kolpitidach, endoftalmitidach 1 leh¢ich zanétech oka, pfi meningitidach i generalizovanych
smrtelnych sepsich (Fragner 1992).

Po 48 h pii 30 °C na SGA vytvaii C. kefyr 3-5 mm v praméru velké bélavé, zlutavé,
Sedavé ¢i okrové kolonie, které maji Casto tmavsi stfed (viz. Obrazek 7.b). Povrch je
viceméné polokulovité¢ vyvyseny ¢i kopeckovity, nékdy hladky a leskly, pololeskly, jindy
rozpraskany. Okraj kolonie je fid$i a prusvitny, nékdy kruhovity, jindy nepravidelné lalo¢naty
¢i vroubkovany. Je nevlaknity, nékdy vmackly do agaru. VSechny znamé kmeny maji
ovocnou vuni (Fragner 1992).

Blastospory C. kefyr jsou sférické ¢i hemisférické, ovoidni ¢i elipsoidni az dlouze
elipsoidni, 2-7 X 3-12 um velké (viz. Obrazek 7.a). U nékterych kment se mycelium ani
pseudomycelium nevytvaii, u jinych je naopak siln¢ vyvinuto. Je slozeno z dlouze
elipsoidnich nebo cylindrickych bunék 2-8 x 3-16 um velkych. Teleomorfa se vytvaii pii
kultivaci na agaru podle Gorodkové (GA), ,,yeast morfology* agaru (YMA), ¢i V-8 juice
agaru (JA). Nese nejcastéji protahla viecka s 1-4¢lunkovitymi, vzacné elipsoidnimi ¢i
alantoidnimi askosporami (Otéenasek et al. 1990.; Fragner 1992).

C. kefyr fermentuje a asimiluje glukdzu, sacharézu, galaktozu a laktozu, neni vsak
schopna  fermentace  ani  asimilace  maltéozy. (Koukalovda et al.  2011;

www.mycology.adelaide.edu.au).
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Candida lusitaniae Uden & Carmo Souza 1959

Teleomorfa k tomuto anamorfnimu druhu je askomycetarni kvasinka Clavispora
lusitaniae (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V ptirod¢ je C. lusitaniae nalézana v kukufi¢éné mouce a citrusové §taveé. Bézné téz
kolonizuje travici trakt hospodarskych zvitat. I u ¢lovéka je nékdy nalézana jako bézna flora
tlustého stfeva, ale i sliznice ust. Jako patogen se uplatiiuje pfi infekcich mocovych cest
i celkové sepsi. Z lokalnich infekci byva n€kdy pivodcem paronychii a onychomykdz
(Fragner 1992).

Na SGA za 48 h pii 30 °C vytvari 2-6 mm velké bélavé ¢i krémové kolonie (viz.
Obrazek 9.b). Nékdy jsou kopeckovité vyvysené, jindy zanofené do agaru. Jejich okraj je
pravidelny, lalo¢naty, né¢kdy vroubkovany. Povrch kolonie je u nékterych kmeni leskly,
u jinych zase matny. Stfed kolonie je n¢kdy vyvySeny, jindy promackly az kraterovity.
Kolonie nékterych kmenii maji ovocnou viini, kolonie jinych zase pachnou po svitiplynu
(Fragner 1992).

Pod mikroskopem jsou zjevné sférické, cylindrické, ovoidni, elipsoidni az dlouze
elipsoidni bunky 2-9 x 1,5-5 pm. Casto se vSak tvarem a velikosti 1i§i i v ramci jednoho
kmene (viz. Obrazek 9.a). Nékteré kmeny tvofi mycelium a pseudomycelium jen
V naznacich, u jinych je zase bohaté vyvinuto z bun¢k az 18 pm dlouhych (Fragner 1992).

Ochotné fermentuje glukozu, se zpozdénim 1 trehalézu, neumi fermentovat laktozu.
Asimiluje glukézu, galaktozu, sacharézu, maltozu, xylozu, trehalozu, rhamnozu ¢i
melezitdzu. Neni vSak schopna asimilace laktdzy, rafindzy, erythritolu a inositolu (Fragner

1992; Koukalova et al. 2011; www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida fabianii K. Kodama, Kyono, lida & Onoyama 1964

Teleomorfa je druh  askomycetarni  kvasinky  Cyberlindnera  fabianii
(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

C. fabianii je velmi podobna svymi morfologickymi i biocemickymi vlastnostmi
druhtim C. utilis a C. pelliculosa. Rozdil je patrny v po¢tu G-C parti v DNA (Ty¢ova 2010).

Je bézna v odpadnich vodach, pddé, ryzovém fermentatu vzniklém vlivem
metabolickych procestt Aspergillus oryzae. Byla izolovana také z chodbic¢ek brouka Xylion
adustus (Kurtzman et Fell 1998; Valenza et al. 2006).

U cloveka kmeny, které rostou pii 37 °C, osidluji stfevni, ordlni i andlni sliznici. Jen

takové kmeny se mohou uplatnit jako oportunni patogeny zptisobujici lokaln¢ kolpitidy a pti
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vyrazn€j§im a dlouhodobéjsim imunodeficitu i kandidémie s celkovou sepsi (Haber 1995).
Byla popsana prostatitis a urethritis (Dooley et al. 1990), nekrotizujici enterokolitis
u novorozence (Bhally et al. 2006), endokarditis (Hamal et al. 2008) a letalni septikémie
(Valenza et al. 2006).

Na SGA vytvati po 48 h pti 30 °C 2-5 mm v priméru velké bélavé az Sedaveé krémové
kolonie (viz. Obrazek 11.b). Povrch kolonii je hladky a leskly az pololeskly. Nékteré kmeny
vSak vytvaieji kolonie matné, jako by poprasené, zvrasnéné. Okraj kolonii je témet kruhovity
¢1 slabé lalo¢naty, nevlaknity, nebo jen kratce vldknity. Nékteré kmeny jsou citit vyrazné po
smesi ovoce a acetonu dlouhodobé, jiné pozd€ji nepiijemné zatuchle ¢i kysele pachnou
(Fragner 1992).

Blastospory C. fabianii jsou sférické, ovoidni, $iroce elipsoidni nebo cylindrické (viz.
Obrazek 11.a). Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 2-5 um. V hladkych, lesklych koloniich
se mycelium ani pseudomycelium prakticky nevytvari. V matnych a zvrasnénych koloniich je
vSak mycelium ¢i pseudomycelium bohaté vyvinuto a vétveno. Sklada se z bun¢k az 2 mm
dlouhych (Fragner 1992). Pii kultivaci na GA, YMA ¢i JA lze n€kdy nalézt i teleomorfu
s kloboukovitymi askosporami. Velikost askospor se pohybuje v rozmezi 1-2 x 1,5-2 um.
Jsou ulozeny po 1-4 ve viecku, nejCastéji vSak po dvou. Kazdd obsahuje tukovou globuli
(Fragner 1992).

C. fabianii je schopna asimilovat sachar6zu, maltozu, melezitozu nebo trehalozu.
Nedokaze vSak asimilovat laktozu, rhamn6zu, melezitézu a narozdil od C. pelliculosa také
erythritol. Fermentuje glukozu, sachar6zu a maltozu, ne vSak laktozu, galaktozu a erythritol.

Nedokaze rist na médiu bez vitamina (Ty¢ova 2010).

Candida quilliermondii (Castellani) Langeron & Guerra 1938

C. guilliermondii je anamorfou k teleomorfnimu stadiu askomycetarni kvasinky
Meyerozyma guilliermondii (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

V piirod¢ je zaznamenan vyskyt C. guilliermondii ve vzduchu, ve slané vode,
V riizném kvasicim materialu, podmasli ¢i v ochranném slizu motskych ryb a ve stolici savcu.
U ¢loveéka osidluje kuzi a vaginalni sliznici (Fragner 1992).

Jako patogen se uplatiiuje predevsim pii koznich a vaginalnich infekcich. Systémové
infekce C. guilliermondii jsou pomérné vzacné. Neékdy se podili spolu s bakteriemi na
infekcich oka. U pacienta s apoplastickou anémii byla hlasena generalizovana kandidémie

zpusobena touto kvasinkou (Fragner 1992).
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Na SGA pti 30 °C vytvéii 2-4 mm velké kolonie bélavé zbarvené az do krémova,
lesklé, hladké (viz. Obrazek 6.c). Bunky ¢i blastokonidie jsou kulovité ¢i polokulovité,
2-4 x 3-6,5 um (viz. Obrazek 6.a) (Fragner 1984).

Z biochemickych vlastnosti C. guilliermondii fermentuje glukdzu, sachar6zu a nékteré
kmeny 1 galaktozu, neni vSak schopna fermentace laktdzy, maltozy a trehalozy. Asimiluje
glukézu, sacharozu, galaktézu, maltozu, trehalozu, D-xylozu, melezitozu, L-rhamnédzu.
Laktozu, erythritol a  inozitol = vSak  asimilovat neumi  (Fragner  1992;

www.mycology.adelaide.edu.au).

Candida dubliniensis D.J. Sullivan, Western., K.A. Haynes, Dés. E. Benn. & D.C. Coleman
1995

Teleomorfni stadium C. dubliniensis zatim nebylo popsano stejné jako u C. albicans

(http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Svymi fyziologickymi a morfologickymi vlastnostmi, stejné¢ tak 1 ekologickymi
naroky je téméf totozna s C. albicans (viz. Obrazek 4. c). Lisi se vSak velmi podstatné svou
genetickou vybavou (mikrobewiky.kenyou.edu).

V piirodé se prakticky nevyskytuje, ale mize podobné jako C. albicans prezivat
V pidé kontaminované savéim trusem v podob¢é chlamydospor. Muze se vyskytovat na ustni
i stievni sliznici. Jako pavodce generalizovanych sepsi byla ptvodné izolovana z HIV
séropozitivnich pacientu ve stadiu AIDS. Ptilezitostné byva izolovana ze systémovych infekci
imunosuprimovanych pacientu (Gilfillan et al. 1998).

C. dubliniensis je kosmopolitné rozsifena a byla popsana jako samostatny druh roku
1995. Jednim z testi k odliseni C. dubliniensis a C. albicans je laboratorni kultivace pii
teplot¢ 42 °C. Vétsina kment C. albicans pii této teploté jesté roste narozdil od
C. dubliniensis, u které dosud nebyl zjistén ani jediny kmen, jenz by pfi této teploté vykazoval
n¢jaky rast (Kamiyama et al. 1989).

Existuji rovnéz rozdily v podminkach a morfologii, v nichz oba druhy tvofi
chlamydospory. U C. dubliniensis se tvoii na CMA a RA po 72 h. Jsou uspofadany po jedné,
ve dvojicich, ale i v fetizcich ¢i shlucich (viz. Obrazek 4.a) (Sullivan et al. 1995).

Vétsina kment C. dubliniensis narozdil od C. albicans vsak nedokaze asimilovat
D-xylozu (www.mycology.adelaide.edu.au). Spolehlivé odliseni téchto dvou druhti je vSak
zatim mozné pomoci piimych sérologickych metod detekujicich rozdilné povrchové antigeny

nebo metodami molekularné biologickymi.
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1.3 DIAGNOSTIKA KVASINKOVYCH INFEKCI

Odebrany klinicky material by mél byt doru¢en do mikrobiologické laboratote
obvykle béhem dvou hodin nebo musi byt ulozen do chladni¢ky. Pritomnost kvasinek
v makroorganismu lze prokazat né¢kolika_vzajemné se dopliujicimi zplsoby piimé detekce,
a to kultivaci, mikroskopii, sérologicky (prikazem antigenli, piipadné¢ protilatek)
a molekularn¢ genetickymi metodami (Kocmanova et al. 2007).

Pro prikazu mykotickych infekci lze odebrat rizné druhy klinického materidlu,
naptiklad hemokulturu, mozkomiSni mok, bronchoalveolarni lavaz, sputum, moc, stolici, stéry

ze sliznic a koZnich 1ézi (Buchta 2010).

1.3.1 Kultivace

Kultivace kvasinek je zakladni technikou detekce lokalnich i systémovych kandidoz.
Vietné patogennich druhti jsou kultivaéné nenarocné. Nejlépe rostou v teplotnim rozmezi
¢i tekutych médiich (Otéenasek et al. 1990).

Z pevnych pud je zdkladnim médiem pro rast kvasinek SGA, k némuz se obvykle
pridava Sirokospektré antibiotikum, chloramfenikol potlacujici rist bakterialni mikroflory
(Jedlickova 2006).

Piidani sterilniho olivového oleje k SGA umozni rist lipofilnich kvasinek rodu
Malassezia (Fragner 1984).

K identifikaci C. albicans, respektive C. dubliniensis se pouziva médii chudych na
ziviny jako napf. CMA ¢i RA, kde tyto kvasinky vytvareji chlamydospory, diive se uzivalo
TCA (Otcenasek et al. 1990). Inkubace probiha 48 h pfi teploté 24 °C (Koukalova et al.
2011).

Charakteristickou vlastnosti ~ C. dubliniensis stejné¢ jako C. albicans je tvorba
zarode¢nych klickd, tzv. germ tubes, které vyrustaji z blastospor. Vhodné prostiedi pro
germinaci piedstavuje hovézi, morcéeci, krali¢i, konské, ale i lidské krevni sérum, at jiz
inaktivované, nebo Cerstvé. Kli¢ni vldkna se zacinaji tvofit na blastosporach uz po 3 h od
inokulace. (Otcenasek et al. 1990).

Velmi vhodnou pomtickou, ktera vyrazné urychli izolaci a identifikaci patogennich
kvasinek rodu Candida, je kultivace na selektivné diagnostickych chromogennich médiich.
Kvasinky totiz hydrolyzuji chromogenni substraty diky své enzymatické vybave, ktera je
druhové specificka. Piikladem chromogenni pidy je Colorex Candida (CRC); Trios, CR. Na
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CRC nelze odlisit C. albicans a C. dubliniensis, jejichz kolonie se zbarvuji do zelena (viz.
Obrazek 3.b a Obrazek 4.b), kolonie C. tropicalis se zbarvuji do modra (viz. Obrazek
12.b), C. glabrata purpurové Cervené az do fialova s napadnym leskem (viz. Obrazek 5.b)
a C. krusei rostouci v podobé ruzové cervenych matnych nepravidelnych koloniich
(viz. Obrazek 8.b) (Koukalova et al. 2011).

Vhodna média pro stimulaci tvorby teleomorfy s viecky kvasinek jsou napi. GA,
YMA ¢i JA. Diive se pouzival i mrkvovy agar (MA). Tato média obsahuji jen malé mnozstvi
sacharidi, coZz omezuje vegetativni reprodukci, avSak naopak stimuluje reprodukci

generativni (Ot¢enasek et al. 1990; Fragner 1992; Koukalova et al. 2011).

1.3.2 Mikroskopie

Mikroskopie je v mikrobiologii velmi vyznamnou technikou slouzici k rychlé
diagnostice. Pomoci mikroskopie navic lze u nékterych typid vzorku zjistit, nejedna-li se
v nich o kontaminaci (Koukalova et al. 2011).

Mikroskopické vySetfeni se v 1€karské mykologii pouziva k pritkazu mikroskopickych
hub v klinickém materidlu nebo jako soucast jejich identifikace. Pro pfimou detekci se
pouziva nativni nebo fixovany barveny preparat. V nativnim preparatu lze pozorovat zivé
kvasinky, kdezto v barveném a nasledné fixovaném preparatu jsou patrné mrtvé struktury.

Nékteré metody nativnich preparatt slouzi k diagnostice kandidoz. Pomoci prostého
nativniho preparatu lIze v kapce fyziologického roztoku pozorovat tenkosténné pucici bunky
kvasinek. Dalsim piikladem nativniho preparatu je louhovy preparat, u né¢hoz se misto
fyziologického roztoku pouziva 10% ¢i 20% roztoku KOH nebo NaOH, aby byl klinicky
material bohaty na keratin rozrusen. Pouziva se pfi prikazu dermatomykéz, onychomykoz,
ale také pii pozorovani houbovych bunék ve vzorcich Zivé tkéné. Pfidanim Parkerova
inkoustu, ktery se vaze na chitinova vldkna, k louhovému preparatu je navic dosazeno vyrazné
modrého obarveni bunééné stény (Otcendsek et al. 1990).

Mikroskopickou techniku Ize vyuZit 1 k ptfesnéjsi identifikaci druhu kvasinky. Nativni
preparat s klicnimi vlakny C. dubliniensis nebo C. albicans narostlych po 3 h pii 37 °C lze
pozorovat suchou cestou. Tlustosténné chlamydospory téchto druhd kvasinek se
mikroskopicky prokazuji na nutriéné chudych médiich (Koukalova et al. 2011). Metody
negativniho barveni tusi a se vyuziva pifi prukazu C. neoformans, kde slizové pouzdro

kryptokoka ziistane hyalinni, av§ak pozadi je zbarveno tmavé (Janderova et Bendova 1999).
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U fluorescencnich metod se v nativnim louhovém preparatu pouziva jen 2% NaOH
s pridanim specifickych fluorochromti (Blankophor, Rylux BSU). Tyto fluorochromy se
pevné vazou na chitin v bunééné sténé, které pak ve fluorescenénim mikroskopu v modrém
dopadajicim svétle (ve filtru BG 12, KP 490 + B 229, C. Zeiss Jena) pfes oranzovy bariérovy
filtr (OG 1, OG 4 ¢i G 247) na tmavém pozadi preparatu zaii zlutozelené (Otéenasek et al.
1990).

Z barvenych preparati se nejcastéji pouziva metoda podle Grama slouzici nejcastéji
k prukazu kvasinek ve stérech nebo z primarné sterilniho materialu. ptimo v komurkach se

sérem.

1.3.3 Sérologie

Dals$imi metodami, které dovedou odhalit probihajici kvasinkovou infekei, jsou
metody sérologické. Vzhledem k rychlosti a citlivosti se téchto metod pouZiva pti podezieni
na syst¢tmové onemocnéni. Pro zlepSeni progndzy systémové mykotické infekce je totiz
v€asna diagndza nezbytnd. Pro sérologicky prikaz se jako klinicky material pouziva nejcastéji
krevni plazma ¢i mozkomisni mok (Koukalova et al. 2011).

Sérologie kvasinkovych infekci je vysoce specifickd. Detekuji se pomoci nich
antigeny patogena nebo protilatky hostitele. Nejcastéji se prokazuji antigeny bunécné stény
kvasinek, jako kandidovy mannan ¢i kryptokokovy glykuronoxylomannan u kryptokoka. Ze
sérologickych technik se za timto Géelem pouzivaji ,.enzyme-linked-imunosorbent essay*
(ELISA) a latexova aglutinace (Jedli¢kova 2006).

K prukazu antigenu, ktery zahrnuje spektrum pivodct mykotickych infekci na arovni
taxonomického oddé€leni, je panfungalni metoda detekce (1—3)-B-D-glukanu. Antigenem je
zde polysacharid obsazeny v hojném mnozstvi v bunéné sténé askomycet. U vétSiny
basidiomycet se vyskytuje jen v minimalnim mnozstvi. U zygomycet zcela chybi. K vlastni
detekci se pouziva lyzatu z amébocytl ostrorepa druhu Limulus polyphemus. (Kocmanova et
al. 2007).

Kandidy patfi k bézné mikrofléfe kiize ¢&i sliznic a zpusobuji infekce pouze
oportunniho charakteru. Protilatky proti nim jsou tedy detekovatelné i u zdravych jedincu,
a proto se v mykologické praxi pouziva jejich prikazu v diagnostice kvasinkovych infekci jen
vzacné (Bednat et al. 2009).
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1.3.4 Biochemické testy

Tyto metody prukazu puvodce kvasinkové infekce jsou zaloZzeny na rozdilné
biochemické aktivité jednotlivych druhi kvasinek. Nejéastéji se vyuziva jejich schopnosti ¢i
neschopnosti fermentovat a asimilovat zdroje uhliku.

K priikazu asimilace uhlikatych latek, nejcastéji sacharidii a cukernych alkohold, se
uziva biochemickych testi zvanych auxanogramy. Lze je pouzit pii identifikaci nejen
askomycetarnich, ale 1 basidiomycetarnich kvasinek. K urCeni auxanogramu se pouZiva
suspenze jedné kolonie kvasinkové kultury narostlé na 1,5 ml roztoku tekutého média Yeast
Nitrogen Base (YNB) v ¢asovém rozmezi 24-48 h. YNB pro kvasinky piedstavuje vhodny
zdroj dusiku. Po smiseni a dikladném promichani s 10 ml rozehiatého agaru se necha
ztuhnout. Na povrch agaru se umisti disky napusténé 10% roztoky testovanych druhd
sacharidii, ptipadné¢ alkoholt. Nasledné¢ se necha takto ptipravend pida 10 dni inkubovat
dnem vzhtru pti 30 °C po dobu 1-3 dnu. Disky, kolem nichz je zaznamenana zvySena
intenzita rustu v podob¢ zakalové kruhové zony, jsou hodnoceny jako pozitivni (Koukalova et
al. 2011).

Schopnost fermentace je typicka pouze pro pravé askomycetarni kvasinky.
Biochemické testy zalozené na tomto principu se nazyvaji zymogramy. V tomto testu je uzito
tekutého média obsahujici pepton a testovany sacharid. Touto smési se naplni zkumavky
s plynovkami. Jako indikator pH se pouziva bromthymolova modi, ktera slouzi jen ke
kontrole kvality média, jinak sama nema diagnosticky vyznam. K inokulaci média se pouziva
24-48 h stara kultura kvasinky. Buniky kvasinek se zpocatku mnozi v médiu aerobné na jeho
povrchu. Inkubace probiha pii teploté 25-30 °C po dobu az 3 tydnu, béhem niz se buiky
postupné usazuji na dn¢ zkumavky, kde je snizena koncentrace kysliku. Je tedy patrna zména
typu metabolismu na anaerobni. Jako pozitivni reakce je hodnocena pouze tvorba plynu.
Okyseleni média je spiSe projevem asimilace (Koukalova et al. 2011).

Schopnost hydrolyzovat mocovinu a produkovat ureazu se testuje na modifikovaném
Christensenové agaru (mCHA) (Kockova Kratochvilova 1982; Szaniszlo 1985). Na Sikmy
MCHA se inokuluje zjistovana kvasinka vpichem na povrch. V piipadé ureaza-pozitivnich
basidiomycetarnich kvasinek (Cryptococcus, Rhodotorula) zméni médium barvu ze zluté na
rizovou a Vv pripadé ureaza-negativnich askomycetarnich kvasinek (Candida, Geotrichum)
zlstane barva média nezménéna (Otéenasek et al. 1990). Dalsi moznosti identifikace kvasinek
na zakladé biochemické aktivity je pouziti komerénich souprav obsahujicich fadu substrati
a umoziujici tak daleko presnéjsi urceni.
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Tvorbu extracelularniho Skrobu typickou pro kryptokoky lze prokazat kultivaci na
specialnim glukozovém médiu s piidavkem thiaminu, na kterém u hub zavisi metabolismus
dusiku (Kockova-Kratochvilova 1982; Kockova-Kratochvilova et al. 1986). Po 2-3 tydnech
inkubace pii 25-30 °C se na narostlé kolonie kapne roztok jodu, napt. Lugoliv roztok. Zbarvi-
li se ptida kolem kolonii modre, je tvorba extracelularniho skrobu pozitivni (Otéenasek et al.

1990).

1.3.5 Molekularné biologické metody

v v

sérologicke, ale vyhodou je kratkd doba do ziskani vysledkii a pfesna specifikace patogena.
Molekularné genetickou analyzou lze detekovat DNA i RNA. K vyhoddm i nevyhodam
naopak patii jejich vysoka citlivost. U kandid jsou detekovany geny pro rRNA, enzymy i jiné
proteiny specifické pro konkrétni mykoorganismy (Jedlickova 2006).

Metodou pro ucinnou detekcei a kvantifikaci zédkladnich infekénich agens houbového
puvodu je polymerazova fetézova reakce (PCR), kterd umoziuje rychle a piesné rozeznat
cilové sekvence DNA v klinickém vzorku (Lengerova et al. 2009).

PCR mnohonasobné nakopiruje DNA patogena. Jeji princip spoéiva v opétovné
replikaci useku DNA, ktery je vymezen specifickymi primery. K tomu se vyuziva
termostabilni DNA polymerazy izolované z bakterie Thermus aquaticus. Technika PCR zvana
kvantitativni PCR v realném ¢ase (RTq PCR) vyuziva fluorescen¢nich sond ¢i barviv. Ty pak
detekuji amplifikaci DNA b¢hem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji vyhoda
oproti konvenéni PCR je moznost piesného uréeni vychoziho poc¢tu kopii piislusného tseku

DNA, tedy schopnost kvantifikace (Avni et al. 2010).

1.4 B-GLUKAN U KVASINEK

1.4.1 Charakterizace p-glukani

B-glukany patii mezi ptirozené polysacharidy. Je to pomérné heterogenni skupina
polyglukéz. Je pro né charakteristickd p-D-glukanova struktura. Skladaji se
z D-glukopyranosylovych jednotek spojenych B-glykosidickou vazbou (viz. Schémata 1.-2.)
(Zekovi¢ et al. 2005).

(1—-3)-B-D-glukany jsou primarné nerozpustné. Skladaji se z (1—3)-f vazeb
v hlavnim fetézci a n€kolika postrannich fetézcti ruzné délky pospojovanych (1—6) nebo

(1—4) vazbami. Jejich tercialni struktura je pak stabilizovana vodikovymi mustky. Parametry,
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které charakterizuji (1—3)-B-D-glukany, jsou: primarni struktura, rozpustnost, stupen vétveni,
molekularni hmotnost, naboj a konformace. (1—3)-p-D-glukany mohou nabyvat konformace
prosté Sroubovice, trojSroubovice nebo nahodné spletené konformace. Vsechny tyto faktory
hraji vyznamnou roli v jejich biochemické aktivité (Zekovic et al. 2005).

B-glukany lze rozd¢lit do tfi odd€leni podle rozpustnosti: 1. oddéleni obsahuje (1—3)-
B-glukany nerozpustné v zasadach ani kyselinach, 2. oddé€leni zahrnuje (1—3)-p-glukany
rozpustné¢ v zasadach a do 3. oddé€leni patii vysoce vétvené (1—06)-f-glukany. Glukany
1. oddéleni se zieymé UcCastni udrzovani tvaru a pevnosti bunééné stény, glukany 2. oddéleni
ud€luji bunécné sténé elasticitu a glukany 3. oddéleni hraji kli€ovou roli pravé pii tvorbé
bunééné stény a jejich fetézce interaguji s chitinem a mannoproteiny (Fleet 1991; Smits et al.
1999).

(1—-6)-B-D glukany hraji kli¢ovou roli v organizaci bunéc¢né stény diky spojeni
s (1—3)-p-D-glukany, mannoproteiny a chitinem (Kollar et al. 1997).

(1-3) a (1—6)-B-D glukany tvoii povrchovy komponent bunéénych stén hub véetné
kvasinek dtilezity pfedevsim ucasti na morfogenetickych zménach stejné¢ jako navazovanim
patogennich ¢i symbiotickych vztaht se Zivocichy i vyS$imi rostlinami (Asada et al. 1982;
Friend et Threlfall 1976; Heinfuss et Williams 1976; Usov 1993).

B-glukany jsou pravidelné zastoupeny v bunéénych sténach askomycet, fas, vySsich
rostlin i n¢kterych bakterii, kdezto v bunéénych sténach vétsiny basidiomycet se B-glukany
vyskytuji pouze ve stopovém mnozstvi a u zygomycet zcela chybi. Narozdil od chitinu jsou
vSak glukany situovany ve vné¢jSich vrstvach bunécéné stény. U askomycet jsou zastoupeny
v bunécéné sténé az z 80 % (Bell et al. 1992).

(1-3) a (1—6)-B-D glukany jsou dulezitou soucasti skeletalni struktury udavajici
bunécné sténé pevnost a tvar. Predev§im u basidiomycet a oomycet maji spiSe zadsobni funkeci.
Slouzi jako zasobarna sacharidi, které si sama bufika umi do bunééné stény zabudovat v dobé
hojnosti zasob a naopak v troficky neptiznivém obdobi opétovné pievést pomoci specifickych
hydrolaz do rozpustné formy (Misaki et al. 1981).

Jako hlavni soucdst bunécné stény askomycet jsou tyto glukany dulezité pti ristu
a morfogenezi za UcCasti pfislusnych hydrolaz a syntetaz. Mnoho (1—3)-p-D glukanu je
predmétem studia biochemie a lékatskych aplikaci pro svou vysokou biologickou aktivitu
(Adachi et al. 1989).

B-glukany jsou v bunécné sténé kvasinek zastoupeny ve dvou formach. Fibrilarni

(1—3)-B-glukan je rozpustny v zasadach, pokud nekomunikuje s chitinem, a amorfni (1—6)-
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B-glukan rozpustny jen v kyselinach. Pokud (1—3)-B-glukan komunikuje s chitinem, stava se
zcela nerozpustnym. (1—3)-B-glukan tvoii nejspodnéjsi vrstvu bunééné stény, ktera
interaguje s cytoplazmatickou membranou. (1—6)-p-glukan zase pievlada ve stfednich
vrstvach bunééné stény. Obé tyto formy B-glukanu davaji bunééné sténé tvar a pevnost
(Janderova et Bendova 1999).

Kvasinkové  glukany maji  hlavni fetézec s navazanymi (1—3)-B-D
glukopyranosylovymi jednotkami s ndhodné pfipojenymi postrannimi fetézci s (1—6)-p-D
glukopyranosylovymi jednotkami (Manners et al. 1973).

Tyto (1—3) a (1—6)-B-D glukany jsou obvykle vysoce vétvené a Casto je nachazime
na vnitini strané bunécné stény, nékdy kovalentné navdzané na jiné polymery, predevSim na
polysacharidy jako naptiklad chitin. (Kim et al. 2000).

Glukany bunétné stény S. cerevisiae se skladaji ze dvou odlisnych
makromolekuldrnich ~ komponent  slozenych  postupné z  (1—3) navazanych
B-D-glukopyranosylovych radikali s malym mnozstvim (1—6) navazanych vétvi a menSich
komponent dalSich (1—3) a (1—6) vétvi. B-glukany S. cerevisiae se nachazeji v ndhodnych
pletencich vlaken nebo organizovanéjSich konformacich, které tvoii retikularni strukturu
tvofenou jednoduchymi Sroubovicemi a trojSroubovicemi stabilizovanymi vodikovymi
mustky (Kogan 2000).

Studie (1—3) a (1—6)-p-D-glukantt S. cerevisiae zaloZzené na technikach
molekularniho mechanismu potvrdily, Ze (1—3)-B-D-glukanovy fetézec jednoduché
Sroubovice ma  glykosidickou vazbu [, w] = (-100°, 140°) s  Sesti
B-D-glukopyranosylovymi jednotkami na jednu otacku. Navic jest€¢ dvé rizné
nizkoenergetické konformace (1—6)-p-D-glukani mély thly mezi vodiky [, vy, o]
= (- 87,7°, 179,9°, -79,6°) a [o, v, o] = (-85,5°, 179,9°, -177,7°), které jsou dikazem vysoké
pruznosti (1—6)-B-D-glukanového postranniho fetézce. Ve vodném roztoku vSak tento
jednohelixovy fetézec tvofi trimerni trojhelixovou strukturu, ktera je spojena vodikovymi
mustky, jez dost snizuji celkovou energii celé chemické struktury (Deslandes et al. 1980;
Saito et al. 1991; Yoshioka et al. 1998).

B-glukany maji hojny vyskyt u rtuznych taxonomickych skupin organismi. Podle
kvantitativniho zastoupeni v buné¢né stén¢ a rlznych chemickych modifikaci se rizni
1 trividlni nazev. Nékteré druhy bakterii jako naptiklad Alcaligenes faecalis produkuji pii
fermentaci kurdlan. Ten je tvofen (1—3)-fB-vazanymi glukosovymi zbytky a vykazuje

neobvyklé vlastnosti, které jsou dany schopnosti vytvofit ve vodé elasticky gel po jejim
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zahrati. Tento gel je velmi stabilni v Sirokém rozmezi pH a za riiznych reakénich podminek.
Tvorba gelu a jeho schopnost na sebe vazat molekuly vody je predmétem zajmu
potravinaiského a farmaceutického primyslu (Jezequel 1998).

U fas se B-glukany vyskytuji jako zasobni latky. Znamy je laminarin u hnédych fas,
paramylon u krasnoocek nebo chrysolaminaran u rozsivek a zlativek (Kalina et Vana 2005).
Tyto laminarany patii do kategorie nizkomolekularnich zasobnich B-glukanii obsahujicich
(1—3)-B-D-glukopyranosové fetézce, pricemz nekteré jsou vétveny Sestikyslikatymi vazbami.
Maji dva zakladni strukturni typy. Prvnim typem jsou G-fetézce, druhy typ je pak pies atom
kysliku zakonéen substituovanym D-mannitolem (Percivall et McDowell 1967; Stone et
Clarke 1992).

U vyssich rostlin se B-glukany nejcastéji nachazeji ve formé celuldzy, a to zejména
u obilovin jako jsou Secale cereale, Triticum sativum, Oryza sativa a Sorghum bicolor.
Vyskytuji se v nich jako komponenty membran endospermu téchto rostlin v podobé (1—3)
a (1—4)-B-glukant (Manners et Sturgeon 1982).

U liSejnika je vzhledem k jejich komplexité téz zna¢ny obsah (1—3)-p-D-glukanu, ale
také (1—4)-p-D-glukanu s trividlnim nazvem lichenin (Olafsdottir et Ingolfsdottir 2001).

Dokonce i ve sténach nékterych jedlych stopkovytrusych hub jako jsou Grifola
frondosa ¢i Auricularia auricula-judae se vyskytuji glukany ve vy$§im zastoupeni (Misaki et
al. 1981; Adachi et al. 1989; Sone et al.1978). V buné¢né sténé jedlé houby shi-take, Lentinus
edodes, pouzivané v ¢inské kuchyni, byl popsan ve vysokém mnozstvi lentinan, coz je
(1—3)-B-D-glukan. Lentinan ma do jist¢é miry nejen profylaktické ucinky pii nékterych
nadorovych onemocnénich, ale i jako jejich podputrna terapie (Saito et al 1977).

Schéma 1.: Podjednotky B-glukant Schéma 2.: Cast p-glukanového fetézce

CH,OH CH,OH [ cnon T chon
J—O __________ 0,
_____ ‘ : 0 CH2 \Dl 0, ‘QI 0.
| 6 B
| OH
OH ]_r on on L )
OH OH
n OH OH L OH n OH
| B-13 | p-1.6
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1.4.2 Vyuziti g-glukanu v diagnostice

(1—-3)-B-glukan je polysacharid hojné¢ zastoupen v bunécnych sténdch patogennich
askomycet. Jiz malou koncentraci v télnich tekutinach lze detekovat a takto vcas
diagnostikovat zacinajici systémovou mykotickou infekci zplsobenou nejcastéji aspergily
a kandidami (Kocmanova et al. 2007).

Bylo zjisténo, ze (1—3)-B-glukan je pii in vitro kultivaci v tekutém médiu uvolinovan
do prosttedi v detekovatelném mnozstvi jiz v prubéhu logaritmické faze rtstu. Modelovym
organismem této studie byl Aspergillus fumigatus. Koncentrace (1—3)-B-glukanu v séru je
méfena v pg/ml (Mennink-Kersten 2006). (1—3)-p-D-glukan je u vieckovytrusych hub
vyznamnym markerem, nebot jeho hladiny jsou v télnich tekutindch detekovatelné
panfungalnim testem pomoci komerénich souprav (Glucatell, Fungitell, Fungitec G, Wako
WBO003 a B-G Star).

Diagnosticka souprava Glucatell; (Associates of Cape Cod - ACC, USA) obsahuje
chromogenni reagent specificky pro (1—3)-pB-D-glukan. Kvantifikuje jeho koncentraci
s citlivosti 1,5 pg/ml (Finkelman 2005).

V piipad¢ soupravy Fungitell (ACC, USA) se jedna o kolorimetrickou analyzu
zalozenou na aktivaci zymogenu serinové proteazy, tzv. faktoru G. Tato metoda byla vyvinuta
na zakladé podobnosti s Limulus testem, jimz lze detekovat endotoxin coby lipopolysacharid
Vv bunécnych sténach nekterych gramnegativnich bakterii.

Fungitec G (Seikagaku Kogyo, Japonsko) je rovnéz metoda s kolorimetrickou detekci.
Hrani¢ni hodnota se rovna 20 pg/ml. Vlastni reagencie obsahuje amébocyty ostrorepa

Trachypleus tridentatus (viz. Obrazek 1.).
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Obrazek 1.: Trachypleus tridentatus (Foto: Martina Balzarova)

Wako WB003 (Wako Pure Chemical Industries, Japonsko) je turbidimetrickou reakci.
Hrani¢ni hodnota je 11 pg/ml a vlastni reagencie obsahuje amébocyty ostrorepa Limulus

polyphemus (viz. Obrazek 2.).

Obrazek 2.: Limulus polyphemus (Foto: Hans Hillewaer)

B-G star (Maruha Corporation, Japonsko) je soupravou zalozenou na kolorimetrické
metod¢ ,,end point“. Hrani¢ni hodnota koncentrace B-glukanu je 20 pg/ml. Vlastni reagencie

obsahuje amébocyty ostrorepa T. tridentatus.
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Vysledky testt detekujici vyskyt a mnozstvi (1—3)-p-D-glukanu miize siln¢ ovlivnit
ptitomnost bakterialniho endotoxinu. Endotoxin aktivuje faktor C, ktery pak aktivuje faktor
B, jez pak vytvari komplex s faktorem G. Tvorba tohoto komplexu se déje také za tcasti
(1—-3)-p-D-glukanu. Komplex faktortt B/G je nezbytny pro pfeménu koagula¢niho enzymu
na aktivovany koagulacni enzym. Ten pak katalyzuje pfeménu koagulogenu na koagulin,

ktery zapticini zgelovaténi pozitivniho vzorku ( viz. Schéma 3.) (Obayashi et al. 1992).

Schéma 3.: Kaskada aktivace faktoru G za pfitomnosti endotoxinu

Grafické znazornéni aktivace faktoru G v LAL za
pfitomnosti endotoxinu

Endotoxin

"

faktorC  aktivovany faktor C SGlucan

N ¥

FactorB  aktivovany komplex faktor G
factord B/G

srazeci enzym aktivovany srazeci enzym

koagulogen koagulin

zg eIovaténl’K/

1.4.2.1 Diagnosticka souprava Fungitell

Kineticka metoda Fungitell test na stanoveni (1—3)-B-D-glukanu je zaloZena na
méfeni rychlosti zmény absorbance produkované vzorkem. Koncentrace (1—3)-p-D-glukanu
ve vzorku je potom odeCtena porovnanim méfenych hodnot se soubézné vytvotenou
kalibra¢ni kiivkou. Vysledkem je pak naméfena koncentrace (1—3)-p-D-glukanu v pg/ml.
Standardni ktivka je vyjadiena péti body v rozmezi od 31 do 500 pg/ml. Pesahne-li néktery
ze vzorku horni hranici kalibra¢ni kiivky je doporuceno vzorek natedit a test zopakovat. Jako
negativni je hodnocen vzorek, kde koncentrace (1—3)-B-D-glukanu ma hodnotu mensi nez 60
pg/ml. Hrani¢ni hodnota se pohybuje mezi 60-79 pg/ml a pozitivni vzorek ma pak koncentraci

nad 80 pg/ml. Souprava Fungitell je in vitro panfungalni diagnostikum s kinetickou
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kolorimetrickou reakci Casné detekce systémovych mykoz zpisobenymi askomycetami.
Vlastni reagencie obsahuje lyzat z amébocytu ostrorepa Limulus polyphemus (LAL).

Fungitell test funguje také na principu aktivace faktoru G, ale protoze je zde detekovan
(1—-3)-B-D-glukan, musi byt vSechny béhem testu pouzivané pomicky a reagencie prosty
endotoxinu, jinak by se objevily falesn¢ pozitivni vysledky. Tato detekce je zalozena na
modifikaci drahy LAL. Zakladni LAL reagencie ze soupravy Fungitell byla modifikovana tak,
aby eliminovala faktor C. LAL tedy muze reagovat pouze s (1—3)-p-D-glukanem za vzniku
aktivovaného komplexu faktori B/G. Aktivovany faktor G aktivuje prokoagula¢ni enzym na
koagulacni, ktery katalyzuje odstépeni paranitroanilinu (pNA) z chromogenniho peptidového

substratu, ¢imz vytvoii chromofor absorbujici svételny paprsek pii 405 nm (viz. Schéma 4.).

Schéma 4.: LAL kaskada specificka pro B-glukan

Faktor C specificky odstranén [(1 3) -B-D-Glukan|

Faktor B | Aktivovany komplex faktorl B/G| Faktor G

Yy

Srazeci enzym Aktivovany srazeci enzym

Boc-Leu-Gly-Arg-pNA pNA
J

Méreni A405K_//

Soupravou Fungitell 1ze detekovat primarni mykopatogeny (kandidy, aspergily), ale
i oportunni (Phialophora sp., Exophiala sp., Fusarium sp., Acremonium sp., Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Saccharomyces cerevisiae,
Emmonsia crescens, Allescheria boydii, Sporothrix schenckii ¢i Pneumocystis jiroveci)
(Obayashi et al. 1995; Odabasi et al. 2004). Fungitell nemize detekovat infekce vyvolané
zygomycetami, které¢ (1—3)-B-D glukan neprodukuji (Mitsuya et al. 1994), kryptokokem,
u n¢hoz jsou hladiny (1—3)-p-D-glukanu jen velmi nizké (Tanaka et al. 1991; Odabasi et al.

2006), nebo kvasinkovou fazi Blastomyces dermatitidis (Girouard et al. 2007).
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Falesné pozitivni vysledky mohou vyvolat faktory biotické i abiotické. Mezi biotické
faktory patii bakterialni sepse zptisobena bakteriemi obsahujicimi v bunééné sténé endotoxin
aktivujici faktor C jako napiiklad Pseudomonas aeruginosa, enterokoky c¢i pneumokoky
(Menink-Kersten 2007), hemodialyza s celulézovymi dialyza¢nimi membranami (Kato et al.
2001; Kanda et al. 2001) nebo terapie specifickymi frakcionovanymi krevnimi derivaty
obsahujici albumin ¢i imunoglobuliny (Ogawa et al. 2004). Abiotické faktory ovliviujici
vysledek testu faleSné pozitivné tvofi napiiklad aminopeniciliny s klavulanatem,
karbapenemova ¢i aminoglykosidova antibiotika nebo pomocné oSetiovatelské potieby jako
gaza, buni¢ina ¢i tampony, jejichz mikrocastice se sekundarné dostaly do krve pacienta (Mohr
et al. 2005). Falesné negativni reakci pak muze vyvolat vysoka koncentrace bilirubinu ¢i
triglycerinu (Pickering et al. 2005).

Dalsimi nevyhodami soupravy jsou jeho cenova i technickd naro¢nost. Hodnoty
koncentrace (1—3)-B-D-glukanu jsou navic méfeny v kinetickém fotometru, ktery
ptredstavuje nezbytné piistrojové vybaveni laboratofe. Prace s komer¢ni soupravou Fungitell
vyZaduje pouziti laboratornich pomticek glukanu a endotoxinu zcela prostych. Cena za jedno
vySetieni se pohybuje kolem 1.100 K¢. Glukan je detekovan v fadech pg, a to jesté v ¢asném
stadiu infekce (Pickering et al. 2005). Vyhodou je jeho Siroké spektrum detekovatelnych
patogenu (Obadasi et al. 2004). Vysoka citlivost patii mezi velké klady této detekce.
Kolonizace sliznic kandidami navic nezvySuje hladinu glukanu v Kkrvi narozdil od

kandidového antigenu mannanu i aspergilového galaktomannanu (Nichterlein et al. 2003).
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2. CILE PRACE

1. Stanoveni exponencialni a stacionarni faze rustové kiivky u 50 vybranych kment

10 klinicky nejvyznamngj$ich druhi kvasinek rodu Candida
2. Zachyceni rozdilu hmotnosti v produkci biomasy na ¢asovou jednotku v exponencialni
a stacionarni fazi u 50 vybranych kment 10 klinicky nejvyznamnéjSich druht kvasinek rodu

Candida

3. Detekce a kvantifikace B-glukanu standardizovanou komer¢ni soupravou Fungitell

u jednotlivych kmenti kandid
4. Normalizace métenych hodnot B-glukanu na suchou hmotu kultur

5. Hodnoceni vysledki s cilem najit ptipadné rozdily v produkci B-glukanu a korelace

hmotnosti vyprodukované biomasy s hmotnosti vylou¢eného p-glukanu.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIALY A POSTUPY

3.1.1 Pristroje a material

3.1.1.1 Kultiva¢ni média

SGA (Sabouraudtv agar) (Trios; Ceska republika)

CRC (Colorex Candida) (Trios; Ceska republika)

RPMI bujon (8,4 mg v prasku, 450 ml destilované vody, 34,5 g pufru 3-(N-morpholino)
propansulfonové kyseliny (MOPS pufru)), Sigma-Aldrich; Ceska republika)

3.1.1.2 Laboratorni pristroje a pomiicky

Glukan a endotoxin free pomicky (Associates of Cape Cod zkr. ACC; USA)
Spicky velké (1000 ul) a malé (250 ul)

zkumavky TB160 Pyrotube S

davkovaci pipeta Multipette plus s nastavci Combitips (5 ml)

komercni souprava Fungitell (ACC; USA)

ttepacka Julabo SW22 (Fisher Scientific; Ceské republika)

inkubator Biological termostat BT 120 (Laboratorni piistroje; Ceska republika)
hlubokomrazici box Sanyo (Schoeller; Ceska republika)

linearni box EM 180 (MK Servis; Ceska republika)

spektrofotometr Perkin EImer Lambda 25 (Labexchange; Némecko)
mikrocentrifuga Labivet spectrafuge 24D (Labnet International; USA)
biokoncentrator Labconco (Labconco; USA)

analytické vahy (Boeco; Némecko)

kineticky fotometr EL 808 (Biotek, USA)

vortex mixer Velp Scientifica Wizzard X (Lehman Scientific; USA)
pocitacovy program Microsoft Excel

pocitacovy program GENS (Biotek; USA)

statisticky program NCSS3.
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3.1.2 Kultury kvasinek

Vysetiovany soubor tvofilo 50 izolatd kvasinek. Z tohoto poctu bylo 7 kment
sbirkovych a zbylych 43 tvotily kmeny izolované z klinického materialu pacientti Fakultni

nemocnice v Olomouci (viz. Tabulka 1.). VSechny byly ziskané v obdobi pied zacatkem

studie. Z celkového poctu bylo vzdy po 5 kmenech.

Tabulka 1.: Charakterizace vySetfovanych kmenti kvasinek

nazev druhu | ¢islo kmene material
CAAL ATCC 90028 sbirkovy kmen
3-33a vytér ze zevniho zvukovodu
35a moc¢
36a endotrachealni sekret
3-40a stér perianalni
CATR ATCC 90874 sbirkovy kmen
8-35 sputum
8-38 hemokultura
8-39 vytér z nosohltanu
8-40 drén
CAPA ATCC 90018 sbirkovy kmen
11-18 endotrachealni sekret
11-08 vytér z nosohltanu
11-15 sputum
11-24 stér perianalni
CAKR ATCC 90878 sbirkovy kmen
22 hemokultura
23 hemokultura
25 vytér z nosohltanu
01 moc
CAGU ATCC 90877 sbirkovy kmen
3-09 sputum
3-14 vytér z nosohltanu
3-17 stolice
3-21 moc
CADU 2-26 sputum
2-29 stér z rany
2-34 vytér z nosohltanu
2-35 vytér z dutiny Ustni
2-36 sputum
CALU 4-30 sputum
4-33 kanyla
4-34 stér, vytér z krku
4-35 stér, vytér z krku
4-36 stér, vytér z krku
CAKE 4-39 sputum
4-38 endotrachealni sekret
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4-35 sputum
4-37 bronchoalveolarni lavaz
4-36 vytér z dutiny Ustni
CAFA CBS 5481 sbirkovy kmen
4-33 vytér z nosohltanu
4-34 vytér z nosohltanu
4-35 vytér z nosohltanu
4-39 vytér z nosohltanu
CAGL ATCC 90030 sbirkovy kmen
3-08 punktat
3-09 vytér z nosohltanu
3-15 moc
3-20 sputum
CAPA - C. parapsilosis CALU - C. lusitaniae
CAKR - C. krusei CAAL - C. albicans
CADU - C. dubliniensis CAGU - C. guilliermondii
CAFA - C. fabianii CATR - C. tropicalis
CAKE - C. kefyr CAGL - C. glabrata

Uchovavany byly ve sbirce kultur Ustavu mikrobiologie LF UP v Olomouci
v hlubokomrazicim boxu pfii teploté -80 °C v médiu obsahujicim 100 mg/ml Skim Milk
Powder; BD International a 33 % glycerolu. Druhova identifikace klinickych izolata byla
provedena pied jejich uloZzenim do sbirky na zakladé hodnoceni morfologie a biochemické
aktivity.

Pied provadénim experimentt byly kultury vyo¢kovany na SGA a na CRC. Kontrola

viability a Cistoty kultur byla provedena jejich vizualni inspekci po 48h inkubaci pti 37 °C.
3.1.3 Metodicky postup

3.1.3.1 Stanoveni ristové krivky kvasinek

Od kazdého druhu byl vybran jeden kmen. Byly sledovany kmeny C. parapsilosis
ATCC 90018, C. krusei ATCC 90878, C. dubliniensis 2-35, C. fabianii 4-35, C. kefyr 4-39,
C. lusitaniae 4-34, C. albicans ATCC 90028, C. guilliermondii ATCC 90877, C. tropicalis
ATCC 90874 a C. glabrata ATCC 90030. Kazdy z téchto kmenti reprezentoval studovany
druh kvasinky. Kultury narostlé na SGA po 48 h inkubace byly z jedné kolonie inokulovany
do 10 ml RPMI bujonu a inkubovany 17 h ve vodni lazni s tfepackou pii 30 °C a 95 otacek za
minutu (rpm). Poté byla kazda kvasinkova kultura pieoCkovana do 20 ml cerstvého RPMI
média, pficemz denzita suspenze byla upravena pomoci spektrofotometru tak, aby odpovidala
hodnoté¢ absorbance A = 0,1/660 nm. V méfeni bylo dale pokracovano ve 2h intervalech az do
doby, kdy se hodnoty absorbance nezvysovaly. Pak byly vSsechny udaje vyneseny do grafu

45



a zkonstruovana rustova kiivka, v niz byl pro kazdy testovany izoladt zaznamenan Casovy
interval, nutny k dosazeni zhruba stiedového stadia exponencialni a pocatku stacionarni faze.

Pro kontrolu byl tento experiment za stejnych podminek zopakovan.

3.1.3.2 Normalizace p-glukanu na suchou hmotu kultur

Po stanoveni ¢asového intervalu pro dosazeni zminénych ristovych fazi byly stejnym
metodickym postupem, jaky je popsan v kapitole 3.1.3.1, ziskany v odpovidajici dobé
suspenze jednotlivych izolatt v obou fazich. Z nich bylo vzdy odebrano 1,5 pl biomasy, ktera
byla poté centrifugovana v mikrocentrifuze pii 3000 rpm po dobu 15 min. Za tGéelem ziskani
vzorku pro méfeni B-glukanu bylo odebrano 500 pl supernatantu, ktery byl nasledné
skladovan v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C. Pro stanoveni hmotnosti susiny kvasinkové
biomasy byl zbytek supernatantu odstranén a sediment centrifugovan v biokoncentratoru po
dobu 120 min pii 70 °C. Hmotnost suSiny byla stanovena jako rozdil mezi hmotnosti
mikrozkumavky s vysusenou kvasinkovou biomasou a pfedem =zvazené prazdné

mikrozkumavky. Vysledky byly ovéfeny piesnym opakovanim experimentu.

3.1.3.3 Méfeni koncentrace p-glukanu

Pro stanoveni optimalni koncentrace vzorkd pro méfeni B-glukanu bylo nejprve
hodnoceno jeho mnozstvi pii ruznych fedénich vzorku z kultury C. albicans ATCC 90028.
Testovanou tadu tvofil koncentrat a dale jeho fedéni 100x, 1.000x a 10.000x, 100.000x
a 1.000.000x. Ke stanoveni koncentrace B-glukanu byla vyuzita komer¢ni diagnosticka
souprava Fungitell. Metodicky bylo postupovano podle navodu vyrobce. Méfeni B-glukanu
bylo provadéno kinetickym fotometrem po dobu 45 min pfi teploté 37 °C. Koncentrace
B-glukanu v pg/ml byla vyhodnocena pomoci pocitatového programu GENS5. Poté bylo
stanoveno optimalni fedéni vzorku pro méfeni B-glukanu. U vSech ostatnich izolatt pak bylo
stejnym postupem hodnoceno mnozstvi B-glukanu pouze v tomto fedéni a nasledné vztazeno
na koncentrovany vzorek. Experiment byl zopakovan v n€kterych ptipadech i vicekrat, ¢imz
se potvrdily ¢i zménily naméfené vysledné hodnoty.

Redénim 100x (10 pl koncentrovaného vzorku a 990ul reagenéni vody) vznikl 1%
roztok. Koncentrace B-glukanu je méfena v pg/ml, které je nutné vzhledem k fedéni nejprve
zpétné vynasobit 100. Pomoci trojclenky lze pak vypocitat hmotnost B-glukanu na celkovy
objem vzorku 1,5 ml. Vysledek v pg lze poté prepocitat na hmotnost vyprodukované susiny.
Vydélenim hmotnosti B-glukanu hmotnosti suSiny byla vypocitano, kolik pg B-glukanu dany

kmen kvasinky vyprodukuje na gram susiny.
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3.1.2.5 Statistické hodnoceni vysledki

Byla testovana korelace hmotnosti vyprodukovaného B-glukanu v pikogramech
a hmotnosti vytvofené suSiny v gramech u jednotlivych deseti druhii studovanych kvasinek.
Dale byly hodnoceny rozdily v produkci B-glukanu u sledovanych deseti druhd.

Testovani bylo provadéno programem NCSS. Hodnoty byly analyzovany zvlast’ ve
sttedu exponencialni faze a na pocatku stacionarni faze rastové kiivky. K hodnoceni korelaci
byly pouzity Pearsonnuiv parametricky test a Spearmaniv neparametricky test. K hodnoceni

rozdili vyprodukovaného B-glukanu byly pouzit ANOVA test a Turkey Kramertv test.

3.2 VYSLEDKY

3.2.1 Stanoveni ristové kiivky kvasinek
Rustové kiivky jednotlivych druhd kvasinek jsou prezentovany v Grafech 1.-10.

Vyplyvd z nich, kdy u vybranych kmenl nastdva stfed exponencidlni faze a pocatek

stacionarni faze.

Graf 1.: Rustova kiivka Candida parapsilosis ATCC 90018
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Graf 2.: Rustova kiivka Candida krusei ATCC 90878
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Graf 3.: Rustova kiivka Candida dubliniensis 2-35
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Graf 4.: Rustova kiivka Candida fabianii 4-35
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Graf 5.: Rustova kiivka Candida kefyr 4-39
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Graf 6.: Rustova kiivka Candida lusitaniae 4-34
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Graf 7.: Rustova kiivka Candida albicans ATCC 90028
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Graf 8.: Rustova kiivka Candida guilliermondii ATCC 90877
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Graf 9.: Rustova kiivka Candida tropicalis ATCC 90874
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Graf 10.: Ruastova kiivka Candida glabrata ATCC 90030
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Casové¢ intervaly nutné u jednotlivych druhti k dosazeni stfedu exponencialni faze,

resp. pocatku stacionarni faze jsou shrnuty v Tabulce 2.). Nejrychleji dosahla poloviny

exponencialni faze C. krusei, a to jiz za 7 h od inokulace. Naopak nejpomaleji dosahla tohoto

bodu C. guilliermondii, po 10 h. Stacionarni faze zapocala nejrychleji u druhu C. tropicalis,

a to jiz za 20 h. Jako posledni se v exponencialni fazi ocitla C. guilliermondii za 28 h.

Tabulka 2.: Casové intervaly sledovanych fazi riistu

ndazev druhu | Ef Sf

CAPA po8h po 24h
CAKR po 7h po 24h
CADU po 8h po 24h
CAFA po 8h po 24h
CAKE po 8h po 24h
CALU po 8h po 24h
CAAL po 9h po 24h
CAGU po 10h po 28h
CATR po 9h po 20h
CAGL po 8h po 24h

CAPA - C. parapsilosis

CAKR - C. krusei

CADU - C. dubliniensis
CAFA - C. fabianii

CAKE - C. kefyr

CALU - C. lusitaniae
CAAL - C. albicans
CAGU - C. guilliermondii
CATR - C. tropicalis
CAGL - C. glabrata
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3.2.2 Normalizace B-glukanu na suchou hmotu kultur

Rozdily suché hmotnosti biomasy v g u testovaného souboru kvasinek ziskané ve

stiedu exponencialni (Ef) a na pocatku stacionarni faze (Sf) jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3.:. Sucha hmotnost biomasy kvasinek v Ex a v Sf

nazev kmene ¢as. interval | hmotnost susiny | ¢as. interval | hmotnost suSiny
do Ef [h] v Ef [g] do Sf [h] v ST[g]
CAPA ATCC 90018 8 0,0017 24 0,0026
CAPA 11-18 8 0,0012 24 0,0021
CAPA 11-08 8 0,0020 24 0,0028
CAPA 11-15 8 0,0017 24 0,0022
CAPA 11-24 8 0,0022 24 0,0028
CAKR ATCC 90878 | 7 0,0015 24 0,0020
CAKR 22 7 0,0016 24 0,0025
CAKR 23 7 0,0008 24 0,0015
CAKR 25 7 0,0019 24 0,0026
CAKR 01 7 0,0017 24 0,0023
CADU 2-26 8 0,0008 24 0,0013
CADU 2-29 8 0,0004 24 0,0012
CADU 2-34 8 0,0007 24 0,0015
CADU 2-35 8 0,0006 24 0,0013
CADU 2-36 8 0,0008 24 0,0011
CAFA ATCC 8 0,0006 24 0,0012
CAFA 4-33 8 0,0004 24 0,0009
CAFA 4-34 8 0,0003 24 0,0011
CAFA 4-35 8 0,0007 24 0,0015
CAFA 1-39 8 0,0007 24 0,0013
CAKE 4-35 8 0,0008 24 0,0015
CAKE 4-36 8 0,0010 24 0,0019
CAKE 4-37 8 0,0007 24 0,0011
CAKE 4-38 8 0,0004 24 0,0012
CAKE 4-39 8 0,0011 24 0,0017
CALU 4-30 8 0,0007 24 0,0012
CALU 4-33 8 0,0010 24 0,0017
CALU 4-34 8 0,0009 24 0,0014
CALU 4-35 8 0,0004 24 0,0014
CALU 4-36 8 0,0004 24 0,0008
CAAL ATCC90028 |9 0,0021 24 0,0033
CAAL 3-33a 9 0,0009 24 0,0013
CAAL 352 9 0,0011 24 0,0029
CAAL 36a 9 0,0006 24 0,0012
CAAL 3-40a 9 0,0008 24 0,0013
CAGU ATCcCc 90877 | 10 0,0010 28 0,0019
CAGU 3-09 10 0,0007 28 0,0011
CAGU 3-14 10 0,0009 28 0,0016
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CAGU 3-17 10 0,0011 28 0,0018
CAGU 321 10 0,0008 28 0,0013
CATR ATCC 90874 9 0,0009 20 0,0021
CATR 8-35 9 0,0013 20 0,0026
CATR 8-38 9 0,0024 20 0,0030
CATR 8-39 9 0,0005 20 0,0012
CATR 8-40 9 0,0011 20 0,0025
CAGL ATCcCc90030 | 8 0,0007 24 0,0013
CAGL 3-08 8 0,0005 24 0,0010
CAGL 3-09 8 0,0004 24 0,0013
CAGL 3-15 8 0,0005 24 0,0012
CAGL 3-20 8 0,0006 24 0,0011

CAPA - C. parapsilosis
CAKR - C. krusei
CADU - C. dubliniensis
CAFA - C. fabianii
CAKE - C. kefyr

Ef — exponencialni faze

CALU - C. lusitaniae
CAAL - C. albicans
CAGU - C. guilliermondii
CATR - C. tropicalis
CAGL - C. glabrata

Sf — stacionarni faze

vwr

Nejvyssi hmotnosti susiny dosahovala v obou fazich C. parapsilosis. Nejnizsi

produktivita suSiny v obou fazich byla naméfena u C. fabianii a C. glabrata.

3.2.3 Méreni koncentrace B-glukanu

V prvnim experimentu se ukazalo stonasobné¢ ftedéni vzorku =z hlediska

detekovatelnosti koncentrace B-glukanu jako nejvhodnéjsi.

V nasledujicichch experimentech detekce B-glukanu byly ziskany hodnoty koncentraci

a vypocitana hmotnost v pg (viz. Tabulka 4.)

Tabulka 4.: Koncentrace a hmotnost f-glukanu v 1,5 ml vzorku

nazev kmene o ¢ p-glukanu | m B-glukanu | e ¢ p-glukanu | m g-glukanu
v Ef [pg/ml] v Ef [pg] v Sf [pg/ml] v S [pg]

CAPA ATCC 90018 | 5600,0500 8400,0750 13807,9500 20711,9250
CAPA 11-18 4491,1000 6736,6500 8965,1000 13447,6500
CAPA 11-08 1364,9600 2047,4400 7388,4500 11082,6750
CAPA 11-15 <781,2000 <1171,8000 9546,8500 14320,2750
CAPA 11-24 994,4000 1491,6000 5755,3000 8632,9500
CAKR ATCC 90878 | 2678,0000 4017,0000 21273,2000 31909,8000
CAKR 22 2430,3000 3645,4500 7961,9000 11942,8500
CAKR 23 2220,5000 3330,7500 3813,5000 5720,2500
CAKR 25 2313,3500 3470,0250 7148,5500 10722,8250
CAKR o1 2184,0000 3276,0000 9952,7000 14929,0500
CADU 2-26 25385,6000 38078,4000 26136,1000 39204,1500
CADU 2-29 25192,4000 37788,6000 24119,5500 36179,3250
CADU 2-34 21784,9000 32677,3500 36533,4000 54800,1000
CADU 2-35 24150,9000 36226,3500 26816,4000 40224,6000
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CADU 2-36 21324,4000 31986,6000 23842,2000 35763,3000
CAFA ATCC <781,2000 <1171,8000 <781,2000 <1171,8000
CAFA 4-33 <781,2000 <1171,8000 <781,2000 <1171,8000
CAFA 4-34 <781,2000 <1171,8000 <781,2000 <1171,8000
CAFA 4-35 <781,2000 <1171,8000 8383,9000 12575,8500
CAFA 4-39 <781,2000 <1171,8000 <781,2000 <1171,8000
CAKE 4-35 1269,7000 1904,5500 1476,9000 2215,3500
CAKE 4-36 998,9800 1498,4700 1575,7000 2363,5500
CAKE 4-37 1101,4500 1652,1750 1163,7500 1745,6250
CAKE 4-38 1265,3000 1897,9500 1951,4000 2927,1000
CAKE 4-39 1559,4700 2339,2050 2005,5200 3008,2800
CALU 4-30 6096,1000 9144,1500 12152,2000 18228,3000
CALU 4-33 12569,7000 18854,5500 28496,1000 42744,1500
CALU 4-34 10483,4000 15725,1000 10375,8000 15563,7000
CALU 4-35 17058,2000 25587,3000 17469,0000 26203,5000
CALU 4-36 17012,1000 25518,1500 13155,4000 19733,1000
CAAL ATCC 90028 1708,1000 2562,1500 4218,6500 6327,9750
CAAL 3-33a 1434,1000 2151,1500 11353,7000 17030,5500
CAAL 35a 5114,9000 7672,3500 10738,0500 16107,0750
CAAL 36a 6914,4500 10371,6750 36268,3000 54402,4500
CAAL 3-40a 2403,1000 3604,6500 2836,7000 4255,0500
CAGU ATCC 90877 19566,9000 29350,3500 26486,8000 39730,2000
CAGU 3-09 20218,9000 30328,3500 21962,8000 32944,2000
CAGU 3-14 4007,0000 6010,5000 10773,4500 16160,1750
CAGU 3-17 1436,3000 2154,4500 7356,9000 11035,3500
CAGU 3-21 5741,7000 8612,5500 13255,0000 19882,5000
CATR ATCC 90874 1123,9000 1685,8500 13530,9000 20296,3500
CATR 8-35 19476,2000 29214,3000 20011,5000 30017,2500
CATR 8-38 6458,5000 9687,7500 16801,5000 25202,2500
CATR 8-39 1228,4500 1842,6750 1929,8000 2894,7000
CATR 8-40 2120,4000 3180,6000 2061,0500 3091,5750
CAGL ATCC 90030 1393,3000 2089,9500 8871,0500 13306,5750
CAGL 3-08 1136,5400 1704,8100 2671,2400 4006,8600
CAGL 3-09 1943,0300 2914,5450 3098,1000 4647,1500
CAGL 3-15 6589,0000 9883,5000 7724,0000 11586,0000
CAGL 3-20 17809,1000 26713,6500 21093,10 31639,6500

CALU - C. lusitaniae
CAAL - C. albicans
CAGU - C. guilliermondii
CATR - C. tropicalis
CAGL - C. glabrata

Sf — stacionarni faze

CAPA - C. parapsilosis
CAKR - C. krusei
CADU - C. dubliniensis
CAFA - C. fabianii
CAKE - C. kefyr

Ef — exponencialni faze

Z tabulky vyplyvd, Ze nejveétsi mnoZstvi B-glukanu vyprodukovala z testovanych

v v

stonasobném fedéni dosahuje C. fabianii a kmen C. parapsilosis 11-15.
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3.1.2.4 Vypocet hmotnosti -glukanu

Hmotnost vyprodukovaného [-glukanu prepocitand na g vytvofené suSiny
u sledovanych druhti kvasinek byla zaznamenana v Tabulce 5. Kmeny s podprahovymi

hodnotami koncentrace B-glukanu v tabulce chybi.

Tabulka 5.: Hmotnost f-glukanu na jednotku hmotnosti suché biomasy

nazev kmene m B-glukanu/m suSiny | m B-glukanu/m suSiny
v Ef [pg/g] v Sf [pg/d]

CAPA ATCC 90018 4941220,5882 7966125,0000
CAPA 11-18 5613875,0000 6403642,8571
CAPA 11-08 1023720,0000 3958098,2143
CAPA 11-24 678000,0000 3083196,4286
CAKR ATCC 90878 2678000,0000 15954900,0000
CAKR 22 2278406,2500 4777140,0000
CAKR 23 4163437,5000 3813500,0000
CAKR 25 1826328,9474 4124163,4615
CAKR 01 1927058,8235 6490891,3043
CADU 2-26 47598000,0000 30157038,4615
CADU 2-29 94471500,0000 30149437,5000
CADU 2-34 46681928,5714 36533400,0000
CADU 2-35 60377250,0000 30942000,0000
CADU 2-36 39983250,0000 32512090,9091
CAKE 4-35 2380687,5000 1476900,0000
CAKE 4-36 1498470,0000 1243973,6842
CAKE 4-37 2360250,0000 1586931,8182
CAKE 4-38 4744875,0000 2439250,0000
CAKE 4-39 2126550,0000 1769576,4706
CALU 4-30 13063071,4286 15190250,0000
CALU 4-33 18854550,0000 25143617,6471
CALU 4-34 17472333,3333 11116928,5714
CALU 4-35 63968250,0000 18716785,7143
CALU 4-36 63795375,0000 24666375,0000
CAAL ATCC 90028 1220071,4286 1917568,1818
CAAL 3-33a 2390166,6667 13100423,0769
CAAL 352 6974863,6363 5554163,7931
CAAL 36a 17286125,0000 45335375,0000
CAAL 3-40a 4505750,0000 3273115,3846
CAGU ATCC 90877 29350350,0000 20910631,5789
CAGU 3-09 43326214,2857 29949272,7273
CAGU 3-14 6678333,3333 10100109,3750
CAGU 3-17 1958590,9091 6130750,0000
CAGU 321 10765687,5000 15294230,7692
CATR ATCC 90874 1873166,6667 9664928,5714
CATR 8-35 22472538,4615 11545096,1538
CATR 8-38 4036562,5000 8400750,0000
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CATR 8-39 3685350,0000 2412250,0000
CATR 8-40 2891454,5455 1236630,0000
CAGL ATCC 90030 2985642,8571 10235826,9231
CAGL 3-08 3409620,0000 4006860,0000
CAGL 3-09 7286362,5000 3574730,7692
CAGL 3-15 19767000,0000 9655000,0000
CAGL 3-20 44522750,0000 28763318,1818

CAPA - C. parapsilosis
CAKR - C. krusei
CADU - C. dubliniensis
CAFA - C. fabianii
CAKE - C. kefyr

Ef — exponencialni faze

CALU - C. lusitaniae
CAAL - C. albicans
CAGU - C. guilliermondii
CATR - C. tropicalis
CAGL - C. glabrata

Sf — stacionarni faze

Nejveétsi mnozstvi B-glukanu na gram vyprodukované suSiny bylo zaznamenano
u C. dubliniensis v obou fazich ristu. Naopak nejméné B-glukanu vyprodukovala na g susiny

v obou fazich rastu C. kefyr.

3.2.5. Statistické hodnoceni vysledkii

Ze statistického hodnoceni vysledkt byly vylouceny vsSechny sledované kmeny
C. fabianii a kmen C. parapsilosis 11-15 z divodu nizké produkce pB-glukanu. Pti fedéni 100x
nedosahuji zminéné kmeny kvasinek ve vzorcich RPMI tekutého média dostatecné vysoké
hodnoty koncentrace B-glukanu, které by byly Fungitell testem detekovatelné.

Taxony 1-9 predstavuji sledované druhy kvasinek v tomto potadi: C. parapsilosis,
C. krusei, C. dubliniensis, C. kefyr, C. lusitaniae, C. albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis,

C. glabrata. Barevné symboly piedstavuji jednotlivé kvasinkové kmeny.
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Exponencialni faze

Graf 11.: Linearni zavislosti hmotnosti susiny a hmotnosti beta-glukanu

beta vs susina
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Pearsoniv i Spearmantv korelaéni koeficienty vySly u vSech taxonu (r, rs < 0,1).

V regresni analyze hmotnosti vyprodukovaného B-glukanu a hmotnosti suSiny ukézaly oba

testy v danych znacich nelinearitu. Ani jedna korelace nebyla signifikantni. Hmotnost

vyprodukovaného B-glukanu tedy v exponencialni fazi nekorelovala s hmotnosti vytvofené

biomasy.

Analysis of Variance Table

Source

Term DF
A: taxon 8
S 35
Total (Adjusted) 43
Total 44

* Term significant at alpha = 0.05

Sum of Mean Prob Power
Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05)
4.424923E+09 5.531153E+08 9.49 0.000001* 0.999996

2.040604E+09 5.830297E+07
6.465526E+09

Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: beta
Term A: taxon

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=35

Group Count
4 5
2 5

MSE=5.830297E+07 Critical Value=4.6709

Different From

Mean Groups
1858.47 5,3
3547.845 3
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1 4 4668.941 3

6 5 5272.395 3

9 5 8661.291 3

8 5 9122.235 3

7 5 15291.24 3

5 5 18965.85 4,3

3 5 35351.46 4,2,1,6,9,8,7,5

Graf 12.: Srovnani druhti kvasinek v produkci beta-glukanu
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Jednocestna ANOVA a Tukey-Krameriv test ukazaly signifikantni rozdily (p< 0,0001)
v produkcip-glukanu v exponencialni fazi mezi jednotlivymi druhy testovanych kvasinek rodu
Candida. Vyrazn¢ se v produkci lisSi C. dubliniensis, ktera produkuje nejvétsi mnozstvi
B-glukanu ze vSech testovanych druht. C. kefyr naopak produkuje B-glukanu nejméné ze
vSech. Hodnoty jednotlivych druhti byly zprimeérovany pro dané druhy. Pocitd se i se

standardni chybou, ktera vznikla zaokrouhlenim jednotlivych hodnot.
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Stacionarni faze

Graf 13.: Linearni zavislosti hmotnosti susiny a hmotnosti beta-glukanu

beta vs susina

60000 -
: taxon
<@ ]
. O 1
- A 2
7 o @ 3
40000 - B v e 4
- [ ]
O 5
@ i
° | $ 4 ® ® 6
Q | (o ® v 7
20000 41 o oY ® © ? g
] % v N °
[ ] (@]
7 ® v A, 0
_ (@] °
A
. y ’.o‘ e® e ©
0.0005 0.0015 0.0025 0.0035
susina

Pearsoniv i Spearmantv korelacni koeficienty vySly pouze u kmend Candida
dubliniensis(r, rs > 0,9). U tohoto druhu tedy ve stacionarni fazi existuje velmi silna korelace
mezi hmotnosti vyprodukovaného B-glukanu a hmotnosti vytvofené biomasy. Hladina
vyznamnosti (p = 0.022236), coz znamena, ze pravdépodobnost nahody je mensi nez 2,22 %.

U ostatnich druhti nebyla zjisténa signifikantni korelace mezi testovanymi veliCinami.

Pearson Correlations (Row-Wise Deletion)

Candida dubliniensis
beta susina
beta 1.000000 r=0.929491
0.000000 P=0.022236
5.000000 n=5.000000

susina  0.929491 1.000000
0.022236 0.000000
5.000000 5.000000

Spearman Correlations (Row-Wise Deletion)

Candida dubliniensis

beta susina
beta 1.000000 rs=0.974679
0.000000 0.004818
5.000000 5.000000
susina 0.974679 1.000000
0.004818 0.000000
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5.000000 5.000000

Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean
Term DF Squares Square
A: taxon 8 4.531194E+09 5.66399
S 35 4.55792E+09 1.30226
Total (Adjusted)43 9.089114E+09
Total 44

* Term significant at alpha = 0.05
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: beta
Term A: taxon

Prob Power
F-Ratio Level (Alpha=0.05)
3E+08 4.35 0.001024* 0.983339

3E+08

Alpha=0.050 Error Term=S(A) DF=35 MSE=1.302263E+08 Critical Value=4.6709

Mean
2451.981
13037.25
13468.8
15044.96
16300.42
19624.62
23950.48
24494.55
41234.3
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Graf 14.: Srovnani druht kvasinek v produkci beta-glukanu
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Jednocestna ANOV A a Tukey-Kramerav test ukazaly signifikantni rozdily (p = 0.001)

v produkci B-glukanu ve stacionarni fazi mezi jednotlivymi

Candida. Vyrazné se v produkci f-glukanu 1isi C. dublinien

druhy testovanych kvasinek rodu

sis, ktera produkuje nejvetsi

mnozstvi -glukanu ze vSech testovanych druhd. C. kefyr naopak produkuje B-glukanu
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nejmén¢ ze vsech. Hodnoty jednotlivych druhti byly zprimérovany pro dané druhy. Pocita se

I se standardni chybou, ktera vznikla zaokrouhlenim jednotlivych hodnot.
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4. DISKUZE
4.1 STANOVENI RUSTOVE KRIVKY KVASINEK

Jordanské studie Al-Qadiri et al. (2008) sledovaly faze rustové kiivky grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii. Kmen Listeria innocua ATCC 51742 reprezentoval grampozitivni
bakterie a kmen Escherichia coli ATCC 25922 gramnegativni. Bakterialni bunky byly
pfeneseny ze zmrazeného Stavu na ,.tryptic soy agar (TSA), kde byly kultivovany pii 37 °C.
Po 24 hodinach byla inokulovana jedna dobfte izolovana kolonie do 100 ml bujénu z hovéziho
srdce a mozku. Inkubace probihala za aerobnich podminek pii 37 °C. Studie ukazala, ze
vybrané druhy se nachazely po 3 hodinach v lag-fazi, po 7 hodinach v exponencialni fazi a po
24 hodinéch ve stacionarni fazi.

V nasi studii byly pfedmétem vyzkumu buiiky kvasinek. Eukaryontni butika prochéazi
narozdil od prokaryontni buiiky mitdézou, ktera je pomérné slozitym, a tudiz 1 dlouhodobéjsim
procesem neZ bakterialni amitdza. Generacni doba kvasinky Saccharomyces cerevisiae trva
zhruba 90 minut (Kockova-Kratochvilova 1992). Generaéni doba bakterie Escherichia coli je
cca 20 minut (Bednaf et al. 2009). V jordanské studii se ocitaji populace téchto bakterii
v jednotlivych fazich rastu v podobném case jako populace kvasinek v nasi studii. Lze se
domnivat, ze pfi¢inou vyrazného zpomaleni ristu bakterialni kultury byl relativné maly pocet
bunék v lag fazi zaockovany do vétsiho objemu sledovaného tekutého média.

Held (2011) monitoroval rist Kmene Saccharomyces cerevisiae ,,2000 Budvar lagger*
za pouziti multidetekénihohybridniho readeru. Kvasinkové kultury byly naoc¢kovany do 50 ml
tekutého YPD média a pii 30 °C a 125 rpm ponechany rist pies noc. Pied zapocetim pokusu
bylo inokulovano 7,5 ml Cerstvého YPD bujoénu 150 ul kvasinkové suspenze z piesnoéni
kultury. Naockované médium bylo pipetovano na mikrotitraéni desticky. Inokulované
médium bylo méfeno po dvouminutovych intervalech za kontinudlniho orbitdlniho michéani
multidetekénim hybridnim readerem. Lag-faze trvala zhruba 3 h. Exponencialni faze nastala
po 4 hodinéch a probihala po dobu 3,5 hodin. Zhruba po 8 h od inokulace nastala stacionarni
faze a po 20 h byl experiment ukonéen ve fazi odumirani kvasinkové kultury.

V nasi studii dosahla vétSina druhti kvasinek rodu Candida poloviny exponencialni
faze zhruba za 8 h a pocatku stacionarni faze cca za 24 h. Muzeme odhadovat, Zze tato
prodleva byla zplsobena vétsim objem zivného média, do kterého byly kandidy v ramci
experimentu naockovany. Je taktéz mozné, ze YDP bujon je pro mnozeni kvasinek vhodnéjsi

vzhledem obsahu gluk6zy nez RPMI pouzité v nasi studii.
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4.2 PRODUKCE BIOMASY A HMOTNOST SUSINY

Vsechny faze ristové kiivky mikroorganismi kromé lag-fdze jsou charakteristické
zvysujici se hmotnosti biomasy az do odumfeni celé kultury. Tento pfiriistek je rizny pro
jednotlivé druhy kvasinek, ba dokonce pro rtizné kmeny v ramcei jednoho druhu.

Vavrysova (2009) méfila hmotnost kvasinkové biomasy basidiomycetarniho druhu
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1. Kvasinka byla nao¢kovana do 150 ml specifického
produkéniho média S obsahem glukézy, siranu amonného, siranu hofecnatého,
dihydrofosfore¢nanu sodného a vody a inkubovéana pifi 28 °C na ttepacce pifi 110 rpm.
Exponencidlni faze nartstala ve dvou stupnich, coZz je pro basidiomycetarni kvasinky
produkujici karotenoidy charakteristické. Hmotnost susiny Vv poloviné exponencidlni faze byla
0,004155 g po 48 h od kultivace. Ve stacionarni fazi vyprodukovala kvasinkova kultura
0,011025 g susiny po 100 h od kultivace.

Jankeje (2007) sledovala produkci biomasy basidiomycetarni karotenoidni kvasinky,
Phaffia rhodozyma. Do 400 ml specifického produkéniho média s pfidavkem mocoviny bylo
inokulovano 80 ml kvasinkové kultury. Naockovana kvasinkova kultura byla inkubovana pti
19 °C a 90 rpm. Bylo zjisténo, Ze Phaffia rhodozyma dosahuje poloviny exponencialni faze
po 49,5 h po kultivaci pii hmotnosti susiny asi 0,007 g v 1,5 ml zivného média. Stacionarni
faze zapocala po 90 h pfi hmotnosti narostlé suSiny 0,0082 g.

V na8i studii dosahovaly askomycetarni kvasinky rodu Candida exponencialni
I stacionarni faze mnohem diive neZ sledované diskutované dva druhy basidiomycetarnich
kvasinek. Dale byly v nasi studii zjistény primérné sedminasobné nizs§i hodnoty hmotnosti
suSiny v poloviné exponencialni fize a asi pétindsobné niz§i na pocatku stacionarni faze.
Kultivaéni podminky jako teplota vyssi jen o 2 °C nebo niz$i pocet rpm nehraly v kinetice
jejich rlstu ziejmé vyznamnou roli. Tyto vysledky ziejmé ukazuji na fakt, ze perfektni stadia
basidiomycetarnich kvasinek dovedou Uc¢innéji hospodaftit s zivinami nez imperfektni stadia
askomycetarnich kvasinek, a pfeZivaji tudiz del$i dobu s vétSim pfiristkem hmotnosti

biomasy.

4.3 KONCENTRACE B-GLUKANU

Americka studie Mennink-Kersten et al. (2006) ukazala, jaké koncentrace f-(1—3)-D-

glukanu vyluc¢uji do prostiedi vlaknitda imperfektni stadia patogennich askomycet. Byl

sledovan druh A. fumigatus. Ke kultivaci byl pouzit bujon s YNB a koncentracemi glukézy

5, 25 a 100 mmol. Kultury A. fumigatus byly inkubovany nejvyse 9 dni pti 37 °C a 160 rpm.
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Inkubace probihala do koncentrace konidii v médiu 10° - 107 spor/ml. Mé&Feni probihalo ve
200 ml média, z n¢hoz bylo odebirano mycelium filtraci kultury a poté vysuseno mrazem pro
méteni hmotnosti susiny. Mycelium bylo odebirano po v okamziku iokulace, dale po 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 32 a 40 h. Taktéz byl odebiran vzorek média pro méfeni
vylouceného B-(1—3)-D-glukanu. Toto médium bylo mnohonasobné ziedéno a ptitomnost -
glukanu detekovana pomoci soupravy Fungitell. Béhem rtstu na YNB doslo k poklesu pH.
Pii metabolismu glukézy totiz vznikaji organické kyseliny, kterych se houba zbavuje
vyloucenim do prostiedi. Béhem lag-faze ubytek glukozy koreloval s produkci biomasy.
Koncentrace glukozy dosahla nulové hodnoty po 17 h v médiu s koncentraci glukézy 5 mmol,
po 24 h v médiu s koncentraci glukdzy 25 mmol a za 72 h v médiu s koncentraci glukozy 100
mmol. Hmotnost suSiny dosahovala maximalné 0,0006 g az 0,00075 g v 1,5 ml média, cehoz
bylo ve vétsin€ ptipadi dosaZzeno za 17 h. Nizkd koncentrace glukozy je pro riist aspergila
limiujici a zapo¢ina fazi odumirani. Devét dni po Gplné spotiebé glukozy vypadalo mycelium
zcela odumielé ve vSech kulturdch. Po pfeneseni na Cerstvé médium vSak opét zregenerovalo
a zacalo rust. B-(1—3)-D-glukan dosahoval koncentraci 213,4 pg/l v okamziku kultivace,
827,6 pg/ml po 2 h, 527 pg/ml po 4 h, 727,4 pg/ml po 6 h, 1 278,5 pg/ml po 8 h, 3 274,2
pg/ml po 10 h, 7 278,1 pg/ml po 12 h, 6 773 pg/ml po 14 h, 11 282 pg/ml po 16 h, 15 791
pg/ml po 18 h, 58 914,9 po 24 h, 58 914,9 po 32 h a 53 904, 9 pg/ml po 40 h. Po 24 hodinach
byl zaznamenan vyznamny pokles B-(1—3)-D-glukanu, ale nikoli v disledku deficitu
glukozy.

Tento pokles zjistili i Miyazaki et al. (1995) u Candida albicans. Predpokladali, Ze je
tento pokles zpusoben enzymem [-(1—3)-D-glukanazou. VétSina studovanych kvasinek
produkovala B-glukan v rizné mife. Stejni autofi zméfili maximélni koncentraci p-(1—3)-D-
glukanu u druhu Aspergillus fumigatus asi 10 000 pg/ml pfi teploté 30 °C. A. fumigatus
produkoval mimo jiné i exocelularni B-(1—3)-D-glukanazu. Tento enzym byl zjistén
i1 u jinych hub. Zfejmé hraje dilezitou roli v katabolické hydrolyze extracelularnich
B-glukanti. Pravdépodobné se exprimuje v prostiedi s klesajici koncentraci glukézy, aby
roz§tépila polymerni f-glukan na molekuly glukozy, které jsou pro houbu snadno dostupné.
Pokud by totiz doslo k vycerpani glukozy, mycelium houby by se rozpadlo. B-glukan je dle
hypotézy autorti do prostiedi vyluovan ziejmé také jako rezerva zdroje energie.

Nase studie ukazala, Ze vétSina studovanych druht kvasinek produkovala B-(1—3)-D-
glukan v rizné mife. Vyrazny vzestup koncentrace B-glukanu byl zaznamenam ve stacionarni

fazi u C. parapsilosis, C. krusei, C. albicans a C. guilliermondii, nad 5000 pg/mi.
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U ostatnich druhti je patrny vzestup méné vyrazny az nevyrazny. Nékteré kmeny dokonce
vykazovaly mirny pokles koncentrace B-glukanu. U vSech kmend C. fabianii a u kmene
C. parapsilosis 11-15 byly koncentrace B-glukanu tak nizké, Ze vychazely pod kalibrac¢ni
kiivkou detekovatelnosti.

Pfi srovnani nasi studie lze fici, Ze se produkce B-(1—3)-D-glukanu u kvasinek rodu
Candida a u vlaknitych hub druhu A. fumigatus v poloviné exponencialni faze shoduje pouze
u druhu C. kefyr. C. kefyr je, jak vyplyva ze statistického hodnoceni, v produkci p-(1—3)-D-
glukanu nejslabsi. Ve stacionarni fazi vSak A. fumigatus produkuje mnohem vice p-(1—3)-D-
glukanu nez vsechny sledované druhy kandid. Tento rozdil koncentraci je vyssi nez 30.000
pg/ml. U nékterych kment kvasinek byl zaznamenam pokles koncentrace, ale
u jinych nikoli. Ziejmé se tak stalo z toho divodu, ze detekce B-(1—3)-D-glukanu v nasi
studii probihala pouze ve dvou fazich, kdezto v citovanych studiich byla jeho koncentrace

méfena soustavné po celou dobu ristu studovaného organismu.

4.4 ANALYZA DAT

Statistick¢é hodnoceni pomoci korelacnich koeficienti Spearmanova a Pearsonova
ukazalo, ze produkce suSiny nekoreluje s produkci B-glukanu. Pouze u druhu C. dubliniensis
ve stacionarni fazi vysla tato korelace signifikantni.

Pomoci statistickych metod One-way ANOVA a Tukey-Krameriv test bylo zjisténo,
ze hodnoty koncentraci B-glukanu u vSech kmenu druhu C. dubliniensis v obou fazich ristu
vyrazné pievySovaly hodnoty koncentraci ostatnich druh testovanych kvasinek. Tato
kvasinka tedy produkuje vyrazné vice B-glukanu nez C. albicans. Bylo by proto bylo vhodné
ovéfit, zda je tento vyrazny rozdil patrny i ve statisticky vyznamnégj§im souboru kmenti
C. kefyr. Podprahovou koncentraci ve stacionarni i exponencialni fazi rustu B-glukanu méla
C. fabianii. Experimentaln¢ byl kmen C. fabianii ATCC zfedén pouze 10x. Bylo zjisténo, ze
je v této koncentraci detekovatelny. Po 8 h byla koncentrace -glukanu 656,0733 pg/ml a po
24 h 609,58 pg/ml. Zistava nezodpoveézenou otdzkou, jakd je produkce B-glukanu u druht

C. utilis a C. pelliculosa, které jsou od C. fabianii odlisitelné pouze molekularnimi metodami.
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5. ZAVER

Hlavnim cilem této studie byla detekce a kvantifikace B-(1—3)-D-glukanu u 50
kmend deseti 1ékaisky nejvyznamnéjSich druhti kandid pomoci standardizované komer¢ni
soupravy Fungitell.

Na zakladé provedenvych experimentu Ize uc¢init nasledujici zavéry:

Souprava Fungitell, kterou lze detekovat P-(1—3)-D-glukan, je velmi vhodnym
diagnostickym testem, jimz lze prokazat i pocinajici kvasinkovou infekci. Jedna se
o standardizovany komeréni kit a 1ze ho doporucit i pfes vyssi cenu a technicky naro¢néjsi
postup. Reagencie soupravy Fungitell se musi pfesné pipetovat ve velmi malych objemech,
metoda je citliva ke kontaminaci glukanem ¢i endotoxinem, a proto je nutné pouzivat
specialnich laboratornich potieb, které neobsahuji ani stopové mnozstvi téchto latek, které by
mohly ovlivnit vysledky.

RPMI bujon se zda byt idealnim médiem pro studium detekce B-glukanu kvasinkami.
Neobsahuje glukany ani endotoxin a obsahem bilkovin do jisté miry simuluje krevni plazmu.

Bylo zjisténo, ze pribéh rustovych kiivek u studovanych druhti kadid se vyznamné
nelisil. V polovin€é exponencidlni faze se vétSina studovanych druhii ocitla zhruba po
8 hodinach. Po 24 hodinach byl zaznamenan pocatek stacionarni faze.

Hmotnost suSiny testovaného souboru kvasinek se v poloviné exponencidlni faze
pohybovala okolo 1 mg a na pocatku stacionarni faze kolem 1,7 mg

V exponencialni fazi rastu je P-glukan detekovatelny u vétSiny kment pfi
stonasobném fedéni, avSak v nékterych piipadech pii desetindsobném ziedéni vzorku. Na
pocatku stacionarni fidze je jeho koncentrace u deviti z deseti druhi detekovatelnd pii
stondsobném fedéni vzorku.

v obou fazich dosahovaly hodnot koncentrace B-glukanu pod prahem detekovatelnosti.
Redéni séra pii podezieni na systémovou infekci touto kvasinkou je nutné provést 10x
a nikoli 100x jako u ostatnich deviti druhli testovanych 1ékarsky vyznamnych druhti kvasinek.
Nizkych hodnot koncentraci pii stondsobném fedéni dosahuje v obou fazich C. kefyr, u které
je pravdépodobné, Ze nékteré jeji kmeny mohou pii stondsobném ftedéni také dosahovat
podprahovych hodnot koncentrace B-glukanu. Kmen C. parapsilosis 11-15 lze ale povazovat
za vyjimku. V exponencialni fazi rovnéZz dosahuje pfi stondsobném fedéni podprahovych

hodnot koncentraci detekovaného markeru narozdil od ostatnich kment tohoto druhu
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kvasinky. Ve stacionarni fazi jsou vSak u zminéného kmene tyto hodnoty métitelné i pii
fedéni 100x.

Z vysledku této studie vyplyva ze hmotnost kvasinkové biomasy nevykazuje
signifikantni korelaci s hmotnosti produkovaného pB-glukanu v exponencialni ani ve

stacionarni fazi.
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8. PRILOHY

Obrazek 3.: Candida albicans, mikro a makromorfologie
a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Colorex Candida (48 h/37 °C) c) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 4.: Candida dubliniensis; mikro a makromorfologie

a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Colorex Candida (48 h/37 °C) ) Sabouraudiiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 5.: Candida glabrata; mikro a makromorfologie

a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Colorex Candida (48 h/37 °C) ) Sabouraudiiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 6.: Candida gulliermondii; mikro a makromorfologie

a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 7.: Candida kefyr; mikro a makromorfologie

a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 8.: Candida krusei; mikro a makromorfologie

a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)
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b) Colorex Candida (48 h/37 °C) c) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 9.: Candida lusitaniae; mikro a makromorfologie

a) ryZovy agar (po 20 h/24 °C)

b) Sabouraudiiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 10.: Candida parapsilosis; mikro a makromorfologie
a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)
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b) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 11.: Candida fabianii; mikro a makromorfologie
a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)
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b) Sabouraudiv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 12.: Candida tropicalis; mikro a makromorfologie
a) ryzovy agar (po 20 h/24 °C)

o A -

b) Colorex Candida (48 h/37 °C) c) Sabourauduv agar (7 dni/25 °C)
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Obrazek 13. C. albicans; slizni¢ni oralni kandid6za "soor"

Obrazek 14.: Lokalni povrchové kandidozy

a) C. parapsilosis; interdigitalni dermatomykéza  b) C. parapsilosis; onychomykdza
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Obrazek 15.: C. tropicalis; endoftalmitida

Obrazek 16.: C. albicans; infekce plic (PAS barveni, zvétseno 100x)
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Obrdazek 17.: C. albicans; kandidémie (barveni Giemsou, zvétSeno 100x)
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