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ABSTRAKT

Cryptococcus laurentii je vo vSeobecnosti povazovany za saprofiticky druh, avSak uz bolo
hlasenych niekol’ko pripadov ochoreni I'udi i zvierat sposobenych prave tymito kvasinkami.
Jedna sa o heterogénnu skupinu kapsularnych mikroorganizmov s nejednoznacne vymedze—
nymi taxonomickymi hranicami. Na zdklade metdéd molekuldrnej bioldgie bola skupina
Cryptococcus laurentii rozdelena na dve fylogenetické skupiny, ktoré sa navzajom lisia. Je
vSak pravdepodobné, ze taxondmia tejto skupiny nie je definitivna a s pribudajicimi
poznatkami sa bude menit’.

Kvoli nejednozna¢nému taxonomickému statusu kvasiniek Cryptococcus laurentii aich
moznej patogenite sme sa rozhodli biotypizovat kmene skupiny Cryptococcus laurentii
pomocou MALDI — TOF hmotnostnej spektrometrie, ktord je povazovand za rychlu,
spolahlivi a dokonca 1 relativne lacni metddu, schopnu identifikovat’ mikroorganizmy i na
urovni variety.

Na vybranych kmenioch rodu Cryptococcus (Cr. neoformans, Cr. laurentii, Cr. magnus) zo
Zbierky kultur kvasiniek (CCY) bol optimalizovany experimentalny postup MS analyzy pre
tento rod. Zvolenou metddou bolo identifikovanych tridsat’tri kmenov, pdvodne zaradenych
ako Cryptococcus laurentii. Na zdklade nameranych hmotnostnych spektier boli tieto kmene
prerozdelené do Siestich odlisnych skupin. Z kazdej zo skupin bol vybrany asponi jeden kmer,
u ktorého bola uskutocnend sekvencna analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu. Pomocou
molekularno biologickej analyzy bol zvoleny kmen identifikovany a stal sa reprezentujucim
kmerniom danej skupiny.

Skupinu I tvori typovy Cryptococcus laurentii CCY 17-3-2, ktory vykazoval odlisné
spektrum ribozomalnych proteinov ako ostatné biotypizované kmene. Dokonca i s kmefimi
identifikovanymi ako Cryptococcus laurentii bola podobnost’ spektier nizka, ¢o by mohlo byt’
zapric¢inené odliSnou varietou. Skupinu II reprezentuje Cryptococcus laurentii CCY 17-3-17.
Okrem neho bolo do skupiny II priradenych d’alSich 13 kmeniov. Skupinu III reprezentuje
Cryptococcus flavescens CCY 17-3-29. Do tejto skupiny bolo zaradenych d’al§ich 12 kmenov
s takmer identickym hmotnostnym spektrom. Do skupiny IV bol zaradeny len jeden kmen
(CCY 17-3-13), ktory bol pomocou sekvenacie genomu identifikovany ako Cryptococcus
carnescens. Rovnako jedného zastupcu (CCY 17-3-5) ma i skupina V. Kmen CCY 17-3-5 bol
identifikovany ako Cryptococcus flavus. Poslednd skupina VI ma troch €lenov a reprezentuje
ju kmen 17-3-35 identifikovany ako Bulleromyces albus. Kym Cr. laurentii a Cr. flavescens
patria do 1. fylogenetickej skupiny a Cr. carnescens do II. fylogenetickej skupiny ,, skupiny
Cr. laurentii,” identifikacia Cr. flavus a Bulleromyces albus viedla k vyluceniu uvedenych
kmenov z tejto ,,skupiny.*

Kruacové slova: biotypizacia, MALDI — TOF MS, skupina Cryptococcus laurentii



ABSTRACT

Cryptococcus laurentii has been classically considered a saprophytic species, although
several cases of human and animal infection have been already reported. This species is
reported to be heterogenous. The taxonomy of yeast Cryptococcus laurentii was always
highly ambiguous. The application of molecular biology and bioinformatic methods led to
dividing of searched strains to two distinct phylogenetic groups, some varieties were
recognized as species and the locution ,,Cryptococcus laurentii group* was introduced. The
taxonomy of this group is likely not definitive and with advancing knowledge will change.

Our aim was the identification of individual species within this group based on matrix-
assisted laser desorption/ionization — time of flight mass spectrometry (MALDI — TOF MS),
which has recently been described as a rapid, reliable, cost-effective and powerful tool for
analyzing of microorganisms, even on variety level. Generally, the yeasts of genus
Cryptococcus form highly resistant polysaccharide capsules and produce large amount of
extracellular polysaccharides, therefore belong to so called ,,difficult” cases for biotyping.

The experimental protocol has been optimized for MS analysis of this genus on the
selected strains of Cr. neoformans, Cr. laurentii and Cr. magnus from the Culture Collection
of Yeasts (CCY).Thirty-three strains, originally classified as Cryptococcus laurentii has been
identified by chosen method. These strains were distributed into six different groups
according their spectra similarities. It was selected at least one strain of each group, which
was classified based on the sequence analysis of the D1/D2 domains of the LSU rRNA gene.
This strain (with known sequence) became representative for its group.

Type strain of Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2) belongs to the group I. Its MS
spectrum of ribosomal proteins differ from mass spectra of all other biotyped species, even
with strains identified as Cryptococcus laurentii was the similarity of the spectra low, which
could be caused by identification of two different varieties. The group II is represented by
Cryptococcus laurentii CCY 17-3-17. Except this strain, thirteen more strains belong to the
group II. The group III represents Cryptococcus flavescens CCY 17-3-29. This group
included 12 additional strains with almost identical mass spectra. Group IV included only one
strain (CCY 17-3-13), which was identified as Cryptococcus carnescens based on gene
sequence analysis. Similarly, one representative (CCY 17-3-5) has the group V. Strain CCY
17-3-5 was identified as Cryptococcus flavus. The last group VI of three members represents
strain 17-3-35 identified as Bulleromyces albus. While Cr. laurentii and Cr. flavescens belong
to phylogenetic group I and Cr. carnescens to the phylogenetic group II, four strains giving
two types of different MS spectra and identified as Cr. flavus (1 strain) and Bulleromyces
albus (3 strains) were excluded from ,,Cr. laurentii group.*

Key words: biotyping, MALDI — TOF MS, Cryptococcus laurentii group
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1 UVOD

Taxonomia kvasiniek Cryptococcus laurentii bola a stale 1je vel'mi nejednoznacna. Tak
ako sa vyvijali metédy na identifikdaciu mikroorganizmov, menilo sa aj taxonomické
zaradenie tychto kvasiniek. V sucasnosti sa vo vSeobecnosti mikroorganizmy identifikuju
a taxonomicky zarad’uji najmé na zéklade sekvenacie genomu. A prave poznatky a aplikacie
molekularnej biologie a bioinformac¢nych metdd viedli k prerozdeleniu zndmych kmeniov
kvasiniek Cryptococcus laurentii. Niektoré variety boli uznané ako samostatny druh a
zaviedol sa pojem skupina Cryptococcus laurentii.

Tato pomerne pocetna skupina kvasiniek je fylogeneticky rozdelend na dve odlisné
skupiny. V sucasnej dobe prva fylogenetickd skupina obsahuje druhy Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus flavescens a Cryptococcus aureus. Zakladom druhej skupiny su Cryptococcus
carnescens, Cryptococcus peneaus, Cryptococcus dimennae, Cryptococcus Vvictoriae a
Bullera globispora.

Ciel'om tejto prace bola identifikacie jednotlivych druhov kvasiniek skupiny Cryptococcus
laurentii (CCY) pomocou MALDI — TOF hmotnostnej spektrometrie, ktord sa v poslednych
rokoch zacina Coraz castejSie vyuzivat na rutinnu identifikdciu mikroorganizmov, tzv.
biotypizaciu. Jej popularita sivisi s dobrymi detekénymi limitmi, nizkou cenou analyzy
a hlavne rychlostou identifikicie. Postupne tak dopiiia a nahradza ¢asovo naroéné metddy
molekularnej bioldgie, ktoré si stale udrzuji popredné postavenie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rod Cryptococcus

2.1.1 VSeobecna charakteristika rodu Cryptococcus

Zastupcovia rodu Cryptococcus su bazidiomycétové mikroorganizmy s celosvetovym
rozsirenim. Tieto kvasinky byvaji Casto izolované z pody, vzduchu, rastlin a rezervoarom
niektorych druhov je prostredie bohaté na dusikaté laty, napr. vtaci trus [1], [2], [3].

Nepohlavné rozmnoZzovanie: Bunky st gulovitého alebo ovoidného tvaru, mézu byt aj
pretiahnuté alebo polymorfné [4], [1], [S]. Vac¢Sina kmeniov tvori polysacharidové kapsule,
ktoré chrania bunky pred nepriaznivymi podmienkami prostredia vratane imunitnej odpovede
napadnutého organizmu. Tvorba kapstl suvisi s patogenitou niektorych c¢lenov rodu
Cryptococcus (Cr. neoformans) azavisi od zlozenia kultivatného média. Za Specifickych
rastovych podmienok moze kapsula obsahovat’ latky podobné Skrobu, ktoré vylucuje do
média [4], [6]. Rozmnozuji sa multilaterdlnym alebo polarnym enteroblastickym pucanim.
Menej Casto tvoria pseudomycélium, CastejSie rastii vo forme pravého mycélia. Neprodukuju
askospory, balistospory ani balistokonidie. Na pevnom médiu vela kmeniov tvori slizovité
kolonie bielej pripadne krémovej farby. Niektoré kmene mdzu tvorit' Cervené, ZIté alebo
hnedé pigmenty [1], [5].

Pohlavné rozmnoZovanie: Pre vicSinu kmefiov nebolo determinované sexudlne
rozmnozovanie, avsak niektoré kmene su anamorfné $tadia telemorfnych rodov Filobasidium,
Filobasidiella, Cystofilobasidium a d’alSich [1], [5]. U najzndmejSieho predstavitel'a rodu,
Cryptococcus neoformans, sa teleomorfné stadium oznacuje ako Filobasidiella neoformans
[1], [5], [7] a vznika po splynuti dvoch kvasinkovych buniek opac¢nych péarovacich typov. Po
fazii buniek sa formuje dvojjadrova hyfa, na ktorej vyrasta Stihle bazidium a na flom sa
nasledne objavuju retiazky bazidiospér. Septd medzi jednotlivymi bunkami mycélia st
bazidiomycétového typu [8], [9], [10], [11].

Fyziologia/biochémia: Vsetky kmene utilizuju D-glukuronat a takmer vSetky syntetizuju
extracelularne polysacharidy. Tie kmene, ktoré neprodukuju Skrob, metabolizuju inozitol a D-
glukuronat, ¢im sa odliSuji od druhov radenych do rodu Rhodotorula. Zvycajne chyba
schopnost’ fermentacie cukrov. Reakcie s diazoniovou modrou B (DBB) a test na ureazovu
aktivitu maji pozitivny. Z monosacharidov pritomnych v bunkovych stenach je dominantna
glukdza, d’alej manoza a xyléza. Hlavnymi ubichinénmi s CoQ-8, 9 a 10 [4], [1], [S]. Maju
minimdlne rastové poziadavky, pretoze ako zdroje uhlika a dusika vyzaduju iba jednoduché
organické zluceniny a kultivaéné médium nemusi byt’ obohatené o vitaminy [12].

Fylogenetické umiestnenie: Molekuldrne a fylogenetické Studie (napr. [13], [14], [15])
preukazali, ze rod Cryptococcus je polyfyleticky. Hranice rodu nie su ostro definované,
vymedzené si najmi na zéklade fyziologickych vlastnosti jeho zastupcov. Na zéklade obsahu
G + C parov v genome a sekvenovania génu 26S rRNA bola v rode Cryptococcus preukazana
vnutrorodovad 1 vnutrodruhova variabilita [16], [14]. Druhy tohto rodu sa nachddzaji vo
vSetkych piatich hlavnych radoch (Tremellales, Trichosporonales, Holtermannia,
Filobasidales a Cystofilobasidales) podtriedy Tremellomycetidae (Obr.I). Niekedy sa
prelinaju s druhmi inych anamorfnych (napr. Bullera) alebo telemorfnych (napr. Tremella)
rodov [5].
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M

- €. musci JCM 15317 | AB126586
— C. haglerorum CBS 63027 1 aF4g7z7e | 1 Tichosporonales
o | o ’_|_|: arboriformis® CBS 10441 | AB260936
€. dasrowskae CBS 5123 | AB126588
- ——— . curvatus CBS 570" / AF139834
& fﬂlgiﬂﬂfﬂ JCM 1530 § AB126585 i
C. marinus CBS 52357 | AF180846 marinus

ey
sy iial T I ad311450
¢|:EE festucosus CBS 10162' | AY4E2119 Holtermannia
C. walticus CBS 9498 | AY 1318473
C. difffuens CBS 1607 / AFDT75502
C. liguefaciens CBS 968" | AF1681515
C. albidosimitis CBS 77117 | AF137601
. wishaiacii CBS 71107 Jﬁ.Fﬂ?%ﬂ“&
C. albldus var. albidus CTBES 1427 | AFDT5474
€. afbidus var. keetzimgii CES 19267 § AF137T602
C. altvidus var, ovalis F BS 58107 | AF13T605
C. adellensis CBS B351" | AF137803
C. uzbekistanensis CBS 86837 | AF181506
C. saifoi CBS 1975 7 AF181540

allidus

C. frindwannii CBS 71607 | AFOTS4TE
C. antarclicus var. antarclicus CBS TERT" | AFOT5488
_[_|— C. antareficus var. cireampolaris CBS 76637 | [CES)
€. bhwtanensis COS 62947 | AF137509
C. magnus CBS 140" | AF181651
C. avirensis CBS 86817 | AF181519
C. chernowii CBS BETS" | AF1E1530
C. stepposus® CAS 10265° | DO222456
€. wieringae CBS 19377 | AF1E1541
C. umiguituiates CBS 17307 | AFOTS46E
C. phenalices CBS BEB2" | AF161523
C. terrews CBS 1885 | AFOT54T9
™ 100 C. fuscescens GBS 71697 | AFO75472
C. aerius CBS 155' | .p.Fu?sqr.Bs
C. terricola CBS 4517 | AF181520
Pe 160 —C. gastricus CBS 22887 | AF137600

LC. cons GBS 7525 [ AF181547
e— B amm CES asmﬂ AF181535

100 C. cyiindricus CBS 86807 / AF181534
¢ Siivicola CBS 10099" | AY398955

Filobasidiales

aarus

C. aguaticus GBS 5443" | AFOTSATO

O el macerans CBS 2206" ( aFtgsaas | CYStofilobasidiales

b———C. feriguia CBS 7201 | AFOTS487
0.1

Obr.1: Fylogeneticky vztah druhov v ramci rodu Cryptococcus [5].
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Hoci sa taxonomicky status rodu Cryptococcus a fylogenetické vztahy medzi jeho
jednotlivymi druhmi vd’aka molekularne biologickym metédam stale spresiiuju, mozno do
buducna s urcitost'ou oCakavat’ d’alSie revizie jeho klasifikacie.

2.1.2 Typové kmene rodu Cryptococcus

a)
b)

Cryptococcus mobilis Kiitzig 1833 [4]
Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin 1901 [1], [5]

U Cryptococcus neoformans bol, ako v pripade d’al§ich vyznamnych mikroorganizmov,
zahdjeny projekt sekvenovania gendému [17]. Tato kvasinka sa stala jednym z prvych
bazidiomycétovych organizmov, u ktorého bol projekt dokonceny [18], [19].

2.1.3 Zastupcovia rodu Cryptococcus

2.1.3.1 Akceptované kmene rodu Cryptococcus (rok 1984)
V roku 1984 boli podl’a literatury [4] akceptované tieto kmene:

1.

NN R WD

1.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

Cryptococcus albidus (Saito) Skinner (Saito, 1922)

a. Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus

b. Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. aerius (Saito) Phaff et Fell (1922)

Cryptococcus ater Castellani ex Cooke (1966)

Cryptococcus dimennae Fell et Phaff (1967)

Cryptococcus elinovii Goluber et Tauson (1979)

Cryptococcus flavus (Saito) Phaff et Fell (Saito, 1922)

Cryptococcus gastricus Reiersol et di Menna (1958)

Cryptococcus heveanensis (Groenewege) Baptist et Kurtzman (1921)

Cryptococcus hungaricus (Zsolt) Phaft et Fell (1957)

Cryptococcus infirmo-miniatus (Okunuki) Phaff et Fell (1931)

Cryptococcus kuetzingii Fell et Phaft (1967)

Cryptococcus laurentii (Kufferath) Skinner (1920)

Cryptococcus luteolus (Saito) Skinner (1922)

Cryptococcus macerans (Frederiksen) Phaff et Fell (1956)

Cryptococcus magnus (Lodder et Krager-van Rij) Baptist et Kurtzman (1952)

Cryptococcus melibiosum (Shifrine et Phaff) Phaff et Fell (1956)

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin (1895)

a. Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin var. neoformans

b. Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin var. gatti Vanbreuseghem et
Takashio (1970)

Cryptococcus skinneri Phaff et do Carmo-Sousa (1962)

Cryptococcus terreus di Menna (1954)

Cryptococcus uniguttulatus (Zach) Phaff et Fell (Wolfram et Zach, 1934)

2.1.3.2 Akceptované kmene rodu Cryptococcus (rok 2000)

Preradenie bazidiomycétovych druhov, u ktorych bola v bunkovych hydrolyzatoch
detekovana xyléza, z rodu Candida do rodu Cryptococcus, rozsirilo pocet jeho clenov
z devitnast’ na tridsat’styri.

V roku 2000 boli podl’a literattry [1] akceptované tieto kmene:

I.
2.

Cryptococcus aerius’ (Saito) Nannizzi (1927)
Cryptococcus albidosimilis” Vishniac et Kurtzman (1992)
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9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner (1947)
Cryptococcus amylolentus” Golubev (1981)

Cryptococcus antarcticus Vishniac et Kurtzman (1992)
Cryptococcus aquaticus” Jones et Slooff (1988)
Cryptococcus ater (Castellani ex Cooke) Phaff et Fell (Lodder 1970)
Cryptococcus bhutanensis” S. Goto et Sugiyama (1970)
Cryptococcus consortionis” Vishniac (1985)

Cryptococcus curvatus. Golubev (1981)

Cryptococcus dimennae” Fell et Phaff (1967)
Cryptococcus feraegula” Saéz et. Rodrigues de Miranda (1988)
Cryptococcus flavus (Saito) Phaff et Fell (1970)
Cryptococcus friedmannii- Vishniac (1985)

Cryptococcus fuscescens* Golubev (1984)

Cryptococcus gastricus Reiersol et di Menna (1985)
Cryptococcus gilvescens* Chernov (1988)

Cryptococcus heveanensis (Groenewege) Baptist et Kurtzman (1976)
Cryptococcus huempii " Roeijmans (1989)

Cryptococcus humicolus” Golubev (1981)

Cryptococcus hungaricus (Zsolt) Phaft et Fell (1970)
Cryptococcus kuetzingii Phaff et Fell (1967)

Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner (1950)
Cryptococcus luteolus (Saito) C.E. Skinner (1950)
Cryptococcus macerans (Frederiksen) Phaff et. Fell (1970)
Cryptococcus magnus Baptist et Kurtzman (1976)
Cryptococcus marinus” Golubev (1981)

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin (1901)
Cryptococcus podzolicus” Golubev (1981)

Cryptococcus skinneri Phaff et do Carmo-Sousa (1962)
Cryptococcus terreus di Menna (1954)

Cryptococcus uniguttulatus (Zach) Phaff et Fell (1970)
Cryptococcus vishniacii " Vishniac et Hempfling (1979)
Cryptococcus yarrowii. A. Fonseca et van Uden (1991)

Kmene oznacené hviezdiCkou (*) v roku 1984 este neboli akceptované za ¢lenov rodu
Cryptococcus. Naopak oproti roku 1984 boli zo zoznamu akceptovanych kmenov vyradené

tieto kmene:
1. Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. albidus
2. Cryptococcus elinovii Goluber et Tauson (1979)
3. Cryptococcus infirmo-miniatus (Okunuki) Phaff et Fell (1931)
4. Cryptococcus melibiosum (Shifrine et Phaff) Phaff et Fell (1956)
5. Cryptococcus albidus (Saito) Skinner var. aerius (Saito) Phaff et Fell (1922) bol

preradeny z variety na samostatny kmen Crypfococcus aerius

2.1.3.3 Akceptované kmene rodu Cryptococcus (rok 2011)
V roku 2011 boli podl’a literattry [5] akceptované tieto kmene:

I.
2.

Cryptococcus adeliensis” Scorzetti, Petrescu, Yarrow, Fell (2000)
Cryptococcus aerius (Saito) Nannizzi (1927)
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

Cryptococcus albidosimilis Vishniac et Kurtzman (1992)

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner (1950)

a. Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. albidus” (1967)

b. Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. kuetzingii- Fonseca (2000)
c. Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. ovalis Sugiyama, Goto (1967)
Cryptococcus allantoinivorans” Middelhoven (2005)

Cryptococcus amylolentus Golubev (1981)

Cryptococcus amylolyticus* Fonseca, Inécio et Spencer-Martins (2005)
Cryptococcus antarcticus Vishniac et Kurtzman (1992)

a. Cryptococcus antarcticus Vishniac et Kurtzman var. antracticus” (2002)
b. Cryptococcus antarcticus Vishniac et Kurtzman var. circumpolaris™ (2002)
Cryptococcus aquaticus Jones et Slooff (1988)

Cryptococcus armeniacus” Fonseca, Inacio (2005)

Cryptococcus arrabidensis” Fonseca, Scorzetii, Fell (2000)

Cryptococcus aureus’ (Saito) Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2003)
Cryptococcus bhutanensis Goto et Sugiyama (1970)

Cryptococcus carnescens  Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2003)
Cryptococcus chernovii " Fonseca, Scorzetii, Fell (2000)

Cryptococcus cistialbidi " Fonseca, In4cio et Spencer-Martins (2005)
Cryptococcus curvatus Golubev (1981)

Cryptococcus cylindricus* Fonseca, Scorzetii, Fell (2000)

Cryptococcus daszewskae” Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2003)
Cryptococcus diﬁluens* (Zach) Lodder et Kreger-vanRij (1952)
Cryptococcus dimennae Fell et Phaff (1967)

Cryptococcus ferigula Saéz et. Rodrigues de Miranda (1988)

Cryptococcus festucosus’ W. Golubev et Sampaio (2004)

Cryptococcus ﬂavescens* (Saito) C.E. Skinner (1950)

Cryptococcus flavus (Saito) Phaff et Fell (1970)

Cryptococcus fragicola” Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2001)
Cryptococcus friedmannii Vishniac (1985)

Cryptococcus fuscescens Golubev (1984)

Cryptococcus gastricus Reiersol et di Menna (1985)

Cryptococcus gatti- Kwon-Chung et Boekhout (2002)

Cryptococcus gilvescens Chernov (1988)

Cryptococcus haglerorum” Middelhoven, Fonseca et al (2003)
Cryptococcus heimaeyensis- Vishniac (2002)

Cryptococcus heveanensis (Groenewege) Baptist et Kurtzman (1976)
Cryptococcus huempii Roeijmans (1989)

Cryptococcus humicola Golubev (1981)

Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner (1950)

Cryptococcus liquefaciens” Fonseca, Boekhout, Fell (2009)

Cryptococcus longus* Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2001)
Cryptococcus luteolus (Saito) C.E. Skinner (1950)

Cryptococcus macerans (Frederiksen) Phaff et. Fell (1970)

Cryptococcus magnus Baptist et Kurtzman (1976)

Cryptococcus marinus Golubev (1981)
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44. Cryptococcus musci " Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2001)
45. Cryptococcus mycelialis” Golubev (2003)

46. Cryptococcus nemorosus Golubev et al (2003)

47. Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin (1901)

48. Cryptococcus nyarrowii " Thomas-Hall, Watson (2002)

49. Cryptococcus oeirensis” Fonseca, Scorzetti, Fell (2000)

50. Cryptococcus paraﬂavus* Golubev, Sampaio (2004)

51. Cryptococcus peneaus” Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2003)
52. Cryptococcus perniciosus* Golubev et al (2003)

53. Cryptococcus phenolicus* Fonseca, Scorzetti, Fell (2000)

54. Cryptococcus podzolicus Golubev (1981)

55. Cryptococcus pseudolongus* Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2001)
56. Cryptococcus ramirezgomezianus* Takashima, Sugita, Shinoda et Nakase (2001)
57. Cryptococcus saitoi” Fonseca, Scorzetti, Fell (2000)

58. Cryptococcus silvicola® Golubev et Sampaio (2006)

59. Cryptococcus skinneri Phaff et do Carmo-Sousa (1962)

60. Cryptococcus surugaensis* Nagahama, Hamamoto et Nakse (2003)
61. Cryptococcus taeanensis Skin et Park (2005)

62. Cryptococcus tephrensis* Vishniac (2002)

63. Cryptococcus terreus di Menna (1954)

64. Cryptococcus terricola” Pedersen (1958)

65. Cryptococcus uniguttulatus (Zach) Phaff et Fell (1970)

66. Cryptococcus uzbekistanensis” Fonseca, Scorzetti, Fell (2000)

67. Cryptococcus victoriae” M.J. Montes, et al (1999)

68. Cryptococcus vishniacii Vishniac et Hempfling (1979)

69. Cryptococcus watticus- Guffog et al (2004)

70. Cryptococcus wieringae” Fonseca, Scorzetti, Fell (2000)

Kmene oznacené hviezdickou (*) v roku 2000 neboli zaradené medzi akceptovanych
zastupcov rodu Cryptococcus. Naopak oproti roku 2000 bolo zo zoznamu akceptovanych
kmenov vyradenych tychto pét kmetiov:

1. Cryptococcus ater (Castellani ex Cooke) Phaff et Fell (Lodder 1970)

Cryptococcus consortionis Vishniac (1985)
Cryptococcus hungaricus (Zsolt) Phaff et Fell (1970)
Cryptococcus kuetzingii Phaff et Fell (1967)
Cryptococcus yarrowii. A. Fonseca et van Uden (1991)

Pl o

2.1.4 Virulencia a patogenita rodu Cryptococcus

Za najvyznamnej$i virulentny faktor kvasiniek rodu Cryptococcus je povazovana
polysacharidova kapsula [20]. Kapsula Cryptococcus neoformans je zlozené z polysacharidov
obsahujucich vo svojej molekule manozu. NajvacSiu cast’ kapsule (az 90 % hmotnosti)
predstavuje acidicky heteropolysacharid, glukuronoxylomanan, ktorého hlavny linearny
retazec je tvoreny D-mandzovymi jednotkami spojenymi a-1,3 glykozidickou vézbou.
Mandzové jednotky st bohato substituované molekulami xylozy a glukurénovej kyseliny. V
mensej miere je v kapsule zastupeny galaktoxylomanén, u ktorého je glukurénova kyselina
nahradena galaktézou. Tretia zlozka obsahujuca sacharid je manoprotein. Na pevnych
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médiach sa pritomnost’ kapsule u daného kmena odraza v slizovitom vzhlade kolonii [4],
[21], [22], [23].

Strata schopnosti syntetizovat’ kapsulu vedie u mutantnych kmenov k vyznamnému
znizeniu virulencie. Dévodom je lepSia schopnost makrofagov, monocytov a neutrofilov
fagocytovat’ nezapuzdrené bunky. Bunky pokryté kapsulou maju touto Struktirou tienené
svoje ,.kryptokokové® antigény, ktoré vdaka tomu nemdzu byt rozpoznané T-lymfocytmi.
Z toho dovodu je 1 imunitnd odpoved hostitel'a na zapuzdrené bunky slaba [20], [22], [24].
Hoci je kapsula vyznamny virulentny faktor, je jeho primarnou funkciou pravdepodobne
ochrana bunky pred nepriaznivymi vplyvmi prostredia suchom, nedostatkom dusika a pred
predatormi (amébami) [25].

Za dalsie virulentné faktory kvasiniek rodu Cryptococcus, si povazované enzymy
proteaza, fosfolipaza a uredza ako aj tvorba melaninu a manitolu [26]. Melanin je amorfna
zlucenina, ktora tvori priblizne 15 % suchej vahy kvasinkovej bunky, dodava bunkovej stene
vystuz a robi z nej vel'mi rigidna Strukturu [27], [28]. Tento pigment umoziuje kvasinkdm
lepSie Celit’ stresovym faktorom. Prispieva k odolnosti mikroorganizmov voc¢i oxidacnym
¢inidlam a vnutrobunkovym aniénom makrofdgov [26]. Kmene vytvarajlice melanin st
odolnejsie k ultrafialovému ziareniu a su menej citlivé na amfotericin B (pouziva sa na liecbu
mykéz). Melanin mé tieZ schopnost’ sa viazat’ na niektoré mikrobicidne proteiny leukocytov,
vd’aka comu chrani bunky patogénu pred ich ucinkami [27], [29], [30]. Napriklad typovy
zastupca rodu a zaroven pre ¢loveka patogénna kvasinka, Cryptococcus neoformans, vytvara
melanin z pyrokatecholov, aminofenolov alebo difenolov a na rozdiel od cicavcov ho
nesyntetizuje z tyrozinu. Cryptococcus neoformans nie je jediny zastupca rodu Cryptococcus
produkujuci melanin. Okrem ,kryptokokov* ho syntetizuju aj dalSie vyznamné ludské
patogény ako napr. Aspergillus nidulans, Aspergillus niger alebo Wangiella dermatitidis [26],
[27].

Co sa tyka virulentného W&inku manitolu, mutantné kmene patogénnych druhov
produkujuce manitol v znizenej miere su menej virulentné. NavySe su citlivejSie voci
tepelnému Soku a vysokej koncentracii soli. Potencidlnym mechanizmom uc¢inku manitolu je
jeho hromadenie v mozgu, ktoré vedie k vzniku opuchov. Manitol ma navyse schopnost’
vychytavat’ hydroxylové radikdly a zrejme tak chrani bunky mikroorganizmu pred ich
nepriaznivymi u¢inkami a pdsobi antioxidacne [30], [31].

Enzymy produkované Cryptococcus neoformans sa na jeho patogenite pravdepodobne
podielaji narasanim bunkovych §truktur hostitel’a, ¢im umoziuju penetraciu kvasinky hlbsie
do tkaniv. Pomocou proteolytickych enzymov je Cryptococcus neoformans schopny
degradovat’ kolagén, fosfolipaza sa zas spoluzicastituje na poskodzovani membran a vytvara
1ézie (hlavne v plucach pacientov) [31], [32], [33]. Drviva vicSina klinickych izolatov
Cryptococcus neoformans ma pozitivny uredzovy test. Mutantné kmene, u ktorych bol gén
pre uredzu poskodeny, boli oproti divokym kmefiom so zachovanou uredzovou aktivitou
vyznamne menej virulentné [32], [34].

Okrem vysSie uvedenych faktorov, ktoré predurCuji mieru patogenity jednotlivych
kmenov, je pre vznik ochoreni délezitd schopnost’ kvasiniek existovat za podmienok
hostitel'ského prostredia (37 °C, 5 % CO,, pH 7,3-7,4). Virulenciu tieZ ovplyviiuje parovaci
typ daného kmena [35].

2.1.4.1 Kryptokokozy
Vseobecne sa ochorenia zapriinené zastupcami rodu Crypfococcus oznacuju ako
kryptokokdzy. Napriek tomu, Ze vécSina druhov iba saprofyticky perzistuje v prostredi,
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sporadicky niektoré z nich vyvolavaju infekcie [36], [37]. NajcastejSie a najviac proble-
matické st tie ochorenia, na ktorych participuje Cryptococcus neoformans pripadne
Cryptococcus gatti. Hlavnou rizikovou skupinou su predovsetkym HIV pozitivni jedinci
a osoby s oslabenou imunitou [12], [38].

NajzavaznejSim prejavom kryptokokozy je postihnutie centrdlnej nervovej sustavy vo
forme meningitidy alebo meningoencefalitidy. Ak nie je lieCend, v 100 % pripadov konci
umrtim [39], [40].

Kvasinky rodu Cryptococcus mozu d’alej vyvolavat plticne a kozné ochorenia, zapaly
urogenitalneho traktu alebo o¢i [7], [12], [41].

Najvacsim problémom pri liebe kryptokokdézy je <castd rezistencia patogéna
k antimykotikdm [34].

2.2 Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner (1950)
Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina Bulleromyces [5].
Synonyma v roku 2010 [5]:

Torula laurentii Kufferath (1920)

Torulopsis laurentii (Kufferath) Lodder (1934)

Rhodotorula laurentii (Kufferath) Hasegawa, Bonno et Yamauchi (1960)
Rhodotorula nites Mackenzie et Auret (1963)

Synonyma v roku 2000 a skor [4], [1], [42]:

Chromotorula aurea (Saito) F.C. Harrison (1928)

Cryptococcus flavescens (Saito) S.E. Skinner (1947)

Cryptococcus laurentii (Kufferath) S.E. Skinner var. flavescens (Saito) Lodder et Kreger
Rhodotorula aurea (Saito) Lodder (1934)

Rhodotorula flavescens (Saito) Krasilnikov

Rhodotorula laurentii (Kufferath) Hasegawa, Bonno et Yamauchi (1960)
Rhodotorula nites Mackenzie et Auret (1963)

Rhodotorula peneaus Phaff, Mrak et Williams (1952)

Torula aurea Saito(1922)

Torula flavescens Saito (1922)

Torula laurentii Kufferath (1920)

Torulopsis carnescens Verona et Luchetti (1936)

Torulopsis flavescens (Saito) Lodder (1934)

Torulopsis laurentii (Kufferath) Lodder (1934)

Typovy kmeri:

CBS 139 pdévodne izolovany z palmového vina z Konga (Kufferath, 1920) [4], [1], [5].
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Systematika:

Cryptococcus laurentii  bol na zaklade viacerych §tadii (proteomickych $tadii, analyz
genomu, zastipenia mastnych kyselin a.i.), ktoré urdéznych kmeniov tohto druhu dospeli
k odlisSnym zaverom (odliSné enzymatické profily, r6zne pomerné zastupenie mastnych
kyselin v bunkéach, velké rozdiely v obsahu G+ C parov), povazovany za kvasinku s
pomerne velkou vnutrodruhovou variabilitou [43], [44]. Pomocou sekvenovania niektorych
oblasti gendmu boli rozliSené dve fylogenetické skupiny (Obr. 2) a prinajmenSom sedem
taxdnov, ktoré je mozné povazovat’ za samostatny druh [13]. Zo zaverov nadvizujlcej Stadie
zahffiajucej patnast’ kmenov z tzv. ,,Cryptococcus laurentii skupiny je zrejmé, Ze situdcia
okolo taxonomického statusu tohto druhu je velmi zlozitd a jeho sucasna klasifikacia nie je
definitivna [45]. Niektoré novo popisované druhy sa navyse nedaju od Cryptococcus laurentii
odlisit’" tradicnymi identifikacnymi metodami a daju sa charakterizovat’ len na zaklade
molekularne biologickych dat [46].

Stcasné taxonomické hranice Cryptococcus laurentii boli vymedzené na zaklade
sekvenénych analyz 18SrDNA, DI1/D2 regionu 26S rDNA alITS regidonov (internal
transcribed spacer regions) uskuto¢nenych Takashima et al. (v roku 2003), ktori segregovali
Styri z byvalych synonym: Cryptococcus aureus, Cr. carnescens, Cr. flavescens a Cr. peneaus
[45]. Zistilo sa, Ze Cryptococcus laurentii spolu s Cr. flavescens a Cr. aureus patri do
fylogenetickej skupiny I a Cryptococcus carnescens spolu s Cr. dimennae, Cr. peneaus,
Cr.victoriae a Bullera globispora patri do fylogenetickej skupiny II [45] (Obr. 3). Sekvencna
analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu a ITS 1 + 2 regionov zaradili Cr. laurentii do cel'ade
Bulleromyces [5].
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Obr. 2: Fylogeneticky strom zaloZeny na ciastocnej sekvendcii 28S rRNA vybranych kvasiniek
rodu Cryptococcus [13]. Vyvojové rozdiely boli pocitané podla Kimurovho parametra [47].
Pouzité kmene st uvedené v Tab. 1.

} Cutgroups

Tab. 1 [45]
Kmen Zdroj
Cryptococcus laurentii
JCM 9066 Palmové vino; typovy kmen Torula laurentii
CBS 2174 Nador
CBS 8648 Pltca
Cryptococcus aureus
CBS 318 Atmosféra; typovy kmen Torula aurea
JCM 5945 Kvety
Cryptococcus flavescens
CBS 942 Atmosféra, typovy kmen Torula flavescens
CBS 8645 Cerebrospinalna tekutina AIDS pacienta
JCM 9909 PSenica
JCM 9910 PSenica
JCM 9911 PSenica
JCM 9912 PSenica
Cryptococcus carnescens CBS 973 Hrozno; typovy kmen Torulopsis carnescens
Cryptococcus peneaus CBS 2409 Kreveta; typovy kmen Rhodotorula peneaus
Cryptococcus sp. CBS 2993 Pltca
Cryptococcus sp. CBS 6578 Morska voda
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Obr. 3: Fylogeneticky srom Cryptococcus laurentii a pribuznych druhov zaloZeny na
porovnavani sekvencii 18S rDNA (a) a D1/D2 regionov 26S (b) [45]. Vyvojové rozdiely boli

pocitané podla Kimurovho parametra [47].

Vseobecna charakteristika:

Cr. laurentii je ubikvitny mikroorganizmus s celosvetovym rozsirenim. Vyskytuje sa v

roznych typoch prostredi, vratane pddy, vzduchu, vody (i morskej), hmyzieho trusu,
muskatového ¢i palmového vina, listov rastlin, kvasiaceho ovocia, hnijuceho dreva,
klinickych zdrojov, vyrobkov z brav€ového mésa a bol dokonca izolovany aj z antarktickych
lisajnikov [5], [48], [49], [50], [51], [S2].

Kvasinka ma gul'ovity alebo elipsovity tvar. Moze vytvarat’ kratke retiazky z troch az
Styroch buniek, ale vac¢Sinou su bunky bud’ jednotlivé alebo v paroch (Obr. 4). Na pevnych
podach tvori kolénie s hladkym a lesklym povrchom so slizovitou texturou. Tieto kolonie
mozu byt smotanovo, zlto, oranzovo az svetlo sfarbené s celym alebo lalo¢natym okrajom.
Rozmery buniek sa pohybuji od 3,5-11x3-7,5um. Pseudomycélium Cr. laurentii
nevytvara Ci iba rudimentéarne [4], [1], [42], [5].

Jedna sa o alkalo-tolerantnu kvasinku, kedZe je schopna rast ipri pH 10 a optimélna
teplota pre jej rast je 25 °C [5].

Hoci Zivotny cyklus tejto kvasinky nebol doteraz tiplne objasneny, boli zo zfn pSenice a
kukurice izolované kmene Cr. laurentii s opaénymi parovacimi typmi [5]. Po vzijomne;j
konjugdcii buniek tychto kmeniov bola pozorovana tvorba pravého mycélia [53]. Podobne ako
Cr. neoformans vytvara Cr. laurentii medzi jednotlivymi bunkami pravého mycélia septa
bazidiomycétového typu [54]. Niektoré prace naznacuju, ze Cr. laurentii je blizko pribuzny
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uritym zastupcom rodu 7Tremella a moze predstavovat’ jedno zo Stadii ich zivotného cyklu
[44].

Biotechnoldgie:

Izolaty zJuznej Afriky vykazuju dobri epoxidhydroldzova aktivitu s prednostnou
hydrolyzu (S)-epoxidov z (%)-2,2-disubstituovanych epoxidov [55]. Velké vynosy
nenasytenych mastnych kyselin (kyseliny olejovej, linolovej) boli produkované izolatmi
z Antarktidy [56].

Okrem melaninu, ktory v porovnani s Cr. neoformans vytvara v ovel'a mensej miere [S0],
[26], [29], bola u Cr. laurentii popisana syntéza karotenoidné¢ho pigmentu (plektaniaxantinu)
[S7]. Ako dalsi zastupcovia rodu produkuje Cr. laurentii pri nizkom pH kultivaéného média
extracelularne polysacharidy [S8].

Pol’'nohospodarstvo a potraviny:

Cryptococcus laurentii sa Casto vyuziva ako modelovy organizmus pri Stadiu
antagonistického uc¢inku voci plesniam (Penicillium expansum, Alternaria alternata, Botrytis
cinerea). Hlavnym dovodom tohto vyskumu je moznéa biologickd ochrana skladovaného
ovocia pred pokazenim a hnitim. Vyhodou takéhoto oSetrovania plodov je eventudlne
nahradenie fungicidov, ku ktorym niektoré plesne ziskali rezistenciu. Antagonisticky efekt
kvasinky pravdepodobne spociva v schopnosti rychlo sa rozmnozovat’ v mieste poSkodenia
plodu a v kompeticii o ziviny a priestor [59], [60], [61], [62]. Zistilo sa, Ze pritomnost’ tejto
kvasinky zniZuje schopnost’ adhézie a germinacie konidii Botrytis cinerea, vyznamnej plesne
zapri¢iilujicej pozberové znehodnocovanie plodin [5].

Okrem negativneho u¢inku na eukaryotické organizmy (plesne) Cr. laurentii produkuje
zluCeniny s antibakteridlnou aktivitou, ¢im negativne ovplyviiuje i1 prokaryotické mikro-
organizmy [63].

Zdravotnictvo:

Cryptococcus laurentii bol izolovany z réznych klinickych zdrojov (napr. z tiel pacientov
trpiacich na AIDS, z nddorov, z plac) [S] a mdze byt pric¢inou povrchovej kryptokokézy,
zapalov postihujucich vnutorné organy [64] ¢i sepsy [65]. Aj ked’ boli ochorenia vyvolané
touto kvasinkou doteraz pomerne dobre lieCitelné, st uz popisané pripady izolatov
rezistentnych k niektorym antimykotikam [66], [67].

Okrem c¢loveka moze byt Cr. laurentii patogénny aj pre iné druhy zivocichov, tieto
pripady su vSak vel'mi ojedinelé [68]. Kvoli taxonomickému prerozdeleniu z roku 2003 [45]
sa neda jednoznacne tvrdit, ze vo vSetkych dovtedy publikovanych pracach je skutoénym
povodcom ochoreni Cryptococcus laurentii. 1dentita izolovanych kmenov sa nedd spitne
verifikovat’ pomocou modernych identifikaénych technik, ked’ze vécSina izolatov nebola
uchovand. Preto cast’ klinickych publikdcii moze pojedndvat’ o inych druhoch v ramci
Cryptococcus laurentii skupiny ako napr. o Cryptococcus flavescens 5], [13].

18



Obr. 4: Bunky Cryptococcus laurentii CBS 139 vlavo v dusikatej kvasinkovej zdsade s 5%
glokozou, dizka usecky = 10 um [5].

2.3 Dalie vyznamné druhy Cryptococcus laurentii skupiny

Ako uz bolo uvedené vyssie Cryptococcus laurentii skupina sa deli na dve fylogenetické
skupiny. Okrem typového Cryptococcus laurentii sa do prvej fylogenetickej skupiny radia Cr.
aureus a Cr. flavescens. Hlavny predstavitelia druhej fylogenetickej skupiny su: Cryptococcus
carnescens, Cr. dimennae, Cr. peneaus, Cr.victoriae a Bullera globispora.

2.3.1 Cryptococcus aureus (Saito) Takashima, Sugita, Shinoda a Nakase (2003)
Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina Bulleromyces [5]
Synonyma v roku 2010 [5]:
Torula aurea Saito (1922)
Chromotorula aurea (Saito) F.C. Harrison (1928)
Rhodotorula aurea (Saito) Lodder (1934)
Typovy kmeii:
CBS 318 pdvodne izolovany zo vzduchu v Tokiu, Japonsko (K. Saito, 1922) [5].
Systematika:

Kvasinka Torula aurea bola povazovana za synonymum C. laurentii [4],[1] [42]. Analyzy
bunkovych proteinov [69] a rRNA génové sekvendcie [70] poukézali na to, Ze sa moZze jednat’
o odlisny druh [5]. Na zéklade SSU (small subunit) a D1/D2 LSU (large subunit) génovej

sekvencnej analyzy bola Torula aurea v roku 2003 uznand ako samostatny druh pod ndzvom
Cr. aureus a zaradend do fylogenetickej skupiny I, spolu s Cr. flavescens a Cr. laurentii [45].
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Vseobecna charakteristika:

Druh Cr. aureus je znamy zo vzduchu a kvetov v Japonsku. Méze sa vSak vyskytovat
i v morskych ekosystémoch, o com sved¢ia nalezy v sedimentoch z Juhocinskeho mora [5].
Bunky st prevazne elipsoidné, cylindrické, subglobuldarne. Typické je polarne pucanie so
sympodidlnou polyferdciou. Bunky sa nemusia od seba oddelit a mézu tvorit Siroko
rozvetvené pseudomycélium. Rozmery buniek sa pohybuju od 6 —23x2—6 um. Koldnie st
lesklg, svetlo krémové, maslové, hladké s plnym okrajom [5].

Fermentacia absentuje. Nie je schopny asimilovat’ etanol a erytritol ¢im sa liSi od
Cryptococcus laurentii.

Biotechnoldgie:

U izolatov zo sedimentov Juho¢inskeho mora bola preukdzand inulindzova aktivita [71].

2.3.2 Cryptococcus flavescens (Saito) C.E. Skinner (1950)
Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina Bulleromyces [5]
Synonyma v roku 2010 [5]:

Torula flavescens Saito (1922)

Torulopsis flavescens (Saito) Lodder (1934)

Cryptococcus flavescens (Saito) C.E. Skinner (1947)

Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner var. flavescens (Saito) Lodder et al. (1952)
Cryptococcus nodaensis (Saito et al. 1999) nom. inval. (bez latinského pomenovania,
synonymum bolo stanovené na zdklade D1/D2 a ITS sekvenacie [45]).

Typovy kmeii:
CBS 942 pdvodne izolovany zo vzduchu v Tokiu, Japonsko (K. Saito, 1922) [5].
Systematika:

Cryptococcus flavescens bol doneddvna povazovany za synonymum Cr. laurentii [42].
Podobne ako tomu bolo v pripade druhu Torula aurea, az nésledné proteomické Studie
a génové analyzy preukdzali, ze sa jedna o samostatny druh patriaci do fylogenetickej
skupiny I [5].

VSeobecna charakteristika:

Kvasinky druhu Cryptococcus flavescens boli izolované z viacerych zdrojov. Typovy

kmen bol izolovany zo vzduchu. Dobre charakterizované su izolaty z tropickych rastlin

v Indonézii (CBS 4918, CBS 4919), z pSenice ¢i kukurice v USA , z cerebrospindlnej tekutiny
pacienta trpiaceho na AIDS [5].
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Bunky st prevazne subglobularneho tvaru o velkosti priblizne 8 —17x7 —14 pm. Obcas sa
modzu vyskytovat hrubostenné bunky podobne chlamydospéram, ktoré klicia s kratkym
filamentom do 25 pm. Koldnie st matné, maslové az Sedo-krémové. Pucanie je bipolarne
alebo na sterigme, pri¢om bunky mozu adherovat’ a tvorit’ kratke pseudomycélium.

Tento druh nie je schopny fermentéacie. Od Cr. laurentii sa 1iSi neschopnostou asimilacie
kreatinu a D-glukézaminu.

Biotechnoldgie:

Typovy kmen Cr. nodaensis (CBS 101036) je patentovany ako producent osmotolerantnej
a termostabilnej glutamindzy (US Patent US006063409A; Sato at al. 1999). U izolatu
CBS 942 bola pozorovana produkcia acidickych extracelularnych polysacharidov, ktoré
obsahuju D-xylozu, D-mandzu, D-glukurénovu kyselinu a O-acetyl [5].

2.3.3 Cryptococcus carnescens (Verona a Luchetti) Takashima et al. (2003)
Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina victoriae [5]

Synonymum v roku 2010: Torulopsis carnescens Verona a Luchetti (1936) [5]
Typovy kmeii:

CBS 973 pdvodne izolovany z hrozna, Taliansko [5].

Systematika:

Termin Torulopsis carnescens bol do roku 2000 povazovany za synonymum druhu
Cryptococcus laurentii [4], [1], [42]. AvSak na zéklade nukleotidovych sekvencii LSU rRNA
génu D1/D2 domén a ITS regioénov sa uz predpokladalo, Ze sa jedna o samostatny druh [70].
V roku 2003 sa tento predpoklad potvrdil a bol uznany novy druh, Crypfococcus carnescens.
Sekvenacia SSU rRNA génu preukédzala 100% pribuzenstvo tohto druhu s druhmi Taphrina
maculans CBS 427,69 a Taphrina californica CBS 374,39, ktoré boli mylne identifikované
ako bazidiomycétové kvasinky [5], [45].

Cryptococcus carnescens patri spolu s Cr. dimennae, Cr. peneaus, Cr. victoriae a Bullera
globispora do fylogenetickej skupiny II a D1/D2 sekvencie umiestnili tento druh blizko
Cryptococcus victoriae [45].

Vseobecna charakteristika:

Kmene druhu Cr. carnescens boli izolované z viacerych zdrojov. Typovy kment CBS 973
bol izolovany v Taliansku z mugkatového hrozna (Verona a Luchetti, 1936). Dalsie izolaty
pochéadzaju z morskej vody v Portugalsku, lesnej pody v Raktusku a kmeni EX-F 1589 bol
izolovany z 'adovca na Spicbergoch [5].

Cryptococcus carnescens je fylogeneticky pribuzny nie len s Cr. laurentii, ale aj inymi
druhmi rodu Cryptococcus patriacimi do skupiny victoriae, od ktorych je len tazko
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odlisitel'ny (najlepSie pomocou porovnania D1/D2 a/alebo ITS sekvencii). Od Cr. laurentii sa
1i8i tym, Ze rastie pri 30 °C a nie je schopny asimilovat’ etanol a keratin [5].

Nefermentuje, nie je zname biotechnologické ¢i pol'nohospodarske vyuzitie a nie st zname
ani ochorenia sposobené tymto mikroorganizmom. Pseudomycélium nebolo pozorované [5].

2.3.4 Cryptococcus peneaus (Phaff, Mrak a Williams) Takashima et al. (2003)
Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina victoriae [5]

Synonymum v roku 2010: Rhodotorula peneaus Phaff, Mrak a Williams (1952) [5]
Typovy kmeii:

CBS 2409 izolovany z povrchu krevety z Mexického zalivu (Phaff et al. 1952) [5].
Systematika:

Rhodotorula peneaus bola do roku 2000 povazovana za synonymum Cr. laurentii, ale tak
ako tomu bolo i v predchadzajucich pripadoch (vid’. vyssie), na zdklade podrobnejsich Stadii
sa zacalo uvazovat, ze by sa mohlo jednat’ o samostatny druh. V roku 2003 na zaklade
sekvencénych analyz rRNA génov (SSU a D1/D2 domény LSU) bola skutocne uznanéd ako
druh pod ndzvom Cryptococcus peneaus. Tento relativne neddvno klasifikovany druh sa radi
do fylogenetickej skupiny II [5], [45].

Vseobecna charakteristika:

Bunky su elipsoidné alebo cylindrické o velkosti 5—-8x2-38um. Pucanie je
enteroblastické, polarne a zanechava jazvy. Kolonie su slabo konvexné, lesklé, svetlo zlto-
hnedé, hladké, s plnym miestami undulujucim okrajom. Filamenty ani pseudomycélia neboli
pozorované. Nefermentuje, nie je zname Zziadne biotechnologické ¢i polnohospodarske
vyuzitie anie st zndme ani ochorenia spdsobené touto kvasinkou. Cr. peneaus sa od
Cr. laurentii 1i81 tym, Ze nie je schopny asimilovat’ etanol a keratin. Fyziologicky je
neodliSitelny od ostatnych druhov rodu Cryptococcus patriacich do skupiny victoriae,
najlepsie odlisenie sa dosahuje pomocou porovnania D1/D2 sekvencii [5].

2.3.5 Cryptococcus victoriae M.J. Montes, et al. (1999)

Fylogenetické umiestenie: rad Tremellales, skupina victoriae [5]

Typovy kmeii:

CBS 8685 izolovany z pddy zo zalivu vo Viktoriinej zemi na Antarktide [5].
Systematika:

Systematika druhu Cryptococcus victoriae nie je jednoznac¢na. Sekvenéna analyza D1/D2
domén LSU rRNA génu priradila Cr. victoriae ku Cr. dimennae a Bullera globispora, zatial
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¢o vysledky ITS sekvencnej analyzy zaradili tento druh medzi Cr. luteolus, Bullera variabilis,
B. coprosmaensis, B. oryzae, B. derxii, B. sinensis, dva druhy rodu Dioszegia a Holtermannia
corniformis [72]. O dva roky neskér Bayesianova analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu
umiestnila Cr. victoriae do skupiny s Trimorphomyces papilionaceus, B. globispora a Cr.
dimennae [73]. Na zaklade porovnania dodatocnych D1/D2 sekvencii bol Cr. victoriae
zaradeny do fylogenetickej skupiny II, do ktorej patria okrem inych aj druhy, ktoré boli
v minulosti povazované za synonyma Cr. laurentii (Cr. carnescens, Cr. peneaus) [45].

Vseobecna charakteristika:

Cryptococcus victoriae je znamy z viacerych pddnych zdrojov z Antarktidy, Aljasky, ale
iinych lokalit. Okrem pddy bol izolovany z nektaru viacerych kvitnucich rastlin (Nemecko),
z povrchu mladych jabik (Holandsko) a inych zdrojov [5].

Bunky st elipsoidné az cylindrické, 5-9x2,8—4 um velké. Pucanie je polarne, moze sa
tvorit’ pseudomycélium a kratke filamenty. Farba koldnii je leskld, krémova, svetlozlta. Okraj
je plny a hladky [5].

Fermentacia absentuje, biotechnologické vyuzitie nie je zname. V pol'nohospodarstve sa
povazuje za Skodcu, pretoze spolu sinymi mikroorganizmami prispieva k tvorbe
cervenohnedych az hrdzavych flakov na zelenych jablkach (odroda Elstar), ¢im zniZuje ich
ekonomicku hodnotu [74].

Fyziologicky sa od Cr. laurentii 1i§i neschopnost'ou asimilovat’ etanol, DL-laktat a kreatin
arast pri 30 °C. Od zastupcov fylogenetickej skupiny II ho nie je mozné odliSit’ na zaklade
fyziolodgie, da sa vSak odlisit’ pomocou porovnania D1/D2 a/alebo ITS sekvencii [S].

2.4 Identifikacia mikroorganizmov pomocou hmotnostnej spektrometrie

Mikrobioldgovia identifikuji a taxonomicky zarad’'uji nezndme mikroorganizmy na
zéklade r6znych metod a postupov. Tradi¢né postupy su zalozené na fenotypickych testoch,
histochemickom farbeni, charakterizacii kultdr a rastu, stale sa pouziva klasické triedenie na
zéklade morfologickych znakov (makroskopické a mikroskopické metddy), u baktérii je
bezné triedenie na G* a G~ baktérie farbenim podla Grama. Dalej sa mikroorganizmy

z Cistej kultury identifikujii biochemickymi metédami (kvasné testy), kedy sa testuje zdroj
uhlika, zdroj dusika, sleduje sa enzymova aktivita a tvorba plynov [75]. Takéto triedenie je
velmi c¢asovo ndro¢né anemusi byt vzdy presné. Srozvojom poznatkov z genetiky
a molekularnej biologie sa do popredia dostali metédy priameho sekvenovania PCR
produktov (amplifikované oblasti génov pre ribozomdalne podjednotky). V laboratdrnej praxi
sa analyzuje skoro vylu¢ne len Cast’ gendmu (nikdy nie celd geneticka informécia), o moze
vniest’ do identifikécie urcité nepresnosti [76].

Rychla a spol'ahlivé identifik4cia mikroorganizmov bez rozsiahlej manipulacie je hlavnym
cielom v environmentalnej a klinickej mikrobioldgii [77]. Analyza biologickych vzoriek bude
vzdy kvoli ich velkej rozmanitosti a komplexnosti narocna [78]. VEasna detekcia a charak—
terizdcia mikroorganizmov (najmé patogénnych) mdze pomoéct’ minimalizovat’ zdravotné
rizikd a zabranit’ d’alSiemu $ireniu ndkazy. Z tychto doévodov sa neustale hladaju a testuju
nové metddy, ktoré by umoznili rychlu, cenovo dostupnu apresni identifikdciu
mikroorganizmov, pokial mozno nielen na urovni druhu, ale aj variety. Vzhl'adom k tomu, Ze
vaG§inu z poziadaviek, ktoré sa kladu na moderné metody, spiia hmotnostna spektrometria
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(MALDI — TOF MS), coraz castejSie sa tato technologia pouziva i1na identifikaciu
a charakterizaciu mikroorganizmov [77].

MALDI — TOF hmotnostnd spektrometria je ekonomicky vyhodna, rychla a spolahliva
metdda na identifikéciu a charakterizaciu baktérii, kvasiniek i plesni [79], [77].

Nad’alej vSak zostdva vyrieSit' problém, ako zkomplexnej biologickej matrice ziskat
natol’ko purifikovanu vzorku, ktora by mohla byt podrobena MS analyze a pritom aby neboli
purifikacné kroky Casovo naro¢né a zlozité. Boli vyvinuté afinitné techniky zaloZené na
biochemickych, chemickych a fyzikilnych interakcidch s ciefovymi bunkami. Casto sa
pouzivaju magnetické nanocastice, pomocou ktorych dokdzeme odseparovat’ mikroorganizmy
od zvy$nej matrice. MS sa zvykne kombinovat' aj s PCR technikami, kedy sa pomocou
hmotnostnej spektrometrie analyzuju PCR produkty [78]. Dobre zndma je imunomagneticka
separacnd technika, pri ktorej sit magnetické Castice pokryté protilatkami, na ktoré sa cielene
naviazu bunky a pdsobenim magnetického pol'a ich dokdzeme oddelit’ od zvysku vzorky. Po
separacii buniek je mozna ich identifikdcia pomocou MALDI — TOF MS [80]. Nanocastice
zlata enkapsulovaného do mandzy su schopné kovalentnej interakcie s pilami Escherichia coli
[81]. Bakteridlne bunky je moZzné zkomplexnej biologickej zmesi zakoncentrovat
a purifikovat’ aj imobilizaciou na lektinom pokryté sklenené dosticky [82].

Mozné je vSak ipriama analyza mikroorganizmov pomocou MALDI-MS, ktora pontka
pocetné vyhody: rychlost’, nizke detekéné limity, umoznenie zjednodusenia hmotnostnych
spektier detekciou prevazne len jednomocnych i6nov a toleranciu voci kontamindcidm
latkami o relativnej molekulove; hmotnosti do 3 000. Proteinovy profil bunky poskytuje
taxonomicky charakteristické hmotnostné spektrum (,,proteinovy odtlacok prstu*), ktoré moze
byt’ pouzité na rozliSenie mikroorganizmov na urovni rodu, druhu, kmena a dokonca 1 variety,
napriek tomu, ze nie je detekovany cely mikrobidlny protedm, ale len jeho mala cast’. Priama
analyza intaktnych bakterialnych buniek pomocou MALDI — TOF hmotnostnej spektrometrie
je casto pouzivana na ur¢ovanie druhov apoddruhov v mnohych laboratoridch klinickej
mikrobiologie [83]. Obr. 5 zobrazuje Styri MALDI —TOF hmotnostné spektrd ziskané
v linedrnom mode priamou analyzou Zivych bakteridlnych buniek izolovanych z cistych
kultar  (Staphylococcus —aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli a Vibrio
parahaemolyticus); kazda vzorka obsahovala 10’ CFU baktérii. Vdaka odlignosti
proteinového profilu testovanych baktérii sa lisia aj ich MALDI spektra, ktoré tak mézu slazit’
na rozpozndvanie danych mikroorganizmov porovnanim s referencnymi spektrami
z charakterizovanej kniznice [77], [84].

Identifik4cia a biotypizdcia mikroorganizmov pomocou MALDI-TOF MS sa zda byt
vel'mi Gspesna a je posudzovand mnohymi autormi [83], [85], [86].
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Obr. 5: MALDI spektra ziskané priamou analyzou intaktnych bakteridalnych buniek Staphylo-
coccus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli a Vibrio parahaemolyticus [17].

2.4.1 Identifikacia kvasiniek pomocou hmotnostnej spektrometrie

Kvasinky predstavuji doleziti polyfyleticki skupinu organizmov. Identifikacia kvasiniek
v klinickych laboratériach je vé&§inou podstatne zdihavejsia ako identifikaciia baktérii.
Obmedzenia morfologickych pozorovani, laboratérna pracnost’ a nakladnost” molekularnych
metdd, ktoré sa v sti€asnosti pouzivaji na identifikdciu a charakterizaciu kvasiniek a plesni,
viedli k vyvoju rychlych postupov zaloZzenych na MS analyze [87], [88].

Dhiman a kol. vo svojej §tidii [79] hodnotili Gspesnost’ identifikacie kvasiniek (n = 261)
pomocou hmotnostného spektrometra MALDI Biotyper 2,0 Microflex LT (Bruker Daltonics,
Inc., Billerica, MA). Koloénie kvasiniek boli najprv premyté v 1ml 70% etanolu, po
centrifugacii bol odstrdneny etanol a k sedimentu pridavali 50 pl 70% kyseliny mravcej
a 50 pl acetonitrilu. Suspenzia bola centrifugovana a2 pl supernatantu boli pouZité na
analyzu nanesenim na 24-spotovu BigAnchor ocelovu platitu (Bruker Daltonics, Inc.). Po
vysuSeni pridavali 2 ul MALDI matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricovd). Ziskané
spektrum kazdej vzorky bolo porovnané s 3 740 hmotnostnymi spektrami charakterizovanych
mikroorganizmov z Bruker kniznice (Reference Library version 3,0). Z 261 izolatov MALDI
Biotyper spravne identifikoval 92,0 % so skére > 2,0 a96,3 % so skére > 1,8 [79].
K podobnym vysledkom dospel i Marklein a kol. [88] a Stavenson a kol. [89].
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Okrem dobrych vysledkov analyzy je zaujimava aj jej cena a ¢asova narocnost. Napriek
tomu, ze sa pouzivaji chemikalie vysokej Cistoty, ich cena je priblizne $0,50/izolat.
Laboratorna priprava zaberie v priemere asi 5,1 min/izolat [79]. Celkovy cas analyzy
(priprava vzorky + vlastnd spektralna analyza aj s vyhodnotenim) zaberie priblizne 15 min na
jeden spot [89]. Tieto hodnoty st nizSie ako v pripade inych dnes pouzivanych metdd
(biochemické, molekuldrno-biologické) a st porovnatelné sinymi Stddiami, ato nielen
zaoberajucimi sa kvasinkami, ale 1 baktériami [83], [90], [91]. Tymto sa d& jednoznacne
deklarovat, ze MALDI -TOF MS je rychla, lacnd aspolahlivdi metdéda vhodnd na
identifikéciu mikroorganizmov ¢i uz prokaryotickych alebo eukaryotickych.

Vyhody tejto metddy st vyuzivané predovsetkym v laboratdriach klinickej mikrobiologie,
kde je potrebné velmi rychlo aspolahlivo analyzovat biologicku (najcastejSie l'udsku)
vzorku, zistit’ ¢i je kolonizovand mikroorganizmami a o aké mikroorganizmy sa jedna.

Kolecka akol. prehlésili, ze implementacia systtmu MALDI-TOF MS ako rutinného
identifikacného nastroja prispeje k spravnej identifikacii kvasiniek rodu Malassezia s
minimalnym laboratornym tusilim a s kratkou dobu analyzy, o je obzvlast dblezité pre rychlu
identifikaciu tychto kvasiniek ako pévodcu koZnych ochoreni a nozokomiédlnych nékaz [92].

Vysokocitliva druhova identifikacia kvasiniek hmotnostnou spektrometriou je v sucasnosti
mozna len z Cistych kultar [92]. Boli vSak vyvinuté postupy na analyzu mikroorganizmov
(Candida spp.) priamo z krvnych vzorieck pomocou MALDI — TOF MS, pretoze rychla
detekcia a identifikacia inak t'azko identifikovatel'nych patogénov moze vyrazne zvysit’ Sance
na prezitie u pacientov trpiacich na zavazné ochorenia sposobené mikroorganizmami
(fungémia) [93], [94], [95], [96].

2.5 MALDI Biotyper Realtime Klasifikacia (RTC)

Ako uz bolo spomenuté vyssie, identifikdcia mikroorganizmov pomocou MALDI — TOF
hmotnostnej spektrometrie (MALDI Biotyper) vyuziva ini metodologiu ako tradi¢né
biochemické testy, ktoré stdle tvoria zédklad véacSiny technik pouZzivanych na identifikaciu
mikroorganizmov. MALDI Biotyper identifikuje baktérie, kvasinky a plesne analyzovanim
ich intracelularnych proteinov vyuzivajuic hmotnostnu spektrometriu. Vysledkom je
hmotnostné spektrum exprimovanych proteinov, ktoré sa porovnava s referenénym spektrom
z databazy [97].

Pociatoénym materidlom je individudlna kolonia, ktord sa prenesenie priamo na MALDI
platiiu, vysusi sa a pridd sa MALDI matrica. Organické rozpustadlo, ktoré je zlozkou matrice
extrahuje mikrobialne proteiny. Extrahované proteiny st hlavne ribozomalne. Po krystalizacii
matrice je vzorka pripravend na analyzu [97]. Aby sa rozsiril pocet mikroorganizmov, ktoré
mdzu byt identifikované pomocou MALDI analyzy, bolo vyvinutych viacero protokolov
prispdsobenych na konkrétnu analyzu. Napr. vzorka moze byt pred extrakciou purifikovana
nieckol’ko-nasobnym premytim buniek v destilovanej vode alebo moéze byt do postupu
pripravy vzorky zahrnuty dodato¢ny extrakény krok. Rozdiel mdéze byt aj v pouzitych
chemikaliach (MALDI matrica, extrak¢né ¢inidlo a i.).

MALDI (matrix - assisted laser desorption/ionisation) TOF (Time of Flight) hmotnostna
spektrometria tvori zdklad MALDI Biotyper analyzy. Laser v MALDI — TOF hmotnostnom
spektrometri oziari zmes vzorky s matricou, matrica sa odpari a uvol'nia sa pozitivne nabité
i6ny v procese tzv. ,,mikkej* ionizacie. V tomto procese je rozhodujuca schopnost’ matrice
absorbovat’ UV Ziarenie a prendsat’ protony na extrahované proteiny [97].

Nabité proteiny (vSetky so zhodnym nabojom) su elektrostaticky akcelerované a putuju do
trubice s rychlostou, ktord je proporcidlna ich hmotnosti. Proteinové i6ny s rozdielnymi
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hmotnostami dopadaji na detektor v rozdielnych Casoch. Na zdklade nameranej doby letu
i6nu a znamej definovanej drahy letu sme schopny vypocitat’ rychlost’ i6nu a ti konvertovat’
na molekulovi hmotnost’ [97].

2.5.1 Generacia ,,molekularneho odtlacku prstu

MALDI Biotyper analyza generuje charakteristicki distribliciu hmotnosti a intenzity
proteinov (hlavne ribozomadlnych). Pretoze toto hmotnostné spektrum je druhovo Specifické,
predstavuje ,,molekuldrny odtlacok prstu. Nezndmy mikroorganizmus moze byt
identifikovany porovnanim jeho ,,odtlacku® s tisickami hmotnostnych spektier z referencnej
databazy [97].

2.5.2 Vypocet hodnoty skore

Na vzdjomné porovnavanie dvoch hmotnostnych spektier (napr. nameraného s refe-
rennym) sa vyuziva porovnavaci algoritmus, ktory vypocita tri separatne hodnoty pre tri
zakladné charakteristiky oboch porovnavanych spektier [97].

1. Vyhodnotenie poctu zhodnych signalov v referencnom a nameranom (neznamom)
spektre. Ziadnej zhode sa prisudzuje hodnota = 0, kompletnej zhode hodnota = 1.

2. Vyhodnotenie poctu blizkych signalov v referencnom a nameranom (neznamom)
spektre. Ziadnej zhode zodpoveda hodnota = 0, kompletnej zhode hodnota = 1.

3. Vypocet symetrie zhodnych signalnych parov. Ak signaly s vysokou intenzitou
v nameranom spektre zodpovedaji signdlom s vysokou intenzitou v referenénom
spektre, hodnota symetrie bude=1. Ak vSetky zhodné pary signalov nevykazuju
symetriu, hodnota symetrie bude = 0.

Tieto tri hodnoty sl navzdjom vynasobené a vysledok je normalizovany na 1000. Hodnota
skore je dekadicky logaritmus vysledku, t.j. dosahuje maximalne hodnotu 3 (= log 1000). Cim
vys$Sia je hodnota skore, tym je vidcSia pravdepodobnost’ zhody oboch spektier, t.j. vdcsia
pravdepodobnost’ klasifikacie mikroorganizmu. Hodnoty >2 sa povazuji za jednoznacnu
identifikaciu a hodnota > 1,8 za pravdepodobnt identifikdciu. Pre rod Cryptococcus sa
navrhlo zmenit’ tieto hodnoty na 1,8 resp. 1,6 [98].

2.6 Hmotnostna spektrometria (MS)

Hlavnym principom tejto vel'mi u¢innej spektrometrickej analytickej metddy je vytvaranie
i6nov z analyzovanych zluc¢enin vhodnymi metédami, takto ionizované analyty separovat v
analyzatore na zdklade pomeru hmotnosti andboja (m/z) andasledne ich detektorom
zaznamenavat'. Vyslednym zdznamom je dvojrozmerny graf zévislosti intenzity nameraného
signdlu na pomere hmotnosti aniboja — hmotnostné spektrum. Spektrum moéZze byt
prezentované vo forme priameho zaznamu alebo v normalizovanej forme, kedy st absolutne
zastupenia jednotlivych idnov prepocitané na relativne zastipenia vzhl'adom k najinten-
zivnej§iemu i6nu v spektre, co ul'ahcuje vzajomné porovnavanie spektier [99], [100].

Hmotnostna spektrometria (MS — mass spectrometry) poskytuje informadcie o Struktire
(napr. relativna molekulova hmotnost’, pritomnost’ ur¢itych skupin alebo atémov), a preto sa
vyuziva i na rieSenie problémov v organickej chémii, biochémii, pri analyzach anorganickych
materidlov a povrchov tuhych latok, pri environmentdlnych analyzach a v stcasnej dobe
1 v mikrobiologii a medicine. Metoda MS sa bezne vyuziva na kvalitativnu i kvantitativhu
chemicku analyzu, je vhodna prakticky pre vsetky prvky a zluceniny, da sa pouzit od
prvkovej analyzy az k analyze velkych makromolekdl akymi si napr. proteiny. Dal3imi
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vyhodami tejto metddy su nizke detekéné limity anizka poziadavka na mnozstvo
analyzovanej vzorky [101], [102], [103].

Zariadenie vyuzivané na hmotnostnu spektrometriu, hmotnostny spektrometer (Obr. 6) sa
skladd zidénového zdroja, v ktorom sa urcitym spdsobom generuji i6ny, hmotnostného
analyzatora, ktory slizi na separdciu ionov a detektora. Tieto Casti pracuju v prostredi
vysokého vakua. Nevyhnutnou sucastou hmotnostného spektrometra je aj vyhodnocovacie
zariadenie (pocita¢ s vhodnym softvérovym vybavenim, pri¢om pocita¢ slazi aj ako riadiaca
jednotka) [99]. VSeobecnd schéma hmotnostného spektrometra je na (Obr. 7).
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Obr. 6: Hmotnostny spektrometer Bruker UltrafleXtreme.
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Obr. 7: Vseobecnd schéma hmotnostného spektrometra [99].

2.6.1 Ionizacia v MS

Na produkciu i6nov sa v dnesnej dobe v MS pouziva mnozstvo sposobov. Pre molekuly,
ktoré sa pri podmienkach analyzy nachadzaji v plynnom stave, je stale najpouzivanej$im
sposobom ionizdcia pridom elektrénov (elektronova ionizacia - EI). Dal§im typom je
chemicka ionizacia (CI) kedy sa molekula ionizuje reakciou s ionmi reakéného plynu (Casto
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metanu). Pouziva sa 1ionizacia elektrickym polom (F1), desorpcia elektrickym polom (FD),
ionizacia bombardovanim rychlymi casticami (FAB, SIMS) [100], [106].

Pri biotypizécii mikroorganizmov sa najbeznejSie pouziva desorpcia laserom (LD). Vzorka
je bombardovand fotéonmi laseru, ktory je umiestneny vnutri idonového zdroja. Energia
absorbovanad povrchom pevnej vzorky pri oziareni laserom spodsobuje odparovanie
a ionizaciu. Lasery &asto pracujii v pulznom rezime vyuZivajic vinové dizky od oblasti UV do
IC (IR). UV-lasery emituju pulzy trvajuce 3-10 ns, dizka pulzov pri IR-laseroch je 6-200 ns.
Aplikécia kratkych pulzov je nevyhnutnd pre ndhlu ablaciu povrchu vzorky. V pripade
metody MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) mozno zvysit u¢innost
desorpcie pridanim vhodnych ionizujucich latok k vzorke ako matrice (kyseliny nikotinova,
a-kyano-4-hydroxyskoricova, sinapova, trans-ferulova ainé organické kyseliny; glycerol
spolu s kovovym prasokom) [99], [106]. Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova je vhodna na
analyzu peptidov, glykanov a proteinov [104], [105]. Kyselina trans-ferulova sa vyuziva ako
MALDI matrica pri analyzach proteinov i peptidov a kyselina sinapova sa okrem proteinov
a peptidov pouziva aj na analyzu dendrimérov a fullerénov [105].

2.6.2 Analyzatory v MS

Ulohou analyzatora sekcie hmotnostného spektrometra je po urychleni rozdelit iony podla
pomeru ich hmoty voc¢i ndboju (m/z), teda fokusovat’ vSetky i6ny o zhodnom m/z do jedného
ohniska detektora bez ohladu na ich rozdielne kinetické energie. Na tento ucel existuje
niekol’ko druhov analyzatorov, ktoré sa daju rozdelit na statické vyuzivajice statické
magnetické a elektrické pole a dynamické, v ktorych sa separacia dosahuje casovo
premennym elektromagnetickym polom. Najjednoduch$im typom analyzatora je magneticky
analyzdtor, ktory ma nizku rozliSovaciu schopnost vzhl'adom ktomu, ze idny nie su
urychlené  homogénne pred vstupom do magnetického pola ajednoducha fokusacia
magnetickym polom je nedokonalad. NajdélezitejSim na analyzu plazmy je kvadrupolovy
analyzator. Hmotnostny filter je tvoreny Styrmi paralelnymi kovovymi ty¢ami, ktoré st
orientované do rohov Stvorca. TyCe v diagondle st navzdjom spojené a pripojené k zdrojom
jednosmerného a radiofrekvencného napitia [106]. Pohyb i6nov vstupujicich do analyzatora
prebieha pozdiz horizontalnej osy systému. I6ny priecne oscilujii v smere ty&i. Pri malej
amplitdde kmitov mdzu id6ny prejst’ cez systém tyci. Pri vdcSich oscilaciach i6ny zasahuju
jednu z elektréd, kde su neutralizované. Len iony o uréitom mernom ndboji m/z sa vyhnu
kolizii a dopadni na detektor. Zmenami jednosmerného napitia a amplitady
radiofrekven¢ného napitia za ich konstantného pomeru dalSie a d’alSie i6ny dopadaju na
detektor, ¢im sa ziska celé hmotnostné spektrum. [107]. Hlavnou vyhodou kvadrupolového
analyzatora je moznost' rychlej zmeny napitia, ¢o umoznuje zvolit rychly sken
a mnohondsobne zaznamenat hmotnostné spektrd pocas elucie velmi tuzkych
chromatografickych pikov. Dalsou vyhodou je pomerne jednoducha konstrukcia, ¢o sa prejavi
v relativne nizkej cene v porovnani z ostatnymi typmi. Naopak nevyhodou moéze byt
obmedzeny hmotnostny rozsah, ktory zavisi na kvalite konstrukcie detektora a je ohraniceny
hodnotou m/z 3000 [108].

Pravdepodobne najvyuzivanejSim analyzatorom v sucasnej hmotnostnej spektrometrii je
separdcia podla doby letu (TOF — time of fly). Tento typ separacie i6nov je Casto vyuzivany
1 pri biotypizacii mikroorganizmov [79], [89], [109].

Princip TOF analyzéatora spo¢iva v merani Casu potrebného na prelet i6nu z ionizacnej
komory i6nového zdroja k detektoru. Cyklus je vzdy zahajeny pulzom elektronového luca,
ktory generuje diskrétny idnovy oblak, a ten je urychleny v akceleracnej sekcii. Pri zrychleni
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iony so zhodnym nabojom ziskavaji rovnaka kineticki energiu, maji vSak rozdielne
hmotnosti, preto sa budu 1iSit’" ich rychlosti. Z urychl'ovacej ¢asti st iény vedené do dlhej (1
m) trubice, v ktorej nie je Ziadne pole. V tejto trubici dochadza k separdcii idonov podl'a ich
rozdielnych rychlosti, takze k detektoru, ktory je umiestneny na konci trubice, prilietaj
najskor l'ahSie i6ny a az neskor tazsie [100]. AvsSak i jedna molekula (napr. cytochrom C)
modze po ionizacii tvorit’ idny s viacerymi nabojmi a aj ked’ maji vSetky takmer totoznu
hmotnost’ (liSiacu sa o hmotnost’ elektronu/elektronov), nedopadaji na detektor sucasne.
Najskor dopadaju i6ny s najvacsim nabojom (maju najvacsiu kineticku energiu a najmensie
m/z) a najneskor najmenej nabité i0ny (Obr. 8).
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Obr. 8: Hmotnostné spektrum cytochromu C.

Okrem vysSie uvedenych analyzatorov sa Coraz CastejSie vyuZziva idnova cyklotronova
rezonancia (ICR), ktorou dokdzeme vel'mi presne stanovit hmotnosti pritomnych i6nov.
Dalej st zname elektrostatické analyzatory, analyzator s dvojndsobnou fokusaciou, 3D-iénova
pasca, linearna i6nova pasca (IT) a orbitrap. Vol'ba konkrétneho typu analyzatora zavisi od
ciela analyzy aod pozadovaného rozliSenia. Hodnoty rozliSovacich schopnosti (RP) sa
pohybuji radovo 10° — 10° (napr. kvadrupol ma RP do 5 000, ICR méoze mat’ RP viac ako
jeden milién). NizkorozliSovacie analyzatory st schopné stanovit molekulovi hmotnost’
s presnostou na jednotky alebo desatiny, vysokorozliSovacie systémy umozniuju presnost
stanovenia na 3 — 4 desatinné miesta [101], [102], [103].

2.6.3 Detektory v MS

Detektor registruje idny po prelete analyzatorom a prevadza (a Casto i zosilfiuje) prad
dopadajucich i16nov na prud elektronov. Medzi zdkladné typy detektorov patria ndsobic
sekundarnych elektronov, fotonovy nasobic a Faradayova klietka [100], [106].

Elektronovy nasobi¢ vzhl'adom k statickému charakteru zosilnenia primarneho signalu sice
poskytuje priemerne o dva poriadky vacsiu odozvu ako Faradayova klietka, presnost’ je vSak
nizSia. Tieto detektory maji niekolko nedostatkov: nemajii uspokojujucu stabilitu, ich
zosilnenie zavisi od predchadzajucich prevadzkovych podmienok, ich citlivost zavisi od
hmotnosti dopadajiceho i6nu, jeho molekularnej Struktire a atbmovom zlozeni [100].
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Faradayova klietka je vhodnym detektorom na presné merania relativne silnych iénovych
prudov, ktorych velkost' sa meni pomaly. Principom detektora je mald kovova elektroda
umiestnend vo Faradayovej klietke (celouzatvorena klietka vytvorend z elektricky vodivého
materidlu) tak, Ze plocha dopadu je sklonena vzhl'adom k trajektorii idnov, aby odrdzané iony
alebo vyrazené sekundéarne elektrony nemohli uniknut’ z klietky. Takto merany a zosilovany
i6novy prud je umerny poctu ndbojov na idn a poctu ionov. Faradayova klietka je na energii,
hmotnosti a chemickej Struktire i6nov nezavisly detektor a jeho hmotnostnd diskriminécia je
v porovnani s elektrénovym nésobi¢om mald. Vyhodou tohto jednoduchého detektoru je aj
skuto¢nost’, Ze pri beznom zapojeni mozu dosiahnut’ kolektor (zbernu elektrédu detektoru) len
tie 16ny, ktorych energia zodpovedd plnej energii dosiahnutej pri akceleracii. Zmenou
potencialu elektrod je mozné detekovat’ len tie i6ny s energiou véacSou ako urcitd nastavena
hodnota [100], [106].
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3 CIEL, PRACE

Prvotnym cielom diplomovej prace bolo optimalizovanie metody a vytvorenie protokolu
na ¢o mozno najspolahlivejsiu, cenovo dostupnu a ¢asovo nenaro¢nu identifikaciu kvasiniek
rodu Cryptococcus pomocou MALDI — TOF MS vhodnu pre podmienky Chemického tstavu
Slovenskej akadémie vied.

Po vybere optimalnej metddy sme sa zamerali na kvasinky skupiny Cryptococcus
laurentii. Za ciel sme si stanovili reklasifikovat' jednotlivé kmene zo Zbierky kultir
kvasiniek, CHU SAV, pdvodne identifikované ako Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-&islo)
pomocou MALDI — TOF MS. Na priradenie druhu kvasinky k ziskanym hmotnostnym
spektram sa vyuzili vysledky zo sekvenc¢nej analyzy D1/D2 domén LSU rRNA génu.

Daldim cielom bolo vytvorenie databazy (kniZnice) hmotnostnych spektier, pomocou
ktorej by sa identifikacia neznamych cCistych kultar kvasiniek skupiny Cryptococcus laurentii
niekol’kondsobne zrychlila a zefektivnila.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Zoznam pouzitych kvasiniek

Na biotypizaciu pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI — TOF boli pouzité kmene
kvasiniek rodu Cryptococcus (Tab. 2) zo Zbierky kultur kvasiniek (CCY) nachadzajucej sa na

Chemickom ustave Slovenskej akadémie vied v Bratislave.

Tab. 2

CCY Zbierkovy nazov Zdroj

17-1-4 Cryptococcus neoformans* Hubalek, 1971— ATCC 346

17-1-5 Cryptococcus neoformans* Hubalek, 1971

17-1-8 Cryptococcus neoformans* KH 9-2-1, strain ,,C*, prof. Kanji
Takeo, Japonsko, 2002

17-3-2 Cryptococcus laurentii — Type* CBS 139, 1965

17-3-5 Cryptococcus laurentii var. laurentii E. Stadelman, Basel, 1976, list hrusky

17-3-7 Cryptococcus laurentii jazero Plavecky Stvrtok, 1987

17-3-8 Cryptococcus laurentii Jakubov rybnik, 1991

17-3-9 Cryptococcus laurentii Jakubov rybnik, 1991

17-3-10  Cryptococcus laurentii sedimenty, Jakubov rybnik, 1991

17-3-11  Cryptococcus laurentii sedimenty, Jakubov rybnik, 1991

17-3-13  Cryptococcus laurentii voda Dunaj, mgj 1993

17-3-14  Cryptococcus laurentii voda Dunaj, jul 1993

17-3-15  Cryptococcus laurentii* voda Maly Dunaj, maj 1993

17-3-16  Cryptococcus laurentii voda Maly Dunaj, november 1993

17-3-17  Cryptococcus laurentii* voda Dunaj, marec 1994

17-3-19  Cryptococcus laurentii voda Morava, december 1994

17-3-20  Cryptococcus laurentii voda Morava, december 1994

17-3-21  Cryptococcus laurentii voda Morava, februar 1995

17-3-22  Cryptococcus laurentii zem-les, 1999

17-3-23  Cryptococcus laurentii zem-les, 1999

17-3-24  Cryptococcus laurentii zem-les, 1999

17-3-25  Cryptococcus laurentii zem-trava, 2000

17-3-27  Cryptococcus laurentii zem-trava, 2000

17-3-28  Cryptococcus laurentii pol'nohospodarska poda, 2002

17-3-29  Cryptococcus laurentii* pol'nohospodarska pdda, 2002

17-3-30  Cryptococcus laurentii listy zo stromov, 2004

17-3-31  Cryptococcus laurentii* listy z ovocného stromu, 2004

17-3-32  Cryptococcus laurentii listy z ovocného stromu, 2004

17-3-33  Cryptococcus laurentii listy z ovocného stromu, 2004

17-3-34  Cryptococcus laurentii listy z ovocného stromu, 2004

17-3-35  Cryptococcus laurentii Kristafek, CR, 2011

17-3-36  Cryptococcus laurentii Kristafek, CR, 2011

17-3-37  Cryptococcus laurentii Kristafek, CR, 2011
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CCY Zbierkovy nazov Zdroj

17-3-38  Cryptococcus laurentii* kvety z ovocného stromu, 2013
17-3-39  Cryptococcus laurentii ovocie, 2013
17-3-22,  Cryptococcus laurentii var. flavescens novy izolat, kontaminovana péda

17-4-39  Cryptococcus magnus* listy z ovocného stromu, 2007
17-4-40  Cryptococcus magnus* listy z ovocného stromu, 2007
17-4-41  Cryptococcus magnus * kvety ovoc. stromu (hruska)

Kmene oznacené hviezdi¢kou (*) boli pouzité na vytvorenie vhodného protokolu (metddy)
na identifikéciu kvasiniek skupiny Cryptococcus laurentii.

4.2 Kultivaéné médium

Vybrané kvasinky rodu Cryptococcus boli kultivované na dvoch médiach. Jedno médium
bolo tekuté laktézové, druhé médium bol sladinovy agar. Obe média boli pred zaockovanim
vysterilizované

Kvasinky skupiny Cryptococcus laurentii podrobené biotypizacii boli kultivované na
sladinovom agare.

4.2.1 Tekuté laktozové médium
Jeden liter tekutého laktézového média bol pripraveny rozpustenim zloZiek podla
Tab. 3.

Tab. 3
Lakt6zové médium g1
laktoza 20
kvasni¢ny autolyzat 5
siran amonny 3
heptahydrat siranu hore¢natého 1
dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,5

K takto pripravenému jednému litru média bol pridany 1 ml roztoku s mikroelementami,
ktory na 100 ml destilovanej vody obsahoval zloZky uvedené v Tab. 4.

Tab. 4
Mikroelementy laktézového média mg-100 ml ™'
heptahydrat siranu zeleznatého 100
siran zino¢naty 65,6
dekahydrat tetraboritanu sodného 35
monohydrat siranu manganatého 10,5
tetrahydrat heptamolybdenanu amonneho 7,2
pentahydrat siranu med’natého 6
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4.2.2 Sladinovy agar

Tuhé Zivné médium na kultivaciu kvasiniek, sladinovy agar, bolo pripravené rozpustenim
70 g agaru so sladinovym extraktom (Merck Malt Extract Agar) v 1000 ml destilovanej vody.
Vysterilizované médium sa nechalo vychladnat’ v naklonenych sterilnych skimavkéch.

4.3 Dizka kultivacie
Kultivacia na oboch médiach prebiehala dva, Styri, Sest’, osem a desat’ dni. Na identifikéciu
kvasiniek boli pouzité hmotnostné spektra ziskané po Styroch dnioch od inokulacie.

4.4 Odber vzoriek

Odber vzorky bol prispdsobeny kultivaénému médiu. Z tekutého laktézového média bola
vzorka (1 ml suspenzie buniek) odoberana sterilnou pipetou do Cistej mikroskiamavky. Zo
sladinového agaru (pevné médium) sa vzorka (kvasinkovad koldnia) odoberala sterilnou
inokulacnou sluckou (tzv. ,jedno ocko*). Bunky boli premiestnené do cistych mikro-
skimaviek a resuspendované v 1 ml destilovanej vody, pripadne 1 ml 75% etanolu.

Na biotypizaciu boli pouzité len bunky odoberané zo sladinového agaru resuspendované
v 1 ml destilovanej vody.

4.5 Premyvanie buniek

Po odbere boli bunky v mikroskimavkach homogenizované minimalne jednu minatu
(Vortex). Vzniknutd suspenzia bola centrifugovand minimalne dve minaty pri
13 000 otacok/min. Po opatrnom odpipetovani supernatantu nasledovala extrakcia proteinov,
alebo bolo do postupu zaradené premyvanie buniek.

Bunky sa premyvali destilovanou vodou ato tak, Ze k sedimentu bol pridany 1 ml
destilovanej vody a po dokladnej homogenizécii (minimélne jedna minuata) a centrifugécii
(minimélne dve minuty pri 13 000 otd¢ok/min) bol odstraneny supernatant. Tento postup
premyvania sa opakoval dva, pit, sedem alebo desatkat, alebo sa premyvalo len raz
destilovanou vodou a druhy krat sa premyvalo 75% etanolom.

Biotypizované kvasinky boli pred extrakciou premyvané sedemkrat.

4.6 [Extrakcia proteinov
Intracelularne proteiny sa extrahovali z buniek viacerymi sposobmi:

1. Extrakcia kyselinou mravéou po dobu 5 min: k sedimentu v mikroskimavke bolo
pridanych 50 pl 70% roztoku kyseliny mravcej (Merck) a extrakcia sa nechala
prebiehat’ pocas piatich minut. Nasledne bolo do mikroskumavky pridanych 50 pl
100% acetonitrilu (Merck) a suspenzia bola homogenizovana a vzniknuta suspenzia
bola centrifugovana 2 minuty pri 13 000 ota¢kach/min.

2. Extrakcia kyselinou mravéou po dobu 30 min: rovnaky postup ako
v predchadzajiicom pripade s tym rozdielom, Ze extrakcia prebiehala 30 minqt.

3. Extrakcia roztokom MALDI matric: k sedimentu v mikroskimavke bolo pridanych
50 pl roztoku MALDI matric. Opat’ boli zvolené dve doby extrakcie, 5 resp.
30 minit. Pouzité boli viaceré kombindcie koncentracii kyseliny trans-ferulovej
(FA), kyseliny sinapovej (SA) rozpustenych v acetonitrile (ACN) s
obsahom kyseliny trifluér-octovej (TFA). Presné zloZenie matric je uvedené
v kapitole 4.7.2.

Proteiny kvasiniek podrobenych biotypizécii boli extrahované 30 minut roztokom MALDI
matrice. Bol pouzity aj druhy spdsob extrakcie proteinov uskuto¢neny podla podla Bruker
protokolu pre obtiazné pripady [97].
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4.7 Pouzité MALDI matrice

V ramci optimalizovania metodiky bolo pouzitych viacero typov matric. Zakladné typy st
dva, ostatné sa liSia len v koncentraciach jednotlivych zloziek. Na biotypizaciu kvasiniek
skupiny Cryptococcus laurentii bola pouzitd zmesna matrica s 2,5% kyselinou trifluéroctovou
(kapitola 4.7.2.1) ako aj kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova (kapitola 4.7.1).

4.7.1 Kyselina a-kyano-4-hydroxySkoricova (CHCA)
Prvy zakladny typ matrice pouzitej na MALDI — TOF analyzu bola kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoricova (CHCA) o koncentracii 10 mg/ml.

Na pripravu 1 ml matrice bolo rozpustenych 10 mg CHCA v roztoku zloZzenom z 500 pl
5% kyseliny trifluéroctovej (TFA) a v 500 pl 100% acetonitrilu (ACN).

Pouzita kyselina a-kyano-4-hydroxysSkoricovd (SIGMA — ALDRICH) mala ¢istotu > 99,0,
ostatné pouzité chemikalie boli PA kvality (MERCK).

Tento typ matrice bol pouzity na biotypizaciu vSetkych testovanych kvasiniek.

4.7.2 Zmesna MALDI matrica

Tato matrica slazila aj ako extrakéné cinidlo (vid. kapitola 4.6). Bola pripravena
zmieSanim dvoch roztokov kyselin v pomere 1:1. Prvy roztok obsahoval kyselinu trans-
ferulovii rozpustend v zmesi ACN a TFA v pomere 7:3. Druhy roztok obsahoval kyselinu
sinapova rozpustenu tiez v zmesi ACN a TFA v pomere 7:3. Vysledné koncentracie oboch
kyselin boli po zmieSani roztokov polovi¢né.

Boli pouzité rozne typy tejto zmesnej matrice. Postup pripravy bol rovnaky, rozdiel bol
v koncentraciach pouzitych kyselin, ACN a TFA. Uvedené koncentracie kyselin, ACN a TFA
su pociatocné. Na pripravu prvého typu bola pouzita 2,5% TFA, na pripravu druhého typu
10% TFA.

Pouzitd kyselina trans-ferulovd (SIGMA — ALDRICH) mala cistotu >99,0. Kyselina
sinapovd (SIGMA — ALDRICH) mala cistotu > 99,0. Ostatné pouzité¢ chemikalie boli PA
kvality (MERCK).

Na biotypizaciu sa pouzivala zmesnd matrica s2,5% TFA (SAiomgmi:FA30 mgmi =1:1;
100% ACN: 2,5% TFA =7:3). Navod na pripravu tejto matrice je uvedeny v kapitole 4.7.2.1,
pricom boli pouzité nizSie koncentracie oboch kyselin (10 mg/ml a 30 mg/ml) a bezvody
ACN.

4.7.2.1 Zmesnda MALDI matrica s 2,5% TFA

Na pripravu 2 ml tejto matrice bolo do jednej mikroskiimavky navazenych 10 alebo 20 mg
kyseliny trans-ferulovej a do druhej mikroskimavky bolo navazenych 30 alebo 60 mg
kyseliny sinapovej. Obe navazky boli rozpustené v 700 pl 100% alebo 70% ACN a 300 pl
2,5% TFA. Vzniknuté roztoky boli zmieSané v pomere 1:1. Na lepSiu homogenizéciu bol
pouzity ultrazvuk.

4.7.2.2 Zmesnd MALDI matricas 10% TFA

Na pripravu 2 ml tejto matrice bolo do jednej mikroskimavky navazenych 10 alebo 20 mg
kyseliny trans-ferulovej (FA) a do druhej mikroskiumavky bolo navazenych 30 alebo 60 mg
kyseliny sinapovej (SA). Obe navazky boli rozpustené v 700 pul 100% alebo 70% ACN
a 300 pl 10% TFA. Vzniknuté roztoky boli zmiesané v pomere 1:1. Na lepSiu homogenizaciu
bol pouzity ultrazvuk.
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4.8 NanaSanie vzorky na MALDI platiiu

Ak bola pouzitd extrakcia roztokom matrice (vid. kapitola 4.6), na jeden spot MALDI
platne (MTP 384 target plate polished steel T F, Bruker) bol napipetovany 1 pl supernatantu,
ktory sa nechal vysusit’.

V pripade extrakcie proteinov kyselinou mravcou (vid’. kapitola 4.6) boli pouzity tri
spdsoby nanasania vzorky na MALDI platiiu.
Prvy sposob: 1 ul supernatantu (vzorky) bol napipetovany na platiitu a po vysuSeni bol
prevrstveny 1 pl matrice.
Druhy sposob: na platiiu bola napipetovand najprv matrica (0,5 pl), po vysuseni bola pridana
vzorka (0,5 pl), ktord sa nechala vol'ne vysusit’ a nakoniec bola opét’ pridana matrica (0,5 pl).
Takto pripraveny analyt sa nechal za laboratornych podmienok vykryStalizovat'.
Treti sposob: vzorka (0,5 ul) bola okamzite po naneseni na platiiu premieSand s 0,5 pl
matrice.

Pri biotypizacii sa pouZzival prvy spésob nandsania vzorky a matrice na MALDI platiiu.

4.9 Hmotnostna spektrometria

Vsetky merania boli uskuto¢nené v pozitivnom linedrnom mode na zariadeni Bruker
UltrafleXtreme. Toto zariadenie mé typ laseru Smartbeam — II'™ (Bruker), ktory emituje
Ziarenie o vlnovej dizke 355 nm. PouZivala sa frekvencia laseru 1000 Hz (maximalna
frekvencia laseru je 2 000 Hz). Urychlova¢ mal napitie 25 kV. Meranie sa robilo v rozsahu od
2 000 do 22 000 Da a pocet vystrelov bol 1 000 na vzorku. Zariadenie bolo kalibrované na
cytochrom C (SIGMA — ALDRICH). Merania boli riadeny programom flexControl v. 3.4
(Bruker Daltonik GmbH).

4.9.1 Softvér na vyhodnocovanie hmotnostnych spektier

Namerané hmotnostné spektra boli vyhodnocované a porovnavané v dvoch programoch.
Vsetky spektrda boli vizuilne porovnané v programe mMass - Open Source Mass
Spectrometry Tool. Na zaklade porovnania hlavnych pikov (pikov s vysokou intenzitou) boli
roztriedené do skupin. Hmotnostné spektra boli navzdjom porovnané aj v programe MALDI
Biotyper (Bruker Daltonik GmbH). V tomto programe bolo vypoc¢itané aj porovnavacie skore.
Na zobrazenie sa vysledkov sa vyuzili spektrd sprocesované tymto programom.

4.10 Sekvencna analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu

Sekven¢na analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu (skratene D1/D2 LSU rRNA
sekvenacia) kvasiniek rodu Cryptococcus bola uskuto€nena pracovnikmi Zbierky kultir
kvasiniek (CCY) podla prislusného manualu (Kurtzman, 1997) [112].
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Optimalizacia metody pripravy vzorky na analyzu hmotnostnou
spektrometriou

Pracovny postup pripravy vzoriek na MALDI — TOF hmotnostnu spektrometriu bol
optimalizovany na kmenoch druhu Cryptococcus magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-40,
CCY 17-4-41), Cryptococcus neoformans (CCY 17-1-4, CCY 17-1-5, CCY 17-1-8)
a ndhodne vybranych kmenoch skupiny Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2, CCY 17-3-15,
CCY 17-3-17, CCY 17-3-29, CCY 17-3-31, CCY 17-3-38) zo Zbierky kultur kvasiniek, CHU
SAV.

Pri optimalizacii metody sa vychddzalo z overeného postupu pripravy vzoriek intaktnych
spor plesni (ISMS) pre hmotnostna spektrometriu, kedy sa ako MALDI matrica pouZila zmes
kyseliny sinapovej a kyseliny ferulovej rozpustenych v zmesi ACN a TFA [75] a z postupu na
biotypizaciu mikroorganizmov podl’a Bruker protokolu na zdklade MALDI Biotyper 3.0 User
Manual Revision 2 pre obtiazné pripady [97].

Testoval sa predpoklad vplyvu kultivaéného média na vysledné hmotnostné spektra, volila
sa optimalna dizka kultivicie a extrakéna metdda. Optimalizovalo sa zloZenie roztoku
MALDI matric, nanaSanie vzorky a matrice na MALDI platiiu a hodnotil sa aj pocet
purifikacnych krokov (premyvanie destilovanou vodou a etanolom).

5.1.1 Vplyv kultivaéného média

Na testovanie vplyvu kultivaéného média na ziskané hmotnostné spektrd sa kvasinky
kultivovali na dvoch kultivacnych médiach. Jedno bolo tekuté lakté6zové médium, druhé bol
sladinovy agar.

V programe MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH) boli ziskané normalizované
spektra. Z ich vzajomného porovnania vyplyva, ze skuto¢ne zdlezi na akom médiu bol
mikroorganizmus kultivovany, pretoze ziskané spektrd boli tak odlisné, akoby sa
jednalo o iny mikroorganizmus. Napr. skore pre CCY 17-3-29 rastice na tychto dvoch
médiach (Obr. 9) je len 0,121, pricom v pripade zhody by malo mat’ skore hodnotu > 2,0.
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Obr. 9: Vphv kultivacného média (sladinovy agar a tekuté laktozové médium) na MS
spektrum mikroorganizmu CCY 17-3-29 (skore 0,121).
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Zbierka kultar kvasiniek (CCY) ako médium najcastejSie pouziva sladinovy agar a ked’ze
jeden s cielov bolo vytvorenie databazy hmotnostnych spektier uréenej na rychlu identi-
fikaciu kvasiniek pre tuto zbierku mikroorganizmov, vSetky kmene skupiny Cryptococcus
laurentii podrobené identifikécii (7ab. 2) boli kultivované prave na sladinovom agare.

5.1.2 VorIba doby kultivacie

Vsetky testované kmene boli po preockovani na sterilné zivné médium kultivované desat’
dni. Odbery sa robili kazdy druhy deni (2., 4., 6., 8. a 10. den). U pomalSie rastucich kmetniov
nebol odber po 48 hodinach realizovany. Vzajomnym porovnanim ziskanych hmotnostnych
spektier v jednotlivych diioch u konkrétneho kmenia sme dospeli k zaveru, ze doba kultivacie
4 — 6 dni nema zésadny vplyv na vysledné hmotnostné spektrum (Obr. 10). Hmotnostné
spektra ziskané z odberov v 8. a 10. deii boli viac poznacené Sumom a okrem hlavnych pikov
(s vysokou intenzitou signalu) typickych pre dany kmen, obsahovali aj mnozstvo pikov
s malou intenzitou signalu, ktoré mali za nasledok zniZenie hodnoty skore pri porovnavani
hmotnostnych spektier programom MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH).

KedZe rozdiel v hmotnostnych spektrach ziskanych zo 4. resp. 6. diia bol minimalny a po
dvoch diioch niektoré kmene dostato¢ne nenarastli, bola optimalna doba kultivacie stanovena
na 4 dni.

130804_Stratilova_SK_0Z

05 —+

50,0 T"" -

0.5 +

40 +

. )

t t t t
V] 5 10 15 20
miz (10°3)

Obr. 10: Porovnanie spektier zo 4. a 6. dna kultivacie CCY 17-3-31(skore 2,125).

5.1.3 Vplyv premyvania buniek na ziskané hmotnostné spektra

Kedze kvasinky rodu Cryptococcus si prevazne kapsularne a naviac produkuju velké
mnozstvo extracelularnych polysacharidov, skiimal sa aj vplyv premyvania buniek na kvalitu
spektier ziskanych MALDI — TOF MS. Testoval sa efekt poctu opakovani (dva, pat, sedem
a desat’ opakovani) premyvania destilovanou vodou (1 ml) a testovalo sa aj jednondsobné
premytie 75% roztokom etanolu (1 ml) s naslednym premytim destilovanou vodou (1 ml)
[97]. Vysledné hmotnostné spektra boli vizualne vyhodnotené v programe mMass - Open
Source Mass Spectrometry Tool.

So stupajucim poctom premyvani sice narastal ¢as potrebny na analyzu vzoriek, ale
hmotnostné spektra sa stavali prehl'adnej$imi, t.j. postupne sa znizoval pocet pikov s mensou
intenzitou signalu, az nakoniec ostali len piky s vysokou intenzitou, ktoré boli typické pre
dany kmen (resp. skupinu kmefiov). Premyvanim buniek sa pravdepodobne postupne
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z bunkovej suspenzie odstraiiovali vo vode rozpustné necistoty a zaroven cast extra-
celularnych polysacharidov.

Rozdiel medzi sedem nasobnym a desat’ nasobnym premyvanim nebol tak zretelny, ako
v ostatnych pripadoch. Zvolili sme kompromis medzi poctom opakovani, cenou a ¢asom
analyzy aoptimalny pocet premyvani sme stanovili na sedemkrat. Tento postup sme
porovnali s doporu¢enym premyvanim 75% etanolom s naslednym premytim destilovanou
vodou [97], ale tato kombinacia sa ukazala ako nedostatoc¢na.

5.1.4 Vplyv doby extrakcie, koncentracie extrakéného ¢inidla a rozpuastadiel

V procese optimalizacie metody sa skumali dva extrakéné spdsoby. Proteiny sa extrahovali
zmesou SA, FA a TFA, ktoré boli priamo zloZkou roztoku MALDI matric, alebo bola na
extrakciu pouzitd 70% kyselina mravcia. V oboch pripadoch extrakcia prebiehala bud’ 5 minut
alebo 30 minaut.

Patminutova extrakcia je sice ¢asovo vyhodna, ale ziskané MALDI hmotnostné spektra
neboli tak charakteristické ako v pripade tridsatminutovej extrakcie. DiZka extrakcie mala
vplyv 1na krystalizaciu vzoriek. Na Obr. 11 st zobrazené mikroskopické fotografie vzoriek
pripravenych za rovnakych podmienok s rozdielnou dizkou extrakcie. Uz na prvy pohl'ad je
medzi kryStadlmi markantny rozdiel, ktory sa prejavil aj vo vygenerovanych hmotnostnych
spektrach. Doba extrakcie bola preto stanovend na 30 min.

4 dni na sladinovom agare, bunky po sedem ndsobnom premyti destilovanou vodou)
extrahovanej MALDI matricou (SA:FA = 1:1; ACN: 2,5% TFA = 7:3), vlavo 5 minut, vpravo
30 minut. Fotografie boli zhotovené pomocou kamery zabudovanej v hmotnostnom
spektrometri.

Sledoval sa 1 vplyv koncentracie TFA v roztoku MALDI matrice. Na extrakciu boli pouzité
dve matrice, kazdd s rozdielnym obsahom TFA. Na pripravu prvej matrice (SA:FA =1:1;
ACN:TFA =7:3) bola pouzitd 2,5% TFA, jej vyslednd koncentracia bola 0,75 % v/v. Na
pripravu  druhej matrice (SA:FA=1:1; ACN:TFA=7:3) bol pouzity Styrikrat
koncentrovanejsi roztok TFA (=10 % v/v). Vysledna koncentracia TFA v roztoku s matricou
bola 0,3 % v/v.

Rozdiel medzi extrakciou pomocou 0,75% TFA a3% TFA nebol zisteny, t.j. vplyv
koncentracie TFA na permeabilizaciu bunkovej steny nebol pozorovany a proteinové profily
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boli v oboch pripadoch takmer identické. V ramci Setrenia chemikdlii (financii) bola
v nasledujucich experimentoch pouzita nizsia koncentracia TFA.

Tak isto sa sledoval vplyv koncentracie ACN, SA a FA. Ako optimélna bola zvolend 100%
pociato¢na koncentracia ACN. Optimdlna pociatocnd koncentracia SA bola zvolend na
30 mg/ml a optimalna pociatocna koncentracia FA bola zvolena na 10 mg/ml.

5.1.5 Rozdiely vplyvu pouzitych MALDI matric

Celkovo sa testovali tr1 matrice, dve zmesné srozdielnym obsahom SA aFA
(SA:FA = 60 mg/ml:20 mg/ml a SA:FA =30 mg/ml:10 mg/ml), ktoré sluzili aj ako extrakéné
¢inidla a tretia matrica bola CHCA.

Zmesna matrica s vy$Sou koncentraciou SA a FA nebola v d’alSich experimentoch pouZita,
lebo vysSia koncentracia ako aj niZSia koncentracia oboch kyselin viedli k identickym
spektram. Preto sa d’alej v praci pouzivaju len dve MALDI matice, a to zmesn4 matrica so
slozenim SA:FA =30 mg/ml:10 mg/ml; 100% ACN:2,5% TFA =7:3 a CHCA (10 mg/ml).
Uvedené koncentracie vSetkych chemikalii su pociato¢né.

Vplyv matrice na krystalizdciu vzoriek je zretelny (Obr. 12). Vzorky pripravené
rovnakym postupom s rozdielnou MALDI matricou tvoria odlisné krystaly, ¢o sa prejavuje
1 v rozdielnych hmotnostnych spektrach.

4 dni na sladinovom agare, bunky po premyti 75% roztokom etanolu a jednondsobnom
premyti destilovanou vodou a 30 minutovej extrakcii 70% kyselinou mravéou) s rozdielnymi
MALDI matricami; vlavo s CHCA, vpravo s SA:FA = 1:1; ACN: 2,5% TFA = 7.3. Fotografie
boli zhotovené pomocou kamery zabudovanej v hmotnostnom spektrometri.

5.1.6 Nanasanie vzoriek na MALDI platiiu

Zo vsetkych troch testovanych sposobov nanasania vzoriek na MALDI platiiu v pripade
extrakcie kyselinou mravcou (kapitola 4.8) sa ako najoptimalnejsi javil sposob nanesenia 1 pl
vzorky, ktoré bola po vysuSeni prevrstvend MALDI matricou (1 pl) a takto pripraveny analyt
sa opdtovne nechal vysusit’ za laboratérnych podmienok.

5.1.7 Navrh optimalizovanej metédy pre biotypizaciu kvasiniek rodu Cryptococcus

Za najoptimalnejsi postup spracovania vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus povazujeme
odber kolonii v Stvrty den, ich 7nasobné premytie destilovanou vodou, extrakciu proteinov z
buniek zmesnou matricou (SA:FA =30 mg/ml:10 mg/ml; 100% ACN:2,5% TFA =7:3), po
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30 minatach a néslednej centrifugacii napipetovanie 1 pl supernatantu na MALDI platiu.
Podrobnejsie je tento pracovny postup rozpisany v kapitole 5.1.7.1.

5.1.7.1 Optimalizovany pracovny postup pouZity na biotypizdaciu kvasiniek skupiny
Cryptococcus laurentii

Postup sa skladé z nasledujtcich krokov:
1. Napipetuj 1 ml destilovanej vody do Cistej mikroskimavky.
Sterilne premiestni jednu koloniu biologického materidlu do skimavky.
Homogenizuj minimélne jednu minutu.
Centrifuguj 2 mintty pri 13 000 otacok/min.
Supernatant opatrne odpipetu;.
K sedimentu napipetuj 1 ml destilovanej vody.
Opakuj kroky 3, 4, 5 a 6 7krat.
K sedimentu napipetuj 50 pl MALDI matrice
(SA:FA =30 mg/ml:10 mg/ml; 100% ACN:2,5% TFA = 7:3).
9. Extrahuj 30 minut.
10. Centrifuguj 2 minuty pri 13 000 otacok/min.
11. Na vyc¢istenit MALDI dosku napipetuj 1 pl supernatantu a nechaj vysusit

e U o

5.1.7.2 Porovnanie postupu podla Bruker protokolu pre obtiaZne pripady
s optimalizovanym postupom

Jeden z postupov, ktory sa testoval v procese optimalizacie metody, bol postup prevzaty z
MALDI Biotyper 3.0 User Manual Revision 2 pre obtiazne pripady [97]. Prevzaty postup je
uvedeny v prilohe (kapitola 8.1). Hmotnostné spektra vzoriek spracovanych tymto spdsobom
boli v programe MALDI Biotyper (Bruker) porovnané s hmotnostnymi spektrami ziskanymi
postupom, ktory povazujeme za najoptimalnejsi (Obr. 13).
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Obr. 13: Porovnanie hmotnostnych spektier proteinového profilu kvasinky CCY 17-3-34
ziskanych dvomi odlisnymi postupmi. Nad osou x je MS spektrum ziskané postupom podla
Bruker protokolu pre obtiazné pripady [97]. Pod osou x je zobrazené MS spektrum ziskané
postupom, ktory povazujeme za najoptimalnejsi.
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Hoci postup podl'a Bruker protokolu poskytuje bohatSie hmotnostné spektrum s vysSou
intenzitou pikov ako nami navrhnuty postup (Obr. 13), reprodukovatelné vysledky dosahuje
len v 20 % vSetkych pripadov. Zo vSeobecného hl'adiska je preto vhodnjs$i nami navrhnuty
postup, ktory poskytuje uspokojivé spektra v 100 % vsetkych pripadov.

5.1.7.3 Overenie optimalizovaného postupu identifikdaciou kvasiniek Cryptococcus
neoformans

Optimalizovanym sposobom (kapitola 5.1.7.1) boli spracované vzorky troch kmetiov
zaradenych do Zbiekry kultar kvasiniek ako Cryptococcus neoformans (CCY 17-1-4, CCY
17-1-5, CCY 17-1-8). Porovnanim ich normalizovanych spektier (Obr. 14) v programe
MALDI Biotyper (Bruker), mézeme jednoznaéne prehlasit’, ze kmen CCY 17-1-4 je prakticky
totozny s kmeniom CCY 17-1-5 (skore 2,653) a kmeint CCY 17-1-8 sa od zvySnych dvoch
kmeniov viac 1i8i ako sa na ne podoba (skore len 1,172) ¢o dokumentuju ¢ervené piky na Obr.
14 v pravej casti. Tieto jednoduché, mozno az laické tvrdenia, boli potvrdené vysledkami
molekularnej biologie, pomocou D1/D2 LSUrRNA sekvendcie. Analyzou Casti gendému bolo
zistené, ze kmene CCY 17-1-4 a CCY 17-1-5 st Cr. neoformans var. neoformans a kmen
CCY 17-1-8 je Cr. neoformans var. grubii.

Tymto bolo potvrdené, ze vysledny postup, ku ktorému sme dospeli v procese
optimalizovania, je vhodny na identifikdciu kvasiniek rodu Cryptococcus, a to nielen na
urovni druhu, ale 1 variety.
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Obr. 14: Porovnanie hmotnostnych spektier troch kmenov Cr. neoformans; viavo - CCY 17-
1-4 a CCY 17-1-5 (skore 2,653); vpravo - CCY 17-1-4 a CCY 17-1-8 (skore 1,172).

5.1.7.4 Overenie optimalizovaného postupu identifikdciou kvasiniek Cryptococcus magnus

Optimalizovanym spdsobom (kapitola 5.1.7.1) boli spracované aj vzorky troch kmerniov
zaradenych ako Cryptococcus magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-40 a CCY 17-4-41). Kmene
CCY 17-4-39 a CCY 17-4-41 boli sekvenované, kmeit CCY 17-4-40 bol zaradeny len na
zéklade jeho morfologickych a biochemickych vlastnosti. Normalizované hmotnostné spektra
vSetkych troch kmeriov vykazovali vzdjomnu podobnost’ (Obr. 15) a zaroven sa vyrazne lisili
od hmotnostnych spektier inych testovanych kmetiov (napr. od typového Cryptococcus
laurentii CCY 17-3-2 skore 0,145, Obr. 16).
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Obr. 15: Porovnanie MS spektra CCY 17-4-39 vlavo s CCY 17-3-41 (skore 2,070), vpravo
s CCY 17-4-40 (skore 2,053).
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Obr. 16: Porovnanie MS spektra CCY 17-4-39 s Cr. laurentii CCY 17-3-2 (skore 0,145).

Tymto sa opdt’ potvrdilo, Ze optimalizovany postup je vhodny na biotypizaciu kvasiniek
rodu Cryptococcus.

5.2 Biotypizacia kvasiniek skupiny Cryptococcus laurentii

Biotypizéacii bolo podrobenych tridsat'tri kmefiov zo Zbierky kultir kvasiniek (CCY)
povodne povazovanych za kmene Cryptococcus laurentii. Na biotypizaciu bola pouzitd
optimalizovand metdda, vysledky ktorej sa porovnavali s vysledkami ziskanymi podla
doporuc¢eného protokolu [97]. Ziskané hmotnostné spektrd boli navzdjom porovnavané
v programe MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH) a manuélne v programe mMass -
Open Source Mass Spectrometry Tool. Podl'a hodnoty skore a podobnosti hlavnych pikov
s vysokou intenzitou boli tieto hmotnostné spektra rozdelené do Siestich skupin. Identifikacia
kvasiniek v jednotlivych skupinach bola mozna az na zaklade vysledkov D1/D2 LSU rRNA
sekvencnej analyzy, ktord bola realizovana minimdalne pre jeden kmein v danej skupine. Do
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buducnosti CCY planuje postupne vykonat' sekvencnu analyzu D1/D2 domén LSU rRNA
génu vsetkych zbierkovych kmetov.

5.2.1 Skupina I
Do tejto skupiny bol zaradeny typovy kmen Cryptococcus laurentii CCY 17-3-2. Spektrum
tohto kmena bolo zvolené ako referen¢né pre vsetky porovnania.

5.2.2 Skupina II

Do tejto skupiny bolo zaradenych Strndst’ biotypizovanych kmenov (7ab. 5), ktorych
hmotnostné spektrd vykazovali vzdjomna podobnost’ apritom sa vyrazne liSili od
hmotnostnych spektier kmenov zaradenych do inych skupin. Tato skupina vykazovala
s typovym kmeniom Cryptococcus laurentii skére len okolo 0,8. Ako je vidiet' z Obr. 17
vPavo, hmotnostné spektrum typového kmena Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2),
u ktorého bola robend aj D1/D2 LSU rRNA sekvendcia, bolo porovnané s hmotnostnym
spektrom kmena 17-3-17, ktory je podl'a D1/D2 LSU rRNA sekvendcie identicky s typovym
kmetniom. Vzhl'adom na nizke skore sa pravdepodobne oba kmene liSia v inej Casti gendomu,
z ¢oho usudzujeme, Ze by sa pravdepodobne mohlo jednat’ o iné variety, ktoré neboli doposial
popisané. OdliSnost v hmotnostnych spektrach moze byt sposobend aj izolaciou v
rozdielnych geografickych oblastiach. Kmenn CCY 17-3-2 (CBS 139) bol izolovany
z palmového vina v Kongu a CCY 17-3-17 z vody Dunaja na Slovensku. Sekvenacia d’alSich
oblasti by mohla priniest’ objasnenie tejto odliSnosti.

Ostatné kmene patriace do tejto skupiny vykazuju zna¢nu podobnost’ s CCY 17-3-17, ale
s CCY 17-3-2 maju skdre priblizne rovnaké aké mal kmen 17-3-17 (priblizne 0,8). Desat’
kmetiov md s CCY 17-3-17 hodnotu skére > 2,0, napr. kmeni CCY 17-3-25 ma s CCY 17-3-
17 hodnotu skdre 2,670 (Obr. 17 vpravo). ZvySnych péat kmeflov ma hodnotu skore >1,7.
Podla Mc Taggart je vSak i hodnota skore > 1,7 uspokojiva, ak porovnadvame hmotnostné
spektra kvasiniek rodu Crypfococcus. Kvoli extrémne rozdielnym hodnotdm skdére medzi
typovym Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2) a CCY 17-3-17 navrhujeme, aby hmotnostné
spektra novych (neznamych) izolatov boli porovnané s typovym kmeniom ako aj s CCY 17-3-
17. Porovnania hmotnostnych spektier vSetkych kmeriov tejto skupiny (i s hodnotou skore)
s hmotnostnym spektrom CCY 17-3-17 st uvedené v prilohe (kapitola 8.2.1).

Kmene tejto skupiny, u ktorych bola vykonana D1/D2 LSU rRNA sekven¢na analyza
(Tab. 5) vykazuju druhovu zhodu s typovym Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2) aj s CCY
17-3-17.

Tab. 5: Kmene patriace do Skupiny I1

cCy Robena D1/D2 LSU rRNA cCy Robena D1/D2 LSU rRNA
sekvenacia sekvenacia
17-3-7 NIE 17-3-20 NIE
17-3-8 NIE 17-3-21 NIE
17-3-9 ANO 17-3-22 NIE
17-3-10 NIE 17-3-23 NIE
17-3-11 NIE 17-3-24 ANO
17-3-14 NIE 17-3-25 NIE
17-3-17 ANO 17-3-27 NIE
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Obr. 17: Viavo porovnanie MS spektra typového Cryptococcus laurentii (CCY 17-3-2)
s kmennom CCY 17-3-17 (skore 0,827). Vpravo porovnanie MS spektier dvoch kmernov
zaradenych do skupiny II, CCY 17-3-17 a CCY 17-3-25 (skore 2,670).

5.2.3 Skupina III:

Za referencny kmen tejto skupiny bol zvoleny CCY 17-3-29. U tohto kmena sekvenéna
analyza D1/D2 domén LSU rRNA génu potvrdila, Ze sa nejednd o Cryptococcus laurentii, za
ktory bol pdvodne povazovany, ale o Cryptococcus flavescens. VSetky biotypizované kmene
s podobnymi hmotnostnymi spektrami ako 17-3-29 (

Tab.6) preto povazujeme za Cryptococcus flavescens. Vo viac ako 2/3 pripadov
(9 kmetiov) bola prislusnost’ ku Cryptococcus flavescens potvrdena aj D1/D2 LSU rRNA
sekvenaciou.

Hodnoty skore kmetiov tejto skupiny sa vyrazne liSili od hodnét skore vSetkych ostatnych
skupin. Napriklad pri porovnani spektra CCY 17-3-2 s hmotnostnym spektrom CCY 17-3-29
bola hodnota skére len 0,606 (Obr. 18).

Tab.6: Kmene patriace do Skupiny 111

CCY Robena D1/D2LSUrRNAsekvenicia
17-3-15 ANO
17-3-16 NIE
17-3-19 NIE
17-3-28 NIE
17-3-29 ANO
17-3-30 NIE
17-3-31 ANO
17-3-32 ANO
17-3-33 ANO
17-3-34 ANO
17-3-38 ANO
17-3-39 ANO
17-3-22, ANO
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Obr. 18: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 s CCY 17-3-2 (skore 0,6006).

Pri vzajomnom porovnani hmotnostnych spektier v rdmci tejto skupiny s CCY 17-3-29
boli hodnoty skore vo vSetkych pripadoch > 1,9 a v deviatich pripadoch dokonca > 2,0. Napr.
pri porovnani hmotnostnych spektier CCY 17-3-29 s CCY 17-3-32 bola hodnota skore 2,314
(Obr. 19). Vietky zvySné porovnania hmotnostnych spektier v ramci tejto skupiny (is
hodnotou skore) s hmotnostnym spektrom CCY 17-3-29 st uvedené v prilohe
(kapitola 8.2.2).
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Obr. 19: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 s CCY 17-3-32 (skore 2,314).

5.2.4 Skupina IV

Skupina IV pozostava len sjedného zastupcu, kmetia CCY 17-3-13. Jeho hmotnostné
spektrum sa vyrazne 1i8i od vSetkych ostatnych spektier. Tento kmeni podl'a hodnoty skére
s urcitostou nepatri do skupiny I, ked’Ze hodnota skdre s typovym Cryptococcus laurentii bola
len 0,455 (Obr. 20). Az sekvenénou analyzou D1/D2 domény LSU rRNA génu bolo zistené,
ze kmen CCY 17-3-13 je Cryptococcus carnescens, t.j. kvasinka patriaca do II. fylogeneticke;j
skupiny Cryptococcus laurentii.
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Obr. 20: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-13 s CCY 17-3-2 (skore 0,455).

5.2.5 Skupina V

Do skupiny V bol na zédklade MS spektra zaradeny len jeden kmen (CCY 17-3-5), ktorého
hmotnostné spektrum podla hodnoty skore, ale ina zaklade vizualneho porovnania
nezodpovedalo ostatnym hmotnostnym spektram. S typovym Cryptococcus laurentii bola
hodnota skore len 0,201 (Obr. 21). Sekvencnou analyzou D1/D2 domény LSU rRNA génu

bolo zistené, ze kment CCY 17-3-5 je Cryptococcus flavus, ktory vobec nepatri do skupiny
Cryptococcus laurentii.
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Obr. 21: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-5s CCY 17-3-2 (skére 0,201).

5.2.6 Skupina VI

Zvys$né tri kmene, ktorych hmotnostné spektra neboli priradené do Ziadnej z vysSie
zmienenych skupin, boli zaradené do novej skupiny, skupiny VI. MS spektra tychto troch
kmenov (CCY 17-3-35, CCY 17-3-36 aCCY 17-3-37), pdvodne zaradenych medzi
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Cryptococcus laurentii, sa vyrazne odliSuju od MS spektier ostatnych biotypizovanych
kmeriov, ale navzajom su si ve'mi podobné. Hodnota skére s typovym Cryptococcus laurentii
bola vel'mi nizka, napr. CCY 17-3-35 mal s typovym CCY 17-3-2 hodnotu skére rovnu nule
(Obr. 23).

Sekvenc¢nou analyzou D1/D2 domény LSU rRNA génu bolo dokazané, ze sa skutocne
nejedna o kmene skupiny Cryptococcus laurentii, ale vSetky tri spominané kmene patria do
pribuzdného druhu Bulleromyces albus.
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Obr. 22: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-35 vlavo s CCY 17-3-36 (skore 2,244), vpravo
s CCY 17-3-37 (skore 2,155).
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Obr. 23: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-35 s CCY 17-3-2 (skore 0).

5.2.7 Zastipenie druhov v ramci pévodnej skupiny Cryptococcus laurentii

V procese bipotypizacie kvasiniek skupiny Cr. laurentii bolo ziskanych 33 hmotnostnych
spektier. Podl'a hodnoty skére a podobnosti hlavnych pikov s vysokou intenzitou boli tieto
hmotnostné spektrd rozdelené do Siestich skupin. NajpocetnejSie zastipenie ma skupina II
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(14 kmerniov), ktorej zastupcovia boli identifikovani ako Cr. laurentii (Obr. 24), nasleduje
skupina III (13 kmetiov). Kmene tejto skupiny boli identifikované ako Cr. flavescens.
Cryptococcus carnescens, ktory spolu s Cr. flavescens a Cr. laurentii patri do skupiny
Cryptococcus laurentii bol reprezentovany len jednym kmetiom. Cr. flavus, ktory spolu
s Bulleromyces albus (3 kmene) vobec nepatri do skupiny Cryptococcus laurentii bol
zastipeny jednym kmetiom.

M Cr laurentii - hpovy
¥ Cr laurentii

W Cr flavescens
B Cr: carnescens
M Cr flavus

W Bulleromyces albuts

Obr. 24: Pomerné zastupenie kmernov pévodne oznacenych ako Cr. laurentii usporiadanych
podla typu spektra ich ribozomdlnych proteinov.
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6 ZAVER

V ramci vypracovania tejto diplomovej prace sme si stanovili dva hlavné ciele. Prvym
cielom bolo optimalizovanie pracovného postupu na biotypizaciu kvasiniek rodu
Cryptococcus. Optimalizovany postup mal byt prispdsobeny potrebam Zbierky kultar
kvasiniek na Chemickom tstave SAV (CCY), aby mohol v budtcnosti sluzit’ na rychlu, lacna
a spolahlivii identifikdciu novych kmetniov. Druhym hlavnym cielom bola vlastna
biotypizacia kvasiniek skupiny Cryptococcus laurentii.

V procese optimalizacie metddy sa testoval vplyv kultivaéného média, doby kultivacie,
premyvania buniek destilovanou vodou alebo etanolom. Porovnéavali sa rézne spdsoby
extrakcie, pricom sa intracelularne proteiny extrahovali kyselinou mravcou alebo kyselinou
trifludroctovou, ktora bola zloZkou roztoku MALDI matrice. Testovala sa i dizka extrakcie,
extrahovalo sa 5 minut, alebo 30 minat. Optimalizovalo sa izlozenie MALDI matrice
a nanaSanie vzoriek na MALDI platiiu.

Bol zisteny vplyv kultivaéného média na vysledné hmotnostné spektrd. Pri vytvarani
kniznice hmotnostnych spektier by preto mali byt vSetky mikroorganizmy kultivované na
tom istom médiu. Za optimalne kultivaéné médium pre potreby Zbierky kultiur kvasiniek
povazujeme sladinovy agar.

Dospeli sme k zaveru, ze dizka kultivacie po narasteni kultiry nema zasadny vplyv na
vysledné hmotnostné spektrum. Optimalna diZka kultivacie bola stanovena na 4 dni.

Jednonasobné premyvanie buniek etanolom s naslednym jednondsobnym premytim
destilovanou vodou sa neosvedcilo, ale viacndsobné premytie buniek destilovanou vodou
malo zéasadny vplyv na kvalitu vyslednych hmotnostnych spektier. Za optimalny pocet
povazujeme sedem premyti. Vzorka je potom zbavena mnoZstva kontaminantov a hmotnostné
spektrum je reprodukovatelnejsie.

Pri sledovani vplyvu dizky extrakcie proteinov sme dospeli k zaveru, Ze hoci je
patmindtova extrakcia ¢asovo vyhodna, neposkytuje tak charakteristické a bohat¢ MALDI
hmotnostné spektra ako tridsatminttova extrakcia. Dizka extrakcie bola preto stanovena na
30 minuat. Proteiny sa extrahovali 70% kyselinou mravéou alebo priamo roztokom zmesnej
matrice.

Sledoval sa i vplyv koncentracie ACN, TFA, SA a FA v roztoku zmesnej MALDI matrice.
Na extrakciu boli pouZité matrice s tymito vyslednymi koncentraciami: 70% a 50% ACN, 3%
a 0,75% TFA, 30 mg/ml a 15 mg/ml pre SA a 10 mg/ml a 5 mg/ml pre FA. Vzhl'adom na
ziskané spektra a v ramci Setrenia chemikalii (financii) za optimdlne povazujeme pouZzitie
matrice s niz§imi vyslednymi koncentraciami SA, FA a TFA, ale s vySSou koncentraciou
ACN. Nami navrhnutd MALDI matrica je teda zmesou 70% ACN a 0,75% TFA,
ktora obsahuje 15 mg/ml SA a 5 mg/ml FA.

Co sa tyka sposobu nanasania vzoriek na MALDI platiiu v pripade extrakcie kyselinou
mravcéou, najlepsie hmotnostné spektra boli ziskané v pripade nanesenia vzorky na MALDI
platiiu a po vysusSeni jej prevrstveni MALDI matricou .

Za najoptimalnejsi postup spracovania vzoriek kvasiniek rodu Cryptococcus povazujeme
teda odber kolonii v §tvrty deri, ich 7nasobné premytie destilovanou vodou, extrakciu
zmesnou matricou (30 mg/ml SA:10 mg/ml FA =1:1; 100% ACN:2,5% TFA =7:3) a po
30 minutach a naslednej centrifugacii napipetovanie 1 pl supernatantu na MALDI platiu.
MALDI — TOF hmotnostnd spektrometria bola uskuto¢nena v rozsahu od 2 000 do
22 000 Da, v pozitivnom linedrnom mode na zariadeni Bruker UltrafleXtreme.
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Optimalizovand metdda bola testovana na troch kmenoch Cr. neoformans, troch kmenoch Cr.
magnus a nahodne vybranych deviatich kmetioch zaradenych do CCY ako Cr. laurentii.

Optimalizovanym postupom bolo identifikovanych tridsat’tri kmeniov kvasiniek zo Zbierky
kultar kvasiniek povodne zaradenych ako Cryptococcus laurentii. Ziskanych tridsat’tri
hmotnostnych spektier bolo navzdjom porovnanych. Vizudlne porovnanie spektier bolo
uskutocnené v programe mMass - Open Source Mass Spectrometry Tool. Hodnota skore,
ktora udava mieru podobnosti dvoch hmotnostnych spektier bola ziskana v programe MALDI
Biotyper (Bruker Daltonik GmbH). Podla hodnoty skdre, ale ina zéklade vizudlneho
porovnania boli hmotnosté spektra roztriedené do Siestich skupin. V jednotlivych skupinach
boli kvasinky identidifikované sekvenc¢nou analyzou D1/D2 domény LSU rRNA génu, na
zéklade ktorej sa k danému typu hmotnostého spektra priradil taxonomicky status. Zo
vSetkych identifikovanych kmenov len pétnast z povodne zaradenych ako Cryptococcus
laurentii patrilo k tomuto druhu, pri¢om S$trnast’ z nich poskytovalo takmer identické spektrum
(skupina II), ktoré sa vyrazne liSilo od typového Cr. laurentii (skupina I). ZvySnych osemnast’
kmerniov bolo preklasifikovanych. Trinast’ kmeniov bolo preradenych medzi zastupcov druhu
Cryptococcus flavescens a jeden kmen bol identifikovany ako Cryptococcus carnescens. Tieto
kmene patria do L. resp. II. fylogenetickej skupiny Cr. laurentii. Okrem toho jeden kmen bol
zaradeny ako Cryptococcus flavus a tri kmene boli preklasifikované do druhu Bulleromyces
albus. Posledné Styri kmene do skupiny Cr. laurentii vobec nepatria.

Vysledky tejto diplomovej prace boli prezentované na fore o hmotnostnej spektrometrii
v Viedni [113] ana41. Vyrocnej konferencii o kvasinkdch v Smoleniciach [114].
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8 PRILOHY

8.1 Priprava vzoriek podl’a Bruker protokulu pre obtiazné pripady [97]

. Napipetuj 300 pl destilovanej vody do €istej mikro skiimavky.

. Sterilne premiestni jednu koldniu biologického materidlu do skumavky.

. Homogenizuj minimalne jednu minutu.

. Pripipetuj 900 pl €istého etanolu a homogenizuj minimélne jednu minutu.
. Cetrifuguj 2 minuty pri 13 000 otac¢ok/min.

. Odpipetuj supernatant.

. K sedimentu napipetuj 50 ul 70% mravcej kyseliny a homogenizu;.

. Nechaj extrahovat’ 30 minut.

. Pripipetuj 50 pl 100% acetonitrilu a homogenizu;.

10. Cetrifuguj 2 minuty pri 13 000 ota¢ok/min.

11. Na vy¢istenut MALDI dosku napipetuj 1 pl supernatantu a nechaj vysusit’.
12. Po vysusSeni vzorky prevrstvi vzorku 1 ul MALDI matrice (CHCA).

03N BN~
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8.2 Porovnanie hmotnostnych spektier biotypizovanych kvasiniek

8.2.1 Cryptococcus laurentii (skupina II)
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Obr. 25: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vliavo s CCY 17-3-8 (skore 2,223), vpravo
s CCY 17-3-9 (skore 2,138).
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Obr. 26: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vlavo s CCY 17-3-10 (skore 2,313), vpravo
s CCY 17-3-11 (skore 2,299)
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Obr. 27: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vlavo s CCY 17-3-14 (skore 2,210), vpravo
s CCY 17-3-20 (skore 2,062).
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Obr. 28: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vlavo s CCY 17-3-23 (skore 2,111), vpravo
s CCY 17-3-24 (skore 2,148).
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Obr. 29: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vlavo s CCY 17-3-27 (skore 2,226), vpravo
CCY 17-3-22 (skore 1,774).
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Obr. 30: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-17 vlavo s CCY 17-3-7 (skore 1,802), vpravo
s CCY 17-3-21 (skore 1,952).

8.2.2 Cryptococcus flavescens (skupina III)
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Obr. 31: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 vlavo s CCY 17-3-15 (skore 2,107), vpravo
s CCY 17-3-16 (skore 2,285).
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Obr. 32: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 viavo s CCY 17-3-19 (skore 1,909), vpravo

s CCY 17-3-28 (skore 2,118).
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Obr. 33: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 vlavo s CCY 17-3-30 (skore 2,056), vpravo

s CCY 17-3-31 (skore 2,193).
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Obr. 34: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 vliavo s CCY 17-3-33 (skore 2,274), vpravo

s CCY 17-3-34 (skore 2,172).
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Obr. 35: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 s CCY 17-3-38 (skore 1,945).
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Obr. 36: Porovnanie MS spektra CCY 17-3-29 vlavo,
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vpravo s CCY 17-3-22; (skore 2,091).




