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ANOTACE

Tato bakalafska prace se vénuje identifikaci adetekci rodu Candida pomoci
sekvenovani nové generace. Obsah prace se zabyva obecnym popisem vlastnosti rodu
Candida jejich virulenci, vyskytem a vlastnostmi, déle tato prace popisuje zékladni
detekeni a identifikacni metody. Zavérecna kapitola popisuje konkrétni metody detekce

Candida spp. za pomoci sekvenovani nové generace.

KLiCOVA SLOVA

Candida spp., detekce, identifikace, sekvenovani, DNA, RNA, sekvenovani nové
generace

TITLE

Detection and identification of the genus Candida by next generation sequencing

ANNOTATION

The aim of this bachelor’s thesis is the identification and detection of the Candida genus
using the new generation’s sequencing. The content of the research paper is focused on
the general characterization of attributes of the Candida genus and its virulence,
occurrence, and characteristics. In addition, it executes a description of basic detection
and identification methods. The final chapter deals with a concrete analysis of the

detection of Candida spp. using the new generation’s sequencing.

KEYWORDS

Candida spp., detection, identification, sequencing, DNA, RNA, next generation

sequencing
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PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

qPCR — kvantitativni polymerazova fetézcova reakce

pPNA — pseudopeptidova nukleova kyselina (z angl. pseudopeptide nucleic acids)
rDNA — ribozomalni deoxyribonukleova kyselina

ssDNA — jednovlaknova DNA

spp. — poddruh



Uvod

Kvasinky jsou eukaryotické mikroorganismy, které jsou vyznamné pro lidstvo. Nekteré
kvasinky jsou lidstvu prospésné, jako je naptiklad kvasinka Sacharomyces cerevisiae, ale jiné
druhy kvasinek mohou zplsobit onemocnéni, kterd jsou zavaznéa pro Cloveéka. Mezi takové
kvasinky se ftadi nejCastéji detekovany zastupce zrodu Candida, ato konkrétné
Candida albicans. Tato kvasinka je jednou z nejCastéjSich pfic¢in vzniku onemocnéni zvané

kandiddza.

Vyznam spravné detekce a identifikace kvasinkovych infekci v poslednich letech roste,
v disledku ¢astého vzniku rezistence a vétsiho vyskytu kvasinek v nemocnici. Mezi detekéni
a identifikatni metody patii jak klasické kultivacni techniky, tak imetody zalozené na
molekularni detekci a identifikaci. Kultivaéni metody jsou stale provadény, ale maji velké
nedostatky. Molekuldarni metody jsou novodobé piistupy detekce a identifikace
mikroorganismt. Do molekularnich metod patfi i sekvenovani nové generace. Sekvenovani je
geneticky proces, pfi kterém se uréi primarni struktura DNA. Vysledkem je linearni kod neboli

sekvence.

Cilem této prace je vytvofit uceleny ptehled diagnostickych metod vyuZivanych pro
detekci a identifikaci rodu Candida pomoci sekvenovani nové generace. V této praci se
zam¢fuji na piimé detekéni metody vyuzivané v soucasné dobe. Také se zaméfuji na

identifikaci a rozkli¢ovani genomu kvasinek pomoci sekvenovani.
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1. Kvasinky — obecna charakteristika

Kvasinky jsou jedny znejvyuzivanéjSich modelovych organisma. S vyuzivanim
kvasinek ajejich vlastnosti se za¢alo jiz v Egypté av Recku, ato kvyrobé chleba
a alkoholickych napoji. Prvni, kdo je zpozoroval, jako malé kuli¢ky, byl ziejmé¢ Anton von
Leewenhoek v 17. stoleti. Uloha kvasinek pii kvaSeni, vyrob& chleba a napoji se dlouho
zpochybiiovala, az Cagniard de Latour, Schwann a Kutzing ukazali, ze kvaseni je vysledek
vegetativniho ristu kvasinek. Nakonec to byl Luis Pasteur, ktery vroce 1857-1863
jednoznacné ukazal ulohu kvasinek a jinych mikroorganismt v procesu kvaseni. Od téchto
zacatkli ub¢hlo jiz nékolik let akvasinky se mezitim staly ekonomicky a kvantitativné
nejpouzivanéj$imi mikroorganismy v primyslu. Vzhledem ke svym vlastnostem piedstavuji
nepostradatelny model experimentalnich vyzkumt eukaryotické bunky. Jedno z nejvétSich

vyuziti je v potravinafském primyslu k vyrobé piva (1).

Kvasinky jsou eukaryotické mikroorganismy, které ptes svoji velikost maji komplexni

organizaci cytoplazmy, a tim jsou podobné buitkdm vyssich eukaryot.

Kvasinky jsou vhodné pro studium jistych aspektii molekuldrni a bunééné biologie, které
odliSuji eukaryotické buiiky od prokaryotickych. Vyhody kvasinkovych bunék spocivaji

v lehké manipulaci a rychlému riistu homogennich kolonii za rznych podminek (1).

Candida spp. patfi mezi nejcastéjsi ptivodce oportunnich mykoéz. Je béznou soucasti
lidské mikrofléry kiize, ustni dutiny, a stiev. V klinickych laboratotich dochézi k Casté izolaci
kvasinek z téchto mist. Pokud dojde k poruSeni rovnovahy mezi nasi pfirozenou mikroflérou
a prostfedim, miZe dojit k pomnozeni kvasinek a jejich invazi do jinych tkani. V disledku této
skutecnosti je moZnost vyvolani zivot ohrozujicich infekci. Pfi¢inou vzniku nerovnovéahy byva
imunodeficitni stav pacienta v disledku ptitomnosti jiného onemocnéni, ptipadné dlouhodobé

uzivani Sirokospektrych antibiotik (2, 3).

Candida spp. je soucasti jak lidské mikroflory, tak je i béznou obyvatelkou zivotniho
prostiedi. Pfedevsim ji mizeme najit na listech, kvétech, ve vodé¢ a pade (3).

Z rodu Candida zndme piiblizn€¢ 200 druht, které byly doposud popsany, ale jenom
nékteré jsou povazovany za skutecné patogeny pro lidsky organismus. Mezi tyto patogenni

v

mikroorganismy rodu Candida patii nejhojnéjsi zastupce, a to Candida albicans, kterd patii
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mezi nejcastéjsi plivodce kandidéz. Dal§imi plvodci kandidovych infekei jsou zejména

Candida krusei, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis a C. lusitaniae (2, 3).

Kvasinky jsou eukaryotni organismy. Patfi mezi tzv. mikromycety jinak také houby
mikroskopickych rozméra. Jejich velikost obvykle dosahuje 3-15 pum. Jsou tedy vétsi nez
bakteridlni bunky. Morfologie kvasinek souvisi se zplsobem jejich vegetativniho
rozmnozovani. Bunky maji nejCastéji tvar elipsoidni, vejcovity az kruhovy. Mezi pravé
kvasinky se tadi ty, které se rozmnozuji pohlavni cestou. Mezi nepravé kvasinky pak ty, které
se rozmnozuji cestou asexualni. Pozdéji doslo u nékterych kvasinek fazenych mezi nepravé
k objeveni pohlavnich stadii tzv. teleomorf. Z pozd¢;jsich objevii pohlavniho rozmnozovani je

patrné, ze od tohoto d¢leni kvasinek se upousti (1, 2, 4).

1.1 Taxonomie kvasinek
Jiz v tivodu bylo popsano déleni kvasinek na pravé a nepravé, ale z mnoha pozdéjsich
objevl je patrné, Ze tohle déleni je nedostacujici. Na taxonomickém zaclenéni kvasinek se
podilela svétoznama odbornice v oblasti mykologie RNDr. Anna Kockova-Kratochvilova,
DrSc., kterd vychazi ze zakladniho ¢lenéni kvasinek do tii tfid podle zplisobu rozmnozovani na

Ascomycetes (Endomycetes), Basidiomycetes a Deuteromycetes (2, 4).

Tabulka 1 ukazuje postaveni Candida species v tisi hub (6).

RISE Fungi

KMEN Ascomycota
PODKMEN Ascomicotina
TRIDA Ascomycetes

RAD Saccharomyceteaes
CELED Saccharomycetaceae
ROD Candida

Tabulka 1. Taxonomie Candida species (6).

1.2 RozmnoZovani kvasinek
VétSina rodl kvasinek se rozmnozuje pu¢enim. Na povrchu matetské buiiky se struktura

jednoho bodu pozméni a na tomto misté se objevi pupen. Ten pak postupné roste, dokud
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nedosahne velikosti matetské buriky. Mezitim se jaddro mitdzou rozdéli na dvé a jedno z nich
ptejde do dcetiné buiiky. Uzavienim septa a dotvoienim bunééné stény se buiiky od sebe oddéli.

Po pupenu na matetské bunice zistava jizva. Podle poctu jizev lze urcit vék bunky (1, 34).

Vzacnéjsi formou vegetativniho rozmnozovani kvasinek je ptfihradkové déleni. Bunky
téchto kvasinek rostou ve sméru své délky a pii dosazeni urcité velikosti dochézi k mitotickému
dé€leni jadra. Mitozou vzniknou dv¢ jadra se shodnou genetickou informaci, kazdé z nich putuje
k jednomu po6lu bunky ave stiedu se vytvoii piihradka tzv. septum. Tento zptlisob

rozmnozovani pripomina déleni bakterii a je charakteristické jen pro rod Schizosaccharomyces.

Vedle vegetativniho rozmnoZovani je 1znamé pohlavni rozmnozZovani, které
charakterizuje splynuti dvou haploidnich bun€k ajejich jader za vzniku diploidni
buiky — zygoty. V Zivotnim cyklu kvasinek dochazi ke stfidani haploidni a diploidni faze.

Vzajemny pomér mezi fazemi je rozdilny pro kazdy rod.

Z hlediska dédi¢nosti ma mimotfadny vyznam stiidani obou fazi. V haploidni fazi je
mozné pomérné snadno zjistit mutace, které se projevi. V diploidni fazi l1ze studovat vzajemné

vztahy alel a jejich dominanci (1, 34).

1.3 Geneticka vybava kvasinek
Kvasinky jsou charakteristickou skupinou Zivych systémd, odliSujici se velkym

mnozstvim vlastnosti, nejen od jinych mikroorganismd, ale i od vyssSich organismi (1).

Genetickd informace kvasinek je vazana na molekuly DNA. DNA se nachazi v podobé&
chromozom v jadfe buiiky, ale miZe byt i mimo jadro jako mimojadernd DNA. Ta se nachézi
v mitochondriich nebo plazmidech. N¢které kvasinky obsahuji 1 mimojaderné genetické

determinanty dsRNA, které jsou zodpovédné za tvorbu toxinu usmrcujiciho bunky (1).

Haploidni genom jadra kvasinek ma velikost 1.10'° daltont, tvoii ho piiblizng 14 500 kb
a obsahuje 6 500 genl.. V porovnani s ostatnimi mikroorganismy napt. E. coli je genom
kvasinek ctyfikrat vEétsi a je piiblizn€ velky jako genom nejkomplexnéjSich prokaryotnich
organismd, kterymi jsou streptomycety. Genom kvasinek je rozdéleny do vice chromozomd,

jejichZ pocet a velikost jsou rozdilné pro kazdy rod (1).
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Struktura DNA je slozena ze tfi Casti (viz. obrazek 1). Sklada se z dusikatych bazi,
fosfatovych skupin a cukernych zbytkii, konkrétné se jedna o B-D-deoxyribozu. V piipadé
RNA je cukerny zbytek B-D-ribdza. Dusikaté baze, které se nachazi v DNA nebo RNA jsou
heterocyklické molekuly odvozené od purinu nebo pyrimidinu. Ve dvou znamych nukleovych
kyselinach se bézné vyskytuje pét bazi. Ty, které jsou odvozené z purinu jsou adenin (A)
a guanin (G), obecné se nazyvaji purinové baze. Ty, které¢ jsou odvozené od pyrimidinu, se
nazyvaji pyrimidinové a fadi se mezi n¢ tymin (T), cytozin (C), a v molekule RNA je tymin
nahrazen uracilem (U). Dusikaté baze jsou soucasti podjednotek tvoricich DNA, tzv.
nukleotidti. Nukleotid obsahuje jednu z dusikatych bazi, cukernou slozku a fosfatovou skupinu.
Molekula DNA je tvoiena dvéma polynukleotidovymi vldkny, které maji opacnou orientaci.

Jedno vlakno je orientovano ve sméru 5—3 konci a druhé vlédkno je orientovano od 3—5 konci

(5).

NH,

NH
HO—P—0—CH,

Cl)H 0 /NIJ\\\-N

5 konec <I‘-J l ”/,J
ﬁ \ NH-

0——FP—0—-CH
0T %0 N
i~

N ﬁﬂ ¢ )
» N N”

Il
0——P—0—cCH, |,

| 0
OH # 3" konec

OH OH

fosfodiesterova vazba

Obrazek 1 DNA dvousroubovice (26, 27).

Na obrazku vlevo je struktura DNA. Obrazek vpravo popisuje vznik fosfodiesterové vazby.
Fosfodiesterova vazba je kovalentni propojeni dvou hydroxylovych skupin s jednou fosfatovou
skupinou. V DNA toto spojeni vznika propojenim uhliku ¢islo 5 na jednom cukerném zbytku

s uhlikem v poloze 3 u sousedniho cukru.

DNA je linearni polymer deoxyribonukleovych podjednotek. Retézec nukleotidi je
vytvofen spojenim hydroxylové skupiny cukerného zbytku jednoho nukleotidu a fosfatové
skupiny, kterd je soucasné piipojena k cukernému zbytku sousedniho nukleotidu. Cukry jsou

vzajemné propojeny pies fosfatové skupiny. Fosfatova skupina pfipojena na uhlik ¢islo 5
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v cukru je také pripojena ptes hydroxylovou skupinu na uhliku ¢islo 3 u sousedniho cukru.

Takto je zapisovano potadi dusikatych bazi od 5 konce ke 3 konci (5).

Geneticka informace je ulozena v poradi dusikatych bazi v DNA, kde je potadi ¢teno
a dekodovano ve dvou fazich. Prvnim krokem je transkripce (viz. obrazek 2). Kde dochézi
k ptepisu z jednoho vlakna DNA do komplementarni sekvence bazi podobné molekuly, a to do
mRNA (mediatorova RNA). Ve druhé fazi dochazi k ptekladu ze sekvence bazi do sekvence
aminokyselin, tento krok se nazyva translace. Translace za¢ina na pfesn¢ definovaném misté¢

sekvence mRNA. Produktem translace je urcité potadi aminokyselin, ze kterého vzniké protein

(5).

A transkripce
replikace =

PROTEIN

DNA RNA
Obrazek 2 Translace a transkripce (28).

Prepis genetické informace z DNA do komplementarni sekvence mRNA procesem transkripce.
Produkt z transkripce slouzi jako templat pro proces translace, kdy se informace z mRNA

prepisuje do poradi aminokyselin, ze kterych poté vznika protein (5).

1.3.1 Geneticka informace Candida albicans
Genetickd informace u kvasinky Candida albicans je ulozena na osmi chromozomech.
Tyto chromozomy jsou oznaceny 1-7 a R a tvofi haploidni genom o velikosti 14 851 kilobazi,

ktery obsahuje 6 419 otevienych ctecich ramct (OFR). Otevienym ¢tecim ramcem se rozumi

......
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Izolaty C. albicans analyzované multilokusovou sekvenc¢ni typizaci (MLST) nebo DNA
fingerprinting metodou se stiedn¢ opakujicim se oligonukleotidem Ca3, lze pro usnadnéni
prifadit k podskupinam blizce piibuznych typi kment, jako subtyp. Hlavni subtypy jsou
znacené 1-4 (viz obrazek 3) do nichz je zatazeno az 70 % izolath Candida albicans podle

shodnych typizacnich vlastnosti potvrzenych MLST nebo DNA fingerprinting (11).

Yalrsi
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RIHCE
TRIOZE
AMZO0ZM087
HLUINSE
AMZ003-013
AMZO03-016
JIE13M
81064
Jogiaia
Ja51361
BS05314
AM20030089
IHEM16272
= FC22
—_ 20 IHEM16&14
o w1 AM20030100  Subtyp 2
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AMz0030182
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o 520152 082
. 520152013
m AMZ005/0377
L 520176079
Rv4688
67 | HUNGB
sopizzpza  oubtyp 4
L1086
IHEMZ742

20175016
AMZ003-020
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190 = 1 -
— 4E b30T0RS
47
|: Tim
5E JO3Dq02

&2 AMZ0020074
bl AMZO0ITES

Subtyvp 3

Obrazek 3 Schéma kmenovych linii Candida albicans (11).

U Candida albicans byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi subtypy v poctu
tandemovych opakujicich sekvenci v alelach gent ALS3, ALSS a ALS6, tyto alely spadaji do
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rodiny genlt ALS. Rodina geniit ALS (aglutinin like sequence) u C. albicans zahrnuje osm gentl
znatenych ALS1 az ALS7 a ALS9, nékteré znich odpovidaji za schopnost C. albicans
adherovat k povrchu hostitele. Pocet tandemové opakujicich se kopii sekvenci se lisi
mezi kmeny C. albicans a ¢asto mezi alelami v ramci stejného kmene. Alely ALS mohou
koédovat proteiny o rizné velikosti, které mohou mit rizné funkéni charakteristiky, a proto je

dilezité definovat rozsah alelické variability (11).

2. Druhy Candid a jejich vlastnosti

Invazivni plisnové infekce, jako jsou kandiddzy, predstavuji zévazny problém ve
zdravotnictvi. Schopnost byt patogeny a komenzaly byla vyvracena u pfiblizn¢ 65 % druhti
Candid pozd¢jsim vyzkumem toho, ze nékteré druhy nedokazou ptezit teplou 37 °C. Pocet
infekci zpisobenych Candida species v poslednich tfech desetiletich vzrostl, ato z divodu
vzestupu epidemie AIDS, vyssiho véku obyvatelstva a vétsiho vyskytu pacientl s oslabenou
imunitou (7).

NejcastéjSim a nejhojnéjSim zastupcem je Candida albicans. VétSina piipadt kandidoz
je ptipisovéna praveé C. albicans, nicméné v posledni dob¢ byly identifikovany NCAC (non-
Candida albicans Candida) druhy jako lidské patogeny. Vzrist vyskytu NCAC byl
zaznamenan diky zlepSeni diagnostickych metod. Vysoké prevalence NCAC v poslednich dvou

desetiletich mtze byt zplsobena jejich vysokou odolnosti proti antifungalnim lékiim (7, 8).

Schopnost Candid tvoftit biofilmy ma dalezité klinické opodstatnéni kvili jejich zvySené
odolnosti vi¢i 1€¢bé a schopnosti kvasinek v biofilmu odolat imunitni obrané hostitele.
Vzhledem k z4vaZznosti tvorby biofilmu jsou podrobné zkoumdany tfi konkrétni druhy

NCAGC, ato Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis (7, 9).

2.1 Candida albicans
Tento druh je nejcastéji izolovanou kvasinkou ulidi. Je soucasti povrchovych
1 systémovych infekci. Mezi rizikové faktory vzniku infekce patii vek nad 65 let, imunosuprese

pii podani steroidli a pobyt na JIP (8).

C. albicans ma schopnost ménit svoji morfologii, mize se tak vyskytovat ve tiech

formach, ato v kvasinkové, pseudohyfalni a hyfalni v zévislosti na prostiedi. Faktory
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virulence, jako je maskovani se pfed imunitnim systémem clovéka, ménéni morfologie a jeji
Casty vyskyt v nemocniCnich zafizenich déla z C. albicans nebezpeény druh pro pacienty

s oslabenou imunitou (8).

Produkce biofilmu umoznuje buikam I1épe adherovat a mnozit se na lékarsky
implantovanych zafizenich (napf. katetr) i v hostitelskych tkanich. Produkce biofilmu
u C. albicans je dilezita pro rezistenci, n¢které studie uvadi az 1000krat vetsi rezistenci pii
produkci biofilmu. U C. albicans se mize zvednout jeji rezistence na azoly se zvysenym
poctem efluxnich pump. Tyto pumpy zabrani intraceluldrni akumulaci 1é¢iva, ¢imz zabrani

toxickym hladinam léciva, které by mohlo vést k usmrceni (8).

2.2 Candida tropicalis
Candida tropicalis je nejcastéji pozorovana u pacientll s neutropenii a malignitou. Mezi
faktory virulence patii adheze k epitelidlnim a endotelidlnim bunikdm, sekrece lytickych

enzymu (napf. proteinazy, hemolyziny) a fenotypova zmeéna (8).

Candida tropicalis patii mezi silné producenty biofilmu, to se ovSem odraZzi v jeji vysoké
rezistenci k mnoha 1ékiim. Vykazuje odolnost vici azolim a zvlasté vysokou odolnost viici
flukonazolu. Jeji mechanismus rezistence na azoly je podobny jako u jinych druhti Candid. Na
rozdil od ostatnich Candid vykazuje C. tropicalis malou rezistenci vic¢i echinokandintim.
V soucasnosti tyto 1éky vykazuji dobrou aktivitu a jsou skvélou formou pro 1éceni infekci

zpusobenych kvasinkou Candida tropicalis (8,7, 9).

2.3 Candida glabrata
Candida glabrata je druh, ktery je odpovédny za rezistenci v nemocnicich a je druhym
nejcastéji izolovanym mikroorganismem z kandidovych infekci. Spolu s Candida tropicalis
a C. parapsilosis jsou nejcast€j$imi pficinami oralni kandidézy. Vyskytuje se vice u dospélych

jedincti nez u déti (8).

I ptes svou neschopnost piechazet z kvasinky do hyfy jako C. albicans nebo pies
neschopnost vyluCovat protedzové enzymy, ma Candida glabrata mnoho jinych faktort
virulence. Mezi nejdilezitéjsi faktor patii produkce hustého biofilmu. Ma také schopnost se

vyhnout imunitnimu systému hostitele, anizZ by doslo k zdvaznému poskozeni (8, 9).

20



Tato kvasinka ma snizenou citlivost na azoly z nadmérné exprese efluxnich pump a také

zktizenou rezistenci na jiné azoly (8).

Jedna se o jedine¢ny druh kvasinky, kterda ma schopnost ziskavat a poté exprimovat
rezistencni mutace za pritomnosti selekéniho tlaku vyvolaného zvySenym pouzivanim azolii

a echinokandint v klinickém prostredi (8).

2.4 Candida parapsilosis
Infekce vyvolané kvasinkou Candida parapsilosis se v posledni dob¢€ zvysily a staly se
druhou nebo tieti pfi¢inou kandidzy hned po Candida albicans v nékterych evropskych,
latinskoamerickych a asijskych 1ékafskych centrech. Infekce vyvolané C. parapsilosis jsou
zavazny problém u novorozencti, pacientl po transplantaci a pro pacienty uzivajici parenteralni

vyzivu (8).

Ma schopnost tvofit biofilm na zdravotnickych prostfedcich, kolonizovat intravaskularni
zafizeni a protetické materidly. Také mé schopnost provést fenotypovou zménu a vyluovat
hydrolytické enzymy. Tyto faktory vedly k vyskytu nozokomidlnich ohnisek a vysoké
umrtnosti. Ackoliv umrtnost je kolem 4 %, coz je mnohem méné nez u Candida albicans, tak

Candida parapsilosis zaujima druhé misto v produkci biofilmu mezi druhy Candid (7, 8, 9).

2.5 Candida auris
Candida auris je nové objeveny druh. Ukazalo se, Ze se jednd o nozokomidlni patogen,
ktery se obtizné 1€¢i. C. auris rychle ovliviiuje pacienty a trvale kolonizuje pokozku. Zptsob
pfenosu kvasinky v nemocnici zatim neni jasny. Ze studii vyplyva, Ze infekce krevniho fecisté
vznikly u pacientii se zavedenym zilnim katetrem, a to az né€kolik tydnl po pfijeti pacienta.

Infekce vyvolané touto kvasinkou jsou terapeutickou vyzvou (8).

Stejn¢ jako ostatni druhy Candid mize C. auris zptsobit povrchovou a invazivni

kandidozu i1 infekce krevniho feciste (8).

Faktory virulence jsou podobné jako u C. albicans, tedy jako jsou geny a drahy podilejici

se na remodelaci bunécné stény, ziskdvani zivin, sekrece enzymu a efluxnich pump. Candida
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auris je zvlastni v tom, ze je odolnad vici vice 1éktiim. Vykazuje odolnost vii¢i flukonazolu
a riiznou nachylnost k jinym azoltim. Je jedinym druhem, u kterého se prokazalo, Ze izolaty
jsou rezistentni ke vSem ctyfem tiidam lidskych antifungélnich 1€ka. Jeji multi-rezistentni

vlastnosti a obtizna identifikace ¢ini z této kvasinky velkou hrozbu (8).

3. Detekce a identifikace mikroorganismu

3.1 Historie

Kli¢ova role mikroorganismil v infekci a nemoci napadajici ¢lovéka, kterou prokazali
Koch a Pastech a mnoho dalsich, poukazala na potiebu spravné detekce a identifikace mikrobti.
Na konci 19. stoleti doslo k dalezitym piispévkim v diagnostice, vétSinou souvisejicim
s optimalizaci kultivaéniho média a barvicimi technikami pro mikroskopii. Nékteré z téchto
metod se stale vyuzivaji, jako naptiklad barveni podle Ziehl — Neelsen. Vyvoj v kultivacnich
metoddch a manipulaci s mikroorganismy v laboratofi vedl knovym biochemickym
a fyziologickym studiim. Miniaturizace a mechanizace v oblasti biochemickych technik
umoznila standardizaci a implementaci. Ve druhé poloving 20. stoleti se jako zakladni metody
pro detekci vird a jinych mikroorganisml ukdzaly metody sérologické. V dalSich letech se
objevila fada imunologickych testl, které se dostaly do poptedi detekénich metod diky své
specifité, rychlosti a nizkym ndkladim. Pfes své vyhody jsou klasické metody pro detekci
a identifikaci bakterii zkreslené kvili kultivovatelnosti a ¢asto nejsou schopny rozliSovat mezi

blizce ptibuznymi kmeny (13).

Béhem pozdnich osmdesatych let, si mikrobiologové uvédomili potenciadl metody PCR
(polymerase chain reaction neboli polymerazova fetézcova reakce) pro inovativni ptistup ke
studiu mikrobidlnich spolecenstev nebo pro detekci aidentifikaci mikroorganismi
v rozmanitych a slozitych prostfedich. Na rozdil od béznych kultiva¢nich technik identifikace
umoziuji techniky zaloZzené¢ na PCR identifikaci mikroorganismi bez ohledu na jejich
kultivovatelnost. Polymerazova ftetézcova reakce je cCasto doplnénd sekvencnim nebo
hybridizaénim profilem, k odvozeni taxonomické a mikrobidlni rozmanitosti nebo detekci

a identifikaci pomoci genomovych markert (13).

Vyskyt oportunnich kvasinkovych infekci u lidi v poslednich letech roste. Tyto infekce

je velmi obtizné 1é¢it a diagnostikovat, zejména kvuli velké rozmanitosti druhti. Obtizna 1écba
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je taky z dGvodu vzniku rezistence vici jednomu nebo nékolika antifungalnim 1éktim. Vznik
rezistence vyrazn¢ omezuje terapeutické moznosti. Vzhledem k témto problémim je potieba
rychlé detekce a identifikace infek¢énich mikroorganismi. Dosavadni metody pro identifikaci
druhti postradaji citlivost a specificitu a ¢asto vyzaduji predchozi kultivaci infek¢niho agens,
coz oddaluje diagnostiku. Klasickd diagnoza kandidozy je zalozena na mikroskopii nebo
biochemickych pristupech. Tyto metody vyzaduji izolaci a kultivaci infekéniho agens
z klinickych vzorkt, coz je proces, ktery u béznych patogennich kvasinek trva piiblizn¢ 48
hodin nékdy i vice. Identifikacni postupy vyzaduji zvlastni odbornost, mohou poskytovat
nejednoznacné vysledky ajsou c¢asové narocné. Z tohoto diivodu roste zdjem o vyvoj
alternativnich metod zalozenych na pfimé detekci diagnostickych molekul. Tyto pfistupy
oznacené¢ jako molekularni diagnostika zahrnuji vysoce vykonné technologie, jako je
sekvenovani nové generace, detekce specifickych sekvenci DNA, detekce RNA nebo
proteomika. Od klasické diagnostiky se lisi specifitou, pfesnosti a rychlosti. Jejich nevyhodou

je ovSem vysoka cena naklada (12,13).

3.2 Identifika¢ni metody Candida spp.
V soucasné dobé existuje celd fada identifikacnich postupt Candida spp. z klinickych
vzorki. Mezi tyto tradi¢ni metody patii naptiklad germ-tube test a morfologické studie. Metody

identifikace druhli Candida jsou zaloZzeny na morfologickych a fyziologickych vlastnostech.

Piesnd identifikace vSech izolath z klinickych vzorkl je vSak casto slozita a Casové
narocné. Z tohoto divodu bylo vyvinuto nékolik manudlnich a automatizovanych rychlych

systému pro identifikaci rodu Candida.

Byly vyvinuty nové techniky molekularni typizace, které umoziuji pfesnou a rychlou
identifikaci druhlt Candida. Vyznamného pokroku bylo dosaZeno pomoci riznych studii
fenotypovych charakteristik téchto druhii s vyuzitim komerén€ dostupnych identifikanich

systémt (17).

3.2.1 Fenotypové metody
Fenotypové identifikacni metody jsou efektivni a praktické postupy pro béznou
diskriminaci ordlnich izolati v mikrobiologické laboratofi. Vzhledem k variabilité

fenotypovych charakteristik a dal§$im nepravidelnostem v taxonomii se vSak identifikace
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zalozend na tradi¢nich metodach stala méné spolehlivou. Vyznamného pokroku se doséhlo
pomoci riznych studii fenotypovych charakteristik téchto druhd s vyuzitim komeréné

dostupnych identifikacnich systému (17).

3.2.1.1 Rychlé komer¢ni systémy
Tyto komeréni metody Casto pfedstavuji miniaturizovanou verzi testl, coz umoziuje

pohodInéjsi a rychlejsi identifikaci druht Candida (17).

System AP1 20 C

Identifikace API 20 C systémem je zaloZena na 19 testech asimilace sacharidl. Prouzky
se inkubuji pii 30 °C na plastové inkubacni misce a poté se po 24, 48 a 72 hodinach odecte
pritomnost ristu Candida spp. Pro tplnou identifikaci byly n¢kdy vyzadovany dalsi testy, jako

je mikroskopickd morfologie na agaru kukuti¢éné mouky (15, 17).

Systém API Candida

Systém API (analytical profile index) Candida se sklada z deseti zkumavek, které
umoznuji provedeni 12 identifikacnich testl: pét testli sacharidl jako je glukdza, galaktdza,
sachar6za a podobné. Také umozinuje provedeni sedmi enzymatickych testll. A to konkrétné -
maltosidaza, a-amylaza, B- xylosidaza, B-glukuronidaza, hydrolyza mocoviny, N-acetyl-B-

glukosaminidaza a -galaktosidaza.

Reakce jsou vizualné zvyraznény spontdnnimi barevnymi zménami, bez pfidani ¢inidel,
jak v mnoho systémech API. Druhy, které tento systém identifikuje s nejvetsi pravdépodobnosti
spravné bez doplnujicich testl, jsou Candida tropicalis ten tuto kvasinku identifikuje
s ptesnosti 86,7 %, C. parapsilosis s ptesnosti 89,7 %, C. glabrata a C. albicans identifikuje
systém API Candida s ptesnosti 96,8 % a 96.9 % (15, 17).

3.2.1.2 Chromogenni komerc¢ni systémy

CHROMagar Candida systém

CHROMagar Candida je selektivni a diferencialni médium pro izolaci a identifikaci tii
druht Candid: C. albicans, C. tropicalis a C. krusei. Po uplynuti inkuba¢ni doby 24-48 hodin
vznikaji barevné kolonie $tépenim chromogennich substrati. Na tomto médiu rostou kolonie

C. albicans, C. tropicalis a C. krusei. Candida albicans roste v zelenomodrych koloniich.
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Kovoveé modré kolonie s rizovou halo jsou typické pro Candida tropicalis. Rizovy rast na

agaru je urcujici pro C. krusei (17).

Agarovy systém BiGGY

BiGGY agar (Bismuth Sulphite Glucose Glycine Yeast Agar) je chromogenni médium,
které vede k produkei hnédych az ¢ernych kolonii extracelularni redukei sifi¢itanu bismutitého
na sulfid bismutu. Kmeny Candida albicans a Candida tropicalis rostou jako svétlé az tmave

hnédé kolonie, tyto kmeny se od sebe tézko odlisuji.

Dalsi kvasinka, ktera roste na BiGGY agaru je C. krusei, ta roste ve velkych, drsnych
tmavé hnédych koloniich ohrani¢enych Zzlutou zoénou. Dalsi kvasinku, kterou je mozné
identifikovat, je Candida parapsilosis. Ta na tomto agaru roste ve svétle hnédozelenych

koloniich (17).

3.2.2 Metody molekularni identifikace a detekce
Metody molekularni identifikace se stavaji popularni diky své vysoké ptesnosti, specifité,

citlivosti a nizké mitfe vzniku fale$Sné pozitivnich nebo negativnich vysledkli. PouZivaji se pro

identifikaci a diferenciaci Candida albicans od jinych druht Candid (5, 16, 17).

3.2.2.1 Polymerazova retézcova metoda (PCR)

Metoda zavedend vroce 1985 wvyuzivajici mimobunétné prostiedi k mnozeni
definovanych fragmenti DNA, vyrazn¢ usnadnila molekuldrni analyzu DNA a gent.
Polymerazova fetézcova reakce neboli PCR je metoda velmi rychlad a citlivd, navic plné
automatizovand, vhodnd k amplifikaci usekii DNA 1iv pfipadé¢ velmi malého mnoZstvi

vychoziho materialu (5, 16, 17).

Standardni PCR je postup in vitro, ktery slouzi k namnozeni tisekti DNA. K pouziti
tohoto postupu je zapotiebi znat kratké nukleotidové sekvence ohranicujici danou zkoumanou
sekvenci. PCR se sklad4 v priméru z 25 az 30 cykld. Kazdy cyklus je slozen ze tfi reakci, které
probihaji za urcitych teplot a po ur¢itou dobu. VSechny tyto kroky probihaji v pfistroji zvaném

termocykler. Jeden cyklus PCR trva pfiblizné 1 aZ 5 minut.

25



Pro zahdjeni syntézy DNA jsou nezbytné dva oligonukleotidové primery o velikosti
zhruba 15-25 bp. Tyto primery se na zakladé komplementarity vazou ke 3" koncovym
sekvencim mnozeného useku DNA. Metodu PCR vyvinul Kary Mullis a v roce 1993 za ni

ziskal Nobelovu cenu za chemii (5, 16).

V pribéhu kazdého cyklu se dvouvlaknova molekula DNA denaturuje (viz. obrazek 4),
timto procesem se rozd¢li na dvé jednotetézcova vlakna. Kazdé¢ vlakno slouzi jako vzor neboli
templat pro syntézu nového fetézce. Pti procesu denaturace se DNA zahtiva pfi teploté kolem
95 °C. Pii této teploté¢ dochézi k rozpadu vodikovych vazeb a DNA se rozdéli z dsDNA na
ssDNA. Dalsim krokem je hybridizace, ktera probihd pii nizsi teploté. Tento proces probiha
nejcastéji pit 50-60 °C. V tomto kroku je denaturovana DNA hybridizovana s nadbytkem
syntetickych oligonukleotidovych primert. Idedlni teplota pro nasednuti primeru zavisi na tom,
z kolika a zjakych bazi jsou slozeny. Ve tfetim kroku je pouzita DNA-—polymeraza pro

replikaci iseku DNA mezi misty komplementarnimi k primeram (5, 16, 17).
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Denaturace

Vznik jednofetézcovych
molekul DNA

Pfisedani primer(

Syntéza DMA

Wznik dvouviaknove
molekuly DNA

Obrazek 4 Schéma jednoho cyklu PCR.

Prvni ¢ast je denaturace DNA. Z tohoto procesu vzniknou dv¢ jednofetézcova vlakna DNA.
Poté nasleduje proces nesednuti primert a nasledna syntéza DNA. Na konci vzniknou dvé nové

uplné molekuly (20).

Primer poskytuje volnou 3’OH skupinu potiebnou pro kovalentni navazani nukleotidu
a nasledné prodlouzeni fetézce. Optimalni teplota pro prib¢eh tietiho kroku se pohybuje mezi
70 az 72 °C. Jedna dvousroubovice DNA da po jednom replikaénim cyklu vznik
2 dvousroubovicim, po dvou 4, po tfech 8, po ctyfech 16. Amplifikace je exponencialni proces

(viz obrazek 5). Po 30 cyklech vznikne vice nez miliarda kopii sekvence DNA (5, 16, 17).
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Obrazek S Schéma amplifikace molekuly DNA metodou PCR (20).

Z pocatku funkci replikazy plnila DNA—polymeraza I izolovana z Escherichia coli. Tento
enzym se béhem denaturace DNA inaktivuje teplotou, bylo nutné ho béhem tietiho kroku
v kazdém cyklu pridat. VylepSeni PCR pfiSlo s objevem termostabilni DNA—polymerazy
z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Tato polymerdza, nazyvand Tag—polymeraza, zlistava
béhem denaturacniho procesu DNA stale aktivni. Oproti DNA—polymeraze I ma tu vyhodu, ze
ji neni nutné ptfidavat, ale misto toho ji miZeme dodat nadbytek. Jednou z nevyhod Tag—
polymerézy je, ze nevykazuje 3'—5" korekeni aktivitu a nasledkem toho vznikaji replikaéni
chyby. Pokud je pozadovana vétsi pfesnost, je tieba pouzit teplotné stabilni polymerazy, které
vykazuji korekéni aktivitu 3'—5". Mezi takové patii Pfu—polymeraza izolovana z Pyrococcus
furiosus nebo Tli—polymeraza ziskana z Termococcus litoralis. Dalsi nevyhoda je to, ze Gseky
DNA dlouh¢é vice neZ tisic nukleotidli amplifikuje netcinné. Jestlize je tfeba amplifikovat
dlouh¢ useky, da se pouzit Tfl-polymeraza z bakterie Thermus flavus. Fragmenty nad 35 kb
nelze metodou PCR u¢inné amplifikovat. Metoda PCR je technologie velmi flexibilni
aumoziuje fadu modifikaci. Mezi takové modifikace patii naptfiklad multiplexni PCR

(multiplex—PCR), vnotena PCR a PCR v redlném case (5, 16, 17).

Navrhnuti primert pro polymerazovou fetézcovou reakci je slozity proces, ktery vyzaduje
velké znalosti stavby DNA a potfadi nukleotidi. Pro standardni PCR se navrhuji primery
v parech. Primery se navrhuji podle sekvence horniho vldkna. Pfedni (forward) primer
umoznuje syntézu horniho vldkna podle spodniho vlakna. Zadni (reverse) primer umoziuje

syntézu dolniho vldkna podle templatového horniho vlakna (20).
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3.2.2.2  Metody zalozené na PCR
Nastup metod zalozenych na PCR byl zidkladem pro pokrokovou technologii
molekularnich testt pro identifikaci druhti Candida. Tyto metody jsou zaloZeny na amplifikaci
a detekci mikrobidlni nukleové kyseliny na pozadi hostitelské DNA. Technologie zalozené na

PCR zjednodusi mnoho aplikaci, které vyzaduji velké mnozstvi specifickych sekvenci (17).

Vétsina zavedenych diagnostickych testi pro identifikace kvasinkovych infekci je
zalozena na kultiva¢nich metodach. Kultivaéni postupy jsou ¢asové naro¢né a pracné mnohdy
neprukazné. Nedavné studie ukazuji pokroky v molekuldrnich technologiich, jako jsou

kvantitativni testy v redlném case (QPCR).

Mezi vybrané cilové sekvence patii nejbéznéji pouzivand nuklearni ribozomalni DNA
neboli tDNA. V rDNA existuje tandemové opakujici se sekvence, a to prvni a druhd interni
transkribovand spacerova oblast ITS1 a ITS2. Témét dvé desetileti se oblast ITS pouziva jako
tzv. carovy kod houbové DNA. Amplifikace a sekvenovani interniho transkribovaného spaceru
lokusu rDNA bylo stanoveno jako mezindrodni zlaty standard pro identifikaci druht hub. Bylo
prokazano, ze sekvence ITS poskytuje spolehlivé druhové specifické genetické markery pro
houbové patogeny. Sady primerii zaméfené na sekvence konzervovanych oblasti kddujici
rDNA jako je 18S, 28S nebo 5,88, které lemuji ITS1 nebo ITS2, mohou amplifikovat rDNA
z Candida spp. Nasledné€ lze amplikony (produkty amplifikace DNA) obsahujici druhové
specifické primery ITS od sebe odlisit pouzitim druhové specifickych sond TagMan nebo
analyzou kiivky tani (22, 23).

Multiplex—PCR

Multiplexni PCR je modifikace PCR, ktera umoziiuje amplifikaci vice lokusl soucasné.
V multiplexni PCR je vreakéni smési pritomno vice pard specifickych primert

komplementarnich k cilovym sekvencim.

Tato metoda kombinuje rizné druhové specifické primery v jedné zkumavce, coz je
obrovskou vyhodou z klinického hlediska. Nejb&zn&jsSim problémem je moznost hybridizace
primerti mezi sebou. Tato metoda je zalozena na amplifikaci dvou fragmentt z oblasti ITS1
a ITS2 kombinaci s kvasinkove specifickymi a osmi druhové specifickymi primery v jedné
PCR reakci. Sekvence univerzalnich primert ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3")
alITS2 (5'-GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC-3'). Oblast nuklearni ribozomalni interni
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transkribované mezery ITS poskytuje spolehlivé druhové specifické genetické markery pro

houbové patogeny.

Kromé¢ téchto dvou univerzalnich primert se v multiplexni PCR vyskytuji specifické
primery naptiklad pro Candida albicans jako je Ca3 (5'-GGT TTG CTT GAA AGA CGG
TAG-3") aCa4 (5'-AGT TTG AAG ATA TAC GTG GTA G-3"). Tato metoda umoznuje
identifikaci osmi klinicky relevantnich druhti Candida. Konkrétné se jedna o Candida albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniesis, C. parapsilosis, C. lusitaniae

a C. guillermondii (16, 17, 18, 19, 23).

Vnotend PCR

Postup vnotené PCR byl uzptsoben pro pouziti pii detekci druhti Candida. Tato metoda
se sklada ze dvou sad primeri (viz. tabulka 2) pro specifickou amplifikaci DNA Candida spp.,
které se pouzivaji ve dvou po sob¢ jdoucich cyklech PCR. Tato modifikace PCR vede ke
zlepseni specifity a citlivosti identifikace Candida spp. Druha sada ma za cil amplifikovat
cilovy produkt zprvniho cyklu. Vnofena PCR je pouzivand pro snizeni amplifikace

neo¢ekavanych vazebnych mist primert (17, 21,)
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Primery Sekvence (5" —3)

Candida albicans 1/2 F-TTTATCAACTTGTCACACCAGA
R-ATCCCGCCTTACCACTACCG

Candida glabrata 1/2 F-TTATCACACGACTCGACACT
R—CCCACATACTGATATGGCCTACAA

Candida tropicalis 1/2 F-CAATCCTACCGCCCAGAGGTTAT

R-TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT
Candida parapsilosis 2/3 F-GCCAGAGATTAAACTCAACCAA
R-CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC

Candida krusei 2/3 F-ACTACACTGCGTGAGCGGAA
R-ACTACACTGCGTGAGCGGAA

Candida lusitanie 1/2 F-GCGATACGTAGTATGACTTGCAG
R-GATATTTCGGAGCAACGCCTAACC

Candida pelliculosa 1/2 F-GAACTTTGCTTTGGGTGGTGAG

R-CTTCATCGTTGCGAGACCAAG

Tabulka 2 Primery pouzivané pii multiplexni vnofené PCR v procesu detekce druhit Candida

@1).

PCR v redlném dase

PCR v redlném case je modifikaci klasick¢ PCR. Tato metoda umoZiiuje kvantifikaci
amplifikované DNA v redlném Case v kazdém cyklu. Na rozdil od klasickém PCR se v real
time PCR zaznamenava kazdy cyklus PCR v redlném case. Technologie real time PCR
prokazuje svou univerzalnost v riznych oblastech vyzkumu jako je biomedicina,
mikrobiologie, farmakologie a biotechnologie. Uplatiiuje se pii kvantifikaci a genotypizaci

patogentl, genove expresi, oveérovani ucinnosti 1€kt a forenznich studiich.
Ptistroj pro qPCR se sklada z tepelného cyklovace s integrovanym zdrojem excitacniho

svétla jako je lampa, laser nebo LED dioda. Dalsi ¢asti pfistroje je systém detekce fluorescence

(fluorimetr) a software, ktery zobrazuje data jako kiivku amplifikace DNA (24, 17).
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Zaznam amplifikace je znazornén fluorescenénimi metodami za pouziti sond znacenych
fluoroforem nebo za pomoci interkalac¢nich barviv interagujicich s dsDNA. Pouziti barviv jako
je naptiklad SYBR Green je levnéjsi nez pouziti sond, ale maji zna¢nou nevyhodu, a to Ze se

nespecificky vazou na dvouvldknovou DNA (dsDNA).

Druhd skupina vyuziva fluorofory pfipojené k oligonukleotidiim a detekuje pouze
specifické produkty amplifikace na rozdil od prvniho pfistupu pouzivani barviv. Druhy pfistup
byl dale rozd¢€len do tii podskupin podle typu fluorescen¢nich molekul piidanych do reakce.
Prvni podskupinou jsou sondy piisobici jako primery. Druhou podskupinou jsou hydrolyzaéni
a hybridiza¢ni sondy. Hydrolyza¢ni sondy emituji fluorescen¢ni zéafeni po degradaci béhem
prodluzovaci faze molekuly DNA. Hybridizacni sondy davaji fluorescencni signal pti vazbé na
cilovou strukturu DNA béhem amplifikace. Tteti podskupinou jsou analogy nukleovych
kyselin. Pouzité sondy se pfimo vazou na komplementarni sekvence a poskytuji tak vnitini

specifitu (24, 17).

Pro identifikaci Candida spp. byly vyvinuty nové postupy qPCR. Mezi tyto postupy patfi
napiiklad TagMan test, jehoz hlavni vyhodou jeto, ze umoziiuje rychlou specifikaci nékolika
druhii Candid, véetné C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei a C. glabrata (24,
17).

Analvza polymorfismu délky restrikénich fragmenti

Polymorfismus je oznaceni pro stav, kdy v populaci existuji pro ur¢ity znak minimalné
dvé varianty genetické informace. Geneticky polymorfismus muize vzniknout nasledkem
bodové mutace. Tato mutace miize vést ke zméné produkce ur¢itého proteinu. Dochézi
k zdméné pofadi nukleotidl a nasledkem toho dochazi k zafazeni jiné aminokyseliny.
Polymorfismy mohou vznikat 1 zcela nahodné takzvanym genetickym driftem (nahodny posun

ve frekvenci alel).

Moznost klonovat a sekvenovat jakykoliv gen nebo sekvenci DNA z jakychkoliv druht,
je dana existenci specidlnich enzymovych skupin. Tato skupina enzyml se obecné nazyva
restrikéni endonukleazy. Restrikéni endonukledzy jsou produkty riznych mikroorganismi
arozeznavaji rtizné specifické sekvence nukleotidl. Jejich biologickou funkci je chranit

geneticky material bakterii pfed invazi cizich molekul DNA. Stépna mista v DNA organismu
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musi byt chrdnéna pied Stépenim vlastnimi restrikénimi endonukledzami. Restrikéni

endonukledzy objevil v roce 1970 Hamilton Smith a Daniel Nathans (16, 24).

Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP) vyuziva skutecnosti, ze rozdily
v sekvenci Ize po Sté€peni restrikénimi endonukledzami identifikovat. Tento pfistup se pouziva
v kombinaci s PCR po amplifikaci pozadovanych fragmenti. PCR — RFLP se pouziva pro
identifikaci druhtt Candid, jako jsou C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata a C. thermophila.
Analyza polymorfismu délky restrikénich fragment vyzaduje velké databaze, které nejsou

dostupné v klinické rutinni praxi (16, 24).

3.3 Detekéni metody Candida spp.

Detekéni metody zahrnuji metody pouzivané k detekei konkrétniho taxonu definovaného
jako cil detekce. V mikrobidlni praxi se Casto pojem detekce zaménuje za identifikaci a naopak.
Taxonomickou identifikaci mikroorganismu nelze povaZzovat za detekéni postup, protoze nebyl

stanoven cil detekce pied analyzou (24, 25).

Diagnosticka mikrobiologie je Siroké oznafeni detek¢nich a identifikacnich postupli
mikroorganisml. Tyto metody se Casto pouzivaji v klinické mikrobiologii, epidemiologii

mikroorganismi, rostlinné patologii a potravinové mikrobiologii.

V mikrobiologickych studiich se casto pouzivaji metody typizace, ato typizace
multilokusovych sekvenci (MLST) nebo jedno-nukleotidové polymorfismy (SNP). Tyto
metody Casto vyzaduji pfedbéznou identifikaci druhu tradi¢nimi metodami zaloZenymi na

kultivaci (24, 25).

Metody zaloZzené na DNA fingerprintingu jsou uZite¢né pro studium rozmanitosti ve
slozitém prostfedi nebo pro sledovani epidemiologickych zdroji. Tyto metody zalozené na
DNA fingerprintingu nejsou vhodné jako detekéni a identifikacni metody. Diagnostické
metody zalozené na PCR se bézn¢ v klinické praxi vyuZzivaji, ale jejich spolehlivost je zavisla
na piipraveé pozitivnich a negativnich kontrol. Stale ¢astéji se pouzivaji metody hybridiza¢niho

profilovani jako detek¢ni techniky (24, 25).
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Hybridizaéni profilovani DNA

V porovnani s metodami zaloZzenymi na technologii PCR jsou techniky hybridizace

vvvvvvvv

Hybridizace mize mit v genetice vice vyznamd. Prvni je proces spojovani dvou
komplementarnich vlaken DNA podle pravidel parovani bazi. Timto procesem funguje
hybridizace specifické sondy s vysetfovanym vlaknem. Druhy proces je proces kiizeni riznych
jedinct. Pro bakteridlni diagnostiku se vice pouziva hybridizace DNA, protoze umoziiuje
soucasnou detekci vysokého poctu DNA signaturnich sekvenci. Metoda hybridizace spociva
v barveni cilové DNA flourochromem a hybridizaci na sklicku (tzv. microarray), které
obsahuje desitky az tisice imobilizovanych sond DNA. Byly navrzeny rizné typy microarray

pro detekci rozsahlé skaly mikroorganismi (24, 25).

Hybridizace podle Southerna

Tato metoda je pojmenovéana po E. M. Southernovi, ktery tuto metodu vynalezl v roce
1975. Jde o velmi citlivou metodu, kterd je schopna zachytit jeden nebo vice tsekit DNA ve
smési DNA sekvenci. Existuje mnoho modifikaci této metody. Jedna z téchto modifikaci, ktera
detekuje misto DNA RNA molekulu, je Northern blot. Dalsi modifikaci je Western blot, ktery

vyuziva vazbu mezi proteinem a specifickou protilatkou (5).

Pti hybridizaci se molekuly DNA rozstépi restrikénimi enzymy. Vzniklé fragmenty jsou
sefazeny v elektrickém poli, nejCastéji v agarézovém gelu, kde jsou fragmenty sefazeny podle
délky. Nejkratsi fragmenty putuji nejrychleji od zaporného polu ke kladnému. Poté se na gel
pfiloZi membrana, kterd nasaje separované fragmenty DNA. Nejcastéji se jako membrana
pouziva nitrocelul6za nebo nylonovd membrana. Nasledné se molekula DNA denaturuje
avytvofi se jednovldknova struktura pomoci alkalického ¢inidla. Nasleduje zakotveni
molekuly DNA do membrany pomoci vyss$i teploty kolem 80 °C nebo zakotveni pomoci
ultrafialového svétla. V dal§im kroku se membrana nechavad inkubovat s jednovlaknovou
sondou, kterd je komplementarni k useku, ktery se snazime analyzovat. Sonda naseda na
komplementarni misto v useku DNA. Sondy jsou znaceny bud radioaktivné, nejcastéji

radioizotopem fosforu nebo neradioaktivnim zna¢enim pomoci digoxigeninu (5).
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Fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)

Princip metody FISH je zaloZen na hybridizaci fluorescencnich sond se specifickymi
oblastmi DNA mikroorganismi a nasledné detekci fluorescencnim mikroskopem nebo
pratokovou cytometrii (FC= flow cytometry). Sondy pouzit¢ ve fluorescencni hybridizaci
in situ mohou byt zalozeny na ptirodnich nukleotidech, ale nové pristupy vyuzivaji analogy
nukleovych kyselin. Jedna se o chemicky pozménéné nukleové kyseliny modifikované na
nukleobaze. Existuji rizné formy modifikovanych nukleovych kyselin, jako je PNA. PNA
obsahuje nenabity fetézec pseudopeptidi. Takto upravené sondy mohou byt vyuzity pfi
diagnostice infek¢nich onemocnéni a detekci mutaci souvisejici se vznikem rezistence. Tyto
sondy oproti tradicnim sonddm maji jedinecné vlastnosti, jako je odolnost vii¢i nukledzam,

vysokym teplotdm a zméndm iontové sily.

Pro detekci rodu Candida ze vzorku krve byla testovana vhodnost sond PNA. Pro
identifikace Candida spp. jsou dostupné komer¢ni testy zalozené na PNA-FISH zamétené na
gen rRNA. Nékteré tyto komercni soupravy prokézaly senzitivitu vétsi nez 92 %. Ribozomalni
RNA jsou konzervované a druhové specifické sekvence, které se pouzivaji pro klasifikaci
organismil. Z divodu cetnosti a druhové specifity byly sekvence rRNA stanoveny jako

optimalni cile pro hybridizaci in situ (14, 24, 25).

Sondy LNA (locked nucleic acids) jsou syntetické molekuly RNA s modifikovanym
rib6zovym kruhem, diky tomuto kruhu se zvySuje afinita ke komplementarnim sekvencim
DNA nebo RNA. Sondy LNA poskytuji vysokou specifitu a citlivost. V klinické praxi nejsou

sondy LNA Siroce pouzivany, ale doslo k slibnému vyvoji pii detekci riznych druhii hub.

Sondy genu 16S rRNA se asto pouZivaji pro svou specifitu a pocet kopii na chromozoém.

Pocet kopii na chromozému zvySuje pocet hybridizovanych oblasti.

FISH je rychla a jednoduché detek¢ni technika a jeji aplikace pro diagnostiku bakterii je

siroce dokumentovana (14, 24, 25).
4. Detekce a identifikace pomoci sekvenovani nové generace

Sekvenovani je geneticky termin pro ¢teni sekvence nukleotidii v molekule DNA. V roce

1977 byly piedstaveny dvé zékladni metody sekvenovani. V genetice tak vznikl vyznamny
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meznik v oblasti genetickych analyz. Jedna zmetod je zalozena na chemickém S$tépeni
vyvinutém A.M. Maxamem a W. Gilbertem. Druha metoda je zalozena na enzymatickém
Stépeni a byla vyvinuta F. Sangerem a jeho kolegy. Chemické §tépeni se jiz nepouziva, zatimco
Sangerova metoda je velmi rozsifena a oblibena. Tato metoda se uplatiiuje v modernich

automatizovanych sekvenacnich technikéch (5).

4.1 Sangerova metoda
Dideoxy sekvenovani DNA je pojmenovani Sangerovy metody. Tato metoda je zalozena
na principu ukonceni syntézy DNA v okamziku, kdy se dideoxynukleotid (ddNTP) zafadi na
misto deoxynukleotidu. Dideoxynukleotid je analog deoxynukleotidu(viz. obrazek 6), na rozdil

od deoxynukleotidu nema dideoxynukleotid hydroxylovou skupinu na 3 pozici uhliku (5).

NH-
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HO—P—0—P—0—P—0 f[lh -
| | | M N

OH O OH ]
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Obrazek 6 Struktura dideoxynukleotidu (vlevo) a deoxynukleotidu (vpravo)

Na obrazku vlevo je chemicky vzorec dideoxynukleotidu (32) ddATP
(dideoxyadenosintrifosfat), kterému chybi OH skupina oproti klasickému deoxynukleotidu

dATP (deoxyadenosintrifosfat), ktery se nachazi vpravo, ten oproti ddATP OH skupinu ma (33).

V momenté, kdy se dideoxynukleotid zafadi na misto syntézy DNA tak neni mozné
zafazeni dalSiho nukleotidu. Na zacatku syntézy DNA se pouziva primer ve Ctyfech
zkumavkach, které obsahuji smés ur€enou k sekvenovani. Zkumavka kromé& sekvenovaci smési
obsahuje jeden ze ctyf dideoxynukleotidii, ktery je fluorescenéné znafen. Konkrétné je-li
vjedné za Ctyf zkumavek pfitomen napiiklad ddATP je syntéza za timto nukleotidem
zablokovana. VSechny vzniklé fragmenty maji stejné 5” konce, ale maji rozdiln¢ dlouhé 3’
konce, které jsou v ptipadé€ pouziti ddATP zakonceny adenosinem. V dalSich zkumavkach jsou
vldkna ukoncena podle pouzitych dideoxynukleotidi, pokud je v druhé zkumavce pouzit
ddGTP tak je vlakno ukoncéeno guaninem, ve tfeti zkumavce je pfitomen ddCTP je 3 "konec
vldkna ukoncen cytosinem a ve ¢tvrté zkumavce je pouzit dideoxynukleotid ddTTP kde je

vlakno ukonceno thyminem. Vzniklé fragmenty ve zkumavkach lze sefadit podle velikosti za
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pouziti gelové elektroforézy a nasledné je mozné odecist sekvenci. V soucasnosti se pouzivaji

automatizované kapilarni elektroforézy (5).

4.2 Sekvenovani nové generace

Nové pokroky a piistupy v technologiich sekvenovani nukleovych kyselin pfinesly nové
poznatky pro vyzkum. V soucasné dob¢ existuje cela fada metod sekvenovani nové generace.
Aplikace NGS (Next Generation Sequencing) se nejdiive uplatnila pro studium lidského
genomu, jako je sekvenovani celého genomu nebo exomu pii vySetfovani rakoviny
a diagnostice Mendelianovych chorob. Ve zdravotnictvi se tyto technologie provadéji jako
bézny postup. Nove vSak dochézi k zatazeni NGS do laboratofti klinické mikrobiologie, protoze
pro svoji vysokou piesnost prevysuji vSechny dosavadni diagnostické postupy. Ackoliv se
vétSina aplikaci NGS soustfedi na bakterie a viry, v poslednich letech se vénuje pozornost
1 kvasinkovym infekcim. Sekvenovani nové generace tedy piinasi diagnostické postupy pro
rostouci hrozbu kvasinkovych infekci. Krom diagnostiky 1ze sekvenovéani nové generace také
pouzit pfi studiu epidemiologického vyskytu, obzvlasté pro studium vzniku ohnisek.
Sekvenovani nové generace muze poskytnout informace o genomu, proto lze tento postup
vyuzit ke stanoveni patogennich vlastnosti, jako je vznik rezistence a virulence. Pfedchozi
studie odhalily, ze NGS je mozné pfedpovédet rezistenci na terapii. Schopnost NGS detekovat
slozité¢ detekovatelné organismy, které by jinak nalezeny nebyly, podporuje mnohem lepsi
porozumeéni a studium lidského mikrobiomu. Detekce organismu za pomoci sekvenovani nové
generace neznamend, ze detekovany organismus je nazivu nebo je dokonce plivodce
onemocnéni. MiiZze dojit k detekovani mikroorganismu, ktery se vyskytuje v organismu jako

komenzal (24).

Studie mikroorganismti pomoci NGS se fidi dvéma strategiemi. Prvni pfistup vyuZziva
toho, Ze fragmenty jsou oddélené¢ namnoZeny reakci PCR av dalSim kroku selektivné
sekvenovany. Tento postup se provadi napiiklad k identifikaci zndmych mutanti se vzniklou
rezistenci na léky. Druhou strategii je sekvenovani celych genomt de novo. Tohoto postupu se
vyuziva pii identifikaci patogenti nezavislych na kultuie nebo pro charakterizaci mikrobialni

populace (24).
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4.2.1 Technologie sekvenovani 454

Technologie 454 je prvni technologie sekvenovani nové generace uvedend na trh. Tato
technologie obchazi pozadavek klonovani vyuzitim vyhod metody amplifikace DNA in vitro
zvané emulzni PCR. V této PCR metod¢ jsou kulicky nesouci DNA zachyceny do kapicek
emulze. Fragmenty se ziskévaji stfthanim DNA a jsou na streptavidinové kulicky ptipojené
pomoci adaptéri. Kapicky plsobi jako jednotlivé reaktory pro proces amplifikace. Kulicky
s templatem se pak prenesou do jamek desticky a souvisejici klonalni templaty se pomoci
pyrosekvencni reakce analyzuji. DestiCka umoziuje paralelni provadéni statisicti reakci. Diky
této destiCce a tomuto postupu se vyrazné zvysila propustnost sekvenovani. Pyrosekvenovani
je sekvenovani, pti kterém se uvolni anorganicky pyrofosfat, ktery se méii chemiluminiscenéni
metodou. Templatova DNA je imobilizovand a do tohoto roztoku jsou po jednom piiddvany
dideoxynukleotidy, k uvolnéni pyrofosfatu dochazi kdykoli, kdy je zaclenén komplementéarni
nukleotid. Vysledek pyrosekvenovani je pyrogram, ze kterého je urCena sekvence templatu.
Intenzita chemiluminiscen¢niho signdlu je imérnd mnozstvi uvolnéného pyrofosfore¢nanu
a tim je umérnd i po¢tu zabudovanych bazi. Tento ptistup je nachylny k chybam, které vznikaji

pfi nespravném odhadu délky tsekd.

Nejmoderngjsi platforma sekvenovaci technologie 454 je nabizena spole¢nosti Roche
Applied Science, je schopna generovat rozsdhlé sekvence o velikosti 80-120 Mb ato
v pomérné vysoké rychlosti, kterd je v priméru 200-330 bp za 4 hodiny. Tato technologie je

prozatim nejrozsitenéjsi (29).

4.2.2 Sekvenovani Illumina

Ptistup Illumina dosahuje amplifikace DNA bez klonovani, ato pfipojenim
jednovlaknovych fragmenti DNA k pevnému povrchu. Pevny povrch je naptiklad pole
s jednou molekulou nebo priitokovou bunikou. V tomto procesu je jeden konec molekuly DNA
pfipojen k pevnému povrchu za pomoci adaptéru. Molekuly se ohybaji a hybridizuji
s komplementarnimi adaptéry a vytvari se mustek, ze které¢ho tim vznika Sablona pro syntézu
komplementarnich fetézcii. Po kroku amplifikace vznika pritokova zatka s vice nez 40 miliony
klastry. Kazdy klastr se sklada z ptiblizné 1000 klonalnich kopii jedné templatové molekuly.
Sablony jsou sekvenovany paralelnim zptisobem pomoci piistupu sekvenovani DNA syntézou,
kde se vyuzivaji reverzibilni termindtory s odstranitelnymi fluorescencnimi skupinami

a specialni DNA polymerazy, které mohou terminatory zaclenit do fetézct. Terminatory jsou

38



oznaceny fluory, které maji odlisné barvy pro rozliSeni bazi. Ptistup Illumina je G¢inné&jsi pii
sekvenovani homopolymernich useki, nez je technologie pyrosekvenovani, ale produkuje
krat$i sekvence. Proto ptistup Illumina nemiize vyiesit detekci opakovani kratkych sekvenci.
V tomto pfistupu byly zaznamenany chyby substituce v disledku pouziti modifikovanych
DNA polymeraz areverzibilnich termindtorti. Nazev sekvenovani Illumina je pfevzat od

stejnojmenné spolecnosti (29).

5. Detekce rodu Candida pomoci sekvenovani nové generace
Jak uz bylo zminéno v kapitole ctyfi, tak sekvenovani je novodoby piistup, ktery
umoznuje zjistit sekvenci studovaného organismu. U rodu Candida se ptistup NGS pouziva pro
zjisténi vzniku rezistence na antifungalni léky. Presnéji se testuje vznik rezistence na
echinokandin a azol u klinickych izolatu Candida spp. V poslednich letech jsou stale Castéji

hlaSeny izolaty Candida spp. se ziskanou rezistenci. Proto je testovani antimykotické citlivosti

vvvvvv

Mechanismy, jenZ se podili na vzniku rezistence Candida spp. na echinokandiny zahrnuji
mutace v genech FKS. Jednd se o takzvané mutace v oblasti horkych mist. VétSina z téchto
mutaci dava zkiizenou rezistenci ke vSem tfem echinokandinim. Echinokandiny
nekompetitivné inhibuji enzym glykosyltransferazu 1,3-B-D-glukan syntazu (FKS). Tento
enzym je odpovédny za biosyntézu oligosacharidu 1,3-B-D-glukanu, ktery je dilezity strukturni
prvek bunécné stény hub. Bodové mutace v horkych mistech mohou zplisobit sniZeni afinity

echinokandint k 1,3-B-D-glukan syntaze.

Cilem farmakologického ufinku azoli je enzym 14-a-demetylaza, tento enzym je
dilezity v biosyntéze ergosterolu. Enzym 14-a-demetyldza je kodovan genem ERG11. Mutace
cile farmakologického ucinku jsou schopné zménit strukturu enzymu a mohou mit za nasledek
snizeni afinity k azoliim. Ziskana rezistence na azoly mize vzniknout n€kolika mechanismy.
Jako je naptiklad zvySeny eflux. Efluxni pumpy ¢asto snizuji intracelularni akumulaci azoli.
Zvyseny eflux je zaloZen na expresi CDR1/CDR2 (Candida drug resistence) a MDR1 (multi
drug resistence). Geny CDR1/CDR?2 jsou transportni geny efluxni pumpy zavislé na ATP.

I pfes generovani zna¢ného mnoZstvi dat ma sekvenovani celého genomu znacné

nevyhody, jako je nizkd troven pokryti a vysoka zatéZ spojena s analyzou dat. Sangerova
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metoda také neni vhodna z diivodu casové narocného provedeni a vysokych nékladt. Vhodné

metody sekvenovani pro rod Candida jsou metody Illumina a Roche 454 (30, 31).
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Zavér
V této bakalarské praci se vénuji detekci a identifikaci rodu Candida pomoci sekvenovani
nové generace. Tato bakalarska prace je zamétena pouze na teoreticky podklad identifikacnich

a detekénich metod.

V prvni kapitole se vénuji zakladnimu popisu kvasinek. V prvni Casti této kapitoly jsem
se zam¢ftila na historii a jejich vyuziti v historii. V dalsi Casti této kapitoly jsem se vénovala
jejich struktute, popisu, obecné charakteristice, rozmnozovani a taxonomickému zatrazeni rodu
Candida. V posledni ¢asti jsem psala o genetické informaci ulozené v Candida spp. V této Casti

jsem popsala strukturu DNA a genetické rozloZeni u Candida albicans.

Ve druhé kapitole se vénuji popisu jednotlivych vlastnosti kvasinek z rodu Candida.
V této Casti poukazuji na dtlezité klinické vlastnosti jednotlivych druhti, mezi které patii jejich
schopnost napadat ¢lovéka. Zamétuji se na faktory virulence, vyskyt v nemocnicich, na to, jak
ohroZzuji pacienta s oslabenou imunitou. V této ¢asti popisuji druhy rodu Candida, mezi né patii

Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis a C. auris.

V ptedposledni kapitole jsem se zamétila na popis identifikacnich a detekénich metod,
které se nejcastéji vyuzivaji v klinické laboratofi. V prvni casti této kapitoly jsem vénovala
pozornost historii a popisu zakladnich identifikacnich metod. Zaméfila jsem se na jejich princip
provedeni a na jejich vyuziti. V dalsi ¢asti jsem se zaméfila na molekularni metody. Velkou
pozornost jsem vénovala metodé PCR a hybridizacni metodé in sifu. V posledni asti této
kapitoly jsem se zame¢fila na metody sekvenovani. Nejdiive jsem pospala metodu podle
Southerna, ktera je klasickou metodou sekvenovani. Poté jsem se vénovala popisu metod

sekvenovani nové generace.
V posledni ¢asti této zaveérecné prace jsem popisovala sekvenovani nové generace u rodu

Candida. Vénovala jsem se popisu, proc se tato metoda provadi a jaké metody jsou vhodné pro

detekci.

41



Seznam informacnich zdroja

1.

10.

SIPICKY, MATEJ A JULIUS SUBIK. Genetika kvasiniek: Vysokoskolskd ucebnica
pre posl. biologie,... Bratislava: Veda, 1992. ISBN 80-224-0396-2.

JEDLICKOVA,  ANNA, JAROMIR  MASATA A MAGDALENA
SKOREPOVA. Lokdlni mykézy: privvodce osetiujiciho lékare. Praha: Maxdorf,
c2008. Jessenius. ISBN 978-80-7345-150-9.

Systéemové mykozy: pruvodce osetiujiciho lékare. Praha: Maxdorf, c2006.
Farmakoterapie pro praxi. ISBN 80-734-5000-X.
KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, ANNA. Taxonémia kvasiniek a kvasinkovitych
mikroorganizmov. Bratislava: Alfa, 1990. Edicia potravinarske;j literatary. ISBN 80-
050-0644-6.

PASSARGE, EBERHARGJ. Barevny atlas genetiky. Praha: Grada Publishing, 2019.
ISBN 978-80-247-3099-8.

Doctorfungus.org: Candida species [online]. [cit. 2021-03-20]. Dostupné z:
https://drfungus.org/knowledge-base/candida-species/.

SILVA, SONIA, MELYSSA NEGRI, MARIANA HENRIQUES, et al. Candida
glabrata, Candida parapsilosis and Candida tropicalis: biology, epidemiology,
pathogenicity and antifungal resistance. FEMS Microbiology Reviews [online]. 2012,
36(2), 288-305 [cit. 2021-7-18]. ISSN 1574-6976. Dostupné z: doi:10.1111/j.1574-
6976.2011.00278.x.

PRISTOV, K.E., M.A. GHANNOUM, ANTONIO MARTINS, et al. Resistance of
Candida to azoles and echinocandins worldwide: quantification, structure and matrix
composition. Clinical Microbiology and Infection [online]. 2019, 25(7), 792-798 [cit.
2021-7-18]. ISSN 1198743X. Dostupné z: doi:10.1016/j.cmi.2019.03.028.

SILVA, SONIA, MARIANA HENRIQUES, ANTONIO MARTINS, et al. Biofilms
of non- Candida albicans Candida species: quantification, structure and matrix
composition. Medical Mycology [online]. 2009, 47(7), 681-689 [cit. 2021-7-18].
ISSN 1369-3786. Dostupné z: doi:10.3109/13693780802549594.

ODDS, FRANK C, ALISTAIR JP BROWN a NEIL AR GOW. Candida albicans
genome sequence: a platform for genomics in the absence of genetics. Genome
Biology [online]. 5(7) [cit. 2021-6-21]. ISSN 14656906. Dostupné z: doi:10.1186/gb-
2004-5-7-230.

42



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

MACCALLUM, DONNA M., LUIS CASTILLO, KERSTIN NATHER, CAROL A.
MUNRO, ALISTAIR J. P. BROWN, NEIL A. R. GOW a FRANK C. ODDS.
Property Differences among the Four Major Candida albicans Strain Clades.
Eukaryotic Cell [online]. 2009, 8(3), 373-387 [cit. 2021-6-21]. ISSN 1535-9778.
Dostupné z: doi:10.1128/EC.00387-08.

ARASTEHFAR, A, T BOEKHOUT, G BUTLER, et al. Recent trends in molecular
diagnostics of yeast infections: from PCR to NGS. FEMS Microbiology Reviews
[online]. 2019, 43(5), 517-547 [cit. 2021-7-18]. ISSN 1574-6976. Dostupné z:
doi:10.1093/femsre/fuz015.

ALBUQUERQUE, PEDRO, MARTA V. MENDES, CATRINA L. SANTOS, et al.
DNA signature-based approaches for bacterial detection and identification. Science
of The Total Environment [online]. 2009, 407(12), 3641-3651 [cit. 2021-7-18]. ISSN
00489697. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2008.10.054.

NEPPELENBROEK, KH, RS SEO, VM URBAN, S SILVA, LN DOVIGO, JH
JORGE aNH CAMPANHA. Identification of Candida species in the clinical
laboratory: areview of conventional, commercial, and molecular techniques. Oral
Diseases [online]. 2014, 20(4), 329-344 [cit. 2021-6-27]. ISSN 1354-523X.
Dostupné z: doi:10.1111/0di.12123.

BERNAL, SAMUEL, ESTRELLAE MARTIN MAZUELOS, MONICA CHAVEZ,
JULIAN CORONILLA, ANASTASIO VALVERDE, JH JORGE aNH
CAMPANHA. Evaluation of the new API Candida system for identification of the
most clinically important yeast species: a review of conventional, commercial, and
molecular techniques. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease [online].
1998, 32(3), 217-221 [cit. 2021-6-27]. ISSN 07328893. Dostupné z:
doi:10.1016/S0732-8893(98)00119-9.

Genetika: SNUSTAD, D. PETER, MICHAEL J. SIMMONS, JIRINA RELICHOVA,
JIRI DOSKAR, JIRI FAJKUS, PETR HORIN, ALES KNOLL, PETR KUGLIK,
JAN SMARDA, JANA SMARDOVA, RENATA VESELSKA a BORIS VYSKOT.
Brno: Masarykova univerzita, 2009. ISBN 978-80-210-4852-2.

KH NEPPELENBROEK, RS SEOS, VM URBAN, S SILVA, LN DOVIGO, JH
JORGE, NH CAMPANHA. Identification of Candida species in the clinical
laboratory: a review of conventional, commercial, and molecular techniques. Oral
diseases [online]. 2013, (volume 20, 4), 329-344 [cit. 2021-7-1]. Dostupné z:
doi:10.1111/0di.1212.

43



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

LAU, ANNA, TANIA C. SORRELL, SHARON CHEN, KEITH STANLEY,
JONATHAN IREDELL A CATRIONA HALLIDAY. Multiplex Tandem PCR:
a Novel Platform for Rapid Detection and Identification of Fungal Pathogens from
Blood Culture Specimens. Journal of Clinical Microbiology [online]. 2008, 46(9),
3021-3027 [cit. 2021-7-2]. ISSN 0095-1137. Dostupné z: doi:10.1128/JCM.00689-
08.

CARVALHO, A., S. COSTA-DE-OLIVEIRA, M. L. MARTINS, C. PINA-VAZ, A.
G. RODRIGUES, P. LUDOVICO a F. RODRIGUES. Multiplex PCR identification
of eight clinically relevant Candida species: a Novel Platform for Rapid Detection
and Identification of Fungal Pathogens from Blood Culture Specimens. Medical
Mycology [online]. 2007, 45(7), 619-627 [cit. 2021-7-2]. ISSN 1369-3786. Dostupné
z: d0i:10.1080/13693780701501787.

Lab Guide: Privodce Ilaboratofi [online]. [cit. 2021-7-5]. Dostupné z:
https://labguide.cz/metody/pcr/.

TAIRA, CLEISON LEDESMA, THELMA SUELY OKAY, ARTUR FIGUEIREDO
DELGADO, MARIA ESTHER JURFEST RIVERO CECCON, MARGARETE
TERESA GOTTARDO DE ALMEIDA A GILDA MARIA BARBARO DEL
NEGRO. A multiplex nested PCR for the detection and identification of Candida
species in blood samples of critically ill paediatric patients. BMC Infectious Diseases
[online]. 2014, 14(1) [cit. 2021-7-5]. ISSN 1471-2334. Dostupné z:
doi:10.1186/1471-2334-14-406.

ZHANG, JING, GUO-CHIUAN HUNG, KENJIRO NAGAMINE, BINGIJIE LI,
SHIEN TSAI A SHYH-CHING LO. Development of Candida-Specific Real-Time
PCR Assays for the Detection and Identification of Eight Medically Important
Candida Species. Microbiology Insights [online]. 2016, 9(1) [cit. 2021-7-5]. ISSN
1178-6361. Dostupné z: doi:10.4137/MBI.S38517.

BLAALID, R., S. KUMAR, R. H. NILSSON, et al. ITS 1 versus ITS 2 as DNA
metabarcodes for fungi. Molecular Ecology Resources [online]. 2013, 13(2), 218-224
[cit. 2021-7-18]. ISSN 1755-098X. Dostupné z: doi:10.1111/1755-0998.12065
ARASTEHFAR, A, T BOEKHOUT, G BUTLER, et al. Recent trends in molecular
diagnostics of yeast infections: from PCR to NGS. FEMS Microbiology Reviews
[online]. 2019, 43(5), 517-547 [cit. 2021-7-7]. ISSN 1574-6976. Dostupné z:
doi:10.1093/femsre/fuz015.

44



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34.

ALBUQUERQUE, PEDRO, MARTA V. MENDES, CATARINA L. SANTOS, et al.
DNA signature-based approaches for bacterial detection and identification. Science
of The Total Environment [online]. 2009, 407(12), 3641-3651 [cit. 2021-7-18]. ISSN
00489697. Dostupné z: doi:10.1016/j.scitotenv.2008.10.054.

DNA [online]. [cit. 2021-7-11]. Dostupné Z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Double stranded DNA with_coloured bases.
png.

Biochemie: Nukleové kyseliny. Moje chemie [online]. [cit. 2021-7-11]. Dostupné z:
https://www.mojechemie.cz/Biochemie:Nukleov%C3%A9 kyseliny.

Transkripce a translace [online]. [cit. 2021-7-11]. Dostupné z: https://bmedic-
online.cz/lekce/transkripce/.

LIU, LIN, YINHU LI, SILIANG LI, et al. Comparison of Next-Generation
Sequencing Systems. Journal of Biomedicine and Biotechnology [online]. 2012,
2012, 1-11 [cit. 2021-7-17]. ISSN 1110-7243. Dostupné z: doi:10.1155/2012/251364.
GARNAUD, CECILE, FRANCOISE BOTTEREL, NATACHA SERTOUR, et al.
Next-generation sequencing offers new insights into the resistance of Candida spp.
to echinocandins and azoles. Journal of Antimicrobial Chemotherapy [online]. 2015,
70(9), 2556-2565 [cit. 2021-7-18]. ISSN  0305-7453. Dostupné z:
doi:10.1093/jac/dkv139.

SPETTEL, @ KATHRIN, @ WOLFGANG BAROUSCH, ATHANASIOS
MAKRISTATHIS, et al. Analysis of antifungal resistance genes in Candida albicans
and Candida glabrata using next generation sequencing. PLOS ONE [online]. 2019,
14(1), 2556-2565 [cit. 2021-7-18]. ISSN  1932-6203. Dostupné¢ z:
doi:10.1371/journal.pone.0210397.

. Dideoxynucleotide. Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):

Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2021-7-18]. Dostupné Z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Dideoxynucleotide.

Deoxyadenosin. Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2021-7-18]. Dostupné Z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Deoxyadenosi.

Kvasinka rozmnozovani. Mikrobiologie [online]. 2021 [cit. 2021-7-19]. Dostupné z:

https://mikrobiologie.estranky.cz/clanky/kvasinky/rozmnozovani.html.

45



