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ANOTACE

Tato bakalarskd prace se zabyvéa problematikou plisni. Zvlastni pozornost je vénovéana
klasickym metoddm prikazu a molekularné biologickym metodam identifikace, které hraji v

soucasnosti stale vétsi roli.
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TITLE

Molecular Identification of Fungi

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with problematic of fungi. Subject of greater focus is classic method
of demonstration and molecular biological method of identification, which play more

significant role in nowdays.
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SEZNAM ZKRATEK

AGS — amperometrické senzory plyni

bp — pary bazi

cDNA — komplementarni deoxyribonukleova kyselina
Cl — chemicka ionizace

CISH — chromogenni hybridizace in situ

CP — vodivé polymery

DAPI — 4,6- diamidino-2-fenylidol dihydrochlorid
DDH — pfima hybridizace deoxyribonukleové kyseliny
DHB - 2,5 — dihydroxybenzoova kyselina

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP - 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty

DP — desorpce plazmou

dsDNA — dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
ESI — MS — elektrosprejova ionizacni hmotnostni spektrometrie
FISH — fluorescen¢ni hybridizace in situ

FRET — fluorescen¢ni rezonan¢ni pienos energie
CHCA — a-kyano — 4 — hydroxycinnamova kyselina
ISH — hybridizace in situ

ITS1 — interni transkribovany spacer pro oblast jedna
ITS2 — interni transkribovany spacer pro oblast dva
KOH — hydroxid draselny

LD — laserova desorpce

MALDI — ionizace laserovou desorpci za pomoci matrice

MALDI TOF MS — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G€asti matrice

S priletovym analyzatorem
MgCl2— chlorid hotecnaty

NGS — metody nové generace



NK —nukleové kyseliny

PAS — kyselina jodista

PCR — polymeréazova fetézcova reakce

PDA — bramborovy glukdzovy agar

PNA — peptidova nukleova kyselina

QMB — polovodice kovl a oxidu kifemiku

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézcova reakce
RAPD — nahodna amplifikace polymorfni deoxyribonukleové kyseliny
RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt
RLU — relativni svételné jednotky

RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

S — Svedberg

SA —kyselina sinapova

SAW - povrchova akusticka vina

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

SGA — Sabouraudtv glukézovy agar

T2MR — test T2 pro magnetickou rezonanci

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

VOC — té€kava organicka latka



Uvod

Plisné jsou nedilnou soucasti lidského Zivota. MiZzeme Se s nimi setkat na kazdém kroku.
Kladny ptinos Ize sledovat naptiklad pii vyrobé potravin nebo antibiotik. Naopak nebezpeci
piinasi plisn¢ zpusobujici onemocnéni nebo kazeni potravin. V poslednich letech se zvysil
pocet infek¢nich onemocnéni u lidi, které zptisobuji praveé plisn€. Pro identifikaci plisni se
dlouho pouzivaly klasické metody. V poslednich letech se zacaly vice pouzivat molekularné
biologické metody. Do klasickych metod mizeme zahrnout napiiklad rizné druhy mikroskopii
(SEM, TEM), histologické metody, kultiva¢ni metody a elektronické nosy.

Molekularné biologické metody jsou zalozeny na detekcei urcitych specifickych ¢asti DNA. Do
téchto metod patii sekvence DNA pomoci PCR a dalsich typi PCR, hybridizace nukleovych
kyselin, sekvenovani DNA a metoda MALDI TOF MS.

V bakalaiské praci se budu snazit ptiblizit obecnou problematiku plisni a jednotlivé metody

jejich identifikace.
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1 Charakteristika plisni

Plisné¢ jsou mikroskopické eukaryotické mikroorganismy, které rostou vytvafenim
jednoduchych hyf (Riquelme et al., 2018). Radi se do samostatné ¥ige hub (Fungi), mizeme k
nim piifadit kvasinky a kvasinkovit¢é mikroorganismy, které tvoii skupinu tzv.
mikroskopickych hub (mikromycet). EXistuje pfiblizné¢ 100 000 druhti hub a nékteré z nich
mohou vyvolavat mykozy, ptikladem muze byt Tinea Pedis (Blackwell, 2011; Bartnicki —
Garcia, 2016).

Plisn¢ maji nejruznéj$i vyznam, mohou se pouzivat v potravinaistvi, ekologii nebo v
biotechnologii. Mohou ale byt i zdravi §kodlivé, zptisobuji riizna onemocnéni, ktera mohou vést

az ke smrti (Frey-Klett et al., 2011).

(__ MIKROSPORIDIE )
KICKXELLALES
DIMARGARITALES KICKXELLOMYCOTINA
HARPELOTVARE
ASELLARIALES
€———700PAGOTVARE ZOOPAGOMYCOTINA
& ENTOMOPHTHORALES ENTOMOPHTHOROMYCOTINA
- _ _ «pi BLASTOCLADIOMYCOTA
\ BLASTOKLADIOTVARE BLASTOCLADIOMYCETES
[ [PUSNOTVARE MUCOROMYCOTINA )
ENDOGONOTVARE
k —— MORTIERELLALES

NEOCALLIMASTIGOMYCOTA
NEOCALLIMASTIGALES
NEOCALLIMASTIGOMYCETES

/- MONOBLEPHARIDALES MONOBLEPHARIDOMYCETES
| || /T— CHYTRIDIOTVARE
f SPIZELLOMYCETOTVARE Sgynlmmigchi I_Ei (;ETY
\K— RHIZOPHYDIALES TRIDION Y,
/" —ARCHAEOSPORALES >
| DIVERSISPORALES GLOMEROMYCOTA
—GLONMERALES GLOMEROMYCETES
\_ ——PARAGLOMERALES J
- , ' n
STOPKOVYTRUSNE HOUBY
DIKARYA
| < VRECKOVYTRUSNE HOUBY
A y

Tradi¢ni
Chytridiomycety

Obrazek 1 Fylogenni klasifikace plisni (prevzato a upraveno dle Jones, 2017)
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1.1 Morfologie plisni

Vegetativni jednotka rustu vlaknitych hub se nazyva hyfa, je to valcova buika s
charakteristickym hrotem (Riquelme et al., 2018). Mezi hyfy se mohou fadit septované hyfy a
hyfy coenocytické. Septované hyfy jsou vicejaderné a maji mnohobunééna vlakna s neuplnymi
bo¢nimi sténami. Diky tomu, jsou tyto hyfy roz¢lenény pomoci pichradek, Ize je oznacit jako
mnohobuné¢né. Druhy typ hyf, ktery zadné piehradky neobsahuje, nazyvame coenocytické
hyfy. Jedna se tak o jednu jedinou buiiku s mnoha jadry (Spatafora et al., 2016; Chagnon, 2014;
Shahi et al., 2015).

Mycelia vlaknitych hub se skladaji ze vzajemné propojenych hyf, které rostou v jejich vrcholu
a rozvétvuji se. U mycelia se rozliSuje vzdu$né mycelium a substratové mycelium. U prvniho
typu mycelia dochazi na specializovanych hyfach k tvorbé rozmnozovacich utvart zvanych
spory, ty slouzi k rozmnozovani plisni. Substratové mycelium slouzi k vyzive plisni (Tegelaar

a Wosten, 2017; Canale et al., 2017).

Bunécna sténa Bunééna
Jadra - sténa
LNl ) \‘\ Por guom—t
s ..‘Septum - ——Jadra
(a)Septované hyfy () Coenocytické hyfy

Obrazek 2 Typy plisnovych hyf (prevzato a upraveno dle Pardakova, 2014)
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1.1.1 SloZeni bunécné stény plisni

Bunéc¢na sténa je nerozpustny trojrozmérny Utvar, ktery se sklada z 90 % polysacharidu. Mezi
polysacharidy, které ji tvofi, fadime napiiklad chitin, glukany a mannany. Bunééna sténa
funguje jako exoskelet, stale se méni vlivem modifikace kultivacnich podminek. Pak se hojné
vyskytuji bilkoviny a lipidy. Kvuli své biologické, biochemické uloze a strukturalni organizaci

je slozeni bunééné stény dulezité pro vyvoj novych antimykotik (Latgé, 2007).

Manno-
proteiny

Obrazek 3 Stavba bunécné steény (prevzato a upraveno dle Brown, 2015)
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1.1.2 RozmnoZovani plisni

Plisn¢ se rozmnozuji pomoci produkovanych spor. Jednd se o nepohlavni, nebo pohlavni
zpusob rozmnozovani. K nepohlavnimu rozmnozovani pomoci Spor zahrnujeme
sporangiospory a konidie. U pohlavniho rozmnozovani pomoci spor rozlisujeme basidiospory,
askospory a zygospory. Plisné produkuji urcité typy asexualnich spor, jako jsou makrokonidia,
mikrokonidia a chlamydospory (Snyder et al., 2019; Jung et al., 2014).

g
o0 A9
S

Spory

Mitoza
Kli¢eni bunék Nepohlavni

rozmnozovani

%)
N\ , Kli¢eni bun&k
Plazmogamie

Pohlavni
@ rozmnozovani @OSO ;
QYQ Spory

Heterokarvotické
stadium
Karyogamie — Redukéni déleni bunék

Zygota

Obrazek 4 Schéma rozmnozZovani plisni (prevzato a upraveno dle Characteristics of fungi, 2020)



1.2 Podminky pro Zivot a riist plisni

Plisn¢ potiebuji pro svoji existenci vhodné podminky, mezi né patii napiiklad teplota a pH.
Vétsina plisni je aerobnich, tedy mohou se rozmnozovat a rist pouze v piitomnosti kysliku.
Dale potiebuji k Zivotu vlhkost, teplotu okolo 18-28 °C. Zde se mohou vyskytovat i druhy, které
maji razné teplotni rozmezi, napiiklad to jsou termotolerantni druhy, které maji optimum 20
°C, ale dokazou rast i pii 50 °C (lvarsson et al., 2016; Maheswari et al., 2000).

Plisn¢ rostou v §irokém rozmezi pH. Optimalni pH se pohybuje v rozmezi 5-7 (Rousk et al.,
2009). V piirodé mizeme nalézt druhy plisni, které rostou napiiklad na stavebnich kamenech,

skle a dalSich inertnich materialech (Kazemian et al., 2019).
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2 Klasické metody pri identifikaci plisni

U laboratorniho vysetieni plisni je primarni kvalitni odbér a zpracovani vzorku. Proto je zdsadni
odebirat vzorek ptimo z ur¢ené¢ho mista infekce, v uréeném mnozstvi a predchézet kontaminaci
vzorku. U povrchovych mykoz se k mykologickému vysetieni posilaji kozni Supiny, vlasy a
nehty. U ostatnich (organovych ¢i invazivnich) myko6z se odebiraji vzorky pii biopsii, nebo
télesné tekutiny, naptiklad krev, moc, likvor, sputum, punktat a hnis (Baron et al., 2013; Veasey
etal., 2017).

2.1 Mikroskopicka metoda

Ptima mikroskopie byla zakladem pro diagnostiku mykologickych infekci po mnoho let a stale
je to jedna ze zékladnich technik, kterd se hojné vyuzZiva k identifikaci plisni. VyuZziva se
porovnani s atlasem. Mikroskopie je nespolehliva a nepouziva se jako primarni detekce, protoze

je Casto faleSné negativni (citlivost <75 %) (Kozel a Wickes, 2014; Buchta et al., 2010).

2.1.1 Nativni preparat

Jedna se o nejcastéji pouzivanou metodu pro identifikaci plisni. Pouziva se hydroxid draselny
(KOHR), ktery pomaha pfi vizualizaci polyfyziologickych jader, aniz by ovliviioval chitindzni
stény hub. Kone¢na identifikace vyZaduje vySkoleny a zkuSeny personal. Tato technika se
napiiklad pouziva k vySetfeni vzorku kuize a vaginalniho sekretu (Buchta et al., 2010; Balajee
etal., 2007).

Obrdazek 5 Mikroskopické zobrazeni nativniho preparatu rodu Fussarium spp. (prevzato a
upraveno dle Vitackova, 2018)
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2.1.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Tato metoda je zalozena na identifikaci houbovych druhu, kterd se provadi na zakladé
morfologickych charakteristik jimi produkovanych spor. Principem je, ze svazek elektront je
fokusovan na vzorek, pak dochazi k tvorbé signaltl, diky interakci elektronti na povrchu vzorku.
Kvili tomu se dany vzorek skenuje postupné, dokud neni obraz zcela kompletni (Babu et al.,
2018).

Pii piipravé vzorku dochazi k fixaci, pak nasleduje dehydratace a suSeni vzorku. Ten se
potahuje vodi¢em, jako je zlato nebo uhlik, kde dochazi ke zpracovani obrazu, pfi vysokém
vakuu. Tato metoda méa nékolik vyhod naptiklad zahrnuje dvourozmérny aspekt obrazu s
vysokou hloubkou ostrosti, rychlé zpracovani a ziskavani obrazu (Costa-Orlandi et al., 2017;
Postek et al., 2016).

Obrdzek 6 SEM konidii rodu Aspergillus fumigatus (prevzato a upraveno dle Gregory, 2020)
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2.1.3 Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Tento typ mikroskopie se vyuziva v bunétné biologii, a to pfi identifikaci plisni a jejich
morfologickych struktur. Princip je takovy, Ze se vyuziva zrychleného elektronového paprsku,
ktery prochazi skupinou magnetickych ¢ocek (kondenzatory a objektivy), nasledné¢ dochazi k
interakci mezi paprskem a vzorkem, a vznikne obraz. Ten je sniman napiiklad filmem nebo
digitalnim fotoaparatem. Ptiprava vzorku je podobna jako u SEM, kromé pokovovani vzorku.
Misto toho se vzorek vklada do pryskyftice, kde se pozoruje cely v ultratenkém fezu (Attias et
al., 2015; Winey et al., 2014).

Obrazek 7T TEM plisiiovych hyf uvniti- Aspergillomu (prevzato a upraveno dle Beauvais, 2020)
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2.1.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Ke zvysSeni citlivosti nativni mikroskopie se pouzivaji fluorescen¢ni barviva, prikladem mtize
byt Calcofluor, Blankophor, Rylux BSU. Témi se obarvuji struktury bunécné stény hub
(Goenka et al., 2019).

Po obarveni pak miizeme pozorovat obarvené ¢asti fluorescencnim mikroskopem dvéma
zpusoby. Prvni moZnosti je tyto ¢asti pozorovat pii vinové délce 430 nm, kdy barevné sviti. Pii
uziti druhé moznosti se pouziva kratSich vinovych délek v oblasti UV zafeni, kdy latka
absorbuje ultrafialové paprsky a emituje vinové délky viditelného spektra, které poté sledujeme
pii vinové délce 370 nm. Pfi absorpci energie se atomy vybudi na vyssi energetickou hladinu a
maji tendenci tuto energii vyzafit a vratit se zpét do svého zakladniho stavu (Goenka et al.,
2019; Schaffrinski, 1999).

Pouzivaji se rizné komerc¢ni fluorospektrometry (SPEX SkinSkan, Edison), které se skladaji ze
svételného zdroje (Xenon arc lampa), monochromatori a rozdvojenych optickych sond

(Goenka et al., 2019).

2.1.5 Barevné preparaty
Dale se mohou pouzivat i techniky barveni, naptiklad Gram-Weigertovo barveni, které slouzi
k diagnostice cyst Pneumocystis jiroveci a Giemsovo barveni, které je také urCeno pro

mikroskopickou diagnostiku Pneumocystis jiroveci (Gigliotti et al., 2014).
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2.2 Histologicka metoda

K identifikaci plisni existuji riizné impregnacni a barvici metody, mezi n¢ fadime impregnaci
podle Grotta a PAS reakci, H&E barveni.

2.2.1 Barveni pomoci Hematoxylinu a Eosinu (H&E)

Toto barveni se pouzivd bézné v patologii pro prikaz plisiovych infekci, které poméaha
identifikovat zanétlivou reakci hostitele. VSechny houby vykazuji rizovou cytoplazmu, maji

modra jadra a jsou bez zbarveni bunééné stény (Guarner a Brandt, 2011).

2.2.2 Impregnace podle Grotta

Impregnacni metody vyuzivaji latky, které najdeme ve struktufe zkoumaného materidlu a jsou
schopny redukovat kovy (Osmium, Stiibro, Zlato) z nestabilnich roztokd jejich soli.
Impregnace se pouziva k identifikaci plisni, napiiklad Aspergillus fumigatus a Blastomyces
dermafifidis.

Principem této metody je, Ze dochazi k oxidaci polysacharidi v bunééné sténé na aldehydy.
Kde aldehydové skupiny piimo redukuji ionty stiibra z roztoku dusi¢nanu stiibrného na

viditelné kovové stiibro. Vysledkem barveni jsou &erné houby a svétle zelené pozadi (Cizkova,
2018).

!i\ 'l
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Obrazek 8 Impregnace dle Grotta septdlnich plisnovych hyf rodu Aspergillus (prevzato a
upraveno dle Yunyoung, 2015)
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2.2.3 PAS reakce (Periodic Acid Schiff)

Periodicka kyselina Schiff detekuje glykogen v tkanich, plisnové stény obsahuji velké mnoZzstvi
glykogenu, a proto mize byt PAS pouzit pro screening plisniovych organismi (Guarner a
Brandt, 2011).

Principem této metody je, Ze dochazi k oxidaci polysacharidi na aldehydy kyselinou jodistou.

Kde aldehydy nasledné reaguji se Shiffovym reagens za vzniku rizového zbarveni (McGavin,
2014).

Obrazek 9 PAS barveni septalnich hyf plisné Schizophyllum Commune (prevzato a upraveno
dle Premamalini, 2011)
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2.3 Kaultiva¢ni metody

Zakladni kultivaéni vySetfeni je vétSinou znacné jednoduchou =zalezitosti, protoze
mikroskopické houby jsou nendro¢né organismy a jsou schopny rustu prakticky na vsech
béznych kultivacnich médiich. EXxistuje mnoho obecnych typu kultivaénich médii, a to
naptiklad ptfirodni a syntetické. Piirodni média jsou slozena z piirodnich substratii, jako
napiiklad kukufi¢nd moucka atd. Do ptirodniho média se mtize fadit bramborovy dextrézovy
agar. Na druhé strané syntetickd média obsahuji slozky zndmého slozeni. Tyto typy médii Ize
pokazdé¢ s presnosti duplikovat. Obsahuji definovand mnozstvi zdroji uhlohydratd, dusiku a
vitamini. Do této kategorie spada Czapek-Doxtv agar. Nejvice pouzivanym médiem je
Sabouraudiv glukozovy agar (SGA). Média obsahujici vysoky zdroj uhlohydrati a zdroj
dusiku, jsou pozadovana pro rist plisni pfi pH v rozmezi 5 az 6 a teplotnim rozmezi od 15 do
37 °C. Samotny rist miZe trvat aZ nékolik tydnt, ale kultury se mohou objevit jiz po n¢kolika
dnech (Basu et al., 2015).

Sabouraudiiv glukézovy agar (SGA) obsahuje agar, bakteriologicky pepton a obohacuje se
antibakterialnimi latkami, naptiklad aneurinem, chloramfenikolem nebo cykloheximidem. Tyto
slozky slouzi k potlaceni ristu bakterii. Optimalni kultivaéni teplota je 28-30 °C (Scognamiglio
etal., 2010; Hong et al., 2017).

Obrazek 10 Trichophyton terrestre na SGA (prevzato a upraveno dle Aryal, 2019)
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Dalsi pouzivané médium pro kultivaci plisni je Bramborovy dextrozovy agar (PDA) jde o
specifické médium, které se piipravuje z extraktu macerovanych brambor nalozenych do

destilované vody. Tekutina se poté sterilizuje a piidava se k ni glukosa, agar, dusik a fosfor (Liu
et al., 2002; Griffith et al., 2007).

Obrazek 11 Aspergillus flavus na PDA (prevzato a upraveno dle Hamzia, 2018)
Dalsi pouzivané médium pro kultivaci plisni je Czapek-Dox médium je slozeno z glukosy,
siranu hofe¢natého a zeleznatého, chloridu draselného a dusi¢nanu sodného. Existuji razné

modifikace, kdy se misto glukosy voli rizné mnozstvi sacharézy (Mellon et al., 2013; Chinedu
et al., 2010).

Obrazek 12 Aspergillus fumigatus na Czapek-Dox médiu (prevzato a upraveno dle Tortosa,
2015)
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2.4 Dalsi metody pri identifikaci plisni

Existuji 1 dal$i metody pro identifikaci plisni, a to naptiklad sérologické nebo analyticko-
instrumentalni metody (Yeo a Wong, 2002). Nejcastéji pouzivana metoda je metoda vyuziti

Elektronickych nost.

2.4.1 Elektronické nosy

Tato metoda se fadi mezi analyticko-instrumentélni techniky. V poslednich letech doslo k
velkému pokroku v této metodé. Tato metoda byla diive urena k napodobovani sav¢iho
¢ichového systému v pristrojich, které slouzili k identifikaci a klasifikaci aromatickych smési.
V dnesni dob¢ se tato senzorova metoda (elektronicky nos) vyuziva k identifikaci, detekci a k
rozliSovani nékolika typl a zdroji chemickych latek. Dale slouzi k ur€eni smési sloucenin, které
jsou soucasti t€kavych organickych latek v ovzdusi, véetné samostatné t¢kavych organickych
latek (VOC) (Wilson a Baietto, 2011, Bratolli et al., 2011).

Dnes tato metoda zahrnuje tadu elektronickych chemickych senzorii s urcitou specifi¢nosti a
spravnym systémem pro rozpoznavani pachl. Principem je, Ze u pfitomného zapachu dochazi
k fyzikédlni zmén¢ senzord, kterd je rozpoznévana nosi¢i a nasledné prevedena na elektricky
signal. Délka signalu je zavisla na urcitych parametrech. Napiiklad na druhu a koncentraci
sloucenin, které vytvareji urcity senzoricky vjem. Dale na typu senzoru apod. Elektronické nosy
maji hned nékolik vyhod, a témi jsou rychlost provedeni, nizké cena a snadné pouzitelnost (Hu
etal., 2019, Farraia et al., 2019).

Dulezitou roli zde hraje spravny vybér senzori. V biomedicin€é se nejvice pouzivaji
amperometrické senzory plynt (AGS), vodivych polymeri (CP), polovodict kovt a oxidd
kfemiku (QMB) a povrchovych akustickych vin (SAW). Déle to mtze byt vybér senzorického
pole. Napiiklad senzorova pole, ktera jsou tvotena CP, SAW, QMB a optickymi senzory, jsou
dobrou volbou vybé&ru, protoze maji Sirokou Skalu detekce pro VOC a vysokou piesnost a
citlivost. Tato metoda se vyuziva pii identifikaci rodu plisni Fusarium, Aspergillus, Fonsecaea
pedrosoi a Coccidioides (Wilson a Baietto, 2011, Gongora et al., 2018, Suchorab et al., 2019).
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3 Molekularné biologické metody

Ve 21. stoleti doslo k vyznamnym pokrokim v metodach a postupech pouzivanych k
identifikaci plisni v mikrobiologické laboratofi. Pro rostouci pocet izolati, které jsou atypické,
se v mnoha klinickych laboratofich stale vice pouzivaji identifikacni metody zaloZené na
detekci specifickych useki DNA. Lze nalézt velké rozdily ve slozitosti testu, cilech a

detekénich metodach (Balajee et al., 2007).
3.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Jedna se o metodu, piiniz dochazi ke zmnozeni (amplifikace) DNA. Amplifikovany isek DNA
je lemovéan sekvenci, ktera je komplementarni k primertim (oligonukleotidy). Primery jsou ¢asti
DNA, ktera je slozena z 15-30 nukleotidi, prostfednictvim své komplementarity se navazuji na
konce dané¢ho useku. Syntéza DNA zacina probihat od navazujicich primerd, a provadi ji
termostabilni DNA polymerdza (Lorenz, 2012). Pro pfipravu reakce jsou nezbytné tyto
komplementy, jako je templatova DNA, primery, dNTP smés, reakéni pufr, Taq polymeraza,
chlorid hofec¢naty (MgClz) a voda. Vyznamnou roli hraje teplota, protoze jeji pfesna hodnota je
dalezita pti denaturaci, nasedani primerd a pti syntéze DNA. Reakce se vétsinou provadi ve 30
cyklech. Kazdy cyklus obsahuje tivodni denaturaci, denaturaci, nasedani primert, extensi a
zavérecnou extenci (Lorenz, 2012; Maheaswari et al., 2016).

Pii uziti PCR pro identifikaci plisni je velkym plusem vysoka rozliSovaci schopnost metody.
Vhodnéjsi je uziti PCR pfi potvrzovani druhu nebo rodu. Méné vhodné je hledat nezndmy druh
plisné a sekvenovat celou DNA. Napftiklad u klinickych vzorki (krev), které obsahuji malé
mnozstvi plisnovych bunék. Ty se vSechny musi lyzovat, aby doSlo k zisku co nejvétsiho
mnozstvi DNA. Dale se pouZivaji purifikacni techniky, které po extrakci DNA odstrani jiné
molekuly nez plisniové DNA, které by rusily reakci PCR (pf. hemoglobin inhibuje Taqg DNA
polymerazu). Dalsim z dtlezitych faktorti je kontaminace fungalni DNA, ktera eliminuje Siroké
pfijeti testli zaloZenych na PCR, hlavné pfi pouziti nesterilnich vzorkli nebo nespecifickych
primert. Existuji specifické soupravy pro automatickou extrakci a €isténi DNA, které se dokazi
vyportadat s kontaminaci DNA a poskytuji reprodukovatelné vysledky. Po extrakci a vy¢isténi
DNA nasleduje amplifikace urcitych sekvenci. Ty jsou ohrani¢ené primery, které identifikuji

plisné dle jejich druhti a kment.
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Skupina genii ribozomalni RNA (rRNA) je popularnim cilem pr PCR, obsahuje 18 oblasti
Svedberg (S), interni transkribovany spacer (ITS), 5,8S, ITS2 a 28S. Po amplifikaci je na fad¢
detekce a kvantifikace. K analyze se muze pouzivat DNA i RNA. Jako vyhodnéjsi se jevi RNA,
protoze i Ize nalézt ve vétsim mnozstvi (Balejee et al., 2007; Kourkoumpetis et al., 2012).

K analyze Ize vyuzit velmi malé mnozstvi vzorku. Ke zviditelnéni se vyuziva RT-PCR (reverzni
transkripce). Vybrané primery syntetizuji pouze DNA cilového organismu. Pokud se o
vybranou plisen nejednd, k amplifikaci nedojde a zaddny produkt nevznikne. Pro rGzné druhy
plisni existuji specifické primery. Abliz a FukuSima napfiklad vypracovali studii, kde se
zabyvaji pripravou primerti podle internich transkribovanych spacerovych oblasti ribozomalni
DNA plisné Cladophialophora carrionii, Fonsecaea pedrosoi, Hortaea werneckii. Tato sada
primer obsahuje amplikon o délce 333 parti bazi pro kmen Fonsecaea. Tento tsek DNA v
jinych plisnich nenajdeme. Tyto plisné jsou ptvodci chromoblastomykdzy a invazivnich
onemocnéni, az v 90 % ptipadi. Pouziti téchto primert jesté neni zavedenou praxi v béznych
laboratotich. Vyuzivéa se ITS oblast mezi 18S (Svedberg) a 26S nuklearnimi rDNA sekvencemi,
které obsahuji dva spacery (ITS1 a ITS2). K mezidruhové identifikaci se pouzivaji sekvenéni
rozdily v oblastech ITS1 a ITS2. U Cladophialophora carrionii je amplifikovany Gsek dlouhy
362 paru bazi. Pouzita oblast byla stejna jako u Fonsecaea (Balejee et al., 2007; Abliz et al.,
2003; Fukushima et al., 2004).

Druhové specifické primery jsou podrobné popsany i u Paracoccidioides brasiliensis. Tyto
primery ohrani¢uji usek DNA dlouhy 418 bp se 100 % uspésnosti. Pro Microsporum audouinii
jsou k dispozici mikrosatelitové sekvence od Roque a Viery (2006), kde byly navrzeny primery
(MA_1F) a (MA_1R), které vykazuji vysokou spolehlivost v diagnostice. Zmnozeny tsek byl
dlouhy 431 bp a byl oznacen za spolehlivy, doporucuje se k pouZiti v laboratorni analyze. Pro
zygomecety, které se podileji na fad€ infekénich onemocnéni u ¢loveka, byla pouZzita 28S
ribozomalni sekvence k ptipravé specifické dvojice primerd. V jiné studii se Nagao zabyval
sekvenci ITS u péti druhd Rhizopus. Jeho vyzkum vedl k vytvofeni druhové specifickych
primert, diky kterym lze rozliSovat jednotlivé druhy (Balejee, 2007; Imai et al., 2000; Roque a
Viery, 2006).
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K urceni druhii nebo rodl 1ze pouzit i délku nebo také vzorce fragmentd vzniklych béhem
procesu PCR. Coccidioides immitis a C. posadasii, které zpusobuji horecku Valley, jsou
rozliSovany praveé na zakladé délky amplikonu. V soucasnosti se pouzivaji na rozliSeni téchto
druhti dvé metody, a to délky mikrosatelitnich lokusi nebo mononukleotidové polymorfismy v
nékolika enzymech. Obé metody jsou finanéné narocné, a proto byl navrzen zptisob detekce na
zakladé délky amplikonu. K pfesnému stanoveni délky se pouziva kapilarni elektroforéza

(Balejee et al., 2007; Umeyama et al., 2006).
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Obrdazek 13 Zjednodusené schéma PCR (prevzato a upraveno dle Xxpresspcr, 2012)
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Obrazek 14 Schéma znazornujici umisténi oligonukleotidii pro amplifikaci ITS1 a ITS2
(prevzato a upraveno dle Choi, 2012)
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3.1.1 Metody zaloZené na nahodné amplifikované polymorfni DNA (RAPD)

Tato metoda se vyuziva ke zmnozeni DNA arbitrarnich oligomernich nukleotidovych primert.
Tyto oligonukleotidy slouzi jako pfimy I reverzni primer. Jsou schopné amplifikace fragmentti
z 1-10 genomickych mist souc¢asné. Vyskytuje se zde urcité spektrum amplifika¢nich produkta,
které se rozde€luji gelovou elektroforézou. Zvlastni vyhodou této metody je, Ze neni nutna
ptedchozi znalost genomu nebo DNA danych sekvenci. Dale neni zapotiebi velkého mnozstvi
templatové DNA. Primery pro analyzu jsou komeréné dostupné. Bohuzel znacnou nevyhodou
je nizka opakovatelnost. Tato technika se pouziva pii identifikaci dermatofyti, jako je

Histoplasma capsulum, Aspergillus fumigatus (Olive a Bean, 1999; Sahaza et al., 2019).

3.1.2 Repetitivni PCR (rep-PCR)

Je to typiza¢ni metoda zaloZena na opakovanych prvcich (rep-PCR) a umoziiuje vytvoieni
otisku prstu DNA. Dochazi k rozliSeni plisni pomoci dopliyjicich primert komplementarnich
Kk rozptylenym, stale se opakujicim se konsensualnim sekvencim. Ty umoziuji amplifikaci
usekii DNA jakychkoli velikosti, skladajici se ze sekvenci mezi opakujicimi se prvky.
Naslednou elektroforézou Ize rozdélit vice amplikont S rtiznou velikosti a porovnat konec¢né
otisky prsti. Vyhodnoceni vytvofeného vzorce DNA je analyzovano na mikrofluidnim ¢ipu v
bioanalyzatoru. Tato metoda je vhodna pro identifikaci plisni rodu Aspergillus, Fusarium a
dimorfnich hub. Kazd4 nezndma DNA vytvafi vzor fragmentt, které jsou porovnany se vzory
v knihovné znamych druhi. K identifikaci se pouziva napiiklad systém DiversiLab nebo dalsi
systémy (Houston, Spectral Genomics), které jsou rychlé a spolehlivé. Tento systém vyuziva
pravé rep-PCR pro rod Aspergillus. Sklada se ze tii ¢asti, a to z reagencni sady rep-PCR,
bioanalyzatori napiiklad Agilent, ktery déli amplifikované Useky na mikrofluidnim ¢ipu a
nasledné je detekuje podle intenzity fluorescence a doby migrace. A posledni ¢asti je webovy
software. Kone¢nd zprava systému obsahuje dendrogram a rozptylovy graf. Dendrogram
zobrazuje vztah podobnosti parti mezi izolaty. A rozptylovy graf ukazuje prostorovy pohled na
vztahy. MiiZzeme k nim pfifadit i gelové snimky. Tento systém je komeréné dostupny, proto se

Casto vyuziva v laboratotich (Spigaglia a Mastrantonio, 2003; Pounder et al., 2005).
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3.1.3 Nested PCR

Jedna se o jednu z nejcitlivéjSich technik PCR. NejvétSim problémem byva kiizova
kontaminace nebo kontaminace pii prenosu. U Nested PCR ma produkt DNA velikou
specificitu naptiklad v oblasti ITS. Cely proces je slozen ze dvou c¢asti, kdy jsou pouzity
rozdilné primery. Vysledkem prvni reakce PCR je tvorba amplikont. V druhé ¢asti je s druhou
sadou druhové specifickych vnitinich primeri pouzit tento produkt jako templat a je Specificky
pro zamysleny cil pouze u sledovaného druhu. Tato metoda se pouziva pii identifikaci
dermatofytl, naptiklad Trichophyton a Microsporum (Deepachandi et al., 2019; Garg et al.,
2007).

3.1.4 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Principem této metody je, Ze vyuziva restrikénich enzymil (endonukleas), které nasledné $tépi
DNA. Mezi tyto enzymy muzeme Fadit napiiklad Msp I, Hin Fi a Eco RI, které se snazi vytvofit
rodovy nebo druhovy vzor pro identifikaci plisni. Msp I je pro tvorbu druhovych specifickych
vzoru rodu Cryptococcus a Candida. Zatimco restrikéni enzym Hin Fi je dén pro rod
Aspergillus. A Eco RI rozlisuje druh Candida od Aspergillus a Cryptococcus. Po $tépeni
nasleduje vytvoteni rizn¢ dlouhych pruhll a poc¢tu fragmentlh DNA, které jsou viditelné na

agarézovém gelu (Velegraki et al., 1999; Wei, et al., 2008).

3.1.5 Metoda zaloZena na PCR Vv realném case

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (Real-time PCR nebo gPCR) je zalozena na
klasické PCR metodg¢, 1isi se jen tim, ze je mozné sledovat probihajici amplifikovany produkt
pii singularnich cyklech reakce. Pouziva se pfistroj Light Cycler. Ke kvantifikaci PCR se
pouzivaji fluorescen¢ni barviva, ktera jsou pfimo imérnd mnozstvi PCR produkti. Vyskytuji
se tu dvé moznosti detekce, a to bud’ nespecificka, nebo specifickd detekce. Nespecificka
detekce produkti se uskuteCtiuje pomoci fluorescenénich barviv (SYBR Green,
ethidiumbromid). Specificka detekce je provadéna uréitymi specifickymi sondami (TaqMan,
FRET, Scorpions). K detekci amplifikované DNA lze vyuzit barviva vazajici DNA nebo
fluorescencni sondy. Prvni moznosti je SYBR Green 1. Jedna se o fluorescenc¢ni barvivo, které
se vaze pouze na dsDNA, nevaze se tedy na jednovlaknovou DNA. Barvivo samo o sobé
vykazuje velmi slabou fluorescenci, a po navazani se fluorescence rapidné zvysi. Vlastni méteni

se provadi po probéhnuti elongace.
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Metoda je levnd a jednoduchd. Mira fluorescence je poté piimo imérnd mnozstvi dsDNA.
Velkym uskalim je nespecificnost. SYBR Green 1 se totiz vaze na vSechny noveé vzniklé
dsDNA, coz obnasi i falesné pozitivni vysledky. Problém s nespecifi¢nosti 1ze castecné vytesit
spojenim s analyzou teploty tani. Pfi pouziti kiivek tani a jejich porovnani lze zvysit
specificnost reakce. Pik tani artefaktu reakce je Siroky a obecné se nachazi v oblasti nizSich
teplot, neZ je pik tani amplikonu (Arya et al., 2005; Tajadini et al., 2014).

Hydrolytické sondy vyuzivaji startovaci a zpétny primer. Pracuje se s 5-3 nukledzovou
aktivitou. Obecné nejoblibenéjsim enzymem je Taq polymeraza, mozno je ovSem vyuzit
jakykoli jiny enzym, ktery vykazuje 5'nukledzovou aktivitu. Pouziva se oligonukleotidova
sonda, na kterou je navdzano reportérove a zhaseci fluorescencni barvivo. Nabizi se Siroka Skala
barviv odvozenych od 6- karboxylfluoresceinu.

Naptiklad tetrachlor 6- karboxylfluorescein, hexacholoro-6- karboxylfluorescein nebo
karboxylfluorescein samotny. Pokud je sonda kompletni, nevyzatuje se zadna fluorescence. V
momenté, kdy vznikd amplifikovany produkt Taq polymerdza roz$tépi sondu, a zvysi se
fluorescence. DalSi moznosti je pouziti dudlnich hybridizacnich sond. Ty nesou na svém 3’
donorovy a 5" konci akceptorovy fluorofor. Pti denaturaci obé sondy hybridizuji a diky blizkosti
obou barev je umoznén fluorescenéni rezonanéni prenos energiec (FRET). Dojde k pienosu
energie a k rozptylu fluorescence v jiné vinové délce. Mira fluorescence je opét ptimo imérna
mnozstvi vznikajiciho amplikonu. Konformace stonku a smy¢ky zajiSt'uje blizkost obou barviv,
a to vede k nulové fluorescenci. V okamziku, kdy molekula hybridizuje se specifickou sekvenci
nukleové kyseliny, dojde k rozpadu sondy a vzniku fluorescence. Podobnou konfiguraci
vykazuji i tzv scorpiony. Scorpion sondy jsou primery, které nesou na svém 5' konci navazanou
fluorescen¢ni sondu. Fluorescenéni sonda je slozena z oligonukleotidd. Ktera na svém jednom
konci ma fluorofor a na druhém nese molekulu, kterd pracuje jako zhaSeC (zabranuje
fluorescenci fluoroforu). Diky vzajemné komplementarité¢ koncti oligonukleotidi se vytvaii
vlasenka. V dusledku tésné blizkosti molekuly zhasece a molekuly fluoroforu nedochazi k
vyzareni fluorescence. Jakmile dojde k PCR, sonda naseda k cilové sekvenci a dojde k extenzi
primeru a ke vzniku pozadované sekvence. Nasleduje denaturace a rozpad vlasenky. Nasledné
dochazi k oddaleni molekuly zhaSece a molekuly fluoroforu, ¢imZz dojde k vyzafovani

fluorescence (Arya et al., 2005; Thelwell et al., 2000).
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Na rozdil od pouziti Taq polymerdzy nebo molekuldrnich majakli se zde jednd o
intramolekularni reakci a diky tomu je reakce rychla a fluorescence mnohem intenzivnéjsi.
Tento PCR systém je vhodny pro identifikaci riznych druht plisni. Nejcastéji to jsou
Aspergillus fumigatus a Candida albicans. Dale to mohou byt dermatofyty (Arya et al., 2005;
Valero et al., 2016).

3.2 Gen Probe Accuprobe test

Tato metoda je komerén¢ dostupnd pro identifikaci plisni a nevyzaduje polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Test lze pouzit k potvrzeni izolati Histoplasma capsulatum, druht
Coccidioides nebo Blastomyces dermatitidis. Metoda pouziva jednovlaknovou DNA sondu s
chemiluminiscen¢nim znac¢enim, ktera ve vzorku hybridizuje s ribozomalni RNA. Vyzadovany
jsou aktivné rostouci kultury (nesmi byt star$i nez 4 tydny), izolaty mohou byt odebrany z
pevnych médii nebo z kultivaéniho média.

Po uvolnéni ribozomélni RNA z organismu se zna¢ena sonda DNA kombinuje s ribozomalni
RNA cilového organismu a vytvofi stabilni hybrid DNA-RNA. Selekéni ¢inidlo umoziuje
diferenciaci nehybridizované a hybridizované sondy. Znacené hybridy DNA-RNA se méfi v
relativnich svételnych jednotkach (RLU) pomoci luminometru. Extrakty, které zobrazuji
hodnoty RLU vétsi nez 50 000, se povazuji za pozitivni. V porovnani s ostatnimi metodami se
tento komer¢ni test pro rutinni provoz v laboratotich nepouziva. K vyhodam tohoto testu patii
vysoka citlivost a specifi¢nost, rychlé provedeni a ekonomicka dostupnost. Test ¢asto poskytuje
falesné pozitivni vysledky (Azar a Hage, 2017; Balajee et al., 2007; Wickes a Wiederhold,
2018).
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3.3 Metody zaloZené na hybridizaci nukleovych kyselin

V klinickych laboratotich se vyuziva technika Hybridizace in situ (ISH). Cilem hybridizace in
situ je urcit pfitomnost nebo nepiitomnost pozadovanych sekvenci DNA, poptipadé¢ RNA a také
lokalizovat tyto sekvence do specifickych bunék nebo chromozomalnich mist. Je to technika,
kterd se pouziva K zjiStovani uréitych sekvenci DNA a RNA v bunkach, tkanich a
chromozomech. Principem této metody je, Zze dochazi ke komplementarnimu parovani
zna¢enych sond DNA nebo RNA se sekvencemi nukleovych kyselin (NK) v buiikach, tkani a
chromozomech, které jsou fixovany na mikroskopickém sklicku. Nejprve je nutna denaturace
dvouvlaknové DNA. Poté dojde k navazani znacené sondy a renaturaci. Byla-li pfitomna
pozadovana sekvence DNA je zaznamenan signal. Tato metoda ISH se pouziva pro identifikaci
plisni naptiklad z krevnich kultur (rod Candida) a v histologickych preparatech. Pro hybridizaci
in situ se pouziva mnoho sond, naptiklad cONA, cRNA a syntetické oligonukleotidové sondy.
Nejcastéji se pouzivaji dvé oligonukleotidové sondy. Jako prvni typ sondy je mySlen samotny
usek DNA, ktery je komplementarni k dané sekvenci. Tyto sondy rozliSujeme podle typu
znaceni sond, a to bud’ na radioaktivni nebo sondy znacené fluorescencné nebo pomoci antigenu
zna¢enym bazemi. Sondy znacené radioizotopem jsou sledovany autoradiografii s rentgenovym
filtrem. Plusem tohoto typu znaceni je vysoka citlivost. Pouziti radioaktivity ovSem piinasi i
problém s likvidaci radioaktivniho odpadu, dlouhou dobu expozice a Spatnym prostorovym
rozliSenim. Pro neradioaktivni znaceni jsou pouzivany slouceniny, jako jsou biotin, fluorescein,
digoxigenin, alkalickd fosfatdza, nebo bromodeoxyuridin a jsou zvyraznény pomoci
histochemie nebo imunohistochemie (Jensen, 2014; Carter et al., 2010). Druhy typ jsou
peptidové sondy nukleovych kyselin (PNA). Tyto peptidové nukleové kyseliny se v piirodé
nevyskytuji, musi se vyrobit, jsou tedy syntetické. Hlavnim rozdilem mezi DNA a PNA je v
hlavni ¢asti molekuly, protoze PNA neobsahuje zadné cukernaté a fosfatové casti na rozdil od
DNA. Dalsim rozdilem je, ze kazda ma jiny naboj. DNA cukr-fosfatova kostra ma zaporny
naboj a PNA neutralni naboj. Spole¢né maji ¢tyfi nukleové baze (Adenin, Cytosin, Guanin,
Thymin), které se paruji pomoci Watsonovych a Crickovych bazi. Tyto vlastnosti jsou tak
vhodné pro vytvoreni idealni sondy. K metod¢ zesileni signalu se pouziva Chemiluminiscen¢ni
hybridiza¢ni technologie rRNA sond od firmy GenProbe. Tato metoda pouZzivéa sondy, které
mifi na rRNA. Ta se vyskytuje v hojném poctu kopii v kazdé butnice. Nasledné je sonda

objevovana diky vlastni chemické reakci, kde dochazi k tvorbé svétla.
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Chemiluminiscenc¢ni hybridiza¢ni technologie je vyuzivana v laboratofich pro identifikaci
dimorfnich hub. Mezi hybridizaci in situ se fadi Fluorescenéni hybridizace in situ (FISH) a
Chromogenni hybridizace in situ (CISH). Chromogenni hybridizace se pouziva pii identifikaci
riznych druhd rakovinotvornych bunék. Mezi dal$i metodu pro identifikaci plisni se mulize
pouzit kombinace hybridizace in situ a pratokové cytometrie. Hlavni vyhodou této metody je,
ze dokaze pracovat s velmi malym mnozstvi vzorku, na kterém lze provadét mnoho hybridizaci

(Prudent a Raoult, 2019; Procop, 2007).
3.3.1 Metoda Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda patii mezi techniky ptimé analyzy DNA, které vyuzivaji fluorochrom. Principem
je pfima vazba (hybridizace) mezi denaturovanou fluorescenéni sondou a dopliujicimi
cilovymi RNA nebo DNA sekvencemi. Nasledné dochazi k lokalizaci signalu diky
fluorescenéni mikroskopii. Tato technika se aplikuje kvili detekci a lokalizaci nukleotidovych
sekvenci v rozdilnych vzorcich, které zachovavaji celistvost bun¢k. Tato metoda provedeni
zahrnuje ¢tyfi kroky. Prvnim krokem je fixace vzorku (bunka nebo tkan). U druhého kroku je
nutna uprava vzorku pred vstupem sond k nukleovym kyselinam. Nasleduje piima vazba
danych sond k DNA nebo RNA. A posledni krok zahrnuje promyti sond a provedeni vizualizace
pomoci mikroskopii nebo prutokovou cytometrii. Dulezitou soucdasti jsou zde sondy.
Fluorescenéni sonda je slozena ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast obsahuje nukleové sekvence, které jsou
komplementarni k cilové sekvenci, kterd mé byt rozpoznana. Druhou c¢asti je fluorescenc¢ni
marker, ten zpusobuje provedeni hybridizace. Jak uz je znamo, pouzivaji se dva typy sond. A
to bud’ klasické oligonukleotidové sondy, nebo PNA sonda. U klasickych oligonukleotidovych
sond zalezi na vybéru daného mista a sekvenci sondy. DileZitou roli hraje délka sekvence,
v ptipad¢ velmi kratké sekvence by se vyskytovala ve vétsim poctu biologickych cild. A
naopak, pokud by byla dlouhd, tak selektivita vzhledem k cili klesa. Kratké sondy jsou
vyhodnéjsi, protoze maji lehéi ptistup k danému cili. Tyto sondy maji délku 15-30 bazi, jsou
kovalentni a spojené s jedinym fluorescencnim barvivem. U FISH se PNA dokaZe navazat na
DNA nebo RNA, i za podminek nizkého obsahu soli. V porovnani s klasickymi oligonukleotidy
je rychlost hybridizace PNA zvySena 48 0000krat, pouze pokud splituje podminku nizké
iontové sily. Dale ma PNA vysokou afinitu k RNA. Bohuzel, PNA sondy jsou drazsi nez

klasické oligonukleotidové sondy.
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K oznaceni FISH sond se pouzivaji fluorescen¢ni barviva. Pro plisné to je fluorescencni barvivo
4,6- diamidino-2-fenylidol dihydrochlorid (DAPI), ktery vykazuje modrou fluorescenci. Dale
to je fluorochromové barvivo Cy3 (zelena), které je zaloZzeno na Cyaninovych barvivech. FISH
je vyjimecna technika, protoze dokaze kombinovat molekularné biologické a histochemické
techniky (Prudent a Raoult, 2019; Rickerts et al., 2011).

U plisni se pouzivaji oba typy sond. Pfitom se spiSe pouziva sonda PNA, ktera ma silnéjsi vazbu
a ucinn¢jsi reakcei, diky nenabitému hlavnimu fetézci, ktery je neutralni. Tento test je rychly,
citlivy, neni potfeba provést kultivaci, je snadny na pfipravu a mize se provést i na vzorcich
jako je krev a mozkomi$ni mok. Nevyhodu je nizka intenzita signalu a ekonomické potizeni
drazsi PNA sondy. Metodou PNA-FISH lze identifikovat rod Candida, Aspergillus, fumigatus
(Wickes a Wiederhold, 2018; Zwirglmaier, 2005).

3.3.2 Metody zaloZené na mikrocipu

DNA mikrocip se sklada z oligonukleotidi, které jsou navdzané na pevny povrch (sklicko).
Mezi nejvice pouzivané instrumentace méfeni patii komplementarni DNA microarrays.
Principem je hybridiza¢ni reakce daného vzorku DNA se sekvenéné specifickymi DNA
sondami, které jsou umistény na mikro¢ipu. Na mikro¢ipu mohou byt zafixované i tisice sond.
Diky tomu Ize soucasné analyzovat neznamou DNA s velkym poctem taxontl. Proces se sklada
z nékolika krokti. Prvnim krokem je oddé€leni a amplifikace DNA nebo RNA. Druhym krokem
je déleni a fluorescen¢ni oznaceni daného amplifikovaného cile. Nasledné dojde k hybridizaci
s ¢ipem, kde se dany vzorek navdze na DNA sondu. A v poslednim kroku dojde ke snimani
¢ipu a ke zméteni intenzity fluorescence pro kazdy samostatny prvek. Tyto cilové useky DNA
se identifikuji dle prichodu fluorescen¢ni emise laserovym paprskem. Vysledkem je stanoveni
pozitivnich nebo negativnich skvrn. U této metody se pouzivi mRNA jako nahradni marker.
Bohuzel se snadno znehodnocuje jeho funkce, a proto musi byt pteveden na jinou formu cDNA
(Jakubek a Cutler, 2012; Govindarajan et al., 2012).

Pomoci fluorochromovych barviv jako je Cy3 (zelend) a Cy5 (Cervena) se znac¢i cDNA. U
nezndmych molekul DNA dochazi ke St€peni pomoci restrikénich endonukleaz na iseky DNA.
Tato metoda je rychla, specificka a citliva (Govindarajan et al., 2012). Dokaze identifikovat
druhy plisni naptiklad Candida, Aspergillus, Mucor, Sporothrix a dermatofyty (Balejee et al.,
2007).
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3.3.3 Technologie Luminex

Luminex xMAP je mikrosférovy multiplexovaci systém. Metoda je zalozena na principu vazby
sondy a templatu. Tato technika vyuzivd rtiznorodé faktory mikrosfér v kapalném poli jako
urcujici parametry analytu. Mikrosféry jsou malé kulicky, které jsou vnitiné barveny raznymi
fluorofory. Dle rtizné koncentrace fluoroford se vytvaii sady mikrosfér. Kazda ojedinéla
mikrosféra ma svou spektralni znacku. Na povrchu jakékoliv mikrosféry dochazi ke snadné
chemickeé reakci, kterd umozni spojeni raznych Cinidel, které jsou specifické pro dany test. Jako
napiiklad testy nukleovych kyselin. Fluorescencni reportér napiiklad Streptavidin nebo Cy3
naseda na specifickou molekulu, coz vede k navazani na sténu mikrosféry a naslednou detekci.
Mikrosféry se deli podle struktury, a to bud’ na nemagnetické (zdkladni), nebo magnetické.
Nemagnetické mikrosféry se skladdaji z 5,6 pm polystyrénovych kulicek, které jsou pokryty na
povrchu karboxylovymi skupinami (cca 180 skupin). Naopak magnetické mikrosféry maji
odli$nou strukturu a velikost (6,5 pm) v diasledku ptidani magnetické vrstvy. Mezi finan¢né
dostupné mikrosféry miizeme jmenovat naptiklad typ mikrosfér MicroPlex, MagPlex a
LumAvidin. K analyze se pouZzivaji dva lasery. Bud’ ¢erveny klasifika¢ni laser (635 nm), ktery
emituje fluorescen¢ni barviva mikrosfér, a tim identifikuje danou sadu mikrokuli¢ek, dle jejiho
spektra. Druhym laserem je zeleny reportérovy laser (525-532 nm), ktery umoziuje navazani
fluorescenéniho reportéra na dany analyt na povrchu mikrokuli¢ek. Reportér je gen, ktery se
pfipojuje k sekvenci plisné. V momenté, kdy se tento gen za€ne exprimovat, ziskdvame snadno
méfitelnou charakteristiku, jako je fluorescence (Reslova et al., 2017; Martin et al., 2019).
Nasledn¢ jsou zde detekcni pfistroje. Jako hlavnim detekénim nastrojem je MAGPIX. Ten
reaguje pouze s magnetickymi mikrokulickami (MagPlex). Principem detekce MAGPIX je
znehybnéni mikrosfér v jedné vrstvé na magnetickém povrchu. Vyhoda tohoto pfistroje je ta,
ze detekuje vSechny mikrokulicky zaroven, a pfitom generuje data, ktera Ize porovnat s jinymi
metodami. Dalsi detekéni pfistroje jako je Luminex 100/200 a FIexMAP 3D maji princip
zalozen na prutokovém cytometru. Zde dochazi k zaostieni mikrokuli¢ek s analytem pod rychle
tekoucim proudem tekutin. Nasleduje detekce a digitalni vyhotoveni mikrokulicek, poté co
prosel proud kyvetou. U MAGPIX se pouzivaji 96- jamkové desticky a u Luminex nebo
FlexMAP 3D az 384- jamkové desticky. U plisni se zde pouziva piima hybridizace DNA
(DDH). Zde dochazi k amplifikaci dané sekvence DNA a mezitim je jeden z primert

fluorescenéné oznacen.
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Nasleduje hybridizace amplikonii, aby doSlo k zachyceni oligonukleotidi na povrchu
mikrosféry. Tato metoda ma Siroké spektrum detekce pro identifikaci plisni, ale Ize ji pouzit i
pro genotypizaci plisni. DDH umoznuje rychlou a pfesné danou identifikaci plisni. Mohou se
zde zaradit druhy plisni, jako jsou naptiklad Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Fusarium,
Trichosporon, Mucor a Rhizopus (Reslova et al., 2017).

3.4 Metody zaloZené na sekvenovani DNA

Tato metoda se pouziva k uréeni pofadi (sekvence) nukleotidovych bazi v molekule DNA.
Metody délime na tradi¢ni a na metody sekvenovani nové generace (Kolisko, 2017). Do
tradi¢nich metod patfi Maxam-Gilbertova metoda a Sangerova metoda. Stale maji fadu vyhod,
napiiklad dokazi sekvenovat velkou ¢ast délky danych tiseki DNA a umoznuji vysokou
pfesnost sekvenovani S minimalni chybou. Naopak, nevyhody téchto metod jsou vysoka cena
a nizka rychlost. Nésleduji metody nové (druhé a tieti) generace. K druhé generaci (NGS) patii
454, lon Torrent, Illumina a SOLiD sekvenovani. U téchto metod druhé generace sekvenovani
(NGS), je zékladni princip stejny, nejdiive dojde k amplifikaci tsekit DNA pomoci PCR, a pak
nasleduje paralelizace procesu sekvenovani. Koneéné do tieti generace patii Single Molecule
Real-Time sekvenovani (SMRT) a sekvenovani nanoporem (Kolisko, 2017; Heather a Chain,
2016). U plisni je sekvenace pomérné oblibenou technikou pro jejich identifikaci. Existuji
databaze jako je napiiklad GenBank, kde je ulozeno vice nez 35 000 sekvenci DNA riznych
druhti plisni. To je ovSem jen nepatrny zlomek z celkové odhadovanych 2,2 az 3,8 milionu
druhtli. Samotné sekvenovani vyuziva oblast ITS1 a 28S. Jedna se o vysoce variabilni nekodujici
oblasti ITS1 a ITS2 oddélené kodovacim genem 5,8S a umisténé mezi geny kodujici 18S (mala
podjednotka) a 28S (velka podjednotka). Na druhé stran¢ vysoce konzervované geny 18S, 5,8S
a 28S umoznily vyvoj univerzalnich primeri pro PCR amplifikaci a sekvenovani bud’ celé
oblasti ITS nebo oblasti ITS1 a ITS2. Genom plisni obsahuje né€kolik repetitivnich shlukt
ribozomalni RNA, kde se nachézi i ITS. Diky této skute¢nosti 1ze amplifikovat tuto oblast i z
malého mnozstvi DNA. Sekvenovani je hojné vyuzivano ve vyzkumnych ustavech a
referenc¢nich pracovistich. Masové pouziti v béznych klinickych laboratofich komplikuji
vysoké ndklady a pfitomnost odborného personalu. V mnoha piipadech nemusi byt oblast ITS
dostatecné citliva, aby doslo k rozliSeni mezi nékterymi houbami na urovni druhu, coz vyZzaduje

pouZiti jinych lokusi
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Rychle se rozvijejici alternativou k sekvenovani rDNA je sekvenovani celého genomu (WGS).
Tato metoda se v bézné praxi piili§ nepouziva. Stale je ptili§ ndkladna, komplikovana a pfili$
pomala pro bézné pouziti ve vétsiné klinickych mikrobiologickych laboratotich. Dulezitym
faktorem je velikost genomu, kterd je v houbach nesmirné variabilni nebo dynamika genomu
plisni. Na druhou stranu pii WGS se ziskavaji epidemiologické tdaje kazdého kmene a mozné

rezistence k 1é¢ivam (Forion et al., 2018; Wickes a Wiederhold, 2018).

3.4.1 Maxam-Gilbertovo a Sangerovo sekvenovani

Tyto dva dva zpusoby sekvenovani se fadi k metodam prvni generace. Principem Maxam-
Gilbertovy metody je, Zze dochdzi k chemickému $tépeni individualnich typd bazi. V
soucasnosti se tato metoda nepouziva. Naopak, Sangerovo sekvenovani se pouziva stale. Patii
k velmi starym sekvenacnim technikam. I pfes svoji letitost umoznuje tato technika ¢ist velmi
dlouhé¢ ftetézce. V pribéhu metody dochdzi k neustalému opakovani syntézy DNA podle
jednoho templatu. OvSem pfii kazdé nové syntéze dojde k navazani modifikované nukleotidové
baze (tzv. dideoxynukleotidu). Modifikace spociva v nepfitomnosti OH skupiny. DNA
polymeraza tak nemize pokraCovat v syntéze a ta je zastavena. Takto upravena baze na sob&
navic nese fluorescen¢ni barvu. Kazda baze ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP v zavislosti,
zda se jedna o adenin, cytoSin, guanin nebo thymin, mé svoji vlastni fluorescencni barvu.
Néahodnym pterusovanim vznikaji tedy rizné dlouhé produkty. Po probéhnuti dostatecného
mnozstvi opakovani ziskdme smeésici rtizné¢ dlouhych produktl, které odpovidaji vSem
potencialnim moznostem navazani této pozménéné baze.

Vysledkem je zisk rizné dlouhych produktd, které maji na svém konci navazanou
fluorescen¢né znacenou bazi. Diky fluorescenci Ize zjistit o jaky nukleotid se jedna. Po sefazeni
produktti od nejkratsiho po nejdelsi, 1ze lehce precist, 0 jakou sekvenci se jedna.

Hlavni vyhodou Sangerovy techniky sekvenovani je schopnost ¢ist velmi dlouhé tseky DNA
pomoci jedné reakce (az 1000 bazi), mala chybovost a vysoka piesnost. Jako slabou stranku lze
oznacit vysokou cenu a pomalou rychlost metody. Dal§im problémem je, Ze pfi metod€ dochéazi
k sekvenaci pouze jednoho useku DNA (Heather a Chain, 2016; Totomoch-Serra et al., 2017,
Kolisko, 2017).
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3.4.2 454 sekvenovani

Jedna se o techniku sekvenovani, ktera se fadi k metodam druhé generace. Objevena byla az v
roce 2005. Pouzivani 454 sekvenovani znamenalo velkou revoluci. Technika dokaze
analyzovat az milion molekul DNA najednou. Délky sekvenci, se kterymi se pracuje, dosahuji
700 az 1000 bazi. Vlastni proces spociva v prichyceni DNA na kuli¢ku, na které¢ dochazi k
neustalému pomnozovani DNA, az dojde k celému pokryti této kulicky. Nasledn¢ je kulicka
vlozena do jedné z mnoha jamek na destice, na které probiha vlastni reakce na principu
pyrosekvenovani. Tak se oznacuje proces, kdy se pii vkladani nové baze do vznikajiciho fetézce
uvolnuje molekula pyrofosfatu. Ten se poté Gcastni kaskddy enzymatickych reakci. Finalnim
krokem je vznik luciferazy, ktery vyda charakteristicky zablesk, jenz je snimén detektorem.
Vzdy kdyz se ptida, jedna baze se navaze podle pravidla komplementarity ke svému partnerovi
a dojde k zablesku. Pokud dochazi k navazani vice stejnych bazi za sebou, je svételny signal
intenzivngjsi. Za dvé stejné baze je signal 2x silngjsi. Vzdy je pifidavan pouze jeden typ
nukleotidu (A, T, G nebo C), monitorovana je cela desticka a podle toho, ktera komurka se
rozsviti, se zjistuje, o jakou bazi Slo. Mezi kroky piidavani bazi je zafazen proces odstranéni
ptebyte¢nych nukleotidl a tim je zajiSténa pfitomnost vzdy jen jedné baze. Pocita¢ nasledné
dle svételnych signali urci, o jakou jde sekvenci (Kolisko, 2017; Heather a Chain, 2016; Wicker
et al., 2006).

Mimo pyrosekvenovani l1ze pouZzit metodu Ion Torrent, kdy dochazi k méfeni pH ve smési.
Hodnota pH se podobné jako svételny signdl méni na poctu pfidanych nukleotidd.

Obé tyto metody 454 sekvenovani maji problém se c¢tenim dlouhych homopolymernich fetézct.
Tedy fetézcu slozenych pouze z jednoho typu nukleotidd. Jak pyrosekvenovani, tak ani lon
Torrent metoda neni schopna v tomto piipad¢ urcit, zda doslo k navéazani 9, 10 nebo vice
nukleotidi. Dochézi tak ke vzniku chyby, kdy baze chybi nebo naopak piebyva. Metoda je
ovSem finan¢né dostupna a snadno prakticky uskuteénitelna (Kolisko, 2017; Wicker et al.,
2006).
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3.4.3 Illumina sekvenovani

lllumina je v soucasné dobé nejvice pouzivanou metodou sekvenovani. Najednou dokaze
sekvenovat vysoké pocty bazi, az 900 miliard. Na druhou stranu dokaze zkoumat sekvence
dlouhé jen nékolik stovek bazi. Pti zahajeni sekvenovani jsou molekuly DNA piichyceny k
desti¢ce a nékolikrat se namnozi. Princip je velmi podobny Sangerové metodé. Postupné jsou
navazovany fluorescencné oznacené baze, které ukonci syntézu. OvSem na rozdil od Sangerovi
metody je toto navazani vratné. Po detekci fluorescence dojde k enzymatickému odstranéni
fluorescenéni a blokujici Casti na bazi. Syntéza poté mtze pokracovat dale. Pocita¢ analyzuje
zaznam a podle toho, jak se méni fluorescencni signdl v rdmci kazdé skupiny (skladajici se z
identickych molekul DNA), zrekonstruuje pfesnou sekvenci molekul DNA. Illumina ma velmi
vysokou presnost ¢teni DNA (99 az 99,9 %). Nejcastéjsi chybou je Spatné prectend baze,
zaména jednoho nukleotidu (Kolisko, 2017; Heather a Chain, 2016; Reuter et al., 2015).

3.4.4 SOLID

Na rozdil od svych ptfedchiidcli vyuziva tato metoda misto DNA polymerazy enzym ligazy Ta
je schopna piipojovat celé useky jednofetézcovych DNA. Ty se oznacuji jako sondy, které
zacinaji vSemi moznymi dvojkombinacemi ¢tyf zakladnich nukleotidl, tedy 16 moznych
variaci sond, které jsou fluorescenéné znacené. V kazdém kroku pak enzym ligaza piipoji k
rostoucimu novému fetézci sondu, nesouci dvojkombinaci nukleotidi a odpovidajici
templatové DNA. Snimac precte jeji fluorescencni znaceni, které je poté odstranéno a miize se
piipojit dalsi sonda. Templatova molekula musi byt Gtena opakované. Cteci ramec se vzdy
posouva o jeden nukleotid. Ze spole¢né kombinace znalosti sekvence adaptéru, kterym
sekvenovand DNA zacina, a vysledného signalu ¢tyf fluorescenénich barev v jednotlivych
Ctenich, se zjisti vysledna DNA sekvence (Kolisko, 2017; Heather a Chain, 2016; Garrido-
Cardenas et al., 2017).

Problém nastava pfi ptitomnosti palindromatickych tsekd, tedy ¢asti, kde jsou shodné sekvence
u obou komplementarnich fetézci. V tomto ptipadé mize dojit k vytvoteni smycky v templatu
a sonda se nemuize navazat. Obecné se tato metoda v praxi piili§ nevyuziva (Heather a Chain,
2016).
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3.4.5 Metody ti‘eti generace

Jsou to nejmoderngjsi techniky, kdy nedochazi na po¢atku procesu k namnozeni DNA. Cteni je
proto provadéno piimo z puvodni molekuly. Metody tieti generace jest€ nejsou masove
rozsifeny, predevsim kvili své vysoké chybovosti (okolo 10 az 15 %), ale da se oc¢ekavat, ze v
budoucnu budou hrat dilezitou roli v sekvenovani. Dokézi piecist 10 tisic i vice bazi v rdmci
jedné analyzované molekuly DNA a produkuji tak velmi dlouhé sekvence, coz je vyhodné
zejména pro sekvenovani genomt (Kolisko, 2017; Ardui et al., 2018).

Existuji dvé pouzitelné techniky. Prvni metodou druhé generace je jednofetézcové sekvenovani
v realném Case (SMRT) spole¢nosti Pacific Biosciences (PacBio) a druhou nanoporalni
sekvenovani technologii Oxford Nanopore Technologies. Prvni z vySe zminénych technik
vyuziva podobn¢ jako u druhé generace fluorescenéné znacené nukleotidy. Sekvenovani zacina
ptipravou knihovny z dvouietézcové DNA, na kterou jsou navazany vlasenky. Tato knihovna
je poté nactena do buniky SMRT tvoiené pozorovaci komorou ve velikosti nanometrit (ZMWs).
Molekuly DNA budou v knihovné natazeny na dno ZMW, kde polymerdza za¢ne ptipojovat
fluorescencné znacené nukleotidy. Fluorescence emitovand nukleotidy je zaznamenavana
kamerou v redlném case. Lze tedy registrovat nejen fluorescencni barvu, ale také cas mezi
zaClenénim nukleotidil, ktery se nazyva doba interpulze (IPD). Kdyz se sekvenéni polymeraza
setka s nukleotidy na fetézci DNA obsahujicimi (epigenetickou) modifikaci, jako je naptiklad
modifikace 6-methyl, bude IPD zpozdéno ve srovnani s nemetylovanou DNA (Ardui et al.,
2018; Heather a Chain, 2016).

Druhy zplisob sekvenovani tfeti generace vyuziva prichodu molekuly DNA mikroskopickym
porem na syntetické membrang. Protoze kazdd DNA baze ma trochu jiny tvar, dochazi pti
protahovani k riznému zaplnéni poru a citlivé detektory dokazi zjistit, jak vyrazné je por v
danou chvili zaplnén, a tedy jak4 baze v dany okamzik membranou prochéazi. Vyhodou je velmi
mala velikost pfistroje, ktery Ize pfipojit k PC skrz USB a pouZit v terénu (Heather a Chain,
2016).

42



3.5 Metoda MALDI-TOF MS

V poslednich letech se tato metoda hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za
ucasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) zacala castéji pouzivat v
diagnostickych laboratofich. Obecné vzato je to metoda, ktera stanovuje hmotnost atomu a
molekul, které jsou prevedeny na ionty do prostiedi vakua. Principem je, ze se vznikly
supernatant umisti na cilovou desticku MALDI (ter¢ik), a po zaschnuti se nanese matrice,
naptiklad kyselina a-kyano-4-hydroxycinnamova (CHCA). Kdyz vzorek Gpln¢ uschne, vlozi se
cilova desticka do ioniza¢niho prostoru hmotnostniho spektrometru. Nasleduje zasazeni cilové
desticky N2 laserem, kde dochazi k desorpci molekul (matricové a mikrobialni) a absorpci skoro
veskeré energie matrici. Ta ji pak pfevede do ionizovaného stavu. lonty analyzované latky jsou
urychlovany a vstupuji do vakua. Urychlovani je dano pomérem hmotnosti a ndboje. V posledni
fad¢ dojde k méfeni doby letu Castice (detektor TOF, (analyzator doby letu) a vypoéte se
rychlost ¢astice jako pomér molekulové hmotnosti a néboje castice. Vysledky jsou pak

vyhodnocovany Vv databazich (Patel, 2015; Walkova et al., 2019).

vzorek s matrici
trubice s ionty (m/z) |

000000000 vstup
g g @@ @ t e .:..o.:..o..o..o.:.:. / L

elektrody

linearni detektor desticka pro

vzorkovani MALDI

vakuum

Obrdzek 15 Schéma principu MALDI-TOF MS (prevzato a upraveno dle Lima, 2017)
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U kvasinek je zptisob provedeni jednodussi, zde staci pouze umistit odebranou kolonii na teréik
a po uschnuti nanést matrici. Déale se miize piidat roztok kyseliny mravenci, ten se piidava kvali
kultivaci a upravé vzorkd. U kultivace musi dojit k odebrani Casti mycelia z pevného
kultiva¢niho média, které je preockovano do tekutého kultivacniho média. Nasledné dochazi
ke kultivaci, dokud neni viditelné mycelium (tvar vlocky). Pak dochazi k technickym tGpravam
vzorku, jako je napiiklad centrifugace, vortexovani, promyti a odstranéni supernatanu. Ve
vzorku zlstava pouze peleta, kterda musi také projit upravou (ptidani deionizované vody a
ethanolu) a znovu technickou upravou a suSenim. Poté se k peleté ptidava 70 % kyselina
mravenci a acetonitril. MnoZstvi kyseliny mravenci a acetonitrilu se dava vzdy stejné, zalezi na
velikosti pelety. Znovu dochazi k technickym tpravam. Z takto vzniklé smési se odebira 1 pl
supernatantu, ktery se nanasi na MALDI ter¢ik (Walkova et al., 2019). Matrice je mala
molekula organické kyseliny, ktera je nezbytnou soucasti celé analyzy. Spravné zvoleny vybér
matrice je dilezity, protoze zabrainuje rozpadu analytu vzorku. Nejcastéji pouzivané matrice
mohou byt napfiklad kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB), kyselina o-kyano-4-
hydroxycinnamova (CHCA) a kyselina 3,5- dimetoxy-4-hydroxyskoficova ¢ili sinapinova
(SA). Matrice se rozpousti v acetonitrilu a kyseling trifluoroctové. SloZeni matric zaleZi na
biomolekulach a typu pouzitého laseru (Croxato et al., 2012). Nejcastéjsi technikou ionizace
analyzovaného vzorku je pouZziti matrice. Jsou 1 jiné techniky ionizace vzorku. Mohou to byt
naptiklad chemické ionizace (CI), desorpce plazmou (DP), desorpce laserem (LD), desorpce a
ionizace laserem za piitomnosti matrice (MALDI). Dalsi soucasti spektrometru jsou systém
vakua, reflektor, laserovy zdroj, detektor a analyzator TOF. Detektorem pro hmotnostni
spektrometrii s TOF analyzatorem se pouziva Mikrokanalové detektorové desky (MCP) ¢ili
Mikrochanel plate detektor (Croxato et al., 2012; Liu et al., 2014). Pro identifikaci plisni jsou
u MALDI-TOF MS dany dvé aplikované metody. U prvni metody dochazi k porovnani
hmotnostniho spektra s databazi otiskl prsti. U této metody se generuji specialni spektra
neposkozenych bunék, které se porovnavaji s predchozimi knihovnami otiski prstu, které jsou
komeréné dostupné. Pii druhé metod¢ dochazi ke spojeni biomarkeri s nezndmym
mikroorganismem. Ten je nasledné pfitazen do databaze proteomu (porovnava se molekularni
hmota proteinll ve spektru a molekulové hmotnosti proteinil ze sekvenovanych genomit). Prvni

metoda je lepsi, protoze je rychlejsi a lehce ptizplsobitelna pro snadné pouziti v laboratofich.
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Pti analyze se pouzivaji rizné databaze a systémy, podle kterych se vyhodnocuje shoda riznych
rodu plisni. Zname systémy Andromas, Bruker Biotyper a Vitek MS. Vyhodnoceni zalezi na
vysi skore, dle néj se urCuje mira pravdépodobnosti pfitomnosti plisné. Napiiklad systém
Biotyper 3.0 pouziva rozmezi skore od 0 do 3000, a to dle pfitomnosti nebo neptitomnosti pikt
v zaznamech databaze. Rozmezi skore > 1,7 je oznaceno za nespolehlivou identifikaci, pii skore
> 2 se jedna o pravdépodobnou identifikaci rodu a skore > 2,3 oznacuje identifikace rodu s
pravdépodobnou jistotou a skoére od 2,3 do 3 je identifikace s vysokou pravdépodobnosti. Tato
metoda se pouziva pro identifikaci plisni Aspergillus, Fusarium a dermatofyty. Cast&ji také
pouziva MALDI-TOF MS pro identifikaci kvasinek (Croxato et al., 2012; Patel, 2015;
Sanguinetti a Posteraro, 2017).

3.5.1 Metoda zaloZena na elektrosprejové ioniza¢ni hmotnostni spektrometrii

Pro detekci plisni lze vyuzit spojeni PCR s elektrosprejovou ionizacni hmotnostni
spektrometrii. Vysledky jsou k dispozici za 12 az 16 h ve srovnani s 24 az 48 h pro standardni
zpracovani a kultivaci tkdné. DalSim velkym plusem je moznost detekovat vice nez jeden
organismus soucasn¢ ve vzorku. ESI-MS byva také citlivéjsi nez jiné molekularni metody.
Ionizace elektrosprejem se fadi k mékkym ionizacnim technikdm, z toho vyplyva, Ze je to Setrna
metoda, kdy nepozorujeme fragmentované ionty. Umoznuje ionizovat molekuly s obrovskou
molekulovou hmotnosti. Samotny proces l1ze rozdé€lit na tfi kroky. Zmlzeni vzorku na malé
elektricky nabité kapicky, uvolnéni iontd z kapicek a konecné transport ionti do vakua a pak
do analyzatoru. Vzorek je pfivadén kovovou kapilarou, na kterou je vloZeno vysoké napéti.
Dojde k rozpréaseni vzniklych kapi¢ek pomoci zmlzujiciho plynu. Takto vzniklé kapi¢ky nesou
na svém povrchu velké mnozstvi naboji. Odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zvySovani
hustoty naboje. Po dosahnuti kritické hranice dojde ke Coulombické explozi. Jedna se o rozpad
na jeSté mensi kapicky, které si rozdéli pivodni naboj. Proces se neustale opakuje do okamziku
vzniku iontd, které jsou undSeny do analyzatoru. Tato metoda je vhodna pro identifikaci plisni
rodu Mucor a Aspergillus (Brinkman et al., 2013; Simmer et al., 2013; Shin et al., 2013; Krifors
etal., 2019).
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3.6 Test T2 pro magnetickou rezonanci (T2MR)

Tento test patfi mezi molekularni metody, ale v praxi se ¢asto nepouziva. Je zaloZen na
magnetické rezonanci a mtize se kombinovat s PCR. Obecnym principem je, ze mé&ii molekuly
vody, jak reaguji v pritomnosti magnetickych poli. Test je schopen oznaCovat rGzné
molekularni nebo imunologické cile. Pfikladem mutze byt DNA nebo proteiny. U téchto dvou
danych cili pouziva T2 test zplsob pifimé detekce vzorkl, a to pouzitim
superparamagnetickych castic, které¢ dovoluji signalim T2MR citlivost na dané cile. Nasleduje
potazeni ¢astic danymi cilovymi vazebnymi Cinidly, které se pak vlozi do roztoku, kde nasledné
dojde k navazani castic a shlukovani okolo daného cile. V disledku shlukovani dochdzi ke
zméné mikroskopického prostiedi vody ve vzorku. Diky zmén¢ prostiedi vody se zméni signal
T2MR ve vzorku. KdyZ dochazi ke zméné signalu, ukazuje to pfitomnost dan¢ho cile. Vyhodou
tohoto testu je rychlost, pfesna detekce molekularnich cilii v daném vzorku bez pracného ¢isténi
a extrakce danych molekul ve vzorku. U PCR dochézi ke smichani magnetickych nano¢astic s
ITS2 amplikonem (Pfaller et al., 2015; Wickes a Wiederhold, 2018).

Tento test se zatim provadi pouze u rodu kvasinek Candida, a to z pIlné krve. Pro detekci
kandiddz se pouziva panel T2Candida, ktery je zalozen pln€ na mechanizaci ptistroje T2Dx.
Ten umoznuje citlivou a specifickou detekci pro rod Candida v plné krvi, bez pfedchozi
nutnosti uprav, jako jsou kultivace nebo extrakce nukleovych kyselin (Pfaller et al., 2015). U
T2MR zatim nebyly pouzity jiné biologické materialy (stéry z kiize). NejspiSe proto, ze vzorky
kize jsou rozmanitéj$i ke specifickym zménam mikrobidlni flory. Po aplikaci PCR s
amplikonem je mozné diky jeho umisténi a povaze v budoucnu identifikovat timto testem 1
dalsi rody plisni. Jak uz bylo zminéno vyse, tento test se ale provadi pouze u kvasinek rodu
Candida. Pro dalsi moznou identifikaci kvasinek a plisni je nutna dalsi studie (Sexton et al.,
2018; Wickes a Wiederhold, 2018).
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4 Patogenita plisni

V poslednich letech se cCetnost zdvaznych fungalnich onemocnéni zvysila. V disledku
klinického pouziti antibakteridlnich 1é¢iv, imunosupresivnich latek po transplantaci organt jsou
spojeny se zvySujicim se rizikem plisnovych infekci. Oportunni patogeny z rodu Candida,
Cryptococcus, Aspergillus jsou nejéastéjsi, které napadaji lidsky organismus a mohou vést k
infekcim sliznic a klize nebo k tvorbé mykoéz.

V soucasné dobé existuji n€kterd €innad antimykotika, ale bohuzel nékteré patogenni druhy
vykazuji rostouci rezistenci. Identifikace fungélnich virulen¢nich faktorti a rozpoznani
mechanismu patogeneze muze vést k vyvoji novych ac¢innych antimykotik (Karkowska-Kuleta
et al., 2009). Mezi faktory rozsifovani plisni se mohou tadit 1éky, které podporuji rust plisni a
dochazi k oslabeni a potlaceni fungovani imunitniho systému (nékteré druhy antibiotik,
kortikoidy, opium) a nadmérnd mira konzumace primyslové zpracovanych potravin
(Ayatollahi-Mousavi et al., 2016; Laich et al., 2002; Weinhold 2007).

Mykézy délime dle lokace na lidském téle. Patfi sem povrchové mykdzy, ty zahrnuji i kozni
mykoézy. Do této skupiny fadime dermatofyty, naptiklad rod Trichophyton, Microsporum a
Epidermophyton. Dale to jsou podkozni mykoézy, piikladem muze byt Sporothrix schenckii
nebo Fonsecae pedrosi. A posledni a nejvyznamnéjsi skupinou jsou systémové mykozy. Zde
se nachazi Coccodoides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis a rod
Aspergillus (Rouzaud et al., 2015; Verma et al., 2018; Colombo et al., 2011).
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S5 Zavér

Prace se zabyva obecnou charakteristikou plisni a prehledem metod pouzitelnych pro jejich
identifikaci. Zminuje klasické kultivaéni metody i mikroskopii. Tyto zpiisoby detekce jsou jiz
nahrazeny modernimi technikami, ale stale jsou nutnou soucasti pii diagnostice plisnovych
onemocnéni. Nejvetsi prostor byl vénovan zpiisobiim detekce plisni. Své vyhody a nevyhody
maji oba dva zminované typy metod. K rozvoji molekuldrné biologickych metod doslo az v
prabéhu 90. let, predtim se pouzivaly pouze klasické metody jako je mikroskopie,
histopatologie a kultivace. Vyhodou u klasickych metod je ekonomicka dostupnost. Naopak
nevyhodou je casova naro¢nost, mozna lidskéa chyba a mikroskopické metody vykazuji velkou
miru chybovosti. Jelikoz je Cas Casto rozhodujicim faktorem pti diagnostice, bylo nutné tyto
metody doplnit jinymi, rychlejSimi zpisoby. Do poptedi proto dnes vstupuji molekularné
biologické metody.

Molekularné biologické metody se zacaly pouzivat pro svoji ¢asovou nendro¢nost, piesnost,
moznost identifikace vice vzorku zaroven a malou chybovost. Dalsi vyhodou je porovnavani
vzorkll v danych databazich nebo knihovnach (GenBank). BohuZel nevyhodou miZe byt
finan¢ni ndro€nost a draha instrumentace a také neuniverzalnost n€kterych molekuldrnich
metod. V praxi se pouzivaji jenom nékteré molekularni metody. Jsou to metody zalozené na
PCR, nejcastéjsi typ je PCR v redlném Case, ktera je dnes nedilnou soucasti vétSiny klinickych
laboratofi. U hybridiza¢nich kyselin se pouZiva metoda FISH. BéZnou metodou v nemocni¢nich
i jinych laboratofich se stala metoda MALDI TOF MS.

U techniky sekvenovani neni pouZiti v klinickych laboratofich pfili§ rozsifené pro vysoké
potizovaci ndklady a nutnost dobfe proskolené¢ho personalu. Tato metoda je tak spiSe vyuzivana
na védeckych pracovistich, kde se bézné vyuzivaji metody druhé generace. Do budoucna lze
oc¢ekavat rozvoj metod tieti generace a jejich dominanci na poli sekvenace.

Svoji roli na poli identifikaci plisni si ziskaly | komer¢né dostupné testy jako je Acoprobe test
pro svoji relativni jednoduchost a rychlost. Predmétem z4jmu bude v budoucich letech také

uziti T2 test pro magnetickou rezonanci pro jiné mikroorganismy nez Candida.
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