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ABSTRAKT

Rod Cryptococcus je v oblasti klinické mikrobiologie zndm pro svoji obtiznou identifikaci
a taxonomické zatazeni. Pro tuto bakalafskou praci bylo vybrano celkem 22 kment kvasinek
rodu Cryptococcus. Vétsi ¢ast kmend byla nejprve sekvenovana analyzou D1/D2 domény
LSU rRNA genu. Pro kultivaci byly zvoleny tfi typy médii — YPD, bramborovy a
Sabouraudtiv agar. Vzorky byly upraveny dle normované metody firmy Bruker Daltonik,
Chemického ustavu SAV a kombinaci téchto dvou metod. Identifikace byla provedena
metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Ziskana spektra byla porovnana ptisluSnym
softwarem a vyhodnocena na zakladé specifického algoritmu.

Nejvhodnégjsi médium pro kultivaci a tedy biotypizaci s procentualné nejvyssim skorem
bylo YPD (Yeasts pepton dextrose). Naopak nejmén¢ vhodnym kultivaénim médiem byl
Sabouraudlv agar (SA), ktery doséhl nejmensi procentudlni uspeéSnosti dle parametriit danych
algoritmem firmy Bruker Daltonik.

V ptipadé metod Upravy a aplikace vzorku dosdhla nejvyssi UspéSnosti kombinovana
metoda pii pouziti YPD média.

Vysledkem kompletni analyzy jsou dendrogramy pro jednotlivda média zobrazujici
genetickou podobnost kment kvasinek. Dendrogram znazoriiuje zatazeni jednotlivych kmenti
do pfislusnych skupin.

Do fylogenetické skupiny Cr. laurentii I (oznaceni vétve v dendrogramu A) byly spravné
zatazeny kmeny Cr. flavescens (CCY 17-3-28, CCY 17-3-30) a Cr. laurentii (CCY 17-3-2).
Piestoze kmen Cr. flavus (CCY 17-3-5) vykazuje podobnost s kmenem Cr. flavescens, nepatii
do této fylogenetické skupiny.

Do fylogenetické skupiny Cr. laurentii II (oznaceni vétve B) byly umistény kmeny Cr.
carnescens (CCY 17-3-13) a Cr. victoriae (CCY 17-3-26). Kmeny Cr. magnus (CCY 17-4-
39, CCY 17-4-40) se vyznacuji podobnosti s témito kmeny, ale do fylogenetické skupiny II
nepatii.

Kmeny Cr. gastricus (CCY 17-5-1) a Cr. diffluens (nezafazeny) tvoti vétev s oznacenim C.
Cr. aerius (CCY 17-4-9), ktery byl také do této skupiny zatazen, jsme navrhli na sekvencni
analyzu, nebot’ jeho spektrum spise naznacuje, ze se jedna o kmen Cr. diffluens.

Vétev dendrogramu, nesouci oznaceni D, obsahuje kmeny Bulleromyces albus (CCY 17-3-
35, CCY 17-3-36) a Cr. saitoi (CCY 17-3-18, CCY 17-4-2).

Sekvenovany Cr. albidus (CCY 17-4-1), nesekvenovany Cr. diffluens (CCY 17-4-13) a Cr.
terreus (CCY 17-8-1) se tadi do skupiny oznacenou pismenem E. Vzhledem k tomu, ze
sekvenovany kmen Cr. diffluens se vyskytl uz ve skupiné C, byl kmen CCY 17-4-13 navrzen
na sekvenc¢ni analyzu. Do této skupiny se fadi také sekvenovany Cr. aerius (CCY 17-25-1),
ktery vSak tvofi samostatnou vétev v dendrogramu v ramci skupiny.

Posledni skupinu, oznacenou pismenem F, tvoii Cr. macerans (CCY 17-19-3) a také
kontrolni kmeny Cr. neoformans var. neoformans (CCY 17-1-4, CCY 17-1-5).

KLICOVA SLOVA
kultivaéni médium, biotyping, MALDI-TOF MS, rod Cryptococcus



ABSTRACT

Cryptococccus genus is known for its difficult identification and taxonomical classification
in area of clinical microbiology. For this bachelor thesis, total 22 yeast strains of the
Cryptococcus genus were chosen. The part of strains was firstly analyzed by D1/D2 domain
LSU rRNA gene analysis. Three types of culture medium — YPD, potato dextrose agar and
Sabouraud’s medium were selected for cultivation. Samples were prepared according to
standardized method of Bruker Daltonik company, Institute of Chemistry of SAS and
combination of these two methods. Identification was done by MALDI-TOF mass
spectrometry. Obtained spectra were compared using corresponding software and evaluated
on the basis of specific algorithm.

The most advantageous culture medium for cultivation and biotyping with the largest
percentage score was YPD (Yeasts pepton dextrose). On the other hand, the least
advantageous culture medium was Sabouraud’s agar, which reached the smallest percentage
success due to parameters of Bruker Daltonik algorithm.

The most succesfull method of sample preparation and application was the combined
method with YPD as a culture medium.

The results of complete analysis are dendrograms for each medium showing the genetic
similarity of yeast strains. The dendrogram shows categorization of the single strains into
appropriate groups.

Cr. flavescens (CCY 17-3-28, CCY 17-3-30) and Cr. laurentii (CCY 17-3-2) strains were
correctly integrated into phylogenetic group Cr. laurentii | (branch in the dendrogram with
designation A). Cr. flavus (CCY 17-3-5) doesn’t belong to this group, although it shows
similarity with Cr. flavescens.

The strains Cr. carnescens (CCY 17-3-13) and Cr. victoriae (CCY 17-3-26) belong to the
phylogenetic group Cr. laurentii Il (designated as B). Cr. magnus (CCY 17-4-39, CCY 17-4-
40) strains show similarity with these strains, but doesn’t belong to the phylogenetic group II.

The strains Cr. gastricus (CCY 17-5-1) and Cr. diffluens (non-attached) form a branch
designated as C. Cr. aerius (CCY 17-4-9) strain, which was also put into this group, was
proposed to sequence analysis, because its spectrum indicates that it should be rather a Cr.
diffluens strain.

The group D contains Bulleromyces albus (CCY 17-3-35, CCY 17-3-36) and Cr. saitoi
(CCY 17-3-18, CCY 17-4-2) strains.

The sequenced Cr. albidus (CCY 17-4-1), non-sequenced Cr. diffluens (CCY 17-4-13) and
Cr. terreus (CCY 17-8-1) form the group E. The strain CCY 17-4-13 was proposed to
sequence analysis because of occurrence of the Cr. diffluens sequenced strain in the group C.
The sequenced Cr. aerius (CCY 17-25-1) is also part of this group, but it represents a separate
branch.

The last group is named as F and consists of Cr. macerans (CCY 17-19-3) and control
strains Cr. neoformans var. neoformans (CCY 17-1-4, CCY 17-1-5).

KEY WORDS

culture medium, biotyping, MALDI-TOF MS, genus Cryptococcus
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1 UVOD

Kvasinky rodu Cryptococcus jsou znamé predevsim jako ptvodci onemocnéni zvaného
kryptokokdza. Vzhledem k nartistajicimu vyskytu této nemoci, vzristaji i ndroky na uspéSnou
a rychlou identifikaci jednotlivych kmenti, nebot’ typ uU¢inného 1é¢iva zavisi od druhu
pfipadné az variety mikroorganismu.

Identifikace a nasledné taxonomické zarazeni kmene je vSak pomérn¢ komplikované.
Mnohdy byly druhy chybné oznaceny, v nékterych piipadech ani nebyly identifikovany.
Jednim z dvodu tohoto netspéchu je tvorba silnosténné polysacharidové kapsule a
extracelularnich polysacharidi, které jsou typické pro cely rod Cryptococcus, predevsim pro
druhy Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gatti.

Rutinni metody pouzivané v laboratofich stanovuji mikroorganismy na zakladé jejich
fyziologickych, morfologickych a biochemickych vlastnosti anebo na zékladé sekvenci
genomu. Molekularni techniky napi. real-time PCR, analyza sekvence DNA, microarray
analyza nebo fluorescenéni in-situ hybridizace dosahuji vysoké procentualni aspésnosti, avsak
jsou cCasove 1 financné narocné. A tak se jako mnohem levnéjsi a rychlejSi alternativa
osvédcila metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, kterd je zaloZena na stanoveni
ribozomalnich proteini vyextrahovanych z bun€¢k mikroorganismii a nasledném porovnani
naméfenych a referen¢nich hmotnostnich spekter z dostupnych knihoven. V ptipadé rodu
Cryptococcus muze byt vzhled namétenych spekter naruseny piitomnosti extracelularnich
polysacharidi nebo fragmenti kapsule. Z tohoto divodu se kladou zvySené naroky na
ptipravu vzorkl a podminky jejich méteni.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvasinky
2.1.1 Obecna charakteristika kvasinek

Oznaceni ,.kvasinky*“ pochazi pivodné zholandského slova gist, které predstavuje
fermentujici houbu (pénu) v pivovarském pramyslu. Francouzsky termin levure vyjadiuje
spojitost kvasinek s procesem kynuti tésta na vyrobu chleba. Prvni koncept charakteristiky
kvasinek pochazi z 19. stoleti, kdy byla nejvice znama kvasinka Sacccharomyces cerevisiae a
jeji dalezita role pti alkoholovém kvaseni a kynuti tésta [1].

Podle Boekhouta a Kurtzmana jsou kvasinky askomycetni nebo bazidiomycetni houby,
které se vegetativné rozmnozuji pucenim nebo délenim bunék a tvofi také sexudlni formy.
Jedna se tedy o heterotrofni, jednobunécéné a eukaryotni mikroorganismy, které patii do fise
houby (Fungi). Jelikoz postradaji chlorofyl, nemohou realizovat proces fotosyntézy a jsou
tedy striktné chemoorganotrofni. Pro riist kvasinek je nezbytny uhlik vazany v organickych
slouceninéch, jako jsou napt. jednoduché sacharidy, organické a mastné kyseliny, alifatické
alkoholy nebo heterocyklické slouceniny [2], [3].

Vyskyt kvasinek neni nikterak omezen, prakticky je 1ze nalézt na celém svété. Mnoho
kment kvasinek bylo izolovano z rostlin a zvitat, kde jsou souc¢asti napf. intestinalniho traktu
nebo kiize teplokrevnych zivo€ichli a mohou ptisobit i jako patogenni mikroorganismy. Velmi
Casto se kvasinky vyskytuji také v pude, vodé, vzduchu a v extrémnich podminkéach napft.
Vledu na Antarktidé. Kvasinky jsou téz pltivodci mnoha onemocnéni u cloveéka. Jedna
z nejcastéjSich chorob je kandidéza zplisobena zastupcem rodu Candida — Candida albicans.
Tato nemoc postihuje pfedev§im kuazi, Ustni dutinu nebo pohlavni orgény. Nejzndmnéjsi
zastupce rodu Cryptococcus — Cryptococcus neoformans je hlavni pavodce tzv.
kryptokokoézy, kterd zptisobuje infekci dychaci soustavy nebo centralniho nervového systému.
Kromé kryptokokozy je Cr. neoformans spojovan také s meningitidou a infekcemi
tykajicimi se kiize, kosti a kloubti. Nékteré druhy rodu Rhodotorula jsou ptvodci septikemie,
meningitidy a peritonitidy. Rod Saccharomyces zpusobuje infekce dutiny ustni nebo
pohlavnich organti pouze vzacné. Zastupci rodu Trichosporon jsou znami jako puvodci
infekci kize a vlast [2], [4].

Kromé vegetativniho rozmnozovani (puceni) je u kvasinek znam také pohlavni zplsob
rozmnozovani. Kvasinky, tvofici pohlavni spory zvané askospory, které jsou umistény ve
viecku (asku), se fadi do pododdéleni Ascomycotina. Nékteré rody kvasinek tvoii pohlavni
exospory, tedy spory umisténé vné sporotvornych bunek (bazidiospory). Tyto rody se fadi do
pododdéleni Basidiomycotina. Tieti pododdeleni Deuteromycotina nevykazuje sexualni
reprodukci (anamorfni formy) [1], [3], [5].

Kvasinky tvofi tzv. teleomorfni a anamorfni formy, které se odliSuji produkci
pohlavnich spor. Teleomorfni formy jsou charakteristické tvorbou téchto spor, zatimco
anamorfni formy nikoliv. Divodem, pro¢ anamorfni formy neprodukuji pohlavni spory, je
pravdépodobné nevhodné kultivaéni prostfedi nebo nedostacujici kombinace kment pfi



pareni. Nejznaméjsi predstavitel rodu Cryptococcus je Cryptococcus neoformans, ktery je
anamorfni formou Filobasidiella neoformans [1], [6].

2.1.2 Morfologie kvasinek

Bunky kvasinek nelze pozorovat pouhym okem, ale pouze pod mikroskopem, nebot
dosahuji velikosti v rozmezi od 2-3 um do 20-50 um délky a 1-10 um Sitky. Kvasinky
rostouci na agaru se lisi nejen z hlediska tvaru, ale také charakteru povrchu, v barvé,
geometrii kolonii atd. Mohou nabyvat raznych tvar, které se odviji i od zpiisobu
vegetativniho rozmnozovani. Tvar bun€k se mize ménit v zavislosti na podminkach vnéjsiho
prostiedi, stafi bunky a je blizce spojen s aktualni funkei bunky [3], [7], [8]

Nejcastéji je tvar kulovity, elipsoidni, ptipadné vejéity. Nekteré rody tvori také dlouze
protahlé bunky. Objevuji se vSak 1 tvary citronovité, ogivalni, lahvovité nebo vlaknité.
Kulovity tvar se projevuje u bunék, které rostou dlouhou dobu na jednom médiu nebo na
médiu s pfevahou minerdlnich latek. Protahly tvar bunék se mulze projevit v médiu
s nadmérnym mnozstvim kysliku, naproti tomu vldknity tvar mize byt zpisoben zpomalenym
délenim bungk, nedostatkem Zivin a kysliku [3], [8].

Pro vétSinu kvasinek je charakteristické rozmnozovani pucenim, tzn., Ze na mateiské buice
se postupné tvofi pupen a jakmile dojde k fragmentaci veskerych bunéénych organel, pupen
se mize oddélit do matefské buiiky. Podle mista, kde pupen na povrchu bunky vznika, Ize
rozli§it puceni monopolarni, bipolarni a multipolarni. Pro kvasinky rozmnoZzujici se
monopolarnim pucenim je typické, Ze se pupen tvoii vZdy na stejném pdlu protahlé bunky.
Tvar téchto kvasinek je pak predev§sim ogivalni. Bipolarn€ pucici kvasinky, u kterych vznika;ji
pupeny na obou polech buniky, maji tvar citronovity. U multipolarné pucicich kvasinek pupen
vznikd na jakémkoliv misté¢ buiky, nikdy vSak na tom samém misté. Pupeny rostouci na
polech bunky nékterych rodi nebo druhti kvasinek se neoddéluji od matetské bunky a tvori
tak dlouha zaSkrcovana vldkna zvand pseudomycelium. V ur¢itych mistech pseudomycelia
vznikaji svazky krat§ich elipsoidnich bun€k tzv. blastospory. Builkky v hyfach pravého
mycelia se rozmnozuji piicnym délenim a priurez hyfy je po celé délce konstantni, zatimco
vlakno pseudomycelia je zaSkrcené. V pravém myceliu se vyskytuji podobné svazky
blastospor nazyvané jako blastokonidie [6].

Nekteré druhy tvofi jednobunecné exospory piichycené na tenkych stopkach zvanych
sterigmata. Zralé spory jsou pak odmrstény od stopek zvlaStnim mechanismem a nazyvaji se
balistospory. Ruiznych tvarti nabyvaji i haploidni spory, vznikajici pfi sporulaci diploidnich
bunék v ramci pohlavniho rozmnozovani kvasinek [3], [5].

2.1.3 Cytologie kvasinek

2.1.3.1 Bunécna sténa

Bunécéna sténa hraje kliCovou roli vudrzeni tzv. vnitrobunécného tlaku (turgor) a
zachovani tvaru buiky. Chrani buiiky pted poskozenim, degradaci cizorodymi proteiny a
dehydrataci. Buné¢na sténa umoziuje adhezi bun¢k a jejich rozpoznavani mezi sebou. Pres
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péry bunétné stény mohou volné prochazet vSechny slou€eniny, vyjimkou jsou vSak
vysokomolekularni latky jako bilkoviny a polysacharidy [3], [6].

Zakladnimi slozkami buné¢né stény jsou sacharidové jednotky — manany a glukany (p-1,3-
glukan), patfici do skupiny homopolysacharidi. Dale jsou obsazeny heteropolysacharidy —
galaktomanan, fukomanan, xylomanan a u nékterych druhti se objevuje také glukosamin a
chitin. Obvykle jsou polysacharidy bunécné stény neutralni, avSak nckteré rody obsahuji také
kyselé komponenty — uronové kyseliny nebo kyselinu fosforecnou. Tyto polysacharidy lze
najit napt. u rodu Cryptococcus nebo Lipomyces. Polysacharidy piedstavuji az 80 % suSiny a
maji strukturu vlaken tvoficich pevnou splet’, vyplnénou proteiny [3], [6].

Minoritni slozku bunécné stény predstavuji lipidy a fosfolipidy (3 az 10 %), dale
fosfore¢nany, které se esterovou vazbou vazou k polysacharidim. Tyto fosfatové zbytky
spolu s karboxylovymi skupinami proteinti davaji bunkam negativni naboj, ktery ovliviiuje
adsorpci latek ze zivného prostredi napt. barviv [3].

Slozeni buné¢né stény vsak nemusi byt vzdy konstantni. V piipadé kvasinky S. cerevisiae
je tloustka, slozeni a struktura bunécné stény zavisla na pH, teploté, zdroji uhliku a
dostupnosti zivin. Bunécna sténa askomycet se sklada ze dvou vrstev — vnitini (transparentni)
a vngjsi, slozené z dlouhych fibril. Vnitini vrstva svym tvarem koresponduje s vrstvou skeletu
a z hlediska slozeni ptevazuji dlouhé fetézce polysacharidi, zatimco v pripadé vnéjsi vrstvy
jsou to glykoproteiny vdzané kovalentni vazbou k vnitini vrstvé skeletu. V ptipadé
bazidiomycet se muze bunééna sténa skladat ze dvou, tii nebo i vice vrstev. U druhu
Cryptococcus neoformans je bunééna sténa tfivrstva, obklopena kapsuli, ktera ma charakter
porézni sit¢ mnohdy vétSich rozmérti nez samotna buiika kvasinky. Bunécna sténa je slozena
z chitinu, a-1,3-glukanu a f-1,6-glukanu. Piekvapivé zde neni pfitomen B-1,3-glukan.
Kapsule je slozena z a-1,3-glukanu, polysacharidu GXMan (glukuronoxylomanan) a MXGal
(galaktoxylomanan) [6].

2.1.3.2 Cytoplazmatickda membrdna

Cytoplazmatickda membrana oznacovana jako plazmalema, je pomérné tenka membrana
(7,5-8 nm) tvorici osmotické rozhrani mezi buiikou a vnéj§im prostiedim. Je slozena z lipidi
a proteint a je voln¢ propustna pouze pro ¢astice bez naboje. Mezi hlavni funkce plazmalemy
patii tvorba elastické vrstvy chréanici spolu s bunécnou sténou povrch buiiky, kontrola pfijmu
a exportu latek do 1 ven z buniky a je také mistem, kde se odehrava biosyntéza nckterych
slozek bunécné stény. Bunika bez bunécné stény a kapsuli, obklopena pouze cytoplazmatickou
membranou, se nazyva protoplast. Charakteristickym znakem cytoplazmatické membrany je
tvorba vychlipenin (invaginace). Tyto vycnélky se mohou rozSifovat do nitra bunky a
postupné se z nich mohou odstépovat vezikuly (transportni vacky) nebo tubuly. Vyznamnou
vlastnosti cytoplazmatické membrany je také viskozita. Hraje totiz dulezitou roli
Vv transportnich systémech, enzymové aktivité a difuzi proteinu. [3], [8].

Plazmalema obsahuje nékolik hydrolytickych enzyml a enzymil spojenych se syntézou
slozek bunétné stény. Jednim z nejvyznamnéjSich je ATPaza (adenosintrifosfataza), ktera
katalyzuje pfeménu adenosintrifosfatu (ATP) na adenosindifosfat (ADP) [9].
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Cytoplazmatickd membréna se chova jako selektivni bariéra z hlediska transportu latek.
Prakticky existuji tfi mozZnosti pienosu latek pies plazmalemu — volna difuze, usnadnéna
diftze a aktivni transport [8].

2.1.3.3 Cytoplazma

Cytoplazma, nazyvana téz jako cytosol, ma u mladych bunék charakter pruhledné
homogenni hmoty, zatimco u starS§ich bunc¢k se jiz objevuji pii pozorovani svételnym
mikroskopem cetnd zrnicka a jemna nebo vétSi vakuolizace. Obecné lze cytoplazmu
povazovat za vodny roztok, pokud vsak separujeme organely centrifugaci, ziskame koloidni
roztok, jehoz koloidni charakter je zplsoben pfedevSim pfitomnosti rozpusténych proteint
(10 az 50 %) [3], [9].

Mezi dalsi latky pfitomné v cytosolu patii ribonukleové kyseliny, lipidy (2 az 3 %),
sacharidy (1 %), anorganické ionty a meziprodukty metabolickych drah umisténych
V cytoplazmé. Vyznamnou roli maji také tlumivé roztoky (pufry) zajistujici konstantni
hodnotu pH 6,2-6,4 a membranové tGtvary zvané peroxizomy obsahujici enzymy (peroxidazy,
katalazy), které rozkladaji pro bunku toxicky peroxid vodiku a superoxid, které vznikaji pti
oxidac¢nich reakcich v peroxizomech [8], [9].

2.1.3.4 Vakuola

Vakuola vyznamné ovlivituje pH a osmo-regulaci buiiky. Funguje jako skladovaci prostor
pro aminokyseliny, ionty a polyfosfaty. Velikost a pocet vakuol je rtizny pro kazdou bunku.
Obvykle buinka obsahuje jednu velkou vakuolu a nékolik dalSich vakuol mensich rozméri.
Vnitini prostor vakuoly (lumen) je obklopen membranou nazyvanou tonoplast [6], [8].

Vakuola slouzi pfedev§im jako tfidici centrum poskozeného nebo nadbyte¢ného
bunécného obsahu pii procesu autofagie. Tento d¢j je soucasti regulacnich mechanismu
mnoha organel, napf. peroxizomi, kde je konkrétné nazyvan jako pexofagie. Obecné se na
autofagii podili proteiny oznacené Atg a geny ATG (Autophagy gene). Cely proces pak
iniciuji signalni proteiny pfedev§im proteinkindzy a fosfatazy. Béhem makroautofagie se
formuji utvary s dvojitou membranou tzv. autofagozomy, které pohlcuji €éast cytoplazmy.
Nasledné se vnitini membrana autofagozomu slouci s vakuolou, ¢imZ vylouci sviij obsah do
vnitiniho prostoru vakuoly, kde nasledn¢ probiha degradace pomoci hydrolaz. V ptipadé
mikroautofagie rozsifené useky vakuoly pohlti ¢ast cytoplazmy, kterd je pfimo dopravena do
vakuoly. Autofagie mé pro bunky velmi dilezity vyznam. MiZe ji chrénit proti infekcim, ale
naopak také mize pfispét k jejimu poskozeni [6], [10].

2.1.3.5 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je komplexni sit’ membranovych struktur (cisterny, kanalky)
zCasti splyvajici s vnéjsi jadernou membranou. Obvykle je lokalizovdno v blizkosti spodni
strany cytoplazmatické membrany (periferie bunky). Zaklad struktury tvoti dvé membrany

obklopujici vnitini tekutinu tzv. enchylemu [6], [8].
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Cast endoplazmatického retikula v blizkosti jadra je pokryta ribozomy a nazyva se jako
granularni neboli drsné ER. Probihd v ném syntéza membranovych lipidi a sekrec¢nich
proteinti, které jsou vyluCovany z buinky. Naproti tomu agranularni neboli hladké ER
neobsahuje na povrchu ribozomy a je tvoreno kanalky s malymi vacky. Podili se na produkci
lipidti a na Upravé a transportu bilkovin syntetizovanych v drsném ER. Ve vnitinim obsahu
ER dochazi k akumulaci peptidi, které slouzi pro syntézu proteint [8], [9].

2.1.3.6 Golgiho komplex

Golgiho komplex (ttvar, aparat) je membranovy systém slozeny ze zplostélych vackt
naplnénych kapalinou. Tyto membranové utvary se oznacuji jako cisterny. Jako prvni objevil
tento aparat v roce 1898 lékai C. Golgi. Jedna se o n¢kolik membranovych systémut obvykle
spojenych s endoplazmatickym retikulem, které od ER pfejimaji produkty prostfednictvim
sekre¢nich vacka (vezikuly). Tyto vacky se pohybuji cytoplazmou a splyvaji s cytoplazmatickou
membranou, ¢imz dochdzi k vylouceni obsahu vacku z buiikky. Tento proces se nazyva
exocytoza [9].

2.1.3.7 Ribozomy

Ribozomy hraji velmi diilezitou roli v katalyze procesu translace vSech druhi mRNA.
Jedna se o nejvice komplexni a propracovanou jednotku v buiice. U eukaryot je pfitomno
priblizné 0,5 milionu ribozomua v kazdé bunce a tvofi tak vysoké procento suché bunécné
hmoty (25 Z 30 %). Z hlediska struktury disponuje dvéma podjednotkami — mala a velka,
jejichz zéklad tvofi Ctyfi druhy RNA a 79 ribozomdlnich proteini (RPs). Ribozomy
eukaryotické a prokaryotické buiiky se lisi ve své velikosti a sedimentacnim koeficientu.
Ribozomy u eukaryot dosahuji vétSi velikosti a jejich sedimentacni koeficient je 80S (pro
vétsi podjednotku 60S a pro mensi 40S) [9], [11].

Ribozomalni podjednotky se tvoii v jadfe, kdyZ se nové transkribované a upravené
molekuly rRNA spojuji s ribozomalnimi proteiny, které jsou transportovany po syntéze v
cytoplazmé do jadra. Nasledné jsou vytvotfené podjednotky exportovany do cytoplazmy, kde
se spoji a jsou tak schopné syntetizovat protein. Mala podjednotka funguje jako nosna
konstrukce, na které je rRNA ptesné piipojovana ke kodonim mRNA. Velka podjednotka
katalyzuje tvorbu peptidickych vazeb, které zajiStuji propojeni aminokyselin mezi sebou na
polypeptidovém fetézci. Mald podjednotka obsahuje 30 rGznych bilkovin a molekulu 18S
rRNA. Velkd podjednotka disponuje 40 riznymi bilkovinami, molekulou 5S rRNA, 28S
rRNA a 5,8S rRNA. Kazdy ribozom obsahuje celkem ¢tyti vazebna mista — jedno pro mRNA,
zbyvajici tii pro tRNA (A-, P-, E- misto). Pokud vSak nedochazi k tvorbé proteindi, jsou obé
podjednotky oddélené [9], [12].
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2.1.3.8 Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely obklopené dvojitou membranou a slozené ze Ctyi odliSnych
prostori — vnéj§i membrana, vnitini membrana, mezimembrdnova oblast a matrix. Obé
membrany jsou tvofeny lipoproteiny (65 % proteint, 35 % lipidi) a strukturdlnimi proteiny.
V buiikach kvasinek tvoii mitochondrie dynamicky tubularni systém, ktery méni sviij tvar a
pohybuje se po celé délce buiiky. Mitochondrie obsahuji téz ribozomy (mitoribozomy), které
se nachdzi v matrix. Povrch vnitini membrany je mnohokrat zvétSen diky zahybim zvanym
kristy. Z hlediska propustnosti latek je vnitini membrana semipermeabilni a umoznuje vznik
pH gradientu a membranového potencialu. Vnéjsi membrana ma hladky povrch a obsahuje
poriny, které zajiStuji propustnost pouze pro molekuly o molekulové hmotnosti vyssi nez
10 kDa [6], [8].

Mitochondrie mohou nabyvat riznych tvard napt. kulovitych, valcovitych nebo vlaknitych.
Dosahuji $itky 0,3 az 1 pm a délky az 3 um. Pocet a tvar mitochondrii v buiice zavisi na
kultivaénich podminkéch a stafi bunck. Nejvétsi pocet 1ze pozorovat pii aerobni kultivaci na
nezkvasitelnych substratech, naopak za anaerobnich podminek se mitochondrie zmensuji,
takze jsou velmi tézko pozorovatelné. Obecné jsou mitochondrie sidlem enzymi dychaciho
fetézce a systému oxidac¢ni fosforylace. Jsou tedy zodpoveédné za produkci velkého mnoZstvi
ATP (adenosintrifosfat) pii aerobnim rdstu eukaryotickych bunék. Syntéza ATP vychazi z
oxidace uhlikovych zdrojt, jako jsou mastné kyseliny a sacharidy. Findlni faze této oxidace
probihd pravé v mitochondridlnim matrix a je katalyzovdna enzymy Krebsova cyklu.
Redukované kofaktory NADH a FADH; jsou odpovédné za tvorbu membranového potencialu
na vnitini membrang, ktery je nezbytny pro produkci ATP procesem oxidacni fosforylace [3],
[6].

Na rozdil od ostatnich bunécnych organel disponuji mitochondrie vlastni tzv.
mitochondrialni DNA umoziujici kodovani casti mitochondridlnich proteinti. Zbyvajici
proteiny jsou koédovany jadernymi geny, které byly syntetizovany v cytosolu a posléze
importovany do organely [6].

2.1.3.9 Cytoskelet

Cytoskelet je tvofen siti proteinovych vldken umisténych v jadie a cytoplazmé, kde
umoznuje pohyb organel zjednoho mista na druhé. Hlavnimi komponenty cytoskeletu
kvasinek jsou filamenta slozena z aktinu a tubulinu. Oba typy filament jsou tvofeny
jednotkami proteinti spojené nekovalentni vazbou. Aktinovéa vldkna jsou pruzné, nevétvené
polymery globularnich aktinovych podjednotek, které tvoii dvouvldknové helikalni struktury.
Mikrotubuly vytvari dutd, nevétvena vlakna slozend z tubulinovych podjednotek. Kazda
molekula tubulinu obsahuje GTP (guanosintrifosfat), ktery je zdrojem energie pro jeji
zapojeni do mikrotubulu. Aktinova vldkna 1 mikrotubuly maji dynamicky charakter a
nepietrzité se formuji podle soucasnych potieb buiky [6].

Mikrotubuly uskuteciiuji pohyb organel a membran prostfednictvim specidlnich proteinti
tzv. mechanoenzymi, které vyuZivaji energii ATP. Jedna se prakticky o ATPazy s vazebnym
mistem pro ur¢it¢ organely. Bilkoviny vyvolavajici pohyb organely smérem k centru
mikrotubult (k tzv. minus-konci) se nazyvaji dyneiny a bilkoviny vyvolavajici pohyb
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v opa¢ném sméru (k plus-konci) se oznacuji kineziny. Tyto typy proteinil jsou vyznamné pro
rust a déleni bunék, sekreci, endocytozu, déleni jadra, transport organel a RNA. V prabehu
meidzy a mitézy se mikrotubuly, kineziny a dyneiny uplatiiuji pfi rozchodu dcefinych
chromozomt a prodluzovéani vieténka. Dal§im typem mechanoenzymi je myozin, pusobici
V souc¢innosti s aktinovymi vladkny. ZajiStuje tvorbu primarniho chitinového septa pii
oddélovani pupenu od matefské buiky, fidi transport intracelularnich struktur podél
aktinovych vldken a podili se na pohybu jadra, mitochondrii a sekre¢nich vacki. Zaklad
myozinu tvoii dimerni proteinovy komplex sestavajici z globularni ,hlavicky®, ktera je
schopna hydrolyzy ATP, ¢imz umoziuje zménu chemické energie na pohyb [3], [6].

2.1.3.10 Jadro

Kvasinky, jakozto eukaryotni mikroorganismy, maji pravé jadro dosahujici velikosti okolo
1pum vpriméru a umisténé piiblizné ve stiedu bunky. Jadro shromazduje genetickou
informaci bunky a je obklopeno dvojitou jadernou membranou s jadernymi péry. Mezi dvéma
vrstvami dvojité membrany se nachdzi perinukledrni (mezimembranovy) prostor vyplnény
polotekutou hmotou. Membrany jsou v kontaktu s vnitinim obsahem jadra tzv. karyoplazmou
a cytoplazmou. Slozeni karyoplazmy je vysoce heterogenni a variabilni. Kromé DNA a RNA
obsahuje zakladni proteiny a histony bohaté na arginin, histidin a prolin. V membrané je
obsazeno mnoho komplexti port slozenych z filament, ktera zasahuji do struktury jadra i
cytoplazmy. Hlavni ulohou jadernych p6rt je umoznit prichod proteinti a molekul RNA pies
jadernou membranu [6], [8].

Rozliseni chromozomu v jadfe kvasinek je pomoci elektronové mikroskopie pomérné
obtizné a nelze tak ptfesné stanovit jejich pocet. Proto byl tento pocet zjistén na zakladé
genetickych studii. Jednotlivé chromozomy obsahuji ve svoji struktufe specificky tsek tzv.
centromeru, ktera se uplatiiuje pii déleni a segregaci chromozomu pti procesu dé€leni jadra. V
koncovych usecich chromozomil tzv. telomerach se vyskytuji vazby mezi obéma vldkny
DNA. Eukaryotni chromozomy jsou slozeny z chromatinu, ktery se dale sklada z proteinti
zvanych histony (H2A, H2B, H3, H4). Chromatin tvoii kulovité tvary —nukleozomalni
podjednotky, kolem kterych se obta¢i DNA [3].

Standardni slozkou jadra je také jadérko srpkovitého tvaru, které se nachazi tésné¢ pod
jadernou membranou. Dale je v jadie pritomné polové télisko vieténka, z né¢hoz vychézeji
vldkna zvana mikrotubuly, ktera jsou nezbytna pti déleni jadra béhem rozmnozovani bunék.
Kromé vySe zminénych slozek jadra, se u nékterych druhG kvasinek vyskytuje také
nizkomolekularni kruhovita DNA, ktera je obdobou plazmida bakterii [3].
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2.2 Rod Cryptococcus

2.2.1 Fylogenetické zarazeni rodu Cryptococcus

Rod Cryptococcus se fadi do pododdéleni Basidiomycota, podkmene Agaricomycotina,
které je rozdéleno do celkem ti#i tfid jmenovité Agaricomycetes, Dacrymycetes a
Tremellomycetes. Tiida Tremellomycetes je tvofena Ctyfmi fady — Cystofilobasidiales,
Filobasidiales, Tremellales a Trichosporonales. Pravé tady Tremellales a Filobasidiales
zahrnuji vyznamnou ¢ast druhd rodu Cryptococcus [6].

Na zékladé¢ analyzy rRNA genovych sekvenci neni fylogenetickd pozice
Cystofilobasidiales jednozna¢né dohodnuta, totéz plati i u fadid Tremellales a
Trichosporonales. V literatufe Ize najit ptipady, kdy tyto dva posledni jmenované fady nejsou
rozliSeny [6].

Zatazeni kmenti rodu Cryptococcus, pouzivanych v této bakalarské praci, je uvedeno nize
v ramci charakteristiky jednotlivych druhti tohoto rodu.

2.2.2 Obecna charakteristika rodu Cryptococcus

Rod Cryptococcus zahrnuje kvasinky elipsovitého nebo kulovitého tvaru, které se
rozmnozuji multilaterdlnim pucenim. Zastupci rodu tvoii mekké, slizovité az mukoidni
kolonie rizné velikosti a barvy. Jednotlivé buniky jsou obklopeny polysacharidovou kapsuli
typickou pro druh Cryptococcus neoformans. Velikost kapsule zalezi na genetice daného
druhu a podminkach rustu [6], [13].

Kvasinky rodu Cryptococcus jsou nefermentujici a vyznacuji se schopnosti zpracovat
inositol jako vyhradni zdroj uhliku za G¢elem produkce ureazy. Jedna se o polyfyleticky rod
zahrnujici ptes 50 druhii. Molekularni studie prokazaly, Ze n¢které druhy tohoto rodu jsou na
zaklad¢ variabilnich fyziologickych a biochemickych charakteristik taxonomicky heterogenni
[13].

Zastupci rodu Cryptococcus se vyskytuji v pudé, vod€, vzduchu. Mnoho kmenti bylo
izolovéano z listl rostlin, zivo¢ichli nebo z oblasti s extrémnimi klimatickymi podminkami
napt. z Antarktidy [6].

Rozmnozovani kvasinek rodu Cryptococcus muiize byt pohlavni a nepohlavni. Nejzndméjsi
zastupce rodu Cryptococcus neoformans disponuje haploidnimi bunkami, které se nepohlavné
rozmnozuji pu€enim. V rdmci pohlavniho rozmnozovani rozliSujeme kmeny heterotalické a
homotalické. U heterotalickych kmenti dochazi k fizi bunék opacného parovaciho typu na
zaklad€ rozpoznani specifického signalniho feromonu. Jadro se ned¢li, ale dochéazi k tvorbé
dikaryonu, tedy dvou pohlavné riznych jader. Koncové casti bunc¢k se spoji za vzniku
bazidia, kde probiha teprve dé€leni jadra a meidza. Nasledujici mitézou vznikaji haploidni
bazidiospory, které tvoii ctyfi dlouhé fetizky. U homotalickych kment probiha proces
obdobng, ovsem mezi jedinci stejného parovaciho typu [14].

Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gattii jsou jediné dva druhy, které jsou pro
¢loveka patogenni diky jejich unikatni schopnosti rustu pti 37 °C. Cryptococcus neoformans
je povazovan za hlavniho plivodce onemocnéni zvaného kryptokokodza, ktera byla poprvé
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zaznamenana v roce 1894 a dnes je jednou z hlavnich pfic¢in umrti HIV pozitivnich pacientd.
Nicmén¢ dalsi druhy jako Cr. albidus, Cr. laurentii a Cr. curvatus byly oznaceny také jako
pavodci infekei [13].

Utilizace myo-inositolu je dulezitym faktorem v systematice kvasinek. Rod Cryptococcus
je schopen zpracovat myo-inositol, a proto je oznaCovan jako myo-inositol pozitivni.
Utilizace glukuronatu je vSak vhodné&jSim rozpoznavacim znakem, protoze glukuronat je
tvofen v prvnim kroku katabolismu myo-inositolu. V buné&éné sténé rodu Cryptococcus byla
také zjiSténa piitomnost xylozy, ktera muze slouzit jako dalsi kliCovy rozpoznavaci znak
V systematice bazidiomycet. Na zaklad¢ ptitomnosti xylozy lze od sebe odlisit podkmeny
Agaricomycotina, Ustilagomycotina a Pucciniomycotina. Pravé podkmen Agaricomycotina
disponuje inositol-glukuronat-xyl6za metabolickou drahou [6].

2.2.3 Vybrané druhy rodu Cryptococcus

2.2.3.1 Cryptococcus gastricus Reiersol & di Menna (1958)
Fylogenetické zaiazeni druhu: fad Filobasidiales, skupina gastricus [6]
Synonyma: zadna [6]

Obecna charakteristika:

Cryptoccocus gastricus vytvaii na sladovém agaru kolonie s krémovou nebo maslovou
konzistenci bilé az nazloutlé barvy a s hladkym jemnym povrchem. Bunky tvoii jednoduché
kulovité tvary, na jejichz povrchu se mize projevit ptitomnost lipidovych kapének v podobé
drobnych hrbolkt. Buniky se mohou vyskytovat bud’ samostatné, nebo v mensich skupinach.
Velikosti dosahuji pfiblizné 5,1-5,4 um. Mezi sacharidy obsaZené Vv bunice patii napf.
gluk6za, mandza nebo xyloza [6].

Vyskyt tohoto druhu je znam pfedev§im v pudach v oblastech s chladnéjsim klimatem
(Island, Aljaska, Rusko), avSak byl objeven i v gastrointestinadlnim traktu savci nebo v kozni
tkani velryb v Arktickém oceanu [6].

2.2.3.2 Cryptococcus terreus di Menna (1954)
Fylogenetické zarazeni druhu: fad Filobasidiales, skupina aerius [6]

Synonyma:
Cryptococcus himalayensis S. Goto & Sugiyama (1970)
Cryptococcus elinovii W. Golubev (Golubev and Tauson 1979) [6]

Obecna charakteristika:

Prestoze na zakladé morfologie a stavby jednotlivych druhti se Cr. himalayensis a Cr.
elinovii povazuji za synonymum Cr. tereus, li§i se navzajem odezvou pfi asimilaci maltozy a
melezitozy [6].

Kolonie Cr. tereus na sladovém agaru po dvoutydenni kultivaci pfi 20 °C jsou krémoveé
zbarvené, lehce mukoidni s lesklym a jemnym povrchem. Tvary bunék jsou povétSinou
kulovité a vyskytuji se samostatné nebo s pupeny [6].
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Vyskyt Cr. tereus byl potvrzen v pudach a v oblastech hojné porostlych vegetaci. Mezi
jeho blizce piibuzné druhy patii Cr. fuscescens a Cr. phenolicus. V oblasti biotechnologii je
vyznamna schopnost degradace fenolu spolu s bakterii Pneudomonas putida a konverze
kyseliny skoficové na styren [6].

2.2.3.3 Cystofilobasidium macerans Sampaio (Libkind et al. 2008)
Fylogenetické zaFazeni druhu: ad Cystofilobasidiales, skupina cystofilobasidium [6]
Anamorfni stadium: Cryptococcus macerans (Frederiksen) Phaff & Fell [6]

Synonyma:

Rhodotorula lini Wieringa (1956) nom. nud.

Rhodotorula macerans Frederikson (1956)

Cryptococcus macerans (Frederiksen) Phaff & Fell (1970)

Cryptococcus hungaricus (Zsolt) Phaff & Fell var. gallicus Saéz (1979) [6]

Obecna charakteristika:

Kolonie Cr. macerans jsou po Sestidennim rustu na sladovém agaru tvofeny buiikami
elipsoidniho tvaru a velikosti 2,5-12 pm. Vyskytuji se bud’ jednotlivé, nebo v parech. Barva
kolonii je jasné koralove Cervend az rizovo-broskvova s patrnym tipytem. Okraje jsou hladké,
celistvé a povrch jemny s maslovou konzistenci. Rozmnozuji se pfevazné tzv. poldrnim
pucenim [6].

Tento druh se vyskytuje jak ve vod¢, tak i na sousi. Studie z roku 2007 uvadéji, ze Cr.
macerans je adaptovan na chladné klima, nebot’ byl objeven v ledu v Norsku, na Islandu nebo
v Argenting. Cr. macerans je schopen produkce enzymii napt. polygalakturonazy, pektinlyazy
nebo pektinesterazy [6].

Z biotechnologického hlediska je vyznamna jeho spojitost se zpracovanim Inu. Podili se na
separaci vlaken zrostlin pfi technice zvané maceni lnu. V klinické oblasti je znam jako
puvodce meningoencefalitidy, ale jeho klinicka vyznamnost zatim nebyla dale studovana [6].

2.2.3.4 Filobasidiella neoformans Kwon-Chung (1975)
Fylogenetické zarazeni druhu: fad Tremellales, skupina filobasidiella [6]
Anamorfni stadium: Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin (1901) [6]

Synonyma: Filobasidiella neoformans Kwon-Chung var. neoformans (Kwon-Chung et. al
1982a) [6]

Obecna charakteristika:

Existuje celkem pét sérotypl, které jsou podle aktualnich poznatkii spojeny s dvéma
druhy — Cr. neoformans (sérotyp A, D, AD) a Cr. gatii (sérotyp B, C). Sérotyp A je
oznacovan jako varieta Cr. neoformans var. grubii a sérotyp D jako Cr. neoformans var.
neoformans [6].

Na sladovém agaru vytvareji bile az krémové zbarvené kolonie s mukoidni strukturou a
celistvyym okrajem. Prumér bunék muize dosahovat 3-5 pm, u haploidnich 2,5-10 um [6].
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V médiu s polyfenolovymi sloueninami a aminy, kde byly naockovany haploidni buiiky,
se objevuje hnédé zbarveni v pribéhu 1-5 dni. Pfi¢inou tohoto zbarveni je produkce melaninu
a intenzita hnédé barvy se odviji od slozeni média a typu kmene [6].

Cr. neoformans a Cr. gattii tvofi typické polysacharidové kapsule, které je mozné
vizualizovat India tusi (India ink). Jedna se o negativni barveni, kterym lze urcit tloustku
kapsule. Pro dva vySe zminéné druhy ma kapsule nesmirny vyznam z hlediska virulence a
jako cilové misto odpovedi ochrannych protilatek. Dilezitost kapsule potvrzuji i jeji rozméry,
kter¢é mohou byt vrozmezi 1-50 um, pficemz samotna bunka bez kapsule v ptipadé Cr.
neoformans dosahuje pfiblizné 2,5 um. Rist kapsule je umoznén nekovalentnim spojenim
polysacharidovych fibril mezi sebou a bunécnou sténou. Velikost kapsule je pfimo zavisla na
podminkach vnéjsiho prostredi predevsim na dostupnosti oxidu uhli¢itého, koncentraci Zeleza
a osmolarit¢ média. India tu§ se krom¢ vizualizace kapsule pouziva také jako metoda pro
vybér vzorkli mozkomisniho moku. Avsak tato metoda postrada specifitu a Casto je téméer
nemozné rozeznat buiiky kvasinek rodu Cryptococcus od leukocytii. Navic pro provedeni této
metody je vyzadovana vysoka kvalita India tuse [15], [16].

Poprvé byl Cr. neoformans izolovan z broskvového dzusu, nejvice se vSak vyskytuje ve
zvétralém trusu holubll a také v puadé. Nekteré kmeny byly dokonce izolovany ze dieva
stromd. Nejveétsi vyznam ma tento kmen v klinické oblasti. Jedna se o pivodce dychacich a
neurologickych onemocnéni u lidi a zvifat. Zptsobuje napiiklad pneumonii, meningitidu,
sepsi nebo 1 povrchové infekce. Bylo zjisténo, Ze za onemocnénim zvanym kryptokokoza stoji
piedevsim Cr. neoformans a Cr.gatii. Nakaza probiha nejcastéji tak, ze ¢lov€k nebo zvife
danou kvasinku vdechne do plic, odkud se rozsifi az do mozku. Nejvice nachylni
k onemocnéni kryptokokdzou jsou lidé se snizenou imunitou napt. HIV pozitivni osoby,
pacienti s leukémii nebo jinym typem rakoviny [6].

Vroce 2005 byla zvefejnéna kompletni sekvence genomu Cr. neoformans var.
neoformans. Studie prokazala, ze obecné Cr. neoformans disponuje 20 Mb genomem, ktery
obsahuje asi 6500 intronovych sekvenci. Genom je bohaty na transpozony, jejichZ pfitomnost
fidi dikaryotickou nestabilitu a fenotypovou variaci. Cr. neoformans koduje také unikatni
geny, které pfispivaji k neobvyklym virulentnim vlastnostem. U druhu Cr. neoformans na
rozdil od S. cerevisiae nebyla prokdzana duplikace kompletniho genomu. Ve studii byly
zkoumany dva kmeny JEC21 a B3501A variety Cr. neoformans var. neoformans (sérotyp D).
Bylo zjisténo, ze kmen JEC21 ma 19 Mb genom se 14 chromozomy s velikosti od 762 kb do
2,3 Mb, zatimco B3501A disponuje 18,5 Mb genomem. Piiblizn¢ 5 % genomu obou kment
tvofi transpozony vtésnané do specifickych usekii kazdého chromozomu, které sousedi s
rDNA repeticemi a mating-type lokusem (MAT). MAT lokus je specialni tisek genomu, ktery
fidi spojeni mezi virulenci a péarovacim typem. Oba dva analyzované kmeny se fadi
k inbrednim kmendm alfa parovaciho typu, ktery je nejb&znéjSim parovacim typem u
klinickych izolath a izolatt ziskanych ze zivotniho prostiedi [17].
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2.2.3.5 Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner (1950)
Fylogenetické zarazeni druhu: fad Filobasidiales, skupina albidus [6]

Variety druhu:

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

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. kuetzingii (Fell & Phaff) A. Fonseca, Scorzetti
& Fell (2000)

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. ovalis Sugiyama & Goto (1967) [6]

Obecna charakteristika:

Existuji tfi variety tohoto druhu — Cr. albidus var. albidus, Cr. albidus var. kuetzingii a
Cr. albidus var. ovalis. Prvni jmenovana varieta tvoii na sladovém agaru pii dvoutydenni
kultivaci krémové az naruzové€lé kolonie s pomérné lesklym a hladkym povrchem méekké az
maslovité konzistence. Buniky se vyskytuji bud’ samostatné, anebo s pupeny. Mezi sacharidy
obsazené v buiice patii glukdza, mandza a xyldéza. Prvni izolace této variety byla provedena
z rostlinného nektaru a dale také z ledu. Rozdily mezi Cr. albidus var. albidus a Cr. albidus
var. kuetzingii se objevuji ve dvou oblastech rDNA, kde se lisi ve tfech nukleotidech, které
jsou nahrazeny jinymi, zatimco pii porovnani s Cr. albidus var. ovalis je nahrazeno celkem
pét nukleotidi v sekvenci rDNA [6].

Cr. albidus var. kuetzingii tvofi na sladovém agaru pfi stejnych kultiva¢nich podminkach
krémoveé zbarvené, lehce mukoidni kolonie o velikosti 4,9-5,8 pm slesklym a jemnym
povrchem. Vyskytuji se nejcastéji v pide nebo ovoci, poprvé byl vSak izolovan ze psi kiize a
ze vzduchu. Tato varieta druhu neni schopna asimilovat maltézu a melezitozu [6].

Cr. albidus var. ovalis za stejnych kultiva¢nich podminek vytvaii nazloutlé az krémové
kolonie maslovitého vzhledu s lesklym a jemnym povrchem. Buiniky maji Siroce elipsoidni
tvar a vyskytuji se samostatné nebo s pupeny. Dosahuji velikosti cca 4,7-5,8 um [6].

Vyznam v oboru biotechnologie je piedev§im v produkci enzymi napf. extracelularnich
xylanaz nebo pektinaz, které jsou schopné biokonverze odpadnich vod z mlynti na vyrobu
olivového oleje. V zeméd€lstvi a potravinaiském pramyslu se komercné uplatiiuje jako
pripravek proti hnilobé jiz sklizenych citrusii a dalSiho ovoce, kterou zptisobuji patogenni
plisn€. Ze zdravotniho hlediska miize byt plivodcem infekci, ty se vSak vyskytuji pomérné
vzacné. Vyssi dlraz je kladen na fakt, Ze je az téméf rezistentni vii¢i 1€ktim pouzivanych pro
onemocnéni zpusobené druhem Cr. neoformans, avSak po aplikaci séra pouzivaného pro
stanoveni sérotypu Cr. neoformans se jevi jako velmi podobny sérotypu A [6].

2.2.3.6 Cryptococcus aerius (Saito) Nannizzi (Pollacci and Nannizzi 1927)
Fylogenetické umisténi druhu: fad Filobasidiales, skupina aerius [6]

Synonyma:

Torula aeria Saito (1922)

Torulopsis aeria (Saito) Lodder (1934)

Paratorulopsis aeria (Saito) Novak & Zsolt (1961)

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. aerius (Saito) Phaff & Fell (1970)
Paratorulopsis pseudoaeria (Zsolt) Novak & Zsolt (1961) [6]
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Obecna charakteristika:

Jedna se o druh, ktery se fadi do skupiny aerius fadu Filobasidiales a tvoii na sladovém
agaru bilo-nazloutlé az nartzovélé kolonie maslovitého vzhledu s hladkym a jemnym
povrchem. Bunky se spojuji v mensi fetizky nebo existuji samostatn¢, nékdy i s pupeny [6].

Mnoho let byl Cr. aerius povazovan za jednu z variet Cr. albidus. Rozpoznat tyto druhy
lze na zéklad¢ reakce s Lugolovym roztokem (roztok jodu), ktera dokazuje piitomnost
sloucenin na bazi skrobu. Cr. aerius vykazuje t¢éméf nebo uplné negativni reakci, zatimco Cr.
albidus a Cr. magnus davaji pozitivni reakci (jsou zbarveny modie). Mezi blizce piibuzné
druhy patii Cr. terreus a Cr. tericola [6].

Cr. aerius se vyskytuje ptevazné v pudach, nékteré kmeny byly izolovany ze vzduchu a
listd rostlin. Pfevaha urcitych kmenti v pudach je pfisuzovéana jejich polysacharidovym
kapsulim. Hlavni vyznam druhu spociva v produkci enzymi — beta-glukanazy a beta-
xylanazy [6].

2.2.3.7 Cryptococcus diffluens (Zach) Lodder & Kreger-van Rij (1952)
Fylogenetické umisténi druhu: rad Filobasidiales, skupina albidus [6]

Synonyma:

Torulopsis diffluens Zach (Wolfram and Zach 1934b)

Rhodotorula diffluens (Zach) Hasegawa, Banno & Yamauchi (1960)

Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner var. diffluens (Zach) Phaff & Fell (1970)

Torula gelatinosa Saito (1922)

Rhodotorula gelatinosa (Saito) Hasegawa, Banno & Yamauchi (1960)

Torulopsis albida (Saito) Lodder var. japonica Lodder (1934)

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin var. innocuous Benham (1955)
Cryptococcus diffluens Zach var. uruguaiensis Artagaveytia-Allende & Aciole de Queiroz
(1970) [6]

Obecna charakteristika:

Cr. diffluens tvoii na sladovém agaru krémové, mukoidni kolonie s jemnym a hladkym
povrchem. Tvary bunék byvaji obvykle Siroce elipsoidni a dosahuji velikosti 5,7-5,9 um.
Vyskytuji se samostatné nebo s pupeny. Charakteristicka je tvorba kapsuli [6].

Kmeny byly poprvé vyizolovany ze vzduchu (Japonsko), dale také z rany na lidské kazi.
Cast&jsi vyskyt je pak predevsim v piidé nebo rostlinach [6].

Dlouhou dobu byl stejné jako Cr. aerius povazovan za synonymum nebo za jednu z variet
kmene Cr. albidus. Na zakladé fylogenetické analyzy nukleotidovych sekvenci v rDNA byl
zatazen do skupiny albidus fadu Filobasidiales a je blizkym piibuznym Cr. liquefaciens a Cr.
albidosimilis [6].

V klinické oblasti byl prokazan vyskyt u lidi s atopickou dermatitidou, ale jeho role v
tomto onemocnéni je stale neznama. Na zakladé nékolika studii byl Cr. diffluens ptisuzovan
také vliv na onemocnéni zvaném kryptokokdza. Zajimavym zjiSténim byl ale fakt, ze témér
nebo vitbec nereaguje na léky proti této nemoci, jejiz hlavni pivodce je Cr. neoformans [6].
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2.2.3.8 Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner (1950)
Fylogenetické zarazeni druhu: ad Tremellales, skupina bulleromyces [6]

Synonyma:

Torula laurentii Kufferath (1920)

Torulopsis laurentii (Kufferath) Lodder (1934)

Rhodotorula laurentii (Kufferath) Hasegawa, Banno & Yamauchi (1960)
Rhodotorula nitens Mackenzie & Auert (1963) [6]

Obecna charakteristika:

Cryptococcus laurentii se fadi do skupiny bulleromyces fadu Tremellales. V zavislosti na
druhu pouzitétho média muaze tvorit vypouklé, matné, svétle Sedé¢ az krémové zbarvené
kolonie s mukoidnim vzhledem a lehce naruSenym okrajem. Buriky maji Siroce elipsoidni az
cylindricky tvar a dosahuji velikosti pfiblizné 6,5 um. Obvykle pievazuje tzv. polarni puceni.
Mezi sacharidy pfitomné v buiice patii pfedevsim glukéza, manéza a xyléza. Cr. laurentii se
nejcastéji vyskytuje v pude, motské vode a také v trusu holubu [6].

Z biotechnologického pohledu je vyznamna produkce enzymu, které hraji roli pfi Stépeni
vazeb pritomnych v epoxidech. Vysoké vytézky nenasycenych mastnych kyselin (olejova,
linoleova kyselina) byly zaznamenany u druhti z Antarktidy. Cr. laurentii je v oblasti
zem&delstvi a potravinafském pramyslu znam jako prostfedek plisobici proti hnilob¢ jiz
sklizenych citrust a dalSiho ovoce (jablka, broskve, hrusky, jahody). Je znama také schopnost
tohoto druhu redukovat germinaci (puceni) konidii uslechtilé plisné Botrytis cinerea, ktera je
puvodcem plisni na potravindch. Bylo také identifikovano nékolik kmenti ze vzorkl
ziskanych z lidského téla napt. nadord, plic nebo u pacienti s onemocnénim AIDS [6].

Cr. laurentii byl dlouhou dobu povazovan za velice riznorody druh, ale az diky nyn&j$im
studiim vyplynulo, Ze se jedna o cely komplex riznych druhti. Na zékladé analyzy oblasti ITS
(internal transcripbed spacer) a genu 28S rRNA provedenou japonskymi védci, byla zjisténa
vnitrodruhova rozmanitost Cr. laurentii. Vysledkem této studie bylo rozdéleni analyzovanych
kment Cr. laurentii do fylogenetickych skupin I a IT [18].

Diferencovat Cr. laurentii od dalSich druh casto neni mozné. N&které z druhu byly
dokonce chybné¢ identifikovany jako Cr. neoformans nebo Cr. gattii a to predevsim diky
produkci latek na bdzi melaninu. AvSak na rozdil od dvou vySe zminénych druht, je Cr.
laurentii schopen asimilovat laktozu, melibiozu a erythritol [6].

2.2.3.9 Cryptococcus flavescens (Saito) C.E. Skinner (1950)
Fylogenetické zarazeni druhu: ad Tremellales, skupina bulleromyces [6]

Synonyma:

Torula flavescens Saito (1922)

Torulopsis flavescens (Saito) Lodder (1934)

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

Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner var. flavescens (Saito) Lodder & Kreger-van
Rij (1952)

Cryptococcus nodaensis (Sato et al. 1999) nom. inval. (no Latin diagnosis) [6]
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Obecna charakteristika:

Cr. flavescens se stejné jako Cr. laurentii fadi do skupiny bulleromyces fadu Tremellales.
Na sladovém agaru po sedmi dnech apii 20 °C tvoti ploché az lehce zvySené kolonie,
matného a mukoidniho vzhledu s Sedo-krémovou barvou, hladkym povrchem a mnohdy se
zvinénym okrajem. Tvar bun¢k je nejcastéji nepravidelny, mnohdy i cylindricky az elipsoidni.
Velikosti bun¢k se pohybuji v rozmezich 8-17x3-6,5 um. Puceni mize byt polarni nebo
lateralni (postranni). Bunky se také mohou shlukovat do kratkych pseudohyfnich tetizku [6].

Donedavna byl Cr. flavescens povazovan za synonymum Cr. laurentii, i kdyZz analyza
bunéénych proteinti a genové sekvence rRNA nasvédCovala, ze jde o odliSny druh.
Podrobné¢jsi analyzou genti rRNA byl Cr. flavescens zatazen do I. fylogenetické skupiny Cr.
laurentii spolu s druhem Cr. laurentii [6].

Cr. flavescens se vyskytuje zejména ve vzduchu a obilnych a kukufi¢nych zrnech tésné po
sklizni. Nékteré kmeny byly izolovany z pidy, dieva nebo nektaru rostlin. Vyznamna je
produkce glutaminazy a kyselych extracelularnich polysacharidi napt. D-xylozy, D-manodzy a
D-glukuronové kyseliny. V potravinaiském primyslu je znam pro svoji schopnost potlacovat
klasové fuzaridzy (choroby obilnin — zejména pSenice a je¢mene) [6].

2.2.3.10 Cryptococcus flavus (Saito) A. Fonseca, Boekhout & Fell (2009)
Fylogenetické zarazeni druhu: ad Tremellales, nezafazen do zadné skupiny [6]

Synonyma:

Torula flava Saito (1922)

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

Rhodotorula flava (Saito) Lodder (1934)

Rhodotorula tokyoensis Kobayoshi ex Hasegawa var. flava (Saito) Hasegawa (1958)
Cryptococcus flavus (Saito) Phaff & Fell (1970) nom. inval. [6]

Obecna charakteristika:

Ptestoze je Cr. flavus soucasti fadu Tremellales, nefadi se do zadné konkrétni skupiny.
Kultivaci na sladovém agaru lze ziskat Zluto- hnéd¢ zbarvené kolonie ve tvaru menSich past
Castecné se lesknoucich a s celistvym okrajem. Buiiky mohou byt rtznorodého tvaru
(cylindrické, kulovité, elipsoidni) s velikosti 7-11x2,2-3,8 um. Mohou také tvofit kratké
tetizky nebo filamenta o délce 30 um. Pfevazuje puCeni polarni, ale také lateralni neni
vyjimkou. Mezi sacharidy obsazené v bufice patii hlavné glukdza, manoza a xyloza [6].

Mezi blizce pifibuzné druhy lze zaradit napt. Cr. paraflavus, casto oznaCovany jako
sestersky druh Cr. flavus. Na zakladé mnoha studii je Cr. flavus fazen do fadu spolu s Bullera
variabilis a B. miyagiana nebo je také spojovan s druhy Tremella aurantia a Tremella
mikrospora atd [6].

Cr. flavus se vyskytuje ve vzduchu, v humusu (Japonsko) a v listech Stavele kyselého
(Rusko). Nékteré vzorky kmentd pochazeji také z USA, Némecka a z Brazilie, kde vykazovaly
vysokou uroven produkce amylazy. Cr. flavus je fenotypoveé podobny druhu Cr. laurentii,
avSak Cr. flavus nedisponuje schopnosti asimilovat ethanol a kreatinin a naopak dokaze
produkovat latky na bazi Skrobu [6].
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2.2.3.11 Cryptococcus magnus (Lodder & Kreger-van Rij) Baptist & Kurtzman (1976)
Fylogenetické zaFazeni druhu: fad Filobasidiales, skupina floriforme [6]

Synonyma:

Cryptococcus laurentii (Kufferath) C.E. Skinner var. magnus Lodder & Kreger-van Rij
(1952)

Cryptococcus ater Castellani (1960) nom. nud.

Cryptococcus laurentii var. magnus forma ater Castellani ex W.B. Cooke (1966)
Cryptococcus ater (Castellani ex Cooke) Phaff & Fell (Lodder 1970) nom. inval.
Cryptococcus ater (Castellani ex Cooke) Rodrigues de Miranda (Kreger-van Rij 1984) nom.
inval. [6]

Obecna charakteristika:

Cr. magnus je fazen do skupiny floriforme fadu Filobasidiales. Po dvou tydnech riistu na
agaru, ktery je sloZen ze sladového extraktu, kvasni¢ného extraktu a z¢asti také ze soje, jsou
patrné Zlutohnédé kolonie mukoidniho vzhledu s jemnym a lesklym povrchem. Jednotlivé
buiiky po dvou dnech ristu v bujonu dosahuji kulovitého tvaru a velikosti 7,6-9,1 x 7-8,8 um.
Mohou se vyskytovat samostatné¢ nebo s pupeny. Mnoho bunék také disponuje kapsulemi.
Stejn€é jako u nékolika predchozich kment, tak i1 v pfipadé Cr. magnus jsou hlavnimi
sacharidy obsazenymi v buiice glukdza, manoza a xyloza [6].

Rozsahly vyskyt Cr. magnus je potvrzen skutecnosti, ze jedny z prvnich kmenid byly
izolovany ze vzduchu (Nizozemi), z rostlin (Italie, Portugalsko), pidy, stromu (dub, javor,
citrusovnik), ze vzorkd ledu (Spicberky) a moiské vody. Fylogenetickou analyzou
nukleotidovych sekvenci rDNA bylo zjisténo, ze mezi v blizce piibuzné druhy Cr. magnus
patii Filobasidium floriforme a F. elegant [6].

2.2.3.12 Cryptococcus carnescens (Verona & Luchettii) Takashima, Sugita, Shinoda &
Nakase (2003)

Fylogenetické zaiazeni druhu: fad Tremellales, skupina victoriae [6]

Synonyma:
Torulopsis carnescens Verona & Luchetti (1936) [6]

Obecna charakteristika:

Z taxonomického hlediska se Cr. carnescens fadi do skupiny victoriae fadu Tremellales.
Po dvoutydenni kultivaci na sladovém agaru lze pozorovat kolonie ve tvaru past s vypouklym
povrchem, Zluto-hnédym az Sedym zbarvenim, mukoidnim vzhledem a pomérné rovnym a
neporusenym okrajem. Tvary bunék mohou byt Siroce elipsoidni, vejcité i1 hruskovité a
dosahuji velikosti 3,5-6 x 3-5 pum [6].

Cr. carnescens je znam piedev§im z vinné révy odridy Muskat. Mnoho dalSich kment,
pozdg¢ji identifikovanych jako Cr. carnescens, bylo izolovano napt. z pidy, lesi (Rakousko),
listii rostlin (Portugalsko) a ledu (Spicberky) [6].
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Na zaklad¢ fyziologické podobnosti s Cr. laurentii a dalsimi zastupci ze skupiny victoriae
je velmi obtizné tyto jednotlivé druhy mezi sebou rozliSit. Existuji vSak nékteré
charakteristické znaky napt. neschopnost asimilovat ethanol, kreatinin a nemoznost riistu pii
30 °C, diky kterym lIze tyto dva druhy diferencovat [6].

2.2.3.13 Cryptococcus friedmannii Vishniac (1985b)

Fylogenetické zaFazeni druhu: tad Filobasidiales, skupina albidus [6]
Synonyma: zadna [6]

Obecna charakteristika:

Cr. friedmannii je zafazen do skupiny albidus fadu Filobasidiales. Na agaru, ktery je
slozen ze sladového a kvasni¢ného extraktu v kombinaci se sojou, tvoii tento druh po dvou
tydnech a pfi teploté 18 °C krémové az krémovo-oranzové kolonie s maslovitym vzhledem a
matnym a hladkym povrchem. Po tfidenni kultivaci v bujonu Ize sledovat pod mikroskopem
Siroce elipsoidni bunky, dosahujici velikosti 6,3—8 x 5-6 um a vyskytujici se samostatné nebo
S pupeny [6].

Jedna z prvnich izolaci tohoto druhu byla provedena z kamene porostlého lisejnikem
(Antarktida). Nekteré dalsi kmeny byly ziskany z pudy na Islandu, Aljasce nebo v Rusku.
Stejné jako ostatni druhy pochazejici z Antarktidy, tak i Cr. friedmannii je schopen ristu bez
piidanych vitamint a pii teploté¢ maximalné do 25 °C. Mezi fylogeneticky piibuzné druhy
patti Cr. saitoi, ktery se lisi od Cr. friedmannii v nékolika nukleotidovych sekvencich, coz je
rozhodujici pfi molekularni identifikaci téchto druhd [6].

2.2.3.14 Cryptococcus saitoi A. Fonseca, Scorzetti & Fell (2000a)
Fylogenetické zarazeni druhu: tad Filobasidiales, skupina albidus [6]

Synonyma:

Hansenula amylofaciens Dietrichson (1954) nom. nud.

Naganishia globosus S. Goto (1963)

Torulopsis dattila (Kluyver) Lodder var. armeniaca Sarukhanyan (1957) [6]

Obecna charakteristika:

Cr. saitoi je stejné jako Cr. friedmanni fazen do skupiny albidus fadu Filobasidiales. Po
dvoutydenni kultivaci na agaru (sladovy extrakt, kvasni¢ni extrakt, soja) lze pozorovat
krémové Zluté kolonie s maslovitym vzhledem a matnym a hladkym povrchem. Po tfech
dnech kultivace v bujonu lze mikroskopem sledovat Siroce elipsoidni buriky, samostatné se
vyskytujici nebo s pupeny. Buiiky dosahuji velikosti piiblizn¢ 7,5-9,3x 6—7,2 um [6].

Prvni izolace tohoto druhu byly provedeny ze vzduchu (Nizozemi), pudy (Antarktida),
listi kete Cistus ladanifer (Portugalsko) a z hlenu pacienta s podezienim na tuberkulozu
(Norsko) [6].

Puvodné byl Cr. saitoi povazovan za askosporogenni kvasinku, pozd¢ji vSak byl oznacen
jako synonymum Cr. albidus. Dnes jiz toto tvrzeni neplati, ale Cr. saitoi je zafazen do
skupiny albidus a jeho blizce ptibuznym druhem je Cr. friedmannii. Dalsi studie hovofi o
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podobnosti mezi druhy Cr. saitoi, Cr. albidus a Cr. diffluens. Bylo zjisténo, ze tyto druhy
maji shodny “klastr” bilkovin (klastr IX). Fyziologicky jsou si také velmi podobné, ale Cr.
saitoi se odlisuje schopnosti asimilovat L-tartrat a sacharat [6].

2.2.3.15 Cryptococcus tephrensis Vishniac (2002)

Fylogenetické zaFazeni druhu: ad Tremellales, skupina victoriae [6]
Synonyma: zadna [6]
Obecna charakteristika:

Cr. tephrensis patii do skupiny victoriae fadu Tremellales. Kultivaci na sladovém agaru
vznikaji kolonie ve tvaru past s lehce zvySenym zluto-hnédym a lesklym povrchem,
mukoidnim aZz maslovitym vzhledem a celistvym okrajem. Builky maji obvykle tvar
elipsoidni, citronovity nebo kapkovity a dosahuji velikosti 5-10x2—7 um. Z hlediska
rozmnozovani je velmi ¢asté polarni puéeni [6].

Pivodné jedinym mistem vyskytu tohoto druhu byla sope¢na puda na Islandu zvana
tephra. Nicméné nékteré diive neznamé kmeny izolované v Koreji a ve Finsku byly na
zakladé analyzy D1/D2 sekvenci také ptifazeny ke druhu Cr. tephrensis. Stejnou analyzou byl
objeven mozny sestersky druh Cr. tephrensis, ktery se 1isi ve tfech nukleotidech a je nazyvan
jako Cr. tephrensis var. soli, avsak nebyl zatim dostatecné popsan [6].

2.2.3.16 Cryptococcus victoriae M.J. Montes, Belloch, Galiana, M.D. Garcia, C. Andrés, S.
Ferrer, Torres-Roriguez & J.Guinea (1999)

Fylogenetické zarazeni druhu: fad Tremellales, skupina victoriae [6]
Synonyma: zadna [6]
Obecna charakteristika:

Cr. victoriae je zafazen stejné jako Cr. tephrensis do skupiny victoriae fadu Tremellales.
Kolonie rostouci na sladovém agaru vykazuji typicky plochy nebo lehce zvySeny profil se
Zluto-hnédym hladkym povrchem mukoidniho vzhledu a celistvym okrajem. Tvary bun¢k
mohou byt elipsoidni nebo citronovité a dosahuji velikosti 4,5-11x3—4 um. Typické je
sympodidlni puceni zanechavajici jizvy a moznost spojeni novych bunek do kratkych tetizkli
[6].

Nejhojné¢jsi vyskyt poskytuji oblasti jako Antarktida nebo AljaSka. Nékteré kmeny vSak
byly izolovany i z nektaru rostlin v Némecku a z povrchu jablek v Nizozemi. V literatuie
byva Cr. victoriae zaménén za Cr. laurentii, ale na rozdil od tohoto druhu nedokaze
asimilovat ethanol, DL-laktat a kreatinin a neni schopen rustu pfi 30 °C. Odlisit Cr. victoriae
od ostatnich druhti rodu Cryptococcus je mozné pouze diky sekvencni analyze D1/D2 domén
LSU rRNA genu a ITS sekvenci. Aktudlné¢ je zatazen do II. fylogenetické skupiny Cr.
laurentii spolu s Cr. carnescens a Cr. peneaus [6], [18].
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2.2.3.17 Bulleromyces albus Boekhout & A. Fonseca (Boekhout et al. 1991a)

Fylogenetické zarazeni druhu: ad Tremellales, skupina bulleromyces [6]
Anamorfni stadium: Bullera alba (Hanna) Derx. [6]

Synonymum:
Sporobolomyces albus Hanna (Bisby et al. 1929)
Bullera alba (Hanna) Derx (1930) [6]

Obecna charakteristika:

Po sedmidenni kultivaci Bulleromyces albus na sladinovém agaru pii 17 °C lze pozorovat
hnédo-krémové kolonie s typicky mukoidnim vzhledem, plochym az lehce zvySenym
profilem, matnym ¢i lesklym povrchem a celistvym okrajem. Tvary povétSinou samostatné
vyskytujicich se bunék byvaji nejéastéji elipsoidni nebo vejcité a dosahuji velikosti 5—11x 3—
6 um. Puceni pievazuje polarni a pupeny mohou byt pfisedlé nebo tvofit kratké ,,zoubky*.
Bunky mohou také vytvaret hyfové vyriustky o délce az 80 um a Sifce 2-5 um. Mezi v bufice
ptitomné sacharidy patii glukdza, galaktoza, mandza a xyloza [6].

Poprvé byl tento druh izolovan ze slamy je¢mene hiivnatého napadeného rzi v USA. Dale
byly ziskany vzorky ze vzduchu, listd topolu a ofeSaku. Vyskyt teleomorfniho stadia B. albus
Vv ptirodé zatim jesté nebyl pozorovan. Naproti tomu anamorfni stadium Bullera alba se
vyskytuje velmi hojné na povrchu listi. Mezi nejblizsi piibuzné druhy Bulleromyces albus
patii Bullera unica, dale pak Tremella moriformis, T. nivalisa T. indecorata [6].
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry) je analytickou technikou, ktera poskytuje
kvalitativni 1 v nekterych piipadech kvantitativni informace o atomovém i molekulovém
slozeni organickych a anorganickych materiald a jejich chemické struktufe. Mnozstvi
pouzitého vzorku pro analyzu je velmi malé v porovndni s jinymi analytickymi metodami.
Hmotnostni spektrometrie disponuje vSestrannosti, rychlosti a je také velmi uzite¢na pro
vyzkum vysoce reaktivnich molekul v plynné fazi. Princip techniky spociva v ptevodu vzorku
na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty se separuji na zakladé podilu hmotnosti a naboje
m/z. Pravé na zakladé separace iontl se fadi hmotnostni spektrometrie mezi metody separac¢ni
[19]-[21].

Hmotnostni spektrometrie vynika predevsim ptesnosti a nékolika dalsimi vyhodami. Prvni
Z nich je zvysena citlivost oproti ostatnim metodam, a to piedevsim diky analyzétoru, ktery
umoznuje redukovat nezaddouci Sum v pozadi. Informuje také o molekulové hmotnosti a
mnozstvi izotopti jednotlivych chemickych prvki. V nékterych piipadech vSak miize
spolehlivost hmotnostni spektrometrie selhat. Jednim z piipadi, kdy je tato technika vyrazné
limitovana, je identifikace uhlovodiki, které produkuji velmi podobné fragmentované ionty,
nebo pfi rozliSeni optickych, geometrickych izomerd a poloh substituentd na aromatickém
kruhu [19].

V oblasti analyzy biomakromolekuldrnich latek a matric se hojné vyuzivad tandemového
spojeni hmotnostni spektrometrie s jinymi separa¢nimi technikami napf. chromatografickymi
nebo elektromigracnimi. Velmi c¢asto uzivanym online spojenim je spojeni plynové
chromatografie (GC-MS) nebo kapalinové chromatografie (LC-MS) s hmotnostnim
spektrometrem anebo také spojeni dvou hmotnostnich spektrometriic (MS-MS). Diky tomuto
zapojeni Se zvysuje pravdépodobnost spravné identifikace analytu, vzrista selektivita a
vyrazné klesaji detekéni limity [20].

2.3.1 Instrumentace

Zékladnimi soucastmi kazdého hmotnostniho spektrometru jsou vstup vzorku, iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator, vakuovy systém, detektor a vyhodnocovaci zafizeni (Obr. 1).
Iontovy zdroj umoZznuje tvorbu iontli z molekul analytu. Pfed vstupem do analyzatoru jsou
ionty urychleny pomoci systému elektrod se stfedovym otvorem nebo jinym zpisobem.
Jakmile jsou ionty analyzovany, mohou smétovat dale k detektoru. Ziskand informace je pak
zpracovana vyhodnocovacim zafizenim [20], [22].
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Obr. 1 Schéma hmotnostniho spektrometru [22].
2.3.2 lonizace

Hmotnostni analyzator jakéhokoliv hmotnostniho spektrometru dokaze operovat pouze
S nabitymi ¢asticemi, tzn. s ionty, které vznikly bud’ z atomti a molekul nebo prilezitostn¢ také
z radikall a zwitteriont (amfoterni ionty). lonizace je jednim z kli€¢ovych krokt celé analyzy
a existuje tak Siroké spektrum typli ionizacnich technik, které mohou probihat za
atmosférického nebo snizené¢ho tlaku. Vybér techniky se odviji také od skupenstvi
analyzované latky. Pfi ionizaci molekul obvykle dochéazi ke dvéma typim reakci. Bud'to je
ionizovana molekula a vznika molekularni iont o jednotkovém naboji (kationt) a elektron,
anebo se rozpada molekularni iont na fragmentovany iont a elektroneutralni ¢astici [21], [23],
[24].

Obecné lze rozlisit tzv. mekké a tvrdé ionizacni techniky. Prvni jmenovany typ se vyuziva
k analyze mén¢ stabilnich analyti, kdy ionizaci vznikaji kvazimolekularni ionty (n€kdy 1
negativni ionty). Mekké techniky také operuji s mnohem menSim mnoZstvim
fragmentovanych iontl nez tvrdé ionizacni techniky. Mezi mékké ionizacéni techniky se fadi
chemickd ionizace (CI), elektrosprejova ionizace (ESI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), ionizace elektrickym polem (FI,
FD), ionizace z vhodné termicky snadno ionizovatelné latky (thermospray) a desorpce a
ionizace laserem (LDI, MALDI) [20], [22], [24].

V ptipadé tvrdych technik jako je elektronova ionizace a ionizace plazmatem (ICP) se tvofi
molekulové ionty (radikdl kationt) a fragmenty. Pfi pouziti téchto technik lze na rozdil od
mekkych vyuzivat knihovny hmotnostnich spekter, nebot” diky reprodukovatelnosti vzniku a
poméru spekter nezavisi tato spektra na konkrétnich podminkach a jsou tak pii kazdém
méfeni shodna [20], [24].

2.3.2.1 Elektronovd ionizace

Ke vzniku iontli z neutrdlni Castice je potfeba dostatené mnozstvi energie. Nejvice
uzivanym postupem, predevSim u organickych molekul, je ionizace svazkem urychlenych
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elektrontd (elektronova ionizace, EI — Electron impact). Tato technika vyvinuta ve 20. letech
20. stoleti je pouzivana pro analyzu plynt, tékavych sloucenin a par kovl. Elektrony
emitované zhavenym kovovym vldknem z wolframu nebo rhenia (katoda) jsou urychleny
elektrostatickym polem a disponuji kinetickou energii o hodnoté¢ 70 eV. Pfi nasledné interakci
s cilovou molekulou dochazi k vyrazeni elektronu (pfipadné i vice elektronil), ¢imz vznikaji
jednou nebo vicendsobné nabité molekulové ionty. Zdroj elektronové ionizace disponuje
dostate¢nou energii k fragmentaci vzorki molekul, piesto vSak nékteré slouceniny nejsou
schopné tvorby molekularnich iontti technikou elektronové ionizace [19], [20], [22], [24].

2.3.2.2 Chemicka ionizace

Vzhledem k tomu, Ze nékteré latky nelze cestou elektronové ionizace ionizovat, byla
vyvinuta technika chemické ionizace, kterd byla poprvé popsana Munsonem a Fieldem v roce
1966. V prvnim kroku je elektronovou ionizaci ionizovan reakéni plyn nejcastéji methan,
methylpropan nebo také amoniak pfi tlaku 10-100 Pa a energii elektrond 100-500 eV,
Molekuly analytu jsou poté ionizovany produkty ionizace reakéniho plynu. Napiiklad methan
se ionizuje elektronovou ionizaci za vzniku radikal kationtu methanu a dvou elektrond.
Nasledné dochazi ke srazce radikal kationtu s molekulou methanu za vzniku methylového
radikalu a molekuly CH;., ptipadné¢ C,H;. Po pfidani vzorku dochazi k reakci molekuly
analytu s CH; (C,H{) za vzniku methanu (ethanu) a tzv. kvazimolekularnich iontt [M+1]".
Krom¢ téchto iontl vznikaji také negativni ionty [M-1]" [20], [24], [25].

Pii tomto zplisobu ionizace je pfedavano podstatné méné energie nez pii elektronové
ionizaci a to je divod, pro¢ se tato technika fadi mezi mékké ionizacni techniky. V piipadé
chemické ionizace neni mozné vytvaret knihovny hmotnostnich spekter pienositelné mezi
riznymi piistroji [25].

2.3.2.3 Desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

Ionizace laserem je dnes hojné rozsifenou technikou, kterd byla vyvinuta v Némecku, ale
souCasné a nezavisle na sob¢ i v Japonsku v roce 1988. Evropska verze ionizace laserem je
zaloZzena na smichani vzorku s roztokem organické matrice, ¢imz se usnadni desorpce a
ionizace ozarenim pulzy UV laseru. Naproti tomu japonskd metoda pouziva ke stejnému
ucelu rozptyleny jemny kovovy prasek v glycerolové matrici. Zakladnimi soucastmi MALDI-
TOF hmotnostniho spektrometru jsou nosi¢ vzorku, laserova optika, vysokonapétovy
urychlovac, letova trubice a detektor. Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru s
mikrokanalkovym destickovym detektorem (MCP) znazoriuje Obr. 2. Tato technika je
urcena pro vzorky v pevném skupenstvi a je vhodna pro analyzu biopolymert a syntetickych
polymera s molekulovou hmotnostni vice nez 1 MDa [25], [26].
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Obr. 2 Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru v linedrnim usporddani [26].

Pt1 pouziti techniky MALDI je velmi maly objem vzorku aplikovan na presné¢ vymezené
misto na kovové desce a nésledné piekryt steynym mnozstvim matrice. Kruhové prostory pro
naneseni vzorku disponuji hydrofobnim povrchem, ktery zabranuje rozsifeni roztoku vzorku
po vétsi ploSe. Matrice je obvykle organicka sloucenina, ktera je schopna absorbovat zatreni
laseru o urcité vinové délce. Jeji volba pfi analyze je velmi dilezitd, nebot’ vzorek musi
efektivné kokrystalizovat s matrici, a proto neexistuje jedna univerzalni matrice pro vSechny
typy analytli. Mezi nejvyuzivanéj$i matrice patfi aromatické karboxylové kyseliny napf.
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova, kyselina sinapova (SA), kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
(DHB) nebo kyselina nikotinova (Obr. 3). Ionizaci vzorku mohou vznikat kromé
kvazimolekularnich iontéi také protonované i deprotonované ionty ([M+H]", [M-H]),
vicenasobné nabité ionty nebo jednou nabité dimery i trimery [25], [27], [28].

CN
I

H H=CH-CO,H CH=C-CO,H
| N -COH CO,H
s
N Me OMe
on OH OH

Obr. 3 MALDI-TOF matrice: nikotinova kyselina, 2,5-dihydroxybenzoova kyselina, sinapova
kyselina a a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina (v poradi zleva doprava) [30].
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Po aplikaci vzorku a matrice na desku dochazi k zahajeni desorpce a ionizace. Zdrojem
energie pro ionizaci jsou UV-fotony emitované dusikovym laserem o vlnové délce 337 nm a
Sitkou pulsu 3 ns. Energie laseru je absorbovana molekulami matrice a Cast energie je
pfeménéna na energii tepelnou, kterda umozni odpareni Casti matrice a analytu. Excitované
molekuly matrice pak ionizuji molekuly vzorku pienosem protonu. Vzniklé ionty jsou poté
urychleny diky potencidlovému rozdilu mezi MALDI-TOF deskou a vstupem do analyzatoru.
Doba letu urychlenych ionti analyzatorem smérem k detektoru odpovida jejich poméru
hmotnosti a naboje. Cas v nanosekundach, ktery uplynul mezi pulza¢nim zrychlenim iontil a
signdlem, ktery zachytil detektor, lze piepocist na molekulovou hmotnost jednotlivych
analyzovanych molekul (napf. proteini). Detekce je obvykle provedena pomoci MCP
detektoru. MALDI vsak nemusi vzdy obsahovat analyzator typu TOF. Existuje zapojeni také
s iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci (FT-ICR), iontovou pasti
nebo s kvadrupdlem. Kromé dusikového laseru se vyuziva také infraCervena radiace o vlnové
délce 2,94 um nebo CO, laser o vinové délce 10,6 um. Technika MALDI-TOF disponuje
celou fadou modifikaci napf. SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption/ionization), LDI
(Laser Desorption/lonization), NALDI (Nanostructure-Assisted Laser Desorption/lonization)
[25], [26], [29].

Pro vice efektivni analyzu s TOF analyzatorem se pouziva tzv. zpozdéna extrakce iontd,
¢imz dochazi ke zvyseni rozliSeni. Tato technika dokaze minimalizovat rozptyl kinetickych
energii iontil se stejnym pomérem hmotnost/naboj, ktery je zptisoben tim, Ze ionty vznikaji v
ruzné vzdalenosti od povrchu tercikii na MALDI-TOF desce a tudiz nejsou urychlovany
jednotné [25].

2.3.3 Vakuovy systém

Vakuovy systém je nedilnou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru. Nizky tlak je
dilezity pro tvorbu volnych elektronti a iontli v plynném stavu. Pfitomnost vakua zabrafuje
jakékoliv interakci iontll a neutrdlnich molekul, ktera by zplisobila zménu sméru drahy letu.
Pokud by vsak doslo ke kolizi iontt, mohl by byt iont neutralizovan nebo by se zacal
rozkladat na ionty o menSi hmotnosti. Pro tvorbu nizkého vakua se pouzivaji rotacni olejové
vyvévy s rotujicimi lamelami, které zajiStuji vakuum o hodnoté 10?-107 Pa. Tlak par
horkého oleje vSak muze limitovat tvorbu vakua. Vyznam téchto Cerpadel spociva v jejich
odolnosti, vykonnosti a vysoké ¢erpaci rychlosti pti vysokém tlaku. Pro vakuum od 10° az
10® Pa jsou vhodné turbomolekularni vyvévy a olejové difiizni vyvévy. Turbomolekularni
vyveévy vykazuji poruchovost diky rotujici ¢asti s lopatkami. Naproti tomu difazni vyvévy
nemaji zadnou pohyblivou mechanickou ¢ast a jejich poruchovost je tak nizka [24], [31].

2.3.4 Hmotnostni analyzatory

Hlavni funkci hmotnostniho analyzdtoru je separovat ionty produkované z iontového
zdroje podle jejich poméru hmotnosti a néboje m/z (oznacovany také jako efektivni
hmotnost). V hmotnostnim analyzatoru je pfitomno vakuum, které zabranuje vzajemnym
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kolizim ¢astic v plynné fazi. Energie a rychlost iontli vstupujicich do analyzatoru je urcena
urychlujicim napétim ze $térbiny iontového zdroje, nabojem a hmotnosti. [19], [21], [25].

Existuje nékolik druhti analyzatori: magneticky, elektrostaticky, kvadrupoélovy, iontova
past (IT), priletovy analyzator (TOF), orbitrap, iontova cyklotronova rezonance s
Fourierovou transformaci (FT-ICR) a sektorové analyzatory s dvojitou fokusaci (HRMS)
[20], [25].

2.3.4.1 Priletovy analyzdtor (analyzator doby letu TOF)

Princip fungovani priletového analyzatoru (Time of flight) spociva v ostielovani vzorku
nejprve kratkymi elektronovymi pulzy, poté ionty nebo laserem generovanymi fotony,
pfiCemz vznikaji kladn€ nabité ionty analytu. Schéma priletového analyzatoru TOF
znazoriiuje Obr. 4. Frekvence pulzd, trvajicich obvykle 0,25 ps, je 10-50 kHz. Vzniklé kladné
nabité ionty jsou posléze urychleny elektrostatickym polem o urychlovacim napéti 10°-10* V.
Ionty nyni vstupuji do evakuované letové trubice o délce 1-2 m, kde jiz elektrostatické pole
neni. Na konci letové trubice je umistén detektor, na ktery postupné dopadaji ionty od

A4

[19]-[22].

Zatizeni se bézn€ pouziva v analyzatorech DNA sekvenci, pfi identifikaci proteind,
ur¢ovani molarnich hmotnosti a pro ziskavani informaci o struktufe velkych molekul. Velmi
popularni technikou pro analyzu biomolekul je spojeni MALDI a priletového analyzatoru
ozna¢ované jako MALDI-TOF MS [21], [22].

Urychlovaci mtizka

Vakuum
Anoda I t | Katoda
N\ /
\___ ‘} 4 /
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Obr. 4 Schéma priiletového analyzatoru (TOF) [22].
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2.3.5 Detektory

Mezi nejvice uzivané detektory patii predevsim elektronové ndsobice, Faradayova cela a
detektor s konverzni dynodou a fotonasobiem. Tyto iontové detektory prevadeéji proud
dopadajicich ionti na proud elektronii. V piipad¢ priletového analyzatoru jsou vyuzivany
magnetické nasobice [20], [21].

Elektronové nasobie jsou tvofeny elektrodami, které zesiluji elektronovy proud 10*-10°
¢asti pak dopadaji ionty. Dopadem iontu na sténu trubice dochazi k vyrazeni elektronu,
pficemz tento elektron dopada dale na misto s méné negativnim potencidlem a vyrazi tak dalsi
elektrony. Takto zesileny proud elektronti je veden do zesilovace a nasledné vyhodnocen [21].

Faradayova cela (Faraday cup) je tvoiena z konverzni elektrody (dynody) miskovitého
tvaru. Elektroda je obklopena kleci, kterd zabranuje niku iontd a vytvofenych elektront.
Povrch elektrody je z oxidu beryllnatého nebo fosfidu gallit¢ého. Dopadajici iont zptsobi
vyrazeni elektronu z povrchu, ktery posléze dopada na anodu. Vznikly elektricky proud je
zesilen zesilova¢em a vyhodnocen [21], [22].

V ptipad¢ detektoru s konverzni dynodou a fotonasobicem dopadaji ionty na dynodu, ¢imz
dochazi k vyraZeni elektronu, ktery poté dopada na fosforescencni stinitko a vyrazi tak foton.
Fotony jsou nésledné¢ zachyceny fotondsobicem. Tento typ detektoru vykazuje vysokou

vvvvv

nasobici (asi 1 rok) [21].

2.4 ldentifikace mikroorganismi MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie se stala pfesnym a rychlym nastrojem
K identifikaci grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, mykobakterii, nékterych plisni a
kvasinek. Technika je realizovana s minimalnimi néklady a dokaZze opakované produkovat
spektra nezavisla na stati kultury, ristovych podminkach nebo volbé kultivacniho média.
Jedna z nespornych vyhod MALDI-TOF je schopnost analyzovat nedotené molekuly
proteini bez jakékoliv rozsahlé¢ fragmentace, coZ umoziuje tvorbu hmotnostnich spekter
proteinti celého organismu. Vyrazny vliv na presnost a reprodukovatelnost ziskanych
vysledkli mé piiprava analyzovaného vzorku. K ur€eni taxonomie na Urovni rodu, druhu a
také variety postacuje minimalni mnozstvi vzorku [32]-[34].

V soucasnosti narustaji pozadavky na identifikaci eukaryot, pifedev§im kvasinek,
zpusobujicich zavaznad onemocnéni casto konCici smrti. Néazornym piikladem je
kryptokokoéza, jejiz hlavni pivodci jsou druhy Cryptococcus neoformans a Cryptococcus
gatii. Identifikace kvasinek biochemickymi testy nebo analyzou DNA sekvenci je pomérné
nakladnou a dlouho trvajici zélezitosti, kterd vedla k opozdéni diagnoéz a tim i aplikaci
spravné 1écby. Techniky jako PCR nebo pyrosekvenovani byly natolik vylepSeny, Ze by
mohly konkurovat MALDI-TOF z hlediska rychlosti identifikace, pfesto vSak nejsou natolik
pfizpusobeny, aby mohly byt zavedeny v béznych klinickych mikrobiologickych laboratotich
[35]-[37].
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V pripad¢ identifikace patogenniho druhu Cr. neoformans je nutné rozliSovat variety Cr.
neoformans var. grubii a Cr. neoformans var. neoformans (sérotyp D). Tyto dv¢ variety nelze
diferencovat na zakladé polysacharidové strukturalni odliSnosti. Navic nékteré kmeny nemusi
reagovat na sérum, které je potiebné K urceni typu sérotypu. Prakticky bylo mozné je rozlisit
pouze na zaklad¢ jejich genotypu vyuzitim DNA sekven¢ni analyzy ITS oblasti (internal
transcribed spacer) rRNA. Tato metoda vSak neni Uspés$nad v piipadé rozliSeni hlavnich
pavodcu kryptokokézy — Cr. neoformans a Cr. gattii [6], [35].

Princip identifikace mikroorganismit MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii je zaloZen na
porovnani profili hmotnostnich spekter jejich exprimovanych intracelularnich proteint. Tyto
proteiny jsou vyextrahovadny z vnitintho obsahu builkky organickym rozpoustédlem
obsazenym v roztoku matrice. Takto ziskané proteiny jsou piedevsim ribozomalni a jsou
ptitomny v pomérné vysokych koncentracich. Protoze je hmotnostni spektrum specifické pro
dany druh az varietu, lze mluvit o tzv. molekularnim otisku prstti (molecular fingerprint).
Neznamé mikroorganismy jsou identifikovany pravé na zéklad€ porovnani tohoto ,,otisku
prsti‘ se vS§emi vzorovymi spektry v databazich [29], [38].

Firma Bruker Daltonik, jakoZto jeden z ptednich vyrobcti hmotnostnich spektrometri a
jiné analytické techniky, vytvofila specificky algoritmus pro vyhodnoceni namétenych
hmotnostnich spekter mikroorganismil. Srovnavaci algoritmus vypoéte tfi separované
hodnoty pro tfi zékladni charakteristiky naméfené¢ho a referenéniho hmotnostniho spektra
definovaného mikroorganismu v databazi [38].

®  Vyhodnoceni poétu shodnych signaltl v referenénim a naméfeném spektru. Zadnym
shodnym signalim odpovid4 hodnota 0. Kompletni shodé naopak odpovida hodnota 1
[38].

®  Vyhodnoceni poétu blizkych signalti v referenénim a naméfeném spektru. Zadnym
blizkym signalim odpovida hodnota 0, kompletni shod¢é odpovida hodnota 1 [38].

" Vypolet symetrie shodnych signalnich par. Pokud koresponduji vysoce intenzivni
signaly v naméfeném spektru s t€émito signalu v referencnim spektru a totéZ plati pro
méné intenzivni signaly, nabyva symetrie hodnoty 1, pokud vsak signalni pary
nevykazuji symetrii, nabyva symetrie hodnoty 0 [38].

Tyto tfi ziskané hodnoty jsou vzajemné vynasobené a vysledek je normalizovany na 1000.
Hodnota skore je dekadicky logaritmus ziskaného normalizovaného vysledku. Maximalni
skore muize tedy dosahnout hodnoty 3, coZ je dekadicky logaritmus 1000 (= log 1000). Cim
vyssi je ziskané skore, tim vyssi je pravdépodobnost spravné klasifikace druhd. Hodnoty
rozsahu skore a jejich interpretaci znazornuje Tab. 1 [38].

Tab. 1 Hodnoty rozsahu skore pro identifikaci mikroorganismaii [39].

Rozsah Interpretace Symboly Barva
2.000-3.000 Vysoka spravnost identifikace (+++) zelena
1.700-1.999 Nizka spravnost identifikace (+) 7luta
0.000-1.699 | CCRIRIGEICHINOMUDIOURINN () | corven
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo otestovat nejvhodnéjsi metodu ptipravy a aplikace
vzorku a najit nejvhodnéjsi kultivacni médium pro biotypizaci vybranych druhti kvasinek
rodu Cryptococcus pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Veskera naméfend spektra vybranych druhG kvasinek byla poskytnuta Sbirce kultur
kvasinek jako referen¢ni spektra pro alternativni a rychlou identifikaci novych izolatu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pouzitych kmeni kvasinek rodu Cryptococcus

Tab. 2 Sekvenované kmeny (D1/D2 LSU rRNA).

Sbirkové oznaceni kmene

Druh

CCY 17-1-4 Cryptococcus neoformans var. neoformans
CCY 17-1-5 Cryptococcus neoformans var. neoformans
CCY 17-3-2 Cryptococcus laurentii — typovy

CCY 17-3-5 Cryptococcus flavus

CCY 17-3-13 Cryptococcus carnescens

CCY 17-3-35 Bulleromyces albus

CCY 17-4-1 Cryptococcus albidus

CCY 17-4-2 Cryptococcus saitoi

CCY 17-4-39 Cryptococcus magnus

CCY 17-5-1 Cryptococcus gastricus

CCY 17-8-1 Cryptococcus terreus

CCY 17-19-3 Cryptococcus macerans

CCY 17-25-1 Cryptococcus aerius

nezafazen Cryptococcus diffluens

Tab. 3 Nesekvenované kmeny (N), nebo nejednoznacny vysledek sekvenovani (/).

Sbirkové oznaceni kmene

Predpokladany druh

CCY 17-3-18 Cryptococcus saitoi/friedmanni
CCY 17-3-26 Cryptococcus victoriae/tephrensis
CCY 17-3-28 Cryptococcus flavescens (N)
CCY 17-3-30 Cryptococcus flavescens (N)
CCY 17-3-36 Bulleromyces albus (N)

CCY 17-4-9 Cryptococcus aerius (N)

CCY 17-4-13 Cryptococcus diffluens (N)

CCY 17-4-40 Cryptococcus magnus (N)

4.2 PouZzité pristroje a chemikalie

4.2.1 Pouzité pristroje a prisluSenstvi

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme, firma: Bruker Daltonik GmbH,

SRN s MTP 384 Target Plate Polished Steel TF, firma: Bruker Daltonik GmbH, SRN

Laminarni box Telstar Biostar, firma: Telstar, Spanélsko
Centrifuga Eppendorf MiniSpin, firma: Eppendorf AG, SRN
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Vortex mixer K (VM-300), firma: GEMMY INDUSTRIAL CORPORATION, Taiwan
Analytické vahy ABT 120-4M, firma: Kern & Sohn GmbH, SRN

Predvazky PLE 200-3, firma: Kern & Sohn GmbH, SRN

Mikropipety Eppendorf research (100-1000 pl, 10-100 pl), firma: Eppendorf AG, SRN
Mikropipeta Autoclavable Nichipet EX (0,1-2 ul), firma: NICHIRYO CO., LTD., Japonsko
Stopky Oregon Scientific, firma: Oregon Scientific, Inc., USA

PC HP Z400 Workstation, firma: HP, Palo Alto, USA

Spi¢ky na pipetovani, firma: Sarstedt, SRN

Mikrozkumavky, firma: Sarstedt a Eppendorf AG, SRN

Ockovaci klicky

4.2.2 Pouzité chemikalie

Bramborovy agar, firma: Merck KGaA, SRN

Glukoéza, firma: Slavus, Slovenska republika

Pepton, firma: Difco Laboratories, USA

Agar, firma: Merck KGaA, SRN

Kvasni¢ny extrakt, firma: Merck KGaA, SRN

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskotficova (Matrix substance for Maldi-MS, > 99%, HPLC),
firma: Fluka analytical, Sigma Aldrich, Nizozemi

Acetonitril (pro HPLC), firma: Merck KGaA, SRN

Kyselina trifluoroctova (pro syntézu), firma: Merck, KGaA, Schuchardt, Hohenbrunn, SRN
Kyselina ferulova (trans-ferulic acid), firma: Fluka analytical, Sigma Aldrich, Nizozemi
Kyselina sinapova (Matrix substance for Maldi-MS, > 99%, (T)), firma: Fluka analytical,
Sigma Aldrich, Nizozemi

Kyselina mravencéi (pro analyzu 98-100%), Merck, KGaA, Schuchardt, SRN

Ethanol (Gradient grade for liquid chromatogramy), firma: Merck, KGaA, Schuchardt, SRN
Cytochrom C, firma: Sigma-Aldrich, Nizozemi

Destilovana voda

4.3 Priprava kultiva¢nich médii

4.3.1 Priprava bramborového agaru (ZA)

Na predvazkach bylo odvazeno 39 g bramborového agaru. Do Erlenmeyerovy banky s 1
litrem destilované vody bylo piidano navazené mnozstvi agaru. Hrdlo bainky bylo opatieno
hlinikovou folii. Smés byla zahfivana ve vodni lazni, dokud nedos$lo k uplnému rozpusténi
agaru. Roztok byl sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pfipravené
médium bylo nadavkovano do zkumavek a tzv. ,,naSikmeno na ty¢ince®. Poté byly zkumavky
s médiem uskladnény v suchém a bezprasném prostiedi pii teploté 46 °C.
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4.3.2 Priprava YPD média (Yeast pepton dextrose)

Do Erlenmeyerovy banky s300ml destilované vody bylo piidano 6 g glukdzy, 6 g
peptonu, 6 g agaru a 3 g kvasni¢ného extraktu. Hrdlo Erlenmeyerovy banky bylo obaleno
hlinikovou folii. Smés byla povafena ve vodni lazni pfiblizné¢ 30-45 minut. Roztok byl
umistén do autoklavu a sterilovan pfi teplot€¢ 121 °C po dobu 60 minut. Stejn¢ jako v piipadé
bramborového agaru, tak i YPD médium bylo ,,naSikmeno na ty€ince* a uskladnéno za
stejnych podminek.

4.3.3 Priprava Sabouraudova agaru (SA)

Na predvazkach bylo navazeno 2,5g peptonu, 109 glukézy a 5 g agaru. Navazené
chemikalie byly pfidany ke 250 ml destilované vody v Erlenmeyerové bafice. Pomoci
kyseliny chlorovodikové bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,6. Davkovani média do
zkumavek a jejich uskladnéni bylo provedeno analogicky jako u ZA a YPD média.

4.4 Inokulace kvasinek rodu Cryptococcus

Ockovaci klickou byly naockovany kmeny kvasinek z pivodniho média — sladiny na tii
nov¢ pripravena media (ZA, YPD, SA). Oc¢kovaci box byl nejprve sterilovan UV zafenim po
dobu 20 minut. Pfed samotnym odbérem vzorku bylo nutné zachovat sterilitu prostiedi, tudiz
byla ockovaci klicka peclivé vyzihana v plameni kahanu. Poté byl z ptuvodni zkumavky
odebran vzorek mikroorganismii a jemnymi krouzivymi pohyby byl aplikovan na pfipravené
médium, aniZ by doslo k poruseni povrchu média. Pii kazdém ockovani nového kmene byla
oc¢kovaci klicka nekolikrat sterilovana v plameni z diivodu mozné kontaminace vzorku jinymi
kmeny kvasinek. Po naockovani kazdého kmene byly v plameni kahanu sterilovany také
zatky z bunicité vaty. Tento postup byl pouzit pro vSechny tfi typy médii a celkem 22 kment
kvasinek.

4.5 Kultivace kvasinek rodu Cryptococcus

Veskeré kmeny kvasinek rodu Cryptococcus, naockované na tiech ptipravenych médiich,
byly kultivovany celkem 4 dny pii teploté 20 °C.

4.6 Priprava matric pro MALDI-TOF MS

4.6.1 Priprava matrice ¢. 1 (CHCA)

Byl pfipraven 10% roztok kyseliny trifluoroctové v destilované vod€. MnozZstvi 10 mg
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskotficové bylo rozpusténo ve smési slozené z 500 pul 100%
acetonitrilu, 250 ul 10% kyseliny trifluoroctové a 250 pul destilované vody. Pripravena matrice
byla uskladnéna v chladnicce.
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4.6.2 Priprava matrice ¢. 2 (SAFA)

Do dvou mikrozkumavek typu Eppendorf bylo na analytickych vahach odvazeno 10 mg
kyseliny ferulové (FA) a 30 mg kyseliny sinapové (SA). Ob¢ kyseliny byly rozpustény ve
smési slozené z 500 ul 100% acetonitrilu, 250 ul 10% kyseliny trifluoroctové a 250 pl
destilované¢ vody. Roztoky kyseliny sinapové a ferulové byly smichany v poméru 1:1.
Ptipravend matrice byla uskladnéna v chladnicce.

4.7 Metody piipravy a aplikace vzorku na MALDI-TOF desku

4.7.1 Metoda pripravy a aplikace vzorku dle firmy Bruker (Metoda ¢.1, EtOH-
CHCA)

Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo nadavkovano 300 ul destilované vody. V
laminarnim boxu byly inokula¢ni klickou odebrany do téchto mikrozkumavek vzorky
kvasinek. Suspenze kvasinek byla dikladné promichana pomoci Vortex mixéru a ke kazdému
vzorku bylo pfidano 900 pl ethanolu. Vzorky se nechaly odstfedit 5 minut pii 10 000
otackach za minutu. Vznikly supernatant byl odebran a vzorky se opétovné nechaly odstiedit
5 minut pti 10 000 otackach za minutu. Poté byl odebran mikropipetou zbyly supernatant. P¥i
kazdém odbéru bylo nutné pfisné dodrzovat pravidla aseptické prace, aby se zamezilo
ptipadné kontaminaci vzorku. K sedimentu v mikrozkumavkach bylo ptidano 100 pul 70%
kyseliny mravenci a celd smés byla dikladné promichana na VVortex mixéru. Jakmile bylo ke
vzorkum piidano 100 pl 100% acetonitrilu, byly spustény stopky a vzorky se nechaly stat po
dobu 30 minut.

Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky vlozeny do centrifugy na dobu 5 minut pti
otakach 10 000 za minutu. Mikropipetou byl nanesen 1 ul supernatantu kazdého vzorku na
MALDI-TOF desku na ptesné vyznacenou polohu. Po zaschnuti skvrn na desce pfi
laboratorni teploté byly jednotlivé vzorky piekryty 1 ul jiz pfedem pfipravené matrice
¢. 1 (CHCA) a opét se nechaly pfi laboratorni teploté zaschnout [38].

4.7.2 Kombinovana metoda pripravy a aplikace vzorku (Metoda ¢. 2, EtOH-SAFA)

Metoda ¢. 2 byla provedena identickym zptisobem jako Metoda ¢. 1, 1isi se vSak v matrici
pouzité k piekryti vzorku na MALDI-TOF desce. V piipadé této metody byla pouZzita matrice
¢. 2 (smés roztoki kyseliny sinapové a ferulové v poméru 1:1) [38].

4.7.3 Metoda pripravy a aplikace vzorku vypracovana pro rod Cryptococcus rostouci
na sladiné (Metoda ¢. 3, H,O-SAFA)

Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo nadavkovano mikropipetou 1000 pul destilované
vody. V laminarnim boxu byly sterilni inokulaéni klickou odebrany vzorky kment kvasinek,
které byly umistény do pfipravenych mikrozkumavek. Vzorky se nechaly odstedit 5 minut
pii 10 000 otackach za minutu. Mikropipetou byl odebran supernatant a k sedimentu byl
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pridan 1 ml destilované vody. Tento postup purifikace vzorki byl opakovan celkem sedmkrat.

Po skonceni promyvani vzorku byl odpipetovan supernatant a k sedimentu bylo ptidano
50 pl matrice €. 2 (smés roztokd kyseliny sinapové a ferulové v poméru 1:1). Vzorky byly
promichany pomoci Vortex mixéru a nechaly se stat po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby
byly zcentrifugovany po dobu 5 minut a pfi otackach 10 000 za minutu. Mikropipetou byl
nanesen 1 pl supernatantu kazdého vzorku na ptesné¢ danou pozici na MALDI-TOF desce. Po
naneseni na desku se nechaly vzorky zaschnout pti laboratorni teploté.

4.8 Analyza proteini MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii

K méfeni celkem 22 kmenii kvasinek rostoucich na tfech riznych médiich byl pouzit
hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme a MALDI-TOF deska MTP 384
Target Plate Polished Steel TF od firmy Bruker Daltonik. Technické parametry tohoto
hmotnostniho spektrometru obsahuje Tab. 4. MALDI-TOF deska MTP 384 Target Plate
Polished Steel TF a samotny pfistroj MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme jsou znazornény na
Obr. 5 a Obr. 6.

Tab. 4 Technické parametry hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme.

lontovy zdroj Bezmiizkovy s PAN ™ technologii
Vlnové délka: 355 nm
Max. frekvence: 2000 Hz
Laser (Smartbeam 11I™) | Pouzit4 frekvence: 1000 Hz
Napéti: 25 kV
Pocet vystield na vzorek: 1000
) . Délka trubice: 182 cm
) Letova trubice ) L oy 1s
TOF analyzator Horizontalni uspotradani
Hmotnostni rozsah 2 000-22 000 Da

MALDI TOF/TOF
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Obr. 5 MALDI-TOF deska MTP 384 Target Plate Polished Steel TF.
41



Obr. 6 Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme [40].

4.9 Kalibrace zarizeni

Pred vlastnim méfenim vzorkd kvasinek bylo nezbytné provést kalibraci zatizeni. Jako
standard byl pouzit Cytochrom C (Sigma-Aldrich).

4.10 Méreni na zarizeni MALDI TOF/TOF

Piipravenda MALDI-TOF deska se vzorky byla vlozena do hmotnostniho spektrometru.
Me¢fteni probéhlo pomoci programu Flexcontrol-Ultraflex TOF/TOF v linearné pozitivnim
médu (LP MID). Pred zahdjenim méfeni bylo nutné provést kalibraci zafizeni a nastavit
veskeré parametry analyzy (intenzita laseru atd.). Kurzorem byla zvolena pozice vzorku na
desce. Pii detailnim pohledu na vzorek bylo vybrano konkrétni misto ndstfelu laseru.

V ptipadé¢, Ze ziskané spektrum nebylo vyhovujici, bylo vybrano jiné misto ve vzorku nebo
byla pfipadné upravena intenzita laseru. Naméfenda hmotnostni spektra byla uloZena do
prislusné slozky v PC.

4.11 Software pro vyhodnoceni naméienych dat

Nameétena hmotnostni spektra byla vyhodnocena programem Maldi Biotyper 3.0 (Software
for microorganism identification and classification, Bruker Daltonik GmbH) a mMass 5.5.0.
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V Maldi Biotyper 3.0 byla spektra normalizovdna a vyhodnocena podle specifického
algoritmu. Z normalizovanych spekter pak byly sestaveny vysledné dendrogramy. Spektra
byla porovnana na zdkladé dvou kritérii — kultivatniho média a metody pro piipravu a
aplikaci vzorku na MALDI-TOF desku.

V mensim méfitku byl pouzit také program mMass 5.5.0. Timto softwarem byla upravena
spektra, ktera poslouzila jako model pro porovnani idedlniho a nevhodného spektra v zdkladni
1 normalizované podobg.

4,12 Sekvenéni analyza D1/D2 domén LSU rRNA genu

Kmeny kvasinek rodu Cryptococcus uvedené v Tab. 2 byly podrobeny sekvenéni analyze
D1/D2 domén LSU rRNA genu, kterd byla provedena pracovniky Sbirky kultur kvasinek
podle piislusného manualu (Kurtzman, 1997) [41].

43



5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vyhodnoceni hmotnostnich spekter kvasinek rodu Cryptococcus

Ke kultivaci kvasinek rodu Cryptococcus byla pouzita celkem tii kultivaéni média — YPD,
bramborovy a Sabouraudiiv agar. Porovnani jednotlivych kmeni probihalo tak, ze pro
vSechny kmeny kvasinek kultivované na zvoleném zivném médiu byly provedeny tii metody
upravy a aplikace vzorku na MALDI-TOF desku. Metoda ¢. 2 (EtOH-SAFA) byla oznacena
jako modelova metoda a byla tedy porovnana s metodou ¢. 1 (EtOH-CHCA) a metodou ¢. 3
(H,O-SAFA). Naméiena spektra by méla pro spravnou identifikaci obsahovat pouze
charakteristické piky a minimum Sumu na pozadi. Ne ve vSech pfipadech ovSem byla ziskéna
idealni spektra, nebot’ nékterd spektra vykazovala na pozadi zna¢ny Sum a tim nevynikly piky
potiebné pro identifikaci. Méfeni nékterych spekter bylo opakovano s jinou intenzitou
dusikového laseru nebo zaméfenim laseru na jiné misto vzorku na MALDI-TOF desce. Piesto
vSak intenzita Sumu vyslednych spekter nebyla v n¢kterych ptipadech niz§i. Ditvod vzniku
takovychto spekter piipisuji hlavné tvorbé extracelularnich polysacharidi a silnosténné
kapsule typické pro rod Cryptococcus. Porovnani idealniho a nevhodného spektra
zobrazeného programem mMass 5.5.0. znazornuje Obr. 7 a Obr. 8.

V piipadé, Ze by nevhodné spektrum (Obr. 8) bylo automaticky normalizované programem
Maldi Biotyper 3.0, mize byt navrhnuto zdanlivé vhodné spektrum a dojit ke zkresleni
vysledku (Obr. 9). Z tohoto divodu je v ptipadé rodu Cryptococcus nutné manualné posoudit
kvalitu namérenych spekter, nekvalitni spektra vyfadit a az poté normalizovat zbyla spektra
programem Maldi Biotyper 3.0.
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Obr. 7 Idedlni hmotnostni spektrum kmene CCY 17-5-1, kultivace na YPD médiu, uprava a
aplikace vzorku metodou ¢. 3 (program mMass 5.5.0).
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Obr. 8 Nevhodné hmotnostni spektrum kmene CCY 17-5-1, kultivace na YPD médiu,
aplikace vzorku metodou ¢. 1 (program mMass 5.5.0).
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Obr. 9 Idedlni normalizované hmotnostni

spektrum kmene CCY 17-5-1, kultivace na YPD
médiu, uprava a aplikace vzorku metodou ¢. 3 (vlevo); nevhodné normalizované hmotnostni
spektrum kmene CCY 17-5-1, kultivace na YPD, uprava a aplikace vzorku metodou ¢. 1
(vpravo);(program Maldi Biotyper 3.0).

5.2  Vliv kultivaéniho média, metody a aplikace vzorku na kvalitu

hmotnostnich spekter kvasinek

V ptipad¢ vyhodnoceni hmotnostnich spekter kvasinek rodu Cryptococcus, z hlediska
vlivu média, metod aplikace a Gipravy vzorku, je nutné zohlednit nékolik faktort:

®  Volba pouzitého kultivaéniho média

= Zpusob promyvani vzorku
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= Volba a koncentrace extrak¢niho ¢inidla*

®  Doba extrakce proteina

= Volba a koncentrace roztoku matrice

= ZpuUsob naneseni vzorku na MALDI-TOF desku

* v nekterych pripadech se jako extrakcéni ¢inidlo pouziva matrice

VSechna tato kritéria maji podstatny vliv na vysledny vzhled jednotlivych spekter a
hodnotu skore. Jako vzorovy druh pro ukazku vlivu pouzitych kultiva¢nich médii a metod
upravy a aplikace vzorku byl vybran Cr. neoformans kmen CCY 17-1-5. NiZe jsou zobrazena
spektra pro vSechny tfi kultiva¢ni média a tfi metody upravy a aplikace vzorku.

Nameétend hmotnostni spektra pro kmen CCY 17-1-5, ktery byl kultivovan na
bramborovém agaru, znazoriiuje Obr. 10. Na obrazku vlevo byl vzorek upraven metodou ¢. 1
(EtOH-CHCA) a porovnan s metodou ¢.2 (EtOH-SAFA, sméfujici smérem nahoru). Na
obrazku vpravo byl vzorek kmene upraven metodou ¢.3 (H,O-SAFA) a porovnan opét
s metodou ¢. 2 (EtOH-SAFA, sméfujici smérem nahoru).

Na prvni pohled je patrné, Ze spektra ziskana rtiznou ptipravou vzorku jednoho kmene
rostouciho na tom samém médiu, nevykazuji pfilis vysokou shodu, a proto jsou jejich
vysledna skore pomérné nizka. V prvnim piipadé (obrazek vlevo) nabyvalo skére hodnoty
1,471. V druhém piipadé bylo ziskané skore 0,622. Obé hodnoty skére spadaji do rozmezi
0,000-1,699, a tudiz by nebylo mozné dany mikroorganismus identifikovat. Spektra pro
identifikaci kment kvasinek kultivovanych na bramborovém agaru nebyla vSeobecné kvalitni,
a proto byla pro dalsi praci vyloucena.
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Obr. 10 Hmotnostni spektra kmene CCY 17-1-5 kultivovaného na bramborovém agaru,
uprava a aplikace vzorku metodou ¢. 1 (vlevo dolit) a uprava a aplikace metodou ¢. 3 (vpravo
dolit) v porovnani s upravou a aplikact vzorku metodou ¢. 2 (nahoru).
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Pro kmen CCY 17-1-5, kultivovany na Sabouraudové agaru, jsou hmotnostni spektra
znazornéna na Obr. 11. Obrazek vlevo ukazuje srovnani metody ¢. 2 (EtOH-SAFA, sméfujici
smérem nahoru) a metody ¢. 1 (EtOH-CHCA). Na obrazku vpravo je vyobrazeno porovnani
metody €. 2 (EtOH-SAFA, sméfujici smérem nahoru) a metody ¢. 3 (H,O-SAFA). Spektrum
vyobrazené na obrazku vlevo vykazovalo skére pouze o hodnoté 0,913, a tudiz bylo oznaceno
jako nevhodné.

Skore spektra, vyobrazeného na obrdzku vpravo, dosdhlo hodnoty 1,986. Tato hodnota
skore spadad do rozmezi 1,700-1,999 a lze tedy dany mikroorganismus identifikovat, avsak ne
stale s vysokou ptesnosti. Obé vyobrazend spektra byla vyhodnocena programem Maldi
Biotyper 3.0 bez jakékoliv tipravy Sumu na pozadi nebo rozsahu m/z.
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Obr. 11 Hmotnostni spektra kmene CCY 17-1-5 kultivovaného na Sabouraudové agaru,
uprava a aplikace vzorku metodou ¢. 1 (vlevo dolu) a uprava a aplikace metodou ¢. 3 (vpravo
dolu) v porovndni s upravou a aplikaci vzorku metodou ¢. 2 (nahoru).

Spektrum znazornéné na Obr. 12 zobrazuje porovnani metody ¢.2 (EtOH-SAFA,
sméfujici smérem nahoru) a metody ¢. 3 (H,O-SAFA). V programu Maldi Biotyper 3.0. bylo
toto spektrum vyhlazeno a byl také zménén rozsah m/z porovnavanych proteind, aby se co
nejvice eliminovala pfitomnost zbytku polysacharidi. Ziskané spektrum disponovalo vyrazné
vysSim skére nez plvodni neupravené. Skore dosahlo hodnoty 2,137, kterd se nachazi
Vv intervalu pro jednozna¢nou a spravnou identifikaci mikroorganismut. V tomto ptipadé tedy
nesehral zplisob promyvani vzorku tak velikou tlohu, jako pouzité extrakéni Cinidlo a rozsah
meéfeni ve spojeni s pouZitou matrici.
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Obr. 12 Hmotnostni spektrum kmene CCY 17-1-5, kultivace na Sabouraudove agaru, uprava
a aplikace vzorku metodou ¢. 3 a ¢. 2 (uprava v programu Maldi Biotyper 3.0).

Na Obr. 13 jsou vyobrazena hmotnostni spektra pro kmen CCY 17-1-5, ktery byl
kultivovan na YPD médiu. Jako referen¢ni spektrum (sméfujici smérem vzhtiru) byla zvolena
opét metoda €. 2 (EtOH-SAFA). Obrazek vlevo znazoriiuje porovnani metody ¢. 2 a metody
¢.1 (EtOH-CHCA) se skore 1,986. Naproti tomu obrazek vpravo vyobrazuje porovnani
metody ¢.2 a metody ¢. 3 (H2,O-SAFA) se skore 0,979, coz je nevhodné a nedostacujici
k jednoznac¢né identifikaci kmene kvasinek.
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Obr. 13 Hmotnostni spektra kmene CCY 17-1-5 kultivovaného na YPD médiu, uprava a
aplikace vzorku metodou ¢. 1 (vlevo doli) a uprava a aplikace metodou ¢. 3 (vpravo dol:)
V porovnani s upravou a aplikaci vzorku metodou ¢. 2 (nahoru).
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Nasledujici spektra, znazornéna na Obr. 14, byla upravena v programu Maldi Biotyper 3.0
vyhlazenim surovych spekter a zménou rozsahu m/z porovnavanych proteinti. Takto upravena
spektra vykazuji mnohem vyssi skére nez spektra ptivodni. Obrazek umistény vlevo ukazuje
porovnani metody ¢. 2 (EtOH-SAFA) a metody ¢. 1 (EtOH-CHCA) s hodnotou skore 2,254,
Obrazek vpravo zndzorfiuje porovnani metody ¢. 2 (EtOH-SAFA) a metody ¢. 3 (H,O-SAFA)
se skore 2,173. Obé hodnoty skore patfi do intervalu, kdy lze jednoznacné a spravné
identifikovat dany mikroorganismus.
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Obr. 14 Hmotnostni spektra kmene CCY 17-1-5 kultivovaného na YPD médiu upravena
Vv programu Maldi Biotyper 3.0, uprava a aplikace vzorku metodou ¢. 1 (vlevo dolit) a uprava
a aplikace metodou ¢. 3 (vpravo dolii) v porovnani s upravou a aplikaci vzorku metodou ¢. 2
(nahoru).

Nasledujici tabulka zobrazuje procentudlni vyjadifeni ziskanych vhodnych spekter pro
identifikaci 22 kment kvasinek rodu Cryptococcus (Tab. 5). Metoda ¢. 3 (H,O-SAFA), ktera
byla popsana jako nejvhodnéjsi pro kultivace na sladinovém agaru [42], dosahla nejvyssi
uspésnosti pii kultivaci kmenti kvasinek na bramborovém agaru. Naproti tomu metoda ¢. 2
(EtOH-SAFA) jasn¢ dominuje na YPD médiu. Metoda ¢.1 (EtOH-CHCA) vykazovala
procentualné nejvyssi uspésnost pii kultivaci kmenit kvasinek na YPD médiu.

Tab. 5 Pocet ziskanych vhodnych spekter pro vyhodnoceni v zavislosti na kultivacnim médiu a
metodeé upravy a aplikace vzorku v procentech (100% odpovida 22 kmeniim).

Médium Metoda ptipravy a aplikace vzorku
H,O-SAFA EtOH-SAFA EtOH-CHCA
YPD 86,4 (19/22) 100,0 (22/22) 86,4 (19/22)
SA 45,5 (10/22) 36,4 (8/22) 27,3 (6/22)
ZA 90,9 (20/22) 50,0 (11/22) 31,8 (7/22)
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V klinickych laboratofich, které¢ vychazeji z postupti danych firmou Bruker Daltonik, se
daii identifikovat nezndmé izolaty na trovni rodu a druhu a pouze v n¢kolika malo pfipadech,
zejména udruhu Cr. neoformans, doslo k zaméné¢ za jiny druh nebo nebyl vibec
identifikovan.

V naSem piipad¢ nebyla metoda firmy Bruker Daltonik uspésna na 100 %, a proto byla
provedena kombinace metod a vybrano nejvhodnéjsi kultivacni médium, ¢imz bylo dosazeno
té nejvyssi procentudlni uspéSnosti. Nevhodnost metody firmy Bruker Daltonik jiz byla
popsana v praci, ve které analyzovali stejnymi postupy, jaké byly pouzity v ramci této
bakalatské prace, fylogenetickou skupinu Cryptococcus laurentii | a II. Veskeré analyzované
kmeny vSak byly kultivovdny na sladinovém agaru anckteré vybrané kmeny také
Vv laktozovém médiu [42]. |vtomto piipadé nedosdhla metoda firmy Bruker Daltonik
prvenstvi. Jako nejoptimalnéj$i metoda vSak byla stanovena metoda ¢. 3, kdy byl vzorek
celkem sedmkrat promyvan destilovanou vodou, extrahovan smési kyseliny sinapové
a ferulové a po centrifugaci nanesen na MALDI-TOF desku.

V celkovém shrnuti je tedy nejvyhodnéjsim médiem pro kultivaci kmend kvasinek rodu
Cryptococcus YPD médium a nejlepsi metodou Gpravy a aplikace vzorku metoda ¢. 2 (EtOH-
SAFA). Z tohoto duvodu byla pravé spektra ziskana kultivaci mikroorganismi a zpracovanim
vzorku za téchto podminek pouzita pro sestrojeni dendrogramu.

5.3 Vyhodnoceni podobnosti kvasinek na zakladé hmotnostnich spekter

V programu Maldi Biotyper 3.0 byl vytvofen dendrogram pro veSkeré analyzované kmeny
kultivované na YPD médiu a upravené pomoci metody €. 2, nebot’ toto médium a metoda
byly vyhodnoceny jako nejvyhodnéjsi pro biotypizaci kmenti kvasinek rodu Cryptococcus.
Nize uvedeny Obr. 15 znazoriuje vysledny dendrogram pro 22 analyzovanych kment.

Pismena A, B, C, D, E, F oznacuji jednotlivé vétve dendrogramu. Zatazeni kmene do
urcité skupiny pak vyjadiuji horizontalni ¢ary vedouci k danému pismenu skupiny. Barevné
oznaceni vétvi kazdé skupiny vyjadiuje kmeny tadici se do dané fylogenetické skupiny
piipadné ke druhu (podle délky ¢ary). Naproti tomu vétve znazornéné ¢ernou barvou oznacuji
kmeny, které se do fylogenetické skupiny netadi, ale vykazuji vysokou podobnost s jednim
nebo vice kmeny dané skupiny na zakladé hodnoty skore pii vzajemném porovnani spekter.

Kvasinky I. fylogenetické skupiny Cr. laurentii jsou oznaceny pismenem A a svétle
modrou barvou. Do této skupiny se fadi kmeny Cr. flavescens CCY 17-3-28 a CCY 17-3-30,
které vykazuji vyssi podobnost se skore 2,293, nez Cr. flavescens CCY 17-3-30 s typovym
Cr. laurentii CCY 17-3-2 (skore 1,316). Samostatnou vétev oznafenou Cernou barvou
znazornuje Cr. flavus CCY 17-3-5. Tento kmen nepatii do skupiny Cr. laurentii, vykazuje
vsak podobnost s kmenem CCY 17-3-30 (skore 1,248).

Cervené zbarvena vétev skupiny B reprezentuje kvasinky II. fylogenetické skupiny Cr.
laurentii. Do této skupiny spadaji kmeny Cr. carnescens CCY 17-3-13 a Cr. victoriae CCY
17-3-26. Tmaveé modra vétev skupiny B nalezi kmentim Cr. magnus CCY 17-4-39 a CCY 17-
4-40.
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Obr. 15 Dendrogram kvasinek rodu Cryptococcus pro YPD médium a metodu ¢. 2 (EtOH-
SAFA).

Prvni zluté zbarvena vétev skupiny C ptedstavuje kmen Cr. gastricus CCY 17-5-1. Nize
umisténa zluta vétev reprezentuje Cr. diffluens, ktery je oznacen jako nezafazeny, nebot’ neni
soucasti Sbirky kultur kvasinek a tudiZ nenese sbirkové €islo. Soucasti druhé vétve spolu
s nezafazenym kmenem je nesekvenovany Cr. aerius CCY 17-4-9 se skore 1,841. Posledni
dva kmeny se vyznacovaly velmi uspokojivymi spektry v ptipad¢ vSech kultivacnich médii 1
pouzitych metod Upravy a aplikace vzorku a ve vytvorenych dendrogramech se vyskytly
s vysokou hodnotou skére vedle sebe. Z tohoto ditvodu bylo ptfedpokladano, Zze kmen CCY
17-4-9 je ve skuteCnosti také kmenem Cr. diffluens. Tento pfedpoklad vSak muze byt
potvrzen nebo vyvracen na zéklad¢ sekvencni analyzy.

Skupina s ozna¢enim D a znazornéna zelenou barvou piedstavuje kmeny Bulleromyces
albus CCY 17-3-35a CCY 17-3-36 a Cr. saitoi CCY 17-3-18 a CCY 17-4-2.

Oznaceni E nesou tyrkysové zbarvené vétve znazornujici kmeny CCY 17-4-1
(sekvenovany Cr. albidus) a CCY 17-4-13 (nesekvenovany Cr. diffluens). I kdyz jsou tyto
dva kmeny umistény vici sob¢ blize nez je sekvenovany kmen CCY 17-8-1 (Cr. terreus),
jejich skore je piekvapivé pouze 0,091, zatimco skore mezi CCY 17-4-1 a CCY 17-8-1 je
1,660. Vzhledem k tomu, ze sekvenovany kmen Cr. diffluens se vyskytl uz ve skupin¢ C, byl
kmen CCY 17-4-13 navrzen na sekvenCni analyzu. Zvlastni vétev v ramci skupiny E
oznaena Cernou barvou je vyhrazena pro kmen CCY 17-25-1 (sekvenovany Cr. aerius).
Tento fakt naznacuje, ze CCY 17-4-9 ze skupiny C nebude patfit k tomuto druhu kvasinek.
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Posledni skupina nese oznaceni F a krom¢ samostatného kmene CCY 17-19-3 (Cr.
macerans) obsahovala tato skupina téZ kontrolni kmeny Cr. neoformans var. neoformans
CCY 17-1-4 a CCY 17-1-5, které meli skore 2,576.
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6 ZAVER

Cilem prace bylo posoudit vliv kultiva¢niho média — YPD, bramborového a Sabouraudova
agaru na identifikaci kvasinek rodu Cryptococcus hmotnostni spektrometrii a rozsifit databazi
referenCnich spekter pro potencidlni identifikaci nové ziskanych izolatd Sbirkou kultur
kvasinek.

Pomoci optimalizovanych metod Upravy a aplikace vzorku pro analyzu hmotnostni
spektrometrii byla vSechna naméfena spektra manualné posouzena. Nékolik spekter nebylo
mozné k dalSimu vyhodnoceni pouzit, nebot’ by mohlo dojit ke zkresleni vysledku po jejich
normalizaci programem Maldi Biotyper 3.0. Za hlavni davod potizi povazuji tvorbu
extracelularnich polysacharidti a polysacharidové kapsule, které jsou typické pro cely rod
Cryptococcus. Vliv polysacharidi se dal ¢asteéné eliminovat Upravou rozsahu m/z méteni
spekter a nahrazenim CHCA jako matrice, ktera vizualizuje primarné mensi m/z, smési
kyseliny sinapové a ferulové, které jsou doporuéeny pro intaktni proteiny. Jako modelovy
druh byl vybran nejznaméjsi zastupce rodu Cr. neoformans var. neoformans (CCY 17-1-5),
na kterém byly experimenty, celkové provedené s 22 kmeny, demonstrovany.

Ze tii kultivaénich médii bylo nejméné extracelularniho kontaminantu produkovano na
YPD médiu, které se tak stalo nejvhodnéjsim médiem pro kultivaci téchto kvasinek pro ucely
biotypizace. Jako metoda se nejlépe osvédcila metoda kombinovana, zalozena na promyvani
bunék ethanolem dle doporuceni firmy Bruker, ale smatrici slozenou z roztoku
kyseliny sinapové a ferulové v poméru 1:1. Kombinace YPD média a této metody poskytla az
100% uspésnost V ziskani kvalitnich hmotnostnich spekter pro biotypizaci tohoto obtizného
rodu kvasinek.

Program Biotyper umoznil také sestrojit ze ziskanych spekter dendrogram, ktery vcelku
spravné zhodnotil podobnosti kmenu, t.j. zafadil spolu do skupiny kmeny s identickym
druhem jako i fylogenetické skupiny. Vyjimku tvofili dva nesekvenované kmeny, ktery byly
reprodukovatelné zafazeny do skupiny s ,,nespravnymi* sekvenovanymi druhy, a proto jsme
jejich zatazeni navrhli provéfit Sbirce kultur kvasinek CHU SAV sekvenaci.

Zuvedenych zavéri vyplyvd, Ze biotypizace hmotnostni spektrometrii je rychla
a spolehlivd metoda, kterou lze vyuZit i pro obtiZzné ptipady eukaryontu jako jsou kvasinky
rodu Cryptococcus. Vzhledem k tvorbé extracelularnich latek, které mohou zkreslovat
molekulovy ,.fingerprint* druhu, je nutné pouzit vhodné kultiva¢ni médium a metodu ptipravy
vzorku pro méfeni pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ADP
AIDS
APCI
APPI
ATG
ATP
ATPaza
CCY
Cl

CO;
DNA
DHB

El

ESI

ER
FADH,
FD

Fl
FT-ICR
GC-MS
GTP
GXMan
HIV
HRMS

CHCA

Adenosindifosfat

Syndrom ziskaného selhéni imunity
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Fotoionizace za atmosférického tlaku
Autofagicky gen

Adenosintrifosfat

Adenosintrifosfataza

Sbirka kultur kvasinek

Chemicka ionizace

Oxid uhlicity

Deoxyribonukleové kyselina
2,5-dihydroxybenzoova kyselina
Elektronovéa ionizace

Elektrosprejova ionizace

Endoplazmatické retikulum
Flavinadenindinukleotid

Ionizace elektrickym polem

Ionizace elektrickym polem

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Guanosintrifosfat

Glukuronoxylomanan

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti
Sektorovy analyzator s dvojitou fokusaci

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
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ICP

IT

ITS

LC-MS
LDl
LP-MID
LSU rRNA
MALDI MS
MALDI-TOF/TOF
MAT lokus
MCP
mMRNA
MS-MS
MXGal
NADH
NALDI
PCR

RNA
rRNA

RPs

SAFA

SA

SELDI
TOF

YPD

ZA

Indukéné vazané plazma

Iontova past

Vnitini pfepisovany mezernik (spacer)

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
Desorpce a ionizace laserem

Linearné pozitivni mod

Velké podjednotka ribozomalni ribonukleové kyseliny
Desorpce a ionizace laserem za Gcasti matrice

Desorpce a ionizace laserem za ucasti matrice s priletovym analyzatorem
Lokus parovaciho typu

Mikrokanalkovy destickovy detektor

Mediatorova ribozomalni kyselina

Spojeni dvou hmotnostnich spektrometri

Galaktoxylomanan

Nikotinamidadenindinukleotid

Desorpce a ionizace za Ui€asti nano¢astic

Polymerazova tetézova reakce

Ribonukleové kyselina

Ribozomalni ribonukleova kyselina

Ribozomalni proteiny

Smés kyseliny sinapové a ferulové

Sabouraudtv agar

Desorpce a ionizace s vylepsenym povrchem

Priletovy analyzéator

Kultivaéni médium pro kvasinky s obsahem peptonu a dextrozy

Bramborovy agar
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