UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA ORGANICKE CHEMIE

Molekularni identifikace a charakterizace klinicky

vyznamnych mikromycet

Diplomova préce

Autor: Bc. Anna Vavrova

Studijni program: N1407 Chemie

Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicka
biologie

Typ studia: Prezen¢ni

Vedouci prace: doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D.



Prohlaseni:

Prohlasuji, Zze jsem piedloZzenou diplomovou praci zpracovala samostatné pod
vedenim doc. MUDr. Petra Hamala, Ph.D. a Ze jsem uvedla vSechny pouzité informacéni
zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla ptedlozena k ziskani jiného
nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby ma prace byla zptistupnéna v knihovné Katedry organické

chemie, Piirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci, 9.5. 2019
Anna Vavrova



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podékovat vedoucimu mé diplomové préace panu
doc. MUDr. Petru Hamalovi, Ph.D. za odborné vedeni, ochotu, ¢as a cenné rady, které mi
poskytoval v pribéhu feseni prace. Dale mé podékovani patii panu Mgr. Jakubu
Mrézkovi ze Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé, za pomoc pii sekvenaci genomu
hub v jejich laboratofi a doc. RNDr. Alesi Panackovi, Ph.D. za odborné rady v oblasti
fyzikalni chemie.

Nesmim vynechat ani pracovi§té Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnici Olomouc za vytvofeni

pratelského pracovniho prostiedi.

V neposledni fadé musim podékovat mé roding a prateliim, kteti m¢ béhem mého

studia pln€ podporovali.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a piijmeni autora: Bc. Anna Vavrova

Néazev préace: Molekularni identifikace a charakterizace klinicky
vyznamnych mikromycet

Typ préce: Diplomova préce

Pracovisté: Ustav  mikrobiologie, Lékafska fakulta Univerzity

Palackého v Olomouci

Skolitel: doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D.
Rok obhajoby préce: 2019
Abstrakt:

Vl1aknité houby neboli mikromycety jsou organismy zpusobujici fadu zavaznych
onemocnéni. V klinickych mykologickych laboratofich se pro jejich charakterizaci
pouziva makromorfologicka detekce pomoci svételné mikroskopie. Tato technika
vyzaduje zkuSeného mykologa a neni zcela bezchybna. MALDI — TOF MS je analyticka
metoda, v soucasné dob¢ vyuzivana pro charakterizace kvasinek (dalsi tfida mikromycet)
ve vétsiné mikrobiologickych laboratotich. Vyuziti MALDI — TOF MS je v ptipadé
vlaknitych hub problematické a poskytuje nepiesné vysledky. V piedlozené diplomové
praci jsme se pokusili vyvinout efektivni metodu vyuzivajici MALDI — TOF MS pro
identifikaci vlaknitych hub. Tato metoda kombinuje MALDI — TOF MS s kultivaci
v tekutém médiu a extrakci. Zaméfili jsme se na porovnani vysledkd obdrzenych ze
vSech tii vyse uvedenych technik. Na rozdil od jednoduchého méteni MALDI — TOF MS
z kultury jsme ukazali, Ze metoda MALDI — TOF MS po kultivaci v tekutém médiu a
extrakci poskytuje vysledky ve vysoké shodé s mikroskopickym stanovenim. Abychom
demonstrovali, ktera technika poskytuje ptesné&jsi vysledky, provedli jsme sekvencovani
genomu vybranych izolatd. Mikromycety Aspergillus a Chaetomium byly také pouzity
pro studium antimykotického pusobeni specificky modifikovanych latek pomoci
nanocastic stfibra. Data obdrZzena z méfeni antimykotické aktivity jsou nejasnid a

diskutovan v ptedlozené praci.

Kli¢ova slova: MALDI - TOF MS, identifikace, mikromycety
Pocet stran: 68

Jazyk: Cesky



Bibliographical identification:

Author: Bc. Anna Vavrova

Title: Molecular identification and characterization of clinically
relevant micromycetes

Type of thesis: Master thesis

Department: Department of microbiology, Faculty of medicine and

dentristy, Palacky University Olomouc

Advisor: doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D.
The year of presentation: 2019
Abstract:

Filamentous fungi are known as a micromycetes which cause a number of serious
diseases. In clinical mycological laboratories, only macromorphological detection using
light microscopy is used for their characterization. This technique requires experienced
mycologist able to recognize all kinds of fungi and is not flawless. MALDI — TOF MS is
analytical method nowadays conventionally used for characterization of yeasts (another
class of micromycetes) in most microbiological laboratories. However, utilization of
MALDI — TOF in case of filamentous fungi is problematic and provides inaccurate
results. In my thesis, we tried to develop a new method for using MALDI — TOF MS for
identification of filamentous fungi with high determination rate. The method utilizes
MALDI — TOF MS combined with prolong cultivation (PC). We focused on comparison
of all three previously mentioned techniques. Unlike simple MALDI — TOF, we have
shown that MALDI — TOF MS with PC provides very high accordance with microscopic
determination. To demonstrate which method provides more accurate results we perform
genome sequencing currently. Micromycetes Aspergillus and Chaetomium were also used
for antimycotic activity studies of specifically modified substances using silver
nanoparticles. Data obtained from the measurement of antifungal activity are unclear and

discussed in this thesis.

Keywords: MALDI — TOF MS, identification, micromycetes
Number of pages: 68

Language: Czech



1 UVOO.....ci s 8
2 TeoretiCKa CASt ....vviiiiiiiiiii 10
2.1 Zakladni charakteristika NUD ..o 10
2.2 FOrmy existence NUD ... 10
2.3 SPOIY NUD .o e 11
2.4 Patogenita NUD ..o s 12
241 POVICNOVE MYKOZY ..ot 13
2.4.2  Organoveé a SyStEMOVE MYKOZY ......ccovvirieieinienieisie e 13
2.4.3  Generalizovang MYKOZY ......cccccciireiiiiieese e 14
2.5  Lécba houbovych infeke .......coiiiiiiiiiiiii e 14
25.1  Antifungdalni aktivita nanoCastic Stiibra..........ccccceeviriiiiiiiiiene e 16
2.6 VIAKNITE MIKIOMYCELY......cciiiiieieicce e 16
2.6.1  Lékarsky vyznamni ZAStUPCI........ccovvviiiiiiiiiiiieiicc e 16
2.7  Moznosti identifikace kultur vldknitych hub ..........cccooiiiiiiiis 21
271 KUHRIVACE ..ot 21
2.7.2  IMIKIOSKOPIE ...ttt 22
2.7.3  Polymerazova fet€Zova reakCe..........covrveriiiiiieiiiic e 22
2.7.4  HmMOtNOStNi SPEKIFOMELIIE. ... c.viviieiieieeieriee e, 24
2 CHIE PIACE ...ttt nas 29
3 VYSIEAKY ... 30
3.1  Charakteristika studovaneho SOUDOIU ... 30
3.2 Morfologicka identifikace izolatl vlaknitych hub ...........coccooiveiiiiiiiiiiicn, 30
3.3 Identifikace izolat vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS z kultury ..... 32
3.4 ldentifikace izolatt vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS po kultivaci
V teKutém mediu @ eXEraKCH ........ccovviviiiiiiicicc e 34
3.5 Porovnani vysledkil identifikace izolath vlaknitych hub ..........cccoeiiiiiiinnn, 36
3.6 Identifikace vybranych izolat vlaknitych hub sekvencovanim DNA ............ 39

6



3.7  Testovani antifungalni aktivity AgNP v textilnich latk&ch.............c.cccoveneeen. 41

4 DISKUZE......cuiiiiicn 46
3) EXperimentalng CASt.........cveiviiiiiiiiiiccee e 50
5.1 Material @ MELOAY .........coviiiiiiiiiiieese e 50
511 Vysetfované kmeny a prehled metod identifikace..........c.cocoeereeriieinnnne. 50
5.1.2  Mikroskopicka identifiKace ...........cccccvevieiieiiiie e 50
5.1.3 Identifikace MALDI — TOF MS piimo z Kolonie............c.covrveerenrenne. 51

5.1.4  Identifikace MALDI — TOF MS pomoci kultivace v tekutém médiu a

BXETAKCE ...ttt 51

5.1.5  Identifikace SEKVENaCi DNA ..., 52
5.1.6  Testovani antifungalni aktivity AgNP v textilnich latkach ..................... 55

6 N <) PSR SRP 58
7 SEZNAM ZKIALEK ... 60
8 LEEIATUIA ..ottt 62



1 Uvod

Mikromycety jsou vedle bakterii jednou zhlavnich pficin  mortality
u hospitalizovanych pacientt. Velkou hrozbu ptedstavuji hlavné pro onkologicky 1é¢ené

pacienty, ptipadné i pro jiné pacienty s potla¢enou imunitou.

Pii urCovani houbovych izolati se v mykologickych laboratofich tradi¢né
uplatiiuji metody zalozené na fenotypovych vlastnostech, zejména morfologickych. 2 Pro
spravnou identifikaci kment je nezbytné posouzeni jejich vzhledu a rychlosti ristu na
kultiva¢nich mediich, stejné jako mikroskopické hodnoceni mycelia, tvaru a uspoiadani
spor. Z tohoto diivodu je nezbytna dostate¢na délka inkubace izolati, coz do znaéné miry
omezuje rychlost ziskani vysledki, nutnych pro zahajeni cilené antifungélni 1é&by. ® Proto

se do diagnostické praxe zavadéji nové techniky, které zminénou nevyhodu eliminuji.

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s
pruletovym analyzatorem (MALDI — TOF MS) je v dne$ni dob¢ nejrychlejsi a zaroven
nejpresnéj$i rutinni diagnostickou metodou pro identifikaci bakterii a kvasinek. Vyuziti
uvedené techniky pii urovani vlaknitych hub je vsak omezené, a to piedevsim diky
zna¢né limitované databazi druhti. *° Dalsim problémem je pevn&jsi a robustngjsi stavba
bunééné stény v porovnani s bakterialni, proto pfiprava vzorku pro jejich identifikaci

pomoci MALDI — TOF MS je instrumentalné a ¢asové naroénéjsi. & 7

Podle Svétové zdravotnické organizace stoupa ve vSech ¢astech svéta antibioticka
rezistence na nebezpecné vysokou uroven. Objevuji se nové mechanismy odolnosti vici
antimikrobnim latkdm, coz limituje moznosti 1é¢by infekénich onemocnéni. Piestoze
prevalence rezistence mykotickych agens neni zatim na urovni srovnatelné s bakterialni,
vzhledem k pomérné malému poctu t€innych antifungalnich latek jsou i moznosti 1é¢by
houbovych infekci omezené. 8 Proto dochézi k vyvoji a syntéze novych latek s ti¢inkem
proti mikromycetdm. Mezi n¢ patii i nanocastice stiibra, které jsou znamé jiz po staleti

svou antibakterialni aktivitou. °

PtredloZena diplomova prace se zabyva problematikou identifikace vlaknitych hub
pomoci MALDI - TOF MS, zalozené na kultivaci v tekutych mediich a extrakci proteint.
Zaobira se porovnavanim urcovani mikroskopickych vlaknitych hub pomoci

morfologickych znaku s vysledky MALDI — TOF MS, ziskanymi jak postupem bé&zné



pouzivanym Kk identifikaci bakterii a kvasinek, tak po kultivaci v tekutém médiu
s naslednou metodou prodlouzené extrakce proteinti. Déle byla zkoumana antifungalni

aktivita nanocastic st¥ibra po impregnaci vzorku textilii.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Zakladni charakteristika hub

Houby (v¢etné lesnich kloboukatych) patii mezi eukaryotni organismy, diive byly
fazeny k rostlindm. Jejichz staii se odhaduje na 300 miliond let. Typicka je pro né velka
morfologicka rozmanitost a schopnost piizptsobit se rozmanitym ekologickym
podminkam. Oznaceni mikromycety se v praxi pouziva pro houby mikroskopickych

rozmeéru.

Bunky hub patfi svou stavbou, podobné jako rostlinné a ZzivociSné, mezi
eukaryotické. Maji diferencované jadro s jadernou membrénou, vyskytuji se v ni
mitochondrie, Golgiho aparat i endoplazmatické retikulum. Na rozdil od zivoc¢isnych
bungk tvoii rostlinna i houbova bunéénou sténu. Odlisnost mezi nimi spociva hlavné
V chemickém sloZeni. Zatimco rostlinn& obsahuje pievazné celuldzu, u hub se jedna o
polysacharidy (chitin, fukan, glukany, manany). Cytoplazmatickd membréana obsahuje
steroly, konkrétné ergosterol. Hlavni zasobni latkou, pfitomnou v cytoplazmé, je
glykogen. 1° Houby, na rozdil od rostlin, neobsahuji chlorofyl, postradaji tedy schopnost

fotosyntézy, proto se jedna o heterotrofni organismy.

Houby se rozmnozuji pohlavné i nepohlavné. Sexualni stadium se oznacuje jako
teleomorfa, asexuélni anamorfa. Rodové a nékdy i druhové nazvy obou stadii se lisi,
nebot’ jsou fazeny do rtiznych rodi. Taxonomicky ma pfednost oznaceni teleomorfy,
v medicinské praxi je naopak uzivan nazev anamorfy. Naptiklad teleomorfa
nepohlavniho stadia klinicky vyznamného kvasinkovitého mikroorganismu Candida
krusei je Pichia kudriavzevii, v pfipad¢ vlaknité houby Aspergillus nidulans je to
Emericella nidulans. U nékterych druhi mikromycet vsak dosud nebylo pohlavni

stadium prokazano.

2.2 Formy existence hub

Na zaklad€ morfologie Ize houby rozdélit do tii zakladnich skupin, a to na vlaknité,

kvasinkovité a dimorfni.

Pro vlaknité houby, lidové zvané plisn¢, je typickym znakem tvorba pravych vlaken

(tzv. hyf), které rostou postupnym prodluzovanim, vétvi se a splétaji se do podoby
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pravého podhoubi (tzv. mycelia). Jednotlivé buiiky jsou oddéleny pti¢nymi pfehradkami
(tzv. septy). Mezi klinicky vyznamneé zastupce patii rod Aspergillus nebo skupina zvana

dermatofyta.

Pro kvasinkovité houby, resp. prave kvasinky jsou charakteristické kulaté az ovalné
bunky, které se mnozi pucenim. Jedna-li se o pravou kvasinku, dcefind bunka se od
mateifské vzdy oddéli, u kvasinkovitych mikroorganismu zistavaji spojeny. V posledné
zminéném pfipad¢ tak vznikaji uUtvary podobné pravym vldkniim, resp. pravému
podhoubi, z divodu odlisného zptsobu vzniku se vSak nazyvaji nepravé hyfy (tzv.
pseudohyfy), resp. nepravé podhoubi (tzv. pseudomycelium). Piikladem Klinicky
vyznamnych pravych kvasinek je rod Cryptococcus, kvasinkovitych hub Candida.

Jako dimorfni se oznacuji houby, schopné existovat v obou vySe uvedenych
formach. Zda bude mikromyceta rast jako kvasinka ¢i vlaknitd houba, zAvisi na
podminkach prostfedi, zejména na teploté. Za nizsi (zpravidla do 30 °C) existuje ve
vlaknité, pii vyssi (obvykle mezi 35-37 °C) v kvasinkové form¢. Prvné zminéna forma se
proto vyskytuje jako saprofyt v okolnim prostiedi, kvasinkova pak parazituje v lidském
organismu. Vyskyt dimorfnich hub ma endemicky charakter, vyskytuji se tedy pouze
v uréitych regionech. V Evropé véetnd Ceské republiky takové oblasti neexistuji,
s onemocnénimi jimi vyvolanymi se zde lze setkat vyhradné jako s importovanymi
ptipady. Mezi jejich nejvyznamnéjsi zastupce patii rody Histoplasma, Coccidioides a

Blastomyces.*2

2.3 Spory hub

Spory slouzi k pohlavnimu i nepohlavnimu rozmnozovéani hub. Jsou vétSinou

jednobunécéné.

Pohlavni jsou trojiho typu. Askospory vznikaji ve vacich, zvanych viecka (asky).
Houby, které je vytvafeji, se nazyvaji vieckovytrusné (askomycety). Naopak
bazidiospory vyrustaji zevné na stopeckach tzv. plodnych bunék (bazidii). Podle toho se
uvedené houby oznacuji jako stopkovytrusné (bazidiomycety). Tieti typ pohlavnich spor,
zygospory, vznikaji jako vysledek spojeni dvou stejnych hyf. Takové houby se jmenuji
spajivée (zygomycety). Vyvolani tvorby pohlavnich spor je komplikované, mnohdy

vyzadujici specidlni kultivaéni média, u heterotalickych druht navic komplementarni
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(dopliwjici) kmen. Proto jsou zminéné postupy vyhrazeny taxonomickym laboratofim,

v bézné klinické diagnostice se nepouzivaji.

Urcovani hub pomoci nepohlavnich spor se naopak v bézné laboratorni praxi
hojné vyuziva. Jsou rovnéz trojiho typu. Prvni, zvané konidie, vznikaji na povrchu
vldken, casto ve velkém poctu a jejich usporadani je pak zakladem pro
mikromorfologickou identifikaci. Mohou byt malé (jednobunécné), nebo velké
(vicebuné&éné). Druhé, oznacované jako sporangiospory, vznikaji naopak ve vakovitych
utvarech (tzv. sporangiich), umisténych zpravidla na konci vlaken. Zde sporangiospory
dozraji, poté sporangium praskne a spory jsou nasledné roznaseny vzduchem. Tieti typ
nepohlavnich spor se nazyvé thalospory. Primarné neslouzi k rozmnozovani, ale k pieziti
mykoorganismu za nepfiznivych podminek. Patfi sem chlamydospory Iékatsky
vyznamného kvasinkovitého mikroorganismu Candida albicans, nebo artrospory rodu

Geotrichum ¢i Trichosporon.

2.4 Patogenita hub

Lékaisky vyznamné mikromycety mohou v podstaté vyvolat tii typy onemocnéni.
Pronika-1i houba do vnitiniho prostfeni makroorganismu, jedna se o invazivni proces a
stav se oznaCuje jako mykoza. Mikromycety v§ak mohou poskozovat zdravotni stav
¢loveka i tim, Zze produkuji toxické latky, tzv. mykotoxiny. V tom ptipadé je onemocnéni
nazyvano mykotoxik6za. Houba se muize stat i spoustééem alergické reakce a stav se pak
oznacuje jako mykoalerg6za. Z medicinského hlediska jsou nejvyznamnéjSimi

patologickymi stavy mykozy.

V poslednich letech se pocty pacienti s mykotickymi infekcemi stale zvySuji.
Dlvodem je pfedev§im narlst t€Zce imunokompromitovanych pacientl, které je mozno
diky pokroktm v terapii na rozdil od minulosti udrzet pti Zivoté. S tim ovSem souvisi
jejich vysokd Umrtnost na infekce, které pro ¢lovéka s normdlni mirou odolnosti
neptedstavuji velké riziko. 13 K takovym ndkazam mykoézy patii, pficemz jejich mortalita
presahuje ve zminéné ohrozené populaci 40 % navzdory soucasnym moznostem
antifungalni lécby. 4

V ptipad€ mykodz je v naprosta vétSina hub povaZovana za oportunni (piileZitostne)
patogeny. Znamena to, Ze zpusobuji onemocnéni predevsim u pacientli s riznym stupném
poruch imunity. Jednd se o nemocné s defekty lokalni odolnosti az po tézce
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imunokompromitované pacienty na onkologickych oddé€lenich, nebo se syndromem
ziskaného selhani imunity (AIDS). 1215 Od toho se odviji mira invaze do tkani a stupeii

ohroZeni zivota pacienta.

Mykozy je ztohoto hlediska mozno rozdélit na povrchové, systéemové a
generalizované. Epidemiologicky se pak rozliSuji komunitni a nozokomialni infekce.
Povrchové mykozy se, snad s vyjimkou organovych endemickych, vyskytuji predevsim

v komunité, systémové a generalizované obvykle vyzaduji hospitalizaci.
2.4.1 Povrchové mykozy

Do této skupiny onemocnéni se fadi infekce kiize véetné jejich adnex (nehty, vlasy,
chlupy) a sliznic. Ohrozeni jsou zejména diabetici, malé déti a jedinci s poskozenou

imunitou. 1617

V piipad¢ kize se jedna nejéastéji o postizeni rohové vrstvy epidermis. Pavodci
jsou vétSinou vlaknité houby ze skupiny dermatofyt, nebot’ zminéné mikromycety se zivi
keratinem, pfitomnym na koznim povrchu. * Uveden4 agens mohou samozi'ejmé napadat
i dalsi keratinové struktury, tj. nehty, vlasy a chlupy. V mistech vlhké zapaiky (v podpazi,
téislech, u Zen pod prsy) se mohou pomnozit kvasinkovité mikroorganismy a vyvolat tzv.

intertrigindzni kandiddzu.

Posledni zminéné agens, zejména z&stupci rodu Candida, jsou nejcastéjsimi
vyvolavateli slizni¢nich mykéz. Jedna se o rtizné formy oralnich kandid6z, vznikajicich
napiiklad v souvislosti se Sirokospektrou antibioterapii, imunodeficity, nebo noSenim
zubnich protéz. Vulvovaginalni infekce u Zen wvznikaji ptedevs§im v souvislosti
hormonalnich zmén, napf. v téhotenstvi. Nejzavaznéjsi formou povrchové mykozy je

geneticky podminéna chronicka mukokutanni kandidoza.

Ve vétsing piipadi povrchovych mykoz je postacujici lokélni terapie postizené
oblasti, je vSak tfeba ji zah4jit v€as. U nekterych chronickych nebo recidivujicich infekei

je nutna i celkova lécba.
2.4.2 Organové a systémové mykozy

Jedna se 0 velmi zavazné stavy v souvislosti poskozenim jednotlivych organd

nebo celych organovych  systémt. Vyskytuji se zpravidla u téZzce

13



imunokompromitovanych pacient, napt. v souvislosti s autoimunitnim onemocnénim,
transplantacemi kostni dfen¢ a jinych organiti, uzivanim cytostatik ¢i imunosupresiv.

Mohou postihnout plice, srdce, oci, ledviny, centralni nervovou soustavu, Vv téZzsich

piipadech pak souvisejici organové systémy.
2.4.3 Generalizované mykozy

Generalizované mykodzy jsou obvykle dusledkem fungémie, kdy se houbové

agens §ifi krvi do celého téla. U zavaznych imunodeficiti konc¢i zpravidla smrti pacienta.

2.5 Lécba houbovych infekci

r

Proti houbovym infekcim, v naprosté vét§iné ptipadi mykoézam, se pouziva
zvlastni skupina antimikrobnich latek oznacovana jako antimykotika. AZ na malé
vyjimkKy plati, Ze tyto latky nejsou i¢inné na bakterie a naopak, ze antibiotika nelze pouZit
k 16¢b& onemocnéni vyvolanych mikromycetami. Uinkuji na rizné struktury v houbové
bunice, coz je sumarizovano na obr. 1. Na zaklad¢ l1ékovych forem lze antimykotika
rozdélit na lokalni, uzivana K terapii povrchovych mykoéz, a na systémova, urena

vétSinou k 1écbé organovych, systémovych a generalizovanych houbovych infekci.

vvvvvv

o Azoly. Jsou nejpocetngjsi skupinou antifungalnich 1é¢iv. Jejich mechanismem
ucinku je inhibice syntézy ergosterolu, ktery je vyznamnou slozkou
cytoplazmatické membrany hub. Mohou se dale d¢€lit na star§i imidazolové a
nov¢jsi triazolové derivaty. Nejznaméj$imi zastupci prvni skupiny je Klotrimazol,
uzivany k lokalni terapii, z druhé pak systémova antimykotika flukonazol,
uzivany klécbé kandidoz, vorikonazol, uCinny piedev§im na aspergily a
posakonazol s antifungélnim spektrem rozsifenym na mukormycety. 192

o Polyeny. Jedna se o fungicidni antimykotika, které se vazi na ergosterol
V cytoplazmatické membrané mikromycet, ¢imz dochazi k poruseni jeji
permeability. Tato skupina zasahuje nejSirSi spektrum houbovych agens.
Nejvyznamnéj$im zastupcem je amfotericin B, ktery se jako jediny pouZiva pro
systémovou terapii. Je vSak siln¢ nefrotoxicky, proto se v soucasné dob¢ pouziva
jiz jen v podobé lipidovych forem, v nichZ je intenzita tohoto nezadouciho uc¢inku

snizena. 2?2 V/ lokalni 1é¢bé se pouziva nystatin a natamycin.
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o Echinokandiny. Tato antimykotika, na rozdil od ptedchozich skupin, zasahuji na
urovni bunécné stény. Blokuji enzym B-(1,3)-D-glukan syntetazu, coz vede
k nedostate¢né tvorbé odpovidajiciho glukanu. Neju¢innéjsi jsou na kandidy, na
né¢z pusobi fungicidné. Patfi sem preparaty kaspofungin, mikafungin a
anidulafungin. Kvuli odliSnému mechanismu ucinku, existuje moznost je
vV systémové 1é¢b& kombinovat s antimykotiky z piedchozich skupin. 2
o Antimetabolity. Jedinym zastupcem této skupiny je flucytosin. Chemicky se
jedna o fluorovanou pyrimidinovou bazi 5-fluorocytosin. V bunkach hub
vestavénim fluorouracilu misto uracilu do ribozomaélni a transferové rRNA
dochazi k blokaci proteosyntézy. Ma pomérné izké spektrum uc¢inku, zejména na
kvasinkovité mikroorganismy, navic na n& rychle vznika rezistence. Jeho
nevyhodou je i hematotoxicita. 2
o Alylaminy. Tato skupina antifungalnich latek je urCena vyhradné pro 1é¢bu
koznich mykéz, predev§im dermatofyt6z. Podobné jako azoly blokuji syntézu
““““““ 2 Pro

systémovou [éCbu je urcen terbinafin, jako soucast preparatti pro lokalni terapii se

pouziva naftifin.

Obrazek 1: Shrnuti pisobeni antimykotik na buiiku mikromycety (pfevzato z Principles
of Pharmacology: the phatophysiologic basis of drug therapy, Golan et al.) %
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2.5.1 Antifungélni aktivita nanodastic stfibra

Nanocastice stiibra (AgNP) jsou kovové struktury v nanoméfitku. Bylo
prokazano, ze AgNP vykazuji aktivitu proti bakteriim, virim, ale i vlaknitym houbam. °
Antibakterialni u¢inek stfibra je znamy jiz po staleti. 2627 Vroce 1928, kdy byl
Alexandrem Flemingem objeven penicilin, v8ak doslo k Ustupu v jejich vyuziti pro
1ékaiské ucely, jelikoz vyroba zminéného antibiotika byla ekonomicky vyhodngjsi. 28
S plosnym pouzivanim tohoto typu antibakteridlnich latek vSak na né postupné zacala
vznikat a vyvijet se rezistence, proto se vyzkumné skupiny, pracujici na uvedené
problematice, zacaly vracet k moznostem vyuziti nanocastic stiibra, jelikoz na né
odolnost bakterii zatim nebyla zjiiténa. 2° Rezistence hub vi¢i antifungalnim 1é&iviim
neni sice tak zdvaznou zdlezitosti jako je tomu u bakterii a antibakteridlnich latek,

problém v této oblasti vSak spocivd v omezeném poctu dostupnych antimykotik

s rozlisnym mechanismem u¢inku. *

Piiprava stejnorodych AgNP se specifickymi pozadavky z hlediska velikosti,

tvaru a fyzikaln& chemickych vlastnosti je velkou vyzvou pro farmaceutické chemiky. !

AgNP maji fadu rdznych mechanismu ucinki, mezi né€z patii vazba na fosfatové
skupiny v DNA, interakce s cytoplazmatickou membranou, coz vede k disociaci protont
a smrti bunky, reakce se sulthydrylovymi skupinami proteinii a enzymd, interference
s elektronovym transportnim fet€zcem, nebo naruSeni permeability bunéénych membran

pro protony a fosfatové skupiny. 32-%

2.6 VIaknité mikromycety
2.6.1 Lékarsky vyznamni zastupci

2.6.1.1 Rod Aspergillus

V ramci uvedeného anamorfniho rodu bylo dosud popsano pies 200 druhti, z toho
asi 40 v souvislosti s onemocnénim ¢lovéka. Naprosta vétsina infekci je vyvolana drunem
Aspergillus fumigatus. Roste rychle v podobé zelené zbarvenych sametovych kolonii
se sloupcovitymi hlavicemi, jak je demonstrovano na obr. 2. Je proto snadno
morfologicky identifikovatelny, avsak byly zachyceny vzhledové témét identicke druhy
(zatim s nejasnym podilem), napi. Aspegillus lentulus nebo Aspergillus fumigatissimus,

které jsou vyznamné rezistentn&jsi k antimykotiktim. '
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Obrézek 2: Makroskopicky vzhled Aspergillus fumigatus (foto autorka prace)

Dalsim lékai'sky vyznamnym zastupcem je Aspergillus flavus s charakteristickym
zelenoZlutym zbarvenim kolonii, jak je demonstrovano na obr. 3, a Aspergillus niger
s ¢erné zbarvenymi sporami, které jim poskytuji ochranu pfed slunecnim a ultrafialovym
zatenim, a které jsou uspotradany do typickych velkych kulovitych hlavic. Ofiskoveé hnéde

zbarvené kultury jsou zase charakteristicke pro druh Aspergillus terreus.

Obréazek 3: Makroskopicky vzhled Aspergillus flavus (foto autorka préce)

Aspergily jsou v ptirodé velice rozsiteny, nachazeji se v pudé, ovzdusi, na
rostlinach a rozkladajicich se organickych latkach. V domacnostech byvaji ¢asto souéasti
prachu. A. flavus je nejcastéj$im druhem kontaminujicim potraviny, zejména dlouho
skladované, jelikoz pieziva i pii nizkém obsahu vody v prostiedi a vyssich teplotach. %
Je znam produkci mykotoxinl zvanych aflatoxiny. A. niger byva zase Casto izolovan ze

suseného ovoce a ofechu.

Nozokomialni mykdzy u imunosuprimovanych pacientl jsou typicky spojeny se
stavebnimi pracemi v nemocnicich. Aspergilové spory se na klinicka oddé€leni dostavaji
nejcasteji vzdusnou cestou jako soucéast kontaminovaného prachu. Vétsina infekci vznika

jako disledek inhalace spor, které pak snadno pronikaji do bronchiélniho stromu. Zde

24
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u tézce imunokompromitovanych pacientl s hematologickymi chorobami je invazivni
aspergiloza, casto koncici smrti pacienta. Klinické pfiznaky nejsou specifické a véasné
stanoveni diagnézy je obtizné. U imunokompetentnich jedinct s chronickymi
onemocnénimi plic, napf. cystickou fibrézou, mohou aspergily osidlovat dutiny vzniklé
v plicni tkani a vytvotit tak tzv. aspergilom. U alergickych pacienti mohou zpisobit
mykoalerg6zu, zvanou alergicka bronchopulmonélni aspergiléza. Z povrchovych mykdz

v

jsou nejcastéjsi infekce zevniho zvukovodu.

2.6.1.2 Rad Mucorales

V ramci uvedeného fadu existuje n¢kolik ¢eledi, resp. rodil, do nichz patii zastupci
patogenni pro ¢lovéka. Nejvyznamnéjsi jsou rody Mucor, Lichtheimia (diive Absidia) a
Rhizopus. *2 Rad patii do kmene Zygomycota, proto jsou lidska onemocnéni nazyvana
zygomykozy nebo piesnéji, podle nazvu fadu, mukormykozy. Morfologicky se jedna o
rychle rostouci mikromycety obvykle sbilym az Sedavym, vatovitym neseptovanym

myceliem s ¢ernymi teckami, coz jsou pouhym okem viditelna sporangia.

Tyto vSudypfitomné puadni saprofytické houby zajistuji v pfirodé rozklad
organickych substratii. Jejich spory jsou bézné pfitomné v ovzdusi. Nekteré druhy
parazituji na rostlinach, jinych houbach, hmyzu i obratlovcich. Jsou ¢astymi Sktdci na

uskladnéném ovoci a potravinach.

Mukormykoza ¢lovéka je vzacné onemocnéni. Nejastéji jsou postizeny plice a
vedlejsi nosni dutiny, odkud je u téZce imunokompromitovanych pacienti a nemocnych
s nekontrolovanou cukrovkou moznd invaze do mozkové tkané. KozZni forma vznika
nejéastéji v souvislosti s popaleninami nebo trazy. Nasledkem vSech zminénych
klinickych forem miZe byt generalizovana mukormykoéza, ktera konci i1 pfes intenzivni

antifungalni 1é¢bu téméf vzdy smrti pacienta. 404

2.6.1.3 Rod Fusarium

Jedna se 0 pomérné rychle rostouci mikroskopické houby pievazné s rizovym
vinatym myceliem, ¢etnymi mikrokonidiemi uspofadanymi vétSinou do podoby hlavic a
typickymi ¢lunkovitymi makrokonidiemi. Jsou béZnymi plidnimi mikroorganismy, avSak

1 vyznamnymi rostlinnymi patogeny. Produkuji zna¢né mnozstvi mykotoxini.

Clovéka infikuji vzacné. Nejéast&jsimi etiologickymi agens mykoz jsou Fusarium

oxysporum a Fusarium solani. % Fusaria patii k nej¢asté&j$im etiologickym agens infekce
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rohovky (keratitida), z niz se mize vyvinout organové postizeni, zejména zanét ocniho
bulbu (endoftalmitida). U imunokompromitovanych pacienta dochézi ke generalizované

mykoze. 43

2.6.1.4 Dermatofyty

VIdknit¢ houby, jejichZz spolecnym znakem je schopnost vyuzivat keratin,
pfitomny v rohové vrstvé epidermis a v koznich adnexach. Podle jejich pfirozeného
prostiedi se déli na antropofilni, zoofilni a geofilni. V prvnim pfipadé se jedna primarné
0 lidské patogeny, ve druhém o zvifeci a ve tfetim je jejich pfirozenym prostiedim puda.

Onemocnéni ¢lovéka mohou vyvolat zastupci vSech tif zminénych skupin.

Dermatofyta se déli do tii roda: Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum.
Zprvniho jsou infekce nejcastéj$i vyvolany antropofilnimi druhy T. rubrum a
T. interdigitale. Do rodu Epidermophyton nalezi jediny patogen, antropofilni
E. floccosum. Z rodu Microsporum se u ¢lovéka nejéastéji vyskytuje M. canis, infikujici
zejména psy a kocky, znamy je i geofilni druh M. gypseum. Jedna se o stfedné az pomalu
rostouci mikromycety, které se rozliSuji na Uroven druhu na zékladé¢ vzhledu
makrokonidii: urodu Trichophyton jsou tuzkovité, Epidermophyton kyjovité a
Microsporum vietenovité. Nutno vSak dodat, Ze makrokonidie 1ze pozorovat u izolatd
ziskanych z pfipadii dermatofyt6z jen vzacné. Nejcastéjsi druh, T. rubrum, ziskal svij
nazev podle ¢erveného pigmentu, prokazatelného na periferii, ale zejména na spodiné

kolonif (viz obr. 4).1244

Obréazek 4: Makroskopicky vzhled Trichophyton rubrum (foto autorka préace)

U lidi vyvolavaji zminéné mikromycety dematofytdzy, tj. onemocnéni kize a
jejich adnex. Klinické projevy jsou rozmanité, zavisi na lokalizaci infekce, intenzité
imunitni odpovédi hostitele a vyvolavajicim druhu. VéEtsinou je aktivita houby omezena

na rohovou vrstvu epidermis, vlasy, vousy, chlupy a nehty. Na kuzi se pak zpravidla tvoti
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vicecetna okrouhla olupujici se ohranicend loziska, postupné splyvajici ve velkoplosné
utvary, na periferii s riznym stupném zanétlivé reakce. Infikované vlasy se ulamuji za
vzniku kratkych pahylki. Nehty se ztluStuji, ztraceji lesk a hromadi se pod nimi
zapachajici detritus. V nékterych ptipadech, zejména u nakaz zoofilnimi druhy, je
postizena i Skéra za vzniku hnisavych lozisek s regiondlnim zanétem lymfatickych uzlin.
V Klinické praxi se dermatofytozy oznacuji obecnym nazvem tinea a specifikaci lokality

infekce (napft. tinea corporis = dermatofytdza trupu).

Pfenos dermatofyt se uskuteciiuje pfimym stykem s nakazenymi lidmi, zvitaty,
pfipadné sporami zneciSténou pudou nebo nepiimo prostiednictvim kontaminovanych
predmétli, zejména obuvi a odévi. Ziskani infekce usnadnuji Spatné hygienické

podminky a pobyt ve spole¢nych zatizenich, jako jsou sprchy, plavecké bazény apod.

2.6.1.5 Rod Penicillium

V rdmci uvedeného rodu je v souéasnosti popsano pies 200 druht. Ze vSech
vlaknitych mikromycet se v nasich klimatickych podminkach vyskytuje nejéast&ji. Cesky
nazev stétickovec (plisen $tétiCkova) dostal tento rod podle typickych vétvenych
konidioforti, zakonéenych fetizky konidii, které jsou v klinickych laboratotich pfi
mikroskopické identifikaci houby ve sklickové mikrokultufe zdkladnim diagnostickym
znakem. Historicky nejznaméjsi druh, Penicillium notatum (pozdé&ji ptejmenovany na P.
chrysogenum), je spojeny se jménem sira Alexandra Fleminga a zahajenim éry antibiotik
objevem penicilinu. 28 Spory této vlaknité houby jsou b&Znou souéasti naseho zivotniho i
pracovniho prostiedi. Penicilia jsou vyznamnymi S$kidci potravin, producenty
mykotoxind, jsou také jednim z vyznamnych alergenti. VyuZzivana jsou v potravinarském
primyslu, napt. Penicillium roqueforti nebo Penicillium camemberti pfi vyrobé syrt. 4
Mykdzy jimi zpusobené jsou velmi vzacng, jejich izolace v laboratofi je obvykle spojena

s kontaminaci z prostiedi. !

2.6.1.6 Melanizované houby
Spoleénym znakem této skupiny patogennich hub jsou septované, silnosténné,
hnéd¢ zbarvené hyfy, v jejichz sténé je ve zvyseném mnozstvi pfitomen pigment melanin.

Jsou ubikvitni, nalézaji se v pid¢, na dievé a jinych materialech rostlinného ptivodu.

MykoOzy, zpusobené témito houbami, jsou nejcastéjsi v tropickych
a subtropickych oblastech. Invaduje-1i houba do kuze a podkozi, oznaCuje se nakaza

obecné jako chromoblastomykdza, napada-li podkozi a vnitini organy, pouziva se
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termin feohyfomyk6za Puavodci chromoblastomykdzy jsou snejvyssi frekvenci
ptislusnici rodi Phialophora, Fonsacea, Cladophialophora a Rhinocladiella.
Etiologickymi agens feohyfomyk6zy mohou byt zastupci roda Alternaria,

Aureobasidium, Cladosporium, Exophiala, nebo Phialophora.

2.7 Moznosti identifikace kultur vliaknitych hub
2.7.1 Kultivace

Izolace ¢istych kultur hub na kultiva¢nich ptadach je zpravidla prvnim krokem pti
jejich identifikaci. V piipadé vlaknitych mikromycet se jedna o velmi rozmanité skupiny,
proto jsou jejich pozadavky na kultiva¢ni média, délku inkubace a optimélni teplotu

znacné odlisné.

Nejcastéji pouzivanou padou pro kultivaci mikromycet je selektivni Sabouraudav
agar s 2-4 % glukdzy a s piimési antibiotik (nejcastéji chloramfenikolu, nebo penicilinu
s gentamicinem), dale jen SGAA. Antibakterialni latky jsou v piadé ptitomny z divodu
potlaceni rastu kontaminujici bakterialni mikroflory. Dale je mozno ptidat thiamin
z divodu lepsi pigmentace nékterych druhti vlaknitych hub. Pfidavek antimykotika
cykloheximidu se vyuziva zejména pii kultivaci dlouhou dobu rostoucich mikromycet,
jako jsou dermatofyty, nebot’ tim doch&zi zabrané rdstu kontaminujicich rychle

rostoucich saprofytickych vlaknitych hub, jako jsou penicilia nebo aspergily.

Dal$imi kultiva¢nimi pidami, pouzivanymi pii identifikaci vlaknitych hub, je
Czapkav agar skvasni¢nym extraktem, nebo bramborovy agar s dextrézou. Na
uvedenych médiich dochazi k typictéjsimu zbarveni kolonii, nez je tomu na SGAA.
Specialni pudy lze vyuzit k prukazu ptitomnosti nékterych diagnosticky vyznamnych
enzymi (napf. uredzy, ¢i elastazy), které slouzi krozliSeni nékterych druht

mikromycet. 1!

Délka inkubace se pohybuje od 2-3 dnt, napi. u A. fumigatus, az do nékolika
tydnti, coz je charakteristické pro dermatofyty. BéZznou kultivacni teplotou je 36 °C,
houby parazitujici na povrchu kiiZze na ni v§ak nemusi byt adaptovany, proto se inkubuji
pti 27 °C. 12

Dalsi zpusob kultivace vlaknitych hub, urfeny k jejich mikroskopické
identifikaci, je zhotoveni mikrokultury. Za timto ucelem se obvykle vyuziva tzv.
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Hambursky agar. Svym slozenim je podobny Sabouraudovu, je vSak nutricné chudsi, a
proto podporuje sporulaci mikromycet. Z agaru na Petriho misce se vykroji blo¢ek, ktery
se nanese na podlozni sklicko, naoCkuje vySettovanym kmenem, pfiklopi krycim
sklickem a umisti do vlhké komirky, kde se inkubuje zhruba tyden. Morfologie a
usporadani vytvorenych spor se hodnoti mikroskopicky na principu nativniho preparatu

Vv prochézejicim svétle. 46

Obrézek 5: Narostla mikrokultura vlaknité houby (foto autorka prace)

2.7.2 Mikroskopie

Mikroskopické vysetfeni kultur vldknitych hub se povazuje za soucast klasického
zptsobu uréovani mikromycet na zdkladé jejich morfologickych znakd. * Vyuzivany
jsou postupy, zalozené na technice piipravy nativniho preparatu s pozorovanim
v prochazejicim svétle. Uvedenym zplisobem je mozné hodnotit vyse zminéné
mikrokultury. Pfitom se pouZivaji objektivy zvétSujici 10 - 20krat. Pfi nutnosti
detailngjsiho hodnoceni mycelia a spor je mozné z mikrokultury zhotovit preparat
obarveny laktofenolovou modfi, kterd se dobie vaze na houbové struktury v preparatu.
V takovém ptipad€ se odstrani agarovy blocek, ptikédpne roztok uvedeného barviva
a houbové elementy zachycené na podloznim a krycim skli¢cku se pak hodnoti ve

400nasobném zvétseni. 4’
2.7.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je rychlda a snadnd metoda slouzici
k namnozeni specifického useku DNA. Jejim principem je replikace nukleovych kyselin

v opakujicich se cyklech. Kazda takova reakce vyzaduje pfitomnost templatové DNA,
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primert, nukleotidti (ANTPs) a DNA polymerazy. Zminény enzym umoziiuje piip0ojovani
jednotlivych dNTPs do fetézce DNA za tvorby produktu PCR, kterym je vySe zminény
specificky usek DNA. Samotna reakce probiha v nékolika opakovanich, kdy se postupné
stiidaji teploty a dochazi k denaturaci templatové DNA, navazovani primert, pfipojovani

nukleotidii a tim k prodluzovani fetézce. 484°

PCR je zndma v nékolika modifikacich. Kromé jednoduché PCR, popsané vyse,
je to tzv. real-time PCR, nested PCR nebo multiplex PCR. Specifické produkty, vzniklé
PCR, které mohou, ale nemusi byt rodové ¢i druhové specifické, je mozné blize
analyzovat napf. Sekvencovanim, restrikéni endonukleazovou analyzou, nebo

blotovacimi technikami.

2.7.3.1 Sekvenace genomu

V dnesni dobé jsou mikroorganismy vcetné vlaknitych hub nejlépe identifikovany
pomoci sekvenace jejich genomu. V rutinnich mykologickych laboratofich se vSak pro
svou finan¢ni a casovou ndro¢nost zpravidla neprovadi. Nejcastéji se v piipadé
identifikace, resp. charakterizace genomu eukaryotnich organismi vyuziva 18S rDNA,
pfiemz je takto oznacovana sekvence DNA kodujici malou podjednotku ribozomalni
RNA. %0 Jednéa-li se o organismy prokaryotni (bakterie), vyuziva se sekvenace

analogického Useku této nukleové kyseliny, 16S rDNA.

Nejpouzivanéjs§i metodou sekvenace je Sangerova. Podobné jako PCR vyuziva
proces replikace DNA. V klasickém provedeni nasedd na jednofetézcovou DNA
radioaktivné znaCeny primer, komplementarni k zacatku sekvenovaného mista. Od
navazaného primeru probiha tvorba fetézce DNA za piitomnosti dNTPs a jednoho z
dideoxynukleotidii (ddNTPs). DANTP se nahodné zacleni do syntetizovaného fetézce
misto ptislusného dNTP a protoze nema -OH skupinu, tvorba fetézce DNA se zastavi.
Vzhledem k tomu, ze v kazdé reakci je ptitomno velké mnozstvi molekul DNA,
zaClenovani ddNTPs do fetézci se déje nahodné a jen s nizkou pravdépodobnosti
(v porovnani s dNTPs jsou totiz ptitomny v nizké koncentraci), vznika v kazdé reakci
smés ruzné¢ dlouhych fragmentt, jejichz délka (a sekvence dNTPs) je hodnocena
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. V modifikované podobé, provadéné
V soucasnosti, vyuziva Sangerova metoda fluorescenéné znacenych ddNTPs a vzniklé

fragmenty jsou analyzovany kapilarni elektroforézou. °
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2.7.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS z anglického Mass Spectrometry) je metoda
zalozena na rozdé¢leni nabitych ¢astic v elektrickém nebo magnetickém poli podle jejich
molekulové hmotnosti. Ackoliv byla objevena jiz na pocatku 20. stoleti, bylo jeji pouziti
po dlouhou dobu omezeno pouze na chemické védy. Pouziva se pro urceni hmotnosti
Castic, stanoveni elementarniho slozeni vzorku nebo molekuly a pro objasnéni chemické
struktury molekul, napf. peptidu. Princip MS spociva v ionizaci chemickych sloucenin,
tvorbé nabitych molekul nebo fragmentli molekul a méfeni jejich poméru hmotnosti k

naboji.

V poslednich letech byla jako u¢inny néstroj pro identifikaci mikroorganismu
vyvinuta varianta MS, zvana MALDI-TOF. Jedna se o rychlou, citlivou a ekonomickou

metodu, ktera je v dnesni dobé zavedena ve vétsiné mikrobiologickych laboratoii. 2

2.7.4.1 Princip analyzy pomoci MALDI — TOF

Princip analyzy vzorki pomoci MALDI — TOF je zndzornén na obr. 6. MALDI
(z anglického Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) je ioniza¢ni technika, ktera
umoziiuje analyzu biomolekul (proteind, DNA, peptidd, sacharidt). Jejim zékladem je
ptitomnost matrice, coz je latka, zabranujici tepelnému rozkladu vzorku. V principu se
jedné o dvoufazovy proces. Nejprve je smés, slozend z analyti smichanych s nadbytkem
matrice ozatovana kratkymi pulsy laseru. Energie pulst je absorbovana pievazné matrici,
¢imz dochazi k jeji rychlé desorpci. Odpatujici se Castice matrice s sebou strhavaji
molekuly analytt a pfevadéji je do plynného skupenstvi. Desorpce a ionizace tak
vytvateji jednotlivé protonovaneé ionty. V druhé fazi excitované molekuly matrice dale
ionizuji molekuly analytu pfenosem protonu za vzniku pseudomolekularnich iontd. lonty
vytvofené MALDI jsou pak analyzovany priletovym hmotnostnim analyzatorem TOF
(z anglického Time of Flight). > V ném dochazi k méfeni asu, ktery potiebuje uréity ion k
ptekonani vzdalenosti mezi iontovym zdrojem a detektorem, tj. tzv. doby letu (t). Ta je funkci

mérné hmotnosti iontu (m/z), kde (m) je hmotnost a (z) naboj, a lze ji vypogitat. >*°°

Obrazek 6: : Schéma hmotnostniho spektrometru s technologii MALDI — TOF (pfevzato
z MALDI — TOF MS for the diagnosis of infectious diseases, Patel et al.) %
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2.7.4.2 Matrice

Matrice je zékladni soucasti procesu MALDI — TOF MS. Zabratiuje totiz
tepelnému rozkladu vzorku a pienasi na né&j energii z laseru. Tim dochazi k pfevodu
vzorku do plynné faze a naslednému vyhodnoceni pomoci analyzatoru TOF. Proto jsou
zakladnimi pozadavky na matrici absorpce pii vinové délce daného laseru, kysely
charakter (tim dochazi k ti¢inné ionizaci pfenosem protonu na analyt) a tvorba krystalt

s analytem. °7°8

Chemické struktury nejbéznéji pouzivanych matric jsou sumarizovany ve
schématu 1. Obvykle se pouzivaji derivaty kyseliny skoficové a benzoové. Slozeni
matrice pro mikrobiologické analyzy pomoci MALDI — TOF MS je nasledujici: derivéat

aromatické kyseliny, acetonitril, voda, Kyselina mravenéi a kyselina trifluoroctova. *°
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Schéma 1: Laboratorné nejéast&ji vyuzivané matrice a jejich vzorce:

(0]
Q HO N - X" "OH
HO\dLOH _N_OH HO
OH o) A0
2,5-dihydroxybenzoic acid a-cyano-4-hydroxycinnamic acid sinapinic acid
O
0 ©\)‘\OH
HO \©\OH
ferulic acid 2-(4"hydroxyphenylazo)benzoic acid

Zleva: Kyselina 2,5-dihydroxybenzoovd; kyselina a-kyano-4-hydroxycinnamova;

kyselina sinapova; kyselina ferulova; kyselina 2-(4"hydroxyfenylazo) benzoovéa

2.7.4.3 Hodnoceni MALDI - TOF MS
Hmotnostni spektrometr MALDI — TOF je schopen analyzovat ionty v $irokém
rozsahu m/z, coZ umoziuje vyhodnoceni velkého poctu riznych molekul, od mensich,

jako jsou lipidy a peptidy, az po polymery a intaktni proteiny vétsi nez 100 kDa.

Prvnim krokem pfi analyze nezndmych vzorkd, resp. ur€ovani mikroorganismu
pomoci techniky MALDI — TOF MS je, ze pomoci specialniho pocitacového programu
dochazi k pfevodu informaci z detektoru doby letu o iontovém spektru vzorku na soubor

pikt, coz je demonstrovano na obr. 7.
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Obrazek 7: Spektrum pika ziskanych pomoci MALDI — TOF MS z izolatu vl&knité
houby Aspergillus niger pochézejici z klinického vzorku pacienta Fakultni nemocnice
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Tim je vytvoren tzv. molekuldrni fingerprint, specificky pro analyzovany vzorek.
Zminény soubor pikd je poté pomoci biostatického algoritmu porovnavan s referen¢ni
databazi fingerprinti obsazené ve spektrometru a na zakladé miry shody dochazi
k vypoctu identifika¢niho skoére. Hodnota zaporného dekadického logaritmu tohoto skore
se pohybuje mezi 0,00 a 3,00. Podle jeho vySe je stanovena mira spolehlivosti rodové
nebo druhové identifikace mikroorganismi. ®* Jak je pfehledné shrnuto v tab. 1, ¢im je

v

hodnota vyssi, tim je uréeni spolehlivé;jsi. 62

Tabulka 1: Mira spolehlivosti spravné identifikace

Barva Rozsah Popis

2,000 -3,000 | Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan

1,700 -1,999 Nizka spolehlivost identifikace

- 0,000 -1,699 Nespolehliva identifikace

V soucasné dob¢ se pomoci MALDI— TOF MS v rutinni diagnostické praxi bézn¢
identifikuji bakterie a kvasinky, 6354 v piipadé vlaknitych hub vsak neni metoda tak asto

vvvvvv

27



vvvvvvv

mikroorganismt muze byt MALDI — TOF MS vyuzita v 1ékai'ské mikrobiologii také pro
detekci bakteridlni rezistence, konkrétné k prikazu B-laktamaz i karbapenemaz. 6%

Limitem zminéné technologie, kdy nedojde k identifikaci izolatu, je nepiitomnost
fingerprintu piislusného rodu/druhu/kmene v referen¢ni databazi. Proto vyrobci pfistrojii
pravidelné vydavaji aktualizace databazi. Nékteré hmotnostni spektrometry navic

umoziuji jejich rozsifovani pfimo uzivateli.
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2 Cile prace

Hlavnimi cili pfedlozené diplomové prace bylo:

1. Porovnani spolehlivosti uréovani izolati vlaknitych hub z klinického materialu
pomoci morfologickych metod a dvou zptsobui zpracovani vzorki pro identifikaci
kmeni pomoci MALDI — TOF MS s perspektivou zavedeni metody s nejlep$im
vysledkem do rutinni diagnostické praxe mykologické laboratofe Fakultni

nemocnice Olomouc (FNOL)

2. Hodnoceni antimykotického ptsobeni textilii impregnovanych nanocasticemi

stiibra na kmeny Aspergillus niger a Chaetomium globosum.
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3 Vysledky

3.1 Charakteristika studovaného souboru

K identifikaci byl vybran soubor 193 izolatl vlaknitych hub pochazejicich od 168
pacientll. Z toho bylo 51,2 % Zen a 48,8 % muzl. Nejstarsi byla zena ve véku 93 let,
naopak nejmladsi, stejného pohlavi, méla 1 rok. Kultury mikromycet byly ziskany
nejcastéji ze sputa (n=51), nasledoval vytér ze zevniho zvukovodu (n=40), ktize, resp. jeji
adnexa (n=27), trachealni sekret (n=15), stéry a vytéry z ran (n=14), vytér ze sliznice
nosnich praduchi (n=10) a mo¢ (n=4). Jin¢é klinické vzorky (napt. vytér z rekta, punktat

nebo bronchoalveoldrni lavaz) byly zastoupeny jen minimalné.

3.2 Morfologicka identifikace izolati vlaknitych hub

Procentualni  zastoupeni  jednotlivych  rodi  vlaknitych  mikromycet,
identifikovanych na zakladé morfologie, je patrné z grafu 1. Ve studovaném souboru byli
nejcastéji identifikovani zastupci rodu Aspergillus, nésledovani rody Trichophyton,
Penicillium, Fusarium a Lichtheimia. Pétinu izolath vSak tvofili zastupci jinych roda
(celkem 33 izolatd ze 14 rodd) s velmi malym poctem zastupcu. V 6 piipadech nebylo

mozné izolaty rodové zatadit.

V tab. 2 je demonstrovana podrobnéjsi morfologicka identifikace. Vyplyva z ni,
7e nékteré izolaty bylo mozné urc€it na uroven druhu (n=118; 61,4 %), jiné pouze rodové
(n=69; 35,75 %), jeden izolat byl identifikovan na Groven fadu (Mucoraceae) a pét nebylo
mozné urCit vibec (vysledek sterilni mycelium (n=5; 2,59 %). V ramci rodu
Aspergillus (n=97; 50,26 %) bylo mozné rozlisit celkem 8 druht (93,81 %), dalsich Sest
izolati bylo mozné ur€it pouze na uroven rodu (6,19 %). Z jednotlivych druhti byl
nejCastéji  identifikovan  A.  fumigatus (n=38; 39,18 %), nasledovany
A. niger (n=21; 21,65 %) a A. flavus (n=21; 21,65 %). Poslednim hojné&ji zastoupenym
druhem byl A. terreus (n=7; 7,22 %). Druhym nejcast&jSim rodem byl
Trichophyton (n=22; 11,4 %) v ramci néhoz bylo mozné rozlisit 3 druhy (81,82 %), dalsi
4 izolaty (18,18 %) byly uréeny pouze na trovni rodu. Nejbéznéji identifikovanych rodem
byl Trichophyton rubrum (n=10; 45,45 %), druhym pak
Trichophyton interdigitale (n=6; 27,27 %). U izolata uréenych jako Penicillium (n=19),

Fusarium (n=12) a Lichtheimia (n=6) doslo k ur¢eni vzdy pouze na rodové trovni.
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Graf 1: Zastoupeni jednotlivych rodu vlaknitych hub identifikovanych morfologickymi

metodami

W Aspergillus spp.

W Trichophyton spp.
M Penicillium spp.

W Fusarium spp.

M Lichthemia spp.

M Ostatni
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Tabulka 2: Vysledek identifikace vlaknitych hub pomoci morfologickych znaki

Identifikace Identifikace
) Pocet izolati ) Pocet izolati
mikromycety mikromycety
Aspergillus fumigatus 38 Rhizomucor spp. 3
Aspergillus flavus 21 Acremonium spp. 2
Aspergillus niger 21 Microsporum canis 2
o Trichophyton
Penicillium spp. 19 2
mentagrophytes
Trichophyton rubrum 10 Paecilomces spp. 2
Fusarium spp 12 Monocilium spp. 2
Aspergillus terreus 7 Chaetomium sp. 1
Trichophyton _
) o 6 Aspergillus clavatus 1
interdigitale
Aspergillus spp. 6 Aureobasidium sp. 1
Lichtheimia spp. 6 Aspergillus glaucus 1
Alternaria spp. 4 Aspergillus nidulans 1
Scedosporium ) )
_ 4 Aspergillus versicolor 1
apiospermum
Trichophyton spp. 4 Mucor sp. 1
Cladosporium spp. 3 Neurcena mucormyceta 1
Rhizopus spp. 3 Sterilni mycelium 5
Arthroderma benhamie 3

3.3 ldentifikace izolath vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS z kultury

Pomoci identifikace hmotnostni spektrometrii z kultury bylo z celkového poétu
193 izolati uréeno na rodovou uroven pouze 9 (4,66 %), zbytek byl identifikovan na
uroven druhu (n=184; 95,34 %). Celkem bylo ur¢eno 75 druht.. Nejéastéji zastoupenym
rodem byl Aspergillus (n=73; 37,82 %) v rdmci n¢hoz se podafilo rozliSit celkem 16

species. Nejcastéji byl identifikovan A. fumigatus (n=20; 27,4 %), nésledoval
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A. flavus (n=13; 17,8 %) a A. terreus (n=8; 10,96 %). Mensi pocet zastupcti mély druhy
A. nidulans (n=3), A. ochraeus (n=3), A. oryzae (n=3), A. syndowii (n=3),
A. versicolor (n=3), A. parasiticus (n=2), A. nominus (n=2), A. montevidensis (n=2).
Druhym nejpocetnéji zastoupenym rodem bylo Penicillium (n=29; 15,03 %) v ramci
n¢hoz bylo urCeno 16 druhti, vétSina z nich je uvedena v grafu 2. Nejcastéji bylo
identifikovano P. italicum (n=4; 13, 79 %), nasledované
P. brevicompactum (n=3; 10,34 %) a P. corylophilum (n=3; 10,34 %). Tti izolaty byly
uréeny pouze na uroven rodu (10,4 %). V rdmci rodu Trichophyton (n=19; 9,84 %) bylo
identifikovano 6 druhti. Nejcastéjsimi byly T. tonsurans (n=5; 26,32 %)
a T. interdigitale (n=5; 26,32 %), nasledovaly T. rubrum (n=4; 21,04 %),
T. erinacei (n=2; 1053 %), T. benhamiae (n=2; 10,53 %)
a T. mentagrophytes (n=1; 5,26 %). Celkem 17 izolatt bylo identifikovano jako zastupci
rodu Fusarium, z toho 13 (76,47 %) bylo uréeno na troven druhu. Z nich pét izolatd
(29,41 %) jako F. proliferatum, tii jako F. solani (17,65 %), dva jako
F. oxysporum (11,76 %) a po jednom jako F. verticilloides, F. chlamydosporum
a F. moniliforme. V sedmi pfipadech byli identifikovani ptislusnici rodu Rhizopus,
pfiCemz Sest izolatd (85,71 %) bylo ureno druhové. NejCastéji se jednalo
0 R. oryzae (n=3; 42,86 %), dale byl zjistén R. microsporus (n=2; 28,57 %)
a R. stolonifer (n=1; 14,29 %).
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Graf 2: Ptehled druhti rodu Penicillium identifikovanych pomoci MALDI — TOF MS z
kultury

W Penicillium brevicompactum
W Penicillium italicum

M Penicillium spp

W Penicillium corylophilum
W Penicillium glabrum

M Penicillium versicolor

M Penicillium digitatum

W Penicillium namyslowskii
W Penicillium verruculosum
W Penicillium citreonigrum
W Penicillium discolor

M Penicillium expansum

M Penicillium chrysogenum
W Penicillium onobense

M Penicillium roqueforti

Penicillium regulosum

3.4 ldentifikace izolati vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS po

kultivaci v tekutém médiu a extrakci

Uvedenou metodou byla po extrakci vzorku provedena vzdy paralelné
identifikace izolati ze supernatantu i sedimentu, pticemz vysledek byl vzdy stejny a
hodnota identifikaéniho skore se celkové i vramci jednotlivych kultur lisila jen

minimalné. V piipadé sedimentu bylo primérné skore 1,687, u supernatantu pak 1,648.

Vysledky identifikace touto metodou jsou ptehledné demonstrovany v tab. 3. Z ni
je ziejmé, Ze vétSinu izolatlh se podafilo uréit na uroven druhu (=190, 98,45 %), a jen ve
ttech piipadech (1,55 %) bylo moZné zjistit pouze rod kultury. Celkem bylo rozliSeno
43 druhti vléknitych hub. Nejpocetné;ji byly zastoupeny rody
Aspergillus  (n=102; 52,85 %), Trichophyton (n=21; 10,88 %)
a Penicillium (n=19; 9,84 %).
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Vrdmci  prvné zminéného rodu byly nejastéji  zachyceny druhy
A. fumigatus (n=40; 39,22 %) a A. niger (n=21; 20,59 %). V pfipad¢ rodu
Trichophyton byl v deviti pfipadech izolovan T. rubrum (42,86 %), V péti
T. tonsurans (23,81 %), ve tiech T. benhamiae (14,29 %), ve dvou T. mentagrophytes
(9,52 %), a po jednom zastupci mely druhy T. erinacei a T. interdigitale. V ramci rodu
Penicillium bylo rozliseno celkem Sest druhti, dva zbylé izolaty byly ureny pouze na
rodovou uroven. Nejéastéji bylo zachyceno P. glabrum (n=5; 26,32 %), nasledovalo
P. corylophilum (n=3; 15,79 %) a P. chrysogenum (n=3; 15,79 %).

Tabulka 3: Vysledky identifikace vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS po

kultivaci v tekutém médiu s extrakci

Identifikace _ Identifikace
) Pocet izolatu ) Pocet izolati
mikromycety mikromycety
Aspergillus fumigatus 40 Byssochlamys spectabilis 2
Aspergillus niger 21 Cladosporium herbarum 2
Aspergillus flavus 18 Fusarium solani 2
Trichophyton rubrum 9 Microsporum canis 2
Aspergillus terreus 8 Penicillium italicum 2
Lichtheimia o _
_ 7 Penicillium roqueforti 2
corymbifera
Fusarium oxysporum 6 Penicillium spp. 2
) _ Trichophyton
Aspergillus nidulans 5 2
mentagrophytes
Penicillium glabrum 5 Aspergillus clavatus 1
Rhizopus oryzae 5 Aspergillus oryzae 1
Scedosporium . Cladosporium .
apiospermum cladosporioides
Trichophyton ) )
5 Fusarium cerealis 1
tonsurans
Alternaria alternata 4 Geosmithia argillacea 1
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Tabulka 3 - pokracovani: Vysledky identifikace vldknitych hub pomoci MALDI — TOF

MS po kultivaci v tekutém médiu s extrakci

Identifikace Identifikace
) Pocet izolata ) Pocet izolati
mikromycety mikromycety
Aspergillus ) )
] 3 Microsporum persicolor 1
amstelodami
Aspergillus o ]
) ) 3 Mucor circinelloides 1
montevidensis
Fusarium proliferatum 3 Penicillium citrinum 1
Penicillium 3 Penicillium L
corylophilum verruculosum
Penicillium 3 Syncephalastrum L
chrysogenum racemosum
Rhizomucor pussillus 3 Talaromyces sp. 1
Rhizopus microsporus 3 Trichophyton erinacei 1
Trichophyton 3 Trichophyton .
benhamiae interdigitale
Aspergillus versicolor 2

3.5 Porovnani vysledkii identifikace izolati vlaknitych hub

Vsechny izolaty byly identifikovany pomoci tii vySe uvedenych metod, a to na
zakladé morfologickych znakii a pomoci MALDI — TOF MS, jednak piimo z kultury
a také po kultivaci v tekutém médiu a extrakci. Pfi porovnavani identifikace izolatd na
zakladé morfologickych znakl proti obéma metodam MALDI — TOF MS bylo mozné
z diivodu pirevazné rodové identifikace pomoci morfologie hodnotit na urovni rodu
187 izolatu (tj. bez bliZze neuréené mukormycety a péti kultur oznacenych jako sterilni
mycelium), na udrovni druhu pouze 118. Pfi vzajemném porovnani obou metod
zalozenych na hmotnostni spektrometrii bylo hodnoceni provedeno na urovni druhu,

pfi¢emz bylo mozné vyuzit cely soubor kment.
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Mira shody mezi identifikaci izolatt na zakladé morfologickych znaku a pomoci
MALDI — TOF MS z kultury na Grovni rodu je patrné z grafi 3 a 4. Shodny vysledek

urceni byl zji$tén na urovni rodu u 113 kmenti (58,55 %), na urovni druhu u 41 izolath

(22,24 %).

Graf 3: Spektrum roda vl&knitych hub identifikovanych podle morfologickych znaku
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Graf 4: Spektrum rodd vlaknitych hub identifikovanych pomoci MALDI — TOF MS z
kultury
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Mira shody mezi identifikaci izolath na zdklad€ morfologickych znakli a pomoci
MALDI — TOF MS po kultivaci v tekutém médiu a extrakci na Grovni rodu je patrna
z grafu 3 a 5. Shodny vysledek urceni byl zjistén na urovni rodu u 164 kment (84,97 %),
na urovni druhu u 89 izolatt (41,11 %).
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Graf 5: Spektrum rodu vlaknitych hub identifikovanych pomoci MALDI — TOF MS po
kultivaci v tekutém médiu a extrakci
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Mira shody mezi identifikaci izolatl obéma metodami zaloZenymi na urcovani
pomoci MALDI — TOF MS byla na tGrovni rodu zjisténa u 122 kmenut (63,21 %), na
urovni druhu u 75 izolatt (38,68 %). Dale bylo zjisténo, ze primérné identifikacni skore
bylo pfi identifikaci z kultury vyrazné nizs$i (1,127) nez po kultivaci v tekutém
médiu (1,668). Dale, vSechny izolaty, které byly spravné uréené pomoci
MALDI - TOF MS zkultury, byly zaroven spravné identifikovany technikou
MALDI — TOF po kultivaci v tekutém médiu a extrakci.

3.6 Identifikace vybranych izolati vlaknitych hub sekvencovanim DNA

Soubor pro sekvencovani DNA tvotilo celkem 21 izolatd, které byly vybrany na
zékladé neshodnych vysledkil vyse uvedenych identifikaénich metod. Zminéna geneticka

metoda byla provedena v laboratofich Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé.

Z jednoho vzorku se nepodafilo izolovat DNA, nakonec bylo hodnoceno

20 kment. Porovnani vysledku identifikace u 10 vybranych izolatu je uvedeno v tab. 4.
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Nejvyssi mira shody s vysledkem sekvenace DNA byla zjisténa u MALDI — TOF
MS po kultivaci v tekutém médiu a extrakci, identicky vysledek byl zjistén u 14 kultur.
Ke shodé¢ mezi vysledky sekvenace DNA a MALDI — TOF MS z kultury doslo
v 7 ptipadech, kdy vSechny izolaty byly zaroven shodné uréeny metodou
MALDI — TOF MS po kultivaci v tekutém médiu a extrakci.

U dvou kment (vzorky €. 235 a 668) byly sekvencovanim ur¢eny kvasinkovité
mikroorganismy (Galactomyces geotrichum, Blastobotrys sp). Pravdépodobnou pfic¢inou
je kontaminace puvodnich izolatdi vlaknitych hub. Dalsi dva kmeny
(vzorky ¢. 913 a 1081) identifikované sekvencovanim jako Cadophora sp
a Cryptendoxyla hypophloia, nejsou zahrnuty v soucasné verzi komercni databaze
vlaknitych hub MALDI — TOF MS, a proto nemohl byt v téchto piipadech vysledky

porovnany.
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Tabulka 4: Porovnéni identifikace vybranych izolata vlaknitych hub pomoci

morfologickych znaku, MALDI — TOF MS z kultury a po kultivaci v tekutém médiu
s extrakci a sekvenace DNA

il MALDI - MALDI -
islo
Morfologie TOF z TOFs Sekvenace DNA
vzorku ]
kultury extrakci
Acremonium | Scedosporium | Scedosporium Scedosporium
141341 _ ) )
sp apiospermum | apiospermum apiospermum
179 Aspergillus Penicilium Aspergillus Aspergillus
clavatus cintreonigrum | amstelodami | amstelodami/clavatus
Acremonium | Lichthemia Cladosporium
668 ) . Blastobotrys sp.
sp. corymbifera | cladosporioides
Penicilium | Microsporum
1073 _ Talaromyces sp Talaromyces sp.
sp. canis
1085 Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus
glaucus fumigatus montevidensis | glaucus/montevidensis
_ Aspergillus Aspergillus Cadophora sp
913 Fusarium sp. ) ) )
versicolor montevidensis (Phialophora sp)
356 Aspergillus Penicilium Penicilium Aspergillus
niger onobense roqueforti niger/ tubigensis
-~ Sterilni Rhizopus Rhizopus Galactomyces
mycelium stolonifer oryzae geotrichum
Sterilni Fusarium Aspergillus )
1022 ) ] Acremonium sp.
mycelium cerealis ochraceus
1081 Sterilni Penicilium Aspergillus Cryptendoxyla
mycelium onobense tereus hypophloia

3.7 Testovani antifungalni aktivity AgNP v textilnich latkach

Bylo testovano celkem pét rtuzné€ upravenych vzorku textilii: smés baviny a

polyesteru

(50/50

BA/PES),

bavina
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latkou TP55 (bavlna 1x zatér TP55; bavlna 2x zatér TP55), bavina Carlton (100% bavina
Carlton) a bavina bez dpravy. S vyjimkou posledné¢ zminéné latky byly soucasné
testovany vzorky stejnych textilii, impregnovanych AgNP. Celkem tedy bylo hodnoceno
devét variant textilnich latek. Jejich antifungélni aktivita byla zji§tovana pomoci kmenti

A. niger a Chaetomium globosum.

Prvni experiment probéhl v prosinci roku 2017. V jeho ramci byla kazda varianta
textilie testovana celkem ctyrikrat, tj. za timto ucelem byly pouzity Ctyfi inokulované
Petriho misky a ¢tyfi kolecka jednotlivych textilii. Pokud se hodnoceni vysledku lisilo,
byl uveden pramér. Vyhodnoceni probihalo podle kritérii shrnutych v tab. 13.

Antifungalni aktivita textilni latky proti mikromyceté je demonstrovana na obr. 8.

Obrazek 8: Antifungalni aktivita kmene Chaetomium globosum na textilii

Bavlna 2x zatér TP55 nano Ag (Cislo vyhodnoceni 1, bez inhibi¢ni zony)

Vysledky testovani jsou sumarizovany v tab. 5. Z ni je patrné, Ze ve vétsiné
ptipadt vykazovaly latky impregnované AgNP lepsi antifungalni aktivitu. Vyjimkou byla
bavina s jednim zatérem latkou TP55, kdy doslo k lep§im vysledkim bez ptitomnosti
AgNP. Naopak nejlepsi antimykoticky ti€¢inek AgNP byl zjistén u 100% Bavlna Carlton,

kde dokonce doslo ke vzniku inhibi¢ni zony v okoli latky.
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Tabulka 5: Vysledky antifungalni aktivity hub viéi textilnim latkam (prvni experiment,
rok 2017)

Hodnota antifungalni aktivity proti
Specifikace textilie
Chaetomium globosum Aspergillus niger
50/50 BA/PES 2 2-3
50/50 BA/PES 1 1 (inhibi¢ni z6na)
nano Ag
Bavlna 2x zatér TP55 1,2 4
Bavlna 2x zatér TP55 1 2-3, 3
nano Ag
Bavlna 1x zatér TP55 4 4
Bavlna 1x zatér TP55 4,5 4
nano Ag
100% Bavlna Carlton 4 1
100% Bavlna Carlton 1 (inhibi&ni zona) 1 (inhibi&ni z6na)
nano Ag
Bavlna bez Upravy 3 2-3

Antifungélni aktivita vSech vySe uvedenych textilii byla znova zméfena po roce,
v prosinci 2018. V ramci tohoto experimentu v§ak byl opakované zjistén nedostate¢ny
rast kultury A. niger na Mineralnim agaru s gluk6zou, kdy spory nebyly rozmistény na
celé plose agaru, a proto v nékterych ptipadech bylo objektivni posouzeni antifungalni
aktivity obtizné (obr. 9). Navic se vysledky tohoto druhého testovani, sumarizované
v tab. 6, zasadné liSily od prvniho. Vyhoda impregnace vétSiny latek AgNP, zjisténa

Vv prvnim experimentu, tak nebyla potvrzena.
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Tabulka 6: Vysledky antifungalni aktivity hub vuéi textilnim latkdm (druhy experiment,

rok 2018)

Specifikace textilie

Hodnota antifungalni aktivity proti

Chaetomium globosum

Aspergillus niger

50/50 BA/PES 2 2
50/50 BA/PES 2 2-3,3
nano Ag
Bavlna 2x zatér TP55 2 4
Bavlna 2x zatér TP5S 1-2,2 3
nano Ag
Bavina 1x zatér TPS5 4 4
Bavlna 1x zatér TP55 4 4-5,5
nano Ag
100% Bavlna Carlton 2-3,3 2
100% Bavlna Carlton 2,2-3 2,2-3
nano Ag
Bavlna bez Upravy 4 3
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Obrazek 9: Hodnoceni antimykotického ptisobeni pfi opakovaném méteni latky BA/PES
50/50 nano Ag u kmene Aspergillus niger
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4 Diskuze

Onemocnéni zptisobend houbami nejsou v souCasnosti nejdiskutovanéjsSim
tématem, hlavné ve srovnani s hrozbou bakterialnich nakaz rezistentnich k antibiotické
terapii nebo virovych epidemii. Pozornost, zaméfena na mykotické infekce, rezistenci
mikromycet k antimykotikiim a vyvoj novych antifungalnich latek, neni tak velka jako
Vv piipadé bakterii. Malokdo si nakazy zptsobené mikroskopickymi houbami spoji s zivot
ohrozujici infekci. 6768

Podle ¢asopisu The European Journal of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases se pocet postizenych mykozami se zavaznym prubéhem odhaduje na 832
miliont lidi ve 14 nejhlie postizenych statech Asie, Ameriky, Evropy a severni
Afriky. V kazdé z téchto zemi je n€kterym z nejzavaznéjsich typt houbovych infekci,

kter¢ = mohou  zptsobit  chronické  onemocnéni  nebo dokonce  smrt,

postizeno 1,8 — 3 % populace. ®°

Houbové infekce se vyskytuji piedevsim u imunokompromitovanych osob, jako
jsou pacienti podstupujici chemoterapeutickou 1é¢bu nebo s progredujicim syndromem
ziskané imunodeficience. Vlivem globalniho oteplovani a v souvislosti s rozvojem
cestovani dochazi k rychlému siteni houbovych patogent, ktefi se snadno ptizpisobuji
preziti ve vyssich teplotach. ° Postupné se rovnéZ vyviji rezistence na omezeny arzenal
antimykotickych 1é¢iv, coz se stava vaznym problémem zejména u nejcastéjSich
systémovych mykoz zpusobenych rody Candida ¢i Aspergillus. V piipadé posledné
zminénych infekci se wudava prevalence kmenl rezistentnich na azolova
antimykotika 30 % a mira mortality na invazivni formu aspergilézy v evropskych
nemocnicich az 90 %."%"? Je proto nutné, aby dochazelo k vyvoji novych, rychlych

diagnostickych strategii a algoritmu antifungalni 1€cby vcetné vyvoje novych preparati.

V rutinni praxi laboratofi 1ékafské mykologie se identifikace houbovych agens
dlouhou dobu opirala o fenotypové metody, Vv pfipadé¢ vlaknitych hub ptedev§im
o morfologické. Jsou sice levné, ale vyzaduji znacné znalosti a zkuSenosti. To se
v nedavné dobé zmeénilo s ndstupem technologie MALDI — TOF MS, ktera je rychld,
piesna a az na pocatedni investici do pfistroje také ekonomicky vyhodna. "® Zejména
Vv laboratofich velkych nemocnic se nyni standardné vyuziva pro urcovani bakterii a

kvasinkovitych mikroorganismu. Jak uz bylo zminéno v Uvodni ¢asti, limitem pro vyuziti
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wevr

omezen¢jsi druhové spektrum v databazi.

U vlaknitych hub totiz, pfi pouziti testovani piimo z kultury, jako je tomu
Vv piipadé bakterii a kvasinkovitych mikroorganismu, nedochazi k ziskani relevantnich
vysledk; izolaty jsou vét§inou urcovany s nizkym identifikacnim skére, a navic se udava,
Ze jsou Casto ziskdna sacharidova spektra misto proteinovych, na jejichz analyze je
metoda identifikace mikroorganismti zaloZena. " Diivodem jsou zfejmé zasadni rozdily
ve stavbé buné¢né stény vlaknitych hub ve srovnani s ostatnimi mikroby. Bakterialni
bunku lze rozrusit vétSinou pouze za ucasti matrice, v pfipadé kvasinkové se piidava
kyselina mravenc¢i. U vlaknitych hub je sténa az z 90 % tvotena polysacharidy, navic
prevazné pevnym chitinem, proto je tieba k jejimu rozruseni zvolit intenzivngj$i extrakéni
postup. Z tohoto divodu byla vyvinuta metodickd varianta zalozenid na kultivaci
v tekutém meédiu s rotaci kultur a naslednou G¢inné&jsi extrakci bunéénych proteind.

V literatufe je nékdy oznacovana také jako prodlouzena kultivace.

Prestoze je identifikace pomoci MALDI — TOF MS vyhodna, cenové dostupna a
rychla, stale plati, Ze se vysledek musi verifikovat morfologicky. Lze to provest
piedev§im na Grovni rodu, pokud izolat sporuluje. Shoda zejména s tzv. prodlouZenou
kultivaci byva velmi dobrd, coz bylo potvrzeno i nasimi vysledky. Napf. u 51 izolath
studovaného souboru, zachycenych ze sputa, byla zjistétna shoda morfologické
identifikace s tzv. prodlouZenou kultivaci na trovni rodu v 81,9 %, zatimco pfi

identifikaci z kultury to bylo pouze 44,0 %.

DalSim argumentem pro vyrazn€ vyssi spolehlivost identifikace MALDI — TOF
MS po piedchozi tzv. prodlouzené kultivaci v porovnani s extrakci z kultury byl vysledek
sekvencovéni. Jelikoz se objevilo celkem 21 kultur, které ur¢ily metody navzajem
s rozdilnym vysledkem, byla provedena sekvenace jejich DNA. Nejvyssi shoda byla
zjisténa prave s tzv. prodlouzenou kultivaci, a to u 14 izolatd, jednozna¢né chybna
identifikace byla zjisténa pouze ve dvou piipadech. Urceni dalSich dvou izolati nebylo
mozné zminénou metodou provést, nebot’ nazvy mikromycet identifikované sekvenaci
nebyly zaclenény do referencni databaze MALDI — TOF MS, v dalSich dvou ptipadech
byla zjisténa kontaminace kvasinkovitymi mikroorganismy a u zbylé kultury se

nepodafila izolace DNA.
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Vysledek identifikace MALDI — TOF MS mizZe nékdy opravit morfologické
uréeni izolatu na druhové urovni, i kdyz kultura sporuluje a kli¢ové znaky vyhodnocuje
zkuseny mykolog. Nastdva to za situace, kdy je morfologie izolatu atypicka, tfeba
v souvislosti s probihajici antifungalni 1é¢bou. V prubéhu studie byly hodnoceny dva
izolaty od stejného pacienta, které pivodné, pomoci morfologickych znak, odpovidaly
rodu Monocilium. Metodou kultivace vtekutém médiu s extrakci vSak byly
MALDI - TOF MS identifikovany jako A. fumigatus se skore 2,204 a 1,912. Morfologie
kultury vSak, ani pii opakovaném hodnoceni, tomuto urceni neodpovidala. Nicméné

sekvencovanim byl vysledek identifikace hmotnostni spektrometrii potvrzen.

Dalsi vyhodou identifikace pomoci tzv. prodlouzené kultivace je spravné uréeni
zejména na druhové drovni. V naprosté vétsiné piipada jsou zastupci rodu Penicillium
podle morfologickych znaki identifikovani pouze na uroven rodu, pomoci
tzv. prodlouzené kultivace byly, az na dva izolaty, v§echny kultury dour¢eny na druhovou
uroveil. Rovnéz u dermatofytii je druhové urceni obtizné. Z celkového mnozstvi 22
identifikovanych dermatofytia v této studii se v 6 piipadech shodoval vysledek tzv.
prodlouzené kultivace s morfologickou identifikaci. V dalsich jedenacti piipadech byla
pomoci MALDI — TOF MS opravena druhové identifikace dermatofyta, provedena na
zakladé¢ morfologickych znaki. Pfikladem muize byt vzorek ¢. 1394, ktery byl
morfologicky ur¢en jako T. interdigitale. Pomoci tzv. prodlouzené kultivace byl vsak
izolat identifikovan jako T. erinacei, se skore 2,161 a 1,890. Dale, nékteré z mikromycet
jsou si evoluéné pftili§ podobné, nez aby byly rozliSeny morfologicky nebo dokonce ani
pomoci MALDI — TOF MS. V téchto piipadech vyda identifikaéni databaze

hmotnostniho spektrometru dva rizné vysledky, oba s dobrym identifika¢nim skore.

Becker et al. se ve své studii zabyvali identifikaci vlaknitych mikromycet pomoci
MALDI — TOF MS s vyuzitim vlastni interni databaze obsahujici 760 kmend, ktera byla
evaluovdna na 390 klinickych izolatech na zakladé porovnani vysledkl
z MALDI — TOF MS a klasické morfologické identifikace. Pouziti MALDI — TOF MS
mélo za nasledek spravnou identifikaci v 85,6 % izolatt na trovni druhu s ohledem na
spolehlivost identifikaéniho skoére podle Bruker Daltonik (tj. skore vyssi nez 1,7).
Bez ohledu na jeho hodnotu bylo na uroveint druhu spravné ur¢eno dokonce 95,4 %
izolatll. " Theel et al. zabyvajici se identifikaci dermatofytii pomoci MALDI — TOF MS
s vyuzitim komercni databize dosdhli Uspésné identifikace pouze v 20,5 % ptipadd.

Avsak pii vyuziti zminéné knihovny spole¢né s vlastni doplitkovou databazi, obsahujici
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dal§ich 20 dermatofytickych spekter, vzrostla Gisp&nost identifikace na 60 %. "® Z téchto
studii je jasné, ze vysledky identifikace vlaknitych hub pomoci MALDI — TOF MS zavisi

na velikosti a kvalité pouzité referencni knihovny.

Stale nejpiesnéjsi metodou identifikace mikroorganismt je PCR s naslednou
sekvenaci genomu, nicméné tato metoda je jak instrumentalné, tak ¢asové naro¢na, navic

sekvenatory nejsou ve vétsing mikrobiologickych laboratoti dostupné.

V poslednich letech byl pozorovan rychly nardst poétu bakterii, Které jsou
rezistentni vii¢i konvenéné pouzivanym antibiotikiim. 2° Ani antifungalni terapie neni
vyjimkou. Ackoliv se zda, Ze rezistence vuci fungicidnim 1éCiviim neni tak zdvaznym
problémem jako odolnost bakterii k antibiotikim, z hlediska omezeného poctu
antifungalnich latek s rozdilnym mechanismem uc¢inku, se stava tato rezistence hrozbou.
Jednim z dalSich duvodd je skute¢nost, ze houby jsou eukaryotické organismy se
strukturou bunék a metabolismem podobnym svym hostitelim. Proto je potfebny vyvoj

novych latek s antifungalnim G¢inkem pusobicich novymi mechanismy.

Antibakterialni u¢inky sttibra jsou jiz dlouho znamé a maji fadu vyuziti, protoze
jeho toxicita pro lidské butiky je podstatné nizs§i nez pro bakteridlni. I kdyz je zndmy
biocidni efekt a mechanismy ptsobeni iontt stéibra, mira antifungalni aktivity AgNP proti

vlaknitym mikromycetdm nebyla zatim p#ili§ studovana. 3

V ramci této prace byl hodnocen antifungalni u¢inek AgNP porovnanim vlivu
souboru textilii po impregnaci zminénymi Casticemi a bez ni, na vybrané izolaty
vlaknitych mikromycet. Prvni experiment prokazal ur€itou miru aktivity AgNP proti
témto houbam. AvSak méfeni provedené se stejnymi textiliemi po uplynuti jednoho roku
uvedené vysledky nepotvrdilo. Tento rozdil je mozné pficist zEasti na vrub jinému kmenu
rodu Chaetomium, se kterym byl proveden druhy experiment a rovnéz nedostatecnému
rastu kultury A. niger. Skutenou pfic¢inou se nam vsak spiSe jevi agregace ¢i oxidace
AgNP, které ziejmé po roce jiz ztratily svou antimykotickou aktivitu. Pro potvrzeni této
hypotézy byly latky pfedany zpét na Katedru fyzikalni chemie PfF UP pro zjisténi jejich

soucasného stavu.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material a metody
5.1.1 Vysetirované kmeny a pi‘ehled metod identifikace

Ke sbéru kmeni vlaknitych mikromycet, pochéazejicich pfevazné od pacient
FNOL, dochazelo v dobé od zati 2017 do prosince 2018. Izolaty pochazely z klinickych
vzorkl, zasilanych do mikrobiologickych laboratofi Lékatské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci a Ustavu mikrobiologie FNOL k vysetfeni. Vysetiovany byly
vzorky moci, sputa, vytéru ze zevniho zvukovodu, klize a jejich adnex. Dale byly vyuzity
kmeny vlaknitych mikromycet z mykologické sbirky zminéného Ustavu. Byl
shromazdén soubor celkem 193 izolati, které byly konzervovany v kryozkumavkach
pii -80 °C. Pred vysetiovanim byly vyockovany na Sikmy SGAA, kde byly uchovavany

maximalné po dobu 6 mésict pro provadéni opakovanych identifikaci.

Vsechny kmeny byly ur€eny na zakladé morfologickych znaki, dale bézné
pouzivanym postupem pro identifikaci bakterii a kvasinkovitych mikroorganisma
pomoci
MALDI — TOF MS, a navic jest¢ pomoci kultivace v tekutém médiu s extrakci
s vyhodnocenim rovné€Z hmotnostni spektrometrii. V ramci posledné jmenovaného
postupu identifikace byl testovan sediment i supernatant. Nedostate¢né spolehlivé uréené
nebo viibec neurcené izolaty byly identifikovany sekvencovanim jejich DNA. Vysledky
ziskané mikroskopickou identifikaci a MALDI — TOF MS byly porovnéany z hlediska

piesnosti identifikace.
5.1.2 Mikroskopicka identifikace

Vysetiované kmeny byly nejprve uréeny pomoci morfologickych znaku. Za timto
i¢elem byly o¢kovany tiemi vpichy na plochu SGAA s thiaminem (Trios, Ceska
republika) v Petriho miskach. Vzhled narostlych kolonii (rychlost ristu, barva a textura
povrchu, vzhled spodiny) byl hodnocen po 3-14 dnech v zavislosti na rychlosti jejich
ristu.  Mikromorfologie byla hodnocena mikroskopicky suchym systémem
Vv prochdzejicim svétle po zhruba tydenni inkubaci mikrokultury, pfipravené vykrojenim

pomoci sterilni zkumavky z ,,hamburského* agaru (glukosa 10 g; Proteose pept. 5 g; NaCl
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5 g; Purified agar 10 g; Muller Hint. Br. 3,2 g; glycerin 5 ml; destilovana voda 1 000 ml)
nalitého v Petriho misce. Charakteristické znaky (vzhled mycelia, tvar a uspofadani spor)

byly sledovany na okraji blocku.
5.1.3 Identifikace MALDI — TOF MS p¥imo z kolonie

Vysetiovany kmen byl vyo¢kovan na SGAA s thiaminem (Trios). Po dostate¢ném
nariistu kultury byla odebrana ¢ast mycelia, pfenesena na desticku MALDI a ptekryta
0,85 pl kyseliny mravenci. Po zaschnuti byla smés pievrstvena stejnym mnozstvim
matrice. Takto pfipraveny vzorek byl podroben analyze MALDI — TOF MS. Kazda
kultura se skore nizs§im nez 2,0 byla opakované testovana (celkem tfikrat) a ziskana skore

zprumerovana.

5.1.4 ldentifikace MALDI — TOF MS pomoci kultivace v tekutém médiu a

extrakce

Z kolonie vySetfovaného kmene, vyrostlé na SGAA s thiaminem (Trios) byla
odebrana c¢ast mycelia a prenesena do zkumavky stekutym modifikovanym
Sabouraudovym agarem (dextr6za 20 g, smés peptického hydrolyzatu zvifeci tkané a
pankreatické traveniny kaseinu v poméru 1:1 10 g) (Trios). Zkumavka byla umisténa do
rotatoru Multi Bio RS-24 (Biosan, Litva) a inkubovana 48 h pii 20 otackach/min a
laboratorni teploté. Poté byla zkumavka premisténa do stojanku na 10 min, pti¢emz doslo
k usazeni mycelia na dné zkumavky. Déale bylo 1,5 ml sedimentu pieneseno do
mikrozkumavky a centrifugovano 4 min/10 000 rpm. Po odstranéni supernatantu byl
sediment promyt 1 ml sterilni vody a postup centrifugace s promytim jesté dvakrat
opakovan. Po posledni centrifugaci byl sediment suspendovan v 900 ul etanolu
a 300 pl sterilni vody a opét centrifugovan 4 min/10 000 rpm. Supernatant byl odstranén
a vznikla peleta susena 20 min pti pokojové teploté. V zavislosti na velikosti pelety bylo
ptidano odpovidajici mnozstvi kyseliny mravenéi (10-100 pl), stejné mnozstvi
acetonitrilu, smés byla ponechana sedimentovat 2-3 minuty pii pokojové teploté. Poté byl

na tercik desticky MALDI pipetovan:

1. 1 pl supernatantu a prekryt 1 pl matrice nebo
2. 1 pl sedimentu (piipadné odpovidajici mnozstvi pieneseno pomoci paratka) a prekryt

1 pl matrice
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Po zaschnuti matrice byla desti¢ka vloZena do pfistroje a vzorek podroben analyze
MALDI - TOF MS. Kazdy izolat se skore niz§im nez 2,0 byl opakovang¢ testovan (celkem

tfikrat) a ziskana skore zprimérovana.
5.1.5 Identifikace sekvenaci DNA

5.15.1 lzolace DNA

Nejprve bylo do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml napipetovano 100 ul roztoku
pro izolaci DNA PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems). Do
této smési byly pomoci bakteriologické klicky vpraveny spory vlaknitych hub
a zkumavka promichéana na vortexu po dobu 10-30 s. Néasledovala inkubace v blokovém
termostatu 10 min pii 100 °C. Poté byl vzorek centrifugovan 3 min pfi
16 000 g. Nasledné bylo 5 pl sedimentu piemisténo do ¢isté zkumavky spolu se 495 pl
vody pro PCR a roztok kratce promichan na vortexu. Takto pfipravena izolovana DNA

muze byt uchovavana pti -20 °C po dobu 6 mésici.

5.1.5.2 Priprava vzorku pro sekvenaéni reakci

Vzorek izolované houbové DNA byl podroben PCR za pouziti ¢tyi raznych
primerq, které jsou specifikovany v tab. 7. Cilem byla amplifikace genu benA, déle oblasti
ITS1-5,8-1TS2, D1-D2 LSU pro NL1 a NL4 a useku ITS2.

Tabulka 7: Specifikace primert pouzitych pro PCR °0./:78

Primer forward
Primery Oblast
Primer reverse

5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3'
Bt2a + Bt2b -2 tubulinu
5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3'

5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS1+1TS4 | ITS1-5,8-1TS2
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3
NL1 + NL4 D1-D2 LSU
5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'

5,8SF + 28S- 5-GTGAATCATCGARTCTTTGAAC-3'
ITS2
1R 5-TATGCTTAAGTTCAGCGGGTA-3'
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Nejprve byla vytvotrena reakéni smes, jejiz slozeni je uvedeno v tab. 8.

Tabulka 8: Slozeni reak¢ni smési pro PCR

PCR komponenty Objem na 1 reakci (ul)
TB Green Premix Ex Taq 12,5
Primer forward (10 pmol/ul) 1
Primer reverse (10 pmol/ul) 1
PCR voda 8,5

Do amplifikacni zkumavky, umisténé v chladicim blocku, bylo pipetovano
23 ul reakéni smési a 2 pl vzorku. Zkumavka byla kratce centrifugovana a vlozena do
SmartCycleru, v némz byl zvolen program SQ Fungi. Parametry reakce jsou uvedeny
v tab. 9.

Tabulka 9: Prubéh PCR reakce

Kroky reakce Cas Teplota
Uvodni denaturace 30s 95 °C
Denaturace 5s 95 °C
Hybridizace primert 10s 55 °C
ZavereCna extenze 15s 72 °C
Melting X 50-90 °C/0,1°C

Vyhodnoceni PCR probihalo na zaklad¢ teplot tani, stanovenych pro jednotlivé

primery a uvedenych v tab. 10.
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Tabulka 10: Melting teplota pro jednotlivé primery

Sada primeri Melting
Bt2a + Bt2b 85-92 °C
ITS1 + ITS4 88-90 °C
NL1 + NL4 88-92 °C

5,8SF + 28S-1R 86-93 °C

S pozitivnimi vzorky, tj. takovymi, v nichZ byly detekovany produkty PCR, bylo
dale pokracovano. Nejprve doslo k provedeni jejich purifikace. Za timto uc¢elem bylo do
amplifikacni zkumavky na kazdych 5,5 pl produktu PCR piidano 1,5 pl roztoku
Exonucleasel a Shrimp Alkaline Phosphatase (oboji Carolina Biosystems, Ceské
republika), nasledné byla smés kratce centrifugovana a inkubovana v termocykleru
Biometra TRIO 48 (Analytik Jena, Némecko) v programu ExoSAP po dobu
15 min pti 37 °C, poté rovnéz 15 min pifi 80 °C a na zaver 15 min pii 4 °C. Takto

piipravené vzorky byly nasledné opét kratce centrifugovany.

V dal$im kroku byl ptipraven premix obsahujici komponenty dtlezité pro spravny

pribéh sekvenaéni reakce. Jeho sloZeni je uvedeno v tab. 11.

Tabulka 11: Slozeni premixu pro sekvenacni reakci

Objem na 1 reakci (ul)
BDTv1.1 Sequencing RR 1,0
5x Sequencing Buffer 1,5
PCR voda 3,7
Primery F&R (10 pmol/ul) 0,3

Do amplifikacni zkumavky bylo nasledné pipetovano 6,5 pl premixu
a 3,5 pl purifikovaného produktu PCR. Po kratkém promichani na vortexu a centrifugaci
byla smés vlozena do termocykleru Biometra TRIO 48 za G¢elem amplifikace produktu.

Parametry amplifika¢ni reakce jsou uvedeny v tab. 12.
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Tabulka 12: Parametry amplifikace produktu pro sekvenaéni reakci

Teplota Cas
Uvodni denaturace 95°C 5 min
95°C 10s
25 x 62 °C 5s
60 °C 4 min
Chlazeni 4°C

V dalsi fazi procesu sekvenace, purifikaci produktu, byla pouzita souprava
NucleoSEQ Columns (BioTech, Ceska republika). Kolonka s amplifikovanym
produktem byla centrifugovana 30 s pii 2800 rpm. Dale byla provedena hydratace gelu
Vv kolonce piidanim 600 pul DNA free vody (Sigma — Aldrich), kolonka byla poté opatrné
vortexovana a nasledné inkubovana 30 min. Nasledné doslo k odstranéni dolni zatky
kolonky a centrifugaci 2min pifi 2800 rpm a kumisténi kolonky do
¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Na kolonku byl pipetovan vzorek, nasledovala centrifugace
4-6 min pii 2800 rpm a takto purifikovany produkt byl smichan s Hi-Di Formamidem

(Applied Biosystems) v poméru 1:1 pfi celkovém objemu 12 pl.

5.1.5.3 Automatizovana sekvenace DNA

Do desti¢ky pro sekvenaci bylo pipetovano 10 pl vzorku. Doslo k uzavieni jamek
pomoci 96 — Well Plate Septa a kratke centrifugaci. Desti¢ka byla vlozena do 96 — Well
Plate Base a uzaviena pomoci 96 — Well Plate Retainer (v§e Thermo Fischer Scientific).
Dale doslo k vloZeni takto pfipravené desticky do autosampleru. Ziskanad data byla
vyhodnocena pomoci Sequencing Analysis Software (Thermo Fischer Scientific), poté
exportovana a porovnana s databdzemi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a

holandskeé shirky mikromycet CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures).
5.1.6 Testovani antifungalni aktivity AgNP v textilnich latkach

K testovani byly pouzity textilie poskytnuté Katedrou Fyzikalni chemie
Univerzity Palackého. Jednalo se celkem o pét rizné upravenych vzorki textilii: smés
baviny a polyesteru, bavina se s jednim, resp. dvéma zatéry latkou TP55, bavina Carlton

a bavina bez dpravy. S vyjimkou posledné zminéné latky byly dale poskytnuty vzorky
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stejnych textilii, které vSak byly impregnovany AgNP. Ze Sbirky kultur hub na Katedte
botaniky Univerzity Karlovy v Praze byly ziskany kmeny A. niger a Ch. globosum.

Nésledné byl ptipraven roztok mineralnich soli, jehoZ sloZeni je uvedeno v tab 13.

Tabulka 13: Slozeni roztoku mineralnich soli

Latka MnoZstvi
NaNOs3 24
KH2PO4 0,39

KCI 059
MgSO4*7H20 059
FeSO4*7H20 0,01g

H20 1000 ml

Poté bylo pH roztoku upraveno na 6,0-6,5 piidanim 0,01 mol/l sterilniho NaOH.
Ze zkouSenych textilii byla vysttizena kolecka o priiméru 3 cm, kterd byla dezinfikovana
ponofenim do 70% etanolu po dobu 2 s a nasledné vysuSena. U latek s rozdilnym

povrchem byly testovany obé€ strany.

Kmeny vlaknitych hub, specifikované vySe, byly vyockovany na SGAA a
inkubovany pti 35 °C po dobu 3-5 dni, tj. do vytvofeni dobfe narostlych kolonii. Poté
doslo k vytvoieni suspenze spor seSkrabnutim povrchu kolonii sterilni bakteriologickou
klickou do zkumavky s 5ml roztoku mineralnich soli. Nasledovala homogenizace
pfidanim sklenénych kuli¢ek a protiepanim. Ulomky mycelia byly odstranény filtraci
pfes membranovy filtr a suspenze byla poté centrifugovana 5 min pii 13 000 rpm.
Nasledn¢ byl odstranén supernatant a sediment rozpustén v 10 ml roztoku mineralnich
soli. Uvedeny postup promyti suspenze byl jesté jednou opakovan. Koncentrace spor
v roztoku byla poté turbidimetricky upravena na 10 v ml a suspenze v této podobé byla

pouzita k testovani.

Minerélni agar s glukézou (Trios, Ceska republika) o objemu 1000 ml byl

rozehtat v autoklavu a umistén do vodni 14zné nastavené na teplotu 45 °C, aby zustal
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v tekutém stavu. Byla pfipravena kontrola Cistoty agarové pudy vylitim ¢asti rozehtatého
kultivaéniho média do dvou Petriho misek. Ke kazdym 100 ml zbylé pidy byl pfidan
1 ml pfipravené suspenze spor, takto inokulovana smés byla promichana a rozlita do
Petriho misek do vysky pfiblizné¢ 5 mm. Po ztuhnuti agaru bylo na jeho povrch sterilni
pinzetou umisténo pfipravené kolecko zkousené textilie, které bylo zatizeno kousky
podlozniho skla. Soucasné byla ptipravena kontrola Zzivotaschopnosti spor vylitim
inokulované pidy do dvou Petriho misek, na jejichz povrch nebyly umistény zadné

textilie. Takto pfipravené misky s agarovou ptidou byly inkubovany 7 dni pti 35 °C.

Antifungélni aktivita zkouSenych vzorkt textilii byla hodnocena vizuadlné podle

Kritérii shrnutych v tab. 13.

Tabulka 13: Kritéria pro hodnoceni antifungalni aktivity zkousenych vzorku textilii

Stupeii
Hodnoceni
ristu
02 Pod mikroskopem (zvétSeni 50x), neni zjevny Zadny rist na zkousSené
latce
12 Bez zvétSovaciho pfistroje neni viditelny zadny rist na zkouSené latce
Bez zvétSovaciho piistroje je viditelny rist pokryvajici az 25 %
? povrchu zkouSené latky
Bez zvétSovaciho piistroje je viditelny rist pokryvajici az 50 %
3 povrchu zkousené latky
4 Znacny rust pokryvajici vice nez 50 % povrchu zkouSené latky
5 Rozsahly rist pokryvajici cely povrch zkousené latky
Poznamka: Pokud je rist hub v okoli zkusebniho vzorku na agaru cédstecné nebo zcela omezen, je tieba
popsat a zmérit velikost inhibicni zony.
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6 Zavér

Z ptedlozené prace lze ucinit nasledujici zavery:

o Identifikace vladknitych hub pomoci morfologickych znaki je nejjednodussim a
nejdostupnéjsim zplisobem bézné pozivanym v diagnostickych laboratofich
I1€katské mykologie. V tad¢ ptipadu vSak vyzaduje znacnou zkuSenost hodnotitele
a schopnost kmenti odpovidajicim zptisobem sporulovat. I za téchto okolnosti je
vSak Casto urcovani klinickych izolati uvedenym zptisobem omezeno pouze na
urovei rodu.

o Hmotnostni spektrometrie, konkrétné MALDI — TOF MS, je pro svou rychlost a
pfesnost vyraznou pomoci pii ur¢ovani mikroorganismi. V piipad¢ bakterii a
kvasinkovitych mikroorganismu vétsinou postacuje identifikace ptimo z kultury.
U vléknitych hub vSak tento zpisob vzhledem k pevnosti jejich bunééné stény
nebyva vétSinou piilis uspé$ny. Uréeni je Casto chybné, resp. s nizkym
identifikacnim skore. Proto byla vyvinuta metodika zalozend na kultivaci
v tekutém médiu s naslednou extrakci, kterd umoziuje lepsi uvolnéni proteind
Z buiky, coZz ma za nasledek vyrazné zvySeni presnosti a spolehlivosti
identifikace. Urcitou nevyhodou je Casova naroCnost a pracnost uvedeného
postupu. Limitaci pti uréovani vlaknitych hub pomoci MALDI - TOF MS je navic
stale malo rozsédhld komercni druhova databéze.

o Optimalnim pfistupem pii identifikaci vlaknitych hub v mykologickych
laboratofich, které vlastni hmotnostni spektrometr, je kombinace jejich uréovani
podle morfologickych znakii a pomoci MALDI — TOF MS po kultivaci v tekutém
médiu a extrakci. Ke druhové identifikaci morfologicky typickych izolatd,
zejména nejbéznéjsich druhi aspergilti, postacuje hodnoceni vzhledu kultury a
mikroskopickych charakteristik, v ostatnich piipadech je vhodné k ureni na
uroven druhu pouzit hmotnostni spektrometrii. AvSak vzhledem k tomu, ze
zminény zpusob identifikace neni vZzdy bezchybny, je u sporulujicich vlaknitych
hub nutné ovéfit spravnost urceni izolati na rodové urovni zhodnocenim
morfologickych znakt. Je-li identifikace zminénou kombinaci metod
nejednoznacnd nebo nemoznd, je tfeba k dourceni vyuZzit postupy molekularni

genetiky, predev§im sekvencovani.
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o AgNP jsou jiz dlouhou dobu znamé pro svou antimikrobidlni aktivitu a zdaji se
byt perspektivni i proti houbovym mikroorganismum. Nami ziskané vysledky pii
zkouSeni uc¢inku textilii impregnovanych témito casticemi proti vlaknitym
mikromycetam jsou vSak rozporuplné. Nedostate¢ny t¢inek byl zjistén piedevsim
pfi opakovaném experimentu, uskutecnéném po roce od prvniho. Moznou
pfi¢inou by mohla byt zména vlastnosti AgNP v Case, zejména pak oxidace,
sulfidace ¢i agregace nanocastic. To by znamenalo, ze by se dalsi experimenty

V této oblasti mély zaméfit predevSim na zajisSténi jejich dlouhodobé stability.
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7 Seznam zkratek

AgNP
ASFL

ASFU

ASNI

ASTE

BLAST

bp

BT

CBS

CMP

ddNTPs

DNA

dNTPs

FN

FNOL

ITS

LF UP

LICO

m/z

MALDI - TOF

MS

Stribrné nanocastice

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Aspergillus terreus

Basic Local Alignment Search Tool

par bazi

Beta tubulin

Centraalbureau voor Schimmelcultures
chloramfenikol

dideoxyribonukleotid trifosfaty
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotid trifosfaty

Fakultni nemocnice

Fakultni nemocnice Olomouc

internal transcribed spacer, DNA spacer
Lékaiska fakulta Univerzity Palackého
Lichtheimia corymbifera
hmotnost/naboj

Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight

hmotnostni spektrometr
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NL
-OH
PC
PCR
Primery F&R
RNA
rpm
rRNA
SGAA
TOF
tRNA

WHO

gen
hydroxy skupina

prodlouzena kultivace

polymerazova fetézova reakce

primery forward and reverse

ribonukleova kyselina

revolutions per minute, pocet ota¢ek za minutu
ribozomalni RNA

Sabourauduv agar s 2-4 % glukozy a s ptimési antibiotik
time of flight

transferova RNA

World Health Organization
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